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摘  要: 对细胞膜通透性变化的研究是认识冷冻干燥过程对乳酸菌损伤机理的途径之一。用荧光

探针检测冻干过程前后细胞内H+和Ca2+浓度的变化, 可以精确的表征细胞膜通透性的改变。利用

荧光探针BCECF-AM和Fluo3-AM对德氏乳杆菌保加利亚亚种在冻干前后的细胞膜通透性进行研

究, 并对比菌种在冻干过程中的活力损失, 发现细胞膜在冻干前后通透性有显著增加, 并与活力

的损失成反相关关系。说明在冻干过程中细胞受到了生理性损伤, 细胞膜通透性的改变可能是导

致乳酸菌在冻干过程中致死和失活的原因之一。 
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Impact of Membrane Permeability in Lactic Acid 
Bacteria During Freeze-drying 
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Abstract: Alteration of cell membrane permeability is speculated to be one of the damage mechanisms to 
Lactic Acid Bacteria during freeze-drying. It has been reported that the H+ and Ca2+ alteration may be accu-
rately detected by using fluorescent probe. The Lactobacillus bulgaricus permeability is studied by using 
fluorescent probe BCECF-AM and Fluo3-AM. The membrane permeability has a significant increase which 
is anti-related to the loss of vitality. These results suggest that alteration in cell membrane permeability con-
tributes to the physical damage, it may be one of the reasons that lead to the cell death and loss of activity. 
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冷冻干燥是一种将样品在低温下冷冻, 然后在
减压条件下利用升华去除水分从而使样品处于干燥

状态的单元操作[1]。在生物制造和加工中, 冷冻干燥
广泛应用在工业微生物菌种和生物活性物质的高效

制备上。与其他干燥方式相比, 冷冻干燥是乳酸菌
发酵剂生产的有效方法。以乳酸菌主导的食品生物

制造与加工过程要求乳酸菌能够保持较高的细胞存

活数量和较高的细胞活力, 以充分发挥乳酸菌的功
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能性质。 
目前我国国内关于乳酸菌冷冻干燥的研究主要

集中在遴选有效的冷冻干燥保护剂、保护剂作用机

制以及预冻及冻干条件对乳酸菌存活率的影响上 , 
涉及到细胞生理水平上的乳酸菌冷冻干燥理论研究

则相对较少。细胞膜是整个细胞保持正常生理条件

的基础, 也是维持细胞完整性及保持正常物质能量
代谢的基础。细胞正常代谢所需的一些关键酶、胞

内外离子交换所需的离子梯度、pH梯度等, 都必须
依靠一个完整的细胞膜结构[1,2]。因此, 研究细胞膜
在冻干前后的完整性和通透性的变化, 对了解冷冻
干燥对细胞损伤的机理, 以及保护剂的保护机理等
非常关键[2]。本研究中主要利用荧光探针法检测了

冻干前后细胞膜对氢离子、钙离子的通透性变化 , 
并对比菌体细胞在冻干前后的活力, 探讨细胞膜通
透性变化对菌体细胞活力的影响。 

1  材料与方法 

1.1  材料与设备 
德氏乳杆菌保加利亚亚种 (Lactobacillus del-

brueckii subsp. bulgaricus), 为本实验室保藏菌种 ; 
BCECF-AM 即 2′,7′-bis(2-carboxylethyl)-5(6)-carboxy- 
fluorescein acetoxymethyl ester, Fluo3-AM, 购于日本
同仁化学。 

隔水式电热恒温培养箱, 上海跃进医疗器械厂; 
荧光分光光度计, 日立 650-60; 冷冻离心机, 德国
Hettich公司; 冷冻干燥机, 77530-30LABCONCO6L, 
美国照生有限公司; 其余是实验室常规仪器。 

1.2  实验方法 
1.2.1  培养基: (1)MRS液体(固体)培养基[3]; (2)脱脂
乳培养基[3]。 
1.2.2  冷冻干燥制备菌粉 : 菌种经活化和传代后 , 
对数后期取菌, 离心获得浓缩菌体后添加海藻糖作
保护剂 [4], 以不加保护剂的菌体作对照 , 预冻后冷
冻干燥 40 h, 制得实验所需菌粉。 
1.2.3  荧光探针BCECF-AM测定细胞内pH: (1)荧光
探针 BCECF-AM负载。将 1 mmol/L的 BCECF- 
AM/DMSO溶液加入到复水后的细胞悬液中 , 加入
量为细胞悬液体积的 1/300, 终浓度为 3 μmol/L,  
37°C培养 30 min, 离心(10000 g, 5 min)去上清, 用
生理盐水洗涤 1次后, 重悬于 3 mL生理盐水中[5]。 

(2)细胞内 pH荧光检测。将负载好的溶液置于 

荧光分光光度计上用双波长比例法检测 [5], 激发波 
长是 490 nm和 440 nm, 发射波长是 530 nm, FIR= 
490 nm/440 nm。 
1.2.4  荧光探针Fluo3-AM检测细胞内Ca2+: (1)荧光
探针Fluo3-AM负载。将 1 mmol/L的Fluo3-AM加入
到复水后的菌液中 ,  F l u o 3 - A M的终浓度为 
3 mmol/L, 避光条件下, 37°C孵育 30 min, 然后离心
(10000 g, 5 min)去上清, 用生理盐水洗涤 1次后, 重
悬于 3 mL生理盐水中[6]。 

(2)胞内Ca2+的测量。将负载好的样品置于荧光

分光光度计内, 以 490 nm为激发波长, 观察 528 nm
处的荧光强度。 
1.2.5  发酵剂活力的测定 : 发酵剂活力可以用乳 
酸菌在单位时间内产酸的多少来评定 ,  即酸度测 
定法。在灭菌后的脱脂乳中加入 3 %的发酵剂 , 
并在 37°C~38°C 的培养箱内培养 3.5 h,  然后 
用 0.1 mol/L 的 NaOH 溶液测定其酸度。计算公式 
如下: 

1

2

c 0.09
100

v
vρ

× ×
= ×活力  

C-NaOH浓度; V1-所用体积; V2-所用灭菌乳体
积; ρ-脱脂乳相对密度, 一般认为, 活力在 0.7%以上
为好, 并以 0.7表示其酸度。 

2  结果与分析 

2.1  荧光强度比值 FIR 的测定 
1.0 mg的 BCECF完全溶于 1 mL DMSO后, 取 

1 μL加到 1 mL NaCl 生理溶液中, 在荧光分光光度 
计下扫描可知其最大激发光在 502 nm, 最大发射光 
在 528 nm处[5,7]。另外, 测定pH一般采用双波长比 
例测量法测定, 440 nm激发时其发射光强度与 pH无
关, 而 490 nm 处的高度随 pH 的升高而增加, 这两
处的荧光强度的比值是(FIR)是 pH 的函数。图 1 是
BCECF 添加到不同 pH 生理溶液中的荧光扫描图, 
从下至上 pH依次为 6.0、7.0、7.5和 8.5。 

因为在 440 nm激发时荧光值没有变化, 所以其
它 pH溶液只需扫描 490 nm激发时的发射强度。根
据计算在不同 pH溶液中在 490 nm和 440 nm激发
时的 528 nm 处的荧光发射强度, 就可得出 FIR 与
pH 的关系图, 如图 2, 得到的各点的线性关系较好, 
根据得出的 FIR-pH关系图, 对比样品在 490 nm的
发射光强度, 就可得出所测样品的 pH值。 
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了破坏, 由于细胞膜的通透性发生了变化, 膜内维
持细胞内外pH梯度的酶失活, 膜上运输离子需要的
载体遭到了破坏, 致使胞外的H+进入细胞, 胞内的
pH降低。另外, 添加保护剂的细胞的胞内pH均值与
正常菌体相差不大, 说明保护剂在保护细胞膜完整
性上起很重要的作用, 使得维持细胞正常生命活动
的胞内外pH梯度能够有所保留, 减少了冻干过程中
活菌数和菌活力的降低。 

2.3  细胞内Ca2+的浓度变化的测定 
利用荧光探针Fluo3-AM分别测量正常菌体、未

添加保护剂冻干菌体、添加保护剂冻干菌体以及冷

冻菌体的胞内Ca2+。Fluo3-AM是一种新型的高度特
异性钙离子荧光指示剂。它进入细胞后经非特异性

酯酶脱去AM酯, 成为脂溶性的Fluo3 留在细胞内。
Fluo3 与细胞内游离钙结合后, 在激发光的激发下, 
其 528 nm附近的荧光强度会随钙离子浓度不同 

图 1  BCECF 在不同 pH 生理溶液中的发射光谱 
Fig. 1  The emission spectra of BCECF in different pH salt 
solution 

 

 

而发生变化, 浓度大, 荧光强度就大, 并与钙离子 
浓度成正比[8]。 

由图 3 可知, 冻干后的细胞内的钙离子浓度远 
 

 

图 2  FIR 与 pH 的关系图 
Fig. 2  Relationship of FIR and pH 

 
2.2  BCECF 测定乳酸菌细胞内的 pH 

分别测量正常菌体, 添加与未添加海藻糖保护
剂的冻干菌体细胞在 490 nm处和 440 nm处的荧光
值, 计算 FIR, 分别与 FIR-pH 曲线对比, 得出正常
菌体的胞内 pH 的均值为 6.357, 冻干时未加保护剂
的菌体的胞内 pH 是 6.152, 而冻干时加保护剂的则
为 6.244, 如表 1所示。正常菌体的胞外 pH为 6.102, 
与之相比, 冻干后的菌体的胞内外的 pH 梯度遭到 

图 3  常与冻干菌体的Ca2+荧光扫描图 
Fig. 3  The Ca2+ fluorescence scanning of normal and freeze- 
dried cells 

 
表 1  不同处理条件下乳酸菌细胞内外 pH 值 

Table 1  The pHin and pHout of Lactic acid bacteria in different treatment 

pH值 
pH Value 

处理条件 
Treatment 正常菌体胞内 

pHin of normal cell 

冻干时不添加保护剂菌体胞内 
pHin of Freeze-dried cell without 

adding trehalose 

冻干时加保护剂菌体胞内 
pHin of Freeze-dried cell 

adding trehalose 

正常菌体细胞外 
pHout of normal cell 

 6.357±0.017 6.152±0.010 6.244±0.013 6.102±0.011 
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远高于正常细胞内的钙离子浓度; 正常菌体胞内钙
离子浓度仅为冻干菌体的 22.4%; 添加保护剂的冻
干菌体胞内的钙离子浓度相对未添加保护剂的菌体

降低约 40.0%, 即在冻干过程中, 未添加保护剂的
细胞的胞膜受到了更大的破坏, 通透性较加有海藻
糖保护剂的细胞的胞膜增大了 67.7%; 保护剂在保
护细胞膜完整性和胞内非特异性酯酶等重要酶系中

起到了很重要的作用。 
冻干前期需先将菌体冷冻处理, 这时细胞膜的

完整性其实已经遭到破坏, 若不加保护剂, 冷冻后
的菌体在冰体融化后立即测量其膜内的钙离子, 发
现冷冻后细胞的通透性较正常菌体细胞有了较大的

变化, 如图 4 所示。这可能因为在冰冻过程中细胞
内和细胞外形成的冰晶破坏了细胞膜的完整性。另

外 , 冻干后 , 菌体细胞的通透性进一步增大 , 说明
在冻干过程中 , 细胞膜的完整性会遭到更大的破
坏。较冷冻菌体而言, 膜的通透性增大了 12.4%。 

 

 

图 4  菌体在正常、冷冻及冻干条件下的Ca2+荧光扫描图 
Fig. 4  The Ca2+ fluorescence scanning of normal, freeze 
and freeze-dried cells 
 
2.4  冻干后乳酸菌的活力检测 

根据活力检测公式, 用标定好为 0.106 mol/L的
NaOH溶液滴定, 测定冷冻、冻干时未添加保护剂和
冻干时添加保护剂时的菌体活力。结果显示, 正常
菌体的活力平均为 0.44, 冷冻菌体活力平均为 0.12, 
未加保护剂冻干菌体为 0.08, 而添加保护剂的冻干
菌体的活力则为 0.20。通过通透性指标和各菌体活
力作对比, 发现菌体活力的降低与通透性发生变化
有一定的相关性, 如图 5。菌体细胞通透性增大后,  

 

图 5  胞内Ca2+浓度与菌体活力的关系 
Fig. 5  The relationship between Ca2+ concentration in cell 
and cell vitality 
注: A: 冻干时未添加保护剂的菌体; B: 冷冻菌体; C: 冻干时添
加保护剂的菌体; D: 正常菌体. 
Note: Freeze-dried cell adding trehalose; B: Frozen cell; C: Freeze- 
dried cell without adding trehalose; D: Normal cell. 

 
胞内Ca2+浓度增大 , 而相对应的细胞活力会下降 ; 
通过不同的处理方法(图中A、B、C和D), 能够看到
冻干时添加保护剂能够有效的减少对细胞膜的损伤, 
并且能够降低乳酸菌细胞活力的损失。 

3  讨论 

鉴于细胞膜在细胞生理中具有的重要作用, 本
研究中主要通过特异性荧光探针法, 检测了乳酸菌
细胞膜在冷冻干燥过程中完整性的变化, 测定了冻
干过程中细胞膜对氢离子和钙离子的通透性变化。

结果显示 , 在冻干前后 , 细胞内pH值有明显下降 , 
pH梯度遭到了破坏, 细胞膜对H+的通透性增大, 与
Castro等人 [2]研究的以麦芽糊精为干燥介质的冷冻

干燥乳酸菌细胞的△pH有损失相类似。另外, 在冻
干过程中, 钙离子浓度也有较大程度的增加, 亦说
明细胞膜完整性在冻干前后遭到了破坏, 通透性增
大。正常菌体的胞内钙离子浓度仅为冻干菌体的

22.4%。在菌悬液中添加海藻糖等保护剂, 发现保护
剂能够有效地降低冷冻干燥对乳酸菌细胞膜通透性

的破坏, 进而保护细胞的正常生理状态。将通透性
指标与冻干前后菌体的活力作对比, 发现细胞膜通
透性的变化同菌体细胞活力成反相关关系, 通透性
增大, 菌活力就会明显降低, 说明细胞膜完整性的
破坏和通透性的变化可能是导致菌体细胞致死和菌

体细胞活力下降的关键因素之一。 
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品教学”版块，原“名师讲堂”。邀约相关生命科学领域，如微生物学、分子生物学、生物医学、传染病学、

环境科学等的教学名师、知名科学家就教学和学生培养发表观点，推荐在教学改革、教学研究、引进先进

教学手段或模式以及学生能力培养等方面有突出成绩的优秀论文，为高校教师以及硕士、博士研究生导师

提供一个可资交流和学习的平台，促进高校教学和人才培养水平的提高。 
    欢迎投稿！欢迎对本栏目多提宝贵意见！ 
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