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摘  要: 【目的】对冻干高活力纳豆芽胞杆菌菌粉保护剂进行筛选和优化研究, 提高菌粉

活菌存活率。【方法】采用单因素实验和正交实验设计, 通过测定活菌存活率, 筛选出最

佳保护剂的配方; 并研究采用优化后冻干保护剂制备的菌粉在−20 °C、4 °C、25 °C 下的

保存稳定性。【结果】纳豆芽胞杆菌的有效保护剂是: 脱脂乳粉、甘露醇、L-抗坏血酸钠。

最佳冷冻干燥保护剂配方是: 脱脂乳粉 10%+甘露醇 4%+L-抗坏血酸钠 1%, 存活率达到

91.63%。菌粉在−20 °C、4 °C、25 °C 下保存 12 个月后, 存活率分别为: 88.79%、70.16%

和 10.52%, 说明菌粉在−20°C 和 4°C 下保存稳定性较好, 25°C 下稳定性比较差。【结论】

对纳豆芽胞杆菌冻干菌粉保护剂的优化, 对纳豆芽胞杆菌的应用、活菌产品的质量稳定及

新产品的研发均有一定的指导意义。 
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Abstract: [Objective] Study on the technology of selection and optimization of Bacillus natto 
freeze-dried powder, in order to increase the survival rates of living bacteria. [Methods] Single 
factor and orthogonal experimental designs were taken to measure the survival cells and then 
screened the protection agent formulations. And the storage stabilities of optimized 
lyoprotectant powder prepared at protection agent formulations. And the storage stabilities of 
optimized lyoprotectant powder prepared at −20 °C, 4 °C and 25 °C were tested. [Results] The 
effective protecting agents of Bacillus natto were: skimmed milk powder, mannitol, L-sodium 
ascorbate. The best protectants formula: 10% skim milk powder, 4% Mannitol and 1% 
L-sodium ascorbate, the results showed that the survival rate could reach to 91.63%. The 
survival rates of fungus powder conserved at −20 °C, 4 °C, 25 °C for 12 months were 88.79%, 
70.16% and 10.52%, respectively. The storage stability of bacteria powder at −20 °C and 4 °C 
were excellent, while that at 25 °C was poor. [Conclusion] The freeze-dried powder protective 
of Bacillus natto was optimized, which provided a guidance for application of Bacillus natto, 
stabilization of quality of live bacterial product and development of novel live bacterial 
products. 

Keywords: Bacillus natto, Cryoprotectant, Freeze-dried powder, Storage stability 

纳豆芽胞杆菌(Bacillus natto)最初是在 1905
年由日本东京大学的泽村教授从纳豆中分离得

到的, 对人体无病原性的安全菌株[1], 该菌株不

仅具有促进机体乳酸菌、双歧杆菌等益生菌的增

殖, 增强机体免疫的功能, 还具有抗病原菌、防

癌等保健功能, 被誉为“超级健康食品”[2−3]。纳豆

芽胞杆菌能产生一种具有溶解纤维蛋白活性的

酶, 可促使血浆中 t-PA 含量显著增加, 从而有助

于提高人体内的纤溶酶活性, 使纳豆芽胞杆菌具

有溶解血栓的作用[4], 并且还有稳定肠道温度和

pH 的作用[5]。但现在存在一个最为关键的问题就

是市场上销售的纳豆芽胞杆菌菌粉在销售和贮

存过程中活菌数量大大下降, 导致效用降低, 不

能达到产品预期的目的。目前市场上制备的纳豆

芽胞杆菌活菌粉大多采用冷冻干燥技术。但冷冻

干燥过程中, 冷冻和水分蒸发会对纳豆芽胞杆菌

造成细胞损伤、机械损伤、死亡及一些蛋白酶分

子的钝化等一系列的损伤。如果直接冷冻纳豆芽

胞杆菌菌液, 会使纳豆芽胞杆菌的活菌数目大幅

度下降。所以纳豆芽胞杆菌冷冻干燥成菌粉的关

键在于有效保护剂的使用。保护剂可以尽可能保

护其生物活性和生理生化特性, 从而减轻冷冻干

燥过程中对菌体的损害[6]。 
本实验以前期筛选并经过 16S rDNA 等鉴定

的一株纳豆芽胞杆菌 F3[7]为研究对象, 采用单因

素试验及正交试验设计, 系统研究将其冻干为菌

粉的最佳抗冻保护剂的配方及菌粉的保存稳定

性, 以期最大限度地发挥保护剂的保护功能, 减

少菌体在冷冻干燥过程中的死亡, 提高细胞的存

活率, 为纳豆芽胞杆菌的应用、活菌产品的质量

稳定及新产品的研发等打下基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌种: 纳豆芽胞杆菌 F3, 本院微生物学实

验室保存。 

1.1.2  培养基: (1) 种子培养基 : 蛋白胨 1%, 

NaCl 0.5%, 牛肉膏 0.5%, pH 7.2−7.4; (2) 发酵培
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养基: 豆饼粉 1.0%, 葡萄糖 1.5%, NaCl 0.5%, 无

水 CaCl2 0.5%, MnSO4 0.1%, pH 7.4; (3) 保护剂

溶液的配置: 根据质量与体积比和体积与体积比

配制所需浓度的溶液。 

1.2  主要试剂和仪器 
1.2.1  试剂: 豆饼粉、脱脂乳粉为食品级, 市场

购买; 牛肉膏、蛋白胨、葡萄糖、氯化钠、氢氧

化钠、琼脂、氯化钠、CaCl2、MnSO4、甘油、麦

芽糖、蔗糖、β-环糊精、甘露醇、乙醇 95%、L-
抗坏血酸钠, 以上试剂均为生化级, 购自生工生

物工程 (上海) 股份有限公司。 

1.2.2  仪器: 隔水式电热恒温培养箱, 上海培因

实验仪器有限公司; 超低温冰箱, 日本三洋；电

热恒温水浴锅, 上海跃进医疗器械厂; 真空冷冻

干燥机, 北京思达兴业仪器有限公司; 日立高速

微型离心机, 上海汗诺仪器有限公司等。 

1.3  方法 
1.3.1  冻干保护剂单一因素试验: 取一环活化的

菌种, 接种于装有 50 mL 种子培养基的 250 mL

三角瓶中, 250 r/min、37 °C 培养 18 h, 得到种子

液；将种子液以 4%接种量接种于装有 50 mL 液

体发酵培养基的 250 mL 三角瓶中, 300 r/min、

37 °C 培养 32 h。再将发酵液以 5 000 r/min 离心

10 min, 收集菌泥, 用灭菌的生理盐水将菌泥稀

释至一定浓度保存备用。 

根据相关文献报道[8−11], 并结合实验室前期

对冻干保护剂的研究, 选取脱脂乳粉、甘露醇、

蔗糖、β-环糊精、葡聚糖、L-抗坏血酸钠 6 种材

料作为筛选对象, 将预先配制不同浓度(表 1) 6 种

保护剂分别加入到调制好的菌液中, 搅拌均匀, 

并测定菌液中的纳豆芽胞杆菌的活菌数。吸取

3 mL 保护剂的纳豆芽胞杆菌菌液注入无菌安培

瓶中, 在−20 °C 预冷冻 24 h。 
把预冷冻的安培瓶放入超低温真空冷冻干燥

机冻成干粉状。通过测定冻干菌粉中的菌体存活

率来反映各单一保护剂的保护效果。 

1.3.2  冻干保护剂的正交试验: 根据单因素试验

结果, 考虑到在做正交试验方差分析时, 应留下空

白列, 以确保随机误差引起的离差平方和, 故采用

4 因素3 水平(包括一空白列) L9(34)设计正交组合优

化保护剂的复配。正交实验影响因素水平见表 2。 

1.3.3  纳豆芽胞杆菌存活率测定: 采用双层平板

计数方法[11]测定冻干菌粉中的菌体存活率, 平行

进行 3 次实验。 
 

表 1  单一保护剂质量浓度 
Table 1  The agent concentration of single protective 

保护剂 
Cryoprotectants 

保护剂浓度  
Concentration of cryoprotectans (%, W/V) 

脱脂乳粉 
Skim milk powder 

1 5 10 15 18 

蔗糖 
Sucrose 

1 3 4 5 7 

甘露醇 
Mannitol 

1 3 5 7 9 

β-环糊精 
β-Cyclodextrin 

1 3 4 5 7 

葡聚糖 
Glucosan 

1 3 4 5 7 

L-抗坏血酸钠 
L-sodium ascorbate 

1 2 3 4 5 
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1.3.4  纳豆芽胞杆菌菌粉的保存稳定性测定: 将

获得的菌粉分别置于−20 °C、4 °C、25 °C 的条件

下保存 12 个月, 分别于 0、2、4、6、8、10、12

个月进行活菌数测定, 平行进行 3 次实验。通过

计算保存期菌体的存活率, 以确定最佳菌粉保存

条件。 

2  结果与分析 

2.1  各种冻干保护剂对菌体存活率的影响  
本研究所采用的不同浓度 6 种保护剂及不加

保护剂的对照组共 36 组单因素试验, 通过测定

纳豆芽胞杆菌菌液在冻干前后活菌数目, 考查单

一保护剂对菌体的保护作用, 见图 1。由图 1 可

以看出: 6 种保护剂对纳豆芽胞杆菌的冻干过程

均 有 一 定的 保 护 作用 , 菌 体 存 活 率 最 高可 达

74.26%; 不加保护剂时, 冻干的菌体最高存活率

只有 13.36%。由图 1 变化趋势可以看出, 随着保

护剂添加量的增加, 菌体的存活率不断提高, 但

达到一定浓度时, 保护剂的效果达到最大值, 此

后再增加保护剂浓度保护效果反而降低。这说明

菌粉冻干保护剂的浓度不是越大越好, 而是存在

一个最佳浓度。 

其中以脱脂乳粉保护剂浓度 5%−15%保护效

果最显著, L-抗坏血酸钠浓度选 1%−3%, 甘露醇 
 

表 2  正交试验影响因素水平表 
Table 2  Factors level of orthogonal experiment 

因素 Factors 
水平 
Level 脱脂乳粉 A 

Skim milk powder A 
甘露醇 B 

Mannitol B 
L-抗坏血酸钠 C 

L-sodium ascorbate C 
空列 E 

Empty columns E 
1 5 3 1 − 

2 10 4 2 − 

3 15 5 3 − 
 

 
图 1  不同冻干保护剂对细菌冻干存活的影响 

Fig. 1  The survival effect of freeze-dried bacterial by different cryoprotectant 
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浓度选为 3%−7%时菌粉冻干存活率较高; 而蔗

糖、葡聚糖和 β-环糊精保护效果较差, 故正交实

验中删除这 3 个单因素。 

2.2  冻干保护剂正交组合优化实验组合结果 
从表 3 实验结果分析可知, 脱脂乳粉对菌体

的存活率影响最大, 其次是甘露醇和 L-抗坏血酸

钠 , 保 护 剂 最 优 组 合 为 A2B2C1, 即 脱 脂 乳 粉

10%、甘露醇 4%、L-抗坏血酸钠 1%, 此时活菌

粉存活率为 91.63%, 大于各单一因素的存活率, 
优化效果明显; 说明单一保护剂并不能满足冷冻

干燥制备高活菌数菌粉的需求, 复合保护剂中的

各单一保护剂在纳豆芽胞杆菌菌体冷冻干燥过

程中发挥着各自作用, 同时相互间又具有协同作

用, 从而能显著提高菌体存活率。3 种因素的保

护剂保护效果大小为: 脱脂乳粉>甘露醇>L-抗坏

血酸钠。 
由表 4 可知, 因素 A 的 F 值大于 F 临界值

(F0.01 (2,2)=99.00)即 P 值<0.01, 说明脱脂乳粉对

试验结果影响极显著; 因素 B 的 F 值大于 F 临界

值(F0.05 (2,2)=19.00), 即 P 值<0.05, 说明甘露醇

对试验结果影响显著; 因素 C 的 F 值大于 F 临界

值(F0.10 (2,2)=9.00), 即 P 值<0.10, 说明 L-抗坏

血酸钠对试验结果有一定影响。所以因素 A 为主

要因素, 因素 B 和因素 C 为次要因素。因此方差

分析与极差分析结果一致。 

2.3  菌粉的保存稳定性实验结果 
以优化的保护剂配方进行菌粉保存稳定性试

验, 从表 5 中可知, 冻干的纳豆芽胞杆菌菌粉在

−20 °C、4 °C 和 25 °C 保存下, 其活菌数目均在

下降, 但−20 °C 下降趋势比较缓慢, 12 个月后在

−20 °C、4 °C 存活率分别为 88.79%和 70.16%, 活

菌数均在 1.0×108 CFU/g 以上, 说明这两种温度

下保存稳定性较好。但在 25 °C 活菌存活率下降

速度剧烈, 此温度下保存 12 个月后, 存活率降至

10.52%, 说明稳定性比较差, 即其适宜在低温度

条件下保存, 而不适宜在常温或更高条件下保存。 
 

表 3  正交试验及结果分析表 
Table 3  Result analysis of orthogonal experiment 

因素 Factors 
No. 

A B C E 
存活率 

Suvival rate (%) 
1 1 1 1 1 72.22 
2 1 2 2 2 71.19 
3 1 3 3 3 65.17 
4 2 1 2 3 70.79 
5 2 2 3 1 74.94 
6 2 3 1 2 72.58 
7 3 1 3 2 56.22 
8 3 2 1 3 61.61 
9 3 3 2 1 53.55 
k1 43 505.62 39 692.59 42 605.09 40 284.50  
k2 47 659.27 43 155.91 38 231.98 39 996.00  
k3 29 371.10 36 595.69 38 545.47 39 033.90  
R 46.93 16.44 10.88 3.14  

因素主次 
Secondary factors 

A>B>C 

最优方案 
Optimal scheme 

A2B2C1          91.63% 
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表 4  正交试验方差分析表 
Table 4  The result of variance analysis for orthogonal experiment design 

方差来源 
Sources of variance 

离差平方和 
Sum of deviation square 

自由度 
Degree of freedom

均方 
Mean square

F 值 
F value 

P 值 
P value 

显著性 
Significance

A 409.00 2 204.50 227.22 <0.01 ** 

B 45.07 2 22.54 25.04 <0.05 * 

C 24.85 2 12.43 13.81 <0.10  
空列(误差) 

Empty column (Error) 
1.81 2 0.90  

  

总和  
Sum 

480.73 8 
    

 
表 5  菌粉的保存稳定性实验结果 

Table 5  The experimental results of powder storage stability 

时间 
Time 

(months) 

−20 °C 活菌数 
Living bacteria  

count at  
–20 °C (×109 CFU/g)

−20 °C 存活率 
Survival rate at 

−20 °C  
(%) 

4 °C 活菌数 
Living bacteria count 

at 4 °C  
(×109 CFU/g) 

4 °C 存活率
Survival rate at

4 °C  
(%) 

25 °C 活菌数 Living 
bacteria count at  

25 °C  
(×109 CFU/g) 

25 °C 存活率
Survival rate at

25 °C  
(%) 

0 3.56±0.13 100.00 3.560±0.09 100.00 3.560±0.11 100.00 

2 3.50±0.10 99.89 3.390±0.12 980.52 3.170±0.10 84.06 

4 3.47±0.09 99.01 2.850±0.14 930.67 1.030±0.14 53.86 

6 3.41±0.16 98.34 2.020±0.13 880.46 9.160±0.13 39.00 

8 3.07±0.14 95.73 1.170±0.11 830.97 0. 430±0.14 26.83 

10 2.31±0.12 92.69 9.910±0.10 780.30 0.073±0.13 19.89 

12 1.67±0.11 88.79 0.358±0.13 700.16 0.011±0.09 10.52 

 

3  结论与讨论 

本研究先通过单因素试验, 从 6 种保护剂中

筛选出纳豆芽胞杆菌的有效冷冻干燥保护剂影

响活菌率因素的主次顺序为: 脱脂乳粉>甘露醇

>L-抗坏血酸钠, 其中脱脂乳粉对菌体存活率影

响最显著, 这可能由于是在冷冻干燥过程中, 脱

脂乳粉可固定冻干酶类, 在菌体细胞外形成的蛋

白膜对菌体加以保护, 并可为冻干的纳豆芽胞杆

菌菌体提供一种轻而多孔的结构, 增强了菌体的

复水性, 从而提高了菌体的冷冻干燥存活率[13]。  
为进一步优化保护剂的最优配方组合, 采用

4 因素 3 水平(包括一空白列) L9(34)设计正交组合

优化保护剂的复配, 获得最佳冷冻干燥保护剂配

方是: 脱脂乳粉 10%、甘露醇 4%、L-抗坏血酸钠

1%, 此时获得的冻干菌粉菌体存活率为 91.63%。

当脱脂乳粉浓度小于 10%时, 菌体存活率随着脱

脂乳粉浓度的增加而显著提高, 可能是由于纳豆

芽胞杆菌菌体细胞被保护的区域随着浓度的增

加而增大, 菌体表面暴露在外界的面积就减少, 
从而增强了保护效果; 但添加脱脂乳粉的浓度超

过 10%时, 随着其浓度的增加保护效果反而变得

不明显, 这可能是由于菌体表面被脱脂乳粉完全

覆盖, 保护作用完全显现[14]。本研究中甘露醇对

纳豆芽胞杆菌菌体的保护作用与其浓度有关。低

浓度的甘露醇通过无定型结构的形成而阻止菌

体细胞内蛋白质分子的聚集, 但高浓度的甘露醇

则易于形成较强的玻璃化结晶, 加速了菌体细胞

内的蛋白质的聚集[15], 而结晶态的甘露醇则失去

对菌体的保护功能。此外本研究中的 L-抗坏血酸
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钠是水溶性强抗氧化剂, 能减少纳豆芽胞杆菌菌

粉冻干过程中环境中氧气对冻干菌粉的影响, 在

冷冻干燥过程中对菌体蛋白质起到一定的保护作

用[16]。而葡聚糖、β-环糊精和蔗糖作为糖类冻干

保护剂可能对纳豆芽胞杆菌菌体仅仅只起到保护

层的作用, 故较其它保护剂作用效果差。 
本研究获得纳豆芽胞杆菌菌粉保护剂优化的

配方与曹峰等[17]所筛选的冻干保护剂相比, 通过

添加适量的甘露醇, 不但对纳豆芽胞杆菌菌体在

冷冻干燥时的保护效果更显著, 还减少了其它保

护剂的添加量, 更为工业化生产纳豆芽胞杆菌大

大节约了成本。这可能是在纳豆芽胞杆菌菌体冻

干过程中的水分子与菌体蛋白质极性基团形成的

氢键被甘露醇所具有的多羟基取代了, 能够作蛋

白质的冻干保护剂[18], 从而起到保护菌体的作用。 
此外本研究在获得纳豆芽胞杆菌菌粉的冷冻

保护剂最优配方的基础上, 进行了菌粉中试生产

实验, 最终获得的菌粉达到 3.56×109 CFU/g 较高

水平, 在−20 °C、4 °C 下保存 12 月后平均存活率

分别为 88.79%、70.16%, 这为纳豆芽胞杆菌的应

用、活菌产品的质量稳定及新产品的研发均具有

一定的指导意义, 并为纳豆芽胞杆菌微生态制剂

的工业化生产打下了坚实的基础。 
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