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摘  要：【目的】针对去甲基万古霉素产生菌不耐保藏的问题，改进菌种保藏方法，对超低温液

氮保藏、−80 °C 低温冷冻保藏、冷干保藏方法跟踪考察 10 年保藏稳定性，评价不同保藏方法

对去甲基万古霉素产生菌的保藏适用性。【方法】采用甘油作基础保护剂进行超低温液氮保藏

和−80 °C 低温冷冻保藏，采用脱脂牛奶作基础保护剂进行冷干保藏，针对超低温液氮保藏进行

降温速率考察，研究非渗透性冷冻保护剂海藻糖、聚乙烯吡咯烷酮(PVP)等对 3 种保藏方法的冻

存影响，对优选出的保藏方法进行 10 年跟踪考察。【结果】3 种保藏方法冻后菌种存活率依次

为：−80 °C 低温冷冻保藏>超低温液氮保藏>冷干保藏。液氮保藏最适降温速率为快速冷冻。优

选出最佳保护剂配方：超低温液氮保藏为甘油 8.0 %，海藻糖 3.5 %；−80 °C 低温冷冻保藏为甘油

6.0 %，PVP 5.0%；冷干保藏为脱脂牛奶，6.0 %海藻糖。采用优化保藏条件，液氮保藏 10 年存

活率稳定在 70.6 %，菌种发酵水平为入藏水平的 92.9 %。【结论】在优化条件下，尤以超低温液

氮保藏适合于去甲基万古霉素产生菌长期保藏。 

关键词：去甲基万古霉素产生菌，超低温液氮保藏，−80 °C 低温冷冻保藏，冷干保藏，海藻糖，

聚乙烯吡咯烷酮 
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Optimization of cryopreservation and lyophilization for 
demethylvancomycin producing strain—an assessment of 

10-year preservation 
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WANG Ya-Li  ZHANG Xue-Xia* 

(National Engineering Research Center of Microbial Medicine, Hebei Industry Microbial Metabolic Engineering & 
Technology Research Center, New Drug Research & Development Company of NCPC, Shijiazhuang, Hebei 050015, China) 

Abstract: [Objective] Due to the difficulties in preserving demethylvancomycin producing strain, we 
optimized the preservation conditions, and assessed the 10-year stability of different preservation 
methods with liquid nitrogen preservation, −80 °C cryopreservation and lyophilization outcomes. 
[Methods] Using glycerol and skim milk as the basic protective agent for cryopreservation and 
lyophilization, the effect of cooling rate for liquid nitrogen cryopreservation and impermeability 
protective agents such as trehalose and polyvinylpyrrolidone (PVP) to these three preservation methods 
were studied. Ten years tracking assessment on optimal preservation method was performed. [Results] 
Among the three preservation methods, −80 °C cryopreservation showed the highest survival rate for 
demethylvancomycin producing strain, followed by liquid nitrogen cryopreservation and lyophilization. 
The optimum cooling rate for liquid nitrogen cryopreservation was rapid freezing, and the optimum 
protective agent was as follows: 8.0% glycerol with 3.5% trehalose for liquid nitrogen cryopreservation, 
6.0% glycerol with 5.0% PVP for −80 °C cryopreservation, skimmed milk with 6.0% trehalose for 
lyophilization. The 10-year survival rate of liquid nitrogen preservation reached 70.6% through 
optimum preservation condition, productivity of demethylvancomycin remained 92.9% of the original 
level. [Conclusion] Under optimum preservation condition, liquid nitrogen cryopreservation is suitable 
for long-term preservation. 

Keywords: Demethylvancomycin producing strain, Liquid nitrogen cryopreservation, −80 °C 
cryopreservation, Lyophilization, Trehalose, Polyvinylpyrrolidone 

去甲基万古霉素是目前临床上用于治疗由甲

氧西林耐药金黄色葡萄球菌引起的严重感染疾病

的重要药物[1]，是由我公司研究开发的国内首个抗

耐药抗生素品种。其结构比万古霉素在亮氨酸部位

少 1 个甲基，与万古霉素具有相同的抗菌谱和相似

的抗菌活性 [2-3]。其产生菌东方拟无枝菌酸菌

(Amycolatopsis orientalis)属拟无枝菌酸菌属[4]，培养

特征表现为气生菌丝较薄弱，孢子少，斜面传代

遗传稳定性不好[5]，常规保藏损伤性大，为不易保

藏菌。对去甲基万古霉素产生菌进行菌种保藏方法

的研究具有重要的生产和研究意义。文献[6]首次报

道了超低温液氮对东方拟无枝菌酸菌的保藏效果，

有关该菌种长期保藏方法的研究尚无报道。本文在

对 3 种经典保藏方法——超低温液氮保藏、−80 °C 

低温冷冻保藏、冷干保藏进行保藏制备损伤研究的

基础上，探索性地研究了非渗透性冷冻保护剂海藻

糖、聚乙烯吡咯烷酮结合渗透性保护剂甘油、脱脂

牛奶对去甲基万古霉素产生菌的冷冻及冷干保藏

效果影响，对优选出的保藏方法进行了 10 年长期

跟踪考察，对去甲基万古霉素产生菌种、长期保藏

方法进行了综合评价，为去甲基万古霉素工业生产

菌种的保藏提出合理的保藏措施及理论研究依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  实验菌株： 去 甲 基 万 古 霉 素 产 生 菌

(Amycolatopsis orientalis) NCPC11014 保藏于本实

验室。 

1.1.2  培养基及保护剂：斜面和分离固体培养基
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(g/L)：葡萄糖 30.0，胰蛋白胨 5.0，麦芽浸出粉 5.0，

氯化钠 2.5，琼脂 20.0，pH 7.2，1×105 Pa 灭菌 30 min。

母瓶培养基(g/L)：葡萄糖 40，玉米浆 3，酵母粉 5，

硫酸铵 5，磷酸二氢钾 1，pH 7.2，1×105 Pa 灭菌

30 min。发酵培养基(g/L)：葡萄糖 80，玉米粉 5，

豆饼粉 5，硫酸铵 8，磷酸二氢钾 2，碳酸钙 8，pH 

7.2，1×105 Pa 灭菌 30 min。基础冷冻保护剂：准确

量取甘油 10−15 g 溶于 100 mL 蒸馏水中，1×105 Pa

灭菌 30 min 备用。基础冷干保护剂：取鲜奶 500 mL

分装于离心杯，3 000 r/min 离心 30 min，去除上层

油脂，二次离心 30 min 进行脱脂处理，取脱脂奶分

装于中试管中，1×105 Pa 灭菌 20 min 备用。 

1.1.3  主要试剂与仪器：胰蛋白胨、麦芽浸出粉，

英国 Oxoid 公司；硫酸铵等无机盐为化学纯试剂，

天津瑞金特化学品有限公司；葡萄糖、蔗糖、D-海

藻糖等为分析纯试剂，北京欣经科生物技术公司；

牛奶为脱脂的新鲜纯液态奶。 

−80 °C 超低温冰箱，美国 Thermo Fisher 

Scientific 公司；液氮罐，美国 Thermolyne 公司；

冷干机 DW3，丹麦 Heto-Holten 公司；程序降温仪，

奥地利 SY-LAB 公司；高压液相色谱仪 Waters2690，

美国 Waters 公司；调速摇瓶机 Innovo 5000，美国

New Brunswick Scientific 公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  超低温液氮保藏：保藏管制备：参照文献[7]

的方法进行超低温液氮保藏。降温速度进行分组设

置，分装不同装量冷冻管依次为玻璃液氮管 0.5 mL、

Corning 冷冻管 0.5 mL、Corning 冷冻管 1.8 mL，速

冻降温直接放入液氮罐液相保藏；程序降温按照两

步法[8]进行，Corning 冷冻管 1.8 mL 组首先在 4 °C

放置 1 h，利用程序降温仪在 4−40 °C 范围内分别设

定降温速度−1、−5、−10、−20 °C/min 进行降温速

率考察，降温完成后迅速放于液氮罐液相保藏。分

离平板置于 28 °C 恒温培养 7 d，观察并记录冻前孢

子液浓度及菌落形态特征。液氮保藏管复苏：取出

冻存管快速置于水浴 37 °C 复苏。 

1.2.2  −80 °C 低温冷冻保藏：用一定浓度的冷冻保

护剂悬浮并收集菌体，分装于无菌冷冻管中，直接

放入−80 °C 低温保存。孢子悬浮液进行稀释分离计

数培养。 

1.2.3  冷冻干燥保藏：参照文献[7]的方法进行冷冻

干燥保藏。孢子悬浮液进行稀释分离计数培养。 

1.2.4  冷冻干燥管真空度及含水量检测：冷冻干燥

管真空度检测采用高频电火花真空测定仪进行真

空检验，产生蓝紫色辉光表示真空合格。冷冻干燥

管含水量测定参考文献[9]中干燥失重测定法。 

1.2.5  菌种保藏存活率及变异率检测：将不同保藏

时间段的保藏管复苏，菌悬液稀释涂布在分离培养

基上，28 °C 恒温培养，观察并记录菌落个数及菌

落形态特征，与冻前计数数据比较，计算菌种保藏

存活率及变异率。存活率计算方法：存活率(%)=冻

后活菌计数/冻前活菌计数；变异率计算方法：形态

变异率(%)=100%×平板菌落形态变异计数/平板菌

落总计数×100。以菌落直径、表面质地、孢子多少、

孢子颜色等菌落形态特征变化判断菌落形态变异。 

1.2.6  摇瓶发酵培养：摇瓶发酵条件见文献[10]。 

1.2.7  发酵液效价检测：HPLC 色谱分析见文献[11]。 

2  结果与分析 

2.1  传统保藏方法制备损伤的考察 

将去甲基万古霉素产生菌 NCPC11014 培养成

熟的中管斜面和茄子瓶斜面分别制备超低温液氮

保藏管(保护剂甘油 10%，采用 Coining 冷冻管装量

1.8 mL 直接放入液氮中)、−80 °C 低温冷冻保藏管

(保护剂甘油 15%)、冷冻干燥保藏管(保护剂脱脂牛

奶)，于 1 周后进行冻后菌落平板计数分析考察各保

藏方法对菌种的制备损伤。图 1 显示，3 种保藏方

法冻后存活率依次为：−80 °C 低温冷冻保藏>超低

温液氮保藏>冷干保藏。−80 °C 低温冻存损伤更小，

存活率达到 36.5%−47.9%；超低温液氮冷冻存活率

达到 25.2%−34.8%；冷干保藏对菌株损伤最大，菌

株对细胞失水极不耐受，两种培养形式存活率均小

于 5%。实验显示斜面孢子质量对菌种保藏效果影响

较显著，茄子瓶斜面孢子量达到 5.3×107 CFU/mL，大 
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图 1  东方拟无枝菌酸菌 3 种保藏方法制备存活率比较 
Figure 1  Comparative effect of three preservation 
methods on survival rate of Amycolatopsis orientalis strain 

 
于中管斜面孢子量 1.8×107 CFU/mL，其对 3 种保藏

方法的耐受性均好于中管斜面孢子。 

2.2  超低温液氮保藏降温速率影响 

按照方法 1.2.1，以甘油 10%作保护剂制备液氮

管，于 1 周后进行冻后菌落平板计数考察不同冷冻

降温速率对菌种的损伤。表 1 显示去甲基万古霉素

产生菌对不同降温速率耐受性差异较大。采用直放

入液氮液相中的降温措施对菌种损伤最小，而玻璃

管材由于其传热快速的材质特性也表现出更好的

保藏优势，冻后存活率达到 42.1%，变异率 12.2%；

其次为 Corning 冷冻管低装量 0.5 mL 组，存活率达 

到 38.7%；Corning 冷冻管装量 1.8 mL 组(对照)，存

活率为 34.8%；对程序降温控制 −10 °C/min

和−20 °C/min两组较快速降温菌种死亡率达到80%

以上；显示极不适应的试验组为慢速降温

组 −1 °C/min 和−5 °C/min，死亡率达到 95%以上。 

2.3  保护剂影响 

以速冻降温液氮保藏条件下考察渗透型冷冻

保护剂甘油浓度冻存效果，图 2 显示甘油浓度在

10%−30%范围内孢子存活率较高，存活率在甘油

15%浓度最高达到 46.5%，变异率最小，为 10.8%；

甘油浓度在 5%−10%范围内，孢子存活率有所下降；

菌种对高浓度甘油组表现极不耐受，浓度大于 30%

的实验组，冻存死亡率快速增加，甘油 50%组冻存

死亡率达到 98.5%。 

进一步考察非渗透冷冻保护剂糖类及大分子

保护剂聚乙烯吡咯烷酮在 3 种保藏方法中的冻存影

响，图 3 显示二糖保护作用优于单糖，其中以 10%

海藻糖作保护剂液氮冷冻孢子存活率达到 58.7%，

在冷冻干燥保藏方法考察中，海藻糖也表现出特殊

的保护优势，存活率提高到 10.3%；聚乙烯吡咯

烷酮在两种冷冻保藏方法中均效果显著，尤其

在−80 °C 低温保藏中孢子存活率达到 70.9%。蔗糖、

麦芽糖在液氮保藏中存活率达到 20.8%−24.7%，不 

 

表 1  降温速率对东方拟无枝菌酸菌液氮保藏存活率和变异率的影响 
Table 1  Effect of cooling rate on survival and mutation rate of Amycolatopsis orientalis strain after liquid nitrogen freezing

降温速度 

Cooling rate (°C/min) 

管材及装量 

Material and cryotube containing (mL) 

存活率 

Survival rate (%) 

变异率 

Mutation rate (%) 

Directly into liquid nitrogen 玻璃管 0.5 mL 42.1 12.2 

Directly into liquid nitrogen Corning 管 0.5 mL 38.7 14.7 

Directly into liquid nitrogen Corning 管 1.8 mL (对照) 34.8 18.5 

−1 °C/min two step cooling Corning 管 1.8 mL 0.4 − 

−5 °C/min two step cooling Corning 管 1.8 mL 3.5 − 

−10 °C/min two step cooling Corning 管 1.8 mL 12.3 27.4 

−20 °C/min two step cooling Corning 管 1.8 mL 18.9 25.2 

注：−：未检测. 

Note: −: Not tested. 



王耀耀等: 去甲基万古霉素菌种低温冷冻、冷干保藏条件优化及 10 年菌种保藏效果 1631 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 
图 2  保护剂甘油浓度对东方拟无枝菌酸菌液氮保藏存

活率和变异率的影响 
Figure 2  Effect of different glycerol concent on survival 
and mutation rate of Amycolatopsis orientalis strain after 
liquid nitrogen freezing 

 

 
 
图 3  非渗透性保护剂对东方拟无枝菌酸菌冷冻及冷干

保藏菌种存活率的影响 
Figure 3  Effect of different impermeability protective 
agents on survival rate of Amycolatopsis orientalis strain 
after freezing or freeze-drying 
注：A：超低温液氮保藏；B：−80 °C 低温冷冻保藏；C：冷冻

干燥保藏. 

Note: A: Liquid nitrogen cryopreservation; B: −80 °C 
cryopreservation; C: Lyophilization. 
 
及甘油保藏效果，3 种单糖液氮保藏存活率差异不

明显。 

将单因素考察优选出的海藻糖和 PVP 添加到

基础保护剂配方中，考察组合型保护剂的协同作

用，表 2 显示采用甘油 8.0%海藻糖 3.5%组合进行

液氮保藏，孢子存活率达到 75.5%；采用甘油 6.0% 

PVP 5.0%组合进行−80 °C 低温冷冻保藏，孢子存活

率达到 87.1%；真空冷冻干燥组含水量均达到

3.0%以下，采用脱脂牛奶添加 6.0%海藻糖作保护

剂，孢子存活率达到 35.6%，保藏效果均显著高于

相应对照组。 

2.4  去甲基万古霉素产生菌保藏方法 10 年跟踪

考察 

针对优选出的保藏方法进行冻存效果跟踪考

察，相继于保藏 1 个月、3 个月、6 个月、1 年、

2 年、3 年、5 年、8 年、10 年进行保藏管支质量检

查(表 3)。结果显示液氮保藏 10 年存活率稳定在

70.6%左右，变异率 11.6%，菌种发酵水平达到入

藏水平的 92.9%，菌种特征与冻前基本保持一

致；−80 °C 低温冷冻保藏 2 年内较稳定，存活率达

到 82.1%，变异率 6.8%，菌种发酵水平达到入藏水

平的 95.2%，保藏期 2 年之后显示死亡率加速，菌

种退化显著；冷干保藏制备存活率达到 35.6%，保

藏期 6 个月内较稳定，1 年期存活率降至 10.2%，

之后菌种存活率呈数量级大幅下降。 

3  结论与讨论 

菌种保藏的机理主要是运用干燥、低温和隔绝

空气的条件，降低微生物菌株新陈代谢的速度，使

细菌的生命活动处于半永久性休眠状态，从而达到

保藏的目的[12]。研究微生物保藏条件的影响因素主

要涉及菌悬液浓度[13]、降温速度[14-15]、超低温冷冻

保护剂[16]及冷冻干燥保护剂[17]特性研究、冰晶形

成[18]、玻璃化温度[19]等方面。对去甲基万古霉素产

生菌 3 种保藏方法的考察发现，菌株表现出对真空

冷冻干燥方法极不耐受，细胞脱水造成菌种损伤率

极大。菌株对于失水环境敏感的特性同样表现在对 

高浓度甘油环境导致的失水刺激极不耐受，在冷冻

保藏方法平衡冰晶刺激及失水损伤两种伤害时，应

着重侧重于制备过程中缓解失水的问题。 

不同的降温速率对微生物的损伤主要来自于

胞内结冰冰晶机械损伤以及细胞外溶液部分结冰，

从而使胞内溶质浓度过高，产生的高浓度溶质渗透

损害[20]。研究显示去甲基万古霉素产生菌超低温液 
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表 2  组合型保护剂对东方拟无枝菌酸菌冷冻及冷干保藏的影响 
Table 2  Effect of combined protective agents on survival and mutation rate of Amycolatopsis orientalis strain after 

 freezing or freeze-drying 

保护剂 

Protective agents 

保藏方法 

Preservation method 

含水量 

Water content (%)

存活率 

Survival rate (%) 

变异率 

Mutation rate (%)

Glycerol 10.0% (contrast) 液氮保藏  42.1 12.2 

10.0% Glycerol with 3.5% trehalose 液氮保藏  62.8 10.3 

8.0% Glycerol with 3.5% trehalose 液氮保藏  75.5 6.4 

6.0% Glycerol with 3.5% trehalose 液氮保藏  68.2 7.8 

Glycerol 15.0% (contrast) −80 °C低温冷冻保藏  47.9 11.7 

10.0% Glycerol with PVP 5.0% −80 °C低温冷冻保藏  60.7 10.3 

8.0% Glycerol with PVP 5.0% −80 °C低温冷冻保藏  75.2 8.5 

6.0% Glycerol with PVP 5.0% −80 °C低温冷冻保藏  87.1 4.3 

Skim milk (contrast) 冷冻干燥 2.3 4.5 30.4 

Skim milk with 3.0% trehalose 冷冻干燥 2.1 16.5 25.2 

Skim milk with 6.0% trehalose 冷冻干燥 2.5 35.6 15.7 

Skim milk with 8.0% trehalose 冷冻干燥 2.3 22.8 23.5 

 
氮保藏适应于超快速降温速率，利用操作细节中孢

子液装量及其冻存管材质，达到实验设置的最大降

温速率，制备损伤最小。慢速冷冻容易造成细胞严

重脱水，菌种保藏死亡率高，再一次证实了菌株对

于失水刺激的敏感性。 

保护剂不仅对于菌种冷冻保藏及冷干保藏的

存活率有影响，对于菌种特性表型及其产物代谢

特性都会带来不稳定性影响。由于去甲基万古霉

素产生菌菌株对脱水刺激的高敏感性导致渗透性

保护剂高浓度甘油的限制使用。对非渗透性保护

剂的考察优选出两种保护剂：小分子糖类海藻糖及

高分子聚合物 PVP。将海藻糖及 PVP 与经典保护

剂甘油及脱脂牛奶的配方组合分别在低温冷冻及

冻干保藏中显示出了协同保护作用。得到了优化保

护剂配方：超低温液氮保藏为甘油 8.0%，海藻糖

3.5%；−80 °C 低温冷冻保藏为甘油 6.0%，PVP 

5.0%；冷干保藏为脱脂牛奶，6.0%海藻糖，制备 

存活率得到大幅提高。考察 10 年内不同时段菌种

保藏效果：液氮保藏 10 年存活率稳定在 70.6%，菌

种发酵水平为入藏水平的 92.9%；−80 °C 低温冷冻

保藏在 2 年内保藏效果优于液氮保藏，之后菌种退

化显著；冷干保藏时效更短，6 个月菌种较稳定，

1 年后存活率快速降至 10.2%。 

由此基本确证了适合去甲基万古霉素产生菌

的菌种保藏方法：以海藻糖甘油作为复合保护剂速

冻降温进行超低温液氮保藏适合于去甲基万古霉

素产生菌长期保藏；以 PVP 复合甘油保护剂−80 °C

低温冷冻保藏在 3 种保藏方法中制备损伤最小，保

藏年限为 2 年，适合于作为中短期保藏方法；冷干

保藏对菌种损伤最大，海藻糖优化组方存活率显著

上升，由于其方法本身的成本低、储藏方便、不需

特殊保藏设备和能耗等特点[21]，可作为短期保藏备

份和场地转移使用。 
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表 3  东方拟无枝菌酸菌菌种保藏方法 10 年跟踪考察 
Table 3  Tracking investigation on Amycolatopsis orientalis preservation methods in 10 years 

保藏方法 

Preservation method 

保藏时间 

Time 

存活率 

Survival rate (%)

变异率 

Mutation rate (%)

发酵水平 

Productitvity of demethylvancomycin (mg/L)

0 75.5 6.4 6 540 Liquid nitrogen cryopreservation (8.0% 
glycerol with 3.5% trehalose, rapid 
cooling) 1 个月 75.2 7.6 6 638 

 3 个月 73.8 7.5 6 609 

 6 个月 72.1 8.2 6 246 

 1年 74.5 8.5 6 509 

 2年 76.3 8.7 6 430 

 3年 70.8 9.2 6 359 

 5年 72.6 9.3 6 247 

 8 年 71.2 10.3 6 150 

 10 年 70.6 11.6 6 074 

0 87.1 4.3 6 658 −80 °C cryopreservation (6.0% glycerol 
with PVP 5.0%) 

1 个月 85.3 5.7 6 592 

 3 个月 87.6 6.2 6 640 

 6 个月 86.3 6.3 6 831 

 1年 81.4 6.0 6 549 

 2年 82.1 6.8 6 338 

 3年 52.1 7.5 5 738 

 5年 23.2 15.8 5 430 

 8 年 5.7 19.3 4 876 

 10 年 1.2 25.7 4 217 

0 35.6 15.7 6 176 Lyophilization (skim milk with 6.0% 
trehalose) 

1 个月 32.8 15.9 6 155 

 3 个月 27.5 17.4 6 280 

 6 个月 22.3 18.6 6 073 

 1年 10.2 28.5 4 328 

 2年 0.3 − − 

 3年 0.02     − − 

 5年 0.000 5  − − 

 8 年 0 − − 

 10 年 0 − − 

注：−：未检测. 

Note: −: Not tested. 
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