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复合植物乳杆菌冻干保护剂优化
及其作用机制

肖　烨，李瑞丽，别小妹*

（南京农业大学食品科技学院，江苏南京 210095）

摘　要：为有效提高植物乳杆菌在冻干过程中的细胞存活率，本研究开发了一种用于复合植物乳杆菌冻干保护剂，

并采用真空冷冻干燥技术制备复合植物乳杆菌冻干菌剂。通过单因素实验与正交试验优化复合冻干保护剂的组分

配比，提高冻干菌粉中植物乳杆菌的存活率。此外，通过冻干前后活力对比、细胞膜细胞壁完整性测定、菌体细

胞微观结构观察、贮存稳定性测定确定复合保护剂的作用效果；通过对冻干菌粉傅里叶红外光谱分析、差示量热

法测定热力学性能、细胞亚损伤测定、活死细胞荧光染色、乳酸脱氢酶活性测定进一步探究了冻干保护剂对植物

乳杆菌的冻干保护作用机制。结果表明，复合冻干保护剂的最优配比为：0.15 g/mL脱脂奶粉、0.06 g/mL海藻

糖、0.03 g/mL 吐温 80、L-谷氨酸 0.014 g/mL。添加复合冻干保护剂的植物乳杆菌冻干菌粉在−20 ℃ 条件下保存

60 d后，菌体细胞存活率维持在 59.64%±1.74%，且活菌数仍有（4.58±0.13）×109 CFU/mL。扫描电镜观察结果显

示，经复合冻干保护剂处理，植物乳杆菌菌体微观形态完整、细胞表面光滑。傅里叶红外光谱分析结果表明，复

合冻干保护剂中各组分整合到了细胞上，增强了氢键作用。差示扫描量热分析结果表明，复合冻干保护剂增强了

冻干菌粉的热稳定性。细胞壁膜损伤试验结果表明，复合冻干保护剂可显著（P<0.001）降低冻干过程对细胞壁的

损伤，并维持细胞膜完整性。此外，复合冻干保护剂可显著（P<0.0001）提高菌体乳酸脱氢酶活性。同时，相关

性分析结果表明复合冻干保护剂主要是通过提高植物乳杆菌菌体细胞的乳酸脱氢酶活性以及保护细胞壁膜完整

性，从而有效提高其在冻干过程中的存活率。本研究制备了一种可有效用于植物乳杆菌的复合冻干保护剂，并阐

明其对植物乳杆菌的保护机制，可为乳酸菌等益生菌冻干保护剂的应用提供理论依据。
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Optimization of the Cryoprotectant for Composite Lactiplantibacillus
plantarum and Its Protective Mechanism

XIAO Ye，LI Ruili，BIE Xiaomei*

（College of Food Science and Technology, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, China）

Abstract： To  improve  the  survival  rate  of  Lactiplantibacillus  plantarum  during  freeze-drying,  this  study  developed  a
composite  cryoprotectant  and  prepared  freeze-dried  bacterial  powder  using  vacuum  freeze-drying  technology.  The
composition of  the composite  cryoprotectant  was optimized through single-factor  and orthogonal  experiments  to  enhance
bacterial viability in the freeze-dried powder. The protective effects were evaluated by comparing viability before and after
freeze-drying,  measuring  cell  membrane  and  cell  wall  integrity,  observing  cellular  microstructure,  and  assessing  storage
stability.  The  protective  mechanism  was  further  investigated  via  Fourier-transform  infrared  spectroscopy  analysis  of  the
freeze-dried  powder,  differential  scanning  calorimetry  to  determine  thermal  properties,  quantification  of  subcellular
damage,  live-dead  cell  staining,  and  lactate  dehydrogenase  activity  assays.  Results  showed  that  the  optimal  composite  
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cryoprotectant  formulation  consisted  of  0.15  g/mL  skim  milk  powder,  0.06  g/mL  trehalose,  0.03  g/mL  Tween  80,  and
0.014  g/mL  L-glutamic  acid.  After  60  days  of  storage  at  −20 ℃,  the  freeze-dried  powder  exhibited  a  survival  rate  of
59.64%±1.74% and a viable count of (4.58±0.13)×109 CFU/mL. Scanning electron microscopy revealed that cells treated
with  the  composite  cryoprotectant  maintained  intact  morphology  with  smooth  surfaces.  Fourier  transform  infrared
spectroscopy  analysis  indicated  integration  of  cryoprotectant  components  into  bacterial  cells,  strengthening  hydrogen
bonding. Differential scanning calorimetry results demonstrated enhanced thermal stability of the freeze-dried powder. Cell
membrane  and  wall  damage  assays  showed  significant  (P<0.001)  reduction  in  structural  damage,  while  lactate
dehydrogenase activity increased significantly (P<0.0001). Correlation analysis suggested that the composite cryoprotectant
improved  survival  primarily  by  preserving  membrane  integrity  and  enhancing  lactate  dehydrogenase  activity.  This  study
developed an effective composite cryoprotectant for Lactiplantibacillus plantarum. It elucidated its protective mechanisms,
providing a theoretical basis for the application of cryoprotectants in probiotics, such as lactic acid bacteria.

Key words：freeze drying；cryoprotectant；probiotic survival rate；cell membrane；stability

乳酸菌（Lactic acid bacteria，LAB）属于革兰氏

阳性菌家族，具有独特的生物学特性。这类细菌不产

生芽孢，其显著特征是能够利用可发酵碳水化合物高

效产生乳酸 [1]。植物乳杆菌 （Lactiplantibacillus
plantarum）是一种兼性异型发酵乳酸菌。它是一种

适应性极强的物种，通常是酸菜、泡菜、橄榄、酸面

团、乳制品等食物中的主要物种之一。植物乳杆菌

可以从不同的糖中获取能量，由于高耐酸性，植物乳

杆菌在许多食物发酵中占据主导地位[2−3]。作为在食

品领域应用广泛的一类益生菌，植物乳杆菌能够改善

食品风味、增加食品营养价值[4]。植物乳杆菌进入生

物体内，具有产生抑菌代谢产物、抗炎、抗氧化、降

低胆固醇、调节宿主肠道菌群平衡、提高免疫功能等

益生作用[5−9]。

植物乳杆菌应用于食品时，其粉末产品与液体

产品相比更便于运输和加工操作[10]，且能长时间保持

其生物活性，有助于延长产品的保质期[11]。目前常用

的制作菌粉的技术是真空冷冻干燥技术。然而，真空

冷冻干燥技术会对菌体造成不可避免的伤害[12]。为

了提高益生菌冻干后活性，一般采取优化益生菌培养

条件、优化益生菌预冻条件、在冻干前进行应激处

理、添加冻干保护剂等[13] 手段。其中添加冻干保护

剂是一种最常用的提升益生菌抗冻干性的方法[13]。

Cao等[14] 添加脱脂奶粉后冻干的菌粉易于储存且不

易氧化。Wang等[15] 研究了海藻糖对植物乳杆菌抗

冻干性的保护机制，从而发现海藻糖可以降低植物乳

杆菌在冻干时的细胞膜损伤、DNA损伤等。E等[16]

深入探究了 L-谷氨酸对于植物乳杆菌冻干保护作用

的机制，由细胞膜和细胞壁损伤为切入点，通过相关

蛋白的含量检测，证明了 L-谷氨酸参与的代谢通

路对于植物乳杆菌冻干抗性的提升有重要作用。

Xia等[17] 证明了吐温 20和吐温 80的添加，可以增

加植物乳杆菌细胞膜上油酸含量，增加细胞膜上不饱

和脂肪酸的比例，从而增加细胞膜的流动性，保护植

物乳杆菌细胞，减轻冻干的损伤。然而不同种类的冻

干保护剂组合在一起对于植物乳杆菌的保护作用机

制尚不明确。

因此，本研究以 3株不同的植物乳杆菌为研究

对象，探究复合植物乳杆菌的最佳冻干保护剂配方，

并进一步探究复合冻干保护剂对植物乳杆菌的保护

作用机制，旨在开发出一种高效保护植物乳杆菌的复

合冻干制剂。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

3株乳酸菌　来源于传统发酵食品，由南京农业

大学酶工程实验室提供；植物乳杆菌（Lactiplanti-
bacillus plantarum）L31，从屠宰场鸡肠中筛选得到；

植物乳杆菌（Lactiplantibacillus  plantarum）C174　
分离自黑龙江哈尔滨市郊区农家自制酸菜；植物

乳杆菌（Lactiplantibacillus plantarum）CY9　来源于

乳制品；脱脂奶粉、D-二水海藻糖、L-谷氨酸、甘油

　麦克林生物公司；吐温 80、无水乙醇　上海国药

集团；过绿色荧光核酸染料（STYO）、红色荧光核酸

染料碘化丙啶（PI）、总乳酸脱氢酶试剂盒　上海碧云

天生物技术公司；结晶紫　上海麦克林生化科技公司。

LYOQUEST-85冷冻干燥机　泰事达机电设备

（上海）有限公司；HH3400多功能酶标仪　美国珀金

埃尔默公司；DM4B显微镜　德国徕卡（Leica）仪器

有限公司；Merlin Compact SU8100扫描电子显微镜

　德国卡尔蔡司股份公司；Nicolet Summit X傅里叶

红外光谱仪　赛默飞世尔科技（中国）有限公司；

STA449F5差示扫描量热仪　德国耐驰仪器制造有

限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   冻干菌粉制备过程　冻干菌粉制备过程参

考李佳佳[18] 的方法。具体方法如下，将复合发酵菌

液（L31:C174:CY9=1:1:1）在 4 ℃，8000  r/min离

心 5 min洗涤 3次后，获取菌体细胞，将其与 0.9%
无菌生理盐水（w/v）以 1:2的比例重悬制成菌悬

液。将冻干保护剂:菌悬液（v/v）=2.5:1添加到无菌

平板中制成待冻干样品。获得的样品以平板计数法

计算冻干前活菌数 N0。待冻干样品在−20 ℃ 预冻

12 h后在−80 ℃ 下预冻 12 h，再放入真空冷冻干燥

机内冻干 24 h，冻干后，样品复溶至冻干前的体积测

定活菌数 N1。
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以公式（1）计算冻干存活率：

存活率(%) =
N1

N0

×100 式（1）

式中：N0，冻干前活菌数，CFU/mL；N1，冻干后活

菌数，CFU/mL。

 1.2.2   保护剂筛选

 1.2.2.1   基础保护剂浓度的筛选　按 1.2.1中的方

法，菌悬液与不同浓度的脱脂奶粉以 1:2.5（v/v）的比

例混合，以浓度为 0.05、0.10、0.15、0.20、0.25  g/
mL的脱脂奶粉为实验组，未处理组为对照组，六组

样品于−20 ℃ 预冻 24 h后测定冻干前后活菌数，计算

冻干存活率。

 1.2.2.2   辅助保护剂单因素实验　按 1.2.1中的方

法，参考吴静怡 [19] 的方法以辅助保护剂浓度为

0.006、0.008、0.010、0.012、0.014 g/mL的 L-谷氨酸，

0.03、0.06、0.09、0.12、0.15  g/mL的海藻糖，0.01、
0.02、0.03、0.04、0.05 mL/mL的吐温 80，0.01、0.02、
0.03、0.04、0.05 g/mL的甘油，与 1.2.2.1筛选后的基

础保护剂做对比，将其与脱脂奶粉以 1:1（v/v）混合，

并于−20 ℃ 预冻 24 h，计算冻干后的存活率。

 1.2.2.3   辅助保护剂正交优化试验　根据辅助保护

剂的单因素实验结果，依据保护剂的不同功能，选择

几种保护效果较好的辅助保护剂，设计正交试验。

按 1.2.1的流程进行冻干，比较存活率。辅助保护剂

正交试验因素水平表见表 1。
 
 

表 1    辅助保护剂优化正交试验因素水平表
Table 1    Orthogonal experimental factors and levels

for optimization of auxiliary cryoprotectant

水平

因素

A海藻糖浓度
（g/mL）

B吐温80浓度
（mL/mL）

C L-谷氨酸浓度
（g/mL）

1 0.03 0.02 0.010
2 0.06 0.03 0.012
3 0.09 0.04 0.014

 

 1.2.3   冻干保护剂对植物乳杆菌的保护效果

 1.2.3.1   冻干前后活力对比及保护剂验证试验　采

用稀释平板法分别对添加复合冻干保护剂的冻干菌

粉、添加 PBS的冻干菌粉以及添加单一保护剂的冻

干菌粉（0.06 g/mL的海藻糖、0.03 g/mL的吐温 80、
0.014 g/mL的 L-谷氨酸、0.15 g/mL的脱脂奶粉）复

水之后的样品进行涂板计数，结果以 CFU/mL表

示。对比冻干前后复合植物乳杆菌的存活率，探究添

加冻干保护剂对复合植物乳杆菌活力的保护效果。

 1.2.3.2   冻干后植物乳杆菌外部微观形态　添加复

合冻干保护剂的冻干菌粉分为两组，一组直接观察，

一组复水洗涤去除复合冻干保护剂后脱水处理进一

步观察。添加 PBS的冻干菌粉作为对照组作同样的

处理。

参考 Chen等[20] 的方法并稍作修改，将冻干样

品复水后通过离心收集，于 2.5%（w/v）戊二醛溶液

中 4 ℃ 固定过夜。样品使用乙醇梯度脱水：30%、

50%、70%、80%和 90%各脱水 10 min，100%脱水

两次 10 min。
扫描电子显微镜（Scanning electron microscopy，

SEM）观察使用导电碳带将冻干样品和乙醇脱水后

的样品装入样品架中，然后用铂金进行溅射涂层。冻

干菌粉的 SEM图像在电镜下记录[20]。

 1.2.3.3   冻干菌粉的稳定性　参考 Li等[21] 的方法并

修改，分别将优化后的冻干菌粉储存在−20 ℃、4 ℃
以及室温条件下贮藏 60 d，每隔 15 d对其活菌数进

行计数，比较不同温度下储存不同时间菌粉冻干存

活率与活菌数的变化。

 1.2.4   冻干保护剂对植物乳杆菌的保护机制

 1.2.4.1   傅里叶红外光谱的测定　参考 Umar等[22]

的方法使用傅里叶变换红外光谱仪（Fourier trans-
form infrared spectroscopy，FTIR）测定添加不同冻干

保护剂菌粉的 FITR光谱。将 2 mg样品与 KBr以
1:100比例混合后放置在样品槽上，检测波长 400~
4000 cm−1，每种样品扫描重复两次。

 1.2.4.2   热力学性能的测定　参考徐远志等 [23] 的

方法，使用差示扫描量热仪（Differential  scanning
calorimetry，DSC）测定冻干菌粉的热力学性能。将

每种样品的 2 mg称重放入铝胶囊中并密封。使用

空盘作为参比。去除每个样品的热历史，然后将样品

从−20 ℃ 加热到 80 ℃，加热速率为 10 ℃/min，氮气

气氛，测量重复两次。

 1.2.4.3   细胞壁损伤的测定　参考 Yao等[24] 的方法

并稍作修改，使用 0.9%无菌生理盐水分别对含单一

保护剂（脱脂奶粉、L-谷氨酸、海藻糖、吐温 80）的冻

干菌粉、含复合保护剂的冻干菌粉进行复水并连续

稀释，然后在 MRS琼脂培养基和含有 80 μg/L溶菌

酶的 MRS琼脂培养基中在 37 ℃ 下培养 48 h后菌

落计数。以添加 PBS的冻干菌粉作为对照组，做同

样的处理，进行 3次独立重复。

细胞死亡率(%) =
(
1− N2

N3

)
×100 式（2）

式中：N2 为含溶菌酶或 NaCl的 MRS琼脂培养

基中活细胞数，CFU/mL；N3 为 MRS琼脂培养基中

活细胞数，CFU/mL。

 1.2.4.4   细胞膜损伤的测定　参考 Yao等[24] 的方法

并稍作修改，分别将含单一保护剂（脱脂奶粉、L-谷
氨酸、海藻糖、吐温 80）的冻干菌粉、含复合保护剂

的冻干菌粉复溶于生理盐水中，稀释后，分别在含

NaCl的培养基和不含 NaCl的固体培养基平板上培

养 48 h后菌落计数，以添加 PBS的冻干菌粉作为对

照组，计算细胞死亡率。

根据 E等[25] 的方法，通过绿色荧光核酸染料

SYTO和红色荧光核酸染料碘化丙啶（PI）评估细菌
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细胞的细胞膜完整性。分别将含单一保护剂（脱脂奶

粉、L-谷氨酸、海藻糖、吐温 80）的冻干菌粉、含复

合保护剂的冻干菌粉复水，离心，洗涤后重悬。在悬

浮液中加入 STYO和 PI，避光 37 ℃ 孵育 30 min。
以添加 PBS的冻干菌粉作为对照组，做同样的处理。

孵育后的样品采用荧光显微镜在激发和检测波长

分别为 485 nm和 530 nm下观察细胞膜的完整性。

 1.2.4.5   乳酸脱氢酶活力测定　乳酸脱氢酶活性测

定参考 Zhang等[26] 的方法采用乳酸脱氢酶检测试

剂盒测定。用 PBS缓冲液重悬添加复合冻干保护

剂与添加其他单一冻干保护剂（0.06 g/mL的海藻

糖、0.03 g/mL的吐温 80、0.014 g/mL的 L-谷氨酸、

0.15 g/mL的脱脂奶粉）的冻干菌粉，洗涤 3次后，重

悬于 5 mL PBS溶液中。按照试剂盒的要求测定乳

酸脱氢酶的酶活力。添加 PBS的冻干菌粉作为对照

组，做同样的处理。

 1.3　数据处理

用 Graphpad 8软件做图，Origin 2025软件做图

及 Pearson相关性统计分析，IBM SPSS Statistics 26
进行差异显著性分析，所有实验数据结果重复 3次，

实验结果表示为平均值±标准差，P<0.05表示差异

显著。

 2　结果与分析

 2.1　冻干保护剂的优化

 2.1.1   基础保护剂浓度的筛选　脱脂奶粉含大分子

蛋白质，可以通过包裹菌体细胞提高细胞稳定性从而

减小冻干过程中的细胞损伤，此外，脱脂奶粉中的乳

糖等成分也能提高乳酸菌冻干存活率[27]。因此选择

脱脂奶粉作为冻干样品的基础保护剂，有利于大幅提

高乳酸菌的冻干存活率。由图 1可知，与不添加脱

脂奶粉的对照组相比，添加 0.15 g/mL脱脂奶粉及

0.20 g/mL脱脂奶粉后，冻干存活率显著（P<0.05）提
高，且两组间无显著差异，因此选择浓度为 0.15 g/
mL的脱脂奶粉作为最优的基础保护剂浓度进行后

续实验。

 2.1.2   辅助冻干保护剂单因素实验　实验以浓度为

0.15 g/mL的脱脂奶粉作为基础保护剂，对辅助保护

剂进行单因素实验。

在本研究中，选择了几种具有代表性的冻干保护

剂作为复合保护剂中辅助保护剂的成分，包括氨基

酸（L-谷氨酸）、碳水化合物（海藻糖）、表面活性剂

（吐温 80）和多元醇（甘油）。如图 2所示，以 0.014 g/

mL L-谷氨酸作为辅助保护剂，植物乳杆菌细胞冻干

存活率达到 80.37%±3.70%，显著（P<0.05）高于其他

浓度组（图 2A）。以 0.06 g/mL的海藻糖作为辅助保
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图 1    基础保护剂的浓度的确定

Fig.1    Determination of the concentration of the basic
protective agent

注：不同字母表示组间有显著差异（P<0.05），图 2~图 3、图 5、
图 8、图 10同。
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图 2    辅助保护剂优化单因素实验

Fig.2    Single-factor experiment for the optimization of auxiliary
cryoprotectant
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护剂，植物乳杆菌冻干存活率达到较高水平 89.56%±
5.74%（图 2B），随着保护剂浓度提高，冻干存活率先

升高后降低，这是由于海藻糖浓度小幅度提高时，分

子与细胞表面极性位点对应，有效替代水分子稳定与

细胞膜的氢键网络，而浓度过高时，由于渗透效应，

使细胞过度脱水导致死亡[28]。以 0.03 mL/mL的吐

温 80作为辅助保护剂的植物乳杆菌冻干存活率达

到 91.67%±3.79%，显著（P<0.05）高于其他浓度处理

组（图 2C），随着保护剂浓度提高，冻干存活率先升高

后降低，这是由于低浓度吐温 80通过界面保护提升

存活率，过高浓度则因膜损伤、黏度增加和毒性效应

导致失活[29]。以浓度为 0.02 mL/mL的甘油作为辅

助保护剂的植物乳杆菌冻干存活率达到 79.33%±
3.21%（图 2D）。基于单因素实验结果，选择 3种辅

助保护剂（吐温 80、海藻糖、L-谷氨酸）开展后续正交

试验。选择浓度为 0.010、0.012、0.014 g/mL的 L-
谷氨酸、浓度为 0.03、0.06、0.09 g/mL的海藻糖、浓

度为 0.02、0.03、0.04 mL/mL的吐温 80进行后续的

正交优化试验。

 2.1.3   辅助保护剂正交试验设计优化　针对辅助保

护剂单因素实验结果进行分析，复合乳酸菌在吐温

80、海藻糖、L-谷氨酸 3种辅助保护剂的作用下具有

较高的冻干存活率，对这 3种保护剂进行正交试验

设计优化，得到更好的复合冻干保护剂。

由表 2、表 3可知，3种辅助保护剂的单因素实

验结果经过正交试验设计九组正交试验，得到正交试

验设计结果和方差分析表。根据试验结果分析，3个

因素中影响显著性次序为 A（海藻糖）>C（L-谷氨酸）

>B（吐温 80），最优水平组合为 A2B2C3，即辅助保护

剂各因素添加最佳浓度为添加 0.06 g/mL的海藻

糖、0.03 mL/mL的吐温 80、0.014 g/mL的 L-谷氨

酸。按照正交试验结果，最优保护剂组合为：0.15 g/
mL脱脂奶粉、0.06 g/mL的海藻糖、0.03 mL/mL的

吐温 80、0.014 g/mL的 L-谷氨酸，相应冻干存活率

可达 93.29%±3.05%。
 

 

表 3    辅助保护剂正交试验优化方差分析表
Table 3    Analysis of variance for optimization of orthogonal

test of auxiliary cryoprotectant

方差来源 离差平方和 自由度 F值 P值 显著性

A（海藻糖） 0.427216178 2 48.93675195 0.00000005 *
B（吐温-80） 0.013805833 2 1.581430387 0.23296097
C（L-谷氨酸） 0.059155062 2 6.776093131 0.00640011 *

误差 0.037561003 20

注：*表示具有显著性差异，P<0.05。
 

 2.2　冻干保护剂对植物乳杆菌的保护效果

 2.2.1   冻干保护剂对植物乳杆菌冻干后活力的影响

　添加冻干保护剂，能保护细胞减轻冻干机械损伤，

提高益生菌的冻干存活率和储存稳定性[30]。本节探

究了复合保护剂对冻干菌粉活力的影响。由图 3可

知，与不添加保护剂的对照组相比，添加保护剂后，植

物乳杆菌的冻干存活率显著提高（P<0.05）。其中，单

一冻干保护剂中，脱脂奶粉组的冻干菌粉活力最高，

冻干后菌体细胞存活率达到 87.90%±0.77%，而添加

复合保护剂后，植物乳杆菌存活率达到 94.22%±

2.36%，极显著高于对照组（P<0.0001），但与添加单

一脱脂奶粉为保护剂组间差异不显著（P>0.05）。复

合保护剂中，在几种不同的保护剂协同作用下，可有

效降低冻干过程对菌体细胞的损伤，其中主要发挥作

用的成分是脱脂奶粉。表明，添加复合冻干保护剂后

可显著提高冻干菌粉中植物乳杆菌活力，且比添加单

一保护剂呈现出更好的细胞保护效果。
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图 3    冻干菌粉的活力对比验证
Fig.3    Comparative verification of the viability of freeze-dried

bacterial powder
注：****表示组间差异显著（P<0.0001）；不同字母表示组间有
显著差异（P<0.05）。
 

 2.2.2   冻干保护剂对植物乳杆菌微观结构的影响　

利用 SEM进一步观察复合冻干保护剂对植物乳杆

菌细胞表面微观形态的影响。由图 4A可知，复合冻

干保护剂覆盖在菌体细胞表面，使植物乳杆菌菌体细

胞表面光滑，菌体细胞完整。对照组菌体细胞表面呈

现皱缩现象，部分菌体细胞破损（图 4B）。由图 4C

可知，除去菌体表面复合冻干保护剂后，菌体细胞仍

 

表 2    辅助保护剂优化正交试验设计结果

Table 2    Results of the orthogonal experimental design for
optimization of auxiliary cryoprotectant

实验号 A（海藻糖） B（吐温80） C（L-谷氨酸） 冻干存活率（%）

1 1 1 1 70.43
2 1 2 2 80.37
3 1 3 3 78.29
4 2 1 2 81.08
5 2 2 3 93.29
6 2 3 1 92.15
7 3 1 3 69.91
8 3 2 1 58.87
9 3 3 2 70.43
K1 6.873 6.642 6.643
K2 7.996 6.976 6.218
K3 5.238 6.488 7.245
R 0.306 0.054 0.114
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完整。图 4D中，对照组菌体细胞皱缩并出现部分孔

洞。结果表明复合冻干保护剂能更好地保护植物乳

杆菌免受冻干过程的机械损伤。

  
A B

C D
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1 μm 2 μm

图 4    冻干菌粉扫描电镜图（10000×）
Fig.4    Scanning electron microscopy images of freeze-dried

bacterial powder (10000×)
注：A. 复合冻干保护剂；B. 对照组；C. 去除复合冻干保护剂；
D. 对照组（去除复合冻干保护剂）。
 

 2.2.3   冻干保护剂对植物乳杆菌稳定性的影响　添

加复合冻干保护剂的冻干菌粉，在室温（RT）、4 ℃、

−20 ℃ 条件下贮存存活率随时间变化的情况可以作

为冻干菌粉稳定性的判断依据。由图 5可知，添加

复合冻干保护剂后的冻干菌粉在−20 ℃、4 ℃ 均能

在 60 d内保持较高的活力。在室温保存效果差，贮

存 60 d后冻干存活率降至 4.88%±0.88%，活菌数为

（4.84±0.88）×108 CFU/mL。在 4 ℃ 保存 60 d后，存

活率维持在 46.91%±3.88%，活菌数为（3.60±0.30）×
109 CFU/mL。冻干菌粉的最佳保存温度为−20 ℃。

添加复合冻干保护剂的冻干菌粉在−20 ℃ 储存 60 d
后，存活率仍维持在 59.64%±1.74%，且活菌数仍有

（4.58±0.13）×109 CFU/mL，活菌数显著高于室温保存

的样品（P<0.05），显示出更好的贮存稳定性。
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图 5    冻干菌粉贮存稳定性曲线
Fig.5    Freeze-dried bacterial powder storage stability curve

 

 2.3　冻干保护剂对植物乳杆菌的保护机制

 2.3.1   冻干保护剂对植物乳杆菌傅里叶红外光谱

（FITR）的影响　FITR通过识别样品溶液中化学键

和官能团种类，可用于分析未知的单个或混合化合物

结构。该光谱技术基于分子振动，可以深入了解体系

中发生的分子相互作用。如图 6所示，与不添加保

护剂组相比，添加复合保护剂后样品在 3600~2990
cm−1 处的-OH、-NH伸缩振动峰发生位移，表明这些

吸收峰对分子间和分子内的氢键敏感[31]。除此之外，

添加单一保护剂组均发生不同程度的位移，分子间氢

键导致该宽吸收带发生移动，这表明在所有检测的样

品中都存在离子-亲水/疏水相互作用。在 4种冻干

保护剂中，海藻糖组 3600~2990 cm−1 处的吸收峰变

化最明显，是影响氢键的主要因素。2990~2800 cm−1

处的吸收峰归因于-CH2反对称和对称拉伸，与样品

中的脂肪酸含量有关[32]。与不添加保护剂相比，复合

冻干保护剂组和吐温 80组在这一段的吸收峰增宽，

说明吐温 80影响了脂肪酸组分。氨基酸中，都存在

一种独特的脂肪族羧基-COOH的伸缩振动带位于

1630~1650 cm−1 区域，L-谷氨酸组与复合冻干保护

剂组的吸收峰偏移证明氨基酸组分整合到了细胞

中[32]。1080~1020 cm−1 处，复合冻干保护剂组、海藻

糖组、脱脂奶粉组出现了峰的偏移，这一段光谱与碳

水化合物相关，证明海藻糖和脱脂奶粉影响了糖类组

分[33]。添加复合冻干保护剂后，样品的红外光谱中整

体吸收峰带增宽和强度下降与四种保护剂均相关，没

有新的吸收带，表明在制备过程中四种保护剂没有发

生化学键合，且均与细胞发生了相互作用，其中氢键

的作用明显。
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图 6    五种冻干保护剂对植物乳杆菌 FTIR的影响
Fig.6    Effect of five cryoprotectants on the FTIR

of Lactiplantibacillus plantarum
 

 2.3.2   冻干保护剂对植物乳杆菌热力学性能的影响

　采用 DSC法对冻干菌粉的冻融热稳定性进行了

评价。当样品发生熔融、分解等吸热反应时，DSC曲

线表现为向下的吸热峰[34]。由图 7所示，与不添加

保护剂组相比，添加复合冻干保护剂后吸热峰值

Tp 由 64.46 ℃ 升高至 83.41 ℃，峰型更尖锐，证明保

护剂的添加增强了不同组分之间的相互作用，如氢键

相互作用、疏水相互作用等，这与傅里叶红外光谱分

析结果一致，因此，复合冻干保护剂提升了冻干菌粉

的热稳定性。
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 2.3.3   冻干保护剂对植物乳杆菌亚细胞损伤的影响

　细菌细胞对溶菌酶非常敏感，当细菌细胞壁受损

时，细菌不能在含有溶菌酶的选择性培养基上生

长[26]。Na+和 Cl−均可穿过受损细胞膜进入细胞内，

破坏细胞内环境的稳态，从而引起细菌细胞死亡[35]。

因此，本研究利用菌株细胞对溶菌酶、NaCl的敏感

性分别评估细菌细胞壁、细胞膜的损伤程度。由

图 8A、图 8B可知，与不添加保护剂对比，添加复合

冻干保护剂后，植物乳杆菌在含亚致死浓度溶菌酶、

NaCl的培养基中生长，细胞死亡率均显著降低

（P<0.05），在含溶菌酶的培养基中细胞死亡率为

1.96%±0.98%，在含 NaCl的培养基中细胞死亡率为

5.81%±3.67%。而添加单一保护剂的样品中，细胞壁

损伤实验 L-谷氨酸与复合保护剂组的细胞死亡率无

显著差异（P>0.05），细胞膜损伤实验吐温 80与复合

冻干保护剂组无显著差异（P>0.05），其余组与复合冻

干保护剂组均有组间显著差异（P<0.05）。这是由于

复合保护剂中几种不同的保护剂成分协同作用，其

中 L-谷氨酸主要发挥对细胞壁的保护作用，吐温

80则是保护细胞膜的重要成分。海藻糖能稳定细胞

膜上的氢键网络 [15]，L-谷氨酸能调节肽聚糖的代

谢[16]，吐温 80能补充细胞膜上的油酸[17]，脱脂奶粉

能覆盖在菌体细胞表面抵抗冰晶损伤[14]，添加复合冻

干保护剂的冻干菌粉细胞膜、细胞壁亚损伤降低，细

胞死亡率显著下降（P<0.0001）。因此，复合保护剂对

于细胞膜、细胞壁的完整性保护效果更好。

 2.3.4   冻干保护剂对植物乳杆菌细胞膜完整性的影

响　采用荧光显微镜观察 SYTO/PI标记后的冻干样

品进行观察。图 9为细菌细胞的荧光观察图像。

PBS溶液中的菌株在冷冻干燥后表现出明显的红色
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图 9    添加复合冻干保护剂对冷冻干燥后植物乳杆菌细胞膜
完整性的影响

Fig.9    Effect of adding compound cryoprotectant on the integ-
rity of the cell membrane of freeze-dried Lactiplantibacillus

plantarum
注：A1~A6：SYTO染色发出绿色荧光的细胞膜完整的细胞；
B1~B6：PI染色的细胞膜破损的细胞；C1~C6：两种荧光染色
照片合并图像。1~6号代表不同的六组，1组为在 PBS中冻
干的细菌细胞对照组，2组为添加单一海藻糖为保护剂的细
菌细胞实验组，3组为添加 L-谷氨酸的实验组，4组为添加脱
脂奶粉的实验组，5组为添加吐温 80的实验组，6组为添加复
合保护剂的实验组。
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图 7    冻干保护剂对植物乳杆菌热力学性能的影响

Fig.7    Effect of freeze-drying cryoprotectants on the thermo-
dynamic properties of Lactiplantibacillus plantarum
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图 8    复合保护剂对冻干植物乳杆菌亚细胞结构的影响

Fig.8    Effect of cryoprotectant on the subcellular structure
of freeze-dried Lactiplantibacillus plantarum

注：A. 冻干保护剂对冻干植物乳杆菌细胞壁完整性的影响；
B. 冻干保护剂对冻干植物乳杆菌细胞膜完整性的影响；***
表示组间差异显著（P<0.001）；****表示组间差异显著（P<0.0001）；
不同字母表示组间有显著差异（P<0.05）。
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荧光（图 9B1）和少量的绿色荧光（图 9A1），表明未

经冻干保护剂处理的细菌细胞膜在冷冻干燥过程中

被破坏的程度较为严重。图 9C6中绿色荧光（活细

菌细胞）的面积大于红色荧光（死细菌细胞）的面积，

表明复合冻干保护剂能有效维持植物乳杆菌细胞膜

的完整性，这与细胞膜损伤的结果较为一致。图 9C1~
图 9C6显示，添加不同冻干保护剂的样品中，添加复

合冻干保护剂的样品绿色荧光强度最强，表明复合冻

干保护剂比单一冻干保护剂对细胞膜完整性的保护

效果更好。实验结果表明，添加复合冻干保护剂可以

维持植物乳杆菌细胞膜的完整性和植物乳杆菌菌体

细胞的正常形态，对于提高植物乳杆菌的冻干存活率

至关重要。

 2.3.5   冻干保护剂对植物乳杆菌乳酸脱氢酶活性的

影响　乳酸脱氢酶（Lactate dehydrogenase，LDH）是

糖酵解中催化乳酸转化为丙酮酸以产生能量的关键

酶。图 10显示了加入不同冻干保护剂的冻干菌粉

的 LDH活性，加入复合冻干保护剂的样品中 LDH
活性极显著高于对照组（P<0.0001），达到 9.08±
0.62 mU/mL，且显著高于单一保护剂组（P<0.05）。
结果表明，复合冻干保护剂对 LDH酶活性具有保护

作用，且比单一冻干保护剂保护效果更好。
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图 10    添加复合冻干保护剂对冻干植物乳杆菌乳酸脱氢酶
活性的影响

Fig.10    Effect of adding compound cryoprotectants on the
lactate dehydrogenase activity of freeze-dried

Lactiplantibacillus plantarum
注：****表示组间差异显著（P<0.0001）；不同字母表示组间有
显著差异（P<0.05）。
 

 2.3.6   相关性分析　使用 Origin 2025进行相关性分

析，探究添加冻干保护剂后植物乳杆菌冻干存活率、

LDH活性、细胞膜损伤程度与活死细胞荧光染色强

度之间的相关性关系（图 11）。添加复合冻干保护剂

后，植物乳杆菌的冻干存活率与 LDH活性、活细胞

荧光染色强度呈显著的正相关（P<0.01），结果表明复

合冻干保护剂对植物乳杆菌的保护作用主要是通过

提高植物乳杆菌 LDH活性、保护植物乳杆菌细胞膜

的完整性，从而使植物乳杆菌活细胞数上升、死细胞

数下降，进一步提高了植物乳杆菌的冻干存活率。

 3　讨论与结论
植物乳杆菌在冻干过程中，菌体细胞会受到一

定程度的损伤，导致活菌数减少，而冻干保护剂能提

高植物乳杆菌的冻干存活率。研究表明 L-半胱氨酸

可以提高植物乳杆菌冻干存活率至 80.21%[36]。天冬

氨酸作为冻干保护剂，能使植物乳杆菌冻干存活率提

高至 85.89%±1.09%。而单一保护剂对植物乳杆菌

的保护作用有限，开发复合冻干保护剂可有效提升菌

体细胞存活率。Tian等[37] 研究发现，以 10%脱脂奶

粉、3%谷氨酸钠和 15%海藻糖作为植物乳杆菌

LB12的复合冻干保护剂，菌体细胞冻干存活率可提

高至 83.65%±1.22%。本研究开发了一种复合冻干

保护剂，添加复合冻干保护剂的植物乳杆菌冻干菌粉

在−20 ℃ 条件下保存 60 d后，菌体细胞存活率维持在

59.64%±1.74%，且活菌数仍有（4.58±0.13）×109 CFU/

mL。

不同种类的冻干保护剂在冻干过程中保护细胞

的机理有一定的差异。海藻糖是一种非渗透的冻干

保护剂，可以与细胞膜的极性基团形成氢键保护细胞

膜，但对于胞内冰晶损伤没有保护效果[38]。L-谷氨酸

作为氨基酸的一种，可以穿透细胞膜，减小胞内脱水

损伤，同时它还可通过调节细胞代谢，增加菌体细胞

膜和细胞壁的稳定性[39]。有研究表明，吐温 80可以

诱导细菌生长过程中更高的 cfa 基因表达，并使细胞

膜具有更好的膜流动性[40]，从而在冻干过程中调控细

胞膜，保证细胞膜的完整性。脱脂奶粉是一种非渗透

型的冻干保护剂，覆盖在细胞表面能阻止细胞与胞外

冰晶接触，防止细胞膜上不饱和脂肪酸氧化，从而减

少植物乳杆菌细胞损伤[41]。有研究表明，吐温 80可

以通过补充油酸调节细胞膜不饱和脂肪酸的比例[17]，

进一步提升冻干存活率。复合冻干保护剂中的成分

具有协同保护作用，与添加单一冻干保护剂相比，复
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图 11    相关性分析结果

Fig.11    Results of correlation analysis
注：*表示组间有显著差异（P<0.05），*的数量表示组间差异显
著性水平的程度：**表示 P<0.01，***表示 P<0.001，****表示
P<0.0001。
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合冻干保护剂可通过降低细胞膜损伤，提高植物乳杆

菌酶活性，进而提高植物乳杆菌冻干存活率，其中相

应成分对细胞的保护作用机理如图 12。本研究中制

备的复合冻干保护剂配方，主要是通过减少细胞膜

及细胞壁损伤、维持胞内酶活性，从而提高植物乳杆

菌的冻干存活率。Majidzadeh等[42] 在研究中使用

0.5%的蛋白胨、12%的脱脂奶粉、1%的麦芽糊精

作为复合冻干保护剂保护植物乳杆菌，在 4 ℃ 条件

下储藏 30 d后植物乳杆菌冻干存活率为 49.53%。本

研究复合冻干保护剂配方贮存稳定性更好，对于植物

乳杆菌活性的保持效果更佳。

本研究通过单因素实验和正交试验确定复合植

物乳杆菌冻干制剂保护效果最佳的复合冻干保护剂

配方为添加 0.15 g/mL脱脂奶粉、0.06 g/mL的海藻

糖、0.03 mL/mL的吐温 80、0.014 g/mL的 L-谷氨

酸。在此复配比例下，植物乳杆菌冻干存活率由对

照组的 20.96%±5.89%提升到 94.22%±2.36%，且

在−20 ℃ 贮存 60 d后活菌数保持在（4.58±0.13）×
109 CFU/mL。进一步阐明该保护剂配方的作用机

理，为复合植物乳杆菌活菌制剂的应用研究提供了

理论依据。
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