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玻璃化转变温度和崩解温度对植物乳植杆菌

冷冻干燥存活率的影响

戴丽君 1 宋 馨 1 夏永军 1 艾连中 1,2 王光强 1,2*

（1. 上海理工大学健康科学与工程学院，上海 200093； 2. 上海理工大学公利医院医疗技术学院，上海 200093）

摘要：【目的】测定保护剂的玻璃化转变温度（Tg）和崩解温度（Tc）对植物乳植杆菌（Lactobacillus plantarum, 

L. plantarum）冷冻干燥存活率的影响。【方法】利用差示扫描量热（DSC）法和冷冻干燥显微镜（FDM）技术测

定质量分数 10% 的蔗糖、质量分数 10% 的山梨醇以及 PBS缓冲液等保护剂的 Tg和 Tc，并分析菌株在不同保护

剂下的冷冻干燥存活率与 Tg、Tc之间的关联性。【结果】保护剂菌悬液的 Tg和 Tc与菌株冷冻干燥存活率之间存

在密切相关性。蔗糖组与山梨醇组和 PBS 组相比，Tg 分别提高了 7.2 ℃和 7.7 ℃ ， Tc 分别提高了 8.0 ℃和

8.8 ℃，且蔗糖组菌株的冷冻干燥存活率也最高，分别比山梨醇组和 PBS组提高了 49.2% 和 54.6%。进一步开

发出高 Tg的多糖复合保护剂，最佳复合保护剂的 Tg和 Tc相对于单一蔗糖保护剂分别提高了 4.6 ℃和 4.4 ℃，冷

冻干燥存活率相对于单一蔗糖保护剂提高了 28.2%。【结论】不同保护剂的 Tg和 Tc差异极大，并且 Tg和 Tc越高，

菌株的冷冻干燥存活率越高。作者基于 Tg开发了高效复合保护剂，有利于提高植物乳植杆菌冷冻干燥存

活率。
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Abstract: [Objective] To determine the effects of glass transition temperature(Tg) and collapse temperature(Tc) of 

protectants on the freeze-drying survival rate of Lactobacillus plantarum(L. plantarum). [Method] The Tg and Tc 

of protectants, such as 10% sucrose, 10% sorbitol, and PBS buffer, were measured by differential scanning 

calorimetry (DSC) and freeze-drying microscopy (FDM). [Result] The relationship of the freeze-drying survival 

rate of strains with the Tg and Tc of different protectants showed that there was a close relationship of the freeze-

drying survival rate of strains with the Tg and Tc of the protectant suspension. Compared to sorbitol and PBS 

groups, the Tg of sucrose group increased by 7.2 and 7.7 ℃ , respectively, while Tc increased by 8.0 and 8.8 ℃ , 

respectively. The freeze-drying survival rate of the sucrose group was the highest, showing improvements of 

49.2% and 54.6% over the sorbitol and PBS groups, respectively. Furthermore, a high Tg polysaccharide 

composite protectant was developed. The Tg  and Tc of the optimal composite protectant increased by 4.6 ℃ and 

4.4 ℃ compared to those of a single sucrose protectant, and the freeze-drying survival rate was 28.2% higher 
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than that of a single sucrose protectant. [Conclusion] The results showed that the Tg and Tc of different protectants 

were very different. As the Tg and Tc  became higher, the freeze-drying survival rate was higher. Based on Tg, a 

highly efficient composite protectant was developed, which was beneficial in improving the freeze-drying 

survival rate of Lactobacillus plantarum.

Keywords: Lactobacillus plantarum; protectant; freeze-drying; glass transition temperature; collapse temperature

干粉发酵剂以其运输储存的便捷性、低成本

以及出色的遗传稳定性在多个领域得到了广泛应

用。然而，在冷冻干燥过程中，干粉发酵剂通常会

受到生理损伤，甚至导致细胞死亡。这一现象的

产生主要归因于膜完整性和流动性受损，以及关

键酶、蛋白质和核糖核酸等生物大分子遭到破

坏［1］。因此常加入蔗糖、海藻糖等保护剂以提高

菌株的冷冻干燥存活率。在样品冷冻干燥过程

中，这些保护剂可除去水并增加基质中的溶质浓

度，从而使溶质获得良好的玻璃态特性［2］。玻璃

态是一种高黏性状态，可将细胞结构嵌入其中，同

时减少分子的迁移性和破坏性反应［3］。由单一化

合物或混合物组成的保护剂显示出特有的玻璃化

转变特性，糖的 Tg定义为样品从玻璃态转化到橡

胶态的二阶相变温度，液体黏度至少为 1 013 Pa·s，

低于该温度时液体黏度将急剧增加［4］。糖的 Tg取

决于糖的相对分子质量以及分子间的相互作用，

一般来说，糖的 Tg随着相对分子质量的增加而增

加［5］。通常认为非晶产物在 Tg以下具有较高的内

部黏度，呈固态或玻璃态时是稳定的［6］；当温度升

高到 Tc 以上时，材料的各种性质可能会发生变化，

如分子流动性增加、黏度降低，通常会导致添加溶

质的样品易结晶，使食品变质。因此，Tg决定了产

品在储存期间的稳定性［7-9］。

在干燥过程中，含有保护剂的菌液在较高温

度下进行初级干燥时容易塌陷，为了避免塌陷，需

要控制在 Tc以下。Tc定义为可见塌陷时的温度，通

常取少量样品在显微镜下进行冷冻和干燥来模拟

微型冷冻干燥过程，并用冷冻干燥显微镜测定［10］。

在细菌悬液稳定性得以保证的情况下，尽可能提

高干燥过程的温度（低于 Tc）可加快干燥速度，缩

短加工时间而不损伤菌体结构［11-12］。因此，优化保

护剂配方从而获得更高的 Tg 和 Tc，对于在冷冻干

燥过程中提高菌株的存活率有重大意义。

ATP 酶在细胞膜系统中扮演着至关重要的角

色，它不仅能够催化 ATP 水解成 ADP 和游离磷酸

根离子，也能催化该反应的逆反应，这一系列的反

应涉及能量的释放与储存，是细胞维持正常生理

功能所必需的［13］。ATP 比酶活对于评估冷冻干燥

过程中菌株的生理状态具有重要意义。ATP 比酶

活的高低可以反映菌株在冷冻干燥后细胞膜的完

整性以及代谢活动的恢复情况。如果 ATP 比酶活

较高，说明菌株在冷冻干燥过程中受到的损伤较

小，细胞膜功能恢复良好，代谢活动正常；如果

ATP 比酶活较低，则可能意味着菌株在冷冻干燥

过程中受到了较大的损伤，细胞膜功能受损，代谢

活动受到抑制［14-16］。

目前已有大量关于 Tg 和 Tc 的研究，但是针对

保护剂的 Tg和 Tc对菌株冷冻干燥存活率的影响机

制还需深入研究，尤其是如何通过改变 Tg 和 Tc得

到高活性的复合保护剂。作者以 3 株植物乳植杆

菌为研究对象，采用质量分数 10% 的蔗糖、质量分

数 10% 的山梨醇和 PBS 缓冲液为保护剂，研究菌

体悬液的 Tg、Tc对菌株冷冻干燥存活率的影响，并

以此为基础，设计新型的复合保护剂来提高菌株

的冷冻干燥存活率。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

3 株 L. plantarum：作者所在课题组保藏；ATP

酶测定试剂盒：南京建成生物工程研究所有限公

司；MRS 培养基、蔗糖、山梨醇、脂肪酸 C18：1：上

海源叶生物试剂有限公司。

1.2　仪器与设备

真空冷冻干燥机：FreeZone 型，合臣科技（上

海）有限公司；DSC：Pyris 6.0型，德国耐驰仪器（中

国）有限公司；FDM：FDCS196 型，比特乐医疗器

械（深圳）有限公司；紫外分光光度计：UV2600型，

岛津仪器有限公司。

1.3　方法

1.3.1　L. plantarum 活化培养　

L. plantarum 在固体 MRS 培养基中活化 3 代，

将体积分数为 1% 的种子液接种于液体 MRS 培
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养基中，分别在 18 ℃和 37 ℃培养箱中培养至对

数期。

1.3.2　样品制备及冷冻干燥存活率计算　

调节菌体浓度，使其 OD600 值为 1。离心弃上

清液，收集 2 mL 的  L. plantarum 菌泥用 PBS 缓冲

液清洗 2次，然后分别重悬于含 1 mL PBS缓冲液、

质量分数 10% 的蔗糖溶液和质量分数 10% 的山

梨醇溶液中。于-40 ℃预冷 3 h 后进行真空干燥，

干燥条件：-20 ℃干燥 13 h 20 min，然后升温至

25 ℃再干燥 2 h，真空度 20 Pa，冷阱温度-80 ℃。

采用平板菌落计数法测定冻干前后的活菌浓

度。将冻干后的菌粉重新溶解于 1 mL 的 PBS 缓

冲液中，稀释后涂布于 MRS 培养基，37 ℃培养

36~48 h，活菌浓度计算见式（1）。

S=
NA

NB

× 100% （1）

式中：

S——冷冻干燥存活率，%；

NA——冻干后的活菌浓度，CFU/mL；

NB——冻干前的活菌浓度，CFU/mL。

复合保护剂组别为 Ⅰ ：质量分数 1% 大豆多

糖+质量分数 10% 蔗糖；Ⅱ ：质量分数 1% 大豆多

糖+质量分数 10% 海藻糖；Ⅲ ：质量分数 1% 大豆

多糖+质量分数 10% 甘露醇+10% 蔗糖；Ⅳ ：质量

分数 1% 大豆多糖+质量分数 10% 甘露醇+质量分

数 10% 海藻糖；Ⅴ ：质量分数 1% 大豆多糖+质量

分数 10% 甘露醇+质量分数 10% 海藻糖+质量分

数 10% 蔗糖。

1.3.3　Tg和 Tc的测定　

根据 Fonseca 等［17］的方法测定 Tg 和 Tc。Tg 的

测定：称取 22.5 mg的样品放入 DSC 中，从 25 ℃降

温 至 -70 ℃ ，速 率 为 10 ℃/min，持 续 2 min，以

5 ℃/min 的速率升温至 25 ℃，Tg为玻璃态向高弹

态转变时的温度。Tc 的测定：用移液器吸取 2 μL

样品置于控温平台上，迅速降温至-45 ℃，维持 1 

min 后升温至 25 ℃ ，速率为 2 ℃/min。通过自带

的监测软件观察样品图像，升温中样品结构发生

坍塌［18］时的温度为 Tc。

1.3.4　ATP比酶活的测定　

采用 ATP酶测定试剂盒测定 ATP比酶活。

1.4　数据处理

采用 Excel 处理数据，用 GraphPad prism 9 绘

图并进行单因素方差分析，P<0.05为差异显著。

2　结果与讨论

2.1　单一保护剂下 Tg 和 Tc的变化对 L. plantarum 冷

冻干燥存活率的影响

在 添 加 不 同 保 护 剂 条 件 下 ，分 别 测 定 了

18 ℃和 37 ℃下 3 株 L. plantarum 的冷冻干燥存

活率。如图 1 所示，与 PBS 组和山梨醇组相比，

蔗糖组能明显提高 L. plantarum 的冷冻干燥存活

率，山梨醇作为保护剂时，菌株的冷冻干燥存活

率高于 PBS。培养温度对 3 株 L. plantarum 冷冻

干燥存活率的影响不存在显著差异。其中， 蔗

糖作为保护剂的效果最为理想，冷冻干燥存活率

提高了 40%~78%。18 ℃培养时，相比于 AR113

和 AR307，山梨醇能明显提高 WCFS1 的冷冻干

燥存活率。在 37 ℃培养时，AR307 和 WCFS1 在

蔗糖溶液中的冷冻干燥存活率显著高于 AR113，

保护剂的差异也是影响菌株冷冻干燥存活率的

因素之一。Kawai 等［19］发现蔗糖提高了干面包

酵母的储存稳定性。Zhang 等［20］研究了多种保

护剂对菌株冷冻干燥存活率的影响，为蔗糖能够

提高菌株的冷冻干燥存活率提供了理论支撑。

其他研究中也发现了蔗糖在冷冻干燥过程中对

蛋白质和细胞膜的保护作用，以及在无水条件下

对细胞膜流动性的维持功能［21-22］，为研究菌种的

冷冻干燥存活率和细胞保护方面提供了依据。

将 L. plantarum 重悬在保护剂中，通过 DSC

测定 Tg。在 37 ℃培养时，与 PBS 组和山梨醇组

相比， 蔗糖组显著提高了菌悬液的 Tg，分别提高

了 7.7 ℃和 7.2 ℃ ，而山梨醇组与 PBS 组无明显

差异（见表 1）。如图 1 所示，在蔗糖组中，AR113

的冷冻干燥存活率提高至 57.2%，而在山梨醇组

和 PBS 组中仅为 8.0% 和 2.6%。在冷冻干燥过程

中，蔗糖对菌株冷冻干燥存活率的提升作用是通

过提高 Tg这一机制实现的，这与 Anzalone 等［23］的

结果一致，他们使用不同质量分数的蔗糖溶液重

悬脂质体，并在特定的降温速率下观察到了 Tg 在

质量分数 5%~15% 蔗糖溶液中的变化。

用质量分数 10% 的蔗糖溶液重悬 AR113、

AR307以及 WCFS1，并分别在 18 ℃和 37 ℃下进行

培养，结果发现不论是同一株菌在不同培养温度下

还是不同菌株在相同培养温度下，其 Tg都没有明显
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差异。同时，在 MRS 液体培养基中额外添加 1 g/L 

脂肪酸 C18：1并测定菌悬液的 Tg，结果显示添加脂

肪酸未能提高 Tg。表明培养温度和菌株个体差异

以及脂肪酸 C18：1 都不影响菌株重悬液的 Tg。

用 PBS 缓冲液、质量分数 10% 的山梨醇溶液

以及质量分数 10% 的蔗糖溶液重悬 L. plantarum 

AR113，通过 FDM 观察并拍照记录，可以清晰地

看到样品在不同温度下的形态变化。如图 2所示，

样品未塌陷状态时没有出现亮斑；样品呈现微塌

陷状态时开始出现亮斑，这时的温度称为 Tc；当样

品呈现明显塌陷时，亮斑变得越来越大。

在 37 ℃培养时，相较于 PBS 缓冲液和质量分

数 10% 的山梨醇溶液，质量分数 10% 的蔗糖溶液

能明显提高菌悬液的 Tc，分别提高了 8.8 ℃ 和

8.0 ℃，见表 2。这表明提高 Tc或许有助于提高菌

种的冷冻干燥存活率，这与蔗糖的 Tg结果一致，并

且菌株差异以及培养温度对冷冻干燥存活率的影

响并非由 Tc 引起。此外 ，添加脂肪酸 C18：1 对

L. plantarum 的 Tc也未表现出明显影响。

综上所述，提高 Tg 和 Tc 确实能够有效减少细

图 2　L.  plantarum AR113的 FDM 图像

Fig.  2　FDM images of L.  plantarum AR113
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图 1　单一保护剂下 L.  plantarum 的冷冻干燥存活率

Fig.  1　Freeze-drying survival rates of L.  plantarum under single protectants 

表 1　不同保护剂下菌株的 Tg

Table 1　Tg of strains under different protectants

培养

温度/

℃

18

37

保护剂

蔗糖

PBS

山梨醇

蔗糖

PBS+C18：1

山梨醇+C18：1

蔗糖+C18：1

Tg/℃

AR113

-33.40±0.45

-41.00±0.63

-40.50±0.58

-33.30±0.43

-40.70±0.56

-40.00±0.55

-33.20±1.08

AR307

-33.60±0.60

—

—

-33.10±0.50

—

—

—

WCFS1

-33.00±0.60

—

—

-32.80±0.43

—

—

—

注：“—”表示未检测到。
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胞在低温下形成冰晶的风险，这对于保护细胞免

受生理损伤至关重要，进而提高了菌株的冷冻干

燥存活率。蔗糖作为一种有效的冷冻保护剂，其

提高 L. plantarum 冷冻干燥存活率的关键机制就

在于它能够显著提高 Tg 和 Tc，而并非是菌株差异

和培养温度改变了冷冻干燥存活率。因此，开发

能够提高 Tg 和 Tc 的保护剂配方是提高菌株冷冻

干燥存活率的重要手段之一，以实现最佳的冷冻

干燥效果。

2.2　复合保护剂下 Tg和 Tc的变化及对菌株冷冻干燥

存活率的影响

保护剂的 Tg 和  Tc 越高，其保护效果就越好。

Linnenkugel 等［24］研究表明添加多糖和盐类都能

提高单糖的 Tg。Rogers 等［25］研究表明多糖的存

在提高了蔗糖溶液的 Tg，在冷冻乳制品体系中，

多糖的添加提高了未冷冻阶段乳制品的黏度，从

而减少了晶体的生长。杨智等［26］也得出糖类的

塌陷温度和 Tg均随样品质量分数的增大而增大。

因此，将质量分数 1% 的大豆多糖与几种单一保

护剂进行复配并测定冷冻干燥存活率，结合图 1

和图 3 可知，复合保护剂的效果显著优于单一蔗

糖，并通过 DSC 和 FDM 测定复合保护剂对菌悬

液 Tg 和 Tc 的影响（见表 3）。结果显示，AR307 的

最 佳 组 合 为 Ⅲ ，冷 冻 干 燥 存 活 率 达 81.0%；

WCFS1 的 最 佳 组 合 是 Ⅱ ，冷 冻 干 燥 存 活 率 为

90.8%；AR113 最佳组合为Ⅱ，冷冻干燥存活率为

85.4%。在最佳复合保护剂中，37 ℃下菌悬液的

Tg 分别为-28.70、-32.30、-29.20 ℃ ，分别比单一

蔗糖溶液提高了 4.60、0.80、3.60 ℃。相较于单

一蔗糖，最佳复合保护剂使 37 ℃下菌悬液的 Tc

均明显升高，AR113 培养组的 Tc 提高了 4.40 ℃，

达 到 -26.60 ℃ ；AR307 培 养 组 的 Tc 提 高 至

-29.80 ℃，提高了 1.90 ℃；WCFS1 培养组的 Tc提

高至-25.60 ℃，提高了 5.80 ℃。这表明在单一保

护剂中添加多糖后便可以使之成为复合保护剂，

可明显提高 Tg 和 Tc，进而明显增强对益生菌的保

护效果。马丽等［27］优化了保护剂组合，使鼠李糖

乳酪杆菌在冷冻干燥后的存活率达到了 96.4%。

周雷进雨等［28］将质量分数分别为 15% 海藻糖、

2% 硫代硫酸钠、15% 甘露醇、3% 山梨醇作为保护

剂，冷冻后活菌浓度为 4.6×109 CFU/mL，得到的菌

种存活率为 90%。随着保护剂的 Tg和 Tc提高，其保

表 2　不同保护剂下 L.  plantarum 的  Tc

Table 2　Tc of L.  plantarum under different protectants

培养温度/℃

18

37

保护剂

蔗糖

PBS

山梨醇

蔗糖

PBS+C18：1

山梨醇+C18：1

蔗糖+C18：1

Tc/℃

AR113

-32.20±0.40

-39.80±0.45

-39.00±0.38

-31.00±0.44

-39.60±0.67

-39.20±1.01

-30.50±0.57

AR307

-33.00±1.03

—

—

-31.70±0.46

—

—

—

WCFS1

-31.50±1.05

—

—

-31.40±0.77

—

—

—

注：“—”表示未检测到。
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图 3　不同复合保护剂对  L.  plantarum冷冻干燥存活率的影响

Fig. 3　Effects of different composite protectants on the freeze-

drying survival rate of L.  plantarum

表 3　复合保护剂对菌悬液 Tg和 Tc 的影响

Table 3　Effects of combinations of multiple protectants on Tg and Tc of the strain suspension

培养温度/℃

37

保护剂

Ⅱ

Ⅲ

Tg/℃

AR113

-28.70±0.35

—

AR307

—

-32.30±0.46

WCFS1

-29.20±0.88

—

Tc/℃

AR113

-26.60±0.44

—

AR307

—

-29.80±0.66

WCFS1

-25.60±0.57

—

注：“—”表示未检测到。
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护效果呈现增强的趋势，糖与糖之间的协同作用对

提高 L. plantarum 的冷冻干燥存活率具有重要的

作用。通过合理复配可以发挥各组分之间的互补

优势，进一步增强保护效果。

2.3　冷冻干燥对 L. plantarum ATP比酶活的影响

添加不同单一保护剂及最佳复合保护剂后，在

37 ℃下培养 3株菌，菌悬液冷冻干燥后测得的 ATP

比酶活如图 4所示。结果表明，蔗糖组的 ATP比酶

活显著高于山梨醇组和 PBS组，而山梨醇组和 PBS

组之间没有显著差异。可能是由于蔗糖提高了 Tg和

Tc，能更有效地保护细胞膜结构和功能，从而保持较

高的 ATP比酶活，而山梨醇和 PBS在这些方面效果

稍差。此外，最佳复合保护剂组的 ATP比酶活高于

单一蔗糖、山梨醇和 PBS，这也与 Tg、Tc和菌株冷冻干

燥存活率的测定结果一致。因此，蔗糖和最佳复合

保护剂可以通过提高 Tg和  Tc，减少细胞在低温下的

冰晶形成，保护细胞的膜结构和内部代谢系统，维持

ATP的比酶活，从而提高菌株的冷冻干燥存活率。

3　结论

以 3株 L. plantarum AR113、AR307、WCFS1为

研究对象，采用 PBS 缓冲液、质量分数均为 10% 的

山梨醇溶液和蔗糖溶液作为保护剂，分析了冷冻干

燥过程中 Tg、Tc、菌株冷冻干燥存活率和 ATP比酶活

的变化。结果表明，Tg和 Tc与冷冻干燥存活率呈正

相关。与 PBS和山梨醇相比，蔗糖提高 Tg和 Tc的效

果更好，显著提升了 L. plantarum 的冷冻干燥存活

率。同时，也进一步证明菌株间的个体差异、脂肪

酸 C18：1 的添加以及菌株培养温度并非是影响 Tg

和  Tc的主导因素。此外，ATP 比酶活的数据表明，

Tg和  Tc的上升有助于维持更高的比酶活，从而减轻

冷冻干燥过程中细胞的损伤，有效保护胞内物质。

综上所述，相较于 PBS 和山梨醇，蔗糖作为保护剂

的效果更佳，通过显著提升 Tg和 Tc，进而增强 ATP

比酶活，从而显著提高 L. plantarum 的冷冻干燥存

活率。因此，选择具有高 Tg和 Tc的保护剂，尤其是

复合保护剂，是提升菌株冷冻干燥存活率的有效策

略。该研究为今后开发更高效、更稳定的冷冻干燥

保护剂提供了参考。
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