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发展历程 

1952 

1979 1980 1984 

1951 

农业部设立

中监所并由

中监所负责

保存、供应

兽医生物药

品制造用的

菌种毒 

国家成立中国微生物

菌种保藏管理委员会，

下设7个专业性保藏

管理中心，兽医微生

物菌种保藏管理中心

是其中之一。 

中监所成立菌种保藏

室，具体承担兽医微

生物菌种保藏管理中

心的工作。 

兽医微生物菌种保藏

管理中心，机构设置

在中监所。指定职责

是从事兽医微生物菌

种的收集、保藏、管

理、交流和供应。 

我国于 1951 
年成立了全国
性的微生物菌
( 毒)种保藏管
理委员会 

1953 

成为具有
实体的保
藏机构 

原国家科委建立了
一批病原微生物菌
( 毒) 种保藏中心
和专业实验室 



发展历程 

5个分中心、29个专业实验室 

2011 年，我国依托 9 

个保藏机构建立起国家

微生物资源平台，分别

以中国农业、医学、药

用、工业、兽医、普通、

林业、典型培养物、海

洋9个国家专业微生物

菌种管理保藏中心为核

心单位。 



• 国家安全 

• 生物安全风险 

• 人民生命健康  生物资源  生态环境 

• 生物技术健康发展 

• 人类命运共同体 

• 人与自然和谐共生 

发展历程 



发展历程 

第六十八条：国家统筹布局全国生物安全基础设施建设。国务院有关部门根据

职责分工,加快建设生物信息、人类遗传资源保藏、菌(毒)种保藏、动植物遗

传资源保藏、高等级病原微生物实验室等方面的生物安全国家战略资源平台,

建立共享利用机制,为生物安全科技创新提供战略保障和支撑。 

 

 



兽医微生物菌毒种资源 

兽医微生物菌(毒)种资源 

是指经过国家保藏机构鉴定、分类并给予固定编号的微生物及相关信息，

是国家微生物菌种资源的重要组成部分。 

• 动物疫病的防治和畜牧业发展 

• 食品安全与人类健康 

• 动物及动物产品贸易 

• 科研与教育发展 

• 生物安全和国家经济安全稳定 
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属（genus）：是具有共性的若干种的组合，与其他属有明显差异。16S核糖体RNA序列差异应大于5%-7%。 

 
种（species）：16S rRNA 序列的异同可作为定种的依据，同源性大于98.65%的两株细菌即可确定为同一种。 
 

分类学中的结构层次 



分类（Classification）：按照一定的原则对微生物进行分群归类，根据相似性或相关性水平排列

成系统，并对各个分类群的特征进行描述。（根据现有数据建立系统的过程） 

命名（Nomenclature）：是根据国际细菌命名法规给细菌分类单元以科学名称。 

 

随着国际微生物系统分类学技术的不断提高，细菌的分类学名称和地位是不断变化的。 

• 猪链球菌(荚膜抗原差异)曾分为35个血清型（1-34及1/2），32、34型为鼠口腔链球菌，20、

22、26型为副猪链球菌、33型为反刍动物链球菌 

• 标准菌株 ATCC16404 被列入包括《美国药典》在内的各类标准中,原为黑曲霉，现为巴西曲

霉 

 

 

 

细菌的分类、命名与鉴定 



鉴定（ Identification）：是确定一个新的分离物属于已经

命名的分类单元的过程。借助于现有的微生物分类系统，通

过特征测定，确定其所应归属类群。 

（根据现有系统确定微生物分类归属的过程） 

细菌的鉴定 



                    

菌株（Strain）：指纯培养物中由一个独立分离的单细胞繁殖而成的后代，

通常由最初从单菌落分离得到的一系列培养物组成。 

 

种（Species）：细菌中的“种” 是指一群表型特征高度相似、亲缘关系极

其接近、与同属内其他种有着明显差异的菌株的总称。 

亚种（Subspecies）：根据一致的表型变异或序列相似度区别的，一个种

可以被分为两个或多个的亚种。亚种是命名规则涵盖的最低的分类学等级，

并在命名中有正式的分类学地位。 

细菌的种、亚种与菌株 



模式菌株（type strains）是在给微生物定名、分类记载和发表时，以纯

菌状态所保存的菌种，是微生物分类学的标准参考物质，也是理想的生物

技术研究工具，具有重要的科研和产业价值。在微生物中，一个种只能用

该种内的一个典型菌株当其具体代表。 

如  Bacillus subtilis   DSM10T 

 

 
模式菌株应送交两个不同国家的菌种保藏机构保藏。 

 

模式菌 



01 
我国兽医微生
物菌毒种保藏
的发展历程 

02 
细菌鉴定常
用的概念 

 

03 
细菌鉴定 

的技术要点 

 

04 
菌种保藏 

的技术要点 

 

 

CONTENTS 



细菌鉴定的经典程序 

病料采集 

涂片染色 

镜检 分离培养  纯培养 涂片染色 

  培养特性 
  DNA鉴定 
生理生化鉴定 
  分型鉴定 
  动物试验 



 
 
传代-平板划线法 



 
 

 

•  从培养皿中获得的单一克隆并不一定是纯的菌体，污染菌不在鉴别、选

择培养基上生长，但会随着所要分离的菌株一起传代 

 

•  最终的分离物须在完全培养基上进行检测 

     

 

 

 

 

使用鉴别培养基、选择培养基的关键点 



 
 
鉴定依据 



•许多形态学特征依赖于多基因的表达，具有相对的稳定性。 

特征 不同类群的区别 

菌落特征 
如菌落的形状、大小、颜色、隆起、质地、光泽、表面形状、

边缘结构等（球菌、鞭毛、荚膜、芽孢、产色素） 

细胞形态 

 形状 球状、杆状、螺旋状、弧形、丝状、分枝及特殊形状 

大小 其中最重要的是细胞的长宽或直径 

排列 单个、成对、成链或其他特殊排列方式 

特殊的细胞结构 

 鞭毛 有无鞭毛、数量及排列 

芽孢 有无芽胞、形状、着生位置、胞囊是否膨大 

荚膜 有无荚膜 

染色反应 
单染色法（美兰染色）、复染色法（革兰染色、抗酸性染色、
姬姆萨染色等）、特殊染色法（荚膜、鞭毛、芽孢染色） 

•易于观察和比较，尤其是具有特殊形态结构的细菌。 

鉴定-形态学鉴定 



 
 

产气肠杆菌 肺炎克雷伯菌 副猪格拉菌 

产气荚膜梭菌 副鸡禽杆菌 大肠埃希菌 

鉴定-形态学鉴定 



 
 

球状 coccus 

杆状 rod/bacillus 

螺旋状 spirillum 

基

本

形

态 

细胞形态较单一 

鉴定-形态学鉴定 



 
 

球
状 

细胞个体呈球

形或椭圆形，

不同种的球菌

在细胞分裂时

会形成不同的

空间排列方式。 

鉴定-形态学鉴定 

双球菌 

链球菌 

葡萄球菌 

四联球菌 

八叠球菌 



 
 

杆
状 

细胞呈杆状或

圆柱形，一般

其粗细（直径）

比较稳定，而

长度则常因培

养时间、培养

条件不同而有

较大变化。 

鉴定-形态学鉴定 

单杆菌 

双杆菌 

链杆菌 



 
 

螺
旋
状 

霍乱弧菌 

幽门螺杆菌 

 梅毒螺旋体 

鉴定-形态学鉴定 

菌体称弯曲

或螺旋状的

圆柱形 

弧菌 

螺菌 



 
 

细菌大小 

Most bacterial size range from 0.2 to 2.0 μm in diameter and 2 to 8 μm in length. 

鉴定-形态学鉴定 



 
 
鉴定-DNA鉴定 



 
 

16S rRNA鉴定 

• 16s rRNA具有高度的保守性和特异性以及该基因序列足够长、分子量适中 

• 数据库较为完善 

• 对细菌进行快速、微量、准确简便地分类鉴定和检测 

基因组DNA的提取       16s rRNA基因片段的扩增 
 
            进行16s rRNA基因序列的分析、比对 

鉴定-DNA鉴定 



 
 

• 专门针对细菌、古菌16S 
rRNA基因的数据库 

• 人工校正、筛选 

鉴定-DNA鉴定 



原理：不同种的细菌能够利用的营养物质不同，对相同营养物质的分解产物也不同，

据此可设计特定的生化反应来鉴定细菌。 

 

 
氧化酶试验（oxidase test）、触酶试验（catalase test）、氧化发酵（O/F）试验

（oxidation-fermentation test）、VP试验（VP test）、甲基红试验（methyl red test）、 

枸橼酸盐利用试验（citrate utilization test）、吲哚试验（indole test）、硫化氢试验

（H2S test）、脲酶试验（urease test） 

鉴定-生理生化鉴定 



 
 

微量生化试验检测试剂盒 

API鉴定系统-生化理
论为基础，借助微生
物信息编码技术 

Biolog鉴定系统 

鉴定-生理生化鉴定 



 
 

BIOLOG微平板由对照孔和95孔不同单一碳源孔组成，进行95种唯一碳源的生

化反应测试，使孔中呈现出不同的颜色变化，从而构成该种微生物特有的“代谢

指纹 (MetabolicFingerprint)”，经相应的仪器读取，与标准菌种的数据库进行

比较，从而将被测菌种鉴定出来。 

BIOLOG法 

IFA、IFB、 IFC 

BUG、 BUC 

浊度范围 

培养时间、温度 

 

鉴定-生理生化鉴定 



 
 

 琼脂扩散试验法：副猪格拉菌 荚膜抗原的差异 

鉴定-血清型鉴定（荚膜抗原、菌体表面抗原） 



 
 
 
 

多杀性巴氏杆菌荚膜PCR分型 
荚膜抗原：A B D E F 

鉴定-血清型鉴定（荚膜抗原、菌体表面抗原） 



 
 
鉴定-血清型鉴定（荚膜抗原、菌体表面抗原） 

SD04株（O138） HN03株（O139） JS01株（O141） 

平板凝集试验 

凝集试验法 
 
每个大肠杆菌只含有一种O抗原， 
可用单因子抗O血清通过凝集试验 
鉴定 



新方法-基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱(MALDI-TOF MS) 

• 是应用于临床微生物检验领域的一门新技术，是近年来发展起来的一种新型的软电离生物质谱

技术，通过测定细菌自身独特的蛋白质组成，应用质谱技术将测得的蛋白和多肽按分子量大小

排列，形成独特的蛋白质组指纹图，通过特征性的模式峰进行菌株的鉴定 

 

 

 

有望成为微生物鉴定的一种重要方法 



 

《兽药注册办法》和农业部第442号公告规定，兽用生物制品的制造应以种子批系统为基础。

兽药典规定，兽用生物制品生产用菌（毒、虫）种应实行种子批和分级管理制度。种子分三

级：原始种子、基础种子和生产种子，各级种子均应建立种子批，组成种子批系统。 

 

原始种子：具有一定数量、背景明确、组成均一、经系统鉴定免疫原性和繁殖特性良好、生

物学特性和鉴别特征明确、纯净的菌株。 

 

原始种子批的建立  

选用某一菌株用于兽用生物制品研制和生产后，即应建立原始种子批，以确保在制品的持续

生产期内，能充分供应质量均一的种子。 

 

种子批 



基础种子：由原始种子制备、处于规定代次水平、一定数量、组成均一、经系统鉴定
符合有关规定的活菌体培养物。 
 
基础种子批的建立 

基础种子由原始种子经适当方式传代扩增而来，增殖到一定数量后，将相同代次的所

有培养物均匀混合成一批，定量分装（如安瓿），保存于液氮中或其他适宜条件下备

用。 

 

• 按照规定项目和方法进行系统鉴定合格后，方可作为基础种子使用。 

• 基础种子批应达到足够的规模(基础种子代次原则上应不超过3代，最好1代)，以便

能够保证相当长时间内的生产需要。 

 

 

种子批 



 

生产种子：由基础种子制备、处于规定代次范围内、经鉴定符合有关规定的活菌体培

养物。 

 

生产种子批的建立 

生产种子由基础种子经适当方式传代扩增而来，达到一定数量后，均匀混合，定量分

装，保存于液氮或其他适宜条件下备用。 

种子批 



种子批-全面鉴定  
 
  

 

 

• 原始种子： 繁殖或培养特性、免疫原性、血清学特性、鉴别检验及纯净性鉴定  

 

• 基础种子： 含量测定、安全或毒力试验（对本动物的致病性、人工构建菌毒株安全或

稳定性试验）、免疫抑制试验、毒力返强试验、免疫原性试验（或最小免疫剂量）、 

    纯净性检验、鉴别检验及稳定性试验（保存期、保存条件） 

 

• 生产种子： 纯净性检验、特异性检验和含量测定 



基础种子的鉴定  

对基础种子应进行系统的鉴定，一般应进行下列鉴定项目。 

 

1 安全或毒力试验 

• 本试验主要考察基础种子对本动物的致病性，为制定相应的标准提供依据，并为试验设施、

生产设施、培养物灭活前或诊断试剂使用过程中应采取的安全措施等提供依据。 

 

• 参照《兽用生物制品实验室安全试验指导原则》设计、实施安全试验。 

 

• 对于人工构建的基因工程菌株，应该按照《农业转基因生物安全管理条例》和《农业转基

因生物安全评价管理办法》有关规定进行安全或稳定性试验。 

 



基础种子的鉴定 

2 免疫原性（或最小免疫剂量）试验 

 

• 活疫苗：用不同剂量的菌种分别接种动物 

• 灭活疫苗：用最高代次基础种子制备疫苗菌液，取不同含量的细菌悬液，按成品生产工艺
制备抗原含量不同的疫苗，或用固定含量的菌液制备疫苗后，取不同剂量的疫苗，分别接
种不同组的动物 

 

• 一般采用免疫攻毒法进行免疫效力检验，使90%免疫动物获得保护的细菌量 

• 若疫苗使用对象包括多种动物或多种日龄动物，应对各种靶动物进行测定 

 



基础种子的鉴定 

3 毒力返强试验(如果试用) 

 《兽药注册管理办法》中规定： 

•在申请注册活疫苗的申报资料中必须提交菌（毒、虫）种的毒力返强试验报告。 

•毒力返强试验是评估疫苗的基础种子经靶动物连续传代后的毒力或遗传稳定性，以确保疫

苗接种动物后不会导致毒力增强。 



基础种子的鉴定 

毒力返强试验的基本要求： 
 
试验设计：制定试验方案，试验动物品种、日龄、数量、接种时间、途径、接种量、传代方
法、观察内容和时间、微生物分离鉴定方法、传代后毒力返强程度的评价标准 
 
试验动物： SPF级或健康易感动物，试验动物日龄应对被检微生物最易感，动物数量2-5头
（只），在正式试验前应测定菌种对动物的敏感性 
 
传代方法： 在适宜的时间采集含菌量最高的组织、分泌物或排泄物作为继代接种物，对于容
易水平传播的可以利用接触传播的方式进行传代 
 
继代接种物：利用适当的方法对继代接种物进行生物鉴定，以证实传代微生物中是否有被检
微生物，禁止将分离的细菌在体外增殖后再进行传代 
 
接种剂量： 首次：一般采用大剂量；继代：可加大接种剂量或对分离材料进行适当浓缩 
 

 



 
 

毒力返强试验的试验程序： 

第一次接种： 基础种子的最低代次 

 

细菌的重分离： 靶动物感染后菌种的增殖高峰期，应采取最适当的组织、分泌物和排泄物

来分离 

 

细菌的鉴定： 最适宜的方法 

 

继代： 每次继代的途径与细菌分离的方法应一致；接触感染途径应在感染动物病原增殖高

峰期转移至新的隔离器（或动物舍）与易感动物混合饲养 

基础种子的鉴定 



 
 
基础种子的鉴定 

毒力返强试验的试验程序： 

• 观察：每次继代后应在适当的时间内观察接种动物是否出现由于疫苗株毒力返强所导致的临床症状

指标和病理变化 

• 传代次数： 一般应不少于5代 

• 最后一次传代观察时间： 应逐日观察至21日 

• 微生物重分离失败： 如继代过程中未分离到微生物，应适当增加接种剂量或试验动物数量 

• 继代试验失败验证： 如经进一步试验确证继代后不能重分离到接种微生物，则该毒力返强试验结果

成立 

 



基础种子的鉴定 

毒力返强试验结果判定： 

临床症状及病理变化比较：比较每一代次，尤其是最后一代传代动物与第一代传代动物 

细菌病原学鉴定： 必要时应对最后一次传代的细菌进行表型和基因型鉴定，并与基础种子

进行比较，以评估遗传稳定性和毒力返强的可能性 



基础种子的鉴定 

4 纯净性检验 

• 按照《中华人民共和国兽药典》中的有关方法进行检验，必要时须自行建立方法并 

 加以验证。 

• 应无细菌、霉菌、外源病毒污染； 

• 应无杂菌污染；应无支原体污染。 



基础种子的鉴定 

5 鉴别检验 

• 应采用适宜方法（如荧光抗体试验、毒种的血清中和试验、菌种的试管凝集试验、菌种

的玻片凝集试验或菌种的生产特性检验）鉴别疫苗株，并尽可能与相关毒株相区别。 

• 血清学特性鉴定，应采用通行的分型方法。    

• 种特异性鉴定时，应用血清中和试验；若进行进一步的血清型或亚型鉴定时，则用型或

亚型特异性单克隆抗体进行中和试验、免疫荧光试验或用其他已知具有型或亚型特异性

的试验进行。 

 

6 稳定性试验 

• 确定基础种子在特定保存条件下的保存期。 



01 
我国兽医微生
物菌毒种保藏
的发展历程 

02 
细菌鉴定常
用的概念 

 

03 
细菌鉴定 

的技术要点 

 

04 
菌种保藏 

的技术要点 

 

 

CONTENTS 



定义和重要性 
 
 

                 
                 储存菌（毒）种，维持其活性和生物学特性的活动。 
 

 

• 病原微生物菌(毒) 种的保藏工作体现了一个行业乃至一个国家微生物资

源开发、利用和管理的能力和水平，对于传染性疾病的预防控制、科学研

究以及国家安全都具有十分重要的现实和战略意义！ 

保存
（storage） 



保藏目的 

01 
保证菌种生命的延续 

-不死亡 

03 保持遗传性状稳定、活力稳定 

-不变异 

02 保持纯种 

-不污染 

04 方便研究、使用、交换 

目的 



原理 

根据微生物生命活动必需的各种条件（营养、环境）采取相应的措

施，使其新陈代谢减缓或停止，生长繁殖受到抑制而处于（半）休

眠状态。 

 
 
措施：缺乏营养、干燥、低温、缺氧、避光 

 
 
 

 

                    



 
 
常用的保藏方法 

• 石蜡油封藏法 

• 砂土管包藏法（产芽孢的细菌） 

• 斜面/半固体冷藏保藏法 

• 液氮超低温保藏法 

• 冷冻真空保藏法 

 
各种微生物由于遗传特性不同，因此适合采用的保藏方法也不一样。一种良好有效
的保藏方法，首先应能保持原菌种的优良性状长期不变，同时还须考虑方法的通用
性、操作的简便性和设备的普及性。 

 



石蜡油 

保藏法 

技术要求 

菌种准备 

此法广泛适用于各大类微生物菌种的

中期保藏，不适用于保藏某些能分解

烃类的菌种 

保藏   

主要保藏措施是低温、阻氧，一般可

保存1～2年左右 

 

特点  

制作简单，不需经常移种。但必须直

立放置，不便携带 

石蜡油保藏法 

将灭菌后的液体石蜡倒入培养成熟的
菌种斜面（或半固体穿刺培养物）上，
石蜡油层高出斜面顶端1cm，使培养
物与空气隔绝，加胶塞并用固体石蜡
封口后，垂直放在室温或4℃冰箱内
保藏。 



砂土 

保藏法 

技术要求 

菌种准备 

将待保藏的菌株制成菌悬液或孢子悬

液滴入砂土管中，放线菌和霉菌也可

直接刮下孢子与载体混匀，而后置于

干燥器中抽真空约2～4h，用火焰熔

封管口(或用石蜡封口) 

保藏   

室温或4℃冰箱内保藏。 

一种常用的长期保藏菌种的方法，适用

于产孢子的微生物及形成芽孢的细菌。 

 

 
特点  

兼具低温、干燥、隔氧和无营养物等

诸条件，故保藏期较长、效果较好，

且微生物移接方便，经济简便。它的

保藏期约1～10年。 

。 

砂土保藏法 

将砂与土分别洗净、烘干、过筛，按一

定比例分装于小试管中，高度约1cm，

121℃蒸汽灭菌1～1.5h，间歇灭菌3次 



 
 
低温生物学 

 
       
经过实践验证，基于低温生物学原理的冷冻保存技术能够维持微生物菌（毒）种    
的高活性和遗传稳定性，是实现生物资源高质量和长期保存的重要方法。 

 
 

低温生物学是生物科学的一个分支领域，是专门研究0℃以下或接近0℃的低温对生
物体所产生的影响及其应用的学科，包括自然状态下生物耐寒性理论研究和通过冷冻
保存维持生物样本存活状态的应用研究。 
 

 
• 2022 年 5 月 10 日， 国家发展改革委发布《“十四五”生物经济发展规划》中明确提

出，积极发展低温生物学等保存技术， 提升资源长期保存能力。 

 
 



 
 
低温生物学 

• 低温保藏（low temperature preservation）：在低温条件下保存菌（毒）种，使

其代谢水平降低乃至完全停止生长繁殖，达到半休眠或完全休眠状态的技术方法。 

 

• 低温保藏条件：冷藏（2～8 ℃） 、低温（−20～−40 ℃）、 

   超低温（−60～−80 ℃）、深低温（−150～−196 ℃） 

 



冷藏 

保藏法 

技术要求 

用于菌（毒）种短期保存，无需添加

低温保护剂；宜使用一次性无菌培养

瓶或试管。如使用非一次性培养瓶或

试管，清洗后于 121 ℃ 下高压灭菌

15 min 备用。 

菌种准备 

将单个细菌和真菌菌落接种于含相应

培养基的培养瓶或试管中，在合适的

培养条件培养。  

保藏   

待生长至对数生长中后期或适宜浓度，

将培养瓶口或试管密封，保存于 

 2～8 ℃ 的冷藏条件。 

 

特点  

优点是简便易行，容易推广，存活率

高；缺点是菌株仍有一定程度的代谢

活动能力，保藏期短，传代次数多，

菌种较容易发生变异和被污染。 

 

冷藏保藏法  

refrigerated preservation 



超低温 

保藏法 

低温保护剂的准备 

种类、浓度、灭菌 

菌种准备 

使用对数生长中后期培养物； 

• 固体-刮取适量菌苔转移至含有无

菌低温保护剂的冻存管内，混匀，

制成菌悬液； 

• 液体-振荡培养后取菌悬液与低温

保护剂按一定比例混匀后分装于

无菌冻存管内。 

 程序降温   

合理温度梯度、 

可控的降温速率 

 

保藏  

保存期间应定期检查活力及杂菌情况。

建议保存周期为 1～5 年。。 

超低温保藏法 

cryoprotectant，保护菌种，使其在低温保藏过程中保持活性度的物质 

programmed cooling，按照特定程序设计对菌种进行降温的过程。 

ultra-low temperature preservation 



深低温 

保藏法 

低温保护剂的准备 

种类、浓度、灭菌 

菌种准备 

 程序降温   

特点  

优点是操作简便、高效，且可使用各种培养形式

的微生物进行保藏。其缺点是需购置超低温液氮

设备，且液氮消耗较多，操作费用较高。 

 

深低温保藏法 

• 将含菌种的冻存管置于程序降温设备中，以合适的降温
速率进行降温，直到温度达到菌种悬浮液冻结点之下
（通常为 5～10 ℃），并维持 1～2 h。将冻存管迅速
移入液氮罐中于液相（-196 ℃）或气相（-150 ℃）中
保存。 

• 如果无程序降温设备，则可将含菌（毒）种的冻存管置
于（−60～−80 ℃）冰箱中冷冻 2 h 后，迅速移入液氮
罐中于液相（−196 ℃）或气相（−150 ℃）中保存。 

deep cryogenic preservation 

使用对数生长中后期培养物； 

• 固体-刮取适量菌苔转移至含有无

菌低温保护剂的冻存管内，混匀，

制成菌悬液； 

• 液体-振荡培养后取菌悬液与低温

保护剂按一定比例混匀后分装于

无菌冻存管内。 



 
 
冷冻干燥保藏法  

简称冻干法，将菌种悬浮于适宜的冻干保护剂中，经预冻后在高真空状态下以升华方

式除去水分，熔封管口或轧盖密封后，在冷藏保藏条件下（2～8 ℃）或−20 ℃及以下

保存菌（毒）种的方法，使微生物处于休眠状态，而得以长期保藏。 

 

• 此法适用于各大类微生物。 

• 主要保藏措施是低温、干燥、缺氧，存活率高，变异率低，是目前被广泛采用的一种较
理想的保藏方法。 

• 该法操作比较烦琐，技术要求较高，且需要冻干机等设备。 



冷冻干燥

保藏法 

安瓿的准备 

安瓿管材料以中性玻璃为宜。清洗安
瓿管时，先用0.5-2%盐酸浸泡过夜，
自来水冲洗干净后，用蒸馏水浸泡至
pH中性，干燥后标上菌号及时间，干
烤备用。 

 

冻干保护剂的准备 

 菌种准备   

预冻、冷冻干燥  

以合适降温速率降至预冻目标温度，并预冻 2 h 

以上,选择合适的冷冻干燥程序进行操作. 

冷冻干燥保藏法 

• 将低温保护剂加入培养物斜面，轻轻刮下稳定期的菌苔，制
成菌悬液。取适量体积菌种悬液分装至灭菌安瓿管或西林瓶
中，避免溅污上部管壁； 

• 若是液体培养的菌种，应离心去除培养基，然后将培养物与
冻干保护剂混匀，再分装至灭菌安瓿管或西林瓶中，并在 
1～2 h 内分装完毕。 

种类、浓度、灭菌 

lyoprotectant，保护菌种， 
使其在冷冻干燥和保藏过程中 
保持活性的物质 

熔封/密封  

• 干燥后，将安瓿管颈部用强火焰拉细熔封 

• 或西林瓶轧盖密封 

freeze-drying preservation 真空度/密封性测定  

高频火花真空测定器 



 
 

渗透性的低温保护剂一
般是小分子物质，可以
与水溶剂发生水合反应，
增加溶液的黏性，从而
在一定程度上抑制冰晶
的产生，最终达到保护
细胞的效果。 
 
非渗透性低温保护剂的
作用是通过维持细胞膜
的稳定来保护细胞。可
以提高细胞外的渗透压，
在冻存中使细胞内的水
分快速向外渗出，减少
细胞内的水分，从而减
少细胞内冰晶形成，保
护细胞减少损伤。 

常用低温保护剂 

常用低温保护剂 病毒 细菌 真菌 

二甲基亚砜 √ √ √ 

甲醇 √ 

乙二醇 √ 

丙二醇 √ √ 

聚乙二醇 √ √ 

聚环氧乙烷 √ √ 

甘油 √ √ √ 

山梨糖醇 √ √ 

葡萄糖 √ √ √ 

蔗糖 √ √ √ 

乳糖 √ √ 

海藻糖 √ √ √ 

葡聚糖 √ √ √ 

常用低温保护剂 病毒 细菌 真菌 

羟乙基淀粉 √ √ 

阿拉伯树胶 √ √ 

聚乙烯吡咯烷酮 √ √ √ 

谷氨酸 √ 

血液（去纤维化) √ 

血清 √ √ √ 

血清白蛋白 √ √ √ 

明胶 √ √ 

蛋白胨 √ √ √ 

糖蛋白 √ √ 

酵母抽提物 √ √ 

脱脂奶 √ √ √ 

注：√为低温保护剂已使用情况 



 
 

糖/醇类 聚合物类 氨基酸类 抗氧化剂类 缓冲剂类 表面活性剂类 

葡萄糖 聚乙二醇 脯氨酸 微生物E 柠檬酸一水 吐温80 

半乳糖 葡聚糖 甘氨酸 微生物C 磷酸 曲拉通X-100 

甘露糖 羟乙基淀粉 谷氨酸 卵磷脂 乙二胺四乙酸 蔗糖脂肪酸酯 

果糖 聚蔗糖 组氨酸 D-(-)异抗坏血酸 4-（2-羟乙基）
-1-哌嗪乙烷 
磺酸 

CHAPS 

核糖 阿拉伯树胶 精氨酸 L-抗坏血酸钠 羟丙基-β-环糊精 

木糖 凝胶 L-4-羟基脯氨酸 硫代硫酸钠 酒石酸 十二烷基硫酸钠 

蔗糖 聚乙烯毗咯烷酮 L-丝氨酸 丁基羟基茴香醚 组氨酸 脂肪醇聚氧乙烯醚 

乳糖 纤维素 β-丙氨酸 二丁基羟基甲苯 乙酸钾 Lubrol-px 

麦芽糖 β-环式糊
精 

盐酸赖氨酸 棓酸丙酯 柠檬酸钾 Pluronic F127 

海藻糖 甲基纤维素 赖氨酸 乙二胺四乙酸
二钠盐二水 

磷酸二氢钾 

棉籽糖 麦芽糊精860 肌氨酸 乙酸钠 

甘露醇 交联葡聚糖G200 γ-氨基丁
酸 

碳酸钠 

甘油 牛血清白蛋白 柠檬酸钠 

山梨醇 磷酸二氢钠 

木糖醇 

肌醇 

常
用
冻
干
保

护

剂 
 



名称、分类学地位、来
源史、生理生化特征、
血清型、基因型、致病
性、耐药性…… 

 

动物疫病的
防治和畜牧
业发展 

食品安全
与 

人类健康 

食品安全
与 

人类健康 

针对菌种特性选择适宜的保存方法，

宜采用两种或两种以上方法保存，如

只采用一种保存方法，菌（毒）种须

备份并存放于两个独立的保存区域内 

菌种信息 
完善明确 

设施设备 
符合要求 

保存方法 
低温（冻干）
保护剂选择

合理 

 

质量控制 

总结-五个基本要求 

数据：菌种信息、保藏信
息要真实可靠可溯源 
菌种：种子批管理制度、
制定并执行相关程序文件、 
定期抽检      

保藏机构分区、实验室设施设备、温度和 
湿度、标识系统等管理，应符合相关要求 



 
 

强化兽医菌毒种资源保护意识，充分发挥兽医微生物资源在畜牧

兽医科学研究、养殖业发展、食品安全、保护人民生命健康和环

境以及国防等领域的重要性和其他资源不可替代的作用！          
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