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冷冻干燥影响乳酸菌发酵活力机制
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摘　要：乳酸菌是食品中常用的发酵菌株或益生菌,常以冻干粉的形式应用于工业生产。冻干过程中的脱水及低温等

条件对乳酸菌形成胁迫，造成菌株活力下降甚至死亡。冻干粉中菌株活菌数或发酵活力是乳酸菌冻干粉的重要指

标。目前大部分研究集中在解析菌株抗冻干机制以及提高菌体冻干存活率等技术，本文围绕乳酸菌发酵活力指

标，综述了冷冻干燥过程中影响发酵活力的因素，阐述了细胞膜流动性、通透性和细胞膜损伤异质性等对乳酸菌

发酵活力的作用及机制，为进一步阐明冷冻干燥影响乳酸菌发酵活力的途径，开发提高乳酸菌冻干粉发酵活力的

技术提供依据。
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Abstract：Lactic acid bacteria (LAB) are commonly used as fermentation strains or probiotics in food. The main application
form of LAB in the industry is freeze-dried powder. During freeze-drying, formation of ice crystals and dehydration could
damage LAB cells, resulting in decreased metabolic activity or even cell death. The viable count or fermentation activity are
important  quality  indices  of  the  freeze-dried  powder  for  lactic  acid  bacteria.  At  present,  viability  derived  freeze-drying
stress response mechanisms and survival improvement technology are gained widespread attention. In this study, the factors
affecting  fermentation  activity  in  freeze-drying  process  are  reviewed.  And the  effects  and  mechanisms of  cell  membrane
fluidity,  permeability,  and  heterogeneity  of  cell  membrane  damage  on  the  fermentation  activity  during  the  freeze-drying
were  expounded.  The  study  provides  a  basis  for  the  further  clarifying  mechanism  of  freeze-drying  affecting  the
fermentation activity of LAB. It also promotes the development of freeze-drying technique for LAB.
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乳酸菌冷冻干燥是将乳酸菌细胞悬浮液在冰点 以下温度预冻后，置于真空环境，通过冰晶在低温条
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件下升华的原理脱除水分，制成冻干粉的技术[1]。该

方法主要以微生物的生理、生化特点为依据，抑制菌

株的代谢、生长和繁殖，使菌株达到休眠状态，来保

持菌株的原有特性[2]。冷冻干燥法最早的雏形可以

追溯到 16 世纪初，现代的冷冻干燥技术发明于

20 世纪 60 年代初期[3]。乳酸菌冻干菌粉有活菌数

多、接种体积小、运输方便、贮藏期长的优点，因此

冷冻干燥技术被国内外广泛应用于乳酸菌发酵剂的

制备[3]。

冷冻干燥法是有效的菌株保存手段，但也会导

致乳酸菌损伤，甚至死亡[4]。在冻干过程中，低温和

干燥环境的胁迫会对乳酸菌细胞的结构和生理功能

造成损害，如冰晶引起的机械损伤、溶质损伤、细胞

膜损伤、关键酶的失活和 DNA 结构的改变等。乳酸

菌发酵活力会随着细胞受损而下降，影响菌株工业化

应用。

在食品生产与加工过程中，乳酸菌保持较高的

存活率和细胞代谢活力是其充分发挥益生功能的保

障[5]。目前大多数研究都集中在如何提高发酵剂中

的活菌数量，研究时通常将存活率作为评价乳酸菌冻

干粉性能的唯一指标。然而对于用作发酵剂的乳酸

菌，其冻干粉的发酵活力指标则更为重要，可直接决

定其生产性能，但发酵剂活菌数量与发酵活力之间不

能直接关联[6]。因此，为了提高冻干粉的发酵性能，

需要研究影响乳酸菌冻干粉发酵活力的因素及其机

制。本文综述了冷冻干燥过程中影响乳酸菌冻干后

发酵活力的主要因素，包括菌株遗传特性、培养条

件、冻干工艺、保护剂以及贮藏和复水条件等，分析

了细胞膜稳定性对乳酸菌冻干粉发酵活力的重要影

响，并基于细胞膜损伤异质性分析了菌株活菌数与发

酵活力的关系。本文将为乳酸菌冻干耐受机制研究，

以及发酵剂活性提升技术的开发提供思路。 

1　冷冻干燥过程中影响乳酸菌发酵活力的因

素
冷冻干燥过程中影响乳酸菌冻干后发酵活力的

因素主要有以下几个方面：内部因素有菌株遗传特性

决定的菌体形状、乳酸菌细胞膜上的脂肪酸和脂质

组成[7]、膜蛋白的构象改变[8]、胞外多糖（EPS）的种

类与含量[9] 等；外部因素有冻干保护剂成分、冷冻干

燥工艺参数、培养条件等。 

1.1　菌种遗传特性

不同菌属或者同一菌属的不同菌株，因其遗传

物质的不同而在冷冻干燥过程中表现出的抵抗适应

能力差异明显[3,10−11]。菌体形状会影响菌株的抗冻干

能力，一般情况下，球菌的抗冻干能力比杆菌强，杆菌

中短杆状菌比长杆状菌抗冻干能力强，原因可能是球

菌的比表面积较小，减少了冰晶对细胞膜造成的机械

损伤[12]。另外，不同种属的菌株细胞膜脂肪酸等的组

成也各不相同，而脂肪酸组成会影响菌株抗冻干能

力[11]。如 Li 等[13] 发现酸性条件胁迫下酒酒球菌具

有更高的耐冻干能力，同时检测到其细胞膜中棕榈酸

含量降低，环丙烯脂肪酸含量增加，这证明了酒酒球

菌细胞膜脂肪酸组成会影响菌体的耐受力；于小青[14]

探究了 12 种植物乳杆菌的菌株差异、脂肪酸组成差

异与冷冻干燥存活率的关联，通过施加低温胁迫并检

测细胞膜上脂肪酸组成，发现低温条件下 12 种菌株

的膜脂肪酸均有向不饱和转变的趋势，（以 C18:1 为

例）转化后 C18:1 含量增加的菌株冻干后细胞膜完

整性及流动性、乳酸脱氢酶以及 ATP 酶比活力等保

存较好，使菌株冻干粉发酵活力保存较高。因此，菌

株遗传特性造成细胞膜脂肪酸的组成差异，从而影响

了菌株的耐冻干能力和发酵活力。 

1.2　培养条件

乳酸菌冻干粉制备前，会经过菌体培养富集的

过程。菌株培养过程中培养基组成、培养温度、pH
等均会对菌株抗冷冻干燥性能有一定的影响。

研究表明，培养基成分对乳酸菌抗冻干能力发

挥重要作用[15]。通过调控培养基组成可以增强乳杆

菌生理活性、促进生物膜形成和改变细胞膜饱和/不
饱和脂肪酸比例[16]。碳源和氮源的比例可以影响乳

酸菌的抗冻能力[17]，尚一娜等[18] 以益生菌植物乳杆

菌 LIP-1 为研究对象，通过调整碳源氮源比例得到的

最优培养基配方可以显著提高冻干存活率，同时提高

冻干粉高密度发酵的活菌数。E 等[19] 研究发现钾离

子可以促进细胞膜形成，提高冻干后的细胞活力。通

过调整培养基中碳源和氮源的比例，添加无机离子如

钾离子、钙离子等，都可以提高冻干后乳酸菌发酵活

力。针对不同菌株开发适宜其特点的优化培养基可

以增强菌株活性，减少存活率和发酵活力损伤，有效

提高菌株抗冷冻的能力。

通过改善培养环境而得到具有高抗冻干能力的

菌株，对工业生产高活力乳酸菌冻干粉起到事半功倍

的作用。如李明慧等[20] 发现在最佳条件（pH6.7、培

养温度 36 ℃、接种量 8.8%）下培养植物乳杆菌 LIP-1
可以显著提高冻干后发酵活菌数及冻干存活率，这证

明改变培养条件可提高植物乳杆菌 LIP-1的冷冻干

燥存活率和高密度发酵活性。

乳酸菌培养有最适温度和最适 pH，偏离最适条

件会诱导菌体产生应激反应，一定程度上胁迫应激反

应会产生交叉保护效果，能够提高菌体的耐受能力。

如王晓萌等[21] 通过优化冻干前的嗜酸乳杆菌冷休克

处理条件（8 ℃ 冷休克处理 15 h），使其冻干存活率

比未冷休克、添加冻干保护剂的菌体显著提高（提高

了 17.65%）。杨婕等[22] 通过研究单因素胁迫：酸胁

迫（pH3.2、3.8、4.0、4.5、5.0）静置 90 min，冷胁迫（4、
10 ℃）静置 180 min，确定了能提高发酵活性的最佳

胁迫条件。进一步研究发现对发酵乳杆菌 ATm 进

行 pH4.5 处理 90 min、4 ℃ 处理 180 min 的酸-冷交

互胁迫能够显著提高细胞冷冻干燥存活率及酸化速

率,优于单因素胁迫。酸-冷交互胁迫能维持细胞膜
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完整性、保护菌株冻干后部分酶活性（乳酸脱氢酶和

ATP 酶），从而显著提高菌株发酵活力。不同胁迫的

作用机制和效果不同，冷胁迫可以通过改善细胞膜流

动性、刺激冷应激蛋白（如保加利亚乳杆菌 LM1 冷

应激蛋白）表达[17] 起到提高菌株冻干存活率的作用；

酸胁迫可以通过提高酶活性、加速糖酵解[23] 等途径

保存发酵活力；而交互胁迫综合各胁迫作用机理，对

发酵活力的提高效果更显著。但是，胁迫条件具有菌

株特异性，同时交互胁迫对预处理条件要求更为严

格，针对不同菌株进行具体研究才可能投入实际应用。 

1.3　冷冻干燥工艺

冷冻干燥过程主要包括预冻和干燥两部分：首

先通过预冻步骤将细胞内水分冻结成冰晶，便于脱

除。再通过初次干燥、二次干燥分别除去细胞内外

的游离水和结合水，降低水分活度，使微生物保持在

较低的生命活动状态。工业上一般采用平板式冻干

机进行乳酸菌冻干粉制备，可以实现冻干曲线的实时

监控和参数控制。冻干曲线是温度、压力与时间之

间的关系曲线[24]，由冻干各阶段的具体参数设计而

成，对冻干效果影响显著。因此工业上主要通过控制

冻干曲线达到制备高活力的冻干发酵剂的目的。预

冻阶段可通过控制预冻温度和时间提高菌株冻干存

活率[15] 和发酵活力，如龚虹等[25] 对植物乳杆菌进行

产酸、生物膜形成能力及抗氧化能力的检测确定最

佳预冻时间为−40 ℃ 下 2 h，此时菌株产酸速率较

高，形成膜能力较强，且具有一定的抗氧化能力；干燥

阶段主要控制冷阱温度和冻干时间等参数，如徐长隆

等[26] 发现植物乳杆菌 H0808 在冻干时间为 56 h、冷

阱温度−50 ℃ 时活菌数最高。由于不同菌株的含水

量和组成不同，针对特定菌株开发的冻干曲线不仅可

以提升工业生产效率，还能优化冻干效果、提高冻干

粉发酵活力。

另外，为了提高冻干技术的效率，还可将冻干技

术与其他技术结合。如通过红外射频技术[27] 辅助干

燥过程，降低能耗的同时提高冻干发酵剂中活菌数。

冷冻干燥的预冻过程存在耗时长、控制速率难等问

题，而液氮深冷技术[28] 通过将菌泥和保护剂混合物

滴入装有液氮的容器中形成球状颗粒，实现了快速预

冻和造粒，降低了冷冻过程对菌体的损伤，使得液氮

处理后菌体具有更高的发酵产酸能力（与原菌液相

近），相比直接冷冻干燥处理 β-半乳糖苷酶、LDH 活

性也更高，这说明深冷处理后细胞膜完整性保持更

好，具有更高的发酵活力。液氮深冷使细胞在极短时

间内经历超低温处理，胞内形成较小冰晶体，对细胞

和细胞膜的损伤较小。

综上，在冻干工艺方面，可以针对菌株特性、利

用冻干曲线确定最佳工艺参数来提高菌株冻干后的

发酵活力，也可以通过结合液氮深冷等技术改进现有

工艺，减少冻干过程对菌体的损伤，获得高发酵活性

的发酵剂。 

1.4　冻干保护剂

冻干保护剂在冷冻干燥过程中对乳酸菌有不同

程度的保护作用，可以减少细胞受损和死亡。保护剂

按照渗透性可以分为渗透、半渗透和不渗透三类。

渗透保护剂主要是能够透过细胞壁和细胞膜的小分

子，可调节细胞内外渗透压[16]。如常用的甘油就是典

型的渗透型保护剂，通过改善细胞膜的流动性，抑制

细胞过度脱水形成冰晶来保护菌株。半渗透保护剂

只能透过细胞壁无法透过细胞膜，可以分布在细胞壁

和细胞膜之间阻止冰晶生长[29]。一般包括一些小分

子糖，如蔗糖[30]、海藻糖[31] 等，其含有的游离羟基能

够与细胞膜上磷脂结合形成氢键，为细胞提供机械保

护。公丕民[32] 发现海藻糖可以在干燥过程中提高菌

株的发酵活菌数和产酸能力，这与海藻糖具有的抗脱

水、冷冻、高温、氧化等胁迫[33] 的保护机制有关。而

不渗透保护剂只能在细胞外侧提供保护，如乳清蛋

白[34]、脱脂乳[35]。这类大分子吸附在细胞外侧，可以

提供一个相对封闭的环境，从而阻止细胞与冰晶和氧

气的接触，减少菌株损伤[36]。如刘飞等[37] 发现用普

鲁士多糖作为冻干保护剂不仅可以显著提高保加利

亚乳杆菌的存活率，还能在长期保藏中保护菌种活力。

将多种保护剂以一定的比例进行复配能够使其

保护细胞的效果更好，提高活菌数和发酵活力。杨辉

等[38] 以发酵果渣的复合乳酸菌为研究对象，优化了

冻干保护剂配方（低聚木糖、菊糖、NaHCO3 且添加

量分别为 14.5%、6.28%、0.92%），冻干菌粉与空白

组相比存活率提高了 68.27%。辛明等[39] 优化了植

物乳杆菌 L5、L12 的冻干保护剂中脱脂乳、海藻糖

和硫酸锰的比例，发现发酵液 pH 降低速度较快且终

点 pH 较低，说明优化后发酵剂生长快、产酸能力较

好。赵延胜等[40] 发现添加了菊粉复合保护剂的植物

乳杆菌冻干粉活化后生长快、产酸能力强、还原糖和

总糖消耗速度快，总体效果优于脱脂乳复合保护剂

组，且维持的发酵活力较高、接近菌液水平。综上所

述，保护剂的不同成分和配比对乳酸菌的发酵活力和

冻干存活率有着显著的影响。

但是，菌株之间存在很大差异，并且不同种类的

保护剂保护机制不同，因此并不能找到一种普适的保

护剂配方可以有效地保护所有乳酸菌。例如，5% 蔗

糖、2% 甘油、0.8% 谷氨酸钠、1% 抗坏血酸、5% 海

藻糖为嗜热链球菌 MN002 的最佳保护剂配方[41]；而

Cheng 等[42] 研究发现，发酵乳杆菌 L2 加入 10% 脱

脂乳、7% 海藻糖、2% 山梨醇和 0.6% 酪氨酸的复合

冻干保护剂冻干后，存活率高达 92%，植物乳杆菌 L1
在 10% 脱脂牛奶、13% 蔗糖、2% 山梨糖醇和 0.8%
酪氨酸的复合保护剂保护下，冻干存活率高达 97%。

此外，在最佳复合保护剂存在下可以检测到两菌株的

细胞膜中不饱和脂肪酸的含量增加，例如油酸

（C18:1）和 C19cyc11，细胞膜完整性得到维持、β-半
乳糖苷酶和乳酸脱氢酶泄露减少，从而较好地保持了

 · 38 · 食品工业科技 2022 年  11 月



两菌株冻干的发酵活力。因此，针对不同的菌株，需

要独立研究而不能套用其他菌株的最佳保护剂配方

来提高冻干后菌株发酵活力，以便实现不同的冻干后

特性。 

1.5　贮藏和复水

冻干后，冻干粉的包装和贮藏条件是影响乳酸

菌发酵剂中活菌数和活力的重要因素之一。冻干粉

的稳定性一般随着贮藏时间延长而降低，低温保藏可

以较好地保存冻干粉中菌株活力[43]。马雁等[44] 发现

乳杆菌 grx07 长期储藏的适宜温度为−20 ℃，贮藏

12 个月活化后发酵 pH 达到 4.30，优于对照组（4 ℃）

的 4.83，同时 β-半乳糖苷酶、乳酸脱氢酶的活力仍保

持在贮藏前的 80% 以上，与对照组酶活（65%）相比

得到了较好的保存。此外，贮藏环境的气体成分和氧

气含量[45] 也是影响冻干粉保藏活性的重要因素。张

晓宁[46] 研究发现，真空环境贮藏冻干后的植物乳杆

菌 LIP-1 存活率最高，氮气次之，有氧环境最差，同时

发现真空贮藏条件下菌株的 β-半乳糖苷酶、乳酸脱

氢酶及 Na+K+-ATP 酶酶活均显著高于氮气贮存和

氧气贮藏条件，因此在氧气含量低的环境贮藏有利于

冻干菌粉活菌数的提高和发酵活力的保存。

复水是乳酸菌冻干粉菌株从休眠向复苏转变的

过程[47]。复水液的渗透压、成分等都会对菌体活力

产生影响[48]。朱东升[49] 使用四种不同营养成分的复

水介质（生理盐水、无菌水、MRS 培养基和 10% 脱

脂乳）复水乳酸菌后发现，生理盐水组存活率最高，可

能因为生理盐水在复水时有减少细胞内外渗透压的

作用，使菌体不易受到再次损伤。Valdez 等[50] 通过

研究 16 株不同乳酸菌发现，稀溶液会显著提高乳酸

菌的复水活力，但是用蒸馏水会导致菌株活力下降显

著。同时，实验还发现不同成分的复水液会使乳酸菌

冻干后修复细胞损伤的能力存在显著差异，在检测

的 16 株乳酸菌中，苹果酸对嗜酸乳杆菌 ATCC 4356、
发酵乳杆菌 ATCC 9338 和奶油乳杆菌 CRL242 的

损伤细胞有明显修复作用；磷酸根对发酵乳杆菌复水

后活力的提升作用最强；这表明成分相同的复水液对

不同菌株活力的抑制或促进作用与菌株特异性有

关。综上，冻干粉的贮藏条件和复水液的成分、渗透

压等通过影响乳酸菌的冻干存活率、发酵关键酶活

力和菌体细胞活力来影响乳酸菌转化为活菌状态后

的发酵活力。同时能够保护菌体活力的最佳复水液

配方与菌株特异性密切相关，需要针对不同菌株进行

具体研究。 

2　冻干过程中细胞膜稳定性对发酵活力的影

响
细胞膜具有隔离菌体与外部环境、保护乳酸菌

的重要作用。由于乳酸菌中的碳水化合物、能量代

谢相关酶一般附着在细胞膜上，冻干过程导致的细胞

膜损伤、稳定性变化对冻干后菌体活力影响显著[51]。

研究发现，冻干后乳酸菌发酵活力下降的原因可能是

冻干使菌体细胞膜完整性和稳定性（包括流动性、通

透性等）受损且无法修复，导致代谢酶流失，酶活力下

降及菌体生理代谢能力受损；进一步分析冻干对细胞

膜损伤机制发现，冷冻干燥会引起细胞膜不饱和脂肪

酸含量显著上升，并且部分菌株冻干受损程度较大可

能与细胞膜脂肪酸调节能力弱有关；同时，出现细胞

膜损伤异质性是菌株冻干后存活率高但发酵活力低

的主要原因[52]。本部分将重点介绍冷冻干燥过程中

细胞膜稳定性变化及其对冻干后菌体发酵活力的影响。 

2.1　细胞膜流动性对发酵活力的影响

冷冻干燥过程中细胞膜流动性变化使细菌冻干

耐受力下降，生理代谢能力受损、发酵产酸速率下

降，导致冻干后乳酸菌发酵活力的损失[53]。已有研究

证明，冷冻干燥会导致细胞膜流动性的变化。如乔颖

等[54] 通过透射电子显微镜发现嗜热链球菌冷冻后细

胞膜部分消失，细胞质成团聚集，细胞膜流动性下

降。李宝坤[3] 和王学良[55] 分别利用 DPH 作为荧光

探针来测定冻干后保加利亚乳杆菌和胚芽乳杆菌

ST-III 的细胞膜流动性，结果发现细胞膜流动性与菌

体活力具有相关性。因此，可以通过提高细胞膜流动

性提高菌株对不良环境中的抗性，使冻干后菌株的发

酵活力得到较好保存。

在冷冻干燥的过程中，乳酸菌细胞膜流动性变

化与其细胞膜脂肪酸组分的特异性变化有关[56]，调节

细胞膜饱和/不饱和脂肪酸的比例有助于抵抗冻干造

成的膜流动性下降，从而调节菌株发酵活力。不饱和

脂肪酸因其熔点较低，能够增强细胞膜的流动性，因

此含量较高时有助于增强细胞对恶劣环境的耐受能

力[57]。另外，不饱和脂肪酸中的环丙烷脂肪酸因其为

环状结构，化学性质稳定，减少了不饱和脂肪酸向饱

和脂肪酸的转化，有利于提高细胞膜脂肪酸的不饱和

度，一定程度上也可以增强乳酸菌的耐受能力[58]。如

陈境等[59] 在初始 pH6.8 和 7.4 的条件下培养乳酸菌，

发现初始 pH 为 6.8 时可提高植物乳杆菌 LIP-1 细

胞膜不饱和脂肪酸的含量、提高细胞膜的流动性，通

过保持冻干过程中酶活性来提高菌株发酵酶活力。

张晓宁等[60] 发现特定配方的优化培养基可以显著提

高菌株细胞膜中不饱和脂肪酸与饱和脂肪酸的比值

和环丙烷脂肪酸的含量，增加了细胞膜的流动性，减

少了细胞膜冻干损伤。同时检测发酵过程中 pH 和

滴定酸度变化发现优化组的 pH 下降较快且发酵时

间较短，发酵结束的时间显著快于对照组（P<0.05），
可见优化培养基后菌株较对照组的乳酸脱氢酶的活

力更高，发酵性能更好。这说明优化培养基通过增加

菌株冻干后的细胞膜流动性，提高了冻干菌粉的发酵

活力。

因此，冷冻干燥中细胞膜流动性降低会削弱菌

体的冻干耐受力，如检测到菌株活力和代谢产酸速率

下降等，导致发酵活力损失；但通过改变培养基成分

或培养条件可以改变细胞膜脂肪酸组成，改善细胞膜
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冷冻干燥后的流动性，从而改善冻干后菌株的发酵

性能。 

2.2　细胞膜通透性对发酵活力的影响

细胞膜是分隔细胞内外环境的屏障，如果细胞

膜的完整性受损，通透性增加，会使细胞内的关键代

谢物质流失（例如与发酵相关的酶等），从而导致乳酸

菌冻干后发酵活力损失。王飚等[61] 研究发现德氏乳

杆菌保加利亚亚种的细胞膜在冻干前后通透性有显

著增加，并与活力的损失成反相关关系，说明在冻干

过程中细胞受到了损伤，细胞膜通透性的改变可能是

导致乳酸菌在冻干过程中致死和失活的原因之一。

李明慧等[8] 研究发现冻干后乳酸菌细胞膜完整性受

损、细胞膜通透性增大，导致发酵相关酶泄露，胞内

酶活力显著降低。因此，冷冻干燥过程中乳酸菌细胞

受损、膜通透性增大可能是冻干菌株发酵活力损失

的关键因素。

Mimoza 等[62] 测定添加和未添加保护剂的婴儿

双歧杆菌 UV16PR 菌株冻干后胞外 β-葡萄糖苷酶活

力，发现未添加保护剂的菌株冻干后胞外酶活力显著

高于添加了保护剂的样品，证明冷冻干燥导致细胞膜

渗透性增大，使 β-葡萄糖苷酶保留率下降并且活力

降低，因此冻干后菌株的存活率和发酵活力下降。焦

琳等[63] 通过实验发现添加保护剂配方的组发酵活力

较高，扫描电镜观察下可见该组菌体细胞完整，表面

光滑，直观地表明了该组菌体在冻干过程中受到的细

胞膜完整性、形态和生理结构方面的损伤较小。综

上，减少冷冻干燥过程对菌体细胞膜的损伤、更好地

保存冻干后细胞膜完整性和通透性，提高发酵相关酶

的保留率可以增强发酵酶活力，有利于提高冻干粉的

发酵活力。 

2.3　细胞膜损伤的异质性对发酵活力的影响

在以往研究中，以菌体增殖为基础的菌落计数

技术（如平板计数）被广泛用作活力测定的方法。然

而，近年来研究发现了菌落计数方式的缺陷[64−65]。研

究表明，乳酸菌功能特性依赖于菌株代谢活动，而不

是细胞复制[66]。实验室中菌株的分裂形成菌落能力

与代谢能力不直接相关[59]。因此，活菌数较高的冻干

发酵剂可能由于菌株代谢发酵能力差而使发酵活力

偏低。

目前已有研究发现乳酸菌在酸[67]、碱[68] 和啤酒

花[69] 等胁迫条件下会出现损伤异质性，产生一种损

伤菌亚群。应用流式细胞术（FCM）结合荧光探针检

测发现，损伤菌亚群虽然仍存活，但在不同生理参数

上明显区别于总群体中的活菌亚群，例如细胞膜完整

性受损、细胞内酶活性降低、细胞活力下降和膜电位

部分丧失等[70]。冷冻干燥过程同样会使乳酸菌损伤

出现异质性。Rault 等[71] 通过 FCM 荧光探针测定四

种冷冻后的德氏乳杆菌，鉴定出三个主要亚群：活菌

亚群、损伤菌亚群和死菌亚群。随冷冻胁迫时间延

长，菌株的损伤细胞比例下降、死细胞比例上升。

Kramer 等[72] 发现冷冻干燥后的嗜酸乳杆菌和动物

双歧杆菌均出现了 10%~15% 的损伤细胞，低温储

藏 90 d 发现死细胞比例显著增加（约 10%），同时活

菌比例变化较小，这表明该实验中两菌株的损伤菌更

容易失活甚至死亡。由于菌株在胁迫条件下产生的

损伤亚群可能处在一种存活但低活性的状态，胁迫后

的菌株虽然“存活亚群”数量较多，但是细胞活力弱、

代谢能力低，这可能是相同活菌数下冻干粉发酵活力

有差异的主要原因[69]。对乳酸菌的不同亚群生理差

异研究较少，但在其他种属的细菌中已发现这一现

象。如 Li 等[73] 发现超声和温和加热联合使用会使

金黄色葡萄球菌处于亚致死状态，此时菌株的膜损伤

和脂肪酶抑制是同步的，说明损伤菌体亚群虽然存活

但代谢能力确实有所降低；Shao 等[74] 发现欧姆加热

胁迫导致金黄色葡萄球菌出现生理损伤，存活率虽然

高，但是检测发现菌株形成生物膜、发酵甘露醇的能

力降低，并且溶血能力和凝固酶活性也有所降低。

对于乳酸菌，本课题组研究发现，通过流式细胞

术检测冻干后的副干酪乳杆菌 L9 和 LC01 均出现

了三种形态的菌体：完整菌、损伤菌和死亡菌。对比

两菌株实验结果发现，损伤菌比例较高且经过活化后

短时间内仍不能恢复活力，可能是导致副干酪乳杆

菌 L9 冻干后存活率与 LC01 相近，但发酵活力损失

显著的原因[50]。

综上，乳酸菌在冷冻干燥胁迫下会产生响应不

同的亚群，其中，能够存活但生理功能已经丧失的

“损伤菌体亚群”尤为重要，因为在存活率计算时，它

们被认为是存活的菌体，但由于细胞活力弱、发酵能

力下降，所以在发酵活力测定时成为了失活群体，导

致冻干发酵剂存活率较高但发酵活力损失显著。因

此乳酸菌在冷冻干燥胁迫下出现部分损伤菌体，单纯

用冻干存活率评价发酵剂可能存在不足，同时有必要

开展乳酸菌冻干胁迫异质性研究，明确损伤亚群出现

的机制，分析影响损伤亚群比例的因素，从而针对性

提高乳酸菌冻干粉的发酵活力。 

3　结语
在冷冻干燥处理后仍保持较高的发酵活力是提

高乳酸菌发酵剂性能和充分发挥乳酸菌益生功能的

重要条件。影响冷冻干燥后乳酸菌发酵活力的因素

主要分为内部和外部两大部分，如培养基成分、冻干

工艺、菌体遗传性质等多个方面。由于细胞膜可以

使菌体与外部环境隔离，是保护乳酸菌的主要屏障，

因此细胞膜稳定性在众多影响因素中非常关键。细

胞膜稳定性主要包含了细胞膜流动性对生长速率的

影响，细胞膜通透性对关键代谢物质，如发酵相关酶

（如 β-半乳糖苷酶、乳酸脱氢酶）流失的影响等不同

方面。尤其是细胞膜损伤异质性，可能是导致冻干乳

酸菌发酵剂存活率高但发酵活力低下的原因。因此，

通过对冷冻干燥胁迫中乳酸菌细胞膜稳定性机制等

的进一步探究，并结合菌体不同的细胞膜特性可提高
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乳酸菌的抗冷冻干燥能力。

为了提高乳酸菌在食品中的应用水平，目前已

经开展了大量以提高冻干乳酸菌活菌数为目标的研

究探索，未来需要针对冻干后乳酸菌发酵活力的变

化，深入解析其机制，明确细胞膜稳定性与发酵活力

的量效关系，进一步分析菌株细胞膜组成、酶表达的

调控机制。此外，针对乳酸菌冻干粉出现“高菌数低

发酵活力”的问题，可从环境胁迫响应异质性层面，重

点解析低发酵活力亚群形成机制和控制技术，为开发

高活性冻干保护剂和冻干工艺提供理论依据。
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