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微 生 物 菌 种 的 简 易 保 藏

李 振 高

(中国科学院南京土城研究所 )

近儿年来
,

随着微生物在工农业生产上的广泛应用和群众性科学实验活动的蓬勃开

展
,

菌种保藏已成为其中的一个重要环节
。

由于在人工培养条件下
,

菌种容易发生遗传

变异或生理上的老化
,

以至丧失其应用价值
。

因此选用适当的保藏方法防止菌种退化
,

在

微生物研究和应用中都是十分必要的
。

为了适应广大农村保存菌种的需要
,

现选择几种

常用菌种保藏的简易方法介绍于后
,

以供参考
。

一
、

菌种保藏的基本原理

微生物菌种的保藏方法很多
,

各有不同程度的局限性或缺点
,

但是无论那种方法
,

其

基本原理不外乎是根据微生物生理
、

生化特性
,

一般利用它们的芽抱或抱子人为地以低

温
、

干燥和缺氧等条件 (特别是低温 )
,

使微生物的代谢作用处于最不活跃的休 眠状态
,

以

达到能够较长时间保藏的目的
。

二
、

菌种保藏的简易方法

(一 )斜面低温保藏法

即将菌种移植于斜面培养基上
,

待生长丰满后置低温保藏
,

这个方法适用于各类微生

物的保存
,

而且简单易行
,

便于使用
。

但缺点是菌种在丰富培养基上容易退化
,

也易于被

杂菌污染
,

而且保存时间短
。

1
。

电冰箱保藏
:

将生长丰满的斜面菌种
,

用牛皮纸或塑料纸包扎管 口 后
,

置 4
O

C 左

右冰箱中保存
。

温度不能太低
,

否则斜面培养基结冰脱水
,

加速菌种死亡和特性 衰 退
。

按不同菌类每隔一段时间 (一般细菌二个月
,

酵母菌四个月
,

芽抱细菌
、

放线菌和霉菌六

个月 )重新移接一次
。

2
。 “

土冰箱
”

保藏
:
将斜面菌种装在塑料袋内密封

,

然后埋入盛有 50 %硝酸馁或尿素

的饱和溶液 (最好每隔 12 小时左右更换一次
,

用后仍可作肥料 )的保温瓶里
,

置于地洞或阴

凉处
。

也可将菌种管口棉塞用纸包扎后 ( 或用橡皮塞在 95 % 酒精中消毒 1弓分钟来代替棉

塞 )涂上蜡烛油密封
,

装在塑料袋内包扎好
,

吊在井壁上 , 或装在瓦罐内埋在阴凉较深的

土层中
,

但要经常检查
,

及时转管
,

以防受潮发霉
。

(二 )矿物油封藏法
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此法是将矿物油 (又称石蜡油
,

液体石蜡 )覆盖于菌种斜面上
,

简便易行
,

保护性能好
,

既可防止培养基水分蒸发
,

又可隔绝空气
。

除石油微生物外
,

适用于酵母菌
、

霉菌
、

细菌

和放线菌的保存
。

现已成为国外某些较大菌库保藏菌种的常规方法
。

但菌种管需始终保

持垂直
,

使贮运和移种带来不便
,

也给清除油管时
,

洗涤带来麻烦
。

1
.

取矿物油分装于三角瓶中
,

经高压蒸气灭菌 ( 15 磅 / 30 分钟 )或用燕锅间隙灭菌 2一

3 次
,

每次一小时
。

灭菌后因有水气进入
,

石蜡油变浑浊
,

对菌种保存质量有影响
,

因此

需在 40
O

C 温箱中或在室温下放置一段时间待水气蒸发
,

石蜡油又成为无色透明时即可
。

2
。

将灭菌矿物油接在空白斜面上
,

28
。

一 30
O

C 培养 2一 3天
,

保证灭菌完全后方可使
“

用
。

3
.

将菌种斜面朝下 (斜面应短些
,

以便节省用油量 )
,

该矿物油用无菌吸管吸取或直

接注入菌种管内
,

满过斜面顶端 1一 1
.

5厘米
,

用纸包好管口
,

直立于低温干燥处保存
。

4
.

使用时倒去矿物油或直接从斜面上挑取少量菌体移接到新鲜斜面上
,

培养后即可

应用
。

安徽省肥东县龙塘公社
“
9 2 0

”

小组曾用灭过菌的煤油代替矿物油保存
“
9 2 0

”

菌种四

个多月
,

未发现菌种污染
、

退化等现象
。

(三 )固体曲保旅法

这是根据我国劳动人民传统制曲经验改进的方法
,

又称鼓皮法
。

适用于保存产生大

量抱子的霉菌
,

如曲霉
、

毛霉
、

根霉及
“ 9 2 0 ”

菌等
。

操作方便
,

设备简单
,

取材容易
,

适宜推

广应用
。

1
.

称取一定量熬皮 (或去壳小米
、

玉米 )
,

加水拌匀
,

轶皮 : 水 = 1: 0
.

8~ 1
.

5 ( 各菌

种对水分要求不同
,

可适当增减 )
,

分装于试管中
,

约 1
.

5厘米高
,

要求疏松
,

不应压紧
,

塞

好棉塞
,

用纸包好
,

彻底灭菌
。

2
。

将菌种接入冷却的狱皮上
,

培养至抱子长满后
,

取出试管放在装有氛化钙或生石

灰等吸湿剂的干燥器内
,

室温干燥至摇动时能发出沙沙声
,

然后把干燥器放在 20
O

C 以下
,

或用蜡封 口后低温保存
。

3
。

使用时用接种针挑取少量带菌鼓皮移到新鲜斜面上
,

培养即可
。

又法
:
用大麦

、

豌豆
、

米糠
、

酒糟
、

草药等制曲原料
,

按一定比例和少量水拌匀做成

饼块后
,

进行接种培养
。

要注意控制温度
、

湿度
、

空气等条件
。

应逐渐升温
,

缓慢干燥
。

选取生长均匀已形成抱子的固体发醉曲饼 (整块重约。
.

5一 1斤 )用纸包好
,

在通风处风干
,

再放入底部装有吸湿剂的罐子内
,

置阴凉处保存
。

使用时剥去曲饼外层
,

切成小块
,

加少

量无菌水
,

经培养后再行移接
。

(四 )砂土管保旅法

根据微生物的习性
,

用人工模拟方法
,

将干抱子保存在灭菌的砂土中
。

其优点是保存

期长
,

不 易退化
,

是当前生产上应用最广的方法
。

适用于保存放线菌 (
“

54 0 6
” ,

井冈每素产

生菌等等 )
、

芽抱细菌和有抱子的霉菌 (鲁保一号菌
、

白僵菌等 )
。

1
.

取河砂过 60 一 80 孔筛 (或用纱布代替 )
,

除去粗粒
,

放容器中
,

用 10 %盐酸浸泡 2一

4小时
,

或煮沸30 分钟
,

以除去有机质
。

浸泡后例去盐酸
,

用流水冲洗至近中性
,

烘干或

晒干
。

也可采用炒砂的办法使有机质焦化
,

达到去除有机质的 目的
。

除去有机质后
,

最

好再用磁铁吸去砂中铁质
。
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2
。

取深层瘦黄土 (不含有机质 )
,

加水泡洗数次至近中性
,

烘干碾碎
,

过 1 00 孔筛
,

除

去粗粒
。

3
.

按重量比
,

砂 : 土 = 1 :l 或 6 :4 掺合均匀
,

装入指形管或小瓶中
,

每管 ( 瓶 )约 1 厘

米高 ( 1克左右 )
,

加棉塞
,

包上纸
,

高压灭菌20 磅八小时
,

干热灭菌一次
,

抽取砂土少许

加入肉汤或豆汁培养液中
,

检验灭菌效果
,

保证灭菌完全后待用
。

4
.

吸 3一 5毫升无菌水
,

注入菌种管
,

将抱子洗下使成悬液
,

用无菌吸管吸取抱子悬

液
,

每管加入约 0
.

5毫升或使三分之二的砂土达到湿润为度
,

然后把砂土管放在盛有吸湿

剂的干燥器内
,

抽气干燥至
“

拍之即散
”

为止
。

如没有抽气设备
,

可用接种环在斜面上取 3一 4环干抱子
,

直接移入砂土管中拌匀
。

也

有用部分砂土倒入斜面抱子上
,

用接种环挑动砂土在斜面上轻轻磨擦
,

使抱子吸附在砂

土上
,

再将它们回接到原砂土管中
,

放入干燥器
,

让其自然干燥
,

但由于操作时间长
,

染菌

机会多
,

因此操作时需特别注意防止污染
。

5
.

制好的砂土管
,

抽样接种在空白斜面上
,

检查抱子成活情况
,

然后放入装有吸湿

剂的广口瓶或大试管内
,

塞上橡皮塞
,

用蜡严封
,

置阴凉于燥处或冰箱中保存
。

6
.

使用时
,

挑取少量混有抱子的砂土涂抹在斜面上培养即可
。

如该菌存活情况良好
,

原砂土管还可继续保存
。

有人全用砂制管 (颗粒要求细些 )
,

但保存效果不如砂土棍合的好
。

也有全用土制管

的
,

即取肥沃风干土 (颗粒要求粗些 )
,

每管装 2 克
,

加 0
.

4毫升水
,

彻底灭菌
,

将抱 子接入

后
,

在 25
O

C 培养 7一 10 天
,

待长出白膜即可保存
。

(五 )琼脂穿荆保藏法

此法又称半固体琼脂法
,

把细菌用穿刺法接种到含 0
.

6%琼脂的柱状培养基内 (培养

基高度相当于试管长度的 1邝 )
,

在37
O

C 培养 24 小时后
,

包扎好或将试管 口熔封
,

放冰箱

或室温保存
,

这是一种既简便又有效的保存无芽抱细菌的方法
。

此外
,

还有蒸馏水保藏法
,

据报导
,

有人曾在试管中加入 5 毫升无菌蒸馏水
,

制成悬

液
,

在 l o
O

C 下保存菌种可达 20 个月
,

有的甚至在室温下可保存30 一 40 个月
。

使用上述各种方法保存菌种
,

除斜面低温法外
,

不同菌种一般都可保存一年到数年
。

三
、

菌种保藏的注意事项

1
。

菌种保藏必须注意培养基
、

器具等的彻底消毒和严格 的无菌操作
。

2
.

对保存的纯种应在新鲜斜面上长到丰满
,

但培养时间不宜太长
,

一般生长近达高

峰即可
。

3
.

保存用培养基不宜太丰富
,

一般含有机氮多
,

少含或不含糖分
,

总糖 量 不 超 过

2 %
,

以适应菌种的相对稳定
。

使用时将菌种接种在保存前所用的同一种培养基上
,

效

果更好
。

4
.

菌种保藏期间应定期检查存活率
,

对存活率低的菌种在使用时应加大接种量
。

在

保存时间较长
,

用一般移植的方法不见菌落生长的情况下
,

可预先在菌种管内加少量培

养液或无菌水进行增殖培养后再行移接
。

5
.

菌种保存到一定时候
,

需作斜面传代一次
,

然后再行保藏处理
,

但一般不轻易更

换保藏方法
。

对每个菌株尽可能多保存一些
,

贴上标签
,

做好记录
,

以备查考
。

同时选择
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《土壤理化分析》一书即将出版

土壤是农业生产的基础
,

掌握认识土坡的手段
,

对广泛开展群众性的科学实验活动
,

全面贯彻农业
“

八字宪法
” ,

具有一定的意义
。

无产阶级文化大革命以来
,

广大农业科技工
`

作者与贫下中农一道开展了土壤普查
、

鉴定
,

和土壤
、

肥料的分析化验工作
,

向生产的深度

与广度进军
,

为夺取农业的更大丰收作出了贡献
。

为了适应农业生产发展的需要
,

同时更

好地与从事土壤分析化验的单位和四级农业科学实验网的同志们交流经验
,

我们编写了

《土壤理化分析》一书
。

全书共约四十五万字
,

主要介绍土壤
、

植物
、

肥料
、

水质等分析方法
。

全书共分十章
,

第一章简述了土壤分析工作的基本知识 , 第二章到第九章为土壤化学分析部分
,

包括土

壤
、

植物
、

肥料及土壤水化学的常用分析项目
,

土壤和作物诊断等 , 第十章为土壤物理分

析部分
,

列举了常用的土壤物理分析项目 , 最后为附录
,

包括分析用的计算常数
,

指示剂

配制
,

一般土壤
、

植物
、

肥料养分含量变幅以及实验所用的药品和设备等
,

供参考使用
。

为考虑到读者对象不同
,

书中在同一分析项 目中
,

同时并列介绍几个分析方法
,

其中

有的需要一定设备条件
,

有的略较简便
,

可根据各自具备的化验条件和精度要求
,

加以选

择应用
。

书中介绍了原子吸收分光光度计在土壤分析中的初步应用
。

如测定土壤和植物

中铁
、

锰
、

钙
、

镁等元素
。

并介绍了离子选择性电极在土壤分析中的应用
,

如测定土坡可溶

性抓离子
、

钠离子
、

硝酸根离子
,

植物 (用水提取 )中的钾
,

土壤中速效钾
,

土壤全铝 (用氟

电极间接测定 )
,

磷矿粉中氟离子
,

水泥窑灰钾肥中钾离子等
。

同时选编了土壤与作物速

效养分诊断等项目
,

以供从事农业第一线的同志参考应用
。

由于我国幅员江阔
,

土壤类型千差万别
,

我们虽作了一些努力
,

以适应各级分析化验

单位参考应用
,

但由于我们学习马列主义
、

毛泽东思想不够
,

业务水平有限
,

所列举的方法

未尽妥善
,

有待在实践中进一步加以验证
。

书中错误和不妥之处
,

请提出宝贵意见
,

以便

今后补充订正
。

本书在编写过程中
,

得到不少有关单位和同志的大力支持和帮助
,

提 出了许多宝贵

意见
,

在此顺致深切感谢
。

( 中国科学院南京土坡研究所 )
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一个通风干燥
、

低温干净的贮藏菌种的场所极为重要
,

以防意外或污染所造成的损失
。

总之
,

保藏菌种的方法很多
,

在使用时要根据具体情况因地制宜地选用
,

并在掌握菌

种保藏原理的基础上
,

通过实践
,

不断加以改进和完善
,

从而创造出更多更好的保藏方法
,

使微生物在工农业生产中发挥更大效益
。
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