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真菌研究及其生物工业的发展必然和安全、长效的保藏技术方法联系，对于有重要经济价值的菌株来

说，其保藏技术处理和保藏过程中生理、基因性状的损害、变异，将会带来巨大损失。真菌种类的多样性

异常丰富，据估计全世界存在 150 万种真菌（Hawksworth，1991），但还不到 5%的真菌被描述，只有很少

的种类有合适保藏的工艺技术（Ryan，2000），且保藏效果存在菌株水平上的差异性。本文针对近几年真

菌保藏领域采取的新技术、原理及适用的保藏研究对象进行了概述。 

1 真菌保藏的基本原理及保藏工艺的要点 

微生物保藏的最终目的是保持菌株的纯度、活性、基因信息的完整性、避免菌株变异和降低退化。多

种保藏技术方法适用于真菌的保藏，大体可以分为三类（Smith et al.，2001）： 

一是让真菌连续生长的保藏技术。这一类的保藏技术的特点是不断地将菌株移植在新鲜的培养基上，

并在合适的条件下生长，随后至于一个低温的环境中，一般是 4℃～10℃，这类保藏技术主要包括斜面移

植、油管保藏和蒸馏水保藏等方法。 

二是利用干燥环境保藏菌株的休眠体，如分生孢子、厚垣孢子等，干燥选用的基质可以是空气、硅胶、

土壤、沙子等。 

三是利用抑制菌株代谢活性的办法达到长期保藏，一般是通过脱水降低细胞内水分或低温冷冻，此过

程关键环节是避免和降低冰晶细胞造成的伤害，这类保藏工艺包括冷冻干燥法、低温冻结和液氮保藏法等。 

真菌的长期保藏要保证菌株的生理性状和遗传信息的完整性（Ryan & Smith，2003），而保藏过程中仅

以活性指标判断真菌是否保藏完好有些片面。Kuhls & Borner （1995）研究来自不同菌种保藏中心的同一

个 Trichoderma sp.菌株时，在 PCR-指纹检测结果中出现了偏差（Kuhls & Borner，1995）。Kelly 等（1994）

将保藏了 12 年的 Fusarium oxysporium f.sp.ciceris 和这一种的其他菌株比较，发现该菌株没有显现出典型

的分子指纹特征，证实该菌株已发生退化。Horgen 等 (1996) 证实了 Agaricus bisporus 的不同传代菌株出

现染色体异常和 RFLP 指纹的多型性。一些没有经过最优化保藏程序的 Metarhizium anisopliae 菌株处理，

其 PCR 分子指纹证据显示出了多型性的特征，报道 M. anisopliae 菌株经过连续传代培养后，出现“角变”

并伴随着一些生理性状的变化（Ryan et al.，2002）。Santors 等（2002）报道 Penicillum expansum 长期保
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藏后的菌株产棒曲霉素（patulin）和橘霉素（citrinin）的功能受到影响。各种保藏方法优劣比较见表 1。 

 
表 1 各保藏技术方法的优、缺点及保藏周期（引自 Ryan & Smith，2004） 

Table 1 Advantages, disadvantages and storage lengths of various fungal preservation regimes 

保藏方法 优点 缺点 保藏周期 

斜面移植法 方法直接，花费较少 
转接周期短，污染风险，菌株易变

异 
14d～1年 

油管保藏法 方法直接，花费较少 菌株退化，污染风险，菌株易变异 ～10 年 

蒸馏水保法 方法直接，花费较少 菌株退化，污染风险，菌株易变异 ～10 年 

沙土管保法 方法直接，花费较少 湿度大时易恶化，保藏内容物太多 ～10 年 

硅胶保藏法 方法直接，花费较少 
硅胶有毒性影响，只能保存产孢子

的真菌 
～25 年 

冷冻干燥法 长时间保藏，容易储藏及发放 
方法复杂，耗时较长，设备较贵，

不适用于不产孢的真菌 
～50 年 

低温冻结法（超低

温冰箱保藏） 
方法直接，降低菌株变异 

设备较贵，必须有电力不间断供应，

一些低温保护剂可能对真菌有毒性 
～40 年 

液氮保藏法 
适用于大多数真菌，针对不同的属

可以最大优化处理，降低菌株变异

设备昂贵，控制降温速率，必须保

证液氮的充足供应，降低菌株变异 
无限期 

注：保藏周期指多数情况，特例除外。 

2 真菌保藏技术方法 
真菌的保藏技术方法很多，但没有一种保藏工艺能够适合所有真菌种类的保藏。Ryan 等（2002）从

科学、供应以及财政等角度制定了一些原则来指导保藏者选择合适的保藏技术。一些基本的保藏方法，如

斜面移植法、油管保藏法、蒸馏水保藏法、沙土管保藏法、硅胶保藏法等文献已经为一些真菌的保藏提供

选择，不再进行赘述（Smith & Onions，1994；Fenell，1960；Smith et al.，2001；Boesewinkel，1976；Burdsall，

1994；Perkins，1962）。以下仅对真菌的冷冻干燥、超低温冻结、液氮保藏、固定化和玻璃化保藏技术及

进展进行概述。 

2.1 冷冻干燥保藏技术（Freeze drying） 

真菌的冷冻干燥保藏技术包括 3 个主要步骤，一是要培养物冷冻阶段；二是冷冻状态下的减压干燥，

干燥过程必须避免液体状态，温度应保证在-15℃以下，避免温度反复起伏，控制培养物的水分到 5%左右

为宜；最后进行真空镕封，在低温、避光的环境下保藏（Smith，1983）。冷冻干燥过程中的重要环节是避

免低温伤害，低温伤害在冷冻和干燥时段都有发生， 其原理可能是细胞膜上液体的结晶体向胶体阶段转

变的时候，引起细胞膜流动镶嵌结构的损害（Tan，1997）。一些保护剂的应用，如血清、脱脂乳、肌糖、

海藻糖以及蛋白胨的应用可以降低这种伤害。采用该技术保藏的微生物菌株有分发时不用事先开启、便于

包装、降低运输过程的泄漏危险等优点。冷冻干燥保藏技术适用于一些产孢子的真菌，特别是一些能够产

生子囊孢子和分生孢子的真菌，保藏周期可达到 20～40 年。Tan 等采用该技术对真菌的菌丝进行保藏复活

研究，大多数情况下，得不出满意的结果（Tan，1991），目前仅有 Pertot 等（1977）报道 Claviceps spp.

菌丝可经过冷冻干燥保藏后复活。 

2.2 超低温保藏技术（Cryopreservation） 

2.2.1 超低温保藏技术：超低温保藏一般分为两种方式，一是超低温冰箱保藏，保藏温度一般为-70℃～

-80℃；另一种方式为液氮超低温保藏，根据液氮罐的构造类型，可分为隔氮式和浸氮式，隔氮式是将保
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藏物保藏于气相中，保藏温度一般在-135℃左右，浸氮式是将保藏物保藏在液氮的液面之下，保藏温度为

-196℃。Herry 于 1663 年发现，将一些线虫经过冷冻并通过溶化过程使之复活（Morris，1981），Polge 等

（1949）首先将此技术成功应用保藏鸟类精子，Hwang（1960）首次将此技术应用于真菌的保藏。液氮超

低温保藏技术有 3 个关键环节影响真菌的保藏效果，一是降温速率控制，理论上保藏前的降温速率控制越

慢越好，1℃/min 降温速率已完全能够适合大多数真菌的保藏。二是复活过程中保藏物快速升温到最适温

度，目前处理的方法将保藏的冻存管快速置于 37～45℃水浴中，放置 1～2min。三是保护剂的种类和浓度

选择，常用的保护剂有甘油、海藻糖、DMSO 等。 

降温速率的控制和保护剂的配合使用是为了降低低温损害风险（Smith & Thomas 1998）。Smith（1983）

认为真菌的低温伤害是由于细胞组织被冰晶破坏和细胞内浓度增高等几方面互相作用的结果。Merryman 

等（1977）认为细胞缓冲液的快速波动引发 pH 变化，细胞内大分子失水的过程中可导致细胞内部结晶化，

引起细胞皱褶等原因导致细胞死亡。细胞膜的破坏是细胞死亡的真正原因，Roquebet & Bury（1993）在研

究 Lentinula edodes 菌株降温过程时认为，冰晶对细胞膜的物理破坏作用可能是导致细胞死亡的直接原因。 

Ryan & Smith（2003）在对 Phytophthora 的保藏研究中，比较了 10%的 DMSO 及降温速率 1℃/min 和

10%甘油保护剂及降温速率 10℃/min 两种保藏工艺，在 10%的 DMSO 及降温速率 1℃/min 的试验中，67

个分离物中 65 个分离物具有活性，存活率达 92.5%；而在 10%的甘油及降温速率 10℃/min 的试验中，保

藏后检测到了卵孢子和厚垣孢子的形成，没有卵孢子形成的分离物依然有菌丝的生长。Ryan & Smih 将 10%

甘油保护剂及降温速率 10℃/min 的保藏工艺用于 Diploccarpon rosae 和 Moniliophthora roreri 时，保藏的

成活率低于 50%。为了提高 Moniliophthora roreri 菌株的孢子产量，所有的菌株在进行超低温保藏前事先

放在冰箱中低温处理 21d，在此后的活性检测中，成活率达到了 91%，比先前的成活率提高了 41%。用不

同的保护剂，如海藻糖、甘油、DMSO、肌糖、蛋白胨等，对 Serpula lacrymans 进行了保藏处理，各保护

剂处理保藏效果的差异不明显，DMSO 的保藏效果最好，成活率达到了 89%。液氮的超低温保藏目前认为

是最有效的保藏方法，但对于一些真菌来说，虽然在保护剂和降温速率控制方面进行了较多的研究，但保

藏效果依然不好，例如一些担子菌类以及 Straminipila、Phytophthora、Saprolegnia 属等。 

2.2.2 玻璃化技术（Vitrification）：超低温保藏技术过程必然要经过“玻璃化”过程。“玻璃化”技术实质

就是让水分子处于一种类似于固体状态而不发生结晶，可以通过空气干燥、化学物质干燥蒸发水分，渗透

浓脱水、海藻盐包装脱水、化学保护剂等手段实现“玻璃化”。一是部分的“玻璃化”过程和全部的“玻

璃化”过程。部分的玻璃化过程，主要控制细胞膜外的水分结晶，减少细胞破坏，全部“玻璃化”过程要

完全阻止细胞内、外冰晶的形成。玻璃化保藏技术在多细胞组织保藏中应用较广，是用高浓度的保护剂溶

液保护保藏物，使之在降温过程中以“玻璃体”形式存在，从而避免冰晶对细胞组织的破坏。此外，在恢复

培养的过程中注意避免晶状体破碎和及时洗掉对真菌有毒的玻璃化溶液。Ryan & Smith （2002）报道了应

用此法成功保藏一些真菌，如 Flammulina、Boletus、Mycena 等属的一些菌种，而对 Phytophthora 和 

Saprolegnia 保藏的检测结果是全部死亡，与常规应用的一些方法相比，高浓度玻璃化溶液对大多数真菌

是有毒的，不利于真菌菌株的长期保藏。 

2.2.3 固定化技术（Immobilisation）：固定化的保藏技术是将真菌菌株事先包裹在藻酸钙中并进行超低温保

藏的一种保藏技术。固定化的技术方法已用于真菌酶制剂、生防菌株、生物降解等多个方面的研究（Kwak 

& Rhee，1992；Pereira & Roberts，1991；Lestan et al.，1998；Walker & Connick, 1983），用藻酸钙诱捕固

定真菌也有多方面的报道（Walker & Connick，1983；Mauperin，et al.，1987；Pereira & Roberts，1991；

Kwak & Rhee，1992；Daigle & Cotty，1997）。Abdullah 等（1995）发现固定化的技术并不对真菌的菌丝

造成伤害，可以扩展用固定化的技术应用于真菌的长期保藏。Smith 等（1992） 建议可应用于一些担子菌、

卵菌以及一些不产孢真菌的保藏。 
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固定化保藏真菌技术基本过程包括，第一步制备真菌的孢子或菌丝的藻酸盐的悬浮液；第二步是滴入

藻酸钙的溶液中，此时真菌孢子或菌丝体会包裹在形成的藻酸钙的小球中，并放置一段时间；第三步将菌

丝或孢子小球转移到高渗溶液中进行脱水；第四步可以按照真菌保藏的一些常规方法保藏，如液氮超低温

保藏、油管保藏、蒸馏水保藏等。 

Gilson 等（1990）注意到将固定化的小球放置在藻酸钙的溶液中放置一段时间，可以防止小球破裂。

Abdullah 等（1995）用固定化的技术对 8 株担子菌的菌丝进行了保藏，一年后检测仍有活性。Mauperian

等（1987）报道用固定化的方法对外生菌根菌的菌丝进行保藏，4℃冰箱中用蒸馏水保藏法，活性至少保

持了 5 个月。Ryan(2001)用固定化的方法处理 Serpula lacrymans 菌丝，分别做了在-20℃冰箱和 20℃蒸馏

水保藏两种处理，经过一个月的保藏，经过固定化处理的菌丝活性显著高于对照处理。Wood 等（2000）

报道用固定化技术和超低温保藏相结合的方法对 Dactylorhiza fuchsia 和 Anacampis morio 的种子以及种

子上附带的担子菌 Ceratobasidium cornigerum 菌丝进行保藏处理，保藏效果良好。 

3 展望 
 真菌保藏技术研究方向是提高菌株的存活率和稳定性，开拓保藏范围，特别是对不能培养的专性寄

生菌，如锈菌、Halophythora、Saprolegnia、Aphanomyces 属的菌种，以及 Basidiomycota 和 Glomeromycota 

中一些种开展保藏技术研究。Ryan & Ellison（2002）用原位结合超低温保藏的技术方法对 Puccinia 

spegazzinii 菌株进行了保藏处理，经过保藏后的菌株依然有产生担孢子的能力，虽然对寄主侵染能力下降，

在叶柄的侵染没有成功，但显示了固定化和超低温保藏结合对保藏一些不易保藏真菌有应用的潜力，如内

生真菌、地衣、菌根菌、不能培养的真菌等。多数的研究者专注于真菌分类学、酶学、分子生物学等学科

进展，专注于发现新的功能基因、生物大分子以及基因、生物大分子的代谢调控功能等，而忽视研究菌株

的稳定性、基因完整性的安全长期保藏，一旦由于管理或保藏技术的原因，致使菌株丢失、变异、退化，

其先前的研究成果也就不复存在，将重要菌株通过一定的手续存放于专业的菌种保藏机构是可行的一种选

择。 
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