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冷风干燥制备高活菌的恶臭假单胞菌菌粉 
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(华中农业大学生命科学技术学院 农业微生物学国家重点实验室  湖北 武汉  430070) 

 
 

摘  要：【目的】获得高活菌恶臭假单胞菌菌粉，提高菌体干燥及保藏存活率。【方法】选用冷风

干燥法制备活菌粉，并优化吸附载体与保护剂。【结果】冷风干燥制备恶臭假单胞菌菌粉干燥存

活率普遍达到 65%以上，显著优于喷雾干燥(24%)；对载体与保护剂进行正交试验优化，确定了

载体为混合的硅藻土和碱处理玉米芯粉，混合比为 1:2，保护剂(质量比)为甘露醇 7%、谷氨酸钠

5%、甘油 1%，制得菌粉活菌数为 1.03×1011 CFU/g，室温保藏 30 d 和 4 °C 保藏 60 d 存活率分别

达到 40.54%和 71.67%。【结论】冷风干燥温度相对较低(10−40 °C)，对菌体损伤小，碱处理玉米

芯粉、甘露醇和谷氨酸钠是提高菌粉保藏存活率的重要因子，此法克服了革兰氏阴性菌菌粉不易

制备和不耐保藏的瓶颈。 

关键词：恶臭假单胞菌，冷风干燥，载体，保护剂 

Preparation of high viable count Pseudomonas putida  
bacteria powder by cold blast drying 

LIU Li-Fei  CHEN Zheng-Jun  SUN Xiao-Jun  LIANG Yun-Xiang* 
(Huazhong Agricultural University, College of Life Sciences & Technology, State Key Laboratory of 

 Agricultural Microbiology, Wuhan, Hubei 430070, China) 

Abstract: [Objective] This study aimed to prepare high viable count Pseudomonas putida bacteria 
powder, and improve the viability of drying and elongate the preservation period. [Methods] We 
selected cold blast drying technology to prepare bacteria powder, and optimized carriers and protective 
agents. [Results] Viability of drying was 65% on behalf of cold blast drying, which was significantly 
superior to spray drying (24%). Carriers and protective agents with orthogonal experiments were 
applied to obtain optimal formulation of preparation bacteria powder. The result was as follows: as 
bacterial cell carriers, diatomite and corncob powder pretreated by Ammonia were mixed with ratio of 
1:2. 7% mannitol, 5% sodium glutamate and 1% glycerin were mixed as protectives (W/W). Viable cell 
count was 1.03×1011 CFU/g in instant preparation. The viability was 71.67% and 40.54% after 60 d 
storage at 4 °C and 30 d storage at room temperature (RT) respectively. [Conclusion] Cold blast drying 
had little damage to bacteria because of its relatively low temperature (10−40 °C). Corncob powder 
pretreated by Ammonia, mannitol and glutamate had positive effect on preservation of bacteria powder. 
This method was successfully applied to resolve the difficulties of long-term preservation of gram 
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negative non sporing bacteria. 
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假单胞菌属是自然界分布最广的微生物之

一[1]，多定殖于土壤、水和植物根系中，其生物降

解与生物转化能力强[2]，因此在环境修复[3]、生物

防治[4]、生物转化等方面有广阔的应用前景。然而，

假单胞菌属于革兰氏阴性菌，无芽孢休眠体，对极

端环境(缺水、饥饿、高温、低温)的抵抗能力较差，

干燥及保藏存活率低。因此，如何解决假单胞菌菌

剂制备以及长期保藏成为该类菌株工程应用的最

大障碍。 
近年来，国内外关于假单胞菌菌粉制备的研究

较少，已报道的菌粉制备研究多采用吸附法和冷冻

干燥法。吸附法操作简便，Kloepper 等[5]利用黄原

胶与树胶制备假单胞菌菌粉，4 °C 保藏 3 个月，存

活率为 52%，活菌数为 107 CFU/g。冷冻干燥法成

本较高，低温对菌体损伤较大[6-7]，Palmfeldt 等[7]

冷冻干燥绿针假单胞菌存活率为 32%，8 °C 保藏

50 d 存活率降低至 6%。目前，冷风干燥技术主要

应用于食品干燥[8]，是一种较新型的干燥方法，利

用物料在低温、低湿及高风速的环境下，快速脱除

水分，从而减少蛋白质热变性[9]。因此，针对假单胞

菌菌剂制备的瓶颈，冷风干燥法是一次很好的尝试。 
本文选取一株能降解石油、具备良好应用潜力

的恶臭假单胞菌[10]作为研究对象。采用冷风干燥法

与载体吸附法相结合，期望制备出一种低成本、高

活菌、耐保藏的恶臭假单胞菌菌粉，为该菌剂在石

油污染修复中应用奠定良好的基础，同时，也为假

单胞菌属菌粉的制备提供借鉴。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌株 
恶臭假单胞菌 J7 (Pseudomonas putida J7)，由

实验室从华中农业大学橘园食堂排污口水样分离

得到的一株石油烃降解菌[10]。 

1.2  主要试剂与仪器 
胰蛋白胨、酵母粉购自 OXOID LTD 公司，其

他试剂均购自国药集团化学试剂有限公司；稻草

粉、玉米芯粉均为 80 目；SD-1500 实验室喷雾干燥

机，购自上海沃迪科技有限公司；YCFZD-2A 热泵

冷风干燥一体机，购自杭州欧易电器有限公司。 

1.3  培养基 
LB 固体培养基[10]；KB 培养基[11]；发酵培养

基(g/L)：葡萄糖 8，酵母粉 28，KH2PO4 1.5，

MgSO4⋅7H2O 1.3，pH 7.2，0.75×105 Pa 灭菌 20 min。 

1.4  发酵菌液的制备 
取−20 °C 保藏的恶臭假单胞菌 J7 在 LB 固体培

养基上划线，28 °C 倒置培养 18 h，活化两代，将活

化后的单菌落接种到 KB 培养基中(50 mL/250 mL)，

28 °C、220 r/min 培养 9 h。将种子液按 2%接种于

发酵培养基中(100 mL/500 mL)，发酵 48 h 后，

4 000 r/min 离心 40 min，发酵液浓缩将近 5 倍备用，

测定浓缩液活菌数。 

1.5  菌粉干燥方法 
1.5.1  喷雾干燥法[12]：采用喷雾干燥法制备活菌

粉，以浓缩菌液为芯材，阿拉伯胶、麦芽糊精、

β-环糊精为壁材，壁材溶液按添加量为 10% (质量

比)，阿拉伯胶:麦芽糊精为 1:9，β-环糊精为 10 g/L，

制成胶体溶液，高温灭菌备用，芯材与壁材按体积

比 1:4 混合均匀，用于喷雾干燥。制备得到的菌粉

分装于 7 mL 离心管，封口胶密封，于 4 °C 及室温

避光保藏。喷雾干燥条件为进风温度 140 °C，出风

温度 55 °C，流量 750 mL/h。测定喷雾干燥前、后

菌粉活菌数，成品菌粉含水率，并定期检测保藏菌

粉活菌数。 

1.5.2  冷风干燥法：采用冷风干燥法制备活菌粉，

以玉米芯粉为载体，高温灭菌 2 次，载体与浓缩菌

液混合比例为 1:2，玻璃棒搅拌均匀，平铺于不锈

钢盘，置于冷风干燥机，设置干燥温度为 28 °C，

湿度为 10%，盘管温差为 2 °C，8−10 挡风力干燥，

每 3 h 翻动一次，干燥至恒重，制备得到的固体菌
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剂分装于 7 mL 离心管，封口胶密封，于 4 °C 及室

温避光保藏。测定冷风干燥前、后菌粉活菌数，成

品菌粉含水率，并定期检测保藏菌粉活菌数。 

1.6  冷风干燥菌粉制备的研究 
1.6.1  成品含水率的选择：以玉米芯粉为载体，选

择冷风干燥结束时间为 2、4、6、8 h，获得不同含

水率的菌粉成品，制备方法见 1.5.2。 

1.6.2  载体的选择：测定玉米芯粉、稻草粉、硅藻

土 3 种载体自然含水率及吸水能力，并用于冷风干

燥法制备菌粉，干燥不同的时长，控制成品菌粉含

水率相近，制备方法见 1.5.2。 

1.6.3  载体预处理方式的选择：以玉米芯粉为载

体，分别采用酸处理及碱处理两种预处理方式改变

载体 pH，测定预处理后载体 pH。玉米芯粉酸处理：

添加载体量 5% (质量比)的冰醋酸，30% (质量比)

的蒸馏水，混匀密封 60 °C 处理 2 d；玉米芯粉碱处

理：添加载体量 3% (质量比)的氨水，30% (质量比)

的水，混匀密封 60 °C 处理 2 d；分别以酸处理、碱

处理、不处理玉米芯粉为吸附载体，冷风干燥法制

备菌粉，制备方法见 1.5.2。 

1.6.4  载体与保护剂配方优化：选择混合载体配

比、甘露醇、谷氨酸钠、甘油 4 个因素按 L9(34)正

交表设计实验(表 1)，采用冷风干燥法制备菌粉，分

别以室温保藏 30 d 及 4 °C 保藏 60 d 为响应值，获

得最适菌粉制备配方。每组配制的保护剂溶液调至

pH 8.0，高温灭菌备用。保护剂与浓缩菌液混合均

匀后再与载体混匀。对照组(CK)载体为玉米芯粉， 

不添加保护剂；制备方法见 1.5.2。 

1.7  测定方法 
活菌数：测定采用稀释平板计数法；菌粉活菌

数：称取一定量的菌粉，溶于 30 mL 0.85%的生理

盐水中，28 °C、220 r/min 振荡 30 min，取菌悬液

稀释涂平板计数。 

100%= ×
干燥后菌剂活菌数

干燥菌体存活率
干燥前菌剂活菌数

 

100%= ×
保藏期菌剂活菌数

保藏菌体存活率
干燥后菌剂活菌数

 

液体 pH：室温条件下用 pH 计测定；固体 pH：

称取 1 g 固体，溶解于 100 mL pH 为 7.0 的水中测

定 pH，根据氢离子浓度换算出固体物质 pH。 
含水量：采用直接干燥法，取一定质量的菌剂

G1，103 °C 烘干至恒重 G2。 
G2 G1 100%

G1
−

= ×含水量 。 

载体吸水能力：称取 10 g 载体，将蒸馏水和载

体充分混匀，每次使用移液器加入 1 mL，使载体湿

润、疏松不结块，以每克载体吸水饱和的添加量来

反应载体吸水能力，单位为 mL/g。 

2  结果与分析 

2.1  干燥方法的比较 
冷风干燥法与喷雾干燥法制成恶臭假单胞菌

菌粉含水率分别为 6.0%和 6.9%。二者对菌粉制备

的影响如图 1 所示，冷风干燥制备菌粉在干燥和

4 °C 保藏存活率上明显优于喷雾干燥，室温保藏二

者无显著差异。其中冷风干燥存活率达 65%以上， 
 

表 1  载体与保护剂 L9(34)正交试验设计 
Table 1  The design of orthogonal experiment on carries and protectives 

水平 
Level 

载体配比 a 
Mixed ratio of carriesa 

甘露醇 
Mannitol (W/W, %) 

谷氨酸钠 
Sodium glutamate (W/W, %) 

甘油 
Glycerol (W/W, %) 

1 0 1 1 1 

2 1:2 4 5 5 

3 1:1 7 10 10 

注：a：载体配比指硅藻土与碱处理玉米芯粉的混合质量比. 
Note: a: The mix ratio of diatomite to corncob powder pretreated by ammonia (W/W). 
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图 1  不同干燥方法的效果 
Figure 1  Effects of different drying methods 
注：1：起始菌粉活菌数；2：干燥存活率；3：室温保藏 30 d

存活率；4：4 °C 保藏 30 d 存活率. 
Note: 1: Instant viable cell count of J7 bacteria powder; 2: Viability 
of drying; 3: Viability after 30 d storage at RT; 4: Viability after 
30 d storage at 4 °C. 
 
4 °C 保藏 30 d 存活率 60%，室温保藏 30 d 存活率

只有 14%。冷风干燥法是一种较佳的菌粉制备方

法，对菌体干燥损伤小，进一步提高菌粉保藏存活

率是后续研究的重点。 

2.2  成品含水率对菌粉制备的影响 
成品含水率对菌粉制备的影响如图 2 所示，在

一定范围内，随着成品含水率的升高，冷风干燥制

备菌粉的干燥存活率有小幅的提升，说明干燥时间

越短，干燥对菌体损伤越小。当成品含水率为

13.2%，菌粉室温及 4 °C 保藏的存活率明显下降。

分析原因是在较低含水率下，菌体更容易进入休眠

状态。因此在制备冷风干燥菌粉时，必须控制成品

含水率低于 7%，避免保藏过程中回潮。 

2.3  3 种载体对菌粉制备的影响 
3 种载体对菌粉制备的影响如图 3 所示，3 种

载体对菌体干燥存活率影响差异不显著，均能达到

65%以上。菌粉室温和 4 °C 保藏结果表明，玉米芯

粉为载体更利于菌粉的保藏，稻草粉次之，硅藻土

最差。其中以玉米芯粉为载体，菌粉 4 °C 保藏

180 d，存活率达 36% (活菌数>3×1010 CFU/g)。 

比较载体的物理特性(表 2)发现，玉米芯粉与稻

草粉的吸水能力强于硅藻土，文献也有报道，玉米 

 
 
图 2  不同成品含水率对菌粉制备的影响 
Figure 2  Effects of different moisture of bacteria powder 
注：1：干燥存活率，2：室温保藏 30 d 存活率，3：4 °C 保藏

30 d 存活率. 
Note: 1: Viability of drying; 2: Viability after 30 d storage at RT; 3: 
Viability after 30 d storage at 4 °C. 
 
芯粉表面疏松，内部孔径较大[13]，利于微生物的固

定。此外，作者研究发现从自然含水率干燥到低于

自然含水率这个干燥时间段，耗时相对较长，因此，

考虑利用低自然含水率的硅藻土与玉米芯粉以一

定配比混合，缩短干燥时长，同时增加菌剂的疏松

性和均匀分散性。 

 

 
 
图 3  3 种载体对菌粉制备的影响 
Figure 3  Effects of different carriers 
注：1：起始菌粉活菌数，2：干燥存活率，3：室温保藏 30 d
存活率，4：4 °C 保藏 30 d 存活率，5：4 °C 保藏 60 d 存活率，

6：4 °C 保藏 180 d 存活率. 
Note: 1: Instant viable cell count of J7 bacteria powder; 2: Viability 
of drying; 3: Viability after 30 d storage at RT; 4: Viability after 
30 d storage at 4 °C; 5: Viability after 60 d storage at 4 °C; 6: 
Viability after 180 d storage at 4 °C. 
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表 2  载体物理特性 

Table 2  Physical property of carriers 

载体 
Carries 

自然含水率 
Natural moisture 

(%) 

吸水能力 
Absorbent ability 

(mL/g) 

稻草粉 
Straw powder 

10.40 5.9 

玉米芯粉 
Corncob powder 

7.14 5.1 

硅藻土 
Diatomite powder 

0.03 2.3 

 
2.4  载体预处理方式对菌粉制备的影响 

酸处理、未处理、碱处理玉米芯粉的 pH 分别

为 5.93、7.12、8.02。玉米芯粉预处理对菌粉制备

影响如图 4 所示，碱处理后的玉米芯粉能提高菌粉

保藏存活率，对干燥存活率没有影响；酸处理的玉

米芯粉对菌粉的干燥及保藏均不利，说明碱性的环

境更利于恶臭假单胞菌菌粉的保藏。 

2.5  载体与保护剂配方的正交优化结果 
菌粉制备正交试验 L9(34)及极差分析如表 3 所 
 

 
 
图 4  玉米芯粉预处理的效果 
Figure 4  Effects of different pretreatment for corncob 
powder 
注：1：起始菌粉活菌数，2：干燥存活率，3：室温保藏 30 d

存活率，4：4 °C 保藏 30 d 存活率，5：4 °C 保藏 60 d 存活率，

6：4 °C 保藏 180 d 存活率. 
Note: 1: Instant viable cell count of J7 bacteria powder; 2: Viability 
of drying; 3: Viability after 30 d storage at RT; 4: Viability after 
30 d storage at 4 °C; 5: Viability after 60 d storage at 4 °C; 6: 
Viability after 180 d storage at 4 °C. 

示，冷风干燥菌粉制备最佳配方为：A2B3C2D1，菌

剂活菌数为 1.03×1011 CFU/g，室温保藏 30 d 菌剂的

存活率提高到 40.54%，4 °C 保藏 60 d 存活率

71.67%。对比 CK 组，室温存活率显著提高。 
硅藻土与碱处理玉米芯粉配比为 1:2 时，保藏

存活率最高，随着硅藻土比例增加，保藏存活率下

降，说明添加一定比例的硅藻土并不会影响菌粉的

保藏，但可以缩短干燥时长。 
3 种保护剂中，甘露醇浓度在 1%−7%范围内，

随着浓度增加，菌粉保藏存活率有所提高。说明甘

露醇利于恶臭假单胞菌菌粉的保藏。谷氨酸钠浓度

在 1%−10%的范围内，随着浓度增加，保藏存活率

先增加后减小。其中浓度为 5%时，存活率最高，

说明一定量的谷氨酸钠也能对菌体起到保护作用。

甘油浓度在 1%−10%范围内，随着浓度增加，菌粉

保藏存活率呈下降趋势，1%的效果最好。 

3  结论 

本研究采用冷风干燥法与载体吸附法相结合

成功制备恶臭假单胞菌活菌粉，干燥存活率普遍达

到 65%以上，活菌数大于 1011 CFU/g，优于 Aoki
等[6]和 Palmfeldt 等[7]的研究结果。原因是由于采用

的冷风干燥温度为 28 °C，不会对菌体造成损伤，

并且利用的生物有机载体将菌体固定于微孔内，提

供保护屏障。但是干燥过程中仍有大约 35%的菌体

死亡，可能是由于细胞脱水造成。 
本研究对冷风干燥载体与保护剂深入优化，其

中以玉米芯粉及稻草粉为载体制备的菌粉耐保藏

性较高，原因可能是二者均属于生物有机载体，含

有少量糖类、粗蛋白、氨基酸及微量元素[14-15]，生

物兼容性好，吸附能力强。本研究发现，碱处理的

玉米芯粉能增加菌粉的耐保藏性，原因可能是细胞

代谢是一个产酸的过程，弱碱性的载体能削弱保藏

过程中酸积累；另一方面，碱处理使玉米芯粉孔径

增大，吸附性能增强[16]。本研究选用的保护剂中，

甘露醇的保护作用可能由于其抗氧化性，Shen 等发

现植物叶绿体中的甘露醇能保护磷酸核酮糖激酶， 
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表 3  菌粉制备正交试验 L9(34)及极差分析 
Table 3  The analysis of range and result of orthogonal experiment on preparation of bacterial powder 

因素 Factors 响应值 Response value 
试验号 

Medium No. 
A 载体配比* 
Mixed ratio 
of carries* 

B 甘露醇 
Mannitol 
(W/W, %) 

C 谷氨酸钠 
Sodium glutamate

(W/W, %) 

D 甘油 
Glycerol 
(W/W, %) 

室温 30 d 存活率 
Viability after 30 d 
storage at RT (%) 

4 °C 60 d 存活率

Viability after 60 d 
storage at 4 °C (%)

1 0 1 1 1 20.43 65.12 

2 0 4 5 5 19.73 59.53 

3 0 7 10 10 8.60 50.30 

4 1:2 1 10 5 5.92 60.33 

5 1:2 4 1 10 5.17 48.77 

6 1:2 7 5 1 40.54 71.67 

7 1:1 1 5 10 1.99 47.36 

8 1:1 4 10 1 22.00 58.37 

9 1:1 7 1 5 0.75 51.83 

CK 0 0 0 0 14.56 47.04 

K1 16.25 
(58.31)# 

9.45 
(57.60) 

8.78 
(55.24) 

27.66 
(65.06)   

K2 17.21 
(60.26) 

15.63 
(55.56) 

20.75 
(59.52) 

8.80 
(57.23)   

K3 8.25 
(52.52) 

16.63 
(57.93) 

12.17 
(56.33) 

5.25 
(48.81)   

极差 R 8.96 
(5.79) 

7.19 
(2.38) 

11.97 
(4.28) 

22.41 
(16.25)   

注：*：载体配比表示硅藻土与碱处理玉米芯粉的质量比；#：括号外表示室温保藏 30 d 的存活率，括号内表示 4 °C 保藏 60 d 的存

活率；CK：对照组. 
Note: *: The mix of carries means the ratio of diatomite to corncob powder pretreated by ammonia (W/W); #: The outside of bracket shows 
viability after 30 d storage at RT and the inside shows viability after 60 d storage at 4 °C; CK: Control. 
 
从而防止氧自由基对植物的损害[17]。谷氨酸钠的保

护作用可能是替代菌体蛋白受损[18-19]。甘油为多羟

基渗透型保护剂，然而研究发现，随着甘油浓度的

提高，对恶臭假单胞菌菌粉的保护作用并没有增

强，原因可能是菌粉含水率低，1%已是相对较高的

浓度，浓度继续提升反而会造成细胞渗透压失衡。

本研究制备的菌粉在室温条件下保藏存活率并不

理想，但是 4 °C 保藏 180 d 存活率达到 36%，活菌

数可以达到 3×1010 CFU/g，满足货架期的需求，依

然具备应用价值。此外，研究可深入到载体的饱和

吸附量及微观结构上，有望进一步提高制备菌粉活

菌数。 

冷风干燥制备恶臭假单胞菌菌粉，克服了目前

革兰氏阴性菌难制备、难保藏的瓶颈。冷风干燥技

术目前仍处于发展阶段，菌粉制备的大规模生产设

备有待完善。作者认为，需增设一体化的物料水分

监控装置，以准确控制成品含水率；为保证物料干

燥的均匀性，辅助的搅拌装置或者干燥气流的分布

器都有待改进。 
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