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SUbject headings Helicobacter pylori：bacterial 
storage；freeze storage 

AbslraCt 

AIM To improve the freezing storage results of H pylori 

strains． 

METHO]~ Using cryopreee rvative solution (containing 

10mU L sucrose and 500mU L new bovine se rum )，l38 

H pylori jsolates were stored under 一 62℃ co~Jition 

The bacteria were tested each 6 months by culture jn the  

media c Brucells agar with lO0mU L sheep blood) st 

microaerophiljc envjronme nt clD0mU Lc0 ，50mU L 

and 850mU L )，at 37℃ for 3 days 

RESU  JrI AIl of the  jsolates tested were recovered 

except One jsolate(CAPM N107 after 18 months)after two 

years of storage The  investigation on 7 isolates 

口f oIon ge d to three years and the subcultures are stiII 

succe5sfuI 

OONCLUSION The cryoprese rvstive solution  

(containing 100mU L sucrose and 500m L flew bo vine 

serum．without dime thyIsulfoxide．DMSO)，js suitable for 

the freezing storage  of H pylori Most isolates can be 

stored  for up to two years or longe r This preservative 

me thod js easyfor routine use ． 

中国预防医学科学院流行病学微生物学研究所 102206 
jj建中，男．1964l1l II5兰．L乐省乐雪 ^， 雁 1984年山乐差科 学医学系 

业，1992年= 医学琏学 自士 l 主任， 研 曼，王要 事幽门螺砰吾 

框关研竞．唇握圭耋幽门曝f=菊协乍组菊株庄 捆建硭营孽工乍 

通讯作者 建中，102206．中兰颚历 学科学 靠疔瘴学微生托学研竞旷腹 

青蒯  室， E衷市蓦工垦丽字5号01室 

CO／TeSpondclll~d ZHANG J Jan Zhong Institute of Epidemiolo~ and 

MicrotxologI,．~~inem Academy of Preventive Medicine，Changpmg．Beijing 
1132206．P O Box 5，China 

Tel 十86 10·61739456． Fax 一86-l0 61739456 

E-mail：Helico~@ublJc bta net cn 

发稿 日期 l998—07 06 

细
"

57

菌保
3 --
存：邕茎堡童 

捅 要 

目的 探索幽门螺杆菌实用性的低温保存方法 

方法 采用以100 gl'L蔗糖、500 rnU L4,牛血清作为幽门螺杆 

菌冷冻保存液，对 138株幽门螺杆菌在 一62℃条件下进行保 

存，每6 mo进行一次菌株复恬．检查菌株存活情况 

结果 除一株国内分离株(CAPM N107株)在l8iTlo时复活失 

败外，其他菌株在保存2．5 a后均复活良好．其中对 7株菌株的 

观察已达3。，仍能成功复活 

结论 幽『]螺杆菌菌株冷冻保存过程中，若使用100 L蔗糖 

小牛血清保存液(不台二甲基亚砜)，配方简单 同时可免去在 
一 20℃环境的预冻过程，大大简化了操作过程．菌株保存期一 

般可达2 a以上，适合各科研单位常规保存幽门螺杆菌苗株 

0 引言 

幽门螺杆菌(Helicobacter pJori，Hp)感染相关 

性疾病已受到国内外广泛关注，在 Hp的基础性研究 

中，菌株的低温冷冻保存能给科研工作带来很大方便， 

但存在保存期较短的问题，往往需经常复活和保存菌 

株．我们近10 a对多种玲冻保存液在 Hp冷冻保存中 

进行了应用和 比较，并针对 Hp的具体情况完成了对 

保存液的改进 现介绍如下 

l 材料和方法 

1 l 材料 菌株：共采用经系统鉴定的 138株(其中 

国内分离株 124株，国际标准菌株 2株和爱尔兰分离 

株 l2株)．冷冻保存液：用蒸馏水配制200 g／L的蔗糖 

溶液，经 115℃ ，30rain灭菌后，将蔗糖溶液与经灭活的 

小牛血清按 1：l比例混合，即成为本实验所用菌株保 

存液． 

1 2 方法 将冻存液约0．2 mL分装在各1．5 mL离心 

管或螺口冻存管中，放 一20℃冰箱保存备用．临用前 

将保存液取出，室温溶化，用取菌环直接刮取少许新鲜 

培养的 Hp，放人保存液中(约 10 cfu／L)，并直接放人 

一

62℃环境保存，每株细菌保存多支，每6iTlO取出保存 

菌株，分别接种含100mL『L羊血的布氏琼脂平板后 ， 

置 37℃ 混合 气体 (100m L cO，．50133 L 和 

850mL／L )环境培养3 d，检测细菌存活情况． 
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2 结果 

在观察菌株中，除一株国内分离株(CAPM N107 

株)在18mol／~复活失败，其他菌株在保存2．5 a后均复 

活良好，其中对 7株菌株的观察 已达3 a，仍能复活成 

功． 

3 讨论 

Hp冷冻保存常规实验室操作带来很大方便 ，但长 

期以来存在可靠保存期短，复活率低的问题 ，以致于造 

成多个临床和基础研究单位经常发生菌株丢失 国内 

外曾经在此领域作过多方面探索，用过的冷冻保存液 

有脱脂奶粉、布氏肉汤、脱脂奶粉加170mL／L甘油、布 

氏肉汤加200mL／L甘油、Stuart传送培基、布氏肉汤 

~nlOOmL／L小牛血清、含150m L甘油的10 I 蛋 

白胨 、含150mL／L甘油的大豆胨肉汤、心脑浸液、灭活 

血清以及脱纤维马、兔或绵羊全血等多种 ；一般在 

70℃条件下，在大豆胨肉汤、心脑浸液、灭活血清中 

Hp仅可存活数周，在脱纤维全血中可存活O 5 a，也有 

在脱纤维全血中加入100 I2"1 L甘油可保存 Hp达2 a 

以上的报道，但此保存配方在实际应用中仍不十分方 

便．我们在工作中发现，Hp对冰晶损伤非常敏感 ，经 

反复 2次冻溶的菌株一般不能复活成功．因此，我们 

选用了对细胞内外均有良好防止冰晶形成的蔗糖成分 

作为保存液的主要成分，而且明显加大了小牛血清在 

保存液中的比例，实验取得了满意效果．二甲基亚砜 

往往在一般细菌冷冻保存液中被采用，但在 Hp菌株 

冻存过程中，可在复活阶段造成明显的毒性作用，使用 

100 g／L蔗糖小牛血清时可完全避免二甲基亚砜的使 

用，提高了 Hp的复活率 

延长Hp冷冻保存期的关键是延缓细胞内冰晶的 

生长，要求温度降到一50℃以下，我们在本次实验中选 

择 62℃作为菌株保存温度，改变了以往在 80℃条 

件下保存的办法 实验表明保存结果仍然满意，因对 

冰箱的要求明显降低，更易于建立保存条件．Hp菌株 

冷冻保存过程中，若使用100 g／L蔗糖小牛血清保存 

液+可免去在 2O℃环境的预冻过程，大大简化了操作 

过程 
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本刊 中、英文版加入 Chinalnfo信息服务系统 

为了实现科技期干I．编辑、出版发行工作的电子化，推进科技信息交流的网络化进程，经研究决定，本刊中、英 

文版入网“chinalnfo(中国信息》网络资源系Chinalnfo信息服务系统，进八习特罔提供信息服务．凡有不同意褥 

自己稿件纳入因特网传送交流的作者，请另投它干L 本刊所付稿酬包含刊物内容上罔服务报酬，不再另付． 

Chinalnfo系统是由国家科委创办，国家科委信息司组织实施，占国科技信息研究所万方数据网络中． 编辑 

制 的开放式 特网络信息资源系统，《电子期刊》是该系统串的重要信息服务拦目之一，将在年内逐步制作编入 

200种科技期干L的全文内客．本刊内容将呆用原文照录方武制作编入 Chinalnfo系统电子期刊栏 目，读者可上困 

特网进入Chinalnfo系统免费(明年开始酌情收费)查询检索本刊 内容，乜欢迎各界瓶友通过 Chinalnfo系统提供 

曲公告牌啕我刊提出宝贵意见卸建议或征订卒刊． 

电子版网址：http：／／Vf~／W，chinainfo．CR．net,／periodical或http：／／WWW．chinainfo．gov．CR／periodica1． 
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