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摘 要：以海藻酸钠%壳聚糖为壁材，用表面交联法将活性双歧杆菌微胶囊化，并观察了微胶

囊的耐胃酸性、常温贮存稳定性和低温贮存稳定性。
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双歧杆菌是一类革兰氏阳性厌氧菌，对人体

有重要的生理和保健功能。应用双歧杆菌的各种

药物和食品相继被推出并日渐普及。但是，双歧

杆菌对营养要求高，对氧极为敏感，对低 ./ 值的

抵抗力差，活性保持较困难［*］。因此，在双歧杆菌

制品中存在的最为关键的问题是产品销售和消费

过程中活菌含量的下降，双歧杆菌必需通过胃环

境（胃酸有杀菌作用）以大量的存活菌到达肠道并

定殖于肠粘膜上才能发挥其生理功能［!］。

微胶囊技术是近年来新兴起来的一门技术，

其在保护生物活性分子、组织或细胞以对抗不利

的环境方面取得了较好的成效［$］。将双歧杆菌进

行微胶囊化的优点在于［"］：（*）可将双歧杆菌与氧

气等外界不利环境分开；（!）掩盖其特有的令人不

愉快的气味；（$）制品颗粒微小，可添加到一些食

品中；（"）采用肠溶性壁材后，能防止胃酸的破坏，

从而使尽可能多的菌体到达肠道，真正起到有益

于健康的作用。

海藻酸钠是存在于褐藻类中的天然高分子，

是一种阴离子聚合物，由!, *，" , 0 型甘露糖醛

酸钠盐和", *，" , 1 型古罗糖醛酸钠盐共聚而

成。壳聚糖是由甲壳素脱乙酰化反应得到的天然

高分子直链多糖，是一种阳离子聚合物，其化学名

为!,（*""）, ! , 氨基 , ! , 脱氧 , 0 , 葡聚糖。

壳聚糖分子链上的伯氨基与海藻酸钠分子链上的

羧基反应形成聚电解质络合膜［-］。有研究表明，

海藻酸钠%壳聚糖微胶囊对细胞具有保护和支持

作用，且具备良好的生物相容性和亲粘膜性［(］。

本文采用海藻酸钠%壳聚糖交联法制备双歧杆菌

微胶囊，提高双歧杆菌在贮存和消费过程中的稳

定性。

* 材料与方法

* 2* 主要材料

海藻酸钠 青岛水产公司；

壳聚糖 浙江玉环公司；

青春双歧杆菌 包头市环境科学研究所提

供。

* 2! 人工胃液

取 *( 2" 34/54，加水约 6## 34 及胃蛋白酶 *#
7，搅匀后加水定容至 *### 34，*## 8灭菌 *# 39:。

* 2$ 主要培养基

* 2$ 2* 液体培养基（质量浓度）

酵母浸出膏 # 2-; 胰蛋白胨 # 2-;
蛋白胨 *; 大豆蛋白胨 # 2-;
1 , 半胱氨酸 # 2*; 可溶性淀粉 # 2#-;
无水葡萄糖 4; <= 浸液 *-;
双歧因子 4; 乳糖 # 2$;
吐温 6# # 2*;

调 ./ 值至 + 2#，4 2 # > *#- ?@ 灭菌 !# 39:，无菌

过滤备用。用于双歧杆菌的培养、保藏。

* 2$ 2! 半固体培养基

在液体培养基中加入琼脂 # 2 $;，调 ./ 值至

+ 2#，* 2# > *#- ?@ 灭菌 !# 39:，无菌过滤分装备用。
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用于双歧杆菌活菌计数。

! "# 方法

! "# "! 双歧杆菌活菌计数

采用平板涂布法计数［$］，于 %$ &厌氧培养 #’
( )* +。

! "# ", 壳聚糖的纯化与修饰

壳聚糖的纯化：将壳聚糖溶解于 !-冰醋酸

溶液中，配成 !-壳聚糖溶液。过滤除去不溶物，

再加入 !*-./01 使溶液的 21 值至 !* "*，得到白

色沉淀，用蒸馏水洗涤数次，除去过量的 ./01，

最后浸没于 ’3-乙醇、!3-甲醇混合液中，在室

温下干燥得到黄棕色纯化壳聚糖。

壳聚糖的修饰：利用亚硝酸盐氧化反应，降低

壳聚 糖 分 子 量。./.0, 与 壳 聚 糖 的 摩 尔 比 为

* "*3，充分混合后，放置隔夜，使充分反应。用蒸

馏水稀释至 !** 45，调 21 为 ) "3 备用。

! "# "% 微胶囊的制备

将培养所得的对数生长期的双歧杆菌经离心

分离后，与浓度为 ! " 3-的海藻酸钠均匀混合，用

带有 # 号针头的玻璃注射器将双歧杆菌与海藻酸

钠的混合液注入 ! " 3-6/65, 溶液中，形成海藻酸

钙凝胶珠，然后与 * " %-的壳聚糖溶液进行成膜

反应，经水洗除去未反应的壳聚糖后，将其自然干

燥。

! "# "# 耐胃酸试验

将 * "! 7 样品置于 %$ &的人工胃液中保温，

并不断搅拌，一定时间后取出，用生理盐水洗涤至

中性，破碎微胶囊，测定双歧杆菌活菌数。并与未

包埋的菌液进行比较。

! "# "3 贮存实验

将试样放入若干个小玻璃瓶中，密封，遮光，

于 %$ &的恒温培养箱（或 # &冰箱）中放置数月，

每隔一定时间取出 ! 份，从中取出 * " ! 7，测其活

菌数。

, 结果与讨论

, "! 耐胃酸性

人胃的排空时间约 # ( 3 +。将未包埋的菌液

和双歧杆菌微胶囊分别进行耐胃酸试验，结果如

下：

表 ! 经人工胃液处理后的活菌数（89:;7）
!"#$% ! &’(#%)* +, -.% $/0/12 3/,/4+#"5-%)/’( 4/*6+*%4 #7 -.% ")-/,/5/"$ 2"*-)/5 8’/5%（5,’;2）

在人工胃液中处理时间;+ * ! , % #
未包埋的菌液 ,"’ < !*’ 3"$ < !*3 !"% < !*, * *
双歧杆菌微胶囊 )"% < !*$ 3") < !*$ %") < !*$ ’"% < !*) !"$ < !*)

表 ! 显示：未包埋的菌液经人工胃液作用 ,+
后，活菌数下降了六个数量级；% + 后，已无活菌检

出。而双歧杆菌微胶囊经人工胃液处理 ,+ 后，存

活率为 3$-；# + 后，仍有 , " $-存活下来，用海藻

酸钠;壳聚糖包埋的微胶囊，阻止了胃液对双歧杆

菌作用，大大提高了双歧杆菌的耐胃酸性。

, ", 常温贮存稳定性

温度是影响双歧杆菌微胶囊稳定性的重要因

素之一。在 %$ &下恒温加速失活贮存 % 个月（相

当于常温下 ! 年），结果如下：

表 , %$ &贮存实验中活菌数的变化（89:;7）
!"#$% , !.% 5."12%* +, -.% 1’(#%)* +, -.% $/0/12 3/,/4+#"5-%)/’( /1 *-+596/$% :/-. %$ &（5,’;2）

%$ &恒温时间;= * %* )* >*
未包埋的菌液 ’"# < !*$ $"$ < !*3 ’") < !*# %"! < !*%

双歧杆菌微胶囊 3"$ < !*$ #"’ < !*$ ,"# < !*$ >") < !*)

由表 , 可见：%$ &条件下，经 >* = 贮存，未包

埋的菌液的活菌数下降了 # 个数量级（仅为原有

的 * "*%$-），而经海藻酸钠;壳聚糖包埋的双歧杆

菌存活率为 !$-。高分子材料可作为一种物理屏

障，提高微胶囊化双歧杆菌的常温贮存稳定性。

但是，微胶囊中的双歧杆菌存活率也有下降，这可

能是贮存过程中壁材特性结构发生改变，使膜的

通透性发生了变化，使其对微胶囊内的双歧杆菌

的保护作用减弱。

, "% 低温贮存稳定性

微生物产品通常采用 # &冷藏。将微胶囊放

于 # &的冰箱中进行贮存实验，结果如表 % 所示。

从表 % 可以看出：未包埋的菌液不耐冷藏，而

双歧杆菌微胶囊的低温贮存稳定性较高。微胶囊
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表 ! " #贮存实验中活菌数的变化（$%&’(）
!"#$% ! !&% ’&"()%* +, (-.#%/ +, 0&% $121() 31,14+#"’0%/1-. 1( *0+’561$% 710& " #（’,-’)）

冷藏时间’) * !* "+ ,*
未包埋的菌液 !-! . /*0 +-1 . /*" /-" . /*2 *
双歧杆菌微胶囊 +-1 . /*1 1-* . /*, 2-, . /*, /-+ . /*,

经过自然干燥，含水量较低，菌体处于休眠状态。

而且，在双歧杆菌外面包上一层高分子囊膜，令其

与外界环境隔离，增强了对外界不利环境的抵抗

力，故菌体存活率较高。

! 结论

以海藻酸钠’壳聚糖为壁材，采用表面交联法

制备的双歧杆菌微胶囊，耐胃酸性、常温贮存和低

温贮存稳定性有明显提高。在人工胃液中处理 "
3，存活率为 2 -14。在 !1 #下恒温加速失活贮存

5* )，存活率为 /14，效果理想。" #冷藏 !* )，活

菌数从 + -1 . /*1 $%&’( 降至 1 -* . /*, $%&’(，稳定性

较好。
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