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摘   要：【目的】提高噬菌体在常温环境下的保存稳定性，解决噬菌体鸡尾酒在体内失活的问题，

为噬菌体对肠道疾病的治疗提供参考依据。【方法】本研究采用喷雾干燥技术制备噬菌体鸡尾酒微

球粉末，通过单因素试验和正交试验确定最佳制备条件，并对其特性进行研究，比较其与游离噬菌

体在常温环境和体内环境的稳定性差异，并通过口服给药的方式对大肠杆菌(Escherichia coli) 
O157:H7 导致的肠道疾病进行治疗。【结果】本研究以海藻糖和亮氨酸组合为保护剂制备了一种具

有热稳定性的噬菌体鸡尾酒微球粉末，试验结果显示，海藻糖和亮氨酸质量比为 9:1 时，设置进料

速度为 7.5 mL/min、海藻糖浓度为 2%、入口温度为 130 ℃、噬菌体鸡尾酒悬液与保护剂溶液体积

比为 1:50，噬菌体滴度损失最小，仅下降(0.623±0.235) log10 PFU/g。其在常温条件下保存 6 个月，

噬菌体鸡尾酒滴度损失(0.862±0.082) log10 PFU/g，较游离噬菌体具有更长的保存稳定性，且其于体

内环境的稳定性和治疗效果均优于游离噬菌体鸡尾酒。【结论】采用喷雾干燥法配合合适的保护剂

配方可制得具有生物活性和热稳定性的噬菌体鸡尾酒微球粉末，延长其保质期，便于常温条件下的

保存运输，使噬菌体制剂从实验室方向转化为工业方向的规模化生产提供参考依据。且噬菌体微球

粉末清除肠道内大肠杆菌的能力更强、速度更快，是一种具有体内治疗发展潜力的口服给药剂型。 

关键词：噬菌体鸡尾酒；喷雾干燥微球粉末；大肠杆菌 O157:H7；噬菌体治疗；体内 
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Abstract: [Objective] To improve the storage stability of the phage at room temperature, solve 
the problem of inactivation of phage cocktail in vivo, and provide references for the effective 
treatment of gastrointestinal diseases by phages. [Methods] This study prepared phage cocktail 
microsphere powder by spray drying technology. The optimal preparation conditions were 
determined by single factor experiment and orthogonal experiment. The characteristics were 
studied, and the stability of the phage was compared with that of free phage at room 
temperature and in vivo was compared. Gastrointestinal diseases caused by Escherichia coli 
O157:H7 were treated by oral administration. [Results] In this study, a combination of 
trehalose and leucine was used to prepare a thermally stable phage cocktail microsphere 
powder. The results showed that the optimal mass ratio of trehalose and leucine was 9:1, the 
optimal speed of wriggling pump was 7.5 mL/min, the optimal trehalose concentration was 2%, 
the optimal inlet temperature was 130 ℃, and the optimal volume ratio of the phage cocktail 
suspension to the protectant solution was 1:50. Under the optimal conditions above, the titer 
loss was the lowest, only decreased by (0.623±0.235) log10 PFU/g. After 6 months of storage at 
room temperature, the titer loss of the phage cocktail microsphere powder was only 
(0.862±0.082) log10 PFU/g, which had longer storage stability than the free phage, and the 
stability in vivo and therapeutic effect were much better than the free phage. [Conclusion] 
Studies have shown that the spray drying method and suitable protective agent formula can be 
used to prepare phage cocktail dry powder with biological activity and thermal stability, which 
can extend retention time, facilitating the transportation under normal temperature conditions. 
This provides references for the transformation of phage preparations from the laboratory to the 
industrial large-scale production. Moreover, the phage microsphere powder shows an excellent 
ability to remove E. coli in the intestinal tract with a high speed, indicating its potential as an 
orally therapeutic agent in vivo. 
Keywords: phage cocktail; spray-dried microsphere powder; Escherichia coli O157:H7; phage 
therapy; in vivo 
 
 

噬菌体治疗是一种古老的杀灭细菌病原体

的方法，近年来由于抗生素耐药问题的快速发

展而被重新考虑，其具有自我复制与增殖、特

异性强、安全无残留、来源丰富等许多优点。

有报道表明噬菌体鸡尾酒的体外实验已成功减

少或消除了大肠杆菌(Escherichia coli)的数量[1]，
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通过在食物、动物皮肤或感染部位表面应用较

高滴度的特异性噬菌体组合来减少其中的细菌

数量[2-4]。但针对体内实验而言，由于胃肠道的

不利环境影响了噬菌体的生存和增殖，也可能

大肠杆菌 O157:H7 进入了某些噬菌体难以到达

的位置，导致其存在一定的难度。为了克服和

减少这些问题对噬菌体治疗产生的影响，应该

尝试一种能够替代游离噬菌体治疗的全新噬菌

体递送方法，如微胶囊 [5]。Smith 等 [6]曾使用

CaCO3 缓冲液悬浮噬菌体进行灌服，减少了体

内强酸性环境对噬菌体的影响，从而起到保护

作用。利用某些化合物将噬菌体包裹形成微囊

化的噬菌体微粒，这在某种程度上提高了噬菌

体在体内的生存活性，也改善和优化了噬菌体

的给药途径。 
喷雾干燥技术是将溶液、乳状液或悬浮液

通过高温气体介质，经过雾化喷嘴在一步内将

其转化为干燥粉末的过程，为微囊化技术的物

理方法之一[7]。其最先应用于乳制品和食品加

工行业，随后越来越广泛地应用于生物大分子

和生物制药的加工，是一项十分成熟且有效的

干燥技术[8]，具有显著的经济和加工优势[9]。喷

雾干燥器主要由干燥室、喷嘴(雾化器)、气泵(吸
气器)和收集旋风分离管 4 个主要部件构成，蠕

动泵将溶解有固体的溶液或悬浮液泵入输料管

内，其被雾化成极细的液滴，与外界经过滤加

热的空气接触，溶剂迅速蒸发，每个液滴被分

散成一个微粒，最终冷却形成微球粉末。喷雾

干燥法快速便捷、操作简单，具有较高的工艺

产量和相对较低的成本，是一种快速、连续和

可扩展的过程，可用于生产能够控制颗粒粒度、

分布和密度以及表面组成、粗糙度和流动性的

粉末[10]，适合各种治疗用途微粒的生产[11]。 
肠出血性大肠杆菌(enterohaemorrhagic E. coli, 

EHEC)是一种世界性的人畜共患病病原体，大

肠杆菌 O157:H7 是其中一种食源性病原体，可

引起出血性结肠炎和(危及生命的)溶血性尿毒症

综合征(hemolytic uremic syndrome, HUS) [12]。在

抗生素的广泛使用过程中人们发现，磷霉素、

卡那霉素及喹诺酮类抗菌剂在一定条件下会诱

导志贺毒素的产生，它们不仅会影响致病菌在

肠道中的发展，还扰乱了正常的微生物区系平

衡[13]。O157:H7 特异性噬菌体可以作为预防大

肠杆菌 O157:H7 感染或治疗大肠杆菌 O157:H7
的理想候选者[14]，因此迫切需要生产安全有效

的噬菌体药物制剂来治疗细菌性疾病患者。本

研究通过喷雾干燥法制备固体干粉形式的噬菌

体鸡尾酒微囊粉剂，由此得到的微囊粉剂具有

良好的储存期，使噬菌体能够抵御恶劣的胃肠

道环境并保持长久的活性，为优化噬菌体的给

药剂型及其体内治疗效果提供参考依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株与噬菌体 

菌 株 为 实 验 室 保 存 的 O157:H7 菌 株

(NC_002695.2)，由江苏省疾控中心惠赠。噬菌

体为实验室分离保存的肌尾科噬菌体 PSD2 001、
PSD2 002 和长尾科噬菌体 PNJ1 902，全基因组

序列已上传至 NCBI SRA，序列号分别为 PNJ1 
902 (SRR18692579)、PSD2 001 (SRR18692585)、
PSD2 002 (SRR18692629)。微胶囊为运用喷雾

干燥试验方法制备的噬菌体鸡尾酒喷雾干燥微

囊粉剂。 
1.1.2  实验动物及饲养 

雌性 ICR 小鼠[体重(20±2) g, 4–5 周龄]，购
买自扬州大学比较医学中心。所有小鼠均饲养

于南京农业大学实验动物中心的无病原体鼠笼
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内。动物实验通过南京农业大学实验动物伦理

审查委员会(PTA2019024)审批，符合动物伦理

和福利要求。 
1.1.3  试剂和仪器 

海 藻 糖 (D-trehalose anhydrate) 、 壳 聚 糖

(chitosan, 脱 乙 酰 度 ≥95%) 、 乳 糖 (α-lactose 
monohydrate)、蔗糖(sucrose)、亮氨酸(leucine)、
甘氨酸(glycine)、氯化钠(NaCl)、脱脂奶粉(skim 
milk powder)、链霉素(streptomycin)、碳酸氢钠

(NaHCO3)、胰蛋白胨 (tryptone)、酵母提取物

(yeast extract) 、琼脂粉 (agar) 、 SM 缓冲液

(Tris·HCl 1 mol/L pH 7.5 50 mL；NaCl 5.8 g；
MgSO4·7H2O 2 g；明胶 0.1 g；ddH2O 定容至    
1 000 mL)、模拟胃液(胃蛋白酶 3.2 g；NaCl 2 g；
去离子水定容至 1 000 mL；pH 2.0)、模拟胆盐

(胆汁提取物 1 g；去离子水 100 mL)、模拟肠液

(胰蛋白酶 10 g；KH2PO4 6.8 g；去离子水定容

至 1 000 mL；pH 6.8)等。TB Green 染料法定量

试剂盒购自 TaKaRa、炎性因子 ELISA 检测试

剂盒(IL-1β、TNF-α)购自上海酶联生物科技有

限公司、粪便基因组 DNA 提取试剂盒购自天根

生化科技有限公司。 
超净工作台，苏净安泰 SW-CJ-2FD；喷雾

干燥机，上海继谱电子科技有限公司；磁力搅

拌器，Thermo Scientific；兽用全自动血细胞分

析仪，Mindray BC-5000Vet；荧光定量 PCR 仪，

Thermo Fisher；酶标仪，TECAN NanoQuant 
Plate TM；光学显微镜，Leica DM500。 

1.2  噬菌体喷雾干燥微囊粉剂的制备 
选择海藻糖、壳聚糖、乳糖、蔗糖、亮氨

酸、甘氨酸、脱脂奶粉等一些糖类及氨基酸类

物质作为壁材保护剂，使用一种或几种保护剂

组合按照合适的浓度配制溶液。称取适量保护

剂，与去离子水混合，用磁力搅拌器搅拌至充

分溶解，将提前制备好的 PSD2 001、PSD2 002

和 PNJ1 902 噬菌体鸡尾酒悬液与保护剂溶液按

照一定比例混合备用。调节实验室喷雾干燥器

(试验前已清洗烘干并完成消毒)的风机大小、入

口温度、蠕动泵速度、通针频率至标准水平，

对噬菌体鸡尾酒进行喷雾干燥，收集粉末后进

行噬菌体活性测定，对比噬菌体滴度损失和粉

末形态，保存状态等因素以确定最佳保护剂进

行后续实验。 

1.3  噬菌体喷雾干燥微囊粉剂制备条件的

探索 
影响噬菌体喷雾干燥微球粉末包封效率的

因素主要包括：保护剂浓度、入口温度、蠕动

泵速度、噬菌体鸡尾酒与保护剂溶液的比例等。

为了探究这些因素对微囊粉剂中噬菌体鸡尾酒

活性的影响，在保持其他 3 个因素恒定的前提

下，设置单因素试验测试各变量因素在喷雾干燥

过程中对噬菌体鸡尾酒微囊粉剂滴度的影响。 
在单因素试验的基础上，以噬菌体鸡尾酒

微囊粉剂保护作用最大化为目的，设计正交试

验筛选制备噬菌体微囊粉剂的最佳工艺条件。

蠕动泵速度、保护剂浓度、入口温度、噬菌体鸡

尾酒与保护剂溶液体积比 4 个因素分别设置为

因素 A、因素 B、因素 C 和因素 D。因素 A 取     
4 个水平组别(设定为 3.0、4.5、6.0、7.5 mL/min)；
因素 B 取 5 个水平组别(设定为 1%、2%、3%、

4%和 5%)；因素 C 取 5 个水平组别(设定为 110、
130、150、170、190 ℃)；因素 D 取 5 个水平

组别(设定为 1:100、1:50、1:25、1:10 和 1:5)。
根据以上组别设计五因素正交表，各因素间不

存在交互和干扰作用，本试验的所有因素水平

根据自身预实验经验和参考文献设定，使用

GraphPad 软件进行分析，试验重复 3 次。 

1.4  噬菌体喷雾干燥微囊粉剂的特性研究 
将制得的喷雾干燥微囊粉剂取适量置于载

玻片上，使其均匀分散，使用光学显微镜观察，
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测量并计算噬菌体微囊的平均粒径和粒度的区

间范围。 
随机抽取同一批次、在完全相同条件下制

备的噬菌体鸡尾酒微囊粉剂，每份分别精确称

取 0.1 g，测定其均一性和含水率。将同批次制

备完成的微囊粉剂平均分为 4 份，用西林瓶分

装并加铝箔盖密封标记后，分别放置于–20、4、
20、37 ℃的恒温环境中，然后平均隔 10、30、
45、60 d 检测其噬菌体活性，评估噬菌体鸡尾

酒微囊粉剂在不同温度条件下的稳定性和保存

情况。 

1.5  噬菌体喷雾干燥微囊粉剂的体外模拟

试验 
为了探究喷雾干燥后的噬菌体微囊粉剂对

体内胃酸、胆汁酸盐和肠液的耐受性，将噬菌

体鸡尾酒悬液样品和喷雾干燥微囊粉剂样品暴

露于模拟胃液(pH 2.0)、模拟胆盐(浓度为 1%)
和模拟肠液(pH 6.8)中，分别测定不同时间点溶

液中的噬菌体效价[15]。 

1.6  噬菌体喷雾干燥微囊粉剂体内治疗效

果评估 
将所有小鼠随机分为游离噬菌体组、噬菌

体微囊粉剂组和空白对照组 3 组，每组 10 只。

在动物实验之前 2 d，给予全部小鼠饲喂 5 g/L
链霉素溶液 24 h，后禁食禁水 24 h，灌服浓度

为 5%的 NaHCO3 溶液，起到中和胃酸的作用。

20 min 后，给空白对照组的小鼠灌服磷酸盐缓

冲液(phosphate buffer saline, PBS)，其余 2 组小鼠

灌服大肠杆菌 O157:H7，浓度为 109 CFU/mL。 
灌服菌液 8 h 后，给予游离噬菌体组小鼠

噬菌体鸡尾酒悬液，给予微囊组小鼠微囊化噬

菌体，空白对照组灌服同样剂量的 PBS。给药

后 1 周内仔细观察并记录小鼠灌胃后每日的临

床表现、精神状态和死亡情况，定时称量各组

小鼠体重并做相关记录。每日定时收集各组小

鼠粪便，检测和评估粪便中大肠杆菌 O157:H7
的浓度变化和噬菌体鸡尾酒的滴度变化，根据

表 1 中所示编码 O157 和 H7 抗原的基因(fliC、

rfbE)通过荧光定量 PCR 方法定量检测粪便中

大肠杆菌 O157:H7 的数量。每日对小鼠进行眼

球采血，分别用于血细胞分析和 IL-1β、TNF-α
两种炎性因子的检测。此外，在试验后第 3 天

剖杀各组部分小鼠，将小肠组织样品切片进行

苏木精-伊红(hematoxylin-eosin staining, HE)染
色后用光学显微镜进行观察。 

试验结果以 3 次试验的平均值计算，使用

GraphPad 软件进行分析，组间比较采用 t 检验。 

2  结果与分析 
2.1  保护剂的筛选 

试验结果如图 1 所示，海藻糖与亮氨酸的

组合保护效果最佳，噬菌体滴度损失最小，为

(0.740±0.098) log10 PFU/g。海藻糖与乳糖、壳聚

糖、蔗糖相比，具有显著的保护效果(P<0.05)，
其与亮氨酸的组合较海藻糖本身对噬菌体鸡尾

酒的保护效果更好，且制得的微囊粉剂具有更

好的分散性，故将海藻糖和亮氨酸作为后续喷

雾干燥试验的保护剂。此外，如图 2 所示，随

着海藻糖占比的上升，噬菌体的滴度损失逐渐

降低，微囊粉剂对噬菌体的保护效果越来越好，

当海藻糖含量为 90%时，噬菌体鸡尾酒的滴度

损失最小，为(0.855±0.079) log10 PFU/g，确定 
 
表 1  大肠杆菌 O157:H7 特异性基因检测引物 
Table 1  Primers for detection of Escherichia coli 
O157:H7 
Primers Primer sequence (5ʹ→3ʹ) Gene 
O157-F AAGATTGCGCTGAAGCCTTTG rfbE 
O157-R CATTGGCATCGTGTGGACAG rfbE 
H7-F GCGCTGTCGAGTTCTATCGAGC fliC 
H7-R CAACTGTGACTTTATCGCCATTCC fliC 
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图 1  不同保护剂对喷雾干燥噬菌体滴度的影响 
Figure 1  Effects of different protective agents on 
spray-dried phage titers. *: Significant difference 
between the trehalose group and the lactose group 
(P<0.05); **: Significant difference between the 
trehalose group and the chitosan group (P<0.01); 
***: Very significant difference between the 
trehalose group and the sucrose group (P<0.001); 
****: Very significant difference between the 
trehalose group and the sodium chloride group 
(P<0.000 1). 
 

 
 
图 2  海藻糖与亮氨酸的比例对喷雾干燥噬菌体

滴度的影响 
Figure 2  Effect of the ratio of trehalose to leucine 
on spray-dried phage titers. The standard deviation 
in the figure represents the degree of dispersion of a 
set of three data. 

保护剂配方为质量分数比为 9:1 的海藻糖与亮

氨酸组合。 
2.2  单因素试验和正交试验 

单因素试验结果如图 3 所示，蠕动泵速度

在 7.5–9.0 mL/min 时，微囊内的噬菌体滴度损失

最小，为(0.633±0.080) log10 PFU/g (图 3A)。随着

保护剂溶液中海藻糖浓度的不断上升，噬菌体滴

度损失越来越大，海藻糖浓度为 2%时，噬菌体

活性最高，噬菌体滴度仅下降 0.834 log10 PFU/g 
(图 3B)。不仅如此，其滴度损失与喷雾干燥机

的入口温度呈现正相关，入口温度越低，对微

囊内噬菌体的伤害越小，活性越高，入口温度

为 110 ℃ 时 对 噬 菌 体 滴 度 损 失 最 小 ， 为

(0.630±0.023) log10 PFU/g (图 3C)。噬菌体鸡尾

酒与保护剂溶液的体积比在 1:100 与 1:50 之间

时 ， 噬 菌 体 滴 度 损 失 无 明 显 差 异 ， 为

(0.844±0.242) log10 PFU/g，体积比为 1:50 时噬

菌体滴度损失最小，下降 0.6 log10 PFU/g (图 3D)。 
正交试验结果如表 2 所示。由表 2 可知，当

蠕动泵速度为 7.5 mL/min、海藻糖浓度为 2%、入

口温度为 130 ℃、噬菌体悬液与保护剂溶液体积

比为 1:50 时，噬菌体鸡尾酒喷雾干燥微囊粉剂的

滴度损失最小，下降(0.623±0.235) log10 PFU/g，
较其余各组具有最好的包封效果。 
2.3  噬菌体喷雾干燥微囊粉剂的特性研究 
2.3.1  微囊粉剂的粒径和形态 

通过喷雾干燥方法制备的噬菌体鸡尾酒微

囊粉剂形态和大小如图 4 所示，从图 4A 中可

以看出粉末质地细腻，似面粉样，具有较好的

流动性。从图 4B 中可以看到，在光学显微镜下

粉末为表面略显粗糙的球形颗粒，微球之间不黏

连，分散性较好，粒度分布范围较窄，为 3–10 µm
不等，多集中在 5 µm。 
2.3.2  喷雾干燥样品的均一性 

同一批次制备的微囊粉剂均一性结果如 
图 5A 所示，5 份微囊粉剂的噬菌体滴度均维持 
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图 3  各单因素对喷雾干燥噬菌体滴度的影响 
Figure 3  Effect of single factors on spray-dried phage titers. A: Effect of wriggling pump speed on 
spray-dried phage titers. B: Effect of trehalose concentration on spray-dried phage titers. C: Effect of inlet 
temperature on spray-dried phage titers. D: Effect of phage to protective agent ratio on spray-dried phage 
titers. The standard deviation in the figure represents the degree of dispersion of a set of three data. 
 
在 107 PFU/mL，粉末内的噬菌体活性无显著性

差异(P>0.05)，表明喷雾干燥方法制备的噬菌体

鸡尾酒微囊粉剂均一性良好。 
2.3.3  喷雾干燥样品的含水率 

同一批次制备的微囊粉剂含水率结果如

图 5B 所示，3 份喷雾干燥微囊粉剂的含水率均保持

在 32.43%±2.14%，组间数据无明显差异(P>0.05)。 
2.3.4  喷雾干燥样品的保存稳定性 

图 6A 显示了喷雾干燥噬菌体微囊粉剂和游

离噬菌体鸡尾酒在常温环境(25 ℃)下的滴度变

化。结果显示，常温放置 6 个月的游离噬菌体活性

大大下降，效价损失(2.019±0.163) log10 PFU/mL，
而 微 囊 粉 剂 内 的 噬 菌 体 滴 度 损 失 仅 
(0.862+0.082) log10 PFU/g，两者存在显著性差异

(P<0.001)。并且，如图 6B 所示，微囊粉剂在

–20 ℃和 4 ℃下密封储存 2 个月，噬菌体滴度

基本保持不变，密封储存 6 个月后，–20 ℃噬

菌体活性仅下降(0.344±0.020) log10 PFU/g，4 ℃
噬菌体活性仅下降(0.457±0.128) log10 PFU/g。微

囊粉剂在 25 ℃下储存 6 个月后仍保持较高活性，

噬菌体鸡尾酒滴度损失(0.862±0.082) log10 PFU/g，
下降小于 1 个数量级。此外，在 37 ℃的恒温环

境中，喷雾干燥微囊粉剂也能保持一定的热稳定

性，储存 30 d 其滴度损失为 1.169 log10 PFU/g。
结果显示，喷雾干燥噬菌体鸡尾酒微囊粉剂与

游离噬菌体鸡尾酒相比在常温环境有更好的保

存稳定性，保存时间更长。在–20 ℃和 4 ℃环境

中，微囊化噬菌体也较常温环境保存效果更好。 
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表 2  噬菌体鸡尾酒喷雾干燥微球制备的正交试验 
Table 2  The orthogonal test for preparation of phage 
cocktail spray drying microspheres 
No. A (mL/min) B (%) C (℃) D Titre loss (log10) 
1 3.0 1 110 1:100 –1.780±0.216 
2 4.5 1 110 1:100 –1.388±0.158 
3 6.0 1 110 1:100 –1.550±0.127 
4 7.5 1 110 1:100 –1.966±0.229 
5 3.0 2 130 1:50 –1.386±0.105 
6 4.5 2 130 1:50 –0.962±0.072 
7 6.0 2 130 1:50 –0.821±0.162 
8* 7.5 2 130 1:50 –0.623±0.235 
9 3.0 3 150 1:25 –1.616±0.170 
10 4.5 3 150 1:25 –1.318±0.026 
11 6.0 3 150 1:25 –0.956±0.058 
12 7.5 3 150 1:25 –0.868±0.139 
13 3.0 4 170 1:10 –2.564±0.315 
14 4.5 4 170 1:10 –2.290±0.201 
15 6.0 4 170 1:10 –2.112±0.084 
16 7.5 4 170 1:10 –1.742±0.164 
17 3.0 5 190 1:5 –2.936±0.159 
18 4.5 5 190 1:5 –2.734±0.238 
19 6.0 5 190 1:5 –2.283±0.113 
20 7.5 5 190 1:5 –2.159±0.096 
A: The speed of wriggling pump; B: The concentration of 
trehalose; C: Inlet temperature; D: Volume ratio of phage to 
protective agent; Titre loss: Titer loss of phage cocktail 
microcapsules; *: Prarameters with minimal titer loss. 

 
 
图 4  喷雾干燥微囊粉剂图像 
Figure 4  Images of spray-dried phage microsphere 
powder. A: Phage microsphere powder in visual 
observation. B: Phage microsphere powder under 
optical microscope. 
 

2.4  噬菌体喷雾干燥微囊粉剂的体外模拟

试验 
图 7A–7F 分别显示了游离噬菌体鸡尾酒和

喷雾干燥噬菌体微球在模拟胃液、模拟胆盐和

模拟肠液中的稳定性。如图 7A 所示，游离噬

菌体在模拟胃液中存在 30 min 效价即损失

(2.086±0.403) log10 PFU/mL，60 min 噬菌体则全

部失活，表明游离的噬菌体对于酸性环境十分

敏感。而微囊粉剂内部噬菌体对于模拟胃液则

有一定的抵抗力，孵育 60 min 后滴度损失

(0.656±0.143) log10 PFU/g，孵育 120 min 后滴度

损失(0.750±0.270) log10 PFU/g (图 7B)，结果 
 

 
 
图 5  喷雾干燥噬菌体样品性质 
Figure 5  Characteristics of spray-dried phage samples. A: Homogeneity of spray-dried phage samples. B: Moisture 
content of spray-dried phage samples. ns: No significant difference between two groups of data (P>0.05). 
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图 6  噬菌体的保存稳定性 
Figure 6  Stability of phage during storage. A: 
Stability of free and spray-dried phage during 
storage. B: Storage stability of spray-dried phage at 
different temperatures. ***: No significant 
difference between the 2 groups of data (P<0.001). 
 
表明喷雾干燥噬菌体微球较游离噬菌体在 pH
为 2 的胃液环境中活性更为稳定。 

游离噬菌体和喷雾干燥噬菌体对模拟胆盐

的耐受性如图 7C 所示，随着游离噬菌体模拟胆

盐溶液中孵育时间的延长，其滴度从 107 PFU/mL
逐渐下降至 106 PFU/mL；而图 7D 显示，噬菌

体鸡尾酒微囊粉剂在前 60 min 内效价变化不明

显，直至孵育到 180 min，噬菌体滴度仅损失

(0.296±0.027) log10 PFU/g。结果表明，相比于模

拟胃液，游离和微囊化的噬菌体在模拟胆盐中

具有更好的稳定性，且胆盐不是喷雾干燥噬菌

体鸡尾酒在胃肠道内存活的障碍。 

两者在模拟肠液(simulated intestinal fluid, 
SIF)中的稳定性如下图所示，从图 7E 中可以看

出，游离化的噬菌体鸡尾酒在 pH 为 6.8 的模拟

肠液中效价基本保持稳定，噬菌体活性较高。

图 7F 显示喷雾干燥后的噬菌体与游离噬菌体

类似，在肠液中孵育 180 min 后，效价基本不

变，维持在 107 PFU/mL，表明噬菌体鸡尾酒对

模拟肠液具有良好的耐受性，可以在其中持续

稳定存在。 

2.5  噬菌体鸡尾酒喷雾干燥微球体内治疗

效果评估 
2.5.1  小鼠死亡情况及体重变化 

小鼠存活曲线如图 8A 所示，阳性对照组

小鼠在 3 d 内死亡 5 只，而阴性对照组小鼠状

态良好。游离噬菌体治疗组在第 1 天死亡 2 只，

第 2 天死亡 1 只。喷雾干燥噬菌体治疗组仅在

第 1 天死亡 1 只。动物试验结果表明，喷雾干

燥噬菌体微囊粉剂组与阳性对照组和游离噬菌

体治疗组相比死亡率较低。图 8B 显示了

O157:H7 感染后游离噬菌体组、微囊化噬菌体

组以及 PBS 组 3 组小鼠 1 周内的体重变化情况。

游离噬菌体组和微囊化噬菌体组的小鼠体重起

初降低，后逐渐回升，且微囊化噬菌体组小鼠

体重回升较快，而阴性对照组体重则持续不断

升高，直至(25.93±0.37) g，微囊化噬菌体组与

游离噬菌体组和阴性对照组均有显著性差异

(P<0.01)。 
2.5.2  血液中中性粒细胞及淋巴细胞的变化 

图 9A–9D 是 3 组小鼠给药后 1 周内血液中

中性粒细胞及淋巴细胞的变化情况。如图 9A 所

示，阴性对照组中性粒细胞占比在 12.13%上下轻

微浮动，微囊组和游离噬菌体组第 1 天迅速上升，

分别达到 45.93%±2.17%和 28.53%±9.77%，后逐

渐下降，微囊组 7 d 后降至与阴性组同一水平，

与游离组存在显著性差异(P<0.01)。淋巴细胞的 
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图 7  噬菌体在模拟体液中的稳定性 
Figure 7  Stability of phage in simulated body fluid. A: The stability of free phage cocktail in simulated 
gastric fluid (SGF). B: The stability of spray-dried phage cocktail microsphere powder in SGF. C: The 
stability of free phage cocktail in bile salts. D: The stability of spray-dried phage cocktail microsphere 
powder in bile salts. E: The stability of free phage cocktail in SIF. F: The stability of spray-dried phage 
cocktail microsphere powder in SIF. The standard deviation in the figure represents the degree of dispersion 
of a set of three data. 

 

 
 

图 8  小鼠存活曲线及体重变化 
Figure 8  Survival curve and weight change of mice. A: Survival curve of mice. B: Weight change of mice. 
**: Significant differences between the microencapsulated phage group and the free phage group and the 
negative control group (P<0.01). 
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变化结果如图 9B 显示，阴性对照组淋巴细胞在

1–7 d 内占比基本维持在 82.87%±7.50%，微囊

组和游离噬菌体组第 1 天均下降至 60%以下，

后数值逐步回升。但微囊组较游离噬菌体组数

值上升较快，证明喷雾干燥噬菌体鸡尾酒微囊

粉剂组的治疗效果更好。 
2.5.3  血液中炎性因子的变化 

图 9C、9D 分别表示了小鼠血清中 TNF-α 和

IL-1β 的变化情况。从图 9C 中可以看出，游离

噬菌体组和噬菌体微囊粉剂组的小鼠起初

TNF-α 数值均升高，但游离噬菌体组数值上升

幅度更大，从第 2 天开始均有明显回落，但微

囊组 TNF-α 下降速度更快，与游离噬菌体组有

显著性差异(P<0.01)，之后在第 5–7 天内微囊组

已基本恢复至正常水平，数值与阴性对照组无

明显差异(P>0.05)。 
IL-1β 的变化情况与 TNF-α 类似，如图 9D 所

示，游离噬菌体组起初上升幅度更大，第 1 天从

(80.00±5.22) pg/mL 快速上升至(158.50±13.92) pg/mL，
后期虽逐渐下降，但仍高于微囊组和阴性对照

组，与游离噬菌体组有显著性差异(P<0.01)。而

喷雾干燥噬菌体鸡尾酒组第 1 天仅上升

(22.87±17.65) pg/mL，在第 2 天后逐渐回落至

(74.44±6.83) pg/mL，第 7 天接近正常水平，与

阴性对照组无明显差异(P>0.05)。对不同组小鼠

血液中 TNF-α 和 IL-1β 的测定结果再次表明，

喷雾干燥微囊粉剂较游离化噬菌体鸡尾酒的治

疗效果更好。 
 

 
 
图 9  小鼠血液中炎性细胞及炎症因子水平 
Figure 9  Changes of inflammatory cells and inflammatory factor in blood of mice. A: The change of 
neutrophils in the blood of mice. B: The change of lymphocytes in the blood of mice. C: The change of 
TNF-α in mouse serum. D: The change of IL-1β in mouse serum. **: Significant difference between the free 
phage group and the microencapsulated phage group (P<0.01). 
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2.5.4  粪便中细菌载量及噬菌体效价的变化 
图 10A 为 1–7 d 内 3 组小鼠粪便中大肠杆菌

O157:H7 的浓度变化，从图中可以得出，游离噬

菌体组与微囊化噬菌体组粪便内的 O157:H7 含

量均在第 1 天到达最高值，游离化噬菌体鸡尾酒

组可达到(6.73±0.13) log10 CFU/g，微囊化噬菌体

组细菌载量则偏低，仅(4.41±0.17) log10 CFU/g，
这可能是由于喷雾干燥噬菌体微囊粉剂的作用

导致的。之后 6 d 内，游离化噬菌体组每天都

能检出 O157:H7 存在，而微囊化噬菌体组第 3 天

后粪便中的细菌浓度就降低至 3log10 CFU/g 以

下，第 5 天便检测不到粪便中的 O157:H7，结 
 

 
 
图 10  粪便中细菌浓度及噬菌体效价变化 
Figure 10  Changes of bacterial concentration and 
phage titer in feces. A: The change in the 
concentration of E. coli O157:H7 in the feces of the 
three groups of mice within one week. B: The 
change in the titer of the phage cocktail in the feces 
of the three groups of mice within one week. 

果表明喷雾干燥微囊粉剂较游离化噬菌体对大

肠杆菌 O157:H7 的清除效果更好。 
与此同时，从图 10B 中可以看出游离化噬菌

体组小鼠粪便中的噬菌体滴度在给药后第 1 天到

达最高值，后噬菌体效价逐渐下降，第 5 天则检

测不到粪便中的噬菌体，而微囊化噬菌体组噬菌

体滴度不断升高，在给药后第 3 天最高，达到

107 PFU/g，之后活性有所降低，但在第 7 天仍

能检测到噬菌体存在，结果表明喷雾干燥微囊

粉剂能够更好的维持噬菌体在体内的稳定性，

延长其存活时间。 
2.5.5  小鼠肠道病理学观察 

解剖小鼠的小肠组织切片如图 11 所示，从

图 11A、11B 可以看出，正常组小鼠的小肠绒

毛保持完整平滑，肠壁较厚，噬菌体微囊粉剂

组肠绒毛有轻微脱落现象，基本维持其正常形

态，但游离噬菌体组肠绒毛组织破损脱落程度

更为严重，且肠壁眼观显著变薄。从图 11C 中

还可以发现游离噬菌体组小肠内部有轻微出血

现象，并观察到有中性粒细胞存在，表明游离

噬菌体组较噬菌体微囊粉剂组小鼠的炎症反应

更加剧烈。 

3  讨论与结论 
目前，喷雾干燥技术已经广泛应用于多种

生物和热敏材料，它不仅可以改善气雾剂的性

能，还可以改善物质的理化稳定性和药物释放

情况等[16]。对于噬菌体而言，为了防止衣壳蛋

白和核酸在喷雾干燥和储存的过程中被降解，

需要在待干燥的样品中加入稳定的保护剂。常

用于喷雾干燥的保护剂主要包括糖类、氨基酸

类、多元醇类和蛋白类等[17]。海藻糖是一种较

稳定的非还原性双糖，其羟基可以替代水分子与

噬菌体的衣壳蛋白表面部分结合形成氢键[18]，乳

糖可能是由于其还原性和吸湿性，不适合作为 
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图 11  三组小鼠的小肠组织病理学变化 
Figure 11  Histopathological changes of small intestine in three groups of mice. A1, A2 and A3 are the 
pathological changes of the small intestinal villi in the no-phage group, the free phage group and the phage 
microsphere powder group, respectively. B1, B2 and B3 are the pathological changes of the intestinal wall of 
the small intestine in the no-phage group, the free phage group, and the phage microsphere powder group, 
respectively. C1 and C2 are pictures of the small intestine blood vessels in the phage microsphere powder 
group and the free phage group, and the arrow in C3 shows the neutrophils in the small intestine of the free 
phage group. The magnification of mouse intestinal tissue is 400 times. 
 
噬菌体的赋形剂 [19]。疏水性氨基酸——L-亮氨

酸，是制备固体干粉的常用氨基酸，其特殊的

疏水性质可以使其在雾滴表面缔合，防止颗粒凝

聚，起到润滑的作用，具有良好的流动性[20-21]。

它的表面活性使其形成一层亮氨酸表层，干扰

水蒸气的扩散，形成中空颗粒从而提高粉末的

分散性[22-24]。从而本研究筛选出亮氨酸和海藻

糖的配方组合，相较于壳聚糖、蔗糖、乳糖及

部分糖类与氨基酸组合等对噬菌体鸡尾酒的影

响最小，对噬菌体起到了很好的包裹作用，使

其在喷雾干燥的过程中免受高温干燥和剪切力

的影响，仍保持一定的生物学稳定性。此外，

噬菌体鸡尾酒喷雾干燥微囊粉剂的保存稳定

性，很大程度上取决于固体干粉内海藻糖所形

成的一种玻璃状防护层，被称为无定形玻璃相，

玻璃相的稳定性通常与玻璃化转变温度(glass 
transition temperature, Tg)有关[25]。海藻糖的玻璃

化转变温度较高，在干燥的室温储存条件下基

本维持在玻璃态而不发生转变，这使得其能够

稳定包裹微球内的蛋白质、核酸、脂类、糖类

等组分不受破坏，相比于液体剂型，能够在常

温或更低的温度下长期储存，但仍保留微囊粉
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剂内部噬菌体鸡尾酒的活性，潜在消除了低温

运输的需要[26]。并且，喷雾干燥噬菌体微囊粉

剂的重量和体积均比液体剂型更小，可以降低

噬菌体在运输过程中的成本和对存储空间的要

求[27]。喷雾干燥技术的应用和其对噬菌体的保

护作用仍旧是我们需要不断深入研究和探讨的

课题。 
噬菌体是在制备和储存过程中需要保护的

一种生物实体，当噬菌体进入机体后，其胃部

的恶劣环境及暴露在胆汁和胃肠道中的消化

酶，使噬菌体在口服给药治疗方面有一定的阻

碍[28-29]。先前研究人员对噬菌体包裹的研究主

要集中在挤压法和液面聚合法上，但这些方法

成本高昂并且很难实现规模化[30]。近几年有报

道利用喷雾干燥技术生产适合吸入性治疗和肺

部给药的噬菌体微粒，其作为可扩展的低成本

方法，也适合于制备将噬菌体稳定输送到胃肠

道的口服微球[31]。本研究通过测试噬菌体鸡尾

酒微囊粉剂在模拟体液中的稳定性发现，微囊

化噬菌体在模拟胃液和胆盐中较游离噬菌体稳

定性更高，对胃酸和胆盐均有一定的耐受能力，

并且能够在肠液中持续稳定存在，一定程度上

减少和消除了体内恶劣环境对噬菌体造成的不

利影响，为其在口服固体制剂中的应用开创了

可能性[32]，后期应持续探究保护剂的浓度和组

成对噬菌体鸡尾酒在体内释放作用的影响。 
由于小动物模型购买和饲养的成本相对较

低，易于护理和处理，且小鼠品系间的遗传背

景差异小，故本研究选择 ICR 小鼠作为噬菌体

微囊粉剂体内治疗效果评估的对象。2 组感染

后分别使用游离噬菌体和微囊化噬菌体治疗，

从炎性细胞的变化情况可以发现，2 组小鼠的

中性粒细胞水平先升高，后缓慢下降，这表明

在噬菌体作用下小鼠的炎症反应逐渐减弱[33]。

血液内的 TNF-α 和 IL-1β 均与中性粒细胞有相

同的变化趋势，且相较于游离噬菌体组，喷雾

干燥微囊粉剂组各炎性体征的变化幅度更小，

基于整体研究对噬菌体体内治疗效果的评估，

得出喷雾干燥噬菌体鸡尾酒微囊粉剂的治疗效

果优于游离噬菌体鸡尾酒。有研究表明，选择

多次给予高滴度的噬菌体鸡尾酒能够有效减少

胃肠道不同部位的大肠杆菌浓度[34]。噬菌体治

疗失败的原因可能是由于其未达到触发感染循

环所需的浓度，或其对胃肠道条件不耐受导致

机体免疫系统发挥作用将其灭活[35]。噬菌体体

内治疗除口服给药之外，还包括滴鼻给药、局

部注射、腹腔注射或全身给药等，无论选择何

种给药途径，都必须保证能够将噬菌体运送到

感染器官，与目标病原体相互接触并将其逐渐

清除，可以针对不同细菌性疾病所引起的临床

症状选择合适的给药方式。虽然目前噬菌体治

疗还存在诸多问题亟待解决，但作为一种替代

抗生素的可行性选择，在未来一定会找到更安

全、更有效的噬菌体治疗方案。 
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