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摘  要：为提高本课题组前期筛选得到的一株肠道益生菌——乳酸片球菌(Pediococcus acidilactici) 
HRQ-1 的胃肠液耐受能力、运输储存稳定性以及缓慢释放性能，本研究以乳酸片球菌为芯材，海藻

酸钠和壳聚糖为壁材，采用挤压法制备乳酸片球菌微胶囊。通过单因素和正交试验确定乳酸片球菌

微胶囊的最佳制备工艺条件，并以包埋率、存活率、储存稳定性、肠胃液耐受性及释放速率为评定

指标，对乳酸片球菌微胶囊最佳配比进行研究。结果表明，在乳酸片球菌微胶囊最佳包埋条件下，

包埋率达到(89.60±0.02)%；在最佳的冻干保护剂配方条件下，冻干存活率达到(76.42±0.13)%，制得

的微胶囊粒径平均值为(1.16±0.03) mm；通过连续胃肠液模拟实验证实乳酸片球菌微胶囊活菌数得到

保证且可在肠液中缓慢释放，通过 4 ℃与室温储存过程活菌数量变化曲线可知制备该微胶囊可实现

菌株有效活菌数的保障。本研究中乳酸片球菌微胶囊的制备配方与工艺为活菌药物制备提供技了术

支持。 
关键词：乳酸片球菌；微胶囊；配方工艺；体外评估；活菌药物 
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Abstract: We have isolated an intestinal probiotic strain, Pediococcus acidilactici HRQ-1. To 
improve its gastrointestinal fluid tolerance, transportation and storage stability, and slow-release 
properties, we employed the extrusion method to prepare the microcapsules with P. acidilactici 
HRQ-1 as the core material and sodium alginate and chitosan as the wall material. The optimal 
conditions for preparing the microcapsules were determined by single factor and orthogonal 
tests, and the optimal ratio was determined by taking the embedding rate, survival rate, storage 
stability, gastrointestinal fluid tolerance, and release rate as the evaluation indexes. The results 
showed that under the optimal embedding conditions, the embedding rate reached 
(89.60±0.02)%. Under the optimal formula of freeze-drying protective agent, the freeze-drying 
survival rate reached (76.42±0.13)%, and the average size of the microcapsules produced was 
(1.16±0.03) mm. The continuous gastrointestinal fluid simulation experiments confirmed that 
the microcapsules ensured the viable bacterial count and can slowly release bacteria in the 
intestinal fluid. The curve of the viable bacterial count during storage at 4 ℃ and room 
temperature indicated that the prepared microcapsules achieved strains’ live number protection. 
The formula and preparation process of P. acidilactici microcapsules may provide a 
technological reserve for the preparation of more live bacterial drugs in the future. 
Keywords: Pediococcus acidilactici; microcapsules; formula and process; in vitro evaluation; live 
bacterial drugs 

 
肠道益生菌是一种足量给予时有益于宿主

健康的活的微生物，主要定殖在人体的消化道

中，特别是小肠和结肠中，能够保证肠道内微

生态的平衡。口服给药因简单、成本低、效益

高且消费者接受度更高，而成为益生菌控释给

药的首选途径[1]。益生菌的口服利用率较低，

主要是受到肠道恶劣环境的影响，如温度、pH、

胆汁盐、消化酶等[2]。如何提高肠道益生菌的

活菌数成为亟须解决的问题，为此科学家提出

多种方法，其中微胶囊化技术是保护益生菌最

有效的方式之一[3]。 
微胶囊化技术是用合适的材料作为囊材，

对囊心物质进行包埋和固定化的技术。将囊心

物质包裹在里面以隔绝外界恶劣环境。利用微

胶囊化技术制备的益生菌微胶囊可以将益生菌

与肠道环境分隔开，具有耐酸、稳定性高、耐

储存和携带方便等优点。且微胶囊的粒径通常

从几 μm 到数百 μm 不等，微胶囊的粒径越大，

载药量越大，比表面积越小，释放率越低[4]。

一般而言，益生菌的保质期较短，目前已有一
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些有效的解决方法来延长益生菌保质期，如低

温冷冻，这种方法能够保证益生菌存活数月[5]。

益生菌到达肠道时的细胞活力需要在 108–109

的范围内才可有效保证菌株的定殖[6]。为有效

保证益生菌的活力，Saarela 等[7]采用冷冻干燥

方法将益生菌转化为粉末，结果表明冻干粉在

冷冻干燥后的存储时间以及在酸和胆汁盐暴露

环境中的稳定性都有所提高。然而冷冻干燥会

对生物体的细胞膜及其蛋白质造成严重损害，

降低活菌数量，因此需要添加冷冻保护剂以减

轻菌体损伤及失活[8]。通常每种保护剂都有其

自身的缺点，这些缺点可以由其他保护剂来弥

补，因此可以根据一定的配方将几种保护剂混

合在一起以获得更好的性能[9]。 
乳酸片球菌为高产乳酸的革兰氏阳性菌，

细胞形态为球形，片球菌菌落的直径约为

1.5–2.5 mm，菌落表面平滑、呈圆形灰白色，

常见于蔬菜和肉类食品中，对植物或动物不致

病。乳酸片球菌具有独特的生理生化特性，如

具有抑菌、肠炎治疗等多种功能[10]，是一种极

具潜力的肠道益生菌，但是关于针对乳酸片球

菌递送系统的研究并不多见，尤其是微胶囊的

研发。 

本研究针对乳酸片球菌，开发了一种高效

包埋菌株并保持较高活性的微胶囊制备工艺，

并通过单因素实验及正交实验对其制备工艺进

行进一步优化。此外，还通过模拟胃肠液等实

验评估了微胶囊储存稳定性及靶向递送性。本

研究开发了一种高稳定性、高靶向性的乳酸片

球菌微胶囊，为益生菌药物的应用奠定了基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料与试剂 

磷酸二氢钾、磷酸氢二钾、无水乙酸钠(天
津市大茂化学试剂厂)；柠檬酸三铵(上海麦克林 

生化科技有限公司)；七水硫酸锰(天津市凯通化

学试剂有限公司)；七水硫酸镁(斯达威尔生物科

技有限公司)；葡萄糖、蔗糖(天津市风船化学试

剂科技有限公司)；牛肉膏、蛋白胨、酵母浸粉

(北京奥博星生物技术有限责任公司)；吐温 80 

(天津市博迪化工有限公司)；海藻酸钠、壳聚糖

(上海阿拉丁生化科技股份有限公司)；冰乙酸、

胃蛋白酶、胰蛋白酶(上海麦克林生化科技股份

有限公司)；无水氯化钙(国药集团化学试剂有限

公司)；脱脂奶粉(上海源叶生物科技有限公司)；

甘油(天津西恩思生化科技有限公司)；酪氨酸

(北京普博欣生物科技有限责任公司)；甘露醇

(天津奥淇医科医药销售有限公司)。 

菌株：乳酸片球菌(Pediococcus acidilactici) 

HRQ-1，由中国科学院天津工业生物技术研究

所应用微生物与微生态研究组从自然环境中筛

选得到(保藏于中国普通微生物菌种保藏管理

中心，菌株保藏号：30585)。 

MRS 液体培养基(1 L)：磷酸氢二钾 2.0 g、

柠檬酸三铵 2.0 g、无水乙酸钠 5.0 g、七水硫酸

锰 0.25 g、七水硫酸镁 0.58 g、葡萄糖 20.0 g、

蛋白胨 10.0 g、牛肉膏 10.0 g、酵母浸膏 5.0 g、

吐温 80 1 mL。调节 pH 为 6.2–6.4。配制固体培

养基时需加入琼脂 20 g/L，115 ℃灭菌 30 min。 

1.2  仪器与设备 
电子天平(梅特勒-托利多仪器有限公司)；

UV-1800 紫外分光光度计(岛津公司)；高速冷冻

离心机(热电公司)；冷冻干燥机(Marin christ 公

司)；生化培养箱(上海新苗医疗器械制造有限 

公司)。 

1.3  方法 
1.3.1  乳酸片球菌生长曲线的测定 

取乳酸片球菌在 MRS 培养基中进行复苏，

调整培养基的初始 pH 值为 6.2，用无菌水洗涤
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后以无菌操作按 5% (体积比)的接种量接种到

MRS 液体培养基中，置于 37 ℃恒温培养箱培

养 72 h，以相应的空白培养基作为对照，每隔

6 h 用紫外分光光度计在 600 nm 下测定菌液的

吸光度，并测定菌液的 pH。 

1.3.2  乳酸片球菌微胶囊的制备 
初始乳酸片球菌微胶囊制备工艺配方参考马

航宇等[11]的方法并略作调整。用 MRS 液体培养基

发酵乳酸片球菌，发酵 24 h 后，8 000 r/min 离心

10 min，收集菌体，用无菌水等体积充分稀释；

然后将稀释的菌体与 2% (质量体积比)海藻酸

钠、冻干保护剂按照 2:2:1 的体积比充分搅拌,
其中冻干保护剂的组成为 12% (质量体积比)脱
脂奶粉、10% (体积比)甘油、13% (质量体积比)
蔗糖、4% (质量体积比)甘露醇、0.8% (质量体

积比)酪氨酸。由于壳聚糖在低 pH 下溶解，高

pH 下不溶解[12]，为使壳聚糖完全溶解，在制备

0.8% (质量体积比)壳聚糖溶液时加入 1% (质量

体积比)的冰乙酸[13]配制浓度为 3% (质量体积

比)的 CaCl2 溶液，将壳聚糖溶液与 CaCl2 溶液

按照 1:1 的体积比混匀制备成 CaCl2-壳聚糖混

合溶液。将菌泥-海藻酸钠-保护剂混合液通过  
1 mL 管状注射器(平头针头)匀速滴入 CaCl2-壳
聚糖混合溶液中形成湿状态的微胶囊，然后静

置固化 1.5 h。用灭菌的蒸馏水充分洗涤湿微胶

囊 3–5 次，洗去湿胶囊表面多余的菌液、固化

液和壳聚糖包衣。随即在–80 ℃冰箱预冻过夜，

在冷冻干燥机中冷冻干燥 48 h 得到乳酸片球菌

微胶囊颗粒。 

1.3.3  微胶囊包埋剂单因素优化试验 
海藻酸钠浓度对微胶囊包埋率的影响：在

壳聚糖浓度为 0.8%，CaCl2 浓度为 3%，固化时

间为 0.5 h，海藻酸钠浓度分别为 1%、2%、3%、

4%、5%的条件下制备微胶囊，以微胶囊的包埋

率为评定指标。 

CaCl2 浓度对微胶囊包埋率的影响：在海藻

酸钠浓度为 2%，壳聚糖浓度为 0.8%，固化时

间为 0.5 h，CaCl2 浓度分别为 1%、2%、3%、

4%、5%的条件下制备微胶囊，以微胶囊的包埋

率为评定指标。 
壳聚糖浓度对微胶囊包埋率的影响：在海

藻酸钠浓度为 2%，CaCl2 浓度为 3%，固化时间

为 0.5 h，壳聚糖浓度分别为 0.4%、0.6%、0.8%、

1.0%、1.2%的条件下制备微胶囊，以微胶囊的

包埋率为评定指标。 
固定时间对微胶囊包埋率的影响：在海藻

酸钠浓度为 2%，壳聚糖浓度为 0.8%，CaCl2 浓

度为 3%，固化时间分别为 0、0.25、0.5、0.75、
1 h 的条件下制备微胶囊，以微胶囊的包埋率为

评定指标。 

1.3.4  正交试验 
在单因素试验的基础上，以海藻酸钠浓度、

壳聚糖浓度、CaCl2 浓度、固化时间这 4 个因素

为自变量，以包埋率为评价指标，采用正交试

验优化制备微胶囊。 

1.3.5  微胶囊冻干保护剂单因素优化试验 
脱脂奶粉浓度对微胶囊存活率的影响：在

甘油浓度为 10%，蔗糖浓度为 13%，甘露醇浓

度为 4%，酪氨酸浓度为 0.8%，脱脂牛奶浓度

分别为 10%、11%、12%、13%、14%的条件    
下制备微胶囊，以冻干后微胶囊存活率为评定

指标。 
甘油浓度对微胶囊存活率的影响：在脱脂

奶粉浓度为 12%，蔗糖浓度为 13%，甘露醇浓

度为 4%，酪氨酸浓度为 0.8%，甘油浓度分别

为 8%、9%、10%、11%、12%、13%的条件下

制备微胶囊，以冻干后微胶囊存活率为评定  
指标。 

蔗糖浓度对微胶囊存活率的影响：在脱脂

奶粉浓度为 12%，甘油浓度为 10%，甘露醇浓
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度为 4%，酪氨酸浓度为 0.8%，蔗糖浓度分别

为 11%、12%、13%、14%、15%的条件下制备

微胶囊，以冻干后微胶囊存活率为评定指标。 
甘露醇浓度对微胶囊存活率的影响：在脱

脂奶粉浓度为 12%，甘油浓度为 10%，蔗糖浓

度为 13%，酪氨酸浓度为 0.8%，甘露醇浓度分

别为 2%、3%、4%、5%、6%的条件下制备微

胶囊，以冻干后微胶囊存活率为评定指标。 

酪氨酸浓度对微胶囊存活率的影响：在脱

脂奶粉浓度为 12%，甘油浓度为 10%，蔗糖浓

度为 13%，甘露醇浓度为 4%，酪氨酸浓度分

别为 0.6%、0.7%、0.8%、0.9%、1.0%的条件

下制备微胶囊，以冻干后微胶囊存活率为评定

指标。 

1.3.6  微胶囊冻干保护剂正交试验 
在单因素试验的基础上，以脱脂奶粉浓度、

甘油浓度、蔗糖浓度、甘露醇浓度及酪氨酸浓

度这 5 个因素为自变量，以存活率为评价指标，

采用正交试验优化冻干保护剂制备微胶囊。 

1.3.7  乳酸片球菌微胶囊粒径的测定  
用游标卡尺随机选取 20 粒单菌株微胶囊，

取平均值得到益生菌微胶囊的粒径分布情况。 

1.3.8  乳酸片球菌微胶囊的表观特征 
为进一步观察微胶囊表面特征及内部结构，

使用透射电镜(transmission electron microscope, 

TEM)对微胶囊进行表征。 

1.3.9  微胶囊包埋率及存活率的测定 
包埋率测定：以海藻酸钠为壁材的微胶囊

可以在柠檬酸钠溶液中实现快速崩解[14]。取 1 mL

菌泥制得的冻干前的微胶囊于 9 mL 3%柠檬酸

钠溶液中进行裂解，溶液置于 37 ℃水浴锅中水

浴 30 min，然后在涡流振荡器上振荡 5 s，循环

2–3 次，直至完全裂解，取裂解液经适当稀释

后进行平板活菌计数，计算公式如公式(1)所示： 

(%) = 100N
M

×包埋率                  (1) 

其中：N 为冻干前微胶囊包埋的活菌数，单位

为 CFU/mL；M 为初始菌泥的活菌数，单位为

CFU/mL。 
存活率测定：同样的微胶囊在柠檬酸钠溶

液中实现快速崩解，取 1 mL 菌泥制得的冻干后

的微胶囊于 9 mL 3%柠檬酸钠溶液中进行裂

解，溶液置于 37 ℃水浴锅中水浴 30 min 然后

在涡流振荡器上振荡 5 s，循环 3–5 次，直至完

全裂解，取裂解液经适当稀释后进行平板活菌

计数，计算公式如公式(2)所示： 

(%) = 100S
M

×存活率                  (2) 

其中：S 为冻干后微胶囊的活菌数，单位为 CFU/mL；
M 为初始菌泥的活菌数，单位为 CFU/mL。 

1.3.10  体外模拟连续胃肠液释放实验 
人工胃液、人工胰液及人工结肠液的配制

参考 2020 版《中国药典》[15]。微胶囊的制备参

考任广钰[16]的方法略作修改。取 1 mL 菌泥制

成的微胶囊加入到 9 mL 胃液中，充分摇匀混合

后置于 37 ℃摇床中，180 r/min 培养 2 h。每隔

1 h 吸取混合液经过适当的稀释后涂布在 MRS
固体培养基上，置于 37 ℃的恒温培养箱中厌氧

培养 24 h 后进行活菌计数。收集胃液处理后的

微胶囊加入 9 mL 肠液中，充分摇匀混合后置于

37 ℃摇床中，180 r/min 培养 4 h。每隔 2 h 吸

取混合液，经过适当的稀释后涂布在 MRS 固体

培养基上，置于 37 ℃的恒温培养箱中厌氧培养

24 h 后进行活菌计数。收集肠液处理后的微胶

囊加入 9 mL 结肠液中，充分摇匀混合后置于

37 ℃摇床中 180 r/min 培养 18 h，每隔 3 h 吸取

混合液，经过适当的稀释后涂布在 MRS 固体培

养基上，置于 37 ℃的恒温培养箱中厌氧培养

24 h 后进行活菌计数。 
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1.3.11  储存稳定性 
将冷冻干燥后微胶囊放置于离心管中，将

其分别置于 4 ℃、25 ℃保藏 42 d。每隔 7 d 取

出 1 mL 菌泥制成的冻干微胶囊颗粒加入 9 mL 
3%柠檬酸钠溶液中崩解进行活菌数测定。 

2  结果与分析 
2.1  乳酸片球菌培养过程中生长曲线

及 pH 变化 
为了解乳酸片球菌的生长变化，在连续 72 h

中每隔 6 h 进行 OD600 及 pH 测定。结合图 1 乳

酸片球菌生长曲线的变化可知，乳酸片球菌在

MRS 培养基中 37 ℃静置培养条件下，42 h 时

达到最大生长量。且由乳酸片球菌生长过程中

pH 曲线的变化可知，菌株在生长过程中 pH 降

低幅度较大，推测乳酸片球菌生长过程中可产

生大量酸性物质。 

2.2  乳酸片球菌微胶囊包埋剂单因素

优化实验结果 
为明确海藻酸钠浓度、壳聚糖浓度、CaCl2

浓度以及固化时间对微胶囊包埋率的影响，进

行了单因素实验。由图 2A 可知，当海藻酸钠

浓度小于 3%时，乳酸片球菌微胶囊的包埋率随 
 

 
 

图 1  乳酸片球菌生长曲线及 pH 变化 
Figure 1  Growth curves and pH changes of 
Pediococcus acidilactici. 

着海藻酸钠浓度的增加而升高，当海藻酸钠的

浓度达到 3%时，乳酸片球菌的包埋率达到最

高，为 85.10%；由图 2B 可知，当壳聚糖的浓

度小于 0.8%时，乳酸片球菌微胶囊的包埋率随

着壳聚糖浓度的增加而升高，当壳聚糖的浓度

达到 0.8%时，乳酸片球菌的包埋率达到最高，

为 86.74%，之后随着壳聚糖浓度的增加包埋率

反而逐渐降低；由图 2C 可知，当 CaCl2 浓度小

于 3%时，乳酸片球菌微胶囊的包埋率随着

CaCl2 浓度的增加而升高，当 CaCl2 的浓度达到

3%时，乳酸片球菌的包埋率达到最高，为

90.28%，之后随着 CaCl2 浓度的增加包埋率逐

渐降低；由图 2D 可知，当固化时间为 0.5 h 时，

乳酸片球菌的包埋率达到最高，为 87.43%，之

后随着固化时间的增加包埋率逐渐降低。根据

影响乳酸片球菌微胶囊包埋率的单因素实验，

得到乳酸片球菌微胶囊的最佳包埋条件为海藻

酸钠浓度为 3%、壳聚糖浓度为 0.8%，CaCl2 浓

度为 3%，固化时间为 0.5 h，将其作为后续正

交实验的条件。 

2.3  乳酸片球菌微胶囊包埋剂正交试

验结果 
以单因素试验中得到的以包埋率为指标，

制备微胶囊最佳条件进行正交试验(表 1)，采用

四因素三水平正交分析法探究海藻酸钠浓度、

壳聚糖浓度、CaCl2 浓度、固化时间对乳酸片球

菌微胶囊包埋率的影响，以确定微胶囊制备的

最佳条件。 
由表 2 可知，极差的大小顺序为 A>D>B>C，

即海藻酸钠浓度对微胶囊的包埋率的影响最

大，其次依次是固化时间、壳聚糖浓度、CaCl2

浓度，K1、K2、K3 中数值最大的为相应的水平

中的最佳值，因此 A2B3C1D3 组合为制备乳酸片

球菌微胶囊包埋的最佳条件，即海藻酸钠浓度

为 3%，壳聚糖浓度为 1%，CaCl2 浓度为 2%，

固化时间为 0.75 h。经验证该条件下包埋率达 
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图 2  单因素对微胶囊包埋率的影响   A：海藻酸钠浓度对微胶囊包埋率的影响；B：壳聚糖浓度对

微胶囊包埋率的影响；C：CaCl2 浓度对微胶囊包埋率的影响；D：固化时间对微胶囊包埋率的影响。 
Figure 2  Effect of single factor on microcapsule embedding efficiency. A: Effect of sodium alginate 
concentration on microcapsule encapsulation efficiency; B: Effect of chitosan concentration on microcapsule 
encapsulation efficiency; C: Effect of CaCl2 concentration on microcapsule encapsulation efficiency; D: 
Effect of curing time on microcapsule encapsulation efficiency. 
 
表 1  正交试验优化制备微胶囊包埋剂因素水平 
Table 1  Orthogonal experiments optimize the level of factors for the preparation of microcapsules 
Level A 

Sodium alginate concentration (%) 
B 
Chitosan concentration (%) 

C 
CaCl2 concentration (%) 

D 
Curing time (h) 

1 2 0.6 2 0.25 
2 3 0.8 3 0.50 
3 4 1.0 4 0.75 
 
表 2  微胶囊包埋剂正交试验结果 
Table 2  Results of orthogonal test of microcapsule embedding agent 
Experimental number A B C D Survival rate (%) 
1 1 1 1 1 29.69 
2 1 2 2 2 35.22 
3 1 3 3 3 44.63 
4 2 1 2 3 86.29 
5 2 2 3 1 78.05 
6 2 3 1 2 85.27 
7 3 1 3 2 70.27 
8 3 2 1 3 86.55 
9 3 3 2 1 79.34 
K1 109.54 186.25 201.51 187.08  
K2 249.61 199.82 200.85 190.76  
K3 236.16 209.24 192.95 217.47  
k1  36.51  62.08  67.17  62.36  
k2  83.20  66.61  66.95  63.60  
k3  78.72  69.75  64.32  72.49  
R  46.69   7.66   2.85  10.13  
Best level A2 B3 C1 D3  
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到(89.60±0.02)%，明显高于其他组合，因此选

择该条件作为后续存活率实验的前提。 

2.4  乳酸片球菌微胶囊冻干保护剂单

因素优化试验结果 
从图 3A 中可知，随着脱脂奶粉浓度的增加，

微胶囊的冻干存活率逐渐升高，当脱脂奶粉浓度

为 13%时，此时冻干存活率最高达到 75.91%，

随后即使脱脂奶粉浓度升高，冻干存活率也并未

继续提高；图 3B 显示随着甘油浓度的增加，微

胶囊的冻干存活率逐渐升高，当甘油浓度为 11%
时，此时冻干存活率最高达到 71.03%，之后随

着甘油浓度的增加，微胶囊的冻干存活率反而下

降；图 3C 表明，随着蔗糖浓度的增加，微胶囊

的冻干存活率逐渐升高，当蔗糖浓度为 14%时，

此时冻干存活率最高达到 75.25%，之后随着蔗

糖浓度的增加，微胶囊的冻干存活率反而下降；

由图 3D 可知，随着甘露醇浓度的增加，微胶囊

的冻干存活率逐渐升高，当甘露醇浓度为 4%时，

此时冻干存活率最高达到 70.33%，之后随着甘

露醇浓度的增加，微胶囊的冻干存活率反而下

降；由图 3E 可以看出，随着酪氨酸浓度的增加，

微胶囊的冻干存活率逐渐升高，当酪氨酸浓度为

0.9%时，此时冻干存活率最高达到 61.55%，之

后随着甘油浓度的增加，微胶囊的冻干存活率反

而下降。根据影响乳酸片球菌微胶囊冻干存活率

的单因素实验，得到乳酸片球菌微胶囊的最佳冻

干保护剂条件为 12%脱脂奶粉、11%甘油、14%
蔗糖、4%甘露醇、0.9%酪氨酸。 

2.5  乳酸片球菌微胶囊冻干保护剂正

交试验结果 
为了进一步探究多保护剂复配条件下保护

剂的最佳配比，在单因素实验的结果基础上进

行了正交实验，正交试验因素表见表 3，实验

结果见表 4。 
 

 
图 3  单因素对微胶囊存活率的影响   A：脱脂奶粉浓度对微胶囊存活率的影响；B：甘油浓度对微

胶囊存活率的影响；C：蔗糖浓度对微胶囊存活率的影响；D：甘露醇浓度对微胶囊存活率的影响；E：

酪氨酸浓度对微胶囊存活率的影响。 
Figure 3  Effect of single factor on the survival rate of microcapsules. A: Effect of skim milk powder 
concentration on microcapsule viability; B: Effect of glycerol concentration on microcapsule viability; C: 
Effect of sucrose concentration on microcapsule viability; D: Effect of mannitol concentration on 
microcapsule viability; E: Effect of tyrosine concentration on microcapsule viability. 
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由表 4 可知，极差的大小顺序为 B>A>C>D= 
E，即甘油浓度对微胶囊冻干存活率影响最大然

后依次是脱脂奶粉浓度、蔗糖浓度、甘露醇浓

度和酪氨酸浓度，k1、k2、k3 中数值最大的为相

应水平中的最优解，因此 A2B3C2D1E1 组合为最

佳的冻干保护剂配方，即脱脂奶粉浓度为 13%、

甘油浓度为 12%、蔗糖浓度为 14%、甘露醇浓

度为 3%和酪氨酸浓度为 0.8%时微胶囊的冻干

存活率最高，经验证，在该条件下，微胶囊的

冻干存活率达到(76.42±0.13)%。 
 
表 3  正交试验优化制备微胶囊冻干保护剂因素水平 
Table 3  Orthogonal experiments optimize the factor levels of lyophilized protective agents for the 
preparation of microcapsules 
Level A 

Skim milk  
concentration (%) 

B 
Glycerol 
concentration (%) 

C 
Sucrose 
concentration (%) 

D 
Mannitol 
concentration (%) 

E 
Tyrosine 
concentration (%) 

1 11 10 13 3 0.8 
2 12 11 14 4 0.9 
3 13 12 15 5 1.0 

 
表 4  微胶囊冻干保护剂正交试验结果 
Table 4  Results of orthogonal test of microcapsule lyophilized protectants 
Experimental number A B C D E Survival rate (%) 
1 1 1 1 1 1 63.08 
2 1 2 2 2 2 68.34 
3 1 3 3 3 3 66.63 
4 2 1 1 2 2 68.07 
5 2 2 2 3 3 68.35 
6 2 3 3 1 1 71.32 
7 3 1 2 1 3 64.98 
8 3 2 3 1 1 63.28 
9 3 3 1 2 2 61.73 
10 1 1 3 3 2 60.21 
11 1 2 1 3 3 68.99 
12 1 3 2 1 1 66.70 
13 2 1 2 2 1 65.44 
14 2 2 3 3 2 63.18 
15 2 3 1 1 3 69.07 
16 3 1 3 2 3 60.68 
17 3 2 1 3 1 68.97 
18 3 3 2 1 2 68.53 
K1 196.97 191.23 199.96 200.04 199.40  
K2 202.72 200.56 201.17 198.07 195.03  
K3 194.09 201.99 192.65 195.67 199.35  
k1  65.66  63.74  66.65  66.68  66.47  
k2  67.57  66.85  67.06  66.02  65.01  
k3  64.69  67.33  64.22  65.22  66.45  
R   2.88   3.59   2.84   1.46   1.46  
Best level A2 B3 C2 D1 E1  
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2.6  乳酸片球菌微胶囊的粒径 
用游标卡尺随机选择 20 粒益生菌微胶囊，

测量其粒径，求得微胶囊粒径平均值为(1.16± 
0.03) mm。 

2.7  乳酸片球菌微胶囊的表观特征 
为了更好地认识微胶囊的表观和内部结

构，通过透射电镜进行观察，通过图 4A 可以

看出经过冻干后的微胶囊表面较为光滑，切开

后剖面图 4B 显示微胶囊内部由于冻干脱水，内

部疏松多孔。由此可知，经过包埋和冻干优化，

益生菌能够很好地被芯材保护，从而为其顺利

通过胃肠道恶劣环境提供支撑。 
 

 
 

图 4  微胶囊的表观特征   A：微胶囊表观图；

B：微胶囊剖面图。 

Figure 4  Apparent characteristics of microcapsule. A: 
Macroscopic image of microcapsules; B: Surface image 
of microcapsules. 

2.8  乳酸片球菌微胶囊的体外模拟耐

受实验 
模拟胃肠液耐受实验结果表明(图 5)，在实

验中包埋的活菌数为 11.20 lg CFU/mL 的情   
况下，在模拟胃液中 2 h 后，益生菌仅释放出来

2.45 lg CFU/mL，在肠液中 4 h 后释放出的活菌数

达到 6.00 lg CFU/mL 左右，随着高 pH 条件下时

间的延长，益生菌释放的数量更多，在结肠液中

作用 18 h 后活菌释放量达到约 10.00 lg CFU/mL。 

从结果中可以看出，由于海藻酸钠在低 pH
的条件下黏度较高，内部结合得比较紧密，益

生菌不容易释放出来，说明益生菌微胶囊中的

大多数益生菌能够顺利通过胃部，由于海藻酸

钠在 pH 6–9 的较高条件下黏度较低，内部结构比

较疏松，益生菌更容易释放出来，在结肠液中 18 h
释放出的活菌数，与在肠液中相比提高了约 4 个

数量级。由此得出，制备的这种益生菌微胶囊能

够很好地满足靶向递送活菌药物的要求。 

2.9  乳酸片球菌微胶囊的储存稳定性分析 
为了评估益生菌微胶囊的储存稳定性，将

益生菌微胶囊分别在 4 ℃和 25 ℃的条件下储

存 42 d，每隔 7 d 进行 1 次活菌计数，计数结

果如图 6 所示。益生菌微胶囊在 4 ℃下表现出 
 

 
 

图 5  微胶囊模拟胃肠液耐受 
Figure 5  Microcapsule simulated gastrointestinal 
fluid tolerance. 
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图 6  乳酸片球菌微胶囊在 4 ℃和 25 ℃下的储存

活菌数量变化 
Figure 6  Storage stability of microcapsules at 
4 °C and 25 °C. 
 
最佳储存稳定性，随着储存时间的延长，微胶

囊中的活菌数开始减少，在 25 ℃下储存的微胶

囊的活菌数比 4 ℃下储存下降得快。 

3  讨论与结论 
本研究在关于微胶囊包埋剂的优化过程中

发现，当海藻酸钠浓度过低时与 CaCl2 形成的

交联结构疏松、包埋率较低，浓度过高时由于

溶液过于黏稠，不利于 Ca2+移动与海藻酸钠结

合，膜结构疏松，致密性较差，包埋率反而降

低[17]；壳聚糖的存在可以提高海藻酸钠微胶囊

的稳定性和耐受程度，壳聚糖的浓度能够影响

成膜的厚度，浓度越大形成的膜结构越紧密，

过多壳聚糖的存在增加了藻酸盐-壳聚糖键的

形成，反而导致藻酸盐-CaCl2 壁孔隙率随着壳

聚糖浓度的增加而降低[18]，这一结果与项郑昊  
等[19]的研究结果相似。当交联剂浓度太低时，

交联度不够，包埋不完全，内容物易流失，而

交联剂浓度太高时，大量的 Ca2 会竞争性争夺

结合位点且多余的 Ca2+会附着在胶囊表面进一

步阻碍壳聚糖与海藻酸钠的结合[17]，所以形成

的空间网状结构疏松，包埋率下降；当固化时

间过短时，交联反应还没有进行完全，交联结

构还没有完全形成，交联结构疏松，包埋率较

低，当固化反应进行完全时，此时再增加固化

时间对交联结构也没有太大影响，反而交联时

间延长使更多的 Ca2+扩散到微胶囊中取代药

物，从而减少了药物包封率[20]。 
关于乳酸片球菌冻干保护剂的优化选择

时，Abadias 等[21]的研究结果表明，脱脂牛奶可

以作为一种保护剂和再水化介质，通过提供适

当的保护和再水化环境，在冻干过程中起到了

保护细胞的作用，并且在再水化过程中有助于

细胞的恢复，对冻干的细胞的存活率有积极的

影响，且脱脂牛奶和蔗糖的结合使用可以使念珠

菌清酒细胞的保存效果最佳。甘油也是一种良好

的保护材料，Huang 等[22]进行的 Plackett-Burman
设计表明，蔗糖、甘油、山梨糖醇和脱脂牛奶

是保加利亚乳杆菌 LB14 最有效的冻干保护剂，

脱脂牛奶浓度的增加显著提高了冻干乳杆菌

(Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgricus) 
LB14 在测试浓度范围内的细胞活力；在较高的

脱脂牛奶浓度下，增加甘油浓度会导致细胞活

力显著增加。因此，脱脂牛奶和甘油之间的相

互作用非常显著。同时 N’Guessan 等[8]的研究

发现蔗糖是使用得最好的冻干保护剂，在

Huang 等[22]的研究中，随着山梨糖醇浓度的增

加，冻干乳杆菌 LB14 的细胞活力在低脱脂牛

奶浓度时下降，但在脱脂乳浓度较高时细胞活

力急剧增加；山梨糖醇和脱脂牛奶的相互作用

效应(P<0.000 1)是造成这种现象的原因。甘露

醇作为一种填充剂，能够保证微胶囊在冻干过

程中较好的外观[23]，甘露醇对冻干存活率也存

在一定的影响，较低浓度的甘露醇可以促进细菌

的生长，较高浓度的甘露醇反而对细菌有害[24]。 
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此外，本研究在对乳酸片球菌微胶囊的储

存实验过程中发现，4 ℃保存效果要比 25 ℃好，

即低温更有利于微胶囊的保存[25]。但是，在大

规模生产、储存、销售过程中可根据实际生产

情况和经济条件综合考虑，可以综合选择在

4 ℃或室温条件下保存。 
综上，本研究针对一株肠道益生菌——乳

酸片球菌(Pediococcus acidilactici) HRQ-1，通

过单因素和正交试验确定乳酸片球菌微胶囊最

佳制备工艺条件。结果确定了乳酸片球菌微胶

囊包埋剂与冻干保护剂最佳配方，通过连续胃

肠液模拟实验储存过程活菌数量变化证实该

工艺可行性，为将来活菌药物制备提供了技术

支持。 
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