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噬菌体粉剂的制备及抗逆性与稳定性 
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摘  要：【背景】细菌耐药已成为全球严重的公共卫生问题，养殖业是细菌耐药性产生的重要源头之

一。我国正在全力推进“减抗、限抗、禁抗”战略。新型安全高效的抗生素替代品成为当前养殖业的

重要需求。噬菌体因其能有效裂解细菌被认为是一个重要的突破口，但噬菌体作为活体微生物，在

保存和使用时存在稳定性差、利用率低等问题。【目的】制备噬菌体粉剂，提高噬菌体的抗逆性和稳

定性，为噬菌体在养殖业中的应用提供技术支持。【方法】选用大肠杆菌噬菌体 BpEP4，采用嵌段

式聚醚 F-68 包被噬菌体，然后负载于脱脂米糠制得噬菌体粉剂，双层琼脂平板法测定粉剂的噬菌体

效价，研究其耐高温性能、pH 稳定性与常温保存稳定性。【结果】噬菌体粉剂可以在 100 °C 保持噬

菌体的活性，pH 耐受范围为 2.0−12.0。常温下保存 3 个月噬菌体效价无明显降低。【结论】粉剂显

著提高了噬菌体的抗逆性与稳定性，具有很好的应用价值和推广前景。 
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Abstract: [Background] Antimicrobial resistance is a serious threat to global public health, and the 
animal breeding is an important source of pathogen spreading. Further, our country has created a set of 
strategies to combat rising resistance, which include of optimizing the use (and preventing the overuse) of 
antibiotics. Since, novel, safe and efficient alternatives to antibiotic are highly in demand. Bacteriophages 
(phages) are being considered as promising potential antibacterial agents. However, phages, as living 
microorganisms, have some drawbacks such as poor stability and low utilization during storage and use. 
[Objective] Phage powder was prepared to improve the stress resistance and stability of phage, and to 
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provide technical support for the application of phage in the breeding industry. [Methods] In this study, we 
produce a phage powder of E. coli phage BpEP4 with block polyether F-68 and the defatted rice bran 
excipents. The double agar plate method was used to study its stability against high temperature, pH 
stability and storage stability at room temperature. [Results] The phage powder can maintain the activity 
of phage at 100 °C and could survive in a pH range of 2.0−12.0. There is no significant reduction in phage 
titer after 3 months at room temperature. [Conclusion] The phage powder can significantly improve the 
stress resistance and stability of the phage, and has good application value and promotion prospects. 

Keywords: bacteriophage, bacteriophage powder, stress resistance, stability 
 

细菌耐药性是全球重要的公共卫生问题，而养

殖业是产生细菌耐药性的重要源头之一。养殖规模

巨大、疫病流行复杂、耐药性问题突出及“超级耐

药菌”不断出现已对我国公共卫生安全构成重大威

胁，因此加强动物疫病防控是从源头上控制细菌耐

药性和保障公共卫生安全的国家重大需求。为了应

对细菌的耐药性和抗生素残留所导致的机体免疫

力下降以及环境污染等问题，我国正在全力推进

“减抗、限抗、禁抗”战略，这是破解抗生素长期应

用引发系列问题的根本之策。这一战略的实施也对

安全有效的新型替抗产品的研发提出新的需求。作

为一种新型的对付耐药致病菌的潜在抗菌剂，噬菌

体被认为是一个重要的突破口[1]。噬菌体在养殖领

域是一种潜在的替抗产品，已经开始在畜牧行业研

究和推广，如控制家禽和家畜出现的大肠杆菌[2-3]、

沙门氏菌[4]、魏氏梭菌等感染[5]。 

噬菌体通常被制成液体制剂，但其在溶液中的

稳定性有限，需要低温才能保持活性，在加工和储

存过程中噬菌体滴度也会显著下降，因此提高噬菌

体的抗逆性和稳定性一直是噬菌体应用中需要面

临的一个重要问题。噬菌体稳定化技术已成为噬菌

体研究的重点与热点之一[6-9]。常用的微生态制剂

如益生菌等，通常采用冷冻干燥的办法做成粉剂来

保持微生物的活性。近年来的研究表明，通过冷冻

干燥制备的噬菌体粉剂既可以提高噬菌体在长期

储存中的稳定性[6]，也可以在较宽的温度和 pH 值

范围内表现出高稳定性[7]。然而冷冻干燥成本高、

能耗大。低温喷雾干燥也可以制备噬菌体粉剂，提

高噬菌体稳定性[8-9]，同时较冷冻干燥效率更高，

也可以降低一些成本；但该方法对于载体材料的水

溶性要求高，必须是水溶性聚合物。这 2 种干燥方

法都依赖于昂贵的设备，成本较高，难以在饲料中

推广应用。 

噬菌体包被技术因能提高噬菌体的环境抗逆

性而备受关注[10-11]。沙门菌噬菌体包封在脂质体后

在 4 °C 条件下能储存 3 个月，可以加入饮用水和

动物饲料使用[12]。将噬菌体包埋在壳聚糖中可以

提高治疗效果[13-14]，包被在海藻酸盐中提高热稳定

性[15]，但这些方法制备步骤烦琐，不利于工业化

生产。嵌段式聚醚是一种热保护剂[16]，常用于医

药制剂。它是一种具有热敏凝胶性质的高分子聚合

物，随着温度的升高，黏稠度增大，逐渐由液体变

为胶体状[17-18]。嵌段式聚醚能够显著增强药物的生

物利用度[19]，但在噬菌体制剂里还没有引起关注。 

本研究选用嵌段式聚醚 F-68 为包被剂，脱脂

米糠为载体，使用实验室通用设备，制备得到噬菌

体粉剂，并研究噬菌体粉剂的耐高温性能、pH 稳

定性和耐胃液、肠液性能及室温保存稳定性。 

1  材料与方法 

1.1  噬菌体及其宿主菌 

宿主菌大肠杆菌 1-9A 的对应噬菌体为 BpEP4 

(EP4)，均分离自养鸡场粪便，并由本实验室保存。 

1.2  主要试剂和仪器 

LB 培养基，北京陆桥技术有限责任公司；琼

脂粉、嵌段式聚醚 F-68、牛胆盐、胰蛋白酶及胃

蛋白酶等，生工生物工程(上海)股份有限公司。 

生物安全柜，苏净安泰仪器设备有限公司；电

热恒温培养箱，上海森信实验仪器有限公司；电热
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恒温鼓风干燥箱，上海精宏实验设备有限公司。 

1.3  噬菌体粉剂制备与保存 

将嵌段式聚醚 F-68 粉按 4%的质量体积比溶

于噬菌体溶液，在 37 °C、180 r/min 的条件下与噬

菌体孵育 2 h 进行噬菌体包被。将包被好的噬菌体

溶液以 1:4 (质量比)的比例喷洒在载体脱脂米糠

(过 40 目筛)，一边喷洒一边搅拌，混合均匀，50 °C

干燥 2 h，湿度<10%，过 40 目筛。四分法取样，

10 份样品噬菌体效价相对偏差<5%，常温保存。 

1.4  噬菌体含量测定 

将 3.0 g 噬菌体粉剂溶于 30 mL PBS 中，37 °C、

180 r/min 振荡 2 h 后用孔径 0.22 µm 无菌微孔滤膜

过滤，测定溶液中噬菌体的效价，并计算 1.0 g 噬

菌体粉剂中噬菌体的效价。 

1.5  模拟胃液与模拟肠液的配制 

模拟胃液[20]：将 0.1 mol/L 磷酸钾缓冲液的 pH

值分别调为 1.2、2.0、3.0、4.0、5.0、6.0 和 7.0，

高压灭菌后再加入胃蛋白酶(10.0 g/L)，混合使其

充分溶解，得到模拟胃液。使用前进行 37 °C 预热。 

模拟肠液[20]：将磷酸钾缓冲液 pH 值调至 6.8

后灭菌，加入胰蛋白酶(10.0 g/L)，分别加入不同

浓度胆盐(0、0.3、1.5 和 3.0 g/L)，混合使其充分

溶解，得到模拟肠液。使用前进行 37 °C 预热。 

2  结果与讨论 

2.1  噬菌体包被剂筛选 

我们选取了几种保护剂(甘油、低聚异麦芽糖、

山梨醇、嵌段式聚醚 F-68)对噬菌体进行包被。分

别采用 PBS (空白)、20%甘油、2%低聚异麦芽糖、

6%山梨醇及 4% F-68 进行噬菌体包被，将包被好

的噬菌体以 1: 4 (质量比)的比例喷洒在脱脂米糠，

混合均匀，烘干，得到噬菌体粉剂。然后采用 PBS

溶解释放出噬菌体，过滤后测定上层清液中噬菌

体含量，进一步计算得到每克噬菌体粉剂中噬菌

体 的 含 量 。 如 图 1 所 示 ， 2 % 低 聚 异 麦 芽 糖

(Isomaltooligosaccharide)组与 6%山梨醇(Sorbitol)

组的噬菌体效价比空白组含量低，分别为空白组的

50%与 20%。4% F-68 组与 20%甘油(Glycerol)组比

空白组效价高，其中 4% F-68 对于低温干燥条件下

噬菌体的保护效果最好，是空白组的 2.2 倍，20%

甘油组为空白组的 1.9 倍。20%甘油组虽然也能很

好地保持噬菌体的活性，但由于甘油黏度大，低温

烘干后呈硬块状，需要再次研磨成细粉，而 F-68

组低温烘干后呈粉状，具有良好的流动性。我们又

比较了不同含量的 F-68 对噬菌体的保护效果。如

图 2 所示，随着 F-68 浓度的增加，噬菌体粉剂 

 

 
 
图 1  不同包被剂对于噬菌体效价的影响 
Figure 1  The effect of different coating agents on the 
phage titer 

 

 
 
图 2  F-68 浓度对于噬菌体效价的影响 
Figure 2  The effect of concentration of F-68 on the 
phage titer 
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的噬菌体效价增大，考虑到 F-68 的溶解度和噬菌

体粉剂的成本，我们没有进行更高 F-68 添加量的

实验，最终选择 4% F-68 作为后续噬菌体粉剂的包

被剂。 

2.2  噬菌体载体筛选 

噬菌体经 F-68 包被后，分别采用等量的脱脂

米糠、米糠与玉米芯粉为载体进行负载，烘干。如

图 3 所示，3 种粉剂的噬菌体效价依次为 3.80×107、

9.55×106 与 1.51×106 PFU/g。脱脂米糠作载体组的

噬菌体效价最高。此外，我们在测定噬菌体效价时，

发现脱脂米糠较米糠和玉米芯粉的可溶性更好，更

容易分散在水溶液中，也更容易释放噬菌体。这可

能由于脱脂米糠经过脱脂处理后亲水性较米糠和

玉米芯粉更好，同时粉剂更细，对于噬菌体的负载

效果更好。脱脂米糠是米糠经过压榨以后生产，保

留了米糠原有的营养成分并有芬芳的气味，不容易

生虫和发霉，常用于兽药、添加剂、维生素等产品

的生产原料[21]。此外，我国米糠资源丰富、成本

低，因此脱脂米糠是噬菌体载体的理想选择。 

2.3  噬菌体粉剂耐高温性能 

良好的耐高温性能是噬菌体粉剂用于饲料加

工的重要基础。我们研究了 50−100 °C 范围内噬菌

体粉剂的耐高温性能，同时以未经处理 EP4 液体 

 

 
 
图 3  不同载体对于噬菌体效价的影响 
Figure 3  The effect of different carriers on the phage 
titer 

噬菌体组、F-68 包被的液体噬菌体组、脱脂米糠

直接负载的 EP4 噬菌体粉剂组作为对照，结果表

明(图 4)，50−80 °C 分别加热 3 min 后 4 组的噬菌

体效价无明显变化，说明噬菌体可以耐受 80 °C 及

以下的温度；90 °C 加热 3 min 后 4 个组出现了显

著性差异，EP4 液体组、EP4+F-68 液体组、EP4+

脱脂米糠粉剂组及 EP4+F-68+脱脂米糠组分别下

降 4.3、3.2、1.8 和 1.2 个数量级；100 °C 加热 3 min

后 EP4 组中噬菌体全部灭活，EP4+F-68、EP4+脱

脂米糠及 EP4+F-68+脱脂米糠分别剩余噬菌体

1.99×103、3.98×104 和 3.98×105 PFU/g，说明 F-68

和脱脂米糠二者都显著提高了噬菌体的耐高温

性能。饲料颗粒挤出加工过程中通常遇到的条件

为 95 °C 下 2 min[22]。因此，EP4+F-68+脱脂米糠

噬菌体粉剂优异的耐高温性能可以满足养殖业饲

料制粒温度的要求。 

 

 
 
图 4  噬菌体粉剂和液体噬菌体的耐高温稳定性 
Figure 4  The stability of phage powder and liquid phage 
against high temperature 
注：EP4：液体噬菌体组；EP4+F-68：F-68 包被的液体噬菌体

组；EP4+Defatted rice bran：EP4 负载脱脂米糠的噬菌体粉剂

组；EP4+F-68+Defatted rice bran：F-68 包被的 EP4 负载脱脂

米糠的噬菌体粉剂组。下同 

Note: EP4: Liquid phage group; EP4+F-68: Liquid F-68 coated 
phage group; EP4+Defatted rice bran: EP4 loaded defatted rice 
bran phage powder group; EP4+F-68+Defatted rice bran: F-68 
coated EP4 loaded defatted rice bran phage powder group. The 
same below  
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2.4  噬菌体粉剂的 pH 稳定性 

提高噬菌体在消化过程中的耐受力是噬菌

体粉剂的关键技术需求[23-24]，其中 pH 稳定性是

噬菌体对于胃液耐受的重要评价指标。如图 5 所

示，液体噬菌体组(EP4)和 F-68 包被的液体噬菌体

组(EP4+F-68)这 2 组 pH 耐受范围均为 4.0−10.0，

但在 pH 为 4.0 时 F-68 包被的液体噬菌体组比液体

噬菌体组高 2.3 个数量级；噬菌体 EP4 直接负载脱

脂米糠组(EP4+Defatted Rice Bran)与 F-68 包被的噬

菌体负载脱脂米糠(EP4+Defatted Rice Bran)这 2 组

固体粉剂 pH 耐受范围为 2.0−12.0，并且在 pH 

8.0−12.0 范围内，采用 F-68 包被的噬菌体粉剂组比

未经 F-68 包被的噬菌体粉剂组效价高  1 个数量

级。说明脱脂米糠可以显著拓宽噬菌体的 pH 耐受

范围，而 F-68 包被可以提高噬菌体的耐酸碱性能。

另外，我们还测定了 pH 1.2−7.0 范围内的模拟胃

酸下的噬菌体粉剂的噬菌体活性，结果与图 5 中

pH 1.2−7.0 结果一样，说明噬菌体粉剂在模拟胃酸

中具有良好的噬菌体活性。 

2.5  噬菌体粉剂的耐肠液性能和胆盐性能 

我们还研究了含不同胆盐浓度的模拟肠液中

2 组液体制剂和 2 组粉剂的噬菌体活性。结果表明 

 
 
图 5  噬菌体粉剂和液体噬菌体的 pH 稳定性 
Figure 5  pH stability of phage powder and liquid phage  

 
(图 6)，在无胆盐、低(0.03%)、中(0.15%)、高(0.3%)

胆盐浓度的模拟肠液中，4 组噬菌体无明显差异，

存活率均在 95%以上。说明胰蛋白酶、胆盐、模

拟肠液对噬菌体活性的影响不显著。 

2.6  噬菌体粉剂的常温保存稳定性 

噬菌体在溶液中的稳定性有限，通常需要低温

保存，常温储存过程中噬菌体滴度会显著下降。我

们研究了噬菌体粉剂在常温下长期保存的稳定性。 

 

 
 
图 6  噬菌体粉剂和液体噬菌体在含不同胆盐浓度的模拟肠液中的稳定性 
Figure 6  Stability of phage powder and liquid phage in simulated intestinal fluid with different concentrations of bile salt 
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如图 7 所示，将制备的噬菌体粉剂(EP4+F-68+ 

Defatted rice bran)与液体噬菌体 (EP4)置于室温

25 °C 保存，在第 7、15、30、60 和 90 天，分别

测定 2 种制剂的噬菌体效价。如图 7 所示，噬菌体

粉剂保存 1 个月后噬菌体含量仅下降 0.5 个数量

级，保存 3 个月后仅下降 1 个数量级；而液体噬菌

体在保存 1 个月后噬菌体含量降低 2 个数量级，保

存 3 个月后降低约 4 个数量级。说明在常温下噬菌

体粉剂比液体噬菌体制剂能更好地保持噬菌体的

活性，具有更好的稳定性。这与冷冻干燥法制备噬

菌体粉剂能提高噬菌体保存稳定性的结论一致[6]。 

3  结论 

本研究采用嵌段式聚醚 F-68 对大肠杆菌噬

菌体进行包被，然后负载脱脂米糠制备得到噬菌

体粉剂，并对其耐高温性能、耐 pH 范围和在模

拟胃液、肠液中的耐受性及常温保存稳定性进行

了综合评价。该噬菌体粉剂在 100 °C 的高温下仍

保持很高的噬菌体活性；pH 耐受范围为 2.0−12.0；

在模拟胃液、肠液中噬菌体成活率高；常温保存

3 个月后噬菌体效价无明显降低。由此可见，制备

的噬菌体粉剂具有很好的抗逆性和稳定性。本研究

将为噬菌体粉剂的制备和应用提供新思路。后续我

们 将 结 合 动 物 实 验 ， 并 研 究 饲 料 加 工 过 程 中 

 

 
 
图 7  噬菌体粉剂和液体噬菌体的常温保存稳定性 
Figure 7  Storage stability of phage powder and liquid 
phage at room temperature 

其他相关成分的影响，进一步优化噬菌体粉剂的

抗逆性和稳定性，为噬菌体作为饲料添加剂、保

障畜牧和水产等养殖业的健康可持续发展提供技

术指导。 
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