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摘要: 为提高保加利亚乳杆菌制剂的长期稳定性和对不良环境的耐受能力, 本文制备了一种新型的保加  
利亚乳杆菌微胶囊。保加利亚乳杆菌微胶囊最优工艺流程和条件为: 将保加利亚乳杆菌与 3%  海藻酸钠溶液混   
合, 其中菌悬液浓度约为 1×109 cfu·mL−1 (cfu: colony-forming units), 通过点胶机滴至灭菌的 2% CaCl2溶液, 固    
化 30 min后冷冻干燥得微胶囊, 以提高保加利亚乳杆菌的稳定性和存活率。所制得的微胶囊颗粒圆整、粒径均
一、囊壁结构保持完整。对冻干菌粉及微胶囊进行耐酸性能、耐高温性能、耐高湿性能和长期稳定性等研究, 结
果显示微囊化技术可以明显改善保加利亚乳杆菌的稳定性以及对不良环境的耐受能力。 
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Abstract: A new type of L. Bulgaricus microcapsule was prepared to improve stability and resistance          

of L. Bulgaricus probiotics in harsh environments.  An optimal method of preparation of L. Bulgaricus        
microcapsule is as follow.  L. Bulgaricus was mixed with 3% alginate solution.  The concentration of bacterial 
suspension was 1×109 cfu·mL−1.  The mixture was microencapsulated by extrusion into 2% CaCl 2 solution with 
a dispensing equipment.  After 30 min solidification, the gel beads were lyophilized to obtain L. Bulgaricus 
microcapsules.  The microencapsulation technology was aimed to improve the stability and survival rate of          
L. Bulgaricus.  The microcapsule was spherical with uniform particle size and intact structure.  The tolerance 
of acid, high temperature, high humidity and the long-term stability of freeze-dried powder and microcapsule 
were evaluated.  The results indicated that microencapsulation technic could greatly improve stability and       
resistance of L. Bulgaricus probiotics in harsh environments. 
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常见的益生菌有双歧杆菌和乳杆菌[1]。益生菌制

剂可用于急性腹泻、慢性腹泻、慢性便秘、肠易激综

合征、肝损伤[2]、神经系统疾病[3]和特应性疾病[4]等

疾病的治疗, 具有广阔的市场前景。但益生菌在制剂
制备过程中易失活, 且益生菌在胃酸环境中会大量
死亡, 因此益生菌的高存活率和高稳定性始终是益



· 1166  · 药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2017, 52 (7): 1165 −1169  

 

生菌制剂的巨大挑战[5]。只有较大数量的存活益生菌

通过宿主的上行消化系统后, 在肠道释放并定植于
肠道黏膜才能发挥功效。因此益生菌制剂产品对人体

产生积极作用需要满足两个条件: 一是益生菌制剂
在生产、运输和储存过程中维持较高的活菌率, 国内
外普遍认为活菌制剂在临床使用时至少需要达到

1×106～1×107 cfu·g−1(mL−1) (cfu: colony-forming units) 
的活菌数[6]; 二是能够在通过胃液等不良环境后有大
量的活菌到达肠道。冷冻干燥技术是传统益生菌产品

的常用制备技术, 它基于“饥饿存活”原理来降低
益生菌的水分含量, 使得益生菌处于休眠状态以延
长保存期, 但是这类产品对储存的环境要求高, 且对
胃酸没有耐受力, 因此在很多应用方面受到限制。 

微胶囊技术, 又称微胶囊化, 是指利用性能较稳
定的天然或合成高分子材料作为壁材, 将性能不稳
定的固体、液体等物质包埋在一个封闭“容器”中的

技术[7]。微胶囊内部物质称为芯材, 包埋基质或包裹
材料称为囊材。通过微囊化可以隔绝芯材与外界环 
境, 避免氧气、水分和光照等对敏感成分的不良影响, 
提高药物的稳定性, 可以将芯材由液态向固态转变, 
可以控制芯材的释放[8], 掩盖芯材的不良口味等。微
胶囊适合于包载稳定性差的大分子蛋白、多肽类和益

生菌等药物[9]。常见的益生菌微囊化的制备方法[10]

有喷雾干燥法、喷雾冷却法[11]、空气悬浮法、挤压法

和乳化法。其中, 挤压法具有操作简单, 不需要有机
试剂, 制备的微胶囊机械强度大等优点, 因此受到越
来越多的关注。 

本文旨在利用挤压法, 结合微囊化技术, 选取保
加利亚乳杆菌来制备新型益生菌制剂, 通过优化制
备处方工艺, 以达到较高的包埋率, 使该制剂在常温
下具有较长的保质期, 并且能够在通过胃酸等不良
环境后依然具有较高的活菌数。 
 

材料与方法 
材料  海藻酸钠 (青岛明月海藻集团有限公司); 

氯化钙 (分析纯, 天津市科密欧化学试剂有限公司); 
海藻糖 (99%)、维生素 C (分析纯  > 99%)、谷氨酸钠 
(分析纯  > 99%) (上海阿拉丁试剂有限公司); 脱脂乳 
(市售食品级, Fonterra Co-operative Group Ltd.); 卡式
试剂 (分析纯, 广州化学试剂厂)。 

主要仪器  全自动点胶机 (980A, 奥斯邦中国
有限公司); 倒置显微镜 (BDS20, 重庆奥特光学仪器
有限责任公司); 冷冻干燥机 (Christ Alpha 1-4LSC, 北
京博劢行仪器有限公司); 全自动菌落计数仪 (G1, 杭

州迅数科技有限公司); 激光粒度分析仪 (Mastersize 
2000, Malven Instruments Ltd.); 场发射扫描电子显微
镜 (SEM, JSM-6330F, 日本电子株式会社)。 

挤压法制备保加利亚乳杆菌微胶囊  取紫外照
射灭菌 30 min后的海藻酸钠粉末, 缓缓加入 60 ℃剧

烈搅拌的灭菌纯化水或含冻干保护剂 (脱脂乳、海藻
酸钠、维生素 C和谷氨酸钠) 水溶液, 继续搅拌使之
溶解, 冷却至室温备用。将保加利亚乳杆菌在 MRS
液体培养基厌氧培养 24 h后, 离心收集菌泥, 与浓度
为 3%  海藻酸钠溶液 (含冻干保护剂) 按一定比例混
匀, 平衡 30 min。将浓度为 1×109 cfu·mL−1海藻酸钠

菌悬液加入点胶机物料筒, 在一定压力和高度下逐
滴加入 2% CaCl2溶液中, 静置固化 30 min, 收集凝
胶珠, 用 0.85%  生理盐水洗涤 3次。将制备好的凝胶
珠于−80 ℃预冻 1 h, 然后在冷阱温度−50 ℃、真空度

约为 25 Pa条件下冷冻干燥约 48 h, 得到保加利亚乳
杆菌微胶囊。 

形态结构观察及粒径分布测定  用扫描电子显
微镜观察冻干菌粉表面形态。取冻干菌粉适量, 用双
面胶附于铜片上, 喷金置于 15 kV加速电压下的扫描
电子显微镜观察形态。用倒置显微镜观察冻干微胶囊

表面形态。取冻干微胶囊若干, 置于载玻片上, 倒置
显微镜选择适当放大倍数观察并拍照。 

随机选取海藻酸钠凝胶珠 100粒, 用游标卡尺测
量粒径, 计算平均粒径。按照《中国药品检验标准操
作规范 (2010 版)》要求, 激光粒度分析仪光散射法
湿法 (无水乙醇作为介质) 测定冻干菌粉粒径, 干法
测定冻干后微胶囊粒径。 

水分测定  由于冻干菌粉吸湿性强, 在 25 ℃、

相对空气湿度 (relative humidity, RH)  < 45%  条件下

按照《中国药品检验标准操作规范 (2010 版)》费休
氏水分测定法测定冻干菌粉含水量。烘干法测定冻干

后微胶囊含水量。 
吸湿性考察  配制相对湿度分别为 75% NaCl和

92% KNO3饱和盐溶液, 置于干燥器中, 室温 (25 ℃) 
放置 24 h, 备用。称取冻干菌粉和冻干微胶囊样品 1 g, 
放入盛有不同相对湿度饱和溶液的干燥器中, 室温放
置 15天, 于 2、4、6、8、10、12、24、36 h和 2、3、
4、8、12天分别取出称重, 计算样品的吸湿增重百分比 
(n = 3)。绘制冻干菌粉和冻干微胶囊的吸湿平衡曲线。 

耐酸性能实验  称取 3 g 冻干菌粉和 3 g 冻干     
微胶囊, 分别加入盛有 121 ℃高压灭菌 15 min 后的
0.1 mol·L−1 HCl 溶液 100 mL 和 1 L 中, 溶出介质      
温度为 (37± 0.5) ℃。将冻干菌粉置于恒温水浴摇床
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中 100 r·min−1振摇 2 h, 吸取 3 mL, 用倾注平板稀释
法来测定活菌数 (n = 3)。将冻干微胶囊置于溶出仪    
中, 浆法转速 75 r·min−1, 2 h后滤取冻干微胶囊, 吸
干表面 HCl, 加入柠檬酸钠解囊液, 37 ℃、200 r·min−1

振摇 45 min后待冻干微胶囊全部溶解, 吸取 1 mL测
定活菌数 (n = 3)。 

高湿实验  称取冻干菌粉及冻干微胶囊 3 g, 置
于 25 ℃、RH 60%  稳定性箱, 于 5、10和 15天分别
取样测定活菌数 (n = 3), 以考察冻干菌粉及冻干微
胶囊在高湿环境下的存活率。 

耐热性能实验  称取 3 g冻干菌粉及冻干微胶囊, 
充氮气作为保护气, 压盖后密封保存; 另取 3 g冻干
菌粉复溶于灭菌的 0.85%  生理盐水 10 mL中, 涡旋使
之完全溶解, 分别置于 40 ℃、45 ℃、50 ℃、55 ℃、

60 ℃和 70 ℃条件下 2 h后, 分别测定保加利亚乳杆菌
活菌数 (n = 3), 考察冻干菌粉、冻干微胶囊及复溶冻
干菌粉耐热性能。 

长期稳定性考察  称取冻干菌粉及冻干微胶囊
3 g, 充氮气作为保护气, 压盖密封后装入铝袋塑封
保存于 25 ℃、RH 60%  的恒温恒湿实验箱, 于 5、10、
15、30、60和 90天取样品测量活菌数 (n = 3), 考察
冻干菌粉和冻干微胶囊长期稳定性。 
 

结果与讨论 
1  保加利亚乳杆菌冻干菌粉及冻干微胶囊的表征 
1.1  形态结构及粒径分布  如图 1 所示, SEM 照片
显示冻干菌粉轻微研磨后呈片状颗粒, 表面未见明
显保加利亚乳杆菌菌体, 说明冻干过程对菌体具有
良好的包埋效果。图 2是微胶囊冻干后的倒置显微镜
观察图, 从图中可以看出, 微胶囊冻干后有一定程度
的皱缩, 但没有裂纹产生, 囊壁结构保持完整。冻干
菌粉轻微研磨后粒径呈正态分布, d(0.5)为 50.042 μm, 
多分散指数 (polydispersity index, PDI) 为 0.603。挤
压法最佳工艺条件制备的保加利亚乳杆菌微胶囊 , 
由于粒径较大 , 用游标卡尺测得粒径为 1.75± 0.18 
mm (n = 100)。冻干后测得的粒径呈正态分布, d(0.5)为

887.419 μm, PDI为 0.208, 分布范围较窄, 说明最佳
工艺条件下制备的微胶囊冻干前后均保持粒径均一。 
1.2  水分测定  冻干后水分含量直接影响菌体的状
态, 一般菌种保藏控制冻干样品水分含量1.5%～3.0% 

比较适宜, 维持较低的水分含量, 菌种才能维持休眠
状态, 但水分含量低于 0.5% 可能引起冻干过程中DNA
链的断裂导致菌种死亡。室温下控制环境相对湿度

RH < 45%, 用费休氏水分测定法冻干后菌粉水分含量 

 
Figure 1  Scanning electron microscope images of freeze-dried 
L. Bulgaricus 
 

 
Figure 2  Morphology of microcapsule by inverted microscope.  
A: Magnification 10×5; B: Magnification 10×40  
 
为 (3.27± 0.21) % (n = 3)。由于冻干微胶囊无法直接用
费休氏水分测定法测量, 选用烘干法 105 ℃至恒重, 测
得水分含量为 (3.94± 0.17) % (n = 3)。Zayed等[12]研究

表明冻干唾液乳酸菌菌粉水分含量在 2.8%～5.6%  有

利于延长菌粉保存时间。冻干菌粉和冻干微胶囊均维

持较低的水分含量, 水分含量在 2.8%～5.6%  之间, 
有利于菌体保持休眠状态。 
1.3  吸湿性测定  为达到长时间保存菌体的目的, 
需要将冻干菌粉和冻干微胶囊维持低水平的水分含

量, 以达到长时间保藏的目的。因此, 考察样品吸湿
性对冻干菌粉和冻干微胶囊的性质有重要意义。由    
图 3可知, 由于冻干保护剂脱脂乳和海藻糖等具有吸
湿性, 在 RH 75%  和 92%  条件下冻干菌粉吸湿性明    
显高于冻干微胶囊。在 RH 75%  条件下, 冻干微胶囊
最终吸湿增重率为 4.32%, 而冻干菌粉吸湿增重率为
13.84%, 为前者的 3.2倍。这是因为冻干微胶囊表面 
 

 
Figure 3  Weight increment of freeze-dried microcapsule and 
freeze-dried L. Bulgaricus under different humidity conditions.  
n = 3, x ± s.  RH: Relative humidity 
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相对致密, 且脱脂乳和海藻糖等分散在冻干微胶囊
内部 , 导致冻干微胶囊抗湿性能相对较高 ; 在 RH 
92%  条件下, 冻干菌粉和冻干微胶囊吸湿增重率均
不断迅速上升, 但后者增重速率也明显低于前者。吸
湿性实验表明, 挤压法结合冷冻干燥法制备微胶囊
相对于单纯冷冻干燥制得的菌粉对外界湿度的敏感

度明显降低。 
2  保加利亚乳杆菌冻干菌粉和冻干微胶囊在不良环
境下耐受能力与长期稳定性 

2.1  耐酸性能  当口服益生菌制剂进入胃肠道, 首
先到达 pH 值为 1.0～2.0 胃液中, 只有耐受胃酸 (低
pH) 环境顺利抵达小肠并且释放, 才能发挥益生菌
制剂改善肠道菌群的作用。因此, 模拟胃肠道环境[13]

以考察口服益生菌制剂的稳定性是很有必要的。由图

4 可知, 冻干微胶囊经过模拟胃液处理 2 h 后, 冻干
微胶囊中存活的活菌数为 1.24×109 cfu·g−1, 而冻干菌
粉中活菌数为 4.3×104 cfu·g−1。虽然冻干微胶囊活菌

数下降为原来的 29.51%, 但与冻干菌粉相比, 活菌
数是其 28 840倍, 而且大于 1×107 cfu·g−1, 达到了益
生菌制剂的要求。有研究报道[14]未经二次包衣海藻

酸钠凝胶珠无法良好地抵御胃酸的作用, 导致活菌
数下降了几个数量级。由于挤压法制备微胶囊粒径较

大, 所以在模拟胃液中与介质接触的表面积相对较
小, 模拟胃液对其损伤相对较小。说明微囊化可以明
显改善益生菌在胃液中的存活率, 更多数量的活菌
可以顺利通过胃液, 到达并定植于肠道黏膜。 
2.2  高湿条件下存活率 将冻干菌粉和冻干微胶囊
置于 25 ℃、RH 60%  条件下, 对比空气水分对冻干菌
粉和冻干微胶囊中保加利亚乳杆菌存活率的影响。如

图 5 所示, 冻干微胶囊 RH 60%  条件下放置 15 天保
加利亚乳杆菌活菌数下降为原来的 1%, 而冻干菌粉
在第 10 天几乎已经无法测得活菌数。表明微囊化明
显提高保加利亚乳杆菌对高湿环境的抵御能力。这主 
 

 
Figure 4  Probiotic survival rate of freeze-dried powder and 
microcapsule in SGF.  n = 3, x ± s.  SGF: Stimulated gastric 
fluid; cfu: Colony-forming units 

要是由于冻干菌粉在高湿环境下吸收大量水分, 导
致水分含量升高, 菌体不处于休眠状态、新陈代谢加
速和营养缺乏等因素, 迅速大量死亡; 而冻干微胶囊
吸湿性明显低于冻干菌粉, 冻干微胶囊内部水分含
量较低, 菌体依然保持休眠状态, 能够保持较高的活
菌数。但冻干菌粉和冻干微胶囊储存过程仍应该避免

高湿环境, 以延长其存活期。 
2.3  耐热性能  益生菌制剂在储存过程或进一步处
理过程中, 会遇到一些极端环境。高温实验可以确定
冻干菌粉或冻干微胶囊耐受的最高温度。由图 6可知, 
当菌种已定, 营养条件不变时, 保加利亚乳杆菌的存
活率随温度的升高而明显降低。复溶冻干菌粉会使菌

体复苏, 菌体不处于休眠状态, 在高温下迅速死亡。
冻干菌粉和冻干微胶囊的保加利亚乳杆菌存活率明

显高于复溶冻干菌粉, 表明冻干过程可以明显提高
菌体对温度的耐受能力。但冻干菌粉和冻干微胶囊储

存过程仍应该避免高温环境, 以延长其存活期。且与
冻干菌粉相比, 冻干微胶囊中益生菌的存活率更高, 
说明微囊化可以提高保加利亚乳杆菌对高温环境的

抵御能力, 有效提高保加利亚乳杆菌在高温环境下 
 

 
Figure 5  Probiotic survival of freeze-dried powder and micro-
capsule in high humidity condition.  n = 3, x ± s 
 

 
Figure 6  Probiotic survival rate of freeze-dried powder and 
microcapsule at different temperatures.  n = 3, x ± s 
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Table 1  Survival of freeze-dried powder (FP) and freeze-dried microcapsule (FM) during storage at  25 ℃, RH 60% condition.  n = 3, 
x ± s 

Storage time/day FM/109 cfu·g−1 FM/log cfu·g−1 FP/109 cfu·g−1 FP/log cfu·g−1 

 0 4.20 ± 0.20 9.62 ± 0.02 17.70 ± 1.40 10.23 ± 0.03 

 5 3.50 ± 0.15 9.54 ± 0.02 12.40 ± 0.50 10.09 ± 0.02 

15 2.71 ± 0.14 9.43 ± 0.02 10.40 ± 0.13 10.02 ± 0.01 

30 2.13 ± 0.12 9.32 ± 0.02  6.50 ± 0.11  9.82 ± 0.01 

60 1.55 ± 0.08 9.17 ± 0.02  2.68 ± 0.09  9.43 ± 0.01 

90 0.57 ± 0.04 8.76 ± 0.03  0.53 ± 0.04  8.72 ± 0.03 

 

的存活率。 
2.4  长期稳定性   益生菌制剂的稳定性是评价其
质量的重要指标之一, 稳定性考察通常有经典恒温
法或加速实验法。本实验采用 25 ℃经典恒温法, 测
定冻干菌粉和冻干微胶囊的贮存稳定性。由表 1 可    
知, 在 25 ℃、RH 60%  条件下储存 3个月, 冻干微胶
囊活菌数从 4.2×109 cfu·g−1降至 5.7×108 cfu·g−1, 而    
冻干菌粉从 1.77×1010 cfu·g−1 降至 5.3×108 cfu·g−1,      
存活率分别为 5.67%  和 0.37%。虽然冻干微胶囊组初
始活菌数低于冻干菌粉组, 但冻干微胶囊失活速率
明显低于冻干菌粉, 在 25 ℃、RH 60%  条件下冻干微

胶囊组的理论保质期比冻干菌粉组延长了 54.52%～
77.30%。说明微囊化技术结合冷冻干燥技术较单纯   
冷冻干燥可以明显延长菌体的存活时间。 
 

结论 
本文采用微胶囊技术制备保加利亚乳杆菌活菌

制剂。确定保加利亚乳杆菌微胶囊最优工艺流程和   
条件为: 将保加利亚乳杆菌与 3%  的海藻酸钠溶液混

合 (菌悬液浓度约为 1×109 cfu·mL−1), 通过点胶机滴
至 2% CaCl2溶液, 固化 30 min后冷冻干燥得微胶囊。
通过对冻干菌粉和冻干微胶囊进行一系列表征及稳

定性考察, 表明冻干微胶囊在高湿环境、高温环境和
模拟胃液中的存活率, 以及储存稳定性均明显优于
冻干菌粉。说明微囊化技术可以明显延长菌体的存活

时间, 改善保加利亚乳杆菌的稳定性及对不良环境
的耐受能力, 从而提高保加利亚乳杆菌的治疗效果。 
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