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鼠李糖乳杆菌聚乳酸多孔微球的制备和性质评价
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高钟镐, 黄 伟*

(中国医学科学院、北京协和医学院药物研究所, 药物传输技术与新型制剂北京市重点实验室, 北京 100050)

摘要: 口服益生菌易受胃肠道环境影响, 到达肠道的益生菌数目很少, 难以定植, 限制了益生菌疗法的应用。本

研究选择常见益生菌——鼠李糖乳杆菌 (Lactobacillus rhamnosus, LGG) 作为模型, 制备了鼠李糖乳杆菌聚乳酸多

孔微球制剂 , 考察其体外性质。采用复乳−溶剂挥发法制备得到左旋聚乳酸多孔微球 (poly-L-lactic acid porous 

microsphere, PLPM), 形态圆整, 大小均匀, 有开放及连通的多孔结构, 平均粒径为 138.5 μm。在 37 ℃将 PLPM 与

LGG共孵育 8 h, 得到高载菌率的鼠李糖乳杆菌多孔微球 (LGG-loaded porous microsphere, LPM)。通过静电作用逐

层将乙二醇壳聚糖 (glycol chitosan, GCS) 和海藻酸钠 (sodium alginate, SA) 包裹于LPM表面, 得到乙二醇壳聚糖和

海藻酸钠包封的鼠李糖乳杆菌多孔微球制剂 (layer-by-layer encapsulated LGG-loaded porous microsphere with GCS 

and SA, AGLPM)。体外实验证明, AGLPM可以耐受 2 h pH 1.2的模拟胃液及 pH 7.4的模拟肠液, 稳定性显著强于

裸LGG。壳聚糖和海藻酸钠包裹的聚乳酸多孔微球是一种较好的益生菌剂型。
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Abstract: Oral probiotics are susceptible to the gastrointestinal environment, so the number of probiotics 

reaching the intestine is small and difficult to colonize, limiting the application of probiotic therapy. In this study, 

Lactobacillus rhamnosus (LGG), a common probiotic, was chosen as a model, and layer-by-layer encapsulated 

LGG-loaded porous microspheres with glycol chitosan (GCS) and sodium alginate (SA) were prepared to investigate 

it's in vitro properties. Poly-L-lactic acid porous microspheres (PLPM) were prepared by the complex milk-solvent 

evaporation method, with rounded morphology, uniform size, open and connected porous structure, and the average 

particle size of 138.5 μm. The PLPM were co-incubated with LGG for 8 h at 37 ℃ to obtain the LGG-loaded porous 

microspheres (LPM) with high bacterial loadings. The surface of the LPM were wrapped with GCS and SA layer 

by layer by electrostatic action to obtain the layer-by-layer encapsulated LGG-loaded porous microspheres with 

GCS and SA (AGLPM). In vitro experiments demonstrated that AGLPM could tolerate simulated gastric fluid at 

pH 1.2 and simulated intestinal fluid at pH 7.4 for 2 h, and its stability was significantly better than that of bare 
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LGG. AGLPM was a better probiotic dosage form.

Key words: probiotic; poly lactic acid; porous microsphere; sodium alginate; glycol chitosan

益生菌是一种活的微生物, 可以与病原体竞争生

存空间、分泌抗菌物质抑制病原菌在肠道中的定植和

增殖[1-3], 可以与肠上皮细胞相互作用维持肠道通透性

和增强肠道屏障功能[4-6], 还可以与各种细胞相互作用

来调节肠道免疫功能, 包括 IEC、DC、T细胞和B细胞

等[7-10], 进而提高机体的免疫力 , 改善机体的健康[11]。

肠道中定植数量充足的益生菌是益生菌发挥疗效的前

提, 决定益生菌口服疗效的关键是可以耐受胃肠道环

境, 并在肠道中有效定植。益生菌的活力决定其定植

效率, 口服益生菌受胃肠道恶劣环境 (胃肠液 pH 1～8

变化、胆汁酸盐、各种消化酶等) 的影响, 导致益生菌

活力降低乃至大量死亡, 影响益生菌在胃肠道中的定

植和增殖[12], 限制了益生菌疗法的应用。在实际应用

中常常采用高频次地给与足够多数量益生菌以期提高

人体胃肠道内益生菌数量, 如常见益生菌片剂、益生菌

粉剂等, 由于其疗效一般, 常常作为膳食补充剂。目

前, 研究人员主要通过各种递送系统 (如微胶囊化技

术、涂层技术等) 封装益生菌或者通过基因编辑技术

改造益生菌[13-15], 使其耐受胃肠道环境, 以期增强益生

菌定植效率。

本研究为了克服益生菌递送遇到的难题, 选择生物

相容性好的左旋聚乳酸 (poly-L-lactic acid, PLLA) 为

载体材料, 采用复乳−溶剂挥发法制备左旋聚乳酸多

孔微球 (poly-L-lactic acid porous microsphere, PLPM) 

并加载典型益生菌——鼠李糖乳杆菌 (Lactobacillus 

rhamnosus, LGG), 制备鼠李糖乳杆菌多孔微球 (LGG-

loaded porous microsphere, LPM), 并对 LPM 进行处方

筛选与表征, 进一步通过静电作用将天然高分子多糖

即乙二醇壳聚糖 (glycol chitosan, GCS)−海藻酸钠 

(sodium alginate, SA) 封装在LPM表面, 得到乙二醇壳

聚糖−海藻酸钠包封的鼠李糖乳杆菌多孔微球 (layer-

by-layer encapsulated LGG-loaded porous microsphere 

with GCS and SA, AGLPM), 构建一种益生菌递送系

统 (图 1), 用于高效递送益生菌, 最后对LGG及制剂的

生长曲线及在胃肠模拟液稳定性进行初步评价, 为益

生菌制剂的研发奠定研究与实践基础。

材料与方法

试剂 鼠李糖乳杆菌 (134266, 北纳生物科技有

限公司); 左旋聚乳酸 (PLLA-07、PLLA-10、PLLA-20, 

山东省生物医药科学院有限公司); 二氯甲烷 (分析纯, 

北京市通广精细化工公司); 聚乙烯醇 (03-88、05-88、

17-88、24-88, 江西阿尔法高科药业有限公司); MRS培

养基 (20230830, 北京奥博星生物技术有限责任公司); 

MRS肉汤 (027312, 广州环凯微生物科技有限公司); 乙

二醇壳聚糖 (T13708, 聚合度 ≥ 400, 美国Targetmol公

司); 海藻酸钠 (K2215337, 430 mPa·S, 上海阿拉丁生化

科技股份有限公司); ATP检测试剂盒 (S0026, 上海碧云

天生物技术股份有限公司); 细菌活力/毒性检测试剂

盒 (EX3000, 北京索莱宝科技有限公司); 碳酸氢铵 (化

学纯, 上海凯为化学科技有限公司); 戊二醛 (上海麦克

林生化科技股份有限公司); 其余试剂均为分析纯。

仪器 均质乳化机 (HR-25D, 上海沪析实业有限

公司); 真空冷冻干燥机 (LGJ-10, 北京松源华兴科技发

展有限公司); 激光粒度仪 (S3500, 美国 Microtrac 公

司); 极高分辨场发射扫描电子显微镜 (FEI Apreo, 美

国 Thermo 公司); 酶标仪 (Synergy H1, 美国 BioTek 公

司); 激光粒度仪 (Malvern Nano ZSP, 英国 Malvern 公

司); 冷冻高速离心机 (5417R, 德国Eppendorf公司); 发

光检测仪 [GloMax® 20/20, 普洛麦格 (北京) 生物技术

有限公司]; 激光共聚焦显微镜(confocal laser scanning 

microscope, CLSM, STELLARIS 8, 德国Leica公司)。

LGG生长曲线测定 在 10 mL MRS液体培养基

中接入 2% LGG菌悬液, 混匀后置于 37 ℃培养, 于 0～

Figure 1　Schematic diagram of layer-by-layer encapsulated LGG-loaded porous microsphere with GCS and SA (AGLPM). PLLA: Poly-L-

lactic acid; PLPM: Poly-L-lactic acid porous microsphere; LGG: Lactobacillus rhamnosus; LPM: LGG-loaded porous microsphere; GCS: 

Glycol chitosan; SA: Sodium alginate
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120 h时间段内取样, 用酶标仪测定菌液 600 nm 吸光

度值, 记录数据绘制生长曲线。

PLPM制备 采用复乳−溶剂挥发法制备 PLPM, 

首先, 将 PLLA溶于二氯甲烷中得到 PLLA溶液, 加入

1% 碳酸氢铵水溶液高速剪切至初乳形成, 加入聚乙

烯醇 (poly vinyl alcohol, PVA) 水溶液, 继续高速剪切

制备复乳; 然后, 将上述复乳与适量纯水混合, 通过机

械搅拌使微球固化并除去多余的二氯甲烷; 最后, 过滤

并洗涤 3 次后 , 使用 0.1 mol·L-1氢氧化钠水溶液水解

20 min, 随后过筛并用去离子水洗 3遍, 冷冻干燥后得

到空白PLPM。

PLPM 处方筛选 对 PLLA 型号、PLLA 浓度、

PVA型号、PVA浓度、溶液体积比 (初乳∶PVA)、剪切速

率、剪切时间进行筛选 , 考察 PLLA 型号 (PLLA-07、

PLLA-10、PLLA-20)、PLLA 浓 度 (wt% : 1%、1.5%、

1.89%)、PVA 型 号 (05-88、07-88、24-88)、PVA 浓 度 

(wt%: 0.1%、1%、2%)、溶液体积比 (初乳∶PVA, 1∶1、

1∶2、1∶4)、剪切速率 (3 000、4 000、5 000 r·min-1)、剪切时

间 (5、10、20 min) 对所制备多孔微球理化性质的影响。

分别取制备后适量多孔微球分散于去离子水中, 通过

激光衍射法 (laser diffraction, LD) 使用激光粒度仪测

定多孔微球的粒径 , 采用扫描电镜 (scanning electron 

microscope, SEM) 观察多孔微球的表面及内部结构。

PLPM表征

形态观察 取少量 PLPM, 加入适量的去离子水

稀释到合适的浓度, 滴至硅片上自然风干, 喷金 30 s。

随后在电压 2.0 kV的条件下, 利用SEM观察多孔微球

的大致形貌。

粒径分布测定 取适量多孔微球分散于去离子水

中, 使用激光粒度仪测定多孔微球的粒径分布。

LPM的制备 精密称取适量 PLPM于离心管中, 

经紫外照射 30 min灭菌后, 加入适量对数生长期的菌

悬液, 37 ℃共孵育一段时间后, 即得LPM。

LPM 工艺摸索 对 PLPM 的量及孵育时间进行

筛选, 确定 PLPM用量及孵育时间。分别取制备后适

量PLPM分散于去离子水中, 通过LD使用激光粒度仪

测定LPM的粒径, 采用SEM观察LPM的表面形貌。

LPM表征

形态观察 取少量LPM溶液, 离心, 弃上清, 加入

适量的去离子水稀释, 经冷冻干燥后, 取适量均匀撒在

硅片上, 喷金 30 s。随后在电压 2.0 kV的条件下, 利用

SEM观察LPM的大致形貌。

粒径分布测定 取适量LPM分散于去离子水中, 

使用激光粒度仪测定LPM的粒径分布。

激光共聚显微镜观察 取适量LPM 5 000 ×g离心

15 min, 去除上清液, 加入 1 mL 0.85% NaCl溶液重悬

LPM, 5 000 ×g 离心 15 min, 去除上清液 , 加入 1 mL 

0.85% NaCl 溶液重悬 LPM, 重复 1 次 , 加 10 μL Nuc‐

Green染色工作液, 充分混匀, 室温避光孵育 15 min, 染

色结束后, 取 200 μL滴加在洁净的载玻片上, 盖玻片

压片后, 将样品置于CLSM下观察, 进行断层扫描。

LPM包封 采用逐步包封法, 对LPM进行逐层包

封, 即取适量孵育好的LPM溶液, 5 000 ×g离心15 min, 

去除上清液, 加入适量乙二醇壳聚糖溶液 (1 mg·mL-1) 

涡旋 10 s, 混匀 , 之后加入海藻酸钠溶液 (1 mg·mL-1) 

涡旋 10 s, 混匀 , 即得鼠李糖乳杆菌多孔微球制剂 

(AGLPM)。

AGLPM表征

Zeta 电位测定 取适量 LPM、GLPM、AGLPM 分

散于去离子水中 , 使用马尔文粒径对 LPM、GLPM、

AGLPM表面 zeta电位进行检测。

粒径分布测定 取适量 LPM、GLPM、AGLPM分

散于去离子水中, 使用激光粒度仪测定LPM、GLPM、

AGLPM的粒径分布。

激光共聚显微镜观察 取适量LPM 5 000 ×g离心

15 min, 去除上清液, 加入 1 mL 0.85% NaCl溶液重悬

LPM, 5 000 ×g离心15 min, 去除上清液, 重复1次, 加适

量1 mg·mL-1 GCS溶液涡旋10 s, 混匀, 再加入1 mg·mL-1 

SA溶液涡旋 10 s, 混匀。之后加 10 μL NucGreen染色

工作液, 充分混匀, 室温避光孵育 15 min, 染色结束后, 

取 200 μL滴加在洁净的载玻片上, 盖玻片压片后, 将

样品置于CLSM下观察, 进行断层扫描。

LGG在制剂中的增殖活力研究 为了评估表面

多孔微球是否会影响 LGG 的生长和增殖 , 测量了

LGG、LPM 和 AGLPM 的生长曲线。取 LGG、LPM 和

AGLPM 100 μL 接种于 9.9 mL 新鲜 MRS 液体培养基

中, 在 37 ℃下孵育, 分别于 1～120 h时间段内取样, 采

用菌落计数法平行测量3份。

AGLPM对胃肠模拟液稳定性考察

胃肠道模拟液的配制 根据文献[16,17]报道并略加

修改制备了模拟胃液 (simulated gastric fluid, SGF)、模

拟肠液 (simulated intestinal fluid, SIF)。 SGF: 0.2 g 

NaCl, 7.0 mL 1.0 mol·L-1 HCl 在去离子水中加至总体

积 1.0 L (pH 1.2); SIF: 2.74 g KH2PO4在去离子水中加

至总体积1.0 L, 1 mol·L-1 NaOH调节pH 7.4。

AGLPM 对胃肠道模拟液稳定性 在实验之前 , 

所有模拟原液都经过高压灭菌, 以灭活任何存在的微

生物。采用 SGF (pH 1.2) 和 SIF (pH 7.4) 评价胃肠道

模拟液对益生菌活力的影响。众所周知, 益生菌定植

在结肠部位, 而口服制剂大约需要 4～6 h到达结肠, 前
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1～2 h在胃中, 2～4 h在小肠中, 因此确定考察时间为

SGF内 2 h, SIF内 4 h。将等量的LGG同时接种, 同时

孵育一段时间即得等量的LGG、LPM和AGLPM, 将等

量的LGG、LPM和AGLPM分别重悬于 1 mL模拟胃液

中 37 ℃培养 2 h, 之后将其转移至模拟肠液中, 37 ℃

培养 4 h, 采用发光 ATP 定量测定 LGG 活力 , 平行测

量3份。

统计学分析 采用 SPSS 25 软件进行数据分析 , 

数据采用
-
x ± s表示, 两组间比较采用 t检验, P < 0.05

表示差异具有统计学意义。

结果

1 LGG生长曲线

在 120 h培养期内, LGG经历了延滞期 (1～3 h)、

对数生长期 (3～12 h) 和稳定期 (12 h后) (图 2A)。处

于对数生长期的 LGG 生长繁殖速度加快, 代谢旺盛, 

作为微球制剂的原料。

2 PLPM制备和处方

PLPM 的平均粒径与 PLLA 特性黏度、PLLA 浓

度、PVA 溶液体积成正比, 与 PVA 黏度、PVA 浓度、剪

切速率、剪切时间成反比 (图 2B～H)。PLPM 的最优

处方为: PLLA-20、PLLA 浓度 1.89% (wt)、PVA 03-88、

PVA浓度 0.1% (wt)、PVA溶液体积为 42 mL、剪切速率

为3 000 r·min-1、剪切时间为5 min。

3 PLPM的性质

采用最优处方制备的PLPM的SEM及LD表征如

图 3所示, 通过 SEM 观察可见多孔微球形态规则, 大

小均匀, 表面边孔洞分布均匀, 具有开放互联的多孔结

构, 通过 LD检测可见粒径分布均匀, PLPM平均粒径

为138.5 μm。

4 LPM的制备与处方

如图 4所示, 从左到右 PLPM 质量浓度分别为 1、

2、4 mg·mL-1, 液面上白色漂浮物为PLPM, 液面下的黄

色液体为菌悬液。随着时间的推移, 液面上的 PLPM

Figure 2　The growth curves of LGG (A) and the different influencing factors on PLPM particle size (B−H). B: PLLA viscosity; C: PLLA 

concentration; D: PVA solution volume; E: PVA viscosity; F: PVA concentration; G: Shearing rate; H: Shearing time

Figure 3　Characterization of PLPM. A: SEM image of PLPM; B: Enlarged SEM image of PLPM; C: Particle size distribution of PLPM. 

SEM: Scanning electron microscope

·· 1224



肖聪聪等: 鼠李糖乳杆菌聚乳酸多孔微球的制备和性质评价

随孵育时间的延长逐渐减少, 菌悬液由澄清逐渐变为

浑浊, 表明 LGG 的增殖及 LGG 进入多孔微球内部进

而带动微球到达液面底部。当固定孵育时间为 8 h时, 

PLPM 质量浓度为 1 mg·mL-1的液面上的左旋聚乳酸

多孔微球为最少, 因此确定孵育时间为 8 h, PLPM 质

量浓度为1 mg·mL-1。

5 LPM的性质

LPM 的 SEM、LD、CLSM 表征如图 5A～D 所示 , 

通过 SEM、CLSM 观察可见多孔微球成功搭载 LGG。

通过 LD 检测可见粒径分布均匀 , LPM 平均粒径为

210.1 μm (图5C)。

6 LPM的包封

通过LD检测LPM的平均粒径为210.1 μm, 经GCS

包封后, 平均粒径增加至 214.9 μm, 最后经SA包封后, 

平均粒径增加至 221.0 μm (图 6A); 通过 DLS 检测

LPM 的 zeta 电位为−16.9 mV, 经 GCS 包封后, 电位增

加至10.50 mV, 最后经SA包封后, 电位变为−23.17 mV 

(图 6B); 上述结果证实了GCS和 SA在LPM上的成功

包封。通过 CLSM观察, 证明 AGLPM成功搭载 LGG 

(图6C)。

Figure 4　Actual incubation of LPM at different time

Figure 5　 Characterization of LPM. A: SEM image of LPM; B: Enlarged SEM image of LPM; C: Particle size distribution of LPM; 

D: CLSM images of LPM (Scale bar: 100 μm; Bright field, fluorescence image and merged photo of LPM was shown from left to right). 

CLSM: Confocal laser scanning microscope
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7 LGG制剂的增殖活力

由图 6D可知, LGG、LPM、AGLPM生长曲线接近

一致, 此结果证实了 PLPM、GCS、SA的存在并不影响

LGG的增殖及活力。

8 AGLPM在胃肠模拟液中的稳定性考察

本研究通过发光 ATP定量法测定 LGG在胃肠模

拟液中的活力。如图 6E所示, 以对照组 LGG做归一

化处理, 与对照组 LGG相比, 在抵达结肠时, AGLPM

表现出更大的活力, AGLPM对于 LGG的保护作用明

显优于无防护的 LGG、LPM。这是因为当AGLPM暴

露在胃中时, GCS在胃酸作用下被质子化, 带更多的

正电荷, SA呈负电荷, 两者之间产生更为紧密的离子

交联, 进而保护LGG免受胃酸侵蚀[18,19]。

讨论

肠道菌群与人体健康存在非常密切的关系, 影响

人体多种疾病的发生与发展, 特别是胃肠道疾病 (如

溃疡性结肠炎、克罗恩病、结肠癌等) 与其有直接关

系。益生菌以几乎忽略不计的不良反应通过多种机

制 (如恢复肠道稳态、产生抗炎或抗癌化合物、调节宿

主免疫反应等[1,20,21]) 直接或间接调节肠道菌群, 维持

肠道平衡, 促进疾病痊愈, 因而基于益生菌研发治疗佐

剂获得了前所未有的关注和发展[22]。口服益生菌极易

受到人体胃肠道的恶劣环境破坏, 严重影响益生菌在

胃肠道中的定植和增殖, 进而影响其药效的发挥, 因此

如何提高益生菌在体内复杂环境中的定植效率已经成

为众多研究者关心的方向之一。

益生菌包埋策略是保护和促进益生菌成功口服到

目标部位的有前途的方法, 典型的包封材料是食品级

聚合物, 主要来源于多糖、蛋白质和脂质[13], 本研究以

生物相容性好、机械性能高的PLPM为载体, 巧妙结合

益生菌, 以水溶性更好的乙二醇壳聚糖和海藻酸钠包

封LPM[23], 开发了一种克服胃肠道恶劣环境的益生菌

递送系统, 用于高效递送益生菌, 并在体外初步证明

AGLPM中的LGG具有较高活性和抵抗胃肠道恶劣环

境的能力。但 AGLPM 的研发还面临许多研究问题: 

① 经文献[24,25]报道, PLPM可通过物理吸附 (如范德华

力、静电相互作用等) 和生物相互作用 (如蛋白质相互

作用等) 加载细胞或细菌, PLPM加载鼠李糖乳杆菌机

制有待研究; ② AGLPM在体内的行为、安全性研究, 及

肠道定植效果, 是否和体外研究结果一致; ③ AGLPM

质量控制及质量管理规范的建立; AGLPM 如何在流

通、储存藏等环节中保持益生菌活力等。还需要在后

续实验中调研相关资料, 完善研究方法, 以期为其他益

生菌制剂的研发奠定研究与实践基础。

作者贡献: 肖聪聪是本研究的实验设计者和实验研究的

Figure 6　Characterization of LGG, LPM and AGLPM. A: Particle size; B: Zeta potential; C: CLSM images of AGLPM (Scale bar: 100 μm; 

Bright field, fluorescence image and merged photo of LPM was shown from left to right); D: The growth curves of LGG, LPM, AGLPM; 

E: Stability of LGG, LPM and AGLPM in gastrointestinal simulated fluid. n = 3, 
-
x ± s. ****P < 0.000 1
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