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发酵前及发酵后包被粪肠球菌
微胶囊抗胁迫作用的研究
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摘　要：以粪肠球菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃｉｕｍ）为芯材，分别进行了乳化凝胶化基础上的发酵前包被和
喷雾干燥基础上的发酵后包被。并以未包被的菌粉为对照，研究了两种微胶囊剂型对储藏、高温、

胃液和肠液胁迫作用的抵抗能力。结果表明：常温条件下储存五个月，发酵前包被粪肠球菌的活

性比菌粉组与后包被组分别提高１９４６％和６９０％。１１０℃和１３０℃高温条件下，发酵前包被粪
肠球菌的存活率相对发酵后包被和未包被菌粉均显著提高（Ｐ＜００５）。与未包被菌粉相比，发酵
前／后包被粪肠球菌在３０、９０、１８０ｍｉｎ的模拟胃液处理条件下存活率均有显著提高（Ｐ＜００５），且
发酵前包被优势更加明显。模拟肠液结果与模拟胃液结果类似，在处理１８０ｍｉｎ时，相对于菌粉
组，发酵后和发酵前包被粪肠球菌的活性分别显著提高了１４１８％和１９１７％（Ｐ＜００５）。因此，
微囊化粪肠球菌的抗胁迫能力要显著高于未包被菌粉，且发酵前包被要优于目前普遍流行的发酵

后包被，具有更好的实际应用价值。
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ｓｔｒｅｓｓｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ；ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ

　　益生菌是指具有生物活性，适当的摄入量可以

对宿主产生有益作用的微生物［１］，益生菌制剂（Ｐｒｏ

ｂｉｏｔｉｃｓ）能够定植于动物肠道内与原著菌群呈现共

生、共栖、竞争及吞噬等复杂关系，通过调整微生态

与酶的平衡、增强免疫力及提高胃肠内营养水平进

而发挥作用，已逐步发展成为最具有应用前景的抗

生素替代品。优质的饲用益生菌应该具备 ４个条

件：在工业生产条件下，菌种保持存活；在现场与长

期储存条件下保持稳定和活性；在动物的肠道内定

植，有存活能力；对宿主动物产生有利的影响。通

过微胶囊技术包被益生菌，可有效增强微生物对高

温、胃酸及胆汁等不良环境因子的抵抗能力，提高

产品的稳定性，保护菌体细胞少受剪切力的影响，

进而增强益生菌的益生作用［２－３］。

目前针对微生物细胞的包被技术多为发酵后

包被，即收获大量的微生物细胞，并将微生物细胞

与液化的保护性壁材，如变性淀粉、明胶、乳清粉、

麦芽糊精、环糊精和阿拉伯树胶等［４］，进行混合，然

后在高温气流中将此混合液雾化，使溶剂挥发，从

而制得微囊化的益生菌产品。目前，发酵后包被法

主要技术为喷雾法。发酵后包被技术存在的共性

问题是，在包被过程中，微生物细胞活性会受到高

温、高压及机械力等的胁迫，从而导致活性损失。

微生物发酵前微胶囊制备方法，是将少量微生物细

胞作为种子包被入微胶囊后，再次进行发酵，使微

生物在微胶囊形成的微环境中继续增殖代谢，从而

实现其高密度和高活性的目的。其产品除了具有

微囊化益生菌的普遍优点之外，还具有以下几个特

点：①避免了发酵后微胶囊制备过程高温、高压及

机械力等的胁迫影响；②制得的微胶囊产品球形度

更好，干燥后产品保持了良好分散性和球形度；③

简化了产品的分离纯化过程。发酵前包被目前常

用方法有：高压静电法和乳化法等［５］。

由于益生菌产品及剂型种类繁多，如何评价益

生菌产品的品质是控制产品质量的关键。这其中

对储藏、高温、胃酸和胆汁等体内、外胁迫的耐受力

是益生菌类产品评价的关键指标［６］。目前，关于微

囊化益生菌产品质量评价的报道还较少。基于此，

本文以粪肠球菌为模式菌株，对其进行发酵前包

被，并以发酵后包被与未包被的菌粉作为对照，研

究益生菌微胶囊常见体外胁迫的耐受情况，以期为

益生菌发酵前包被技术的推广使用提供理论基础。

１　材料与方法
１１　菌种与培养基

实验菌株为粪肠球菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃｉｕｍ），

国家粮食局科学研究院保藏菌株，培养条件：ＭＲＳ

培养基，３７°Ｃ耗氧培养１８ｈ。

１２　实验材料

海藻酸钠（ＣＰ）、碳酸钙（ＡＲ）、冰醋酸（ＡＲ）、

液体石蜡（ＣＰ）、Ｓｐａｎ８０（ＣＰ）、无水氯化钙（ＡＲ），均

为国药集团化学试剂有限公司产品。

１３　实验仪器

ＪＪ－４Ａ六联电动搅拌器，上海乔跃电子有限公

司；生物倒置显微镜（ＣＫＸ４１型），日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公

司；Ｍａｓｔｅｒｓｉｚｅｒ２０００激光粒度仪，英国马尔文仪器有

限公司；ＤＫ－８Ｄ型电热恒温水槽，上海森信实验仪

器有限公司；生物安全柜（ＫＳ１８）、微生物培养箱

（ＢＤ），德国Ｔｈｅｒｍｏ。

１４　益生菌的微囊化

益生菌发酵后包被：采用目前流行的喷雾干燥

法制备，即收集对数生长末期粪肠球菌，和甘油以

１０∶６的比例混合，并加入０４％的乳清粉，８％的淀

粉和１０％的葡萄糖混合均匀。在干燥过程中通过

蠕动泵泵入麦芽糊精和明胶混合液进行包衣，微生

物细胞密度为５×１０１０ｃｆｕ／ｇ。

益生菌发酵前包被：参照梁新晓等方法进
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行［７］，向海藻酸钠溶液中加入碳酸钙至浓度为１０ｇ／

Ｌ，混合均匀，灭菌后加入对数生长期的益生菌种子

液，充分混匀作为水相。向液体石蜡中添加体积百

分含量为０１％的 Ｓｐａｎ８０，作为油相。在４００～５００

ｒ／ｍｉｎ的搅拌速度下，按照水相与油相体积比为１∶３

的比例，向油相中缓慢加入水相，搅拌２～５ｍｉｎ，然

后逐滴加入冰醋酸，反应１０～１５ｍｉｎ，向反应体系中

加入ＣａＣｌ２溶液，使微胶囊缓慢沉降，分离微胶囊，

用清水清洗１～２次，然后将微胶囊接入发酵液中，

培养至对数生长末期，过滤分离微胶囊，４５℃干燥３

ｈ，益生菌微胶囊产品的活菌数为１×１０１２ｃｆｕ／ｇ。

作为对照组的菌粉同样通过４５℃干燥３ｈ，样

品的活菌数为１×１０１１ｃｆｕ／ｇ。

１５　微囊化粪肠球菌产品对常温贮藏条件的耐受性

取适量不同剂型粪肠球菌产品与未包被菌粉

在常温条件下贮藏，分别在第一个月、第二个月、第

三个月、第四个月与第五个月取样，每个处理三个

重复，采用平板计数法计算每克产品的活菌数，判

断其在常温贮藏条件下的耐受性。

１６　高温胁迫耐受实验

在恒温干燥箱中，以未包被菌粉为对照组，对不

同剂型粪肠球菌产品进行高温耐受性评价。在１１０

℃和１３０℃下分别处理３０、４５、６０ｓ后，采用平板计数

法计算每克产品的活菌数，每个处理做三个重复。

１７　模拟胃肠液胁迫耐受实验

模拟胃液的配制：９５％的盐酸１６４ｍＬ，加蒸

馏水稀释，使 ｐＨ值达３０，按照每１００ｍＬ加１０ｇ

胃蛋白酶，混匀，０２２μｍ无菌滤膜过滤，现配现用。

模拟肠液的配制：取ＫＨ２ＰＯ４６８ｇ，加入５００ｍＬ

蒸馏水溶解，用４ｇ／ＬＮａＯＨ溶液调ｐＨ值至６８，蒸

馏水定容至１Ｌ，加胆盐０．３％，按照１００ｍＬ加１ｇ胰

蛋白酶，混匀，０２２μｍ无菌滤膜过滤，现配现用。

分别取不同剂型益生菌产品各１ｇ，转移到预

热的装有９ｍＬ模拟胃液或模拟肠液试管中，３７℃，

８０ｒ／ｍｉｎ，分别处理３０、９０、１８０ｍｉｎ后，进行活菌计

数，每个处理设三个重复［８－９］。

１８　数据处理与分析

数据处理采用 ＥＸＣＥＬ和 ＳＰＳＳ１７０统计分析

软件进行处理，各组间均数差异性比较采用 Ｏｎｅ－

ＷａｙＡＮＯＶＡ方法，Ｐ＜００５被认为具有显著性

差异。

２　结果与分析
２１　不同剂型粪肠球菌的储存耐受性比较

由图１可见，在常温条件下，不同剂型粪肠球

菌的活性随着储存时间的延长均有降低的趋势。

储存至第四月和第五月，包被粪肠球菌剂型的活性

保留显著高于未包被菌粉剂型（Ｐ＜００５）。储存第

五个月，粪肠球菌菌粉和发酵后包被剂型的活性分

别降低至１０９６％和２３５２％，而发酵前包被粪肠球

菌的活性为３０４２％，比菌粉组与后包被组分别提

高１９４６％和６９０％。

在实际生产应用中，益生菌粉制剂化学稳定性

和热稳定性较差，益生菌制剂的保质期也受到限

制，致使产品销售与消费过程中活菌含量下降，影

响其使用效果。因此，如何提高微生物细胞的储存

耐受性是益生菌类产品首要解决的问题。本文常

温贮藏实验结果表明，未包被的粪肠球菌活性降低

十分明显，存储五个月时活性降低了９０％左右，而

包被后粪肠球菌的活性降低趋势相对未包被菌粉

明显变缓，并且发酵前包被微胶囊剂型优于发酵后

包被剂型。关于发酵前包被益生菌的储存耐受性，

Ｋｉｍ等的研究也得出了与本文类似的结果［１０］。

图１　不同剂型粪肠球菌的储存耐受性结果

注：不含相同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。下图同。

２２　不同剂型粪肠球菌的高温胁迫耐受性能比较

由图２可见，未包被的粪肠球菌菌粉其活性随

着温度和处理时间的增加，快速下降，至几乎完全丧

失。微囊化包被后粪肠球菌的高温耐受性得到明显

的改善。１１０℃条件下，处理３０ｓ和４５ｓ，发酵前和发

酵后包被益生菌的存活率分别为８７６０％、７０１１％和

７７７５％、６６６１％，其中处理３０ｓ时，与发酵后包被益

生菌相比，发酵前包被益生菌的存活率显著得到提高

（Ｐ＜００５）；处理６０ｓ时，发酵前包被与发酵后包被

的存活率分别为４３７３％和３０４３％，发酵前包被显



粮油食品科技 第２４卷 ２０１６年 第２期 生物工程

８３　　　

著高于发酵后包被（Ｐ＜００５）。１３０℃条件下，三个

处理时间，发酵前包被的益生菌存活率分别为

５７６５％、４５０８％和３４０４％，发酵后包被益生菌的存

活率分别为３７０３％、３２６９％和２６３２％。发酵前包被

相对于发酵后包被，表现出了显著的优势（Ｐ＜００５）。

图２　不同剂型粪肠球菌的高温耐受性结果

注：１、２、３分别表示１１０℃条件下处理３０、４５、６０ｓ时粪肠

球菌的存活率，４、５、６分别表示１３０℃条件下处理３０、４５、６０ｓ时

粪肠球菌的存活率。

在添加使用于配合的颗粒饲料时，要经过高温

制粒处理，而益生菌的高温耐受性非常低，尤其是

乳酸菌在制粒后所存无几［１１］。因此，饲用益生菌的

耐热性是其性能的重要评价指标。本文结果表明，

微囊化后的粪肠球菌具备了较强的耐受短时高温

性能，其耐受能力相对于未包被的菌粉得到了明显

的提高（Ｐ＜００５），且发酵前包被的益生菌的高温耐

受性要显著优于发酵后包被。有研究表明发酵前包

被的益生菌，其细胞在微胶囊内呈团块群体式增长，

这不但增加了微生物细胞的密度，同时也提高了其对

高温、高压等胁迫的抵抗能力，这可能也是导致其高

温耐受力优于发酵后包被的主要原因［７］。

２３　不同剂型粪肠球菌的胃液胁迫耐受性能比较

本研究使用添加胃蛋白酶制备的模拟胃液进

行耐酸性能评价，结果如图３所示，与菌粉组相比，

微囊化粪肠球菌在模拟胃液处理不同时间条件下，

存活率都有显著提高（Ｐ＜００５）。未包被的菌粉在

模拟胃液处理３０、９０、１８０ｍｉｎ后，活性分别降低了

６１１７％、６６２５％和 ７２００％。发酵后包被粪肠球

菌的活性分别降低了１９３８％、２４０４％和３０４７％。

而发酵前包被活性则分别降低了 ９３７％、１４０４％

和２５２７％。发酵前包被粪肠球菌的存活率要高于

发酵后包被，但差异并不显著（Ｐ＞００５）。

人体及动物胃部的低ｐＨ以及多种酶类对益生

菌具有潜在的灭活作用。益生菌进入消化道后对

图３　不同剂型粪肠球菌的模拟胃液耐受性结果

其耐受力低，难以有足够数量的活菌到达肠道定

植，影响了益生菌作用的发挥。本实验结果提示，

微囊化后粪肠球菌对胃环境的耐受力得到了明显

的提高，且发酵前包被具有更好的胃环境耐受潜

力。益生菌发酵前包被的其他相关研究也给出了

类似的结果，如微囊化处理能提高嗜酸乳杆菌菌株

对酸、胃蛋白酶、胆盐、胰蛋白酶和高渗透压等条件

的抵抗力，保证其生理功能的发挥［１２］。也有研究证

实，未经微囊化的双歧杆菌在人工胃液处理３０ｍｉｎ

后基本失活，而经过发酵前包被后的双歧杆菌，经

过人工胃液处理 ２ｈ后，存活率仍然显著（Ｐ＜

００５）［１３］。Ｙｏｋｏｔａ等采用喷雾冷却法加工双歧杆菌

微胶囊，得到粒径为４０～６０
"

ｍ的胶囊，产品在胃液

中存活率显著提高［１４］。李秋琴等研究微囊化植物

乳杆菌经过人工胃液处理后，微胶囊化植物乳杆菌

的存活率显著高于未微胶囊化的［１５］。综上，微囊化

后的益生菌对胃液的耐受能力明显提高，并且本实

验结果显示发酵前包被益生菌具有更好的耐受性。

２４　不同剂型粪肠球菌的肠液胁迫耐受性能比较

图４为不同剂型粪肠球菌的模拟肠液耐受性

结果，由图可见，类似于模拟胃液中的结果，随着处

图４　不同剂型粪肠球菌的模拟肠液耐受性结果
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理时间的延长，不同处理组的粪肠球菌活性都有

所下降，且未包被的粪肠球菌的存活率下降程度

显著高于（Ｐ＜００５）微囊化粪肠球菌。处理 １８０

ｍｉｎ时，粪肠球菌菌粉的活性降低了 ４８６２％，而

发酵前／后包被剂型的活性则分别降低了２９４５％

与３４４４％。

肠道部位的较高渗透压会使以外源微生物为

主的益生菌产生质壁分离，导致其死亡，因此益生

菌对胆盐的抗性是其能够在肠道内存活、生长的先

决条件之一。评价饲用益生菌的肠道耐受性，一般

选用０１５％～０３％的禽胆盐或者猪胆盐［１６］，本研

究采用０３％胆盐含量的模拟肠液进行了益生菌肠

液耐受性实验［１７］。结果表明，微囊化后粪肠球菌对

肠道高盐环境的耐受力得到了明显的提高，且发酵

前包被再次表现出了更好的效果。Ｐｉｍｅｎｔｅｌ－

Ｇｏｎｚａｌｅｚ等［１８］研究发现，采用乳化法对鼠李糖乳杆

菌进行包被，结果显示微囊化乳酸菌的抗胆盐能力

明显增强，与本实验结果类似。

３　结论
微胶囊化技术已被证明是维持益生菌高存活

率和高稳定性的最好方法之一，在开发新的微胶囊

化技术的同时，微囊化益生菌大规模工业生产也在

逐步实现，其中乳化法与喷雾干燥法用到工业领域

的可能性最大，所以本文通过乳化凝胶化法对粪肠

球菌进行发酵前包被，喷雾干燥法对粪肠球菌进行

发酵后包被，以未包被的粪肠球菌菌粉为对照进行

了抗胁迫性能的研究。结果表明微囊化显著提高

了储藏过程中和胃肠液环境下粪肠球菌的存活率，

显著增强了粪肠球菌对高温环境的耐受性，且发酵

前包被粪肠球菌的抗胁迫能力要优于发酵后包被

剂型，表现出了更好的应用潜力。
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