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朱　双歧杆菌微胶囊的初步研制
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　　[摘　要 ]　从健康朱　粪便中分离出 1株双歧杆菌,经实验室鉴定为两歧双歧杆菌 (B . bif id um )。通过药敏试

验发现,该双歧杆菌对链霉素、卡那霉素等高度敏感,但对青霉素类及诺氟沙星有耐药性; 动物致病性试验结果表

明无致病性。利用此菌进行微胶囊研制,同时进行了包埋效率、包埋产率、贮存稳定性、耐胃酸性、肠溶性等多项指

标的测定,结果表明该微胶囊包埋效率达到 83. 4% ,活菌数达到 5. 8×1011 g- 1,能抵抗胃酸,有较好的肠溶性和一

定的贮存稳定性。
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　　朱　 (N ipp on ia n ipp on ) , 又称朱鹭或红鹤, 属

鸟纲,鹳形目,  科,是我国四大国宝之一,以其稀少

和外形美丽而闻名于世。目前,朱　疾病的发生是朱

人工饲养与扩群过程中最难解决的问题,每年因

疾病死亡的朱　达 20多只。在这些疾病中除少数传

染病外,以消化系统疾病 (如消化不良,腹泻等)最为

常见。从微生态学角度[1 ]来看,疾病的发生是机体微

生态失衡的结果。因此,调节朱　失衡的消化道菌

群,对保证其正常的消化道功能,减少或防止消化系

统疾病极为重要。目前,朱　的疾病通常采用抗菌药

进行治疗,而抗菌药的大量应用在很大程度上杀死

了消化道的有益菌,大大影响了朱　的健康状况。因

此,有必要选择合适的菌种,研究开发出适用于朱　

服用的微生态制剂,以防止抗菌药的滥用,从而提高

朱　的机体免疫力,减少朱　疾病的发生。基于此,

本试验特研制开发了朱　双歧杆菌微胶囊,以利于

防治朱　疾病,尽快扩大其种群。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　两歧双歧杆菌: 由西北农林科技大学禽病研究

室分离。

药敏纸片:由上海高龙科技有限公司提供。

试验动物:小白鼠,由第四军医大学实验动物中

心提供。

改良肉汤[2 ]: 牛肉膏 5 g,磷酸氢二钾 1 g,蛋白

胨 10 g,氯化钠 5 g,葡萄糖 5 g,葡萄糖酸钙 1 g,可

溶性淀粉 5 g, 蒸馏水 1 000 mL , 调 pH 为 6. 8～

7. 0,灭菌后待用。

胶液:无菌操作下准确制备 50 göL 海藻酸钠溶
液。

固化液:准确配制 15 göL CaC l2 溶液, 121 ℃高

压蒸汽灭菌 20 m in, 4 ℃冰箱保存,备用。

解囊液[3 ]: 准确称取柠檬酸钠 3 g 溶于 200 mL

灭菌蒸馏水中,配成 pH 为 7. 4的 0. 05 mo löL 柠檬
酸钠解囊液。

生理盐水: 8. 5 göL N aC l溶液,高温灭菌。

人工胃液[4 ]:酵母膏 1. 25 g,蛋白胨 2. 5 g,乳糖

0. 5 g,吐温280 0. 5 g,L 2半胱氨酸 0. 05 g,N aC l 1. 0

g,蒸馏水 500 mL。将上述各种成分充分溶解后,于

121 ℃高压蒸汽灭菌 15 m in, 使用前用 1 mo löL
HC l调节 pH 至 2. 5。

人工肠液[4 ]: KH 2PO 4 6. 8 g, 加水 500 mL 溶

解,用 4 göL N aOH 调节pH 为 6. 8;另取胰酶 10 g,

加水适量使其溶解,两液混合后,加水稀释至 1 000

mL。
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1. 2　方　法

1. 2. 1　双歧杆菌的耐药性检测　用灭菌棉签将两

歧双歧杆菌肉汤培养物涂抹于普通琼脂平板,随后

将药敏纸片贴压于普通平板上, 37 ℃培养 24 h 后

进行观察。药敏纸片的种类有四环素、万古霉素、链

霉素、庆大霉素、妥布霉素、红霉素、丁胺卡那霉素、

氨苄青霉素、头孢唑啉、氯霉素、青霉素、复方磺胺

类、卡那霉素、诺氟沙星。

1. 2. 2　动物急性毒性试验　取健康小白鼠 6只,随

机分为试验组和对照组。试验组小白鼠腹腔注射两

歧双歧杆菌肉汤纯培养物 0. 5 mL (1×1010 mL - 1) ,

对照组小白鼠注射等量的生理盐水,观察 7 d,记录

小白鼠生活情况。

1. 2. 3　双歧杆菌的增殖与处理　将两歧双歧杆菌

接种于改良肉汤试管中,放入 37 ℃恒温培养箱中培

养 24 h,显微镜观察、检验纯度。如果无杂菌生长,

则按 80～ 100 mL öL 的量接种于装有 250 mL 改良

肉汤的盐水瓶中,于 37 ℃恒温培养 48 h,再次检验

其纯度。之后,用平板活菌计数法检测菌液浓度。

1. 2. 4　菌液浓度的检测　无菌吸取菌液 0. 3 mL ,

加入 2. 7 mL 灭菌生理盐水中,充分混匀,依次做 10

倍逐级稀释,取各稀释度的稀释液各 30 ΛL ,均匀涂

布于绵羊脱纤血琼脂平板上,放入 37 ℃恒温培养箱

中培养,选择菌落数在 10～ 300 稀释度作为最后稀

释倍数,并取最后稀释倍数的稀释液 30 ΛL ,均匀涂

布于绵羊脱纤血琼脂平板上,每个稀释液共做 3 个

平板,放入 37 ℃恒温培养箱培养 24～ 48 h,观察计

数。

菌液浓度ömL - 1= (3个平皿菌落数之和ö3)×10×

最后稀释倍数。

1. 2. 5　微胶囊的制备过程　在超净工作台内, 将

50 mL 双歧杆菌菌液加入 50 mL 50 göL 海藻酸钠
溶液中,充分摇匀,静置片刻,便制成胶菌液。用无菌

玻璃注射器套上 8 号针头吸入胶菌液,然后逐滴滴

入适量的 15 göL CaC l2 固化液中,同时用磁力搅拌

器不停搅拌,固化 1 h 左右,待湿微胶囊形成后,用

纱布过滤,再用生理盐水冲洗 3次,最后平铺于滤纸

上,置 37 ℃温箱中烤干或常温下自然干燥。

1. 2. 6　微胶囊的检测　 (1)包埋效率[4 ]。包埋效率=

(1- 微胶囊表面活菌数ö产品中活菌数)×100%。测

定微胶囊表面活菌数时,直接用 PBS (缓冲溶液)溶

解胶囊表层菌体,进行活菌计数。测定产品中活菌数

时,将产品用解囊液溶解,待完全溶解后计数。

(2)包埋产率[4 ]。包埋产率= 产品中活菌数ö加
入的活菌数×100%。

(3)耐胃酸性试验[5 ]。方法 1:将 1 g 微胶囊置于

37 ℃的人工胃液中保温并不断搅拌,每隔 1 h 观察

1次,若胶囊无明显变化, 5 h 后取出,用灭菌生理盐

水洗涤至中性, 用解囊液溶解, 测定双歧杆菌活菌

数,并与未包埋的菌液进行比较。

方法 2: 取停饲 1 d 健康成年鸡的胃液 10 mL ,

加入 2 g 微胶囊,置于 37 ℃恒温培养箱中,每隔 1 h

观察 1 次, 若胶囊无明显变化, 5 h 后取出, 用灭菌

生理盐水洗涤至中性,用解囊液溶解,测定双歧杆菌

活菌数,并与未包埋的菌液进行比较。

(4)肠溶性试验[1 ]。将双歧杆菌微胶囊成品在模

拟人工肠液中 37 ℃下保存,并用磁力搅拌器搅拌,

观察胶囊有无变化,待溶解后,测定菌体存活率。

(5)贮藏稳定性观察[4 ]。将双歧杆菌微胶囊成品

分别置于 4 ℃、室温下,并于第 10, 20, 30 天测定活

菌数。贮存中菌体存活率= 贮存后产品中活菌数ö原
产品中活菌数×100%。

2　结果与分析

2. 1　耐药性试验结果

　　两歧双歧杆菌药敏性试验结果见表 1。

表 1　两歧双歧杆菌药敏性试验结果

T able 1　R esu lts of bacteria l suscep tib ility tests

药敏纸片
A ntim icrob ial d isk
suscep tib ility tests

抑菌圈直径ömm
D iam eter of

inh ib ito ry circle

药敏纸片
A ntim icrob ial d isk
suscep tib ility tests

抑菌圈直径ömm
D iam eter of

inh ib ito ry circle

四环素D ecycline 18 氯霉素 Ch lo rom ycetin 26

万古霉素V ancocin 22 青霉素 Pen icillinum 0

链霉素 Strep tom ycinum 34 卡那霉素 Kanam ycin 20

庆大霉素 Gentam ycin 14 丁胺卡拉霉素Am ikacin 18

妥布霉素 T enem ycin 8 氨苄青霉素Amp icillinum 0

红霉素 E ryth rom ycinum 28 复方磺胺类
Compound su lfadiazine

30

头孢唑啉 Cefazo lin 38 诺氟沙星N o rfloxacin 0
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　　由表 1 可知, 两歧双歧杆菌对头孢唑啉、链霉

素、红霉素、复方磺胺类、氯霉素、万古霉素、卡那霉

素、丁胺卡拉霉素和四环素高度敏感,对庆大霉素和

妥布霉素中度敏感,对青霉素、氨苄青霉素和诺氟沙

星有耐药性。

2. 2　动物急性毒性试验结果

连续观察小白鼠 7 d,试验组和对照组小白鼠均

精神良好,活跃好动,食欲正常,未见明显的病理性

体征。

2. 3　菌液浓度测定结果

最后稀释倍数为 1010, 3 个平皿中菌落数分别

为 80, 96, 74个,菌液浓度为 8. 3×1011 mL - 1。

2. 4　微胶囊的检测结果

2. 4. 1　微胶囊的粒度　微胶囊干燥后为棕褐色,均

匀,直径在 0. 5～ 1. 0 mm。

2. 4. 2　包埋效率　经计算,包埋效率为 83. 4%。

2. 4. 3　包埋产率　经计算,包埋产率为 70%。

2. 4. 4　耐胃酸性试验结果　按方法 1 处理 5 h 后

未见胶囊溶解,将其取出,经测定活菌数为 6. 21×

1010 g - 1。按方法 2处理 5 h 后也未见胶囊溶解,将其

取出,经测定活菌数为 6. 07×1010 g - 1。

2. 4. 5　肠溶性试验结果　经磁力搅拌器搅拌 30

m in 后,人工肠液变浑浊,胶囊壁变软; 1 h 后胶囊完

全溶解,经测定,活菌数为 5. 43×1010 g- 1。

2. 4. 6　贮藏稳定性观察　观察结果见表 2。由表 2

可知,双歧杆菌微胶囊对于活菌的保存具有一定作

用。第 30天 4 ℃保存的菌体存活率为0. 016% ,室温

保存的菌体存活率为0. 007% , 可见两者保存不理

想, 但 4 ℃保存比室温效果较好, 两者活菌数都在

107 g- 1以上。

表 2　4 ℃和室温下贮存双歧杆菌胶囊成品的活菌数

T able 2　L iving bacteria num ber of B ifidobacterium m icroencap su lat ion sto red

under 4 ℃ and room temperatu re g- 1

温度ö℃
T emperatu re

贮藏时间öd T im e of sto rages

0 10 20 30

4

室温 Room temperatu re

5. 8×1011

5. 8×1011

2. 5×1010

8. 4×109

5. 4×109

7. 3×108

9. 6×107

3. 9×107

3　讨　论

由于朱　是野生动物,体内几乎或很少有耐药

性细菌存在,因此对于制作微生态制剂的菌株有必

要检查其耐药性。通过药敏试验可知,此双歧杆菌对

许多药物敏感,符合制作微胶囊的要求。另外,动物

试验结果也证明此菌株对动物无不良反应,是一种

很好的制作微胶囊的菌株。

双歧杆菌通过定殖于宿主的肠粘膜上形成生物

屏障而发挥其生理作用[1, 5 ]。首先,它必须通过胃环

境以大量的存活菌到达肠道,并定殖于肠粘膜上,但

由于胃酸的杀菌作用,双歧杆菌的活菌数在此过程

中会大幅度下降。因此,为了保护双歧杆菌制品中的

活菌数,拟采用微胶囊化技术,将双歧杆菌与氧气等

外界不利的环境分开,防止胃液破坏。另外,微胶囊

能掩盖双歧杆菌特有的不良气味,提高适口性,可方

便地添加到饲料中[6 ]。正是基于以上目的,本研究利

用海藻酸钠作为胶囊材料,对所分离到的两歧双歧

杆菌进行微胶囊研制,成功制备出了棕褐色的、直径

为 0. 5～ 1. 0 mm 的微胶囊,为朱　疾病防治提供了

一种新型的微生态制品,对保护朱　这一珍稀物种

有重要意义。

目前,针对朱　双歧杆菌体外增殖条件的研究

较少, 对适用于朱　双歧杆菌生长的温度、pH 值、

培养基的碳源和氮源及生长因子的选择等尚需进一

步研究。本试验选用了普通蛋白胨水、肉汤、改良肉

汤培养基,经过相同的时间和温度培养后,在改良肉

汤培养基中的双歧杆菌生长较好, 菌液浓度达到

109 mL - 1以上,比另外 2种培养基高,因此选用改良

肉汤培养基作为双歧杆菌的体外增殖培养基。

本研究制得的微胶囊包埋效率达到 83. 4% ,活

菌数达到 5. 8×1011 g- 1,完全达到了专家推荐的剂

量标准[7 ] (每克双歧杆菌成品中应含活菌 106 以上

才可起到保健作用)。但是从贮藏稳定性观察试验中

可知,该微胶囊在室温下贮藏 30 d 后,活菌数已由

5. 8×1011 g - 1下降至 3. 9×107 g - 1,说明其贮藏稳定

性不甚理想,还需在囊材的选择、菌液浓度及添加营

养剂等方面进一步研究,以提高其贮藏稳定性。
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Abstract: B if idobacterium iso la ted from the fresh dropp ings of healthy N ipp on ia n ipp on w as iden t if ied

B . bif id um . It w as sen sit ive to kanam ycin and strep tom ycinum w h ile resistan t to pen icillinum and no r2
f loxacin. Chan llenge test show ed that B if idobacteria B . bif id um had no th ing harm fu l to m ice. T hen the liv2
ing b if idobacterium w as encap su la ted w ith alg inate sodium. A fter tha t a m u tip le of index s w ere deter2
m ined, including the ra te of covering, the p reservat ion stab ility and an t i2gastricacid and en teric tests. T he

resu lts show ed that the m icrocap su les w ere an t i2gastricacid, en teric, stab le in p reservat ion, and the ra te of

covering w as app rox im ately 83. 4% and the su rvival num bers w ere 5. 8×1011 g - 1. It w ill m ake a so lid foun2
dat ion fo r fu rther study on the m icroencap su le su itab le fo r N ipp on ia n ipp on.

Key words: N ipp on ia n ipp on; B if id obacterium ; m icroencap su la t ion
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