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摘要:
 

【目的】提高益生菌的 pH 稳定性和口服生物利用率。 【方法】以植物乳杆菌 ZP-6 为代表性益生菌,以
海藻酸钠(SA)和羧甲基木薯淀粉(CMS)为载体材料,采用复合凝聚法制备包埋植物乳杆菌 ZP-6 的 SA-CMS
复合凝胶珠,通过单因素和正交试验对其制备工艺进行优化,并研究其结构对植物乳杆菌 ZP-6

 

pH 稳定性及

在体外模拟消化液中存活率的影响规律。 【结果】相较于 SA 凝胶珠,SA-CMS 复合凝胶珠能显著提高植物乳

杆菌 ZP-6 的包埋率、在不同 pH 值条件下的存活率及自身的抗溶胀性;当 CMS 质量浓度为 25
 

mg / mL、SA 质量

浓度为 20
 

mg / mL、CaCl2 质量浓度为 45
 

mg / mL 时,该复合凝胶珠对植物乳杆菌 ZP-6 的包埋率最高,达

89. 45%;该复合凝胶珠还能显著提高植物乳杆菌 ZP-6 的 pH 稳定性和口服生物利用率,经体外模拟消化后,
该复合凝胶珠中植物乳杆菌 ZP-6 的存活率仍在 80%以上。 【结论】SA-CMS 复合凝胶珠可作为益生菌的有

效载体以提高其 pH 稳定性和口服生物利用率。
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0　 引言

益生菌是一类对人体健康有益的微生物,具有

促进肠道微生物菌群成熟、抑制病原体增殖、增强

人体免疫力等生理功能[1] 。 国际益生菌与益生元

科学联合会 ( International
 

Scientific
 

Association
 

for
 

Probiotics
 

and
 

Prebiotics,ISAPP)发布的关于益生菌

的共识中,突出强调了益生菌的 3 个核心特征为足

够数量、活菌状态及有益健康功能,即只有口服足

够数量的活菌,才能对宿主产生有益作用[2] 。 然

而,温度、pH 值、胆汁盐、消化酶等胃肠道环境及贮

藏条件均会影响益生菌活性,导致益生菌的口服生

物利用率较低[3-4] 。 其中,胃肠道中严苛的 pH 环境

及食品体系的 pH 环境均是影响益生菌活性的首要

因素。 研究[5]表明,将益生菌封装到具有保护和靶

向递送作用的载体中,可增强益生菌对外界不良环
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境的抵抗力,进而有效提高益生菌的耐加工性、贮
藏稳定性及体内存活率[6] 。

淀粉、海藻酸盐、角叉菜胶等天然多糖具有成

本低、生物相容性好、生物可降解等优点,在特定条

件下会形成多孔聚合物分子凝胶网络结构,可实现

对益生菌的有效封装[7] 。 此外,天然多糖还可通过

与肠道黏膜间的静电相互作用,促进益生菌在肠道

中定植[8] 。 海藻酸钠( Sodium
 

Alginate,SA)能够在

Ca2+的诱导下迅速成胶,广泛应用于益生菌包埋领

域。 然而,单一 SA 凝胶孔隙较大、机械强度差,在
溶液中易出现溶胀弱化现象,导致氧、氢离子、胆汁

盐和消化酶快速渗透,不利于益生菌包埋系统的稳

定及口服控释[9] 。 研究[10]发现,利用不同载体材料

之间的相互作用,可显著改善单一多糖凝胶体系的

结构和机械强度,进而提高益生菌的存活率。 X. D. He
等[11] 利 用 SA 与 羧 甲 基 纤 维 素 ( Carboxymethyl

 

Cellulose,CMC) 成功制备了双交联水凝胶,发现

CMC 可显著增强 SA 凝胶的力学性能,并降低其凝

胶网络的孔隙。 天然或改性淀粉能与 SA 通过静

电、氢键等相互作用结合,提高 SA 凝胶的致密性,
进而提高 SA 凝胶珠对功能物质的包埋率和缓释

性能[12] 。
木薯价廉易得,是被联合国粮食及农业组织

(FAO)认证的安全的重要粮食资源,因直链淀粉含

量(17%)较高而具有较强的柔韧性[13] 。 与其他淀

粉凝胶相比,木薯淀粉凝胶更透明,冻融稳定性和

耐热性也更好[14] 。 此外,木薯淀粉可显著增加聚合

物溶液的黏度,并有助于提高聚合物膜的机械强度

和加工性能[15] 。 因此,木薯淀粉在载体材料领域具

有较大的应用潜力。 研究[14,16] 发现,羧甲基化可进

一步提高木薯淀粉的凝胶性、增稠性、黏结性、抗酸

碱性 及 抗 消 化 性。 利 用 羧 甲 基 木 薯 淀 粉

(Carboxymethyl
 

Cassava
 

Starch,CMS) 与 SA 进行复

合,有望改善 SA 凝胶的溶胀弱化现象,提高其凝胶

稳定性。 目前,关于 SA-CMS 复合凝胶在益生菌包

埋和控释领域的研究较少,其对益生菌的包埋及性

能调控机制尚未可知。
鉴于此,本研究拟以植物乳杆菌 ZP-6(Lactobacillus

 

plantarum
 

ZP-6)为代表性益生菌,以 SA 和 CMS 为

载体材料,采用复合凝聚法制备 SA-CMS 复合凝胶

珠,并以植物乳杆菌 ZP-6 包埋率、存活率及复合凝

胶珠溶胀率为指标,通过单因素和正交试验优化其

制备工艺,以期为提高益生菌的 pH 稳定性和口服

生物利用率提供新的载体和方法,并为其在食品中

的应用提供技术支撑。

1　 材料与方法

1. 1　 主要材料与试剂

植物乳杆菌 ZP-6,由功能微生物绿色转化技术

河南省工程实验室从婴儿粪便中分离获得; SA、
K2HPO3、无水乙酸钠、 MnSO4、无水 KH2PO4、无水

K2HPO4、胆盐提取物、吐温 80,上海麦克林生化科

技有限公司;浓 HCl,福晨(天津) 化学试剂有限公

司;NaOH,天津市汇杭化工科技有限公司;CaCl2,天
津市北辰方正试剂厂;NaCl,国药集团化学试剂有限

公司;胃蛋白酶(3000 ~ 3500
 

NFU / g)、酵母提取物,
北京索莱宝科技有限公司;胰酶(8×USP),西格玛

奥德里奇 (上海) 有限公司; CMS ( 羧甲基取代度

0. 45),由功能微生物绿色转化技术河南省工程实

验室自制;柠檬酸氢二铵,上海源叶生物科技有限

公司;MgSO4 ·7H2O,生工生物工程股份有限公司;
葡萄糖,天津市光复科技发展有限公司;胰蛋白胨、
牛肉膏,北京奥博星生物技术有限责任公司;琼脂,
白鲨生物科技有限公司。 如无特别标注,上述试剂

均为分析纯。

1. 2　 主要仪器与设备

ME204E 型电子天平,梅特勒-托利多仪器有限

公司;LDZX-50FBS 型高压蒸汽灭菌锅,上海申安医

疗器械厂;TGL-16B 型离心机,上海安亭科学仪器

厂;HH - 2 型水浴锅,北京市长风仪器仪表公司;
LabDancer 型涡旋仪,德国艾卡仪器设备有限公司;
SW-CJ - 2D 型无菌操作台,苏州净化设备有限公

司;LC-SPX- 50B 型生化培养箱,上海力辰邦西仪

器科技有限公司;PHS-25 型 pH 计,上海仪电科学

仪器股份有限公司;Nano-ZS 型激光纳米粒度仪,美
国马尔文仪器有限公司。

1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 培养基制备、菌株活化及菌悬液制备　 1)培
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养基制备。 MRS 液体培养基(1
 

L):K2HPO3
 2. 0

 

g、
柠檬酸氢二铵 2. 0

 

g、 无水乙酸钠 5. 0
 

g、 MnSO4
 

0. 25
 

g、MgSO4 ·7H2O
 

0. 58
 

g、葡萄糖 18. 2
 

g、胰蛋

白胨 10. 0
 

g、牛肉膏 10. 0
 

g、酵母提取物 5. 0
 

g、吐温

80
 

1
 

mL,调节 pH 值为 6. 2 ~ 6. 4;配制 MRS 固体培

养基时,在此基础上加入琼脂 20
 

g。 于 115
 

℃ 条件

下灭菌 30
 

min,备用。
2)菌株活化。 从-80

 

℃冰箱中取出冻存的植物

乳杆菌 ZP-6,立即置于 37
 

℃水浴锅中,快速振摇冻

存管使冻存液全部融化;用接种环将植物乳杆菌

ZP-6 接种到 MRS 液体培养基中,于 37
 

℃ 恒温摇床

中培养 24
 

h。
3)菌悬液制备。 取活化培养液,在 12

 

000
 

r / min、
4

 

℃条件下离心 5
 

min,弃去上清液,用 0. 85%的无

菌生理盐水洗涤沉淀物 2 次后,将其重悬于一定体

积的无菌生理盐水中,采用菌落计数法对菌悬液进

行活细胞计数,使菌悬液中的活菌数保持在 109 ~

1010
 

CFU / mL,备用。
1. 3. 2　 SA-CMS 复合凝胶珠制备及工艺优化 　 取

2
 

mL 质量浓度为 20
 

mg / mL 的 SA 溶液,加入 2
 

mL
菌悬液,混合均匀后,用无菌注射器将该混合体系

匀速滴入质量浓度为 20
 

mg / mL 的 CaCl2 溶液中,持
续浸泡 30

 

min 进行固化;过滤,用无菌水洗涤沉淀 3
次,得到包埋植物乳杆菌 ZP-6 的 SA 凝胶珠。 将一

定质量浓度的 SA 溶液与一定质量浓度的 CMS 溶液

按体积比 1 ∶ 1 混合,并按照上述方法制备包埋植物

乳杆菌 ZP-6 的 SA-CMS 复合凝胶珠。
分别改变 CMS 质量浓度(0

 

mg / mL、10
 

mg / mL、
20

 

mg / mL、30
 

mg / mL、40
 

mg / mL 和 50
 

mg / mL)、SA
质量浓度(10

 

mg / mL、20
 

mg / mL、30
 

mg / mL、40
 

mg / mL
和 50

 

mg / mL)和 CaCl2 质量浓度(10
 

mg / mL、20
 

mg / mL、
30

 

mg / mL、40
 

mg / mL 和 50
 

mg / mL),以植物乳杆菌

ZP-6 包埋率、存活率及 SA-CMS 复合凝胶珠溶胀性

为指标,分别研究三因素对 SA-CMS 复合凝胶珠包埋

植物乳杆菌 ZP-6 的影响规律,并对该复合凝胶珠的

工艺参数进行初步筛选。 在此基础上,以植物乳杆

菌 ZP-6 包埋率为指标,以 CMS 质量浓度(A)、SA 质

量浓度(B)和 CaCl2 质量浓度(C)为因素,设计三因

素三水平正交试验,对该复合凝胶珠的制备工艺进

行优化,并对各凝胶珠的溶胀性及植物乳杆菌 ZP-6
的存活率进行评价。 正交试验因素与水平见表 1。

表 1　 正交试验因素与水平
Table

 

1　 Factors
 

and
 

levels
 

of
 

the
 

orthogonal
 

test
 

mg / mL

水平
因素

A B C
1 25 15 35
2 30 20 40
3 35 25 45

1. 3. 3　 Zeta-电位测定　 将一定质量的 SA 或 CMS
分别溶于不同 pH 值的磷酸盐缓冲液(PBS 缓冲液)
中,配制成质量浓度为 1

 

mg / mL 的溶液;将不同质

量的 SA 或 CMS 分别溶于 pH 值为 6. 0 的 PBS 缓冲

液中,配制成不同质量浓度的 SA 溶液或 CMS 溶液。
利用激光纳米粒度仪于 25

 

℃ 条件下测定各溶液的

Zeta-电位[17] 。
1. 3. 4　 包埋率测定 　 称取 1

 

g 凝胶珠样品,加入

9
 

mL 质量浓度为 30
 

mg / mL 的柠檬酸钠溶液中,于
37

 

℃条件下水浴 30
 

min,用涡流振荡器振荡 30
 

s,
依次循环 2 ~ 3 次,直至凝胶珠样品完全裂解[2] ;取
100

 

μL 裂解液进行梯度稀释后,均匀涂布在 MRS
固体培养基上,于 37

 

℃ 条件下培养 48
 

h,计算植物

乳杆菌 ZP-6 的活菌数。 根据下式计算植物乳杆菌

ZP-6 的包埋率(%) [18] :

包埋率 = N
N0

× 100%

式中,N 为凝胶珠样品中植物乳杆菌 ZP-6 的活菌

数 / (CFU·mL-1),N0 为植物乳杆菌 ZP-6 的初始活

菌数 / (CFU·mL-1)。
1. 3. 5　 存活率测定　 称取 1

 

g 凝胶珠样品,分别置

于 pH 值为 1、3、6、8、10 的 PBS 缓冲液中,于 37
 

℃
条件下浸泡 24

 

h,捞出后用无菌水洗涤 3 次[19] ;按
照 1. 3. 4 的方法将凝胶珠样品裂解后,计算其植物乳

杆菌 ZP-6 的活菌数。 根据下式计算植物乳杆菌 ZP-
6 的存活率(%) [18] :

存活率 =
N1

N
× 100%

式中,N1 为凝胶珠样品在不同 pH 值条件下浸泡 24
 

h

后植物乳杆菌 ZP-6 的活菌数 / (CFU·mL-1)。
1. 3. 6　 形貌表征及溶胀率测定　 将凝胶珠样品分
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别置于 pH 值为 1、3、6、8、10 的 PBS 缓冲液中,于
37

 

℃条件下浸泡 24
 

h,取出控干水分,置于网格纸

上的十字中心处测定其直径,并于固定光照条件下

拍照,观察其形貌变化[20] 。 根据下式计算凝胶珠样

品的溶胀率(%) [21] :

溶胀率 =
D - D0

D0

× 100%

式中,D0 为凝胶珠样品的初始直径 / mm,D 为凝胶珠

样品在不同 pH 值条件下浸泡 24
 

h 后的直径 / mm。
1. 3. 7　 体外模拟消化液中植物乳杆菌 ZP-6 存活率

测定　 1)体外模拟消化液配制。 模拟胃液(Simulated
 

Gastric
 

Fluid,SGF):取 7
 

mL 浓 HCl 溶于 800
 

mL 去

离子水中,加入 3. 2
 

g 胃蛋白酶、0. 2
 

g
 

NaCl,摇匀后

定容至 1000
 

mL,备用[22] 。
模拟肠液(Simulated

 

Intestinal
 

Fluid,SIF):准确

称取 6. 8
 

g
 

KH2PO4,加入 500
 

mL 去离子水中,用质

量浓度为 4
 

mg / mL 的 NaOH 溶液调节 pH 值至 6. 8;
准确称取 10. 0

 

g 胰酶,溶解于 100
 

mL 缓冲液( pH
值为 6. 8,下同)中,搅拌 30

 

min,于 6266
 

r / min 条件

下离心 20
 

min; 将所得上清液用缓冲液定容至

1000
 

mL。 每 30
 

mL
 

SIF 中依次加入 4
 

mL 质量浓度

为 46. 87
 

mg / mL 的胆盐提取物、1
 

mL 质量浓度为

110
 

mg / mL 的 CaCl2 溶液,备用[22] 。
模拟结肠液( Simulated

 

Colonic
 

Fluid,SCF):准
确称取 3. 4

 

g 无水 KH2PO4 和 4. 3
 

g 无水 K2HPO4,
分别定容于 100

 

mL 去离子水中;合并 2 种溶液并定

容至 1000
 

mL,将其 pH 值调为 7. 0,备用[22] 。
2)植物乳杆菌 ZP-6 存活率测定。 分别将 1

 

g
凝胶珠样品浸泡于 SGF 中孵育 2

 

h、SIF 中孵育 6
 

h、
SCF 中孵育 24

 

h,捞出后用无菌水洗涤 3 次[23] 。 按

照 1. 3. 4 的方法将凝胶珠样品完全裂解后,计算其

植物乳杆菌 ZP-6 的活菌数,以表征凝胶珠样品对植

物乳杆菌 ZP-6 口服生物利用率的影响。 植物乳杆

菌 ZP-6 存活率(%)的计算公式如下:

存活率 =
N2

N
× 100%

式中,N2 为凝胶珠样品在不同模拟消化液中浸泡后

的活菌数 / (CFU·mL-1)。
1. 4　 数据处理及分析

采用 SPSS
 

21. 0 和 Origin
 

8
 

Pro 软件进行数据

统计和绘图,所有数值均以(平均数±标准差)表示,
显著性水平为 P<0. 05。

2　 结果与分析

2. 1　 pH 值和质量浓度对 SA 或 CMS
 

Zeta-电
位的影响

不同 pH 值和质量浓度下 SA 或 CMS 的 Zeta-

电位如图 1 所示,其中不同小写字母表示组内差异

显著(P<0. 05),下同。 由图 1 可知,SA 和 CMS 均

带大量负电荷,且随着溶液 pH 值升高和质量浓度

增加,二者携带的负电荷量均增多。 相比之下,随着

溶液 pH 值升高,CMS 的 Zeta-电位变化程度较小,表
明 CMS 具有较好的 pH 稳定性;而相同 pH 值或质量

浓度条件下,SA 携带的负电荷量显著多于 CMS。

2. 2　 单因素试验结果分析

2. 2. 1　 CMS 质量浓度对 SA-CMS 复合凝胶珠性能

的影响　 不同 CMS 质量浓度下 SA-CMS 复合凝胶

珠的性能如图 2 所示,其中不同大写字母表示组间

差异显著(P<0. 05),下同。 由图 2a)可知,纯 SA 凝

胶珠(CMS 质量浓度为 0
 

mg / mL)对植物乳杆菌 ZP-
6 的包埋率为 82. 02%;添加 CMS 溶液后,SA-CMS
复合凝胶珠对植物乳杆菌 ZP-6 的包埋率显著提高

(P<0. 05),但随着 CMS 质量浓度的增加,该复合凝

胶珠对植物乳杆菌 ZP-6 的包埋率会降低。 当 CMS
的质量浓度为 30

 

mg / mL 时,SA-CMS 复合凝胶珠对

植物乳杆菌 ZP-6 的包埋率最高,为 88. 7%,且此时

该复合凝胶珠在不同 pH 值下的溶胀率均较低,植
物乳杆菌 ZP-6 的存活率均在 90%以上。 这表明质

量浓度为 30
 

mg / mL 的 CMS 能显著增强 SA-CMS 复

合凝胶珠的抗溶胀性能,并有助于提高植物乳杆菌

ZP-6 的 pH 稳定性。 在利用 Ca2+固化 SA 形成凝胶

珠的过程中,Ca2+最先与 SA 液滴的外表面接触并首

先与外层 SA 分子发生交联反应,随着 Ca2+ 不断向

SA 液滴内部渗透,SA 液滴核心因固化而逐渐减小,
最终形成 SA 凝胶珠。 研究[25] 表明,羧甲基淀粉与

凝胶性多糖之间能产生分子间氢键相互作用[24] ,故
CMS 可通过分子间氢键相互作用与 SA 结合;同时,
CMS 的功能基团也可有效结合 Ca2+ 并发生交联作

用,形成致密的网络结构,进而有效填充和支撑 SA
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图 1　 不同 pH 值和质量浓度下 SA 或 CMS 的 Zeta-电位
Fig. 1　 Zeta-potential

 

of
 

SA
 

or
 

CMS
 

under
 

different
 

pH
 

and
 

mass
 

concentrations

凝胶网络结构[26] 。 此外,CMS 具有较强的吸水性和

一定的交联度,可显著增大聚合物溶液的黏度[15] ,
故 CMS 溶液的加入会增大 SA 溶液的黏度,进而降

低 Ca2+向 SA-CMS 混合液滴内部的渗透速率。 当

CMS 的质量浓度较低时,SA-CMS 复合凝胶珠的外

层较为疏松,使得 Ca2+ 能快速向 SA-CMS 混合液滴

内部渗透;但由于此时的凝胶网络缺乏有效的填充

和支撑,其结构较为疏松,不能很好地包埋植物乳

杆菌 ZP-6。 随着 CMS 质量浓度的增加,CMS 对 SA-
CMS 复合凝胶的填充和支撑作用增强,使其对植物

乳杆菌 ZP-6 的包埋率提高。 然而,由于 SA 的—
COO-及 CMS 的—CH2COO-均带负电,当 CMS 的质

量浓度持续增加时,其负电性增强(见图 1d)),CMS
与 SA 之间的静电斥力随之增强,进而阻碍二者结

合[27] ,使得 SA-CMS 复合凝胶珠网络结构重新变得

疏松[28] 。 同时,高质量浓度的 CMS 会显著增大 SA-
CMS 复合溶液的黏度,使植物乳杆菌 ZP-6 的迁移

受阻,难以分散到凝胶网络内部[29] ,进而降低 SA-
CMS 复合凝胶珠对植物乳杆菌 ZP-6 的包埋率。

由图 2b)和 c)可知,随着 pH 值升高,各凝胶珠

的溶胀率均增大。 纯 SA 凝胶珠经 PBS 溶液浸泡后

发生明显溶胀,当 pH 值为 10 时,其完全破裂。 随

着 CMS 质量浓度的增加,SA-CMS 复合凝胶珠的溶

胀率呈先增大后减小的趋势,但在不同 pH 值的

PBS 溶液中浸泡 24
 

h 后,其依然保持完整的球形结

构,表明 CMS 可有效改善 SA 凝胶珠的溶胀弱化问

题。 这可能与 CMS 分子间较强的氢键和交联作用

有关。 低 pH 值条件下,高浓度的 H+会使 SA 和 CMS
发生质子化,导致水溶性、负电性(见图 1a)和 c))
及二者之间的静电斥力均减弱[30] ;同时,大量的 H+

·14·



　 2026 年 10 月
 

第 41 卷
 

第 5 期　

　 　

图 2　 不同 CMS 质量浓度下 SA-CMS 复合凝胶珠的性能
Fig. 2　 Properties

 

of
 

SA-CMS
 

composite
 

gel
 

beads
 

under
 

different
 

CMS
 

mass
 

concentrations

会促使 SA 与 CMS 之间形成较强的氢键相互作

用[31] 。 因此,SA-CMS 复合凝胶珠在低 pH 值条件

下的溶胀性较弱。 随着 pH 值升高,SA 和 CMS 去质

子化,负电性和水溶性均增强,此时 SA-CMS 复合凝

胶珠的溶胀率增大[32] 。 碱性条件下,SA 和 CMS 进

一步解离,负电荷密度增大,导致二者之间的静电

排斥力进一步增强,这一方面有利于 SA 和 CMS
的分子链伸展,另一方面导致二者之间的结合减

弱[33] ,最终促进复合凝胶珠溶胀。 因此,碱性条件

下,各凝胶珠的溶胀率均较高,甚至完全破裂。
CMS 可填充并支撑 SA 凝胶珠的网络结构,进而降

低外部溶液向复合凝胶珠内部的渗透速率,增强

其抗溶胀性能。 然而,SA-CMS 复合溶液的高黏度

也会延缓 Ca2+的扩散,形成不均匀的凝胶结构,减
少 SA 的有效交联位点,导致凝胶网络结构变得松

散[15] ;同时,过量的 CMS 还会导致体系内分子间

静电斥力增强,故 SA-CMS 复合凝胶珠的溶胀性会

因 CMS 溶液质量浓度过高而增强。 因此,当 CMS
溶液的质量浓度为 30

 

mg / mL 时,SA-CMS 复合凝

胶珠在不同 pH 值条件下的溶胀率均较低。
由图 2d)可知,经不同 pH 值的 PBS 缓冲液浸

泡 24
 

h 后,各凝胶珠中植物乳杆菌 ZP-6 的存活率

均随 pH 值的升高先升高后降低,且均在 pH 值为 6
时出现最高存活率。 相较于纯 SA 凝胶珠,相同 pH
值下 SA-CMS 复合凝胶珠中植物乳杆菌 ZP-6 的存

活率明显升高,且随着 CMS 质量浓度的增加先升高
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后降低,表明 CMS 的加入可有效提高该复合凝胶珠

对植物乳杆菌 ZP-6 的保护作用,且该保护作用受

CMS 质量浓度的影响。 研究[34-35] 表明,pH 值为 6
时正处于植物乳杆菌的最适生长 pH 值范围内,较
低或较高 pH 值均会破坏植物乳杆菌的结构,导致

其存活率降低。 CMS 质量浓度的增加可有效改善

SA 凝胶珠的溶胀弱化现象,并增大其内部网络结构

密度,降低外部 PBS 缓冲液中离子的渗透速率,有
效保护植物乳杆菌 ZP-6 的活性;同时,通过减少

SA-CMS 复合凝胶珠中植物乳杆菌 ZP-6 的泄漏量,
进一步提高其活菌数。 但当 CMS 质量浓度大于

30
 

mg / mL 时,随着 CMS 质量浓度的进一步增加,由
于 SA 与 CMS 之间静电斥力的增强,以及 Ca2+ 向

　 　

SA-CMS 复合凝胶珠内部渗透的速率减慢,导致该

复合凝胶珠的网络结构变得疏松,此时 PBS 缓冲液

中的离子能快速向凝胶珠内部渗透,使植物乳杆菌

ZP-6 的活性降低;同时,凝胶珠溶胀率的增大会释

放更多植物乳杆菌 ZP-6,进一步导致凝胶珠内部的

活菌数减少。 综上,初步选择 CMS 的最佳质量浓度

为 30
 

mg / mL。
2. 2. 2　 SA 质量浓度对 SA-CMS 复合凝胶珠性能的

影响　 不同 SA 质量浓度下 SA-CMS 复合凝胶珠的

性能如图 3 所示。 由图 3a)可知,随着 SA 质量浓度

的增加,SA-CMS 复合凝胶珠对植物乳杆菌 ZP-6 的

包埋率先提高后降低;当 SA 质量浓度为 20
 

mg / mL
时,该复合凝胶珠对植物乳杆菌 ZP-6 的包埋率最

　 　

图 3　 不同 SA 质量浓度下 SA-CMS 复合凝胶珠的性能
Fig. 3　 Properties

 

of
 

SA-CMS
 

composite
 

gel
 

beads
 

under
 

different
 

SA
 

mass
 

concentrations
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高,为 88. 71%。 SA 质量浓度增加可增大 SA-CMS
复合凝胶网络结构密度[36] ,但当 SA 质量浓度过大

时,由于 SA 和 CMS 均带负电,且 SA 带电荷量会随

着 SA 质量浓度的增加显著增多(见图 1b)),导致

SA 与 CMS 之间的静电斥力增大、结合力减弱,最终

使得该复合凝胶珠的网络结构变得松散[37] ,不利于

包埋植物乳杆菌 ZP-6,且外部 PBS 缓冲液可快速向

该复合凝胶珠内部渗透,导致其溶胀率增大(见图

3b)和 c)),植物乳杆菌 ZP-6 存活率降低 ( 见图

3d));同时,该复合凝胶珠内部网络结构缺乏有效

的填充和支撑,使其易出现溶胀弱化现象 ( 见图

3c)),导致植物乳杆菌 ZP-6 被快速释放。 此外,当
SA 质量浓度为 20

 

mg / mL 时,SA-CMS 复合凝胶珠

内部的交联密度与其传质效率达到平衡,且此时 SA
与 CMS 的协同作用最强[38] ,故 SA-CMS 复合凝胶珠

对植物乳杆菌 ZP-6 的包埋率最高、溶胀率较小且植

物乳杆菌 ZP-6 存活率较高。 综上,初步选择 SA 的

最佳质量浓度为 20
 

mg / mL。
2. 2. 3　 CaCl2 质量浓度对 SA-CMS 复合凝胶珠性能

的影响　 不同 CaCl2 质量浓度下 SA-CMS 复合凝胶

珠的性能如图 4 所示。 由图 4a)可知,随着 CaCl2 质

量浓度的增加,SA-CMS 复合凝胶珠对植物乳杆菌

ZP-6 的包埋率呈先提高后降低的趋势,在 CaCl2 质

量浓度为 40
 

mg / mL 时达到最高值 89. 02% (见图

4a))。 高质量浓度的 Ca2+有助于 SA 与 CMS 形成更

紧密的凝胶交联网络结构[39] ,降低水分子和离子向

图 4　 不同 CaCl2 质量浓度下 SA-CMS 复合凝胶珠的性能

Fig. 4　 Properties
 

of
 

SA-CMS
 

composite
 

gel
 

beads
 

under
 

different
 

CaCl2
 mass

 

concentrations
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SA-CMS 复合凝胶珠内部渗透的速率,抑制该复合

凝胶珠的溶胀及植物乳杆菌 ZP-6 的失活;同时,
CaCl2 作为电解质,其质量浓度的增加可导致该复

合凝胶珠内部离子强度增加而压缩双电层,抑制该

复合凝胶珠溶胀[40] ,并减少植物乳杆菌 ZP-6 释放,
进一步提高其内部植物乳杆菌 ZP-6 的活菌数。 但

当 CaCl2 质量浓度过高时,大量 Ca2+ 会竞争性争夺

SA 上的结合位点,且多余的 Ca2+ 会与带负电的 SA
和 CMS 结合,阻碍二者之间的相互作用[41] ,导致

SA-CMS 复合凝胶珠的空间网状结构变得疏松,对
植物乳杆菌 ZP-6 的包埋率降低。 同时,外部 PBS
缓冲液向凝胶珠内部的快速渗透会导致凝胶珠迅

速溶胀且内部 pH 值发生改变,一方面影响凝胶珠

内部植物乳杆菌 ZP-6 的活性,另一方面使凝胶珠对

植物乳杆菌 ZP-6 的释放量增加,最终导致凝胶珠

内部活菌数减少。 综上,初步选择 CaCl2 的最佳质

量浓度为 40
 

mg / mL。

2. 3　 正交试验结果分析

SA-CMS 复合凝胶珠制备工艺的正交试验结果

见表 2。 由表 2 可知,3 个因素的极差(R 值)大小顺

序为 A>B>C,表明 CMS 质量浓度对 SA-CMS 复合凝

胶珠包埋率的影响最大,其次是 SA 质量浓度和

CaCl2 质量浓度[42] 。 k1、k2 和 k3 中的最大值为相应水

平下的最佳值[43] ,因此 A1B2C3 为制备 SA-CMS 复合凝

胶珠的最佳组合,即 CMS 质量浓度为 25
 

mg / mL,SA 质

量浓度为 20
 

mg / mL,CaCl2 质量浓度为 45
 

mg / mL。
对各正交试验组所制备 SA-CMS 复合凝胶珠的

溶胀性及植物乳杆菌 ZP-6 存活率进行了测定,结果

如图 5 所示。 由图 5a)可知,相较于其他复合凝胶

珠,试验号 2(A1B2C3 组合)制备的复合凝胶珠在各

pH 值条件下的溶胀率均较小,表明其具有较好的抗

溶胀性。 由图 5b)可知,A1B2C3 组合制备的复合凝

胶珠,其植物乳杆菌 ZP-6 的存活率在 pH 值为 1 ~
10 范围内均较高,表明该复合凝胶珠能有效保护植

物乳杆菌 ZP-6 的活性。

2. 4　 体外模拟消化液中植物乳杆菌 ZP-6 的存

活率

益生菌的口服生物利用率与其在消化道中的

　 　

表 2　 正交试验结果
Table

 

2　 Orthogonal
 

test
 

results
试验号 A B C 包埋率 / %

1 1 1 1 88. 72
2 1 2 3 89. 45
3 1 3 2 89. 06
4 2 1 3 88. 64
5 2 2 2 89. 02
6 2 3 1 87. 59
7 3 1 2 86. 13
8 3 2 1 87. 93
9 3 3 3 87. 00
K1 267. 23 263. 49 264. 24
K2 265. 25 266. 40 264. 21
K3 261. 06 263. 65 265. 09
k1 89. 08 87. 83 88. 08
k2 88. 42 88. 80 88. 07
k3 87. 02 87. 88 88. 36
R 2. 06 0. 97 0. 29

最佳水平 A1 B2 C3

存活率密切相关[44] 。 不同体外模拟消化液中植物乳

杆菌 ZP-6 的存活率如图 6 所示。 由图 6 可知,在
SGF、SIF 和 SCF 中分别孵育一段时间后,游离植物乳

杆菌 ZP-6(游离 ZP-6) 的存活率分别为 62. 04%、
62. 64%和 60. 62%,SA-CMS 复合凝胶珠中植物乳杆

菌 ZP-6(SA-CMS-ZP-6)的存活率分别为和 87. 88%、
81. 43%和 82. 63%,表明该复合凝胶珠能显著提高

植物乳杆菌 ZP-6 在模拟消化过程中的存活率,进而

提高其口服生物利用率。 游离植物乳杆菌的耐受

能力较差,强酸性环境可直接破坏其细胞膜结构并

抑制胞内酶活性,导致菌体失活;胰蛋白酶、胆盐等

物质也会损伤游离植物乳杆菌,降低其活性[45] 。
SA-CMS 复合凝胶珠具有良好的 pH 稳定性:在 SGF
强酸性环境下,SA 和 CMS 发生质子化,形成结构致

密的凝胶骨架,有效延缓氢离子的向内渗透速率,
减轻强酸对包埋菌体的侵蚀[46] ;在 SIF 和 SCF 环境

下,凝胶基质发生去质子化并出现适度溶胀,依托

SA、CMS 与盐离子的络合作用及自身耐酶解特

性[11,47] ,凝胶网络仍可保持相对致密的空间结构,
有效阻碍盐离子和蛋白酶向内部渗透,保护包埋菌

体的活性。 因此,SA-CMS 复合凝胶珠能显著提高

体外模拟消化过程中植物乳杆菌 ZP-6 的存活率。
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图 5　 各正交试验组所制备 SA-CMS 复合凝胶珠的溶胀率及植物乳杆菌 ZP-6 存活率
Fig. 5　 Swelling

 

rates
 

of
 

SA-CMS
 

composite
 

gel
 

beads
 

prepared
 

in
 

different
 

orthogonal
 

test
 

groups
 

and
 

survival
 

rates
 

of
 

L. plantarum
 

ZP-6
 

within
 

them

图 6　 不同体外模拟消化液中植物乳杆菌
ZP-6 的存活率

Fig. 6　 Survival
 

rate
 

of
 

L. plantarum
 

ZP-6
 

in
 

different
 

simulated
 

digestive
 

fluids

3　 结论

本文以植物乳杆菌 ZP-6 包埋率为主要指标,并

结合凝胶珠的溶胀率和植物乳杆菌 ZP-6 的存活率,
采用单因素试验研究了 CMS 质量浓度、SA 质量浓

度和 CaCl2 质量浓度对 SA-CMS 复合凝胶珠性能的

影响规律,在此基础上采用正交试验对该复合凝胶

珠的制备工艺进行了优化,同时研究了该复合凝胶

珠中植物乳杆菌 ZP-6 的 pH 稳定性及在体外模拟

消化液中的存活率,得到如下结论:相较于 SA 凝胶

珠,SA-CMS 复合凝胶珠对植物乳杆菌 ZP-6 的包埋

率明显提高,抗溶胀性能更优,同时可显著提高植

物乳杆菌 ZP-6 在不同 pH 值环境下的存活率。 SA-
CMS 复合凝胶珠的最佳制备工艺为 CMS 质量浓度

25
 

mg / mL、SA 质量浓度 20
 

mg / mL、CaCl2 质量浓度

45
 

mg / mL,在此条件下,该复合凝胶珠对植物乳杆

菌 ZP-6 的包埋率达到峰值 89. 45%,兼具良好抗溶

胀性与菌体保护能力,且能大幅提高植物乳杆菌

ZP-6 经体外模拟消化后的存活率。 本研究建立了

调控 SA-CMS 复合凝胶珠性能的可行工艺方案,同
时构建了一种新型递送载体,可改善益生菌的 pH
稳定性和口服生物利用率。 然而,由于人体消化道

的复杂性和多样性,还需进一步研究该复合凝胶珠

对益生菌口服生物利用率的影响。
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Abstract:【Objective】This
 

study
 

aimed
 

to
 

improve
 

the
 

pH
 

stability
 

and
 

oral
 

bioavailability
 

of
 

probiotics. 【Methods】
In

 

this
 

study,
 

Lactobacillus
 

plantarum
 

ZP-6
 

(LP
 

ZP-6)
 

was
 

used
 

as
 

a
 

representative
 

probiotic,
 

and
 

sodium
 

alginate
 

(SA)
 

and
 

carboxymethyl
 

cassava
 

starch
 

( CMS)
 

were
 

used
 

as
 

carrier
 

materials
 

to
 

prepare
 

SA-CMS
 

composite
 

gel
 

beads
 

efficiently
 

embedding
 

LP
 

ZP-6
 

by
 

the
 

complex
 

coacervation
 

method.
 

Single-factor
 

and
 

orthogonal
 

experiments
 

were
 

conducted
 

to
 

optimize
 

the
 

embedding
 

conditions
 

of
 

the
 

SA-CMS
 

composite
 

gel
 

beads,
 

and
 

the
 

effects
 

of
 

the
 

gel
 

bead
 

structure
 

on
 

the
 

pH
 

stability
 

and
 

in
 

vitro
 

survival
 

rate
 

of
 

LP
 

ZP-6
 

in
 

simulated
 

digestive
 

fluids
 

were
 

investigated. 【Results】 Compared
 

with
 

SA
 

gel
 

beads,
 

SA-CMS
 

composite
 

gel
 

beads
 

significantly
 

improved
 

the
 

embedding
 

rate
 

of
 

LP
 

ZP-6,
 

the
 

survival
 

rate
 

of
 

LP
 

ZP-6
 

under
 

different
 

pH
 

conditions,
 

and
 

the
 

anti-swelling
 

property
 

of
 

the
 

gel
 

beads.
 

The
 

highest
 

embedding
 

rate
 

of
 

LP
 

ZP-6
 

by
 

the
 

SA-CMS
 

composite
 

gel
 

beads
 

(89. 45%)
 

was
 

obtained
 

when
 

the
 

concentrations
 

of
 

CMS,
 

SA,
 

and
 

calcium
 

chloride
 

were
 

25
 

mg / mL,
 

20
 

mg / mL,
 

and
 

45
 

mg /
mL,

 

respectively.
 

These
 

gel
 

beads
 

significantly
 

enhanced
 

the
 

pH
 

stability
 

and
 

oral
 

bioavailability
 

of
 

LP
 

ZP-6,
 

with
 

the
 

survival
 

rate
 

of
 

LP
 

ZP-6
 

remaining
 

above
 

80%
 

after
 

simulated
 

digestion
 

in
 

vitro. 【 Conclusion】 The
 

SA-CMS
 

composite
 

gel
 

beads
 

can
 

serve
 

as
 

an
 

effective
 

carrier
 

for
 

probiotics
 

to
 

enhance
 

their
 

pH
 

stability
 

and
 

oral
 

bioavailability.
Key

 

words: Lactobacillus
 

plantarum; carboxymethyl
 

cassava
 

starch; sodium
 

alginate; gel
 

bead; pH
 

stability; oral
 

bioavailability　
[责任编辑:杨晓娟]

·94·


