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本文以大肠杆菌 DEF!为模型体系，探索了大肠杆菌
DEF!用海藻酸钠G壳聚糖（CHC）微胶囊培养的可行性，并观
察了微囊化大肠杆菌 DEF!细胞生长与物料渗透性能，通过
将 CHC微胶囊移植到实验组小鼠体内，考察了 CHC微胶囊
作为口服药物载体的可能性。

" 材料和方法

"#" 材料
壳聚糖，本实验室改性所得；海藻酸钠，I4(.’ D<J ’K +4-0

.L H’) MA.) N2C；其它试剂均为国产分析纯。大肠杆菌
DEF!，长春生物制品所；OP培养基，华美生物制品公司提供。
昆明系小白鼠 !" Q #$R，解放军大连高等医学专科学校实验
动物中心提供。

"#$ 方法
"#$ #" 大肠杆菌的微囊化：参照王勇等［!，#］制备 CHC微胶
囊的方法略加改动。将悬浮培养所得的对数生长期的大肠

杆菌 DEF!经离心分离后，与浓度为 !SFT（3G4）的海藻酸
钠均匀混合。在高压电场作用下滴入 !$$;;’(GO的氯化钙
溶液中进行凝胶化反应，制备海藻酸钙凝胶珠，然后与

$S%T（3G4）的壳聚糖溶液进行成膜反应，最后用 $S!FT（3G
4）的海藻酸钠覆膜，以 FF;;’(GO的柠檬酸钠液化其内核。
"%$%$ 微囊化大肠杆菌的培养：将 CHC微囊化的大肠杆菌
DEF!放入 #F$;O的锥形瓶中，加入 OP培养基适量，于 %6U
恒温摇床中培养，隔时取样。

"%$%& 大肠杆菌 DEF!生长曲线测定方法：采用菌体光密
度法测定其生长曲线。将取出的 CHC微胶囊样品机械破碎
后，用柠檬酸钠液化，离心去除微胶囊碎片，收集菌体，于波

长 5$$A;处测定光密度值。
"%$%’ CHC 微胶囊的通透性能：以牛血红蛋白（分子量
5" $$$）为模型物质，将 #;O包埋有大肠杆菌 DEF!的 CHC微
胶囊放于 F$;O离心管中，加入 #$;O浓度为 $S1;RG;O的牛
血红蛋白溶液，初始吸光度 5$，隔时取样，通过测定吸光度

分析牛血红蛋白溶液的浓度变化，记为 5 9。

"%$%( 动物口服实验：将 CHC微胶囊口服灌注到小鼠胃肠
内，隔时处死小鼠并解剖小肠取样，考察微胶囊在动物肠胃

内的粘附性能。以同样方法考察 CVC微胶囊在动物肠胃内
的粘附性能。

$ 结 果

$%" 大肠杆菌 )*(!在 +,+微胶囊内的生长特性
为了解大肠杆菌 DEF!在微胶囊内的生长、繁殖、代谢

以及死亡的动态过程，以传统的海藻酸钙凝胶珠固定化培养

以及悬浮培养作对照，考察微囊膜的引入对大肠杆菌 DEF!
生长的影响。将微囊化的大肠杆菌分成 !7等份，分别加入
相同体积的 OP培养基，在 %6U恒温培养，每隔 # /取样，按
上述方法破碎后，测定大肠杆菌 DEF!的密度，结果如图 !所
示。

由图 !可以看出：CHC微囊化培养的大肠杆菌 DEF!的
生长曲线同悬浮培养和海藻酸钙凝胶珠固定化培养一样，均

呈现“2型”。但是微囊化培养以及海藻酸钙凝胶珠固定化
培养的细胞密度总体上低于悬浮培养得到的细胞密度，生长

曲线较为舒缓。悬浮培养 !# /后，大肠杆菌 DEF!开始进入
死亡期，细胞密度下降很快；而微囊化培养时，大肠杆菌处于

稳定期的时间明显长于悬浮培养和凝胶珠固定化培养。在

进行长期培养时（ W %$/）发现，微囊化培养的大肠杆菌 DEF!
的细胞密度基本维持在稳定期时的细胞密度，表明微胶囊能

够为大肠杆菌 DEF!提供一个较为稳定的生长微环境。
实验还发现：大肠杆菌 DEF!在微囊化培养一段时间

后，菌体开始聚集，出现大小不一的团块，并保持一定时期

（见图 #）。与悬浮培养和凝胶珠固定化培养相比，由于微囊
膜能提供稳定的、均匀的微环境，对细胞具有支持和保护作

用［%］，因此微囊化培养有利于大肠杆菌 DEF!的长期生长和
生产。

$%$ +,+微胶囊的通透性能
微胶囊膜的通透性能直接影响到包埋物的营养供给和

代谢产物的跨膜传递，因此细胞培养用微胶囊应满足：维持



图 ! 大肠杆菌的生长动力学曲线
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图 < 壳聚糖溶液 6=值对微胶囊通透性能的影响
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图 A 微囊化大肠杆菌培养前（左，AB C）和培养后（右，DB C）
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细胞生长和代谢的营养物质以及小分子的细胞表达产物能

够自由通过微囊膜，而细胞以及大分子产物等能被截留在微

胶囊内。为此，本实验对包埋有菌体的微胶囊通透性能进行

了考察。由于微生物对 6=值的要求较为苛刻，而且 6=值对
微胶囊的成膜反应有重要影响，因此本文主要给出了不同

6=值壳聚糖溶液制备微胶囊的通透性能。由图 < 可以看
到：随着壳聚糖溶液 6=值的升高，微囊膜对牛血红蛋白的通
透性能降低。

对于细胞培养来说，通透性能好，营养物质通过微囊膜

容易，对细胞的生长有利，因此，应适当降低壳聚糖溶液的

6=值；但同时细胞对 6=值的敏感性又意味着单纯考虑通透
性的要求是不够的，所以必须综合考虑 6=值对细胞活性及
微囊膜通透性的影响。

!"# 动物实验结果
药物载体的粘附性能是决定药物载体停留时间长短的

关键性因素，口服药物载体在肠道内的停留时间长短，直接

影响到药物的利用度和给药频率，停留时间越长，药物的作

用时间越长，给药频率越低。为考察 GEG微胶囊的粘附性
能，分别将粒径为 HBB!?的 GEG和 GIG 微胶囊 BJA?K通过
灌注的方式，灌注到小鼠的胃中，隔时处死小鼠并解剖小肠

与胃，于显微镜下观察。实验发现：D+后 GIG微胶囊已经全
部排出小肠，而 GEG微胶囊 HL+后在小肠部位仍停留很多且
保存完好，说明 GEG微胶囊具有较强的亲粘膜性能，并能经

受胃液和肠液的长时间作用。上述实验结果表明：GEG微胶
囊具有较强的亲粘膜性能，可望成为口服药物的良好载体。

# 讨 论

目前，基因工程药物大多是以大肠杆菌为基因载体，并

通过工程菌的悬浮培养技术生产。鉴于培养过程采用批式

操作，目的基因表达产物的分离纯化步骤繁多，不仅使工业

生产存在很多不便，其高成本也限制了基因工程药物的推广

应用。如果在生产基因工程药物时，利用微胶囊对基因工程

菌进行固定化培养，可以大大简化目的产物的分离纯化步

骤，甚至直接利用微囊化工程菌作为一种口服药剂直接使

用，既无需分离纯化，又发挥了微胶囊的控制释放作用。已

经有研究报道，大肠杆菌 M=D"可以在海藻酸钠F聚赖氨酸F
海藻酸钠（GIG）微胶囊内生长，相应的制剂可用于口服去除
体内增高的胺和尿素来治疗尿毒症［H，D］。聚赖氨酸是人工合

成的高分子化合物，目前完全依赖进口。因此选择方便易

得、具有自主产权和规模生产的天然生物材料取代聚赖氨酸

对发展微囊化基因工程药物有着重要的作用。

壳聚糖（E+#*(09-）是自然界含量仅次于纤维素的一种天
然多糖，广泛存在于虾、蟹等的壳中。它来源丰富，价格低

廉，机械性能和生物相容性好，特别是它的侧链结构中含有

大量的伯氨基，能够在水溶液中与海藻酸钠等阴离子聚电解

质发生络合反应形成聚电解质络合物，因此它是一种良好的
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成膜材料。从理论上分析，它可以代替聚赖氨酸用于生物微

胶囊的制备。同时作为一种天然多糖类物质，它还具有很好

的生物相容性和亲粘膜性能。

用 !"!微胶囊对大肠杆菌进行固定化培养，实验发现
大肠杆菌在微胶囊内可以保持存活，并能进行正常的生长和

代谢。大肠杆菌在进行微囊化培养时，稳定期较悬浮培养及

传统的凝胶固定化培养显著延长，长期培养时囊内大肠杆菌

的密度变化不大。这种现象可以使转染目的基因的大肠杆

菌 #$%!反复培养，并可提高细胞对目的产物的表达能力。
从动物实验结果可以看出，!"!微胶囊具有良好的生物相容
性和亲粘膜性，!"!微囊化的大肠杆菌能在动物小肠内较长
时间停留，证明了利用微囊化胞内基因工程产物作为口服药

物的可能性。
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