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摘 要 介绍了一种新型多组份生物微胶囊体系———FGHIF0I8I($ HJKIL微胶囊。考察了 JKIL和 FGHIF0I8I($ H

JKIL微胶囊体系对大肠杆菌和酿酒酵母生长的影响，并用 FGHIF M I8I($ HJKIL生物微胶囊进行了固定化培养大

肠杆菌和酿酒酵母的研究。结果表明，与其它合成聚阳离子类似，JKIL组分对细胞生长有明显的抑制作用，但是
在制胶囊过程中以及在用 FGHIF0I8I($ HJKIL微胶囊对大肠杆菌和酿酒酵母培养过程中，都显示了良好的生物相容

性，因此作为整个体系来说，该微胶囊可用于微生物细胞的固定化培养。
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在多种生物物质的固定化技术中，利用形成胶

囊将生物物质包埋起来的微胶囊固定化技术，以其

制备简单、损耗小、生物相容性好、后处理方便等特

性，占有重要地位，一直受到许多研究者的关注［!］。

到目前为止，已开发出了不少生物微胶囊体系，主要

有海藻酸钠类、壳聚糖类、聚丙烯酸酯类、琼脂类、纤

维素硫酸钠和聚二甲基二烯丙基氯化铵等［$ P 2］。

近年来出现的由海藻酸钠（F’D;C- 8(Q;E8R,，FG）
H纤维素硫酸钠（F’D;C- @,((C(’=, =C(S8R,，IF）0氯化钙
（I8I($）H聚亚甲基二胍·氯化氢（J’(<0-,RA<(,E,0@’0
QC8E;D;E, M A<D/’@A(’/;D,，JKIL）等构成的微胶囊体
系，是一种多组分生物微胶囊体系，其中聚阴离子是

两种高聚物，由此而增加的可调参数增大了微胶囊

制备的自由度，为制备出性能更好的微胶囊提供了

空间。从已有的实验结果看［#，1］，该微胶囊是由一层

厚约 !2 P !#%!-的多孔性膜围成的中空微囊，可以
为固定化的生物物质提供液态环境，把空间效应减

到最小，更符合生物物质的生长要求，正受到研究者

的关注。

一个新的固定化体系，除了应该具备良好的化

学物理性质外，还必须具有良好的生物相容性，也即

该体系不能影响生物物质的正常生长。因此本文通

过在培养液中添加单个成囊物质和添加形成的微胶

囊，以及将微生物固定在胶囊内，考察在这些条件下

对微生物生长的影响情况，确定该体系的生物相容

性。

, 材料与方法

, -, 实验材料
纤维素硫酸钠（IF）由浙江大学生物工程研究

所制备；聚亚甲基二胍·氯化氢（JKIL）购自美国的
F@;,ER;S;@ J’(<-,/ J/’DC@R= I’)，酿酒酵母和大肠杆菌
由浙江大学生物工程研究所保藏；其余试剂均为市

售分析纯。

酿酒酵母摇瓶培养基：葡萄糖 $%QHT，尿素 4QHT，
酵母膏 4QHT，（*U3）$ FV3 2QHT，KQFV3·1U$V %) 2QHT，

W$UJV3·4U$V !QHT，WU$JV3 !QHT。
大肠杆菌摇瓶培养基：胰化蛋白胨 !%QHT，酵母

提取物 2QHT，氯化钠 2QHT，XU为 1 )% P 1 )2。
, -( 实验方法
, -( -, FGHIF0I8I($ HJKIL生物微胶囊的制备：配制

$O%Y的 FG、$O2YIF、!O%YI8I($ 和 !O2Y JKIL溶
液，灭菌后，将 FG 和 IF 的混合液用注射器滴入
!O%YI8I($ 溶液，固化 4%-;E，收集预胶囊，用无菌水
洗涤数次后，转入 !O2YJKIL溶液，搅拌 !%-;E，收
集微胶囊，用无菌水彻底洗去残留的 JKIL，经柠檬



酸钠溶液液化后，储存备用。

! "# "# 酿酒酵母或大肠杆菌的固定化：将酿酒酵母
或大肠杆菌的菌悬液加入到 !"和 #!混合液中，搅
拌均匀，按 !"$#!%#&#’( $)*#+生物微胶囊的制备方

法，将酿酒酵母或大肠杆菌包埋在 !"$#!%#&#’( $)*%
#+生物微胶囊内。
! "# "$ 葡萄糖含量测定：采用苯酚%硫酸法。
! "# "% 菌浓测定：采用分光光度法。

# 实验结果与讨论

# "! &’()对大肠杆菌、酿酒酵母生长的影响
在构成微胶囊体系的四种物质（!"$#!%#&#’( $

)*#+）中，海藻酸钠是天然多糖，已成为制备微胶囊
的常用原料，其生物相容性不容质疑［,，-］，#!的生物
相容性也已有文献报道［./，..］，认为对微生物的生长

基本无毒害作用，#&#’( 则为无机盐，所以这里不再
考察这三种组分的生物相容性。一般而言，合成的

聚阳离子物质对微生物均有一定的毒害作用，因此，

本文重点考察 )*#+的生物相容性。
在实验中，将已灭菌的 )*#+按 / 012、. 012的

浓度直接溶解于已配制好的培养基中，接入一定量

的大肠杆菌或酿酒酵母菌悬液，进行摇瓶培养（大肠

杆菌：345，.116$789；酿酒酵母：3/5，(./ 6$789），每
隔一定时间取出一定量的培养液进行分析。对大肠

杆菌，测定其在 ://97处的 !" 值，可得到不同 )*%
#+浓度下大肠杆菌的生长曲线；对酿酒酵母，则分
别测定在 1:/97和 ;-/97处的 !" 值，可得到不同
)*#+浓度下酿酒酵母的生长曲线和耗糖曲线。图
.为 )*#+ 浓度对大肠杆菌和酿酒酵母生长的影
响，图 (为 )*#+浓度对酿酒酵母耗糖的影响。从
图中可看出，在培养基中加入 )*#+后，大肠杆菌和
酿酒酵母基本没有生长，这说明与其它聚阳离子类

似，)*#+对大肠杆菌和酿酒酵母的生长具有毒害
作用，在实验范围内，微生物的生长受到了严重影

响，从结果来看，)*#+在浓度达 / 0 12以上后对大
肠杆菌和酿酒酵母生长的抑制作用几乎与浓度无

关。

# "# *+,(*-(.(/# ,&’()生物微胶囊对大肠杆菌、
酿酒酵母生长的影响

实验中，将无菌条件下制得的一定量微胶囊（部

分破碎）加入到已配制好的培养基中，接入一定量的

大肠杆菌或酿酒酵母菌悬液，进行摇瓶培养（大肠杆

菌：345，.116$789；酿酒酵母：3/5，(./6$789），每隔

图 . )*#+浓度对大肠杆菌和酿酒酵母生长的影响
<8=0. >?@ @AA@BCD EA )*#+ E9 C?@ =6EFC? EA

# 0 $%&’ &9G ( 0 $)*)+’,’-
!/2)*#+；"/012)*#+；#.012)*#+；

—# 0 $%&’；H H H H ( 0 $)*)+’,’-

图 ( )*#+浓度对酿酒酵母耗糖的影响
<8=0( >?@ @AA@BCD EA )*#+ E9 C?@ =’IBED@
BE9B@9C6&C8E9 89 BI’CI6@ EA ( 0 $)*)+’,’-)
!/2)*#+；"/012)*#+；$.012)*#+

一定时间取出一定量的培养液进行分析，同样，对大

肠杆菌而言，在 ://97处测定 !" 值，得到大肠杆菌
的生长曲线；对酿酒酵母，分别在 1:/97和 ;-/97处
测定 !" 值，则分别得到酿酒酵母的生长曲线和耗
糖曲线。图 3为空胶囊对游离大肠杆菌和酿酒酵母
生长的影响，图 ;的曲线之一表示了空胶囊对游离
酿酒酵母耗糖的影响。从图中可看出，在培养基中

加入空胶囊后，大肠杆菌和酿酒酵母的生长几乎与

对照组没什么区别。说明 )*#+一旦反应形成微囊
膜后，其毒性就消失了，这说明微胶囊体系适合于微

生物的培养。

# "$ 大肠杆菌、酿酒酵母固定化培养与游离培养的
比较

将已制备好的包埋有大肠杆菌和酿酒酵母的微

胶囊分别接入各自的培养基进行培养，培养条件：大

/.4 生 物 工 程 学 报 .,卷



图 ! 培养液中添加胶囊对大肠杆菌
和酿酒酵母生长的影响

"#$%! &’( ())(*+, -) *./,01(, .22(2 +- 3(2#03 -4 +’( $5-6+’
-) ! % "#$% .42 & % "’(’)%*%+’

!7#+’-0+ *./,01(,；"822#+#-4 -) *./,01(,；

—! % "#$%；9 9 9 9 & % "’(’)%*%+’

图 : 培养液中添加胶囊及酿酒酵母
固定化分别对其耗糖的影响

"#$%: &’( ())(*+, -) *./,01(, .42 #33-;#1#<.+#-4 -4 +’(
*-4,03/+#-4 -) $10*-,( ;= & % "’(’)%*%+’

#"5(( *01+05(（6#+’-0+ *./,01(,）；""5(( *01+05(（.22#+#-4 -) *./,01(,）；

$>33-;#1#<(2 *01+05(

肠杆菌 !?@、ABB5C3#4，酿酒酵母：!D@，EAD5C3#4。定
时取样分析。图 B为大肠杆菌和酿酒酵母微胶囊固
定化培养与游离培养时的比较，从图中看出，大肠杆

菌和酿酒酵母微胶囊固定化培养和游离培养的生长

曲线具有相似的形状，只是在微囊化培养时，大肠杆

菌和酿酒酵母的对数生长期延长，且最终菌浓略低

于游离培养的情况。

图 :曲线之一为酿酒酵母微胶囊固定化培养与
游离培养时耗糖的比较。从图中结果可以看到，两

者耗糖曲线的形状是近似的，只是微胶囊化培养的

酿酒酵母耗糖速率略低于游离培养的酿酒酵母，其

耗糖终点比游离培养的要滞后一些，且其残糖浓度

要略高于游离培养的残糖浓度。

上述实验结果还可以从本实验微胶囊形成过程

图 B 大肠杆菌和酿酒酵母微胶囊固定化
培养与游离培养生长曲线的比较

"#$%B F-3/.5#,-4 -) +’( $5-6+’ -) ! % "#$% .42
& % "’(’)%*%+’ #4 )5(( *01+05( 6#+’ #33-;#1#<(2 *01+05(

#"5(( *01+05(；">33-;#1#<(2 *01+05(；

—! % "#$%；9 9 & % "’(’)%*%+’(5(G#,#.(

图 H I8CFIJF.F1E CKLFM生物微胶囊形成过程示意图

"#$%H &’( /5-*(,, -) +’( )-53.+#-4 -)
I8CFIJF.F1E CKLFM 3#*5-*./,01(

加以解释。图 H为微胶囊形成过程示意图，在制备
过程中，先将 I8和 FI的混合液滴入 F.F1E 溶液，反
应 !D3#4，形成实心微胶囊，然后，将实心微胶囊转
入 KLFM溶液中，经 KLFM与 I8和 FI的快速界面
反应，在实心微胶囊周围形成一层很薄的膜，约

AD3#4后，KLFM与 I8和 FI在膜的附近全部反应，
形成外面覆盖有一层膜的实心微胶囊，一方面，由于

小分子物质 F.E N的竞争作用，聚阳离子 KLFM很难
进入微胶囊的内部，另一方面，这层膜虽然很薄，但

比较紧密，不能透过大分子的 KLFM，因此在微胶囊
囊内空间就不存在 KLFM，粘附在微胶囊外壁的 KLJ
FM则可通过反复洗涤去掉，不会对囊内的微生物产
生不良影响。

! 结 论
上述实验结果表明，在大肠杆菌和酿酒酵母培

养液中直接加入 KLFM（浓度在 D % BO以上），微生物
生长会受到严重抑制，但是，若加入已制备好的微胶

囊，微生物生长基本不受影响。与游离细胞培养相

AA?H期 张立央等：I8CFIJF.F1E CKLFM微胶囊的生物相容性研究



比，大肠杆菌和酿酒酵母在 !"#$!%$&$’( #)*$+生物
微胶囊中，对数生长期略有滞后，生长过程相似，且

最终菌浓略有降低。因此，作为整个体系来说，新型

的 !"#$!%$&$’( #)*$+生物微胶囊可望发展成为一
种有发展前途的微生物固定化方法。
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