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海藻酸钠微囊化JS25噬菌体的制备、表征及其
在食品模拟体系中的释放

龙  门1,2，周  卉2，谢  文2，廖  琪2，王  冉1,*
（1.江苏省农业科学院食品质量安全与检测研究所，江苏省食品质量安全重点实验室-省部共建国家重点实验室培育基地， 

农业部农产品质量安全控制技术与标准重点实验室，南京 210014；

2.滁州学院生物与食品工程学院，安徽省热敏性物料加工工程技术中心，安徽 滁州 239000）

摘  要：通过海藻酸钠微囊化JS25噬菌体，并对制备的JS25噬菌体微囊粉进行结构表征和稳定性分析，通过构建不

同的食品模拟体系分析JS25噬菌体微囊粉的释放规律。结果表明，海藻酸钠和CaCl2组成的体系能有效地构建JS25

噬菌体微囊粉，通过响应面优化试验得到海藻酸钠和CaCl2添加量分别为3.72、2.55 g/100 mL时，JS25噬菌体包埋率

可达88.38%；该条件下的JS25微囊粉粒径分布在20～90 μm之间，且呈正态分布；并且与浮游态噬菌体相比，微囊

化的JS25噬菌体稳定性显著增加至35 d（4 ℃和20 ℃）。另外，JS25微囊粉在不同食品模拟体系中均可迅速释放，

呈现先增加后稳定的趋势，在8 min后释放率均达75%以上。说明该工艺可以有效固定JS25噬菌体，并且对噬菌体效

价影响较小。因此，海藻酸钠微囊化JS25噬菌体可以用于JS25噬菌体微囊粉的生产加工。
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Abstract: In this experiment, phage JS25 was microencapsulated with sodium alginate, and the structure of the microcapsule 

powder was characterized in order to determine its size distribution. In addition, the stability at different temperatures was 

analyzed by using planktonic phage as a control. The release characteristics of microencapsulated phage in four different 

food simulant systems were evaluated as well. The results showed that the phage was effectively microencapsulated with 

sodium alginate and CaCl2. The results of optimization by response surface methodology (RSM) indicated that the maximum 

microencapsulation efficiency of 88.38% was obtained when the concentrations of sodium alginate and CaCl2 were 3.72 and 

2.55 g/100 mL, respectively. The size of the prepared microcapsules showed a normal distribution in the range of 20–90 μm.  

The microcapsules were stable for 35 d at 4 and 20 ℃, having improved stability compared with the control. The phage 

microcapsule powder was rapidly released in the tested food simulation systems and the release rate increased and then 

remained stable, reaching higher than 75% at 8 min. Therefore, this process can be used for microencapsulation of phage 

JS25 to improve its stability with little impact on its titer.
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噬菌体广泛存在于自然界中，烈性噬菌体可感染或裂

解细菌，目前已经广泛应用在对人类疾病的治疗方面[1-2]。 

近年来，通过噬菌体杀菌已经得到了广泛的应用，其中

弯曲杆菌[3]、大肠杆菌[4-5]、假单胞菌[6]、热死环丝菌[7]、

沙门菌[8]和李斯特菌[9]等均有大量的研究。从食品安全的

角度来说，噬菌体是预防和控制一些有害细菌，而不干

扰自然生物群落细菌的最佳方式[10-11]，噬菌体不仅可以提

高食品的安全性，而且也不会改变食物的色、香、味[12]， 

在温度低至1 ℃时仍然能够裂解宿主细胞，可抑制冷藏食

品中细菌（特别是嗜冷菌）的生长，并且一旦食品取出

置于室温条件下，噬菌体便可进一步控制其增殖。虽然

噬菌体具有巨大的应用优势，并且已经取得了广泛的应

用，但是由于其保存时间相对较短的特点也限制了在食

品、医药领域中的应用范围。研究表明，浮游状态的噬

菌体稳定性极差，在室温条件下贮藏6～12 h后即失活，

严重制约了其应用范围[13-14]。

微囊化技术是一种常用的活性物质包埋技术，该技

术不但可以通过包埋法固定活性物质以提高其稳定性，

还可以通过包埋技术调控活性物质的释放速率，以增加

活性物质的应用可能性[15-16]。O’Brien等[17]通过功能性油

脂微囊粉的加工，极大地促进了其应用可行性及稳定

性；Burgain等[18]通过微胶囊成功开发了益生菌的包埋技

术，并且应用至工业化生产中。尽管活性物质微囊化技

术具有诸多优点，已经在医药、食品包装、生物技术、

环境保护等领域得到了广泛的应用，但是该技术并不能

实现对活性物质的全部包埋，即在微囊化过程中会导致

部分活性物质的损失[19-20]。因此，针对不同活性成分制定

合适的微囊化工艺是该技术使用的前提。

JS25噬菌体分离于牛奶厂污水中，属于肌尾噬菌体

科噬菌体，具有极强的细菌裂解能力，可以较好地感染

并杀死宿主细胞[21]；并且该类噬菌体可以应用到食品的

重要优势是其没有遗传功能并不能转录细菌DNA，并

且可以通过高效价感染杀死宿主细胞[22]。目前国内外对

于噬菌体微囊化工艺的研究相对较少，并且针对海藻酸

钠微囊化JS25噬菌体及其结构表征的研究鲜见报道。因

此，本实验通过海藻酸钠微囊化JS25噬菌体，并对制备

的JS25噬菌体微囊粉进行结构表征，通过构建4 种不同的

食品模拟体系，建立微囊化JS25噬菌体在不同食品模拟

体系中的释放模型，以期为噬菌体在食品非热杀菌的应

用中提供技术支持。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

vB_SauM_JS25噬菌体（以下简称JS25噬菌体）由江

苏省农科院食品质量安全与检测研究所提供，分离自奶

牛场污水；金黄色葡萄球菌ATCC6538 北京陆桥技术

有限公司；营养琼脂、营养肉汤培养基、Baird-Parker培

养基 青岛新希望生物科技有限公司；MgSO4、CaCl2、

柠檬酸钠、碳酸氢钠、海藻酸钠、盐酸（均为分析纯） 

国药集团化学试剂有限公司。

1.2 仪器与设备

LRH-250A生化培养箱 韶关市泰宏医疗器械有限

公司；TXQ-LS-50G立式压力蒸汽灭菌锅 上海博迅实

业有限公司医疗设备厂；FA2204B电子天平 上海越平

科学仪器有限公司；R-134A型恒温振荡摇床 美国热电

公司；JL-1166型激光粒度分布测试仪 成都精新粉体

测试设备有限公司；JSM-6510扫描电子显微镜 日本电

子株式会社。

1.3 方法

1.3.1 溶液的配制

SM缓冲液：称取硫酸镁2 g、氯化钠5.8 g、溶解于

900 mL去离子水中，再加入50 mL 1 mol/L的Tris-HCl溶

液，去离子水定容至1 L，121 ℃灭菌20 min，置于4 ℃冰

箱中保存备用。

微球破解液：称取柠檬酸钠1 4 . 7  g，碳酸氢钠

16.8 g，溶于1 L的SM缓冲液中，0.22 μm滤膜过滤除菌，

常温保存备用。

1.3.2 海藻酸钠微囊化JS25噬菌体的制备[23-24]

将4 ℃保存的金黄色葡萄球菌噬菌体JS25采用液体

增殖法扩增培养。将所需的海藻酸钠溶解于100 mL、

50 mmol/L Tris-HCl溶液中（pH 7.5），然后加入噬菌

体悬液，搅拌混匀，噬菌体终浓度约为107 PFU/mL，

真空脱气除去溶液中气泡。将上述溶液用2 mL无菌注

射器逐滴滴入所需的CaCl2溶液中形成海藻酸钙凝胶，

（20±2）℃静置硬化30 min。过滤收集微球，用去离子

水洗涤后，于4 ℃生理盐水中保存待用。将收集到的微球

于4 ℃干燥，密封保存。

1.3.3 单因素试验

固定CaCl2添加量2.0 g/100 mL，分别以2.0、2.5、
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3.0、3.5、4.0、4.5、5.0 g/100 mL的海藻酸钠及按照1.3.2

节中的微囊化工艺制备JS25噬菌体微囊粉，分析海藻酸

钠添加量对JS25噬菌体包埋率的影响。

固定海藻酸钠添加量为4.0 g/100 mL，分别以0.5、

1.0、1.5、2.0、2.5、3.0、3.5、4.0 g/100 mL的CaCl2溶液

按照1.3.2节中的微囊化工艺制备JS25噬菌体微囊粉，分

析CaCl2添加量对JS25噬菌体包埋率的影响。

1.3.4 JS25噬菌体微囊粉制备工艺优化

在上述试验的基础上，分别以海藻酸钠添加量

（X 1）为2.5～4.5 g/100 mL、CaCl2添加量（X 2）为

1.5～3.5 g/100 mL，通过Design-Expert中心组合设计响应

面试验，试验的因素与水平见表1。

表 1 响应面试验因素与水平

Table 1 Coded levels of independent variables used for  

central composite design 

因素
水平

－1.414 －1 0 1 1.414

X1海藻酸钠添加量/（g/100 mL） 2.1 2.5 3.5 4.5 4.9
X2 CaCl2添加量/（g/100 mL） 1.1 1.5 2.5 3.5 3.9

1.3.5 JS25噬菌体微囊粉稳定性的测定

以浮游态JS25噬菌体为对照，分别分析在微囊化前

后JS25噬菌体在4 ℃及20 ℃贮藏过程中的效价变化。

1.3.6 JS25噬菌体微囊粉的表征

针对上述实验制备的JS25噬菌体微囊粉，分别通过

测定其粒径分布及扫描电子显微镜结果进行表征。

1.3.7 JS25噬菌体微囊粉释放性能的测定

分别分析在不同食品模拟体系中的释放性能，

具体食品模拟体系如下 [25]：高水分活度食品模拟体系

（T1）：取105 mL 95%乙醇溶液加去离子水至1 000 mL

配成10%乙醇溶液；高醇溶液食品模拟体系（T2）：取

526 mL 95%乙醇溶液，添加去离子水定容至1 000 mL；

水分活度为0.6～0.7的食品模拟体系（T3）：取600 mL丙

三醇加去离子水至1 000 mL配成60%甘油溶液；脂肪类食

品模拟体系（T4）：1 000 mL正己烷。

1.3.8 指标的测定

1.3.8.1 JS25噬菌体包埋率[26]测定

取5 g湿微球加入45 mL微球破解液中，室温下溶解

3 h后，检测破解液中噬菌体效价，按照下式计算包埋

率。对于干燥后的微球，需先在SM缓冲液中37 ℃水化

15 min后再破解。

100/%

1.3.8.2 粒径测定[27]

采用马尔文纳米粒度基于动态光散射原理测定仪测

定JS25噬菌体微囊粉的平均粒径。

1.3.8.3 扫描电子显微镜观察[28]

取适量JS25噬菌体微囊粉，将其用胶黏附于铝制的

样品载物台上，再放入真空喷涂仪内进行蒸镀Au/Pd，最

终于JSM-6510扫描电子显微镜下观察形态。

1.3.8.4 释放率测定[29]

JS25噬菌体微囊粉释放率为不同模拟液中JS25噬菌

体效价与微球裂解液中JS25噬菌体效价的比值。

1.4 数据统计

所有数据利用Microsoft Excel 2010进行统计处理，

用SAS 9.2进行ANOVA分析，不同平均值之间利用LSD

（least-significant difference）法进行差异显著性检验 

（ ±s，n=3）。

2 结果与分析

2.1 不同处理条件对JS25噬菌体微囊粉包埋率的影响
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图 1 不同处理条件对包埋率的影响

Fig. 1 Effects of different conditions on microencapsulation efficiency

从图1可以看出，随着二者添加量的增加，JS25噬

菌体的包埋率均呈现显著的（P＜0.05）先增加后降低

的趋势。对于海藻酸钠，当添加量在2.5～4.5 g/100 mL

时，噬菌体有较高的包埋率。过高的添加量（大于

5.0 g/100 mL）增加了溶液凝胶的黏稠度，造成胶体

结块，从而降低了噬菌体的包埋率；而过低的添加量

（低于2.5 g/100 mL）则降低了胶体的黏稠度，从而

不能完成对噬菌体的包埋。而对于CaCl2，当添加量在

1.5～3.5 g/100 mL时，噬菌体有较高的包埋率；而过低的

添加量不能够完成对胶体颗粒的硬化，过高添加量则可能

会导致胶体微球破解，从而降低了JS25噬菌体的包埋率。

2.2 JS25噬菌体微囊粉制备工艺优化结果

如表2所示，海藻酸钠及CaCl2不同添加量对微囊粉

的包埋率有显著的影响（P＜0.05）。
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表 2 响应面试验设计与结果

Table 2 Central composite design with experimental values of 

microencapsulation efficiency

试验号 X1海藻酸钠添加量 X2 CaCl2添加量 包埋率/%

1 0 0 86.77±0.42a

2 1.414 0 70.06±0.40f

3 1 1 72.19±0.42e

4 0 1.414 77.82±0.28b

5 0 －1.414 73.33±0.35d

6 0 0 86.98±0.59a

7 0 0 86.39±0.72a

8 －1.414 0 53.38±0.68i

9 0 0 86.52±0.49a

10 －1 －1 59.40±0.40h

11 0 0 87.25±0.62a

12 －1 1 68.44±0.39h

13 1 －1 76.82±0.31c

注：同列不同小写字母表示差异显著，P＜0.05。

利用Design-Expert 8.0.6软件对表2中响应面试验数据

进行二次多项式回归分析，建立包埋率对试验中涉及的

2 个因素变量的二次多项式的回归方程：Y=－151.98＋

100.87X1＋40.62X2－3.42X1X2－12.39X1
2－5.46X2

2。

由图2可知，2 个因素对JS25噬菌体的包埋率有明显

的交互作用，并且在试验研究范围内，单一因素的临界

值（最适添加量）随另外因素的增加呈先升高后降低的

趋势，与单因素试验结果相似。
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图 2 海藻酸钠和CaCl2添加量交互作用结果

Fig. 2 Response surface and contour plots showing the interactive 

effects of sodium alginate and CaCl2 on microencapsulation efficiency

以JS25噬菌体包埋率最大值为目标值，对构建的

二次回归方程进行优化后得到，在海藻酸钠添加量

3.72 g/100 mL、CaCl2添加量2.55 g/100 mL条件下，JS25

噬菌体存在最大的包埋率为87.43%，以该条件进行验证

实验得到，JS25噬菌体包埋率为（88.38±0.38）%，与

理论值相对误差小于5%。说明该工艺准确可靠，可以用

于JS25噬菌体微囊粉的生产加工。

2.3 JS25噬菌体微囊粉结构表征结果

2.3.1 扫描电子显微镜结果

30 kV   WD11 mm    2 500 10 µm 30 kV    WD11 mm     5 000 5 µm

a b

a.海藻酸钠；b. JS25噬菌体微囊粉。

图 3 扫描电子显微镜结果

Fig. 3 Scanning electron micrographs of sodium alginate and microcapsules

为了进一步表征JS25噬菌体的颗粒形态，通过扫描

电子显微镜对JS25噬菌体微囊粉（图3b）及海藻酸钠凝胶

（图3a）进行表征后可以看出，微囊粉呈均匀的颗粒状分

布，而海藻酸钠胶体大致呈网状、块状结构。说明该方法

能有效制备JS25噬菌体微囊粉，并且微囊颗粒分布均匀。

2.3.2 JS25噬菌体微囊粉粒径分布
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图 4 JS25噬菌体粒径分布

Fig. 4 Size distribution of microcapsules

由图4可知，微囊粉粒径范围在20～90 μm之间，且

呈正态分布。其中粒径范围在30～50 μm之间的微囊粉约

占60%。说明实验得到的JS25噬菌体微囊粉颗粒均匀，

该工艺能有效、均匀地完成对噬菌体的包埋。

2.4 JS25噬菌体微囊粉的稳定性结果
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图 5 JS25噬菌体微囊粉稳定性结果

Fig. 5 Stability of microcapsules

从图5可以看出，在4 ℃时，浮游态噬菌体在贮藏1 d

时，效价从7.8（lg（PFU/g））迅速降至0（lg（PFU/g））， 

而JS25噬菌体微囊粉在贮藏35 d后，效价发生轻微降低，

但是无显著差异（P＞0.05）。在20 ℃时，浮游态噬菌体

在6 h后即失活，而噬菌体微囊粉在1 d后呈略微的降低，
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在贮藏35 d后，效价从6.81（lg（PFU/g））降低至5.41

（lg（PFU/g）），仅下降1.4（lg（PFU/g））。说明微

囊粉能有效地完成对JS25噬菌体的包埋，并且可维持噬

菌体活性至35 d。

2.5 食品模拟体系中JS25噬菌体微囊粉释放结果

释放性能是载药微囊粉的重要性能指标，既可以保

持活性物质在体系中不断释放，也可以提高活性物质的

稳定性，从而达到长效作用[30]。从图6可以看出，在不同

种类的食品模拟体系中，JS25噬菌体释放规律相同，在

0～5 min均能够快速地释放，在释放5～8 min后变缓并逐

渐稳定。具体表现为：JS25噬菌体在T1体系中有最快的

释放速度，在体系中2 min后释放率可达79.35%，随着时

间的继续延长，释放率逐渐增加，在6 min后达到98%，

随后无显著差异（P＞0.05）。另外，JS25噬菌体在T4体

系中的释放率在5 min后趋于稳定，可达到91%；在T3体

系中在6 min时趋于稳定，释放率可达到84%；在T2体系

中释放率最低，在7 min后逐渐稳定，释放率可达75%。

对图6不同食品模拟体系中JS25噬菌体的释放曲线进

行数学释放模型拟合，拟合所得方程对应的决定系数R2见

表3。从表3可以看出，在T1、T2、T4体系中，噬菌体的释

放行为符合一级动力学模型y=a×（1－exp（－bx））， 

且R2均大于0.9；而在T3体系中，噬菌体的释放行为符合

Higuchi模型。综合上述结果可以看出，JS25噬菌体微囊

粉在不同食品模拟体系中均有理想的释放效果，并且释

放率均高于75%。
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图 6 食品模拟体系中JS25噬菌体释放曲线

Fig. 6 Release curve of microencapsulated phage in food simulant systems

表 3 JS25噬菌体释放动力学模型拟合

Table 3 Kinetic model equations and determination coefficients for 

release of microencapsulated phage

拟合方程 模拟方程
决定系数R2

T1 T2 T3 T4

一级拟合 y = a（1－exp（－bx）） 0.966 0.951 0.833 0.929

Higuchi拟合 y = axb 0.876 0.894 0.949 0.870

3 结论与讨论

海藻酸钠和CaCl2组成的体系能有效地构建JS25噬

菌体微囊粉，表现为随着二者添加量的增加，JS25噬

菌体的包埋率呈显著的（P＜0.05）先增加后降低的趋

势，并且二者对包埋率有显著的交互作用；通过响应

面试验优化得到海藻酸钠和CaCl2添加量分别为3.72、

2.55 g/100 mL时，JS25噬菌体包埋率可达到最大值

88.38%。实验得到的JS25噬菌体微囊粉有稳定的颗粒结

构，且颗粒粒径在20～90 μm之间呈正态分布。另外，该

状态的噬菌体稳定性显著增加，表现为与浮游态噬菌体

失活相比，在4 ℃及20 ℃条件下噬菌体微囊粉贮藏35 d

也有较高的效价。JS25噬菌体微囊粉在不同的食品模拟

体系中均迅速释放并逐渐稳定，在不同体系中释放8 min

后，释放率可达到75%以上；并且其释放规律符合一级

动力学模型及Higuchi模型。说明该工艺可以用于对JS25

噬菌体的微囊化包埋，以提高JS25噬菌体的稳定性。

JS25噬菌体作为一种天然的杀菌剂，广泛应用于食

品保鲜中，可增强食品的安全性和延长食品的保质期，

但是天然噬菌体大多为浮游态，极易失活，从而限制了

其在食品保鲜加工中的应用。目前，采用海藻酸盐固

定天然活性成分已经取得了广泛应用，Diamante等[31]通

过海藻酸盐成功包埋了乳酸链球菌，并显著提高了其

稳定性；Prisco等[32]通过微囊化技术固定了Lactobacillus 
reuteri DSM 17938益生菌，增强了其在食物和肠道中的

稳定性。但是，在不同的研究成果中得到的微囊粉形态

却存在较大的差异，从扫描电子显微镜结果可以看出，

通过海藻酸钠-CaCl2体系可以将噬菌体包埋为微米级别

的微囊粉，微囊粉呈不规则的圆球状，可能是因为海藻

酸钠在挤出阶段或在CaCl2溶液中硬化过程中导致，但

是也有研究报道可能是由于噬菌体表面和海藻酸钠之间

的相互作用导致[10]。另外，在20 ℃条件下，与浮游态噬

菌体在6 h即失活相比，微囊粉态噬菌体在贮藏35 d仅失

活15.66%，说明微囊粉能有效地实现对JS25噬菌体的包

埋，并且可维持噬菌体活性至35 d以上。JS25噬菌体微囊

粉在不同液态食品模拟液中的释放率存在差异，可能是

由于液态食品中的水分活度及黏度不同导致。
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