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重组抗菌肽海藻酸钠微囊制备与体外释放特征研究 
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摘要: 对重组表达的海洋生物抗菌肽对虾素 3-2进行亲和层析纯化, 以海藻酸钠为壁材, 采用凝聚法制

备了重组抗菌肽海藻酸钠微囊, 以微囊的形态和包封率为指标优化制备工艺, 对制备的微囊进行体外

释放特征的初步研究。结果显示, 在氯化钙浓度为 1.5%, 海藻酸钠浓度为 2.0%时, 制备的微囊为完整

的球形, 冷冻干燥后的直径约为 1.1 mm, 包封率为 83.87%。微囊在模拟胃液(pH 2.0)中 2 h 左右释放量

趋于稳定, 释放量低于 14%; 微囊在模拟肠液(pH 7.8)中不断释放, 5 h 时释放量达 98%, 表明微囊具有

良好的肠溶性而可以抵抗胃液的破坏, 可以用作重组抗菌肽缓释/控释制剂, 为抗菌肽在水产病害防治

过程的口服给药提供实验基础。 
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抗菌肽(Antimicrobial peptides, AMP)是生物体
免疫系统产生的一类小分子生物活性物质, 对真菌、
细菌、病毒等病原微生物具有非特异性抑制或杀灭

作用, 广泛存在于生物体中。随着对水产动物抗菌肽
的分离、结构与功能的研究[1-4], 利用水产动物抗病
功能基因构建相应的表达载体, 实现重组抗菌肽的
高效表达, 克服了天然抗菌肽来源有限、化学合成成
本高、批量生产困难等不足。然而, 直接口服抗菌肽
极易被生物体内的酶分解, 其生物活性也随之消失, 
使其在水产养殖疾病预防和治疗领域受到很大程度

的限制[5-6]。 
建立蛋白类药物的有效经口导入途径成为研究

热点 , 通过可生物降解的微囊系统给药 , 不仅可以
防止药物在体内很快降解, 还可以达到缓释/控释目
的 [7]。肖东等 [8]研制的肠溶微囊式鲤鱼生长激素

(rcGH)促生长剂投喂胡子鲶 , 采用酶联免疫吸附测
定法和酶联免疫吸附受体测定法检测, 结果发现肠
溶胶囊对 rcGH 起到保护作用; 余俊红等[9]制备的全

细胞疫苗和微胶囊疫苗口服免疫鲈鱼鱼苗, 攻毒后, 
微囊组的死亡率较低; Romalde等[10]对非胶囊和微囊

化的口服疫苗对虹鳟格氏乳球菌病的免疫保护作用

进行了评价, 结果表明微囊化的疫苗具有较好的保
护作用。 

抗菌肽作为饲料添加剂在畜禽和水产养殖中取

得了一定的成果, 但直接口服抗菌肽其生物利用度

低。本研究是将基因工程发酵生产的海洋生物重组

抗菌肽——对虾素 3-2, 亲和层析分离纯化后, 以乳
化凝聚法制备重组抗菌肽海藻酸钠肠溶性微囊, 不
仅能够提高抗菌肽的稳定性, 有效的防止胃液对重
组抗菌肽的破坏 , 而且能够实现控制释放 , 使重组
抗菌肽长效的发挥作用, 为抗菌肽类制剂通过口服
途径应用于养殖中的疾病防治提供了可能。  

1  材料与方法 

1.1  材料及主要试剂配制 
重组抗菌肽发酵液, 本实验室制备的毕赤酵母

表达的对虾素 3-2(GenBank登录号为 DQ308408)。 
分离纯化平衡缓冲液: 20 mmol/L磷酸盐缓冲液, 

500 mmol/L NaCl, 20 mmol/L咪唑, 使用 0.45 μm滤
膜真空抽滤, pH7.4。 

分离纯化洗脱缓冲液: 20 mmol/L磷酸盐缓冲液, 
500 mmol/L 咪唑 , 使用 0.45 μm 滤膜真空抽滤 ,   
pH 7.4。 

模拟胃液: 取稀盐酸 16.4 mL, 加超纯水约 800 
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mL, 再加入胃蛋白酶 10 g, 搅拌均匀后调节 pH 至
2.0, 然后容量瓶定容至 1000 mL。 

模拟肠液: 取磷酸二氢钾 6.8g加超纯水 500 mL
溶解, 另外将 10 g 胰蛋白酶溶解与适量超纯水中, 
将两者混匀后, 用 0.1mol/L的氢氧化钠溶液调节 pH
值至 7.8, 容量瓶定容至 1 000 mL。 

1.2  重组抗菌肽的分离纯化与纯度检测 
重组抗菌肽在毕赤酵母表达体系中大量发酵表

达, 发酵液经 4℃, 12 000 r/min, 离心 20 min后取上
清, 上清液经过 0.22 μm的滤膜过滤。根据重组抗菌
肽含有 His标签选用 Ni2+亲和层析进行分离纯化。先

用平衡缓冲液饱和, 将重组抗菌肽上清液上柱吸附, 
再用洗脱缓冲液洗涤, 收集合并活性峰组分。纯化的
重组抗菌肽样品, 通过考马斯亮蓝试剂盒测定浓度, 
上样量 20 μL, Tricine-SDS-PAGE(15.5%)40V冰浴电
泳过夜 , 考马斯亮蓝染色 , 检测纯化后重组抗菌肽
的纯度。 

1.3  微囊的制备方法 
在室温 (25℃±1℃)下 , 取氯化钙溶液在磁力搅

拌器上搅拌, 用注射器逐滴滴入含重组抗菌肽(总量
为 G)的海藻酸钠溶液 , 即可得到白色凝胶状固体 , 
继续在溶液中孵育(室温)15 min左右, 将微囊用纯水
洗涤后过滤分离, 冷冻干燥 48 h[11]。 

1.4  微囊粒径的测定与形态表征 
随机选取制备好的微囊 (n>30)紧密排成一排 , 

用游标卡尺测量[12], 重复 3 次, 求其平均值作为每
粒粒径, 同时观察和记录肠溶性微囊的形状及其圆
整度。粒径计算公式为 D=∑Di/n。 

1.5  微囊包封率的测定 
按照 1.3方法制备好微囊后, 将反应剩余液倒入

量筒, 量其体积 V, 再用 Bradford法测定蛋白质浓度
C。按照公式: 包封率 E= (G－CV)/G×100%计算微囊
包封率。式中 G 代表制备微囊时加入的重组抗菌肽
的总量, CV 代表制备微囊时未被包封的重组抗菌肽
的量。 

1.6  微囊制备工艺的研究 
考察氯化钙的浓度、海藻酸钠的浓度对制备微

囊影响。选取氯化钙浓度的三个水平(1.0%, 1.5%, 
2.0%)和海藻酸钠的 3个水平(1.0%, 1.5%, 2.0%), 每
个试验处理重复 3 次, 分别制备重组抗菌肽海藻酸

钠微囊 , 观察不同水平对微囊成型的影响 , 选择微
囊成型速度快 , 粒径圆整 , 包封率较高的为最优制
备工艺。 

1.7  重组抗菌肽海藻酸钠微囊的体外释放 
采用最佳工艺制备的抗菌肽海藻酸钠微囊, 等

比例分为两份 , 分别置于盛有 30 mL 的模拟胃液   
(pH 2.0)和模拟肠液(pH 7.8)的三角瓶中, 于 28.0℃± 
0.5℃恒温摇床中震荡, 震荡速度为 90 r/min, 定时取
出一定量的释放液样品, 再补加入等量的模拟胃液
和模拟肠液。Bradford法测定样品中的重组抗菌肽含
量, 从而绘出释放曲线。 

2  结果与分析 

2.1  重组抗菌肽的纯化结果 
重组抗菌肽纯化样品电泳结果见图 1。在 5.8 

kDa 处, 纯化前后的重组抗菌肽样品都有一条比较
清楚的带, 与重组抗菌肽的分子质量一致。同等上样
量和电泳条件下, 纯化后的重组抗菌肽较纯化前杂
带减少 , 表明其纯度有所提高; 但其蛋白浓度也相
对降低, 表明在纯化过程中重组抗菌肽部分损失。 

 

图 1  重组抗菌肽纯化样品的 Tricine-SDS-PAGE电泳图 
Fig. 1  Tricine-SDS-PAGE profile of purified recombinant 

AMP 
1.超低分子质量蛋白质 Maker; 2, 3. 纯化的重组抗菌肽样品; 4.未
纯化的重组抗菌肽样品 
1. ultra-low molecular weight protein maker; 2,3.samples of purified 
recombinant AMP; 4. sample of pre-purified recombinant AMP 

 

2.2  重组抗菌肽海藻酸钠微囊的制备工艺 
根据实验结果 , 当氯化钙的浓度低于 1.5%时 , 
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形成的微囊凝胶膜较薄 , 硬度较低 , 冷冻干燥后
圆整度较低 ; 但随着氯化钙浓度的增大 , 包封率
逐渐降低 , 同时考虑到高浓度的氯化钙会对固定
生物分子有破坏作用 , 因此氯化钙的浓度在 1.5%
为宜。而海藻酸钠浓度低于 1.0%时微囊的成型性
能差 ; 当浓度提高到 1.5%时 , 可以得到圆整光滑

的微囊 ; 海藻酸钠的浓度增大 , 得到的海藻酸钠
微囊的包封率越高 , 故选取海藻酸钠的浓度为
2.0%。如表 1 所示。  

根据上述实验结果, 选取氯化钙的浓度 1.5%和
海藻酸钠的浓度 2.0%作为重组抗菌肽海藻酸钠微囊
的最优制备条件。 

 
表 1  氯化钙浓度和海藻酸钠浓度对微囊的形态和包封率的影响(平均值±标准误差, n=3) 
Tab. 1  Effects of calcium chloride concentration and sodium alginate concentration on the morphology and encapsula-

tion rate of microcapsules(mean±SD, n=3)     
氯化钙浓度(%) 海藻酸钠浓度 (%) 微囊的成型性 微囊的平均包封率(%) 

1.0 未能成型 — 
1.5 粒度完整, 扁平的圆形 83.59±1.14 

1.0 

2.0 粒度完整, 较为圆整的球形 85.76±1.65 
1.0 粒度完整, 较为圆整的球形 78.61±2.47 
1.5 粒度完整, 较为圆整的球形 80.32±2.96 

1.5 

2.0 粒度完整, 圆整的球形 83.87±1.73 
1.0 粒度完整, 较为圆整的球形 76.84±2.07 
1.5 粒度完整, 圆整的球形 78.43±0.95 

2.0 

2.0 粒度完整, 圆整的球形 81.75±1.05 
 

2.3  微囊的包封率和粒径   
在所选取的最优制备条件下, 可得到光滑圆整

的重组抗菌肽海藻酸钠微囊, 冷冻干燥后的微囊直
径约为 1.1 mm, 包封率为 83.87%。 

 

图 2  重组抗菌肽海藻酸钠微囊的粒径 
Fig. 2  The size of recombinant AMP sodium alginate 

microcapsules  
A. 刚制备好的微囊; B. 冷冻干燥后的微囊 
A. fresh microcapsules; B. freeze-dried microcapsules  

2.4  微囊的体外释放情况 
随着重组抗菌肽在模拟胃液中的释放, 溶出液

中的重组抗菌肽的浓度逐渐升高, 大约 2 h之后趋于
稳定, 约为 14%, 如图 3所示。说明重组抗菌肽在模
拟胃液中的溶出程度很小, 表明重组抗菌肽海藻酸
钠微胶囊对酸性环境不敏感(pH 2.0), 可以耐受胃酸
的破坏。 

 

图 3  海藻酸钠微囊在模拟胃液中的释放曲线(pH 2.0) 
Fig. 3  In vitro releasing curve of sodium alginate micro-

capsules in simulated gastric fluid (pH 2.0) 
 
重组抗菌肽海藻酸钠微囊在模拟肠液中的释放

速度和释放量明显增大, 5 h时重组抗菌肽释放量达
到 98%, 如图 4所示。比较图 3和图 4可知, 重组抗
菌肽在模拟肠液中的释放速度和释放量远远大于在

模拟胃液中。因此可认为采用海藻酸钠为肠溶性壁
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材制得的微囊确实具有肠溶性, 使重组抗菌肽在口
服时可以减少胃液中胃酸的破坏。 

 

图 4  海藻酸钠微囊在模拟肠液中的释放曲线(pH 7.8) 
Fig. 4  In vitro releasing curve of sodium alginate micro-

capsules in simulated intestinal fluid (pH 7.8) 
 

3  讨论 
近年来, 水产品安全问题备受关注。然而, 由于

高密度、工厂化、集约化养殖模式的建立和推广, 盲
目追求产量效益的同时导致病害问题逐年增加, 抗
生素等药物的过度使用 , 不仅造成水环境的污染 , 
而且导致部分水产动物耐药性增加并在其体内残留, 
严重影响了水产品安全和出口, 给我国的水产养殖
业造成了巨大的经济损失[13]。因此开发和研究环境

友好型、无公害新型渔药成为发展趋势。 
抗菌肽具有广谱抗菌活性。重组抗菌肽作为饲

料添加剂对肉鸡生长[14]、仔猪腹泻[15]有较好的效果。

目前, 抗菌肽用于水产养殖生产的应用研究较少。姜
兰等 [16]将重组酵母表达的重组抗菌肽浓缩干燥后 , 
添加到饲料中, 对中华鳖红鼻子病、赤斑病、穿孔病
等一些常见病害具有一定的防治效果; 陈冰等[17]通

过 8 周的生长实验研究了在饲料中添加家蝇幼虫抗
菌肽提取物对凡纳滨对虾的影响 , 结果表明 , 添加
适量的抗菌肽对其具有一定的促生长作用, 并能提
高对虾的免疫相关指标; 王广军等[18]研究了抗菌肽

在南美白对虾养殖中的应用效果 , 结果表明 , 在饲
料中添加抗菌蛋白, 无论是日生长速度、相对增重
率、饲料系数、成活率, 还是抗病力方面均显著提高; 
黄自然等[19]研究抗菌肽饲养南美白对虾的效果, 在
饲料中添加抗菌肽, 结果表明抗菌肽有利于对虾的
孵化。抗菌肽对水产动物具有促生长、保健和治疗

疾病的功能, 属于无毒副作用、无残留、无致细菌耐
药性的一类环保型制剂。本研究中通过亲和层析对

重组抗菌肽进行分离纯化, 获得高纯度的重组抗菌
肽, 为进一步研究抗菌肽的抗菌活性奠定了基础。 

目前, 由于海藻酸钠凝胶具有良好的生物相容
性、对生物组织无免疫原性、可生物降解等优点可

用作新型药物的载体, 既能保证抗菌肽的活性又能
实现控制释放[20-21]。在制备重组抗菌肽海藻酸钠微

囊的过程中, 氯化钙的浓度和海藻酸钠的浓度对微
囊的包封率有显著影响。当海藻酸钠与 Ca2+反应形

成微囊时 , 随着海藻酸钠的浓度的增加 , 其包封率
逐渐增大, 与高春凤等 [22]的研究结果一致; 当氯化
钙的浓度过低 , 钙离子与海藻酸钠交联不完全 , 成
囊效果差, 影响了包封率, 随着氯化钙浓度的增加, 
包封率先变大后变小 [23], 本研究中随着氯化钙的浓
度增加 , 包封率降低 , 说明钙离子与海藻酸钠交联
完全。海藻酸钠还可以与氯化钡、聚赖氨酸、壳聚

糖等为壁材 [24], 采用膜乳化等新型技术制备复合型
微囊 [25], 通过方法的改进和各项参数的优化进一步
提高微囊的稳定性, 最大限度的保持生物活性物质
的活性。 

本研究利用海藻酸钠制备了具有肠溶性的重组

抗菌肽海藻酸钠微囊, 能够使重组抗菌肽在水产动
物的胃中释放较少 , 并在其肠道中大量释放 , 从而
起到抑菌杀毒的作用。目前多肽和蛋白类药物常用

的给药途径通常是注射或浸泡, 但在水产养殖中浸
泡法免疫有效期较短, 往往需同时提高渗透压或使
用各种佐剂等; 而注射法仅适用于较大规格的养殖
动物且工作量大, 不适应大规模使用 [26]; 而口服给
药是最简单和最方便的给药方式, 对水产动物无损
伤, 操作方便, 不受时间、地点、生长阶段的限制, 但
由于多肽和蛋白质自身特性, 直接口服后会被胃蛋
白酶、胰蛋白酶等降解成小分子氨基酸, 其生物活性
也随之消失, 而将多肽和蛋白类药物制成微粒系统
给药 , 不仅能有效的防止药物在体内很快降解 , 提
高其生物利用度, 还能将药物缓慢释放并靶向给药。
肠溶性微囊的研究为以后抗菌肽在水产动物疾病预

防与治疗方面实现口服给药提供了实验基础。 
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Abstract: In this paper, the recombinant antimicrobial peptides (penaeidin 3-2) were purified with affinity chro-

matography, and recombinant antimicrobial peptides sodium alginate microcapsules were prepared by using 

coacervation technology. The morphology and encapsulation rate were introduced as indexes of microcapsules 

formulation to optimize the preparation technology. The in vitro releasing characteristics of the optimal microcap-

sules was investigated and the results showed that these ball-shaped microcapsules with a diameter of 1.1mm and an 

encapsulation rate of 83.87% were prepared with 1.5% calcium chloride and 2.0% sodium alginate. The releasing 

rate of recombinant antimicrobial peptides after standing for 2 h in simulated gastric fluid (pH 2.0) was less than 

14%. In contrast, after standing in simulated intestinal fluid (pH 7.8) for 5 h, the releasing rate of recombinant an-

timicrobial peptides reached 98%. These data suggested that the intestinal-lysis microcapsules have strong resis-

tance to gastric fluid and can be used as a sustained-release and controlled-release reagent, providing the experi-

mental basis for oral drug delivery system in aquaculture. 
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