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摘   要：【背景】副溶血弧菌噬菌体 qdvp001 在防治副溶血弧菌污染方面具有巨大的应用潜力，

但其对温度的敏感性较高，在较高的温度环境下会失活。【目的】利用阳离子脂质体包埋保护噬菌

体 qdvp001 以提高其热稳定性，同时探究其脂质体包被液的抗菌活性。【方法】制备和表征负载副

溶血弧菌噬菌体 qdvp001 的阳离子脂质体，测定阳离子脂质体包埋下的噬菌体经高温处理后的效

价，并对脂质体包被液的杀菌活力进行测定。【结果】相对于未添加十八胺(octadecylamine，ODA，

带正电的胺类化合物)的中性脂质体，ODA 的添加使脂质体的表面带正电荷。脂质体平均粒径随着

表面电荷绝对值的增加呈现减小的趋势，不同脂质体的多分散系数(polydispersity index，PDI)均在

0.7 以下，表明其具有较好的均匀性。负载副溶血弧菌噬菌体 qdvp001 的阳离子脂质体在 50、60
和 70 °C 条件下表现出较好的热稳定性，随着脂质膜表面电荷的不断增大，其对噬菌体的热保护

性也逐渐提升。此外，负载噬菌体 qdvp001 的阳离子脂质体也表现出比中性脂质体更好的抗菌活

性。【结论】负载噬菌体 qdvp001 的阳离子脂质体在高温下对噬菌体有很好的保护性，同时具备更

优良的抗菌活性，使噬菌体 qdvp001 有更好的应用前景。 
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Preparation, thermal stability, and antibacterial activity of 
cationic liposomes encapsulating bacteriophage qdvp001 
ZHANG Jiayue, LIN Hong, WANG Jingxue* 
College of Food Science and Engineering, Ocean University of China, Qingdao 266000, Shandong, China 

Abstract: [Background] The bacteriophage qdvp001 has a great potentiality in preventing Vibrio 
parahaemolyticus contamination. However, the phage is highly sensitive to temperature and will be 
deactivated under high temperature. [Objective] We encapsulated qdvp001 in cationic liposomes to 
improve its thermal stability and explored the antibacterial activities of the cationic liposomes 
encapsulating qdvp001. [Methods] The cationic liposomes encapsulating qdvp001 were prepared and 
characterized, and their thermal stability and bactericidal activity were investigated. [Results] Compared 
with the neutral liposome without octadecylamine (ODA, a positively charged amine compound), the 
addition of ODA contributed to the positive charging of the liposome surface. The average particle size 
of liposomes decreased with the increase in the absolute value of surface charge. The polydispersity 
index (PDI) of different liposomes were all below 0.7, indicating the good uniformity of these 
liposomes. Besides, the cationic liposomes encapsulating qdvp001 showed good thermal stability at 50, 
60 and 70 °C. The heat preventive effects of liposomes to bacteriophage gradually improved with the 
increase in the surface positive charges of the liposomes. In addition, the cationic liposomes 
encapsulating qdvp001 had stronger antibacterial activities than the neutral liposomes encapsulating the 
bacteriophage. [Conclusion] The cationic liposomes encapsulating qdvp001 can protect the phage at 
high temperature and have good antibacterial activity. It makes qdvp001 have a better application 
prospect. 

Keywords: cationic liposomes; bacteriophage; thermal stability; antibacterial activity 

副溶血性弧菌(Vibrio parahemolyticus)属于

革兰氏阴性菌，是一种典型的海洋性食源致病

菌，感染后的临床症状包括急性起病、腹痛、呕

吐及腹泻等。近年来，该菌一直是我国特别是沿

海地区引起细菌性食物中毒的首要致病菌[1]，因

此对其进行防治显得尤为重要。噬菌体是一类以

细菌为宿主的病毒，具有高度的宿主专一性，在

多菌群系统中只侵染特定的菌群(种、属或者系

统[2])，这使得其在致病菌的防治方面具有独特

的优势。 
副溶血弧菌噬菌体 qdvp001 是本实验室分

离得到的一株以副溶血弧菌为宿主菌且具有高

效裂解性的噬菌体，具有较为宽泛的裂解谱[3]。

然而该噬菌体对温度的敏感性较高，在较高的温

度环境下其活性会发生大幅度降低[3]，这限制了

噬菌体 qdvp001 的应用。为此，需要找到一种手

段或技术来有效提高噬菌体 qdvp001 的热稳定

性。脂质体是指由脂质分子构成、有类生物膜结

构(双分子层)的囊泡[4-5]，具有良好的生物相容性

和缓释性[6-8]，还可使被包埋物避开不利的环境，

从而提高被包埋物的稳定性。Zhou 等[9]研究证

明了脂质体的包埋可以提高虾青素的光、热和酸

稳定性及生物利用率。除此之外，Singla 等[10]

利用脂质体包埋噬菌体来避开巨噬细胞中和抗
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体的干扰，有利于噬菌体清除成熟生物膜。添加

阳离子成分制备而成的阳离子脂质体具备了表

面正电荷，进一步增加了脂质体的稳定性和生物

黏附性[11-12]。万蒙等[13]用十八胺(octadecylamine，
ODA)制备的阳离子脂质体负载角鲨烯制备疫苗

佐剂，具有良好的贮藏稳定性和佐剂效应。阳离

子脂质体中的辅助脂质一般为中性脂质，主要包

括1,2-二酰基甘油-磷脂酰胆碱、胆固醇(cholesterol，
Chol)等[14]，它们能起到稳定脂质双层膜和降低

阳离子脂质的毒性等作用。 
目前阳离子脂质体的研究主要集中在其靶

向性输送应用[15]以及多功能阳离子脂质体的开

发等相关研究，但关于应用脂质体以提高噬菌体

在不利环境下稳定性的研究报道较少。本研究制

备了负载副溶血弧菌噬菌体 qdvp001 的阳离子

脂质体，并测定了负载噬菌体的阳离子脂质体在

不同温度下的热稳定性及噬菌体包被液的抗菌

活性，以期探究阳离子脂质体包埋对噬菌体

qdvp001 的热保护性及对抗菌活性的影响。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus) ATCC 
17802 由中国海洋大学食品安全实验室提供，副

溶血弧菌噬菌体 qdvp001 由中国海洋大学食品

安全实验室保存。 

1.2  主要试剂和仪器 
大豆卵磷脂(phosphatidyl choline，PC)，纯

度大于 70%，上海阿拉丁试剂有限公司；胆固

醇(Chol)，北京索莱宝科技有限公司；十八胺

(ODA)，纯度≥90%，上海麦克林生化科技有限

公司；食品级吐温-80 (Tween-80)，济南圣和化

工有限公司；2216E 肉汤、2216E 琼脂，青岛

海博生物技术有限公司；TCBS 琼脂，北京陆

桥技术股份有限公司；其余试剂如氯仿、甲醇、

Triton X-100 等均为国产分析纯。旋转蒸发仪，

Heidolph 公司；循环水式多用真空泵，郑州长城

科工贸有限公司；静音超声波清洗器，昆山市

超声仪器有限公司；电热恒温培养箱，上海跃

进医疗器械厂；恒温培养振荡器，上海智城分

析仪器制造有限公司；电位分析仪，马尔文仪

器有限公司。 

1.3  方法 
1.3.1  阳离子脂质体膜的制备 

参照 Chadha 等[16]的方法并部分修改后进行

操作：将 PC、Chol、Tween-80 和 ODA 按照表 1
中的比例混合并溶解在含有 10 mL 氯仿与甲醇

(2:1，体积比)混合体系的圆底烧瓶中，圆底烧瓶

(提前进行 40 °C 预热)接入到旋转蒸发仪，以

40 °C、75 r/min 的条件进行真空旋转蒸发，使混

合有机溶剂挥发，在烧瓶的内壁上得到均匀的阳

离子脂质膜。 
1.3.2  噬菌体 qdvp001 的脂质体包埋及包封率

测定 
阳离子脂质膜处理：将含阳离子脂质膜的圆

底烧瓶放入常压恒温烘箱(设定温度为 60 °C)中
干燥 2 h。 

噬菌体的处理：将效价为 1010 PFU/mL 的噬

菌体 qdvp001 的悬液与 PBS 缓冲液(pH 7.51)以
1:9 的体积比配制成 10 mL 混合液，放入 4 °C 冰

箱备用。 
 

表 1  不同比例的大豆卵磷脂、胆固醇、吐温-80
和十八胺制备的阳离子脂质体膜 
Table 1  Different ratios of soy lecithin, cholesterol, 
Tween-80 and octadecylamine used for various 
cationic liposome membranes 
Sample  PC:Chol:Tween-80:ODA Serial No. 

Contrast liposome 8:2:1:0 zzt-0 

Cationic liposome-1 8:2:1:0.5 zzt-1 

Cationic liposome-2 8:2:1:1 zzt-2 

Cationic liposome-3 8:2:1:1.5 zzt-3 
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脂质体包埋：将混合液添加至含阳离子脂质

膜的圆底烧瓶中(40 °C 预热)，在 40 °C、70 r/min
条件下旋蒸 10 min，使阳离子脂质膜与玻璃壁分

离，充分水化到噬菌体混合液中，将获得的分散

体混合液置于超声波清洗器中，设定温度为

25 °C、频率为 40 Hz，进行超声水浴处理 2 h，
即获得噬菌体 qdvp001 脂质体包被液，置于 4 °C
条件下保存。 

包封率的测定：参考 Leung 等[17]和 Singla
等[18]的方法并进行部分修改，包封率的计算公

式为： 

0 1

0
(%) 100%E EEE

E


   

式中 E0：脂质体包被液中所包含的噬菌体总量

(效价)，单位为 PFU/mL；E1：未被包埋的噬菌

体量(效价)，单位为 PFU/mL。 
噬菌体总量：吸取 300 μL 噬菌体 qdvp001

脂质体包被液于 1.5 mL EP 管中，再加入等体积

的 0.02%的 Triton X-100，涡旋混匀后置于常温

反应 1 h，用 PBS 缓冲液梯度稀释后用双层琼脂

平板法测定效价；未被包埋的噬菌体量：吸取   
1 mL 阳离子脂质体包埋液装入 1.5 mL EP 管中，

用双层琼脂平板法测定效价。   
1.3.3  噬菌体 qdvp001 脂质体包被液表征测定 

需要测定的表征主要有 3 项：平均粒径、多

分散系数(polydispersity index，PDI)及 Zeta 电位。 
根据动态光散射技术，运用纳米激光粒度分

析仪分析阳离子脂质体的平均粒径及 PDI，测定

条件：设定温度为 25 °C，吸取阳离子脂质体包

被液样品 1 mL，每个样品重复测 3 次，每次测

定 10 个循环。所得数据取平均值。 
采用荧光法运用纳米激光粒度分析仪测定

阳离子脂质体的 Zeta 电位，测定条件：设定温

度为 25 °C，准确吸取阳离子脂质体包被液样品

0.8 mL，每个样品分别测量 3 次。所得数据取平

均值。 
1.3.4  不同温度下噬菌体 qdvp001 脂质体包被

液的稳定性测定 
实验设置 3 个温度点(50、60、70 °C)和     

3 个时间点(20、40、60 min)[3]；取 300 μL 噬菌

体 qdvp001 脂质体包被液加入到 1.5 mL EP 管

中，加入等体积的 0.02%的 TritonX-100，涡旋

混匀置于常温下反应 1 h，随后 12 000 r/min 离

心 10 min，吸取上清液，用 PBS 缓冲液稀释并

用双层琼脂平板法测定阳离子脂质体所包埋的

噬菌体量(效价)；每份脂质体包埋样品(zzt-0、
zzt-1、zzt-2 和 zzt-3)设置 3 个实验组 A、B、C，

每组设置 3 个 1.5 mL 的 EP 管，各加入 300 μL
脂质体包被液，分别置于 50 °C (A)、60 °C (B)、
70 °C (C)环境下，分别于 20、40、60 min 这      
3 个时间点取样一次，每管样品液加入等量

0.02%的 TritonX-100，涡旋混匀置于常温下反应

1 h，随后 12 000 r/min 离心 10 min，吸取上清液，

用 PBS 缓冲液稀释至合适浓度，用双层琼脂平

板法测定残余的噬菌体量(效价)，实验设置 3 个

平行。选择未添加阳离子的 zzt-0 包埋组为空白

对照组。 
1.3.5  噬菌体 qdvp001 脂质体包被液的抗菌活

性测定 
配制宿主菌-脂质体共培养体系(5 mL)：将

宿主菌副溶血弧菌 vp17802 接种到 2216E 液体

中，培养 12−14 h 至对数生长期(OD600 为 0.3)，
吸取 50 μL 菌液，加入到 15 mL 的无菌试管中，

再分别添加终浓度为 1%的脂质体包被液，用

2216E 液体稀释至 5 mL，涡旋混匀。 
按上述操作分别配制出 zzt-0、zzt-1、zzt-2

和 zzt-3 包埋组的共培养体系，放置于恒温培养

振荡器中，以 37 °C、200 r/min 的条件共培养 2 h
后吸取 100 μL 混合培养液，在 TCBS 固体平板

上进行涂布，置于 37 °C 培养箱中培养过夜，进
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行菌落计数，实验设置 3 个平行。设置未添加脂

质体包被液的一组为空白对照组。 

1.4  数据处理 
采用 Origin (V 8.5)、GraphPad Prism (V 8.0)

和 Excel 2003 进行数据分析和图表绘制。 

2  结果与讨论 
2.1  噬菌体 qdvp001 脂质体包被液的包 
封率 

从表 2 中可以看出，zzt-0 包埋组的包封率

最高，约为 80%；而 zzt-1、zzt-2 和 zzz-3 包埋

组包封率较为接近，均在 50%左右。包埋率的

实验结果说明添加 ODA 显著降低了脂质体对噬

菌体的包封率。ODA 是一种带正电的胺类化合

物，ODA 的添加可能影响水化介质中脂质体成

分与噬菌体的静电相互作用，造成体系的稳定性

发生改变，噬菌体不能有效地包埋进脂质体的磷

脂双分子层内，从而导致包封率下降[19]。 
2.2  噬菌体 qdvp001 脂质体包被液的平均

粒径、多分散系数和 Zeta 电位 
如表 3 所示，zzt-0、zzt-1、zzt-2 和 zzt-3 这

4 份样品的 PDI 均在 0.7 以下，说明分散性是较

为均匀的。相较于 zzt-0 包埋组[平均粒径：

(217.00±4.40) nm]，添加 ODA 显著提高了 zzt-1
包埋组的平均粒径[(977.60±29.70) nm]。因为大

豆卵磷脂本身带有负电，所以 zzt-0 组在水化介

质(PBS缓冲液)中的 Zeta电位为负值[19-20]。ODA
的添加导致脂质体的 Zeta 电位绝对值减小，   
使得脂质成分间的静电相互作用减弱，增大 

 

表 2  噬菌体 qdvp001 脂质体包被液包封率 
Table 2  Encapsulation rates of liposomes 
encapsulated bacteriophage qdvp001 
Serial No. Encapsulation rates (%) 
zzt-0 81.18 
zzt-1 49.80 
zzt-2 50.12 
zzt-3 51.22 

了脂质体间的相互碰撞及融合的几率，也就造成

了脂质体粒径的大幅度增加[12]。这是由于带正

电 ODA 的添加增强了脂质体间的静电斥力，使

得脂质体更趋向于形成小分子结构，粒径减小[21]，

而这一变化直接导致了脂质体微粒的表面积下

降，从而降低了脂质体携带的表面电荷，最终又

引起了 Zeta 电位的下降。因此，随着脂质体膜

中 ODA 的质量进一步增加，脂质体的平均粒径

持续下降，而脂质体的 Zeta 电位先增大后减小。 

2.3  噬菌体 qdvp001 脂质体包被液在不同

温度条件下的稳定性 
图 1 为不同温度下处理不同时间后噬菌体

qdvp001 脂质体包被液的效价变化结果。各组的

初始效价大约为 2.42×1010 PFU/mL，如图 1A 所

示，在 50 °C 处理 60 min 后，zzt-0、zzt-1、zzt-2
和 zzt-3 包埋组的效价分别下降了 2.41×1010、

2.23×1010、1.66×1010 和 2.20×1010 PFU/mL。带正

电的阳离子脂质体包埋组的效价下降幅度要小

于带负电的脂质体包埋组，表明 50 °C 条件下，

相较于带负电的脂质体包埋组，阳离子脂质体包

埋对噬菌体 qdvp001 的热保护性更为显著

(P<0.01)。从图 1B 可以看出，在经 60 °C 处理

60 min 后，不同脂质体组的效价发生了不同程度

的下降，其中 zzt-0 包埋组效价下降最大，降低

了 2.61 Log10，而 zzt-1、zzt-2 和 zzt-3 包埋组在经

相同的处理时间后，效价分别降低了 1.11、 
 

表 3  噬菌体 qdvp001 脂质体包被液的平均粒径、

多分散系数和 Zeta 电位 
Table 3  Average particle size, polydispersity 
coefficient, zeta potential of liposomes encapsulated 
bacteriophage qdvp001 
Serial No. Average particle  

size (nm) 
PDI Zeta potential  

(mV) 
zzt-0 217.00±4.40 0.27±0.07 −2.63±0.79 
zzt-1 977.60±29.70 0.30±0.02 1.77±0.84 
zzt-2 325.40±9.40 0.57±0.04 4.75±0.49 
zzt-3 171.20±2.40 0.55±0.02 2.47±0.61 
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0.49 和 1.30 Log10。这些数据说明在 60 °C 条件

下阳离子脂质体包埋对噬菌体 qdvp001 的保护

性要明显优于未添加阳离子的脂质体，其中

zzt-2 包埋组(PC:ODA=8:1，质量比)经 60 °C 处

理后的效价变化最低(P<0.01)，表现出的保护性

最好。图 1C 表明，在 70 °C 处理 20 min 后，zzt-0

和 zzt-3 包埋组的噬菌体效价全部为 0，而 zzt-1
和 zzt-2 包埋组的噬菌体效价保持在 109 PFU/mL

左右，表现出显著的热保护性(P<0.001)。处理

40 min 以后，zzt-1 包埋组的效价下降至 108 PFU/mL

左右，而 zzt-2 包埋组的效价基本保持不变

(2.30×109 PFU/mL)。处理 60 min 后，zzt-2 包埋

组的效价仍保持在 109 PFU/mL，而其余 3 组噬

菌体效价均为 0。这些结果说明 zzt-1 和 zzt-2 包

埋组在 70 °C 条件下能够为噬菌体 qdvp001 提供

有效的保护，其中 zzt-2 包埋组(PC:ODA=8:1，

质量比)的保护性最高。 

脂质体的双分子膜结构可以有效地隔绝外

界环境，保护内部物质不受外界不利因素的干

扰，同时其内部的水相可以保证被包埋物的稳

定环境，两者可为被包埋物提供稳定的保护[22]。

然而高温会加速脂质体膜内磷脂的分子运动，

增加微粒碰撞几率和分子聚集现象，使得整个

体系趋于不稳定，增加了脂质体絮凝和沉淀的

几率，从而导致被包埋物发生泄漏[23-25]。脂质

体表面正电荷的增加能提高脂质体微粒之间的

静电斥力，在一定程度上避免了絮凝和沉淀，

提高了脂质体的稳定性[26]。热稳定性实验结果

显示，阳离子脂质体包埋组的效价要高于未添

加阳离子的脂质体包埋组，证明 ODA 的添加提

高了脂质体的表面 Zeta 电位，并且脂质体的热

稳定性随 Zeta 电位的增加而增加，说明 ODA

的添加能提高脂质体的稳定性和对噬菌体的热

保护性。 

 
 

图 1  不同温度处理后噬菌体 qdvp001 脂质体包

被液的效价变化    A：50 °C 处理后噬菌体

qdvp001 脂质体包被液的效价变化；B：60 °C 处理

后噬菌体 qdvp001 脂质体包被液的效价变化；C：

70 °C 处理后噬菌体 qdvp001 脂质体包被液的效价

变化。**：P<0.01；***：P<0.001 
Figure 1  The titer of liposomes encapsulated 
bacteriophage qdvp001 after treatments at different 
temperatures. A: Titer changes of liposomes 
encapsulated bacteriophage qdvp001 after 50 °C 
treatment; B: Titer changes of liposomes 
encapsulated bacteriophage qdvp001 after 60 °C 
treatment; C: Titer changes of liposomes 
encapsulated bacteriophage qdvp001 after 70 °C 
treatment. **: P<0.01; ***: P<0.001. 
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2.4  噬菌体 qdvp001 脂质体包被液的抗菌

活性 
由图 2 可以看出，zzt-0、zzt-1、zzt-2 和 zzt-3

脂质体包被液均对 vp17802 有抗菌活性。在与

1%浓度的各脂质体包被液共培养 2 h 后，除了

zzt-0 (杀菌率为 72.92%)以外，其余各脂质体包

被液的杀菌率均在 90%以上。脂质体具有良好

的缓释性，可以使被包埋物缓慢而又持续地释放

出去[27]。由于阳离子脂质体表面正电荷的存在，

使其可以通过电荷作用与带有阴离子的组织或

细胞靶向性结合[28]。抗菌活性实验的结果显示，

噬菌体 qdvp001 脂质体仍可以发挥杀菌作用，证

明噬菌体 qdvp001 可以通过脂质体的缓释性进

入环境中杀菌。阳离子脂质体包被液的杀菌率要

明显高于未添加阳离子的脂质体包被液，证明了

ODA 的添加可以显著提高脂质体包被液的杀菌

率(P<0.05)，这使得脂质体表面具备了正电荷，

可以定向与带有阴离子的副溶血弧菌外膜相结

合，有利于噬菌体 qdvp001 的有效吸附，从而更

高效地发挥作用。 

 

 

 
图 2  各阳离子脂质体包被液对副溶血弧菌

vp17802 的杀菌效力 
Figure 2  The bactericidal efficacy of each liposome 
encapsulated bacteriophage qdvp001 against Vibrio 
parahaemolyticus ATCC 17802. *: P<0.05; **: 
P<0.01. 

3  结论 
本研究制备了负载噬菌体 qdvp001 的阳离

子脂质体并研究了其热稳定性和抗菌活性。同非

阳离子脂质体相比，ODA 的添加给予脂质体表

面正电荷的同时，也提高了脂质体表面的 Zeta

电位，增强了脂质体间的静电斥力，提高了脂质

体体系的稳定性和对噬菌体的热保护性；而且脂

质体表面具备的正电荷可以使其定向与带有负

电荷的副溶血弧菌外膜实现靶向性结合，有利于

噬菌体 qdvp001 进行有效吸附，从而使脂质体表

现出更好的抗菌活性。其中在 PC:ODA 的质量

比为 8:1 时，制备出的阳离子脂质体的热稳定性

及抗菌活性最优。因此，用阳离子脂质体包埋

噬菌体可有效解决噬菌体在高温条件下其活性

下降甚至丧失的问题，其具有更好更广的应用

前景。 
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