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基于三阶段工程策略的益生菌制剂技术进展 
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【摘要】本综述系统梳理益生菌制造三阶段工程策略的最新研究进展：上游工程依托基因组学与机器学

习技术，实现菌株精准筛选与定向设计；中游工程基于实时传感与智能模型调控，完成发酵过程高效优化；

下游工程通过陶瓷膜过滤、电喷雾干燥等新型分离干燥技术，搭配创新型微胶囊壁材，大幅提升益生菌回收

率与产品稳定性。展望未来，跨学科技术深度融合将推动益生菌制造领域向数据驱动与精准调控的全新范式

加速转变。 
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Probiotic preparations: technical advances via the three-stage engineering strategy 
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【Abstract】This review systematically summarizes the latest research advances in three-stage engineering 
strategies for probiotic manufacturing. In upstream engineering, genomics and machine learning enable precise 
screening and rational design of strains. In midstream engineering, efficient optimization of fermentation processes 
is realized through intelligent control based on real-time sensing and mathematical models. In downstream 
engineering, novel separation and drying technologies such as ceramic membrane filtration and electrospray drying, 
in combination with innovative microcapsule wall materials, markedly improve the recovery rate and stability of 
probiotics. Looking ahead, in-depth integration of interdisciplinary technologies will drive the probiotic 
manufacturing field to accelerate its transformation to a data-driven and precision-regulated paradigm. 

【Keywords】High-throughput screening; Fermentation process control; Drying technology 
 
随着新一代测序技术的发展和进步，人类对肠

道微生态的组成与功能解析达到前所未有的深度，

这为揭示益生菌的宿主互作机制提供了科学基础[1]。

益生菌制剂作为微生态学研究的应用成果，近几十

年来在国内外取得了飞速地发展，已成为一门新型

的基础学科和迅速增长的朝阳产业，广泛应用于医

疗、保健、食品、农业、畜牧业和水产等领域[2]。然

而，随着全球功能性食品市场的扩张（年增长率>8%）

及监管体系的完善（如 EFSA 健康声称审查），行

业对益生菌制剂的质量控制（如活菌稳定性、功能

靶向性）与生产工艺（如高密度培养、递送系统）提

出了系统性升级需求。高质量的益生菌产品不仅要

保证活菌数量充足且稳定，还需具备良好的功能靶

向性，确保活性成分能够有效地到达并作用于目标

部位。 
在此背景下，发酵工程作为工业生物技术的核

心组成，通过上、中、下游发酵技术的协同创新，成

为破解上述瓶颈的关键。其中上游工程主要涵盖优

良菌株的筛选与改良、基因工程技术的应用以及代

谢通路的优化设计，旨在构建具有高效生产能力的

工程菌株；中游工程聚焦于发酵过程的工艺开发与

优化，包括培养基配比、溶氧控制、温度与 pH 调节、

补料策略等内容，以实现目标产物的高效合成；下

游工程则涉及发酵产物的分离纯化与成品加工技术，

如离心分离、膜过滤、浓缩干燥、微胶囊包埋等单元

操作，是保障产品质量与稳定性的重要环节。 
*通讯作者：赵晓慧 
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1 发酵上游工程 
近年来发酵上游工程技术主要集中在两个方面：

一是建立高效筛选平台，设计先进的筛选模型[3-5]；

二是改良菌种，构建高效的微生物细胞工厂[6]。随着

微生物基因组信息爆发式增长，结合计算机深度机

器学习模型的分析技术已应用于益生菌可视化筛选

及预测。例如 Zhang 等[7]建立了基于 WST - 8 和

NADH 显色反应的高通量筛选方法，结合自动化的

液体处理和成像技术，实现了单菌落的快速转移、

培养和乙醇降解活性的高效评估；Sun 等[8]基于乳酸

菌基因组数据开发在线生物信息学工具 iProbiotics，
该工具通过将基因数据与数据库的序列匹配，提供

可视化的结果反馈和模型预测。随着合成生物学的

发展，基因快速编辑与组装技术、基因表达与调控

技术、基因组合成与改造技术等支持了益生菌基因

工程的高效、精准改造与可逆调控，为定向获取优

良益生菌菌种提供了新的模式[9]。 
2 发酵中游工程 
2.1 培养底物优化 
微生物学家对益生菌培养基优化早在 20 世纪

初便已开始，目前应用较为广泛的分别有单因素试

验法、正交试验法、响应面法等[10]。传统培养底物

优化常通过试管、摇瓶等方法做筛选工作，随着工

业化技术的进步，96 孔板、微孔板、微型生物反应

器等技术与设备大幅度加快了筛选效率，同时降低

了人为操作的误差可能性，为上游细胞培养工艺走

向全自动化筛选提供了方向。例如，Gherab[11]使用

Plackett-Burman 和响应面法对乳酸乳球菌的培养基

的碳源、氮源、缓冲盐、生长因子等进行优化。与

M17 培养基相比，得到的培养基可提高约 30%生长

速度，降低 5-6 倍的培养成本。 
2.2 发酵过程实时动态优化与控制 
相比微型反应器，搅拌釜式的反应器从小型设

备上得到的经验关系式用到几何类型类似的大反应

器上时，一般较为可靠[12]。在补料发酵过程中，操

作参数和优化指标之间有着错综复杂的非线性关系
[13]，而且在实际运行过程中对这些关系的实时估测

往往也缺乏廉价、可靠的手段。图 1 和表 1 显示了

主要操作条件如补料、空气流量和搅拌转速对传质

速率、底物浓度等中间参数以及细胞生长、产物形

成等发酵指标参数的影响，例如，在合理范围提高

搅拌转速和空气流量均可提高传质系数；在限制极

限内提升底物浓度，比生长速率也会随之提高。相

反，如果生物反应受到底物浓度的限制，或者关键

酶受到溶氧抑制，则随着传质系数的提高，摄氧速

率反而可能急剧下降。 

 

图 1  补料发酵过程主要操作参数与菌体生长与产物形成之间的相互影响 

注：+表示一般情况下箭头所指方向为正作用；－表示一般为副作用；？表示既可以是正作用，也可以是副作用。蓝色表示操作参数；绿色表

示如果上游参数已知，该参数可以准确预测；红色表示准确预测尚有困难；黄色表示该参数是由生物体系和操作条件同时决定的，只有在特

殊条件下才可以准确预测。 
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表 1  发酵参数对发酵过程的影响 

参数 对发酵过程的影响 

体积传质系数 在传质动力相同时，较高的传质系数可以达到较高的传氧速率，在大型生物反应器中，较低的传质系数常常是发酵限制因素 

传氧速率 
对于需氧微生物，传氧速率不足会导致细胞内氧气浓度降低，进而抑制呼吸作用，减少 ATP 的生成，最终导致微生物生长

缓慢甚至停滞。适当提高传氧速率可提高发酵产量 

溶氧浓度 
根据不同微生物特性，所需溶氧浓度的范围不同，在大型反应器中几乎不可能保持溶氧浓度均一，因此一般将溶氧浓度保持

在微生物可适应的范围即可 

空气流量 在一定范围内，提高通气量可以提高传质系数，但较高的通气量可能会造成严重的能耗和发泡 

搅拌速率 较高的搅拌速率可能会对细胞造成物理损伤，较低的搅拌速率会降低传质系数 

补料流量 
较高的补料流量会快速提升底物浓度，一定范围内可提高发酵速率，但较高的底物浓度常常是发酵限制因素，因此需适当控

制补料流量及速率 

 

图 2  发酵过程参数检测及在线控制模型 

 
发酵系统中溶氧量、氧化还原电位等参数检测

技术已成熟，实时检测与调控可显著提升发酵产物

得率；气相成分（N₂、O₂、CO₂等）可通过在线过程

质谱仪、电子鼻实现检测[14]。底物与代谢物浓度是调

控发酵细胞代谢的关键参数，其检测方法分为离线

检测与在线检测两类，离线常用比色法、液相色谱-
质谱联用法（LC-MS）、气相色谱-质谱联用（GC-MS），
但其操作存在信息滞后性，对过程控制局限性较大。 

傅里叶变换红外光谱仪（FTIR）对发酵液中的

底物和产物浓度进行实时测定[15]，生化分析仪中的

酶电极生物传感器检测生物参数[16]。例如，王路[17]

通过使用实时近红外光谱在线检测底物甘油变化量，

根据该监测数据应用于连续发酵过程中底物甘油的

反馈流加控制，从而提高发酵效率。Jin 等[18]研制了

一种全集成、无线、3D 打印的传感器胶囊，用于细

胞生物反应器中关键质量属性（CQAs），即 pH、葡

萄糖和乳酸浓度的多重传感。针对于单位活菌数、

菌体生长速度和细胞形态等在线生物参数检测方法

有活细胞传感器、在线显微摄像仪等。相较于传统

的细胞干重法、光密度法和活菌计数法，采用流式

细胞术和新型活细胞传感器的监测结果更加高效且

稳定，如杨展等[19]通过流式细胞法对不同培养温度

下长双歧杆菌婴儿亚种 B8762 分裂周期进行检测，

发现分裂周期及活性受温度影响显著；Feng 等[20]将

一种新型活细胞传感器和电子鼻引入乙醇发酵中，

用于活细胞量和产品含量的实时和在线监测，检测

结果与高效液相色谱离线测定结果呈现极好的一致

性，图 2 展示了发酵过程参数检测及在线控制模型。 
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2.3 补料发酵技术 
常用的补料方式为一次性分批补料，尽管其操

作简便，但仍存在营养物质利用效率较低以及渗透

压快速上升等不足。研究者基于营养消耗曲线，逐

渐开发出了连续补料、脉冲补料、反馈控制补料、基

于模型设计补料等新型补料技术[21]。Sohoni 等[22]利

用连续补料的方法，优化了大肠杆菌生产重组腈水

解酶，经优化后生物量提高了 8 倍，酶的产量提高

了 2.4 倍。Marques 等[23]通过应用脉冲分批补料策

略，改善了鼠李糖乳杆菌的发酵动力学以及乳酸生

产浓度，由分批培养的 73.2 g/L 提升至 108.2 g/L。
Webster 等[24]利用葡萄糖和苯丙氨酸浓度的拉曼模

型为控制算法提供信号，建立葡萄糖与苯丙氨酸浓

度自动控制的反馈补料模型，该自动化补料策略稳

定了发酵环境，降低了环境渗透压，相比脉冲补料

模式提升了 20%的生产浓度。Yilmaz 等[25]基于基本

通量模式分析（Elementary Flux Mode Analysis, 
EFM），开发了一种基于 GS-CHO 细胞平台生产单

克隆抗体（Monoclonal Antibody, MAb）的创新工艺，

构建了整合代谢通量分析与细胞生长动力学的数学

模型，可系统预测不同培养条件（如营养供给、环境

参数）下代谢物浓度、细胞增殖与 MAb 生产速率之

间的动态关联（如表 2）。进一步通过谷氨酰胺补料

分批培养实验验证模型可靠性，结果显示模型预测

值与实验观测值具有高度一致性，为抗体生产工艺

的理性优化提供了理论工具与实验范式。 
表 2  动力学方程在微生物发酵研究上的应用 

方程 公式 应用 

Monod 
SKS +

=
Sμμ max 

 

根据实时底物浓度调整补料速率，维持限制性底物浓度（S）约等于半饱和常数（KS）以

平衡生长速率与底物消耗效率[26]。 

Logistic ）（ maxmax 1Xμdt
d

X
XX −=

 

通过拟合实验数据确定 μmax 和 Xmax，预测不同补料策略下的菌体生长曲线[27]。 

根据方程预测的菌体生长速率，实时调整补料速率，维持底物浓度在临界阈值以上[28]。 

Luedeking-Piret X β α dt
dX

dt
d +=P

 

建立产物生成速率与菌体生长速率和菌体浓度线性关系，通过菌体生长量推测产物生成

量（乳酸、乙酸等）[29]。 

注：μ- 比生长速率（h-1）； μmax- 最大比生长速率（h⁻¹）；S- 限制性底物浓度（g/L）；KS- 半饱和常数（g/L）；X- 细胞浓度（g/L）；

Xmax- 最大细胞浓度（g/L）；P- 产物浓度（g/L）；α- 生长相关产物生成系数；β- 非生长相关产物生成系数 

 
3 发酵下游工程 
3.1 分离技术 
在益生菌的生产过程中，离心机是用于分离、

浓缩和纯化益生菌细胞的关键设备。碟片离心机通

过多层碟片的高速旋转，形成复杂的流道，使液体

中的不同密度成分分层，适用于液液分离或固液分

离，尤其是含有微小颗粒的悬浮液，因其分离精度

高、自动化程度高、处理量大等优点常被应用于益

生菌大规模生产分离[30-31]。为了提高菌体回收效率，

法国颇尔公司（Pall Corporation）开发了一种新型陶

瓷膜错流过滤技术，以替代传统离心分离工艺，该

工艺下双歧杆菌单级浓缩总固体悬浮物含量最高可

以达到 54%，且对于产多糖菌种的菌体回收率（≥

99%）高于离心法（约 90%），经二级浓缩后，固体

悬浮物含量可进一步提升至 80%，回收率达到 99%，

为益生菌分离技术开拓了新的思路和视野[32]。 
3.2 新型干燥技术 

电喷雾干燥结合了电喷雾技术和干燥技术，其

原理是通过施加高压电场，使液体在尖端形成带电

液滴并将其雾化成微小的液滴，由于液滴非常细小

（通常直径在几微米到几十微米之间），表面积大，

水分蒸发速度快，因此可以在较低的温度下完成干

燥，避免了高温对生物材料的损伤[33-34]。因电喷雾

干燥时间短、干燥温度较低，特别适用于对温度敏

感的生物材料（如蛋白质、酶、细胞等）的干燥。喷

雾冷冻干燥结合了喷雾干燥技术和冷冻干燥技术，

将含有生物材料的液体通过喷嘴雾化成微小的液滴，

液滴在低温环境中迅速冻结，形成微小的冰晶，冻

结后的样品进入真空环境，水分通过升华作用去除，

最终得到干燥的材料[35-36]。微胶囊干燥法将微胶囊

造粒技术与喷雾干燥或冷冻干燥结合，其原理是将

固体、液体或气体物质（称为芯材）包裹在一层或多

层高分子材料（称为壁材）中，形成微米级或纳米级

的微胶囊，再通过喷雾干燥或冷冻干燥将微胶囊中
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水分去除，得到干燥的材料（表 3）。微胶囊技术可

以通过创建一个物理屏障来保护益生菌免受外界环

境的影响，如胃酸、胆汁、氧气、水分等，从而提高

其在胃肠道中的存活率。 
表 3  新型微胶囊壁材 

微胶囊壁材 功能 包埋菌株 封装存活率 参考文献 

海藻酸钠-壳聚糖盐酸盐 

降低胃液和胆盐对微胶囊的渗透性，提升益生

菌在肠道的粘附性，提升益生菌在胃肠道的存

活率。 

Lacticaseibacillus rhamnosus GG ＞95% [37] 

鼠李糖醛酸内酯 I 果胶 
刺激益生菌形成生物膜，具有更好的流变特性

与更好的胃肠道耐受性。 

Lactiplantibacillus plantarum 

GDMCC 
65% [38] 

双乳液豌豆蛋白-纤维素纳米晶体 
油相阻隔氧气和水分，提升益生菌的贮藏性与

胃肠液耐受性。 
Lacticaseibacillus rhamnosus GG 63 % ~68 % [39] 

甜乳清-菊粉 
乳清蛋白在酸性条件下形成凝胶网络，延缓胃

酸渗透。 
Bifidobacterium animalis BB12 95.43% [40] 

阿拉伯树胶-直链淀粉 

由阿拉伯树胶与直链淀粉构建的纳米纤维体系

可形成微小直径的包覆结构，实现对菌体的有

效保护。 

L. rhamnosus KLDS 1.0320  87.06% [41] 

明胶-阿拉伯树胶 

明胶-阿拉伯树胶结合后可以形成一层连续且

致密的薄膜，将菌体包裹其中。这层薄膜能够

有效阻止外界不良环境因素（如氧气、湿度、

光照等）对菌体的影响，从而提高菌体的稳定

性。 

Lactobacillus acidophilus LA3 95.70% [42] 

乳清蛋白-丙基甲基纤维素 

乳清蛋白-丙基甲基纤维素微胶囊延长了热量、

渗透压从周围环境传递到菌体内部的路径，从

而起到对外界不利环境的强耐受能力。 

Lactiplantibacillus plantarum 

KLDS 1.0328 
98.55% [43] 

 
4 总结与展望 
在人类生活日益增长的食品需求环境下，益生

菌作为微生态学研究中具有代表性的应用成果，正

在急速地推动益生菌工业制剂技术的发展。近年来，

生物技术、人工智能、大数据与先进制造等领域的

交叉融合与快速发展，为破解益生菌精准筛选、高

密度发酵工艺参数优化等传统技术瓶颈提供了全新

路径。通过整合基因组学驱动的菌株功能挖掘、基

于机器学习的动态补料策略优化以及高通量自动化

发酵平台构建，推动益生菌产业逐步实现从经验驱

动向数据驱动的范式跃迁，并为个性化微生态制剂

的开发奠定理论与技术基础。 
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