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大米蛋白酶解物#大豆苷元复合纳米粒子的构建
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摘要!以大米蛋白为原料"经胰蛋白酶酶解后制备纳米载

体"以大豆苷元为输送对象"构建了大米蛋白酶解物(大

豆苷元的纳米输送体系"通过试验考察了大米蛋白水解

度!大米蛋白酶解物质量浓度与大豆苷元质量浓度对制

备的复合纳米粒子性质的影响#在大米蛋白水解度为

%!P

"酶解物质量浓度为
#?*4

8

)

4-

"大豆苷元质量浓度

为
"?#*4

8

)

4-

的条件下制备的大米蛋白酶解物(大豆

苷元复合纳米粒子"其平均粒径
&&1?#%<4

!多分散系数

"?!'

"

0@D5/

电位
Y!!?'"4\

"稳定性较好$大豆苷元的包

封率为
2"?"#P

"荷载量为
2?"%4

8

)

8

"证明大米蛋白酶解

物具有构建纳米载体荷载大豆苷元的可行性#

关键词!大米蛋白$酶解$大豆苷元$纳米载体
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大豆苷元又名
&

,%

#/

二羟基异黄酮%是一种黄酮类化

合物%结构式如图
%

所示%主要存在于豆科植物中%具有

抗炎+抗癌+抗肥胖+抗糖尿病+调节肠道菌群和预防骨质

疏松症等多种生理活性)

%

*

&但大豆苷元的水溶性和脂溶

性较差+生物利用度低%限制了其在人体内发挥作用)

!

*

&

构建纳米输送体系是改善大豆苷元溶解性和生物利用度

的重要手段&制备纳米复合物输送载体的基质主要包括

碳水化合物基+蛋白基+脂基和复合基
&

大类%蛋白质因

兼具营养价值+安全无毒+生物相容和多样化输送模式而

更具优势)

'Y&

*

&

-n

等)

*

*和任晓鸣等)

2

*分别将乳清分离蛋

白和玉米醇溶蛋白用于构建蛋白基纳米载体%探索其作

为大豆苷元和大豆异黄酮输送体系的可能性%研究结果

表明%蛋白基纳米载体具有构建大豆苷元等黄酮类化合

物输送体系的潜力%能够有效改善其溶解性和生物利

用度&
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第
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卷第
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期 总第
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期
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年
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月
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图
%

!

大豆苷元结构式
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大米蛋白氨基酸比例均衡%接近
^TN

(

.)N

所推荐

的营养配比模式%且具有低致 敏 性%是 优 质 蛋 白 来

源)

#Y$

*

&但大米蛋白中含有约
$"P

的谷蛋白%其分子量

较高且由被二硫键键合的亚基组成%导致大米蛋白的溶

解性差%限制了大米蛋白在食品领域的广泛应用)

1

*

&酶

解技术因条件温和+水解易控+可定位酶切等优势%成为

改善大米蛋白溶解性的重要方法)

%"

*

&因此%有望通过有

限酶解使大米蛋白具备良好的两亲性与自组装特性%进

而通过溶剂极性改变诱导纳米复合物形成&

研究拟利用反溶剂法)

%%

*构建荷载大豆苷元的大米蛋

白酶解物复合纳米粒子%考察大米蛋白水解度+大米蛋白

酶解物质量浓度与大豆苷元质量浓度对复合纳米粒子性

质的影响%以期获得适用于大豆苷元的蛋白基纳米复合

物输送体系%丰富蛋白基纳米复合物输送载体的蛋白种

类%为大米蛋白资源高值化利用提供理论依据&

%

!

材料与方法
%?%

!

材料与仪器

%?%?%

!

材料与试剂

大米蛋白粉"

$#?2P

!湿基#%实验室采用碱提酸沉法

自制$

胰蛋白酶"

!!2d

(

4

8

%丹麦诺维信公司$

大豆苷元"纯度大于
11P

%南京春秋生物工程有限公司$

其他化学试剂"分析纯%国药集团化学试剂有限公司&

%?%?!

!

主要仪器设备

J

T

计"

.6H@35I

G

[7>IBQ

型%梅特勒'托利多仪器

有限公司$

磁力搅拌器"

$*/%

型%常州国宇仪器制造有限公司$

离心机"

BO-/'2S

型%上海安亭科学仪器厂$

数显恒温水浴锅"

TT

型%江苏省金坛市金城国胜实

验仪器厂$

紫外可见分光光度计"

d\%$""

型%日本岛津公司$

旋转蒸发仪"

XW3!"""(

型%巩义市给予华仪器有限

公司$

激光粒度仪"

0@D5I6:@F<5<E

型%英国
Q57H@F<

公司&

%?!

!

方法
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大米蛋白酶解物的制备
!

根据
M>

等)

%"

*的方法制

备大米蛋白酶解物%并略作修改&大米蛋白粉分散于去

离子水中!

%

8

(

%*4-

#%室温搅拌水化
';

%调节
J

T

至
$

并在
*"g

水浴中保持
%*46<

后%加入胰蛋白酶%酶底比

!

0

酶
j0

底物#为
%j%""

%酶解过程中保持
J

T$

稳定&酶

解结束后%

1*g

水浴
%*46<

使酶钝化%迅速冷却至室温%

调节
J

T

值至中性%

'*""F

(

46<

离心
%"46<

取上清液冻

干后备用&水解度的测定采用
J

T/ID5D

法)

%"

*

%制备水解

度!
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#分别为
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%

1P
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种大米蛋白酶解物!
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分别标记为
W[T/OT2

%

W[T/OT1

%

W[T/OT%!

&
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大米蛋白酶解物'大豆苷元复合纳米粒子的制备

将
W[T/OT2

%

W[T/OT1

%

W[T/OT%!

分别溶于去

离子水 中%制 备 成 质 量 浓 度 分 别 为
!?*

%

*?"

%

#?*

%

%"?"4

8

(

4-

的大米蛋白酶解物溶液&取
!"4-

大米蛋

白酶 解 物 溶 液%以
% 4-

(

46<

的 速 度 加 入
! 4-

"?#*4

8

(

4-

的大豆苷元乙醇溶液%室温下搅拌
%;

%再在

**g

下旋蒸
%"46<

除去乙醇并定容%制得复合纳米粒子

分散液%考察大米蛋白酶解物质量浓度对复合纳米粒子

性质的影响&将
*?"4

8

(

4-

的
W[T/OT2

%

W[T/OT1

%

W[T/OT%!

溶液分别与
"?!*

%

"?*"

%

"?#*

%

%?""4

8

(

4-

的

大豆苷元乙醇溶液%按上述方法制备成复合纳米粒子%考

察大豆苷元质量浓度对复合纳米粒子性质的影响&

%?!?'

!

包封率和荷载量的测定
!

参照
B65<

等)

%!

*的方法

进行测定%取复合纳米粒子分散液
%4-

%加入
&4-

乙酸

乙酯%涡旋
%46<

%

'*""F

(

46<

离心
%"46<

%取上层溶液

移入
%"4-

容量瓶%重复提取两次%合并上层溶液并定

容&将样品于
!2"<4

下测定吸光度%大豆苷元的质量浓

度按照标准曲线计算%包封率!
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33
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#和
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式中"

L

3

'''包封率%

P

$

0

%

'''加入的大豆苷元含量%

4
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'''游离的大豆苷元总量%
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式中"
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4

8

$

0

'

'''蛋白质总量%
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粒径+多分散系数和
0@D5/

电位的测定
!

将样品稀

释适当倍数后%使用激光粒度仪测定平均粒径+多分散系

数和
0@D5/

电位%测定温度为
!*g

%平衡时间
*46<

&

%?!?*

!

数据处理
!

所有试验均重复
'

次%数据表示为平

均值
i

标准差%采用
+D5D6ID6L1

软件进行单因素方差分

析%用
B>a@

G

法进行多重比较%使用
NF6

8

6<[FE!"%2

软件

进行作图&

#$

"

\E7?'#
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VE?!

陈秀文等!大米蛋白酶解物#大豆苷元复合纳米粒子的构建
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!

结果与分析
!?%

!

大米蛋白酶解过程中水解度的变化

如图
!

所示%酶解
"

"

'"46<

%随着酶解反应的进行%

蛋白质的水解度迅速增加$酶解
'"46<

以后%酶解速率逐

图
!

!

酶解时间对大米蛋白水解度的影响

.6

8

>F@!
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8

F@@EK;

G

AFE7

G

I6I
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渐降低%水解度增速逐渐变慢$酶解
%!"46<

以后%水解度

变化趋于平缓&试验获得的水解度曲线与崔沙沙等)

%'

*用

碱性蛋白酶和彭斓兰等)

%&

*用胰蛋白酶处理大米蛋白得到

的水解度曲线变化趋势相一致&

!?!

!

大米蛋白酶解物质量浓度对复合纳米粒子性质的

影响

!!

大米蛋白酶解物质量浓度对复合纳米粒子平均粒

径+多分散系数和
0@D5/

电位的影响如表
%

所示&同一水

解度下%随着大米蛋白酶解物质量浓度的升高%复合纳米

粒子的平均粒径总体上呈先减小后增加的趋势%与
S;@<

等)

%*

*报道的荷载槲皮素的米糠蛋白基纳米粒子的平均粒

径变化相似&多分散系数接近
"?"*

时表明体系是单分散

体系%多分散系数
#

"?#

时为多分散体系)

%2

*

&试验中复合

纳米粒子的多分散系数总体呈递增趋势%但均小于
"?'#

%

说明体系是均匀分散的&复合纳米粒子的
0@D5/

电位没有

显著变化%绝对值在
%$?'$

"

!'?214\

&

!!

大米蛋白酶解物质量浓度对复合纳米粒子的包封率

和荷载量的影响如图
'

所示&随着大米蛋白酶解物质量

表
%

!

大米蛋白酶解物质量浓度对平均粒径$多分散系数和
0@D5/

电位的影响h
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水解度(
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大米蛋白酶解物质量

浓度(!
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平均粒径(
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大米蛋白酶解物质量浓度对复合纳米粒子包封率和荷载量的影响
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浓度的增加%由水解度为
2P

的
W[T/OT2

制备的纳米粒

子的包封率呈先升高后降低的趋势%由
W[T/OT1

和

W[T/OT%!

制备的纳米粒子的包封率均升高$所有复合

纳米粒子的荷载量则均逐渐降低&疏水物质与蛋白酶解

物间以疏水相互作用结合)

%#

*

&酶解使大米蛋白的疏水区

域暴露%可与疏水的大豆苷元结合&在大豆苷元质量浓

度固定的条件下%较低的大米蛋白酶解物质量浓度不能

提供足够疏水区域与之结合%致使一部分大豆苷元游离

在大米蛋白酶解物载体表面%从而导致较低包封率&随

着大米蛋白酶解物质量浓度的提高%更多的大豆苷元与

酶解物结合%因此包封率提高&但是大米蛋白酶解物质

量浓度的增加远大于大米蛋白酶解物包封的大豆苷元的

量%因此荷载量并没有增加&当
W[T/OT2

质量浓度为

%"4

8

(

4-

时%复合纳米粒子的包封率出现下降%可能是

由于高浓度的
W[T/OT2

之间因疏水相互作用而发生聚

集%不利于大豆苷元的结合)

%$

*

&

!?'

!

大豆苷元质量浓度对复合纳米粒子性质的影响

大豆苷元质量浓度对复合纳米粒子平均粒径+多分

散系数和
0@D5/

电位的影响如表
!

所示&随着大豆苷元质

量浓度由
"?!*4

8

(

4-

增至
%?""4

8

(

4-

%复合纳米粒子

的平均粒径逐渐增大%多分散系数均小于
"?'*

%

0@D5/

电位

绝对值在
%1?1'

"

!2?*&4\

&平均粒径的增大可能是由

于大米蛋白酶解物荷载大豆苷元后形成的疏松的结构和

较大的疏水核)

%1

*

&

!!

大豆苷元质量浓度对复合纳米粒子的包封率和荷载

量的影响如图
&

所示&随着大豆苷元质量浓度的增加%

荷载量逐渐升高%包封率则先呈升高趋势后趋于平缓&

大豆苷元质量浓度为
%?""4

8

(

4-

时的包封率略低于质

量浓度为
"?#*4

8

(

4-

时的%但二者差异不显著&这是因

为大米蛋白酶解物质量浓度一定时%逐步提高大豆苷元

表
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大豆苷元质量浓度对平均粒径$多分散系数和
0@D5/

电位的影响h
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大豆苷元质量浓度对复合纳米粒子包封率和荷载量的影响
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质量浓度%会使其逐渐占据更多的疏水空间%因此复合纳

米粒子的包封率和荷载量增加&

当大豆苷元质量浓度达到一定程度时%游离的大豆

苷元不再能嵌入大米蛋白酶解物基质中形成纳米颗粒%

因此包封率不再增加&

B65<

等)

!"

*的研究显示%随着大豆

异黄酮浓度的增加%聚合山羊乳清蛋白'大豆异黄酮复

合纳米粒子的包封率呈先升高后降低的趋势&

!?&

!

大米蛋白水解度对复合纳米粒子性质的影响

根据包封率和荷载量的试验结果%在大米蛋白酶解物

和大豆苷元质量浓度分别为
#?*4

8

(

4-

和
"?#*4

8

(

4-

的

条件下%比较不同大米蛋白水解度对大米蛋白酶解物'

大豆苷元复合纳米粒子性质的影响%结果见表
'

&由水解

度
%!P

的大米蛋白酶解物制备的复合纳米粒子的包封率

和荷载量分别为
2"?"#P

和
2?"%4

8

(

8

%均显著高于水解

度
2P

和
1P

条件下的包封率和荷载量!

[

%

"?"*

#&当大

米蛋白水解度为
1P

时%复合纳米粒子的平均粒径最小

!

'$*?&$<4

#%但是多分散系数高于其他
!

种&

'

种复合

纳米粒子的
0@D5/

电位无显著性差异&

表
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大米蛋白水解度对复合纳米粒子性质的影响h
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蛋白质的水解度对酶解物的结构+疏水性+动态界面

张力等方面具有重要影响%从而影响复合纳米粒子的形

态和特性等)

!%

*

&较低的水解度使大米蛋白疏水部位不能

充分暴露%从而导致较低的包封率和荷载量%而过高的水

解度会使大米蛋白分解成较小分子%也不利于形成复合

纳米粒子&试验中%

%!P

水解度的大米蛋白酶解物表现

出较好的载体性能%但仍需要继续优化以提高其性能%并

通过进一步的研究来探究其影响机理&

'

!

结论
大米蛋白酶解物与大豆苷元通过自组装相互作用可

形成复合纳米粒子%证实了以大米蛋白酶解物构建纳米

载体输送黄酮类化合物的可行性&但将大米蛋白酶解物

作为纳米输送载体的研究尚处于探索阶段%复合纳米粒

子的稳定性+包封率和荷载量还有待提高&同时%大米蛋

白酶解物的结构特性对复合纳米粒子的尺寸形貌+结构

与生物活性的影响规律%以及大米蛋白酶解物与黄酮类

化合物的相互作用关系也有待进一步探索&
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