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双孢菇壳聚糖纳米脂质体的制备
及体外降血糖功效研究
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摘要：［目的］为改善盐酸二甲双胍（metformin hydrochloride，MET）口服利用受限及常规脂质体递送效率不足的问题，

构建双孢菇壳聚糖（Agaricus bisporus chitosan，ACS）修饰的载 MET 纳米脂质体（ACS-modified liposomes （A-M-L）），

并评价其理化性质、贮藏稳定性、细胞相容性及对 HepG2 细胞葡萄糖消耗的影响。［方法］以 ACS 替代甲壳类壳聚糖，采

用薄膜分散—超声技术制备载 MET 的纳米脂质体。通过傅里叶变换红外光谱（FTIR）和透射电子显微镜（TEM）观察

其结构特征与微观形貌，并测定粒径、PDI、Zeta 电位、包封率、贮藏稳定性、细胞毒性及葡萄糖消耗量。［结果］ACS 修饰

改善了脂质体的理化性能，0.5% ACS 修饰组的粒径约为 159.45 nm，多分散性指数（PDI）低至 0.10，初始包封率达

87.46%；微观表征证实药物成功包载；在 4 ℃冷藏 21 d 后，体系粒径仅增长 1.8%，包封率仍维持在 83.1%，在研究贮藏条

件下表现出较好的稳定性；体外试验表明，1.0% ACS 修饰组能促进 HepG2 细胞葡萄糖消耗，提高葡萄糖代谢水平，其

葡萄糖消耗量高达 4.9 mmol/L，高于盐酸二甲双胍原药组（3.5 mmol/L）及未修饰脂质体组（2.3 mmol/L），并有效缓冲了

原药的细胞毒性。［结论］ACS 修饰载 MET 纳米脂质体可改善脂质体分散性、包封率和贮藏稳定性，并在体外提高

HepG2 细胞葡萄糖消耗量。
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Abstract: ［［Objective］］ To address the limited oral utilization of metformin hydrochloride (MET) and the insufficient delivery efficiency of 

conventional liposomes, MET-loaded nanoliposomes modified with Agaricus bisporus chitosan (ACS) (ACS-modified liposomes, A-M-L) 

were developed, and their physicochemical properties, storage stability, cytocompatibility, and effects on glucose consumption by HepG2 

cells were evaluated. ［［Methods］］ ACS was used as a substitute for crustacean chitosan to prepare MET-loaded nanoliposomes using the thin-

film dispersion-ultrasonication method. The structural characteristics and microscopic morphology were observed by Fourier transform 

infrared spectroscopy (FTIR) and transmission electron microscopy (TEM), and particle size, polydispersity index (PDI), zeta potential, 

encapsulation efficiency, storage stability, cytotoxicity, and glucose consumption were determined. ［［Results］］ ACS modification improved 

the physicochemical properties of the liposomes. The 0.5% ACS-modified group exhibited a particle size of approximately 159.45 nm, a low 
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PDI of 0.10, and an initial encapsulation efficiency of 87.46%. Microscopic characterization indicated the successful encapsulation of the 

drug. After storage at 4 ℃ for 21 days, the particle size increased by only 1.8%, while the encapsulation efficiency remained at 83.1%, 

indicating good stability under the storage conditions used in this study. In vitro experiments demonstrated that the 1.0% ACS-modified 

group promoted glucose consumption by HepG2 cells and enhanced glucose metabolism, with glucose consumption reaching 4.9 mmol/L, 

higher than that in the MET drug group (3.5 mmol/L) and the unmodified liposome group (2.3 mmol/L). In addition, ACS modification 

effectively attenuated the cytotoxicity of the free drug. ［［Conclusion］］ ACS-modified MET-loaded nanoliposomes can improve the 

dispersibility, encapsulation efficiency, and storage stability of liposomes and increase glucose consumption by HepG2 cells in vitro.

Keywords: Agaricus bisporus; chitosan; nanoliposomes; metformin hydrochloride; glucose consumption

盐酸二甲双胍（metformin hydrochloride，MET）在临

床上被用于治疗 2 型糖尿病［1］。该药物通过抑制肝糖异

生、改善外周胰岛素抵抗来降低血糖，其价格低廉且单独

使用无低血糖风险［2］。然而，该药物的口服生物利用度偏

低（约 50%~60%），且 容 易 引 发 明 显 的 胃 肠 道 刺 激 反

应［3-4］。而纳米脂质体（nanoliposomes，LPs）作为一种亲

水性药物递送系统，能够利用磷脂双分子层高效包裹

MET［5-6］。这层脂质保护膜可以抵御胃肠道酶的降解，延

长药物的体内滞留时间［7］。但口服脂质体在肠道内面临

着黏液层与上皮细胞层的双重阻碍。肠道黏液的致密网

状结构会通过空间位阻和静电排斥限制颗粒的扩散［8-9］。

上皮细胞的药物摄取效率又高度依赖于载体的表面理化

特性。这两个生理屏障共同影响常规脂质体的递送效

率，难以从根本上解决二甲双胍吸收率低的问题。构建

兼具稳定性和表面调控能力的脂质体修饰体系，是提高

MET 递送性能的可行思路［10-11］。

对于脂质体递送系统，多糖修饰能够显著改善其在

胃肠道环境压力下的物理稳定性［12］。壳聚糖分子中丰富

的羟基和氨基能够与脂质体外层的负电荷基团发生静电

结合，在脂质体表面构建一层稳定的高分子保护膜［13-15］。

这不仅能抵御胃肠道消化酶的破坏，还能提升颗粒在复

杂生理环境中的体外消化稳定性［16-17］。壳聚糖的正电荷

特性理论上能够中和肠道黏液层中的阴离子黏蛋白，进

而瓦解黏液的致密网状结构［18-19］；此外，其固有的黏膜黏

附性也有助于延长纳米脂质体在肠道内的物理滞留

时间［20］。

相比于传统虾蟹甲壳来源壳聚糖，双孢菇壳聚糖

（Agaricus bisporus chitosan，ACS）来源于真菌细胞壁，其

制备过程无需脱除大量矿物质和蛋白质，杂质含量较低，

提取条件较温和，且能够避免甲壳类原料可能带来的过

敏原残留问题，因此具有原料来源稳定、致敏风险较低和

良好的生物相容性等优势［21-23］。此外，ACS 分子链富含

氨基和羟基等活性基团，可通过静电作用、氢键等非共价

相互作用与脂质体表面发生作用，从而改善脂质体的表

面性质和分散稳定性，并具有良好的成膜性能［24-25］。已

有研究［26-27］表明，食药用菌来源多糖能够调节 α-葡萄糖

苷酶活性、肠道菌群及糖代谢相关过程，在糖代谢调控方

面具有一定生物学活性。因此，ACS 不仅可作为天然脂

质体修饰材料［28］，还有望改善脂质体递送体系的理化性

能，并为其在功能性递送体系中的应用提供新的研究

思路［29］。

研究拟以双孢菇壳聚糖为基础原料，采用薄膜分

散—超声技术制备载盐酸二甲双胍纳米脂质体，并对其

理化性质、微观形态和贮藏稳定性进行表征，同时采用

HepG2 细胞模型评价复合递送体系的体外细胞相容性和

葡萄糖消耗活性，旨在为 MET 脂质体递送体系的进一步

优化提供试验依据。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

双孢菇：河南省食用菌微生物控制工程技术研究

中心；

盐酸二甲双胍、氯仿、胆固醇、卵磷脂、氢氧化钠：分

析纯，阿拉丁生化技术有限责任公司；

细胞计数试剂盒-8（CCK-8）：广州诺莱希生物科技有

限公司；

葡萄糖胺（Glcn）：上海麦克林生化科技有限公司；

葡萄糖（GLU）试剂盒（葡萄糖氧化酶法）：南京建成

生物工程研究所；

试验所用其他试剂均为分析纯。

1.2　仪器与设备

旋转冷凝蒸发器：RE-52 型，郑州华辰仪器有限公司；

冷冻干燥机：SCIENTZ-12N/A 型，杭州西溪生物技术

有限公司；

脂质体挤出器：610000 型，美国 Avanti公司；

超声波细胞粉碎机：JY92-ⅡN 型，宁波新芝生物科技

股份有限公司；

紫外分光光度计：UV-2600 型，日本岛津公司；

多功能酶标仪：Neo2 型，安捷伦科技有限公司；

激 光 粒 度 分 析 仪 ：NANO-ZS90 型 ，英 国 Malvern

公司；
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傅里叶变换红外光谱仪：Nicolet iS50 型，美国赛默飞

世尔科技公司；

透射电子显微镜：Talos L120c 型，美国赛默飞世尔科

技公司。

1.3　双孢菇壳聚糖（ACS）的提取

取干燥双孢菇，经超微粉碎机粉碎后过 200 目筛，得

到 双 孢 菇 超 微 粉 。 按 照 料 液 比 1∶20 （g/mL）加 入 5% 

NaOH 溶液，升温进行回流反应，回流反应温度为 80 ℃，

回流反应的次数为 1 次，共 4 h，去除脂质、粗蛋白等杂质，

过滤，用蒸馏水洗涤沉淀至中性；将所述沉淀按照料液比

1∶15 （g/mL）加入  3% H2O2溶液，室温避光搅拌 60 min，去

除色素等杂质，过滤，用蒸馏水洗净沉淀至 H2O2 完全除

去，得脱色几丁质；将上述脱色几丁质按照料液比 1∶

20 （g/mL）加入 50% NaOH 溶液，150 ℃油浴搅拌 3 h，室温

下 8 000 r/min 离心 15 min，所得沉淀用蒸馏水洗涤至中

性，用  1% 冰醋酸溶解，冻干得 ACS 粉末。

1.4　纳米脂质体的制备

采用薄膜分散—超声法制备双孢菇壳聚糖纳米脂质

体，取大豆卵磷脂、胆固醇按照质量比 4∶1 加入氯仿作为

有机相，使用旋转冷凝蒸发器置于 30 ℃水浴下减压旋转

蒸发，直至形成均匀透明的脂质薄膜；另取适量盐酸二甲

双胍，加入 10 mL PBS 搅拌混匀作为水相，将其倒入旋蒸

瓶水合 1 h，形成空白纳米脂质体混悬液；随后采用超声波

细胞粉碎机对混悬液进行超声处理，超声功率 200 W，超

声时间 10 min（超声 2 s、间歇 2 s），获得粒径均匀的空白

纳米脂质体；取 ACS 粉末，用 1% 醋酸溶液溶解并磁力搅

拌至完全透明，配制成质量浓度为 0.1，0.5，1.0 g/100 mL 的

ACS 溶液，将其缓慢加入空白纳米脂质体混悬液中，调节

体系 pH 至 5.0~5.5，室温下静置 30 min 后，将混悬液置于

高速离心机中，10 000 r/min 离心 30 min，弃去上清液中的

游离药物和未结合的 ACS，收集沉淀，用 PBS 重悬洗涤 2~

3 次，再次离心后，将沉淀重悬于 PBS 中，即得双孢菇壳聚

糖纳米脂质体（A-M-L）。未加入盐酸二甲双胍以及 ACS

的脂质体命名为 Control-LP（CON-LP），加入盐酸二甲双

胍 但 未 添 加 ACS 修 饰 的 脂 质 体 命 名 为 Metformin-LP

（MET-LP），使用商业壳聚糖进行修饰的脂质体命名为

Chitosan-LP（CS-LP）。上述所有样品制备完毕后放入

4 ℃冷藏密封保存备用。

1.5　ACS得率的计算

ACS 得率按照处理前后的质量变化来计算，计算式

如式（1）所示。

Y= m 1

m 0
× 100%， （1）

式中：

Y——得率，%；

m0——提取前双孢菇粉的质量，g；

m1——提取后 ACS 的质量，g。

1.6　ACS脱乙酰度的计算

参照 Liu 等［29］的方法并稍作修改。准确称取 0.15 g 

ACS 样品，加入 20 mL 0.1 mol/L 盐酸标准溶液，在 25 ℃条

件下磁力搅拌 30 min，使样品充分溶解。随后加入 2~3 滴

甲基橙—苯胺蓝混合指示剂，以 0.1 mol/L 氢氧化钠标准

溶液进行滴定，当溶液颜色由淡紫色变为蓝绿色（终点 pH

约为 4.3）时停止滴定，记录 NaOH 标准溶液消耗体积，并

根据式（2）计算样品的脱乙酰度。

D= ( c1V 1 - c2V 2 )× 0.016
m 3 ( 1 - w )× 0.099 4

× 100%， （2）

式中：

D——ACS 的脱乙酰度，%；

c1——HCl标准溶液浓度，mol/L；

c2——NaOH 标准溶液浓度，mol/L；

V1——溶解样品的盐酸体积，mL；

V2——消耗 NaOH 标准溶液体积，mL；

m3——样品克数，g；

w——样品湿度，%。

1.7　ACS黏均相对分子质量测定

ACS 的黏均相对分子质量采用黏度法测定，参照朱

静毅等［30］的方法并稍作修改。准确称取 0.20 g 壳聚糖样

品，加入 20 mL 0.1 mol/L 乙酸溶液充分分散后，定容至

100 mL，配制成质量浓度为 2.0 mg/mL 的壳聚糖溶液，并

依次稀释至 1.0，0.8，0.6，0.4，0.2 mg/mL。在 25 ℃条件下，

采用乌氏黏度计（内径 0.5~0.6 mm）分别测定各浓度溶液

的流出时间，计算相对黏度（ηr）和增比黏度（ηsp），采用外

推法求得固有黏度（［η］），再依据 Mark-Houwink 方程计

算壳聚糖的黏均相对分子质量（Mw）：

[ η ]= KM α
η， （3）

式中：

［η］——壳聚糖溶液固有黏度，mL/g；

Mη——ACS 的黏均相对分子质量；

K——比例常数，3.72×10-5 mL/g；

α——分子扩张因子，1.37。

1.8　脂质体粒径、多分散性指数与 Zeta电位测定

参照陈麟等［31］的方法加以修改，将制备得到的双孢

菇壳聚糖纳米脂质体用 PBS 稀释 10 倍，超声分散 1 min

后，设置检测温度 25 ℃，平衡时间 2 min，使用激光粒度分

析仪进行检测，测定粒径、多分散性指数（PDI）与 Zeta 电

位，每个样品平行测定 3 次。
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1.9　包封率测定

参照时振振等［32］的方法加以修改，使用盐酸二甲双

胍作为标准品，称量溶解定容于 PBS，得到质量浓度梯度

0~20 μg/mL 的盐酸二甲双胍标准溶液。取脂质体外壳和

载药脂质体溶液各 1 mL，在 12 000 r/min、4 ℃条件下离心

30 min，取上清液并加 PBS 稀释 100 倍，各取 200 μL 于试

管中作为待测样品溶液。96 孔板每孔各加 200 μL 试管溶

液，设计 3 组平行，使用紫外分光光度计于 233 nm 处测定

吸光度值，绘制盐酸二甲双胍标准曲线，计算上清液中游

离药物浓度和质量，再按式（3）计算双孢菇壳聚糖纳米脂

质体的包封率。

E= m 4 - m 5

m 4
× 100%， （4）

式中：

E——双孢菇壳聚糖纳米脂质体的包封率，%；

m4——投入盐酸二甲双胍的总质量，g；

m5——游离盐酸二甲双胍的质量，g。

1.10　傅里叶红外光谱分析

参照于少轩等［6］的方法，取约 2 mg 样品，经充分研磨

后与光谱纯 KBr 混合均匀并压制成透明薄片，采用傅里

叶 变 换 红 外 光 谱 仪 进 行 测 试 。 测 试 参 数 ：扫 描 范 围

4 000~500 cm-1，分辨率 4 cm-1。根据所得红外光谱分析

样品的特征官能团及分子间相互作用。

1.11　透射电镜（TEM）检测

参照孙思源等［33］的方法加以修改。采用负染法制备

TEM 样品：取 10 μL 脂质体混悬液，滴加至经等离子体清

洗的铜网上，室温静置 3 min 使脂质体充分吸附。用滤纸

吸去多余液体，滴加 10 μL 2% 磷钨酸溶液进行负染，室温

静置 2 min 后再次吸去染液。将制备好的样品置于透射

电子显微镜下，以加速电压 120 kV 观察脂质体的形貌，通

过仪器自带图像分析系统拍摄不同视野下放大 200 倍后

的透射电镜图像。

1.12　贮藏稳定性评价

将不同组别的双孢菇壳聚糖纳米脂质体置于 4 ℃条

件下贮藏 21 d，分别在 0，7，14，21 d 取样，使用激光粒度分

析仪测定粒径，包封率变化。

1.13　HepG2细胞毒性试验

参照 Lari等［34］的方法加以修改。取传代 3~5 代、状态

稳定的 HepG2 细胞，用胰酶消化后离心重悬，调整细胞数

至 5×105 个/mL，每孔 100 μL 接种于 96 孔板，放入 37 ℃、

5% CO2 细胞培养箱中培养 24 h，待细胞贴壁率达 90% 以

上后，设置空白对照组（CON）、壳聚糖标准品组（CS）、双

孢菇壳聚糖组（ACS）、阳性对照组（MET）、未修饰载药脂

质体组（MET-LP）、0.1% 质量分数双孢菇壳聚糖修饰脂质

体组（0.1% A-M-L）、0.5% 质量分数双孢菇壳聚糖修饰脂

质体组（0.5% A-M-L）以及 1.0% 质量分数双孢菇壳聚糖修

饰脂质体组（1.0% A-M-L）。每组设置 3个复孔以减少试验

误差，各给药组加入对应浓度的药物（空白对照组仅补加

等量 DMEM 高糖培养基，总体系保持 200 μL），继续孵育

24 h 后，每孔加入 10 μL CCK8 试剂，避光孵育 2 h，用酶标

仪在 450 nm下检测各孔吸光度值，计算细胞存活率。

1.14　HepG2细胞降血糖活性试验

参 照 Alaaeldin 等［35］的 方 法 加 以 修 改 。 取 传 代 3~

5 代、贴壁状态良好的 HepG2 细胞，调整细胞数至 5×
105 个/mL，每孔 100 μL 接种于 96 孔板，放入 37 ℃ 、5% 

CO2 细胞培养箱中培养 24 h，待细胞贴壁生长良好后，更

换为无血清 DMEM 培养基进行饥饿培养 12 h，以消耗细

胞内储存的葡萄糖、消除血清对试验结果的干扰。随后

进行诱导造模处理，向模型组、阳性对照组以及脂质体组

孔中加入 20 mmol/L 葡萄糖胺造模液，诱导 18 h。然后加

入上述 CCK8 毒性试验确定的安全浓度药物，分组与毒性

试验保持一致，每组设置 3 个复孔以减少试验误差，继续

孵育 24 h 后，吸取各孔细胞上清液，采用葡萄糖检测试剂

盒检测上清液中剩余葡萄糖含量，通过对比各组葡萄糖

消耗差值，明确运载体系对 HepG2 细胞葡萄糖代谢的影

响，进而评价其降血糖活性。

1.15　数据统计

所有试验数据均重复 3 次，以平均值±标准误差平均

值表示。数据使用 SPSS 软件（SPSS 23）进行方差分析

（ANOVA）和 Duncan 检验，以确定各值之间的显著性差异

（P<0.05）。

2　结果与分析

2.1　ACS的基础理化性质

ACS 的得率、脱乙酰度及黏均相对分子质量测定结

果分别由式（1）、式（2）以及式（3）计算得到：ACS 得率为

3.3%，脱乙酰度为 85.5%，黏均相对分子质量为 1.56×
105。脱乙酰度是评价壳聚糖理化性质的重要指标，较高

的脱乙酰度意味着分子链上具有更多游离氨基，有利于

提高壳聚糖的溶解性及其与其他组分之间的相互作用能

力。通常认为，脱乙酰度高于 80% 的壳聚糖具有较好的

成膜性和生物相容性，可满足药物递送材料的应用要

求［36］。研究获得的 ACS 脱乙酰度为 85.5%，表明脱乙酰

反应较为充分，所得壳聚糖能够满足后续脂质体表面修

饰的需要。

壳聚糖的相对分子质量对其溶液黏度、成膜性能及

纳米载体的构建具有重要影响。适中的相对分子质量既

能够保证壳聚糖具有良好的成膜性能，又可避免因分子

链过长导致溶液黏度过高而影响脂质体的分散性。研究
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制备的 ACS 黏均相对分子质量为 1.56×105，属于中等分

子量壳聚糖，与文献［23］报道的真菌来源壳聚糖相对分

子质量范围基本一致，适用于纳米脂质体的表面修饰［28］。

综上，研究制备的 ACS 具有较高的脱乙酰度和适宜的黏

均相对分子质量，为后续构建 ACS 修饰载盐酸二甲双胍

纳米脂质体提供了材料基础。

2.2　ACS修饰对纳米脂质体基础理化性质的优化

脂质体的粒径大小、多分散性指数（PDI）以及表面电

位直接影响药物递送体系的分散状态和细胞相互作

用［37］。未修饰 CON-LP 粒径为 113.47 nm，MET-LP 粒径

为 113.20 nm；加入 ACS 后，不同浓度修饰组粒径发生变

化，其中 0.5% A-M-L 粒径增至 159.45 nm，仍处于纳米级

范围（100~200 nm）［38］。与 0.5% CS-LP 组相比，0.5% A-

M-L 粒径较大，但 PDI 较低（0.10），说明 ACS 修饰后体系

粒径分布更集中。与 0.1% 和 1.0% A-M-L 组相比，0.5% 

A-M-L 组在粒径、PDI和包封率之间表现出较好的综合平

衡。PDI 降低提示壳聚糖高分子层可能在脂质体表面形

成空间位阻效应，减少囊泡之间的碰撞与融合，从而改善

颗粒分散性［39］。

微粒的表面电位（Zeta 电位）变化进一步印证了包覆

过程的成功。未修饰的空白脂质体表面携带负电荷，Zeta

电位为-10.4 mV。经过 ACS 修饰后，各组脂质体的 Zeta

电位均转为正值并呈上升趋势。这种电荷反转现象归因

于壳聚糖分子链上大量质子化的游离氨基［40］。表面正电

荷的增加赋予了脂质体更强的静电排斥力，显著提升了胶

体体系的物理稳定性。同时，带正电的脂质体理论上更容

易与带有负电荷的细胞膜发生静电吸附，这为延长药物在

生理环境中的滞留时间提供了关键的物理基础［41］。

2.3　傅里叶红外光谱对包载结构的化学验证

在完成粒径、PDI、Zeta 电位和包封率等理化性质测

定后，利用傅里叶红外光谱（FTIR）解析了复合体系的化

学结构与相互作用。如图 1 所示，ACS 在 3 323 cm-1处呈

现 O—H/N—H 伸缩振动峰，在 1 598 cm-1处表现出酰胺 I

带特征峰，与市售壳聚糖标准品（CS）的图谱高度匹配，证

实了提取物结构的纯正［42］。盐酸二甲双胍（MET）的图谱

在 3 363，3 147 cm-1 处存在典型的游离 N—H 伸缩振动

峰，并在 1 548 cm-1处表现出强烈的 C=N 伸缩振动特征

峰。当药物被载入脂质体形成 MET-LP 后，上述药物特征

吸收信号得到明确保留，但发生了显著的峰位移动。具

体而言，其 N—H 峰分别偏移至 3 339，3 185 cm-1，同时

C=N 峰也移动至 1 564 cm-1。进一步引入 ACS 包覆形成

1.0% A-M-L 后，该体系在 3 300 cm-1 附近的吸收峰不仅

发生显著宽化，且进一步位移至 3 286 cm-1。上述详尽的

光谱偏移数据从分子层面充分证明，MET 已被成功截留

于体系中，并且药物、脂质体与壳聚糖之间通过氢键等非

共价形式产生了紧密的化学相互作用［43］。

2.4　透射电镜下的形态学观察

如图 2 所示，未修饰的脂质体呈现出典型的类球形结

构。其表面相对光滑，但在视野局部存在轻微的颗粒聚

表 1　双孢菇壳聚糖纳米脂质体的表征†

Table 1　Characterization of Agaricus bisporus chitosan liposomes

样品

CON-LP

MET-LP

0.1% A-M-L

0.5% A-M-L

1.0% A-M-L

0.5% CS-LP

粒径/nm

113.47±2.25d

113.20±1.25d

116.00±1.08d

159.45±2.36a

135.13±1.53c

140.47±2.25b

PDI

0.23±0.02a

0.17±0.02bc

0.20±0.00ab

0.10±0.01d

0.11±0.02d

0.13±0.02cd

Zeta电位/mV

-10.40±1.26c

0.17±0.26b

0.04±0.16a

0.69±0.18a

1.35±0.18a

1.04±1.26a

包封率/%

76.76±2.58c

85.21±0.91ab

87.46±3.34ab

88.54±1.09a

82.46±0.88b

† 同列数据肩标小写字母不同表示组间差异显著（P<0.05）。

图 1　双孢菇壳聚糖（ACS）、标准壳聚糖样品（CS）、未修饰

纳米脂质体（MET-LP）、双孢菇壳聚糖纳米脂质体

（A-M-Ls）的傅里叶红外图谱

Figure 1　Fourier transform infrared （FTIR） spectra of 

Agaricus bisporus chitosan （ACS）， standard 

chitosan （CS）， unmodified liposomes （MET-

LP）， and ACS-modified liposomes （A-M-Ls）
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集现象。这种聚集主要是因为单一的磷脂双分子层表面

缺乏足够的位阻保护，颗粒在水溶液中容易因疏水相互

作用而自发粘连［44］。而经 ACS 修饰后，脂质体颗粒分散

性得到改善，视野中不再出现明显的聚集粘连。其中

0.5% A-M-L 组颗粒分布较均匀，聚集现象较少；1.0% 

A-M-L 组同样保持较好的分散状态，但局部仍可观察到

少量颗粒彼此接近；0.1% A-M-L 组的颗粒分布介于两者

之间。高倍率观察发现，修饰后的颗粒表面粗糙度略有

增加，结合 FTIR 分析结果可知，ACS 修饰后脂质体体系

中官能团特征吸收峰发生了一定变化，说明体系内存在

分子间相互作用，在脂质体表面形成了一层物理外衣，这

层物理外衣不仅阻断了颗粒间的直接接触，还赋予了脂

质体更优的结构稳定性。上述结果表明，ACS 修饰在不

改变脂质体基本囊泡结构的前提下，可改善颗粒分散状

态和体系均一性，并有利于形成结构较为稳定的脂质体

体系。

2.5　脂质体的贮藏稳定性评估

药物递送系统必须具备良好的长期贮藏稳定性才能

满足实际应用需求。如图 3（a）所示，未经 ACS 修饰的普

通脂质体在 4 ℃环境下存放 21 d 后，其粒径较初始状态显

著增长了约 17.3%。ACS 的加入抑制了这种体积膨胀现

象。其中，ACS 质量浓度为 0.1，0.5 g/100 mL 的修饰组别

表现出卓越的尺寸稳定性，存放 21 d 后的粒径增长率分

别仅为 4.6% 和 1.8%。粒径的稳定主要得益于高分子壳

聚糖层提供的机械强度，它有效防止了磷脂囊泡在长期

静置过程中的自发融合与破裂［45］。药物包封率的衰减情

况是评价载体密封性能的另一个核心指标。如图 3（b）所

示，未修饰脂质体的初始包封率仅为 76.76%，且在 21 d 的

贮藏期内发生了严重的药物渗漏，包封率直线下降至  

52.2%。相比之下，各壳聚糖修饰组的包封率均得到显著

提升，1.0% A-M-L 组的初始包封率高达  88.54%，经过

21 d 贮藏后依然维持在  84.10%，降幅仅 5.0% 左右。市售

壳聚糖修饰组在各个时间点的包封率均低于该配方。这

一数据反差充分说明，致密的 ACS 涂层在脂质体外围构

建了一道坚固的物理屏障，极大地限制了内部水溶性药

物向外水相的扩散与渗漏［46］。

2.6　脂质体对  HepG2 细胞的影响

2.6.1　脂质体对 HepG2 细胞毒性的影响　如图 4（a）所

示，细胞存活率数据揭示了不同配方的毒性差异。单独

使用 MET 对 HepG2 细胞存在一定的固有化学毒性，导致

图 2　未修饰脂质体（MET-LP）和双孢菇壳聚糖修饰的

脂质体（A-M-Ls）的透射电子显微镜（TEM）图像

Figure 2　Transmission electron microscopy （TEM） 

images of unmodified liposomes （MET-LP） and 

ACS-modified liposomes （A-M-Ls）

（a） 粒径  （b） 包封率

图 3　4 ℃贮藏期间双孢菇壳聚糖纳米脂质体的稳定性

Figure 3　Stability of ACS-modified liposomes （A-M-Ls） during storage at 4 ℃

145



营养与活性  NUTRITION & ACTIVITY 总第  298 期  | 2026 年  8 月  |

细胞存活率降至约 72%。将药物包裹进脂质体后，细胞

存活率回升至 87% 左右。这一结果表明，脂质体外壳起

到了关键的缓冲作用，它通过控制药物的缓慢释放，避免

了局部高浓度药物对细胞造成的急性化学冲击［47］。测试

进一步发现，ACS 本身细胞毒性较低。随着壳聚糖修饰

浓度的升高，载药脂质体的生物相容性逐步改善，1.0% 修

饰组的细胞存活率恢复到了 81%。

2.6.2　脂质体对  HepG2 细胞葡萄糖消耗能力的影响　如

图 4（b）所 示 ，模 型 组 对 葡 萄 糖 的 消 耗 量 极 低（约

1.3 mmol/L）。单独使用普通市售壳聚糖无法提升这一消

耗量。未经修饰的载药脂质体虽然具有一定的葡萄糖消

耗能力（2.3 mmol/L），但由于脂质体的包裹延缓了药物的

释放，其短期内的葡萄糖消耗量甚至弱于盐酸二甲双胍

原药（3.5 mmol/L）。将 ACS 用作修饰层后，复合载药体

系产生了显著的协同增效作用。1.0% A-M-L 组的葡萄糖

消耗量达到 4.9 mmol/L，显著高于游离 MET 组和未修饰

的 MET-LP 组。该结果表明，ACS 不仅发挥了物理包覆作

用，还能与 MET 产生协同效应，显著提升了 HepG2 细胞

的体外葡萄糖摄取与代谢利用能力［48］。

3　结论

研究以双孢菇壳聚糖为表面修饰材料，结合薄膜分

散—超声技术，成功构建了一种新型的载盐酸二甲双胍

纳米脂质体递送系统。结果表明，双孢菇壳聚糖的表面

修饰显著优化了脂质体的粒径分布、多分散性指数及表

面电位，并实现了高效的药物包封。该复合纳米微粒尺

寸均一、结构致密，在 4 ℃ 贮藏 21 d 后包封率稳定在

84.1% 以上，表现出良好的贮藏稳定性。在体外 HepG2 细

胞模型评估中，双孢菇壳聚糖纳米脂质体有效缓冲了盐

酸二甲双胍的化学毒性，提升了递送体系的细胞相容性。

更重要的是，双孢菇壳聚糖自身与药物产生了协同增效

作用，增强了体外细胞对葡萄糖的摄取与消耗能力。

该研究仍存在一定局限性。目前仅基于体外 HepG2 

细胞模型评价制剂活性，尚未开展体内动物试验验证其

口服降糖效果与生物安全性，也未深入阐明其调控糖代

谢的具体分子机制。后续可进一步构建 2 型糖尿病动物

模型验证体内药效，结合糖代谢关键通路解析作用机制，

为该递送体系的后续开发提供更充分的试验支撑。
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