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玉米醇溶蛋白负载叶黄素纳米粒的制备与表征
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摘要!以玉米醇溶蛋白为纳米载体!通过反溶剂法制备玉

米醇溶蛋白负载叶黄素纳米粒$

g?6L.H=C?6L

%!并对其结构

表征进行解析"通过单因素和正交试验!优化玉米醇溶

蛋白负载叶黄素纳米粒的制备工艺!得到了玉米醇溶蛋

白负载叶黄素纳米粒制备的最佳工艺条件为(玉米醇溶

蛋白与叶黄素质量比
!"

&

#

!水合时间
#0"46L

!水合温度

0"a

!该条件下对叶黄素的包封率为
$#;"O

"所制备的

g?6L.H=C?6L

纳米粒经
M5L<

分析仪测得平均粒径为

)1$;)L4

'透射电镜$

P3Y

%显示叶黄素被玉米醇溶蛋白

包埋后!

g?6L.H=C?6L

纳米体系形态和分布发生了改变'傅

里叶红外光谱$

&PJ,

%分析证实玉米醇溶蛋白能够负载叶

黄素形成纳米结构"

关键词!玉米醇溶蛋白'叶黄素'纳米粒'制备'表征
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玉米醇溶蛋白#

g?6L

%来自于玉米淀粉加工的副产物

玉米黄粉中+

#

,

(

g?6L

的氨基酸组成具有特殊性'因
g?6L

分子中有
0"O

以上的疏水氨基酸使其具有两亲性'并具

有独特的自组装特性(以
g?6L

为载体不仅能够通过包埋

与载运植物香精-功能油脂而提高功能性成分的稳定性'

而且能够起到增加溶解性和控释性等方面的作用(应用

反溶剂法可以制备
g?6L

纳米粒'其原理为利用溶剂的极

性变化改变
g?6L

的构象'并辅助机械方法制备成纳米结

构体系+

!

,

(例如'

*:=59:5@<?L

等+

)

,制备了玉米醇溶蛋白

负载
!

.

胡萝卜素纳米粒'提高了
!

.

胡萝卜素的化学稳定

性和在胃肠液环境下的抗氧化活性'效果优于
!

.

胡萝卜

素乳化液&玉米醇溶蛋白还可用于番茄精油的微胶囊壁

材'可以防止番茄红素在储存过程中的降解'并防止番茄

红素在胃液环境中过多的释放+

(

,

&

U=

等+

0

,采用超临界二

氧化碳法制备叶黄素*玉米醇溶蛋白纳米粒'可对叶黄进

行有效包埋并显示出良好的控释效果(因此'玉米醇溶

蛋白可以作为有效活性成分的载体'用于体内外输送和

提高其稳定性能(

叶黄素属于类胡萝卜素(叶黄素可以保护视网膜色

素上皮细胞#

,I3

%免受光氧化'并减少年龄相关性黄斑

变性疾病#

+Y'

%'还可预防心脑血管疾病-减少辐射损伤

和减少癌症等多种疾病的发生+

2b$

,

(但是叶黄素化学结

构不稳定'容易受到光-热-氧化等作用而被降解'而且叶

黄素水溶性低'不易被体内消化吸收'限制了叶黄素在食

品和医药领域的应用+

1

,

(

研究+

#"

,表明'玉米醇溶蛋白可以与活性物质通过自

组装作用形成纳米复合物'改善稳定性和生物活性(本

试验拟通过玉米醇溶蛋白的载体作用将叶黄素进行包

埋与组装'制备成纳米结构体系'并解析其结构表征'旨

'
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在为拓展叶黄素在食品和医药领域的应用提供科学

依据(

#

!

材料与方法
#;#

!

材料与试剂

叶黄素$纯度
'

10O

'上海源叶生物科技有限公司&

玉米醇溶蛋白$美国
-6

V

45

公司&

无水乙醇-石油醚-

M5U

!

IZ

(

-

M5

!

UIZ

(

$分析纯(

#;!

!

仪器与设备

透射电子显微镜$

&)"

型'美国
&3J

公司&

粒径分析仪$

M5L<.gK1"

型'德国新帕泰克有限公司&

电子天平$

e+!"")

型'上海良平仪器仪表有限公司&

旋转蒸发仪$

,3!"""3

型'西安太康生物科技有限

公司&

紫外分光光度计$

\̂ !(0"

型'日本岛津公司&

磁力加热搅拌器$

*ee.1)#

型'常州万达升实验仪器

有限公司&

离心机$

P'H.0.+

型'上海安亭科学仪器厂&

微型旋涡混合器$

h_U

型'上海跃进医疗器械厂&

傅里叶变换红外光谱仪$

-

>

?9C@=4 ZL?

型'美国
I3

公司(

#;)

!

方法

#;);#

!

玉米醇溶蛋白负载叶黄素纳米粒#

g?6L.H=C?6L

%的

制备
!

采用反溶剂法制备
g?6L.H=C?6L

纳米粒+

##

,

(将叶

黄素晶体加入到
$0O

乙醇溶液中超声溶解得到叶黄素原

液'取等体积的玉米醇溶蛋白乙醇溶液按一定比例混合'

将叶黄素原液和玉米醇溶蛋白混合溶液磁力搅拌混合均

匀'然后在
)"""@

*

46L

下离心
046L

'取上清液注入到等

体积磷酸盐缓冲液中'调整
>

U

并在一定温度下搅拌水

合'然后经旋转蒸发除去乙醇'得到
g?6L.H=C?6L

纳米粒

溶液(

#;);!

!

叶黄素标准曲线的制作及含量的测定
!

将梯度浓

度的叶黄素制备成标准液'在最大吸收波长
((0L4

处测

定吸光值'制作叶黄素标准曲线如图
#

所示(

!!

经过绘制标准曲线计算得到叶黄素的含量与吸光值

关系的标准方程为
>

i";#E2)Dd";""((

#

P

!

i";111#

%(

表明叶黄素的含量与吸光值呈良好的线性关系+

#!

,

(

图
#

!

叶黄素标准曲线

&6

V

=@?#

!

P:?KC5LA5@A9=@R?<SH=C?6L

#;);)

!

包封率的测定
!

取
);"4H

上述方法制备的
g?6L.

H=C?6L

溶液'加入
) 4H

石油醚震荡混匀
#;" 46L

'在

)"""@

*

46L

离心转速下离心
0;" 46L

'重复试验操作

)

次'回收上清溶液在
((0L4

处测吸光值'根据标准曲线

计算叶黄素溶液浓度'并根据式#

#

%计算包封率+

#)b#(

,

(

AA

Q

#

#

R

-

S

T

E

%

S

#""O

' #

#

%

式中$

AA

)))包封率'

O

&

-

)))黄素溶液浓度'

#

V

*

4H

&

E

)))叶黄素总量'

#

V

&

T

)))

g?6L.H=C?6L

纳米粒的总体积'

4H

(

#;);(

!

玉米醇溶蛋白负载叶黄素纳米粒 #

g?6L.H=C?6L

%制

备单因素试验

#

#

%水合时间对
g?6L.H=C?6L

制备效果的影响$将玉米

醇溶蛋白与叶黄素按质量比
!"

&

#

混合均匀'

)"""@

*

46L

离心
046L

'取上清液注入到等体积
>

U(;"

磷酸盐缓冲

液中'在
0"a

下搅拌水合
)"

'

2"

'

1"

'

#!"

'

#0"

'

#$"46L

'

然后经旋转蒸发除去乙醇'得到
g?6L.H=C?6L

纳米粒溶液(

按上述方法测定包封率'研究水合时间对叶黄素包封率

的影响(

#

!

%温度对
g?6L.H=C?6L

制备效果的影响$将玉米醇

溶蛋白与叶黄素按质量比
!"

&

#

混合均匀'

)"""@

*

46L

离心
046L

'取上清液注入到等体积
>

U(;"

磷酸盐缓冲

液中'在
("

'

(0

'

0"

'

00

'

2"

'

20a

下搅拌水合
#!"46L

'然

后经旋转蒸发除去乙醇'得到
g?6L.H=C?6L

纳米粒溶液(

按上述方法测定包封率'研究温度对叶黄素包封率的

影响(

#

)

%玉米蛋白与叶黄素质量比对
g?6L.H=C?6L

制备效

果的影响$将玉米醇溶蛋白与叶黄素分别按质量比
0

&

#

'

#"

&

#

'

#0

&

#

'

!"

&

#

'

!0

&

#

混合均匀'

)"""@

*

46L

离心

046L

'取上清液注入到等体积
>

U(;"

磷酸盐缓冲液中'

在
00a

下搅拌水合
#!"46L

'然后经旋转蒸发除去乙醇'

得到
g?6L.H=C?6L

纳米粒溶液(按上述方法测定包封率'

研究玉米蛋白与叶黄素质量比对叶黄素包封率的影响(

#;);0

!

玉米醇溶蛋白负载叶黄素纳米粒制备正交试验

在单因素试验的基础上选取水合时间-温度和玉米

醇溶蛋白与叶黄素质量比
)

个主要的影响因素'以包封

率为指标'采用正交试验设计'分别对
g?6L.H=C?6L

纳米粒

制备工艺进行优化(

#;);2

!

g?6L.H=C?6L

粒径和电位的测定
!

取上述方法制备

的
g?6L

和
g?6L.H=C?6L

样品溶液'适当调整浓度后取

#;"4H

置于
M5L<.1"

粒径分析仪样品池中进行分析'得

到
g?6L

和
g?6L.H=C?6L

的粒径和电位分布图谱+

#0

,

(

#;);E

!

透射电子显微镜#

P3Y

%观察
!

通过
P3Y

观测

g?6L

和
g?6L.H=C?6L

纳米颗粒的形态和结构(将
!

#

H

样

(

基础研究
&\M'+Y3MP+H,3-3+,*U

总第
!#)

期
#

!"#1

年
E

月
#



品放置在具有碳膜的
(""

目的铜格栅上'并用红外灯烘

干载
g?6L

和
g?6L.H=C?6L

纳米颗粒的铜格栅'

#046L

后通

过
P3Y

进行观察其形态和微观结构+

#2

,

(

#;);$

!

傅里叶红外光谱#

&P.J,

%分析
!

将叶黄素和
g?6L.

H=C?6L

纳米样品溶液在真空冷冻干燥机中进行干燥(收集

干燥样品在
&P.J,

中压片'在
("""

"

0""94

b#波数范围测

定红外光谱'并对不同样品的红外光谱图进行分析比较+

#E

,

(

#;);1

!

数据分析
!

所有试验均进行
)

次平行试验'数据

分析采用
-I--#";"

和
3B9?7

软件进行处理(

!

!

结果与分析
!;#

!

g?6L.H=C?6L

纳米粒的制备单因素试验

!;#;#

!

水合时间对
g?6L.H=C?6L

制备效果的影响
!

由图
!

可以看出'随着水合时间的延长'

g?6L

与
H=C?6L

结合程度

增加'导致对叶黄素包封率增大'

g?6L

与
H=C?6L

充分水合

#!"46L

后形成的纳米粒对叶黄素的包封率达到最大'且

能够均匀分散在水中形成纳米分散体系'当水合时间继

续增加时'包封率趋于平稳'因此水合时间
#!"46L

时效

果最佳(

图
!

!

水合反应时间对包封率的影响

&6

V

=@?!

!

3SS?9CK<S:

G

A@<7

G

X?A@?59C6<LC64?<L

?LC@5

>

4?LC?SS696?L9

G

!;#;!

!

温度对
g?6L.H=C?6L

制备效果的影响
!

由图
)

可以

得出'随着制备温度升高
g?6L

对
H=C?6L

包封率增大'在

("

"

00a

时增加的趋势比较明显'当温度超过
00a

时包

封率变化呈下降趋势(因为
g?6L

在加热的条件下对

H=C?6L

能够较好包埋形成纳米结构'当温度超过
00a

时'

图
)

!

制备温度对包封率的影响

&6

V

=@?)

!

3SS?9CK<S

>

@?

>

5@?AC?4

>

?@5C=@?<L

?LC@5

>

4?LC?SS696?L9

G

蛋白质开始变性且容易聚集'且高温会导致叶黄素发生损

失'使得对叶黄素的包封率下降'因此
00a

为最适温度(

!;#;)

!

玉米蛋白与叶黄素质量比对
g?6L.H=C?6L

制备效果

的影响
!

由图
(

可知'随着
g?6L

与
H=C?6L

的质量比增大'

叶黄素包封率增大'质量比为
#0

&

#

时包封率达到最高'

当
g?6L

用量继续增加时'包封率不再增加'是因为过量的

g?6L

在溶液中容易聚集'导致对
H=C?6L

包封效率略有下

降'因此
g?6L

与
H=C?6L

质量比为
#0

&

#

时效果最佳(

图
(

!

玉米蛋白与叶黄素质量比对包封率的影响

&6

V

=@?(

!

3SS?9CK<Sg?6L5LAH=C?6L@5C6<<L

?LC@5

>

4?LC?SS696?L9

G

!;!

!

正交试验

按上述方法进行正交试验'优化
g?6L.H=C?6L

制备的

最佳条件'正交试验设计及分析结果如表
#

和表
!

所示(

表
#

!

正交试验设计表

P5Q7?#

!

P:?<@C:<

V

<L575@@5

G

A?K6

V

L

水平
+

水合时间*

46L

`

温度*

a

*

玉米醇溶蛋白与

叶黄素质量比

# 1" 0" #"

&

#

! #!" 00 #0

&

#

) #0" 2" !"

&

#

表
!

!

正交试验结果

P5Q7?!

!

Z@C:<

V

<L575@@5

G

?B

>

?@64?LC57@?K=7CK

试验号
+ ` *

包封率*
O

# # # # E";2E

! # ! ! E2;EE

) # ) ) E!;""

( ! # ! $";E)

0 ! ! ) EE;!#

2 ! ) # E(;)!

E ) # ) $#;""

$ ) ! # E#;((

1 ) ) ! E);(0

K

#

E);#(E EE;(2E E!;#)E

(((((((((((((((((((

K

!

EE;(#) E0;#(" E2;1$)

K

)

E0;!1E E);!0" E2;E)E

P (;!22 (;!#E (;$(2

)

#
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"
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焦
!

岩等!玉米醇溶蛋白负载叶黄素纳米粒的制备与表征



!!

从表
!

可知'玉米醇溶蛋白对叶黄素包封率影响因

素大小顺序为
*

#玉米醇溶蛋白与叶黄素质量比%

"

+

#水

合时间%

"

`

#温度%'最优组合为
+

!

`

#

*

!

(将
+

!

`

#

*

组合

进行了
)

次平行验证实验'得到的平均包封率为
$";!)O

'

小于正交试验
+

)

`

#

*

)

组合中的
$#;"O

'说明
+

)

`

#

*

)

组

合优于
+

!

`

#

*

!

组合(因此可确定玉米醇溶蛋白与叶黄

素质量比为
!"

&

#

'水合时间
#0"46L

'水合温度
0"a

条

件下玉米醇溶蛋白对叶黄素的包封率最大'制备效果

最佳(

!;)

!

g?6L.H=C?6L

粒径和电位分析

!;);#

!

g?6L.H=C?6L

粒径分析
!

采用
M5L<.gK1"

粒径分

析仪测得
g?6L

和
g?6L.H=C?6L

的粒径大小分布如表
)

所

示'可以看出
g?6L

粒径大小分布'颗粒度大小在
#E#;"

"

E(#;1L4

范围内的比例分别为$

";(O

'

!;"O

'

0;!O

'

1;)O

'

#);0O

'

#2;(O

'

#E;#O

'

#0;#O

'

##;#O

'

2;#O

'

!;"O

(平均粒径为#

($!;!"D$;!0

%

L4

(而
g?6L.H=C?6L

颗粒度大小范围主要分布在
#1$;"

"

$01;!L4

范围

#表
(

%'比例分别为$

#;)O

'

(;#O

'

$;#O

'

#!;#O

'

#0;#O

'

表
)

!

g?6L

粒径分布百分比

P5Q7?)

!

I?@9?LC5

V

?<S

>

5@C697?K6X?<Sg?6L

粒径

8

*

L4

百分比*

O

粒径

8

*

L4

百分比*

O

粒径

8

*

L4

百分比*

O

粒径

8

*

L4

百分比*

O

粒径

8

*

L4

百分比*

O

";!""" ";" #;02# ";" #!;#$ ";" 10;"E ";" E(#;1 !;"

";!)#2 ";" #;$"$ ";" #(;## ";" ##";# ";" $01;! ";"

";!2$! ";" !;"1) ";" #2;)( ";" #!E;0 ";" 110;# ";"

";)#"2 ";" !;(!( ";" #$;1! ";" #(E;E ";" ##0! ";"

";)01E ";" !;$"E ";" !#;1# ";" #E#;" ";( #))0 ";"

";(#22 ";" );!0# ";" !0;)E ";" #1$;" !;" #0(0 ";"

";($!0 ";" );E20 ";" !1;)1 ";" !!1;) 0;! #E1" ";"

";00$E ";" (;)2" ";" )(;") ";" !20;2 1;) !"E) ";"

";2(E" ";" 0;"0" ";" )1;(# ";" )"E;2 #);0 !("" ";"

";E(1) ";" 0;$($ ";" (0;2( ";" )02;! #2;( !E$" #;1

";$2E$ ";" 2;EE! ";" 0!;$0 ";" (#!;0 #E;# )!#1 ";"

#;""0 ";" E;$() ";" 2#;!# ";" (EE;E #0;# )E!$ ";"

#;#2( ";" 1;"$) ";" E";$1 ";" 00);! ##;# ()#E ";"

#;)($ ";" #";0! ";" $!;"1 ";" 2(";E 2;# 0""" ";"

表
(

!

g?6L.H=C?6L

粒径分布百分比

P5Q7?(

!

I?@9?LC5

V

?<S

>

5@C697?K6X?<Sg?6L.H=C?6L

粒径

8

*

L4

百分比*

O

粒径

8

*

L4

百分比*

O

粒径

8

*

L4

百分比*

O

粒径

8

*

L4

百分比*

O

粒径

8

*

L4

百分比*

O
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基础研究
&\M'+Y3MP+H,3-3+,*U

总第
!#)

期
#

!"#1

年
E

月
#



#2;(O

'

#0;0O

'

#!;EO

'

$;EO

'

(;2O

'

#;0O

'平均粒径为

#

)1$;)D0;(!

%

L4

(由上述粒径的测定结果可知'

g?6L

与

g?6L.H=C?6L

纳米粒粒径分布具有一致性'均在纳米级范

围内'且分布比较集中和均匀#如图
0

所示%(

g?6L.H=C?6L

颗粒大小分布变化较小'但所形成的纳米颗粒粒径略有

减小'可能是
g?6L

和叶黄素二者通过吸附和疏水部位紧

密结合'减小了醇溶蛋白间的疏水性聚集作用'形成纳米

颗粒后在水中分散性有所改善'因此形成的纳米粒径有

所减小+

#$

,

(

图
0

!

g?6L

和
g?6L.H=C?6L

的粒径分析图

&6

V

=@?0

!

I5@C697?K6X?A6KC@6Q=C6<L<Sg?6L5LA

g?6L.H=C?6L

!;);!

!

g?6L.H=C?6L

电位分析
!

纳米粒子电位分析可反映

出包埋前后电势电位的变化(从图
2

可知'玉米醇溶蛋

白颗粒的平均电势为#

();E"D!;02

%

4^

'而
g?6L.H=C?6L

纳米粒的平均电势为#

((;)"D!;0)

%

4^

'电势电位略有

升高'说明带有正电荷的叶黄素与
g?6L

的结合后'所形成

的纳米粒带电荷量增加'进而说明
g?6L

与
H=C?6L

能够有

效结合'形成对叶黄素的包埋作用(

!;(

!

透射电子显微镜#

P3Y

$结果与分析

采用
U.E20"

透射电子显微镜对
g?6L

和
g?6L.H=C?6L

微观结构进行分析(如图
E

所示'

g?6L

呈球形颗粒状态'

大小分布比较一致'由于其疏水性较强在溶解液中呈聚

集态'蛋白颗粒较大(当
g?6L

对
H=C?6L

进行包埋以后'能

够形成
g?6L.H=C?6L

纳米复合体结构'且粒径变小'大小分

布不均匀'与
M5L<

粒径分析仪测得结果一致(说明脂溶

性叶黄素能够与疏水性玉米醇溶蛋白结合'形成对叶黄

素包埋的体系'同时改善了叶黄素的溶解分散性'有效地

减小了叶黄素的降解和损失+

#1

,

(

图
2

!

g?6L

和
g?6L.H=C?6L

的电势电位分布

&6

V

=@?2

!

g?C5

>

<C?LC6<4?C@69<Sg?6L5LAg?6L.H=C?6L

图
E

!

g?6L

和
g?6L.H=C?6L

的透射电子显微镜图

&6

V

=@?E

!

P@5LK46KK6<L?7?9C@<L469@<K9<

>

?

$

P3Y

%

<Sg?6L5LAg?6L.H=C?6L

!;0

!

傅里叶红外光谱#

&P.J,

$解析

由图
$

#

5

%可知'叶黄素在
!10E94

b#波数处有
Z

)

U

伸缩振动吸收峰'在
!1!"

'

!$($94

b#波数处有
*

)

U

伸

缩振动吸收峰'在
#E#094

b#波数处有
*

!

*

伸缩振动吸

收峰'此红外光谱为叶黄素分子基团的特征吸收光谱+

!"

,

(

图
$

#

Q

%显示出玉米醇溶蛋白的红外特征吸收光谱$分别在

)("294

b#波数处有
Z

)

U

振动吸收峰'

#20294

b#处有

酰胺
$

带)

MU

弯曲振动'

!1!"94

b#波数处有
*

)

U

伸

缩振动吸收峰'在
###094

b#波数处有
*

)

Z

伸缩振动的

红外特征吸收峰+

!#

,

(叶黄素经玉米醇溶蛋白包埋后

+图
$

#

9

%,'分别在
!10E

'

!1#$

'

!$($

'

#E#094

b#波数有

特征伸缩振动吸收峰'该特征光谱证明了在玉米醇溶蛋

白负载的纳米粒中存在叶黄素结构(而且在
)("294

b#

波数处
Z

)

U

伸缩振动'

!1!"94

b#波数处
*

)

U

伸缩振

动和
###094

b#波数处有
*

)

Z

伸缩振动吸收峰分别明

显增强(且在
)("294

b#处的
Z

)

U

伸缩振动峰移至

)(!!94

b#处'在
###094

b#处的
*

)

Z

伸缩振动吸收峰

移至
###$94

b#处(上述结果表明'叶黄素与玉米醇溶

!!

#

<̂7;)0

"
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焦
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图
$

!

叶黄素)

g?6L

和
g?6L.H=C?6L

的红外光谱图

&6

V

=@?$

!

&<=@6?@C@5LKS<@46LS@5@?AK

>

?9C@<K9<

>G

$

&P.J,

%

<Sg?6L.H=C?6L

蛋白结合以后'并未明显改变
g?6L

的二级结构'而是二者

通过
Z

)

U

键和
*

)

Z

等疏水性基团相互作用结合在一

起'加强了叶黄素与
g?6L

分子间的相互作用而形成纳米

结合体结构+

!!

,

(因此'叶黄素与玉米蛋白是以包埋方式

结合而形成的纳米结构体系(

)

!

结论
本研究对反溶剂法制备玉米醇溶蛋白负载叶黄素纳

米粒的工艺进行了探讨'并对其结构表征进行了初步解

析(得到了玉米醇溶蛋白负载叶黄素纳米粒的最佳制备

工艺条件为$玉米醇溶蛋白与叶黄素质量比
!"

&

#

'水合

时间
#0"46L

'温度
0"a

'此条件下玉米醇溶蛋白对叶黄

素的包封率最大为
$#;"O

(通过粒径分析仪测得所制备

的玉米醇溶蛋白负载叶黄素纳米粒粒径分布在
#1$;"

"

$01;!L4

'平均粒径为
)1$;)L4

'平均电势为
((;)4^

&

P3Y

显示叶黄素充分被包裹在
g?6L

内部而形成纳米球

形结构'在水溶液体系中分散性提高&通过
g?6L

载入叶黄

素后的
&P.J,

光谱特征证明了叶黄素能够以氢键和疏水

性作用嵌入
g?6L

中形成纳米结合体'并通过包埋作用对

叶黄素进行负载和保护'此纳米体系中
g?6L

的二级结构

未发生明显改变(因此'可将可食性的玉米醇溶蛋白作

为有效载体制备玉米醇溶蛋白负载叶黄素自组装纳米

粒'对叶黄素进行包埋和保护'可提高叶黄素的稳定性和

分散性'有助于保护叶黄素的生物活性和吸收利用率+

!)

,

(
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