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大米蛋白酶解物—黄原胶纳米载体的
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摘要:目的:提高疏水性生物活性物质的水溶性和稳定

性.方法:利用大米蛋白酶解物(RPH)和黄原胶(XG),

以疏水性模型活性物质姜黄素(Cur)为输送对象,构建了

RPHＧXGＧCur纳米输送体系,测定并分析纳米粒子的包

封效果、稳 定 性、抗 氧 化 性 以 及 形 成 机 制.结果:RPHＧ
XGＧCur纳 米 粒 子 的 姜 黄 素 包 封 率 为 ７８．４０％,粒 径

７４．７８nm,多分散指数０．３６,Zeta电位－２７．９３mV,添加

黄原胶可显著提高纳米粒子的包封性能以及pH 和离子

强度稳定性;傅里叶红外光谱和荧光光谱分析表明氢键、

静电相互作用和疏水相互作用均参与纳米粒子的形成.

结论:RPHＧXG纳米体系具有作为疏水性生物活性物质

纳米输送载体的应用潜力.

关键词:大米蛋白;酶解物;黄原胶;纳米输送载体

Abstract:Objective:Toenhancethewatersolubilityandstability

ofhydrophobic active substances．Methods: A nanoＧdelivery

systemofriceproteinhydrolysate(RPH)Ｇxanthangum (XG)Ｇ

curcumin(Cur)wasdeveloped,whereincurcuminservedasthe

delivery object,and the encapsulation efficiency,stability,

antioxidant activity, and formation mechanism of the

nanoparticles were determined and analyzed．Results: The

encapsulationefficiencyofRPHＧXGＧCurnanoparticlesreached

７８．４０％,withaparticlesizeof７４．７８nm,PDIof０．３６,andZeta

potentialof －２７．９３ mV．Remarkably,theincorporation of

xanthan gum significantly improved the encapsulation

performanceaswellaspH andionicstrengthstabilityofthe

nanoparticles．Fourierinfraredandfluorescencespectraanalysis

revealedthathydrogenbonding,electrostaticinteraction,and

hydrophobicinteraction played crucial roles in nanoparticle

formation．Conclusion: RPHＧXG nanoparticles exhibit great

potentialasnanocarriersfordelivering hydrophobic bioactive

substances．

Keywords:riceprotein;hydrolysate;xanthangum;nanocarrier

姜黄素(Cur)是一种从姜黄属植物根茎中提取的多

酚类化合物,具有抗氧化、抗炎、抑菌、抗病毒等生物和药

理活性[１].但是由于姜黄素水溶性差、化学稳定性差、口
服生物利用度低,限制了其在食品工业和生物医学等相

关领域的广泛应用[２].纳米递送体系是一种对生物活性

物质进行包埋保护的有效手段,对解决上述问题具有独

特优势,近年来备受关注[３].姜黄素也常作为疏水性生

物活性模式化合物,用于研究纳米载体对溶解性、稳定性

和生物利用度的改善[４].

大米蛋白是优质的植物性蛋白质资源,具有低致敏

性、氨基酸比例均衡、生物效价高等优点,适合应用到婴

幼儿食品和特殊食品中[５].大米蛋白酶解后,其溶解性、

乳化性都得到显著改善,具有作为疏水性活性物质的纳

米递送载体的潜力.大米蛋白酶解物(RPH)已被报道能

有效荷载叶黄素、大豆异黄酮等生物活性物质[６－７][８]６５.

但是,单一蛋白基纳米载体在常见的食品加工条件下容易
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发生聚集而导致稳定性较差,而多糖可以通过提供静电排

斥和空间位阻抑制蛋白质的聚集沉淀使体系具有更低的

环境敏感性[９].此外,蛋白质与多糖相互作用形成的复杂

纳米载体基质可能有助于进一步提高对生物活性物质的

保护效果和生物利用度.因此,研究选用黄原胶(XG),基

于荷载姜黄素的大米蛋白酶解物纳米体系,探讨添加黄原

胶对纳米体系性能的影响,为姜黄素等疏水性生物活性物

质在食品和药品领域的开发及应用提供理论依据.

１　材料与方法

１．１　试验材料

大米蛋白粉:８５．３％(湿基),实验室采用碱提酸沉法

制备;

姜黄素、黄原胶:上海麦克林生化科技有限公司;

中性蛋白酶:酶活≥５０U/mg,上海瑞永生物科技有

限公司;

１,１Ｇ二苯基Ｇ２Ｇ三硝基苯肼:梯希爱(上海)化成工业

发展有限公司;

２,２′Ｇ联氮Ｇ双Ｇ３Ｇ乙基苯并噻唑啉Ｇ６Ｇ磺酸:上海阿拉丁

生化科技股份有限公司;

其他 化 学 试 剂:分 析 纯,国 药 集 团 化 学 试 剂 有 限

公司.

１．２　试验设备

台式高速离心机:TG１６ＧWS型,湘仪离心机仪器有

限公司;

低速台式多管离心机:TDLＧ３６C型,上海安亭科学仪

器厂;

注射泵:TYD０１Ｇ０１ＧCE 型,保定雷弗流体科技有限

公司;

紫外可见光分光光度计:UV１８００型,日本岛津公司;

Zeta 电 位 及 激 光 粒 度 分 析 仪:

NanoBrook９０plusPALS型,美国布鲁克海文仪器公司;

傅立叶红外光谱仪:NICOLET３８０型,美国 Thermo
公司;

荧光分光光度计:FＧ７１００型,日本日立公司.

１．３　试验方法

１．３．１　大米蛋白酶解物的制备　称取１０g大米蛋白粉,

将其分散于１００mL蒸馏水中,于室温下搅拌水化３h.

用１mol/L的 NaOH 溶液调节蛋白水溶液pH 至７．６,并

于５０℃下水浴１５min;随后加入６００mg的中性蛋白酶

进行酶解,酶解过程中不断加入１mol/L的 NaOH 溶液

维持 pH 值,制备水解度为 ２％,４％,６％,８％,１０％ 的

RPH;酶解结束后,将酶解液移入９５ ℃的水浴锅中加热

１５min使酶钝化,再冷却至室温,调节溶液pH 至中性;

最后将酶解液在４５００r/min下离心１５min收集上清液,

冻干备用.RPH 的水解度采用pHＧstat法[１０]测定.

１．３．２　大米蛋白酶解物—姜黄素纳米粒子的制备　采用

反溶剂法制备大米蛋白酶解物—姜黄素纳米粒子(RPHＧ

Cur).使用无水乙醇配制质量浓度为１mg/mL的姜黄

素溶液,置于４℃冰箱中避光保存备用.取１０mLRPH
溶液(１mg/mL),以１mL/min的流速加入１mL的姜黄

素溶液,调节pH,室温下搅拌１h,于３５℃下旋蒸除去乙

醇并定容,再于１００００r/min的转速下离心１０min沉淀

游离的姜黄素,上清液于４ ℃冰箱中避光贮藏或冻干备

用.设置 RPH 的水解度为２％,４％,６％,８％,１０％,制备

pH 为３,４,５,６,７,按照上述方法制备纳米粒子,考察

RPH 的水解度和pH 值对纳米粒子制备的影响.

１．３．３　大米蛋白酶解物—黄原胶—姜黄素纳米粒子的制

备　取５mL黄原胶溶液(１mg/mL)与１０mLRPH 溶液

(１mg/mL)混合并搅拌,以１mL/min的流速加入１mL
姜黄素溶液,调节pH,室温下搅拌１h,后续操作与１．３．２
相同,制得大米蛋白酶解物—黄原胶—姜黄素纳米粒子

(RPHＧXGＧCur).

１．３．４　纳米粒子包封率的测定　根据 Yuan等[１１]的方法

测定纳米粒子的包封率.取１mL新制备的纳米粒子溶

液,加入４ mL 无水乙醇,混匀后用紫外分光光度计在

４２６nm 处测定吸光度,并通过式(１)计算包封率.

E＝
m１

m２
×１００％, (１)

式中:

E———包封率,％;

m１———纳米粒子中姜黄素的含量,mg;

m２———姜黄素的总添加量,mg.

１．３．５　粒度、多分散指数(PDI)和 Zeta电位的测定　将

纳米粒子用去离子水稀释一定倍数后,涡旋混匀１０s,使

用激光粒度仪测量纳米粒子的粒径、PDI和Zeta电位.

１．３．６　傅里叶变换红外光谱(FTIR)分析　将样品与溴

化钾充分研磨后压制成片,再将其放入傅里叶红外光谱

仪中扫描分析.设置扫描波段范围４００~４０００cm－１,分

辨率２cm－１,扫描信号累积３２次.

１．３．７　XＧ射线衍射(XRD)分析　使用 XＧ射线衍射仪分

析样品的晶体结构.设置扫描范围为５°~６０°,步长为

０．０２°,加速电压４０kV,电流４０mA.

１．３．８　荧光光谱分析　设置 RPH 和黄原胶的质量浓度

分别为１．０,０．５mg/mL,向RPH 或RPHＧXG溶液中加入

不同体积的姜黄素储备液,使其最终浓度分别为０,５,１０,

２０,４０,６０μmol/L,在２９０nm 的激发波长下记录样品在

３００~４５０nm 的发射光谱.仪器参数为激发和发射狭缝

宽度５nm、加速电压５２０V、扫描速度２４０nm/min.采

用SternＧVolmer方程探究 RPH 的荧光猝灭过程.
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F０

F ＝１＋Ksv[Q]＝１＋Kqτ０[Q], (２)

式中:

F０———未加入姜黄素时的荧光强度;

F———加入姜黄素后的荧光强度;
[Q]———姜黄素的浓度,mol/L;

τ０———没有姜黄素的情况下荧光寿命(生物分子的

荧光寿命为１０－８s),s;

KSV———猝灭常数,L/mol;

kq———猝灭速率常数,L/(mols).

１．３．９　纳米粒子的稳定性分析

(１)pH 稳定性:用 HCl或NaOH 溶液将纳米粒子溶

液pH 值分别调节为３,４,５,６,７,根据１．３．５的方法测定

粒径和PDI,未调节pH 的测定样品作为对照.
(２)离子强度稳定性:向纳米粒子溶液中加入 NaCl,

使 样 品 中 盐 离 子 浓 度 分 别 达 到 ０,５０,１００,２００,

２５０mmol/L,室温下放置１h后根据１．３．５的方法测定样

品的粒径和PDI.

１．３．１０　抗氧化活性的测定　姜黄素、RPHＧCur和 RPHＧ
XGＧCur纳米粒子的抗氧化活性通过 DPPH 自由基和

ABTS自由基清除能力进行评价,DPPH 自由基和 ABTS
自由基清除能力的测定方法参照 Mo等[６]的方法.

１．３．１１　数据分析　所有试验进行３次,数据表示为平均

值±标准偏差,采用SPSS２５．０软件对试验数据进行显著

性差异分析,采用 Origin２０１９软件绘图.

２　结果与分析

２．１　纳米粒子制备条件优化

以不同水解度的 RPH 作为纳米载体制备纳米粒子,

考察大米 蛋 白 水 解 度 对 纳 米 粒 子 包 封 率 的 影 响.如

图１(a)所示,随着水解度的升高,包封率呈下降的趋势;

当水解度为２％时,体系中姜黄素的包封率最高.这可能

是因为较高的水解度使得 RPH 的疏水微区变少,不能充

分结合姜黄素,致使包封率降低[８]３５,因此后续试验中选

择水解度为２％的 RPH.

制备时体系不同 pH 对纳米粒子包封率的影响如

图１(b)所示.随着pH 增加,包封率呈先增加后减少的

趋势,在 pH 为６时达到最大值,因此后续试验中选择

pH６为制备条件.分子之间的氢键是多肽自组装的重

要驱动力,但是氢键的形成易受pH 的影响.改变溶液的

pH 会使肽链的一些化学基团出现正电化或负电化,形成

带正负电荷的多肽,从而表现出不同的自组装趋势[１２].

　　添加黄原胶对纳米粒子包封率、粒径、PDI和Zeta电

位的影响如表１所示.相同的制备条件下,添加黄原胶

的纳米粒子的包封率为７８．４％,显著高于未添加的纳米

粒子.这可能是因为黄原胶捕获了溶液中的游离姜黄

素,或者帮助纳米粒子将表面的姜黄素包封在纳米粒子

内部[１３].添加黄原胶的纳米粒子的 Zeta电位绝对值也

显著增加(－２７．９３mV);添加黄原胶对纳米粒子的粒径

没有显著影响,但是PDI有所升高.王艳红[１４]也发现在

字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图１　RPH 的水解度和制备pH 对纳米粒子包封率的影响

Figure１　EffectsofdegreeofhydrolysisofRPHandpHontheencapsulationefficiencyofnanoparticles

表１　黄原胶对纳米粒子包封率、粒径、PDI和Zeta电位的影响†

Table１　Effectsofxanthangumontheencapsulationefficiency,particlesize,PDI,

andZetapotentialofnanoparticles

纳米粒子 包封率/％ 粒径/nm PDI Zeta电位/mV

RPHＧCur ４６．４６±０．６０b ７７．０９±４．４３a ０．１０±０．０１b －１９．２０±１．６０b

RPHＧXGＧCur ７８．４０±０．６６a ７４．７８±１．４３b ０．３６±０．００a －２７．９３±４．４１a

　　　　　　　　　　†　同列上标字母不同表示存在显著性差异(P＜０．０５).
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大豆分离蛋白—黄原胶—茶多酚纳米乳液中,黄原胶的

添加能够提高Zeta电位的绝对值.

２．１　纳米粒子的形成机制分析

图２为 RPHＧCur和 RPHＧXGＧCur纳米粒子在不同

姜黄素浓度下的内源荧光光谱.在不添加姜黄素时,

RPHＧXG的荧光强度显著低于 RPH,可能是因为黄原

胶与RPH 通过静电相互作用而结合,导致 RPH 的色氨

酸残基被掩蔽.加入姜黄素后,随着姜黄素浓度的增

大,RPHＧXG和 RPH 的荧光猝灭强度均逐渐增加,并且

其最大发射波长出现轻微蓝移,表明姜黄素与 RPHＧXG
或 RPH 之 间 的 相 互 作 用 影 响 了 色 氨 酸 残 基 的 微

环境[１５].

姜黄素对 RPH 和 RPHＧXG 的荧光猝灭机制可由

SternＧVolmer方程确定,猝灭机制分为基于分子间碰撞

的动态猝灭和基于形成非发光基态复合物的静态猝灭两

种[１６].通过计算得到 RPHＧCur和 RPHＧXGＧCur的 KSV

值分别为２．７２×１０４,４．９４×１０４L/mol,kq值分别为０．９１×

１０１２,１．６５×１０１２L/(mols).KSV值越大表明蛋白质和

姜黄素之间越容易发生相互作用[１７],因此黄原胶的加入使

姜黄素更易与RPH 纳米载体基质发生结合.同时,kq值

均大于最大扩散碰撞猝灭常数,即２．０×１０１０ L/(mols),

表明由姜黄素诱导的荧光猝灭属于静态猝灭.

图２　RPHＧCur和 RPHＧXGＧCur纳米粒子在不同姜黄素浓度下的内源荧光光谱

Figure２　IntrinsicfluorescencespectraofRPHＧCurandRPHＧXGＧCurnanoparticlesinthe

presenceofvariousconcentrationofcurcumin

　　图３为 RPHＧCur和 RPHＧXGＧCur纳米粒子以及姜

黄素、黄 原 胶 和 RPH 的 FTIR 图 谱. 在 ３ ０００~
３５００cm－１的波段归因于羟基的 O—H 拉伸振动,姜黄

素、黄 原 胶、RPH 的 特 征 峰 分 别 位 于 ３４０２,３４２６,

３４３０cm－１,而 RPHＧCur和 RPHＧXGＧCur纳米粒子的光

谱中羟基峰分别移至３４４０,３４１９cm－１,表明姜黄素、

RPH 和黄原胶之间形成了氢键[１３].RPH 在１６５７cm－１

处的吸收峰与酰胺I相关,RPHＧCur和 RPHＧXGＧCur纳

米粒子 中 与 酰 胺 I相 关 的 吸 收 峰 分 别 移 至 １６４５,

１６３５cm－１,表明静电相互作用参与了纳米粒子的形成

过程[１８].姜黄素指纹图谱区域(５００~１３００cm－１)吸收

峰的强度和数量在两种纳米粒子中均出现明显降低,表
明姜 黄 素、RPH、黄 原 胶 之 间 可 能 存 在 疏 水 作 用[１６].

RPHＧXGＧCur的形成机制可能是姜黄素通过氢键和疏水

相互作用与 RPH 结合并被包封,黄原胶则主要通过静电

相互作用与 RPH 结合在一起[１９－２０].

　　图４为 RPHＧCur和 RPHＧXGＧCur纳米粒子以及姜

黄素的 XRD 图谱.姜黄素在１７．１°,２１．１°,２４．６°,２６．１°,

２８．９°等多处的特征峰表明其处于高度结晶状态[２１].在

RPHＧCur和 RPHＧXGＧCur中 均 未 观 察 到 明 显 的 姜 黄

素特征峰,表明姜黄素以无定形状态被封装于RPH或

图３　姜黄素、黄原胶、RPH、RPHＧCur和 RPHＧXGＧCur
纳米粒子的FITR图谱

Figure３　FTIR spectrum of curcumin,xanthan gum,

RPH,RPHＧCurandRPHＧXGＧCurnanoparticles

RPHＧXG载体中[２２].研究[２３]表明,处于无定形态的生物

活性物质,其口服生物利用度相比于其结晶状态更高.

２．３　RPHＧXGＧCur纳米粒子的稳定性

pH 对 RPHＧCur和 RPHＧXGＧCur纳米粒子的粒径和

PDI的影响如图５(a)所示.在 pH 值为３时,RPHＧCur
纳米粒子的粒径和PDI显著增大.这可能是因为在极端
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图４　姜黄素、RPHＧCur和 RPHＧXGＧCur纳米

粒子的 XRD图谱

Figure４　XRDpatternsofcurcuminandnanoparticles

酸性环境下,纳米粒子的表面电荷减少,导致纳米粒子之

间的静电斥力减弱,由此导致粒子发生聚集现象[２１].虽

然在pH 值为３时,RPHＧXGＧCur纳米粒子的粒径和PDI
也有所增大,但是在pH３~７的条件下,RPHＧXGＧCur纳

米粒子的粒径仍保持在６０．０~９９．９nm,PDI的变化幅度

也较小,表明添加黄原胶增加了纳米粒子的稳定性.

纳米粒子在不同离子强度下的稳定性如图５(b)所
示,随着 NaCl浓度的增加,RPHＧCur纳米粒子的粒径和

PDI均快速增大.这是因为 NaCl的加入导致静电屏蔽

效应产生,使得 RPHＧCur纳米粒子发生了聚集[１８].而

RPHＧXGＧCur纳米粒子的粒径和 PDI的变化幅度均比

RPHＧCur纳 米 粒 子 的 小,并 且 在 NaCl浓 度 为 ０~
１００mmol/L时,RPHＧXGＧCur纳米粒子的粒径无显著变

化,表明添加黄原胶可有效提高纳米粒子的盐离子稳定

性.Zhang等[２４]的研究也表明,黄原胶可以在较宽的pH
范围内和较高的盐粒子浓度下稳定负载姜黄素的玉米醇

溶蛋白纳米颗粒.

２．４　RPHＧXGＧCur纳米粒子的抗氧化活性

姜黄素具备较强的抗氧化活性,能够清除自由基,测
定姜黄素及其在纳米粒子中的自由基清除活性,结果如

图６所示.与游离姜黄素相比,RPHＧCur纳米粒子能提

高 DPPH 自由基和 ABTS自由基清除能力;添加黄原

胶后,RPHＧXGＧCur纳米粒子的DPPH自由基清除能力

图５　pH 和 NaCl浓度对 RPHＧCur和 RPHＧXGＧCur纳米粒子稳定性的影响

Figure５　EffectsofpHandNaClconcentrationonRPHＧCurandRPHＧXGＧCurnanoparticles

字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图６　姜黄素、RPHＧCur和 RPHＧXGＧCur纳米粒子的 DPPH 自由基和 ABTS自由基清除能力

Figure６　DPPHandABTSradicalscavengingabilityofcurcumin,RPHＧCurandRPHＧXGＧCurnanoparticles
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较 RPHＧCur纳米粒子有所下降,但仍与游离姜黄素的相

近;RPHＧXGＧCur纳米粒子的 ABTS自由基清除能力与

RPHＧCur纳米粒子的相近,并显著高于游离姜黄素的.

RPH 和黄原胶使包封在纳米粒子中的姜黄素具有更高

的水溶性、更高的分散性以及更大的表面积,使其与自由

基之间的接触概率增大,从而使其向自由基提供氢原子

的能力得以增强[２].

３　结论

研究构建了大米蛋白酶解物—黄原胶—姜黄素纳米

输送体系,大米蛋白酶解物作为姜黄素的纳米载体能够

有效提高疏水性活性物质的水溶性和抗氧化活性,添加

黄原胶能够进一步提高大米蛋白酶解物—姜黄素纳米粒

子的包封能力和环境稳定性,氢键、静电相互作用和疏水

相互作用均参与纳米粒子的形成.纳米粒子的生物利用

度以及其在体内的代谢吸收过程有待后续进一步研究

探索.
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