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双层多糖修饰核桃多肽脂质体的制备及表征
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摘要：［目的］提高核桃多肽脂质体（WP-L）的理化稳定性，延缓核桃多肽（WP）释放，并利用海藻酸钠（SA）和壳聚糖

（CS）对 WP-L 进行双层多糖修饰。［方法］考察不同质量分数的 CS 与 SA 修饰对 WP-L 理化性质的影响，采用透射电子

显微镜（TEM）与傅里叶变换红外光谱（FTIR）表征脂质体结构形态，并考察长期贮藏条件下的脂质体稳定性，最后通过

体外模拟胃肠消化与释放试验评估多肽释放率、释放行为、缓释特性及消化前后的生物活性变化。［结果］当 CS 与 SA

质量分数分别为 0.6% 和 0.5% 时，制备的海藻酸钠—壳聚糖核桃多肽脂质体（SA-CS-WP-L）对核桃多肽的包封率达

90.67%，ζ-电位为-17.10 mV。TEM 观察结果表明，SA-CS-WP-L 呈现球形囊泡结构，表面光滑，且存在核—壳结构，

TEM 图像的衬度发生改变表明 CS 与 SA 成功沉积在核桃多肽脂质体表面。FTIR 结果显示，SA 与 CS 在核桃多肽脂质

体表面通过疏水相互作用和分子间氢键作用形成稳定的复合物。在 19 d 低温贮藏试验中，SA-CS-WP-L 仍展现出较高

的多肽包封率（70.77%）和稳定的理化特性。体外模拟胃肠消化试验和多肽体外释放试验结果表明，SA 和 CS 修饰可

有效延缓核桃多肽在消化过程中的释放，并维持其长效血管紧张素转化酶（ACE）抑制效能。此外，核桃多肽展现出

Fick 扩散的释放行为。［结论］利用海藻酸钠和壳聚糖对核桃多肽脂质体进行双层表面修饰，能够有效保护核桃多肽并

实现良好的缓释效果。
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Abstract: ［［Objective］］ To improve the physicochemical stability of walnut polypeptide liposomes (WP-L), delay walnut polypeptide (WP) 

release, and conduct bilayer polysaccharide modification on the WP-L using sodium alginate (SA) and chitosan (CS). ［［Methods］］ The 

effects of modifications by CS and SA in different mass fractions on the physicochemical properties of WP-L are investigated. Then, the 

structural morphology of the liposomes is characterized by transmission electron microscopy (TEM) and Fourier transform infrared (FTIR) 

spectroscopy. Additionally, liposome stability under long-term storage conditions is examined. Finally, polypeptide release rates, release 

behavior, sustained-release characteristics, alongside bioactivity changes before and after digestion are evaluated via in vitro simulations of 

gastrointestinal digestion and release experiments. ［［Results］］ When the mass fractions of CS and SA are 0.6% and 0.5%, respectively, the 

encapsulation efficiency of WP by the prepared SA-CS-WP-L is up to 90.67%, with a ζ -potential of -17.10 mV. According to TEM 
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observation, SA-CS-WP-L exhibits a spherical vesicle structure with a smooth surface and a core-shell structure. Changes in TEM image 

contrast indicate successful deposition of CS and SA onto the WP-L surface. In FTIR results, SA and CS form stable complexes on the WP-

L surface through hydrophobic interactions and intermolecular hydrogen bonding. During the 19-day low-temperature storage experiment, 

SA-CS-WP-L still exhibits a high polypeptide encapsulation efficiency (70.77%) and stable physicochemical properties. In vitro 

gastrointestinal digestion simulations and polypeptide release assays demonstrate that SA and CS modifications effectively delay WP release 

during digestion while maintaining their sustained inhibitory efficacy against angiotensin-converting enzyme (ACE). Furthermore, WP 

release follows Fick diffusion behavior. ［［Conclusion］］ Bilayer surface modification of WP-L using SA and CS effectively protects WP and 

achieves sustained-release performance.

Keywords: walnut polypeptide liposome; bilayer polysaccharide modification; in vitro simulated gastrointestinal digestion; sustained-

release property; sodium alginate; chitosan

核桃（Juglans regia L.）是世界上主要的坚果和木本

粮油资源，与扁桃、腰果、榛子并称为世界著名的“四大干

果”［1］。其富含脂肪、蛋白质、矿物质等营养成分及多种生

物活性物质，具有健脑益智、调节免疫及降低心血管疾病

风险等功效［2-3］。近年来，由富含蛋白质的核桃粕经高值

化利用生产的核桃多肽（WP），因其完整保留了核桃蛋白

中 的 必 需 氨 基 酸 并 富 含 生 物 活 性 肽 ，已 成 为 研 究 热

点［4-5］。核桃蛋白经酶解生成的核桃多肽不仅具有低相

对分子质量、高溶解性等特点，还具有血管紧张素转化酶

（ACE）抑制活性、抗氧化活性、抗肿瘤等多种生物活

性［6-7］。然而，生物活性物质需经消化道的复杂环境方能

抵达靶器官发挥效能，此过程易受到 pH 条件和胃肠道中

的酶降解的影响导致生物利用度降低［8］。此外，核桃多肽

具有较强的吸湿性，限制了其在功能性食品中的应用。

脂质体是由磷脂自组装形成的囊泡状结构，其独特

的亲水核心——疏水夹层双分子层结构，能够有效包埋

活性成分，具有优异的靶向递送、控释能力以及良好的可

修饰性、生物相容性［9-10］。Luo 等［10］制备了以羟基磷灰石

为载体的核桃肽前脂质体，发现添加羟基磷灰石可提高

核桃肽前脂质体的热降解稳定性和环境稳定性，并在模

拟体外消化中展现出显著的核桃肽缓释效果。Cao 等［11］

将 ACE 抑制肽封装至采用壳聚糖（CS）修饰的纳米脂质

体中，使核桃多肽包封率提升至 76.13%，并在贮藏过程中

有效保护了抗氧化活性和 ACE 抑制活性。尽管脂质体在

一定程度上可以改善核桃多肽的物理稳定性，提高生物

利用度并有效保留生物活性，但传统脂质体易受氧化、化

学和酶反应的破坏而发生破裂或融合，且在贮藏期间易

发生絮凝和聚集，造成生物活性物质释放不稳定或发生

泄露［12］。壳聚糖、海藻酸钠（SA）可以通过静电相互作用

聚集在磷脂表层［13］，形成致密的网络结构，不仅可以有效

提升脂质体的物理化学稳定性，还有助于实现活性成分

的靶向释放，从而在食品工业中展现出较大的应用潜力。

Wang 等［12］制备了 SA 和 CS 共修饰的脂质体用于姜黄素

的包封与缓释，成功将包封率提升至 92.4%，姜黄素生物

可及性较未修饰的提高了 1.32 倍。

试验拟采用薄膜分散法制备核桃多肽脂质体（WP-L），

并将其作为初始脂质体，通过聚电解质沉积作用，将 SA

和 CS 自组装至 WP-L 表面，形成保护层。探究 SA 和 CS

的质量分数对包封率、ζ-电位、粒径与多分散指数（PDI）的

影响，确定最佳制备工艺；利用透射电子显微镜（TEM）、

傅里叶变换红外光谱（FTIR）进行表征，揭示 WP-L 包封与

多糖作用的机理及效果；随后开展中低温连续贮藏试验

考察其稳定性，并分析不同修饰条件下 WP-L 的消化稳定

性和体外释放特性，旨在进一步验证多糖修饰对脂质体

封装核桃多肽的保护效果，为评估消化前后核桃多肽的

生物活性保留情况提供依据。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

核桃多肽：相对分子质量＜5 kDa，自制；

无水氯化钙、酒石酸钾、五水硫酸铜、铁氰化钾、三氯

化铁、溴化钾：分析纯，天津市光复科技发展有限公司；

牛血清白蛋白、吐温 80、海藻酸钠（超低黏度型）、3 种

规 格 磷 酸 盐 缓 冲 液（0.01 mmol/L，pH 7.4；0.2 mol/L，

pH 6.6；0.2 mol/L，pH 7.0）、硼酸盐缓冲液（0.01 mol/L，

pH 8.3）、猪胆盐（胆酸含量≥60%）、胃蛋白酶（3 000 U/mg）、

胰酶（130 U/mg）：分析级，上海麦克林生化科技有限

公司；

福林酚、马尿酸—组胺酰—亮氨酸、曲拉通 X-100、大

豆卵磷脂（磷脂酰胆碱＞90%）、胆固醇、壳聚糖（脱乙酰

度≥85%）、1，1-二苯基-2-苦基肼（DPPH）：分析级，上海源

叶生物有限公司；

氢氧化钠、盐酸、三氯乙酸、乙酸、无水乙醇：分析纯，

天津市永大化学试剂有限公司；

乙腈、三氟乙酸：色谱纯，天津市永大化学试剂有限

公司；

醋酸双氧铀：分析纯，上海雅吉生物科技有限公司。

1.2　仪器与设备

超声细胞破碎仪：Biosafer650-92 型，南京赛飞生物科

技有限公司；

紫外可见光分光光度计：L6 型，上海仪电分析仪器有
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限公司；

纳米粒径及电位分析仪：Litesizer 500 型，奥地利安东

帕有限公司；

傅里叶变换红外成像光谱仪：Nicolet iS50 型，赛默飞

世尔科技有限公司；

透射电镜：H-7650 型，日本 HITACHI公司；

水浴恒温振荡器：SHA-A 型，天津赛得利斯实验分析

仪器制造厂；

台式离心机：H/T16MM 型，湖南赫西仪器装备有限

公司；

超滤离心管：Millipore 15 mL/30 kDa，北京索莱宝科

技有限公司；

高效液相色谱仪：LC-2010A HT 型，日本岛津公司；

BaseLine C18色谱柱：250 mm×4.6 mm，5 μm，天津倍

思乐色谱技术开发中心。

1.3　试验方法

1.3.1　样品制备　

（1） 储备液制备：用 1% 乙酸溶液、蒸馏水分别制备

1% 壳聚糖和 1% 海藻酸钠储备液，混匀后搅拌 12 h，水浴

超声 0.5 h（超声频率 40 kHz，温度 25 ℃），4 000×g 离心

20 min，收集上清液并过 0.22 μm 滤膜，调节 pH 为 5.5。

（2） 粗核桃多肽脂质体溶液制备：参照 Liu 等［14］的方

法并修改。将大豆卵磷脂、胆固醇和吐温 80 按质量比 6∶

1∶1 溶于 10 mL 无水乙醇中，60 ℃水浴搅拌 3 min，60 ℃、

60 r/min 旋转蒸发 20 min 形成干燥薄膜。向薄膜中加入

10 mL 磷酸盐缓冲液（0.01 mol/L，pH 7.4，含 0.02 g 核桃多

肽），60 ℃水合 1 h，4 ℃下超声 8 min（频率 20 kHz；功率

500 W；间隔 2 s 循环工作）得到纳米级 WP-L，于 4 ℃静置

12 h 以稳定脂质体溶液。

（3）壳聚糖—核桃多肽脂质体（CS-WP-L）制备：用

1% 乙酸溶液将壳聚糖储备液分别稀释为质量分数为

0.1%，0.2%，0.3%，0.4%，0.5%，0.6%，0.7%，0.8% 溶液。取

2 mL 稀释液，逐滴加入等量 WP-L 溶液，边滴边搅拌，继

续搅拌 1 h，形成 CS-WP-L 溶液，调节 pH 至 5.5，于 4 ℃静

置 12 h。

（4）海藻酸钠—壳聚糖核桃多肽脂质体（SA-CS-WP-

L）制备：用蒸馏水将海藻酸钠储备液分别稀释为质量分

数为 0.1%，0.2%，0.3%，0.4%，0.5%，0.6% 溶液。取 2 mL

稀释液，逐滴加入等量CS-WP-L溶液，其余步骤同 1.3.1（3），

制备 SA-CS-WP-L 溶液。

1.3.2　包封率测定　参照贺建华等［15］的方法绘制牛血清

白蛋白标准曲线。采用超滤膜过滤—间接法测定核桃多

肽质量浓度。向试管中加入 0.5 mL 脂质体和 1 mL 质量

分数为 0.06% 的曲拉通 X-100 溶液，涡旋振荡 30 s。取

0.5 mL 上述溶液代替标准液，后续试剂添加体积参照标

准曲线，测得核桃多肽总质量浓度。取 4 mL 样品置于超

滤离心管，4 000 r/min 离心 20 min，得到的下层液体为游

离核桃多肽液。取 0.5 mL 下层液体代替标准液，后续试

剂添加体积参照标准曲线，测得游离肽质量浓度。按

式（1）计算核桃多肽包封率。

B= C 0 - C 1

C 0
× 100%， （1）

式中：

B——核桃多肽包封率，%；

C0——核桃多肽总质量浓度，mg/mL；

C1——游离核桃多肽质量浓度，mg/mL。

1.3.3　ζ-电位、粒径与 PDI　参照方顺翔［16］的方法。

1.3.4　结构性质　

（1） FTIR 分析：参照 Sarabandi等［17］的方法。

（2） TEM 表征：参照 Ramezanzade等［18］的方法。

1.3.5　贮藏稳定性　参照 Liu 等［19］的方法并修改。将脂

质体样品溶液分别于 4，25 ℃贮藏 0，5，12，19 d，测定样品

的 EE、粒径和 ζ-电位。

1.3.6　脂质体胃肠消化稳定性　参照 INFOGEST 2.0 标

准化静态体外消化方法制备模拟液［20］。模拟胃肠消化

前 ，将 模 拟 胃 液（SGF）与 模 拟 肠 液（SIF）于 37  ℃ 、

120 r/min 振荡 20 min。消化试验参照 Liu 等［14］的方法并

修改。将 WP、WP-L、CS-WP-L 和 SA-CS-WP-L 样品溶液

与 SGF 按体积比 1∶1 混匀，37 ℃、120 r/min 水浴消化 2 h。

胃消化结束后，迅速使用 0.5 mol/L 氢氧化钠溶液将 pH 调

至 6.8，并将胃消化产物与 SIF 按体积比 1∶1 混匀，继续消

化 2 h，沸水浴 5 min 灭酶。消化期间每隔 30 min 取样测

定核桃多肽质量浓度，并按式（2）计算累计释放率。

Q=
V e∑i= 1

t- 1Ci + V 0Ct

m 0
× 100%， （2）

式中：

Q——核桃多肽累计释放率，%；

Ve——取样体积，mL；

V0——总体积，mL；

Ci、Ct——不同释放时间溶液中核桃多肽质量浓度，

mg/mL；

m0——脂质体中包埋的核桃多肽质量，mg。

1.3.7　释放动力学分析　采用多种药物释放数学模型

（零级、一级、Ritger-Peppas、Higuchi与 Hixon-Crowell方程

模型）研究体外核桃多肽释放机制［21］。根据回归分析得

到相关系数（R2），确定拟合释放数据最佳模型，相关计算

式见式（3）~式（7）。

零级模型：
Mt

M∞
= k0 t， （3）

一级模型：
Mt

M∞
= 1 - e-k1 t， （4）
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Ritger-Peppas模型：
Mt

M∞
= k2 t n， （5）

Higuchi模型：
Mt

M∞
= k3 t 1/2 ， （6）

Hixon-Crowell模型：
Mt

M∞
= k4 t 3 + k5 t 2 + k6 t ， （7）

式中：

Mt——t时累计释放量，mg/mL；

M∞——∞时累计释放量，mg/mL；

Mt/M∞——t时累计释放率，%；

k0——零级方程扩散系数；

k1——一级方程扩散系数；

k2——Ritger-Peppas方程扩散系数；

k3——Higuchi方程扩散系数；

k4、k5、k6——Hixon-Crowell方程扩散系数；

n——扩散释放指数。

1.3.8　体外释放试验　参照 Ramezanzade等［18］的方法，按

式（8）计算释放率。

R= Rt

R 0
× 100%， （8）

式中：

R——释放率，%；

Rt——每个取样时间点透析缓冲液中核桃多肽质量

浓度，mg/mL；

R0——样品溶液中核桃多肽质量浓度，mg/mL。

1.3.9　血管紧张素转化酶（ACE）抑制活性测定　参照王

琛［6］的方法，按式（9）计算 ACE 抑制率。

A= M- N
M

× 100%， （9）

式中：

A——ACE 抑制率，%；

M——空白对照组中色谱峰面积；

N——添加抑制剂组中色谱峰面积。

1.3.10　DPPH 自由基清除能力测定　参照 Arise 等［22］的

方法并修改。用磷酸盐缓冲液（0.2 mol/L，pH 7.0）配制质

量浓度为 2.0 mg/mL 的核桃多肽溶液。吸取 2.5 mL 核桃

多 肽 溶 液/样 品 上 清 液 ，加 入 1.0 mL 磷 酸 盐 缓 冲 液 和

2.0 mL DPPH 乙醇溶液（0.2 mmol/L），混匀后，室温避光

静置 30 min，测定 518 nm 处吸光值。用蒸馏水作为空白

对照，体积分数 95% 乙醇作为样品对照。按式（10）计算

DPPH 自由基清除率。

D= (1 - A 1 - A 2

A 0 )× 100%， （10）

式中：

D——DPPH 自由基清除率，%；

A0——空白对照组吸光值；

A1——试验组吸光值；

A2——样品对照组吸光值。

1.3.11　还原力测定　参照 Oyaizu［23］的方法并修改。用

蒸馏水配制质量浓度为 2.0 mg/mL 的核桃多肽溶液。向

试管中依次加入等体积（2.5 mL）的核桃多肽溶液/样品上

清液、磷酸盐缓冲液（0.2 mol/L，pH 6.6）和质量分数为 1%

的铁氰化钾溶液，混匀后，50 ℃水浴 20 min。向混合物中

加入 2.5 mL 质量分数为 10% 的三氯乙酸，4 000 r/min 离

心 10 min，取 5.0 mL 上清液与 5.0 mL 蒸馏水和 1.0 mL 质

量分数为 0.1% 的三氯化铁溶液混匀，室温静置 20 min，测

定 700 nm 处吸光值。用蒸馏水作为空白对照。

1.4　数据处理

所 有 试 验 至 少 平 行 3 次 ，采 用 Origin Pro 2019 和

SPSS Statistics 22.0 软 件 进 行 作 图 和 数 据 分 析 。 采 用

Duncan 法检测显著性，P<0.05 为差异显著。

2　结果与分析

2.1　CS质量分数对 CS-WP-L理化性质的影响

由图 1 可知，随着 CS 质量分数的增加，CS 聚积在脂

质体表面，包封率增大。当 CS 质量分数＞0.6% 时，CS-

WP-L 的包封率降低，可能是过高的 CS 质量分数影响脂

质体的 ζ-电位，破坏脂质体膜结构，使包封率下降［24-25］。

随着 CS 质量分数的增加，CS-WP-L 的 ζ-电位由负电位转

（a） 包封率 （b） ζ-电位 （c） 粒径与 PDI

图 1　CS 质量分数对 CS-WP-L 理化性质的影响

Figure 1　Effects of CS mass fraction on physicochemical properties of CS-WP-L
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向正电位，达到 8.39 mV。Chun 等［26］研究表明，脂质体表

面电荷刚好转变为正电荷时，聚合物浓度可被视为饱和

浓度，此时脂质体表面已被聚合物完全覆盖。当 CS 质量

分数为 0.6% 时，CS-WP-L 的粒径、PDI 值均降低。综上，

当 CS 质量分数为 0.6% 时，包封率为 79.52%，ζ -电位为

8.39 mV，粒径为 147.04 nm，PDI 值为 0.33，此时 CS-WP-L

的粒径分布均匀，结构较为稳定。

2.2　SA质量分数对 SA-CS-WP-L理化性质的影响

由图 2 可知，随着 SA 质量分数的增加，包封率增加，

ζ-电位由正电位转变为负电位，而脂质体囊泡直径以及

粒径有所增大，与 Liu 等［19］的研究结果类似。当 SA 质量

分数为 0.5% 时 ，包封率为 90.67%，粒径为 223.01 nm，

PDI 值为 0.34，ζ-电位为-17.10 mV，表明有大量的 SA 沉

积在 CS-WP-L 表面［27］。 ζ -电位高低可以用来反映脂质

体的稳定性，其绝对值越大，说明脂质体有足够的斥力

防止粒子聚集，有助于保持稳定性［28］。Liu 等［14］制备了

中链脂肪酸纳米脂质体，以粒径与 ζ-电位为指标，确定了

SA 与 CS 的最佳添加量分别为 0.5%，0.6%。综上，当 SA

质量分数为 0.5% 时，SA-CS-WP-L 的粒径分布均匀，结构

较为稳定。

2.3　脂质体表征

由表 1 可知，包埋核桃多肽后，WP-L 的粒径、PDI 值

和 ζ-电位绝对值均得到提高。CS 修饰后，CS-WP-L 的包

封率增加到 79.52%，可能是 CS 在磷脂表面形成保护层，

减少了核桃多肽的释放［17］，也可能是游离核桃多肽被嵌

入到 CS 中［29］。此外，脂质体粒径增加到 147.04 nm，PDI

值增加到 0.33，ζ-电位增加到 8.39 mV。经 CS 修饰后，脂

质体粒子间的静电斥力增大，抑制了粒子出现聚集与黏

附现象，从而提高了体系的稳定性［18］。

SA 修 饰 CS-WP-L 后 ，脂 质 体 的 包 封 率 增 加 至

90.67%，说明 SA-CS-WP-L 能够有效延缓核桃多肽的释

放。脂质体粒径增加至 223.01 nm，是由于 SA 与 CS 通过

静电相互作用在脂质体表面形成了致密的网络结构包被

在脂质体外层［14，19，30］。PDI 值可以代表溶液中分散物质

的均匀性［27］。经多糖修饰后，脂质体的 PDI 值虽有所增

大，但均＜0.5，可视为单分散系统［13］。Jeon 等［30］提出 PDI

值在 0.23~0.40 可以认为溶液的颗粒呈中等均匀分散，即

粒径分布较窄，粒度分布较均匀。而 ζ-电位由 8.39 mV 转

变为-17.10 mV，说明 SA 成功聚积在 CS-WP-L 表面。

2.4　结构表征

2.4.1　透射电子显微镜　由图 3 可知，3 种脂质体样品均

呈现球形囊泡结构，具有光滑的表面。WP-L 周围有黑色

颗粒，说明核桃多肽被包裹在磷脂双层中［31］。CS-WP-L

与 SA-CS-WP-L 存在核—壳结构，且 TEM 图的衬度发生

改变，说明 CS 与 SA 成功沉积在脂质体表面［32］。此外，脂

质体囊泡大小不均，小囊泡有向大囊泡融合的趋势，可能

与 Ostwald 自发熟化有关，该作用可以促进脂质体熟化，

使其更加稳定［33］。

2.4.2　傅里叶变换红外光谱　由图 4（a）可知，CS 的特征

峰主要集中在 3 447 cm-1 处（由 O—H 键拉伸振动引起）

（a） 包封率 （b） ζ-电位 （c） 粒径与 PDI

图 2　SA 质量分数对 SA-CS-WP-L 理化性质的影响

Figure 2　Effects of SA mass fraction on physicochemical properties of SA-CS-WP-L

表 1　WP-L、CS-WP-L、SA-CS-WP-L的包封率、粒径、PDI和 ζ-电位†

Table 1　Encapsulation efficiency， particle size， PDI， and ζ-potential of WP-L， CS-WP-L， and SA-CS-WP-L

脂质体

WP-L

CS-WP-L

SA-CS-WP-L

包封率/%

63.10±0.92c

79.52±1.15b

90.67±0.57a

粒径/nm

69.30±0.49c

147.04±7.43b

223.01±2.97a

PDI

0.27±0.03b

0.33±0.02a

0.34±0.02a

ζ-电位/mV

-7.50±0.73b

8.39±1.40a

-17.10±1.17c

† 同列小写字母不同表示差异显著（P<0.05）。
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以及 1 632，1 596 cm-1 处的酰胺Ⅰ带和Ⅱ带［27，34］。CS-

WP-L 位于 2 926 cm-1 处的特征峰几乎没有变化，说明

CS-WP-L 的丙烯酸链的 CH2反对称拉伸振动的位置几乎

不变［14］。1 424 cm-1处出现新特征峰，说明 WP-L 的磷酸

基与 CS 之间存在静电吸引作用，WP-L 与 CS 形成的复合

物使磷脂双层酰基链迁移受到限制，降低了膜的流动

性［18，31］。WP-L 在 1 131，1 050 cm-1（由 PO-
2 伸缩振动引

起）处的吸收峰红移至 1 129，1 047 cm-1，是因为磷酸基

团对—H 链敏感，表明 CS 与脂质体发生氢键作用［14］。同

样 ，C=O 拉 伸 振 动 的 吸 收 峰 从 1 640 cm-1 蓝 移

至 1 644 cm-1，说明 CS 沉积在脂质体表面［27］。

由图 4（b）可知，SA 的特征峰主要集中在 3 447 cm-1

处（由 O—H 键拉伸振动引起）以及 1 612，1 417 cm-1处的

羧基阴离子的不对称和对称拉伸振动［34］。CS-WP-L 位于

3 386 cm-1（由 O—H 拉伸振动引起）处的特征峰蓝移至

3 404 cm-1，说明 SA 与 CS 发生疏水相互作用和氢键作

用［34］。SA-CS-WP-L 位于 2 926 cm-1处的吸收峰（由丙烯

酸链的 CH2 不对称拉伸振动引起）没有变化，但由 C=O

拉伸振动引起的吸收峰从 1 630 cm-1红移至 1 620 cm-1，

说明氢键作用力增加甚至形成新的氢键［27］。 CS 位于

1 632 cm-1（酰胺 I 带）处的特征峰消失，说明氨基与酯基

（—COO—）反应，SA在CS-WP-L表面形成修饰层［14］。

2.5　贮藏稳定性

由图 5 可知，低温贮藏 19 d 后，WP-L、CS-WP-L 和

SA-CS-WP-L 的包封率分别由 54.34%，77.15%，86.26% 降

低至 45.14%，64.90%，70.77%，这是因为低温下脂质流动

缓慢，分子迁移率低且磷脂不易被氧化，而 CS 与 SA 沉积

在脂质体表面，进一步降低了脂质体的流动性［27］。与 4 ℃
相比，25 ℃下各样品的包封率下降幅度更大，可能是室温

下 CS 与 SA 发生吸附解离，导致脂质体表面 ζ-电位值降

低，脂质体聚集沉降，核桃多肽泄露。Karim 等［31］制备了

果胶—壳聚糖新橙皮苷纳米脂质体，26 ℃贮藏 20 d 后，新

橙皮苷释放率上升。

随着 4 ℃下贮藏时间的延长，3 种样品的粒径和 PDI

值均显著提高（P<0.05），而 ζ-电位整体上变化不明显。

25 ℃贮藏 19 d 后，SA-CS-WP-L 的粒径激增到 826 nm，

PDI 值增加到 0.76，ζ-电位绝对值降低至 18.1 mV。这主

要是因为随着贮藏时间的延长，SA 与 CS 发生部分解吸，

静电斥力削弱，在静电引力作用下形成架桥结构，使脂质

体互相吸引形成聚集体［35］。此外，Gibis 等［36］认为室温下

微生物生长较快，未添加抑菌物的脂质体溶液易受污染，

进而发生降解并导致其理化性能降低。

2.6　脂质体的胃肠消化稳定性

由图 6（a）可知，消化前 30 min，3 种样品的释放速度

（a） WP-L （b） CS-WP-L （c） SA-CS-WP-L

图 3　TEM 图像

Figure 3　TEM images

（a） WP-L、CS 与 CS-WP-L （b） CS-WP-L、SA 与 SA-CS-WP-L

图 4　傅里叶红外光谱图

Figure 4　FTIR images
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快速增加；消化 30~120 min，样品的释放率均缓慢增加。

消化 120 min 后，WP-L、CS-WP-L 与 SA-CS-WP-L 的核桃

多肽释放率分别为 55.55%，45.24%，32.38%。SA-CS-WP-

L 在 SGF 中的释放率最低，说明其缓释效果最好。WP-L

表面带负电荷，在低 pH 下发生质子化，改变了磷脂双层

结构，易造成核桃多肽泄露［21］。Nam 等［37］指出，脂质体在

胃酸环境与酶促条件的双重作用下易被降解。CS 在抑制

脂质体降解和核桃多肽释放方面发挥了重要作用。而 SA

与 CS 的结合进一步控制了释放速率，证明 SA-CS-WP-L

在缓释方面具有重要作用［21］。此外，Liu 等［19］研究发现，

海藻酸钠—壳聚糖脂质体在 SGF 和 SIF 消化 2 h 内维生素

C 的释放率均低于壳聚糖脂质体，并认为这是未溶解的

SA 在低 pH 下形成海藻酸表皮（SGF 阶段）以及未溶解的

CS 在中性环境下凝结（SIF 阶段）的结果。

SIF 消化过程中的释放率变化趋势与 SGF 的相似，连

续消化 240 min 后，WP-L、CS-WP-L 与 SA-CS-WP-L 的核

桃多肽释放率分别为 82.83%，72.11%，56.06%，表明脂质体

样品在 SIF中均可以延缓核桃多肽释放。Shishir等［21］制备

了果胶和 CS 偶联修饰的纳米脂质体用于包封新橙皮苷，

在胃肠模拟消化中展现出良好的缓释效果。Song 等［38］制

备了 CS 和豌豆分离蛋白水解物修饰的亚麻籽油脂质体，

在模拟胃肠消化试验中，亚麻籽油的释放率显著降低。此

外，相变温度、磷脂碳氢链长度、稳定剂（如胆固醇与胆盐）

的存在与多糖修饰均会对脂质体的稳定性产生影响［39］。

2.7　核桃多肽的释放机制

R2值代表了核桃多肽释放曲线与数学模型的拟合情

况［22，31］。由表 2~表 3 可知，各样品在 SGF 或 SIF 中的一级

动力学方程与 Ritger-Peppas方程对应的 R2均高达 0.99，大

于零级方程、Higuchi 方程与 Hixon-Crowell 方程的。值得

注意的是，Ritger-Peppas 方程的 R2 略高于一级动力学方

程，因此 WP、WP-L、CS-WP-L 与 SA-CS-WP-L 在 SGF 或

SIF 中的释放动力学模型均为 Ritger-Peppas 方程。扩散

（a） 包封率

（c） PDI

（b） 粒径

（d） ζ-电位

小写字母不同表示同一样本在不同贮藏时间下差异显著（P<0.05）

图 5　样品在不同温度下贮藏前后的理化性质

Figure 5　Physicochemical properties of samples before and after storage at different temperatures
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系数 ki 为释放速率常数，WP 的释放速率均＞90，说明多

肽在模拟消化中被消化酶快速降解。WP-L、CS-WP-L 与

SA-CS-WP-L 在 SGF 中的释放速率为 41.40，34.67，25.91，

在 SIF 中的释放速率为 55.72，32.62，25.59，说明各样品特

别是 SA-CS-WP-L 可以有效减缓核桃多肽泄露。扩散指

数 n≤0.45 为 Fick 扩散，n≥0.89 为骨架溶蚀，0.45<n<
0.89 为 Non-Fick 扩散（即药物扩散与骨架溶蚀共同作

用）［40］。WP、WP-L、CS-WP-L 与 SA-CS-WP-L 在 SGF 或

SIF 中的 n 值均 ＜0.45，说明样品的释放行为属于 Fick

扩散。

2.8　脂质体的体外释放

由图 6（b）可知，体外释放前 1 h，4 种样品的释放率均

快速增加，分别为 51.91%，46.93%，29.44%，25.02%，约占

总释放率的 50%。体外释放 6 h 后，WP 和 WP-L 的核桃多

肽释放率分别为 77.63% 和 60.41%，表明脂质体对核桃多

肽产生了保护作用和缓释效果。龚魁杰［33］研究发现，当

（a） 模拟胃肠消化 （b） 体外释放试验

图 6　样品在模拟胃肠消化和体外释放试验中的多肽释放率

Figure 6　Polypeptide release rates of samples in simulated gastrointestinal digestion and in vitro release experiment

表 2　WP、WP-L、CS-WP-L与 SA-CS-WP-L在模拟胃液中的释放动力学方程拟合结果

Table 2　Fitting results of release kinetics equation of WP， WP-L， CS-WP-L， and SA-CS-WP-L in simulated gastric fluid

样品

WP

WP-L

CS-WP-L

SA-CS-WP-L

拟合方程

零级方程

一级方程

Ritger-Peppas方程

Higuchi方程

Hixon-Crowell方程

零级方程

一级方程

Ritger-Peppas方程

Higuchi方程

Hixon-Crowell方程

零级方程

一级方程

Ritger-Peppas方程

Higuchi方程

Hixon-Crowell方程

零级方程

一级方程

Ritger-Peppas方程

Higuchi方程

Hixon-Crowell方程

拟合表达式

Mt/M∞=0.468 9t+54.316 8

Mt/M∞=（1-e-0.345 1t）×94.826 4

Mt/M∞=93.413 8t0.003 6

Mt/M∞=7.430 0t1/2+32.448 2

Mt/M∞=0.000 4t3-0.084t2+5.262 3t+10.270 0

Mt/M∞=0.300 6t+27.936 7

Mt/M∞=（1-e-0.161 1t）×53.499 5

Mt/M∞=41.396 1t0.060 5

Mt/M∞=4.480 0t1/2+15.690 7

Mt/M∞=0.000 2t3-0.043 0t2+2.762 0t+5.263 2

Mt/M∞=0.249 2t+23.790 8

Mt/M∞=（1-e-0.139 7t）×45.502 5

Mt/M∞=34.670 1t0.062 3

Mt/M∞=3.767 1t1/2+13.306 4

Mt/M∞=0.000 1t3-0.035 3t2+2.334 2t+3.935 4

Mt/M∞=0.169 9t+16.771 0

Mt/M∞=（1-e-0.167 0t）×31.359 6

Mt/M∞=25.913 3t0.044 4

Mt/M∞=2.571 6t1/2+9.602

Mt/M∞=0.000 1t3-0.026 8t2+1.683 6t+3.020 5

R2

0.142 8

0.999 8

0.999 9

0.489 7

0.674 0

0.269 7

0.992 6

0.999 3

0.615 7

0.724 0

0.250 0

0.995 2

0.995 5

0.607 0

0.783 8

0.231 9

0.994 6

0.995 5

0.578 1

0.728 4
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反应时间为 16 h 时，花生短肽纳米脂质体的游离肽释放

率降至 10% 左右，有效延缓了肽的释放，这是因为纳米脂

质体结构致密，能够阻止亲水性或疏水性核桃多肽迁移

到其他介质。相比之下，CS-WP-L 与 SA-CS-WP-L 的释

放率进一步降低，表明经过多糖修饰的脂质体具有比

WP-L 更优异的缓释效果，其原因是 SA-CS-WP-L 通过 CS

与 SA 涂层在脂质体表面形成保护层，延缓了脂质体膜的

流动性，同时延长了核桃多肽泄露所需时间［18］。

2.9　ACE抑制活性与抗氧化活性

由图 7（a）可知，ACE 抑制率从大到小分别为 59.5%

（WP）、44.7%（WP-L）、23.9%（CS-WP-L）和 8.6%（SA-CS-

WP-L）。经脂质体包埋与多糖修饰后，核桃多肽的 ACE

表 3　WP、WP-L、CS-WP-L与 SA-CS-WP-L在模拟肠液中的释放动力学方程拟合结果

Table 3　Fitting results of release kinetics equation of WP， WP-L， CS-WP-L， and SA-CS-WP-L in simulated intestinal fluid

样品

WP

WP-L

CS-WP-L

SA-CS-P-L

拟合方程

零级方程

一级方程

Ritger-Peppas方程

Higuchi方程

Hixon-Crowell方程

零级方程

一级方程

Ritger-Peppas方程

Higuchi方程

Hixon-Crowell方程

零级方程

一级方程

Ritger-Peppas方程

Higuchi方程

Hixon-Crowell方程

零级方程

一级方程

Ritger-Peppas方程

Higuchi方程

Hixon-Crowell方程

拟合表达式

Mt/M∞=0.457 9t+54.027 8

Mt/M∞=（1-e-0.390 6t）×93.734 9

Mt/M∞=93.763 5t0.000 2

Mt/M∞=7.300 7t1/2+32.392 7

Mt/M∞=0.000 4t3-0.082 87t2+5.204 2t+10.254 9

Mt/M∞=0.308 1t+33.664 4

Mt/M∞=（1-e-0.224 3t）×60.235 8

Mt/M∞=55.718 8t0.018 1

Mt/M∞=4.797 3t1/2+19.824 6

Mt/M∞=0.000 3t3-0.054 15t2+3.363 4t+5.949 5

Mt/M∞=0.272 8t+23.699 7

Mt/M∞=（1-e-0.122 0t）×47.384 2

Mt/M∞=32.624 74t0.085 5

Mt/M∞=4.016 9t1/2+12.888 5

Mt/M∞=0.000 2t3-0.037 7t2+2.441 7t+3.588 4

Mt/M∞=0.187 9t+17.296 1

Mt/M∞=（1-e-0.161 6t）×33.229 7

Mt/M∞=25.594 3t0.061 71

Mt/M∞=2.789 9t1/2+9.704 8

Mt/M∞=0.000 1t3-0.027 4t2+1.741 8t+3.167 6

R2

0.132 9

0.999 5

0.999 6

0.479 9

0.667 7

0.174 6

0.999 1

0.999 2

0.522 3

0.726 0

0.308 0

0.994 7

0.997 2

0.657 7

0.832 6

0.275 5

0.991 4

0.998 8

0.619 2

0.741 6

（a） ACE 抑制率 （b） DPPH 自由基清除率 （c） 还原力

大写字母不同表示不同样本在相同处理下差异显著（P＜0.05）；小写字母不同表示同一样本在不同处理下差异显著（P<0.05）

图 7　WP、WP-L、CS-WP-L 和 SA-CS-WP-L 的 ACE 抑制率、DPPH 自由基清除率和还原力

Figure 7　ACE inhibition rate， DPPH free radical scavenging rate， and reducing power of WP， WP-L， CS-WP-L， and SA-

CS-WP-L
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抑制率发生不同程度的降低，表明核桃多肽被脂质体成

功包埋［41］。脂质体的外层囊膜作为物理屏障，减少了被

荷载多肽与 ACE 的接触机会。而通过 CS 和 SA 的表面修

饰，囊泡的结构刚性得到提升，进一步延缓了负载肽的释

放进程。这种双重作用导致肽类物质与 ACE 的相互作用

效率有所下降［42-43］。该现象表明，纳米脂质体系统通过

抑制肽类成分的泄漏，能够有效维持其对 ACE 的长期抑

制效能。

经 SGF 消化后，ACE 抑制率较初始样品均发生明显

变化（P<0.05）。核桃多肽的 ACE 抑制率下降幅度最大，

其次是 WP-L 和 SA-CS-WP-L。而经 SIF 消化后，ACE 抑

制活性较 SGF 相比发生反弹，WP-L、CS-WP-L 与 SA-CS-

WP-L 的分别增至 69.60%，52.35%，26.92%，可能是因为

长链核桃多肽在 SIF 中被分解为短链核桃多肽，随着小肽

和氨基酸含量的增加，多肽总量增加［44］。CS-WP-L 的抑

制活性增加较快，可能是 CS 对 pH 敏感，在肠道环境下

（pH 7.4）CS 容易被降解，而未降解的 CS 互相黏附，破坏

了脂质体的稳定性［19］。

由图 7（b）可知，核桃多肽的 DPPH 自由基清除率为

49.74%，WP-L 的降至 38.03%，说明脂质体包埋与多糖修

饰能够防止核桃多肽与 DPPH 试剂相互作用。而 CS-WP-

L 与 SA-CS-WP-L 的 DPPH 自由基清除率发生不同程度的

增加，可能是 SA 和 CS 与磷脂之间产生了协同或累加效

应。经 SGF 消化后，样品的 DPPH 自由基清除率均产生不

同程度的下降。经 SIF 消化后，由于 CS 易在肠道内发生

降解，且 CS 之间产生架桥使 CS-WP-L 之间聚集沉降，导

致脂质体稳定性被破坏，使得 CS-WP-L 有较高的 DPPH

自由基清除率［21］。而 WP-L 与 SA-CS-WP-L 则因本身带

负电荷，与 SIF 之间产生静电斥力提高了脂质体稳定性，

减少了核桃多肽泄露，因此呈相反的变化趋势。

由图 7（c）可知，消化前各样品的还原力无明显差异。

Mazloomi 等［25］发现脂质体的还原力与活性物质的类型、

氨基酸组成、水解时间以及所用酶类型有关。模拟胃肠

消化后，核桃多肽与脂质体样品的还原力均发生不同程

度的下降。核桃多肽被消化酶消化分解，反应物数量减

少导致还原力下降。经 SGF 消化后，CS-WP-L 的还原力

最小，可能是 SGF 中含有的大量氢离子与 CS-WP-L 产生

静电排斥作用，有效防止了脂质体聚集，从而抑制了核桃

多肽的释放。经 SIF 消化后，CS-WP-L 与 SA-CS-WP-L 的

吸光值均低于 WP-L 的，说明聚合物共轭载体的稳定性比

非共轭载体的更好［21］。此外，由于消化酶必须先穿过多

糖网络结构才能发挥作用［45］，而 SA 与 CS 的引入恰好推

迟了消化酶抵达脂质体表面的时间，因而延缓了核桃多

肽的释放。

3　结论

采用海藻酸钠和壳聚糖对核桃多肽脂质体进行了双

层表面修饰。结果表明，在海藻酸钠和壳聚糖质量分数

分别为 0.5%，0.6% 的条件下，脂质体对核桃多肽的包封

率为 90.67%、ζ-电位为-17.10 mV。通过透射电镜观测

可知，海藻酸钠—壳聚糖核桃多肽脂质体为球形囊泡状

结构，表面光滑。红外光谱结果显示，海藻酸钠与壳聚糖

通过疏水相互作用和氢键作用沉积在脂质体表面，有效

形成了保护层。在 19 d 的低温贮藏试验中，海藻酸钠—

壳聚糖核桃多肽脂质体展现出优异的包封率稳定性和理

化特性。模拟胃肠消化试验和体外释放结果表明，海藻

酸钠—壳聚糖核桃多肽脂质体能显著延缓核桃多肽的释

放，同时维持其在消化过程中的长效血管紧张素转化酶

抑制效能和良好的抗氧化活性。在模拟释放机制研究

中，核桃多肽还展示出典型的 Fick 扩散行为。然而，该研

究尚未在细胞层面评估海藻酸钠—壳聚糖核桃多肽脂质

体的毒性与摄取机理，也未通过动物试验探究其体内消

化性能。未来可利用 Caco-2 等细胞模型系统研究其细胞

毒性及摄取转运机制，同时采用小鼠模型进行体内消化

及缓释试验，以进一步评估其生物利用度。
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