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燕麦β-葡聚糖-酪蛋白-玉米醇溶蛋白复合纳米粒子的制备及其负载α-硫辛酸
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摘要：通过反溶剂共沉淀制备出以玉米醇溶蛋白（Zein）包埋α-硫辛酸（LA）为内核，采用酪蛋白酸钠和燕麦β-葡聚糖的美拉德反应聚合物（MC）作为外壳涂层的复合纳米粒子（LA-Zein-MC）。利用SEM、FTIR、XRD、DSC对LA-Zein-MC纳米粒子进行了表征，并对其稳定性和胃肠道模拟进行了测试。结果表明，LA-Zein-MC纳米粒子的最佳制备工艺条件为m(Zein)∶m(LA)=25∶1，m(Zein)∶m(MC)=1∶2.4。制备的LA-Zein-MC纳米粒子粒径为235.4 nm，Zeta电位为-32.1 mV，多分散系数为0.144，最大包埋率为58.79%，载药量为0.63%。LA-Zein-MC纳米粒子形貌光滑，LA以无定形形式被包埋在纳米粒子内部，该纳米粒子具有较高的盐稳定性、pH稳定性和热稳定性。此外，LA实现了可控缓释。
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Preparation of oat β-glucan-protein composite nanoparticles and encapsulation of α-lipoic acid
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Abstract: In this paper, Composite LA-Zein-MC nanoparticles were prepared by anti-solvent co-precipitation method, with α-lipoic acid (LA) embedded in Zein as the core and Maillard conjugate of sodium caseinate and oat β-glucan as the shell. It is found that the optimum preparation conditions of composite nanoparticles were as follows: the mass ratio of Zein to α-lipoic acid was 25:1, and the mass ratio of Zein to MailLArd polymer was 1:2.4. The prepared composite nanoparticles show a particle size of 235.4 nm, Zeta potential of -32.1 mV and PDI of 0.144. The maximum encapsuLAtion rate was 58.79%, drug loading is 0.63%. The characterization methods of scanning electron microscopy (SEM), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), X- ray diffraction (XRD) and differential scanning calorimetry (DSC) demonstrated that the composite nanoparticles had smooth morphology and α-lipoic acid was embedded. Furthermore, alpha-lipoic acid exists in an amorphous form. Stability measurement shows that the composite LA-Zein-MC nanoparticles have high salt stability, pH stability and thermal stability. Controlled release of α-lipoic acid is achieved in the gastrointestinal tract. All the conclusions implies that oat β-glucan-casein-zein composite nanoparticles is grealy promising for embedding and carrying hydrophobic active substances besides α-lipoic acid. 
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α-硫辛酸（LA）作为天然的抗氧化剂广泛用于氧化应激引起的机体损伤性疾病[1]。LA主要由肠道细菌合成以及从蔬菜、肉类中获得，但对患有糖尿病或一些与神经相关的病症状如腿部麻木、手臂疼痛和烧灼感等的人来说，无法获得足够的LA。此外，LA存在水溶性差、生物利用度低的问题[2]，对光、热和pH较敏感，分解时伴有难闻气味等问题，使其在食品医药行业的应用受到限制[3]。因此，采用纳米运载体对LA进行包埋对提高LA的稳定性、溶解度以及生物利用度具有重要意义。
玉米醇溶蛋白（Zein）具有较强的疏水性，可用作包埋疏水性生物活性物质的载体，可提高疏水性生物活性物质的水分散性、生物利用率，是一种理想的包埋材料，具有广阔的应有前景[4]。周浓等[5]利用溶剂挥发自组装方法制备了Zein-番石榴黄酮复合纳米粒子，包埋率最大达到93.29%。但由于Zein纳米粒子依靠疏水性相互作用和静电斥力来稳定自身[6]，所以存在等电点易沉淀、冻干复溶性差和水分散性低等问题[7]。因此，需对Zein纳米粒子进行改性来解决这类问题。LI等[8]采用银耳多糖稳定Zein纳米粒子，银耳多糖通过静电相互作用包覆在Zein纳米粒子表面，从而提高了玉米蛋白的亲水性，为姜黄素提供了更好的保护，并组装更稳定的纳米粒子。从商业角度来看，银耳多糖的原料银耳与燕麦相比，种植面积小，产量低；从结构来看，银耳多糖主要是由α-(1→3)糖苷键连接的甘露聚糖，支链含有葡萄糖醛酸，在酸性条件下溶解性差，不稳定。美拉德反应绿色安全，适用于食品体系[9]。选择美拉德聚合物作为稳定剂方便易得，又可以在酸性及近中性条件下保护纳米粒子不易聚集，维持稳定状态。
本文拟采用美拉德反应将酪蛋白酸钠和燕麦β-葡聚糖共价连接形成的大分子聚合物作为Zein的稳定剂，Zein和还原糖发生美拉德反应会降低其本身的疏水性氨基含量，有利于降低脂溶性物质的负载能力，而酪蛋白酸钠和还原糖反应生成的美拉德聚合物具有良好的乳化性，一面可以和Zein的疏水性氨基相连，一面含有还原糖亲水性氨基。因此，美拉德聚合物兼具有蛋白的两亲性以及多糖长链提供的空间阻力和亲水性，这样既能提高Zein纳米粒子水溶性，又能通过增加了纳米粒子之间的空间阻力提高稳定性，并且美拉德聚合物等电点在4.5左右，可以保护内层Zein在其等电点处稳定，更加适用于大部分食物体系的pH范围，扩大了纳米粒子使用的pH范围，为LA在食品医药领域的广泛应用提供了借鉴思路。反应流程图如下
[image: ]	Comment by yurong gao: 缺少复合纳米颗粒的过程	Comment by Administrator: 玉米醇溶蛋白和硫辛酸的乙醇水溶液加入到美拉德产物的水中这个过程就是复合纳米颗粒的制备过程
  
1  实验部分
1.1 试剂与仪器
酪蛋白酸钠，食品级，上海易恩化学技术有限公司；燕麦β-葡聚糖，食品级，民生食品添加剂有限公司；Zein，天津佰玛科技有限公司；LA，西安云悦生物科技有限公司；无水乙醇，分析纯，天津市永大化学试剂有限公司；乙腈，分析纯，赛孚瑞化工邯郸有限公司；胃蛋白酶、胰蛋白酶，北京索莱宝科技有限公司；猪胆盐，上海易恩化学技术有限公司；NaH2PO4，分析纯，北京益利精细化学品有限公司；NaOH，分析纯，天津市百世化工有限公司；NaCl，分析纯，天津市永大化学试剂有限公司。
ZGCJ-3A型磁力搅拌器，上海梓桂仪器有限公司；RD-201D型旋转蒸发仪，上海亚荣生化仪器厂；FD-1A-50型冷冻干燥机，北京博医康实验仪器有限公司；Varioshan LUX型多功能酶标仪、B105型高速离心机、Nicolet 6700型傅里叶变换红外光谱仪，美国Thermo Scientific公司；S-4800扫描电子显微镜，日本日立公司；SmartLAb 9 kW X射线衍射仪、DSC-100差示扫描量热仪，日本Rigaku公司；1260型高效液相色谱仪，美国Agilent公司；SZ-100Z纳米激光粒度仪，日本Horiba公司。
1.2 实验方法   
1.2.1 美拉德聚合物的制备
精确称量酪蛋白酸钠2.0000 g，将其与燕麦β-葡聚糖按质量比1∶2溶解于100 mL去离子水中，室温下充分搅拌2 h，4 ℃水合12 h，-50 ℃冷冻干燥48 h。冻干粉末粉碎后，将冻干粉末粉碎后过120目筛，平铺在培养皿内，用锡纸包裹并扎小孔后放置在底部装有饱和KBr溶液的干燥器内，放置于60 ℃恒温培养箱中反应，保持恒定湿度（78%），反应时间24 h，得到酪蛋白酸钠-燕麦β-葡聚糖美拉德聚合物（MC），-50 ℃冷冻干燥6 h后放置于4 ℃冰箱保存待用。
1.2.2 纳米粒子的制备
MC水溶液的配制：将Zein和MC按质量比为1∶0.6、1∶1.2、1∶1.8、1∶2.4、1∶3、1∶3.6，准确称取180、360、540、720、900、1080 mg的MC溶于50 mL去离子水中，用磁力搅拌器在室温下搅拌1 h，用0.1 mol HCl调整溶液pH稳定在6±0.02，在4 ℃下储存备用，分别记为溶液A1、A2、A3、A4、A5、A6。
LA-Zein乙醇水溶液的配制∶将1.5 g Zein加入到50 mL体积分数为80%的乙醇水溶液中，使Zein的质量浓度为30 g/L，室温下磁力搅拌30 min（800 r/min）后，按一定质量LA〔m(Zein)∶m(LA)=5∶1、10∶1、25∶1、50∶1、0〕加入上述体系中，持续搅拌30 min后，3000 r/min离心10 min除去沉淀，在4 ℃下避光储存备用，记为溶液B1、B2、B3、B4、B5。
LA-Zein纳米粒子的制备：按体积比1∶5的比例用蠕动泵将10 mL B3溶液缓慢分散至50 mL水溶液中，此时LA-Zein通过反溶剂沉淀形成纳米粒子分散液，分散的同时以800 r/min的速度磁力搅拌，加料结束后，继续搅拌30 min，平衡后制得LA-Zein纳米粒子分散液，在35 ℃下用旋转蒸发器除去乙醇。3000 r/min离心10 min后取上清放置到平板中，-50 ℃冷冻干燥24 h后得到固体LA-Zein纳米粒子M11。
LA-Zein-MC纳米粒子的制备：按体积比1∶5的比例用蠕动泵将10 mL B5溶液缓慢分散至50 mL 溶液A1、A2、A3、A4、A5、A6中，此时LA-Zein和MC通过共沉形成纳米粒子分散液，分散的同时以800 r/min的速度磁力搅拌，加料结束后，继续搅拌30 min，平衡后制得LA-Zein-MC复合纳米粒子分散液，在35 ℃下用旋转蒸发器除去乙醇。3000 r/min离心10 min后取上清放置到平板中，-50 ℃冷冻干燥24 h后得到固体LA-Zein-MC纳米粒子M1-M6。	Comment by yurong gao: 给出表格，不同样品（给出样品名称）列出A和B的组合
按体积比1∶5的比例用蠕动泵将10 mL 溶液B1、B2、B3、B4缓慢分散至50 mL 溶液A4中，此时LA-Zein和MC通过共沉形成纳米粒子分散液，分散的同时以800 r/min的速度磁力搅拌，加料结束后，继续搅拌30 min，平衡后制得LA-Zein-MC复合纳米粒子分散液，在35 ℃下用旋转蒸发器除去乙醇。3000 r/min离心10 min后取上清放置到平板中，-50 ℃冷冻干燥24 h后得到固体LA-Zein-MC纳米粒子M7-M10。	Comment by yurong gao: 给出表格，不同样品（给出样品名称）列出A和B的组合	Comment by Administrator: 本实验的复合纳米颗粒分为三层，从内向外依次是LA、zein、MC，首先通过单因素确定zein:MC的比例为1:2.4后，在此条件下进行下一个单因素，来确定zein和LA的比例。而后续所有的结构、稳定性实验均在已经确定好的zein:MC的比例为1:2.4和zein:LA=25:1此条件下进行。
表1  不同质量浓度条件下LA-Zein-MC复合纳米粒子的制备
Table 1  LA-Zein-MC composite nanoparticles prepared under different massr concentrations
	复合纳米粒子
	m(LA)/(g)
	m(Zein)/(g)
	m(MC)/(g)
	溶液组合

	M1
	0
	1
	0.6
	A1+B5

	M2
	0
	1
	1.2
	A2+B5

	M3
	0
	1
	1.8
	A3+B5

	M4
	0
	1
	2.4
	A4+B5

	M5
	0
	1
	3
	A5+B5

	M6
	0
	1
	3.6
	A6+B5

	M7
	0.2
	1
	2.4
	B1+A4

	M8
	0.1
	1
	2.4
	B2+A4

	M9
	0.04
	1
	2.4
	B3+A4

	M10
	0.02
	1
	2.4
	[bookmark: _GoBack]B4+A4

	M11
	0.04
	1
	0
	B3+水
















1.3 结构表征和性能测试
1.3.1结构表征
SEM测试：将冷冻干燥的纳米粒子用毛细吸管取少量粉末黏附于导电胶上，喷金后在SEM下观察，高真空模式，3.0 kV加速电压。FTIR测试：LA、Zein、LA-Zein纳米粒子、LA-Zein-MC纳米粒子与溴化钾按1：100的质量比混合，用研钵研磨均匀，用压片机压成片状，采用傅里叶变换红外光谱仪测试，波数范围4000~400 cm-1，扫描次数64次，分辨率4 cm-1。DSC测试：利用差示扫描量热仪测定纳米粒子的热力学特性，精确称取5 mg样品放入到标准铝盒，采用空铝盘校准基线，并校正仪器参数。测试时通入N2为保护气流，流速为20 mL/min，扫描温度范围为室温~200 ℃，加热速率为10 ℃/min。XRD测试：采用X射线衍射仪对LA、纳米粒子进行测定，测试电压为45 kV，电流为200 mA，扫描角度（2θ）范围为5°~50°，扫描速率设置为4 (°)/min。	Comment by yurong gao: 比例号
1.4  性能测试
1.4.1 LA包封率的测定	Comment by yurong gao: 全文中LA均改成正体	Comment by yurong gao: 到底是包封率还是包埋率，请统一了
采用高效液相色谱仪对LA含量进行检测，进样量为20 uL，柱温为30 ℃，流速为1 mL/min，C18色谱柱：250 mm × 4.6 mm，填料粒径4μm，检测波长210 nm，流动相为乙腈：水体积比为4：6，流动相用磷酸调至pH为3.5。采用外标法测定，以LA浓度为横坐标（x，g/L），峰面积为纵坐标（y，g/L），绘制的标准曲线方程如式（1）所示：	Comment by yurong gao: 厚度多少？	Comment by yurong gao: 注意比例号，另外是什么比？	Comment by yurong gao: 浓度的单位为mol/L，质量浓度单位为g/L，全文请核实修改	Comment by yurong gao: 给出单位，下同
y=8.7906x-0.1828，R2=0.9996    （1）
首先，称取100 mg LA-Zein-MC纳米粒子于离心管中，然后与8 mL无水乙醇混合，旋涡60 s，3000 r/min下离心10 min后，取上清适当稀释后，用高效液相色谱仪在210 nm处测得峰面积，由式（1）计算游离LA的质量浓度ρ1；重复3次。纳米粒子于离心管中，与8 mL无水乙醇混合，旋涡60 s，室温下500 W超声15 min，此时离心管下部分是白色沉淀。9000 r/min下离心10 min后，取上清经适当稀释后，用高效液相色谱仪在210 nm处测得峰面积，由式（1）计算LA总的质量浓度ρ2，重复3次。根据式（2）计算包封率：	Comment by yurong gao: 如何得来的	Comment by yurong gao: 质量浓度符号为ρ，全部修改	Comment by yurong gao: 具体是什么？用量多少？

                                      （2）	Comment by yurong gao: 修改
式中：ρ1为游离LA的质量浓度，g/L；ρ2为LA的总的质量浓度，g/L。                                                                                         	Comment by yurong gao: 
1.4.2 pH稳定性的测试
将按照上述方法配制的M9纳米乳液用10 mmol/L的柠檬酸-磷酸盐缓冲液调节pH，使纳米乳液的pH为2.0~8.0，用纳米激光粒度仪检测纳米乳液的粒径、Zata电位、多分散系数（PDI）在不同pH条件下的变化情况。每个样品重复3次。	Comment by yurong gao: 质量浓度是多少？	Comment by Administrator: 乳液为多种物质混合形成，无法给出一致质量浓度。下同
1.4.3 离子强度稳定性的测试 
将不同浓度的NaCl溶液加入到M9纳米乳液中，使纳米乳液中的NaCl最终浓度分别为0、50、100、200和300 mmol/L。测定方法同1.4.2。
1.4.4 温度稳定性的测试
取5 mL 新鲜制备的M9纳米乳液转移至具塞试管中，分别在40、50、60、70、80、90 ℃下水浴加热30 min，然后马上冰浴10 min，最后将样品放置于4 ℃冰箱中储存12 h。测定方法同1.4.2
1.5 体外消化模拟实验
模拟胃液的配制：将7 mL浓盐酸、2.0 g NaCl，3.2 g胃蛋白酶溶于250 mL去离子水，然后用1.0 mol/L盐酸调整pH至1.2，用去离子水定容至1000 mL。
模拟肠液的配制：将8.1 g磷酸二氢钠、1.8 g NaOH、5.2 g猪胆盐、4.8 g胰酶加入去离子水中，完全溶解混匀后，用0.1 mol/L NaOH将调整pH至7.0，然后定容至1000 mL。
模拟胃消化：取10 mLM9纳米乳液和10 mL模拟胃液放入到相对分子质量为8000 Da的透析袋中，把透析袋放入到盛有200 mL的模拟胃液的烧杯中，在37 ℃水浴中消化2 h。分别在反应 0、30、60、90、120 min时取出1 mL消化液，同时向其中补加1 mL新鲜消化液，消化液-20℃保存备用。
模拟小肠消化：将2 h模拟胃消化后的消化液20 mL加入到5 mL模拟肠液中，把透析袋放入到盛有200 mL模拟肠液的烧杯中，37 ℃的水浴消化2 h。分别在反应30、60、120 、90、120 min时取出1 mL消化液，同时补加1 mL新鲜模拟肠液，消化液-20℃保存备用。
2  结果与分析
2.1 MC的质量浓度对LA-Zein-MC纳米体系的影响 	Comment by yurong gao: 说法统一了

[image: QQ图片20220226163718]
注：从右向左依次为：Zein与MC的质量比分别为1∶0.6、1∶1.2、1∶1.8、1∶2.4、1∶3、1∶3.6。
图1 不同Zein和MC的质量比制备的LA-Zein-MC纳米乳液的照片	Comment by yurong gao: 是如何得到的？得到的纳米粒子的其他条件如何？m(Zein)∶m(LA)=?,不清楚。给出纳米乳液具体的名称	Comment by Administrator: 新鲜制备的都是在水溶液中称为纳米乳液，经过冷冻干燥后变成粉末称为纳米粒子
Fig. 1  Photos of LA-Zein-MC nanoparticle emulsions prepared with different mass ratio of Zein to MC
图1为MC不同质量浓度时LA-Zein-MC复合纳米粒子(M1-M6)的照片。从图1可以看出，当m(Zein)∶m(MC)=1：0.6时，制备过程中大量蛋白瞬间聚集沉降，在底部形成大量黄色沉淀，粒径无法测量。当m(Zein)∶m(MC)=1：1.2时，制备过程中也出现蛋白絮状物并且缓慢沉淀。当m(Zein)∶m(MC)=1：1.8时，制备过程中形成的分散体不稳定，在室温下保存几分钟，容器底部出现有小的团聚体。当m(Zein)∶m(MC)=1：2.4-1：3.6时，形成的纳米分散体稳定均一，没有沉淀。这是可能是在反溶剂过程中MC开始吸附在Zein表面从而形成稳定的纳米粒子，当MC添加量过低时，少量表面带负电荷的聚合物不足以稳定纳米粒子表面的部分正电荷，粒子间的排斥力降低，导致纳米粒子沉淀。	Comment by yurong gao: 后面都改成此格式	Comment by yurong gao: 后面都改成此格式


图2 Zein和MC的质量比对LA-Zein-MC纳米粒子粒径和PDI的影响	Comment by yurong gao: 具体命名给出
Fig. 2  Effect of mass ratio of Zein to MC on particle size and PDI ofLA-Zein-MC nanoparticles

图2为MC不同质量浓度时LA-Zein-MC复合纳米粒子的粒径和PDI的变化，由于M1、M2形成沉淀无法测量，此处不再讨论。由图2可见，随着MC质量浓度的增加，粒径也随之增加，这是由于当MC用量过饱和没有可以吸附的单独粒子，从而进行自组装重新聚集在一起，导致粒径增加[10]。PDI增加幅度较小，纳米粒子稳定性较好。	Comment by yurong gao: 补充完整


	Comment by yurong gao: 图需要四框封闭的，全部修改，Z大写
图3 Zein和MC的质量比对LA-Zein-MC纳米粒子的Zeta电位的影响
Fig. 3  Effect of mass ratio of Zein to MC on Zeta potential of nanoparticles


图4 不同Zein和MC质量比下的LA-Zein-MC纳米粒子的粒径分布	Comment by yurong gao: 谁的？
Fig.4  Particle size distribution of LA-Zein-MC nanoparticles at different mass ratios of Zein and MC
图3为LA-Zein-MC纳米粒子的Zeta电位随MC的质量浓度的变化，Zein的等电点为6.2，在pH约为4的水溶液中带正电荷，其中0点为无MC物稳定的样品，其Zeta电位绝对值为11.8，一般来说Zeta绝对值大于20视为稳定，在制备纳米粒子的过程中，随着MC浓度的增加，纳米粒子的Zeta电位从+11.8 mV降至-34.9 mV，加入MC的纳米粒子绝对值均大于20。上述结果表明，随着MC浓度的增加，带负电的MC可以包裹在Zein 表面，从而使整个复合纳米粒子表面呈现负电性。从而形成了MC在壳层包裹内核Zein的壳-核型纳米粒子。当Zein：MC大于等于1：1.8时，复合纳米粒子的Zeta电位绝对值均大于30，表明复合纳米粒子之间的强静电斥力具有较高稳定性。但是过量的MC可能会与其他粒子表面发生静电吸引，产生桥连絮凝，不利于复合纳米粒子的稳定[11]。图4显示为各比例下纳米粒子乳液的粒径分布，峰尖锐没有杂峰这表明复合纳米乳液具有单分散性和高稳定性。因此综合考虑，采用m(Zein)∶m(MC)=1：2.4进行后续实验。	Comment by yurong gao: 后面所有的内容请按照图1和2，我给你修改的格式进行修改
2.2 LA的质量浓度对LA-Zein-MC纳米粒子体系的影响	Comment by yurong gao: 全部正体，下面请修改


图5 不同LA和Zein比例下LA-Zein-MC纳米粒子的粒径、电位、PDI
Fig.5  Particle size, potential and PDI of LA-Zein-MC nanoparticles with different ratios of lipoic acid and Zein
图5为LA-Zein-MC纳米粒子的粒径、PDI、电位随LA质量浓度的变化。当m(Zein)∶m(LA)=5:1时会有沉淀产生（沉淀无法测量），这是因为当LA质量浓度大于0.5 g/L时，相对较多的LA溶解导致吸附在纳米粒子表面和溶液中，而不是包埋在Zein粒子内部，导致粒子粒径急剧增加引起沉淀。随着LA浓度的增加粒径逐渐增加，这可能是粒子内部和粒子表面上疏水性LA的增加使得粒子的疏水特性也增加，使得粒子之间的范德华力增加，分散更不稳定；PDI增加，电位降低也能说明这一点。且各比例下纳米粒子乳液的粒径分布峰尖锐没有杂峰这表明复合纳米乳液具有单分散性和高稳定性。
2.3 LA包封率          
表1 Zein和LA的比例对纳米粒子包封率的影响
Table.1  Effect of Zein/Lipoic Acid on encapsulation efficiency of nanoparticles
	Zein：LA比例/（w/w）
	10:1
	25:1
	50:1

	LA包封率/%
	17.38
	56.17 
	58.79 

	LA载药量/%
	0.37
	0.56
	0.63



表1为Zein与LA的质量比对LA-Zein-MC纳米粒子包封率的影响。在Zein和MC比例不变的情况下随着LA含量的逐渐减小包埋率逐渐增大。m(Zein)∶m(LA)=50:1时出现最大的包埋率和载药量。这可能是因为Zein和MC形成壳核结构时，纳米粒子内部形成疏水性空间，此时疏水性物质LA被包埋进去，但是由于纳米粒子内部疏水结合位置有限，可能导致LA含量超过结合位点时，不能与疏水区域结合，从而游离导致所计算的包埋率和载药量减少[12]。基于上述实验结果，考虑到实际装载量问题，m(Zein)∶m(LA)=25:1条件下，纳米粒子粒径、PDI相对较小，电位为-32.1 mV，包埋率为56.17%，载药量为0.56%。因此取此浓度LA构建LA-Zein-MC纳米粒子运载体系进行后续研究，后续实验均采用LA-Zein-MC纳米粒子M9进行测定。
2.4 纳米粒子形态分析
c
a[image: 6_m04]
b
d

图6 不同纳米粒子SEM图（a：Zein纳米粒子；b：LA-Zein纳米粒子；c-d：LA-Zein-MC纳米粒子M9）	Comment by yurong gao: 具体是哪个样品？后面所有内容请自行修改
Fig.6  SEM images of different nanoparticles（a:Zein nanoparticles;b:LA-Zein nanoparticles;c-d:LA-Zein-MC nanoparticles M11）
图6显示了纳米粒子冷冻干燥后的SEM图像。从图中可以看出空白Zein纳米粒子尺寸在几十个纳米左右。负载LA的Zein纳米粒子的粒径要稍大于空白Zein纳米粒子。且没有修饰过的Zein纳米粒子均有不同程度的黏连，这是因为Zein纳米粒子在冷冻干燥过程中水分升华，造成纳米粒子黏连。而MC修饰过后的Zein纳米粒子单独分散，表面光滑，其表面有凹面形成类似于“甜甜圈”的形态。外表面没有明显的裂纹或孔隙度，这表明对LA有较好的保护作用。BERTOLINI等[13]采用阿拉伯胶作为载体出现中心凹陷的结果。RIBEIRO等[14]研究也有相同结果。
2.5 FTIR分析

	Comment by 高 玉荣: 横坐标是波数
图7 LA、Zein、LA-Zein纳米粒子、LA-Zein-MC纳米粒子的红外光谱
Fig.7  IR spectra of LA, Zein,LA-Zein nanoparticles, LA-Zein-MC nanoparticles
图7显示了LA、Zein、LA-Zein纳米粒子、LA-Zein-MC纳米粒子的红外光谱图。LA的特征吸收峰主要是2927 cm-1处的由-OH伸缩振动引发的峰、1695 cm-1处C=O的伸缩振动、938 cm-1处O—H处伸缩振动[15]。Zein的特征吸收峰主要对应是3356 cm-1处羟基的伸缩振动[16]，包埋LA后LA-Zein中的氢键峰发生蓝移出现在3315 cm-1,说明LA和Zein之间形成氢键[17]。Zein分子中在1527 cm-1和1657 cm-1两处的吸收峰分别对应蛋白质分子中酰胺Ⅱ带C—H弯曲振动和酰胺Ⅰ带C=O伸缩振动[18]，在LA-Zein中这两处吸收峰发生移位至1530 cm-1和1656 cm-1这可能是因为静电吸引[19]。LA分子中代表O-H伸缩振动的938 cm-1的特征吸收峰也消失不见，原因可能LA和Zein之间发生了疏水相互作用，LA被包裹在纳米粒子核心被隐藏因此导致吸收峰不见[17]。同时LA-Zein-MC纳米粒子图谱上出现1038 cm-1新的吸收峰，这是MC中糖分子中C—O—C伸缩振动的典型特征峰[20]。HU等[21]在单宁酸作为天然交联剂制备空心玉米蛋白纳米粒子的研究中通过红外光谱发现了代表姜黄素的芳香环吸收峰移动，姜黄素和Zein分子间也存在疏水性相互作用。
2.6 XRD分析

	Comment by Administrator: 横坐标改成2θ/(°)
图8 LA和LA-Zein-MC纳米粒子的XRD图
Fig.8  XRD analysis of lipoic acid and loaded lipoic acid composite nanoparticles

为进一步验证LA和蛋白纳米粒子之间的相互作用，使用XRD对LA和LA-Zein-MC纳米粒子进行分析，如图8是LA晶体和复合纳米粒子在5-50°范围内的衍射峰。LA衍射峰在25°左右时有高强度、尖锐的衍射峰，表明LA以晶体形式存在。而被纳米粒子包裹的LA衍射峰宽而且强度很低，且LA在25°左右的衍射峰也消失，这可能是LA与空白纳米粒子之间发生相互作用使LA结晶趋势发生抑制结晶度显著降低，LA晶体向无定型状态转变，LA成功装载到了Zein纳米粒子上[22]。其结果与FTIR的研究结论一致。这与李佳欣[23]研究的硫酸庆大霉素装载到角蛋白后出现相对较缓的衍射峰的结果一致。
2.7 DSC分析


图9 不同物质的DSC图
Fig.9  DSC analysis of of different substances
   利用差示扫描量热法进一步检测LA、LA和空白纳米粒子的物理混合物以及包埋LA的复合纳米粒子的物理状态。结果如图9所示，在30 ~250 ℃内LA、物理混合物与LA-Zein-MC纳米粒子DSC吸热曲线可观察到LA在69.2 ℃时出现尖锐的吸热峰表明LA晶体的熔融。与LA相比，物理混合物和纳米粒子的曲线都相对较缓，但相较于物理混合物在66.2 ℃时出现吸热峰，纳米粒子在64.5 ℃出现吸热峰，位移相较明显且峰值变小。可能是因为LA被包裹在纳米粒子中，它们形成了包含复合物不是晶体结构，因此使得LA熔点消失且以无定型形态慢慢吸热[24]，进一步说明了XRD的结果。	Comment by yurong gao: 具体是哪个样品？请在前面给出纳米粒子的命名，这样讨论起来比较方便
2.8 pH对LA-Zein-MC纳米粒子乳液体系稳定性影响
表2 不同pH值对LA-Zein-MC纳米粒子乳液粒径、电位、PDI的影响
Table 2  Effects of different pH on particle size, Zeta potential and PDI of nanoparticle suspension
	pH
	粒径/nm
	PDI
	Zeta电位/mV

	2
	281.0±3.07
	0.167±0.007
	+11.04±2.13

	3
	461.4±47.78
	0.403±0.290
	+21.33±0.69

	4
	566.0±34.02
	0.404±0.287
	-4.36±0.42

	5
	279.7±31.72
	0.185±0.014
	-8.98±0.09

	6
	249.3±23.87
	0.151±0.093
	-30.23±0.37

	7
	274.4±7.63
	0.138±0.035
	-33.23±0.54

	8
	292.8±3.41
	0.147±0.029
	-33.87±0.52




图10 纳米粒子乳液体系不同pH值下的电位变化图
Fig.10  Potential change diagram of nanoparticle suspension system at different pH 
  表2为LA-Zein-MC纳米粒子在pH为2-8时的粒径、PDI、电位的变化。当pH由2增加到4时粒径从281 nm增加到566.0±34.02 nm，达到最大。随后随着pH的增加粒径又降低，在pH=6时达到最小，为249.3±23.87 nm。这是因为MC等电点为4.5左右，Zein等电点为6.2左右[25]，当pH=6时MC和Zein带相反电荷，通过静电相互作用和疏水相互作用吸引从而使得此时的复合纳米粒子粒径最小，且MC有较好的乳化性和乳化稳定性，使得纳米粒子处于良好的稳定状态没有出现大粒子聚集。但在pH=3-4时粒径分别为 461.4±47.78和566.0±34.02，PDI值均大于0.4。是因为MC的等电点为4.5左右，当体系pH值接近等电点时，聚合物溶解度降低从而导致乳化性的降低，聚合物出现絮凝沉淀，造成纳米粒子之间会发生粒子聚集，从而导致粒径增大、PDI增大。图10所示为纳米粒子体系Zeta电位随着pH值的增加，电位由正变为负。当体系pH值在中性左右时，纳米粒子乳液为负电性，且电位绝对值均高于30 mV。一般认为，高分子会产生较大的的空间位阻，当纳米粒子的Zeta电位绝对值高于20 mV时，静电斥力就足够保持体系的稳定[26]。但pH为3-4之间，此时纳米粒子表面电荷为零，此时体系很不稳定，纳米粒子之间静电相互作用力被破坏，导致纳米粒子之间发生聚集，PDI增高。因此纳米粒子可能在pH3-4左右的条件下应用可能受到限制。
2.9 盐浓度对LA-Zein-MC纳米粒子体系稳定性影响	Comment by yurong gao: 哪个样品	Comment by Administrator: 在2.3结尾处进行说明，后续实验均采用M9进行测定，后续不再说明


图11 不同盐浓度对LA-Zein-MC纳米粒子粒径、电位、PDI的影响
Fig.11  Effects of different salt concentrations on particle size, potential and PDI of LA-Zein-MC nanoparticle systems
通过在不同盐离子浓度下纳米粒子的粒径、Zeta电位、PDI的测定来反应酪蛋白酸钠和燕麦β-葡聚糖聚合物包裹的Zein纳米粒子的稳定性。这种方法也更加接近与现实生活中食品体系遇到的环境条件。图11为不同盐浓度对纳米粒子体系粒径、电位、PDI的影响。由图可知当盐离子浓度由0增加到300 mmol/L时，粒径由211.5 nm增加到236.5 nm，增加值较小这可能一方面是由于纳米粒子表面的聚合物具有较高的乳化性和稳定性，可以降低Zein-MC纳米粒子对盐离子的敏感性，另一方面是因为虽然盐离子会屏蔽蛋白表面电荷造成纳米粒子聚集粒径增大，但是由于纳米粒子表面覆盖的多糖长链会形成空间排斥力从而可以减缓蛋白聚集，因此复合纳米粒径的变化范围较小。
随着盐离子浓度的升高，复合纳米粒子表面电荷量急剧降低，由-31.5 mV降低到-7.52 mV，这是因为低浓度的盐离子可以起到稳定蛋白的作用，而高浓度的盐离子却会造成蛋白表面电荷屏蔽，当纳米粒子与纳米粒子之间存在是静电相互作用时，由于静电屏蔽作用，因此会造成静电斥力降低从而造成粒子之间发生聚集[27]。但纳米粒子在不同盐离子环境下的粒径分布均呈现尖锐单峰在200 nm左右，且PDI均低于0.2，这些结果表明LA-Zein-MC纳米粒子乳液在高浓度离子环境下表现出较强的稳定性。
2.10 温度对LA-Zein-MC纳米粒子体系稳定性影响


图12 不同温度对纳米粒子体系粒径、电位、PDI的影响
Fig.12  Effects of different temperatures on particle size, potential and PDI of nanoparticle systems
如图12是热处理温度对LA-Zein-MC复合纳米粒子的粒径、PDI多分散性指数、Zeta电位的影响。热处理在食品加工中很常见。因此热稳定性对于纳米粒子运输非常重要[28]。的复合纳米粒子的外壳是由酪蛋白酸钠和燕麦β-葡聚糖MC组成，酪蛋白酸钠的变性温度是140 ℃左右[29]，热处理温度为40-90 ℃，因此不会造成蛋白质变性。当温度从40 ℃增大到90 ℃，粒度逐渐变小但是变化不明显，90 ℃时最小。这是由于在升温过程中肽链展开酪蛋白酸钠分子内部的疏水性氨基酸逐渐暴露，增强了纳米粒子之间的疏水相互作用，进而导致粒子收缩。
在不同热处理温度条件下，随着加热温度的升高纳米粒子的PDI均低于0.16，60 ℃是最低的为0.127，这表明纳米粒子的热处理后非常稳定。且粒径分布均是单峰、粒度分布较窄、均具有良好的水分散性。说明热处理可以改善复合纳米粒子的分布情况。
粒径分布和Zeta电位是表征纳米粒子稳定性重要指标，粒子粒径越小，Zeta电位绝对值越高，纳米粒子的稳定性越高。随着加热温度的升高复合纳米粒子表面带电量急剧增加，90 ℃时缓慢降低。表明复合纳米粒子越来越稳定，纳米粒子一直保持良好稳定性的重要原因是具有较高的Zeta电位。这可能是由于加热影响了蛋白分子中带电基团的分布，从而影响电位的变化[30]。
2.11 胃肠道模拟分析


图13 模拟胃肠道消化时间对LA累计释放量的影响
Fig.13  Effects of simulated gastrointestinal digestion time on cumulative release of lipoic acid
如图13所示，为纳米粒子和LA在模拟胃肠液中LA的累计释放量。图中可以看出在前120min内纳米粒子中的LA和游离LA在模拟胃液中释放量分别为57.1%和86.8%。后120 min在模拟肠液中累计释放量为76.1%和88.6%。这是因为在模拟胃液中胃蛋白酶的存在使得纳米粒子外壳上的酪蛋白酸钠被分解一小部分因此造成LA的外流，而在由模拟胃液转到模拟肠液时，LA又被大量释放出来，这是由于当纳米粒子由强酸性的胃液环境中转移到近中性的小肠环境中时，由于pH值的突变，造成纳米粒子外壳经过一系列变化造成解体，因此导致LA释放，虽然纳米粒子外壳的结构被破坏，胰蛋白酶把它水解生成大小的多肽链，但这些肽也可以与LA发生非共价结合，有利于LA的保护和吸收[31]。而模拟胃液中的前30 min，游离的LA存在突释现象，LA释放量达到80%之后呈现缓慢释放的趋势。酪蛋白酸钠和燕麦β-葡聚糖MC稳定的Zein纳米粒子可以降低LA的释放速率，并达到可控释放效果，说明未来可以作为某些疏水活性化合物的口服载体[32]。控制释放效应可能是由于LA与Zein纳米内部疏水区域之间具有较强的疏水相互作用和氢键，且外壳也抵挡了酶的分解作用。这与LIU等[33]在研究将姜黄素包裹在玉米黄蛋白-海藻酸纳米粒子中控制释放的结果相一致。
3  结论
综上所述，本文利用反溶剂法制备包埋LA的Zein纳米粒子，同时将MC包裹在纳米粒子表面共沉淀。以粒径、Zeta电位、PDI指数为衡量指标，确定了Zein-MC纳米粒子最佳制备配比为m(Zein)∶m(MC)=1：2.4，m(Zein)∶m(LA)=25：1。SEM观察发现被MC修饰稳定后的纳米粒子更加光滑且分散。FTIR表明LA和Zein形成了疏水性相互作用、形成氢键，LA被包埋在Zein内部。X-射线衍射说明LA由晶体转化为无定型状态。DSC显示LA的熔点消失，可能是因为硫辛酸被包埋在内部。LA的包封率最大为58.79%，载药量为0.63%。热稳定性试验结果表明被MC覆盖的Zein纳米粒子表现出良好的稳定性。因此利用MC修饰的Zein作为LA的载体可以提高LA的稳定性和控制释放，为疏水性物质的运输提供了新思路。
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