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负载槲皮素的酶法糖基化酪蛋白复合纳米粒
子的性能研究
刘　尧，樊永康，吴晓琴，沈建福*

（浙江大学生物系统工程与食品科学学院，浙江杭州 310058）

摘　要：制备负载槲皮素的酪蛋白纳米粒子（n-Cas-Que）和转谷氨酰胺酶法糖基化酪蛋白纳米粒子（n-Cas-Cos-
Que），探究其贮藏稳定性、体外抗消化性、生物可及度、抗氧化性及对人前列腺癌 PC-3 细胞的生长抑制效果。

结果表明：在 4 ℃ 避光、25 ℃ 避光、25 ℃ 自然光照条件下分别贮藏 60 d，两种纳米粒子中槲皮素的保留率分别

为 80.78%、91.30%；66.87%、79.25%；22.18%、34.33%，即n-Cas-Cos-Que 纳米粒子能够更好的保护槲皮素。体

外模拟消化结果显示，n-Cas-Cos-Que 比n-Cas-Que 具有更好的抗消化性和更高的生物可及度。在体外模拟消化 180 min
后，槲皮素水溶液、n-Cas-Que 和n-Cas-Cos-Que 的生物可及度分别为 10.13%、27.65% 和 48.91%。采用 DPPH 法

和 ABTS 法探究两种纳米粒子的抗氧化活性， n-Cas-Cos-Que、 n-Cas-Que 对 DPPH 和 ABTS 的清除率分别为

58.71%、53.82% 和 56.98%、48.34%，即n-Cas-Cos-Que 比n-Cas-Que 具有更好的抗氧化性。体外抑制 PC-3 细胞试

验的结果表明，随着槲皮素浓度的增加，Que、n-Cas-Que、n-Cas-Cos-Que 对 PC-3 细胞的抑制效果逐渐增强。当槲

皮素的浓度达到 80 μg/mL 时，用 Que、n-Cas-Que、n-Cas-Cos-Que 体系处理的 PC-3 细胞的存活率分别为 73.25%、

56.84%、49.88%，且三种体系处理后的细胞存活率有显著性差异（P<0.05），说明与 Que 和n-Cas-Que 相比，

n-Cas-Cos-Que 纳米粒子对 PC-3 细胞有更好的抑制效果。本实验结果表明了酪蛋白纳米粒子能够较好的保护槲皮

素，且酶法糖基化能提高其对槲皮素的保护效果，并提高其抗消化性、生物可及度、抗氧化性和抗癌活性。
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（College of Biosystem Engineering and Food Science, Zhejiang University, Hangzhou 310058, China）

Abstract： Objective:  To  prepare  quercetin  loaded  casein  nanoparticles  (n-Cas-Que)  and  transglutaminase  glycosylated
casein  nanoparticles  (n-Cas-Cos-Que),  and explore  their  storage  stability, in  vitro anti  digestibilitiy,  bioaccessibility,  anti-
oxidation  and  inhibitory  effect  on  human prostate  cancer  PC-3  cells.  The  results  showed  that  when  stored  in  4 ℃ avoid
light, 25 ℃ avoid light and 25 ℃ natural light for 60 days, the retention rates of quercetin in n-Cas-Que and n-Cas-Cos-Que
were 80.78%, 91.30%, 66.87%, 79.25%, 22.18%, 34.33%, respectively, which indicated that n-Cas-Cos-Que nanoparticles
could protect quercetin better.The results of anti-digestion pointed out that n-Cas-Cos-Que had better anti-digestibility and
higher  bioavailability  than n-Cas-Que.  After  180  min  of  simulated  digestion in  vitro,  the  bioaccessibility  of  quercetin
aqueous solution, n-Cas-Que and n-Cas-Cos-Que were 10.13%, 27.65% and 48.91%, respectively. DPPH method and ABTS
method were used to investigate the antioxidant activity of the two nanoparticles. The scavenging rates of n-Cas-Cos-Que  
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and n-Cas-Que  on  DPPH  and  ABTS  were  58.71%,  53.82%  and  56.98%  and  48.34%,  respectively,  which  indicated  that

n-Cas-Cos-Que had better antioxidant activity than n-Cas-Que. The inhibition of human prostate cancer PC-3 cells expressed
that with the increase of quercetin concentration, the inhibitory effects of Que, n-Cas-Que and n-Cas-Cos-Que on PC-3 cells
were gradually enhanced. When the concentration of quercetin reached 80 μg/mL, the survival rates of PC-3 cells treated
with  Que, n-Cas-Que  and n-Cas-Cos-Que  were  73.25%,  56.84%  and  49.88%  respectively,  and  there  were  significant
differences  among  these  survival  rates  (P<0.05).  Compared  with  Que  and n-Cas-Que, n-Cas-Cos-Que  nanoparticles  had
better inhibitory effect on PC-3 cells. The results showed that casein nanoparticles can protect quercetin well, and enzymatic
glycosylation can improve its protective effect on quercetin, and raise its anti digestion and biological accessibility, as well
as antioxidant and anti-cancer activity.

Key  words： casein； chitooligosaccharide； transglutaminase； enzymatic  glycosylation； quercetin； nanoparticles； functional

materials

 

槲皮素（Quercetin，Que）是一种天然的植物类黄

酮素，广泛存在于蔬菜、水果、茶叶和葡萄酒中[1−2]，

其具有抗氧化、改善肥胖、抗炎、抑菌等多种功效[3−6]，

但其难溶于水（溶解度约 1 mg/L），生物利用度低，且

在外界的高温、光照等条件下不稳定，易发生降解，

其应用受到较大限制[7]。本科研团队在前期研究中

利用转谷氨酰胺酶法糖基化修饰酪蛋白并制备糖基

化复合纳米粒子，实验表明，酪蛋白、酪蛋白-壳寡糖

纳米粒子能够有效包埋槲皮素并且提高其水溶性，是

非常理想且具有发展前景的亲脂性药物纳米载体[8]。

与常规制剂相比，纳米粒子具有许多优点。首

先，通过调整其壁材的材料与配比，可实现药物的缓

释和靶向释放，并减少不良反应[9−10]；其次，纳米粒子

的粒径小、比表面积大且高度分散，能够提高难溶性

药物的水溶性和溶出速率[11]；此外，纳米粒子所形成

的封闭环境，还能提升药物的生物活性和稳定性[12]。

由于纳米粒子具有较小的尺寸，进入消化道以后易被

微绒毛捕获并粘附到粘膜上，从而使其在体内存留时

间延长，促进消化吸收；且纳米粒子的临界聚集浓度

较低，在循环系统中不会因为稀释而破碎[13]。考虑到

纳米粒子被人口服后，其在胃肠道系统中的稳定性

高，可以使被包封的药物能更多地到达小肠等吸收部

分，因此，研究负载槲皮素的酪蛋白-壳寡糖纳米粒子

的稳定性及生物学性能显得尤为重要。Chen 等[14]

制备了负载 7, 8-二羟基黄酮的玉米醇溶蛋白/乳铁蛋

白纳米粒子，体外模拟消化试验表明二元纳米粒子比

一元玉米醇溶蛋白纳米粒子更能够提高 7, 8-二羟基

黄酮的抗消化性和生物可及度。

本科研团队前期已经成功构建了负载 Que 的酪

蛋白-壳寡糖纳米粒子并对其相关理化指标和结构特

性进行了表征[8]，本文将对 Que 纳米粒子的贮藏稳定

性、体外抗消化性、生物可及度、抗氧化性以及对

PC-3 细胞的抑制效果进行系统探究，以期为拓展其

应用打下基础。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

胃蛋白酶（酶活：3000 U/g）、胰酶（酶活：3000 U/g）、
槲皮素（Que，纯度：99%）、酪蛋白（Cas，纯度>80%）

　上海阿拉丁生化科技股份有限公司；壳寡糖（分子

量<2000 Da，脱乙酰度：90%）　浙江金壳药业有限公

司；空载纳米粒子（n-Cas、n-Cas-Cos）粉末　实验室

自制；酪蛋白糖基化产物（Cas-Cos）　实验室自制；雄

激素非依赖性前列腺癌细胞（PC-3）　上海中科院细

胞库；胎牛血清　赛默飞世尔生物有限公司；

0.25% 胰蛋白酶溶液（1X）　吉诺生物医药技术有限

公司；噻唑蓝（MTT）、链霉素、青霉素　北京雷根生

物技术有限公司；其余试剂　均为分析纯。

Zetasizer Nano ZS-90 纳米粒径电位分析仪　英

国 Malvern 公司；SLHW-4 四联加热数显恒温磁力

搅拌器　杭州仪表电机有限公司；PowerWaveHT 微

孔板分光光度计　美国 BioTek 公司；pHS25 数显

pH 计　梅特勒 -托利多仪器（上海）有限公司；

QUINTIX65-1CN 电子天平　赛多利斯有限公司；

Forma 3111 型二氧化碳培养箱　赛默飞世尔科技有

限公司；HZ-8812S-B 水浴恒温振荡器　江苏太仓华

利达公司；H1850 台式高速离心机　湖南湘仪仪器

有限公司；LDZX-50KBS 立式压力蒸汽灭菌器　上

海申安医疗有限公司；SW-CJ-1FD 超净工作台　苏

净安泰有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   负载槲皮素的酪蛋白-壳寡糖和酪蛋白纳米粒

子的制备　参考于钰[15] 的方法，并作适当修改。分

别配制浓度为 4 g/L 的 Cas 和 Cas-Cos 溶液，调溶液

的 pH 为 5.8。取一定量的 10 g/L 的 Que 乙醇溶液

加入 20 mL 蛋白质溶液中，使蛋白质与 Que 的质量

比为 40:1，磁力搅拌 20 min 除去乙醇，将溶液在

200 W 的超声频率下超声处理 6 min 得到负载 Que
的纳米粒子溶液，即酪蛋白-槲皮素纳米粒子（n-Cas-
Que）和酪蛋白-壳寡糖-槲皮素纳米粒子（n-Cas-Cos-
Que）。 

1.2.2   槲皮素纳米粒子的贮藏稳定性研究　 

1.2.2.1   槲皮素紫外光谱和标准曲线的绘制　配制

浓度为 30 μg/mL 的 Que 乙酸乙酯溶液 5 mL，取 3 mL
置于石英皿中，于波长 300~450 nm 处进行光谱扫

描，得到光谱曲线，进行分析。分别配制浓度为 2、
4、6、8、10 μg/mL 的 Que 乙酸乙酯溶液，测定其在
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369 nm 处的吸光度值。以槲皮素的浓度 x（μg/mL）
为横坐标，吸光度值 y 为纵坐标绘制标准曲线。 

1.2.2.2   贮藏稳定性的测定　参考闵敏[16] 的方法，并

作适当修改。分别取 1.2.1 中制得的n-Cas-Que 和n-
Cas-Cos-Que 溶液各 20 mL，将其分装至试管中，密

封，分别置于 4 ℃ 避光、25 ℃ 下避光、25 ℃ 自然光

下贮藏 60 d，每隔 10 d 取出 2 mL 的纳米粒子溶液，

在 10000 r/min 下离心 10 min，上清液用 16 mL 乙

酸乙酯萃取，涡旋 5  min 使其充分混合，混合液

8000 r/min 离心 5 min，分离得到乙酸乙酯相。萃取

重复两次，合并萃取液。将萃取液用乙酸乙酯适当稀

释，测定 369 nm 处的吸光值，根据 1.2.2.1 中的标准

曲线测定纳米粒子的槲皮素含量，按下式计算保留

率，以保留率表征其贮藏稳定性。采用同浓度同体积

的槲皮素水溶液和乙醇溶液作为对照。

保留率 (%)=
保留的槲皮素的量

槲皮素初始总量
×100

 

1.2.3   槲皮素纳米粒子的体外抗消化性研究　参考

冯进[17] 的方法并进行适当修改。 

1.2.3.1   样品的制备　分别制备n-Cas-Que、n-Cas-
Cos-Que 溶液各 20 mL（其中蛋白质的浓度为 4 g/L，
Que 的浓度为 100 μg/mL）。将 2 mg 的 Que 粉末分

散于 20 mL 超纯水中作为对照。 

1.2.3.2   胃、肠液消化实验　a.胃液消化：将胃蛋白

酶、NaCl 溶解于超纯水中，胃蛋白酶的浓度为 3.2 g/L，
NaCl 的浓度为 150  mmol/L。将n-Cas-Que、n-Cas-
Cos-Que 和 Que 与等量的胃液混合（各 20 mL），并
调 pH 至 2.0。将混合溶液置于 37 ℃ 摇床中，100 r/min
转速下孵育 60  min，孵育时间达到 60  min 时，将

pH 调至 7.0 以终止反应。

b.肠液消化：肠液中包含 0.3  g/L 的 CaCl2、
30.72 mmol/L NaCl、5 g/L 胆汁盐以及 8 g/L 的胰

酶。取 20 mL 胃液消化 60 min 后的溶液与等体积

的肠液混合，然后将混合溶液的 pH 调至 7.0。将混

合溶液置于 37 ℃ 摇床中，100  r/min 转速下孵育

120 min。
在胃-肠液的消化过程中，每隔 30 min（即 0、

30、60、90、120、150、180 min）取出 2 mL 的消化液

测定其粒径（DZ）、分散系数（PDI）、Zeta 电位（Zeta-
potential）。 

1.2.4   槲皮素生物可及度的研究　参考冯进[17] 的方

法，并作适当修改。取 10 mL1.2.3.2 中消化 180 min
后的样品转移至离心管中，并在 4 ℃，10000 r/min 转

速下离心 60 min。样品离心后一般被分为两层，上层

为负载 Que 的透明胶束层，下层为未消化的样品形

成的致密不溶物质。分别取 2 mL 消化 180 min 后

的样品和 2 mL 透明胶束层溶液检测 Que 的质量（方

法参考 1.2.2.2）。Que 的生物可及度用以下公式计算：

生物可及度 (%) =Wnanoparticles/Wdigesta×100

式中：Wdigesta 为肠液消化后样品中 Que 的质

量；Wnanoparticles 为胶束层中 Que 的质量。 

1.2.5   槲皮素纳米粒子的抗氧化性研究　参考刘夫

国[18] 的方法，并作适当修改。 

1.2.5.1   样品溶液的配制　制备n-Cas-Que、n-Cas-
Cos-Que 溶液各 20 mL，分别加入到两个培养皿中，-
35 ℃ 下冷冻 12 h，然后放入真空冷冻干燥机中冻

干，得n-Cas-Que 和n-Cas-Cos-Que 粉末。用超纯水

配制蛋白质浓度为 0.5  g/L 的n-Cas、n-Cas-Cos、n-
Cas-Que（其中 Que 的浓度为 12.5 μg/mL）和n-Cas-
Cos-Que（其中 Que 的浓度为 12.5 μg/mL）各 5 mL；
分别用超纯水和无水乙醇配制浓度为 12.5 μg/mL
Que 溶液各 5 mL；用超纯水配制浓度为 0.5 g/L 的

Cos 溶液 5 mL。以无样品的超纯水作为空白对照。 

1.2.5.2   DPPH 自由基清除实验　用无水乙醇配制

1.75×10−4 mol/L 的 DPPH 溶液，上述配制的样品溶

液各取 100 μL 加入到 2 mL DPPH 乙醇溶液中，室

温避光反应 60 min，随后检测其在 517 nm 处的吸光

值，每个样品重复 3 次测定，按下式计算自由基清除率。 

1.2.5.3   ABTS 自由基清除实验　取 7  mmol/L 的

ABTS 水溶液与 2.45 mmol/L 的过硫酸钾溶液等体

积混合，避光反应 12 h 以上。实验前用甲醇将

ABTS 储备液稀释至 734 nm 处吸光值为 0.7±0.02。
上述配制的样品溶液各取 100  μL 加入到 2  mL
ABTS 溶液中，振荡 20 s，反应 6 min，在 734 nm 波

长处测定其吸光值，每个样品重复 3 次测定，按下式

计算自由基清除率。

自由基清除率 (%) = [A1− (At−B)]/A1×100

其中：A1 为 DPPH 或 ABTS 空白对照的吸光

值，At 为反应 60/6 min 后样品溶液的吸光值，B 为样

品空白的吸光值。 

1.2.6   槲皮素纳米粒子对人前列腺癌 PC-3 细胞抑制

效果的研究　 

1.2.6.1   n-Cas、Cos、n-Cas-Cos 样品储备液的配制　

在 99.5  mL 的 DME/F12 细胞培养基中加入 0.5
mL 的二甲基亚砜（ DMSO）溶液，成为浓度为

0.5% 的 DMSO 溶液。用此溶液配制浓度分别为

400、800、1600、2400、3200 μg/mL 的三种储备液（其中n-Cas
和n-Cas-Cos 以蛋白质浓度计），每种浓度的储备液

各 20 mL（细胞实验中所用的 50 mL 离心管经过高

压灭菌锅 121 ℃ 灭菌 20 min）。 

1.2.6.2   Que、 n-Cas-Que、 n-Cas-Cos-Que 样品储备

液的配制　制备n-Cas-Que、n-Cas-Cos-Que 溶液各

20 mL，分别加入到两个培养皿中，−35 ℃ 下冷冻 12 h，
然后放入真空冷冻干燥机中冻干，得n-Cas-Que 和n-
Cas-Cos-Que 粉末。在 99.5  mL 的 DME/F12 细胞

培养基中加入 0.5 mL 的 DMSO 溶液，成为浓度为

0.5% 的 DMSO 溶液。利用此溶液配制槲皮素浓度

分别为 10、20、40、60、80 μg/mL 的三种储备液（其
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中负载槲皮素的蛋白质浓度与n-Cas、n-Cas-Cos 储备

液的蛋白质浓度相同，均为 400~3200 μg/mL）。 

1.2.6.3   不同样品对人前列腺癌 PC-3 细胞抑制效果

的影响　参考赵波[19] 的方法，并作适当改动。取对

数生长期的 PC-3 细胞，加入 0.25% 胰蛋白酶消化

液 150 μL，调整细胞密度为 5×104 个/mL，以每孔

200  μL 细胞悬液接种于 96 孔板中，最边缘孔用

PBS 代替，待上述 96 孔板中的细胞培养 24 h 后，弃

去原培养基，加入 200 μL 不同浓度的样品储备液，每

组设置 6 个复孔，培养 24 h，以不含样品，含 0.5%
DMSO 的培养基为空白对照。在测定前 4 h 加入含

有 10% MTT 溶液的培养基，置于培养箱中继续孵

育 4 h，弃去上清液，每孔加入 150 μL 的 DMSO，置

于摇床上振荡 10 min，最后置于 570 nm 处测定吸光

值，计算细胞存活率。

细胞存活率 (%) = (A2−Az)/(A1−Az)×100

式中: A2 为实验组吸光值，A1 为空白对照组吸

光值，AZ 为空白孔的吸光值。 

1.3　数据处理

实验所得数据使用 Origin 2018 绘制相关图表，

使用 SPSS 20.0 软件对数据进行单因素方差分析

（ANOVA）。每次测试前需更换样品，且每组实验均

重复 3 次，实验结果用平均值±标准差（Mean±SD）。 

2　结果与分析 

2.1　槲皮素纳米粒子的贮藏稳定性分析

本实验研究了不同条件下游离的 Que 水溶液、

乙醇溶液以及负载 Que 的两种纳米粒子的贮藏稳定

性。四种 Que 溶液体系的保留率如图 1 所示。

Que 的紫外光谱曲线如图 1a 所示，槲皮素在

369 nm 处的紫外吸光度值最高。因此，选取 369 nm

作为 Que 乙酸乙酯溶液的最大吸收波长。槲皮素的

标准曲线如图 1b 所示，标准曲线线性拟合效果良好。

图 1A 中，4 种体系在 4 ℃ 下避光贮存 60 d 后，

n-Cas-Cos-Que 中 Que 的保留率为 91.30%；而图 1B

显示，在 25 ℃ 下避光贮存 60 d 后，n-Cas-Cos-Que

中 Que 的保留率为 79.25%。游丽君等[20] 利用热诱
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图 1    不同贮藏条件对槲皮素保留率的影响

Fig.1    Effects of different storage conditions on the retention rate of quercetin
注：a: Que 的紫外光谱；b: Que 的标准曲线；A: 4 ℃ 避光；B: 25 ℃ 避光；C: 25 ℃ 自然光。
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导法制备酪蛋白-槲皮素纳米粒子，在 4 ℃ 避光条件

下贮藏 30 d 后，Que 的保留率为 75.38%。表明酶法

糖基化能提高酪蛋白对 Que 的保护效果。图 1C
中，在自然光照下贮存 60 d 后，Que 的水溶液、乙醇

溶液两种体系中 Que 的保留率几乎为 0，而n-Cas-Que
和n-Cas-Cos-Que 的保留率分别为 22.18% 和 34.33%。

这表明了纳米载体能够减缓 Que 的降解，且n-Cas-
Cos-Que 的双层结构对 Que 有更好的保护效果。

结合图 1A 和 B 可得出，贮存温度升高后，n-Cas-
Cos-Que 中 Que 的保留率有所下降，而其它 3 种溶

液体系也表现出相似的降低趋势。这表明贮存温度

的升高会减弱纳米粒子对 Que 的保护效果。此外，

在两种条件下，n-Cas-Cos-Que 中 Que 的保留率均高

于其它 3 种体系，这表明n-Cas-Cos-Que 能够更加有

效地保护 Que，减少外界条件对 Que 的损害。

结合图 1B 和 C，可以看出在光照条件下n-Cas-
Cos-Que 中 Que 的保留率明显下降，从 79.25% 下降

至 34.33%，其它 3 种体系也表现出相似的降低趋

势。这表明光照会加速 Que 的降解。 

2.2　槲皮素纳米粒子的体外抗消化性分析

在体外模拟胃肠道消化中，两种 Que 纳米粒子

的 DZ、Zeta-potential 和 PDI 如图 2 所示。

在 0~60 min 模拟胃液阶段，n-Cas-Que 的 DZ 呈

现出迅速增大的趋势，从 169.1  nm 迅速增加到

2854.2 nm（图 2A）；Zeta-potential 从 14.5 mV 降低

到 8.95 mV（图 2B）；PDI 从 0.217 增加到 0.859（图 2C）；

此时纳米粒子溶液中出现了絮状沉淀。其原因可能

是n-Cas-Que 经过胃液水解后，胃液中的盐离子屏蔽

了蛋白质表面电荷，使蛋白质表面电荷量降低，分子

间静电斥力降低，易导致蛋白质发生聚集。同时，胃

液中胃蛋白酶会促使蛋白质之间的发生架桥絮凝或

排斥絮凝[21−23]。溶液的 PDI 迅速增大，表明溶液中

纳米颗粒分布不均一。而对于n-Cas-Cos-Que，其粒

径从 0 min 时的 125.6 nm 增加到 60 min 时的 1073 nm
（图 2A）；Zeta-potential 从 14.96 mV 降低到 10.06 mV
（图 2B）；PDI 从 0.161 增加到 0.804（图 2C）；纳米粒

子溶液中未出现明显絮状沉淀。这表明，n-Cas-Cos-
Que 纳米粒子经过胃液消化之后，同样出现 DZ 增

加、Zeta-potential 降低等现象，但n-Cas-Cos-Que 纳

米粒子在胃液消化过程中的粒径增加幅度要远小于

n-Cas-Que 纳米粒子。其原因可能是 Cas 经过糖基

化后，其二级结构变得更加有序，不容易被胃蛋白酶

水解[24]，蛋白质在经过胃蛋白酶消化过程中，首先会

消化 Cos 外壳，这延缓了蛋白质被消化聚集。以上

结果表明n-Cas-Cos-Que 在胃液中有较好的抗消化

效果。

在 60~180  min 之间， n-Cas-Que 和 n-Cas-Cos-
Que 进入肠液消化阶段。对于n-Cas-Que，其 DZ 从

2854.2 nm 减小到 423.6 nm（图 2A）；Zeta-potential
从 8.95  mV 变化到 −13.76  mV（图  2B） ； PDI 从

0.859 减小到 0.436（图 2C）；纳米粒子溶液无絮状沉

淀。这表明n-Cas-Que 经过肠液消化之后，其在胃液

中形成的聚集体发生解离，使溶液的粒径减小。

Zeta-potential 从正值变到负值，且电位的绝对值增

大，这是因为肠液的 pH 高于蛋白质的等电点。蛋白

质在高于其等电点的溶液中带负电。另外，pH 和肠

液中的离子强度增强了蛋白质的电荷量，使其分子间

静电排斥增强，从而提高了稳定性[25]。对于n-Cas-

Cos-Que，其 DZ 在肠液中呈现出先增大后减小的趋

势，从 1073 nm 增加到 2919 nm 再减小到 392.7 nm

（图 2A）；Zeta-potential 从 10.06 mV 变化到−16.93 mV

（图 2B）；PDI 从 0.804 减小到 0.431（图 2C）；无明显

絮状沉淀产生。这表明 Cas-Cos 在胰酶的作用下继

续被消化而发生聚集，使其粒径变大，在一段时间的

肠液继续消化后，n-Cas-Cos-Que 粒径呈现出降低的

趋势，这表明聚集体发生解离。另外由于肠液中存在

着 CaCl2、NaCl 等盐，其中的离子会对蛋白质电荷起

到一定屏蔽的作用。但总的来看，肠液消化后，蛋白

质所带的电荷量要高于胃液消化后所带的电荷量。
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图 2    体外消化过程中纳米粒子的平均粒径（A）、Zeta 电势
（B）、PDI（C）的变化

Fig.2    Changes in average particle size(A), Zeta potential(B),
and PDI(C) during in vitro digestion
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肠液消化后两种纳米粒子的粒径电荷量相似，这可能

是纳米颗粒经过肠液消化后，溶液中的组成相似，包

括少量的未消化样品、混合胶束、胆汁盐和析出的

Que、钙皂等[26]。 

2.3　槲皮素纳米粒子的生物可及度分析

通过体外模拟消化对 Que、n-Cas-Que、n-Cas-
Cos-Que 的生物可及度进行评价。生物可及度是指

消化后，活性物质从食物基质中释放并溶解在消化液

中，可以被小肠吸收的部分占其在消化液中总量的比

例[21]。不同样品的生物可及度如表 1 所示。
 
 

表 1    不同样品的生物可及度
Table 1    Bioaccessibility of different samples

样品 生物可及度（%）

Que 10.13±0.76c

n-Cas-Que 27.65±1.31b

n-Cas-Cos-Que 48.91±1.57a

注：每列字母完全不同表示具有显著性差异（P<0.05）;表 2、表 3同。
 

如表 1 所示，游离的槲皮素分散在水中处于结

晶状态，其溶解度较低，经过胃肠道消化后，其生物可

及度为 10.13%。这种结果的原因可能是肠液中存在

的胆汁盐，使 Que 转移至混合胶束中，提高了 Que 的

溶解度。但是，Que 经过纳米粒子包埋后，其水溶性

增加，使n-Cas-Que 和n-Cas-Cos-Que 的生物可及度

可分别达到 27.65%、48.91%，与 Que 相比，分别增

加了 1.72 倍和 3.83 倍。同时，Cas 和 Cas-Cos 在经

过胃蛋白酶和胰酶水解后，产生部分肽类，这些肽类

可以与游离的 Que 相结合，进一步提高其在水中的

溶解度，从而增加其生物可及度。另外，n-Cas-Cos-
Que 的生物可及度显著高于n-Cas-Que（P<0.05），其
原因可能一方面是糖基化作用使得复合纳米粒子在

消化系统中更加稳定，纳米粒子的非晶体态促进结

晶 Que 在胶束化过程中的溶解度[27]；另一方面，在胃

肠道酶的水解过程中，糖基化接入的 Cos 也能够结

合游离的 Que，从而提高其溶解度[21]。Francisco 等[28]

利用玉米醇溶蛋白纳米粒子包埋 Que，使 Que 的体

外生物可及度提升了 1.6 倍。综上，n-Cas-Que 能显

著提高 Que 的生物可及度，且n-Cas-Cos-Que 的提升

效果要优于n-Cas-Que。 

2.4　槲皮素纳米粒子的抗氧化性能分析

Que 具有抗氧化性，其抗氧化作用取决于其酚

羟基，其中 Que A 环上的 5-OH 和 7-OH 及 B 环上

的 3'-OH 和 4'-OH 是主要的抗氧化基团。有前人研

究表明，多酚类物质与蛋白质结合后，其抗氧化活性

降低[29]。本研究采用 DPPH 和 ABTS 法来评价不同

溶液体系的抗氧化性。

如表 2 所示，在本实验条件下，Cos、n-Cas 和n-
Cas-Cos 对 DPPH 的清除率分别为 56.8%、6.27%、

11.98%，这表明 Cas 经过糖基化后，其抗氧化性提

高，其原因可能 Cos 共价接入 Cas 后，产生协同作

用，使 Cas-Cos 的抗氧化性增强。如表 3 所示，槲皮

素水溶液、槲皮素醇溶液（Que-乙醇）、n-Cas-Que 和

n-Cas-Cos-Que对 DPPH 的清除率分别为 18.83%、

65.26%、53.82%、58.71%，ABTS 自由基活性清除结

果与 DPPH 清除结果有着相似的趋势。从这样的结

果可以看出，Que 水溶液对 DPPH 的清除效果较差，

其原因可能是槲皮素在水溶液中溶解度低，处于结晶

态，不能与自由基进行有效接触，所以其抗氧化性远

小于 Que 乙醇溶液。而 Que 经过 Cas 和 Cas-Cos
包埋之后，其水溶性增加，抗氧化性也大大提升，但低

于溶解在无水乙醇中的 Que 溶液，其原因可能是

Que 中的活性基团与蛋白质分子间的形成氢键，对活

性基团产生一定的屏蔽效果[30]。

 
 

表 2    3 种原材料的 DPPH 和 ABTS 自由基清除能力
Table 2    DPPH and ABTS free radical scavenging ability of the

three raw materials

样品 DPPH清除率（%） ABTS清除率（%）

Cos 56.8±0.67a 54.24±0.78a

n-Cas 6.27±0.88c 4.33±0.65c

n-Cas-Cos 11.98±1.4b 10.21±0.9b

 
 
 

表 3    不同纳米粒子的 DPPH 和 ABTS 自由基清除能力
Table 3    DPPH and ABTS free radical scavenging ability of

different nanoparticles

样品 DPPH清除率（%） ABTS清除率（%）

Que-水 18.83±1.1d 15.71±0.65d

Que-乙醇 65.26±1.7a 61.52±1.6a

n-Cas-Que 53.82±0.72c 48.34±1.3c

n-Cas-Cos-Que 58.71±1.5b 56.98±1.9b

  

2.5　槲皮素纳米粒子对人前列腺癌 PC-3 细胞抑制效

果的研究

很多研究报道，Que 具有很多生物学功效，其中

最重要的是抗癌活性。槲皮素能够抑制多种癌细胞，

包括肺癌细胞、胰腺癌细胞、乳腺癌细胞的增殖，并

表现出诱导其凋亡的作用[31−33]。为了考察槲皮素纳

米粒子的抗癌活性，本研究采用经典的 MTT 法、以

细胞存活率来评价纳米粒子对 PC-3 细胞的抑制效果。

图  3A 研究了不同浓度的 n-Cas、Cos、 n-Cas-
Cos 溶液对 PC-3 细胞的抑制效果。由图可知，随着

浓度的升高，三种样品对 PC-3 细胞的生长有一定的

促进作用。其原因可能是 Cas 和 Cos 为 PC-3 细胞

的增殖提供了必要的营养物质[34]。

图 3B 研究了不同浓度的 Que 溶液对 PC-3 细

胞的抑制效果。从图中可以看出，随着 Que 浓度的

增加，Que、n-Cas-Que、n-Cas-Cos-Que 对 PC-3 细胞

的抑制效果逐渐增强。当 Que 的浓度达到 80 μg/mL，
三种 Que 体系处理 PC-3 细胞后的存活率分别为

73.25%、56.84%、49.88%（P<0.05）。这表明 Que 经

过 Cas、Cas-Cos 包埋之后，能提高其对 PC-3 细胞的
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抑制效果。其原因可能是纳米粒子提高了 Que 的水

溶性，改善其所处的微环境，使其有更多的有效活性

基团与 PC-3 细胞接触。这一结果也与前人的研究

结论相符[29]。另外，n-Cas-Cos-Que 对 Que 有更高的

包埋率，能够包埋更多的 Que，使更多的 Que 活性基

团与 PC-3 接触，这也可能是n-Cas-Cos-Que 对 PC-
3 抑制效果更好的原因。 

3　结论
本文主要探究了n-Cas-Que 和n-Cas-Cos-Que 两

种纳米粒子的贮藏稳定性、体外抗消化性、生物可及

度、抗氧化性及对 PC-3 细胞的抑制效果。两种纳米

粒子均表现出较好的贮藏稳定性。在 4 ℃ 避光和

25 ℃ 避光和 25 ℃ 自然光照射条件下分别贮藏 60 d，
两种纳米粒子的保留率分别为 80.78%、91.30%；

66.87%、79.25%；22.18%、34.33%。这表明与 Que 水

溶液和醇溶液相比，n-Cas-Que 和n-Cas-Cos-Que 能

够对 Que 起到很好的保护效果，且n-Cas-Cos-Que 的

保护效果更好。体外模拟胃肠道消化结果表明，

n-Cas-Cos-Que 比n-Cas-Que 具有更好的抗消化性和

更高的生物可及度。在体外模拟消化 180 min 后，

Que 水溶液以及n-Cas-Que 和n-Cas-Cos-Que 两种纳

米粒子的生物可及度分别为10.13%、27.65% 和48.91%。

DPPH 和 ABTS 的清除实验显示 Que 经过 Cas 和

Cas-Cos 包埋后，其抗氧化能力大大提升，n-Cas-Cos-
Que、 n-Cas-Que 对 DPPH 和 ABTS 的清除率分别

为 58.71%、53.82% 和 56.98%、48.34%。体外抑制

PC-3 细胞试验的结果表明，n-Cas-Que、n-Cas-Cos-

Que 两种纳米粒子对 PC-3 细胞的抑制作用具有浓

度依赖性，且与 Que 和n-Cas-Que 相比，n-Cas-Cos-
Que 纳米粒子对 PC-3 细胞有更好的抑制效果。

本实验证实负载槲皮素的酶法糖基化酪蛋白纳

米粒子（n-Cas-Cos-Que）能够有效保护 Que，降低外

部条件对 Que 的损害并减缓 Que 的降解，提高其生

物可及度、抗氧化性和抗癌活性，进一步拓宽了其在

医药及功能性食品领域的应用。在今后的研究中，可

探究n-Cas-Cos-Que 在细胞水平上的生物学性能，并

利用不同方法的糖基化（如美拉德反应糖基化）与本

文方法作对比，比较不同方法的糖基化酪蛋白纳米粒

子对槲皮素的保护效果，并探究其性能，以期将槲皮

素应用到更广泛的领域。
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