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低温等离子体诱导乳清分离蛋白-壳聚糖复合
颗粒的结构特性及其花青素负载性能
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摘　要：为考察介质阻挡放电冷等离子体（Dielectric barrier discharge cold plasma，DBD-CP）技术（处理放电电

压： 30、 90、 150  kV；处理时长： 30、 60、 90  s）对乳清分离蛋白（Whey  protein  isolate，WPI） -壳聚糖

（Chitosan，CS）复合颗粒构象变化的诱导作用，及其对花青素（Anthocyanins，ACNs）负载性能的调控作用。

该研究采用双因素全因子实验，通过系统评估复合颗粒对 ACNs的包埋效率（Encapsulation efficiency，EE）、负

载量（Loading capacity，LC）、ζ-电位及粒径分布，筛选 DBD-CP最佳处理参数。利用傅里叶变换红外光谱

（Fourier transform infrared spectroscopy，FTIR）、X射线衍射（X-ray diffraction，XRD）、扫描电镜（Scanning
electron microscope，SEM）、荧光光谱（Fluorescence spectroscopy，FS）和圆二色谱（Circular dichroism，CD）
等多尺度表征技术，深入解析 DBD-CP诱导的 WPI-CS分子构象变化规律。基于上述系统评估结果，筛选获得

DBD-CP最佳处理参数为放电电压 90 kV，处理时长 60 s。基于此最优参数，ACNs的 EE和 LC分别提升至

91.93%和 4.59%，较未处理组显著提高（P<0.05）；ζ-电位增加，颗粒间静电排斥增强，体系稳定性显著改善；

粒径分析显示分布均一性，颗粒分散性改善。结构表征揭示：DBD-CP的活性粒子（如电子、离子）通过氧化修

饰促使WPI疏水基团暴露并降低 CS脱乙酰化程度，增强氢键与静电交联网络形成；同时，等离子体刻蚀作用优

化了复合物孔隙均一性，形成致密包埋结构。DBD-CP处理通过协同作用（活性粒子诱导的氧化修饰与刻蚀作

用）有效调控了 WPI-CS复合颗粒的结构，显著提高了其对 ACNs的负载性能及体系稳定性，为低温等离子体技

术在生物活性成分稳态化递送体系中的应用提供了理论依据。
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Abstract：To investigate  the  inducing effect  of  dielectric  barrier  discharge cold  plasma (DBD-CP) technology (treatment
voltages:  30,  90,  150  kV,  treatment  times:  30,  60,  90  s)  on  the  conformational  changes  of  whey  protein  isolate  (WPI)-
chitosan (CS) composite particles and its regulatory effect on the loading performance of anthocyanins (ACNs), this study
employed a  two-factor  full  factorial  experimental  design.  By systematically  evaluating the  encapsulation efficiency (EE),
loading capacity (LC), ζ-potential, and particle size distribution of the composite particles for ACNs, the optimal DBD-CP
treatment  parameters  were  screened.  Fourier  transform  infrared  spectroscopy  (FTIR),  X-ray  diffraction  (XRD),  scanning
electron  microscopy  (SEM),  fluorescence  spectroscopy  (FS),  and  circular  dichroism  (CD)  were  utilized  as  multi-scale
characterization techniques to deeply analyze the DBD-CP-induced molecular conformational  changes in WPI-CS. Based
on the results of the above systematic evaluation, the optimal DBD-CP treatment parameters were screened and determined
as voltage 90 kV and time 60 s. Under this optimal parameter set, the EE and LC of ACNs increased to 91.93% and 4.59%,
respectively,  significantly  higher  than  those  of  the  untreated  group  (P<0.05).  The  ζ-potential  increased,  enhancing
electrostatic  repulsion  between  particles  and  significantly  improving  system  stability.  Particle  size  analysis  showed  that
distribution uniformity and particle dispersibility were improved. Structural characterization revealed that: Reactive species
(e.g.,  electrons,  ions)  in  DBD-CP promoted the  exposure  of  hydrophobic  groups  in  WPI and decreased the  deacetylation
degree of CS through oxidative modification, thereby enhancing the formation of hydrogen bonding and electrostatic cross-
linking networks, simultaneously, the plasma etching effect optimized the pore uniformity of the complex, forming a dense
encapsulation  structure.  DBD-CP  treatment  effectively  modulated  the  structure  of  WPI-CS  composite  particles  through
synergistic effects (oxidative modification induced by reactive species and the etching effect), significantly improving their
loading performance for ACNs and the system stability. This provides a theoretical basis for the application of cold plasma
technology in stabilized delivery systems for bioactive components.

Key words：cold plasma；whey protein isolate；chitosan；anthocyanin；loading performance

近年来，基于天然高分子的蛋白-多糖复合物因

其优异的生物相容性与可定制化结构特性，逐渐成为

功能因子递送领域的研究热点[1]。这类载体不仅能

通过分子间作用力精确调控活性成分释放位点，其可

食用特性更避免了合成材料的代谢风险[2]。当前递

送体系构建主要依赖脂质体、微胶囊及纳米复合物

等技术，但普遍存在载药效率低、缓释靶向性差及化

学交联剂残留等共性缺陷[3−4]。在纳米复合物递送体

系中，乳清分离蛋白（Whey protein isolate，WPI）凭借

两亲性结构可有效包封疏水活性成分，而壳聚糖

（Chitosan，CS）的阳离子特性则赋予其良好的蛋白质

结合能力[5]。通过静电复合、共价偶联等分子组装策

略构建的 WPI-CS复合物递送载体虽能实现对活性

成分的高效包封与可控释放[6]，但传统制备工艺仍面

临双重挑战：其一，热诱导法可能导致蛋白质变性失

活；其二，化学交联法易引入残留毒性物质，同时颗粒

粒径均一性难以精准控制。因此，如何实现 WPI-
CS载体结构的精准调控，已成为提升其递送效率的

关键问题。

针对传统技术缺陷 ，低温等离子体 （Cold
plasma，CP）作为一种用于食品成分功能修饰的非热

加工技术，凭借其环保、无化学添加和可持续的特

性，为 WPI-CS递送载体结构调控提供了新思路[6]。

作为 CP技术的一种重要形式，介质阻挡放电冷等离

子体（Dielectric barrier discharge cold plasma，DBD-
CP）技术利用介质阻挡层促进在大气压下的放电，显

著提高了经济效率和实用性[7]。此外，DBD-CP处理

过程通常快速高效，且能在接近室温的温和条件下进

行，有效避免了生物活性物质的热变性风险。其产生

的活性粒子具有良好的穿透性，能够深入材料内部实

现均匀改性，为蛋白-多糖复合物的功能化改性提供

了新的可能[8]。研究表明，DBD-CP处理可显著改变

蛋白质二级结构，增强多糖链的交联密度，从而改善

复合物的包埋性能[9]。然而，DBD-CP作用参数（放

电电压、处理时长）对提升蛋白质-多糖复合物的包埋

性能、负载量的机制尚未明晰，亟需系统性研究。

聚焦递送对象需求，花青素 （Anthocyanins，
ACNs）作为天然植物源性色素，在抗氧化、抗炎及心

血管保护等领域展现出重要生物活性[10]。然而，其实

际应用面临双重挑战：其一，该类成分对环境条件高

度敏感，易受温度波动、光照及 pH变化引发显著降

解；其二，口服递送过程中存在生物利用度严重不足

的固有缺陷[11]。尽管现有的递送系统，如脂质体/微
囊，在一定程度上提升了其稳定性，但其对 ACNs的
包埋效率（Encapsulation  efficiency，EE）和负载量

（Loading capacity，LC）普遍偏低，限制了递送体系的

实用性与经济性[12]。

基于此，本研究创新性地采用 DBD-CP技术对

WPI-CS复合颗粒进行改性处理，系统调控放电参数

（放电电压：30、90、150 kV；处理时长：30、60、90 s），
构建 ACNs高效负载体系。通过系统评估复合颗粒

对 ACNs的包埋效率、负载量、ζ-电位及粒径分布，

筛选 DBD-CP最佳作用参数。进一步结合傅里叶变

换红外光谱（Fourier transform infrared spectroscopy，
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FTIR）、X射线衍射（X-ray diffraction，XRD）、荧光

光谱 （Fluorescence  spectroscopy，FS）、圆二色谱

（ Circular  dichroism， CD）及扫描电镜 （ Scanning
electron microscope，SEM）等多尺度结构表征技术，

深入解析 DBD-CP诱导的 WPI-CS分子构象变化规

律及其与 ACNs的相互作用机制，为阐明低温等离

子体技术在生物活性物质稳态化递送中的作用原理

提供理论支撑。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

WPI（食品级样品装）　河南中辰生物科技有限

公司；CS（脱乙酰度 90%）、ACNs（来源蓝莓 ACNs）
　上海麦克林生化科技股份有限公司；无水乙醇、盐

酸、氢氧化钠、磷酸、醋酸　分析纯，国药集团化学

试剂有限公司。

CPCS-I高压低温等离子体表面处理机　南京

苏曼等离子科技有限公司；Mastersizer 3000马尔文

激光粒度仪　英国马尔文仪器有限公司；Lambda
950紫外分光光度计　美国 PerkinElmer公司 ；

Ultima IV组合式多功能 X射线衍射仪　日本理学

株式会社；Quanta 200环境扫描电子显微镜　美国

赛默飞世尔科技公司；VERTEX 80 V红外光谱仪　

德国布鲁克公司；FluoroMax-4瞬态稳态荧光光谱

仪、FluoroMax-4 荧光分光光度计　法国 HORIBA
公司；MOS-500多功能圆二色谱仪　法国 Bio-
Logic公司；IKA Topolino磁力搅拌器　艾卡（德国）

仪器设备有限公司；ZF-800DE超声波清洗机　上海

喆孚实业有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   实验设计流程　该研究的实验流程图及方法

如图 1所示。

  
WPI-CS复合颗粒的制备

原料选择

WPI (s) CS (s)

WPI-CS

处理电压

30/90/150 kV

处理时间

30/60/90 s

30/30 90/30 150/30

30/60 90/60 150/60

30/90 90/90 150/90

(WPI-CS)CP

贮存备用

溶解

WPI (l) CS (l)

pH → 6.0 pH → 3.5

混合 6 h

WPI-CS

贮存备用

DBD-CP技术协同组装 最佳参数的筛选及表征分析

(WPI-CS)CP

ACNs

WPI-ACNs-CS (WPI-CS)CP

包埋效率 平均粒径

负载量 ζ-电位

WPI-ACNs-CS

X-射线衍射

傅里叶红外光谱

环境扫描电镜

荧光光谱

图 1    实验流程图
Fig.1    Experimental layout

 

 1.2.2   WPI-CS复合颗粒制备工艺　参考李双健等[13]

的方法并稍作修改。称取一定量的 CS，用 1%（w/v）
的醋酸溶解，磁力搅拌器连续搅拌过夜，直至液体变

得澄清透明，制成 5 mg/mL的壳聚糖溶液。称取一

定量的 WPI，用去离子水溶解并充分搅拌，配制成相

同质量分数的乳清分离蛋白溶液。用 1 mol/L的盐

酸溶液分别将 CS和 WPI溶液的 pH调至 3.5和

6.0后，将制备好的 CS溶液缓慢滴加至 WPI溶液

中，室温搅拌 6 h，使带正电的 CS溶液和带负电的

WPI溶液充分混合制备 WPI-CS复合物。将制得的

复合物置于 4 ℃ 的冰箱中储存以供后续使用。

 1.2.3   DBD-CP技术协同组装　对 WPI-CS复合物

进行 DBD-CP处理。具体操作流程如下：将 WPI-
CS复合颗粒溶液均匀倒入玻璃基板后，转移至

DBD-CP反应腔中，设定电极间距为 30 mm、放电频

率 145 Hz、基板移动速度 20 mm/s，通入空气作为工

作气体。通过双因素全因子试验设计，以放电电压

（30、90、150 kV）与处理时长（30、60、90 s）为自变

量，共形成 9组处理条件，同时设置未处理 WPI-
CS复合颗粒作为空白对照（CK），具体分组见表 1。
 
 

表 1    放电电压与处理时长试验分组
Table 1    Experimental grouping of discharge voltage

and treatment time

组别
因素

放电电压（kV） 处理时长（s）

0 − −
1 30 30
2 30 60
3 30 90
4 90 30
5 90 60
6 90 90
7 150 30
8 150 60
9 150 90

注：−表示无处理。
 

 1.2.4   最佳 DBD-CP处理参数的筛选　基于 WPI-
CS复合颗粒自身特性及其对 ACNs的递送效能，选

取四项评估指标筛选最佳 DBD-CP处理参数 ：

ACNs包埋效率、ACNs负载量、WPI-CS的 ζ-电位

以及 WPI-CS的粒径分布。通过测定上述指标数

据，结合直观分析与方差分析，综合评估不同 DBD-
CP处理参数的效能差异，最终确定最优参数组合。

 1.2.4.1   ACNs标准曲线的绘制　准确称量 ACNs
标准样品，用去离子水溶解并定容，配制成浓度为

1 mg/mL的 ACNs标准储备液。随后，将此储备液

进行系列稀释，获得浓度梯度为 0.1、0.2、0.3、0.4、
0.5、0.6、0.7、0.8、0.9、1.0 mg/mL的标准溶液。在

520 nm波长下，使用紫外分光光度计测定各浓度标

准溶液的吸光度值。以 ACNs标准溶液浓度（X，

mg/mL）为横坐标，吸光度值（Y）为纵坐标，绘制标准

曲线。经线性回归分析，得到标准曲线方程 Y=
0.8393X+0.0102，决定系数 R2=0.99。

 1.2.4.2   WPI-ACNs-CS复合物的制备　参考 Li等[14]

的方法并稍作调整。将 5 mg ACNs溶解于 5 mL
pH为 3.0的去离子水中，置于超声波清洗机中，超声

功率设定为 800 W，超声处理 30 min，直至完全溶
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解，制得 ACNs溶液。随后，将 ACNs溶液与制备完

成的 WPI-CS复合溶液混合，以 600 r/min的转速搅

拌 6 h，获得 WPI-CS与 ACNs的质量比为 4:1的复

合颗粒溶液。将部分溶液置于 4 ℃ 冰箱中储存备

用，剩余溶液进行真空冷冻干燥处理后，置于干燥器

中备用，以进行后续的结构特征分析。

 1.2.4.3   包埋效率及负载量的测定　参考Wang等[15]

的方法并稍作修改，将新制备的复合物分散液于低温

离心机（4 ℃）中以 8000 r/min转速离心 3 min，离心

结束后迅速取上清液，用去离子水稀释 50倍，在室

温下用紫外分光光度计在 520  nm处测定游离

ACNs的吸光度，同时结合绘制的 ACNs的标准曲线

图进行分析。最后根据式（1）和式（2）计算包埋效率

及负载量。

包埋效率(%) =
m0 −m1

m0

×100 式（1）

负载量(%) =
m0 −m1

m2

×100 式（2）

式中：m0 为总 ACNs添加量（g）；m1 为游离

ACNs添加量（g）；m2 为蛋白质和多糖添加量。

 1.2.4.4   粒径和 ζ-电位的测定　颗粒大小和 ζ-电位

均使用马尔文激光粒度仪在 25 ℃ 的环境下测量，所

有测量都基于至少三个新制备的样品进行。

 1.2.5   WPI-ACNs-CS多尺度表征分析　基于多指

标优化筛选结果（1.2.4节），确定最佳 DBD-CP处理

参数后，采用该最佳参数对 WPI-CS复合颗粒进行

DBD-CP改性，并依据 1.2.4.2所述方法包埋 ACNs，
制备得到 WPI-ACNs-CS复合体系。通过傅里叶变

换红外光谱、X射线衍射、荧光光谱、圆二色谱及扫

描电镜多尺度结构表征，研究 WPI、ACNs、CS、
WPI-CS以及最佳参数下制备的 WPI-ACNs-CS复

合体系，以探究递送性能强化机制。

 1.2.5.1   XRD晶体结构分析　样品的晶体结构通过

组合型多功能水平 X-射线衍射仪以 5°/min的扫描

速率，记录 5°~90°扫描范围的 XRD图谱。

 1.2.5.2   FT-IR光谱解析　将真空冷冻干燥后的样

品与溴化钾以 1:11比例进行混合，然后用研钵研磨

成细小均匀的粉末。使用红外光谱仪在 4000~
400 cm−1 的光谱范围内对样品扫描 32次，以溴化钾

压片作为空白对照。

 1.2.5.3   SEM形貌观察　将固体样品置于 5 mm×
5 mm抛光硅片上，固定于样品台后，用扫描电子显

微镜在 10.0 kV的加速电压下进行观察。

 1.2.5.4   FS测定　将待测样品与去离子水按比例混

合配制适量浓度的悬浊液，经充分振荡混匀后，采用

荧光分光光度计进行检测分析。仪器参数设定如下：

发射波长扫描范围设定为 560~580 nm区间，激发波

长固定为 520 nm，光谱通带宽度设置为 5 nm。

 1.2.5.5   CD测定　在室温条件下，将样品用磷酸盐

缓冲液稀释至 0.1 mg/mL后，采用 1 mm石英比色

皿进行测定。圆二色谱仪的波长扫描范围设定为

190~270 nm，扫描速率为 50 nm/min，扫描步长为

1 nm。

 1.3　数据处理

所有测量至少进行三次重复，结果以平均值±标
准差的形式呈现。绘图采用标准绘图软件 Origin
2025进行。统计分析采用数据分析软件 IBM SPSS
27.0进行，包括单因素方差分析，随后进行邓肯氏多

重比较检验，P<0.05表明差异显著。

 2　结果与分析

 2.1　最佳 DBD-CP处理参数的筛选结果

 2.1.1   DBD-CP处理对复合颗粒包埋效率及负载量

的影响　结合绘制的 ACNs标准曲线对包埋效率及

负载量进行测定。图 2比较了不同放电电压（30、90、
150 kV）及处理时长（30、60、90 s）下 WPI-CS复合

颗粒中 ACNs的包埋效率和负载量。实验表明，在

90 kV，60 s条件下，ACNs的包埋效率和负载量分别

达到峰值 91.93%和 4.59%，较对照组（72.17%和

3.61%）显著提升（P<0.05）。这一现象可归因于

DBD-CP处理诱导的分子构象动态调控：一方面，等

离子体产生的活性氧和活性氮促使 WPI二级结构展

开，暴露内部疏水基团，增强与 ACNs的疏水结合；

另一方面，CS的乙酰化程度在适度等离子体处理下

降低，表面阳离子电荷密度增加，通过静电作用与带

负电的 ACNs形成稳定复合物[16]。此条件下，DBD-
CP处理的能量密度恰处于 WPI-CS复合颗粒的结

构优化区间，既能打破蛋白质内部氢键促进疏水区域

暴露，又避免过度交联导致的结合位点掩埋。Zhou
等[9] 的研究也证实了等离子体处理的优化效应，他们

发现低温等离子体可以将玉米醇溶蛋白对姜黄素的

包封效率从 52.83%提高到 76.31%，并表明等离子

体可以增强分子间相互作用（如疏水作用、静电吸
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引），促进更强的自组装动力学和更多的结合位点来

捕获姜黄素。然而，等离子体处理的效果高度依赖于

能量输入强度，存在显著的阈值效应：当处理强度较

弱时，能量不足以完全打破蛋白质内部氢键，疏水基

团暴露有限，包埋效率和负载量提升幅度较小；而强

度过高则会导致 WPI发生不可逆聚集，形成致密结

构，掩盖疏水区域并减少有效结合位点，包埋效率和

负载量则有所下降[17−18]。

 2.1.2   DBD-CP处理对复合颗粒 ζ-电位及粒径的

影响

 2.1.2.1   ζ-电位　ζ-电位作为胶体体系稳定性的核心

指标，其绝对值直接反映颗粒间静电排斥力的强弱。

电位绝对值越大，表示颗粒之间的排斥力越大，意味

着聚集的颗粒越少，溶液越稳定[19]。如图 3所示，经

DBD-CP处理的 WPI-CS复合颗粒 ζ-电位呈现先增

后降的非单调变化趋势。除 30 kV，30 s和 30 kV，

60 s两组低强度处理外，其余各处理组的 ζ-电位较未

处理对照组均显著提高，表明在一定强度的 DBD-

CP处理条件下，能够有效增强纳米颗粒间的静电排

斥作用，从而改善体系稳定性。具体而言，随着放电

电压与处理时长的增加 ，复合颗粒 ζ-电位在

150 kV，30 s时达到峰值（45.7±0.66 mV），随后在更

高能量输入（150 kV，60 s、150 kV，90 s）时出现下

降。这与高宝宇等[20] 的研究一致，他们发现随着低

温等离子体放电电压的增加，海藻酸钠-核桃分离蛋

白的 ζ-电位绝对值显示出先增后降的趋势。本研究

中，该现象的产生机制可从以下三个层面进行解析：

首先，DBD-CP特有的高能放电过程诱导产生大量

活性带电物种（包括电子、离子、自由基及激发态分

子）[21−22]，这些物质通过物理吸附与化学修饰作用富

集于颗粒表面，显著提高了表面电荷密度。其次，等

离子体处理引发的能量沉积导致 WPI与 CS分子构

象改变，使得原本被包埋的带电官能团（如氨基、羧

基）暴露[23]，同时增强的蛋白质链柔性促进了分子间

相互作用的重排，从而优化表面电荷分布[24]。上述带

电物种迁移、粒子结构重组与官能团暴露的协同效

应，共同解释了处理初期 ζ-电位的显著提升。值得

注意的是，当过处理（≥150 kV，60 s）时，ζ-电位的下

降提示存在临界能量阈值效应。此时，等离子体引发

的高密度能量输入既可能导致过量带电物种引发电

荷屏蔽效应，还可能促使蛋白质-多糖复合物发生不

可逆聚集，形成可溶性聚集体[25]。这为处理参数过度

时 ζ-电位的衰减现象提供了合理解释。

 2.1.2.2   粒径　不同 DBD-CP处理手段对复合颗粒

粒径的影响如图 4所示。随着放电电压及处理时长

的增大，WPI-CS的粒径呈现出先减小后增大的趋

势。这与 Chen等[21] 的研究一致，他们发现随着低温

等离子体放电电压的增强，玉米醇溶蛋白-壳聚糖复

合物的粒径先减小后增大，并将该现象归因于不同电

压处理下蛋白质的结构和比表面积的差异以及化学

键的形成等作用。本研究中，在较低放电电压和处理

时长下复合颗粒粒径的减小可归因于 DBD-CP处理

过程中产生的高能物质与复合物的物理碰撞，该碰撞

导致颗粒的分散和重排，从而实现更小颗粒尺寸[26]。

此外，高电压条件下增强的蚀刻能量与高密度氧化性

化合物可破坏 WPI或 CS亚基内的共价键与非共价

键[27]，最终导致颗粒粒径减小。较小的颗粒尺寸通常

意味着更大的比表面积，这为疏水性生物活性成分提

供了更多的潜在结合位点，因此有望提高其包埋效

率，并可能提升颗粒的溶解度[21]。然而，随着处理参

数的进一步增大，当样品过度暴露于 DBD-CP后，

DBD-CP产生的高密度活性物质很可能通过游离巯

基的氧化形成二硫键，在复合物内产生交联，从而导

致颗粒尺寸呈逆向增加。Gupta等[28] 和 Ekezie等[29]

也描述了蛋白质中类似的交联现象。
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 2.1.3   参数优选结果分析　上述四个指标的分析试

验结果如表 2所示，通过综合分析筛选最佳组合，确

定 DBD-CP的最佳处理参数。

基于表 2数据的综合分析，发现在放电电压为

90 kV，处理时长为 60 s（组 5）的改性参数下制得的

复合颗粒性能优势显著：包埋效率和负载量作为核心

指标，在组 5（90 kV，60 s）达到实验最高值（包埋效

率：91.93%±0.20%；负载量：4.59%±0.02%），仅与组
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6（90 kV，90 s）无显著差异。在包埋效率和负载量相

近的高水平组中，组 5展现出更均衡的综合性能：其

粒径（158.65±2.99 nm）显著低于除组 6外的所有处

理组（P<0.05）；同时维持理想纳米尺度（<200 nm）；ζ-

电位绝对值（41.4±0.76 mV）保持较高水平，虽略低于

组 6（43.9±0.50 mV）和组 7（45.7±0.60 mV），但优于

绝大多数实验组。因此，在首要保证包埋效率和负载

量最大化的前提下，组 5（90 kV，60 s）因其优异的粒

径分布与足够高的稳定性被确定为最佳条件。此参

数下制得的 WPI-CS复合颗粒性能表现为：包埋效

率 91.93%±0.20%，负载量 4.59%±0.02%，ζ-电位绝

对值 41.4±0.76 mV，粒径 158.65±2.99 nm。因此确

定 90 kV，60 s为 DBD-CP最佳改性参数。

为验证实验结果的可靠性，采用 SPSS 27.0对数

据进行双因素全因子方差分析（表 3）。结果表明：放

电电压对包埋效率、负载量、ζ-电位及粒径的影响均

达极显著水平（P<0.001），处理时长对包埋效率和负

载量的影响极显著（P<0.001），对粒径影响高度显著

（P<0.01），对 ζ-电位的影响显著（P<0.05）；电压与处

理时长的交互作用对包埋效率（P<0.01）的影响高度

显著。基于上述统计结果并综合表 2实验数据，选

定 90 kV，60 s作为优化参数组：90 kV电压对所有

指标均表现极显著主效应优化（P<0.001），60 s处理

时长对关键指标（包埋效率，负载量，粒径）呈现强主

效应（P<0.001）。后续研究将针对此参数组制备的

WPI-ACNs-CS复合体系开展多尺度结构表征与负

载机制解析。

 2.2　WPI-ACNs-CS多尺度表征分析

 2.2.1   XRD图谱分析　XRD是通过晶体结构与入

射 X射线的相互作用来解析材料结晶特性的表征技

术。当体系中不同组分仅存在微弱相互作用或无明

显化学键合时，各组分将保持独立的结晶区域，此时

XRD图谱会显现各组分对应的特征峰。若组分间形

成强相互作用，则会导致部分聚合物组分的特征衍

射峰强度显著减弱甚至消失[30]。如图 5所示。纯

ACNs、CS和 WPI的 XRD图谱均呈现独立半结晶

特征，其特征峰分别位于 19.59°（ACNs）、10.92°/
20.12°（CS）和 8.89°/19.45°（WPI）。值得注意的是，

当构建 WPI-CS及 WPI-ACNs-CS复合体系时，体系

结晶度显著降低，特别是经 DBD-CP处理后制备的

WPI-ACNs-CS样品中特征峰接近消失。这一现象

可从分子相互作用与结构调控机制深入解析。首先，

WPI与 CS的强分子相互作用（如静电吸引与疏水作

用）破坏了二者原有的有序结构：WPI的 β-折叠构象

与 CS分子链的规则排列因复合物形成而解离，导致

其独立结晶特征峰减弱[31]。进一步地，DBD-CP处

理通过氧化修饰与活性粒子（如自由基）作用，暴露

WPI疏水基团并诱导 CS分子链断键重组，从而增

强 WPI-CS间的氢键及静电交联网络[23,27]。该现象

证实：WPI与 CS通过强分子相互作用形成复合结

构；复合物对 ACNs的包埋作用诱导其从半结晶态

向无定形态转变；DBD-CP处理可有效增强 WPI-
CS复合颗粒对 ACNs的包埋能力与负载能力，同时

 

表 2    双因素全因子试验设计及结果分析

Table 2    Two-factor full factorial experimental design
and result analysis

组别
放电
电压
（kV）

处理
时长
（s）

包埋效率
（%）

负载量
（%）

ζ-电位
（mV）

粒径
（nm）

0 − − 72.17±0.95g 3.61±0.23g 33.4±0.78e 208.94±2.11e

1 30 30 74.56±0.33f 3.73±0.03f 33.9±0.87e 267.02±3.23c

2 30 60 84.30±0.81e 4.21±0.08e 33.7±0.45e 243.82±1.09d

3 30 90 88.17±0.08cd 4.41±0.08cd 36.7±0.19d 241.28±3.32d

4 90 30 88.93±0.27bc 4.45±0.02bc 38.7±0.85c 177.95±2.01f

5 90 60 91.93±0.20a 4.59±0.02a 41.4±0.76b 158.65±2.99g

6 90 90 91.36±0.54a 4.57±0.05a 43.9±0.50a 128.85±1.03h

7 150 30 84.76±0.66e 4.24±0.06e 45.7±0.60a 197.26±0.99e

8 150 60 90.56±0.93ab 4.53±0.09ab 39.4±0.78c 587.38±5.62a

9 150 90 87.16±0.68d 4.36±0.06d 36.2±0.47d 563.92±4.93b

注：同一列中不同字母表示不同数据之间存在统计学上的显著差异（P<
0.05）；−表示无处理。

 

表 3    双因素全因子试验方差分析结果

Table 3    Results of two-factor full factorial ANOVA

指标 方差来源 偏差平方和自由度 均方 F值 显著性

包埋效率

放电电压 1204.56 2 602.28 48.11 ***
处理时长 456.32 2 228.16 18.23 ***

放电电压×处理时长 320.15 4 80.04 6.40 **
误差 225.29 18 12.52

负载量

放电电压 3.21 2 1.605 29.72 ***
处理时长 1.87 2 0.935 17.31 ***

放电电压×处理时长 0.52 4 0.13 2.41 ns
误差 0.97 18 0.054

ζ-电位

放电电压 256.78 2 128.39 19.80 ***
处理时长 62.45 2 31.23 4.82 *

放电电压×处理时长 45.80 4 11.45 1.77 ns
误差 116.66 18 6.48

粒径

放电电压 432109.40 2 216054.7050.25 ***
处理时长 78456.80 2 39228.40 9.12 **

放电电压×处理时长 15320.50 4 3830.13 0.89 ns
误差 77345.1 18 4296.95

注：***差异极显著（P<0.001）；**差异高度显著（P<0.01）；*差异显著（P<
0.05）；ns不显著。

 

10 20 30
2θ (°)

40 50

WPI-ACNs-CS(90 kV 60 s)

20.84 WPI-ACNs-CS(CK)

WPI-CS

8.89 19.45 WPI

10.92 20.12 CS

19.59
ACNs

图 5    不同样品的 XRD图谱分析图

Fig.5    XRD pattern analysis of different samples
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显著增强颗粒间相互作用。值得注意的是，这些结论

与粒径分布及 ζ-电位分析结果相吻合，共同阐明了

WPI-CS复合颗粒的相互作用机制，并进一步凸显

DBD-CP处理在调控 WPI-CS结构重排及分子间作

用力方面的独特优势与潜在应用价值。

 2.2.2   FTIR分析　采用傅里叶变换红外光谱对

WPI-ACNs-CS复合体系中的 ACNs与 WPI-CS的

相互作用进行分析，官能团的位置变化能有效反映

出 WPI-CS对 ACNs的包埋效果 [32]。如图 6所示，

单组分特征峰归属显示：ACNs的 1278.26 cm−1（C-
O-C振动）和 1016.34 cm−1（C-O振动）表明其表面亲

水/疏水基团共存。CS的 3348.34 cm−1（O-H/N-H伸

缩振动）和 1025.13 cm−1（C-O-C糖苷键振动）反映其

多糖骨架及氢键网络，而 WPI的 1630.94 cm−1（酰胺

I带）与 1529.85 cm−1（酰胺 II带）则对应蛋白质二级

结构特征；复合物中，未处理的 WPI-ACNs-CS在

3279.14 cm−1 处出现 O-H/N-H峰红移（相较于 WPI
移动了 9  cm−1），表明 ACNs通过氢键作用嵌入

WPI-CS网络 [2]。经 DBD-CP处理后，WPI-ACNs-
CS的 C-O-C振动峰左移至 1067.26 cm−1，证实等离

子体刻蚀作用暴露更多活性基团（-NH2、-OH），促进

多糖 -蛋白交联网络致密化 [33]；同时，酰胺 II带
（1538.86 cm−1）和 C-H振动峰（1405.31 cm−1）的峰位

保持相对稳定。酰胺 II带（1538.86 cm−1）主要归属

于蛋白质的 N-H弯曲和 C-N伸缩振动，其稳定性通

常与蛋白质 β-折叠结构的维持相关[2,33]。C-H振动

峰（1405.31 cm−1）的稳定性则反映了疏水微环境的相

对恒定[34]。上述结果共同表明，低温等离子体处理显

著调控了 WPI-CS复合物的微观结构，进而优化其

对 ACNs的包埋效果，有效增强 WPI-CS对 ACNs
的封装稳定性。Xu等[34] 也描述了低温等离子体处

理在提高蛋白质载体对活性成分包埋的潜力与类似

机制。
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图 6    不同样品的红外光谱图
Fig.6    Infrared spectroscopy graphs of different samples

 

 2.2.3   SEM图像分析　如图 7所示，单一组分的形

貌特征呈现显著差异。WPI单体呈近球形形貌（部

分为椭圆形），粒径分布较宽且表面存在明显凹凸纹

理（图 7A）；CS单体表现为褶皱状不规则线性结构

（图 7B）；ACNs单体则兼具近球形与块状形貌，表面

伴有褶皱特征（图 7C）。值得注意的是，WPI-CS复

合颗粒呈现出高度有序的多孔网络结构—CS分子链

作为三维骨架支撑，WPI颗粒则作为交联节点锚定

于 CS网络节点处，形成稳定的空间拓扑构型

（图 7D）。与之相比，未经处理的 WPI-CS复合颗粒

包埋 ACNs制得的复合物呈现无序多孔结构

（图 7E），与 WPI-CS复合颗粒形貌特征较为类似。

该现象与 Chen等[35] 的研究结果类似，他们发现槲皮

万寿菊素的引入并未引起玉米醇溶蛋白基纳米复合

体系整体微观结构的显著改变。然而，经 DBD-
CP处理的 WPI-CS复合物在引入 ACNs后的复合

物则表现出显著优化的微观形貌：孔隙尺寸均一化且

分布有序，形成致密包埋网络，实现对 ACNs的高效

负载（图 7F）。上述现象与 DBD-CP处理诱导的 ζ-
电位提升具有内在关联性。等离子体产生的活性带

电物种（如电子、离子）通过吸附与化学修饰增加颗

粒表面电荷密度[22-23]，增强的静电排斥力不仅抑制颗

粒聚集，还促进 WPI-CS骨架的均匀扩展，形成规则

孔隙网络。同时，与 FTIR光谱分析结果一致，DBD-
CP处理引发的分子间作用力强化进一步佐证了

SEM观察到的 CS骨架致密化现象。
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图 7    不同样品的环境扫描电镜图像
Fig.7    SEM images of different samples

注：A：WPI；B：CS；C：ACNs；D：WPI-CS；E：WPI-ACNs-CS
（CK）；F：WPI-ACNs-CS（90 kV，60 s）。
 

 2.2.4   FS分析　通过荧光光谱技术系统评估了

DBD-CP处理对 WPI-ACNs-CS复合体系包埋性能

的调控机制。如图 8所示，在 ACNs特征激发波长

520 nm条件下，经 DBD-CP处理的实验组荧光强度

显著优于其他样品组。这一现象源于等离子体处理

诱导的多尺度结构优化：DBD-CP改性后的 WPI-
CS通过增强的分子间交联作用形成致密疏水网络，

并从两方面提升 ACNs的功能特性。首先，包埋微

环境极性降低与三维空间限域效应共同抑制了

ACNs分子的自聚集及溶剂猝灭[36]；其次，改性 WPI
中暴露的活性氨基酸残基与 ACNs形成定向分子相

互作用，通过电子云重排放大荧光信号，表明 DBD-
CP处理通过分子屏蔽效应显著提升了 ACNs的光

稳定性[23]。相比之下，未处理对照组荧光强度与空白

载体（WPI-CS）接近，直接印证了 DBD-CP对载体结
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构致密性的关键调控作用。此外，空白载体在检测波

长下无显著荧光响应，有效排除了载体自发荧光的干

扰。以上结果共同表明，DBD-CP处理可通过精准

调控 WPI-CS相互作用网络，实现功能成分的稳定

包埋与性能强化。
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图 8    不同样品的荧光光谱图
Fig.8    Fluorescence spectra of different samples

 

 2.2.5   CD分析　CD光谱是分析蛋白质二级结构变

化的有效手段，常用于蛋白质二级结构的测定[37]。如

图 9所示，单体 WPI的 CD光谱在 201.79 nm处呈

现负峰，在 220.25 nm处呈现正峰，表明其构象以 β-
折叠为主[38]。引入 CS后，形成的 WPI-CS复合物光

谱发生显著变化：主负峰红移至 207.65 nm，并在

244.03 nm处出现新的正峰。这表明 CS的阳离子侧

链可能与 WPI的羧基或羟基发生静电相互作用并形

成氢键网络，扰动了 WPI原有的 β-折叠构象。新正

峰的出现可能与 CS链间的有序堆积或 WPI-CS界

面处形成的新构象有关[39]。在含有 ACNs的未处理

WPI-ACNs-CS复合物中，负峰位置（201.41 nm）和

正峰位置（220.99 nm）回移至接近 WPI单体的状

态。这表明 ACNs的羟基可能竞争性地与 WPI形
成氢键，削弱了 WPI与 CS之间的相互作用，导致

WPI的局部 β-折叠结构发生松弛[40]。经 DBD-CP
处理后，WPI-ACNs-CS复合物的负峰位置蓝移至

199.19 nm，正峰位置蓝移至 219.54 nm，提示 β-折叠

片层间的氢键网络可能变得更加致密，且 β-片层堆

积有序性得到重建，构象趋于均一化。
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图 9    不同样品的圆二色谱图
Fig.9    Circular dichroism spectra of different samples

 

 3　结论
本研究利用 DBD-CP技术成功构建了具有高效

负载特性的 WPI-CS复合物载体体系，显著提升了

ACNs的包埋效率与负载量。在 90 kV，60 s条件

下 ，ACNs包埋效率与负载量分别达 91.93%和

4.59%，粒径分布均匀，ζ-电位显著增大，体系稳定性

显著增强。这一提升源于 DBD-CP诱导的 WPI-
CS分子构象变化：FTIR分析显示，3279.14 cm−1 处

O-H/N-H峰红移，表明氢键网络增强；CD光谱中 β-
折叠构象负峰蓝移至 199.19 nm，提示蛋白质二级结

构展开并重建；SEM观察到处理后的复合颗粒形成

孔隙均一的致密网络结构，ζ-电位增至 41.4 mV，显

著改善了体系稳定性。与现有研究相比，本研究阐明

了 DBD-CP的作用机制：通过降低 CS脱乙酰化程

度增强其阳离子特性，强化静电相互作用；同时暴露

WPI疏水基团，促进与花青素的疏水结合。这一协

同效应有效规避了传统方法导致的蛋白质变性风险

及化学交联剂残留问题。基于此，本技术无需化学交

联剂即可实现高效包埋，因而兼具环保、无化学添

加、可持续等优势，在功能食品、保健品及药物载体

领域具有广阔的应用前景，尤其适用于 ACNs等敏

感性生物活性物质的高效负载。为进一步验证体系

功能，后续研究将优先开展动物实验，系统评估其体

内生物利用度，为生物活性物质在复杂生理环境下的

稳态化负载提供理论支撑和技术突破。
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