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壳聚糖-Ca2+协同增强虾青素纳米分散体的
稳定性及其机制探究

韩田田1，叶　可1，裘天航1，罗　路2，陈小娥1，张　晶1, *，程　铭1, *

（1.浙江海洋大学食品与药学学院，浙江舟山 136000；
2.浙江海洋大学船舶与海运学院，浙江舟山 136000）

摘　要：为提高虾青素（Astaxanthin，AST）的稳定性和生物利用率，以大豆分离蛋白（Soy protein isolates，SPI）
为原料，制备了包埋虾青素的 SPI/壳聚糖（Chitosan，CS）复合纳米颗粒，探究 CS对虾青素包埋率的影响。然后，

引入 Ca2+作为稳定剂，探究 Ca2+对 SPI/CS/AST纳米分散体稳定性的影响及其作用机制。结果表明，当 CS浓度为

0.6 mg/mL时，AST的包埋率达到 59.57%，比不加 CS时提高了 11%。在该 CS浓度下，当 Ca2+浓度为 0.2 mg/mL
时，虾青素的包埋率进一步提升为 73.55%，比不加 Ca2+提高了 20%。同时，在储藏温度为 4 ℃ 时，AST的保留

率比不加 Ca2+时提高了 14%。在紫外照射下，0.2 mg/mL Ca2+对纳米分散体中虾青素的保护效果最佳，比不加

Ca2+提高了 23%，且包埋后的 AST在模拟胃液和模拟肠液中的保留率达 78.35%和 67.18%。紫外和荧光光谱分析

显示，Ca2 通过离子键桥连、静电中和及构象调节作用影响纳米分散体的氢键和疏水相互作用，从而提升其稳定

性。综上，本研究通过 SPI/CS复合壁材与 Ca2+协同作用，成功构建了高稳定性的 AST纳米递送体系，为 AST在

功能食品开发中的应用提供了理论依据。
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Abstract：To enhance the stability and bioavailability of astaxanthin (AST), soy protein isolates (SPI) were used as the raw
material  to  prepare  SPI/chitosan  (CS)  composite  nanoparticles  for  the  encapsulation  of  AST.  The  study  investigated  the
effect of CS on the encapsulation efficiency of AST. Ca2+ were then introduced as stabilizer to investigate their effect on the
stability of the SPI/CS/AST nanodispersion and to elucidate the underlying mechanism. The results demonstrated that at a
CS concentration of 0.6 mg/mL, the encapsulation efficiency of AST reached 59.57%, representing an 11% increase com-
pared to samples without CS. Under this CS concentration, when Ca2+ was added at 0.2 mg/mL, the AST encapsulation effi-
ciency further rose to 73.55%, a 20% improvement over samples without Ca2+. Moreover, at a storage temperature of 4 ℃,  
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the retention rate of AST increased by 14% with Ca2+ addition. Under ultraviolet irradiation, 0.2 mg/mL Ca2+ provided the
most effective protection for AST within the nanodispersion, enhancing retention by 23% compared to those without Ca2+.
Furthermore, the retention rates of encapsulated AST in simulated gastric and intestinal fluids reached 78.35% and 67.18%,
respectively.  Ultraviolet  and  fluorescence  spectroscopy  analysis  revealed  that  Ca2+  enhanced  stability  by  influencing
hydrogen bonds and hydrophobic interactions in the nanodispersion through ionic bridging, electrostatic neutralization, and
conformational  regulation.  In  summary,  this  study  successfully  established  a  highly  stable  AST  nano-delivery  system
through the synergistic effect of SPI/CS composite wall materials and Ca2+, providing a theoretical basis for the application
of AST in the development of functional foods.
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虾青素（Astaxanthin，AST）是一种酮类类胡萝卜

素，红色固体粉末，不溶于水，可溶于乙醇、乙酸乙酯

和二甲基亚砜等有机溶剂[1]。AST具有优异的抗氧

化、抗癌和抗炎等生物学活性[2]，广泛应用于食品[3]、

药品[4] 和化妆品[5] 行业。AST的多种生理功能主要

源于其分子结构中存在的酮基、羟基和长链共轭不

饱和双键[6]。然而，这种特殊结构也使 AST对光、热

和氧等因素敏感，在加工储藏过程中不稳定，易发生

异构化和降解。由于水溶性差、在生物体内分散性

不佳等特性，AST存在生物利用率较低的问题，这极

大地限制了其实际应用[7]。研究发现，利用蛋白质和

多糖构建的复合纳米递送系统可显著提升虾青素的

稳定性，并能有效保护虾青素免受环境因素降解，还

可改善其水溶性和肠道吸收效率，使生物活性得到充

分发挥[8−10]。

壳聚糖（Chitosan，CS）是由几丁质脱乙酰得到的

一种线性多糖，由氨基葡萄糖通过 β-1,4糖苷键连接

而成的碱性多糖，具有增黏性、保湿性、生物相容性

等诸多优良特性，被广泛应用于复合输送系统。作为

地球上第二丰富的生物聚合物，CS在自然界含量很

高，仅次于纤维素[11]。CS因其公认的高生物相容性，

生物降解性和生物粘附性而被认定为制备纳米颗粒

的良好载体。CS中的氨基和羟基可以与蛋白质交联

形成稳定的复合物[12]，这种结合通过静电相互作用发

生，在颗粒的变性和聚集中提供干扰，使乳液更加稳

定继而获得更高的封装效率。带负电荷的蛋白质可

以与带正电荷的 CS分子产生静电相互作用，主要用

于生产负载营养保健品的聚电解质复合物[13]。Chen

等[14] 使用 CS和玉米醇溶蛋白交联形成纳米复合物

对槲皮素进行包埋，槲皮素在纳米复合物中表现出良

好的光、热和储存稳定性，并且玉米醇溶蛋白-CS纳

米复合物还可以控制消化过程中槲皮素的释放。

静电相互作用是蛋白质与多糖复合的主要驱动

力，但静电相互作用力较弱，并且纳米分散体因其颗

粒尺寸微小，具有极高的比表面积，容易发生聚集和

沉降，导致纳米分散体的稳定性较差[9]。多糖、蛋白

质等聚电解质可以与带有相反电荷的小分子通过离

子交联形成纳米颗粒[10]。离子交联法操作简便、条

件可控、细胞毒性低、生物相容性好、包封率高，已

广泛应用于医药、农业、环境和食品等领域[15−16]。

Ca2+通常作为离子交联剂，以提高递送体系的稳定

性。Teng等[17] 通过由 Ca2+诱导的离子凝胶化法，制

备包埋脂溶性维生素 D3的大豆分离蛋白（Soy pro-
tein isolates，SPI）和羧甲基壳聚糖复合纳米颗粒，包

封率高达 96.8%，并且使维生素 D3在胃肠道环境中

具有良好的控释效应。de Moura等[18] 用木槿提取

物、菜籽油和果胶制备了 W/O/W乳液，并以氯化钙

作为离子交联剂制备了木槿提取物花青素微胶囊，包

埋率高达 93.9%，并提高了花青素的稳定性。

因此，本文以 SPI和 CS为壁材制备 SPI/CS/
AST纳米分散体，评价不同 CS浓度的纳米分散体

对 AST包埋率的影响。进一步添加不同浓度的 Ca2+

使用离子交联法制备纳米分散体，通过形成稳态化纳

米分散体以提高虾青素的稳定性和保留率，并判断

SPI/CS/AST纳米分散体在形成过程中涉及的相互

作用机制，为 AST在食品领域的应用提供参考价值。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

AST（纯度 ≥96%）、CS（脱乙酰度≥90%）、胰

蛋白酶（10000 U/mg）、猪胆盐（生化试剂）　麦克林

生化技术有限公司；SPI（纯度≥91%）　江苏燕科生

物工程有限公司；乙醇、丙酮、乙酸、无水氯化钙（生

化试剂）　国药集团化学试剂有限公司；尿素（≥

99%）　中国山东有限公司；其他试剂均为分析纯。

XS205电子分析天平、FE20K pH计　梅特勒-
托利多仪器上海有限公司；UV-1800紫外分光光度

计　日本岛津有限公司；F-7000荧光光谱仪　日本

日立公司；FreeZone真空冷冻干燥机　美国 Lab-
conco公司；Thermo ST8R高速冷冻离心机　美国赛

默飞世尔科技公司；HJ-4磁力搅拌器、RV 8真空旋

转蒸发仪　德国 IKA公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   SPI/CS/AST纳米分散体的制备　参考 Zhao
等[19] 的方法制备 SPI/CS/AST纳米分散体并稍作修

改。将 SPI粉末溶解在蒸馏水中，在室温下充分搅

拌 1 h制得 1.0  mg/mL的 SPI溶液。将 CS用 2%
的乙酸溶解，按 0、0.4、0.6、0.8和 1.0 mg/mL的浓

度分别加入 SPI溶液中，充分混合后置于 80 ℃ 水

浴 20 min形成 SPI/CS复合物，冷却至室温备用。

将 AST溶于无水乙醇中，在室温避光的条件下磁力

第  47 卷  第  16 期 韩田田 ，等： 壳聚糖-Ca2+协同增强虾青素纳米分散体的稳定性及其机制探究 · 87 · 



搅拌 1 h，得到浓度为 300 μg/mL的 AST乙醇溶液，

按照 1:2（v/v）的比例混合 AST溶液和 SPI/CS复合

物。然后旋转蒸发除去乙醇，得到 SPI/CS/AST纳米

分散体。

 1.2.2   虾青素包埋率的测定　根据 Gu等[20] 的方法

并稍作修改。准确移取 1 mL纳米分散体于离心管

中，加入 2 mL丙酮，超声处理 5 min使颗粒充分破

碎，随后以 4000 r/min离心 10 min，收集上层有色丙

酮溶液。重复上述提取步骤直至有机相无色，合并所

有有机相后，于 475 nm波长处测定其吸光度值，试

验预先建立 AST丙酮溶液在 475 nm下的标准浓

度-吸光度标准曲线，通过样品测得吸光度对照标准

曲线换算得到对应 AST质量，即为被包埋 AST的

量。根据公式（1）计算包埋率。

包埋率(%) =
被包埋的 AST量
AST初始加入量

×100 式（1）

 1.2.3   Ca2+浓度优化　为了获得更加均一、稳定的纳

米分散体，先将 0.6 mg/mL的 CS溶液与 SPI溶液

按 1:1（v/v）充分混合，再将 AST溶液与 SPI/CS复

合物按 1:2（v/v）比例混合，得到 SPI/CS/AST纳米分

散体。在 SPI/CS/AST中分别加入 0.1、0.15、0.2、
0.25、0.3 mg/mL的 CaCl2，对照组加入等量的蒸馏

水，其他条件保持不变。以 AST包埋率为评价指标，

综合筛选最优 Ca2+添加浓度。

 1.2.4   纳米分散体的储存稳定性　将 1.2.3得到的

SPI/CS/AST纳米分散体密封在样品瓶中，分别在

4 ℃ 和 25 ℃ 的黑暗环境中储存 8周。每隔一周时

间取样 1 mL至离心管，向其中加入 2 mL丙酮，涡旋

混匀后超声处理 5 min，促使颗粒结构解离。然后将

混合液在 4000 r/min下离心 10 min，收集含有 AST
的上层溶液，重复上述步骤直至有机相呈无色。合并

所有有机相，于 475 nm波长处测定其吸光度值，然

后采用建立的虾青素标准曲线定量，计算纳米分散体

中 AST含量。根据公式（2）计算 AST的保留率。

AST保留率(%) =
C1

C0

×100 式（2）

式中：C1 和 C0 分别表示复合物中 AST的含量

（μg/mL）和为储存初始（第 0周）纳米分散体中 AST
含量（μg/mL）。

 1.2.5   纳米分散体的 pH稳定性　使用 0.1  mol/L
HCl或 0.1 mol/L NaOH溶液分别调节纳米分散体

的 pH至 3、5、7、9、11，静置 24 h。AST提取与保

留率测定参照 1.2.4。

 1.2.6   纳米分散体的热稳定性　样品分别在 60、
65、70、75和 80 ℃ 温度下水浴加热 30 min。AST
提取与保留率测定参照 1.2.4。

 1.2.7   纳米分散体的光稳定性　将 SPI/CS/AST纳

米分散体置于样品瓶中，放在在紫外灯下照射 1、2、
3、4和 5 h，AST提取与保留率测定参照 1.2.4。

 1.2.8   胃肠稳定性和生物可及性　使用模拟胃肠消

化模型测定纳米分散体的胃肠稳定性和生物可及性，

该模型基于以前的方法并稍作修改[21]。

首先制备模拟胃液（含 3.2 g/L胃蛋白酶，2.0 g/L

氯化钠，pH2.0）和模拟肠液（含 6.8  g/L  KH2PO4，

10.0  g/L猪胆盐和 5.0  g/L胰蛋白酶，pH7.0）。将

10 mL纳米分散体与 10 mL胃液混合。将混合物

的 pH调至 2.0，并在 37 ℃ 下以 100 r/min持续摇

动 2 h，每隔 0.5 h取出 2 mL消化液。模拟胃消化

后，加入等体积的肠液，并将体系的 pH调整到 7.0。

得到的混合物在摇床（37 ℃，100 r/min）中进一步消

化 4 h，每隔 1 h取出 2 mL消化液。用丙酮提取消

化液中的 AST，将混合物超声 5 min，在 8000 r/min

下离心 5 min后，收集含有 AST的上层溶液，重复进

行直到有机相无色。合并有机相，测量其在 475 nm

处的吸光度，根据 AST标准曲线和公式（3）计算模拟

胃肠消化过程中 AST的保留率。

AST保留率(%) =
C1

C0

×100 式（3）

式中：C1 和 C0 分别代表消化液中 AST的含量

（μg/mL）和消化起始未消化原液中 AST含量（μg/

mL）。

在模拟胃肠消化过程结束后，取出消化液 3 mL，

参照 1.2.4测定消化液中 AST含量，按照式（4）计算

AST生物可及性。

AST生物可及性(%) =
C2

C0

×100 式（4）

式中：C2 和 C0 分别代表胶束相中 AST含量（μg/

mL）和消化起始纳米分散体中 AST含量（μg/mL）。

 1.2.9   表面疏水性分析　参考 Zhang等[22] 描述的

ANS探针方法测定 Ca2+优化后的 SPI/CS/AST纳米

分散体的表面疏水性。首先将 ANS溶于 0.1 mol/L

磷酸盐缓冲溶液（pH6.0），使其浓度达到 8 mmol/L。

采用 Bradford法测定样品蛋白含量，随后用蒸馏水

将待测样品稀释为蛋白终浓度 0.1、0.2、0.3、0.4、

0.5 mg/mL的系列梯度溶液。取 3.0 mL不同蛋白浓

度的样品液，分别加入 15 μL ANS储备液混匀，室温

避光孵育 15 min；采用酶标仪在激发波长 365 nm、

发射波长 485 nm条件下测定各组荧光强度。计算

荧光强度和样品蛋白质浓度之间的斜率，即为表面疏

水性 S0-ANS。

 1.2.10   紫外光谱分析　使用紫外可见分光光度计

在 230~600  nm的波长范围内对不同 Ca2+浓度的

SPI/CS/AST纳米分散体的紫外吸收光谱进行扫描。

 1.2.11   荧光光谱分析　荧光光谱按照 Liu等[23] 的

方法进行测定，并稍作修改。将激发波长设置为

280 nm，发射波长范围设置为 300~450 nm，在室温

下记录不同 Ca2+浓度 SPI/CS/AST纳米分散体的荧

光光谱。
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 1.3　数据处理

所有实验均重复三次，结果表示为平均值±标准

偏差。使用 Origin 2022和 SPSS 27软件进行统计

图绘制与差异性分析，P<0.05为差异显著。

 2　结果与分析

 2.1　CS浓度对 AST包埋率的影响

从图 1中可以看出，不同 CS浓度下，SPI/AST
纳米分散体均呈现出澄清透明的橘红色外观。随着

CS浓度的升高，溶液颜色由深变浅，并且 SPI/CS/
AST纳米分散体对虾青素的包埋率呈先增后减趋势，

当 CS浓度为 0.6 mg/mL时达到最高，为 59.57%，比

不加 CS时提升了 11%。说明 CS的添加促进了

SPI/CS复合物与 AST的结合，这是由于 SPI带负电

荷，而 CS带正电荷，在复合物的合成中，CS和 SPI
在静电引力下发生凝聚作用，对 AST进行更好的包

埋[24]。CS浓度继续增加至 0.8 mg/mL时，纳米分散

体的包埋率下降至 57.93%。说明随着 CS浓度的增

高，生成的凝聚物增多，多余的 CS所带的正电荷会

破坏体系的电荷平衡，从而导致包埋率下降[24]。
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图 1    不同浓度的 CS对 AST包埋率的影响
Fig.1    Effect of different concentrations of CS on AST

encapsulation rate
注：不同小写字母表示样品间的显著性差异（P<0.05），图 2、
图 7、图 8同。
 

 2.2　Ca2+对虾青素包埋率的影响

图 2所示，当 SPI/CS/AST纳米分散体形成后，

在不同 Ca2+浓度下，溶液均呈现出澄清透明的淡粉

色外观。随着 Ca2+浓度升高，溶液颜色由深变浅。

在 Ca2+浓度为 0.2 mg/mL时，SPI/CS/AST纳米分散

体的外观颜色最深。这与测定的数据结果相一致，

当 Ca2+浓度为 0 mg/mL时，SPI/CS/AST纳米分散体

中 AST的包埋率仅为 61.09%。随着 Ca2+浓度的增

加，包埋率呈现先上升后下降的趋势。在 Ca2+浓度

为 0.2  mg/mL时，SPI/CS/AST纳米分散体中 AST
的包埋率达到最大，为 73.55%，比不加 Ca2+时提高

了 20%。说明在该浓度下形成的纳米颗粒较小，增加

了纳米粒子的数量，包埋了更多的 AST，减少粒子表

面残余的 AST，进而提高了复合物的包埋率[25]。但

当 Ca2+浓度增加至 0.3 mg/mL时，AST的包埋率下

降至 58.12%，显著（P<0.05）低于对照组。Ca2+浓度

的增加会导致体系 pH降低，引起大豆分离蛋白的沉

降，表面电荷变弱，从而导致 SPI与 CS间的静电引

力变弱[26]，因此随着体系中 Ca2+浓度的持续增加，体

系中形成的纳米复合物逐渐减少，导致包埋的 AST

减少，体系中残余的 AST增多。
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图 2    Ca2+浓度对虾青素包埋率的影响
Fig.2    Effect of Ca2+ concentration on AST encapsulation rate
 

 2.3　Ca2+对 SPI/CS/AST纳米分散体储存稳定性的

影响

储存稳定性是评价一个递送系统是否能应用于

实际生产的最关键指标之一。图 3为不同 Ca2+浓度

下 SPI/CS/AST纳米分散体分别在 4 ℃ 和 25 ℃ 条

件下储存 8周的 AST保留率。在 4 ℃ 下储存 8周

后，不含 Ca2+的 SPI/CS/AST纳米分散体中 AST的

保留率仅为 69.16%。当 Ca2+浓度达到 0.2 mg/mL

时，AST的保留率最高，为 79.27%，比不加 Ca2+时提

高了 14%。在 25 ℃ 下储存 8周后，不含 Ca2+的纳

米分散体中 AST的保留率为 64.15%，随着 Ca2+浓

度的升高，SPI/CS/AST纳米分散体中 AST的保留

率有所提高，同样，在 Ca2+浓度为 0.2  mg/mL时，

AST的保留率最高为 73.67%，比不加 Ca2+时提升了

15%。Ca2+与蛋白质和多糖中的羧基、羟基等基团具

有交联作用[27]，增强网络结构[28]，提高纳米分散体的

稳定性。同时，Ca2+能够与水分子结合形成稳定的水

化层[29]，阻止颗粒相互靠近，进而降低颗粒聚集速度，

增强储存稳定性。可见，在 Ca2+浓度为 0.2 mg/mL

的情况下，4 ℃ 时储存的纳米分散体中 AST的保留

率高于 25 ℃ 条件下的。低温能够降低 SPI和 CS

的分子热运动速率，维持二者间静电以及氢键相互作

用的稳定性，使纳米载体的核壳结构保持致密[30]。因

此，SPI/CS/AST纳米分散体更适于在 4 ℃ 条件下储

存，并且 0.2 mg/mL Ca2+能够显著增加 SPI/CS/AST

纳米分散体在储存过程中 AST的保留率。
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 2.4　Ca2+对 SPI/CS/AST纳米分散体 pH稳定性的

影响

复合体系中蛋白质和多糖带电基团的解离程度

会受 pH变化的影响[31]，进而影响纳米分散体的结构

和稳定性。因此，在添加不同浓度 Ca2+的基础上，探

究了 pH对 SPI/CS/AST纳米分散体稳定性的影

响。从图 4中可以看出，在不同 pH条件下，Ca2+提

高了 SPI/CS/AST纳米分散体的稳定性。随着 Ca2+

浓度的升高，AST保留率均呈现先上升后下降的趋

势，并在 Ca2+浓度为 0.2 mg/mL、pH为 7时 AST的

保留率达到最高，为 95.22%，比不加 Ca2+时提高了

5%。可以看出，在中性条件下，SPI/CS/AST纳米分

散体最稳定。与不加 Ca2+相比，Ca2+显著提高了

SPI/CS/AST纳米分散体中 AST在不同 pH环境下

的保留率。但在 pH为 3、9和 11的环境下，AST仍

降解较多。在 pH为 3的酸性条件下，SPI因过度带

正电发生解聚，使 AST暴露，降解加速[32]。在 pH为

9和 11的碱性条件下，CS因去质子化从水溶性转为

疏水性，纳米分散体发生团聚沉淀。同时，SPI因过

度带负电变性沉淀，加速 AST与氧气接触，从而发生

降解[33]。而 pH为 5的环境下，虽然 Ca2+的添加使纳

米分散体的 AST保留率较高，但此时 pH接近 SPI

的等电点，颗粒容易聚集沉淀[34]，破坏纳米分散体的

稳定性。因此，SPI/CS/AST纳米分散体更适于在中

性环境下应用。

 2.5　Ca2+对 SPI/CS/AST纳米分散体热稳定性的影响

含纳米分散体的食品在制备和消费过程中，会经

过热处理，如消毒、巴氏杀菌和蒸煮等[35]，经过热处

理后蛋白质分子发生聚集，使其原有的优良功能性质

变差[36]，影响纳米分散体对 AST的包埋效果。图 5

为不同 Ca2+浓度下 SPI/CS/AST纳米分散体分别在

60、65、70、75和 80 ℃ 水浴加热条件下 AST保留

率的变化情况。随着温度的升高，SPI/CS/AST纳米

分散体中 AST的保留率呈现下降趋势。而添加适

当浓度的 Ca2+有效地提高了 AST的保留率，增强了

SPI/CS/AST纳米分散体的稳定性，且当 Ca2+浓度为

0.2 mg/mL、温度为 60 ℃ 时，AST的保留率最高，达

到 89.17%，比不加 Ca2+时提高了 4%。Ca2+与蛋白

质结合能够提高蛋白质的热变性温度，增强对高温

的耐受性[37]。同时，Ca2+促进分子间交联，形成更紧

密的网络结构，减少高温下的分子运动，防止纳米分

散体的稳态化结构被破坏[28]。
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图 5    Ca2+浓度对 SPI/CS/AST纳米分散体热稳定性的影响
Fig.5    Effect of Ca2+ concentration on thermal stability

of SPI/CS/AST nanodispersion
 

 2.6　Ca2+对 SPI/CS/AST纳米分散体光稳定性的影响

郭红星等[38] 在研究光照对虾青素稳定性影响

时，做了多种光照条件下虾青素的含量变化，发现太

阳光和紫外光照射对虾青素的影响程度相当，且这两

组的虾青素含量下降得也最为显著。因此，研究了不

同 Ca2+浓度下 SPI/CS/AST纳米分散体在紫外照射

1、2、3、4、5 h时的虾青素保留率（图 6）。在紫外照

射条件下，SPI/CS/AST纳米分散体中 AST的保留

率均出现大幅下降，并且照射的前 2 h下降速度较

快，随着时间的延长，下降速度趋于平缓。紫外照射

5 h时，不含 Ca2+的 SPI/CS/AST纳米分散体中 AST

的保留率仅为 42.04%，当 Ca2+浓度为 0.2  mg/mL，

AST的保留率达到最高，为 51.52%，比不加 Ca2+时

提高了 23%。Ca2+能够与紫外照射产生的自由基反

应[39]，减少自由基对蛋白质和多糖的氧化损伤，从而

保护纳米分散体的结构完整性。
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图 3    不同 Ca2+浓度处理 SPI/CS/AST纳米分散体的
储存稳定性分析

Fig.3    Storage stability analysis of SPI/CS/AST nanodispersion
treated with different Ca2+ concentration

注：A：4 ℃；B：25 ℃。
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 2.7　胃肠消化稳定性与生物可及性分析

图 7A中可以看出，在模拟胃肠道消化过程

中，AST的保留率均有所下降。2 h的模拟胃液消

化，对于 Ca2+浓度为 0 mg/mL的纳米分散体，AST

的保留率仅为 72.34%，随着 Ca2+浓度的增加，SPI/

CS/AST纳米分散体中 AST的保留率先增加后减

少，在 0.2 mg/mL时达到最高，此时 AST保留率为

78.35%。模拟肠液消化 4 h后，Ca2+浓度为 0.2 mg/

mL时，SPI/CS/AST纳米分散体中的 AST保留率仍

最高，为 67.18%，比不加 Ca2+时提高了 13%，Ca2+可

以与 SPI/CS分子链上的羟基通过氢键作用增强网

络致密性，使纳米分散体的三维结构更稳定，减少胃

酸、胃蛋白酶对 AST的直接破坏[40]。

图 7B显示，当 Ca2+浓度为 0 mg/mL时，纳米分

散体中 AST的生物可及性为 40.01%，随着 Ca2+浓
度的增加，SPI/CS/AST纳米分散体中 AST的生物可

及性显著增加（P<0.05），在 0.2 mg/mL时达到最高，

此时 AST生物可及性为 59.01%。Ca2+可与 SPI中
的-COOH及 CS中的-NH2 形成离子键或配位键，充

当分子桥连接 SPI与 CS分子链。这种交联作用会

改变纳米分散体的空间网络结构，使其粒径分布更

均匀、表面电荷更稳定，从而在胃肠道消化过程中

减少 AST的提前泄漏，促进其在吸收部位的可控释

放[41]。但当 Ca2+浓度高于 0.2 mg/mL时，纳米颗粒之

间的静电斥力减小，发生过度聚集，从而减小了 AST
与消化酶的接触面积，降低 AST的生物可及性[42]。

 2.8　表面疏水性分析

从图 8中可以看出，与不添加 Ca2+相比，当 Ca2+

浓度为 0.2 mg/mL时，SPI/CS/AST纳米分散体的表

面疏水性显著提高（P<0.05），稳定性强[43]。疏水性的

增强使蛋白质分子的移动与伸展减少，构建出更为稳

固的结构。Ca2+可通过离子键作用改变蛋白表面氨

基酸残基所处微环境，调控蛋白构象变化，最终实现

颗粒表面疏水性与体系稳定性的同步改善[44]。
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图 8    Ca2+浓度对 SPI/CS/AST纳米分散体表面疏水性的影响
Fig.8    Effect of Ca2+ concentration on surface hydrophobicity

of SPI/CS/AST nanodispersion
 

 2.9　紫外光谱和荧光光谱分析

从图 9A中可以看出，在波长扫描范围内，不同

Ca2+浓度的 SPI/CS/AST纳米分散体展现出相似的

紫外吸收光谱特征，均在 245 nm处出现明显吸收

峰。这是因为蛋白质分子中，色氨酸、酪氨酸和苯丙

氨酸残基因含有共轭 π电子体系，能够产生 π-π跃

迁，从而引发紫外吸收现象[45]。随着 Ca2+浓度的增

加，纳米分散体的紫外吸收强度有所上升，当 Ca2+浓
度为 0.2 mg/mL时，纳米分散体的紫外吸收强度达到

最高。此时复合物的构象有序性与分散性达到平衡，

既保证氨基酸残基的充分暴露，又避免颗粒团聚[46]。

从图 9B中可以看出，所有组别中 SPI/CS/AST
纳米分散体的内源荧光光谱均呈现下降趋势。无

Ca2+时，荧光强度最高，因为 SPI/CS的分子链因静电

排斥保持良好分散，避免荧光基团间的近距离相互作
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图 6    Ca2+浓度对 SPI/CS/AST纳米分散体紫外照射
稳定性的影响

Fig.6    Effect of Ca2+ concentration on UV irradiation stability
of SPI/CS/AST nanodispersion
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图 7    Ca2+浓度对 SPI/CS/AST纳米分散体中 AST的模拟
胃肠消化稳定性（A）和生物可及性（B）的影响

Fig.7    Effects of Ca2+ concentration on simulated gastroin-
testinal digestion stability (A) and bioaccessibility (B)

of AST in SPI/CS/AST nanodispersion
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用，降低了表面缺陷对荧光的吸附或猝灭 [47]。在

Ca2+浓度为 0.2 mg/mL时，荧光强度高于其他加 Ca2+

组。说明 Ca2+浓度的增加促进了 SPI的变性和肽链

的展开，使得蛋白质内部芳香族氨基酸转移到表面，

导致荧光强度的增加[48]，但纳米颗粒因 Ca2+桥连开始

轻微聚集（粒径增大），导致荧光仍低于无 Ca2+状态。

 3　结论
本研究制备了负载 AST的 SPI/CS复合纳米颗

粒，当 CS浓度为 0.6 mg/mL时，纳米分散体中虾青

素的包埋率最大，为 59.57%，比不加 CS时提高了

11%。进一步研究表明，添加 0.2 mg/mL Ca2+可显著

提高 AST包埋率，达 73.55%，比不加 Ca2+时提高了

20%。此外，在此条件下纳米分散体在储存及加工过

程中（pH、温度、光照条件下）的稳定性显著增强，且

表现出最佳的胃肠消化稳定性与生物可及性。表面

疏水性和多光谱分析表明，CS与 SPI通过氢键和疏

水相互作用形成稳定复合物，实现了对 AST的有效

包埋。综上，本研究通过在 SPI/AST纳米分散体中

引入 CS和 Ca2+，有效改善了体系稳定性和 AST保

留率，为 AST包埋递送体系在食品加工中的应用提

供了理论依据。
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