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摘要：为探究卵清蛋白（Ovalbumin，OVA）包封对多酚类物质的稳定性和抗氧化活性的影响，该文以 OVA 作递送载体，疏水

性多酚山奈酚（Kaempferol，KAE）与亲水性多酚单宁酸（Tannic acid，TA）为活性包埋成分，制备 OVA-TA、OVA-KAE 和 OVA-TA-KAE

复合纳米颗粒，对其理化性质和抗氧化活性进行表征。结果表明，OVA 对 KAE 和 TA 具有较好的包封效果；KAE 提高了纳米颗粒

的热稳定性；TA 提高了其结构稳定性和抗氧化活性，使 OVA 更好地包埋两种多酚。粒径和 zeta 电位、内源性荧光分析、傅里叶变

换红外光谱、X 射线衍射和扫描电镜结果表明，KAE/TA 被很好的包封于 OVA 中，三种纳米颗粒结构稳定、均匀分散；OVA 与 TA

结合较好，蛋白质结构稳定性最高，且蛋白质保持了稳定的三维结构。差示扫描量热法分析表明，KAE 增强了纳米颗粒空间结构的

热稳定性。总酚含量和抗氧化活性分析表明，OVA 包封抑制了多酚降解，其中 OVA-TA-KAE 的总酚含量和 DPPH 清除能力分别为

141.33 mg/g 和 4 909.36 μmol Trolox/g。该研究为 OVA纳米颗粒负载 KAE/TA 提供了新见解，评估了 OVA 封装保护 KAE 和 TA 抗氧

化活性的有效性和可行性。 
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Abstract To investigate the effect of ovalbumin (OVA) encapsulation on the stability and antioxidant activity of polyphenolic compounds, 

OVA was used as a delivery carrier, with the hydrophobic polyphenol kaempferol (KAE) and the hydrophilic polyphenol tannic acid (TA) as the 

active compounds. OVA-TA, OVA-KAE, and OVA-TA-KAE composite nanoparticles were prepared, and their physicochemical properties and 

antioxidant activities were characterized. The results indicated that OVA exhibited good encapsulation efficiency for both KAE and TA. KAE 

enhanced the thermal stability of the nanoparticles, while TA improved their structural stability and antioxidant activity, leading to better 

encapsulation of the two polyphenols by OVA. Particle size, zeta potential, intrinsic fluorescence analysis, Fourier transform infrared 

spectroscopy (FTIR), X-ray diffraction (XRD), and scanning electron microscopy (SEM) results showed that KAE/TA were effectively 

encapsulated within OVA, and the three nanoparticles were structurally stable and uniformly dispersed. OVA formed a good bond with TA, 

resulting in the highest protein structural stability, with the protein maintaining a stable three-dimensional structure. Differential scanning 

calorimetry (DSC) analysis indicated that KAE enhanced the thermal stability of the nanoparticle's spatial structure. The total phenol content, 

DPPH radical scavenging activity, ABTS+ radical scavenging activity, and FRAP antioxidant activity, measured by the Folin-Ciocalteu method, 
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revealed that OVA encapsulation inhibited the degradation of polyphenols. Among them, OVA-TA-KAE exhibited total phenol content and 

DPPH scavenging activity of 141.33 mg/g and 4 909.36 μmol Trolox/g, respectively. This study provides new insights into the loading of 

KAE/TA in OVA nanoparticles and evaluates the effectiveness and feasibility of OVA encapsulation in protecting the antioxidant activity of 

KAE and TA. 
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纳米颗粒能够穿透生物膜屏障，可作为药物以及健康和营养产品的潜在递送载体[1]。纳米材料已被证明可以

保护被包裹的成分免受酶攻击，提高其水溶性和口服生物利用度，进行可控释放和靶向递送[2]。蛋白质是一种两

亲性生物聚合物，由于其低毒性和生物相容性，被认为是制备纳米级递送载体的理想材料[3]。目前已有玉米蛋白、

大豆蛋白、小麦醇溶蛋白等多种蛋白质被用于制备蛋白质纳米颗粒作亲脂性药物载体，但由于构建纳米颗粒的醇

溶蛋白在没有表面活性剂的情况下水溶性低，蛋白质类纳米颗粒在食品工业中的应用受到限制。 

卵清蛋白是一种典型的优质球蛋白，由 β-乳球蛋白、α-乳白蛋白、血清白蛋白、免疫球蛋白、溶菌酶和乳铁

蛋白组成，其中 β-乳球蛋白含量最高，约占 60%
[4]。卵清蛋白水溶性高，易消化，具有自组装性和两亲性，其带

电氨基酸基团的疏水性让它可作为脂类活性物质的高效载体[5]。OVA 与多酚的非共价相互作用会影响其结构和界

面性质。因此，有必要分析 OVA 与其分子之间的相互作用。研究表明，将姜黄素封装在卵清蛋白纳米颗粒中可

以保护其抗氧化活性[6]。此外，基于姜黄素-卵清蛋白纳米颗粒的双荧光反向靶向药物递送系统可用于过敏治疗，

这为卵清蛋白作为嵌入载体的应用提供了一定理论基础[7]。山奈酚是一种天然疏水多酚类黄酮，具有抗炎和抗氧

化作用，已被用于预防和治疗骨质疏松症、糖尿病和动脉粥样硬化，保护肝脏、神经和心肌[8]。但山奈酚水溶性

较差且遇水易迅速降解，因此，通过纳米材料包封提供内部疏水的微环境可有效提高山奈酚的溶解性和稳定性。

已有研究通过分子对接和分子动力学技术预测了 α-乳白蛋白和山奈酚的结合亲和力和稳定性，且由于山奈酚溶解

度的提高，其复合物的抗氧化能力高于单独使用山奈酚[9]。单宁酸是常见的亲水性多酚化合物，单宁酸分子通过

氢键和疏水基团与蛋白质相互作用，表现出独特的理化性质和生物活性，在药物递送、表面改性和制备其他材料

中发挥着重要作用[10]。已有研究表明，卵清蛋白可与单宁酸结合提高其稳定性并降低其乳化能力[5]。 

该文通过将疏水性多酚山奈酚和亲水性多酚单宁酸封装在卵清蛋白中，以探究卵清蛋白对不同类型多酚物质

结构和稳定性的影响，通过卵清蛋白作多酚载体制备了 OVA-TA、OVA-KAE 和 OVA-TA-KAE 复合纳米颗粒，

其中单宁酸加强了卵清蛋白与山奈酚的相互作用，有效地控制了卵清蛋白的自装载行为，以更好地嵌入两种类型

的多酚，制备稳定的 OVA-KAE-TA 复合纳米颗粒，通过 OVA-KAE-TA 与 OVA-KAE 和 OVA-TA 对比，探究其

三者之间的相互影响，提高对两种多酚的包埋和保护作用。研究的流程图如图 1 所示。该研究为 OVA 纳米颗粒

负载不同理化性质的多酚类物质提供了新的见解，并评估了 OVA 封装保护 KAE 和 TA 抗氧化活性的有效性和可

行性，为制药和食品行业中纳米颗粒负载活性物质的进一步应用提供理论参考。 

 

图1 卵清蛋白包封山奈酚和单宁酸纳米颗粒的流程图 

Fig.1 Flowchart of ovalbumin-encapsulated nanoparticles of kaempferol and tannic acid 

1  材料和方法 

1.1  材料与试剂 
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卵清蛋白（鸡蛋白的白蛋白，氮含量≥12.5%，干基总蛋白≥80%，相对分子质量小于 1 000≥80%，4.43~4.66 pI；

纯度≥80%）、DPPH（1,1-二苯基-2-三硝基苯肼）、ABTS（2,2'-联氮-双-3-乙基苯并噻唑啉-6-磺酸），北京索莱宝科

技有限公司；山奈酚（提取自一种褐藻，≥97%）、单宁酸（≥99.7%）、过硫酸钾（≥99.5%）、铁氰化钾（≥99.0%）、

无水三氯化铁（≥97.0%），上海阿拉丁生化科技股份有限公司；Folin 酚试剂，合肥博美生物科技有限公司；其他

分析纯试剂购自国药集团化学试剂有限公司。 

1.2  仪器与设备 

KQ-400KDE 超声处理器，昆山超声仪器有限公司；Scimitar 2000 FTIR，美国安捷伦科技有限公司；90Plus

纳米粒度分析仪，美国布鲁克海文仪器公司；Ultima IV X 射线衍射仪，日本理学株式会社；970 CRT 荧光分光光

度计，中国精密科学仪器有限公司；Q2000 差示扫描量热仪，美国沃特世公司；S-4800 扫描电子显微镜、E-1045

离子溅射器，日本株式会社日立制作所；UV-2550 紫外-可见分光光度计，中国尤尼柯仪器有限公司。 

1.3  OVA纳米颗粒的制备 

反溶剂法制备 OVA 纳米颗粒[6]。将 10 g/L 的 OVA 溶解在去离子水中，室温搅拌 2 h，然后放置在冰箱（4 ℃）

过夜确保其充分水合。KAE 和 TA 分别溶解在 70%乙醇和去离子水中，超声辅助溶解处理得到 KAE 和 TA 溶液，

避光保存直至使用。将 KAE 溶液和 TA 溶液混合后或分别加入到 OVA 溶液中（1:1，V/V），使溶液中蛋白质与多

酚的比例为 5:3（m/m），混合物在室温避光搅拌 24 h，然后使用旋转蒸发器在 40℃下蒸发溶液以去除乙醇，并用

去离子水补充损失的体积。三种纳米颗粒粉末（OVA-TA、OVA-KAE 和 OVA-TA-KAE）使用前需冷冻干燥（上

述比例通过预实验结果优化确定）。 

1.4  纳米颗粒的表征 

1.4.1  粒径和 Zeta 电势 

分析前，纳米颗粒用去离子水分散，以避免多重散射效应[11]。使用 Zeta 电位及粒度分析仪在 25 ℃和固定角

度 90°下测量 0.1 g/L 纳米颗粒溶液的粒径和 Zeta 电位。 

1.4.2  内源性荧光测量 

制备含有 0.2 g/L 蛋白质的样品溶液，用荧光分光光度计进行分析。以卵清蛋白分子中的荧光基团作探针，激

发光狭缝宽度 10 nm，发射光狭缝宽度 5 nm，激发波长 295 nm，发射波长 295~500 nm
[12]。 

1.4.3  傅里叶变换红外光谱 

参考 Foegeding
[13]的方法，分析纳米颗粒的二级结构。将 1 mg 冻干样品和 100 mg 干燥的 KBr 在玛瑙研钵中

研磨成均匀粉末后压片，然后在样品室中扫描并分析收集数据，波长范围 4 000~500 cm
-1，分辨率 2 cm

-1。 

1.4.4  差示扫描量热法 

参考 Cao 等[14]的方法，使用差示扫描量热仪确定样品的热收缩温度和热焓。将 5 mg 冷冻干燥样品称重后放

入 DSC 铝盘，并用盖子密封，空铝盘作对照。初始温度 20 ℃，结束温度 200 ℃，加热温度 15 ℃/min。 

1.4.5  X 射线衍射 

通过 CuKα 辐射扫描样品的晶体结构，扫描范围为 5~50°（2θ），扫描速度为 10°/min
[15]，X 射线发生器的管

电流和工作电压分别为 40 mA 和 40 kV。 

1.4.6  扫描电镜 

使用扫描电子显微镜（Scanning electron microscope，SEM）观察样品的微观结构。利用离子溅射将样品镀金

处理，使样品颗粒具有导电性。在 3.0 kV 电压下，以合适的放大倍数观察样品的形态特征。 

1.5  福林酚法测定总酚含量 

制备 0.2 g/L KAE/TA 标准溶液，稀释至不同的浓度，每种稀释液各取 1 mL 与 1 mL 0.25 mol/L Folin-酚试剂充

分混合，室温放置 3 min 后向上述混合液中加入 2 mL 15% Na2CO3溶液，充分摇匀后室温静置 30 min，在 760 nm

处测量吸光度并绘制酚标准曲线（以 15% Na2CO3溶液作空白对照）[16]。同理，测定 1 g/L OVA 纳米粒子溶液的

吸光度，并根据酚标准曲线计算样品的总酚含量。 
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1.6  抗氧化活性分析 

1.6.1  DPPH 自由基清除活性 

制备 0.05 g/L DPPH 乙醇溶液和 1 g/L Trolox 溶液。用无水乙醇稀释 Trolox 溶液，使其浓度分别为 40、35、

30、25、20、10 和 5 µmol/L。分别将 2 mL DPPH 溶液和 2 mL 样品混合，记作实验组；2 mL 无水乙醇和 2 mL 测

试样品混合，记作对照组；2 mL DPPH 溶液和 2 mL 无水乙醇混合，记作空白组。将上述 3 组混合液室温避光放

置 30 min 后，在 517 nm 处测吸光度，结果以 μmol Trolox/g 表示[17]。 

1.6.2  ABTS
+自由基清除活性 

将 7 mmol ABTS 无水乙醇溶液和 2.5 mmol K2S2O4溶液等体积混合，室温避光放置 16 h 后形成 ABTS
+自由基

储备液，用无水乙醇稀释，得到 734 nm 处吸光度为 0.70±0.02 的 ABTS
+自由基工作液。分别将 1 mL ABTS

+和 3 mL

样品混合，记作实验组；1 mL 无水乙醇和 3 mL 样品混合，记作对照组；1 mL ABTS
+
 3 mL 无水乙醇混合，记作

空白组。将上述 3 组混合液于室温避光条件下放置 30 min，在 734 nm 处测量吸光度，结果以 μmol Trolox/g 表      

示[2]。 

1.6.3  铁离子还原能力 

取 1 mL 0.1g/L 无水乙醇样品溶液、2.5 mL 0.2 mol/L PBS（pH 值 6.6）和 2.5 mL 1%高铁氰化钾混合，在 50 ℃

水浴中反应 20 min，置于 4 ℃冰箱冷却，向混合物中加入 2.5 mL 10%三氯乙酸后充分摇匀，将上述 2.5 mL 混合

物与 2.5 mL 去离子水和 0.5 mL 0.1%氯化铁混合，室温下反应 15 min，在 700 nm 处测量吸光度，结果以 μmol 

Trolox/g 表示[18]。 

1.7  数据处理与分析 

所有实验均重复三次。采用 OMNIC 8.2 分析 FTIR 结果。TA Universal Analysis 评估变性温度和转换焓。SPSS 

22.0 进行数据分析和方差分析（ANOVA），Duncan 多重范围检验比较均值，P<0.05 表示存在显著差异。所有图

表用 OriginPro 9.0 绘制。 

2  结果与分析 

2.1  纳米颗粒的表征 

2.1.1  粒径和 Zeta 电位分析 

样品颗粒的粒径和 Zeta 电位如图 2A 所示，0.1 g/L OVA、OVA-TA、OVA-KAE 和 OVA-TA-KAE 纳米颗粒溶

液的有效粒径和 zeta 电位分别为 150.68、286.56、345.7 和 337.44 nm，以及-40.84、-31.48、-23.93 和-26.46 mV，

这个结果高于喷雾干燥封装橄榄叶提取物中酚类化合物（0.25~20 µm）[19]。研究表明，蛋白质溶液的 Zeta 电位受

蛋白质表面正负电荷氨基酸的暴露情况影响，更大的|ζ|值表示蛋白质分子表面有更多的电荷，溶液中分子间的斥

力更强，有助于形成稳定的系统[20]。OVA 是一种大型蛋白质，其表面的许多极性基团如氨基、羟基和羧基等，使

其具有高度的电荷性[21]和较低的有效粒径，这表明蛋白质聚集被抑制，系统具有更高的稳定性。图 2A 中 OVA 的

|ζ|值最大，有效粒径最小，表明该溶液系统非常稳定，OVA 在水溶液中具有良好的稳定性。相比之下，OVA-KAE

的|ζ|值最小，粒径最大，表明 OVA-KAE 的系统稳定性较弱。OVA-TA 由于 TA 呈酸性改变了 OVA-TA 溶液的 pH

值，并影响了|ζ|值，与其他两种纳米粒子溶液相比，OVA-TA 的粒径更小，表明 OVA-TA 具有更稳定的系统[22]。

OVA-TA-KAE 的粒径变化和稳定性介于上述两种纳米粒子之间。结果表明，添加 TA 增强了 OVA 和 KAE 之间的

相互作用，从而提高了嵌入效果。 

2.1.2  内部荧光光谱分析 

卵清蛋白-多酚纳米颗粒的内部荧光光谱变化如图 2B 所示。色氨酸是荧光检测的基础，当它被埋藏在 OVA

内部时，由多种非极性氨基酸残基包围的局部微环境的极性较外部水溶液的极性弱[2]；荧光峰位置（λmax）会向较

短波长偏移（蓝移）。由图 2B 可知，样品的荧光强度OVA-KAE>OVA-TA>OVA-TA-KAE>OVA（分别为 657.2±11.44、

464.4±0.03、259.9±0.35 和 190.5±0.67）。这可能是由于蛋白质与多酚结合后，蛋白质分子的伸展和形变增大，暴

露了更多色氨酸残基，从而增强了内部荧光[23]。而蛋白质变性过程中，OVA 的荧光峰位置出现红移，芳香族氨基
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酸的侧链逐渐暴露在水溶液中，芳香族氨基酸的环境极性逐渐增加，OVA 荧光发射峰的 λmax也随之增加[24]，λmax

的红移增加（OVA-KAE、OVA-TA、OVA-TA-KAE 和 OVA 的 λmax分别为 392.6±0.87、377.7±0.75、376.6±0.61 和

356.1±3.07 nm），表明蛋白质在变性过程中的构象变化更大[25]，在玉米醇溶蛋白/酪蛋白/海藻酸钠纳米颗粒中封装

姜黄素也有相似变化[1]。三种纳米颗粒的荧光峰位置显示出不同程度的红移，说明 OVA-KAE 纳米颗粒的结构变

化最大，其次是 OVA-TA-KAE 和 OVA-TA 纳米颗粒。结果表明，TA 的添加减少了 OVA 芳香族氨基酸侧链的暴

露，并减弱了 OVA 在 OVA-KAE 纳米颗粒中的结构变化。 

 

图2 纳米颗粒的Zeta电位、粒径和内在荧光光谱的变化 

Fig.2 Changes in zeta potential effective diameterand and intrinsic fluorescence spectra of nanoparticles 

注：图中不同字母表示在 P<0.05 时存在显著差异。 

2.1.3  傅里叶变换红外光谱分析 

不同 OVA-多酚纳米颗粒的傅里叶变换红外光谱（Fourier Transform Infrared Spectrometer，FTIR）如图 3A 所

示。峰值位置和光谱的详细信息见表 1。图 3A 的 FTIR 显示 OVA-多酚纳米颗粒具有特征性的红外吸收峰，包括

酰胺 A 和 B 带、I、II 和 III 带[26]。OVA-TA、OVA-KAE 和 OVA-TA-KAE 的酰胺 A 带相对于 OVA 出现红移，这

是由于蛋白质亚氨基和酚羟基间存在伸缩振动组合，这表明酚羟基参与了 OVA 与多酚的反应。酰胺 B 带是由于

-CH 引起的不对称伸缩振动[27]。 

通常情况下，FTIR 可用于表征蛋白质分子间的非共价相互作用，反映了蛋白质二级结构的变化，酰胺 I 和 II

带主要反映了肽链的弯曲振动和伸缩振动[28]，酰胺 III 带是甘氨酸和脯氨酸残基的-CH 特征振动峰，表明 OVA 在

OVA-多酚复合物中保持了完整的三螺旋结构，而酰胺 I 带对蛋白质二级结构的定量和变化更灵敏[29]。不同纳米颗

粒的蛋白质二级结构含量基于酰胺 I 区不同二级结构对应峰面积的比较计算得出，如图 2B 所示，OVA 的 α-螺旋、

β-折叠、β-转角和无规卷曲含量分别为 52.66%、21.42%、15.60%和 10.0.06%和 1.31%。α-螺旋和无规卷曲分别代

表有序和无序松散的 OVA 结构。其中，OVA-TA-KAE 中的 α-螺旋含量最高，无规卷曲含量最低，这表明添加 TA

抑制了 OVA-KAE 有序结构的破坏，有助于 OVA-TA-KAE 形成最稳定的蛋白质结构[30]。 

 

图3 纳米颗粒的红外光谱和酰胺I区的OVA二级结构含量 

Fig.3 Infrared spectra and secondary structure content of OVA from amide I region of nanoparticles 
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表 1 纳米颗粒在 FTIR 光谱中识别的峰的位置分布 

Table 1 Location and assignment of the peaks identified in FTIR spectra for the nanoparticles 

Region 
Peak wavenumber (cm-1) 

Assignment and remarks 
OVA OVA-TA OVA-KAE OVA-TA-KAE 

Amide A 3 422 3 429 3 439 3 446 N-H stretch coupled with hydrogen bond 

Amide B 2 966 2 924 2 920 2 924 CH antisymmetric and symmetric stretching 

 2 870 2 850 2 852 2 845 CH antisymmetric and symmetric stretching 

Amide I 1 653 1 653 1 659 1 659 C=O stretch/hydrogen bond coupled COO- 

Amide II 1 558 1 550 1 508 1 519 NH bend coupled with CN stretch 

 1 406 1 460 1 456 1 458 CH2 bending (scissors) vibration 

 1 330 1 336 1 386 1 384 CH2 wag of proline and glycine 

Amide III 1 259 — 1 255 1 255 NH bend stretch coupled C-N stretch 

Fingerprint 1 033 1 031 — — C-O skeletal stretch 

 929 954 — — C-H deformation vibration (carbohydrate) 

 — 877 889 — C-H deformation vibration (carbohydrate) 

 671 667 651 677 C-C Skeletal stretch 

2.1.4  差示扫描量热法分析 

差示扫描量热法（Differential scanning calorimetry，DSC）是一种常用的热力学分析方法。热变性温度（Tm）

可直接反映蛋白质的热稳定性，通过计算与 Tm对应的峰面积可得到焓变（ΔH）[31]。Tm值增加代表了更好的热稳

定性，ΔH 值更高意味着需要更多的能量来破坏纳米颗粒的空间结构[32]。OVA-多酚纳米颗粒的 Tm和ΔH 见表 2，

其中 OVA、OVA-TA、OVA-KAE 和 OVA-TA-KAE 有两个吸收峰。第一个吸收峰表示 OVA 嵌入壁材的部分变性

温度。与 OVA 相比，OVA-KAE、OVA-TA 和 OVA-TA-KAE 的第二个 Tm显著增大，ΔH 增加了约 5~14 倍。在这

些纳米颗粒中，OVA-KAE 的 Tm和 ΔH 最高，说明 OVA 负载多酚后，蛋白质分子中有序结构增加，无规卷曲结

构减少，从而显著增强了蛋白质空间结构的热稳定性。结果表明，TA 的加入有利于 OVA-KAE 的结合；KAE 的

加入显著提高了 OVA 和 OVA-TA 的热稳定性。 

表2 纳米颗粒的热变性中点温度（Tm）和焓变（ΔH） 

Table 2 Thermal denaturation midpoint temperature (Tm) and enthalpy (ΔH) of nanoparticles 

Sample 
Peak 1 Peak 2 Peak 3 

Tm/℃ △H/(J/g) Tm/℃ △H/(J/g) Tm/℃ △H/(J/g) 

OVA-TA-KAE 54.59±0.30c 5.81±0.20b — — 167.60±0.81b 80.43±0.24b 

OVA-KAE 53.24±0.64d 3.46±0.22c — — 171.31±2.19ab 108.03±0.67a 

OVA-TA 56.86±0.47b 1.28±0.19d — — 157.19±1.91c 35.05±2.83e 

OVA 57.55±1.32b 3.48±0.23c — — 146.17±4.70d 7.58±0.80f 

KAE 41.85±0.32e 0.51±0.04e 53.80±0.40 3.06±0.32 174.70±4.25a 61.08±3.89c 

TA 76.46±0.57a 8.75±0.37a 108.18±0.65 0.06±0.02 146.62±0.64d 52.94±1.25d 

注：表中不同字母表示在 P<0.05 时存在显著差异。 

2.2  X射线衍射分析 

OVA-多酚纳米颗粒的 X 射线衍射（X-ray diffraction，XRD）图谱如图 4A 所示。每个样品的 XRD 图谱包含

两个衍射峰。第一个衍射峰位于 2θ=5.76，表明纳米颗粒具有有序结构[33]，第二个衍射峰在 2θ=21.34 处偏移到更

大的散射角，这是由于 OVA 和多酚之间形成了氢键。与其他 OVA-多酚纳米颗粒相比，OVA-TA-KAE 的结晶度略

有提高。根据布拉格定律，d(Å)=λ/2sinθ(λ=1.54 Å)，相应的晶面间距 d 值分别为 15.33 Å和 4.16 Å。XRD 的空间

分布也称为衍射几何，可以反映晶体单元的大小、形状和取向[21]。衍射图样的强度取决于原子类型及其在纳米颗

粒中的位置。XRD 强度为 OVA>OVA-TA>OVA-KAE>OVA-TA-KAE。这个结果可能是由于 KAE、TA 和 OVA 之

间的分子间晶体束缚，极大地限制了分子运动，导致峰强度降低[34]。 
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2.3  扫描电子显微镜分析 

卵清蛋白-多酚纳米颗粒的扫描电子显微镜结果如图 4B 所示。冻干后，OVA-KAE 呈现为规则的短棒状，这

是因为 OVA-KAE 纳米颗粒的 pH 值接近 OVA 的 pI 值，分子间静电斥力降低，导致纳米颗粒聚集[35]。OVA 在包

封 TA 和 KAE 时具有不同的成键效应会导致固态纳米晶体呈不同形状[36]，OVA-TA-KAE 纳米颗粒呈现为松散的

花状纤维。在 20.0 千倍放大下观察，OVA-TA 的粒径约为 2~4 μm，OVA-KAE 的纤维宽度约为 2 μm，OVA-TA-KAE

的直径约为 1~2 μm，这与粒径测试结果中的粒径大小不同，原因在于两种测试形态不同，分子间的相互作用不同。

结果表明，上述三种纳米颗粒均匀分散，尺寸一致，没有观察到大的聚集物[37]。 

 

图4 纳米颗粒的X射线衍射和扫描电子显微镜 

Fig.4 XRD and SEM of nanoparticles 

2.4  总酚含量和抗氧化活性 

KAE 和 TA 的抗氧化性在医疗和食品应用中起重要作用，而 KAE 和 TA 分子中的芳香环可吸收紫外线，使其

在阳光下易降解和变性[38]。为评估 OVA 的包封效果，该文通过 DPPH 自由基清除活性、ABTS
+自由基清除活性

和铁离子还原能力（Ferric ion reducing antioxidant power，FRAP）三种方法探究 OVA-多酚纳米颗粒的抗氧化活性。

如图 5 所示，OVA-TA、OVA-KAE 和 OVA-TA-KAE 的 DPPH 清除能力分别为 4 775.5、3 106.1 和                  

4 909.36 μmol Trolox/g；ABTS
+清除能力分别为 4 066.2、1 740.36 和 2 530.06 μmol Trolox/g；FRAP 分别为 6 090.46、

2 090.46 和 4 090.46 μmol Trolox/g。OVA-TA 纳米颗粒具有最高的 ABTS
+清除能力和铁离子还原能力，表明其抗

氧化活性最强。其中 OVA-KAE 和 OVA-TA-KAE 抗氧化活性较弱，这可能是因为 KAE 嵌入纤维状纳米颗粒中形

成的疏水微结构域具有弱极性和强疏水性[39]，Li 等[40]和 Tai 等[41]制备壳聚糖盐酸盐-羧甲基淀粉复合纳米凝胶和 β-

谷甾醇脂质体包封姜黄素也证明了这点。OVA-TA-KAE 具有最高的 DPPH 自由基清除能力，说明 TA 的加入提高

了 OVA-KAE 的抗氧化活性，包埋两种多酚效果较好。通过 Folin 酚法测定的 OVA-TA、OVA-KAE 和 OVA-TA-KAE
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纳米颗粒的总酚含量分别为 152、130.67 和 141.33 mg/g，这是因为当 TA 和 KAE 嵌入时，OVA 暴露了更多的羟

基基团，纤维状纳米颗粒的保护效率得到增强，从而显著提高了纳米颗粒的抗氧化能力，表明 TA 有利于 KAE 与

OVA 的非共价结合，同时也表明 OVA 包封降低了 TA 和 KAE 降解[42]。结果表明，添加 TA 提高了 KAE 和 OVA

的非共价结合能力，从而增强了纳米颗粒的抗氧化活性和包封能力；同时，OVA 的包封减少了多酚的降解并保护

了其生物活性。 

 

图5 OVA-多酚的总酚含量、DPPH、ABTS
+
和铁离子还原能力 

Fig.5 Total phenol content, DPPH, ABTS+, and Fe reducing ability of OVA-polyphenols 

注：图中不同字母表示在 P<0.05 时存在显著差异。 

3  结论 

该文以 OVA 为包封蛋白，疏水性 KAE 与亲水性 TA 为多酚载体，通过 TA 有效地操控 OVA 的自主装行为

包埋两种多酚，最后制备出稳定的 OVA-TA-KAE 复合纳米颗粒，与单一负载 TA 和 KAE 的纳米颗粒对比，通过

粒径、内部荧光光谱、FTIR、SEM、XRD、总酚含量和抗氧化分析，对三种复合粒子的理化性质和抗氧化活性进

行表证，探究 OVA、KAE 和 TA 三者之间的相互影响。结果表明，OVA 对 KAE 和 TA 具有较好的包封效果，三

种纳米颗粒均匀分散，尺寸一致，同时负载两种多酚的复合粒子的系统稳定性与抗氧化活性最强；OVA 与 TA 结

合较好，蛋白质结构稳定性最高，且蛋白质保持了稳定的三维结构；KAE 的负载增强了 OVA 与 TA 结合的热稳

定性；TA 增强了 OVA 与 KAE 的相互作用，减小了其颗粒的构象变化。Folin 酚法测定结果表明，OVA 的包封

减少了多酚的降解并保护了其生物活性。DPPH 自由基清除活性、ABTS
+自由基清除活性和 FRAP 的结果分析表

明，TA 的加入提高了 OVA 与 KAE 的非共价结合能力，提高了其抗氧化活性，OVA-TA-KAE 具有最高的 DPPH

自由基清除能力（4 909.36 μmol Trolox/g）。该研究证实了卵清蛋白包裹多酚类成分的可行性和有效性，为开发一

种有效的 KAE 和 TA 的蛋白质嵌入载体提供了理论依据。 
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