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小麦蛋白酶解物-槲皮素复合纳米颗粒的构建及表征 

 

韦翠兰，欧阳颖，王梦萍，杨晓泉，王金梅 

（华南理工大学食品科学与工程学院，广东广州 510640） 

摘要：槲皮素(Quercetin，Que)这一具有广泛生物活性的黄酮类物质，在水中溶解度极低，化学稳定性差，限制了其在食品领域

的应用。本文利用小麦蛋白酶解物(Wheat Protein Hydrolysate，WPH)成功构建了蛋白酶解物-槲皮素复合纳米颗粒，并对其胶体性质、

形貌及二者之间相互作用进行表征。主要结论如下：WPH 具有良好的胶束形成能力和界面活性，在对 Que 进行反溶剂时，蛋白酶解

物中的两亲性多肽通过自组装作用包载 Que 构建了复合纳米颗粒，Que 在水中的溶解度显著提高。当蛋白酶解物浓度为 5 mg/mL 时，

槲皮素溶解度高达 126 μg/mL。该复合纳米颗粒为球形胶体颗粒，其平均粒径在 100 nm 以下，且分布均匀，表现出良好的单分散性

及胶体稳定性。荧光及 X 射线衍射分析表明，酶解物与 Que 之间主要发生疏水相互作用为主的非共价相互作用。 
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Fabrication and Characterization of Wheat Protein 

Hydrolysate-Quercetin Nanoparticles 
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(College of Food Science and Engineering, South China University of Technology, Guangzhou 510640, China) 
Abstract: Quercetin (Que), as a bioactive component, has very poor water solubility and chemical stability, which limits its application in 

the field of functional foods as an antioxidant. Wheat protein hydrolysate (WPH) was used to fabricate hydrolysate-quercetin nanoparticles in 

this paper. The colloidal properties, morphology, and the interaction between hydrolysate and quercetin were characterized. WPH exhibited good 

micelle formation and interfacial activities. Complex nanoparticles could be fabricated due to the self-assembly of amphiphilic polypeptides in 

WPH during a anti-solvent process. The water solubility of Que was significantly increased and reached 126 μg/mL when the protein 

hydrolysate concentration was 5mg/mL. The complex nanoparticles were spherical particles with a hydrodynamic diameter of less than 100 nm, 

which showed a good monodispersity and colloidal stability. Fluorescence and X - ray diffraction analysis indicated that the formation of 

complex nanoparticles might be attributed to the occurrence of hydrophobic interactions between protein hydrolysate and Que.  
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槲皮素(Quercetin，Que)是一类来源于豆科植物的

黄酮类化合物，显示出广泛的健康促进作用，如抗癌、

肝脏保护、抗糖尿病和抗菌活性等[1]。然而，槲皮素

为疏水性物质，其较低的水溶性和不稳定性严重限制

了其在药物和食品领域中的应用[2,3]。研究表明，纳米

技术可以成为提高疏水性物质的水溶性及其生物利用

度的重要工具[4,5]。因此，找寻合适的载体使槲皮素有

效的发挥其生物活性是关键问题。 
目前，已有多种物质成功用于水溶性槲皮素纳米

颗粒的制备。利用聚 D,l-丙交酯(PLA)[6]和壳聚糖-藻酸 
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盐[7]包封 Que，可以改善 Que 的溶解性，但形成的颗

粒均有较大粒径（分别为 130±30 nm和 900 nm 左右）。

蛋白质活性基团与疏水多酚能发生非共价相互作用

（如疏水相互作用、氢键、静电相互作用以及 π水相

堆积等），形成胶体输送体系，从而达到对疏水活性营

养成分输送的目的[8,9]。鉴于此，蛋白质亦可以用做槲

皮素的荷载载体，以期提高其水溶性和生物利用率。

Antçnio 等[10]人报道，牛血清蛋白-槲皮素纳米颗粒荷

载率不高，约为 85%；Patel 等[11]也指出，玉米醇溶蛋

白-槲皮素纳米颗粒由于静电斥力作用易发生聚集。小

麦蛋白含有大量的疏水性氨基酸，具有天然的两亲特

性及自组装能力，是制备功能性胶体颗粒的优良材料
[12]。通过反溶剂沉淀[13]法，能够与疏水性物质（如，

白藜芦醇[14]、槲皮素[11]、α-生育酚[15]和姜黄素[16]）形

成稳定的复合胶体颗粒。但是，归因于 40%的极性不
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带电谷氨酰胺的存在以及麦醇溶蛋白的抗原性，小麦

蛋白稳定性易受影响[17]。 
与蛋白质相比，肽具有溶解性好，低抗原性和易

吸收等特点。近年来，研究发现一些具有两亲特性的

蛋白水解产物同样具有自组装特性，可制备出胶束、

纳米管以及纳米纤维等各种纳米结构体[18,19]，在作为

输送载体用于营养输送方面极具潜在价值，例如 α例
乳白蛋白的水解物[20]。小麦蛋白作为一种富含脯氨酸

的两亲性蛋白，经过酶解后获得小麦蛋白水解物

（Wheat Protein Hydrolysate，WPH），由于 WPH 中同

样富含大量的疏水性氨基酸和同其他疏水性小分子结

合的能力，因此具有作为载体构建胶体输送体系的潜

力。由此，本文试拟采用小麦蛋白为原料，通过酶解

获得两亲性多肽，构建稳定的槲皮素输送体系，并且

对该复合物的性质及相互作用进行表征。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

小麦谷朊粉，购于美国 Bob's Red Mill 公司；胰

蛋白酶(Trypsin)，购于 Sigma 公司；分析测定所用各

种化学试剂均为分析纯。 

1.2  仪器与设备 

DELTA 冷冻干燥机，德国 Christ 公司；Version2.3 
light 自动滴定仪，瑞士万通中国有限公司；OCA20
视频光学接触角测量仪，德国 Dataphysics 公司；

Nano-ZS纳米粒度分析仪和Mastersizer 3000+EV微米

粒度仪，英国 Malvern 公司；Sonic Ruptor 400 超声细

胞破碎仪，美国 OMNI 公司；F-7000 荧光分光光度计，

日本 Hitachi 公司。 

1.3  方法 

1.3.1  小麦蛋白酶解物的制备 
将小麦谷朊粉(5%，m/V)分散于水中，搅拌 30 

min，预热到 37 ℃，用 2 mol/L NaOH 标准溶液调节

pH 到 8.0，加入 Trypsin，酶:底物=1:100(m/V)，于 37 ℃
水浴中加热，用自动滴定仪滴定，保持溶液 pH 在 8.0，
酶解 3 h 后于 95 ℃灭酶 10 min 后离心(10000 r/min，
15 min)，上清液经冷冻干燥后获得酶解物样品。 
1.3.2  小麦蛋白酶解物的界面吸附能力 

参考王金梅等[21]方法。采用 OCA20 视频光学接

触角测量仪测定其汽水界面张力随吸附时间 t 的变化

以评估 WPH 的两亲特性。配置小麦蛋白酶解产物溶

液（1、2、3、5 mg/mL），进样针取样并组装好进样

装置，用电动注射装置进样 15 μL，视频系统采集连

续的液滴外形图象，检测界面张力随吸附时间 t 的变

化，测定时间为 3 h，温度为 25 ℃。 
1.3.3  小麦蛋白酶解物/槲皮素复合纳米颗粒

的制备 
配制不同浓度 WPH 溶液(0、0.5、1、2、3、5 mg/mL，

pH 7.0)，用无水乙醇配制 Que 溶液，Que 溶液经过反

溶剂加入到 WPH 溶液中，使 Que 的终浓度为 133 
μg/mL，轻轻摇动即形成蛋白酶解物-Que 复合物体系，

静置 30 min 后将少量沉淀进行离心(10000 r/min，15 
min)，上清液即为获得的复合纳米颗粒。通过测定槲

皮素含量来确定其增溶效果。 
1.3.4  Que 荷载率的测定 

用无水乙醇配制成不同浓度（0，2，4，6，8，10 
μg/mL）Que 溶液，用紫外分光光度计于波长 374 nm
比色，得到线性回归方程 (Y=0.047X-0.0026 ，

R2=0.9995)。将复合纳米颗粒溶液样品稀释后于同样

条件下进行比色，依据方程计算出溶解度。荷载率为

Que 溶解度同初始浓度（133 μg/mL）的比值。 
1.3.5  复合纳米颗粒的粒度测定 

粒度测试于 25 ℃室温下进行，采用背散射技术

(光散射角度为 173 °)降低大颗粒的影响。利用光散射

强度随时间变化计算颗粒平均粒径(Z-average)、多分

散指数(PDI)及体积分布。平行测定三次。 
1.3.6  颗粒形貌观察 

通过透射电子显微镜对Que纳米颗粒的形貌进行

观察。单纯 Que 溶液为对照。将新鲜制备 WPH-Que
溶液稀释至 WPH 浓度为 5 μg/mL 并置于 400 目的铜

网上，待铜网自然干燥后再滴加磷钨酸（0.5%，m/V）
进行染色 5 min[22]，同样除去液体后待自然干燥后进

行观察。 
1.3.7  荧光光谱 

参考 Chen 等[23]方法并稍作修改。记录小麦蛋白

水解物(5 mg/mL)与一系列浓度的 Que(0~20 μg/mL)在
10 mM 磷酸缓冲液(pH 7.0)中的荧光发射光谱，以相

应浓度 Que 作为参比，激发波长为 280 nm，发射波长

为 310~500 nm，激发和发射狭缝宽均为 5 nm，测定

温度为 25 ℃。使用 Stern-Volmer[24]方程进行分析，计

算 Que 纳米颗粒的荧光淬灭速率常数。 
1.3.8  X 射线衍射(X-Ray Diffraction，XRD) 

常温条件下，将蛋白酶解液，水溶 Que 溶液以及

复合纳米颗粒溶液冻干，进行 XRD 测定。测试指标

如下：采用 D8 ADVANCE 衍射器(德国 Bruker 公司)，
铜靶 Kα辐射（λ=0.15418 nm），LynxExe 阵列探测器，

狭缝 DS=1 mm；RS=8 mm。采用 Ni 滤波片，管压 40 
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kV，管流 40 mA，扫描波长 0.02 度，扫描速度 19.2
秒/步。 
1.3.9  数据分析 

实验数据为三次测定平均值，采用 SPSS 16.0 方

差分析（ANOVA，Duncan）比较样品平均值间的显

著差异(p<0.05)。 

2  结果与讨论 

2.1  小麦蛋白酶解物的制备及自组装能力 
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图1 小麦蛋白酶解物在气-水界面的表面张力随吸附时间的变

化 

Fig.1 Surface tension of WPH with a function of time at 

different concentrations 

随着时间的变化，小麦蛋白在胰蛋白酶作用下发

生了限制性酶解，水解 3 h 后水解度仅有 4.21%。这

可能是由于小麦蛋白中麦谷蛋白和麦醇溶蛋白本身具

有的水不溶性导致其不易被蛋白酶酶解。小麦蛋白的

限制性酶解有利于获得两亲性的多肽，过度的酶解可

能导致酶解物表面活性的损失[25]。Joye 和 McClements
研究发现[25]，相对于 Alcalase 酶解物而言，胰蛋白酶

具有更低的水解度，但其乳化性较好，能够较好的稳

定乳液液滴。本研究发现 3 h 蛋白酶解物能较好地稳

定槲皮素颗粒（结果未列出），后续研究采用其作为主

要原料构建复合纳米颗粒。为了验证小麦蛋白酶解物

是否具有较好的两亲性，研究了其在气-水界面的表面

张力随吸附时间的变化，见图 1。 
整体看，不同浓度蛋白酶解物的表面张力值均随

着吸附时间的增加而迅速减少，60 min 吸附后，表面

张力值下降趋势趋于平缓。随着酶解物浓度增加，表

面张力下降速度加快。5 mg/mL 酶解物经过 60 min 吸

附后，表面张力下降至 41.81 mN/m。以上结果说明小

麦蛋白酶解物具有较好的表面吸附能力，两亲性多肽

分子可以迅速地吸附到气-水界面上。这可能与其具有

的特殊重复疏水氨基酸结构与序列有关。多肽的分子

量不仅仅是决定其表面活性的唯一因素，其两亲性也

具有重要作用[26]。Turgeon 等[26]认为，多肽至少要具

有 3~5 个疏水氨基酸不连续的分布于 2~3 个极性氨基

酸中间；并且指出 2000 的最小分子量对于良好的界面

性质是至关重要的，胰蛋白酶水解 β-乳球蛋白(β-lgG)
获得的多肽都符合这一点。鉴于小麦蛋白酶解物具有

一定的两亲性，利用多肽的自组装特性荷载疏水活性

物质制备水溶性纳米颗粒具有一定的可能性。 

2.2  复合纳米颗粒中槲皮素的增溶效果 

 
图2 不同浓度的小麦蛋白酶解物对Que溶解度的影响 

Fig.2 Effects of different concentrations of WPH on the water 

solubility of Que 

小麦蛋白酶解物具有有效的增溶Que这一水溶性

极差的疏水活性物质的潜力。图 2 为复合纳米颗粒中

Que 的溶解度。未添加酶解物的槲皮素溶液出现大量

的絮状物，溶液较为浑浊，此时 Que 的溶解度仅为 8 
μg/mL。据文献报道[27]，Que 在水中溶解度低于 1 
μg/mL，说明反溶剂过程可提高 Que 溶解度。王永辉

等[28]也报道了此现象。随着蛋白酶解物浓度的提高，

溶液逐渐澄清透明，未见明显的絮状物。当蛋白酶解

物浓度为 5 mg/mL 时，槲皮素含量高达 126 μg/mL，
说明有 94.74%的槲皮素荷载于复合纳米颗粒中。蛋白

酶解物的存在使得 Que 溶解度显著（p<0.05）提高了

将近 16 倍。这可能与 WPH 具有一定的两亲性有关。

Que 与酶解物中的两亲性多肽可能发生了非共价相互

作用，自组装形成了复合纳米颗粒，进而对 Que 表现

出良好的增溶效果。 

2.3  复合纳米颗粒的胶体性质及稳定性 

WPH-Que 复合纳米颗粒的粒度分布如图 4 所示。

一般情况下，颗粒粒径越小，则该颗粒的物理稳定性

越好。由图 3a 可以看出，水溶液中的 Que 表现出了

较宽的粒径分布，粒径从十几微米到数百上千微米，

平均粒径达 1800 nm，达到肉眼可见程度，这说明游

离的 Que 颗粒在水溶液中是极其不稳定的。WHP-Que
复合纳米颗粒粒径均在 100 nm 以下，当酶解物浓度
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为 5 mg/mL 时，复合纳米颗粒的平均粒径只有 75.71 
nm，且粒度分布较均匀，只在 10~100 nm 范围内有单

一峰，PDI 值为 0.419，具有良好的单分散性。此结果

与溶解度结果一致（图 2）。 
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图3 Que及 WPH-Que复合物的粒度分布（a）和平均粒径（b） 

Fig.3 Typical size distribution (a) and average size (b) of Que 

and WPH-Que nanoparticles 

  

图 4 Que(a)、WPH-Que复合纳米颗粒(b)的 TEM图(放大倍数分

别为2.0k×，10.0k×) 

Fig.4 Typical TEM images of free Que (a) and WPH-Que 

nanoparticle (b) with 2.0 k× and 10.0 k× magnification, 

respectively 

利用透射电子显微镜对游离 Que 和 WPH-Que 纳

米颗粒形貌进行了观察(图 5)。游离 Que 在水中形成

了形状不均匀的较大聚集体，呈紧实的团聚状态。而

WHP-Que 纳米颗粒则呈现出均匀球形颗粒结构，粒度

均小于 100 nm，与纳米粒度分析结果一致（图 3）。
另外，该纳米颗粒具有较低的电子密度，说明其结构

较为松散，可能是由 WPH 和 Que 共组装而成的具有

疏水空穴的复合胶束结构。另外，纳米颗粒周围存在

着许多黑色小颗粒，这可能是由于粒径较小的 Que 聚
集体吸附在 WPH-Que 颗粒表面造成的。 

2.4  小麦蛋白酶解物/槲皮素的相互作用分析 

 
图5 不同Que浓度下的小麦蛋白酶解物的内源荧光光谱（a）

及其淬灭方程（b） 

Fig.5 Intrinsic fluorescence of WPH in the presence of different 

concentrations of Que (a) and its quenching equation (b) 

 
图6 小麦蛋白酶解物、槲皮素以及复合纳米颗粒的X射线衍射 

Fig.6 The XRD of WPH, Que and WPH-Que nanoparticles 

WPH 在不同 Que 浓度下的荧光发射光谱如图 5a
所示。随着 Que 浓度的提高，WPH 荧光强度逐渐降

低，最大发射波长未见明显的变化。结果表明在不同

浓度 Que 下，WPH 中酪氨酸残基周围的介质发生改

变，可以判断 Que 是通过疏水作用结合到酪氨酸残基

上的。 
利用 Stern-Volmer 方程（图 5b）对所得数据分析

WPH-Que 相互作用诱导的荧光淬灭类型。根据结果显
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示，Kq 与最大动态淬灭常数 2.0×1010 M-1S-1比较，复

合纳米颗粒的淬灭常数小于最大淬灭常数，因此 Que
诱导的荧光淬灭可能存在动态淬灭，两者之间形成的

复合物存在不稳定的情况，具体的原因还需做进一步

的研究探讨。 
图 6 是 WPH、Que 以及 WPH-Que 复合纳米颗粒

的 X 射线衍射。由图可知，Que 存在大量的晶体峰，

而 WPH 和复合纳米颗粒则无明显的晶体峰出现，这

表明游离的 Que 是以高度结晶状态存在于水中的，经

过 WPH 形成复合纳米颗粒后，转化为无定型状态，

说明 Que 和 WPH 形成了稳定的具有无定型结构的非

共价复合物。 

3  结论 

本文采用胰蛋白酶对小麦蛋白水解可制备出高效

酶解物，并利用 WPH 构建了以 Que 为模型的复合纳

米颗粒胶体输送体系，发现获得的小麦蛋白肽表现出

良好的界面活性以及在水中的胶束形成能力，二者能

通过较强的非共价相互作用形成稳定复合物。在 WPH
溶液中，Que 的溶解度显著提高，WPH 对 Que 的荷

载率高达 94.7%。WPH-Que 复合纳米颗粒在水溶液中

是以球形胶体颗粒的形式存在，并且颗粒分布比较均

匀，较小的粒径（<100 nm）为 WPH-Que 复合纳米颗

粒良好的物理稳定性提供了保证。WPH 在以 Que 为

代表的输水活性物质的胶体输送中表现出巨大的潜力

与价值。 
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