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海藻酸钠-壳聚糖表面修饰 

维生素 C/β-胡萝卜素复合脂质体的制备 
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摘要：为了增强脂质体的稳定性，本研究将壳聚糖、海藻酸钠逐层修饰在维生素 C（Vc）/β 胡萝卜素（βC）复合脂质体（L）

的表面，制备出了壳聚糖单层修饰脂质体（C-L）和海藻酸钠-壳聚糖双层修饰脂质体（S-C-L），并对三种脂质体的包埋率、粒度分布、

微观形态、形成机理和贮藏稳定性进行了研究。结果表明，表面修饰前后，脂质体中活性成分的包埋率无显著变化，其中 Vc 的包埋

率高于 75%，βC 的包埋率高于 95%；动态光散射（DLS）和透射电子显微镜（TEM）结果表明，经表面修饰后，脂质体的 z-平均粒

径从 250.1 nm 增大到 541.9 nm；Zeta-电位和傅里叶红外光谱（FT-IR）分析表明壳聚糖和海藻酸钠通过静电相互作用成功修饰在脂质

体表面，不改变脂质体的内部结构；贮藏稳定性结果表明，C-L 和 S-C-L 中 Vc 和 βC 的保留率在同一条件下要比 L 中 Vc 和 βC 的保

留率约高 2%~10%，说明脂质体经表面修饰后，其贮藏稳定性增强。 
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Abstract: In order to enhance the stability of liposomes, the surface of Vitamin C (Vc)/β-carotene (βC) composite liposomes (L) were 

modified by chitosan and sodium alginate with layer-by-layer technique, to prepare monolayered chitosan liposomes (C-L) and bilayered 

sodium alginate-chitosan liposomes (S-C-L). The encapsulation efficiency, particle size distribution, microscopic morphology, formation 

mechanism and storage stability of the liposomes were studied. The results showed that there was no significant change in the encapsulation 

efficiency of the active components in the liposomes before and after a liposomal surface modification, with the encapsulation efficiency of Vc 

and βC higher than 75% and 95%, respectively. The results obtained dynamic light scattering (DLS) and transmission electron microscopy 

(TEM) showed that after surface modification, the z-average particle size of liposomes increased from 250.1 nm to 541.9 nm. The Zeta-potential 

measurements and FT-IR analysis showed that chitosan and sodium alginate could successfully modify the surface of liposomes via electrostatic 

interactions, without changing the internal structure of the liposomes. The results of storage stability tests showed that the retention rates of Vc 

and βC in C-L and S-C-L were about 2%~10% higher than that of L under the same conditions, indicating that the storage stability of liposomes 

was enhanced after surface modification. 
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维生素 C（Vitamin C，Vc）是一种重要的水溶性 
抗氧化剂，也是一种重要的营养物质，可广泛应用于

食品添加剂，具有多种皮肤、药物和生物功能，如减

少黑色素，消除自由基，促进胶原蛋白生物合成，提

高机体免疫力，并提供光保护 [1]。β-胡萝卜素

（β-carotene，βC）是一种脂溶性天然色素，也是众所

周知的活性成分，具有抗氧化、抗癌、及降低心脏病、

白内障、结直肠腺瘤的风险等生理功能[2-4]。然而，β-
胡萝卜素是高度不饱和的，容易异构化、氧化和降解，

因此必须保护它们免受可能影响其结构完整性和功能

的负面环境因素的影响。 
脂质体是一种具有双分子层膜结构的闭合囊泡，

它通常由天然磷脂和胆固醇组成，其结构与细胞膜结

构相似，具有高生物相容性、低毒、低免疫原性等特

点。因此，它在医药、化妆品、农业等领域具有重要

的应用价值[5]。然而，随着研究的深入，其易聚集、

稳定性差、包载物质易泄露等缺点也渐渐地显露出来，

在脂质体表面修饰上蛋白、多糖等物质可以在磷脂与

外界环境形成接触屏障，从而增强脂质体的稳定性。 
壳聚糖（Chitosan，Ch）是一种阳离子聚合物，

是自然界唯一的碱性多糖，由 2-氨基-2-脱氧-β-D-葡聚

糖与糖苷键组合而成[6]。壳聚糖是一类非常丰富的天

然高分子材料，具有生物活性、生物相容性和生物可

降解性等特性[7]。目前，在医药领域中，壳聚糖表面

修饰的脂质体已经用于药物和疫苗的靶向运输[8,9]；在

食品领域中，该脂质体亦可以用于包埋活性成分，提

高活性成分在食品基质中的水分散性及体内生物利用

率[10,11]。海藻酸钠（Sodium Alginate，Sa）主要来源

于褐藻类和海藻类中的天然多糖[12]，是由结构单元

β-(1,4)-D-甘露糖醛酸和 α-(1,4)-L-古罗糖醛酸无规则

结合构成的线性嵌段聚合物[13]。海藻酸钠可再生，具

有良好的增稠性、成膜性、生物相容性、安全性，可

以作为食品添加剂、缓释材料、农药的稳定剂[14]等。 
基于前期的研究基础，以维生素 C 和 β-胡萝卜素

为模型营养物，制备出复合脂质体 L-Vc-βC（L），并

以此为初脂质体，制备出壳聚糖单层修饰脂质体 C-L
和海藻酸钠-壳聚糖双层修饰脂质体 S-C-L，研究它们

的活性成分包埋率、粒度分布、微观形态、形成机理

和贮藏稳定性，为表面修饰脂质体的应用提供理论依

据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

蛋黄卵磷脂（纯度>95%），北京索莱宝科技有限

公司；维生素 C（纯度>95%），北京索莱宝科技有限

公司；β-胡萝卜素（纯度>96%），上海阿拉丁生化科

技股份有限公司；胆固醇（纯度>95%），上海源叶生

物科技有限公司；壳聚糖（中粘度），上海阿拉丁生化

科技股份有限公司；固蓝 B 盐（纯度>95%），上海阿

拉丁生化科技股份有限公司；其他试剂均为分析纯。 

1.2  仪器与设备 

FE-28 standard 精密 pH 计，梅特勒-托利多仪器有

限公司；FA1104 电子分析天平，上海精密科学仪器有

限公司；Hanon i5 紫外可见分光光度计，济南海能仪

器股份有限公司；KQ-250DB 超声清洗机，昆山禾创

超声仪器有限公司；DL-50 高速离心机，上海安亭科

学仪器厂；Zetasizer Nano ZS 马尔文动态光散射仪，

英国马尔文公司；JEM-1400 PLUS 透射电子显微镜，

日本电子株式会社；SHZ-DⅢ循环水真空泵，巩义市

予华仪器有限责任公司；Vector-33 傅立叶变换红外光

谱仪，德国 Bruker 公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  初脂质体 L 的制备 
采用乙醇注入法制备 L-Vc-βC [15]。将 60 mg 蛋黄

卵磷脂、12 mg 胆固醇、12 mg 吐温-80 及 1.5 mg β-
胡萝卜素溶于 15 mL 二氯甲烷-乙醇混合溶液（1:2，
V/V），待充分溶解后，在 35 ℃条件下边搅拌边将其缓

慢注入 15 mL 溶有 2 mg 维生素 C 的磷酸盐缓冲液

（PBS，0.01 M，pH 6.8）中，注入完成后继续恒温搅

拌 20 min，得粗脂质体。将粗脂质体在 40 ℃真空条

件下旋转蒸发除去乙醇及二氯甲烷，加 PBS 缓冲液定

容至起始体积后，冰浴超声 0.5 h（100 W），过 0.45 μm
滤膜，得脂质体悬浮液，密封后于 4 ℃避光储存。 
1.3.2  单层修饰脂质体 C-L 的制备 

（1）壳聚糖溶液的配置[16]：用 PBS 缓冲液（0.01 
M，pH 6.8）配制 1%的乙酸溶液，将 0.2 g 壳聚糖粉

末溶于 100 mL 1%的乙酸溶液，室温下搅拌直至壳聚

糖充分溶解，置于 4 ℃保存待用。 
（2）C-L 的制备[17,18]：将 1.3.1.1 中新鲜制备的 L

按照体积比 1:1 于室温下逐滴滴入壳聚糖溶液中，边

滴边搅拌，滴入完成后继续搅拌 1 h，制成 C-L，密封

后于 4 ℃避光储存。 
1.3.3  双层修饰脂质体 S-C-L 的制备 

（1）海藻酸钠溶液的配置：称 0.05 g 的海藻酸钠

粉末溶于 100 mL 磷酸盐缓冲液（PBS，0.01 M，pH 
6.8），室温下搅拌直至海藻酸钠充分溶解，置于 4 ℃
保存待用。 
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（2）S-C-L 的制备[19,20]：将 1.3.1.2 中新鲜制备的

C-L 按照体积比 1:1 于室温下逐滴滴入海藻酸钠溶液

中，边滴边搅拌，滴入完成后继续搅拌1 h，制成S-C-L，
密封后于 4 ℃避光储存。 

1.4  维生素 C 包埋率的测定 

维生素 C 包埋率的测定参考 Chen[21]和 Yang[22]等

人的方法。通过透析将游离的维生素 C 从脂质体中分

离出来，将 1 mL 的脂质体悬浮液置于一个透析袋（截

留分子量为 3500 u MW）中，将透析袋放入 500 mL 
PBS（0.01 M，pH 6.8）透析液中，在轻微搅拌的条件

下透析 4 h，且每小时更换一次新鲜的透析液。然后，

用紫外可见分光光度法测量透析内液中维生素C的含

量。简单地，将 0.5 mL 的脂质体与 2.5 mL 的乙醇混

合，用超声将复合脂质体破乳。将混合溶液置于 10 mL
比色管中，依次加入 0.3 mL 乙二胺四乙酸二钠溶液

（0.25 M）、0.5 mL 乙酸溶液（0.5 M）、1.25 mL 固蓝

B 盐溶液（2 g/L），用去离子水稀释至 10 mL。20 min
后，用紫外-可见分光光度计在 420 nm 处测定上述混

合物的吸光度值。以同样的方法制作维生素 C 含量随

浓度变化的标准曲线，并依据标准曲线计算维生素 C
的含量。每个实验做三组平行，维生素 C 的包埋率

（EEVc）由下列计算： 

( ) %100%c ×=
total

en
V W

WEE  

式中：Wtotal和 Wen分别为透析前后脂质体悬浮液中维生素

C 的含量。 

1.5  β-胡萝卜素包埋率的测定 

准确称取 0.5 mg β-胡萝卜素溶于 5 mL 正己烷，

配置成 0.1 mg/mL 的 β-胡萝卜素母液，然用正己烷分

别稀释成一定浓度梯度的 β-胡萝卜素溶液，以正己烷

为空白对照，于 450 nm 处测量吸光度，绘制得到标

准曲线。 
β-胡萝卜素包埋率的测定参考Bai[23]等人的方法，

略有修改。简单来说，收集适量样本添加到 4 mL 的

正己烷中，涡旋 1 min 后，5000 r/min 离心 3 min，取

上层液，以正己烷为空白对照，在 450 nm 处测定其

吸光度值 A1。将萃取后的脂质体悬浮液与 3 mL 乙醇

混合，超声破乳 10 min 后，加入 4 mL 正己烷，5000 
r/min 离心 3 min，取上层液，以正己烷为空白对照，

在 450 nm 处测定其吸光度值 A2，将 A1和 A2代入标

准曲线分别计算游 β-胡萝卜素的含量（Cfree）和包埋 β-
胡萝卜素的含量（Cloaded）。每个实验做三组平行，β-
胡萝卜素的包埋率（EEβC）使用以下方程计算： 

( ) %100%C ×
+

=
freeloaded

loaded

CC
CEE β

 

1.6  粒度分布及 Zeta-电位的测定 

取适量稀释的脂质体悬浮液装入特定的比色皿

中，使用 Zetasizer Nano ZS 型纳米粒度分析仪测定样

品的粒度分布。Zeta-电位的测定步骤与上述方法类

似，采用电位测试专用样品池，小心移取适量的脂质

体悬浮液于样品池中，避免产生气泡，每个样品测试

3 次，取平均值。 

1.7  透射电子显微镜（TEM）表征 

采用磷钨酸负染色法[24]对制备的脂质体进行微

观形貌测定前的样品处理。将适量样品滴到 TEM 样

品载网上，干燥 5 min，用滤纸小心地吸去样品载网

边缘多余的样品后，滴加适量 1%磷钨酸钠溶液染色 3 
min，用滤纸吸去多余的染色液，等待样品自然晾干，

采用日本电子株式会社的 JEM-1400 PLUS 型透射电

镜，观察脂质体样品的形貌。 

1.8  傅里叶红外光谱（FT-IR）表征 

称取适量样品和干燥的溴化钾粉末，在红外灯的

照射下，研磨混匀。将混合物粉末放入真空压片机压

片，取出样品片放到样品架上，用 Vector-33 傅立叶变

换红外光谱仪扫描。具体参数设置如下，光谱范围：

400~4000 cm-1；分辨率：4 cm-1，扫描 64 次[25]。 

1.9  贮藏稳定性研究 

将新鲜制备的样品于 4 ℃和 25 ℃下避光保存 30 
d，以样品中维生素 C 的保留率或 β-胡萝卜素的保留

率为指标，测定样品的贮藏稳定性。按照 2.3.2 或 2.3.3
中的方法测定新鲜制备的样品中维生素C或β-胡萝卜

素的包埋量，记为 W1；在贮藏的第 0、3、6、9、12、
15 和 30 d 取样测量样品中维生素 C 或 β-胡萝卜素的

包埋量，记为 W2。维生素 C 或 β-胡萝卜素保留率（RR）
按照下列公式计算[2]： 

( ) %100%
1

2 ×=
W
WRR  

1.10  统计分析 

所有实验进行三次，数据以平均值±标准差（SD）

表示。采用 SPSS 18.0 软件对结果进行统计学分析

（p<0.05）。 

2  结果与讨论 
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2.1  L、C-L、S-C-L 的包封率 

初脂质体 L、壳聚糖单层修饰脂质体 C-L、海藻

酸钠-壳聚糖双层修饰脂质体S-C-L的包埋率如图1所
示，结果显示，L、C-L、S-C-L 中维生素 C 的包埋率

分别为 77.90%、82.80%、82.23%，β-胡萝卜素的包埋

率分别为 97.91%、96.55%和 96.34%，修饰前后脂质

体中维生素 C 和 β-胡萝卜素的包埋率无显著差异

（p<0.05）。可见，在本实验选取的浓度下，壳聚糖及

海藻酸钠溶液对脂质体进行修饰后，对脂质体中活性

成分的包埋无显著影响，说明壳聚糖及海藻酸钠的修

饰不影响脂质体的包埋效果。郑[26]将果胶和壳聚糖修

饰在脂质体表面，得到相似的结论。 

 
图1 L、C-L、S-C-L中 Vc和βC的包封率 

Fig.1 EE of Vc and βC of L, C-L, and S-C-L  

注：L：脂质体；C-L：壳聚糖修饰的脂质体；S-C-L：海

藻酸钠修饰的 C-L。 

2.2  L、C-L、S-C-L 的 Zeta-电位 

 
图2 L、C-L、S-C-L的 Zeta-电位 

Fig.2 Zeta-potential of L, C-L, and S-C-L 
L、C-L、S-C-L 的 Zeta-电位如图 2 所示，结果显

示，L、C-L、S-C-L 三种脂质体的 Zeta-电位分别为

-26.33 mV，27.57 mV、1.93 mV。经壳聚糖单层修饰

后，脂质体的 Zeta-电位值由负到正，说明壳聚糖成功

修饰在 L 表面。相似的结果被 Li 等[27]观察到，他们

指出与未包覆的脂质体相比，低分子量壳聚糖包覆的

阴离子脂质体的表面负电荷更少。C-L 经海藻酸钠修

饰后，Zeta-电位显著降低，说明海藻酸钠与壳聚糖之

间发生了静电相互作用，成功修饰在 C-L 表面。 

2.3  L、C-L、S-C-L 的粒度分布 

L、C-L、S-C-L 的粒度分布如图 3 所示，结果显

示，L、C-L、S-C-L 三种脂质体的 z-平均粒径分别为

250.1 nm、436.4 nm、541.9 nm。其原因为：单层修饰

时，壳聚糖上质子化的氨基通过静电作用与初脂质体

上带负电的末端基团结合，在 L 的表面形成第一层保

护层[26]；双层修饰时，海藻酸钠上带负电的羧基通过

静电作用与壳聚糖上质子化的氨基结合形成聚电解质

复合物，在 C-L 的表面形成第二层保护层，导致其粒

径逐渐增大。Gibis 等[28]利用壳聚糖和果胶制备了多层

脂质体，发现与裸脂质体相比，其体积更大。 

 
图3 L、C-L、S-C-L的粒度分布 

Fig.3 Particle size distribution of L, C-L, and S-C-L 

2.4  形貌表征 

 

 

 

图 4 L、C-L、S-C-L的透射电镜图 

Fig.4 TEM images of L, C-L, and S-C-L 
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L、C-L、S-C-L 的透射电镜图如图 4 所示，结果

显示，三种脂质体都呈现球形结构，且三种脂质体的

粒径依次增大，这与 2.3 中脂质体的粒度分布结果趋

势一致。此外，可以观察到在 C-L 及 S-C-L 外层存在

明显的包裹结构，说明壳聚糖及海藻酸钠成功在脂质

体表面形成保护层。 

2.5  FT-IR 分析 

海藻酸钠、壳聚糖及 L、C-L、S-C-L 三种脂质体

的红外光谱图，结果如图 5 所示。其中壳聚糖在 1658 
cm-1处的吸收峰是主氨基峰、1595 cm-1处的吸收峰是

由 N-H 弯曲振动引起[29]，海藻酸钠在 1606 cm-1处的

吸收峰是由 COO-中 C=O 伸缩振动引起，而 1417 cm-1

是由 COO-对称伸缩振动引起[30]。 
在 L、C-L 和 S-C-L 的红外光谱图中，2926 cm-1

和 2855 cm-1 这两处吸收峰是由磷脂双分子层内部疏

水性基团 CH2的振动引起的，三种脂质体中这两处峰

未发生偏移，说明海藻酸钠和壳聚糖的修饰未对脂质

体内部结构产生影响，与前面包埋率等的结果相符。

壳聚糖修饰后，C-L 中壳聚糖在 1595 cm-1处的特征吸

收峰消失，说明壳聚糖中 N-H 弯曲振动消失，这可能

是由于脂质体表面负电荷与壳聚糖-NH3
+发生静电相

互作用引起的，表明壳聚糖修饰在 L 表面。海藻酸钠

修饰后，S-C-L 中未发现海藻酸钠的特征吸收峰（1606 
cm-1、1417 cm-1）和壳聚糖的主氨基峰（1658 cm-1），

并在 1651 cm-1处发现吸收峰，说明-NH3
+和-COO—

发

生反应[31]，这表明海藻酸钠成功修饰在 C-L 表面，这

些发现与文献报道相符[32]。 

 
图5 海藻酸钠、壳聚糖及L、C-L、S-C-L的红外光谱图 

Fig.5 Infrared spectra of sodium alginate, chitosan and of L, 

C-L, and S-C-L 

2.6  贮藏稳定性 

贮藏稳定性的结果如图 6 和图 7 所示。从图 6 我

们可以看出，随着贮藏时间的延长，L、C-L 和 S-C-L
中维生素 C 的保留率都有所下降，但是 C-L 和 S-C-L

中维生素C的保留率在同一条件下要比L中维生素C
的保留率下降得慢。在 4 ℃条件下贮藏 30 d 之后，L、
C-L 和 S-C-L 中维生素 C 的保留率分别为 78.53%、

81.66%、80.55%；在 25 ℃条件下贮藏 30 d 之后，L、
C-L 和 S-C-L 中维生素 C 的保留率分别为 76.90%、

79.63%、79.24%，说明脂质体经表面修饰后，其贮藏

稳定性增强。 

 
图6 4 ℃和25 ℃贮藏30 d，L、C-L和 S-C-L中 Vc保留率的

变化 

Fig.6 Retention rate of Vc in L, C-L and S-C-L stored at 4  ℃

and 25 ℃ for 30 days 

 
图7 4 ℃和25 ℃贮藏30 d，L、C-L 和 S-C-L中βC保留率

的变化 

Fig.7 Retention rate of βC in L, C-L and S-C-L stored at 4 ℃ 

and 25 ℃ for 30 days 
如图 7 所示，随着时间的推移，L、C-L 和 S-C-L

中 β-胡萝卜素的保留率也呈下降趋势。在 4 ℃条件下

贮藏 30 d 之后，L、C-L 和 S-C-L 中 β-胡萝卜素的保

留率均在 88%以上，说明在低温条件下 L、C-L 和

S-C-L 均具有较好的贮藏稳定性。在 25 ℃条件下，三

种脂质体中 β-胡萝卜素的保留率都比 4 ℃条件下下

降得快得多，这是因为温度对 β-胡萝卜素的氧化降解

有很大影响[23]。贮藏 30 d 后，L、C-L 和 S-C-L 中 β-
胡萝卜素的保留率分别为 65.74%、73.63%、75.71%，

呈现出 S-C-L>C-L>L 的趋势。谭[7]将壳聚糖修饰在几

种胡萝卜素脂质体的表面，也得出随着贮藏时间的延

长，修饰后的脂质体中胡萝卜素的保留率更高的结论。
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另外，Liu 等[33]也发现脂质体周围的壳聚糖涂层可以

抑制双层核中封装化合物的泄漏。综上所述，单层及

双层表面修饰，可以在一定程度上提高脂质体中被包

埋活性成分的贮藏稳定性。 

3  结论 

相较初脂质体，经壳聚糖和海藻酸钠修饰后，脂

质体中活性成分的包埋率无显著变化；粒度分布和

TEM 结果显示，修饰后，脂质体粒径增大，说明壳聚

糖和海藻酸钠成功修饰在脂质体表面；Zeta-电位和

FTIR 结果表明，壳聚糖和海藻酸钠表面通过电荷相互

作用修饰在脂质体表面，并不改变脂质体的内部结构；

贮藏稳定性结果表明，在相同的贮藏时间及温度条件

下，C-L 及 S-C-L 中维生素 C 和 β-胡萝卜素的保留率

较 L 的更高，说明单层及双层表面修饰可以提高脂质

体的贮藏稳定性。 
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