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丁香酚（eugenol，EG）是从丁香中提取的一种

天然植物性酚类精油（4-烯丙基-2-甲氧基苯酚），

由于其具有超强的抗菌和抗氧化性而引起了人们

的广泛关注［1］。但 EG难溶于水，常温下极易挥发，

限制了其在实际生产中的应用［2］。为提高该类物

质的稳定性，避免其在储存和使用过程中失活，近

年来出现了纳米封装技术［3］。玉米醇溶蛋白

（zein）中含大量的非极性氨基酸，在结构上具有亲

水性顶部和疏水外表面，这使得它具有独特的溶

解特性［4］。由于其特殊结构和两亲性属性，可以利

用 zein装载控制生物分子［5］。此外，zein是美国食

品药品监督管理局批准的可用于食品加工过程中

的少数几种疏水性材料之一［6］，已被广泛用于封装

维生素 E、葡萄籽提取物、精油等生物活性化合物

的技术中［7］。Woranuch等［8］通过乳液-离子凝胶交

联法将 EG包封到壳聚糖纳米颗粒中，以此改善热

塑性淀粉的耐氧化性。结果显示：在含有同等活

性物质量的条件下，相较于含纯 EG的热塑淀粉，

含 EG纳米颗粒的热塑淀粉受热后，其残余 EG量

是前者的 8倍，在自由基清除活性方面后者是前者
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的 2.7 倍。Marco 等［2］采用 pH 和加热诱导制备

zein-酪蛋白酸钠-果胶复合物包封 EG，并用喷雾干

燥使其能以粉末状长期稳定存在，从而在食品工

业中具有更大的应用潜力。Donsi等［6］发现酪蛋白

酸钠可提高玉米黄酮胶体颗粒对表没食子儿茶素

的包封率和稳定性。随着人们生活质量的提高，

人们越来越关注食品的营养性及功能性，大量生

物活性成分已被广泛应用于各类食品体系。但这

类物质中大多数的生物可及性及生物可利用度均

较低，特别是各种疏水性生物活性物质，包括脂溶

性维生素（A、D、E）、多不饱和脂肪酸（EPA、DHA
及 CLA）、类胡萝卜素和疏水性植物多酚（茶多酚、

姜黄素、异黄酮等），如何在食品中有效添加并保

持其稳定性仍然是目前食品工业的一大技术难题。

为提高 EG的稳定性和可利用性，本文通过反

溶剂沉淀法［9］，用 zein对 EG进行包封，并加入阿拉

伯胶（Arabic gum，AG），利用其吸附在 zein纳米粒

上，通过静电和疏水相互作用，增强复合颗粒的结

构稳定性［10］。通过改变 zein、EG和AG三者的质量

比，以及 zein的质量浓度，成功制备出 zein-EG-AG
复合纳米颗粒，并以包封率为主要考察指标，使用

响应面分析软件 Design-Expert对其制备工艺进行

了优化。

1 实验部分

1.1 材料与设备

Zein（北京索莱宝科技有限公司）；EG、AG（上

海阿拉丁试剂有限公司）；福林酚试剂（上海麦克

利生化科技有限公司）；其他试剂（分析纯，国药集

团试剂有限公司）；紫外分光光度计（Lambda35，
Perkin Elmer）。

1.2 复合纳米颗粒的制备

参照文献［11］，将 zein和 EG分别溶解在体积分

数为 80%的乙醇水溶液中，并以一定比例将两者

混合。取 3 mL 混合液，在高速搅拌逐滴加入到

9 mL 水中，固化 5 min。45 ℃旋蒸 5 min，除去乙

醇。加水补充至原体积，调节 pH 为 4.0。再将其

加入到 12 mL、pH 为 4.0 的 AG 溶液中，继续搅拌

10 min，即得复合纳米颗粒分散液。

1.3 复合纳米颗粒包封率的测定

参照文献［12］，取 2 mL上述复合纳米颗粒分散

液，加入到 8 mL无水乙醇中，涡旋振荡 3 min。参

考文献［6］采用福林酚试剂法检测丁香酚含量：取

0.3 mL 上述溶液，加入 1.2 mL H2O 和 0.3 mL 福林

酚试剂，室温下反应 10 min，再加入 1.2 mL质量分

数为 7.5%的 NaCO3溶液，静置 2 h，在 765 nm处检

测溶液的吸光度。根据公式 E=1-m1/m0计算包封

率（m1为测得溶液中 EG的游离量，mg；m0为处方中

加入的 EG总量，mg）。

1.4 单因素试验设计

采用反溶剂沉淀法制备复合纳米颗粒，研究

zein与 EG的质量比［m（zein）∶m（EG）］（10∶1，5∶1，
3∶1，1∶1，1∶3）、zein 与 AG 的质量比［m（zein）∶
m（AG）］（5∶1，1∶1，1∶5，1∶10）和 zein的质量浓度

（1.250，1.875，2.500，3.125，3.750 mg/mL）对复合纳

米颗粒包封率的影响。

1.5 复合纳米颗粒响应面试验设计

在单因素试验的基础上，利用响应面分析软

件 Design-Expert 中 的 Box-Behnken 设 计 ，考 察

m（zein）∶m（EG）（A）、m（zein）∶m（AG）（B）、zein的

质量浓度（C）3个因素对复合纳米颗粒包封率工艺

参数进行优化，其因素水平见表 1。
表 1 复合纳米颗粒包封率的响应面试验因素及水平

Tab. 1 Test factors and levels of response surface of
encapsulation efficiency of composite nanoparticles

水平

-1
0
1

A

3
5
7

B

0.1
0.2
0.3

C /（mg/mL）
1.875
2.500
3.125

1.6 数据统计与分析

所有试验数据用 Excel 进行初步整理，并用

Origin 8.0 作图；采用 Box-Behnken 设计响应面试

验，结合Design-Expert8.0软件进行数据分析。

2 结果与讨论

2.1 不同影响因素下复合纳米颗粒的包封率

2.1.1 Zein与丁香酚的质量比对复合纳米颗粒的

包封率的影响 保持 m（zein）∶m（AG）=1∶1，zein质
量浓度=2.500 mg/mL不变，探究 zein与 EG的质量

比对复合纳米颗粒包封率的影响，结果如图 1（a）
所示，随着 EG的相对含量增加，纳米粒子对 EG的

包封率先增加后减小。其原因可能是 zein含有 2/3
的α螺旋结构和 1/3的β折叠结构，具有一定的亲水

亲油能力，EG能够缔合于 zein的疏水微区［13］。在

EG 含量较低时，所形成的纳米粒子空腔体积较

小，与 zein结合的位点相对较少，对 EG的包埋量

就会变小；当 m（zein）∶m（EG）=5∶1时，zein的量足

够负载 EG，并且所形成的纳米粒子空腔体积也相

对合适，此时包封率最大；m（zein）∶m（EG）<5∶1
时，随着EG含量继续增大，zein的负载能力下降［14］，
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游离的 EG量将增多，故包封率下降。

2.1.2 Zein与阿拉伯胶的质量比对复合纳米颗粒

的包封率的影响 保持 m（zein）∶m（EG）=5∶1，zein
质量浓度为 2.500 mg/mL 不变，探究 zein 与 AG
的质量比对复合纳米颗粒包封率的影响，结果

如图 1（b）所示。当 m（zein）∶m（AG）>1∶5，在 pH
4.0时由于 zein带正电荷，AG带负电荷，二者静电

络合，随AG量增加，颗粒结构更加稳定，包封率增

大；AG量继续增加，体系黏度增加，阻碍体系反应

进行，包封率下降［15］。

2.1.3 Zein浓度对复合纳米颗粒的包封率的影响

保持 m（zein）∶m（EG）=5∶1，m（zein）∶m（AG）=1∶5
不变，探究 zein的质量浓度对复合纳米颗粒包封

率的影响。结果如图 1（c）所示，zein质量浓度低于

20 mg/mL 时，随 zein 质量浓度增大，能被包埋的

EG 增多，包封率增大，zein 质量浓度进一步增大

后，zein自组装成中空粒子与形成复合纳米颗粒产

生竞争［16］，故包封率下降。

图 1 影响包封率的因素：（a）zein与 EG质量比，（b）zein与AG质量比，（c）zein质量浓度

Fig. 1 Effects of factors on encapsulation efficiency：（a）mass ratio of zein/EG，

（b）mass ratio of zein/AG，（c）mass concentration of zein
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2.2 复合纳米颗粒包封率的响应面试验

2.2.1 回归模型的建立 在单因素试验结果基础

上，根据 Box-Behnken设计 17组试验，试验设计与

结果见表 2。
表 2 响应面试验设计及结果

Tab. 2 Test design and results of response surface
试验号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17

A

-1
-1
-1
-1
0
1
0
1
0
0
1
1
0
0
0
0
0

B

0
-1
1
0
1
0
-1
0
-1
0
-1
1
0
0
1
0
0

C /（mg/mL）
-1
0
0
1
1
1
-1
-1
1
0
0
0
0
0
-1
0
0

包封率 / %
45.9
36.0
36.6
41.6
48.6
49.7
32.8
33.9
29.0
60.1
24.7
47.1
58.6
57.4
43.4
58.5
57.7

利用 Design-Expert8.0软件对表 2试验数据进

行二次回归拟合，得到复合纳米颗粒的包封率（Y）
对 m（zein）∶m（EG）（A）、m（zein）∶m（AG）（B）和 zein
质量浓度（C）3个因素之间的回归模型为：

Y=58.46-0.59A+6.65B+1.61C+5.45AB+
5.03AC+2.25BC-9.02A2 -13.34B2 -6.67C2

由表 3可知，模型 P<0.01，说明 Y 与 A、B、C 的

回归方程关系极显著，即模型极显著。根据结果分

析，各因素对复合纳米颗粒包封率的影响依序为：

m（zein）∶m（AG）>zein质量浓度>m（zein）∶m（EG）。

项目

模型

A
B
C

AB
AC
BC
A2

B2

C2

残差

失拟项

净误差

总和

平方和

2 030.84
2.76

353.78
20.80
118.81
101.00
20.25
342.38
749.57
187.18
24.84
20.43
4.41

2 055.68

自由度

9
1
1
1
1
1
1
1
1
1
7
3
4
16

均方

225.65
2.76

353.78
20.80
118.81
101.00
20.25
342.38
749.57
187.18
3.55
6.81
1.10

F值

63.58
0.78
99.68
5.86
33.48
28.46
5.71
96.47
211.19
52.74

6.17

P值

<0.000 1
0.407 0
<0.000 1
0.046 0
0.000 7
0.001 1
0.048 3
<0.000 1
<0.000 1
0.000 2

0.055 5

表 3 回归模型方差分析

Tab. 3 Analysis of variance of regression model
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2.2.2 响应曲面图以及等高线图 根据回归方程

绘制响应面曲线图及等高线图，考察 zein与 EG的

质量比（A）、zein与AG的质量比（B）、zein质量浓度

（C）3个因素的交互作用。由图 2可知：AB、AC 的

交互作用图为椭圆，且 P<0.001，交互作用及其显

著［17］。而 BC 的 P 值虽然小于 0.05，但交互作用图

接近圆形，交互作用的显著性较差。

图 2 各因素交互作用对包封率影响的响应面及等高线图：（a1，a2）zine与 EG质量比和 zein与AG质量比，

（b1，b2）zine与 EG质量比和 zein质量浓度，（c1，c2）zein与AG质量比和 zein质量浓度

Fig. 2 Response surfaces and contour plots of encapsulation efficiency caused by interaction of various factors：
（a1，a2）mass ratio of zein to eugenol and zein to gum arabic，（b1，b2）mass ratio of zein to eugenol and mass concentration of zein，

（c1，c2）mass ratio of zein to gum Arabic and mass concentration of zein
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2.2.3 模型预测最优方案及其验证 模型预测的

复合纳米颗粒最大包封率为 59.56%，该条件下的

工艺参数为：m（zein）∶m（EG）= 5.23，m（zein）∶
m（AG）=0.23，zein 质量浓度为 2.63 mg/mL。在此

工艺参数下制备丁香酚纳米颗粒，对该模型下的

预测值进行验证。该条件下丁香酚纳米颗粒的实

际包封率为 60.90%，与模型预测值极为接近，说明

该模型具有一定的可靠性。

3 结 论

通过响应面分析研究了 zein与 EG的质量比、

zein与 AG的质量比、zein质量浓度对复合纳米颗

粒包封率的影响，并得到包封率与试验参数相关

的数学模型。方差分析结果表明，所得模型高度

显著（P<0.01），并对复合纳米颗粒包封率进行工

艺优化。优化结果显示，m（zein）∶m（EG）= 5.23、

刘 港，等：丁香酚纳米颗粒的制备及其最优化条件 427
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m（zein）∶m（AG）=0.23、zein质量浓度为 2.63 mg/mL
时，对应包封率为 59.56%。在此条件下制备样品，

实际测得包封率为 60.90%，结果相近，表明该模型

具有很好的可靠性。该研究为丁香酚及其它疏水

性生物活性物质在现代食品工业生产中的应用起

到一定的理论指导意义。
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