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摘要：岩藻黄质具有良好的抗氧化与抗炎活性，但其较强的疏水性强导致稳定性差、生物利用度低。为提升其递送效率与消化

稳定性，本研究以三角褐指藻细胞外囊泡为载体，经磷酸三苯酯修饰构建岩藻黄质纳米递送体系，并开展工艺优化、结构表征及体外

消化行为研究。通过单因素与响应面分析确定最佳制备条件为岩藻黄质浓度 108 μg mL-1、磷酸三苯酯与岩藻黄质质量比 1.7、超离时

间 97 min 及超离速度 108 000 r min-1。在此条件下，纳米体系粒径约 140 nm，包埋率和透过率分别为 82.13%和 86.44%，且模型预测

值与实测值偏差小于 5%，表明工艺稳定且具有良好重复性。体外模拟消化结果表明，该递送体系在胃段释放受限，而在肠段及结肠

段释放显著增强，显著优于游离岩藻黄质及未修饰体系。综上，基于三角褐指藻细胞外囊泡构建的功能化纳米递送体系能够有效改善

岩藻黄质的稳定性与阶段性释放特征，为疏水性活性物质的口服递送及微藻资源高值化利用提供了理论依据与技术参考。 

关键词：三角褐指藻；藻源细胞外囊泡；岩藻黄质；纳米递送体系；消化特性 
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Abstract: Fucoxanthin has excellent antioxidant and anti-inflammatory activities, but its strong hydrophobicity leads to poor stability and 

low bioavailability. To improve its delivery efficiency and digestive stability, this study used extracellular vesicles from Phaeodactylum 

tricornutum as the carrier, and constructed a nano-delivery system of Fucoxanthin by modifying with triphenyl phosphate. The process 

optimization, structural characterization, and in vitro digestive behavior studies were carried out. Through single-factor and response surface 

analysis, the optimal preparation conditions were determined as a Fucoxanthin concentration of 108 μg mL-1, a mass ratio of Fucoxanthin to 

triphenyl phosphate of 1.7, an ultracentrifugation time of 97 min, and an ultracentrifugation speed of 108 000 r min-1. Under these conditions, the 

particle size of the nano-system was approximately 140 nm, the encapsulation rate and transmittance were 82.13% and 86.44% respectively, and 

the deviation between the predicted value and the measured value was less than 5%, indicating that the process is stable and has good 

repeatability. The in vitro simulated digestion results showed that the delivery system was limited in release in the gastric segment, but 

significantly enhanced in the intestinal and colonic segments, significantly superior to free Fucoxanthin and unmodified systems. In summary, 

the functionalized nano-delivery system constructed based on extracellular vesicles of Phaeodactylum tricornutum can effectively improve the 

stability and staged release characteristics of Fucoxanthin, providing a theoretical basis and technical reference for the oral delivery of 

hydrophobic active substances and the high-value utilization of microalgae resources. 
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岩藻黄质（Fucoxanthin，FUC）是一种天然类胡萝卜素，人体无法内源合成 FUC，主要通过膳食摄入褐藻类

食物（如裙带菜、海带、马尾藻等）或通过含 FUC 的膳食补充剂进入人体[1]。藻类生物质的高收益确保了其能够

在工业规模上实现商业化[2]。FUC 具有独特的结构由环氧化物基团、烯烃键和九个双键，使其成为生物医学药物

中一种很有前景的生物活性物质，赋予其显著的抗氧化和抗炎活性[3]。FUC 的高度不饱和的共轭双键、烯烃和环

氧化结构，赋予其优异的光吸收能力和自由基清除活性，但也导致其在光照、温度及氧气条件下极易发生降解和

顺反异构化[4]。研究表明，在含氧条件下储存的 FUC 降解速率显著高于在惰性气体保护环境中的样品，并且氧气

浓度越高，FUC 的氧化降解速度越快[5]。近年来，细胞外囊泡（Extracellular vesicles，EV）作为一种天然纳米递

送载体逐渐受到关注。EV 具有高生物相容性、低免疫原性和低毒性等特性，因此可以作为治疗剂和药物输送载

体，并应用于包括免疫反应和细胞迁移等领域中[6]。与传统人工纳米载体相比，EV 的脂质双层结构能够为疏水性

分子提供稳定的包埋环境，从而提高 FUC 在水体系中的分散性。EV 膜结构还可以有效隔离氧气和光照，从而减

少 FUC 在储存和消化过程中的氧化降解[7]。与哺乳动物来源或人工合成的纳米颗粒相比，植物来源的 EV 不仅成

本更低，而且更环保，更符合可持续发展的理念。来自三角褐指藻（Phaeodactylum tricornutum，Pt.）的 EV 已显

示出良好的提取率[8]，使其成为药物传递应用的理想候选者。例如，Algatech 有限公司的 FucoVital™用于肝脏健

康的食品添加剂中就含有来自 Pt.的 FUC，已获得美国食品药品监督管理局（Food and Drug Administration，FDA）

的新膳食成分通知[9]。因此 Pt.EV 有望作为口服递送体系用于输送疏水性营养成分。 

本研究以 Pt.EV 为载体原料，使用二硬脂酰基磷脂酰乙醇胺-聚乙二醇-磷酸三苯酯（DSPE-PEG2K-TPP，TPP）

修饰后，构建负载 FUC 的纳米颗粒递送体系（EV/TPP@FUC），以提升 FUC 的生物利用度，用于 FUC 在模拟胃

肠道环境中表现出阶段性释放差异。通过形貌和结构表征确定所制备的纳米囊泡为 EV。通过单因素和响应面实

验优化了制备条件，利用理化表征、形貌表征探讨了壁材与 FUC 之间结合的机理。该研究不仅扩展了 Pt.的高值

化利用途径，还为易降解的生物活性物质的递送系统设计提供了新思路。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

三角褐指藻，宁波路鸣生物科技有限公司；岩藻黄质（纯度＞90%），山东结晶生物有限公司；二硬脂酰基磷

脂酰乙醇胺-聚乙二醇-磷酸三苯酯（R-9981），西安瑞禧生物科技有限公司；无水乙醇（高级纯，水分含量≤0.2%），

上海阿拉丁生化科技股份有限公司；磷酸盐缓冲液（pH 值为 7.2~7.4）、人工胃液（PH1840）、人工肠液（PH1841）、

人工结肠液（PH1842），福州飞净生物科技有限公司；BCA 蛋白浓度测定试剂盒（P0010S），碧云天生物试剂公

司。 

1.2  仪器与设备 

Optima XE-90 超高速离心机，贝克曼库尔特公司；ZSU3100 动态光散射激光粒度仪，英国马尔文仪器有限公

司；TU-1810PC 紫外-可见分光光度计，北京普析通用仪器有限公司；Spark 酶标仪，瑞士 Tecan 公司；JY99-IIDN

超声波细胞粉碎机，宁波新芝生物科技股份有限公司；NanoSight NS300 纳米颗粒跟踪分析仪，马尔文帕纳科；

GZ 磁力搅拌器，金坛市迅生仪器厂；RV 101-HB 10 旋转蒸发仪，德国 IKA 集团；HT-7800 透射电子显微镜，日

立公司；Nicolet iS5 傅里叶红外变换光谱，赛默飞世尔科技公司；Stellaris 5 激光共聚焦显微镜，德国徕卡（Leica）

仪器有限公司；Monnae QuickChemi 5100e 超高灵敏度化学发光成像系统，莫纳生物科技有限公司；FE20 pH 计，

日本 Nikon 公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  Pt.EV 的制备 

参照已有文献[10,11]将EV从Pt.藻液中提取出来。取Pt.藻液50 mL，在4 ℃条件下，依次以2 000 r min
-1，10 min、

10 000 r min
-1，20 min 离心，以去除藻液中残存的杂质和大囊泡，收集上清液。上清液通过 0.45 μm 和 0.22 μm 膜
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过滤。滤液用超高速离心机，在 4 ℃、150 000 r min
-1下离心 80 min，将所得沉淀均匀地重悬与 200 μL 磷酸盐缓

冲液（Phosphate buffered saline，PBS）中。采用 BCA 蛋白浓度测定试剂盒评估 EV 的蛋白浓度。细胞外囊泡在使

用前储存在-80 ℃下。 

1.3.2  Pt.EV 的理化表征 

1.3.2.1  Pt.EV 的蛋白印迹测定 

蛋白印迹（Western blot，WB）分析用于评估 EV 表面标志蛋白，使用 RIPA 裂解液分离 EV 中的总蛋白质。

将裂解液与十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis，

SDS-PAGE）蛋白缓冲液混合均匀，在 100 ℃水浴中变性 5 min
[12]，12 000 r min

-1离心 5 min，取上清液用 BCA 蛋

白试剂盒确定蛋白浓度，其余样品于-80 ℃保存待用。使用 β-Actin 作为内参蛋白。一抗稀释后将封闭后的聚偏二

氟乙烯（Polyvinylidene fluoride，PVDF）膜装入杂交袋中 4 ℃孵育过夜。用洗膜缓冲液（Tris Buffered Saline Tween，

TBST）洗 5 次，每次 5 min。随后，将二抗（辣根过氧化物酶（HRP）标记抗体）用 5%脱脂奶粉稀释，一起孵

育 1 h，用 TBST 洗 5 次，每次 5 min。利用化学发光检测系统检测相关条带。 

1.3.2.2  Pt.EV 的纳米颗粒跟踪分析测定 

将从 1.3.1 中获得的 EV 样品进行适当稀释，确保 EV 特异性良好分散，EV 形态稳定，渗透压平衡，且不损

害颗粒完整性。利用仪器系统相机，即科研级互补金属氧化物半导体（ Scientific Complementary 

Metal-Oxide-Semiconductor，sCMOS）相机。追踪并记录单个纳米粒子的布朗运动，并分析和计算运动数据，以

确定颗粒的大小分布和浓度。 

1.3.2.3  Pt.EV 的透射电镜测定 

参照 Rao 等[13]的方法并稍做修改。将 10 μL EV 悬浮液在碳膜涂层铜网上，静置 10 min 干燥。随后，加入   10 

μL 磷钨酸溶液（3%，m/V，水性。使用 NaOH 溶液将 pH 值调节至 7）进行负染，并在 2 min 后除去过量部分。

样品铜栅在 65 ℃条件下将烘烤约 10 min。随后使用 200 kV 运行的透射电子显微镜捕获形态和照片的观察结果。 

1.3.3  二硬脂酰基磷脂酰乙醇胺-聚乙二醇-磷酸三苯酯修饰基于 Pt.EV 递送体系的制备 

将 FUC 与无水乙醇充分混合均匀，制成所需的 FUC 溶液，同时将从 2.3.1 获得的 EV 溶解于 pH 值 7.4 的 PBS

缓冲液中。接着分别把 FUC 的乙醇溶液与 EV 的 PBS 溶液，两个混合体系按一定的总质量比例进行混合。随后，

在冰浴条件下，分别对这两个混合体系使用 200 W 的超声波探头进行处理。处理模式为开启 15 秒、关闭 15 秒，

持续 2 min，处理结束后孵育 2 min，此超声及孵育步骤循环三次，从而获得 EV@FUC。完成超声步骤后，将这

两种混合体系在室温下孵育 1 h，以恢复 EV 膜的稳定性。之后，把 EV@FUC 与二硬脂酰基磷脂酰乙醇胺-聚乙二

醇-磷酸三苯酯（下方简称磷酸三苯酯，TPP）按一定质量比（m/V）在 37 ℃下避光搅拌 2 h，并在 37 ℃时通过旋

转蒸发从反应系统中除去乙醇。最后，通过超速离心去除游离的 TPP 和 FUC，弃去上清液，沉淀部分即为所需的

EV/FUC 和 EV/TPP@FUC
[14]。 

1.3.4  单因素试验 

1.3.4.1  包埋率的测定 

参考 Guo 等[15]的方法并稍做修改。取 1 mL 所制得的所有 EV 悬浮液以 12 000 r min
-1离心 35 min。将上清液

置于 5 mL 棕色容量瓶中，使用紫外-可见分光光度计测定 450 nm 处的吸光度来评估其中 FUC 的含量。使用下式

确定包埋率（Encapsulation efficiency，E）的百分比。 

0

0

/ % 100%
M M

E
M


                       （1） 

式中： 

E——为体系中岩藻黄质的包埋率，%； 

M——为游离 FUC 的质量； 

M0——为 FUC 的添加量。 

1.3.4.2  粒径与电位的测定 

将 1.3.4.1 中所得的 Pt.EV 的悬浮液分别放入马尔文粒径样品池和马尔文 zeta 电位样品池中。所有悬浮液的粒

径、zeta 电位和多分散指数（Polydispersity index，PDI）使用马尔文激光粒度仪测量。 

1.3.4.3  透过率的测定 
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通过紫外分光光度计计算在 600 nm 处 EV 悬浮液的透过率（Transmittance，T%）[16]。使用蒸馏水作为空白

溶液。所有实验一式三份进行。 

1.3.5  响应面试验 

为进一步优化 EV 负载性能，在单因素实验的基础上，综合选取影响最为显著的三个水平为考察因素，根据

Box-Behnken 实验设计原理，设计 4 因素 3 水平实验。具体因素及水平如下所示。 

表1 实验因素及水平编码 

Table 1 Test factors and level coding 

变量 
水平 

-1 0 1 

因子 

X1=FUC/(μg mL-1) 96 108 120 

X2=TPP 与 FUC 质量比 1.4 1.7 2 

X3=转速/(r min-1) 100 000 105 000 110 000 

X4=离心时间/min 60 80 100 

响应 约束条件 

Y1=粒径/nm 最小 

Y2=包埋率/% 最大 

Y3=透过率/% 最大 

1.3.6  EV/TPP@FUC 的粒径测定 

同 1.3.4.2。 

1.3.7  EV/TPP@FUC 的透射电镜测定 

将 10 μL EV、EV@FUC 和 EV/TPP@FUC 的悬浮液分别滴在碳膜涂层铜网上，同 1.3.2.3。 

1.3.8  EV/TPP@FUC 的傅里叶红外光谱测定 

为表征 EV-FUC 复合物中特征官能团的化学结构，参考 Richa 等[17]并稍做修改。采用傅里叶变换红外光谱

（Fourier transform infrared spectroscopy，FTIR）对所有实验制备的 EV 悬浮液样本进行系统分析。具体操作中，

取 100 μL 待测液样精准滴加于高抛光溴化钾（KBr）晶体基底表面，随后覆盖第二片同规格 KBr 晶片，采用夹片

法形成均匀液膜。在波数 4 000~400 cm
-1范围内以 4 cm

-1分辨率进行 64 次扫描累加，同时以空白 KBr 晶片作为背

景参照进行实时背景扣除，最终获取各样本的分子振动特征谱图。 

1.3.9  EV/TPP@FUC 的激光共聚焦显微镜测定 

取 500 μL EV 悬液分别与 1 μg mL
-1

 DiO 染料（500 μL）及 0.5 μg mL
-1尼罗红溶液（500 μL）进行序贯染色。

首先于 37 ℃避光条件下进行 DiO 染色（30 min），随后通过超速离心（100 000 r min
-1，4 ℃，60 min）去除未结

合染料，沉淀重悬后与尼罗红溶液共孵育（25 ℃，避光，20 min）完成脂质染色。使用的激光共聚焦显微镜（Confocal 

laser scanning microscopy，CLSM）进行多通道图像采集：DiO 以 488 nm 激发波长激发，在 525 nm 发射波长收集；

尼罗红在 552 nm 激发，发射检测范围调整为 635 nm
[18]。 

1.3.10  EV/TPP@FUC 的体外模拟消化 

在人工胃液（Simulated gastric fluid，SGF）、人工小肠液（Simulated intestinal fluid，SIF）和人工结肠液（Simulated 

colonic fluid，SCF）中监测所得 EV 中 FUC 的释放能力。操作方法为，将 3.5 mg 所制样品置于 15 mL 的 SGF 中

混合，在 37 ℃的恒温振荡器中孵育 1 h。然后将消化后的混合物分成三等份，分别加入 15 mL 的 SGF、SIF 和 SCF

中，使用 37 ℃的振荡水浴连续搅拌（150 r min
-1）分别在 2、4、6 h 取样。样品在 4 ℃下以 10 000 r min

-1离心     10 

min 去除沉淀[19]。收集上清液，使用酶标仪在 450 nm 处测定 FUC 含量的吸光值。FUC 释放量（Release rate，R）

的计算如式。 

1

2

/%= 100%
M

M
R                             （2） 

式中： 

R——为岩藻黄质在模拟消化后的释放量，%； 
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M2——为体外模拟消化前的 FUC 剩余量； 

M1——为体外模拟消化后的 FUC 剩余量。 

1.4  数据处理 

所有实验均重复进行三次，取平均值。本实验中所有实验数据通过 Excel 整理；采用 Origin 2026 软件进行统

计分析，并通过单因素方差分析检验数据间差异的显著性，并进行图表绘制；响应面实验数据采用 Design-Expert 

13 软件处理分析。 

2  结果与讨论 

2.1  EV的蛋白印迹分析 

图 1 展示了 Pt.来源样品的蛋白印迹结果及灰度定量分析，用于评估所分离颗粒是否具有 EV 特征。WB 结果

显示，泳道中四种蛋白条带分子量分别为，CD9 约 25 kDa，CD63 约 25~30 kDa，CD81 约 25 kDa，TSG101 约 45~55 

kDa。CD9、CD63 和 CD81 均属于跨膜四蛋白家族，广泛富集于 EV 膜结构中，是 EV 最常用的膜标志蛋白。TSG101

参与多囊泡体（MVB）形成和内体分选，是 EV 生物发生的关键蛋白[20]，其在 EV 中的富集进一步支持样品来源

于内体途径形成的囊泡结构。同时，内参蛋白 β-Actin 在约 42 kDa 处检测到清晰且均一的条带，表明各泳道上样

量一致，灰度定量结果可靠。以 β-Actin 为内参进行归一化后的灰度值定量分析显示，CD9 约 6.7×10
4，CD63 约

6.0×10
4，TSG101 约 6.2×10

4，CD81 约 3.1×10
4。整体灰度分布显示 CD9、CD63 和 TSG101 明显富集，CD81 信

号稳定可检测，符合典型EV蛋白组模式。膜蛋白（CD9、CD63、CD81）反映囊泡膜结构，ESCRT相关蛋白（TSG101）

反映内体来源，这种组合检测可从结构和生物发生机制两层面验证样品性质，提高鉴定可靠性。 

 

图1 蛋白印迹表征 

Fig.1 Western blot characterization 

注：a 蛋白印迹条带。分别为 CD9、CD63、TSG101 和 CD81；b 蛋白印迹条带灰度值 

2.2  EV的理化特性及形貌表征 

2.2.1  纳米颗粒跟踪分析 

纳米颗粒追踪分析（Nanoparticle Tracking Analysis，NTA）可以精确反映样品中纳米颗粒的粒径分布和浓度，

是判定样品是否为 EV 的关键理化指标。图 2A 中样品的 NTA 曲线显示主峰位于 100~150 nm 范围，且粒径分布

主要集中在此区间。在临床和基础研究中，EV 通常显示出的粒径集中于 30~150 nm
[21]。此外，NTA 还提供颗粒

浓度信息，以 particles mL
-1为单位，图 2A 中样品浓度峰值约每毫升 10

9个，与典型生物样品中 EV 丰度一致，说

明样品中绝大多数颗粒为生物来源囊泡，而非低浓度非生物颗粒或污染物。NTA 可显示样品中次级峰值，用于识
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别不同 EV 或微囊泡亚群，但图 2A 主峰清晰、未见明显次峰，说明分离颗粒主要为 EV 级纳米囊泡且样品纯度较

高。结合粒径集中范围和高浓度峰值，NTA 数据表明样品主要由纳米级囊泡构成，符合 EV 物理分类标准，为后

续 TEM 形态分析和分子标志物鉴定提供了可靠的定量依据，是确认样品具有 EV 物理特征的重要证据。 

 

图2 Pt.EV的纳米颗粒跟踪分析 

Fig.2 Nanoparticle tracking analysis of Pt.EV 

2.2.2  透射电镜分析 

TEM 在 EV 领域的应用已经被广泛验证，它能够显示 EV 的双层膜结构和典型形态特征，并被用于区分纳米

囊泡与非囊泡杂质[22]。EV 的典型微观形态通常呈现圆形或接近圆形的膜状结构，有时在样品制备和负染色下可

见略微凹陷（cup-shaped）的轮廓。TEM 图像可直接验证是否存在具备脂质膜边缘的纳米囊泡，例如在肿瘤组织

衍生 EV 的研究中，使用 TEM 图像确认了样品中存在典型的纳米级囊泡结构，并将这些结构与 NTA 的粒径分布

联系起来[23]，以确保物理和形态证据的一致性。TEM 图像在图 3a 中显示粒子具有明显的圆形（或近圆形）边缘，

这与 EV 结构一致，而非无规则颗粒或沉积物。从图 3b 中可观察到，TEM 所见的膜状结构表明这些粒子不是简

单的蛋白质聚集体或非囊泡纳米颗粒，而是具有某种类型的脂质膜边界。 

 

图3 Pt.EV的透射电镜图 

Fig.3 Transmission electron microscope image of Pt.EV 

注：a 多视野图；b 单个图。 

2.3  单因素试验分析 

2.3.1  岩藻黄质浓度对 EV/TPP@FUC 制备的影响 

根据 1.3.3 中 EV/TPP@FUC 的制备方法，分别配置浓度为 60、72、84、96、108、120 μg mL
-1的 FUC 溶液，

加入 TPP 溶液，使其与 FUC 质量比（m/V）为 2，在旋转速度 110 000 r min
-1，离心时间 80 min 的超速离心下制

备纳米粒子，测定其粒径、zeta 电位、包埋率和透过率，结果如图 4 所示。 
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图4 岩藻黄质浓度对EV/TPP@FUC的影响 

Fig.4 The effects of fucoxanthin concentration on EV/TPP@FUC 

注：a 粒径分布；b 粒径与电位；c 包埋率；d 透过率的影响。同一组中不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。下图同。 

由图 4a 可知，EV/TPP@FUC 的粒径分布主要分布于 120 nm 左右，其中在 FUC 浓度为 96 μg mL
-1时呈单峰

分布，表明 EV/TPP@FUC 的均匀性极佳。除 FUC 浓度为 60 和 72 μg mL
-1外，其他浓度的 EV/TPP@FUC 均存在

主要峰，表明样品的均匀性较好。由图 4b 可知，EV/TPP@FUC 的粒径随 FUC 浓度的增大首先快速增加，在浓度

84 μg mL
-1时达到最大，随后趋于稳定，表明在 FUC 浓度为 96 μg mL

-1时，FUC 已与 Pt.EV 充分混合，继续增大

浓度只能分散在水溶液中而无法形成更多的 EV 纳米颗粒。zeta 电位代表分散介质与粒子表面 Stern 层之间的电势

差[24]。更高的 zeta 点位绝对值能够增加纳米粒子之间的静电斥力，从而增强分散系统的物理稳定性。zeta 点位的

绝对值在 FUC 浓度增加的过程中并未出现明显变化。这是由于 FUC 本身作为类胡萝卜化合物不带固定电荷[25]，

其浓度的增加对体系中携带的电荷数量影响不大，导致 zeta 电位的绝对值没有明显变化。由图 4c 可知，

EV/TPP@FUC 的包埋率（Encapsulation efficiency）随着 FUC 浓度的增大而增大，在 FUC 浓度为 108 μg mL
-1时

达到最大，此时包埋率达到 84.29%。由图 4d 可知，EV/TPP@FUC 的透过率（Transmittance，T）在 FUC 浓度为

120 μg mL
-1时最大，此时透过率为 79.25%。因此，通过单因素实验确定 FUC 的较优浓度范围为 96~120 μg mL

-1。 

2.3.2  岩藻黄质与磷酸三苯酯的质量比对 EV/TPP@FUC 制备的影响 

根据 1.3.3 中 EV/TPP@FUC 的制备方法，分别配置 TPP 与 FUC 质量比（m/V）为 0.5、0.8、1.1、1.4、1.7、2

的溶液，在 FUC 浓度为 96 μg mL
-1，旋转速度 110 000 r min

-1，离心时间 80 min 的超速离心下制备纳米粒子，测

定其粒径、zeta 电位、包埋率和透过率，结果如图 5 所示。 

由图 5a 可知，EV/TPP@FUC 的粒径分布基本上均为单峰，表明 EV/TPP@FUC 的均匀性较好。当 TPP 与 FUC

质量比为 2 时，粒径分布最集中。质量比过低，如 0.5~1.1 时，粒径增大且分布宽泛，这可能是由于过少的 TPP

影响了 EV 膜的稳定性，导致粒子聚集，从而影响粒径的均一性[26]。由图 5b 可知，质量比的变化对粒子表面电荷

影响不大。EV/TPP@FUC 的包埋率和透过率随质量比的增大而逐渐增加，且在质量比为 1.4 后趋于稳定，包埋率

和透过率均在 2 时达到最大，分别为 89.09%和 85.08%。有研究表明，TPP 与壁材的离子基团结合后，更大的浓

度会表现出较慢的初期释放，之后释放进入更平稳的阶段，进而 TPP 直接影响微球的膨胀比和药物释放特性[27]。

透过率的增加也表明，适量的 TPP 有助于提高 EV 的稳定性，进而提高 Pt.EV 和 FUC 的分子间吸引力。因此，

通过单因素实验确定 EV@FUC 中 TPP 与 FUC 的较优浓度范围为 1.4~2。 
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图5 磷酸三苯酯与FUC质量比（m/V）对EV/TPP@FUC的影响 

Fig.5 The effects of the mass ratio (m/V) of EV@FUC triphenylphosphine to fucoxanthine 

注：a 粒径分布；b 粒径与电位；c 包埋率；d 透过率的影响。 

2.3.3  超离时间对 EV/TPP@FUC 制备的影响 

根据 1.3.3 中 EV/TPP@FUC 的制备方法，在 FUC 浓度为 96 μg mL
-1，旋转速度 110 000 r min

-1，TPP 与 FUC

质量比（m/V）为 0.5 的条件下，分别调整超离时间为 40、60、80、100、120 min 的离心条件下制备纳米粒子，

测定其粒径、zeta 电位、包埋率和透过率，结果如图 6 所示。 

 

图6 超离时间对EV/TPP@FUC的影响 

Fig.6 The effects of ultracentrifugation time on EV/TPP@FUC 
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注：a 粒径分布；b 粒径与电位；c 包埋率；d 透过率。 

EV/TPP@FUC 的包埋率和透过率随超速离心时间的增大呈现出先增大后减小大的趋势。在超离时间为 40 min

时，由于离心时间较短，EV 的分离效果较差，导致粒径较大且分布较宽，表明粒子之间存在较大的尺寸差异。

随着超离时间的进一步延长，粒子的分散度逐渐提高，但当超离时间达到 120 min 时，粒子的粒径变大，这表明

部分粒子可能发生了聚集或沉淀，进而影响了粒子分布的均匀性。这与粒径分布中出现的双峰分布及峰值滞后的

结果一致。进一步表明过短的超离时间可能导致粒子的聚集或分散不充分、FUC 未能充分包埋，而过长的超离时

间可能会导致载体的结构损伤，即破坏 EV 膜，影响包埋率和透过率[28]。在不同超离时间下，zeta 电位维持在较

为稳定的范围内，这表明超离时间的变化并未显著改变粒子的电荷分布。超离时间的变化对粒子的电荷状态影响

较小，主要通过改变粒子的分散度和 EV 膜的稳定性来调节包埋率和透过率。因此，通过单因素实验确定超速离

心时间的较优范围为 60~100 min。 

2.3.4  超离转速对 EV/TPP@FUC 制备的影响 

根据 1.3.3 中 EV/TPP@FUC 的制备方法，在 FUC 浓度为 96 μg mL
-1，TPP 与 FUC 质量比（m/V）为 0.5，超

离时间为 80 min 的条件下，分别调整超离速度为 100 000、105 000、110 000、115 000、120 000 r min
-1的离心条

件下制备纳米粒子，测定其粒径、zeta 电位、包埋率和透过率，结果如图 7 所示。 

 

图7 超离速度对EV/TPP@FUC的影响 

Fig.7 The influence of ultracentrifugation speed on EV/TPP@FUC 

注：a 粒径分布；b 粒径与电位；c 包埋率；d 透过率的影响。 

由图 7a 可知，随着超速离心旋转速度的增加，粒子的均匀性和稳定性逐步提高，这是因为较高的超离转速能

够有效地增强离心力，进而增加粒子间的剪切力，从而促进 EV 纳米粒子的均匀分散。但当超离转速过高时会产

生巨大的能量，可能会破坏 EV 的结构，导致其内部所包埋的 FUC 泄露，粒径增大且分布不均匀。由图 7b 可知，

制备过程中超离转速对 EV/TPP@FUC 的 zeta 电位无明显影响，无论超离转速如何变化，zeta 电位都能维持在相

对稳定的范围。zeta 电位的稳定性可以作为判断 EV 纳米粒子稳定性的一项重要指标。由图 7c 和 d 可知，EV 纳

米粒子的包埋率和透过率随超离转速的提高而先增大后减小，在 105 000 r min
-1 时达到最大，分别为 87.49%和

84.38%。这可能是因为在一定范围内，较高的超离转速能够增大剪切力，使得 EV 纳米粒子和尺寸更加细小、均

匀，有助于生物活性物质的包埋过程。因此，通过单因素实验确定超速离心旋转速度的较优范围为             

100 000~110 000 r min
-1。 

2.4  Box-Behnken响应面分析 
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根据单因素实验结果确定了四因素三水平 Box-Behnken 响应面实验的中心点，利用 Design-Expert 13 软件设

计的 29 组实验如表 2 所示。其中选择 FUC 浓度（X1）、TPP 与 FUC 质量比（X2）、超离时间（X3）、超离转速（X4）

作为自变量，EV/TPP@FUC 的；粒径（Y1）、包埋率（Y2）、透过率（Y3）作为响应值。其中 X2的 1 ~ 3 分别为

1.4、1.7、2。 

表2 Box-Behnken响应面实验设计方案及结果 

Table 2 Experimental design and results of Box-Behnken response surface 

因素水平 响应值 

Run X1 X2 X3 X4 粒径/nm 包埋率/% 透过率/% 

1 108 2 105 000 80 140 86.96 90.59 

2 108 1 110 000 80 137.2 79.84 78.42 

3 108 2 105 000 80 141.2 83.31 89.44 

4 108 2 100 000 60 138.2 78.65 83.58 

5 96 2 110 000 80 138 78.95 83.63 

6 108 2 105 000 80 141.3 84.98 88.23 

7 120 2 105 000 60 137.7 77.55 79.52 

8 120 1 105 000 80 137.1 76.48 82.65 

9 108 3 110 000 80 137.4 76.40 79.74 

10 108 3 105 000 100 137.9 78.27 81.71 

11 108 3 105 000 60 137.6 77.71 82.04 

12 96 1 105 000 80 137.7 81.00 78.36 

13 108 1 100 000 80 137.2 77.92 80.52 

14 108 2 110 000 100 137.5 77.71 82.76 

15 96 2 100 000 80 137.5 77.30 81.92 

16 96 3 105 000 80 137.3 77.67 84.14 

17 96 2 105 000 60 138 79.13 79.50 

18 96 2 105 000 100 137.9 79.30 82.03 

19 120 3 105 000 80 137.6 79.49 77.66 

20 108 3 100 000 80 137.7 78.43 81.06 

21 108 2 100 000 100 136.6 75.33 79.64 

22 120 2 110 000 80 136 75.14 80.11 

23 120 2 105 000 100 137.4 78.16 78.92 

24 108 2 110 000 60 136.7 76.80 80.51 

25 108 2 105 000 80 141.8 82.84 87.60 

26 108 2 105 000 80 140.5 83.48 89.58 

27 120 2 100 000 80 136.6 76.99 79.80 

28 108 1 105 000 100 137.2 77.31 81.61 

29 108 1 105 000 60 137.7 77.72 80.35 

2.4.1  粒径回归模型拟合与方差分析 

通过对表 2 中粒径与各因素间进行回归拟合，得到二次多项式回归模型方程： 

Y1=140.96-0.333 3X1+0.116 7X2-0.083 3X3-0.116 7X4+0.225 0X1X2-0.275 0X1X3-0.050 0X1X4-0.075 0X2X3+     

0.200 0X2X4+0.600 0X3X4-1.78X1
2
-1.68X2

2
-2.06X3

2
-1.58X4

2。对此回归模型的方差分析如表 3 所示。 

表3 粒径二次模型的方差分析 

Table 3 Analysis of variance of the quadratic model of particle size 

模型 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性 

X1 1.33 1 1.33 5.50 0.034 3 * 
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X2 0.16 1 0.16 0.67 0.425 7 — 

X3 0.08 1 0.08 0.34 0.567 2 — 

X4 0.16 1 0.16 0.67 0.425 7 — 

X12 0.20 1 0.20 0.84 0.376 4 — 

X13 0.30 1 0.30 1.25 0.283 0 — 

X14 0.01 1 0.01 0.04 0.842 0 — 

X23 0.02 1 0.02 0.09 0.765 2 — 

X24 0.16 1 0.16 0.66 0.430 4 — 

X34 1.44 1 1.44 5.93 0.028 8 * 

X1² 20.65 1 20.65 85.10 <0.000 1 ** 

X2² 18.40 1 18.40 75.82 <0.000 1 ** 

X3² 27.50 1 27.50 113.35 <0.000 1 ** 

X4² 16.28 1 16.28 67.09 <0.000 1 ** 

模型 57.20 14 4.09 16.84 <0.000 1 ** 

残差 16.28 1 16.28 67.09 <0.000 1  

失拟项 3.40 14 0.24   — 

纯误差 1.38 10 0.14 0.28 0.955 4  

总相关系数 2.01 4 0.50    

R2=0.943 9；R2
Adj=0.887 9；R2

Pre=0.816 5；C.V.%=0.356 9 

注：*表示差异显著（P<0.05）、**表示差异极显著（P<0.01）。下表同。 

 

图8 不同因素对EV/TPP@FUC粒径的响应面图 

Fig.8 Response surface plots of the effects of different factors on the particle size of EV/TPP@FUC 

注：a 岩藻黄质和磷酸三苯酯与岩藻黄质质量比、b 岩藻黄质与超离转速（其中，超离转速指标刻度 1 为 100 000 r min-1；3 为

110 000 r min-1）、c 岩藻黄质与超离时间、d 磷酸三苯酯与岩藻黄质质量比和超离转速、e 磷酸三苯酯与岩藻黄质质量比和超离时间、

f 超离转速和超离时间。 

模型的 F 值为 16.28、P 值<0.000 1，说明模型极显著，具有统计学意义。失拟项 P 值为 0.242 6（>0.05），表
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明实验误差不显著，模型的残差均由随机误差引起，符合实际情况。回归模型的绝对系数 R
2、矫正决定系数 R

2
Adj

和预测决定系数 R
2
Pre分别为 0.943 9、0.887 9 和 0.816 5，决定系数 0.356 9%，小于 15%，说明变异程度较小、可

信度高。在该模型中 X1，交叉项 X34，二次项 X1
2、X2

2、X3
2、X4

2对粒径有显著影响（P<0.05）。F 值表示各因素

对响应值的影响程度，各因素对粒径影响大小的顺序为：FUC 浓度>TPP 与 FUC 质量比>超离转速>超离时间。综

上，所构建的回归模型能够较为准确地反映各影响因素与粒径之间的实际关联，因此可以通过此模型对

EV/TPP@FUC 的制备条件进行有效预测。 

根据上述回归模型，四个因素之间的交互作用对粒径影响的 3D 响应面图和等高线图如图 8 所示。在 3D 响应

面图中，若某因素的曲线越陡峭，表明对该因素变化对响应值的影响更显著。响应面显示存在最优区间。四个因

素的等高线图呈椭圆形，表明各因素之间存在交互作用。因为适当浓度的FUC被包埋会与EV纳米粒子相应融合，

更多的 FUC 会导致纳米粒子沉积，因此 FUC 浓度对粒径的影响最为显著。其中 EV 纳米系统构建时的超离时间

和超离转速的交互作用最大，这与方差分析结果一致。这表明制备条件与 FUC 的相互作用对 EV 纳米粒子结构的

形成和粒径的精确控制至关重要。 

2.4.2  包埋率回归模型拟合与方差分析 

通过对表 3 中包埋率与各因素间进行回归拟合，得到二次多项式回归模型方程：Y2=84.31-0.794 9X1-0.191 0X2+ 

0.019 9X3-0.123 4X4+1.58X1X2-0.875 6X1X3+0.109 2X1X4-0.987 8X2X3+0.2451X2X4+1.06X3X4-2.90X1
2
-2.76X2

2
-3.86X3

2
- 

3.34X4
2。对此回归模型的方差分析如表 4 所示。 

表4 包埋率二次模型的方差分析 

Table 4 Analysis of variance of the quadratic model of Encapsulation efficiency 

模型 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性 

X1 7.58 1 7.58 5.75 0.031 0 * 

X2 0.44 1 0.44 0.33 0.573 6 — 

X3 0.01 1 0.01 0.01 0.953 1 — 

X4 0.18 1 0.18 0.14 0.715 3 — 

X12 10.00 1 10.00 7.59 0.015 5 * 

X13 3.07 1 3.07 2.33 0.149 5 — 

X14 0.05 1 0.05 0.04 0.851 9 — 

X23 3.90 1 3.90 2.96 0.107 3 — 

X24 0.24 1 0.24 0.18 0.675 9 — 

X34 4.46 1 4.46 3.39 0.087 0 — 

X1² 54.47 1 54.47 41.32 <0.000 1 ** 

X2² 49.47 1 49.47 37.53 <0.000 1 ** 

X3² 96.66 1 96.66 73.33 <0.000 1 ** 

X4² 72.22 1 72.22 54.79 <0.000 1 ** 

模型 206.82 14 14.77 11.21 <0.000 1 ** 

残差 18.45 14 1.32    

失拟项 7.17 10 0.72 0.25 0.964 1 — 

纯误差 11.28 4 2.82    

总相关系数 217.96 28     

R2=0.918 1；R2
Adj=0.836 2；R2

Pre=0.738 4；C.V.%=1.45 

模型的 F 值为 11.21、P 值<0.000 1，说明模型极显著，具有统计学意义。失拟项 P 值为 0.964 1（>0.05），表

明实验误差不显著，模型的残差均由随机误差引起，符合实际情况。回归模型的绝对系数 R
2、矫正决定系数 R

2
Adj

和预测决定系数 R
2
Pre分别为 0.918 1、0.836 2 和 0.738 4，C.V.%为 1.45%，小于 15%，说明变异程度较小、可信度

高。在该模型中 X1，交叉项 X12，二次项 X1
2、X2

2、X3
2、X4

2对包埋率有显著影响（P<0.05）。F 值表示各因素对

响应值的影响程度，各因素对包埋率影响大小的顺序为：FUC 浓度>TPP 与 FUC 质量比>超离转速>超离时间。综
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上，所构建的回归模型能够较为准确地反映各影响因素与包埋率之间的实际关联，因此可以通过此模型对

EV/TPP@FUC 的制备条件进行有效预测。 

根据上述回归模型，四个因素之间的交互作用对包埋率影响的 3D 响应面图和等高线图如图 9 所示。在 3D 响

应面图中，若某因素的曲线越陡峭，表明对该因素变化对响应值的影响更显著。开口向下的 3D 响应面图说明包

埋率存在最大值。四个因素的等高线图呈椭圆形，表明各因素之间存在交互作用。因为 FUC 的浓度与 EV 纳米粒

子的包埋效果直接相关，待 EV 纳米粒子与 FUC 的配比间达成平衡时，包埋率无法再增高。FUC 及其与 TPP 质

量比的相互作用是影响包埋率的关键因素。 

 

图9 不同因素对EV/TPP@FUC包埋率的响应面图 

Fig.9 Response surface plots of the effects of different factors on the EV/TPP@FUC Encapsulation efficiency 

注：a 岩藻黄质和磷酸三苯酯与岩藻黄质质量比；b 岩藻黄质与超离转速（其中，超离转速指标刻度 1 为 100 000 r min-1；3 为

110 000 r min-1）；c 岩藻黄质与超离时间；d 磷酸三苯酯与岩藻黄质质量比和超离转速；e 磷酸三苯酯与岩藻黄质质量比和超离时间；

f 超离转速和超离时间。 

2.4.3  透过率回归模型拟合与方差分析 

通过对表 4 中透过率与各因素间进行回归拟合，得到二次多项式回归模型方程：Y3=89.09-0.909 1X1+0.368 

6X2-0.114 2X3+0.097 8X4-2.69X1X2-0.348 0X1X3-0.782 7X1X4+0.195 1X2X3-0.399 

6X2X4+1.55X3X4-4.35X1
2
-4.35X2

2
-3.92X3

2
-3.86X4

2。对此回归模型的方差分析如表 5 所示。 

表5 透过率二次模型的方差分析 

Table 5 Analysis of variance of the quadratic model of transmittance 

模型 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性 

X1 9.92 1 9.92 6.20 0.025 9 * 

X2 1.63 1 1.63 1.02 0.329 8 — 

X3 0.16 1 0.16 0.10 0.759 0 — 

X4 0.12 1 0.12 0.07 0.792 6 — 

X12 29.02 1 29.02 18.15 0.000 8 ** 

X13 0.48 1 0.48 0.30 0.590 7 — 

X14 2.45 1 2.45 1.53 0.236 1 — 

X23 0.15 1 0.15 0.10 0.762 2 — 
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X24 0.64 1 0.64 0.40 0.537 6 — 

X34 9.56 1 9.56 5.98 0.028 3 * 

X1² 122.96 1 122.96 76.90 <0.000 1 ** 

X2² 123.01 1 123.01 76.93 <0.000 1 ** 

X3² 99.85 1 99.85 62.45 <0.000 1 ** 

X4² 96.85 1 96.85 60.57 <0.000 1 ** 

模型 337.35 14 24.01 15.07 <0.000 1 ** 

残差 22.39 14 1.60    

失拟项 16.79 10 1.68 1.20 0.465 7 — 

纯误差 5.59 4 1.40    

总相关系数 359.74 28     

R2=0.937 8；R2
Adj=0.875 5；R2

Pre=0.706 8；C.V.%=1.54 

模型的 F 值为 15.07、P 值<0.000 1，说明模型极显著，具有统计学意义。失拟项 P 值为 0.465 7（>0.05），表

明实验误差不显著，模型的残差均由随机误差引起，符合实际情况。回归模型的绝对系数 R
2、矫正决定系数 R

2
Adj

和预测决定系数 R
2
Pre分别为 0.937 8、0.875 5 和 0.706 8，C.V.%为 1.54%，小于 15%，说明变异程度较小、可信度

高。在该模型中 X1，交叉项 X12，二次项 X1
2、X2

2、X3
2、X4

2对透过率有显著影响（P<0.05）。F 值表示各因素对

响应值的影响程度，各因素对透过率影响大小的顺序为：FUC 浓度>TPP 与 FUC 质量比>超离时间>超离转速。综

上，所构建的回归模型能够较为准确地反映各影响因素与透过率之间的实际关联，因此可以通过此模型对

EV/TPP@FUC 的制备条件进行有效预测。 

根据上述回归模型，四个因素之间的交互作用对透过率影响的 3D 响应面图和等高线图如图 10 所示。在 3D

响应面图中，若某因素的曲线越陡峭，表明对该因素变化对响应值的影响更显著。开口向下的 3D 响应面图说明

透过率存在最大值。四个因素的等高线图呈椭圆形，表明各因素之间存在交互作用。FUC 和 TPP 与 FUC 的质量

比会影响 EV 纳米粒子的均匀性和稳定性，影响纳米粒子的分散性。由于透过率主要受到壁材和芯材添加量的影

响，故超离时间和超离转速对其影响较小。 

 

图10 不同因素对EV/TPP@FUC透过率的响应面图 

Fig.10 Response surface plots of different factors on the transmittance of EV/TPP@FUC 
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注：a 岩藻黄质和磷酸三苯酯与岩藻黄质质量比；b 岩藻黄质与超离转速（其中，超离转速指标刻度 1 为 100 000 r min-1；3 为

110 000 r min-1）；c 岩藻黄质与超离时间；d 磷酸三苯酯与岩藻黄质质量比和超离转速；e 磷酸三苯酯与岩藻黄质质量比和超离时间；

f 超离转速和超离时间。 

2.5  优化条件预测与验证 

基于对最小粒径、最大包埋率和最大透过率的目标期望，使用 Design-Expert 13 软件的数值优化方法获得最

佳制备参数：FUC 浓度 108 μg mL
-1，TPP 与 FUC 质量比 1.7，超离时间 97 min，超离速度 108 000 r min

-1。预测

的粒径、包埋率和透过率分别为 140 nm、82.13%和 86.44%。在最佳制备条件下进行的验证实验结果显示，三个

响应值的实测值分别为 142.51 nm、78.97%和 85.25%，与模型预测值之间的偏差分别为 1.09%、3.85%和 1.38%，

均在 5%以内，有力地验证了模型的有效性和实验的可重复性。响应量的实验值与预测值之间的线性关系如图 11

所示，进一步证明了实验结果与预测值基本一致。 

 

图11 预测值和实际值之间的线性相关图 

Fig.11 Linear correlation plots between the predicted and actual values 

注：a 粒径、b 包埋率和 c 透过率。 

2.6  粒径与电位分析 

图 12 表明，EV 的平均粒径约为 115 nm，处于典型细小 EV 尺度范围内。该结果说明所分离的 Pt.EV 在粒径

特征上符合 EV 的一般定义。在负载 FUC 后，EV@FUC 的粒径增大至 137 nm。该变化表明负载过程未破坏 EV

结构完整性，而是增加了颗粒的水合层或界面附着层厚度。EV/TPP@FUC 的粒径继续增加至约 143 nm，但增幅

有限，说明 TPP 引入未诱导明显聚集，而是在 EV@FUC 基础上形成稳定界面层。zeta 电位结果进一步支持上述

判断。EV 电位约为-32 mV，负载 FUC 后下降至约-36 mV，进一步修饰后达到约-38 mV，呈现连续负移趋势。EV

表面负电性来源于磷脂及吸附分子，其电位变化反映界面组成重构[29]。负电位绝对值增大意味着颗粒间静电斥力

增强，从而提高胶体稳定性。此外，zeta 电位易受介质条件影响，包括 pH 值、离子强度及吸附层结构。因此，

本结果应被理解为体系在特定测试条件下的相对变化，而非绝对电性表征。尽管如此，三组样品电位绝对值均超

过 30 mV，结合粒径维持在 100~150 nm 范围，可判断体系具备较好的胶体稳定性。 
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图12 FUC、EV、EV@FUC和 EV/TPP@FUC纳米颗粒的粒径与电位图 

Fig.12 Particle size and potential plots of FUC, EV, EV@FUC and EV/TPP@FUC nanoparticles 
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2.7  傅里叶红外变换光谱分析 

通过傅里叶红外变换光谱（Fourier transform infrared spectroscopy，FTIR）对 FUC、EV、EV@FUC 以及

EV/TPP@FUC 纳米颗粒的分子化学特征进行了系统比较。FUC 样品在约 3 000~2 850 cm
-1区域出现明显吸收峰，

对应–CH3与–CH2的伸缩振动，反映其长链疏水碳骨架特征。在 1 650 cm
-1附近可观察到中等强度吸收峰，可能归

属于共轭 C=O 或 C=C 振动，体现类胡萝卜素结构中多烯链与含氧基团的特征。此外，在较低波数区域（约         

1 100 cm
-1附近）存在弱吸收，可归因于 C–O 振动，这一谱学特征与类胡萝卜素分子结构相一致[30]。EV 样品的

FTIR 光谱主要揭示蛋白质及脂类基团特征，约 1 650 cm
-1处的吸收峰归属于酰胺 I 带中 C=O 伸缩振动，反映蛋白

质主链结构的存在[31]。而 2 800~3 000 cm
-1区间呈现弱而不显著的 C–H 伸缩振动，对应脂类及其他组织成分，可

视为未修饰 EV 的化学特征基线。该体系中并未出现新的共价键特征峰，说明 FUC 可能主要通过非共价作用（如

疏水相互作用、π–π堆积或范德华力）嵌入或吸附于 EV 膜结构中，而非形成化学键合。 

在 EV/TPP@FUC 体系中，FTIR 谱图进一步发生变化。与 EV@FUC 相比，在 2 900~2950 cm
-1区间出现更为

清晰的 C–H 伸缩吸收峰，这表征有机芳基或烷基链振动，符合 TPP 相关有机结构的振动特征[32]，这一吸收模式

在纳米体系中被用于确认含芳基或有机修饰的存在。尽管针对 TPP 分子本体的 FTIR 数据在本研究中无法完全复

现，但已有利用 FTIR 确认 TPP 类修饰纳米粒子的文献表明，TPP 引入体系后在 1 600~1 100 cm
-1区间呈现特征性

振动信号，且在 3 000 cm
-1附近的 C–H 振动更为显著，这与本研究 EV/TPP@FUC 的特征变化一致[33]。FTIR 分析

不仅证实了 FUC 与 EV 的成功复合，还提示了 TPP 可能在复合体系中的存在，为纳米系统的结构特性、药物递

送功能及后续功能评价提供了分子级证据。通过对不同纳米颗粒的 FTIR 特征进行对比分析，可以明确各组分在

复合体系中的保留情况及化学稳定性，为理解纳米载体的装载效率、分子结构完整性及功能化修饰提供了可靠依

据。 

 

图13 FUC、EV、EV@FUC和 EV/TPP@FUC纳米颗粒的傅里叶红外变换光谱图 

Fig.13 Fourier transform infrared spectra of FUC, EV, EV@FUC and EV/TPP@FUC nanoparticles 

2.8  形貌分析 

2.8.1  透射电镜分析 

TEM图像可提供纳米颗粒的二维形貌、尺寸及结构完整性信息，是验证EV及其功能化纳米载体的重要工具。

未修饰 EV（图 14a）在负染 TEM 中呈典型―杯状‖或环形结构，边缘暗、内部略浅，颗粒直径约 80~120 nm。这

一―杯状‖形态是 EV 在负染 TEM 中的经典表征，反映其脂质双层膜形成的自然收缩效应，同时显示颗粒内部均质

性。功能化修饰的 EV@FUC（图 14b）仍保持完整膜结构，但边缘呈现低对比度模糊环，其对膜边缘轮廓的影响

可间接反映修饰层的存在。复合修饰的 EV/TPP@FUC（图 14c）显示颗粒仍为完整膜囊泡，边缘对比明显且粒径

略减少。该现象可能表明 TPP 复合修饰未破坏囊泡结构，反而通过分子间相互作用增强表面层密实性，使膜边缘

在负染 TEM 下更清晰。这种结构变化有利于功能化纳米载体的稳定性和靶向性能，表明多层复合修饰在保持纳

米囊泡完整性的同时，可调控表面形态。 
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图14 EV、EV@FUC、EV/TPP@FUC纳米颗粒的透射电子显微镜图像 

Fig.14 Transmission electron microscopy images of EV, EV@FUC, EV/TPP@FUC nanoparticles 

2.8.2  激光共聚焦显微镜分析 

图 15 显示了 EV@DiO-Nile Red 与 EV/TPP@DiO-Nile Red 纳米颗粒的激光共聚焦显微镜成像结果，用于评估

纳米载体膜标记的有效性和修饰对膜环境的影响。实验中采用尼罗红（Nile Red）与 DiO 双荧光标记策略，其中

尼罗红为环境敏感性亲脂性染料，优先嵌入脂质双层膜，在低极性环境中发射强荧光，而在水相中荧光弱；DiO

作为常用膜亲和性探针，可嵌入膜脂层并提供绿色荧光信号[34]。在 EV@DiO-Nile Red 样本中，单通道图像显示红

色（Nile Red）与绿色（DiO）点状荧光分布均匀，合并（Merge）通道呈黄色重叠信号，可能表明两种荧光信号

在 EV 膜附近高度共定位，验证了标记的特异性和膜嵌入的有效性。结果显示，尼罗红能稳定结合于 EV 膜脂双

层，并与 DiO 信号高度一致，排除了游离染料或非特异性荧光的干扰。与未修饰 EV 相比，EV/TPP@DiO-Nile Red

的荧光点密度显著增加，Merge 通道中的黄色共定位区域更均匀且亮度增强，提示 TPP 修饰改善了膜环境对尼罗

红的亲和性和荧光稳定性。TPP 分子可能通过疏水相互作用，使膜脂双层局部环境极性降低，从而增强尼罗红的

量子产率和荧光响应[35]。TPP 修饰未破坏 EV 膜完整性，而是使表面层排列更加紧凑均匀，为荧光染料提供了稳

定的嵌入位点，从而在共聚焦成像中呈现高强度和高密度信号。 

 

图15 EV@DiO-Nile Red和 EV/TPP@DiO-Nile Red的激光共聚焦图像 

Fig.15 Laser confocal images of EV@DiO-Nile Red and EV/TPP@DiO-Nile Red 

2.9  体外模拟消化分析 

图 16 表征了不同模拟环境中的平行释放比较游离 FUC、EV@FUC 及 EV/TPP@FUC 体系的释放行为及结构

演变特征。结果显示，该体系在消化过程中呈现出显著的阶段性释放规律。图 16a 和 b 供了模拟消化各阶段的形

态变化，图 16c 进一步定量展示了释放曲线。游离 FUC 本体在整个 8 h 过程中释放比例始终较低，2 h 后趋于平
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缓，表明其在模拟消化液中扩散能力有限，难以实现持续释放。EV@FUC 与 EV/TPP@FUC 体系表现出明显不同

的释放模式。在胃段，两者释放速率较低，未出现显著突释；进入肠段及结肠段后，释放速率显著提高，8 h 累计

释放量均高于游离体系，其中 EV/TPP@FUC 最高，FUC 释放率接近 80%。该差异说明 EV 包载可显著改变 FUC

的释放路径。EV 包载后，脂质双层首先提供了酸性屏障，减少胃段突释，待进入中性或弱碱环境后膜结构逐渐

松弛，促进内容物外扩[36]。响应面显示存在最优区间，EV/TPP@FUC 在胃段释放受限，进入肠段和结肠段后释

放增加，说明 TPP 修饰可能增强了体系前期稳定性，并使其在后续模拟消化环境中表现出更明显的阶段性释放。

TEM 结果为上述释放曲线提供了形貌证据。EV@FUC 在 2 h 时仍保持较规则的近球形边界（图 d），4 h 后周围出

现明显模糊晕圈与伴随小颗粒（图 e），6 h 和 8 h 时转变为不规则团聚/塌陷结构（图 f、g）；EV/TPP@FUC 在 2 h

同样保持完整颗粒（图 h），4 h 仍可辨识主体轮廓（图 i），至 6 h 和 8 h 虽出现局部崩解与不规则化（图 j、k），

但整体上解体过程较 EV@FUC 更滞后，提示 TPP 参与后提高了结构抗消化扰动能力。该现象与文献中关于 EV

口服稳定性的认识一致。牛乳来源 EV 可耐受消化环境并跨越肠上皮，其膜结构在模拟肠液处理后仍保持较好的

转运能力[37]。 

 

图16 FUC、EV@FUC、EV/TPP@FUC纳米颗粒的体外胃肠道消化释放模拟图 

Fig.16 Simulation of in vitro gastrointestinal digestion and release of FUC, EV@FUC, EV/TPP@FUC nanoparticles 

注：aFUC、EV@FUC、EV/TPP@FUC 纳米颗粒分别在胃道、肠道、结肠道消化液中的释放模拟图 bFUC、EV@FUC、EV/TPP@FUC

纳米颗粒分别在胃道、肠道、结肠道消化液中的实物图；cFUC、EV@FUC、EV/TPP@FUC 纳米颗粒在模拟胃肠道内的 FUC 释放量；

（D-G）EV@FUC 在 2、4、6、8 h 的透射电镜图；（H-K）EV/TPP@FUC 在 2、4、6、8 h 的透射电镜图。 

3  结论 

本研究构建了基于 Pt.细胞外囊泡的 EV/TPP@FUC 纳米递送体系，并系统分析了其结构特性及消化行为。通

过单因素与响应面优化，确定了最佳制备条件为 FUC 浓度 108 μg mL
-1、TPP 与 FUC 质量比 1.7、超离时间 97 min

及超离速度 108 000 r min
-1。结构表征结果表明，EV 能够有效负载 FUC 且维持典型囊泡结构，TPP 修饰进一步增

强了体系的界面稳定性并提高了胶体分散性；所构建纳米体系粒径约 140 nm，包埋率和透过率均处于较高水平。

体外消化研究表明，EV/TPP@FUC 体系体系在模拟胃肠环境中表现出阶段性释放差异，胃段释放较低、肠段和结

肠段增加，有效提升了 FUC 在消化过程中的稳定性与释放效率。消化实验结果进一步说明，该递送体系能够提高

FUC 在胃肠环境中的保留与利用潜力。本研究通过构建天然来源的功能化纳米递送体系，不仅改善了岩藻黄质的

稳定性与递送性能，也为微藻活性物质的高值化利用提供了新的思路。  
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