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基于γ-PGA缓释抗坏血酸纳米颗粒的制备及缓释 

温学康，黄银凤，余作龙* 

浙江树人学院生物与环境工程学院  浙江杭州 

【摘要】目的 本研究是为探索一种能够保护抗坏血酸使其免受环境因素影响的载体和其缓释性能。方

法 本文以 γ-聚谷氨酸(γ-PGA）和壳聚糖(CS)作为主要基材，向抗坏血酸和 γ-PGA 当中加入三聚磷酸钠（STP
P）和聚乙烯吡咯烷酮(PVP)作为螯合剂和稳定剂，再将四种溶液混合之后滴加到 CS 当中，制备得到 γ-PGA
基抗坏血酸纳米颗粒。首先通过各原料不同浓度的配方对形成纳米颗粒的影响的单因素实验来确定单个最

佳配方，然后对纳米颗粒进行粒径与电位分析和红外光谱分析，在粒径与电位分析中测定纳米颗粒的粒径

（Z-AVE）、粒径分布指数（PDI）和表面电位（Zeta），通过比较分析各项结果来确定总体最佳配比，最

后制得最佳配比的抗坏血酸纳米颗粒进行体外的缓释实验。结果 本实验当中确定了 γ-PGA 基抗坏血酸纳米

颗粒的最佳配比为：STPP 浓度为 0.4%、γ-PGA 浓度为 0.2%、PVP 浓度为 0.1%、CS 浓度为 0.02%。在最

佳配比下，在 pH1.2 和 pH6.8 缓冲液中进行抗坏血酸的缓释实验，结果表明 γ-PGA 基抗坏血酸纳米颗粒在 p
H1.2 和 pH6.8 溶液中，累积释放率分别达到了 101.15%和 100.80%。结论 确定了 γ-PGA 基纳米颗粒缓释抗

坏血酸的最佳组成配方，在两种模拟环境具有缓慢且持续释放的效果。 
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【Abstract】Objective This study is to explore a carrier that can protect ascorbic acid from environmental 
factors and its sustained-release performance. Methods In this paper γ - Polyglutamic acid（  γ - PGA) and 
chitosan (CS) were used as the main substrates, which were added to ascorbic acid and γ- Sodium tripolyphosphate 
(STPP) and polyvinylpyrrolidone (PVP) were added to PGA as chelating agents and stabilizers, and then the four 
solutions were mixed and added dropwise to CS to prepare γ- PGA based ascorbic acid nanoparticles. First, the 
single optimal formula was determined through the single factor experiment of the influence of the formulations of 
different concentrations of raw materials on the formation of nanoparticles, and then the particle size and potential 
analysis and infrared spectrum analysis were carried out on the nanoparticles. The particle size (z-ave), particle size 
distribution index (PDI) and surface potential (zeta) of the nanoparticles were measured in the particle size and 
potential analysis. The overall optimal ratio was determined by comparing and analyzing the results, Finally, the 
optimal ratio of ascorbic acid nanoparticles was prepared for in vitro sustained-release experiments. Results In this 
experiment γ- The optimum ratio of PGA based ascorbic acid nanoparticles is: STPP concentration is 0.4% γ- The 
concentration of PGA was 0.2%, the concentration of PVP was 0.1%, and the concentration of CS was 0.02%. 
Under the optimal ratio, the sustained-release experiment of ascorbic acid was carried out in ph1.2 and ph6.8 
buffers. The results showed that γ- The cumulative release rates of PGA based ascorbic acid nanoparticles in ph1.2 
and ph6.8 solutions reached 101.15% and 100.80%, respectively. Conclusion γ- PGA based nanoparticles are the 
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best composition of slow-release ascorbic acid, which has the effect of slow and continuous release in two 
simulated environments. 

【Keywords】Ascorbic Acid; γ-Polyglutamic Acid; Nanoparticles; Preparation; Sustained release 
 
抗坏血酸又称 VC，它的分子式是 C6H8O6，分

子量是 176.12[1]。它不仅是一种天然的水溶性维生

素，而且是人体必需的维生素之一，在新鲜的水果

蔬菜中含量丰富，但人体不能合成或贮藏，需要通

过食物或药物的摄取来维持正常的代谢。Vc 可以作

为抗氧化剂和自由基清除剂，能够预防衰老，保护

身体免受自由基的侵害，还能用于预防和治疗坏血

病[2-5]，因此它在医药、食品添加剂等方面被广泛应

用。但是它容易受到光、热、酸、氧化剂的影响而

遭到破坏[6]，所以就需要一种载体保护抗坏血酸免

受破坏。从而我们想到了将 CS 与抗坏血酸结合形

成纳米颗粒，利用 CS 的大分子结构可以有效保护

抗坏血酸不被外界环境的光、热等破坏，还能实现

抗坏血酸在体内的缓释[7]。 
CS 是一种大分子直链高聚物，具有抗菌、耐热

等优点。它由于质子化氨基其他官能团能参与不同

键合的独特理化性质而成为研究的热点。它能与多

孔材料键合来搭建药物递送系统，并在 pH 响应下

可控释放药物，且对人体的毒性小、副作用低[8-9]。

但在该实验中不能直接用 CS 作为载体，它需要先

和 γ-PGA 进行交联反应才能形成纳米颗粒，同时还

要加入 STPP 和 PVP 作为螯合剂和稳定剂。γ-PGA
是由 L-和 D-谷氨酸通过酰胺键连接形成的天然环

保型高分子材料，无毒可食用可降解，对环境无污

染，在食品、医药、化妆品、农业和污水处理方面

有着广泛的应用[10-12]。STPP 是一种无定形水溶性线

状聚磷酸盐，具有螯合金属离子的能力，有利于交

联反应的进行，促使纳米颗粒形成[13]。PVP 是一种

合成高分子化合物，具有优良的水溶性、稳定性和

络合性，其结构中同时含有强极性酰胺基和非极性

亚甲基，使其能与含有羧基、羟基等活性氢原子的

化合物结合，故将其用作纳米颗粒制备的稳定剂
[14-15]。 

纳米颗粒比一般细胞小，将其作为载体可将药

物吸附在其表面一起进入细胞内，然后再释放出被

吸附的物质，从而达到相应目的。但同时也有学者

担心它可能会堵塞毛细血管而阻碍局部血液循环，

损害某些重要的组织器官[16]。该试验主要是通过单

因素研究各成分浓度对纳米颗粒形成的影响，然后

通过测定纳米颗粒的粒径大小来确定最佳配比，最

后是对根据最佳配比制得的抗坏血酸纳米颗粒进行

结构表征分析、红外光谱分析以及体外缓释试验。

通过粒径、分散指数和 Zeta 电位来评价 NPs 的颗粒

性能，以红外光谱分析来判断 NPs 能否成功包埋药

物，以及通过体外缓释试验来测试它的缓释性能。

通过该试验希望能为未来抗坏血酸纳米颗粒的开发

提供理论依据。 
1 材料与方法 
1.1 材料与试剂 
抗坏血酸、磷酸氢二钠、磷酸二氢钾，广东光

华科技股份有限公司；γ-PGA，广州美懿生物科技

有限公司；CS、STPP、PVP，上海麦克林生化技术

有限公司；盐酸、氢氧化钠，西陇科学股份有限公

司；冰乙酸，天津市永大化学试剂有限公司；磷酸

二氢钠，湖州湖试化学试剂有限公司；磷酸，上海

凌峰化学试剂有限公司；溴化钾，上海试四赫维化

工有限公司；透析袋，上海荣鹏信息科技有限公司。

以上试剂除了 γ-PGA 和 CS 以外，其他试剂均为分

析纯。 
1.2 仪器与设备 
PL303 电子分析天平，上海梅特勒-托利多仪器

有限公司；BGZ-140 数显恒温磁力搅拌器，杭州仪

表电机有限公司；A15 磁力搅拌石，余姚市海聚实

验仪器有限公司；TG-16G 高速离心机，常州市金坛

勒普仪器有限公司；UV-765 紫外分光光度计，上海

精科电子有限公司；FDU-1200 立式冷冻干燥机，东

京理化器械株式会社；TENSONR27 红外光谱仪，

德国布鲁克光谱仪器公司；MS-3000 马尔文激光粒

度分析仪，英国马尔文仪器有限公司。 
1.3 方法 
（1）抗坏血酸纳米颗粒的制备 
在去离子水中加入一定量的 STPP 固体颗粒，

制得一定浓度 STPP 水溶液。在 1%的乙酸溶液中加

入一定量的 CS 固体颗粒，然后用恒定体积的去离

子水制备 CS 溶液，搅拌溶解过夜。在去离子水中

加入一定量的 γ-PGA 固体颗粒制得 γ-PGA 溶液。在
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去离子水中加入一定量的 PVP 固体颗粒，制得 PVP
溶液。称取一定质量的抗坏血酸加入到缓冲溶液中

配制成抗坏血酸溶液。在 100 mL 烧杯中加入适量的

CS 溶液后再投入磁力搅拌石，并放置在磁力搅拌器

上进行搅拌，把抗坏血酸、STPP 溶液和 γ-PGA、PVP
溶液混合均匀后，缓慢均匀滴加到 CS 溶液中至出

现淡蓝色乳光，且静置一段时间后无沉淀产生。同

时制备无抗坏血酸的空白纳米颗粒。 
（2）单因素试验设计 
单因素实验设计见表 1 ，探究不同成分的不同

浓度对纳米颗粒形成的影响。先测出制备好的抗坏

血酸纳米颗粒原液的吸光度，然后倒入离心管中

8500 r/min 离心 10 min，用 10 ml 的量筒测出上清液

体积，再用紫外分光光度法测出上清液的吸光度，

最后按照以下公式计算纳米颗粒的包埋率[17-18]： 

包埋率/% =
𝑀总 ― 𝑀

𝑀总
× 100 

式中：M——溶液中游离的抗坏血酸质量，μg 
M 总——溶液中的抗坏血酸总质量，μg 

表 1 单因素实验表 

因素 抗坏血酸浓度/(μg/ml) STPP 浓度/% γ-PGA 浓度/% PVP 浓度/% CS 浓度/% 

 10 0.2 0.1 0.1 0.01 

 15 0.4 0.2 0.2 0.02 

水平 20 0.6 0.3 0.3 0.04 

 25 0.8 0.4 0.4 0.06 

 30 1 0.5 0.5 0.08 
 
（3）粒径与电位分析 
将制备的 γ-PGA 纳米颗粒溶液称重并稀释至

一定倍数。使用马尔文激光粒度分析仪配有 He-Ne 
激光器（633 nm），散射检测角设置为 90 o ，在 25 
℃下对 γ-PGA 纳米颗粒溶液进行粒径（Z-AVE）分

析，对粒径分布指数（PDI）和表面电位（Zeta）进

行三次平行测量，最终得到三次测量的平均值并进

行统计分析。 
（4）红外光谱分析 
在制备 γ-PGA 抗坏血酸纳米颗粒的最佳配方

条件下，把纳米颗粒水溶液将其置于冰箱完全冷冻

后，在真空冷冻干燥器中进行超低温冷冻干燥，把

溴化钾和适量的 γ-PGA 抗坏血酸纳米颗粒充分混

合，并在 25 ℃室温环境下研磨，用压片机加工成薄

片状。最后，将压制好的片状物放在红外光谱仪中，

在 4000-500 cm-1的波长范围内采用反射法以 4 cm-1

分辨率扫描 64 次，采集得红外光谱图。 
（5）抗坏血酸纳米颗粒的缓释行为研究 
分别配制抗坏血酸溶液浓度为（6、12、18、

24、30 μg/ml），在紫外可见分光光度计上得出相对

应的吸光值，将实验数据进行线性拟合，得到标准

曲线。然后取一定量抗坏血酸纳米颗粒水溶液倒入

透析袋中，浸没在含有磷酸盐缓冲溶液中，置于磁

力搅拌器上以 300 r/min 的速度搅拌，分别用 pH 值

1.2 和 pH 值 6.8 的磷酸盐缓冲液来模拟胃液肠液环

境，每过一段时间用紫外分光光度计测定吸光度。

每次取样后补加相同体积的磷酸盐缓冲液以保持体

积不变，然后根据标准曲线来计算吸光度对应的抗

坏血酸浓度，最后按照以下公式计算累积释放率[19]： 

𝑅𝑐 =
𝑉0𝜌𝑖 + 𝑉 ∑ 𝜌𝑖―1

𝑚 × 100% 

式中：RC——不同时间点的累积释放率，%； 
V0——缓释液的总体积（90 ml） 
ρi——第 i 次取样中抗坏血酸的浓度，μg/ml 
V——每次取样的体积（5 ml） 
m——透析袋内的药物总质量，μg 
（6）数据分析 
利用 excel2205 进行试验数据的整理，利用

Origin 2019b 64Bit 软件进行作图。 
2 结果与分析 
2.1 单因素试验 
（1）抗坏血酸的浓度对纳米颗粒形成的影响 
由图 1 可知，在混合溶液中控制 STPP 浓度为

0.4%、γ-PGA 浓度为 0.2%、PVP 浓度为 0.1%、抗

坏血酸浓度在 10~30 μg/ml 的范围内，纳米颗粒的包

埋率在 58.13%~67.23%之间，该曲线先上升后下降，

随着抗坏血酸浓度的增加，包埋率先增加后减小，
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当抗坏血酸浓度为 20 μg/ml 时，包埋率达到最大值

67.23%。由此可知，在抗坏血酸浓度为 20 μg/ml 时，

纳米颗粒对抗坏血酸的包埋率最大，即可认为此时

混合溶液中形成纳米颗粒的量最多。综上所述，在

一定范围内提高抗坏血酸浓度可以促进纳米颗粒的

形成，故抗坏血酸的浓度应选择 20 μg/ml。 
（2）STPP 的浓度对纳米颗粒形成的影响 
由图 2 可知，在混合溶液中控制抗坏血酸浓度

为 20 μg/ml、γ-PGA 浓度为 0.2%、PVP 浓度为 0.1%、

STPP 浓度在 0.2%~1%范围内，纳米颗粒的包埋率

在 46.21%~68.40%之间，随着 STPP 浓度的增加，

包埋率呈现了先增加后减少，在 STPP 浓度为 0.4%
时，包埋率达到最大值 68.40%。而 STPP 在纳米颗

粒形成过程中是作为交联剂，释放出的阴离子能与

CS 释放的阳离子交联，当两者浓度接近时，STPP 的

浓度对纳米颗粒的形成无明显影响[20]，故选择 STPP
的浓度为 0.4%。 

（3）γ-PGA 的浓度对纳米颗粒形成的影响 
由图 3 可知，混合溶液中控制抗坏血酸浓度为

20 μg/ml、STPP 浓度为 0.4%、PVP 浓度为 0.1%、

γ-PGA 浓度在 0.1%~0.5%范围内，纳米颗粒的包埋

率在 49.78%~67.23%之间，随着 γ-PGA 浓度的不断

增加，包埋率先上升后下降，在 γ-PGA 浓度为 0.2%
时，包埋率达到最大值为 67.23%，说明这时候溶液

中纳米颗粒的形成量较多。γ-PGA 的侧链含有许多

亲水的羧基，因为 γ-PGA 含量的增加会使亲水羧基

和水分子之间的氢键增加，从而会增加溶液的亲水

性并促进纳米粒子的形成[21]，故 γ-PGA 的浓度选择

为 0.2%。 
（4）PVP 的浓度对纳米颗粒形成的影响 
由图 4 可知，混合溶液中控制抗坏血酸浓度为

20 μg/ml、STPP 浓度为 0.4%、γ-PGA 浓度 0.2%，PVP
浓度在 0.1%~0.5%范围内，纳米颗粒的包埋率在

53.30%~67.23%之间。 随着 PVP 浓度的增加，纳米

颗粒的整体包埋速率呈下降趋势，但 PVP 浓度为

0.5%比 0.4%的包埋率增加了 0.23%。说明随着 PVP
浓度的增加，纳米颗粒的形成量却在减少，这是因

为混合溶液的表面张力增大使得分散速度减弱[22]，

故选择 PVP 浓度为 0.1%。 
（5）CS 的浓度对纳米颗粒形成的影响 
由图 5 可知，混合溶液中控制抗坏血酸浓度为

20 μg/ml、STPP 浓度为 0.4%、γ-PGA 浓度为 0.2%、

PVP 浓度为 0.1%，在 CS 溶液浓度在 0.01%~0.08%
之间时，纳米颗粒的包埋率在 42.20%~67.23%之间， 
随着 CS 浓度的不断增加，包埋率先增加后降低，

在 CS 浓度为 0.02% 时，包埋率达到最大值为

67.23%。说明在 CS 溶液的浓度超过 0.08%，当加入

1%的醋酸溶液时，CS 迅速包裹住 γ-PGA 并产生沉

淀，由于形成的纳米颗粒的颗粒度大，导致反应不

稳定[23]。所以为了提高原材料的利用率，降低成本，

故选择 CS 的浓度为 0.02%。 
2.2 粒径与电位分析 
在最佳配比的条件下，抗坏血酸浓度为 20 

μg/ml、STPP 浓度为 0.4%、γ-PGA 浓度为 0.2%、PVP
浓度为 0.1%、CS 浓度为 0.02%的条件下制备纳米颗

粒，将制备的 γ-PGA 纳米颗粒溶液称重并稀释到恒

定体积。在 25 ℃环境下使用马尔文激光粒度分析仪

对 γ-PGA 纳米颗粒溶液进行粒径（Z-Ave）分析，

对粒径分布指数（PDI）和表面电位（Zeta）进行三

次平行测量，最终得到三次测量的平均值并进行统

计分析[24]。测得 γ-PGA 纳米颗粒的 Z-Ave、PDI、Zeta
电位分布如表 2 所示。 

粒径、Zeta 电位和 PDI 是评价纳米颗粒性能的

重要标准[25]，PDI 一般情况下要求小于 0.3。Zeta 电

位值和 PDI 与分子的稳定性有关，Zeta 值越小，凝

聚成溶质析出的可能性就越大；Zeta 值越大，体系

越稳定[26-27] 
在相同条件下，最佳配比的抗坏血酸纳米颗粒

溶液浑浊度虽然有所增加，但总体溶液澄清且有淡

蓝色乳光，长时间静置后无沉淀产生，说明该抗坏

血酸纳米颗粒具有良好的稳定性。 
2.3 红外光谱分析 
图 6 为六个不同样品纳米颗粒的红外表征结果，

由图可知，NPs 特征吸收峰：1075 cm-1 附近的吸收

峰是由 C=O 振动引起的；650-399 cm-1 是邻对位取

代的苯环平面外的弯曲振动引起的。图中 3618 cm-1

处的吸收峰是由于 O-H 和 N-H 伸缩振动；1652 cm-1

和 1092 cm-1处的吸收峰，说明 γ-PGA 的羧基和 CS
的氨基，通过静电作用实现了交联；2268-1755 cm-1

处的氢键变得长而宽，说明药物和载体之间的氢键

作用增强，γ-PGA NPs 间发生了一定的相互作用[19]，

药物被成功包埋。 
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图 1 抗坏血酸浓度对纳米颗粒形成的影响 

 
图 2 STPP 浓度对纳米颗粒形成的影响 

 
图 3 γ-PGA 浓度对纳米颗粒形成的影响 
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图 4 PVP 浓度对纳米颗粒形成的影响 

 
图 5 CS 的浓度对纳米颗粒形成的影响 

表 2 最佳配比和空白纳米粒的 Z-Ave、PDI、Zeta 电位 

样品名称 Z-Ave/d.nm PDI ZP/mV 
最佳配比 497.3 0.273 18.8 
空白纳米粒 364.1 0.227 36.6 

 
图 6 原料及纳米颗粒的红外光谱 
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图 7 抗坏血酸标准曲线 

 
图 8 抗坏血酸在 pH1.2 缓冲液中的缓释 

 
图 9 抗坏血酸在 pH6.8 缓冲液中的缓释 
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2.4 缓释结果分析 
（1）抗坏血酸标准曲线的绘制 
按 1.3（5）中操作得相对应的吸光值得到抗坏

血酸的标准曲线，如图 7 所示。抗坏血酸溶液标准

曲线的回归方程为 y=0.0296x+0.0042（R²=0.9993），
在 6 μg/ml-30 μg/ml 的浓度范围内有良好的线性关

系，说明该标准曲线符合实验要求。 
（2）抗坏血酸纳米颗粒缓释结果分析 
由图 8 可知，在 pH 值 1.2 的 PBS 缓冲液中，

曲线在 0.5-6 h 呈上升趋势，在 6-8 h 趋于平缓。在

0.5-1.5 h 曲线增长快速，说明抗坏血酸纳米颗粒在

PB 缓冲液中迅速释放，处于初期暴释阶段，累计释

放率达到 30.88%；在 2-5 h 曲线增长缓慢，说明抗

坏血酸纳米颗粒在 PBS 缓冲液中缓慢释放，处于暴

释后的缓慢释放阶段，在 8 h 累计释放率达到

101.15%，并达到稳定状态[28-29]。 
由图 9 可知，在 pH6.8 的 PBS 缓冲液中，曲线

在 1-8 h 呈上升趋势，在 10-12 h 趋于平缓。在 1-3 h
曲线增长快速，说明抗坏血酸纳米颗粒在 PBS 缓冲

液中迅速释放，处于初期暴释阶段，累计释放率达

到 80.37%；在 5-7 h 曲线增长缓慢，说明抗坏血酸

纳米颗粒在 PBS 缓冲液中缓慢释放，处于暴释后的

缓慢释放阶段，在 12 h 累计释放率达到 100.80%，

并达到稳定状态。 
在两种不同 pH 的 PBS 缓冲液中对比抗坏血酸

的累积释放率，在 pH 值 1.2 的 PBS 缓冲液中的缓

释时间比在 pH 值 6.8 的 PBS 缓冲液中的时间相对

来说要短一点，但累积释放率相差不大，两组数据

的累积释放率均超过 100%，是因为在实验过程中

γ-PGA 中的羧基具有缓冲作用。综上分析，抗坏血

酸纳米颗粒在两种不同 pH 的 PBS 缓冲液中都能达

到缓慢且持续释放的效果，还改善了抗坏血酸易分

解、不易利用的缺点，增强了抗坏血酸的利用率。 
3 讨论 
本文以 VC、CS 和 γ-PGA 为主要原料，加入

STPP、PVP 作为螯合剂与稳定剂，制备 γ-PGA 抗坏

血酸纳米颗粒。以纳米颗粒的粒径大小为指标得出

的最优配方为：γ-PGA 浓度为 0.2%，STPP 浓度为

0.4%，PVP 浓度为 0.1%，CS 浓度为 0.02%。由粒

径与电位分析测得最佳配比的 γ-PGA 抗坏血酸纳

米颗粒的粒径大小为 497.3 nm，分散指数为 0.273，

Zeta 电位值为 18.8 mV。制备的抗坏血酸纳米颗粒

溶液具有良好的稳定性。γ-PGA 中的羧基和 CS 中

的氨基通过静电作用实现交联，VC被成功包埋。在

pH 值 1.2 和 pH 值 6.8 的 PBS 缓冲溶液中，抗坏血

酸纳米颗粒都能缓慢且持续的缓释，累计释放率相

差不大。 
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