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断层扫描成像法研究荧光标记酥油微胶囊微结构
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摘　要　用异硫氰酸荧光素作为荧光探针，在碱性条件下标记酪蛋白，根据标记前后吸收光谱、荧光光谱的

变化情况对异硫氰酸荧光素和酪蛋白相互作用进行了初步探讨。用ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０层析柱分离出荧光标记

物，以荧光标记酪蛋白作乳化剂，采用喷雾干燥法制备荧光标记酥油微胶囊，用激光扫描共聚焦显微镜在

４８８ｎｍ的Ａｒ＋激光光源激发下断层扫描酥油微胶囊微结构。结果表明，酪蛋白是在油水界面膜和微胶囊表

面聚结。制备出的酥油微胶囊有单核和多核两种形式，微胶囊为园球形，表面光滑，无裂缝，无凹陷，微胶

囊壁表面完整，壁结构较为致密，其颗粒尺寸为有明显差异的大小颗粒组成，而且小颗粒附着在大颗粒上，

形成了部分附聚粉，有助于微胶囊溶解，是一种较为理想的微胶囊制品。
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引　言

　　微胶囊技术是当今发展迅速且应用广泛的高新技术之

一，在食品［１，２］、医药［３，４］、生物技术［５，６］、化工材料［７］等许多

领域中得到了广泛应用。微胶囊技术可以使许多传统技术不

可能解决的问题得以解决，特别是在食品工业中，过去由于

技术水平不高而不能开发的一些食品成分，现今通过微胶囊

技术得以开发生产，因此国际上将微胶囊技术列入２１世纪

重点发展和推广应用的高新技术之一。然而对于微胶囊技术

本身，在基础理论上还有一些问题需要深入研究，特别是对

微胶囊微结构研究尚无一个统一的理论指导，这样在一定程

度上限制了微胶囊技术的发展。

激光扫描共聚焦显微镜（ＬＳＣＭ）是２０世纪８０年代中期

发展起来并得到广泛应用的新技术，在传统光学显微镜基础

上，ＬＳＣＭ用激光作为光源，采用共轭聚焦原理和装置，并

利用计算机对所观察的对象进行数字图像处理观察、分析和

输出。其特点是可以对样品进行断层扫描和成像，进行无损

伤观察和分析细胞的三维空间结构［８，９］，在生物、医学等研

究领域中应用极其广泛［１０，１１］。ＬＳＣＭ也可以对食品结构进行

二维和三维的断层扫描［１２］，从而获得食品微观结构的二维

和三维图像，包括微观结构的形态，孔隙大小等。因此，把

ＬＳＣＭ应用于食品体系结构研究，特别是微胶囊微结构研究

是一项新技术在新领域的应用。

异硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）为荧光免疫分析中常见的荧光

探针之一，其量子产率高，有较好的光稳定性和低温度系

数。在碱性条件下，ＦＩＴＣ分子中的异硫氰基可直接与蛋白

分子中的氨基（主要为赖氨酸的εＮＨ２）经碳酰化反应形成硫

碳氨基键，成为荧光蛋白标记［１３，１４］。本文选择异硫氰酸荧光

素作为荧光探针，在碱性条件下标记酪蛋白，以荧光标记酪

蛋白作乳化剂，制备荧光标记酥油微胶囊，采用ＬＳＣＭ研究

微胶囊微结构，这方面研究还未见文献报道。

１　实验部分

１１　原料与试剂

酥油（西藏宝信食品有限公司提供），酪蛋白（国外进

口）；异硫氰酸荧光素（０．１ｍｇ·ｍＬ
－１，Ｊｏｈｎｓｏｎ Ｍａｔｔｈｅｙ

Ｃｏｍｐａｎｙ），ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０（Ｓｉｇｍａ），碳酸盐缓冲溶液（ｐＨ

９．６０），磷酸盐缓冲溶液（ｐＨ７．４），二次蒸馏水，磷酸氢二钠

（Ａ．Ｒ．），柠檬酸三钠（Ａ．Ｒ．），乳化剂、麦芽糊精、稳定剂均

为食品级。

１２　仪器与设备

ＬｅｉｃａＴＣＳＳＰ２激光扫描共聚焦显微镜（德国 Ｌｅｉｃａ公

司），Ｆ４５００型荧光分光光度计（日本ＨＩＴＡＣＨＩ公司），ＵＶ

８５００ＰＣ型紫外可见光分光光度计（上海天美科学仪器有限

公司），层析柱（１．６ｃｍ×４０ｃｍ）（上海厦美生化科技发展有

限公司），自动收集器（ＢＳＺ１６）（上海青浦沪西仪器厂），恒



流泵（ＨＬ１）（上海青浦沪西仪器厂），ＳＬＳ高压均质机（上海

申鹿均质机有限公司），ＭＤＲ·Ｐ５型离心、压力喷雾干燥机

（锡山市现代喷雾干燥机厂），ｐＨＳ２Ｃ型精密酸度计 （上海

雷磁仪器厂），ＧＫＣ可控硅恒温水浴锅（上海锦屏仪器仪表

有限公司），ＲＥ５２ＡＡ旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪器厂）。

１３　实验方法

１．３．１　凝胶柱的制备

称取一定量的ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０干燥颗粒，加入一定体积

的水，放入水浴锅中将湿凝胶逐渐升温至沸腾，加热２～３

ｈ，赶去气泡，装入层析柱（１．６ｃｍ×４０ｃｍ）中。

１．３．２荧光标记方法

准确称取一定量的酪蛋白置于５ｍＬ比色管中，依次加

入１．５ｍＬ水，０．５ｍＬ碳酸盐缓冲溶液，摇匀后缓慢滴加

０．１ｍＬＦＩＴＣ溶液（０．１ｍｇ·ｍＬ
－１），混合均匀后避光置于

冰箱（４℃）中反应１２ｈ，定容至２５ｍＬ容量瓶，摇匀，取一

定量的反应液对ＰＢＳ透析、过ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０层析柱，分离

出荧光标记物（酪蛋白ＦＩＴＣ），采用荧光光谱法和紫外光谱

法进行检测，收集，备用。

１．３．３　紫外可见吸收光谱的测定

用ＵＶ８５００ＰＣ型紫外可见光分光光度计扫描酪蛋白，

ＦＩＴＣ及酪蛋白ＦＩＴＣ的吸收光谱。

１．３．４　荧光光谱测定

分别固定激发波长λｅｘ＝２９０ｎｍ，λｅｘ＝４８８ｎｍ，激发狭

缝２．５ｎｍ，发射狭缝２．５ｎｍ，测定酪蛋白，ＦＩＴＣ及酪蛋白

ＦＩＴＣ的荧光光谱。

１．３．５　含有荧光标记物的酥油微胶囊的制备

将收集到的荧光标记物（酪蛋白ＦＩＴＣ）溶液通过旋转蒸

发仪进行浓缩，根据一定的配比，按下列工艺流程制备含有

荧光标记物的酥油微胶囊。

　酥油→加热溶解→离心分层（脱水去杂）→精酥油

精酥油＋乳化剂

↓

混合→均质→喷雾干燥→筛分→成品

↑

　　　麦芽糊精＋水＋稳定剂＋乳化剂（标记了ＦＩＴＣ的酪蛋白）

１．３．６激光扫描共聚焦显微镜观察酥油微胶囊微结构

在４８８ｎｍ的Ａｒ＋激光光源激发下，对荧光标记的酥油

微胶囊进行断层扫描。

２　结果与讨论

２１　酪蛋白犉犐犜犆的紫外可见吸收光谱

图１为酪蛋白，ＦＩＴＣ 及酪蛋白ＦＩＴＣ 的吸收光谱，

ＦＩＴＣ的最大吸收峰为４９２ｎｍ，加入酪蛋白后，最大吸收峰

为４９４ｎｍ，位移了２ｎｍ，且吸收峰下降。酪蛋白最大吸收峰

为２７６．５ｎｍ，加入ＦＩＴＣ后，吸收峰位置不变，吸收峰强度

略有改变。这说明在酪蛋白中加入荧光探针ＦＩＴＣ后，酪蛋

白结构基本不变。

２２　酪蛋白犉犐犜犆的荧光光谱

图２为酪蛋白，ＦＩＴＣ及酪蛋白ＦＩＴＣ的荧光光谱，图２

（ａ）激发波长λｅｘ＝２９０ｎｍ，酪蛋白的荧光发射波长λｅｍ＝３５０

ｎｍ，酪蛋白ＦＩＴＣ的荧光发射波长仍为３５０ｎｍ，酪蛋白中加

入ＦＩＴＣ后，蛋白质的发射波长没有改变，但荧光强度增加

了。ＦＩＴＣ在此激发波长下没有吸收。图２（ｂ）激发波长λｅｘ＝

４８８ｎｍ，ＦＩＴＣ的荧光发射波长λｅｍ ＝５２３．４ｎｍ，酪蛋白

ＦＩＴＣ的荧光发射波长λｅｍ＝５２３ｎｍ，ＦＩＴＣ中加入酪蛋白后，

发射波长略有位移，荧光强度减少，酪蛋白对ＦＩＴＣ荧光发

生了猝灭作用。酪蛋白在此激发波长无荧光吸收。

犉犻犵１　犃犫狊狅狉狆狋犻狅狀狊狆犲犮狋狉犪狅犳犮犪狊犲犻狀犉犐犜犆

１：Ｃａｓｅｉｎ；２：ＣａｓｅｉｎＦＩＴＣ；３：ＦＩＴＣ

犉犻犵２　犉犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲狊狆犲犮狋狉犪狅犳犮犪狊犲犻狀犉犐犜犆

１：Ｃａｓｅｉｎ；２：ＣａｓｅｉｎＦＩＴＣ；３：ＦＩＴＣ

２３　激光扫描共聚焦显微镜研究酥油微胶囊结构

２．３．１　表面超微结构

图３为激光扫描共聚焦显微镜下观测到的酥油微胶囊表

面超微结构，图３（ａ）为未加荧光探针的微胶囊，图３（ｂ）为用
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荧光探针ＦＩＴＣ标记乳化剂酪蛋白后，微胶囊表面发绿色荧

光。微胶囊为球形，表面光滑，无裂缝，无凹陷，其颗粒尺寸

为明显差异的大小颗粒组成，而且小颗粒附着在大颗粒上，

形成了部分附聚粉。

犉犻犵３　犛狌狉犳犪犮犲犿犻犮狉狅狊狋狉狌犮狋狌狉犲狅犳犵犺犲犲犿犻犮狉狅犲狀犮犪狆狊狌犾犪狋犻狅狀

２．３．２　内部超微结构

激光共聚焦扫描显微镜断层扫描得到微胶囊酥油内部超

微结构（图４），结果表明微胶囊存在多核（ａ）和单核（ｂ）两种

形式。这是因为，在喷雾干燥过程中，水先从雾滴表面蒸发，

并在表面形成固相，逐步扩展形成固体壁膜，壁膜内包含的

壁材溶液再进一步干燥。当内部的溶液透过壁膜表面蒸发时

可造成壁膜上出现孔洞，溶剂通过壁膜扩散蒸发速度对形成

孔洞有很大影响。在溶剂蒸发过程中易形成球形包覆膜，这

种包覆膜可以围绕一个或几个囊心液滴形成［１５］。

２．３．３　蛋白质在酥油微胶囊化过程中的聚结

将制备出的含有荧光标记物的微胶囊在４８８ｎｍ的Ａｒ＋

犉犻犵４　犐狀狀犲狉犿犻犮狉狅狊狋狉狌犮狋狌狉犲狅犳犵犺犲犲犿犻犮狉狅犲狀犮犪狆狊狌犾犪狋犻狅狀

激光光源激发下，断层扫描，在激光共聚焦扫描显微镜下观

测酥油微胶囊内部超微结构（图５）。用荧光探针ＦＩＴＣ标记

乳化剂酪蛋白后，微胶囊发出绿色荧光。

犉犻犵５　犐狀狀犲狉犿犻犮狉狅狊狋狉狌犮狋狌狉犲狅犳犵犺犲犲犿犻犮狉狅犲狀犮犪狆狊狌犾犪狋犻狅狀

　　从图５可以看到，在芯材和壁材界面以及微胶囊表面有

绿色荧光出现，也就是说酪蛋白聚集在这两个位置，这是因

为，在喷雾干燥时在Ｏ／Ｗ体系微胶囊壁结构的形成过程中，

由于蛋白质分子具有表面活性，能够降低表面张力，倾向于

向液滴表面与油水界面膜聚结［１６］。实验结果表明，绿色荧光

包裹在芯材界面和微胶囊表面，这也进一步说明了酪蛋白是

在油水界面膜和微胶囊表面聚结。

３　结　论

　　荧光探针ＦＩＴＣ标记酪蛋白制备的酥油微胶囊有单核和

多核两种形式，微胶囊为园球形，表面光滑，无裂缝，无凹

陷，微胶囊壁表面完整，壁结构较为致密，其颗粒尺寸为有

明显差异的大小颗粒组成，而且小颗粒附着在大颗粒上，形

成了部分附聚粉，有助于微胶囊溶解。同时，绿色荧光包裹

在芯材和壁材界面及微胶囊表面，说明酪蛋白是在油水界面

膜和微胶囊表面聚结，增强了微胶囊成膜性。断层扫描成像

法研究微胶囊微结构优势明显，可以为油脂微胶囊化工艺技

术提供理论指导。
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