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[bookmark: _Toc225783547]前言
本文件按照 GB/T 1.1—2020《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起草。
请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。
本文件由江西省食品科学技术学会提出并归口。
[bookmark: OLE_LINK25]本文件起草单位：南昌大学中德联合研究院。
[bookmark: OLE_LINK26]本文件主要起草人：陈红兵、陈卓、张心怡、武涌、高金燕、罗柳柳。
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[bookmark: _Hlk214448394]食用姜源外泌体样纳米囊泡的制备与检验规范
1　 [bookmark: _Toc225783548]范围
本文件规定了食用姜源外泌体样纳米囊泡的原材料要求、技术要求、检验方法、保护剂、包装、储存和运输。
本文件适用于食用姜源外泌体样纳米囊泡的制备与检验。
2　 [bookmark: _Toc225783549]规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB 2762食品安全国家标准 食品中污染物限量
GB 4806食品安全国家标准 食品接触材料及制品
GB 5009食品安全国家标准 食品理化检验方法
[bookmark: OLE_LINK1]GB/T 20882.7-2025淀粉糖质量要求 第7部分：海藻糖
GB/T 30383生姜
[bookmark: _Toc214973007]《中华人民共和国药典》（2025年版）一部 生姜
3　 [bookmark: _Toc225783550]术语与定义
食用姜源外泌体样纳米囊泡 edible Ginger-derived exosome-like nanovesicles 
指从生姜中提取的，具有与外泌体相似结构和功能，直径约为30nm～300nm,包含多种生姜活性成分可供食用的纳米级囊泡。
4　 [bookmark: _Toc225783551]原材料要求
4.1　 生姜
应选用无腐烂、无病害，符合GB/T 30383、中国药典2025版和GB 2762规定的生姜。
5　 [bookmark: _Toc225783552]技术要求
5.1　 食用姜源外泌体样纳米囊泡的制备
[bookmark: OLE_LINK6]生姜洗净去皮后进行机械破碎，获得的生姜汁用超速离心、超滤、尺寸排阻色谱等方法实现食用姜源外泌体样纳米囊泡的提取分离。
5.1.1　 超速离心
利用不同离心力，依次采用低速离心去除细胞碎片、高速离心去除大颗粒细胞器、超速离心沉淀外泌体样纳米囊泡。
5.1.2　 超滤
包括切向流过滤，根据外泌体样纳米囊泡粒径选择适宜截留分子量的超滤膜进行浓缩富集。
5.1.3　 尺寸排阻色谱
利用多孔凝胶填料柱，大分子的外泌体样纳米囊泡被排阻在孔隙外，先被洗脱；而小分子杂质进入孔隙，后被洗脱。
5.2　 质量要求
5.2.1　 形态
在透射电镜下应多呈杯状圆形或类圆形的膜性小囊泡，表面光滑，无明显颗粒状突起，可见囊泡的双层膜性结构，中央为低电子密度成分分布较集中且边界清晰。
5.2.2　 粒径
[bookmark: OLE_LINK32]应分布在30 nm～300 nm内，且在该范围内存在粒径峰值.
5.2.3　 zeta电位
zeta电位宜小于-10 mV。
5.2.4　 颗粒数与蛋白含量比
[bookmark: OLE_LINK30]按颗粒数/蛋白质含量的比值对食用姜源外泌体样纳米囊泡进行定量，成品中姜源外泌体样纳米囊泡颗粒数与蛋白量比值不低于1×1011 particles/mg。
5.2.5　 污染物要求
应符合GB 2762中对污染物的要求。
6　 [bookmark: _Toc225783553][bookmark: _bookmark10]检验方法
6.1　 形态
按照透射电镜法观察形态，结果应符合5.2.1的要求，操作参考附录A的相关要求。
6.2　 粒径
[bookmark: OLE_LINK2]按照纳米颗粒跟踪分析法检测粒径，结果应符合5.2.2的要求，操作参考附录B的相关要求。
6.3　 zeta电位检测
按照相位分析光散射法检测zeta电位，结果应符合5.2.3的要求，操作参考附录C的相关要求。
6.4　 颗粒数与蛋白含量比
按照纳米颗粒跟踪分析法检测颗粒数，二喹啉甲酸法检测蛋白质浓度，结果应符合5.2.4的要求，纳米颗粒跟踪分析法操作参考附录B的相关要求，二喹啉甲酸法操作参考附录D的相关要求。
6.5　 污染物检测
[bookmark: OLE_LINK7]按照GB 5009规定的方法对污染物含量进行检测，结果应符合5.2.5的要求。
7　 [bookmark: _Toc225783554]保护剂
在食用姜源外泌体样纳米囊泡中可选择性加入符合GB/T 20882.7-2025规定的海藻糖作为保护剂，食用姜源外泌体样纳米囊泡与海藻糖质量比宜为1：17。
8　 [bookmark: _Toc225783555]包装、储存和运输
8.1　 包装
[bookmark: OLE_LINK9]产品的包装材料应符合GB 4806中对与食品接触的材料与制品的要求。
8.2　 储存
[bookmark: _bookmark23]食用姜源外泌体样纳米囊泡应避免反复冻融或温度剧烈波动，宜在低于-80℃环境下进行长期储存，在满足质量要求的情况下可在-20℃环境或2～4℃环境短期储存。
8.3　 运输
[bookmark: _bookmark24]冻存的食用姜源外泌体样纳米囊泡宜在干冰环境下运输。
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[bookmark: _Toc225783556]附 录 A 
[bookmark: _Toc214975301][bookmark: _Toc225783557]（规范性）
[bookmark: _bookmark29][bookmark: _Toc225783558]透射电镜观察法
A.1仪器和设备
[bookmark: _Hlk204441195][bookmark: _Hlk204441196]A.1.1 透射电子显微镜、移液枪、镊子、铜网。
A.2试剂
本方法所用试剂均为分析纯，除特别说明外，实验用水均为GB/T 6682规定的一级水。所有试剂使用前应经 0.22 μm滤膜过滤。
A.2.1负染色试剂：2%醋酸双氧铀溶液。
A.3检测步骤
A.3.1用电镜专用镊子夹住铜网边缘，注意区分正反面，正面镀有碳膜，样品需加在铜网正面。
A.3.2将3 μL～5 μL样品加到铜网正面，吸收30秒后，用纯水清洗3次。
A.3.3用2%醋酸双氧铀溶液负染1分钟。
A.3.4将铜网向侧面推到滤纸上，除去多余的液体。
A.3.5使用配备数码相机和图像分析软件的透射电镜采集图像。
[bookmark: OLE_LINK3]T/JXIFST 005—2025

[bookmark: _Toc225783559][bookmark: _bookmark32]附 录 B 
[bookmark: _Toc214975310][bookmark: _Toc225783560]（规范性）
[bookmark: _Toc225783561]纳米颗粒跟踪分析法
B.1仪器和设备
B.1.1纳米颗粒跟踪分析仪、一次性注射器。
B.2试剂
本方法所用试剂均为分析纯，除特别说明外，实验用水均为 GB/T 6682规定的一级水。所有试剂使用前应经0.22 μm滤膜过滤。
B.2.1磷酸盐缓冲溶液：pH为7.4。
B.3实验步骤
B.3.1按照仪器测试操作指南调整相关设备参数，开机预热30分钟，待激光器与温度稳定。
B.3.2系统初始化：使用超纯水对仪器流体系统进行冲洗，通过注射器进样口注水，使注射口和样槽之间的“死容积”充满水，排出气泡，清洗后检测背景，视野中颗粒数应≤5个/视野。
[bookmark: OLE_LINK33]B.3.3样品用PBS稀释至适宜浓度，推荐范围1×10⁸ particles/ml～1×10⁹ particles/ml。
B.3.4待测样本上样，检测：使用注射器在进样孔推进待检测样本，完成检测后自动生成检测报告。
B.4结果分析
通过仪器对检测结果进行分析，得到待测样品的颗粒浓度及粒径检测报告。
[bookmark: _Toc225783562]附 录 C 
[bookmark: _Toc214975316][bookmark: _Toc225783563]（规范性）
[bookmark: OLE_LINK4][bookmark: _Toc225783564]相位分析光散射法
C.1仪器设备
C.1.1相位分析光散射仪。
C.2试剂
C.2.1磷酸盐缓冲液：pH为7.4，0.22 µm滤膜过滤。
C.3检测步骤
C.3.1按照仪器测试操作指南调整相关设备参数，开机预热30分钟，待激光输出与温度稳定。
C.3.2用磷酸盐缓冲液清洗比色皿，同时稀释后外泌体样本注入样品池，确保液面高度合适且无气泡，按照仪器测试指南启动仪器开始测量，记录关键参数。同一样品至少测量三次。
C.4结果分析
通过仪器对检测结果进行分析，得到待测样品的zeta电位检测报告。
[bookmark: _Toc225783565]附 录 D
[bookmark: _Toc214975319][bookmark: _Toc225783566]（规范性）
[bookmark: _bookmark34][bookmark: OLE_LINK5][bookmark: _Toc225783567]二喹啉甲酸法
[bookmark: OLE_LINK35]D.1仪器和设备
D.1.1高速离心机、涡旋振荡仪、37℃孵育箱、酶标仪。
D.2试剂
本方法所用试剂均为分析纯，除特别说明外，实验用水均为GB/T6682规定的一级水。
D.2.1磷酸盐缓冲溶液：pH为7.4。
D.2.2蛋白定量试剂盒（BCA法）
D.3实验步骤
[bookmark: OLE_LINK29]D.3.1按照蛋白定量试剂盒说明书配置 BCA 工作溶液及标准蛋白溶液。
D.3.1将 25μl不同浓度的蛋白标准品及待测样本分别与200μl的 BCA工作溶液混合，于37℃下反应30分钟。
D.3.3反应结束后，待反应管冷却至室温，通过酶标仪进行微板测定。
[bookmark: _bookmark26][bookmark: _bookmark25]D.4结果分析
酶标仪测定562nm处标准品及待测样品的OD值，根据标准曲线计算出待测样品蛋白浓度。
[image: EndLine]
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