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摘要!采用亲水性阳离子多肽多聚赖氨酸!

&

#aKL0#B #L0_-+T$

&

#hHH#通过静电吸附作用修饰叶

黄素纳米脂质体!HZ3#DHh#$构建新型
&

#hHH修饰纳米脂质体载运体系$提高对脂溶性叶黄素

的包封和释放性能& 采用反向溶剂法制备HZ3#DHh$通过单因素试验和正交试验优化
&

#hHH修

饰HZ3#DHh的工艺条件$并考察修饰前后HZ3#DHh的结构特征和体外释放性能& 结果表明'在

&

#hHH用量 "&"9;"aA%&""修饰时间 !&" F时$叶黄素的包封率可达 '8&1%;%动态光散射分析表

明修饰后的脂质体平均粒径为!!''&< p9&<# +Q$多分散指数!hIE#降低! q"&1#$膜电位升高%透

射电子显微镜结果显示由于静电吸附作用$

&

#hHH与脂质体表面结合形成保护包覆结构%体外释

放性能评价结果显示$经
&

#hHH修饰的HZ3#DHh在胃肠液环境中对叶黄素的释放率显著升高&

&

#hHH修饰可改善脂质体结构$增强对脂溶性叶黄素的包封效果和胃肠消化释放性能&

关键词!多聚赖氨酸%修饰%叶黄素%纳米脂质体%释放性能
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66叶黄素是一种不具有维生素 >活性的油溶性

类胡萝卜素$是由 9 个异戊二烯为单位所组成的含

有 ! 个羟基的共轭烯烃类化合物$具有较强的生物

活性,$-

# 叶黄素具有清除体内自由基作用$可减少

自由基对人体的氧化损伤,! #1-

%叶黄素可过滤蓝光$

防止视网膜损伤$并可预防老年性黄斑变性$具有较

强的护眼功能,< #8-

%长期食用叶黄素还可降低血脂$

预防心脑血管疾病和癌症等,%-

# 但是$叶黄素在人

体内生理功能的发挥受其结构性质变化和体内吸收

利用的影响# 由于叶黄素水溶性差$在光(热和胃肠

等条件下不稳定$使得天然叶黄素的吸收利用率

较低,2-

#

近年来$采用脂质纳米化技术提高油溶性类胡

萝卜素类活性成分的稳定性和利用率成为研究热

点# 例如)脂质体可用于叶黄素稳定性和溶解性的

改善$低浓度的叶黄素在脂质体中有良好的稳定

性,9-

%

!

#胡萝卜素脂质体粉末有较好的水溶性(稳

定性和货架期$经过 %" C 贮藏保存率在 '";以

上,'-

%番茄红素纳米脂质体能显著提高小鼠体内抗

氧化活性等,$"-

# 但是$脂质体本身还存在脂质体膜

容易发生水解和被破坏(黏附力差(包覆的活性物质

在胃肠条件下不易释放等问题,$$ #$!-

$极大限制了叶

黄素作为营养物质和功能性成分在食品和药品领域

的应用#

因此$本研究在脂质纳米化技术的基础上$以具

有吸附保护作用和生物兼容性功能的阳离子多肽多

聚赖氨酸修饰叶黄素纳米脂质体$构建高效负载叶

黄素的纳米脂质体载运体系$考察其对脂质体微观

结构特性和体外释放效果的影响# 本研究对于改善

叶黄素及其纳米脂质体的结构稳定性和体内吸收利

用从而充分发挥其生物活性具有重要的意义$为脂

溶性叶黄素在新型功能食品和医药领域的应用提供

科学依据#

$%材料与方法

$&$6试验材料

$&$&$6原料与试剂

叶黄素晶体&纯度
!

'";'$上海源叶生物科技

有限公司# 多聚赖氨酸&

&

#aKL0#B #L0_-+T$

&

#

hHH'(胃蛋白酶&aTa_-+'$美国 4-/QG公司%胰蛋白

酶&aG+*̂TG:-+'$北京 4KLĜb-K公司%乙醇(A7L(蛋黄

卵磷脂(3cTT+ #9" 等均为分析纯#

$&$&!6仪器与设备

DG+K#̀ _'" 动态光散射分析仪$德国新帕泰克

有限公司%A#2%8" 型透射电子显微镜$日本日立公

司%kO!"""O型旋转蒸发仪$西安太康生物科技有

限公司%7WW#'1$ 型磁力加热搅拌器$常州万达升

实验仪器有限公司%ZJ#!<8" 型紫外分光光度计$

日本岛津公司#

$&!6试验方法

$&!&$6叶黄素纳米脂质体的制备

参照前期研究采用反溶剂法制备叶黄素纳米脂

质体&HZ3#DHh'

,$1-

# 将叶黄素溶于无水乙醇中$

加入乳化剂3cTT+ #9" 超声溶解$将蛋黄卵磷脂和

胆固醇溶液按 <l$ 比例加入上述溶液中混合溶解$

将该乙醇溶液快速注入到 <" QH(aA2&< 的缓冲液

中$在 8"U下搅拌水合 1" Q-+$再经减压浓缩挥干

有机溶剂$即得HZ3#DHh溶液$<U下储存备用#

$&!&!6叶黄素纳米脂质体的修饰及包封率测定

取 8 QH不同浓度的
&

#hHH溶液$分别按照不

同比例加入 $8 QH脂质体溶液充分混合$然后调节

混合液 aA后在 8"U条件下磁力搅拌修饰 "&8 B

!M8 F$反应完成后冷却至室温$得到
&

#hHH修饰的

HZ3#DHh# 取 $ QH该脂质体$测定叶黄素质量浓

度$根据式&$'计算包封率&O'

,$< #$8-

#

Oi&$ #

<jP

"

' j$""; &$'

式中)<为叶黄素质量浓度$

!

/(QH%"为叶黄

素总质量$

!

/%P为溶液的总体积$QH#

$&!&16粒径与电位的测定,$%-

将脂质体溶液用去离子水稀释$充分混匀后$取

$&" QH样品放入动态光散射分析仪进行粒径和电

位分析测定$得到粒径与电位分布图#

$&!&<6透射电子显微镜&3O['成像分析

将脂质体稀释 $"" 倍$滴加约 !

!
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干$用 !;磷钨酸进行负染$$8 Q-+ 后吸取多余液

体$然后用3O[观测其形貌和微观结构,$2-

#

$&!&86叶黄素纳米脂质体体外释放性能评价

人工胃液配制)取 9&" QHA7L加入到 <"" QH

蒸馏水中$另取 !&" /胃蛋白酶加蒸馏水溶解后与

上述溶液混合定容至 8"" QH$用 A7L调整 aA至

!M"$制得的胃液于 <U条件下储存备用,$9-

#

人工肠液配制) 称取 <&" /磷酸二氢钾

&VA

!

h?

<

'和 "&' /DG?A加水溶解$另称取 !&19 /

胰蛋白酶和 !&89 /胆盐溶解后与上述溶液混合$然

后定容至 8"" QH$调节 aA至 %&9$制得的肠液于

<U条件下储存备用#

各取 $" 份修饰前后 HZ3#DHh分别加入到 $"

倍体积的人工胃(肠液中$在 12U恒温培养振荡器

中以 $"" (̂Q-+条件下反应 !&" B!"&" F$在相应的

时间分别取 $&" QH混合液$测定叶黄素质量浓度$

按式&!'计算叶黄素的释放率&;'

,$'-

#

;i

<

3

#<

"

<

j$""; &!'

式中) <

3

为叶黄素在 3时刻的质量浓度$

!

/(QH%<

"

为叶黄素在胃(肠液中的起始质量浓度$

!

/(QH%<为叶黄素总量$

!

/(QH#

$&!&%6叶黄素质量浓度的测定

将不同质量浓度的叶黄素标准溶液在 <<8 +Q

处测定吸光值$绘制叶黄素标准曲线$得到叶黄素标

准曲线回归方程Ji"&$2% 1!f"&""< <$%

!

i"&''' $

&!为叶黄素的质量浓度$

!

/(QH%J为吸光值'# 在

"&8 B1&"

!

/(QH范围内$叶黄素的质量浓度与吸光

值呈良好的线性关系$可用于纳米脂质体中叶黄素

质量浓度的测定,!" #!$-

#

取 $ QH样品$加 1 QH石油醚$涡旋振荡 $ Q-+

后$以 1 """ (̂Q-+ 离心 8 Q-+$重复提取 1 次$取上

清液在 <<8 +Q处测定吸光值$按照标准曲线回归方

程计算叶黄素质量浓度,!!-

#

&%结果与分析

!&$6单因素试验

!&$&$6

&

#hHH用量对包封率的影响

取一定量HZ3#DHh$分别加入 "&"!; B"&$;

&以脂质体溶液质量计'的
&

#hHH溶液$充分混匀

后在 8"U(aA2&" 条件下磁力搅拌修饰 !&" F$考

察
&

#hHH用量对包封率的影响$结果见图 $#

由图 $ 可知$随着
&

#hHH用量的增大$叶黄素

的包封率升高$当
&

#hHH用量为 "&"%;时包封率

最大$为 '!&<';$此时对脂质体的修饰已经达到饱

和# 继续增大
&

#hHH用量$包封率略有减小$可能

是因为过多的
&

#hHH会导致竞争性排斥作用$影

响脂质体与
&

#hHH间的正负电荷吸附结合$使得

包封率有所降低# 因此$确定最佳
&

#hHH用量为

"&"%;#

图 $%

!

LFSS用量对包封率的影响

!&$&!6aA对包封率的影响

取一定量HZ3#DHh$加入 "&"%;的
&

#hHH溶

液充分混合$分别调整体系 aA为 <&" B9&"$在

8"U条件下磁力搅拌修饰 !&" F$考察 aA对包封率

的影响$结果见图 !#

图 &%(J对包封率的影响

66由图 ! 可知$随着修饰体系 aA的增大$叶黄素

包封率增大$在 aA为 %&" 时包封率最大$此时带正

电的
&

#hHH能够与带负电的脂质体通过静电吸附

作用使结合效果最佳$aA过低或较高均不利于吸附

反应而且影响脂质体中叶黄素的稳定性# 因此$确

定最佳 aA为 %&"#

!&$&16修饰时间对包封率的影响

取一定量HZ3#DHh$加入 "&"%;的
&

#hHH溶

液充分混合$在 8"U(aA%&" 条件下分别磁力搅拌

修饰 "&8 B!&8 F$考察修饰时间对包封率的影响$结

果见图 1#

图 '%修饰时间对包封率的影响

<%
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66由图 1 可知$随着修饰时间的延长$叶黄素包封

率逐渐增大$当修饰时间达到 $&8 F 时包封率最大#

说明此时
&

#hHH与脂质体膜已经结合得较为充

分$继续延长修饰时间$修饰度不再增加且叶黄素会

有所损失$使得包封率不再增加甚至略有降低# 因

此$确定最佳修饰时间为 $&8 F#

!&!6正交试验

选取
&

#hHH用量(aA和修饰时间作为考察因

素$以包封率为指标$通过正交试验优化
&

#hHH修

饰HZ3#DHh的工艺条件# 正交试验因素水平见表

$$正交试验设计及结果见表 !#

表 $%正交试验因素水平

水平 >

&

#hHH用量(; YaA 7修饰时间(F

$ "&"< 8&" $&"

! "&"% %&" $&8

1 "&"9 2&" !&"

表 &%正交试验设计及结果

试验号 > Y 7 包封率(;

$ $ $ $ '$&9$

! $ ! ! '1&%<

1 $ 1 1 '!&8!

< ! $ ! '$&99

8 ! ! 1 '<&$1

% ! 1 $ '<&1!

2 1 $ 1 '<&'1

9 1 ! $ '<&!!

' 1 1 ! '<&$8

$

$

'!&%82 '!&921 '1&<8"

$

!

'1&<<1 '1&''2 '1&!!1

$

1

'<&<11 '1&%%1 '1&9%"

% "$&22% "$&$!< ""&%12

66由表 ! 可知$

&

#hHH修饰HZ3#DHh的各因素

对包封率的影响大小顺序为 >&

&

#hHH的量' mY

&aA' m7&修饰时间'$且最佳因素水平组合为

>

1

Y

!

7

1

$即
&

#hHH用量 "&"9;(aA%&"(修饰时间

!&" F$在此条件下进行验证试验$得到
&

#hHH修饰

HZ3#DHh包封率为&'8&1% p"&98';&0 i1'#

!&16粒径和电位分析

!&1&$6粒径分析&见图 <'

从图 < 可以看出$修饰前后叶黄素纳米脂质体

的粒径主要在纳米级范围内$大部分集中在 " B8""

+Q之间$分布较为均匀# HZ3#DHh粒径最小值为

12&9< +Q$粒径分布在 " B8"" +Q范围内部分占整

个体系的 22&!;%而经
&

#hHH修饰后的HZ3#DHh

粒径最小值为 $"8&2 +Q$平均粒径为&!''&< p9&<'

+Q$" B8"" +Q范围内粒径占整个体系的 28&2;#

说明经
&

#hHH修饰后$由于
&

#hHH的结合使得

HZ3#DHh的颗粒变大$可能是由于带正电的
&

#

hHH与带负电的脂质体交联后导致粒径略有增大#

但是分布规律和趋势与修饰前较为一致$说明
&

#

hHH能够均匀地与 HZ3#DHh表面结合$形成多分

散性的微纳米结构$提高了叶黄素在水溶液体系中

的稳定性和分散性#

图 =%SEGLYSF和
!

LFSS修饰SEGLYSF粒径分布

66多分散指数&hIE'是脂质体稳定性(生物分散

度和脂质体释放性的一项重要指标# 经分析可知$

HZ3#DHh的 hIE为 "&<8$ p"&"$9$修饰后 HZ3#

DHh的hIE为 "&!'$ p"&"$1$说明修饰后的脂质体

分散性明显提高# 因此$

&

#hHH修饰可提高HZ3#

DHh在溶液体系中的溶解分散性和均一稳定性#

!&1&!6电位分析&见图 8'

图 >%SEGLYSF#-$和
!

LFSS修饰SEGLYSF#9$电位

66由图 8 可以看出$HZ3#DHh膜 :73+ 电位

& #19&% p$&"%'QJ$而修饰的 HZ3#DHh膜 :73+

电位提高到& #!'&8 p"&<8'QJ# 这是因为
&

#hHH

富含阳离子$与带有负电荷的脂质体膜间有强静电

作用力$修饰后纳米脂质体电势位大# 由此说明$

&

#hHH是通过静电引力方式修饰到叶黄素脂质体

表面$与脂质体进行有效结合而形成包覆结构#

8%
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!&<63O[分析!见图 %#

图 ?%SEGLYSF#-$和
!

LFSS修饰SEGL

YSF#9$的GQU图

66由图 %&G'可以看出$叶黄素作为芯材与蛋黄卵

磷脂(胆固醇等壁材通过自组装形成纳米脂质体结

构$纳米脂质体呈球形微粒分布$粒径主要分布在

!"" B<"" +Q范围内$与 !&1&$ 粒径检测结果一致#

从纳米脂质体内部可以看到$大部分叶黄素被脂质

膜包封在脂质体内$均匀分布在纳米脂质体的内侧$

和壁材结合紧密$说明脂溶性的叶黄素能与脂质膜

材料形成比较稳定的脂质体结构# 由图 %&b'可以

看出$

&

#hHH与脂质体膜结合并均匀分布在脂质体

表面$对脂质体形成保护作用# 虽然粒径略有增大$

但是修饰后的 HZ3#DHh粒径分布均匀稳定$颗粒

分散性良好且无聚集产生$这对于提高叶黄素的水

溶性$增强体内吸收利用效果和生物利用率具有重

要作用#

!&86体外释放性能

通过建立体外模拟胃肠释放模型试验$研究了

&

#hHH修饰前后HZ3#DHh对叶黄素的释放特性$

结果见图 2#

图 @%叶黄素在胃液#-$和肠液#9$中的释放率

66由图 2&G'可知$HZ3#DHh在胃液中对叶黄素

释放较为缓慢$而修饰后释放率较快$在各时间段明

显高于修饰前# 说明
&

#hHH修饰可促进纳米脂质

体中叶黄素在胃液中的释放# 由图 2&b'可知$在肠

液环境中$随着时间的延长 HZ3#DHh中叶黄素释

放率增大$在 $" F 后趋于稳定$达到 8%&89;# 而

&

#hHH修饰后叶黄素释放率较修饰前有较大提高$

在 $! F后趋于稳定$达到 2";以上# 以上结果表

明$纳米脂质体中叶黄素在肠液中较容易释放$经

&

#hHH修饰后在胃(肠液中释放率均升高$说明
&

#

hHH修饰可提高叶黄素纳米脂质体的释放性能$有

助于叶黄素在胃肠中的吸收利用#

'%结%论

本研究以生物活性多肽多聚赖氨酸为修饰供体

对叶黄素纳米脂质体进行了修饰$探讨了多聚赖氨

酸修饰叶黄素纳米脂质体的工艺条件$得到了最佳

的修饰条件# 经修饰后的叶黄素纳米脂质体粒径增

大$平均粒径为&!''&< p9&<'+Q$且分布均匀$在脂

质纳米体系中分散良好%叶黄素纳米脂质体修饰后

电位升高$说明多聚赖氨酸主要是通过静电吸附作

用与脂质体有效结合$形成包覆结构$进而提高了脂

质体对叶黄素的包封性能# 由于多聚赖氨酸亲水性

和生物穿膜性能强$可以改善脂质体的吸收和释放

性能$因此能够在胃肠环境下提高脂质体中叶黄素

的渗透性和溶解分散性$因而经过胃(肠液消化后脂

质体中叶黄素的释放率显著增强# 研究结果证明$

多聚赖氨酸修饰可以明显改善叶黄素纳米脂质体的

结构特性$提高对叶黄素的负载和保护能力$增强胃

肠消化的稳定性和释放性能$进而能够有效改善脂

溶性叶黄素的消化吸收利用率# 因此$采用多聚赖

氨酸修饰叶黄素纳米脂体是提高脂溶性叶黄素稳定

性和体内生物活性的有效手段之一$在叶黄素类功

能食品的开发和应用等方面具有较大的发展潜力#
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GL&O\\T*:_K\C-T:Ĝ0\G:_KR *̂TK+ LR:T-+$ .TGeG+:F-+ G+C
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