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植物甾醇油酸酯 －虾青素复合脂质体的制备工艺优化
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摘要：为了改善虾青素的水溶性和稳定性，探索植物甾醇酯用于构建负载虾青素脂质体的可行性，

以大豆磷脂为主要膜材，采用薄膜 －超声法制备植物甾醇油酸酯 －虾青素复合脂质体（Ｌ－ＰＡ）。
以包封率为评价指标，通过单因素试验和 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ响应面试验优化 Ｌ－ＰＡ的制备工艺。结
果表明：Ｌ－ＰＡ制备的最佳工艺条件为植物甾醇油酸酯与大豆磷脂质量比１∶１０、磷酸盐缓冲液 ｐＨ
７．４、超声时间４ｍｉｎ、吐温８０与大豆磷脂质量比１∶２、有机相与水相体积比１∶４、虾青素与大豆磷脂质
量比１∶５０，在此条件下Ｌ－ＰＡ的包封率为９５．２４％。因此，植物甾醇油酸酯可用于构建负载虾青素的
脂质体。
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　　虾青素是一种脂溶性类胡萝卜素，具有非常强
的抗氧化能力，并因具有预防癌症、减轻炎症反应、
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增强免疫力等多种生理活性而受到广泛关注［１－４］。

但是虾青素水溶性差，结构不稳定，在高温、氧气或

光照等条件下容易被破坏，在实际应用中受到很大

限制［５］。采用脂质体包埋能有效提高虾青素的水

溶性和稳定性［６］。脂质体是由两亲性脂类通过自

组装分散在水溶液中形成的胶体体系，结构类似于

细胞膜［７］，可以作为营养素的理想载体［８］。据报

道，添加胆固醇能够提高脂质体的稳定性［９－１１］，然

而胆固醇对人体健康的负面影响限制了其在脂质体

中的应用［１２］。植物甾醇是一种三萜类化合物，化学

结构与胆固醇相似［１３］，也能通过调节脂质体膜的性

质来提高脂质体的稳定性［１４］，并且具有降低胆固醇

浓度、抗氧化及抗炎等生理作用［１５－１７］，但是植物甾

醇熔点高、不溶于水、脂溶性差，很大程度上限制了

其应用［１８－１９］。

植物甾醇酯由植物甾醇和脂肪酸酯化得到，具

有植物甾醇的刚性环状结构和烃链分支，有效提高

了植物甾醇的脂溶性，降低了植物甾醇的熔点，具有

优异的理化性质和生理功能［２０］。因此，国内外学者

尝试将植物甾醇酯应用于不同运载体系的构建中。

Ｗａｎｇ等［２１］研究了植物甾醇和植物甾醇酯在磷脂双

分子层中的包埋机制，结果发现，植物甾醇酯优先被

包裹在脂质体中。侯丽芬等［２２］研究表明，低剂量的

β－谷甾醇乙酸酯提高了脂质体的储藏稳定性及热
稳定性。此外，Ｃｈｅｎ等［２３］制备了含有鱼油、植物甾

醇酯和柠檬烯３种亲脂生物活性成分的微胶囊，发
现植物甾醇酯与鱼油共包埋能有效防止多不饱和脂

肪酸氧化。目前关于植物甾醇酯应用于负载虾青素

的脂质体的构建尚未见报道。

油酸是一种单不饱和脂肪酸，具有抗炎、预防糖

尿病及心脑血管疾病等作用［２４］，植物甾醇油酸酯兼

具植物甾醇和油酸的生理功能，将植物甾醇油酸酯

应用于负载虾青素的脂质体的构建中，不仅能够调

控脂质体的稳定性，还可以发挥多重生理功效。基

于此，本文以大豆磷脂为主要膜材，采用薄膜－超声
法构建植物甾醇油酸酯 －虾青素复合脂质体（Ｌ－
ＰＡ）。以Ｌ－ＰＡ的包封率为考察指标，通过单因素
试验和响应面试验优化Ｌ－ＰＡ的制备工艺，以期为
植物甾醇酯在负载脂溶性营养素的脂质体中的应用

提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　原料与试剂

虾青素（纯度９８％），上海研域商贸有限公司；
大豆磷脂（纯度 ９８％），沈阳天峰生物制药有限公

司；植物甾醇油酸酯（纯度９１％），实验室自制；吐温
８０（化学纯），天津市鼎盛鑫化工有限公司；三氯甲
烷、石油醚等均为分析纯。

１．１．２　仪器与设备
ＡＵＹ１２０分析天平，岛津国际贸易（上海）有限公

司；ＲＥ－５２ＡＡ旋转蒸发器，上海亚荣生化仪器厂；
ＪＹ９２－ＩＩＮ超声波细胞粉碎机，宁波新芝生物科技股份
有限公司；ＤＦ－１０１Ｚ集热式数显恒温磁力搅拌器，山
东菏泽正虹科教仪器有限公司；ＴＧ１６－ＷＳ高速台式离
心机，长沙湘仪离心机仪器有限公司；Ｔ６新世纪紫外可
见分光光度计，北京普析通用仪器有限责任公司。

１．２　试验方法
１．２．１　Ｌ－ＰＡ的制备

采用薄膜 －超声法制备 Ｌ－ＰＡ［２５］。称取一定
量的植物甾醇油酸酯、虾青素与２００ｍｇ大豆磷脂溶
于５ｍＬ三氯甲烷（有机相）中，于５０℃、５０ｒ／ｍｉｎ条
件下避光减压旋蒸除去三氯甲烷，在烧瓶内壁形成

均匀透明的薄膜后继续旋蒸２０ｍｉｎ，加入一定 ｐＨ、
含吐温８０的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）（水相），在真空度
为０．０２ＭＰａ条件下旋蒸直至薄膜与 ＰＢＳ充分水
合，之后置于冰水浴中进行探针式超声（超声功率

为１８０Ｗ，工作５ｓ，暂停５ｓ），即得Ｌ－ＰＡ。
１．２．２　包封率的测定

参考Ｐａｎ等［２５］的方法，以三氯甲烷为溶剂，采用分

光光度计法得到虾青素标准曲线方程为ｙ＝０．１４０３ｘ－
０．０００９（Ｒ２＝０．９９９９，线性范围０～２．４μｇ／ｍＬ），式
中：ｙ为吸光度；ｘ为虾青素的质量浓度，μｇ／ｍＬ。

参考Ｐａｎ等［２６］的方法测定复合脂质体的包封

率。取一定量的Ｌ－ＰＡ置于圆底烧瓶中，加入５ｍＬ
石油醚，在３０℃水浴条件下采用磁力搅拌的方式萃
取１０ｍｉｎ，然后吸取萃取液于离心管内，在转速
３０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心 ５ｍｉｎ。重复上述操作 ３
次，合并离心后的上清液，在３５℃水浴条件下旋蒸
去除石油醚。使用三氯甲烷溶解剩余物质，定容于

１０ｍＬ的棕色容量瓶中，于４９２ｎｍ处测量吸光度，
根据虾青素标准曲线方程得到游离虾青素含量。包

封率按照下式计算。

ｙ＝（ｍ０－ｍ）／ｍ０×１００％ （１）
式中：ｙ为包封率；ｍ０为虾青素总质量；ｍ为游

离虾青素质量。

１．２．３　数据处理
试验数据使用ＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ２３软件进行分析，

采用 Ｏｒｉｇｉｎ８软件作图，使用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ
Ｖ８．０．６软件进行响应面分析。试验至少重复３次，
结果取平均值。
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２　结果与分析
２．１　Ｌ－ＰＡ制备的单因素试验
２．１．１　植物甾醇油酸酯与大豆磷脂质量比对 Ｌ－
ＰＡ包封率的影响

固定ＰＢＳ的 ｐＨ为７．４、超声时间４ｍｉｎ、吐温
８０与大豆磷脂质量比 １∶２、有机相与水相体积比
１∶５、虾青素与大豆磷脂质量比１∶５０，考察植物甾醇
油酸酯与大豆磷脂质量比（１∶２０、１∶１０、３∶２０、１∶５、
１∶４）对Ｌ－ＰＡ包封率的影响，结果见图１。

图１　植物甾醇油酸酯与大豆磷脂质量比
对Ｌ－ＰＡ包封率的影响

　　由图１可知，当植物甾醇油酸酯与大豆磷脂质
量比小于１∶１０时，增加植物甾醇油酸酯与大豆磷脂
质量比有利于提高Ｌ－ＰＡ的包封率，植物甾醇油酸
酯与大豆磷脂质量比为１∶１０时，包封率最高，继续
增加植物甾醇油酸酯与大豆磷脂质量比，包封率下

降。这可能是由于以大豆磷脂为膜材制备的脂质体

具有一定的通透性，添加适量的植物甾醇酯，可以与

磷脂双分子层相互作用，使脂质体更加稳定，减少虾

青素的渗透率，从而得到较高的包封率［２２］。然而，

由于脂质体囊泡的容积是有限的，当植物甾醇油酸

酯用量过高时，会占据脂质体囊泡的空间，使得虾青

素不能被有效包埋，导致包封率下降。

２．１．２　ＰＢＳ的ｐＨ对Ｌ－ＰＡ包封率的影响
固定植物甾醇油酸酯与大豆磷脂质量比１∶１０、

超声时间４ｍｉｎ、吐温８０与大豆磷脂质量比１∶２、有
机相与水相体积比１∶５、虾青素与大豆磷脂质量比
１∶５０，考察 ＰＢＳ的 ｐＨ（６．２、６．６、７．０、７．４、７．８）对
Ｌ－ＰＡ包封率的影响，结果见图２。

图２　ＰＢＳ的ｐＨ对Ｌ－ＰＡ包封率的影响

　　由图２可知，在 ＰＢＳ的 ｐＨ为６．２～７．４范围
内，随着ｐＨ的增大，Ｌ－ＰＡ的包封率也增大，ｐＨ为
７．４时，包封率最高，当 ｐＨ大于 ７．４时，包封率降
低。这是由于磷脂分子在强酸或者强碱条件下容易

发生水解，从而影响脂质体的稳定性，导致虾青素泄

漏，影响包封率。此外，ｐＨ还能够通过影响脂质体
膜表面的荷电特性而改变脂质体膜的通透性，造成

虾青素的泄漏［２７］。

２．１．３　超声时间对Ｌ－ＰＡ包封率的影响
固定植物甾醇油酸酯与大豆磷脂质量比１∶１０、

ＰＢＳ的ｐＨ为７．４、吐温８０与大豆磷脂质量比１∶２、
有机相与水相体积比１∶５、虾青素与大豆磷脂质量
比１∶５０，考察超声时间（２、４、６、８、１０ｍｉｎ）对 Ｌ－ＰＡ
包封率的影响，结果见图３。

图３　超声时间对Ｌ－ＰＡ包封率的影响

　　由图３可知，Ｌ－ＰＡ的包封率随超声时间的延
长先升高后降低，当超声时间为４ｍｉｎ时包封率最
高。这是由于适当的超声处理可使体系中较大的脂

质体囊泡分裂成较小的、均一的囊泡，起到乳化稳定

作用［２８］。但当超声时间过长时，脂质体系统的温度

升高，囊泡的结构被破坏，导致虾青素泄漏，使包封

率降低［２９］。

２．１．４　吐温８０与大豆磷脂质量比对 Ｌ－ＰＡ包封
率的影响

固定植物甾醇油酸酯与大豆磷脂质量比１∶１０、
ＰＢＳ的ｐＨ为７．４、超声时间４ｍｉｎ、有机相与水相体
积比１∶５、虾青素与大豆磷脂质量比１∶５０，考察吐温
８０与大豆磷脂质量比（１∶５、３∶１０、２∶５、１∶２、３∶５）对
Ｌ－ＰＡ包封率的影响，结果见图４。

图４　吐温８０与大豆磷脂质量比对Ｌ－ＰＡ包封率的影响
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　　由图４可知，Ｌ－ＰＡ的包封率随吐温８０与大豆磷
脂质量比的增大呈先增大后减小的趋势，吐温８０与大
豆磷脂质量比为１∶２时包封率最高。这可能是由于
吐温８０是一种非离子表面活性剂，其疏水性长链可
以插入脂质体膜，而亲水端则伸展于脂质体表面，使

脂质体膜结构变得疏松，有利于虾青素的嵌入［３０］。

然而，吐温８０过量时，其胶束逐渐与磷脂增溶为混合
胶团，脂质体的稳定性降低，导致虾青素泄漏［２８］。

２．１．５　有机相与水相体积比对Ｌ－ＰＡ包封率的影响
固定植物甾醇油酸酯与大豆磷脂质量比１∶１０、

ＰＢＳ的ｐＨ为７．４、超声时间４ｍｉｎ、吐温８０与大豆
磷脂质量比１∶２、虾青素与大豆磷脂质量比１∶５０，考
察有机相与水相体积比（１∶６、１∶５、１∶４、１∶３、１∶２）对
Ｌ－ＰＡ包封率的影响，结果见图５。

图５　有机相与水相体积比对Ｌ－ＰＡ包封率的影响

　　由图５可知，随着有机相与水相体积比的增加，
Ｌ－ＰＡ的包封率先增大后减小，当有机相与水相体
积比为１∶４时包封率最高。这是由于有机相比例较
小时，脂质体乳液难以形成稳定的体系，因此包封率

较低［３１］。而当有机相与水相体积比过大时，混悬液

的黏度较高，乳化分散所需要的外力作用较大［３２］，

因此在相同超声处理条件下脂质体的包封率下降。

２．１．６　虾青素与大豆磷脂质量比对 Ｌ－ＰＡ包封率
的影响

固定植物甾醇油酸酯与大豆磷脂质量比１∶１０、
ＰＢＳ的ｐＨ为７．４、超声时间４ｍｉｎ、吐温８０与大豆
磷脂质量比１∶２、有机相与水相体积比１∶４，考察虾
青素与大豆磷脂质量比（１∶８０、１∶７０、１∶６０、１∶５０、
１∶４０）对Ｌ－ＰＡ包封率的影响，结果见图６。

图６　虾青素与大豆磷脂质量比对Ｌ－ＰＡ包封率的影响

　　由图６可知，随着虾青素与大豆磷脂质量比的
增大，Ｌ－ＰＡ的包封率先上升后下降，当虾青素与
大豆磷脂质量比为１∶５０时包封率最大。这说明当
虾青素用量较低时，并不能被有效包裹在脂质体内，

部分虾青素在脂质体间隙游离，投药量的适量增加

有利于提高脂质体的包封率［３３］；然而，当虾青素过

量时，脂质体囊泡难以包埋所有虾青素，过量的虾青

素会游离在脂质体外，导致包封率下降［３４］。

２．２　Ｌ－ＰＡ制备的响应面试验
２．２．１　响应面试验设计及结果

根据单因素试验结果，以 Ｌ－ＰＡ的包封率（Ｙ）
作为评价指标，选择对 Ｌ－ＰＡ包封率影响较大的３
个因素植物甾醇油酸酯与大豆磷脂质量比（Ａ）、ＰＢＳ
的ｐＨ（Ｂ）和吐温８０与大豆磷脂质量比（Ｃ），固定超
声时间４ｍｉｎ、有机相与水相体积比１∶４、虾青素与大
豆磷脂质量比１∶５０，进行响应面试验设计。响应面
试验因素与水平见表１，响应面试验设计方案及结
果见表２。

表１　响应面试验因素与水平

水平
Ａ植物甾醇油酸酯
与大豆磷脂质量比

ＢＰＢＳ的ｐＨ Ｃ吐温８０与大豆
磷脂质量比

－１ １∶２０ ７．０ ２∶５
－０ １∶１０ ７．４ １∶２
－１ ３∶２０ ７．８ ３∶５

表２　响应面试验设计方案及结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ 包封率／％
１ １ ０ １ ９１．５１
２ ０ ０ ０ ９５．３７
３ －１ －１ ０ ９０．６８
４ ０ ０ ０ ９５．１１
５ ０ ０ ０ ９５．４７
６ １ －１ ０ ９０．６４
７ －１ １ ０ ８８．７５
８ １ ０ －１ ９０．４９
９ ０ ０ ０ ９４．９８
１０ －１ ０ １ ８９．５９
１１ ０ －１ １ ９３．３６
１２ －１ ０ －１ ９０．２０
１３ ０ ０ ０ ９５．４３
１４ ０ －１ －１ ８７．８３
１５ ０ １ －１ ９２．３８
１６ １ １ ０ ９０．０３
１７ ０ １ １ ８８．００

２．２．２　模型拟合
运用Ｄｅｓｉｇｎ－ＥｘｐｅｒｔＶ８．０．６软件对表２数据进行

分析，得到二次多项式回归方程：Ｙ＝９５．２７＋０．４３Ａ－
０．４２Ｂ＋０．２０Ｃ＋０．３３ＡＢ＋０．４１ＡＣ－２．４８ＢＣ－
２．６０Ａ２－２．６５Ｂ２－２．２３Ｃ２。响应面模型的方差分析
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见表３。
表３　响应面模型的方差分析

来源 平方和 自由度 均方 Ｆ ｐ 显著性

模型 １１６．９３ ９ １２．９９ １２２．００ ＜０．０００１ 
Ａ １．４９ １ １．４９ １３．９７ ０．００７３ 
Ｂ １．４０ １ １．４０ １３．１７ ０．００８４ 
Ｃ ０．３０ １ ０．３０ ２．８６ ０．１３４９
ＡＢ ０．４４ １ ０．４４ ４．０９ ０．０８２８
ＡＣ ０．６６ １ ０．６６ ６．２４ ０．０４１１ 
ＢＣ ２４．５５ １ ２４．５５ ２３０．５５ ＜０．０００１ 
Ａ２ ２８．３８ １ ２８．３８ ２６６．４５ ＜０．０００１ 
Ｂ２ ２９．５９ １ ２９．５９ ２７７．８６ ＜０．０００１ 
Ｃ２ ２０．９１ １ ２０．９１ １９６．３５ ＜０．０００１ 
残差 ０．７５ ７ ０．１１
失拟项 ０．５６ ３ ０．１９ ４．０３ ０．１０５７
纯误差 ０．１９ ４ ０．０５
总和 １１７．６７ １６

　注：为差异极显著（ｐ＜０．０１）；为差异显著（ｐ＜０．０５）

　　由表３可知：该拟合模型的Ｆ值为１２２．００，ｐ值
小于０．０００１，表明该拟合模型极显著，而失拟项不
显著（Ｆ＝４．０３，ｐ＞０．０５），说明模型具有统计学意
义；Ｒ２为０．９９３７，Ｒ２Ａｄｊ为０．９８５５，均大于０．９５，说明
方程高度拟合；变异系数（ＣＶ）为０．３６％，小于１％，
表明模型能够较为准确地预测实际值。综上所述，

可以采用该二次多项式回归方程对试验结果进行分

析。由表３还可知，Ａ、Ｂ、ＢＣ、Ａ２、Ｂ２、Ｃ２对 Ｌ－ＰＡ包
封率的影响极显著（ｐ＜０．０１），ＡＣ对 Ｌ－ＰＡ包封率
的影响显著（ｐ＜０．０５）。３个因素对 Ｌ－ＰＡ包封率
的影响大小顺序为 Ａ＞Ｂ＞Ｃ，即植物甾醇油酸酯与
大豆磷脂质量比＞ＰＢＳ的ｐＨ＞吐温８０与大豆磷脂
质量比。

２．２．３　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ响应面交互作用分析
根据二次多项式回归方程，对Ａ、Ｂ和Ｃ这３个

因素之间的交互作用进行分析，结果如图７所示。

图７　交互作用对Ｌ－ＰＡ包封率的影响

　　由图７可知：随着植物甾醇油酸酯与大豆磷脂
质量比和ＰＢＳ的ｐＨ的增加，Ｌ－ＰＡ的包封率先增
大后减小，等高线为偏圆形，说明两因素之间的交互

作用较小，且因素Ａ的变化使得包封率的增加幅度
稍大于因素Ｂ，说明植物甾醇油酸酯与大豆磷脂质
量比对Ｌ－ＰＡ的包封率的影响较大；Ｌ－ＰＡ的包封
率随植物甾醇油酸酯与大豆磷脂质量比和吐温８０
与大豆磷脂质量比的增加先升高后降低，等高线呈

椭圆形，表明植物甾醇油酸酯与大豆磷脂质量比和吐

温８０与大豆磷脂质量比之间的交互作用显著；随着
ＰＢＳ的ｐＨ和吐温８０与大豆磷脂质量比的逐渐增大，
Ｌ－ＰＡ的包封率先增大后缓慢降低，坡度陡峭，等高
线为椭圆形，说明两因素之间的交互作用极显著。

２．２．４　验证试验
通过Ｄｅｓｉｇｎ－ＥｘｐｅｒｔＶ８．０．６软件优化确定Ｌ－

ＰＡ的最佳制备工艺条件为植物甾醇油酸酯与大豆
磷脂质量比１．０４２∶１０、ＰＢＳ的 ｐＨ７．３５、吐温８０与
大豆磷脂质量比１．０２５∶２，在此条件下 Ｌ－ＰＡ的理
论包封率为９５．３３％。考虑到实际情况，确定 Ｌ－
ＰＡ的最佳制备工艺条件为植物甾醇油酸酯与大豆
磷脂质量比１∶１０、ＰＢＳ的ｐＨ７．４、吐温８０与大豆磷

脂质量比１∶２、超声时间４ｍｉｎ、有机相与水相体积
比１∶４、虾青素与大豆磷脂质量比１∶５０。在最佳制
备工艺条件下，经过３次验证试验，测得 Ｌ－ＰＡ的
包封率为９５．２４％，与理论预测值之间的相对误差
为０．０９％，实际包封率与理论包封率偏差较小，表
明该模型的预测效果良好。

３　结　论
本研究以Ｌ－ＰＡ的包封率为指标，通过单因素

试验和响应面试验得到制备 Ｌ－ＰＡ的最佳工艺条
件为：植物甾醇油酸酯与大豆磷脂质量比１∶１０，ＰＢＳ
的ｐＨ７．４，超声时间４ｍｉｎ，吐温８０与大豆磷脂质
量比１∶２，有机相与水相体积比１∶４，虾青素与大豆
磷脂质量比１∶５０。在最佳工艺条件下，Ｌ－ＰＡ的包
封率为９５．２４％。研究结果为植物甾醇酯应用于负
载脂溶性功能因子的脂质体的构建提供了理论依据

和技术支持。
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