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摘要!为了探索植物甾醇酯构建脂质体的可行性!以植物甾醇和油酸为原料合成植物甾醇油酸酯并

进行分离纯化!运用红外光谱法和核磁共振法对植物甾醇油酸酯进行表征% 以大豆磷脂为主要膜

材!运用薄膜#超声法构建虾青素#植物甾醇油酸酯复合脂质体!并对其粒径大小及分布'1@S7电

位'包封率以及微观形貌性质进行研究% 结果表明&制备的植物甾醇油酸酯经分离纯化后纯度为

"-,?%' j"?-$$I!构建的虾青素#植物甾醇油酸酯复合脂质体近似球形!形状规则且分散性好!

平均粒径为"'!+?" j'!?%$ =6!多相分散系数" \̂P$为 "?$& j"?"'!平均 1@S7电位为" #$$?$ j

'?,$6d!包封率为"-$?-% j"?-!$I% 综上!采用植物甾醇油酸酯负载虾青素!包封率高!制备的

复合脂质体稳定!分布均一!说明植物甾醇油酸酯可应用于负载脂溶性生物活性物质的脂质体的

构建%

关键词!植物甾醇酯#油酸#虾青素#复合脂质体
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HH虾青素具有多种生理功能%包括抗炎$抗氧化以

及增强免疫力等%但因其水溶性低$稳定性差等缺

点%在实际应用过程中受到较多限制(')

& 脂质体是

一种类似于细胞膜的闭合囊泡状结构%对包埋的生

物活性物质具有运转$保护$靶向和缓释等作用%国

内外研究报道胆固醇可提高脂质体膜的稳定

性(! #+)

& 然而%由于高浓度的胆固醇是引起各种疾

病的重要因素之一(%)

%以胆固醇为膜材料构建的脂

质体在食品$保健品以及医药领域的应用受到极大

限制&

植物甾醇作为天然活性物质%具有抗炎(,)

$抗

癌(&)以及降低人体对胆固醇的吸收(()等功能& 用

植物甾醇构建脂质体%既可避免胆固醇的负面效应%

还能调控脂质体稳定性(- #'")

& 然而%植物甾醇不溶

于水%脂溶性也较差%不易被人体消化利用%还具有

较高的熔点%从而限制了其实际应用范围& 植物甾

醇酯的结构除了甾醇羟基中的 R被脂肪酸取代外%

仍保留了甾醇的刚性环状结构和烃链分支& 植物甾

醇酯不仅显著提高了植物甾醇的脂溶性('')

%而且抗

氧化性优于植物甾醇('!)

%熔点也更低('$)

& 同时%植

物甾醇酯兼具植物甾醇和脂肪酸双重生理功效& 油

酸属于不饱和脂肪酸%具有抗肿瘤$降血脂以及调节

免疫力等功能%其含有一个双键%长期暴露在空气中

容易发生自动氧化反应%而酯化后可降低油酸的氧

化速度%提高其稳定性('+)

& 基于此%本实验以植物

甾醇和油酸为原料合成植物甾醇油酸酯%并对其进

行分离纯化和表征& 以大豆磷脂为主要膜材%采用

薄膜#超声法制备虾青素#植物甾醇油酸酯复合脂

质体%并研究其粒径大小及分布$1@S7电位$包封率

以及微观形貌等性质%以考察虾青素 #植物甾醇油

酸酯复合脂质体制备的可行性%为植物甾醇酯应用

于负载脂溶性生物活性物质脂质体的构建中以改善

其功能性质提供理论依据&

;<材料与方法

'?'H试验材料

'?'?'H原料与试剂

植物甾醇"菜油甾醇 $(?&$I$豆甾醇 ''?$$I$

!

#谷甾醇 ++?-%I#%陕西帕尼尔生物科技有限公

司!油酸"纯度 (%I#$胆固醇"纯度 -%I#%阿拉丁

试剂"上海#有限公司!植物甾醇油酸酯标样"纯度

-&I#%西安海斯夫生物科技有限公司!硅胶%'%" b

!%"

!

6"," b'"" 目#%青岛海洋化工有限公司!大

豆磷脂"纯度 -(I#%沈阳天峰生物制药有限公司!

虾青素"纯度 -(I#%上海研域商贸有限公司!无水

乙醚$正己烷$石油醚"$" b,"K#$三氯甲烷"分析

纯#%天津市凯通化学试剂有限公司!吐温 (""化学

纯#%天津市鼎盛鑫化工有限公司&

'?'?!H仪器与设备

O0#!"'" 气相色谱仪%岛津企业管理"中国#

有限公司!3J>F@J2Y7=;@+"" MRG超导核磁共振

仪%瑞士布鲁克公司! @̂JF8=496@J/]@;SJ>6Loc傅

里叶变换红外光谱仪%美国铂金埃尔默股份有限公

司!1@S7V8G@JN7=C1/-" 马尔文激光纳米粒度仪%英

国马尔文仪器有限公司!L, 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!2X)'!" 电

子分析天平%岛津国际贸易"上海#有限公司!Q4#

%!22旋转蒸发器%上海亚荣生化仪器厂!*)-! #PPN

超声乳化分散器%宁波新芝生物科技股份有限公司&

'?!H试验方法

'?!?'H植物甾醇油酸酯的合成

参考陈茂彬('%)方法并稍作修改'按质量比为

'k'?'称取一定量油酸和植物甾醇%装入 !%" 6W的

三口烧瓶中%待植物甾醇溶解后%加入硫酸氢钠%于

'$%K下冷凝回流 ( U%反应结束后冷却至室温%用

超纯水水洗 ! 次除去硫酸氢钠%并用无水乙醇洗涤

以除去部分色素及过量油酸%得植物甾醇油酸酯

粗品&

'?!?!H植物甾醇油酸酯的分离纯化

采用硅胶柱层析法进行纯化& 先将适量正己烷

倒入层析柱中%然后倒入硅胶%压实后平铺一层石英

砂& 称取 %?" 6B样品溶解于少量的正己烷中%缓慢

加入已装好的层析柱中%待样品吸附至硅胶上后加

入洗脱剂%并接收洗脱液& 洗脱剂为正己烷 #乙醚

"体积比 -%k%#%填料高度为 !% ;6%洗脱速度为 !

6WD68=%每根管的接收体积为 '" 6W& 薄层色谱检

测分离效果%确定第二成分为目标物%然后将只含

有第二成分的洗脱液合并%并利用旋蒸仪将溶剂

蒸干得到终产物&

通过薄层色谱技术与标样对比%对纯化后的

产物进行初步鉴定%展开剂条件同柱层析&

'?!?$H植物甾醇油酸酯的纯度测定

本实验将植物甾醇油酸酯先进行皂化处理%采

用气相色谱法通过标准曲线测定皂化后的植物甾醇

各组分含量%推测出植物甾醇油酸酯的含量&

气相色谱条件'\3#% 石英毛细管气相色谱柱

"$" 6f"?!% 66f"?!%

!

6#!升温程序为!""K保持

' 68=%以 $"KD68=升至 $""K%保持 '% 68=!检测器

温度 $%"K!进样温度 $""K!氢气流量 +" 6WD68=!

空气流量 +"" 6WD68=!载气"N

!

#流量 %" 6WD68=!

进样量 '?"

!

W!分流比 %"k'&

$-
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'?!?$?'H标准曲线的绘制

参照陈茂彬('%)方法%以胆固醇为内标物%

!

#谷

甾醇为标样%绘制拟合得到
!

#谷甾醇与内标物的标

准曲线方程为2e"?-"$ (.#"?""% '%-

!

e"?--- '&

式中'2为植物甾醇中某甾醇通过定性确定的峰面

积与内标物峰面积比!.为
!

#谷甾醇与内标物质量

比& 测定各组分甾醇含量时均使用
!

#谷甾醇作为

标样&

'?!?$?!H样品植物甾醇油酸酯的纯度测定

称取 "?$%" " B自制植物甾醇油酸酯$"?"% B内

标物胆固醇和 ! B氢氧化钠于圆底烧瓶中%加入 $"

6W无水乙醇%在 &(K下冷凝回流%用磁力搅拌器搅

拌 $ U 后向烧瓶中加入 !% 6W超纯水并用 '"" 6W

正己烷萃取%超纯水反复水洗直至下层水呈中性%取

上层清液进行气相色谱测定%代入标准曲线方程计

算出植物甾醇的含量%再根据相对分子质量比得到

植物甾醇油酸酯的纯度&

'?!?+H植物甾醇油酸酯红外光谱分析

分别取少量植物甾醇$纯化后的植物甾醇油酸

酯产品%采用傅里叶变换红外光谱仪进行测定%测定

条件'扫描范围 + """ b+"" ;6

#'

%分辨率 + ;6

#'

%扫

描 ', 次&

'?!?%H植物甾醇油酸酯核磁共振分析

用移液枪取少量植物甾醇油酸酯溶解在氘代氯

仿"0\09

$

#中%利用核磁共振仪对植物甾醇油酸酯

进行核磁共振氢谱和碳谱分析&

'?!?,H虾青素 #植物甾醇油酸酯复合脂质体的

构建

运用薄膜#超声法制备虾青素#植物甾醇油酸

酯复合脂质体%参考 7̂= 等(',)的方法并稍作修改&

准确称取一定量的大豆磷脂$植物甾醇油酸酯和虾

青素%三者质量比为 '""k!"k'%加氯仿溶解& %"K

下避光旋蒸除去氯仿后形成一层薄膜%继续旋蒸 !"

68=后加入 !" 6W磷酸盐缓冲溶液 " ]R&?+#和

%"I的吐温 (""以大豆磷脂质量计#进行洗膜制成

混悬液& 将混悬液在冰水浴中探针式超声"'(" o%

% V开%% V关#+ 68= 后制得虾青素 #植物甾醇油酸

酯复合脂质体&

'?!?&H虾青素#植物甾醇油酸酯复合脂质体粒径

大小及分布$1@S7电位的测定

准确吸取虾青素#植物甾醇油酸酯复合脂质体

+""

!

W%用超纯水稀释 !"" 倍& 通过动态光散射技

术%运用马尔文激光纳米粒度仪测定虾青素 #植物

甾醇油酸酯复合脂质体的粒径大小及分布$1@S7电

位%测量 $ 次取平均值&

'?!?(H游离虾青素含量的测定

标准曲线的绘制'参照 7̂= 等(',)的方法%采用

分光光度计法绘制标准曲线%得到的标准曲线方程

为2e"?'+" $.#"?""" -%-

!

e"?--- -& 式中'2为

吸光度!.为虾青素质量浓度%

!

BD6W&

游离虾青素含量的测定'准确吸取一定量的虾

青素#植物甾醇油酸酯复合脂质体于 %" 6W含有磁

子的圆底烧瓶内%然后加入 % 6W石油醚%避光条件

下 $"K水浴萃取虾青素 '" 68=& 之后将溶液转移

至离心管中 $ """ JD68=离心 % 68=%吸取上清液%下

层重复以上步骤%直至上清液不变色%合并石油醚

层%$%K下避光旋蒸除去石油醚%加氯仿溶解%转移

至容量瓶中定容%在最大吸收波长"+-! =6#处测定

吸光度& 代入标准曲线方程中计算出对应的虾青素

含量&

'?!?-H虾青素#植物甾醇油酸酯复合脂质体包封

率的计算

根据公式"'#计算包封率".#&

.A"#C#

'

#0#R'""1 "'#

式中'#$#

'

分别为虾表素#植物甾醇油酸酯复

合脂质体中虾青素总质量和游离虾青素质量&

'?!?'"H虾青素#植物甾醇油酸酯复合脂质体透射

电子显微镜观察

参照 7̂= 等('&)的方法%用移液枪吸取 ' 6W样

品用磷酸盐缓冲溶液"]R&?+#稀释 ! 倍%将其滴到

铜网的正面%'% 68=后用滤纸吸去多余的液体%滴加

!I的磷钨酸对脂质体染色% ( 68=后吸去剩余磷钨

酸%室温下无尘风干%采用透射电子显微镜观察虾青

素#植物甾醇油酸酯复合脂质体的微观形态&

=<结果与分析

!?'H植物甾醇油酸酯的分离纯化与含量测定

图 ' 为植物甾醇油酸酯的分离纯化效果& 由图

' 可以看出%粗产物中含有少量油酸%还有一些因为

高温酯化反应而产生的杂质%经过柱层析分离纯化

后%产物在薄层色谱中位置与植物甾醇油酸酯标样

的斑点位置一致%且没有粗产物中的杂质%初步表明

纯化后的产物为植物甾醇油酸酯%且分离效果较好&

图 !为皂化后植物甾醇油酸酯"含胆固醇#的气

相色谱图& 从图 ! 可知%样品中含有 $ 种甾醇油酸

酯%即菜油甾醇油酸酯$豆甾醇油酸酯以及
!

#谷甾

醇油酸酯& 将各甾醇与胆固醇峰面积比分别代入标

准曲线方程可得到各甾醇含量%除去皂化前所含甾醇

量经换算后得出植物甾醇油酸酯的纯度为"-,?%' j

"?-$#I&
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H注'2?植物甾醇!3?油酸!0?粗产物!\?纯化后产物!4?植

物甾醇油酸酯标样

图 ;<薄层色谱图

H注''?胆固醇!!?菜油甾醇!$?豆甾醇!+?

!

#谷甾醇

图 =<皂化后植物甾醇油酸酯气相色谱图

!?!H植物甾醇油酸酯的红外光谱分析

红外光谱法是依照物质对吸收红外光区电磁辐

射的选择性不同来进行结构分析%可以获得一些官能

团的信息('()

& 图 $为植物甾醇和植物甾醇油酸酯的

红外光谱图& 由图 $ 可以看出%植物甾醇在$ +!"

;6

#'和 ' "%% ;6

#'附近有明显的吸收峰%这分别是

*cR的伸缩振动和弯曲振动('()

%! -$+ ;6

#'和

! (,% ;6

#'处分别是*0R

!

$*0R

$

等饱和碳的碳氢

伸缩振动% ' +,$ ;6

#' 和 ' $&, ;6

#' 处分别是

*0R

!

$*0R

$

等饱和碳的碳氢弯曲振动('()

& 植物

甾醇油酸酯中观察不到*cR的伸缩振动和弯曲振动%

说明植物甾醇中的*cR消失%然而在 ' &$% ;6

#'处和

' '&' ;6

#'处出现了强烈的吸收峰%这分别是
%%

0 c和

0*c*0的吸收峰('()

%表明有酯键存在& 综上%红外

光谱分析表明纯化后的产物为植物甾醇油酸酯&

图 ><植物甾醇和植物甾醇油酸酯的红外光谱图

!?$H植物甾醇油酸酯的核磁共振分析

核磁共振法为推测未知产物结构的一种常用方

法%根据化学位移"

&

#能够进一步判定产物中的官

能团%从而证明所得产物为植物甾醇油酸酯& 植物

甾醇油酸酯的'

RNMQ如图 + 所示& 根据文献('-)

和图 + 可知%样品中含有烯氢"

&

e+8% b,8%#$芳氢

"

&

e,8% b(8"#%不含醛基氢"

&

e-8" b'"8"#$羧基

氢"

&

e'" b'!8%#以及烯醇氢"

&

e'%8" b',8"#%表

明产物中不含植物甾醇的*cR&

图 @<植物甾醇油酸酯的;

EZY[#S!S0

>

溶剂$

图 % 为植物甾醇油酸酯'$

0NMQ& 由图 % 可

知%产物中含有酯碳"

&

e'&$?!-%#$次甲基与氧结

合碳"

&

e&$?,&"#%表明油酸和植物甾醇酯化且酯

化位点在植物甾醇六元环的羟基上&

图 A<植物甾醇油酸酯的;>

SZY[#S!S0

>

溶剂$

HH综上%利用核磁共振可证明所得产物为植物甾

醇油酸酯&

!?+H虾青素#植物甾醇油酸酯复合脂质体的粒径

大小及其分布

脂质体囊泡的大小对被包裹的营养素在人体的

吸收和释放有直接的影响(!")

%脂质体粒径的大小直

接影响营养素在体内的装载$释放和消化吸收& 控

制颗粒的粒径%得到窄而均匀的粒径分布是制备纳

米级脂质体的关键& 粒径分布情况通常根据多相分

散系数" \̂P#值大小来进行判断& \̂P值越小%表

示粒径分布越集中! \̂P值越大%说明样品中可能存

在较大的颗粒%或者出现聚集$融合的现象& 图 , 为

虾青素#植物甾醇油酸酯复合脂质体的粒径分布%表

'为复合脂质体的平均粒径和 \̂P& 由图 ,$表 '可看

出%所制备的虾青素#植物甾醇油酸酯复合脂质体粒

%-
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径分布为一个单峰且呈正态分布%平均粒径为

"'!+?" j'!?%#=6%属于纳米级%有利于复合脂质体

的稳定以及负载营养素的消化吸收& 复合脂质体的

\̂P为 "?$& j"?"'%小于 "?%%表明复合脂质体囊泡分

散性好$分布均一%不易出现聚集$融合等现象(!')

&

图 N<复合脂质体的粒径分布

表 ;<复合脂质体的粒径%B!#% .̂%)电位及包封率

指标 虾青素#植物甾醇油酸酯复合脂质体

平均粒径D=6 '!+?" j'!?%

\̂P "?$& j"?"'

平均1@S7电位D6d #$$?$ j'?,"

包封率DI -$?-% j"?-!

!?%H虾青素#植物甾醇油酸酯复合脂质体的1@S7电位

作为衡量脂质体质量的重要指标之一%1@S7电位

绝对值的大小与分散体系的稳定性有直接联系& 当

1@S7电位绝对值较大时%表明脂质体表面的电荷量较

多%形成的静电斥力较大%体系更加稳定& 一般认为

达到脂质体稳定的必要条件是1@S7电位的绝对值大

于 $" 6d%否则不利于脂质体的长期储存(!!)

& 如表 '

所示%虾青素 #植物甾醇油酸酯复合脂质体的平均

1@S7电位为" #$$?$ j'?,# 6d%表明复合脂质体能

够形成足够大的静电斥力来抑制粒子发生聚集%从而

更有利于脂质体的稳定& 这可能归因于虾青素分子

的羟基与磷脂极性头基胆碱的相互作用%产生的偶极

子取向从而增加了脂质体的表面负电荷(!$)

&

!?,H虾青素#植物甾醇油酸酯复合脂质体的包封率

包封率是评价脂质体运载效果的关键指标(',)

&

如表 ' 所示%虾青素 #植物甾醇油酸酯复合脂质体

的包封率为"-$?-% j"?-!#I%与不掺入植物甾醇

油酸酯的虾青素脂质体的"((?+- j"h"+#I相比%

包封率得到明显提高%说明植物甾醇油酸酯的掺入

能有效提高脂质体的包封率%这可能是由于植物甾

醇油酸酯掺入后包埋芯材的容积相应增大%包埋效

果也更好(!+)

&

!?&H虾青素#植物甾醇油酸酯复合脂质体的透射

电子显微镜观察

图 & 为复合脂质体的透射电子显微镜图& 从图

& 可以看出%构建的虾青素 #植物甾醇油酸酯复合

脂质体微观形态近似球形%分散性较好%粒径大小在

'!" =6左右%与粒度仪测定结果基本一致&

图 O<复合脂质体的透射电子显微镜图

><结<论

本研究以植物甾醇和油酸为原料合成植物甾醇

油酸酯%通过柱层析和薄层色谱技术对植物甾醇油

酸酯进行分离纯化%并初步确定纯化产物为植物甾

醇油酸酯%经气相色谱检测其纯度为 "-,?%' j

"h-$#I& 此外%通过红外光谱法和核磁共振法进

一步证实了纯化后的产物为植物甾醇油酸酯& 以植

物甾醇油酸酯$大豆磷脂和虾青素为原料%采用薄

膜#超声法制备虾青素#植物甾醇油酸酯复合脂质

体%测得该复合脂质体的包封率为 " -$?-% j

"?-!#I%平均粒径为 "'!+?" j'!?%# =6% \̂P为

"?$& j"?"'%平均 1@S7电位为" #$$?$ j'?,#6d&

透射电子显微镜观察所构建的虾青素#植物甾醇油

酸酯复合脂质体近似球形%形状规则且分散性好&

研究结果说明植物甾醇油酸酯代替胆固醇构建负载

脂溶性生物活性物质的脂质体具有可行性%为新型

脂质体的开发提供了新思路&
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ÛASCVS@JC9V7=< 8=T97667S8C=(*)?0>JJM@< 0U@6% !"'-%

,-

0RPN2cPW/ 2N\g2L/HHHHHHHHHHHHHH!"!! dC9h+& NCh''



!,"$&#' ,&!+ #,&$+?

(&) g2ZPRc% /2Nd4Q\% \2dP\Z% @S79?4̀]9CJ8=BSU@

[8C]UAV8;79]JC]@JS8@V CT]UASCVS@JC9V 8= SU@ ]97V67

6@6[J7=@TCJ=CY@9;7=;@J]J@Y@=S8C= VSJ7S@B8@V( *)?

38C;U868@% !"'(% '%$' '%" #','?

(() O2XL2MM% LR2̂2QZ% OX̂L23% @S79?̂ UASCVS@JC9#

9C7<@< 0\++ J@;@]SCJ#S7JB@S@< 4̂OA97S@< =7=C#UA[J8<

]UASC#98]CVC6@VTCJVA=@JB8VS8;;U@6CSU@J7]A(*)?4̀]@JS

c]8= \J>B\@9% !"!"% '&"$#' +!$ #+$+?

(-) *cd2NcdP0

q

22% 32W2N 0

�

3 \% cL2 2% @S79?

0C6]7J7S8Y@@TT@;SVCT;UC9@VS@JC97=<

!

#V8SCVS@JC9C= SU@

98]CVC6@6@6[J7=@;U7J7;S@J8VS8;V(*)?4>J*W8]8< /;8

L@;U=C9% !"'(% '!""-#' ' #''?
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