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黑米麸皮花青素脂质体冻干粉的制备
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摘要$用冷冻干燥法制备黑米麸皮花青素脂质体前体***花

青素脂质体冻干粉$以脂质体冻干粉复水后的渗漏率#粒

径#

fF=,

电位等为考察指标&研究预冷冻温度#添加冻干保护

剂海藻糖#蔗糖及其分别与甘露醇复配后对黑米麸皮花青素

脂质体冻干粉质量的影响$结果表明%预冷冻温度对花青素

脂质体冻干粉的质量无显著影响$单独使用海藻糖或蔗糖

做保护剂时&当大豆卵磷脂与保护剂质量比为
$

"

!

&制备得

到的花青素脂质体冻干粉复水后的渗漏率最低&分别为

$%)%25

和
$").#5

)海藻糖或蔗糖分别与甘露醇复配均能对

花青素脂质体起到协同保护作用&当大豆卵磷脂
"

蔗糖
"

甘

露醇质量比为
$

"

!

"

"

时&所得脂质体冻干粉复水后渗漏率

最低&为
0)2.5

&平均粒径为
!2%)$H6

)而当大豆卵磷脂
"

海藻糖
"

甘露醇为
$

"

!

"

"

时&所得脂质体冻干粉复水后的

渗漏率为
/)%.5

&平均粒径为
!%2)%H6

)脂质体冻干粉复水

后
fF=,

电位变得更负&脂质体稳定性有所提高$用蔗糖和

甘露醇复配做保护剂制备得到的花青素脂质体冻干粉的质

量最佳$

关键词$花青素脂质体)冻干粉制备)海藻糖)蔗糖)冻干保

护剂

23-45674

%

:LF

Q

'RGF-'PO(,?@->?FO-,H,H=L'?

N

,H>HD(>

Q

'D'6F

!

Q

-'C

(>

Q

'D'6F

"

R,D

Q

-F

Q

,-FGO

N

(

N

'

Q

L>(>bFG6F=L'GD):LFFPPF?=D'P

Q

-FC

P-'bFH=F6

Q

F-,=E-F,HGG>PPF-FH=

Q

-'=F?=,H=D'P6

N

?'DF

&

DE?-'DF

&

6,HH>='('H=LF

j

E,(>=>FD'P(

N

'

Q

L>(>bFG,H=L'?

N

,H>H(>

Q

'D'6FRF-F>HC

SFD=>

7

,=FGO

N

>HD

Q

F?=>H

7

=LF(F,@,

7

F-,=F

&

Q

,-=>?(FD>bF,HGfF=,

Q

'C

=FH=>,('P-F?'HD=>=E=FG(>

Q

'D'6F):LF-FDE(=DDL'RFG=L,==LF

Q

-FC

P-'bFH=F6

Q

F-,=E-FL,GH'D>

7

H>P>?,H=FPPF?='H=LF

j

E,(>=>FD'P(

N

'

Q

L>C

(>bFG(>

Q

'D'6F):LF(F,@,

7

F'P-F?'HD=>=E=FG(>

Q

'D'6FRF-FGF?-F,DFG

O

N

ED>H

7Q

-'=F?=,H=6

N

?'DF'-DE?-'DF,('HF

&

,HG-F,?LFG('RFD=S,(C

EF'P$%)%25,HG$").#5-FD

Q

F?=>SF(

N

O

N

?'H=-'(=LF6,DD-,=>'OFC

=RFFHD'

N

OF,H(F?>=L>H,HG

Q

-'=F?=,H=,=!

"

$)3'6O>H,=>'HED>H

7

'P

6,HH>='(R>=L6

N

?'DF'-DE?-'DFDL'RFG,D

N

HF-

7

>D=>?

Q

-'=F?=>SFFPPF?=)

ALFH!

Y'

N

OF,H(F?>=L>H

"

!

DE?-'DF

"

!

6,HH>='(

$̂

"

!

"

"

&

=LF-F?'HD=>=E=FG,HC

=L'?

N

,H>H(>

Q

'D'6FL,G=LF('RFD=(F,@,

7

F-,=F'P0)2.5,HG=LF,SF-,

7

F

Q

,-=>?(FD>bF'P!2%)$H6)AL>(F

&

RLFH!

Y'

N

OF,H(F?>=L>H

"

!

6

N

?-'DF

"

!

6,HH>='(

^$

"

!

"

"

&

=LF(F,@,

7

F'P-F?'HD=>=E=FG(>

Q

'D'6F R,D

/)%.5 R>=L=LF,SF-,

7

F

Q

,-=>?(FD>bF'P!%2)%H6):LFfF=,

Q

'=FH=>,(

OF?,6F6'-FHF

7

,=>SF,P=F--F?'HD=>=E=FG=LF(

NQ

L'(>bFG(>

Q

'D'6F

&

RL>?LDE

77

FD=FG=L,==LFD=,O>(>=

N

R,D>H?-F,DFG):LF-FDE(=D>HG>?,C

=FG=L,==LF(

N

'

Q

L>(>bFG,H=L'?

N

,H>HL,GOFD=

j

E,(>=

N

RLFH=LF6>MC

=E-F'PDE?-'DF,HG6,HH>='(R,DEDFG,D

Q

-'=F?=,H=)

89

:

;<5=-

%

,H=L'?

N

,H>HD(>

Q

'D'6F

)

Q

-F

Q

,-,=>'H'PP-FFbFCG->FG

Q

'RC

GF-

)

6

N

?'DF

)

DE?-'DF

)

Q

-'=F?=,H=D

花青素具有比较强的抗氧化#抗炎#抑制癌细胞生长等

能力0

$I!

1

!然而由于它们在生理条件下-

Q

V 0̂)2

.不稳定!花

青素在体内的生物可利用率较低0

2

1

"利用脂质体载体可以

提高花青素的稳定性!进而提高其生物可利用度0

.I0

1

!然而!

脂质体混悬液在贮存期间易发生聚集#融合及药物渗漏等!

导致乳析#粒径变大等现象0

1

1

!因此通常使用冷冻干燥#喷雾

干燥以及超临界流体技术将其制备成脂质体前体!即脂质体

粉末进行保存!其中冷冻干燥技术因为能较好地保持脂质体

10$



的囊泡结构!且对热敏感的包埋物具有保护作用而应用较

多0

/I$$

1

"但在冻干过程中!脂质体内冰晶的形成#相分离及

相转变以及渗透压的改变等因素!都会导致脂质体膜发生折

叠#融合#破裂及药物渗漏等现象0

$"

1

"因此在冻干前加入适

宜的冻干保护剂!可减轻冻干过程对脂质体的破坏!使复水

后脂质体的形态#粒径及包封率不发生显著变化"目前使用

较多的冻干保护剂有单糖#二糖#寡聚糖#多糖#多元醇及其

他水溶性高分子物质0

$!

1

!冻干保护剂中含羟基结构的可与

磷脂极性基团形成氢键!在脱水情况下!抑制相邻磷脂间距

离的缩小!进而稳定脱水的脂质膜!在脂质体复水后能最大

程度保持内容物!减小渗漏率0

$2I$.

1

"海藻糖#蔗糖#甘露醇

等是目前 使 用 效 果 较 好!也 较 为 普 遍 的 保 护 剂0

$%I$1

1

"

;L=,@F

等0

$/

1报道了冷冻干燥中海藻糖对磷脂生物薄膜具有

保护作用(

fL,H

7

等0

"#

1在制备布洛芬固体脂质纳米粒时也发

现!海藻糖能显著降低脂质体的药物渗漏率!当使用
$.5

海

藻糖时!冻干前后粒径不变且包封率仍能在
/#5

以上(而

KEDO'-H

等0

"$

1以蔗糖作为
B<3

或氢化蛋黄卵磷脂脂质体的

冻干保护剂!冻干脂质体再水化后!内容物保留率可达
0.5

"

胡连栋等0

""

1以海藻糖和甘露醇混合作为
Y8*

的冻干保护

剂!渗漏率较小且脂质体放置
!

个月稳定性良好"目前尚无

关于花青素脂质体冻干粉制备的相关报道"

考虑到花青素本身的热稳定性差!本研究拟采用冷冻干

燥法进行黑米麸皮花青素脂质体的制备!以脂质体冻干粉复

水后的包封率变化#脂质体粒径的大小#

fF=,

电位为考察指

标!研究冻干保护剂海藻糖#蔗糖和甘露醇的添加对脂质体

冻干粉的质量的影响!旨在获得最优的花青素脂质体冻干粉

的制备方法!为花青素脂质体的进一步研究和应用提供

基础"

$

!

材料与方法

$)$

!

材料与仪器

$)$)$

!

材料与试剂

黑米*江苏南京苏果超市(

胆固醇*生化试剂!国药集团化学试剂有限公司(

大豆卵磷脂*

(

/#5

!德国
8>

Q

'>G

公司(

海藻糖*分析纯!上海蓝季科技发展有限公司(

蔗糖*分析纯!汕头市光华化学厂(

甘露醇*分析纯!上海山浦化工有限公司(

KXC1

大孔树脂*天津市海光化工有限公司(

其他试剂*分析纯!国药集团化学试剂有限公司"

$)$)"

!

主要仪器设备

碾米机*

d*+d!

型!浙江台州市粮仪厂(

高速冷冻离心机*

K((F

7

-,%2T

型!美国
XF?@6,H

公司(

Q

V

计*

Q

VYC!3

型!上海雷磁分析仪器有限公司(

旋转蒸发仪*

TBC."KK

型!上海亚荣生化仪器厂(

电子天平*

dK.##!*

型!上海精密科学仪器有限公司(

水浴恒温振荡器*

YVKCX

型!金坛市荣华仪器公司(

超纯水系统*

+>((>ChK?,GF6>?

型!美国
+>((>

Q

'-F

公司(

紫外可见分光光度计*

&̀C!/##

型!日本日立公司(

冷冻干燥机*

4JCY:J

型!美国
8,O?'H?'

公司(

电位 纳 米 粒 度 仪*

*,H'CfY/#fF=,

型!英 国
+,(SFH

公司"

$)"

!

试验方法

$)")$

!

黑米麸皮花青素脂质体的制备
!

根据文献0

"!

1优化

后的提取工艺分离提取花青素黑米麸皮花青素*将黑米经砻

谷机碾磨分离得到黑米麸皮!然后用石油醚作溶剂!用索氏

抽提法除油后再次粉碎并过
1#

目筛!称取
"#)#

7

除油后的

黑米麸皮粉末加入
"##68

含
$.5 $6'(

+

8 V3(

)甲醇溶

液!于
".\

水浴下提取
"L

后!将提取液在
!.\

下旋转蒸

发!浓缩至
$#68

"将花青素浓缩液加入预处理后的
KXC1

大孔树脂玻璃层析柱-

$).?6_%#?6

.中!依次用
"#5

!

2#5

!

%#5

的乙醇洗脱!合并所有的洗脱液!在
!.\

下用旋

转蒸发仪旋干!然后用少量
Q

V"

的盐酸溶液溶解!经冷冻干

燥后得到黑米麸皮的花青素冻干粉"

由于花青素在
Q

V0)2

的条件下不稳定!根据本实验室

建立的
Q

V

梯度结合逆相蒸发法0

"2

1进行稍许修改制备黑米

麸皮花青素脂质体!具体如下*分别称取适量胆固醇和大豆

卵磷脂!置于圆底烧瓶中加入适量氯仿将其溶解并于
".\

下旋转蒸发去除有机溶剂!直至形成一层均匀的浅黄色薄膜

于内壁!然后加入相同量的乙醚将膜脂溶解"称取一定量黑

米麸皮花青素用
Q

V

为
"

的磷酸缓冲液溶解!并将其缓慢加

入上述乙醚溶解的大豆卵磷脂溶液中!并在超声波仪上短时

间歇超声!直至形成稳定的
A

+

;

型乳剂"继续于
".\

下旋

转蒸发去除有机溶剂!直至瓶壁上形成的凝胶脱落!停止蒸

发!然后分别用
Q

V0

的磷酸盐缓冲液#含不同浓度的海藻

糖#蔗糖及分别与甘露醇混合的磷酸盐缓冲溶液稀释!再过

#)2.

%

6

的滤膜!得到含不同保护剂的粒径分布均匀的花青

素脂质体混悬液"

$)")"

!

花青素脂质体冻干粉的制备
!

将新制备的花青素脂

质体混悬液置于冰箱中预冷冻
"2L

后!放入冷冻干燥器中

冷冻干燥!采用如下的过程对花青素脂质体进行干燥*将冻

干机温度预冷冻至
I2#\

后将经预冷冻的花青素脂质体放

入!在
I2#\

保持
2L

!然后按
#).\

+

6>H

升温至
I"#\

并

保持
%L

!之后按
#)#0\

+

6>H

升温至
I$#\

保持
$#L

!再按

#)#2\

+

6>H

升温至
#\

继续干燥
%L

!最后按
#)#0\

+

6>H

升温至
".\

后保持
"L

取出!得到花青素脂质体冻干粉0

".

1

"

$)")!

!

花青素脂质体包封率#粒径及
fF=,

电位的测定
!

参

照文献0

"2

1"

$)")2

!

预冻工艺对花青素脂质体冻干粉质量的影响
!

按

$)")$

的方法制备花青素脂质体!控制大豆卵磷脂与冻干保

护剂的质量比为
$

"

"

!将制备得到的脂质体混悬液分别用以

下方法进行预冷冻*

I"#\

冷冻
"2L

#先在
I"#\

下冷冻

2L

!再置于
I0. \

下冷冻
"2L

#直接置于
I0. \

下冷冻

"2L

!之后按
$)")"

的冷冻干燥工艺得到花青素脂质体冻干

粉!然后用一定同体积的
Q

V0

的磷酸缓冲液复水!并按

/0$

开发应用
!

"#$%

年第
!

期



$)")!

中的方法测定脂质体包封率!考察预冷冻温度对花青

素脂质体冻干粉质量的影响"

$)").

!

冻干保护剂对花青素脂质体冻干粉复水质量的影

响
!

按
$)")$

中的方法制备花青素脂质体混悬液!冻干保护

剂加入在
Q

V0

的磷酸缓冲液中!在单独加糖作为保护剂时

分别控制卵磷脂
"

蔗糖或海藻糖质量比为
$

"

$

!

$

"

"

!

$

"

!

!

$

"

2

!

$

"

.

!在加入糖和甘露醇符合保护剂时控制卵磷脂
"

蔗糖或海藻糖
"

甘露醇质量比为
$)#

"

!)#

"

#).

!

$)#

"

!)#

"

$)#

#

$)#

"

!)#

"

$).

!

$)#

"

!)#

"

")#

!

$)#

"

!)#

"

").

"

将用上述方法制备得到的脂质体冷冻干燥!得到含不同冻干

保护剂的花青素脂质体冻干粉!然后用一定同体积的
Q

V0

的磷酸缓冲液复水!并按
$)")!

中的方法测定脂质体包封

率#粒径分布和
fF=,

电位!考察不同冻干保护剂在不同添加

比例下对花青素脂质体冻干粉复水后的质量的影响"

"

!

结果与分析

")$

!

预冻工艺对花青素脂质体冻干粉质量的影响

由图
$

可知!加入冻干保护剂海藻糖和蔗糖后!脂质体

冻干粉复水后的渗漏率显著降低!但无论是对不加冻干保护

剂的脂质体还是加入不同冻干保护剂的脂质体!不同的预冷

冻温度对脂质体冻干粉复水后的渗漏率并无显著影响!从节

省能量的消耗出发!在后面的试验中均选择
I"#\

作为花

青素脂质体的预冷冻温度"

a
a a

b b b c c c
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图
$

!

不同预冻工艺下得到的花青素脂质体冻干粉

复水后的渗漏率

4>

7

E-F$

!

:LF(F,@,

7
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Q
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Q
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")"

!

冻干保护剂对花青素脂质体冻干粉复水质量的影响

")")$

!

海藻糖的影响
!

按
$)").

的方法!在外水相中加入

不同浓度的海藻糖后制备得到的花青素脂质体冻干粉复水

后的包封率#粒径及渗漏率见表
$

"由于脂质体粒径的大小

会影响它们在体内的分布#稳定性及靶向性!而预冻会造成

脂质体有一定程度聚集!从而影响复水后脂质体粒径的大

小!而
fF=,

电位是脂质体表面电荷情况的表征!直接与脂质

体的稳定性有关0

"%

1

!因此!除了考察脂质体冻干粉复水后的

包封率的变化!试验还考察了冻干前后脂质体粒径及
fF=,

电位的变化"由表
$

可知!加入不同浓度海藻糖不会显著影

响脂质体包封率!但可以显著增加内容物的保留!降低脂质

体冷冻干燥后的渗漏率!且随着海藻糖的增加!渗漏率逐渐

减小然后再上升!当大豆卵磷脂与海藻糖的质量比为
$

"

!

!

渗漏率最小-

$%)%25

.!较不加保护剂时冻干前后粒径都有

所增加!且加入海藻糖后
fF=,

绝对值均略有增加!脂质体稳

定性有所提高"

")")"

!

蔗糖的影响
!

除了海藻糖外!含不同浓度的蔗糖对

脂质体冻干粉制备也有较好的保护作用!在
Q

V^0

的磷酸

缓冲溶液中加入不同浓度的蔗糖!得到花青素脂质体冷冻干

燥前后包封率#粒径及渗漏率的比较见表
"

"由表
"

可知!随

着蔗糖浓度增加!也能有效降低花青素脂质体冻干粉复水后

的渗漏率!当大豆卵磷脂与蔗糖的质量比为
$

"

!

时!复水后

的渗漏率最低-

$").5

.!且加入蔗糖后
fF=,

的绝对值均略有

增加!说明脂质体稳定性有所增加!而粒径的变化较不加保

护剂时变化不大!且小于加入海藻糖后冻干复水的花青素脂

质体"

")")!

!

海藻糖和甘露醇协同作用的影响
!

研究0

"0

1表明!甘

露醇在冻干中能够形成饱满的外观!有足够的强度!不会坍

塌!但由于结晶的形成对脂质体膜造成机械破坏!因此一般

将甘露醇和糖类混合复配使用"由
")")$

可知卵磷脂与海

藻糖比例为
$

"

!

时!渗漏率最小!在此基础上考察了加入不

同比例的甘露醇!制备含不同比例海藻糖与甘露醇混合物的

花青素脂质体冻干粉复水后的包封率#粒径及渗漏率!结果

见表
!

"由表
!

可知!随着甘露醇的加入!脂质体冻干粉的复

水渗漏率逐渐降低!当大豆卵磷脂
"

蔗糖
"

甘露醇质量比为

$

"

!

"

"

时渗漏率最低-

/)%.5

.!之后随着甘露醇的加入!渗

漏率增加"而加入甘露醇后脂质体冻干前和复水后的粒径

均大于单独加入海藻糖冻干前和复水后的脂质体粒径!

fF=,

电位较冻干前略有增加!且当甘露醇达到一定值时!渗漏率

反而有所增加!可能由于甘露醇属于容易形成结晶的支持

剂!由于结晶本身的支撑能力!使得脂质体外观较为饱满也

不会坍塌!但随着甘露醇的增加!结晶的形成又会对脂质体

膜造成破坏!引起药物渗漏"

")")2

!

蔗糖和甘露醇协同作用的影响
!

控制卵磷脂与蔗糖

质量比为
$

"

!

!加入不同比例的甘露醇!制备得到了含蔗糖

与甘露醇混合保护剂的花青素脂质体冻干粉!它们复水后的

包封率#粒径#渗漏率及
fF=,

电位见表
2

"由表
2

可知!随着

甘露醇的增加!花青素脂质体冻干复水后的渗漏率随甘露醇

的加入逐渐降低!当大豆卵磷脂
"

蔗糖
"

甘露醇质量比为

$

"

!

"

"

时渗漏率最低-

0)2.5

.!之后随着甘露醇的加入!渗

漏率增加"与海藻糖和甘露醇混合添加相似!加入甘露醇后

脂质体的粒径在冻干前后较单独添加蔗糖冻干前后脂质体

的粒径都略有增加!但比添加海藻糖和甘露醇混合物时小!

fF=,

电位在冻干后的绝对值也略有增加"综合考察结果表

明使用蔗糖与甘露醇质量比为
!

"

"

混合物做保护剂时!得

到的黑米麸皮花青素脂质体冻干粉复水后的质量最好"

#1$

第
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等*黑米麸皮花青素脂质体冻干粉的制备
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加入不同质量比海藻糖作保护剂时花青素脂质体冻干粉复水后的参数变化a
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!

!

结论
花青素作为一种对

Q

V

极为敏感的黄酮类化合物!其体

内的生物利用度及其稳定化一直是研究关注的焦点"基于

脂质体具有较好的生物兼容性!为提高花青素脂质体在体内

的稳定性及生物利用度!本试验制备得到了具有较高稳定性

的黑米麸皮花青素脂质体!并以海藻糖#蔗糖及它们与甘露

醇的混合物为保护剂研究了花青素脂质体冻干粉的制备"

结果表明!当采用蔗糖与甘露醇复配!按照大豆卵磷脂
"

蔗

糖
"

甘露醇质量比为
$

"

!

"

"

时!可以获得复水后渗漏率

低#粒径变化较小和稳定性较高的黑米麸皮花青素脂质体冻

干粉!解决了花青素脂质体混悬液不易储存的缺点!但下一

步仍需通过体外模拟消化系统考察其稳定性!并通过动物试

验对其进行体内生物利用度评价"
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