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摘要：为了改善丁香油水相溶解性及储藏稳定性差的应用缺

陷，以可稀释微乳包载丁香油。通过比较丁香油微乳拟三元

相图中微乳区面积（犛ＭＥ）和最小可稀释比（犇犚），选择聚氧乙

烯蓖麻油（Ｃｒｅｍｏｐｈｏｒ）ＥＬ３０与无水乙醇以２１（质量比）为

混合表面活性剂，水相环境为中性制备丁香油微乳。进一步

采用电导率法和流变法对微乳构型进行鉴定，并选择 Ｏ／Ｗ

中心区域微乳：混合表面活性剂／丁香油／水（质量比）＝

１６／４／８０，犓ｍ＝２，进行抑菌活性评价。结果表明，微乳包埋

体系并未改变丁香油的抑菌活性。同时，通过检测丁香油微

乳在稀释和储藏过程中的粒径变化，发现此微乳能保持良好

的稀释和储藏稳定性。因此，该微乳在有效改善丁香油的水

溶性和储藏稳定性的同时，对其抑菌活性没有影响。
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丁香油是一种天然植物精油，具有强抗菌活性［１］。近年

来，关于丁香油的抑菌活性［２－３］和抑菌机理［４］的研究逐渐成

熟，这为丁香油作为一种天然、高效、安全的防腐剂应用于食

品、化妆品等体系中提供了理论依据。然而，丁香油易挥发、

易被氧化、水溶性差的特点，在很大程度上限制了丁香油在

实际体系中的应用［５］。针对以上问题，各种包埋技术，例如：

微胶囊化技术［６－７］、乳化技术［８－９］、微乳化技术［１０］等，均可用

于丁香油的包埋和运载，不仅可以改善其水溶性，还可以大

幅度提高丁香油的储藏稳定性。

对比以上几种包埋技术，微乳作为自发形成体系，具有

各向同性和热力学稳定性［１１］，且制备工艺简单、外观透明，

是近年来医药、化妆品和食品领域中脂溶性活性物常用的包

埋形式之一［１２］。微乳中的可稀释 Ｏ／Ｗ 型微乳（即 Ｕ型微

乳），具有在不改变微乳结构的前提下可被水无限稀释的特

性［１３］，这样可以减小微乳中表面活性剂的用量，具有更高的

安全性和可靠性，也更具有实际应用价值。本研究拟以可稀

释型Ｏ／Ｗ型微乳作为丁香油的载体，研究乳化剂的ＨＬＢ值

（Ｔｗｅｅｎ系列和Ｃｒｅｍｏｐｈｏｒ系列）、表面活性剂与助表面活性

剂（无水乙醇）比例（犓ｍ）、水相环境（离子强度、ｐＨ）对微乳

拟三元相图中微乳区面积（犛ＭＥ）和最小可稀释比（犇犚）的影

响，并通过电导率法和流变法对微乳区进行划分。最终，以

区域中的Ｏ／Ｗ型微乳为研究对象，考察其抑菌活性和储藏

稳定性。
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１　材料与方法
１．１　材料与仪器

丁香油：康民本草药用油提炼厂；

聚氧乙烯蓖麻油（Ｃｒｅｍｏｐｈｏｒ）系列：德国巴斯夫（ＢＡＳＦ）

公司；

大肠杆菌（犈．犮狅犾犻 ＨＢ２１５１）：杭州远方生物科技有限

公司；

金黄色葡萄球菌（犛．犪狌狉犲狌狊ＡＴＣＣ２５９２３）：青岛海博生

物技术有限公司；

其它试剂：分析纯，国药集团化学试剂有限公司；

ｐＨ计：ＥＬ２０型，上海梅特勒—托利多有限公司；

电导率仪：ＦＥ３０型，上海梅特勒—托利多有限公司；

粒径分析仪：ＮａｎｏＺｓ９０型，英国 Ｍａｌｖｅｒｎ仪器有限

公司；

流变仪：ＡＲ１０００型，英国ＴＡ公司；

净化工作台：ＳＷＣＪ１Ｄ型，苏州净化设备有限公司；

恒温恒湿培养箱：ＨＷＳ１５０型，上海森信实验仪器有限

公司；

高压灭菌锅：ＬＤＩＸ５０ＫＢＳ型，上海申安医疗器械厂。

１．２　丁香油微乳拟三元相图的构建

采用水滴法构建拟三元相图［１４］。准确称取一定量的表

面活性剂与无水乙醇（助表面活性剂），搅拌１ｈ。然后，加入

一定质量的丁香油，震荡混合均匀，３０℃恒温３０ｍｉｎ。不断

加入等温度的去离子水并混合均匀，直至体系变浑浊且不发

生变化时，记录此时去离子水添加量。计算水、丁香油和混

合表面活性剂在该转变点时的质量分数，绘制拟三元相图并

计算各微乳区域面积。

１．３　微乳构型的确定

微乳构型通过测定不同含水量微乳的电导率变化确

定［１５］。准确称取１２ｇ混合表面活性剂（犓ｍ＝２）以及３ｇ丁

香油，混合均匀并恒温３０ｍｉｎ，不断滴加去离子水，待体系稳

定后测定电导率值，直至水分含量达到７０％以上。

同时，采用流变法对电导率法的结果进行验证。当丁香

油微乳含水量（１０％～９０％）不同时，其表观黏度不同，根据

黏度的变化趋势可以确定微乳构型。试验中，剪切速率为

７５ｓ－１，采用４０ｍｍ平板并控制与样品距离０．５ｍｍ。其中

混合表面活性剂与丁香油质量比为８２。

１．４　丁香油微乳最小抑菌浓度（ＭＩＣ）的测定

丁香油微乳最小抑菌浓度的测定参照 Ｈａｍｍｅｒ等
［１６］的

方法，以大肠杆菌和金黄色葡萄球菌为指示菌。将一系列两

倍稀释的丁香油和丁香油微乳加入融化且冷却至５０℃左右

的定量ＴＳＡ固体培养基中，混合均匀并制成平板，总体积为

１５ｍＬ。待平板凝固后，接种１００μＬ１０
４ＣＦＵ／ｍＬ的菌悬

液，涂布均匀。将接种后的平板倒置于３７℃培养箱中培养

２４ｈ，以平板上无可见菌落的最小浓度为 ＭＩＣ。试验重复

３次。以灭菌水为空白。

在１０８ＣＦＵ／ｍＬ的菌悬液中加入ＣｒｅｍｏｐｈｏｒＥＬ３０或

无水乙醇，使其最终浓度分别为３％和１．５％，３７℃震荡培养

１ｈ，梯度稀释后涂布。３７℃下培养２４ｈ，进行平板计数。以

研究微乳中表面活性剂和助表面活性剂对细菌的影响。

１．５　微乳粒径的测定

采用 ＭａｌｖｅｒｎＮａｎｏＺｓ９０粒径分析仪测定微乳的粒径

大小［１７］９。

２　结果与分析
２．１　表面活性剂对丁香油微乳的影响

表面活性剂的 ＨＬＢ值会影响微乳的性质及微乳的形成

能力，因此，通过选择不同链长的Ｃｒｅｍｏｐｈｏｒ和Ｔｗｅｅｎ系列

乳化剂，考察了 ＨＬＢ值对丁香油微乳的影响。在微乳拟三

元相图中，微乳区域面积（犛犕犈）与微乳大小、丁香油的载量

以及微乳稳定性密切相关，最小可稀释比（犇犚）反映制备丁

香油微乳时表面活性剂的最少用量，因此，在此以微犛ＭＥ和

犇犚 为指标，筛选最佳的丁香油微乳体系的表面活性剂类

型，结果见表１。

表１　表面活性剂 ＨＬＢ值对微乳的影响


Ｔａｂｌｅ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｓｕｒｆａｃｔａｎｔｓＨＬＢｏｎ

ｍｉｃｒｏｅｍｕｌｓｉｏｎ（犓ｍ＝２）

表面活性剂 ＨＬＢ值 犛ＭＥ／％
犇犚

（质量比）
Ｓ／Ｏ

ＣｒｅｍｏｐｈｏｒＥＬ３０ １２．０ ４４．４５ ８２ ２．６７１

ＣｒｅｍｏｐｈｏｒＥＬ３５ １３．０ ４８．２９ ９１ 　 ６１

ＣｒｅｍｏｐｈｏｒＨＲ４０ １４．０ ４２．７９ ８２ ２．６７１

Ｔｗｅｅｎ８０ １５．０ ４２．２７ ９１ 　 ６１

Ｔｗｅｅｎ４０ １５．６ ３９．２３ ９１ 　 ６１

Ｔｗｅｅｎ２０ １６．９ ３５．３５ ９１ 　 ６１

　　Ｓ／Ｏ表示在犇犚 下表面活性剂和丁香油的质量比。

　　由表１可知，对于 Ｃｒｅｍｏｐｈｏｒ系列表面活性剂，虽然

ＣｒｅｍｏｐｈｏｒＥＬ３５形成微乳区面积最大，但是其最小可稀释

比为９１，Ｓ／Ｏ 较高；而 ＣｒｅｍｏｐｈｏｒＥＬ３０和 Ｃｒｅｍｏｐｈｏｒ

ＨＲ４０的最小可稀释比均为８２，Ｓ／Ｏ为２．６７１，远远小

于其它表面活性剂。也就是说，在包埋等量丁香油的情况

下，ＣｒｅｍｏｐｈｏｒＥＬ３０和ＣｒｅｍｏｐｈｏｒＨＲ４０在制备可稀释微

乳时所需表面活性剂质量较少。对于Ｔｗｅｅｎ系列表面活性

剂，其形成的微乳区面积较小，且随着疏水链的长度变短，

ＨＬＢ值增大，越不利于微乳的形成，这与徐文婷
［１８］１４－１６的研

究结果一致。综合考虑微乳区面积和最小可稀释比，选择

ＣｒｅｍｏｐｈｏｒＥＬ３０作为丁香油微乳的表面活性剂。

２．２　犓ｍ值对丁香油微乳的影响

Ｔｒｏｔｔａ等
［１９］认为犓ｍ值对微乳区面积影响显著，因此，

采用常用的无水乙醇为助表面活性剂，对不同 Ｃｒｅｍｏｐｈｏｒ

ＥＬ３０与无水乙醇的质量比（犓ｍ）进行考察，研究犓ｍ为４

１，３１，２１，１１和２１时，对微乳区面积和犇犚 的影响，

结果见表２。

　　由表２可知，当犓ｍ＜２时，随着犓ｍ值的降低微乳区

面积明显减小，即形成微乳的丁香油载量越低，并且Ｓ／Ｏ随

犓ｍ值的减小而增大，所需表面活性剂的量也增加；当犓ｍ＝
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表２　犓ｍ值对微乳相图的影响

Ｔａｂｌｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ犓ｍｏｎｐｈａｓｅｄｉａｇｒａｍｓ

ｏｆｍｉｃｒｏｅｍｕｌｓｉｏｎ

犓犿 犛ＭＥ／％ 犇犚（质量比） Ｓ／Ｏ

１／２ ２９．５１ ９１ 　 ３１

１ ３４．８２ ８．５１．５ ２．８３１

２ ４４．４５ ８２ ２．６７１

３ ４４．０４ ８２ 　 ３１

４ ３８．８８ ８２ 　 ３１

２时，形成微乳区面积最大（４４．４５％），此时Ｓ／Ｏ最小，也就

是说犓ｍ＝２时制备可稀释丁香油微乳所需的表面活性剂最

少；而当犓ｍ＝３时，微乳区面积变化不大，但Ｓ／Ｏ有所增

加，犓ｍ值继续增加到４时，微乳区面积开始迅速下降。

２．３　不同水环境对丁香油微乳的影响

在实际应用中，不同水环境可能会对丁香油微乳产生一

定的影响，因此，在确定了乳化剂为 ＣｒｅｍｏｐｈｏｒＥＬ３０，

犓ｍ＝２的基础上，研究了水相中电解质浓度和ｐＨ 值对微

乳形成能力的影响，结果见表３。随着电解质浓度的增加，微

乳区面积减小，这是因为高电子强度使非离子表面活性剂发

生盐析［２０］，使表面活性剂的亲水能力降低，所以形成微乳的

能力也有所降低。随着ｐＨ值由中性降低，虽然最小可稀释

比不发生变化，但丁香油微乳区面积不断减小，不利于形成

微乳。因此，低电解质浓度和中性的水相环境，更有利于形

成微乳体系。

表３　不同水相环境对微乳相图的影响

Ｔａｂｌｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｑｕｅｏｕｓｐｈａｓｅｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓｏｎ

ｐｈａｓｅｄｉａｇｒａｍｓｏｆｍｉｃｒｏｅｍｕｌｓｉｏｎｓ

水相环境 控制参数 犛ＭＥ／％ 犇犚（质量比）

对照　　　 — ４４．４５ ８２

电解质浓度

０．５ｍｏｌ／Ｌ ４２．４７ ８２

１．０ｍｏｌ／Ｌ ４１．４４ ８２

２．０ｍｏｌ／Ｌ ３３．０４ ９１

酸碱度　　

ｐＨ３．０ ３３．６３ ８２

ｐＨ５．０ ３７．７９ ８２

ｐＨ７．０ ４３．９２ ８２

２．４　微乳构型的确定

为了研究微乳稀释过程中的相转变情况，在确定了乳化

剂类型、犓ｍ以及制备条件的基础上，进一步采用电导率法

和流变法对微乳构型进行划分。根据渗透理论［２１］，利用电

导率法对微乳的结构进行了划分。由图１（ａ）可知，随着水分

含量（φ）的增加微乳电导率不断变化，当φ＜５４％时，电导率

随φ呈线性增加；当５４％＜φ＜６７％时，电导率增速开始放

缓；当φ＞６７％时，电导率开始降低。则对应的微乳构型分

别为 Ｗ／Ｏ型、Ｂ．Ｃ型、Ｏ／Ｗ型。

微乳黏度与微乳的结构密切相关［２１］，因此，还采用流变

法对微乳构型进行了验证。由图１（ｂ）可知，开始微乳黏度随

水分含量增加不断变大，当水分含量在５０％～６０％时，微乳

黏度基本不发生变化，而继续增加微乳中水分含量，微乳黏

度迅速下降。因此，从黏度变化的差异可将微乳构型分别对

应于 Ｗ／Ｏ型、Ｂ．Ｃ型和Ｏ／Ｗ型。此结果与电导率法测得的

结果一致。

　　根据电导率和流变法结果，将混合表面活性剂／丁香油／

水（犓ｍ＝２）的微乳拟三元相图分为Ｏ／Ｗ、Ｂ．Ｃ和 Ｗ／Ｏ型微

乳区域，结果见图２，其微乳区面积分别为３．３５％，１３．４４％，

２７．６６％。

图１　不同水含量的微乳电导率图和流变图

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｔｈｅｅｌｅｃｔｒｉｃａｌｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｖｉｓｃｏｓｉｔｙｏｆｃｌｏｖｅ

ｏｉｌｍｉｃｒｏｅｍｕｌｓｉｏｎｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔｓ

图２　丁香油微乳拟三元相图

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｐｈａｓｅｄｉａｇｒａｍｓｏｆｃｌｏｖｅｏｉｌｍｉｃｒｏｅｍｕｌｓｉｏｎ
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２．５　丁香油微乳的最小抑菌浓度

根据ＡｌＡｄｈａｍ等
［２２］对微乳在相图中的位置与微乳抗

菌活性之间关系的研究结果可知，Ｏ／Ｗ 型微乳区的中间区

域的微乳应具有较强的抗菌性。为探究丁香油经微乳包埋

后是否对丁香油的抑菌活性产生影响，并结合图２中的分区

结果，在最小稀释比为８２和９１（质量比）上，分别选择两

个靠近Ｏ／Ｗ型微乳中心区域位置的配方点进行抑菌活性测

定［１７］１５。配方一为：混合表面活性剂丁香油水＝１６

４８０（质量比），犓ｍ＝２；配方二为：混合表面活性剂丁香

油水＝２７３７０（质量比），犓ｍ＝２。

采用平板稀释法测定了丁香油及丁香油微乳对大肠杆菌

和金黄色葡萄球菌的最小抑菌浓度，结果见表４。丁香油对大

肠杆菌和金黄色葡萄球菌的最小抑菌浓度分别为０．６２５，

１．２５０μＬ／ｍＬ，此结果与文献［２３］结果相吻合。与丁香油相

比，由配方一制备的丁香油微乳对两种细菌的 ＭＩＣ值与纯丁

香油相同。而配方二制备的微乳对两种细菌的ＭＩＣ值分别为

２．５００，５．０００μＬ／ｍＬ，比纯丁香油高，抑菌活性有所下降。

表４　丁香油及其微乳体系对测试菌的 ＭＩＣ值


Ｔａｂｌｅ４　ＭＩＣｖａｌｕｅｓｏｆｃｌｏｖｅｏｉｌａｎｄｉｔｓｍｉｃｒｏｅｍｕｌｓｉｏｎｓｙｓ

ｔｅｍａｇａｉｎｓｔｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ

体系
最小抑菌浓度／（μＬ·ｍＬ

－１）

大肠杆菌 金黄色葡萄球菌

丁香油 ０．６２５ １．２５０

配方一 ０．６２５ １．２５０

配方二 ２．５００ ５．０００

　　　丁香油微乳的 ＭＩＣ以换算成微乳中实际丁香油的添加量。

　　同时，对表面活性剂和助乳化剂进行了抑制细菌生长能

力的测试，结果见表５。在质量浓度为３％表面活性剂或质

量浓度１．５％无水乙醇处理１ｈ后，细菌的存活率有一定程

度的下降，但并不明显，说明ＣｒｅｍｏｐｏｒＥＬ３０和无水乙醇自

身的抑菌能力很弱。因此，丁香油微乳的抑菌活性主要取决

于丁香油自身的抗菌活性。同时，比较丁香油微乳两种配方

抑菌活性的差别，可能是受表面活性剂浓度的影响，表面活

性剂浓度越高，微乳界面结构越致密，丁香越难以释放，可能

导致体系的抑菌活性下降。

２．６　丁香油微乳的粒径及稀释、储藏稳定性

进一步对抑菌活性较好的丁香油微乳（配方一）进行水

表５　经ＣｒｅｍｏｐｈｏｒＥＬ３０或无水乙醇处理后细菌的存活数

Ｔａｂｌｅ５　ＶｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｂａｃｔｅｒｉａｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＣｒｅｍｏｐｈｏｒ

ＥＬ３０ａｎｄｅｔｈａｎｏｌ（狀＝３）

细菌种类 时间／ｍｉｎ
细菌存活数／（ｌｇＣＦＵ·ｍＬ－１）

ＣｒｅｍｏｐｈｏｒＥＬ３０ 无水乙醇

大肠杆菌
１ ８．７４±０．０１ ８．７３±０．０１

６０ ８．３０±０．０３ ８．６９±０．０４

金黄色葡

萄球菌　

１ ８．７２±０．０２ ８．７４±０．０１

６０ ８．３４±０．０４ ８．５９±０．０９

相体系模拟稀释的应用试验，考察粒径随稀释倍数的变化情

况。由表６可知，丁香油微乳的初始粒径为１６．８４ｎｍ，在经

过１０，２０，１００倍水相稀释后，微乳粒径变化不大，这表明丁

香油微乳在稀释过程中粒径能基本保持恒定，而且丁香油微

乳稀释前后的ＰＤＩ值均较小，说明配方一制备的微乳具有较

好的稀释稳定性。

表６　稀释、储藏过程中微乳粒径的变化

Ｔａｂｌｅ６　Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｏｆｍｉｃｒｏｅｍｕｌｓｉｏｎｓｉｎｔｈｅ

ｐｒｏｃｅｓｓｏｆｄｉｌｕｔｉｎｇａｎｄｓｔｏｒａｇｅ（狀＝３）

样品 控制参数 微乳粒径犱／ｎｍ ＰＤＩ

原始微乳 — １６．８４±０．０４ ０．２６５±０．０６２

稀释倍数

１０ １３．６５±０．１１ ０．２４６±０．００４

２０ １４．０１±０．２３ ０．２０１±０．０１７

１００ １７．９９±１．８７ ０．２７３±０．０６３

储藏时间

３０ｄ １７．４６±０．４９ ０．２０４±０．００９

６０ｄ １８．３９±０．１１ ０．２２９±０．００４

９０ｄ １８．３９±０．２２ ０．２２８±０．００９

１２０ｄ １９．８３±０．２０ ０．２１７±０．０１５

　　丁香油微乳的储藏稳定性也是影响微乳应用的重要因

素，试验通过测定乳液粒径随时间的变化情况来表征。由

表６可知。微乳粒径在储存１２０ｄ内无明显差异，粒径仅增

加２．９９ｎｍ，ＰＤＩ值在储藏过程中也无明显变化，表明所制备

的丁香油微乳在储藏时间内能保持良好的稳定性，与徐文

婷［１８］３０－３１的研究结果一致。

３　结论
本试验对丁香油微乳的制备和抑菌性能进行了分析。

首先，通过丁香油微乳拟三元相图的构建，优化了表面活性

剂种类、犓ｍ值以及水相环境（离子强度和ｐＨ）。其次，利用

电导率法和流变法确定微乳构型，选择混合表面活性剂／丁

香油／水＝１６／４／８０（质量比），犓ｍ＝２（配方一）以及２７／３／７０

（质量比），犓ｍ＝２（配方二）的丁香油微乳配方，考察其抑菌

活性。通过对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的 ＭＩＣ结果表

明，配方一制备的微乳的抗菌活性与纯丁香油相同，分别为

０．６２５，１．２５０μＬ／ｍＬ，配方二制备的微乳的抑菌活性明显下

降。此外，通过抑菌率试验表明ＣｒｅｍｏｐｈｏｒＥＬ３０和无水乙

醇的抑菌作用较弱，因此，丁香油微乳的抑菌活性主要由丁

香油的自身抗菌活性决定，且表面活性剂浓度越高，微乳界

面结构越致密，丁香油难以在体系中释放，抗菌活性明显下

降。另外，制备的丁香油微乳具有可稀释特性，且储藏时间

内能保持良好的稳定性。因此，所制备的丁香油微乳能在保

持丁香油抑菌活性的基础上，使其具有更好的水溶性和稳定

性，具有更广泛的应用前景。
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