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摘要:目的:提高虾青素的水溶性、稳定性.方法:以植物

甾醇和αＧ亚麻酸为原料制备植物甾醇αＧ亚麻酸酯;以大

豆磷脂为膜材,采用薄膜—超声法构建虾青素—植物甾

醇αＧ亚麻酸酯复合脂质体.结果:红外光谱法和核磁共

振法结构分析表明产物为植物甾醇αＧ亚麻酸酯,气相色

谱测定其 纯 度 为 (９０．７２±２．０９)％;虾 青 素—植 物 甾 醇

αＧ亚麻酸酯复合脂质体的包封率为(９５．００±０．６６)％,平

均粒径为 (１５８．７０±９．７０)nm,多 相 分 散 系 数 (PDI)为

０．３５±０．０２,zeta电位为(－３３．８７±２．４８)mV.透射电子

显微镜观察到复合脂质体囊泡近似球形、形状规则、分散

性好.结论:植物甾醇αＧ亚麻酸酯可用于制备负载虾青

素的脂质体.

关键词:植物甾醇;αＧ亚麻酸;植物甾醇αＧ亚麻酸酯;虾青

素;复合脂质体

Abstract:Objective:Thisstudyfocusesonimprovingthestability

and water solubility of astaxanthin． Methods: Phytosterol

αＧlinolenicacidesterwassynthesizedbychemicalmethodwith

phytosterolandαＧlinolenicacidasraw materials．Liposomes

coＧencapsulatingastaxanthinandphytosterolαＧlinolenicacidester

werepreparedbyemployingathinＧfilmultrasoundtechniquewith

theutilizationofsoybeanphospholipid．Results:Basedonthe

structureanalysisbyinfraredspectroscopyandnuclearmagnetic

resonance,it has been demonstrated thatthe product was

phytosterolαＧlinolenic acid ester．The purity of phytosterol

αＧlinolenic acid ester was (９０．７２ ± ２．０９)％ by gas

chromatography．The encapsulation efficiency of liposomes

coＧencapsulatingastaxanthinandphytosterolαＧlinolenicacidester

were(９５．００±０．６６)％,theaverageparticlesizewas(１５８．７０±

９．７０)nm,thepolydispersityindex(PDI)was０．３５±０．０２,and

the average zeta potential was (－ ３３．８７ ± ２．４８) mV．

Transmissionelectron microscopy revealedthatthecomplex

liposomesweresphericalwithregularshapeanduniformparticle

sizedistribution．Conclusion:PhytosterolαＧlinolenicacidester

could be applied in the preparation of astaxanthinＧloaded

liposomes．

Keywords:phytosterol;αＧlinolenicacid;phytosterolαＧlinolenic

acidester;astaxanthin;complexliposomes

虾青素广泛存在于自然界中,是一种酮式类胡萝卜

素,具有抗癌、抗炎[１]、抗氧化[２]、保护皮肤[３]等多种生理

功能.然而,虾青素水溶性差,易受到光、氧、热等外界条

件的影响,容易被氧化、异构化和降解,从而导致生物利

用度低[４].

脂质体是由两亲性的磷脂分子组成的球状小囊泡,能

够包埋亲水性、亲脂性或两亲性分子,具有缓释调控作

用[５].将虾青素包埋在脂质体中,可以提高虾青素的稳定

性、水溶性和生物利用度[６].但脂质体在存放过程中容易

发生聚集和融合等问题,传统脂质体中通常会添加胆固

醇,因为胆固醇可以调节脂质体膜的流动性、通透性,具有

提高脂质体膜稳定性的作用[７－９].然而,胆固醇含量过高

会引发一些健康问题.植物甾醇与胆固醇具有相似的结
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构,也能调节脂质体膜的性质,如酰链顺序、弹性和侧向组

织[１０],并且可以降低血清总胆固醇和低密度脂蛋白水平,

具有良好的抗炎、抗氧化及抗癌等生理作用[１１－１３].然而,

植物甾醇具有高熔点(１３５℃),并且在水相和油相中的溶

解度极低,这导致其难以被直接应用[１４－１５].

将植物甾醇和脂肪酸进行酯化反应是提高植物甾醇

脂溶性的有效方法之一.αＧ亚麻酸是一种人体必需脂肪

酸,具有降血脂、抗癌和抗过敏等生理作用,但是由于含

有３个不饱和双键,稳定性较差[１６].以植物甾醇和αＧ亚

麻酸为原料制备植物甾醇αＧ亚麻酸酯,用于负载虾青素

的脂质体的构建,不仅能够发挥植物甾醇和αＧ亚麻酸的

双重生理功效,降低αＧ亚麻酸的氧化速度,提高其稳定

性,而且可以提高植物甾醇的脂溶性,拓宽植物甾醇的应

用范围.目前,国内外关于使用植物甾醇酯构建负载功

能因 子 的 脂 质 体 的 研 究 尚 处 于 初 步 探 索 阶 段.Hou
等[１７]以大豆磷脂为原料,采用薄膜—超声法制备了植物

甾醇丁酸酯脂质体,发现植物甾醇丁酸酯可以提高脂质

体的贮藏稳定性、增加疏水烷基链的有序度及提高脂质

体膜的热稳定性等.

研究拟以植物甾醇和αＧ亚麻酸为原料制备植物甾醇

αＧ亚麻酸酯,采用薄膜—超声法,以大豆磷脂为主要膜材,

构建虾青素—植物甾醇αＧ亚麻酸酯复合脂质体,研究其

包封率、粒径大小及分布、zeta电位与微观形貌等理化性

质,考察虾青素—植物甾醇αＧ亚麻酸酯复合脂质体的潜

在优势,为植物甾醇酯应用于脂质体的构建提供理论

依据.

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

αＧ亚麻酸游离酸:纯度８０％,河南利诺生化有限责任

公司;

植物甾 醇:纯 度 ９５％,宜 春 大 海 龟 生 命 科 学 有 限

公司;

硅胶:６０~１００目,青岛海洋化工有限公司;

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;

无水乙醇、正己烷、乙醚、石油醚:分析纯,天津市凯

通化学试剂有限公司;

三氯甲烷:分析纯,洛阳市化学试剂厂;

乙酸:分析纯,西陇科学股份有限公司;

硫酸氢钠:分析纯,郑州派尼化学试剂厂;

吐温８０:化学纯,天津市鼎盛鑫化工有限公司.

１．１．２　主要仪器设备

电子分析天平:AUY１２０型,岛津国际贸易(上海)有
限公司;

超导核磁共振仪:BrukerAvance４００ MHz型,瑞士

布鲁克公司;

气相色谱仪:GCＧ２０１０型,岛津企业管理(中国)有限

公司;

傅 立 叶 变 换 红 外 光 谱 仪:PerkinElmerSpectrum
TWO型,美国铂金埃尔默股份有限公司;

超声乳化分散器:JY９２ＧIIN型,宁波新芝生物科技股

份有限公司;

旋转蒸发器:REＧ５２AA型,上海亚荣生化仪器厂;

紫外可见分光光度计:T６新世纪型,北京普析通用

仪器有限责任公司;

马尔文激光纳米粒度仪:ZetasizerNanoZS９０型,英
国马尔文仪器有限公司.

１．２　方法

１．２．１　植物甾醇αＧ亚麻酸酯的合成　参照张品[１８]２６－２７的

方法并稍作修改:称取３０g质量比为１︰２的植物甾醇和

αＧ亚麻酸于２５０mL的三口烧瓶中,油浴加热至样品溶

解,加入２％的硫酸氢钠,１３０℃恒温反应８h后,冷却至

室温,进行水洗和醇洗,以除去催化剂和未反应的αＧ亚

麻酸.

１．２．２　植物甾醇αＧ亚麻酸酯的硅胶柱层析分离　采用硅

胶柱层析法,湿法装柱.洗脱剂为正己烷—乙醚—乙酸

混合液(V正己烷 ︰V乙醚 ︰V乙酸 ＝９０︰１０︰１),填料高度为

３５cm,洗脱速度为１．５mL/min,每根试管的接收体积为

１０mL.

１．２．３　植物甾醇αＧ亚麻酸酯的薄层色谱分析　薄层硅胶

板在使用前置于烘箱中１１０ ℃活化１h.将样品用正己

烷稀释后,使用毛细管在薄层硅胶板上均匀点样.在层

析缸中加入配制好的洗脱剂,放入点样后的薄层硅胶板,

约２０min后取出,置于碘缸中显色.

１．２．４　植物甾醇αＧ亚麻酸酯的气相色谱测定　色谱柱为

DBＧ５色谱柱;进样量１．０μL;载气(N２)流速５０mL/min;

进样温度３００℃;检测器温度３５０℃;柱压６８９５０Pa;分
流 比 ５０ ︰ １;空 气 流 量 ４００ mL/min;氢 气 流 量

４０mL/min;升温程序２００℃保持１min,３０℃/min升至

３００℃,保持１５min.

１．２．５　植物甾醇标准曲线　参照陈茂彬[１９]的方法,以角

鲨烷为内标物,分别得到植物甾醇中各组分的标准曲线

方程见表１.

１．２．６　植物甾醇αＧ亚麻酸酯纯度测定　先对样品进行皂

化处理:称取０．１５００~０．２０００g纯化后的植物甾醇αＧ亚

麻酸酯和０．０３００g内标物角鲨烷于１００mL圆底烧瓶中,

加入２g氢氧化钠和３０mL无水乙醇,置于磁力搅拌器中,

７９℃冷凝回流３h,用超纯水水洗并用正己烷萃取直至下

层水相呈中性.取上层有机相清液进行气相色谱测定,根
据标准曲线计算得出植物甾醇αＧ亚麻酸酯的纯度.
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表１　植物甾醇的标准曲线方程†

Table１　Standardcurceequationofphytosterol

甾醇组分 标准曲线方程 R２

菜籽甾醇 y＝０．７５８８x＋０．０３９７ ０．９９９６

菜油甾醇 y＝０．９９２２x＋０．０９７７ ０．９９９２

豆甾醇 y＝１．６８６９x＋０．０１５８ ０．９９９４

βＧ谷甾醇 y＝１．１７９８x＋０．２７７５ ０．９９９３

　†　y 为植物甾醇中某甾醇的峰面积与内标物峰面积之比;

x 为植物甾醇中某甾醇与内标物的质量之比.

１．２．７　植物甾醇αＧ亚麻酸酯红外光谱分析　运用傅立叶

变换红外光谱仪对植物甾醇和纯化后的植物甾醇αＧ亚麻

酸酯产品进行分析.采用全反射光谱测定法,扫描范围

为４０００~４００cm－１,仪 器 分 辨 率 ４cm－１,扫 描 次 数

１６次.

１．２．８　植物甾醇αＧ亚麻酸酯核磁共振分析　取少量纯化

后的植物甾醇αＧ亚麻酸酯,溶解于氘代氯仿(CDCl３)中,

利用核磁共振仪分析植物甾醇αＧ亚麻酸酯的核磁共振１H
谱和１３C谱.

１．２．９　虾青素—植物甾醇αＧ亚麻酸酯复合脂质体的构建

采用薄膜—超声法构建虾青素—植物甾醇αＧ亚麻酸

酯复合脂质体,参照 Pan等[２０]的方法并稍作修改:称取

２００．０mg大豆磷脂、２０．０ mg植物甾 醇αＧ亚 麻 酸 酯 和

４．０mg虾青 素 溶 解 于 三 氯 甲 烷 中,避 光 旋 蒸 (５０ ℃、

６０r/min)除去三氯甲烷,加入含有 TweenＧ８０的磷酸盐

缓冲溶液(pH７．４)洗膜１５min,形成脂质体混悬液后迅

速冷却,进行冰水浴超声(１８０ W,５s开,５s关),超声

４min后即得虾青素—植物甾醇αＧ亚麻酸酯复合脂质体.

１．２．１０　虾青素标准曲线　参照 Pan等[２０]的方法,采用

分光光度计法绘制标准曲线,得标准曲线方程为:y＝
０．１４０３x－０．０００９(R２＝０．９９９９).

１．２．１１　包封率的测定　参照 Pan等[２１]的方法,按式(１)

计算包封率.

EE＝[(M０－M１)/M０]×１００％, (１)

式中:

EE———脂质体对虾青素的包封率,％;

M０———脂质体中虾青素的总质量,mg;

M１———脂质体中游离虾青素的质量,mg.

１．２．１２　粒径大小及分布、zeta电位的测定　采用马尔文

激光纳米粒度仪测定虾青素—植物甾醇αＧ亚麻酸酯复合

脂质体的粒径大小及分布、zeta电位.测定时将脂质体样

品稀释２００倍,测定温度为２５℃.

１．２．１３　透射电子显微镜观察　参照 Pan等[２１]的方法运

用透射电子显微镜观察虾青素—植物甾醇αＧ亚麻酸酯复

合脂质体的微观形貌.

２　结果与分析

２．１　产物分离纯化

薄层色谱法主要是根据混合物中各组分的极性间的

差异,从而使极性不同的物质能够分离.以正己烷—乙

醚—乙酸混合液(V正己烷 ︰V乙醚 ︰V乙酸 ＝９０︰１０︰１)作为

展开剂对反应底物和反应产物进行薄层层析分离,结果

如图１所示.植物甾醇与αＧ亚麻酸进行反应后有新物质

生成,新物质的扩散速度比植物甾醇和αＧ亚麻酸快,说明

新物质的极性小,因此初步判定新物质为植物甾醇αＧ亚

麻酸酯[２２].从图１可以看出,经过数次醇洗已洗去大量

未反应的αＧ亚麻酸,得到的粗产品中只含有少量αＧ亚麻

酸及一些因酯化反应高温而产生的杂质.植物甾醇的斑

点颜色较浅,这是由于植物甾醇的溶解度低.经过柱层

析分离纯化后得到的目标产物基本不含其他杂质,且斑

点颜色较深,说明经过柱层析纯化后大大提高了植物甾

醇αＧ亚麻酸酯的纯度.

A．αＧ亚麻酸　B．植物甾醇　C．粗产品　D．植物甾醇αＧ亚麻酸

酯纯化产品

图１　反应液薄层色谱图

Figure１　Thinlayerchromatographyofsample

２．２　样品纯度分析

植物甾醇气相色谱图如图２所示.植物甾醇各组分

的结构相似、性质相近,区别主要是侧链结构不同.菜籽

甾醇极性相对较强,最先出峰;βＧ谷甾醇极性最弱,最后出

峰;豆甾醇和菜油甾醇的极性接近,因此出峰时间也较为

接近[１８]３４－３５.通过查阅文献[２３],确定图２中峰号１~４分

别为菜籽甾醇、菜油甾醇、豆甾醇和βＧ谷甾醇.图３为皂

化后植物甾醇αＧ亚麻酸酯纯化产品(含角鲨烷)的气相色

谱图,峰号５~９分别为角鲨烷、菜籽甾醇、菜油甾醇、豆
甾醇和βＧ谷甾醇.将各甾醇与角鲨烷的峰面积比分别代

入标准曲线,计算得出植物甾醇αＧ亚麻酸酯的纯度为

(９０．７２±２．０９)％.

２．３　植物甾醇αＧ亚麻酸酯的红外光谱分析　
红外光谱可以用于鉴定植物甾醇及其酯衍生物的分

子结构.图４中的曲线a,在１０５５cm－１和３４２７cm－１处
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分别是植物甾醇的 C—O 键的伸缩振动吸收峰和—OH
键伸缩振动吸收峰[２４]１０６－１１４;２８６５cm－１和２９３４cm－１分

别是—CH２和—CH３的碳氢伸缩振动吸收峰,１３７５cm－１

和１４６１cm－１处分别是—CH３和—CH２的碳氢弯曲振动
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图２　植物甾醇气相色谱图

Figure２　Gaschromatogramofphytosterol
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５．角鲨烷　６．菜籽甾醇　７．菜油甾醇　８．豆甾醇　９．βＧ谷甾醇

图３　皂化后植物甾醇αＧ亚麻酸酯气相色谱图

Figure３　Gaschromatogramofsaponifiedphytosterol
αＧlinolenateacidester

a．植物甾醇　b．植物甾醇αＧ亚麻酸酯

图４　植物甾醇和植物甾醇αＧ亚麻酸酯的红外光谱

Figure４　Infraredspectraofphytosterolandphytosterol
αＧlinolenateacidester

吸收峰[２５].在图４中观察到植物甾醇αＧ亚麻酸酯的红外

光谱中不存在—OH 键的伸缩振动吸收峰,表明纯化后

的产品不 含 醇 或 者 有 机 酸;同 时,图 ４ 中 的 曲 线 b 在

１７３４cm－１处出现了强烈的酯羰基(C═ O)的特征吸收

峰,１１７１cm－１处存在C—O—C的强吸收峰,说明有酯键

生成[２６].以上结果表明纯化后的产品是植物甾醇αＧ亚麻

酸酯.

２．４　植物甾醇αＧ亚麻酸酯的核磁共振波谱分析

图５为 植 物 甾 醇αＧ亚 麻 酸 酯 的１ H 谱 图.在δ＝
０．５×１０－６~２．５×１０－６范围内存在许多重叠的亚甲基氢

吸收信号,低于１．０×１０－６的信号峰主要是由于甲基基团

的共振引起[２７].查阅文献[１８]３７－３８[２４]３－２０得知δ＝７．２６×
１０－６处是CDCl３的溶剂峰位置,观察图５植物甾醇αＧ亚麻

酸酯１H 谱图可知,样品中含有烯氢(δ＝４．５×１０－６ ~
６．５×１０－６),不含羧基氢(δ＝９．０×１０－６~１２．０×１０－６)、

醛基氢(δ＝９．５×１０－６ ~１０．０×１０－６)及 烯 醇 氢 (δ＝
１１．５×１０－６~１３．５×１０－６),说明样品中不含羟基.

图６为植物甾醇αＧ亚麻酸酯的１３C 谱图.查阅文

献[２４]３５－４２得知,酯碳δ为１６５×１０－６~１７５×１０－６,不饱和

碳δ为１００×１０－６~１５５×１０－６,饱和碳δ＜５５×１０－６,

CDCl３δ＝７７．０１９×１０－６.由图６可知,样品中含有酯碳

(δ＝１７３．２８３×１０－６),次 甲 基 与 氧 结 合 (δ＝７３．６６９×
１０－６),表明植物甾醇和αＧ亚麻酸反应后生成了酯并且酯

化位点在植物甾醇六圆环上的一个羟基上.综合以上分

析,产物为植物甾醇αＧ亚麻酸酯.

２．５　虾青素—植物甾醇αＧ亚麻酸酯复合脂质体的包封率

虾青素—植物甾醇αＧ亚麻酸酯复合脂质体的包封率

为(９５．００±０．６６)％,表明虾青素可以有效地包埋到脂质

体中,这可能是因为植物甾醇αＧ亚麻酸酯的掺入扩大了

脂质体囊泡的内部空间,并且与磷脂双分子层相互作用,

使脂质 体 膜 结 构 更 稳 定,因 此 制 得 的 脂 质 体 包 封 率

较高[２８－２９].

图５　植物甾醇αＧ亚麻酸酯的１H 谱

Figure５　１HspectrumofphytosterolαＧlinolenate
acidester
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图６　植物甾醇αＧ亚麻酸酯的１３C谱

Figure６　１３CspectrumofphytosterolαＧlinolenate
acidester

２．６　虾青素—植物甾醇αＧ亚麻酸酯复合脂质体的粒径

大小及分布

　　根 据 粒 径 大 小 可 将 脂 质 体 分 为 普 通 脂 质 体 (１~
１０００nm)和纳米脂质体(１~２００nm),纳米脂质体具有

细胞穿透性、靶向作用等优点[３０],可以提高芯材稳定性,
控制释放,提高生物利用度.测得复合脂质体的平均粒

径为(１５８．７０±９．７０)nm,粒径较小,为纳米脂质体.沈

雪[３１]制备的虾青素乳状液粒径较大,为１９４~２８７nm,可
能是采用的制备方法不同导致的.

多相分散系数(PDI)可以用来表征脂质体的粒径分

布均匀性,较小的 PDI值表示脂质体样品分布更加均

匀[３２].当PDI值大于０．５时,表明脂质体囊泡分布不均

匀,体系中可能存在较大的囊泡[３３].粒径大的脂质体囊

泡范德华吸引力强,更容易发生聚集和融合,因此体系不

稳定[３４].测得复合脂质体 PDI值为０．３５±０．０２,表明制

得的虾青素—植物甾醇αＧ亚麻酸酯复合脂质体囊泡分布

较为均匀.复合脂质体的粒径分布图(图７)为单峰形态

且呈正态分布,表明该复合脂质体分布均匀、分散性好.

２．７　虾青素—植物甾醇αＧ亚麻酸酯复合脂质体的zeta
电位

　　zeta电位的绝对值越高,表明脂质体体系越稳定.这

图７　复合脂质体粒径分布图

Figure７　Sizedistributionofcomplexliposomes

是因为当电位绝对值较大时,脂质体的表面电荷高,粒子

之间的静电斥力大,因此体系更加稳定,不易发生聚集或

融合.一般认为当zeta电位的绝对值大于３０mV时体系

是稳 定 的[３５].测 得 复 合 脂 质 体 的 平 均 zeta 电 位 为

(－３３．８７±２．４８)mV,表明制得的复合脂质体具有稳定

性,脂质 体 囊 泡 之 间 的 静 电 斥 力 可 以 有 效 避 免 聚 集、

融合.

２．８　虾青素—植物甾醇αＧ亚麻酸酯复合脂质体的透射

电子显微镜观察

　　如图８所示,虾青素—植物甾醇αＧ亚麻酸酯复合脂

质体粒径大小约为１６０nm,脂质体囊泡呈球形,分散均

匀,形状 规 则,与 马 尔 文 激 光 纳 米 粒 度 仪 的 测 定 结 果

一致.

100 nm

图８　复合脂质体的透射电子显微镜图

Figure８　Transmissionelectronmicroscopeimageof
complexliposomes

３　结论

以植物甾醇和αＧ亚麻酸为原料制备植物甾醇αＧ亚麻

酸酯,通过柱层析法和薄层层析法进行分离纯化,获得了

纯度较高的产物,红外光谱法和核磁共振法证实产物为

植物甾醇αＧ亚麻酸酯.采用薄膜—超声法构建虾青素—

植物甾醇αＧ亚麻酸酯复合脂质体,测得该复合脂质体的

包封率较高[(９５．００±０．６６)％],马尔文激光纳米粒度仪

测定结果显示复合脂质体粒径较小并且分布较为均匀.

透射电子显微镜观察显示虾青素—植物甾醇αＧ亚麻酸酯

复合脂质体的微观形貌呈近似球形,形状规则且分散性

好,与马尔文激光纳米粒度仪测定结果一致.研究表明

植物甾醇αＧ亚麻酸酯可用于构建脂质体,这为植物甾醇

酯应用于负载脂溶性功能因子的脂质体中的构建提供了

理论指导.植物甾醇αＧ亚麻酸酯保留了甾醇的刚性环状

结构和烃链分支,掺入脂质体中还可能会引起脂质体稳

定性和释放特性等性能的改变,因此,后续应进一步开展

相关研究.
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