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摘要:[目的]构建柠檬苦素白蛋白纳米粒,为进一步应用

柠檬苦素提供理论依据.[方法]以牛血清白蛋白为纳米

载体,通过去溶剂化—化学交联法制备柠檬苦素白蛋白

纳米粒,以包埋率为指标,通过单因素试验和响应面试验

确定最佳制备工艺,并对纳米粒进行表征.[结果]当牛

血清白蛋白添加量为６４mg,柠檬苦素添加量为４mg,醇

水体积比为５∶１,交联剂添加量为１２５μL时,交联固化

后得到的柠 檬 苦 素 白 蛋 白 纳 米 粒 平 均 粒 径 为(１５２．２±
０．５)nm,多分散指数为０．１９６±０．０２６,包埋率为(７９．２１±
０．３６)％;通过低压透射电子显微镜观察到的柠檬苦素白

蛋白纳米粒呈现圆球形,而傅里叶红外光谱及 X 射线衍

射结果表明柠檬苦素以无定型或者无序状态被成功包裹

在白蛋白中;该柠檬苦素白蛋白纳米粒悬浮液具有良好

的贮藏稳定性.[结论]采用去溶剂化—化学交联法制备

的柠檬苦素白蛋白纳米粒贮藏稳定性良好.
关键词:柠檬苦素;牛血清白蛋白;纳米粒;稳定性

Abstract: [Objective] The construction oflimoninＧalbumin

nanoparticles provides a theoretical basis for the further

applicationoflimonin．[Methods]LimoninＧalbuminnanoparticles

werepreparedbydesolvationＧchemicalcrosslinkingmethodusing

bovineserumalbuminasnanocarriers．Theoptimalpreparation

processwasdeterminedbysinglefactorexperimentandresponse

surfacetestwithembeddingrateasindex,andthenanoparticles

werecharacterized．[Results]Whentheamountofbovineserum

albuminwas６４mg,theamountoflemonbitterwas４mg,the

specificvolumeratioofalcoholto waterwas５∶１,andthe

amountofcrosslinkerwas１２５μL,theaverageparticlesizeand

polydispersionindexoflimoninnanoparticles were (１５２．２±

０．５)nmand０．１９６±０．０２６respectively．Theembeddingefficiency

was (７９．２１± ０．３６)％．ThelimoninＧalbumin nanoparticles

observedunderlowＧpressuretransmissionelectron microscopy

showed a sphericalshape．Infrared spectroscopy and XＧray

diffraction results showed that limonin was successfully

encapsulatedinalbumininanamorphousordisorderedstate．The

limoninＧalbumin nanoparticle suspension has good storage

stability． [Conclusion] The limoninＧalbumin nanoparticles

preparedbydesolvationＧchemicalcrosslinking methodhadgood

storagestability．

Keywords:limonin; bovine serum albumin; nanoparticles;

stability

柠檬苦素也被称为黄柏内酯或吴茱萸内酯,是主要
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存在于芸香科及楝科等植物中的四环三萜化合物,同时

也是植物体中重要的次生代谢物之一,其具有多种生理

活性,如 抗 氧 化、抗 肿 瘤、抗 肥 胖、抗 虫 害 及 镇 痛 消 炎

等[１].但柠檬苦素水溶性较差,在水中平衡溶解度仅为

６．８５mg/L(３７℃)[２],并且柠檬苦素结构稳定性易受环境

因素(温度、pH、与光照和氧气接触的时长等)影响而发生

不同程度的降解[３],大大限制了柠檬苦素的进一步应用

和开发.将柠檬苦素进行包埋,可以有效改善柠檬苦素

结构稳定性差和生物利用率低的问题.张亚杰等[３]以海

藻酸钠—壳聚糖—氯化钙体系为壁材,采用锐孔造粒法

制备柚皮苷/柠檬苦素微胶囊,发现微胶囊化可以提高柠

檬苦素的热稳定性,促进柠檬苦素在肠道内的生物转化

与吸收,提高其利用率,但该法制备工艺相对复杂,不利

于工业生产.

随着紫杉醇白蛋白纳米粒的成功上市并应用于临床

治疗,包埋天然活性成分的白蛋白纳米粒研究及开发逐

渐成为了研究热门,白蛋白纳米载体已经解决了多种天

然活性成分存在的溶解性差、稳定性差及其生物利用率

低等问题[４－６].牛血清白蛋白是一种生物大分子,具有

良好的生物相容性、无毒、无免疫原性及获取成本低等特

点[７－８],并且牛血清白蛋白分子结构中的氨基酸相互扭

曲成团状或蜂窝状,结构中形成了大量的空隙,空间结构

有利于携带天然活性成分,是制备天然活性成分纳米运

输载体的常见材料之一[９－１０].目前关于构建白蛋白纳米

颗粒的方法有很多,其中去溶剂化—交联固化法是最常

用的方法之一,具有操作简单、可重复性好和纳米粒粒径

均匀等优点,该方法先利用脱水剂(乙醇和甲醇等)去除

白蛋白表面水化膜,导致白蛋白发生相分离和聚集,然后

再加入交联剂进行交联固化,即可得到稳定的白蛋白纳

米颗粒,而影响白蛋白纳米颗粒性能的主要因素包括白

蛋白添加量、天然活性成分添加量、醇水体积比例及交联

剂添加量等[１１].
有研究[１２－１３]发现,柠檬苦素能通过氢键作用和范德

华力等作用力与牛血清白蛋白自发结合形成稳定复合

物,满足了构建基于白蛋白的纳米载体系统原则.研究

拟采用去溶剂化—交联固化法制备柠檬苦素白蛋白纳米

粒,通过响应面法优化制备工艺,并对该纳米粒进行分子

表征,以期为进一步开发和应用柠檬苦素提供理论依据.

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

牛血清白蛋白:纯度≥９８％,低脂肪酸,上海麦克林

生化科技股份有限公司;

柠檬苦 素:纯 度 ≥９８％,上 海 源 叶 生 物 科 技 有 限

公司;
无水乙醇、５０％戊二醛等:分析纯,上海麦克林生化

科技股份有限公司.

１．１．２　主要仪器设备

集热式恒温加热磁力搅拌器:DFＧ１０１S型,郑州长城

科工贸有限公司;
水浴恒温摇床:ZWYＧ１１０X５０型,上海智城分析仪器

制造有限公司;
高速冷冻离心机:TGLＧ１６M 型,常州金坛良友仪器

有限公司;
紫外—可 见 分 光 光 度 计:Evolution２０１ 型,美 国

Thermo公司;
傅里叶红外光谱仪:Nicolet５７００型,美国 Thermo

公司;
马尔文 粒 度 分 析 仪:NanoZS９０ 型,英 国 Malvern

公司;

X 射 线 衍 射 仪:D/MAX２５００V 型,日 本 Rigaku
Corporation公司;

低电压透射电子显微镜:HT７８２０型,日本 Hitachi
公司.

１．２　方法

１．２．１　柠檬苦素标准曲线建立　参考文献[３]的方法并

稍加改进,建 立 柠 檬 苦 素 标 准 曲 线,用 无 水 乙 醇 配 制

０．２０mg/mL柠檬苦素标准品溶液;准确吸取０．２,０．４,

０．６,０．８,１．０mL柠檬苦素标准液于１０mL 棕色玻璃瓶

中,用无水乙醇定容至２．０mL,然后分别加入５．０mL显

色剂,混合均匀,反应３０min后测定４９０nm 处的吸光度

值,每个样品重复３次并绘制柠檬苦素标准曲线,得到柠

檬苦素的回归方程Y＝７．９７６７X＋０．００５６,R２＝０．９９８６.

１．２．２　柠檬苦素白蛋白纳米粒制备 　参考文献[１４]的方

法并稍加改进,称取一定量牛血清白蛋白溶于５mL去离

子水中,制得水相;称取一定质量的柠檬苦素溶于无水乙

醇中,制得有机相;水相以４００r/min持续搅拌,用微量注

射器将有机相缓慢滴加到水相中;有机相滴加结束后迅

速加入适量的０．２５％戊二醛交联剂;再将混合液全部转

移至离心管中,置于水浴恒温摇床中继续避光固化２４h;
交联固化结束后对其进行冷冻离心,离心参数为温度

４℃,转速１１０００r/min,离心时间４５min;离心上清液部

分用于后续测定包埋率,而沉淀部分用去离子水反复洗

涤两次,洗去残留的戊二醛及乙醇等,洗涤结束后再加去

离子水复溶即得到柠檬苦素白蛋白纳米粒悬浮液.

１．２．３　柠檬苦素白蛋白纳米粒包埋率计算　取１．２．２的

上清液按照１．２．１方法测定游离柠檬苦素含量,以空白白

蛋白纳米粒组为对照,按式(１)计算包埋率.

E＝
m１－m２

m１
×１００％, (１)

式中:

E———包埋率,％;

m１———加入柠檬苦素总含量,mg/mL;

７０２
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m２———游离柠檬苦素含量,mg/mL.

１．２．４　单因素试验　以柠檬苦素白蛋白纳米粒制备方法

为基础,探究牛血清白蛋白添加量、柠檬苦素添加量、醇
水体积比及交联剂添加量对包埋率的影响.基本工艺参

数为:６０mg牛血清白蛋白溶于去离子水中;３mg柠檬苦

素溶于乙醇中;醇水体积比为５∶１;０．２５％交联剂添加量

为１２５μL.在其他因素不变的情况下,选择牛血清白蛋

白添加量为４０,５０,６０,７０,８０mg;柠檬苦素添加量为１,

２,３,４,５mg;醇水体积比为３∶１,４∶１,５∶１,６∶１,７∶１;

０．２５％交联剂添加量为７５,１００,１２５,１５０,１７５μL,考察各

因素对柠檬苦素包埋率的影响.

１．２．５　响应面试验　在单因素试验的基础上,选取影响

相对较大的因素,以包埋率为响应值,根据 BoxＧBehnken
中心组合设计原理,设计三因素三水平响应面优化分析

试验,以确定最佳包埋工艺.

１．２．６　粒径及粒径分布测定　取白蛋白纳米粒及柠檬苦

素白蛋白纳米粒的悬浮液稀释到适当倍数,用 NanoZS９０
型马尔文粒度分析仪测定其粒径、粒径分布及多分散指

数(polydispersityindex,PDI),每份样品重复测３次.

１．２．７　透射电子显微镜观察柠檬苦素白蛋白纳米粒形态

取柠檬苦素白蛋白纳米粒悬浮液稀释到适当倍数,
点样至铜网上,再用２．０％的磷钨酸染色,吸取多余染液,
待自然挥干后,通过低压透射电子显微镜观察颗粒微观

特征.

１．２．８　傅里叶变换红外光谱测定　分别测定柠檬苦素、
白蛋白纳米粒冻干样、柠檬苦素白蛋白纳米粒冻干样、白
蛋白纳米粒冻干样与柠檬苦素物理混合物的傅里叶变换

红外光谱,其测定光谱范围为４０００~５００cm－１.

１．２．９　X射线衍射图谱测定　分别测定柠檬苦素、白蛋

白纳米粒冻干样、柠檬苦素白蛋白纳米粒冻干样、白蛋白

纳米粒冻干样与柠檬苦素物理混合物的 X 射线衍射图

谱,测 定 条 件 为:衍 射 角 扫 描 角 度 ２θ,扫 描 速 率

５(°)/min,电压４０kV,电流３０mA,扫描范围１０°~８０°.

１．２．１０　柠檬苦素白蛋白纳米粒贮藏稳定性考察　将柠

檬苦素白蛋白悬浮液装于玻璃瓶中,密封后置于４ ℃冰

箱中保存,分别于第０、５、１０、１５、２０、２５天取样,使用 Nano
ZS９０型马尔文粒度分析仪测定其粒径和 PDI,初步考究

其稳定性.

１．２．１１　数据处理　使用Excel２０１６、Origin２０２１等软件

进行数据处理和作图.

２　结果与分析

２．１　单因素试验

２．１．１　牛血清白蛋白添加量对包埋率的影响　如图１(a)
所示,随着牛血清白蛋白添加量的增加,包埋率显著上

升,当牛血清白蛋白添加量为６０mg时,包埋率最大,再
继续增加牛血清白蛋白的添加量,包埋率显著下降,可能

是由于交联剂添加量固定,牛血清白蛋白添加量超过

６０mg后,交联剂不能很好地交联成球,导致包埋率下

降.这与黄婷等[４]制备灵芝三萜白蛋白纳米颗粒时牛血

清白蛋白添加量对包埋率的影响变化趋势一致.此外,
当牛血清白蛋白添加量为８０mg时,将有机相滴加至水

相过程中出现白蛋白贴壁现象,不利于包埋柠檬苦素,故
选择牛血清白蛋白添加量５０,６０,７０mg３个水平进行响

应面试验.

２．１．２　柠檬苦素添加量对包埋率的影响　如图１(b)所示,
随着柠檬苦素添加量的增加,包埋率显著上升,当柠檬苦

素添加量为４mg时,包埋率最大,继续增加柠檬苦素的添

加量,包埋率显著下降,可能是由于牛血清白蛋白添加量

固定,牛血清白蛋白的包埋能力达到相对饱和所致,并非

是柠檬苦素添加量越高而包埋率越高,故选择柠檬苦素添

加量３,４,５mg３个水平进行响应面试验.

２．１．３　醇水体积比对包埋率的影响　如图２(a)所示,随
着醇水体积比的增加,包埋率显著上升,当醇水体积比为

５∶１时,包埋率最大,继续增加醇水体积比,包埋率显著

下降,可能是由于柠檬苦素难溶于水,易溶于乙醇,随着

字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图１　牛血清白蛋白添加量和柠檬苦素添加量对包埋率的影响

Figure１　Theinfluenceofbovineserumalbuminmassandlimoninmassontheencapsulationefficiency
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字母不同表示差异显著(P＜０．０５)

图２　醇水体积比和交联剂添加量对包埋率的影响

Figure２　Theinfluenceofalcoholwaterratioandcrosslinkingagentdosageonencapsulationefficiency

乙醇体积占比的不断增大,柠檬苦素重新溶解于乙醇中,

游离的柠檬苦素含量增加,造成包埋率的下降.这与张

雪等[１５]制备牧荆素白蛋白纳米时醇水比对包埋率的影响

变化趋势一致.此外,添加过量的脱水剂乙醇容易导致

白蛋白表面过度脱水化,形成聚集物沉淀,不利于包埋柠

檬苦素,故选择醇水体积比４∶１,５∶１,６∶１３个水平进

行响应面试验.

２．１．４　交联剂添加量对包埋率的影响　如图２(b)所示,

随着交联剂添加量的增加,包埋率显著上升,交联剂添加

量为１２５μL时,包埋率最大,继续增加交联剂的添加量,

包埋率显著下降,并且与其他因素相比较,交联剂的添加

量对包 埋 率 的 影 响 较 小,因 此 固 定 交 联 剂 添 加 量 为

１２５μL进行响应面试验.

２．２　响应面试验

在单因 素 试 验 的 基 础 上,确 定 交 联 剂 添 加 量 为

１２５μL,选取牛血清白蛋白添加量、柠檬苦素添加量及醇

水体积比参考因素,设计三因素三水平响应面优化分析

试验,响应面因素与水平设计见表１,设计及结果见表２,

回归模型的方差分析见表３.

　　通过软件对表２数据进行多元回归分析,得到包埋

率对自变量牛血清白蛋白添加量、柠檬苦素添加量及醇

水比的二次多项回归方程:

Y＝７８．８８＋２．６７A －１．６４B ＋１．４２C－０．４７AB －
０．２９AC＋２．２０BC－３．１７A２－４．８２B２－４．７６C２. (２)

表１　响应面试验因素与水平

Table１　Factorsandlevelsofresponsesurfaceexperiment

编码水平
A 牛血清白蛋白

添加量/mg

B柠檬苦素

添加量/mg
C醇水体积比

－１ ５０ ３ ４∶１

０ ６０ ４ ５∶１

１ ７０ ５ ６∶１

　　由表３可知,回归模型的P 值为０．０００８＜０．０５,说明

模型显著;而失拟项P 值为０．１４１７＞０．０５,不显著,说明

该模型可用来分析该工艺条件;并且R２＝０．９５１７,说明

该模型实际值与方程预测值之间有较好的相关性.

　　通过软件分析,得到的最佳包埋条件为:牛血清白蛋

白添加量为６４．２９１mg,柠檬苦素添加量为３．８３１mg,醇

水体积比为５．０９７∶１,此最佳包埋条件下的包埋率预测

达到７９．６５７％.考虑实际因素,将最优工艺修正为牛血

清白蛋白添加量为６４mg,柠檬苦素添加量为４mg,醇水

表２　响应面试验设计及结果

Table２　Designandresultsofresponsesurface

experiment

序号 A B C 包埋率/％

１ －１ －１ ０ ６８．４２

２ ０ ０ ０ ７８．１４

３ ０ １ １ ６９．４４

４ １ ０ －１ ７１．５３

５ ０ ０ ０ ７７．７８

６ ０ １ －１ ６４．０２

７ －１ ０ １ ７０．９４

８ ０ ０ ０ ７８．２３

９ ０ ０ ０ ８０．５１

１０ １ １ ０ ７２．４２

１１ １ ０ １ ７５．６１

１２ １ －１ ０ ７４．７８

１３ －１ ０ －１ ６５．７１

１４ ０ ０ ０ ７９．７３

１５ －１ １ ０ ６７．９４

１６ ０ －１ １ ７０．１８

１７ ０ －１ －１ ７３．５７

９０２
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表３　回归模型的方差分析†

Table３　Analysisofvarianceofregressionmodel

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值

模型 ３７７．０９ ９ ４１．９０ １５．３１ ０．０００８

A ５６．９２ １ ５６．９２ ２０．８０ ０．００２６

B ２１．５５ １ ２１．５５ ７．８８ ０．０２６３

C １６．１０ １ １６．１０ ５．８８ ０．０４５７

AB ０．８８ １ ０．８８ ０．３２ ０．５８７６

AC ０．３４ １ ０．３４ ０．１２ ０．７３６２

BC １９．４０ １ １９．４０ ７．０９ ０．０３２３

A２ ４２．３８ １ ４２．３８ １５．４９ ０．００５６

B２ ９７．６３ １ ９７．６３ ３５．６８ ０．０００６
C２ ９５．４１ １ ９５．４１ ３４．８７ ０．０００６

残差 １９．１５ ７ ２．７４
􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

失拟项 １３．６０ ３ ４．５３ ３．２６ ０．１４１７

纯误差 ５．５６ ４ １．３９

总和 ３９６．２５ １６

　†　R２＝０．９５１７.

体积比为５∶１,在此修正工艺下进行验证实验,其包埋率

为(７９．２１±０．３６)％,与预测值无显著性差异,证明二次项

回归模型具有较好的精确度和适用度,能够用于优化柠

檬苦素白蛋白纳米颗粒的制备工艺.

２．３　粒径分布

采用 NanoZS９０型马尔文粒度分析仪对最佳工艺条

件制备的白蛋白纳米粒进行测定,其平均粒径为(１３８．４±
０．８)nm,PDI值为０．１７４±０．０４１;柠檬苦素白蛋白纳米粒

的平均粒径为(１５２．２±０．５)nm,PDI值为０．１９６±０．０２６,
白蛋白纳米粒及柠檬苦素白蛋白纳米粒的粒径分布如

图３所示,两 者 粒 径 分 布 均 呈 现 单 峰,表 明 粒 径 分 布

均匀.

图３　白蛋白纳米粒及柠檬苦素白蛋白纳米粒的

粒径分布

Figure３　 Particlesize distribution ofbovineserum
albuminnanoparticlesandlimoninＧalbumin
nanoparticles

２．４　低压透射电子显微镜分析

如图４所示,单个柠檬苦素白蛋白纳米粒呈规则圆

球形,颗粒饱满,多个柠檬苦素白蛋白纳米粒分布均匀,
形态规则,表面基本无粘连,其粒径与用 NanoZS９０型马

尔文粒度分析仪测定的平均粒径相近.

图４　柠檬苦素白蛋白纳米粒的低压透射电子显微镜图

Figure４　Lowpressuretransmissionelectronmicroscopy
image of limoninＧbovine serum albumin
nanoparticles

２．５　傅里叶变换红外光谱分析

由图５可知,柠檬苦素的红外光谱特征吸收峰包括

２９６７,１７５６,１７１０,１３５７,１２８６,１２６０,１１７２,１０３３,

１０８８,９１６,８７７cm－１等,其中２９６７cm－１主要是􀪅􀪅C—H
的伸缩振动引起,１７５６,１７１０cm－１主要是由C􀪅􀪅O的伸

缩振动引起,１２８６,８７７,７９８cm－１主要是由 C—O 的伸缩

振动引起等[１６].白蛋白纳米粒的红外光谱特征吸收峰包

括３２８９,２ ９６１,１ ６４６,１ ５１７,１ ３９６ cm－１ 等,其 中

３２８９cm－１主要是由酰胺 A 带的 N—H 伸缩振动引起,

２９６１cm－１主要是由酰胺 B带中游离 NH＋
３ 的 N—H 伸

缩振动引起,１６４６cm－１主要是由酰胺Ⅰ带的 C􀪅􀪅O 伸

缩振动引起,１５１７cm－１主要是由酰胺Ⅱ带的 C—N伸缩

振动及 N—H 弯曲振动引起,１３９６cm－１主要是由 CH２

的弯曲振动引起等[１７－１８].柠檬苦素白蛋白纳米粒的红

外 光 谱 图 中,出 现 了 部 分 柠 檬 苦 素 的 特 征 峰,如

１７５６cm－１处的 C 􀪅􀪅O 的 伸 缩 振 动 和 ８７７cm－１ 处 的

C—O的伸缩 振 动,且 酰 胺 A 处 特 征 峰 明 显 减 弱 并 由

３２８９cm－１蓝移至３２８６cm－１,酰胺Ⅰ带由１６４６cm－１蓝

a．柠檬苦素　b．白蛋白纳米冻干样　c．柠檬苦素白蛋白纳米冻

干样　d．白蛋白纳米冻干样与柠檬苦素物理混合

图５　红外光谱结果

Figure５　Infraredspectroscopyresults

０１２
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移至１６４３cm－１,而白蛋白纳米与柠檬苦素物理混合的

红外光谱图只是两种物质特征峰的简单叠加,特征峰并

未发生任何变化.结果表明,柠檬苦素已被白蛋白包埋

在其中,即柠檬苦素白蛋白纳米粒制备成功.

２．６　X射线衍射分析

由图６可知,柠檬苦素出现很多晶型峰,是一种晶型

物质,与张伟利等[１９]的测试结果一致,其中强度较大的晶

型衍射峰分布在１０°~２２°范围内,如１１．２°,１１．９°等处较为

明显[２０].白蛋白纳米粒与柠檬苦素物理混合还保留了柠

檬苦素的特征晶体峰,其特征晶体峰强度有所减弱,可能

是柠檬苦素在混合物中占比较少,衍射峰被覆盖所致,说
明混合物中柠檬苦素还是以晶体形式存在,没有与白蛋

白纳米粒发生相互作用,与红外光谱分析结果一致;白蛋

白纳米粒没有晶体峰出现,在１０°~８０°范围内只有一个宽

峰,而柠檬苦素白蛋白纳米粒也是仅有一个宽峰,柠檬苦

素的晶体峰基本消失,结合前面红外光谱结果可知,柠檬

苦素是以无定型或者无序状态被包裹在白蛋白中,这与

多西紫衫 醇 白 蛋 白 纳 米 粒[２１]、维 生 素 H 白 蛋 白 纳 米

粒[２２]等 X射线衍射分析结果相似.

a．柠檬苦素　b．白蛋白纳米冻干样　c．柠檬苦素白蛋白纳米冻

干样　d．白蛋白纳米冻干样与柠檬苦素物理混合

图６　X衍射光谱检测结果

Figure６　XＧraydiffractionspectrumdetectionresults

２．７　稳定性

如图７所示,４℃环境下,随着时间的增加,柠檬苦素

白蛋白纳米粒的平均粒径及其 PDI值均缓慢增加,平均

粒径从最初的(１５２．２±０．５)nm,贮藏２５d后,其平均粒

径增加至(２０２．６±０．２)nm,这与姜黄素白蛋白纳米粒[２３]

的贮藏稳定性变化趋势一致,柠檬苦素白蛋白纳米粒平

均粒径随着时间的增加而增加,原因可能在于小粒子表

面的分子为降低表面能而脱离小粒子,并通过溶液扩散

吸附到大粒子表面导致粒径增加,即奥斯特瓦尔德熟化

现象[２３－２４],这也表明柠檬苦素白蛋白纳米粒在４℃环境

中稳定性良好.

３　结论
采用去溶剂—化学交联法成功制备柠檬苦素白蛋白

图７　柠檬苦素白蛋白纳米粒贮藏稳定性检测结果

Figure７　StoragestabilitytestresultsoflimoninＧ
albuminnanoparticles

纳米,相较于以大豆卵磷脂、硬脂酸和４．５％泊洛沙姆１８８
为原料,采用薄膜超声法制备的柠檬苦素固体脂质纳米

粒[２５]、以丁香酚为油相,石油蜡为熟化抑制剂,采用两步

乳化法制备负载柠檬苦素的水包油纳米乳液[２６]、以大豆

卵磷脂和聚乙烯吡咯酮 K３０为原料,采用纳米沉淀法制

备的柠檬苦素纳米混悬剂[２０],该法制备的柠檬苦素白蛋

白纳米粒具有操作相对简单、成本低、包埋载体更安全及

载体可生物降解等优点.

研究通过单因素及响应面法优化了柠檬苦素白蛋白

纳米粒的制备工艺,当牛血清白蛋白添加量为６４mg,柠
檬苦素添加量为４mg,醇水体积比为５∶１,交联剂添加

量为１２５μL时,柠檬苦素白蛋白纳米粒呈规则圆球形,

其平均粒径为(１５２．２±０．５)nm,PDI为０．１９６±０．０２６,包

埋率为(７９．２１±０．３６)％;红外光谱及 X射线衍射结果表

明,柠檬苦素以无定型或者无序状态成功被牛血清白蛋

白包埋;该法制备的柠檬苦素白蛋白纳米粒在４ ℃环境

下稳定性良好.
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