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摘 要 以扇贝裙边抗氧化肽为研究对象，制备纳米柔性脂质体，考察其主要影响因素。采用薄 

膜一超声分散法，以包封率为指标 ，分别考察卵磷脂与胆 固醇的质量比、不同温度 、不 同样品浓度 、不同 

pH值 、不同转速 、不 同超声时间等对脂质体的影响，在 此基础上采用 L (3 )正交设计对条件进行优 

化 。制得的纳米脂质体 为单室脂质体 ，平均粒径为 255±60 nm，包封率为 58．39 ±0．34 ，4 oC下 

粒径稳定性无 明显变化 。因此 ，抗氧化肽脂质体包封率和稳定性较 高，重现性好 。 
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ABSTRACT The antioxidant peptide ultraflexible nano—liposomes were prepared by using the 

thin—film dispersion method．The effects of some factors on the encapsulation efficiency，inclu- 

ding the ratio of Iecithin to cholesterol，temperature，concentration of the antioxidant peptide，ro— 

tation speed，pH ，and ultrasonic emulsification time，were studied．The formulation was opti— 

mized by L9(3 )orthogonal design．The ultraflexible nano—liposomes were mostly unilamellar 

vesicles and their mean particle size was 2 5 5± 60 nm．The optimum entrapment efficiency was 

58．39 -+-0．34 ．The antioxidant peptide liposome was stable at 4~C．Therefore，the antioxi— 

dant peptide ultraflexible nano—liposomes posses high encapsulation efficiency，good stability and 

reproducibi1ity． 
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脂质体是脂类分子(类脂)的 自组装体 ，具有 由一个或多个脂质双分子层中问包覆微水相 的结构 。脂质体 

主要应用在两个方面：一是在医药 中作 为免疫佐剂及药物载体 ；二是在美容化妆品中作为保湿剂及营养物质载 
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体。柔性脂质体是一种新型的皮肤给药转释系统，它是在普通脂质体磷脂双分子层中加入了某些表面活性剂 

如胆酸钠等，使其具有充分柔性和变形性，可以大量透过皮肤角质层。脂质体在化妆品中作为有效组分的传递 

体系 ，能很快地进入皮肤深层 ，以脂质体包封的活性物质经皮吸收后 可使更多活性物质 留在表皮到真皮之间 

(Schreier et a1． 1994)。近十多年来 ，脂质体在皮肤学和化妆品学方面的研究正蓬勃发展，含脂质体的化妆 

品具有传统化妆品不可比拟的优点，它在通透性、缓释性 、保湿性 、安全性方面的优势将使化妆 品向高质量、高 

档次发展(喻胜飞 2006)，它作为美容化妆品制剂的载体，显示 出良好的应用前景(穆晓梅 2007)。 

抗氧化肽在护肤品中的应用也被认为是最有开拓希望的新领域 ，抗氧化肽的共同特性是能够俘获各种反 

应所产生的高活性 自由基，使之成为惰性化合物。大豆肽作为一种抗氧化肽 ，具有很强的吸湿性和保湿性 ，大 

豆肽可用作毛发 、皮肤的保湿剂 ，大豆肽的这种性能 比原先在化妆品领域广泛应用的胶原肽、丝肽有更好的效 

果(村炳智 1997)。因此，抗氧化肽应用于体外可抵抗紫外线对皮肤造成的老损，从而保护其结构功能；尤其 

作为特效添加剂应用于各种高档 日化产品中而风靡全球 ，堪称发展最快、效益最好的新兴产业 ，受到国内外研 

究机构 、制造厂商的重视 。 

因此，有效的结合抗氧化肽和脂质体的优点 ，将抗氧化肽制备成脂质体，充分发挥抗氧化肽脂质体的特性 ， 

为今后化妆品的研究开发提供理论参考。 

1 材料与方法 

1．1 材料与试剂 

大豆卵磷脂(天津市博迪化工有限公司)；聚乙二醇(北京益利精细化学品有限公司)；胆固醇(天津市光复 

精细化工研究所)；胆酸钠 (天津市光复精细化工研究所)；抗氧化肽(由中国水产科学研究院黄海水产研究所酶 

工程室提供)；其他试剂均为国产分析纯。 

1．2 仪器设备 

R一215旋转蒸发仪 (上海医械专机厂 )；超声波 清洗机 SB一5200DT(宁波新芝 生物科技股份有 限公 司)； 

752N紫外可见分光光度计 (上海精科)；真空泵(郑州长城科工贸有限公司)；20PR一52D高速冷冻离心机(日本 

日立公 司)；马尔文激光粒度仪 Nano—ZS90(英国马尔文仪器有限公司)；JEM一1200EX型透射电镜(日本 JE0L 

公 司)。 

1．3 方法 

1．3．1 抗氧化 肽标 准 曲线的绘 制 

精密称取抗氧化肽 0．05 g，用 10 mmol／L pH 为 7．8的 Tris—HC1定容至 100 ml，得到 0．5 mg／ml的抗氧 

化肽溶液。在 200~400 nm范围内进行全波长扫描 ，230 nm 为最大吸收波长。精确配制 0．025、0．05、0．1、 

0．2、0．3、0．4、0．5 mg／ml的抗氧化肽标准溶液 ，在 230 ilm处分别测其 OD值 ，以吸光度对抗氧化肽浓度进行 

线性回归分析。 

1．3．2 抗氧 化肽 纳米 柔性脂 质体 的制备 

采用薄膜一超声分散法制备抗氧化肽纳米柔性脂质体 。将卵磷脂 、胆固醇、胆酸钠 、聚乙二醇按一定质量溶 

于适量的无水 乙醇中，溶解后 ，得到透明的橙黄色液体 ，使用旋转薄膜蒸发仪 ，真空去除无水乙醇 ，得到干燥的 

薄膜 。精确称取一定量的抗氧化肽溶于 10 mmol／I pH为 7．8的 Tris—HC1溶液中，按一定量加入到干燥的薄 

膜 ，形成乳化液，用超声波发生器超声 10 min，即得抗氧化肽纳米柔性脂质体。 

1．3．3 抗氧化肽纳米柔性脂质体的形态学及粒径观察 

1．3．4 包封 率的测 定 

采用高速冷冻离心法(刘湘新等 1998)测定包封率。取脂质体混悬液 20 ml，其 中 10 ml在离心前加入少 

量的甲醇溶液破膜 ，用于测定抗氧化肽的总含量 ；另外 10 ml经 10 000 r／rain离心 30 rain得到上清液 ，加入少 
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量甲醇溶液破膜 ，用于测定游离的抗氧化肽含量 。以离心后的空白脂质体加少量 甲醇溶液稀释作为参 比，在 

230 nm处测其吸光值 ，根据抗氧化肽标准 曲线 ，得抗氧化肽 的总含量 (C总)和游离含量(C游)，代人下式计算包 

封率(扶亚祥等 2009)。 

包封率=[(C总 C游)／c总]×100％ 

1．3．5 单因素影响考察 

以包封率为衡量指标 ，研究各单因素水平对脂质体制备的影响。 

1．3．5．1 卵磷脂与胆 固醇质量比的影响 

在抗氧化肽浓度 、转速等其他条件不变 的情况下 ，卯磷脂与胆固醇质量 比从 3：1依次增大至 8：1，配制 

成不同质量比的脂质体溶液。测定不同质量比下制备的脂质体包封率 。 

1．3．5．2 不同温度的影响 

在卵磷脂与胆 固醇质量 比等其他条件不变 的情况下 ，旋转蒸发仪 的水浴温度从 2O℃依次增大至 6O℃。 

测定不 同温度下制备的脂质体包封率。 

1．3．5．3 抗氧化肽浓度的影响 

在其他条件不变的情况下 ，依次改变抗氧化肽的浓度分别为 5 、1O 、15 、20 、25 ，配制成不同抗氧 

化肽浓度的脂质体 。测定不 同抗氧化肽浓度下制备的脂质体包封率 。 

1．3．5．4 不同转速的影响 

在其他条件不变的情况下 ，依次改变旋转蒸发仪的转速分别为 50、100、l50、200 r／rain，考察不同转速对脂 

质体形成的影响。测定不同转速下制备 的脂质体包封率。 

1．3．5．5 不同 pH 的影响 

在其他条件不变的情况下 ，改变介质 的 pH，使抗 氧化肽溶于不 同 pH 的介质溶液 中，分别在 pH 为 4．0、 

5．0、6．0、7．0、8．0、9．0、10．0下制备脂质体 。测定不同外水相 pH 制备 的脂质体包封率 。 

1．3．5．6 不同超声时间的影响 

在其他条件不变的情况下 ，考察不同超声时间分别为 lO、2o、3O、4O、50 rain对脂质体包封率的影响。测定 

不 同超声时间下制备的脂质体包封率。 

1．3．6 正交设计条件优化 

根据单 因素实验结果 ，选 取卵磷脂与胆 同醇质量 比、多肽浓度 、转速、超声时间 4个 因素进行 L。(3 )正交 

试验(表 1)，以包封率为指标 ，优化脂质体制备 的最佳条件 (扶亚祥等 2009)。 

表 1 正 交设计 的因素水 平 

Table l Factors and levels of the orthogonaI design 

2 结果 

2．1 抗氧化肽浓度标准 曲线 

在波长为 230 nm下 ，抗氧化肽浓度在 0．025～O．5 mg／ml范 围内与吸光值 OD的线性回归方程为 ：OD= 

1．713 4C一0．023 3(R 一0．997 9)，其标准曲线见图 1。 
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2．2 单 因素考 察 制备脂质 体的处 方和 工艺 结果 

不同磷脂一胆固醇质量 比下制备的脂质体包封率如图 2所示 。以包封率为衡量指标 ，卵磷脂与胆固醇质量 

比为 3：1、4：1、5：1、6：1、7：1、8：1时包封 率分别 为 45．31 、5O．65％、52．86 、47．28％、44．O6％、 

41．62 。当卵磷脂与胆 固醇质量比为 5：1时 ，包封率最高 。这与脂质体形成时所需磷脂和胆固醇的摩尔 比 

有关 ，卵磷脂的作用是形成脂质双层 ，胆同醇可以改变卵磷脂在脂质双层中的排列次序及流动性 ，从而加 固脂 

质体膜的稳定性(张 蓓等 2007)。 
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抗氧化肽浓度 Concentration ofamioxidant peptide 

图 1 抗 氧化肽标准 曲线 

Fig．1 Standard curve of the antioxidant peptide 

一  
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卯磷脂与胆 固醇质量比 
Ratio oflecithin to cholcstero(w：w) 

图 2 卵磷 醇与胆同醇质量 比对包封率 的影响 

Fig．2 Influence of ratio of lecithin to cholesterol 

on the encapsulation efficiency 

不同温度制备的脂质体包封率见图 3。以包封率为衡量指标 ，旋转蒸发仪温度为 20、30、4o、50、60~C时包 

封率分别为 27．4％、35．85 、45．45 、51．71 、48．47 。当温度为 5O。C时，包封率最大。 

不 同抗氧化肽浓度条件下制备脂质体 的包封率见 图 4。以包封率为衡 量指标 ，当抗氧化肽浓度为 5 、 

1O 、15％、2O％、25 时包封率分别 为 35．67 、4O．68 、49．11％、46．13％、42．94 。当抗 氧化肽浓度 为 

15 时，包封率最大 。 
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图 3 温度对包封率的影 响 

Fig．3 Influcncc of temperature on 

the encapsulation efficiency 
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抗 氧化肽浓度 Concentrationofantioxidantpeptide(％) 

图 4 抗 氧化肽 浓度对包封率 的影响 

Fig．4 Infl uence of thc antioxidant peptide 

concentration on the encapsulation efficiency 

不同转速条件下制备的脂质体包封率见图 5。当旋转蒸发仪的转速为 50 r／min时，包封率最大。转速过 

快或过慢都不利于脂质原料 在旋转蒸发 仪茄形瓶底部均匀成膜 ，也不利 于油水相 的均匀融 合(扶亚祥等 

2009)。 

不 同 pH条件下制备的脂质体包封率如图 6所示 。以包封率为衡量指标 ，介质 的 pH 为 4．0、5．0、6．0、 

7．0、8．0、9．0、10．0，包封 率分 别为 37．85 9／6、41．06％、44．05％、46．19 、47．1 、49．13 9，6、50．88 9／6。当介 质 

pH为 10．0时，包封率最大。 
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网 5 转速 对包封率的影响 

Fig．5 Influence of rotation speed on the encapsulation efficiency 

一  

Z 
【 

姆 

圈  

图 6 pH对包 封率的影响 

Fig．6 Influence of pH on the encapsulation efficiency 

不同超声时问下制备的脂质体包封率如图 7所示 。以包 

封率为衡量指标 ，超声时间为 10、20、30、40、50 min时包封率 

分别为 44．17 、47．97 、52．67 、48．22 、45．85 。当超 

声时问为 30 rain时，包封率最大。 

2．3 正交试验优化结果 

正交实验结果见表 2。由表 2极差分析可知 ，4个 凶素的 

极差大小排列为 A>C>B>D，即卵磷脂与胆固醇质 量 比影 

响最大 ，其次为转速 、抗氧化肽浓度 、超声 时间。根据极差大 

小最优组合为 A。 D ，即卵磷脂与胆固醇质量 比为 5：1，抗 

氧化肽浓度为 15 ，转速为 100 r／min，超声时问为 2O min。 

一  

Z 

r工 

I；lL 

10 20 30 40 50 

超声时间 Ultrasonic time(min) 

图 7 超声 时间对包封率的影响 

Fig．7 Influence of ultrasonic emulsification time 

on the encapsulation efficiency 

表 2 L (3 )正交实验设计与结果 

Table 2 I q(3 )Orthogonal design results 

再对各因素做方差显著性分析，结果见表 3。南表 3可知，因素 A、因素 B、因素 C均显著 ，凶素 D不显著 ， 

分析结果与极差结果一致 。 
由于 A：B。C D 不在正交水平之列 ，做 3组平行实验 ，分别测得包封率为 58．56％、57．88％、58．78％，均值 

为 58．39 。包封率结果符合正交优化的结果 。 

∞ 加 m o 

∞ 如 ∞ 加 。 
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2．4 抗氧化肽纳米柔性脂质体的形态学及 

粒径 观察 结果 

肉眼观察到的脂质体为乳 白色 ，无沉淀 

及团聚颗粒 ，分散均匀 。将样 品稀释一定的 

倍数 ，用 JEM一1200EX 型 透射 电镜 进 行观 

察 。放大 50 000倍 ，如图 8所示 ，制得 的脂 

质体为分散较好 的小单室脂质体 ，其内圈包 

表 3 方差分析 

Table 3 Analysis 0f variance 

裹的水溶性抗氧化肽主要集 中于脂质膜附近 ，脂质体颗粒圆形度较高 ，轮廓清晰 ，形态规整。 

由马尔文激光粒度仪 Nano—zsg0对所制脂质体粒径主要分布及电位进行测定 ，粒径分布见图 9。结果显 

示 ，优化工艺所得脂质体的粒径平均分布主要在 255±6O nm左右 ，作为化妆品的活性成分符合透皮吸收的要 

求(穆筱梅 2007)。Zeta电位的绝对值越大说明样品的荷 电粒子稳定性越强 ，体系越稳定 ，当其绝对值达到 

30 mV以上时 ，体系相 稳定 ，粒子不易聚集。Zeta电位结果表 明，抗氧化肽脂质体带负电荷 ，平均 Zeta电位 

为一25．9 mV，具有较强的稳定性 。 

图 8 抗氧化肽脂质体的 50 000倍 电镜观察 

Fig．8 Antioxidant peptide liposome under 

electron microscope(5O 000×) 

2．5 稳定性测定结果 

脂质体的稳定性是另一个重要的评价指标 ，它在一定 

程度上决定了脂质体存放和使用期限(日广英姿等 2006)。 

样品在 4℃放置 10、2O、30、6o d，测得 的粒径变化如 图 l0 

所示 。粒径随放置时间的延长变化不大，说明所制备的纳 

米柔性脂质体的稳定性较好。 

3 讨论 

本文选取超声波分散法制备脂质体 ，将水溶性药物溶 

于磷酸盐缓冲液中，加入卵磷脂 与胆周醇及脂溶性药物共 

溶的有机溶剂的溶液 ，搅拌蒸发除去有机溶剂 ，残留液以超 

一  
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图 9 抗氧化肽脂质体粒径分布 

Fig．9 Diameter distribution of Antioxidant peptide 

liposomes particles 

天数 Daysfd) 

图 1O 粒径与保存 时间的关 系 

Fig．10 Relationship between the particle diameter 

and the storage time 

声波处理 ，然后分离出脂质体 。采用高速离心的方法分离脂质体 ，此方法耗费成本低 、方便 、快捷，高速离心时 

只要把握好离心的速度和时间，使较大颗粒的脂质体完全沉淀下来和部分较小颗粒也能较好的沉淀下来(徐 

霞等 2005)，从而达到很好的分离效果。 
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评价脂质体的一个重要指标就是包封率 ，而包封率的好坏不仅要测定刚制备后 的样 品，还要控制样品的稳 

定性 。胆 固醇和二硬脂酰磷脂酰甘油能使药物不易从膜上脱落、泄漏 ，对提高脂质体的包封率和稳定具有重要 

作用 (陆纪宏等 2009)。而影响包封率的因素很多 ，本文在单 因素实验的基础上 ，采用正交设计 的方法对影响 

脂质体制备的因素进行了优化 ，得到了制备脂质体的最佳条件 ，即卵磷脂与胆固醇质量 比为 5：1，抗氧化肽浓 

度为 15 ，转速为 1O0 r／rain，超声时间为 20 min时，包封率可达 58．39 。根据电镜及粒径观察均表明，制备 

得到的脂质体符合优化的结果 ，具有 良好的稳定性 。 
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