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摘　要：为了提高雨生红球藻粉中虾青素的溶出度，使用自乳化给药系统。采用伪三元相图法筛选液体自乳
化给药系统的最佳组成，使用未经提取的雨生红球藻粉制备含虾青素的自微乳，并进行体外评价。以油相、乳

化剂、助乳化剂用量为影响因素，平均粒径、多分散指数 （ＰＤＩ）、雨生红球藻粉中虾青素的载药量为评价指
标，响应面法优化处方。然后，考察自微乳外观形态、粒径、ＰＤＩ、Ｚｅｔａ电位、载药量、溶出度。最佳处方为油相
（三乙酸甘油酯）用量 ５％，乳化剂（吐温８０）用量 ６７．８６％，助乳化剂 （聚乙二醇８００）用量 ２７．１４％，在透射
电镜下观察到微乳呈圆球状分布，大小均匀，平均粒径 （５０．３２±０．３３）ｎｍ，ＰＤＩ（０．１３１±０．０２），Ｚｅｔａ电
位 （－１４．６±０．０６）ｍＶ，虾青素载药量为（３．０６±０．２３）ｍｇ／ｇ。含虾青素的雨生红球藻粉自微乳制备简单，
增加了虾青素在水中的溶解度，有利于胃肠道吸收，体系具有良好的稳定性，在食品和药品工业中具有广阔的

应用前景。
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　　虾青素是酮式类胡萝卜素［１］，广泛存在于细

菌、藻类、酵母、植物、甲壳类动物以及鲑鱼等鱼

类中［２］，与维生素和其他抗氧化剂相比，虾青素

是一种有效的抗氧化剂［３］。由于其独特的结构

和渗透血脑屏障的能力，虾青素还具有很强的抗

炎、抗凋亡等作用［４］。近年来，虾青素的需求量

稳步增长，而且，作为功能性食品越来越受欢

迎［５］。然而，市场上很多虾青素都是通过化学合

成获得的，不能满足人们追求绿色天然的需求。

因此，从天然的生物资源中获得虾青素成为研究

的热点。雨生红球藻是藻类生物技术工业中使

用的一种绿色微藻，可以积累大量的储存三酰甘

油和虾青素［６］。雨生红球藻中所含虾青素量达

到１．５％～１０．０％，被称作是天然虾青素的“浓缩
品”［７］。

目前已经有许多方法可以使虾青素的提取

率达到９０％以上，比如碱提法、有机溶剂萃取法、

酶解法等，但是仍然存在很多问题。碱提法耗碱

量多且严重腐蚀设备；有机溶剂萃取法存在试剂

残留、污染环境的风险；酶解法的缺点是酶用量

高且耗时长［８］。这些方法都没有满足安全、高

效、绿色的理念。此外，由于虾青素气味强烈、水

溶性低、生物利用度低，以及它的高共轭结构和

非饱和性质，极大地限制了它的广泛应用［９１０］。

虾青素的运载体系主要有乳液运载体系、脂

质体运载体系、固体脂质纳米颗粒运载体系和微

胶囊运载体系［１１］。以人参皂苷制备虾青素纳米

乳液，热处理（３０～９０℃，３０ｍｉｎ）对乳液的稳定
性影响不大。而且，在不同温度（５、２５和４０℃）
下储存１５ｄ，纳米乳液也具有良好的长期稳定
性［１２］。ＫＨＡＮ等［１３］以酪蛋白酸钠为原料，采用

自发乳化和超声技术制备虾青素和生育酚纳米

乳，结果表明：纳米乳在正常 ｐＨ下，具有较高的
稳定性，粒径小，无毒性。利用脂质体包封技术
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改善了虾青素实际生物利用度低的问题，揭示了

脂质体包裹的虾青素在血液中具有高度稳定的

循环和肝脏的高效摄取，增强了肝内细胞抗氧化

酶的活性［１４］。ＫＨＡＬＩＤ等［１５］研究了改性卵磷脂

（ＭＬ）和酪蛋白酸钠（ＳＣ）虾青素纳米乳的生物利
用度，这些纳米乳液贮存３０ｄ后，化学稳定性大
于７０％。ＭＬ虾青素纳米乳剂中的生物利用度为
３３％明显高于 ＳＣ虾青素纳米乳的生物利用度
（６％）。所以，既要保持虾青素的稳定性，又要提
高虾青素的生物利用度，选择合适的递送体系至

关重要。

自微乳化释药系统是由油相、表面活性剂、

助表面活性剂和药物组成的均一、澄清的液体或

固体制剂，作为一种新型的制剂，目前得到研究

者的广泛关注［１６］。作为一种新型药物传递系统，

药物被包裹在油滴中，口服后遇体液在胃肠蠕动

下自发分散形成１０～１００ｎｍ的Ｏ／Ｗ型微乳，提
高药物溶解度和渗透率，改善药物的口服吸收有

助于提高药物的生物利用度［１７］。ＬＩＡＯ等［１８］制

备的黄芩素自微乳不仅显著提高了黄芩苷的口

服生物利用度，而且增加了经淋巴运输的比例。

目前使用自微乳体系制备虾青素的研究较少，

ＭＡＯ等［１９］以９８％的虾青素为原料，建立了固体
自乳化给药系统，用于虾青素的口服给药，经消

化后，生物可得性可达１０％。此方法有利于虾青
素的吸收，但是成本较高会限制虾青素的应用。

本研究直接选取雨生红球藻粉来制备含虾

青素的雨生红球藻粉自微乳，一方面提高了虾青

素的稳定性和生物利用度，另一方面跳过了雨生

红球藻粉提取虾青素的复杂步骤，节约成本，拓

宽了虾青素的应用。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
主要试剂：雨生红球藻粉（虾青素含量４％，

粉碎度：８０目），西安瑞迪生物科技有限公司；虾
青素标准品，质量分数９６％、肉桂油、三乙酸甘油
酯、橄榄油、丙三醇、１，２丙二醇、聚乙二醇 ４００
（ＰＥＧ４００）、聚乙二醇８００（ＰＥＧ８００），麦克林试
剂有限公司；胰蛋白酶、胃蛋白酶，国药集团化学

试剂有限公司；去离子水。

主要仪器：ＺＥＮ３６００型激光粒度仪，Ｍａｌｖｅｎｒｎ
Ｐａｎａｌｙｔｉｃａｌ；磁力搅拌器，上海司乐仪器有限公司；

ｕｖ１６００紫外分光光度计，上海美普达仪器有限
公司；ＸＷ８０Ａ型涡旋混合器，上海精科实业有限
公司；ＲＣＺ８型药物溶出度仪，上海黄海药检仪器
有限公司；ＴＥＣＮＡＬＦ３０透射电镜，ＦＥＩ公司。
１．２　虾青素含量的测定

用无水乙醇溶液溶解虾青素标准品，通过紫

外可见光分光光度计在４００～６００ｎｍ处扫描，吸
收图谱显示在４７８ｎｍ处有明显的吸收峰。使用
无水乙醇溶解虾青素标准品，配置不同浓度的虾

青素溶液，绘制标准曲线为 Ｙ＝０．０８１１ｘ＋
０．０９０１，相关系数Ｒ２＝０．９９２９［２０］。
１．２．１　不同介质中雨生红球藻粉中虾青素溶解
度的测定

称取０．５ｇ雨生红球藻粉，少量多次加入到
分别装有２ｍＬ油相、乳化剂、助乳化剂的１０ｍＬ
离心管中，涡旋混合２ｍｉｎ，然后放到恒温摇床连
续摇２４ｈ，在５０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１５ｍｉｎ，取
上清液用无水乙醇稀释，在４７８ｎｍ处测吸光度，
根据标准曲线，计算虾青素的浓度［２１］。

１．２．２　雨生红球藻粉虾青素保留率的测定
虾青素的保留率是虾青素乳液在一定条件

下的虾青素的保留程度，准确量取含虾青素乳液

１０μＬ，稀释１０００倍，在４７８ｎｍ处测吸光度，根
据标准曲线，计算虾青素的浓度［２０］。根据公式

（１）计算虾青素的保留率：
Ｓ＝Ａ１／Ａ２×１００ （１）

式中：Ｓ为虾青素的保留率，％；Ａ１为一段时间后
虾青素的质量，ｍｇ；Ａ２为虾青素的初始质量，ｍｇ。
１．３　配伍性实验
１．３．１　油相与乳化剂的筛选

通过配伍实验可以进一步确定自微乳中的

油相、乳化剂和助乳化剂的相容性和乳化性能，

乳化等级按照表１进行分类［２２］。分别将油相与

乳化剂按照质量比为１∶９、２∶８、３∶７、４∶６、５∶５涡旋
混合２ｍｉｎ，室温条件下静置，观察是否存在浑浊
或分层。取１ｇ未发生浑浊或分层的混合物，在
２００ｒ／ｍｉｎ磁力搅拌下加入到１００ｍＬ水中，观察
并记录乳化情况，根据表１进行乳化等级分类。
１．３．２　助乳化剂的筛选

通常在自微乳处方中加入助乳化剂以提高

自微乳的稳定性。将乳化剂与助乳化剂按照质

量比（Ｋｍ）为１∶１涡旋混合２ｍｉｎ，再与油相按照
质量比为１∶９、２∶８、３∶７、４∶６、５∶５涡旋混合２ｍｉｎ，

１４９
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室温静置。取１ｇ未发生浑浊或分层的混合物，
在２００ｒ／ｍｉｎ磁力搅拌下加入到１００ｍＬ水中，观
察并记录乳化情况，根据表 １进行乳化等级分
类［２２］。

１．４　伪三元相图的绘制
采用伪三元相图法确定空白自微乳的各组

成分的用量范围。分别按照 Ｋｍ为 １∶１、２∶３、
１∶２、３∶２、２∶１、３∶１称取乳化剂与助乳化剂，涡旋２
ｍｉｎ，形成均一的混合物，取该混合物依次与油相
按照质量比１∶９、２∶８、３∶７、４∶６、５∶５、６∶４、７∶３、
８∶２、９∶１涡旋２ｍｉｎ，形成空白自微乳。取１ｇ空
白自微乳在２００ｒ／ｍｉｎ磁力搅拌器中加入１００ｍＬ
去离子水中，水温为常温，乳化效果等级参照表

１，记录乳化情况，使用 Ｏｒｉｇｉｎ８．０软件绘制空白
自微乳的自乳化区域，确定各组分的用量范

围［１９］。

表１　乳化等级分类
Ｔａｂ．１　Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｅｍｕｌｓｉｏｎｇｒａｄｅ
乳化等级

Ｅｍｕｌｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｇｒａｄｅ
外观描述

Ａｐｐｅａｒａｎｃｅｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
Ａ级 ＧｒａｄｅＡ ３０ｓ之内快速乳化，外观澄清
Ｂ级 ＧｒａｄｅＢ 在１ｍｉｎ之内乳化，外观澄清

Ｃ级 ＧｒａｄｅＣ 在１ｍｉｎ之内乳化，
外观呈亮白色不透明液体

Ｄ级 ＧｒａｄｅＤ 在２ｍｉｎ之内乳化，
外观呈亮白色不透明液体

Ｅ级 ＧｒａｄｅＥ 不发生乳化，有油滴

１．５　虾青素自微乳处方的优化
１．５．１　星点设计效应面法确定处方

制备虾青素自微乳过程中，主要的影响因素

有油相（三乙酸甘油酯）在乳液中所占的比例、乳

化剂与助乳化剂的比例（Ｋｍ），以溶解度、微乳粒
径、ＰＤＩ为评价指标，采用２因素５水平的星点设
计确定最优处方。

１．６　质量评价
１．６．１　外观与形态

在低温（４℃）和室温（２５℃）下，观察自微乳
的形态。取自微乳适量，加入３７℃蒸馏水稀释
１００倍，取适量滴加到２００目铜网表面，滤纸吸取
多余液体，２％磷钨酸溶液负染色２ｍｉｎ，滤纸吸
取多余液体，自然晾干，在透射电镜（ＴＥＭ）下观
察［２３］。

１．６．２　体外抗氧化活性研究
根据以往的研究报告，１，１二苯基２苦味酸

肼（ＤＰＰＨ）被用于评估活性成分的抗氧化活性，

但是很多有色抗氧化剂在５００ｎｍ附近存在着吸
收峰，可能对ＤＰＰＨ测定产生光谱干扰，而 ＡＢＴＳ
测量波长在７００ｎｍ附近存在吸收峰，有色氧化
剂不容易产生光谱干扰。因此本实验采用 ＡＢＴＳ
自由基清除试验来评估自乳化对虾青素抗氧化

活性的影响，具体实验步骤参照文献［２４］。
１．６．３　体外释药研究

溶解实验是由体外溶出度仪测定的。采用

中国药典２０１５年版第四部０９３１溶出度与释放度
测定方法，采用模拟胃液（ＳＧＦ）或模拟肠液
（ＳＩＦ）和水作为溶解介质。将虾青素自微乳和含
有等量虾青素的雨声红球藻粉，灌入００号胶囊
中，置于自动溶解测试仪中。溶出介质体积为

３００ｍＬ，在０、５、１０、２０、３０、４５和６０ｍｉｎ后，取出５
ｍＬ溶出介质，并加入等体积的空白介质。提取
的样品经０．２２μｍ的滤膜过滤，同１．２节测得虾
青素的含量［２２］。

１．６．４　稳定性考察
针对虾青素不溶于水，在高温和光照下降解

较快的特点，对制备的含虾青素的雨生红球藻粉

自微乳进行以下３个方面的评价。
（１）高速离心实验：取自微乳１０μＬ，使用３７

℃去离子水稀释到１０ｍＬ，在１００００ｒ／ｍｉｎ的条
件下离心１５ｍｉｎ［２５］。

（２）紫外线稳定性实验：为了阐明自乳化对
虾青素抗紫外线稳定性的影响，比较了无水乙醇

中游离虾青素的剩余含量和自微乳中虾青素的

总量，将样品放置在开口、透明的管中，并在 ３５
℃和１０ｃｍ距离下暴露于紫外线灯泡（３０Ｗ）下
１０ｈ。在预定的暴露时间间隔（１、２、３、４、５、６、７、
８、９和１０ｈ）下，按照１．２节所述计算乙醇中的游
离虾青素和自微乳中的虾青素总量［２６］。

（３）温度对自微乳稳定性的影响：取自微乳２
ｍＬ，避光放置于５５℃的环境下保存，分别于２、４、
６、８、１０ｈ取样，计算虾青素的保留率及自由基的
清除率［２７］。

２　结果

２．１　虾青素在不同介质中的溶解度
原则上选择对雨生红球藻粉中的虾青素有

较高溶解度的油相、乳化剂和助乳化剂作为自微

乳的组成成分，以达到对药物的最大溶解能力，

防止自微乳在储存过程中药物析出结晶体。虾
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青素在各种油相、乳化剂和助乳化剂中的饱和溶

解度如表２所示，在所筛选的油相中，雨生红球
藻粉中的虾青素在大豆油、三乙酸甘油酯和蓖麻

油中溶解度较高，分别为（２．６０３５±０．１）ｍｇ／ｇ、
（２．３３７５±０．３）ｍｇ／ｇ和（２．３３２４±０．４）ｍｇ／ｇ。

表２　雨生红球藻粉中的虾青素在辅料中的溶解度
Ｔａｂ．２　Ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙｏｆａｓｔａｘａｎｔｈｉｎｉｎｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓ

ｏｆＨａｅｍａｔｏｃｏｃｃｕｓｐｌｕｖｉａｌｉｓｐｏｗｄｅｒ ｎ＝３

种类

Ｔｙｐｅ
名称

Ｎａｍｅ

饱和溶解度

Ｓａｔｕｒａｔｅｄｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ／
（ｍｇ／ｇ）

油相

Ｏｉｌｐｈａｓｅ

肉桂油 １．１４６８±０．１
三乙酸甘油酯 ２．３３７５±０．３
蓖麻油 ２．３３２４±０．４
橄榄油 １．６０２７±０．５
大豆油 ２．６０３５±０．１

乳化剂

Ｅｍｕｌｓｉｆｉｅｒ

吐温８０ ２．６２８３±０．５
吐温２０ ２．９８８４±０．２

ＰＥＧ４０氢化蓖麻油 不溶解

助乳化剂

Ｃｏｅｍｕｌｓｉｆｉｅｒ

１，２丙二醇 ０．０３１８±０．３
丙三醇 不溶解

无水乙醇 ２．８１０８±０．５
ＰＥＧ４００ １．５９９５±０．４
ＰＥＧ８００ ２．００１９±０．２

　　乳化剂中，虾青素在吐温２０和吐温８０中溶
解度最大，分别达到了（２．９８８４±０．２）ｍｇ／ｇ和
（２．６２８３±０．５）ｍｇ／ｇ，由于吐温 ２０相对于吐温
８０危害较大，所以选择吐温８０作为乳化剂；助乳
化剂中，虾青素在无水乙醇和ＰＥＧ８００中溶解度

较高，分别为（２．８１０８±０．５）ｍｇ／ｇ和（２．００１９±
０．２）ｍｇ／ｇ。
２．２　配伍性实验结果

由相容性和乳化结果（表３）可知，在考察的
用量比例范围之内，三乙酸甘油酯与吐温８０配
伍后相容性和乳化性能较好，而其他２组油相与
乳化剂配伍的相容性和乳化性能较差，因此选择

三乙酸甘油酯为油相，吐温８０为乳化剂作进一
步研究。

由表４可知，吐温８０与无水乙醇配伍，形成
的微乳由油滴絮凝，而吐温８０与 ＰＥＧ８００配伍，
形成的微乳透明，澄清。因此选择 ＰＥＧ８００作为
助乳化剂。

２．３　处方确定
伪三元相图的建立是确定所选载剂自乳化

区的一种操作。由三乙酸甘油酯、吐温 ８０和
ＰＥＧ８００组成的自微乳体系的伪三元相图如图１
所示。黄色部分表示该区域中的空白自微乳处

方能够形成澄清或淡蓝色乳光微乳液，蓝色部分

表示该区域能形成半透明微乳液，灰色部分表明

该区域中的处方形成的乳液中有油滴。结果表

明，对于乳化剂浓度小于７０％和三乙酸甘油酯浓
度大于３０％的制剂，自发乳液体系是不成功的。
从图１中可以看出，当液体自微乳配方中吐温８０
和ＰＥＧ８００的总浓度大于８０％时，表面活性高，
自乳化效果良好。

表３　不同油相与乳化剂的配伍实验
Ｔａｂ．３　Ｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｉｌｓａｎｄｓｕｒｆａｃｔａｎｔｓ

油相／乳化剂

Ｏｉｌｐｈａｓｅ／ｅｍｕｌｓｉｆｉｅｒ
乳化等级分类 Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｅｍｕｌｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｇｒａｄｅｓ

１∶９ ２∶８ ３∶７ ４∶６ ５∶５
三乙酸甘油酯／吐温８０Ｇｌｙｃｅｒｏｌｔｒｉａｃｅｔａｔｅ／Ｔｗｅｅｎ８０ Ｅ Ｂ Ａ Ｂ Ｂ

蓖麻油／吐温８０Ｃａｓｔｏｒｏｉｌ／Ｔｗｅｅｎ８０ Ｅ Ｄ Ｃ Ｃ Ｃ
大豆油／吐温８０Ｓｏｙｂｅａｎｏｉｌ／Ｔｗｅｅｎ８０ 分层 分层 分层 Ｅ Ｅ

表４　油相与混合乳化剂的配伍实验
Ｔａｂ．４　Ｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｏｆｏｉｌｓａｎｄｍｉｘｅｄｓｕｒｆａｃｔａｎｔｓ

油相／乳化剂 Ｏｉｌｐｈａｓｅ／ｅｍｕｌｓｉｆｉｅｒ
乳化等级分类 Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｅｍｕｌｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｇｒａｄｅｓ

１∶９ ２∶８ ３∶７ ４∶６ ５∶５
无水乙醇 Ａｎｈｙｄｒｏｕｓｅｔｈａｎｏｌ Ｄ Ｄ Ｅ Ｅ Ｅ
聚乙二醇８００ＰＥＧ８００ Ａ Ｂ Ｃ Ｅ Ｅ
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图１　空白自微乳的伪三元相图
Ｆｉｇ．１　Ｐｓｅｕｄｏｔｅｒｎａｒｙｐｈａｓｅｄｉａｇｒａｍ

ｏｆｂｌａｎｋｓｅｌｆｍｉｃｒｏｅｍｕｌｓｉｏｎ

２．４　优化结果
将三乙酸甘油酯、吐温 ８０、ＰＥＧ８００的总量

定为１００％，根据伪三元相图结合各相实际配伍
特点，确定各相质量比例范围分别为三乙酸甘油

酯５％～２５％、，Ｋｍ为０．５～２．５，将以上三相按
响应面法试验设计比例加入西林瓶中，总含量为

１０ｍＬ，旋涡振荡 ５ｍｉｎ混合均匀，再加入２ｇ雨
生红球藻粉，超声助溶 １ｈ后静置，再在 ５０００
ｒ／ｍｉｎ的条件下离心１５ｍｉｎ，即得自微乳。取自微
乳１０μＬ，加水稀释 １０００倍乳化，纳米粒度仪测
定自微乳平均粒径和 ＰＤＩ；再根据１．２节方法测
定载药量。根据两因素，五水平的星点设计方

案，实验结果见表５，考察指标为各处方实验测得
的平衡溶解度、粒径、ＰＤＩ，对油相质量百分比
（Ｘ１），表面活性剂与助表面活性剂的比例 Ｋｍ
（Ｘ２）进行二次多项式拟合。

表５　星点设计与结果
Ｔａｂ．５　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓｕｓｅｄｉｎｃｅｎｔｒａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｄｅｓｉｇｎ

Ｅｘｐｅｒｍｅｎｔａｌｒｅｓｐｏｎｓｅｓａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｅｎｔｒａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｅｄｅｓｉｇｎ

序号

Ｓｅｒｉａｌｎｕｍｂｅｒ
三乙酸甘油酯

Ｇｌｙｃｅｒｏｌｔｒｉａｃｅｔａｔｅ／％ Ｋｍ 溶解度

Ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ／（ｍｇ／ｇ）
粒径

Ｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅ／ｎｍ
多分散指数

ＰＤＩ
１ １５．００ １．５ ２．９３３４ ３８．６ ０．４５４
２ １５．００ １．５ ３．２２９３ ４４．０３ ０．７３１
３ ２９．１４ １．５ ２．７１１４ ７２．１８ ０．６３５
４ ５．００ ２．５ ３．０５６７ ３７．２２ ０．２９７
５ １５．００ １．５ ２．７７３１ ４１．０４ ０．８２９
６ ０．８６ １．５ ３．１５５４ ３３．７３ ０．１６１
７ １５．００ ２．９１ ３．２５４０ ７８．９２ ０．２４
８ ２５．００ ２．５ ３．２６６３ ４６．６６ ０．９８４
９ ２５．００ ０．５ ２．５３８８ １８２．７ ０．２８
１０ １５．００ ０．０９ ２．５７５８ １８９．５ ０．４１１
１１ １５．００ １．５ ２．８９６４ ３６．７１ ０．７５１
１２ １５．００ １．５ ２．３９０８ ２８．４１ ０．７３４
１３ ５．００ ０．５ １．２５７７ ７７ ０．２８３

　　对实验数据进行二次多项式拟合，模型如
下：

　　Ｙ（平衡溶解度）＝１．９５６９１＋０．０１０７８５Ｘ１＋
０．４３５７０Ｘ２（Ｒ

２＝０．４６１８，Ｒ２ａｄｊ＝０．３５４１）Ｐ＜
０．０５；
　　Ｙ（粒径）＝１３１．０７２２９＋４．０２５７２Ｘ１ －
１４４．３４０３４Ｘ２－２．４０６５０Ｘ１Ｘ２＋０．０５６７６６Ｘ１

２＋
４６．３０４１３Ｘ２

２（Ｒ２＝０．９７８３，Ｒ２ａｄｊ＝０．９６２９）Ｐ＜
０．０００１；
　　Ｙ（ＰＤＩ）＝０．０９５７４９＋０．０２８８８０Ｘ１ ＋
０．２８７７８Ｘ２＋０．０１７２５０Ｘ１Ｘ２－１．２６０８８×１０－

３Ｘ１
２－０．１６２３４Ｘ２

２（Ｒ２＝０．７４６４，Ｒ２ａｄｊ＝５６５２）
Ｐ＜０．０５；
　　上述方程，失拟项 Ｐ均大于０．０５，相对于纯
误差水平不显著，二次多项式拟合结果较好。用

ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件绘制星点设计实验结果的三维
效应面图。

由图２ａ可知，随着油相比例的增加，雨生红
球藻粉中虾青素的溶解度逐渐增加，增加趋势缓

慢。当油相比例一定时，虾青素的溶解度随着

Ｋｍ（表面活性剂／助表面活性剂）值的增加而增
加；由图２ｂ可知，当 Ｋｍ＝２．５时，虾青素自微乳
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乳化后的粒径随油相百分比的增加而减小，减小

趋势缓慢。当油相比例为２５％时，Ｋｍ很小，粒径
最大，即就粒径大小而言，需要控制油相的比例，

才能有利于药物的吸收。当油相比例一定时，虾

青素的粒径随着 Ｋｍ的增加，呈现先减小后增大
的趋势。由图２ｃ可以得出，当油相比例为２５％，
Ｋｍ很大时，此时的ＰＤＩ也很大，这也验证了伪三
元相图的结果，油相比例不宜过大。

图２　溶解度、粒径和ＰＤＩ的响应面图
Ｆｉｇ．２　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｇｒａｐｈｏｆｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ，ｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅａｎｄＰＤＩ

　　根据拟合方程、三维效应面图综合分析评
价，在实验范围内以载药量大小和粒径为原则，

确定最优处方油相（三乙酸甘油酯）∶表面活性
剂（吐温 ８０）∶助表面活性剂（ＰＥＧ８００）＝
５∶６７．８６∶２７．１４，即Ｘ１＝５，Ｘ２＝２．５。

以虾青素载药量越大，粒径、ＰＤＩ越小为优化
指标［２３］，然后，根据上述最优处方制备３份自微
乳进行验证试验，实验预测值与实测值偏差结果

见表６，两指标溶解度、粒径和 ＰＤＩ的偏差均较
小，表明效应面法优化得到的数学模型预测性良

好。

表６　预测值与实际值的比较
Ｔａｂ．６　Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｖａｌｕｅｓａｎｄｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓ

指标

Ｉｎｄｅｘ

预测值

Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ
ｖａｌｕｅｓ

实际值

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｖａｌｕｅｓ

偏差

Ｂｉａｓ／％

溶解度

Ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ／（ｍｇ／ｇ） ３．１０００９ ３．０５６７±０．２３ －１．３３９

粒径 Ｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅ／ｎｍ ５１．０８８７ ５０．３２±０．３３ －１．５０５
多分散指数 ＰＤＩ ０．１２９１０４ ０．１３１±０．０２ －１．４６９

２．５　质量评价结果
２．５．１　外观与形态

在低温（４℃）下，自微乳较黏稠，不透明，并
呈深红色；在室温（２５℃）下，自微乳流动性较
好，依然成呈深红色。将自微乳浓缩液用蒸馏水

稀释１００倍后，可得澄清透明的红色溶液。在透
射电镜（ＴＥＭ）下观察，结果见图３。由图３可知，
自微乳经蒸馏水稀释后呈圆球形，大小均匀，乳

滴之间无粘连，粒径大小在５０ｎｍ左右。

图３　虾青素自微乳的透射电镜结果图
Ｆｉｇ．３　ＴＥＭ ｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｓｔａｘａｎｔｈｉｎｓｅｌｆ

ｍｉｃｒｏｅｍｕｌｓｉｏｎ

２．５．２　体外释药研究
根据１．２节方法测定雨生红球藻粉中虾青

素的含量，绘制溶出曲线，见图４。虾青素不溶于
水，而自微乳中的虾青素在水中的累积溶出率在

２０ｍｉｎ时达到了６７％左右，在人工胃液和人工肠
液中的累积溶出率在 ２０ｍｉｎ时，分别达到了
８３．６１％和７１．３３％。这表明自微乳可有效提高
雨生红球藻粉中虾青素的溶出速率。

２．５．３　自微乳稳定性考察
由图５可知，离心之后，溶液外观透明，但有

少许沉淀，放置４ｈ，沉淀消失，与未离心前几乎
没有差异。由于虾青素难溶于水，在光照（特别

是紫外光照射）和高温等条件下易降解［２］。图６
显示了自乳化的效果对虾青素紫外光稳定性的影
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响。无自乳化虾青素（乙醇中游离虾青素）对紫

外光非常敏感，当暴露在紫外线下时，降解非常

快。紫外线照射１０ｈ后，只有约５２％的虾青素残
留量，而自乳化虾青素的保护效果较好，抗紫外

光诱导分解，其中虾青素残留量为８１．１％。这与
虾青素玉米醇溶蛋白壳聚糖复合物的制备及其
在食品加工中的应用文章中虾青素的残留量相

差无几［１９］。图７展示了高温５５℃下虾青素的保
留率和清除率的变化，在第１０小时时虾青素的
保留率为７６．３％，自由基清除率下降到８７．６１％。
虾青素的保留率在前２ｈ下降比较明显，与文献
［２７］报道的结果一致。

３　讨论

雨生红球藻中的虾青素具有抗氧化、抗肿

瘤、预防心脑血管疾病等多种生物活性，可以用

图４　虾青素自微乳和雨生红球藻粉
（ＨＰ）的体外溶出曲线

Ｆｉｇ．４　Ｉｎｖｉｔｒｏｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆａｓｔａｘａｎｔｈｉｎ
ｆｒｏｍｍｉｃｒｏｅｍｕｌｓｉｏｎａｎｄＨａｅｍａｔｏｃｏｃｃｕｓ

ｐｌｕｖｉａｌｉｓｐｏｗｄｅ（ＨＰ）

图５　加速离心前后照片对比图
Ｆｉｇ．５　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｈｏｔｏｓｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ

图６　自乳化对虾青素的紫外光稳定性的影响
Ｆｉｇ．６　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｌｉｇｈｔｓｔａｂｉｌｉｔｙ

ｏｎｓｅｌｆｅｍｕｌｓｉｆｙｉｎｇａｓｔａｘａｎｔｈｉｎ

图７　自微乳中的虾青素在５５℃下的
保留率的变化和自由基清除率的变化

Ｆｉｇ．７　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆａｓｔａｘａｎｔｈｉｎｒｅｔｅｎｔｉｏｎｒａｔｅａｎｄｆｒｅｅ
ｒａｄｉｃａｌｓｃａｖｅｎｇｉｎｇｒａｔｅｉｎｓｅｌｆｍｉｃｒｏｅｍｕｌｓｉｏｎａｔ５５℃
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作食品添加剂，延长食品的货架期，在医药、保健

品及化妆品也有诸多用途［２８］。但是，雨生红球藻

的细胞壁会影响提取溶剂向细胞内渗透和虾青

素的溶解，即实验选取已经破壁的雨生红球藻。

有研究［２９］表明，使用大豆油作为提取溶剂，料液

比为１∶３０，提取压力为１５０ＭＰａ，提取２次，虾
青素的提取率可达５４．６８ｍｇ／ｇ。本文比较雨生
红球藻粉中的虾青素在大豆油、橄榄油等多种辅

料中的溶解度，选择溶解度高且配伍性好的辅料

制备自微乳，即空白自微乳相当于提取溶剂［３０］，

实现虾青素高效提取的同时，也可以直接制备含

虾青素的雨生红球藻粉的自微乳。本文溶出度

实验的结果表明：虾青素自微乳为在水中累积溶

出率为６６．９７％，在人工胃液里的累积溶出率为
８３．６１％，在人工肠液里的累积溶出率为 ７１．
３３％，提高了虾青素的溶出度。最后，针对载药
量（３．０５６７ｍｇ／ｇ）而言，是文献［１４］报道的自微
乳的载药量（０．３５２５ｍｇ／ｇ）的１０倍左右。

油相、乳化剂和助乳化剂之间的比例及种类

对自微乳的性质有很大的影响［３１］。本文比较雨

生红球藻粉中的虾青素在大豆油、橄榄油等多种

辅料中的溶解度，结果表明，在大豆油中的溶解

度最高，但在实际应用中需要考虑各成分之间的

相互作用，即在测出溶解度的基础上进行配伍实

验，直观地看出各成分之间的影响。大豆油与乳

化剂配伍性不好，综合考虑，选择溶解度高且配

伍性好的三乙酸甘油酯作为自微乳的油相。乳

化剂和助乳化剂对乳液的成乳能力影响较大，乳

化剂可根据亲水亲油平衡值（ＨＬＢ值）筛选，ＨＬＢ
值为８～１８的乳化剂可制备 Ｏ／Ｗ型纳米乳［３２］，

本实验选择的乳化剂吐温８０（ＨＬＢ＝１５）符合要
求，且对雨生红球藻粉中的虾青素溶解度较高。

本实验选择的助乳化剂 ＰＥＧ８００已广泛应用于
医药、化妆品等领域，且雨生红球藻粉中的虾青

素在其中的溶解度最高，即选择其作为助乳化剂

对提高处方的载药量及安全性有重要的意义。

自微乳的初步稳定性通过高速离心、光照和

温度实验进行表征。加速实验结果表明自微乳

比较稳定。通过光照和高温试验结果可知，光照

和温度会影响自微乳的稳定性，使虾青素的保留

率有所下降，分别为８１．１％和７６．３％。目前关于
虾青素自微乳稳定性的研究，不仅有光照和高温

方面的研究，还在长期稳定性方面进行实验。

ＢＯＯＮＬＡＯ等［３３］制备了乳清分离蛋白和黄原胶

乳状液，在较低的贮藏温度（５、２５和３７℃）下表
现出较高的虾青素稳定性，１５Ｄ内虾青素损失为
１０％～１２％。本实验也在５℃和３７℃下比较了
虾青素的长期稳定性，目前结果表明：１５天内虾
青素的损失为１３％～１５％，与上述文献相比差别
较小。本研究采用效应面优化法制备出粒径小、

载药量高、质量稳定的自微乳，后续将从长期稳

定性和固化以及体内活性等方面进行深入研究，

为虾青素的广泛应用打下基础。
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