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高压微射流制备纳米中链
脂肪酸脂质体的研究

*

刘 伟,刘玮琳,刘成梅,杨水兵,郑会娟,刘建华,王建红
(南昌大学食品科学与技术国家重点实验室,江西南昌 330047)

  摘要:以中链脂肪酸(MCFA)为模型材料,比较了高压微射流(HPM)、超声波和微孔过滤

3种方法处理后的 MCFA脂质体,着重研究了HPM的处理压力和处理次数对脂质体的平均

粒度、包封率和稳定性的影响。结果表明:相比超声波和微孔过滤法,HPM 处理后的 MCFA
脂质体的平均粒度最小、包封率最高、稳定性良好;在120MPa压力条件下处理6次时,

MCFA脂质体的平均粒度达 到 最 小,为 (73.9±10.2)nm,包 封 率 为 (52.20±9.57)%;在

120MPa压力条件下处理4次时,包封率和载药量达到最高,分别为(70.64±11.25)%和

(9.42±0.83)%,稳定性系数最高,为0.9990±3.6951,平均粒度为(78.9±21.5)nm。
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1 引 言

  高压微射流(HighPressureMicrofluidization,HPM)是一种集输送、混合、超微细化、加压、高速撞

击、均质等单元操作于一体的现代新型高压连续化处理技术,其处理压力可达200MPa。与压力可达

100~900MPa的静高压技术相比,其作用方式和操作方式均有很大的不同。静高压处理技术是根据

LeChetelier原理,外部高压使受压系统的体积减小产生形变,从而达到对物料杀菌或改性等目的。而

HPM是利用液压泵使流体产生高压,在撞击腔内的微孔道中,流体被分散成两股或多股细流进行强烈

的高速撞击,在撞击过程中瞬间转化其大部分能量,从而产生巨大的压力降,实现高速撞击、高频剪切、
气蚀、高频振动、瞬时压降等综合作用,在100MPa压力下,时间小于5s即可达到物料的细化、乳化、均
质和改性等目的[1-2]。目前,研究人员正尝试将其应用于多个领域,如辅助杀菌[3]、纳米粒和功能性食品

的制备[4-5]、乳制品的均质[6]、膳食纤维的改性[7]和酶的活性调节[8]等。

  脂质体是一种存在于水相介质中、由脂质双分子层包裹某些组分后自行组装的胶状粒子[9]。自

Bangham发现磷脂在水相中可以形成闭合双分子层以来,脂质体作为一种新型的药物载体已开始有实

际应用[10],如用于治疗不可切除的肝肿瘤[11]和表皮T细胞淋巴瘤[12]的阿霉素PEG脂质体、包裹壳聚

糖和维生素E的脂质体[13]等都是成功的典范。按包含的类脂质双分子层的层数不同,脂质体可分成单

室脂质体(0.02~1μm)和多室脂质体(1~5μm)。医学应用较多的是小单室脂质体,将脂质体粒径实

现纳米级更是当前极具挑战性的热点问题。脂质体的制备方法较多,如薄膜分散法、超声法、乙醇注入

* 收稿日期:2009-06-20;修回日期:2009-09-29
   基金项目:国家高技术研究发展计划(863计划)(2008AA10Z330);国家重点实验室目标导向课题(SKLE-MB-

200808)

   作者简介:刘 伟(1972-),男,博士,副教授,主要从事食品高新技术与资源综合利用研究.E-mail:liuwei@ncu.edu.cn
   通讯作者:刘成梅(1963-),男,博士,教授,主要从事食品加工新技术研究.E-mail:chengmeiliu@yahoo.com.cn



法、冻融法和高压乳匀法等[14-17],但这些方法中多数使用大量毒性较强的有机溶剂,并且不适于大规模、
连续化生产。HPM处理从原理上属高压乳匀法,与目前一些脂质体制备技术相比,克服了生产难于放

大以及有机溶剂引起的安全性关切,同时它比传统的高压乳匀法能获得更高的压力和更好的作用效果,
从而实现脂质体粒径更小甚至达到纳米级。1984年,Mayhew等人[18]首次采用微射流仪制备了阿糖胞

苷脂质体。2001年,Barnadas-Rodriguez等人[19]报道了高压微射流法制备脂质体的各种影响因素。但

是,关于实现纳米级脂质体的制备却鲜有报道。

  中链脂肪酸(Medium-ChainFattyAcids,MCFA)可以通过门静脉直接到达肝脏进行β-氧化,这种

快速供能而不增加脂肪组织的独特性质使其成为危症病人、运动员和家畜幼仔的能量来源。但是,过多

摄入 MCFA易导致恶心、胃肠道不适、刺激胆囊收缩素的分泌等症状[20-21]。

  将 MCFA包裹于作为药物载体的脂质体中,不但可以克服 MCFA在生理功能上的弱点,增大

MCFA的有效作用剂量,而且可以提高其肝脏靶向性和生物利用性[22]。本研究采用 HPM 制备毒性

低、包封率较高、稳定性良好的 MCFA纳米级脂质体,并与超声波、微孔过滤两种方法制备的 MCFA脂

质体进行比较,着重分析处理压力和处理次数对平均粒度、包封率、载药量以及稳定性的影响。

2 材料与方法

2.1 材料与试剂

  中链脂肪酸(含量>96%)由美国进口分装,大豆卵磷脂(磷脂酰胆碱含量≥50%)由北京美亚斯磷

脂技术有限公司生产,胆固醇(纯度>95%)、色谱级正已烷(纯度>97%)、无水乙醇、甲醇均购于天津大

茂化学试剂厂,TritonX-100购于汕头西陇化工有限公司,吐温-80产自上海申宇医药化工有限公司、维
生素E产自上海蓝季科技发展有限公司。以上材料与试剂均为分析纯。自行配置了磷酸盐缓冲液

(PhosphateBufferedSaline,PBS)。

2.2 仪器与设备

  实验中,采用 MicrofluidizerProcessorM-700微射流仪(美国 Microfluidics公司),NCJJ-0.2/150
超高压均质机(廊坊通用机械制造有限公司),气相色谱仪N6890(美国 Agilent公司),NICOMP380/

ZLS纳米粒度分析仪(美国PSS公司),冷冻离心机(美国 ThermoElectron公司),紫外可见分光光度

计(北京普析通用仪器有限责任公司),旋转蒸发仪(厦门精艺兴业科技有限公司)等仪器和设备。

2.3 方法

  实验流程见图1。

图1 实验流程图

Fig.1 Experimentalflowchart

2.3.1 多室 MCFA脂质体的薄膜分散法制备

  称取一定比例的大豆磷脂、胆固醇、MCFA、吐温-80及维生素E(抗氧化剂),溶于无水乙醇,在真空
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旋转蒸发仪上除去无水乙醇,待形成一层干燥薄膜后加入pH值为7.4的PBS洗膜,制成多室脂质体。
做3组平行实验。

2.3.2 多室 MCFA脂质体的 HPM 法处理

  将制备的多室 MCFA脂质体样品作为研究对象,采用HPM法在不同处理压力(0、40、60、80、100、

120、140、160MPa)和不同处理次数(0~7次)条件下处理,得到多个 MCFA脂质体样品。前期的初步

探索实验发现,当脂质体样品在120MPa压力下处理2次时,平均粒度即有明显变化,且处理2次能耗

少、效率高。因此,本实验在120MPa压力下研究不同处理次数的影响,HPM 处理2次时研究不同处

理压力的影响。做3组平行实验。

2.3.3 多室 MCFA脂质体超声波及微孔滤膜处理

  用超声波处理多室脂质体30min,得到一种MCFA脂质体样品。先后用0.45μm和0.22μm微孔

滤膜过滤多室脂质体各5次,得到另一种 MCFA脂质体样品。做3组平行实验。

2.3.4 MCFA脂质体平均粒度的测定

  采用NICOMP380/ZLS纳米粒度分析仪,测定处理好的各种脂质体样品的平均粒度。

2.3.5 MCFA脂质体包封率和载药量的测定

  采用AgilentN6890气相色谱仪分析样品,通过峰面积求出包封率(QEE)和载药量(QLE),即
QEE=(WE/WT)×100% (1)

QLE=(WE/WL)×100% (2)
式中:WE 为被包封于脂质体内的 MCFA的质量,WT 为脂质体中 MCFA的总质量,WL 为脂质体的载

体总质量。

2.3.6 MCFA脂质体稳定性的考察

  MCFA脂质体的稳定性通过稳定性系数考察。稳定性系数越接近1,说明脂质体的吸光度变化越

小,脂质体越稳定。采用冷冻离心机以8000r/min将 MCFA脂质体离心10min后,用波长为280nm
的探测光测定离心前后的吸光度,计算稳定性系数I

I=A/A0 (3)
式中:A 为冷冻离心后的吸光度,A0 为冷冻离心前的吸光度。

2.3.7 数据分析

  采用SPSS17.0单因素方差分析法(OneWayANOVA)分析实验数据的显著性,P<0.05表示结

果显著,P<0.01表示结果非常显著,数值用(平均值±标准偏差)表示。

3 结果与讨论

3.1 3种处理方法对多室 MCFA脂质体性质的影响

  粒径、包封率及稳定性是评价脂质体性质的3个重要指标。本研究采用超声波、微孔过滤和 HPM
(120MPa压力下处理2次)3种方法处理多室 MCFA脂质体,得到了上述3项指标及载药量,见表1、
图2。显著性分析表明,由微孔滤膜和超声法处理得到的脂质体的平均粒度与 HPM 处理得到的脂质

体的平均粒度存在显著差异(P<0.01)。其中:HPM处理后的平均粒度最小,为(117.7±15.7)nm;其
次是微孔滤膜,为(319.0±241.9)nm;超声法得到的脂质体平均粒度最大,为(489.0±351.2)nm。这

可能是因为:HPM法处理过程中的高速撞击、高频剪切、气蚀作用、高频振动和瞬时压降等强作用比超

声与微孔滤膜法的作用效应更强烈,Vuillemard等人[23]认为这主要是由于高剪切力形成的层流、湍流

和气穴的强作用力;此外,微孔过滤法的压力比超声波振动的作用效果更明显,从而致使微孔滤膜法得

到的脂质 体 平 均 粒 度 小 于 超 声 法。HPM 处 理 后 的 包 封 率 和 载 药 量 分 别 为(40.21±5.54)%和

(5.58±0.73)%,略优于其它两种方法。其原因可能是 HPM 法得到的 MCFA脂质体的平均粒度最

小,比表面积最大,使得包裹或穿插于磷脂双分子层内的 MCFA增加,从而提高了包封率和载药量。

HPM处理后的稳定性系数为1.0147±0.6901,最接近于1(见图2),与稳定性系数0.8723±6.1058
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的超声法存在显著差异(P<0.05)。

表1 3种处理方法对多室 MCFA脂质体性质的影响

Table1 EffectofthreetreatmentmethodsonpropertiesofmultilamellarMCFAliposomes

Treatmentmethods Averagediameter/(nm) QEE/(%) QLE/(%) I

HPM 117.7±15.7 40.21±5.54 5.58±0.73 1.0147±0.6901

Microfiltration 319.0±241.9b 35.79±5.51 5.00±0.73 0.8829±9.8324

Sonication 489.0±351.2b 38.13±6.94 5.31±0.93 0.8723±6.1058a

Note:Superscriptlowercaselettersaandbrepresentsignificantdifference(P<0.05)andextremelysignificantdiffer-
ence(P<0.01),respectively.

3.2 HPM 处理对 MCFA脂质体平均粒度的影响

图2 3种方法处理多室 MCFA脂质体后平均粒度、

包封率、载药量和稳定性的比较

Fig.2 Comparisonofaveragediameter,encapsulated
efficiency,loadedefficiencyandstabilityofMCFA

liposomestreatedwiththreemethods

  相对多室 MCFA脂质体,HPM 处理的脂质体

平均粒度明显减小。在120MPa压力下,处理1次

就可以使 MCFA脂质体的平均粒度减小到多室脂

质体的1/3,并且 MCFA脂质体的平均粒度随处理

次数的增加先减小后增大,如图3(a)所示。Barna-
das-Rodriguez等人[19]研究单层、多层电荷脂质体

和中 性 脂 质 体 时 发 现:采 用 HPM 在 极 低 压 力

(0.24MPa)下处理1次后,平均粒度从647nm减

小到350nm,当处理6次时,平均粒度最小,为
(73.9±10.2)nm,随后又开始增加,这与我们的实

验结果一致。根据 MCFA脂质体的平均粒度随处

理压力的变化趋势(见图3(b),其中每个压力条件

下处理2次)可知:随着处理压力的增加,平均粒度

先减小后增大;仅用40MPa的低压处理就可以使

多室脂质体的平均粒度急剧减小,在120MPa压力

下达到最小值(112.8±12.6)nm。Brandl等人[17]

用HPM制备不同磷脂组成的脂质体时也发现,当
压力为15~160MPa时,处理的脂质体粒径呈先减小后增加的趋势。这可能是因为 HPM作用腔内强

烈的高速剪切力使多室脂质体分裂成单室脂质体,致使粒径变小,但当处理次数过多或压力过高时,产
生的过强机械力易使磷脂双分子层发生破裂,进而导致脂质体团聚、粒径增加。

图3 不同处理次数和处理压力对 MCFA脂质体平均粒度的影响

Fig.3 InfluenceofdifferenttreatmentpassesandpressuresonaveragediameterofMCFAliposomes
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3.3 HPM 处理对 MCFA脂质体包封率和载药量的影响

  包封率是脂质体最重要的性质和指标之一,载药量则是从另一个角度反应了脂质体性质的优劣。
图4为HPM的处理次数和处理压力对 MCFA脂质体包封率和载药量的影响。由图4(a)可知:在

120MPa压力下处理次数不超过4次时,MCFA脂质体的包封率及载药量均随着处理次数的增加而逐

渐提高,包封率从(23.77±4.61)%提高到(70.64±11.25)%,载药量则从(2.91±0.21)%增加到

(9.42±0.83)%;当处理次数多于4次时,两者又逐渐降低。由图4(b)可知:在0~160MPa(每个压力

处理2次)压力范围内,随着处理压力的升高,包封率和载药量呈现先升高后降低的变化趋势;当压力为

120MPa时,包封率和载药量达到最大,分别为(41.95±6.67)%和(5.81±0.36)%。Makoto等人[24]

在制备包裹功能食品材料的脂质体时发现,采用 HPM 制备的脂质体的包封率比传统方法高很多,从

30%增加到85%。包封率和载药量增加的原因可能是:处理次数或处理压力的增加使脂质体的粒径变

小,相应地增加了脂质体的比表面积,而具有油溶性的 MCFA主要是包裹或穿插于磷脂双分子层内,比
表面积的增加使 MCFA的包裹量增加;当处理次数或处理压力过高时,脂质体可能被机械破裂,部分

MCFA漏泄使得包封率和载药量降低。

图4 不同处理次数和处理压力对 MCFA脂质体包封率和载药量的影响

Fig.4 Influenceofdifferenttreatmentpassesandpressureson
encapsulatedefficiency,loadedefficiencyofMCFAliposomes

3.4 HPM 处理对 MCFA脂质体稳定性的影响

  稳定性是衡量脂质体保存期的指标。图5直观地反映了 HPM 的处理次数和处理压力对 MCFA
脂质体稳定性的影响。如图5(a)所示,在120MPa压力下处理4次后稳定性系数为0.9990±3.6951,

图5 不同处理次数和处理压力对 MCFA脂质体稳定性的影响

Fig.5 InfluenceofdifferenttreatmentpassesandpressuresonstabilityofMCFAliposomes

792 第4期          刘 伟等:高压微射流制备纳米中链脂肪酸脂质体的研究



明显比其它处理次数的稳定性系数更接近于1,说明该 MCFA脂质体最稳定,而原样多室脂质体的稳

定性系数仅为0.7649(最不稳定)。由图5(b)可知,在0~60MPa压力下处理2次时,脂质体的稳定性

系数均比不处理时的小,但是随着处理压力的进一步增大,稳定系数增大,并越来越接近于1,脂质体呈

现出越来越稳定的趋势。这些现象与平均粒度和包封率随处理压力和处理次数的变化趋势基本一致。

4 结 论

  与超声波和微孔滤膜法相比,HPM法处理多室 MCFA脂质体(120MPa压力下处理2次)后的平

均粒度最小,为(117.7±15.7)nm,包封率、载药量也最高,分别为(40.21±5.54)%和(5.58±0.73)%,
稳定性最好。HPM处理 MCFA脂质体后:平均粒度明显比多室脂质体小,并且在一定范围内,处理次

数越多或处理压力越大,平均粒度越小,当压力为120MPa、处理次数为6次时,MCFA脂质体的平均

粒度达到最小,为(73.9±10.2)nm;包封率和载药量在达到临界点前基本与处理次数和处理压力保持

正相关趋势,随后两者又明显呈负相关趋势,当压力为120MPa、处理次数为4次(临界点)时,MCFA
脂质体的包封率和载药量达到最大,分别为(70.64±11.25)%和(9.42±0.83)%;稳定性在一定范围内

随处理压力的增加而越接近1,当压力为120MPa、处理次数为4次时,稳定性系数为0.9990±3.6951,
最接近于1,稳定性最好。

  总之,采用HPM制备 MCFA脂质体时,合理控制处理次数和处理压力,可制备出平均粒度小于

100nm、包封率和载药量较高、稳定性优良的MCFA纳米级脂质体,效果比超声波法和微孔过滤法更理

想,减少了常规制备法中有机溶剂的使用,使大规模、连续化生产成为可能。
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PreparationofMedium-ChainFattyAcids(MCFA)Nano-Liposome
byMeansofHighPressureMicrofluidization(HPM)

LIU Wei,LIU Wei-Lin,LIUCheng-Mei,YANGShui-Bing,
ZHENGHui-Juan,LIUJian-Hua,WANGJian-Hong

(StateKeyLaboratoryofFoodScienceandTechnology,

NanchangUniversity,Nanchang330047,China)

Abstract:Medium-chainfattyacids(MCFA)nano-liposomewaspreparedandcharacterizedbymeans
ofhighpressuremicrofluidization(HPM),sonicationandmicrofiltration,respectively.Theaverage
diameter,encapsulatedefficiencyandstabilitywereinvestigatedaftertreatmentwithdifferentpres-
suresandpassesnumber.TheresultsindicatedthatMCFAliposomepreparedbyHPMexhibitedthe
smallestaveragediameter,thelargestencapsulatedefficiencyandthebeststability.Thesmallest
averagediameterofMCFAliposomecouldbeachievedafteratreatmentof6passesat120MPa,with
avalueof(73.9±10.2)nm,whiletheencapsulatedefficiencywas(52.20±9.57)%.Thelargesten-
capsulatedefficiencyof(70.64±11.25)%andloadedefficiencyof(9.42±0.83)% wereobtained
whentreated4passesat120MPa,withanaveragediametervalueof(78.9±21.5)nm.Afterbeing
treated4passes,MCFAliposomeexhibitedthebeststability,withacoefficientvalueof0.9990±3.6951.
Keywords:highpressuremicrofluidization(HPM);nano-liposome;medium-chainfattyacids(MCFA);

averagediameter;encapsulatedefficiency;stabilitycoefficient
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