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辅酶 Q10前体脂质体的研制及其特性研究

祝青哲 ,夏书芹 ,许时婴 3

(江南大学食品学院 , 江苏无锡 214122)

摘　要 :为提高辅酶 Q10脂质体的稳定性 ,采用冷冻干燥法制备辅酶 Q10前体脂质体。选择蔗糖、海藻糖、甘露醇、乳糖

等作冻干保护剂 ,研究复水前后辅酶 Q10脂质体的形态、粒径分布和包封率 ,并研究了辅酶 Q10前体脂质体红外光谱性

质 ,比较冷冻干燥保护剂种类及用量对辅酶 Q10脂质体的保护作用。优选保护剂为海藻糖 ,与卵磷脂质量比为 4∶1,辅

酶 Q10前体脂质体水合重建后平均粒径为 508nm,包封率达 75%。红外光谱分析表明海藻糖与磷脂 P =O基团之间形

成氢键作用最强。
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　　辅酶 Q10 (CoQ10 )是天然抗氧化剂和细胞代谢激

活剂 [ 1, 2 ]。美国 FDA早在 80年代已批准辅酶 Q10可

作为膳食补充剂 [ 3 ]。采用脂质体包埋的辅酶 Q10具有

很好的水溶性 ,更利于人体吸收 ,在保健食品领域也

将有广阔的应用前景 [ 4 ]。普通脂质体以液体形式存

在 ,在贮存过程中易发生聚集沉降、磷脂氧化分解、

包封物渗漏等问题 ,导致脂质体不稳定。前体脂质

体由 Payne等首次提出 ,将构成脂质体的膜材、药物

及支撑剂用适当方法制成颗粒状、冻干状等干燥形

式 ,用前加水水化后即可形成脂质体 [ 5 ]。 1978年

Vanleberghe等首次报道采用冷冻干燥法提高脂质体

的贮存稳定性。目前 ,该法已成为较有前途的改善

脂质体制剂长期稳定性的方法之一 [ 6 ]。本文采用冷

冻干燥法研制辅酶 Q10前体脂质体 ,选择合适的保护

剂以提高其复水稳定性 ,并研究有关性质 ,探讨保护

剂对脂质体的作用机制。

1　材料与方法
111　材料与设备
辅酶 Q10　9810%～10110% ,日清制药 ;蛋黄磷脂

( EPC)　生化试剂 ,华东师范大学化工厂 ;吐温 80

( Tween 80)　化学纯 ,国药 (集团 )上海化学试剂公

司 ;海藻糖 ( trehalose, Tre) 　食品级 ,日本林原株氏

会社 ;乳糖 　分析纯 ,上海恒信化学试剂有限公司 ;

胆固醇 (Chol)、蔗糖、甘露醇、葡萄糖、山梨醇等　均

为分析纯 ,国药集团化学试剂有限公司。

UV- 1100型紫外 -可见分光光度计 　北京瑞利

分析仪器公司 ; VCX50 型超声处理器 　美国

SON ICS&MATER IALS公司 ; FreeZone 6升立式冻干

机 　Labconco公司 ; Nano - ZS90型粒径分析仪 　英

国 Malvern公司 ; Nexus傅立叶红外光谱仪 　美国

N icolet公司 ; CSPM4000扫描探针显微镜　广州本原

纳米仪器有限公司。

112　实验方法
11211　辅酶 Q10前体脂质体的制备

1121111　采用乙醇注入 -超声法 [7 ]制备液态辅酶 Q10脂质

体　按配方称取磷脂、胆固醇、Tween 80及辅酶 Q10 ,比

例为 EPL∶CoQ10 ∶Chol∶Tween 80 = 215∶112∶014∶118 ( g/g) ,

CSPM
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EPL的浓度为 1125% ( g/mL ) ,加入 2mL无水乙醇 ,

于 55℃水浴至溶 ,用注射器快速将其注入 20mL水化

介质 ,取适量保护剂用 pH714, 0101mol/L磷酸缓冲液

溶解 ,搅拌水化 30m in,旋转蒸发除去乙醇 ( 55℃,真

空度 011MPa) ,迅速冷却 ,冰浴超声处理 4m in (脉冲

1 s/1 s) ,冷冻离心 30m in ( 11000 ×g, 4℃)后充入 N2

密封 ,置于冰箱冷藏保存。空白脂质体的制备则称

取等量脂质溶于乙醇 ,其余步骤与辅酶 Q10脂质体的

制备相同。

1121112　冷冻干燥工艺　取 1mL辅酶 Q10脂质体分装

于安瓿瓶中 , - 70℃预冻 24h,冷冻干燥 ( - 30℃

20h, - 10℃ 10h, - 4℃ 5h, 25℃ 3h,真空度 <

011MPa) ,压盖封口 ,即得辅酶 Q10前体脂质体 ,冻干

后的样品置干燥器中 ,于室温避光密闭保存。

1121113　复水 　取 1瓶辅酶 Q10前体脂质体 ,加入

1mL去离子水充分混匀 ,即得辅酶 Q10脂质体。

11212　辅酶 Q10脂质体包封率的测定　辅酶 Q10总含

量的测定 :采用 Tween 80增溶 -紫外分光光度法 [ 8 ]
;

游离辅酶 Q10含量的测定 :采用正戊烷洗涤 -紫外分

光光度法 [ 8 ]。

包封率 (% ) =
总辅酶 Q10含量 -游离辅酶 Q10含量
总辅酶 Q10含量

×100%

11213　辅酶 Q10脂质体粒径的测定　采用配有 He /Ne

激光器 (λ= 633nm )的 Nano- ZS90粒径分析仪 ,散射

角为 90°。将待测样品装入聚苯乙烯比色皿中 (折光

指数 1133) , 25 ±011℃下保温 3m in,测定 ,记录平均粒

径 (Dz)和粒径分布情况 (多分散指数 PD I)。

11214　辅酶 Q10前体脂质体傅里叶红外光谱 ( FTIR )

分析　取出少许辅酶 Q10前体脂质体样品 ,与干燥的

KB r混合。研磨至细粉状 ,充分混合后置入锭剂成型

器中进行压片 ;将压片放入红外光谱仪样品槽中 ,测

定红外吸收光谱 ,波数范围为 400～4000cm
- 1。

11215　复水前后辅酶 Q10脂质体的形态观察　采用原

子力显微镜观察复水前后辅酶 Q10脂质体的外观形貌。

将辅酶 Q10脂质体用磷酸缓冲液稀释 50倍 ,少量样品

滴在新解理的云母表面并铺展 ,用滤纸吸走多余液体 ,

室温下放置约 20m in,置于原子力显微镜的扫描探头

(Si探针 )下 ,以动态轻敲方式扫描 (频率 300kHz) ,在

室温 (20～22℃)和大气环境下进行观测。

2　结果与讨论
211　冻干保护剂的选择
本文比较了常用的几种冻干保护剂蔗糖、海藻

糖、甘露醇、乳糖、葡萄糖及山梨醇 ,根据所得冻干产

品的外观、复水后辅酶 Q10脂质体的包封率和粒径筛

选适宜的冻干保护剂。研究结果表明 ,当保护剂 ∶

EPC = 4∶1 ( g /g)时 ,蔗糖、海藻糖、甘露醇作为冻干保

护剂的辅酶 Q10脂质体冻干后能形成有一定硬度的

饼状物 ,复水时具有良好分散性 ;其中乳糖作为冻干

保护剂的脂质体冻干后有拉丝现象出现 ;采用葡萄

糖和山梨醇作为冻干保护剂的脂质体冻干后出现明

显的干缩聚集现象。

冻干保护剂对脂质体水合重建后的粒径及包封

率的影响见图 1,以蔗糖、海藻糖、甘露醇为冻干保护

剂时 ,重建后脂质体的平均粒径在 500nm左右 ,辅酶

Q10包封率在 70%以上。其中甘露醇为保护剂的辅

酶 Q10脂质体粒径最小 ,粒子分散范围也较小 ;海藻

糖为保护剂的辅酶 Q10脂质体包封率最高。结果表

明 ,蔗糖、海藻糖及甘露醇对辅酶 Q10脂质体的冻干

保护作用相近 ,乳糖次之 ,葡萄糖及山梨醇效果

较差。

图 1　保护剂的种类对辅酶 Q10脂质体冷冻干燥效果的影响

二糖是研究最多也是最有效的冻干保护剂 ,其

中海藻糖为非还原性二糖 ,可在无水条件下保护生

物膜功能 ,使脂质体在完全脱水时保持完整形态 [ 9 ]。

甘露醇的低共熔温度较高 ,可有效保持样品冻干过

程中的形状。但在本研究中发现贮存过程中甘露醇

作为冻干保护剂的脂质体发生一定程度的皱缩 ,原

因可能是其在室温贮存过程中产生的反玻璃化转

变 [ 10 ]
,其长期稳定性有待研究。

212　不同浓度的保护剂对辅酶 Q 10脂质体包封率的

影响
能够在冻干过程中稳定脂质体所需的保护剂与

磷脂的比例取决于脂质体的配方和所选保护剂的种

类 [ 11 ]。因此 ,在前述实验的基础上 ,选用蔗糖、海藻

糖、甘露醇作为冻干保护剂进一步研究保护剂用量

对辅酶 Q10脂质体冷冻干燥的影响。选择保护剂与

蛋黄磷脂的质量比为 1∶1、2∶1、4∶1、8∶1,测定复水后

辅酶 Q10脂质体的包封率 ,结果见图 2。

图 2　保护剂用量对辅酶 Q10脂质体包封率的影响

图 2表明 ,当蔗糖、海藻糖与磷脂比为 4∶1,辅酶

Q10脂质体包封率最高 ,进一步提高糖的浓度 ,包封率

无明显提高 ;而甘露醇与磷脂比为 2∶1时 ,包封率就

有明显的提高。也有研究表明对于冻干前样品溶

液 ,糖浓度过大冻干过程会变为极为缓慢 ,冻干时间

较长 [ 12 ]
,因此具有合适的保护剂的浓度才能达到较

好的冻干效果。

213　辅酶 Q 10前体脂质体的 FT IR分析
在前体脂质体中 ,磷脂头部基团和碳水化合物

间可能存在相互作用。糖类的 - OH与磷脂间形成的

氢键可能会在磷脂分子 C = O和 P = O处形成 [ 13 ]。
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为了研究不同保护剂对脂质体的作用机制 ,采用红

外光谱分析添加不同保护剂的辅酶 Q10前体脂质体。

文献报道 ,卵磷脂的 P = O在脂质体膜的界面区域 ,

无保护剂时磷脂分子的 P =O吸收波数在 1262cm
- 1

,

当有保护剂糖类存在时 ,糖与磷脂的头部形成氢键 ,

P =O的伸缩振动峰的位置受氢键的形成影响会由

高波数移至低波数 ,不同样品红外光谱图中 P =O峰

的位置的差异表明不同保护剂与磷脂头部的氢键作

用强弱不同 [ 13 ]。图 3显示磷脂分子的 P =O吸收波数

由高波数移至低波数。海藻糖的向低波数移动最明

显 ,移至 1239196cm
- 1

,蔗糖、甘露醇和乳糖的 P = O

峰均分裂为两个峰。图 3表明海藻糖对磷脂保护作

用最明显 ,甘露醇和蔗糖也有保护作用 ,而乳糖的效

果不明显。

图 3　辅酶 Q10前体脂质体 P =O键红外谱图

卵磷脂的 C =O位于疏水的烃链和亲水的头部

区域之间 ,未加保护剂的干燥态脂质体 C =O峰的位

置在 1738cm
- 1 [ 13 ]。图 4显示磷脂分子的 C = O吸收

波数无明显变化 ,说明糖并没深入膜的内部。

图 4　辅酶 Q10前体脂质体 C =O键红外谱图

关于保护剂的作用机制目前存在两种假说 [ 11 ]
:

一种 是 Crowe 提 出的“水 代 替 假 说 ” ( water

rep lacement hypothesis)认为 ,生物体中大分子均被一

层水膜保护着 ,干燥过程中若有冻干保护剂可与脂

质体磷脂的极性基团形成氢键 ,脱水后代替水作为

脂质体的稳定剂 ,保持膜的完整性。另一种是 Koster

等人提出的玻璃化作用 ( vitrification) ,认为保护剂的

存在降低磷脂的相转变温度 ,阻止其从凝胶态向液

晶态转变中发生药物的渗漏。

红外光谱分析表明 :海藻糖与磷脂间的氢键作

用强于蔗糖、甘露醇和乳糖 ,海藻糖在冻干过程中能

有效替换与卵磷脂极性头基团相结合的水 ,形成氢

键 ,防止脂质体的聚集和融合 ,与“水代替假说 ”

一致。

214　辅酶 Q 10脂质体冻干前和冻干复水后的形态

比较
本实验采用原子力显微镜观察海藻糖作为保护

剂的辅酶 Q10脂质体冻干前和冻干复水后的形态。

冷冻干燥前的辅酶 Q10脂质体液体样品中囊泡分散

均匀 ,平均粒径为 58108nm。而复水后的脂质体中有

少部分囊泡聚集成较大颗粒状态 ,粒径最大为

600nm ,仍存在大量粒径较小的脂质体 ( < 100nm )。

说明复水过程中有部分脂质体发生了聚集融合的现

象 ,导致出现粒径较大的脂质体 ,可能是影响前述实

验中平均粒径的测定结果偏大的原因之一。

脂质体的粒径对其在冻干过程中稳定性也有较

大的影响。小粒径脂质体具有较高的曲率 ,易引起

融合。多层脂质体 (MLV )中冻干保护剂分布不均

匀 ,导致局部糖脂比例小于所需值 ,药物渗漏增加 [ 6 ]。

实验中发现 ,有部分辅酶 Q10脂质体冻干前后粒径发

生了较大变化 ,但芯材包封率仍可保持在 70%以上。

推测芯材渗漏可能主要发生在复水重建阶段 ,当复

水时温度高于水化脂质体的凝胶 -液晶相转变温度

( Tc)、低于冻干脂质体的凝胶 -液晶相转变温度

( Tm )时 ,会发生相转变 ,药物渗漏增加。适宜的冻

干保护剂可抑制 Tm升高 ,减少药物渗漏。但预冻、

冷冻干燥及复水过程对脂质体的结构仍存在一定程

度的破坏作用。

3　结论
本研究通过比较保护剂的种类和用量 ,选择海

藻糖为冻干保护剂 ,它与卵磷脂质量比为 4∶1。采用

冷冻干燥法制得的辅酶 Q10前体脂质体呈疏松、淡黄

色固体状态 ,水分散性好 ,水合重建后平均粒径为

508nm ,辅酶 Q10包封率达 75%。红外光谱分析表明 ,

海藻糖与磷脂 P =O基团之间形成氢键作用最强 ,但

磷脂分子的 C =O吸收波数无明显变化 ,说明糖并没

深入膜的内部 ,初步认为保护剂的作用机制与“水代

替假说”相符合。采用扫描探针原子力显微镜观察

到复水后有部分脂质体发生了聚集现象 ,但仍存在

很多较小粒径的脂质体 ,说明冷冻干燥复水过程对

脂质体的结构有一定的影响。
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图 5　Vc对芥子苷酶活性的影响

添加量为 015%、1%、3%、5%、7%、9%、11% ,不添加

Vc,料液比 1∶3, 70℃下恒温水解 115h,考察 NaCl的

影响 ,为山葵腌渍品的加工提供一定的理论依据 ,结

果见图 6。

图 6　NaCl浓度对芥子苷酶活性的影响

由图 6可以看出 , NaCl对芥子苷酶活性影响很

大。015%时影响不明显 ; 1% NaCl对芥子苷酶活性

有抑制作用 ; 3%时 ,抑制率达 45% ; 9%时 ,抑制率达

80%左右 ; 11%时几乎完全抑制。赵大云等研究雪

菜中芥子苷酶酶解特性时 ,通过正交实验表明 , NaCl

浓度是影响芥子苷酶活性的显著性因素。因此 ,在

山葵腌渍时 ,为了产生其特有的风味 ,应考虑到食盐

的用量。

表 2　正交实验因素水平表

水平
因素

A温度 (℃) B pH C料液比 D时间 ( h)

1 50 610 1∶1 015
2 60 617 1∶3 1

3 70 810 1∶5 115
4 80 910 1∶7 2

21217　山葵根茎芥子苷酶解的最佳条件确定　根据
单因素实验结果 ,设计 4因素 4水平的正交实验 ,不

考虑交互作用 ,因素水平见表 2,结果表略。

　　由方差分析可知 ,影响异硫氰酸酯得率的主次

因素为 B >D > C >A ,即 pH >时间 >料液比 >温度 ,

pH对山葵根茎酶解有极显著影响 ,而温度有显著影

响 ,这与赵大云等研究雪菜中芥子苷的酶解特性的

结论一致。最佳组合为 A3 B2 C3 D4 ,料液比 1∶5, 70℃

下恒温水解 2h。经多次重复实验 ,异硫氰酸酯得率

为 011365% (鲜重 )。

3　结论
311　贮藏方式对山葵根茎中芥子苷酶活性影响不
大 ,不同方式下芥子苷酶的活性主要与温度有关。

冰箱冷藏与真空冷冻干燥比较 ,相对于鲜样来说 ,芥

子苷酶活性基本不变 ;烘箱恒温干燥影响比较明显 ,

芥子苷酶活性 40℃下损失影响相对较小 ,而 60℃下

损失为 9217% ;晒干跟烘箱 50℃恒温干燥结果一致 ,

芥子苷酶活性损失 60% ;室内晾干 ,芥子苷酶活性损

失相对较小 ,为 25%左右 ;综合比较 ,由于冰箱冷藏

和真空冷冻干燥成本高 ,不适合大规模生产 ,因此选

用室内晾干贮藏。

312　水解 pH是影响山葵中芥子苷酶活性的显著性

因素 ;山葵根茎中芥子苷水解最佳条件为 :料液比

1∶5、水解温度 70℃、水解时间 2h,在该条件下 ,异硫

氰酸酯得率约为 011365% (鲜重 ) ; Vc对芥子苷酶有

很强的激活作用 ; 11% NaCl几乎能完全抑制芥子苷

酶活性。该结论为山葵根茎风味物质的产生及提取

和山葵深加工技术提供了理论基础。
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