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摘要 研究以提高辅酶Q10的抗氧化性与体内生物利用率为目的,以中链脂肪酸甘油三酯为油相,以大豆

卵磷脂为表面活性剂,以吐温-80为助表面活性剂,制备辅酶Q10纳米乳。通过Box-Behnken响应面优化

法对辅酶Q10纳米乳的制备工艺进行优化,同时还研究了辅酶Q10纳米乳的理化性质、稳定性、抗氧化性及

体内生物利用率。结果表明,辅酶Q10纳米乳的最佳制备工艺为中链脂肪酸甘油三酯添加量为2
 

g、大豆磷

脂添加量为5.353
 

g、吐温-80添加量为1
 

g,在该条件下时辅酶Q10纳米乳的平均粒径、多分散指数、Zeta
电位和包封率分别为(72.9±0.32)nm,0.25±0.003

 

4、(-34.9±1.97)mV、(97.6±0.49)%。傅立叶红外

光谱实验结果表明,辅酶Q10被完好的包裹在纳米乳液中。透射电镜观察结果表明辅酶Q10纳米乳呈圆

形,无粘连,均匀分散在体系中。稳定性实验结果表明辅酶Q10纳米乳具有良好的离心稳定性、离子稳定性

与储存稳定性。抗氧化性结果表明,相较于辅酶Q10悬浮液,辅酶Q10纳米乳的DPPH自由基、ABTS自

由基、羟自由基的清除率分别增加了79.1
 

%、93.1
 

%、72.2
 

%。此外,最佳条件下制备的辅酶Q10纳米乳

在大鼠体内的血药浓度为0.767
 

μg/mL,是辅酶Q10油溶液的1.405倍。本研究可为开发辅酶Q10纳米乳

提供数据支持,同时为其在保健食品和生物医药等领用中的应用奠定了基础。
关键词 辅酶Q10;纳米乳液;响应面优化;抗氧化性;生物利用率
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Abstract This
 

study
 

aims
 

to
 

enhance
 

the
 

antioxidant
 

activity
 

and
 

bioavailability
 

of
 

Coenzyme
 

Q10
 

(CoQ10)
 

by
 

preparing
 

CoQ10
 

nanoemulsion
 

using
 

medium
 

chain
 

triglycerude
 

as
 

the
 

oil
 

phase,
 

soybean
 

phospholipid
 

as
 

the
 

surfactant,
 

and
 

Tween-80
 

as
 

the
 

co-surfactant.
 

The
 

preparation
 

process
 

of
 

CoQ10
 

nanoemulsion
 

was
 

optimized
 

using
 

Box-Behnken
 

response
 

surface
 

methodology.
 

Also,
 

the
 

physicochemical
 

properties,
 

stability,
 

antioxidant
 

activity,
 

and
 

bioavailability
 

of
 

the
 

CoQ10
 

nanoemulsion
 

were
 

investiga-
ted.

 

The
 

results
 

show
 

that
 

the
 

optimal
 

conditions
 

for
 

CoQ10
 

nanoemulsion
 

were
 

2
 

g
 

of
 

medium
 

chain
 

trig-
lycerude,

 

5.353
 

g
 

of
 

soybean
 

phospholipid,
 

and
 

1
 

g
 

of
 

Tween-80.
 

In
 

this
 

case,
 

the
 

average
 

particle
 

size,
 

polydispersity
 

index,
 

zeta
 

potential,
 

and
 

encapsulation
 

efficiency
 

of
 

the
 

CoQ10
 

nanoemulsion
 

were
 

(72.9±
0.32)

 

nm,
 

0.25±0.034,
 

(-34.9±1.97)
 

mV,
 

and
 

(97.6±0.49)%,
 

respectively.
 

Transform
 

infrared
 

spectroscopy
 

results
 

show
 

that
 

CoQ10
 

was
 

completely
 

encapsulated
 

in
 

the
 

nanoemulsion.
 

Moreover,
 

the
 

result
 

of
 

Transmission
 

Electron
 

Microscopy
 

indicates
 

that
 

the
 

CoQ10
 

nanoemulsion
 

were
 

round,
 

non-ag-
gregated,

 

and
 

evenly
 

dispersed
 

in
 

the
 

system.
 

The
 

stability
 

experiments
 

demonstrate
 

that
 

CoQ10
 

nanoe-
mulsion

 

displayed
 

better
 

centrifugal
 

stability,
 

ionic
 

stability,
 

and
 

storage
 

stability.
 

Additionally,
 

com-
pared

 

to
 

CoQ10
 

suspensions,
 

the
 

DPPH
 

free
 

radical,
 

ABTS
 

free
 

radical,
 

and
 

hydroxyl
 

free
 

radical
 

scaven-
ging

 

rates
 

of
 

CoQ10
 

nanoemulsion
 

was
 

increased
 

by
 

79.1
 

%,
 

93.1
 

%
 

and
 

72.2
 

%,
 

respectively.
 

The
 

blood
 

concentration
 

of
 

CoQ10
 

in
 

rats
 

for
 

the
 

optimized
 

CoQ10
 

nanoemulsion
 

was
 

0.767
 

μg/mL,
 

which
 

was
 

1.405
 

times
 

that
 

of
 

CoQ10
 

oil.
 

This
 

study
 

could
 

provide
 

data
 

support
 

for
 

the
 

development
 

of
 

Coenzyme
 

CoQ10
 

nanoemulsion,
 

and
 

lay
 

the
 

foundation
 

for
 

its
 

application
 

in
 

health
 

food
 

and
 

biomedicine
 

fields.
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bioavailability

0 引言

辅酶Q10,别名泛醌,多见于细胞膜的磷脂双分子层的疏水侧,研究报道辅酶Q10具有抗氧化[1]、增强

免疫力[2]、保护心脏[3]等功效。随着人们年龄的增加,机体自身合成的辅酶Q10含量不足以满足其能量代

谢需求。因此,需通过外源性辅酶Q10的摄取来满足机体的正常代谢。然而,由于辅酶Q10是一种类似维

生素的脂溶性高分子化合物,水溶性差、生物利用率低,这都很大程度上限制了其在保健食品和生物医药等

领域的应用。因此,探寻新型制剂技术提高辅酶Q10的生物利用率已成为保健食品和生物医药等领域的研

究热点。目前,乳剂对运载疏水性物质具有诸多优势,如提高疏水性物质的溶解性和物理稳定性,改善其生

物利用度等。通过乳化作用,使疏水性物质在体系中均匀分散,在药物输送、营养运载等领域应用广泛[4]。
其中,纳米乳剂(1~100

 

nm)是一种热力学稳定、黏度较低的胶体分散体系,常用在亲脂类化合物的递送中,
如Jia等[5]利用纳米乳解决八糖醇的溶解度低和生物利用率低的问题和Iqbal等[6]利用纳米乳解决槲皮素

和姜黄素的难溶性问题等。此外,Ahmed等[7]发现使用中链脂肪酸制备的姜黄素乳剂的生物可及性高于短

链和长链脂肪。中链脂肪酸是碳原子数为8~10的饱和脂肪酸,具有改善非酒精性脂肪肝代谢[8]、降血糖[9]

等功效。先前研究还报道了辅酶Q10的生物利用率会随乳剂粒径减小而增加[10]。因此,本文在Box-Be-
hnken响应面实验中拟以辛癸酸甘油三酯作为油相,粒径的大小作为响应指标对辅酶Q10纳米乳的工艺条

件进行优化,同时对辅酶Q10纳米乳的理化性质(如粒径及电位、微观形态、红外吸收谱等)、稳定性、体内生

物利用率及抗氧化性进行评价,以期为改善辅酶Q10的生物利用率提供有效途径,同时为其在保健食品和

生物医药等领用中的应用提供数据和理论支持。

1 材料与方法
 

1.1 仪器与材料

1.1.1 仪器设备。PR223ZH/E电子天平,奥豪斯仪器有限公司;PT100磁力搅拌水浴锅,天津欧诺仪器股

份有限公司;RV
 

8
 

S096旋转蒸发仪,艾卡仪器设备有限公司;NS1001L
 

2K实验型高压匀质机,意大利;
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Clemens/C20台式微量离心机,德国Eppendorf公司;ZEN5600马尔文纳米粒度仪,英国马尔文仪器有限公

司;Nicolet6700红外光谱仪,美国;U-3900H
 

UV-vis紫外可见分光光度计,日立;JEM-2100高分辨率透射

电子显微镜,日本电子株式会社;LPG-3400RS高效液相色谱仪,赛默飞世尔科技有限公司;C18反向色谱

柱,北京慧德易科技有限责任公司。

1.1.2 样品与试剂。辅酶Q10(纯度>98
 

%),购自金达威;中链脂肪酸甘油三酯和色谱级乙醇,聊城欣越

科技有限公司;大豆卵磷脂,青岛中科泰达经贸有限公司;吐温-80,青岛中西生物技术有限公司;磷钨酸,北
京伊诺科技有限公司;大鼠(Sprague

 

Dawley,SD),动物伦理编号为AP2024022965,济南朋悦实验动物繁育

有限公司;色谱级甲醇,赛默飞世尔科技有限公司;硫酸亚铁,水杨酸,铁氰化钾,过硫酸钾均购自上海麦克林

生化科技股份有限公司;二苯基-2-三硝基苯肼(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl,DPPH),2,2'-联氮-双-3-乙基

苯并噻唑啉-6-磺酸(2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
 

acid),ABTS)均购自成都化夏化学试

剂有限公司。

1.2 辅酶Q10纳米乳的制备

称取0.5
 

g辅酶Q10和适量中链脂肪酸甘油三酯并在70
 

℃下溶解辅酶Q10作为油相。称适量双蒸水

与吐温-80作为水相并称取适量大豆磷脂,将水相倒入油相同时加入大豆磷脂进行混合。然后,使用高速

剪切机在6
 

000
 

r/min的转速下剪切3
 

min,得到辅酶Q10初乳液。将辅酶Q10初乳液进行高压均质得到

辅酶Q10纳米乳。此外,分别配制辅酶Q10油溶液(0.5
 

g辅酶Q10和适量中链脂肪酸甘油三酯混合并在

70
 

℃下进行溶解)与其悬浮液(0.01
 

g辅酶Q10与适量去离子水在2
 

mL离心管中混匀)。

1.3 辅酶Q10纳米乳的工艺优化

1.3.1 单因素实验。中链脂肪酸甘油三酯(Medium-Chain
 

Triglycerides,MCT)用量、大豆卵磷脂用量、吐
温-80用量为考察因素进行单因素实验,通过辅酶Q10纳米乳的平均粒径与多分散指数(polydispersity

 

in-
dex,PDI)为考察指标来确定制备辅酶Q10纳米乳的最佳工艺参数范围。

1.3.2 响应面优化试验设计。参考文献[11]进行响应面优化试验设计。在各单因素实验结果的基础上,进
一步使用Box-Behnken响应面法以确定辅酶Q10纳米乳液制备的最优参数。选择以辅酶Q10纳米乳平均

粒径作为响应指标,采用Design-Expert
 

13.0软件进行三因素三水平的响应面分析试验(表1)。
表1 响应面优化试验设计表

Tab.1 Response
 

surface
 

experimental
 

design
 

table

Factors -1 0 1

中链脂肪酸甘油三酯/g 2 3 4

吐温-80/g 0.2 0.6 1

大豆磷脂/g 4 5 6

1.4 辅酶Q10包封率的测定

1.4.1 辅酶Q10标准曲线的建立。参考文献[12]的方法进行辅酶Q10标准曲线的建立。称取5
 

mg辅酶

Q10标准品于50
 

mL容量瓶中,加入无水乙醇并进行超声溶解,冷却至室温后,配置成
 

0.1
 

mg/mL储备液。
分别移取0.5、1.0、2.5、5.0、7.5、10.0、12.5

 

mL储备液于50
 

mL容量瓶中,再次用无水乙醇稀释为一系列

浓度梯度的溶液,取适量样品溶液在275
 

nm处测量其吸光度。以辅酶Q10标准品质量浓度为横坐标,以不

同浓度标准品的吸光度测量值为纵坐标建立标准曲线。

1.4.2 包封率计算。参考文献[13]的方法进行辅酶Q10纳米乳包封率的检测。取1
 

mL的辅酶Q10纳米

乳加入离心管中,随后加入10
 

mL的正戊烷避光静置30
 

min萃取。结束后,在2
 

000
 

r/min条件下离心5
 

min并收集上层液体,下层相继续萃取,循环三次。将收集的上层液体混合并利用旋转蒸发仪悬蒸除去正戊

烷。之后加入5
 

mL无水乙醇溶解残留物,利用紫外分光光度计测定其在275
 

nm处的吸光度,根据标准曲

线计算出游离辅酶Q10的量W2。辅酶Q10的加入量记为W1,其包封率(encapsulation
 

efficiency,EE)的计

算公式如
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ρEE=
(W1-W2)

W1
×100。 (1)

1.5 辅酶Q10纳米乳的理化表征

1.5.1 傅里叶红外光谱。参考文献[14]的方法进行修改。将制备的辅酶Q10纳米乳和空白纳米乳滴在空

白KBr压片上,待滴在空白KBr上的纳米乳挥发后,在4
 

000~400
 

cm-1范围内,用傅里叶红外光谱激光探

头连续扫描滴加过纳米乳的KBr压片32次,即得到辅酶Q10纳米乳和空白纳米乳的红外光谱图。辅酶

Q10原料作为对照组。

1.5.2 微观形貌观察。参考文献[15]的方法进行透射电镜样品前处理。将新鲜制备的辅酶Q10纳米乳稀

释50倍,滴加到铜网表面,等待铜网下方滤纸吸收多余的液体,随后立即用磷钨酸负染,等待铜网上的液体

自然晾干后用透射电镜观察辅酶Q10纳米乳的微观形貌。

1.6 稳定性实验

1.6.1 离心稳定性。参考文献[16]的方法对辅酶Q10纳米乳的离心稳定性进行检测。制备好的新鲜乳剂

稀释50倍后用紫光分光光度计在275
 

nm处检测吸光度为A,另取新鲜乳剂分别在2
 

000、4
 

000、6
 

000、8
 

000、10
 

000
 

r/min条件下离心15
 

min后取上清稀释50倍在275
 

nm处检测吸光度为A0。离心稳定常数

(Ke)按照下式计算

Ke=
(A-A0)

A ×100。 (2)

1.6.2 离子稳定性。参考文献[17]的方法对辅酶Q10纳米乳的离子稳定性进行检测。向辅酶Q10纳米乳

中加入不同浓度的NaCl溶液,NaCl溶液浓度为分别0.1、0.2、0.3、0.4、0.5
 

mol/L,室温避光放置4
 

h后,
测量不同处理样品乳液的平均粒径、PDI和Zeta电位。

1.6.3 储存稳定性。将制备得到得辅酶Q10纳米乳分别在4
 

℃和常温条件下进行保存,每周观察乳剂的

分层情况并测量其粒径、PDI和Zeta电位。

1.6.4 酸碱稳定性。参考文献[18]的方法对辅酶Q10纳米乳的酸碱稳定性进行检测。分别用一系列浓度

的NaOH溶液(1、0.1、0.01
 

mol/L)和HCL溶液(1、0.1、0.01
 

mol/L)配置pH为2~12的去离子水。将制

备的辅酶Q10纳米乳用pH为2~12的去离子水稀释50倍后静置2
 

h,随后测量其粒径、PDI和Zeta电位。

1.6.5 温度稳定性。将制备的辅酶Q10纳米乳加入到离心管中放置于25、30、60、90
 

℃的水浴锅中0.5
 

h,
将离心管中的辅酶Q10纳米乳稀释50倍并测其粒径、PDI和Zeta电位。

1.7 辅酶Q10纳米乳体外抗氧化性测定

1.7.1 DPPH自由基清除能力检测。参考文献[19]的方法进行DPPH自由基清除能力检测。取0.5
 

mL
辅酶Q10纳米乳加入到3.5

 

mL
 

0.04
 

g/L的DPPH无水乙醇溶液中,混合均匀,反应30
 

min,测其在517
 

nm波长处吸光度,记为A1。另取0.5
 

mL辅酶Q10纳米乳加入无水乙醇3.5
 

mL,反应30
 

min,测其在517
 

nm波长处吸光度,记为A2。测定3.5
 

mL
 

0.04
 

g/L
 

DPPH无水乙醇溶液和0.5
 

mL无水乙醇在517
 

nm波

长处吸光度A0,所有测定平行进行3次。将辅酶Q10纳米乳换成辅酶Q10悬浮液作为对照组,操作方法同

上来测量辅酶Q10悬浮液的DPPH自由基清除率。DPPH自由基清除率(DPPH
 

Radical
 

Scavenging
 

Rate,

DPPH-RSR)的计算公式如

ρDPPH-RSR=1-
A1-A2

A0( )×100, (3)

式中A1为样品+DPPH的吸光度,A2为样品+无水乙醇的吸光度,A0为无水乙醇+DPPH的吸光度。

1.7.2 ABTS自由基清除能力。参考文献[20]的方法进行ABTS自由基清除能力检测。取0.5
 

mL辅酶

Q10纳米乳与3.5
 

mL
 

ABTS充分混匀6
 

min后于734
 

nm处测定吸光度A1。同样方法,取3.5
 

mL蒸馏水

与0.5
 

mL样品溶液混合,测定吸光度A2。取3.5
 

mL
 

ABTS与0.5
 

mL蒸馏水混合,测定吸光度A0。将辅

酶Q10纳米乳换成辅酶Q10悬浮液,操作方法同上来检测辅酶Q10悬浮液的ABTS自由基清除率。ABTS
自由基清除率(ABTS

 

Radical
 

Scavenging
 

Rate,ABTS-RSR)的计算公式如
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ρABTS-RSR=1-
A1-A2

A0( )×100, (4)

式中A1为样品组吸光度,A2为对照组吸光度,A0为空白组吸光度。

1.7.3 羟离子自由基清除能力检测。参考文献[21]的方法进行羟自由基清除能力检测。取0.5
 

mL辅酶

Q10纳米乳,向其中依次加入0.5
 

mL
 

9
 

mmol/L的FeSO4,0.5
 

mL
 

9
 

mmol/L的水杨酸-乙醇以及7
 

mL去

离子水,0.5
 

mL
 

8.8
 

mmol/L的H2O2溶液混合均匀,在37
 

℃下条件下反应15
 

min,之后在510
 

nm处测定

吸光度A1。蒸馏水代替FeSO4,在510
 

nm吸光度记A2。蒸馏水代替辅酶Q10纳米乳为空白对照,在510
 

nm吸光度记A0。将辅酶Q10纳米乳换成辅酶Q10悬浮液,操作方法同上来测量辅酶Q10悬浮液的羟离

子自由基清除率。按下列公式计算辅酶Q10纳米乳和辅酶Q10悬浮液的羟自由基的清除率。羟自由基清

除率(Hydroxyl
 

Radical
 

Scavenging
 

Rate,HRSR)的计算公式如

ρHRSR=1-
A1-A2

A0( )×100, (5)

式中A1为样品组吸光度,A2为对照组吸光度,A0为空白组吸光度。

1.8 体内生物利用率试验

1.8.1 动物分组及血样采集。SD雄性大鼠18只,300
 

g左右,实验前12
 

h光暗循环,适应一周。实验前禁

食12
 

h,自由获得水,口服给药4
 

h后正常给食。将18只雄性SD大鼠随机平均分为A、B、C(每组六只):A
组用于空白对照,B组灌胃辅酶Q10纳米乳、C组灌胃辅酶Q10油溶液。参考文献[22]的方法进行血样采集。

B、C组于给药后按时间点(15
 

min、30
 

min、1
 

h、1.5
 

h、2
 

h、4
 

h、6
 

h、8
 

h、12
 

h、24
 

h)从大鼠眼眶静脉丛取血

0.3
 

mL于装有肝素钠的离心管中,冰箱-20
 

℃保存备用。

1.8.2 样品处理与辅酶Q10含量测定。参考文献[23]的方法进行样品处理。在2.0
 

mL离心管中混合100
 

μL
大鼠血浆、200

 

μL甲醇和20
 

μL内标CoQ9(20
 

μg/mL),将混合物涡旋2
 

min。加入400
 

μL正己烷萃取,涡
旋2

 

min,随后在10
 

000
 

r/min转速下离心5
 

min,收集离心管中的正己烷并在氮气流下干燥,将残留物溶解

在200
 

μL无水乙醇中。将溶解的无水乙醇在10
 

000
 

r/min转速下离心5
 

min,用注射器吸取离心管中的液

体并用0.45
 

μm的尼龙膜滤器过滤。将50
 

μL试样注入HPLC系统进行分析,CoQ10与CoQ9的峰面积比

值用于CoQ10的定量。

1.8.3 色谱条件。C18反向色谱柱(250
 

mm×4.6
 

mm,5
 

μm柱),流动相为甲醇:乙醇(v/v,10∶90),流速

为1
 

mL/min,检测波长为275
 

nm,柱温为35
 

℃,进样量为50
 

μL。

1.9 数据处理

使用Design-Expert
 

13.0进行响应面优化试验设计并进行数据处理,使用SPSS
 

Statistics
 

26进行数据

分析,每组实验数据设置三组平行,实验数据以平均值±标准误差来表示,使用origin
 

2021进行图片绘制。

2 结果与分析

2.1 工艺优化

2.1.1 单因素实验结果。(1)
 

MCT添加量对辅酶Q10纳米乳稳定性的影响。如图1A所示,随着MCT添

加量的增加,辅酶Q10纳米乳液的平均粒径呈增大趋势,PDI呈降低趋势。这可能是因为MCT的添加量较

高会降低表面活性剂在油-水界面的相对含量,使油滴周围吸附层变薄,空间位阻作用减弱,进而导致油滴发

生黏连,产生聚集,引起了粒径增大[24]。由图1A可知,在MCT添加量为1
 

g时,剪切制备的辅酶Q10初乳

出现分层现象,说明该条件下辅酶Q10乳液不稳定。因此,选择MCT添加量为3
 

g为最佳值,2、3、4
 

g分别

为响应面优化-1,0,+1水平。
(2)

 

大豆磷脂用量对辅酶Q10纳米乳稳定性的影响。大豆磷脂添加量对辅酶Q10纳米乳稳定性的影

响如图1B所示。辅酶Q10纳米乳的平均粒径和PDI均随着大豆磷脂添加量增加呈先下降后上升的趋势。
在大豆磷脂的用量为5

 

g时,辅酶Q10的粒径和PDI降至最低。该实验结果的原因可能是在大豆磷脂添加

量较低时,较多的大豆磷脂吸附在油-水界面来形成界面膜,降低表面张力,且其吸附界面膜产生的空间位阻
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会阻止油滴聚集,使油滴分散较好,导致其平均粒径和PDI下降[25];而当大豆磷脂添加量超过一定限度时,
过多的乳化剂分子可能由于分子间相互作用形成聚集体,破坏油滴的分散稳定性,使油滴间吸引力增加,导
致其粒径增大且分布变宽,进而表现出其平均粒径和PDI上升。因此,选择大豆磷脂添加量5

 

g为最佳值,

4,5,6
 

g分别为响应面优化-1,0,+1水平。
(3)

 

吐温-80用量对辅酶Q10纳米乳稳定性的影响。吐温-80添加量对辅酶Q10纳米乳稳定性的影

响如图1C所示。随吐温-80添加量的增加辅酶Q10纳米乳的平均粒径和PDI分别呈下降和增加趋势,这
可能是由于在吐温-80添加量较多的情况下,更多的吐温-80吸附于油-水界面,形成更稳定的界面膜,产
生更强空间位阻效应,阻止油滴碰撞聚并,有利于油滴以小粒径分散[25]。《保健食品备案产品可用辅料及其

使用规定(2021年版)》规定保健食品中吐温-80的使用剂量不得超过10
 

g/kg。在单因素实验中吐温-80
为1

 

g是最佳值也是最大使用剂量,选择吐温-80用量为0.2、0.6、1.0
 

g分别为响应面优化-1,0,+1水平。

( b )( a )

( c )

    注:(a)
 

中链脂肪酸;(b)
 

大豆磷脂;(c)
 

吐温-80。

图1 单因素实验结果

Fig.1 The
 

result
 

of
 

single
 

factor
 

experiment

2.1.2 响应面优化试验结果。在单因素的试验结果的基础上,使用Box-Behnken响应面法对制备工艺进

行优化。均质时间为14
 

min,均质压力为90
 

MPa,以MCT添加量(A)、大豆磷脂添加量(B)、吐温-80添

加量(C)为自变量,平均粒径为响应值,进行三因素三水平响应面试验分析,得到回归方程模型。

R粒径=91.39+9.15A+1.21B-6.47C+0.227
 

5AB+0.365
 

0AC-2.89BC+1.81A2+2.72B2+3.71C2。
对方程进行方差分析,其结果见表2,由表2可以看出,模型p=0.000

 

5(P<0.01),说明响应面试验所

选用的模型极显著。失拟项p=0.561
 

7>0.05,说明该模型拟合程度较好,实验误差小。根据F 值可以判

断辅酶Q10纳米乳制备的工艺参数对乳剂粒径影响的大小顺序为:MCT添加量>吐温-80添加量>大豆

磷脂添加量。方差分析的结果显示,二次项中吐温-80的平方(C
 

2)对纳米乳平均粒径的影响极显著(p<
0.05),一次项中中链脂肪酸(A)和吐温-80(C)对纳米乳平均粒径的影响显著(p<0.01)。该模型的R2 为

0.958
 

6(大于0.9),正R2为0.905
 

3,预测R2为0.713
 

6,预测R2与校准R2之间差距小于0.2。变异系数
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(CV)为2.82%(小于10
 

%),这表明预测值与实验值之间存在很好的相关性,模型具有很高的可信度和精

密度。综上分析,该模型的可信度和准确性较好,可用其预测辅酶Q10纳米乳的粒径。
表2 响应面二次模型方差分析结果

Tab.2 Results
 

of
 

Variance
 

Analysis
 

of
 

Response
 

Surface
 

Quadratic
 

Model

来源 平方和 自由度 均方 F P 显著性

Model 1
 

164.71 9 129.41 17.99 0.000
 

5 ***

A-MCT 669.96 1 669.96 93.13 <
 

0.000
 

1 ***

B-大豆磷脂 11.81 1 11.81 1.64 0.240
 

9

C-吐温-80 334.76 1 334.76 46.53 0.000
 

2 ***

AB 0.207 1 0.207 0.028
 

8 0.870
 

1

AC 0.532
 

9 1 0.532
 

9 0.074
 

1 0.793
 

3

BC 33.47 1 33.47 4.65 0.067
 

9

A2 13.86 1 13.86 1.93 0.207
 

8

B2 31.19 1 31.19 4.33 0.075
 

9

C2 58.08 1 58.08 8.07 0.025 *

残差 50.36 7 7.19

失拟项 18.65 3 6.22 0.784
 

4 0.561
 

7

纯误差 31.71 4 7.93

  注:(a)
 

MCT和大豆磷脂含量的响应面图;(b)
 

MCT和吐温-80含量的响应面图;(c)
 

大豆磷脂和吐温-80含量的响应面图;(d)
 

MCT和大豆磷脂含量的等高线图;(e)
 

MCT和吐温-80含量的等高线图;(f)
 

大豆磷脂和吐温-80含量的等高线图。

图2 响应面优化的响应面图和等高线图

Fig.2 Response
 

surface
 

and
 

contour
 

maps
 

of
 

response
 

surface
 

optimization

使用Design-Expert
 

13.0软件绘制二维等高线图及三维响应面图在其中1个因素不变的条件下,分析

另外2个因素之间的交互作用对辅酶Q10纳米乳粒径的影响,以确定辅酶Q10纳米乳的最佳制备工艺,结
果见图2。曲面和等高线的形状不同,交互作用的强弱也不同,交互作用的等高线越接近于椭圆,曲面越陡

峭,表明交互作用越强[26]。由图2可知,在曲面图A、B、C中C图更为陡峭,说明在大豆磷脂和吐温-80的
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交互作用最强;在等高线图D、E、F中,F图的等高线较D、E来说更扁,也说明大豆磷脂和吐温-80的交互

作用最强。但由表3可知,MCT添加量、大豆磷脂添加量、吐温-80添加量三个因素两两交互作用对纳米

乳的平均粒径均没有显著的影响(p>0.05)。综上可知,虽然从响应面图和等高线图可以看出大豆磷脂和

吐温-80的交互作用最强,但显著性分析结果显示大豆磷脂和吐温-80的交互作用没有显著性差异。

2.2 包封率测定

根据1.4.1中的方法,以辅酶Q10标准品质量浓度为横坐标,以不同浓度标准品的吸光度测量值为纵

图3 辅酶Q10紫外标准曲线图

Fig.3 UV
 

standard
 

curve
 

of
 

coenzyme
 

Q10

坐标建立标准曲线,结果见图3。
根据图3可知,线性回归方程为:y=

0.018
 

5x-0.003
 

2,R2=0.996
 

4。说明辅

酶Q10标准品溶液在(1.0~25.0)μg/mL
范围内,呈现良好的线性关系。纳米乳液

包封率高低与活性物质的物理化学性质、
制备方法等因素有关。用经响应面优化后

的最佳处方制备辅酶Q10纳米乳,测得包

封率为(97.60±0.49)%,表明大部分的辅酶Q10被成功的包裹在纳米乳的油相中。

2.3 辅酶Q10纳米乳的理化表征

2.3.1 辅酶Q10纳米乳的傅里叶红外光谱结果。采用傅立叶变换红外光谱探讨辅酶Q10纳米乳液中分子

间相互作用的形式。图4为辅酶Q10原料药、辅酶Q10纳米乳、空白纳米乳的红外光谱图谱。其中辅酶

Q10原料的特征峰有2
 

964
 

cm-1是烷基的反对称伸缩振动峰,1
 

648
 

cm-1 是酮基伸缩振动峰,1
 

264
 

cm-1

是醚基的伸缩振动峰。辅酶Q10纳米乳中并没有出现和辅酶Q10在同样波段之间的特征峰,且与空白纳米

乳液的红外谱图基本一致,这说明辅酶Q10被完好负载在纳米乳液体系当中。本研究红外光谱结果与文献

图4 辅酶Q10原料、辅酶Q10纳米乳、空白纳米乳红外光谱图

Fig.4 Infrared
 

spectra
 

of
 

coenzyme
 

Q10
 

raw
 

material,

coenzyme
 

Q10
 

nanoemulsion,and
 

blank
 

nanoemulsion

[15]中的结果相似。

2.3.2 透射电镜观察。图5是100
 

nm和200
 

nm尺寸下透射电镜观察辅酶Q10纳米乳的微

观形貌,磷钨酸不与辅酶Q10纳米乳滴发生反

应,它只是沉积在辅酶Q10纳米乳滴旁形成背

景,磷钨酸的重原子相对于辅酶Q10纳米乳中

的碳氢氧氮等轻原子更能阻挡散射电子,因此有

磷钨酸沉积的地方会在透射电镜图片中更黑而

辅酶Q10纳米乳滴在透射电镜下会显得更亮。
从图中可知制备的辅酶Q10纳米乳的乳滴呈现

较好的球形,分散均匀,不粘连。本文的辅酶

Q10纳米乳的透射电镜图片与周奔等[13]研究的纳米乳滴的透射电镜图片相似。
2.4 辅酶Q10纳米乳稳定性的评估

离心稳定常数(Ke)是衡量乳剂稳定性的一个重要指标,Ke的数值越小说明乳剂受离心力的影响越小,
乳剂的体系越稳定[16]。将制备的辅酶Q10纳米乳分别在2

 

000、4
 

000、6
 

000、8
 

000、10
 

000
 

r/min条件下离

心15
 

min后未发生聚集、凝结、相分离和破乳现象。由图6(a)可知,测得纳米乳的离心稳定常数在2
 

000、4
 

000
 

r/min转速时无显著性(p>0.05),在6
 

000、8
 

000、10
 

000
 

r/min转速时离心稳定常数均表现出显著性

差异(p>0.05),表明纳米乳液辅酶Q10纳米乳在低转速时受离心力的影响较小。
  

钠离子是常见的食品添加剂并且存在于人的肠胃中,其可能影响纳米乳摄入到人体后的状态。本实验

研究了不同浓度的Na+(0~0.5
 

mol/L)对乳液性能的影响。如图6(b)所示,添加不同浓度的NaCl并没有

引起辅酶Q10纳米乳粒径和PDI的明显变化,但其表面电位的绝对值逐渐减小,这可能是由于Na+对于纳

米乳具有静电屏蔽作用,Na+浓度越高,对于乳滴表面电势屏蔽作用越强,导致乳滴表面Zeta电位越低[17]。
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   注:(a)
 

100
 

nm;(b)
 

200
 

nm。

图5 透射电镜观察辅酶Q10纳米乳结果

Fig.5 The
 

observation
 

of
 

coenzyme
 

Q10
 

nanoemulsion
 

by
 

transmission
 

electron
 

microscopy

如图6(c)所示,在常温下贮藏8周,辅酶Q10纳米乳的粒径随着储存时间的增加而逐渐增大,由72.3
 

nm增加到96.6
 

nm(p<0.05),PDI由0.250降低到0.196(p>0.05),但均小于0.3。如图6D所示,相较

于常温藏贮,4
 

℃贮藏下辅酶Q10纳米乳的粒径和PDI均逐渐增加但差异不显著(p>0.05)。此外,在常温

与4
 

℃贮藏下辅酶Q10纳米乳的Zeta电位变化不大(p>0.05),且其绝对值都大于30
 

mV。该实验结果说

明辅酶Q10纳米乳4
 

℃条件下稳定性良好,更宜在4
 

℃下储存,原因可能是常温条件下纳米乳的分子运动

速率相较于4
 

℃条件下更快,增大了粒子间相互碰撞的几率,从而增加了粒子融合变大的概率。
由图6(e)可知,随着pH的增加,辅酶Q10纳米乳的粒径呈先减小后增加趋势,在pH为3~8时纳米乳

的粒径较小,PDI没有显著性变化。与中性环境相比,经过pH
 

2.0处理后辅酶Q10纳米乳的平均粒径增加

了5.47
 

%(p<0.05),经过极端碱性pH
 

10.0处理后,辅酶Q10纳米乳的平均粒径增加了5.06
 

%(p<0.
05)。此外,在pH为2~12的范围内,随着pH降低,样品的Zeta电位总体变化趋势为从较高的负值向0趋

近。上述结果可能是由于低pH条件下纳米乳中的H+浓度增高会中和纳米乳中油滴表面的负电荷,降低

乳滴之间的静电斥力,引起油滴的聚集,导致在极端酸性条件下粒径增加。而在极端碱性环境中,乳化剂易

水解失效,可能会使油滴间斥力减小而碰撞聚集,引起粒径增大[27]。
由图6(f)可知,在30

 

℃和60
 

℃的条件下辅酶Q10纳米乳的粒径变化不明显(p>0.05),而在90
 

℃加

热后辅酶Q10纳米乳的粒径相较于常温下增加了27.5
 

%(p<0.05),说明辅酶Q10纳米乳具有一定的温

度稳定性,在60
 

℃条件下表现良好的稳定性,但在90
 

℃高温环境下稳定性不好。此外,PDI结果在高温条

件下相较于常温变小(p<0.05)。该结果可能是由于高温导致乳液内部的分子运动速率加剧,增大了粒子

间相互碰撞的几率,从而使粒径加大[27];还有可能是由于90
 

℃高温条件下破坏了大豆卵磷脂的结构[28],进
而影响其乳化功能,使乳剂易聚集,进而使辅酶Q10纳米乳的粒径增大。图6(f)还反映了不同温度下辅酶

Q10纳米乳Zeta电位的变化情况。可知随着温度升高,辅酶Q10纳米乳的Zeta电位绝对值增加,原因可能是

高温下分子热运动加剧,使电荷排列更有序且减少反离子吸附,增加有效电荷,使Zeta电位绝对值升高[29]。

2.5 辅酶Q10纳米乳体外抗氧化性的评估

2.5.1 DPPH自由基清除能力。溶液中存在的自由基清除剂可捕获DPPH自由基的单电子,使溶液在517
 

nm处吸光度减弱,且减弱程度与自由基清除剂的浓度有关,因此可用于评价物质对DPPH清除能力的大

小[30]。由图7可知,在实验条件下辅酶Q10纳米乳的DPPH自由基清除率为(84.0±5.30)%,显著高于辅

酶Q10悬浮液的DPPH自由基清除率(4.93±0.51)%(p<0.05),上述结果说明辅酶Q10纳米乳能够更有

效的清除DPPH自由基,具有更好的抗氧化性能。这可能是由于辅酶Q10纳米乳粒径小,比表面积大,相同

质量下颗粒数更多,而辅酶Q10悬浮液易沉淀团聚,致使辅酶Q10纳米乳能提供更多活性位点与自由基接

触,增加自由基清除能力。
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  注:(a)
 

不同转速离心对辅酶Q10纳米乳的影响;(b)
 

不同Na+浓度对辅酶Q10纳米乳稳定性的影响;(c)
 

4
 

℃储存对对辅酶Q10纳米乳

的影响;(d)
 

常温储存对辅酶Q10纳米乳的影响;(e)
 

不同pH对辅酶Q10纳米乳稳定性的影响;(f)
 

不同温度对辅酶Q10纳米乳稳定性的影

响。

图6 稳定性评估结果

Fig.6 Stability
 

evaluation
 

results

2.5.2 ABTS自由基清除能力。ABTS与过二硫酸钾反应生成的ABTS自由基,该自由基在734
 

nm波长

下具有最大吸收峰。当向ABTS自由基溶液中加入某种物质时,若该物质能够清除自由基,会导致在734
 

nm下的吸光度降低,说明被测物具有抗氧化活性[31]。由图7可知,辅酶Q10纳米乳的ABTS自由基清除

率为(99.93±6.01)%显著高于辅酶Q10悬浮液的ABTS自由基清除率(6.84±0.59)%(p<0.05),这可

能是由于纳米乳良好的稳定性和分散性使得更均匀的分散,以便更有效地在体系中与自由基发生反应,增加

自由基的清除率。

2.5.3 羟自由基清除能力。羟自由基氧化水杨酸得到2,3-二羟基苯甲酸,用其在510
 

nm处的吸光值表示

羟自由基的含量。反应体系中加入具有清除羟自由基作用的物质即可降低该吸光值。因此,可通过测定

510
 

nm处吸光度的变化来计算出待测物质羟自由基含量的变化[30]。由图7可知,辅酶Q10纳米乳的羟自

由基清除率为(89.70±4.20)%显著高于辅酶Q10悬浮液的羟自由基清除率(17.53±1.64)%(p<0.05)。
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实验结果说明辅酶Q10纳米乳的羟自由基清除能力强于辅酶Q10悬浮液。

图7 DPPH自由基、ABTS自由基、羟自由基清除能力结果

Fig.7 Results
 

of
 

DPPH
 

radical,ABTS
 

radical,and
 

hydroxyl
radical

 

scavenging
 

ability
 

of
 

coenzyme
 

Q10
 

nanoemulsion
      

图8 辅酶Q10血药浓度随时间的变化

Fig.8 The
 

change
 

in
 

blood
 

concentration
 

of
coenzyme

 

Q10
 

over
 

time

2.6 体内生物利用率研究

如图8所示,在每个取血时间点,辅酶Q10纳米乳组的辅酶Q10血药浓度均高于油溶解辅酶Q10组的

辅酶Q10血药浓度(p<0.05)。0~4
 

h与0~2
 

h分别是辅酶Q10纳米乳组与辅酶Q10油溶液组的血药浓

度增加时间段,属于吸收分布过程。辅酶Q10纳米乳组在4
 

h时血药浓度达到最大为0.767
 

μg/mL,油溶

解辅酶Q10纳米乳组在2
 

h时血药浓度达到最大为0.546
 

μg/mL。辅酶Q10纳米乳组的最大血药浓度是

油溶解辅酶Q10血药浓度的1.405倍,辅酶Q10纳米乳的曲线下面积(0~24
 

h)是辅酶Q10油溶液的1.
543倍。该实验结果可能是由于高压均质制备的辅酶Q10纳米乳的粒径小、比表面积大,能增加其与胃肠壁

的接触面积,更易穿透胃肠道黏液层和接近肠上皮细胞,能有效提高辅酶Q10的生物利用率[22]。

3 结论

本实验以中链脂肪酸甘油三酯为油相,将大豆磷脂作为乳化剂,吐温-80作为助乳化剂,采用高压均质

法制备辅酶Q10纳米乳液,通过响应面优化,获得辅酶Q10纳米乳的最佳制备工艺为:中链脂肪酸甘油三酯

质量为2
 

g、大豆磷脂的质量为5.35
 

g、吐温-80质量为1
 

g、均质压力为90
 

MPa和均质时间为14
 

min。在

此条件下,辅酶Q10纳米乳液的平均粒径为(72.9±0.32)
 

nm,PDI为0.25±0.003
 

4,Zeta电位为(-34.9
±1.97)mV。经过对优化后的辅酶Q10纳米乳进行表征,发现在此条件辅酶Q10包封率和其乳液稳定性

较好,其纳米乳抗氧化性能显著高于辅酶Q10悬浮液。此外,辅酶Q10纳米乳的体内生物利用率高于油溶

解的辅酶Q10。本研究后续将通过动物实验来验证辅酶Q10纳米乳的体内抗氧化功能和抗疲劳功效,以期

扩宽辅酶Q10纳米乳在食品和医药等领域中的应用。
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