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复方蜂胶纳米乳的制备及其品质评价
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摘　要：制备复方蜂胶纳米乳并进行品质评价。利用伪三元相图法优选处方，以ＲＨ４０、无水乙醇、乙酸乙

酯、蜂胶和黄芪多糖为原料制备复方蜂胶纳米乳，并考察其结构类型、形态粒径、黏度、稳定性。结果表明：复

方蜂胶纳米乳透射电镜下呈球形，平均粒径为１２．７０ｎｍ，粒径分布均匀，黏度２ｓ（每垂直流出０．４ｍＬ所需时

间）。影响因素试验显示其品质稳定。复方蜂胶纳米乳制备工艺简单、稳定性好、黏度低，有望成为疫苗佐剂

的新型制剂。

关键词：蜂胶；黄芪多糖；纳米乳；伪三元相图；品质评价

中图分类号：Ｒ９４４．９　　　　文献标识码：Ａ　　　　　文章编号：１００４１３８９（２０１０）０５００２４０４

犘狉犲狆犪狉犪狋犻狅狀犪狀犱犙狌犪犾犻狋狔犈狏犪犾狌犪狋犻狅狀狅犳

犆狅犿狆狅狌狀犱犘狉狅狆狅犾犻狊犖犪狀狅犲犿狌犾狊犻狅狀

ＺＨＡＮＧＸｕ，ＯＵＹＡＮＧＷｕｑｉｎｇ，ＣＨＥＮＪｉａｎｍｉｎａｎｄＨＵＳｈｕａｉ
（ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＶｅｔｅｒｉｎａｒｙＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＮｏｒｔｈｗｅｓｔＡ＆ＦＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，ＹａｎｇｌｉｎｇＳｈａａｎｘｉ　７１２１００，Ｃｈｉｎａ）

犃犫狊狋狉犪犮狋：ＴｈｅＣｏｍｐｏｕｎｄＰｒｏｐｏｌｉｓＮａｎｏｅｍｕｌｓｉｏｎ（ＣＰＮ）ｗａｓｐｒｅｐａｒｅｄａｎｄｉｔｓｑｕａｌｉｔｙｗａｓｅｖａｌｕａｔｅｄ．

ＯｐｔｉｍｉｚｅｄｆｏｒｍｕｌａｏｆＣＰＮｗａｓｐｒｏｄｕｃｅｄｗｉｔｈｔｈｅｍｅｔｈｏｄｏｆｔｈｅｐｓｅｕｄｏｔｅｒｎａｒｙｐｈａｓｅｄｉａｇｒａｍｓ．ＲＨ

４０，ａｂｓｏｌｕｔｅａｌｃｏｈｏｌ，ｅｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅ，ｐｒｏｐｏｌｉｓ，ａｓｔｒａｇａｌｕｓｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓａｎｄｄｉｓｔｉｌｌｅｄｗａｔｅｒｗｅｒｅｓｅ

ｌｅｃｔｅｄｔｏｐｒｅｐａｒｅＣＰＮ．Ｉｔｓｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｔｙｐｅ，ａｐｐｅａｒａｎｃｅ，ｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅ，ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ，ａｎｄｐｈｙｓｉｃａｌｓｔａｂｉｌｉｔｙ

ｗｅｒｅｔｅｓｔｅｄｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＣＰＮｐｒｅｓｅｎｔｅｄａｓｓｐｈｅｒｉｃａｌｄｒｏｐｓｗｉｔｈｕｎｉｆｏｒｍｓｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｎｄｍｅａｎｄｉ

ａｍｅｔｅｒｏｆ１２．７０ ｎｍｉｎｔｈｅｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（ＴＥＭ）ａｎｄ

Ｎｉｃｏｍｐ３８８／ＺｅｔａＰＡＬＳ．ＴｈｅｖｉｓｃｏｓｉｔｙｏｆＣＰＮｗａｓ２ｓ·０．４ｍＬ
－１ａｎｄｇｏｏｄｐｈｙｓｉｃａｌｓｔａｂｉｌｉｔｙｗａｓ

ｐｒｏｖｅｄｂｙｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇｆａｃｔｏｒｓｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ．ＴｈｅＣｏｍｐｏｕｎｄＰｒｏｐｏｌｉｓｎａｎｏｅｍｕｌｓｉｏｎｉｓａｐｒｏｍｉｓｉｎｇｖａｃ

ｃｉｎｅａｄｊｕｖａｎｔｆｏｒｉｔｓｓｉｍｐｌｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｄｕｒｅ，ｇｏｏｄｓｔａｂｉｌｉｔｙ，ａｎｄｌｏｗｖｉｓｃｏｓｉｔｙ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：Ｐｒｏｐｏｌｉｓ；Ａｓｔｒａｇａｌｕｓｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ；Ｎａｎｏｅｍｕｌｓｉｏｎ；Ｐｓｅｕｄｏｔｅｒｎａｒｙｐｈａｓｅｄｉａｇｒａｍｓ；Ｑｕａｌｉ

ｔｙｅｖａｌｕａｔｉｏｎ

　　目前市售的常规佐剂灭活疫苗普遍存在免疫

原性差、稳定性差、黏度高等缺点，严重影响了畜

禽疫病的预防。因此，研制高效、安全稳定的新型

佐剂具有重要的现实意义。近年来，纳米技术在

疫苗佐剂中的应用越来越受到重视。佐剂材料经

过纳米化，能够携带远大于常规免疫佐剂量的免

疫活性物质，易于被抗原提呈细胞摄取，有效地增

强了免疫效应，降低刺激性；同时纳米佐剂可以改

良常规佐剂的缺点，提高疫苗的稳定性、安全性，

降低疫苗的黏度［１３］。

经大量试验证明，蜂胶和黄芪多糖是两种效

果显著的免疫增强剂［４５］。本研究借助纳米技术

制备复方蜂胶纳米乳佐剂并对其进行品质评价，

旨在改善常规疫苗佐剂存在的问题，增强疫苗的
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免疫原性，提供一种疫苗佐剂的新剂型。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器

提纯蜂胶（河南长葛长生园蜂业有限公司）；

黄芪多糖（四川罗乐动物药业有限公司）；蓖麻油

聚氧乙烯醚（ＥＬ４０，天津市浩元精细化工有限公

司）；聚氧乙烯氢化蓖麻油（ＲＨ４０，德国ＢＡＳＦ公

司）；Ｔｗｅｅｎ８０（天津市登峰化学试剂厂）；肉豆蔻

酸异丙酯（ＩＰＭ，浙江物美化学品有限公司）；液体

石蜡（天津天大化学试剂厂）；无水乙醇、１，２丙二

醇、１，３丁二醇（均为分析纯，西安化学试剂厂）；

苏丹红Ⅲ（上海试剂三厂）；亚甲基蓝（天津市福晨

化学试剂厂）。

ＥＢ２８０型电子天平（日本ｓｈｉｍａｄｚｕ公司）；

ＪＭＥ１２３０透射电镜（日本ＪＥＯＬ公司）；Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ

ＮａｎｏＺＳ型激光粒度分析仪（英国 ＭａｌｖｅｒｎＩｎ

ｓｔｒｕｍｅｎｔ公司）；ＴＧＬ１６Ｂ型高速离心机（湖南星

科科学仪器有限公司）。

１．２　处方筛选

１．２．１　油相和助表面活性剂的筛选　通过考察

蜂胶在乙酸乙酯、液体石蜡、ＩＰＭ 中的溶解性，筛

选出适合本体系的油相。预试验发现，加入助表

面活性剂后，纳米乳的载药量有所提高。给筛选

的油相中分别加入无水乙醇、１，２丙二醇、１，３丁

二醇３种助表面活性剂，考察三者对纳米乳形成

的影响。

１．２．２　表面活性剂的筛选　固定犓ｍ 为２∶１，选

择纳米乳常用的３种非离子表面活性剂：ＲＨ４０、

ＥＬ４０、Ｔｗｅｅｎ８０，根据筛选出的油相、助表面活

性剂，绘制伪三元相图，筛选出最佳表面活性剂。

１．２．３　犓ｍ 值的筛选　将表面活性剂与助表面

活性剂按３∶１、２∶１、１∶１（以上均为质量比）的

比例混匀，作为混合表面活性剂，根据“１．２．１”、

“１．２．２”的筛选结果，绘制伪三元相图，筛选出最

佳犓ｍ。

１．２．４　伪三元相图的绘制
［６］
　将确定的表面活

性剂和油相分别按质量比９∶１、８．５∶１．５、８∶２、

７．５∶２．５、７∶３、６∶４、５∶５、４∶６混匀，准确称取

后置烧杯中。２５℃恒温下，搅拌同时逐滴加入蒸

馏水，当体系澄清透明、黏度突然降低时，记录恰

好形成 Ｏ／Ｗ 型纳米乳时的临界点水量，并计算

体系中各成分的质量百分比。利用 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ

７．５软件，按油、水、混合表面活性剂在临界点的质

量分数绘制的曲线，确定纳米乳的乳区。

１．２．５　复方蜂胶纳米乳处方确定及其制备　根

据配方初步筛选结果，采用转相乳化法制备复方

蜂胶纳米乳。具体制备方法：室温条件下，先将蜂

胶完全溶于助表面活性剂，并加入表面活性剂和油

相混匀，逐滴加入黄芪多糖水溶液，其间不断搅拌，

直至形成均匀透明的体系，即复方蜂胶纳米乳。

１．３　复方蜂胶纳米乳品质评价

１．３．１　复方蜂胶纳米乳结构类型的鉴别　纳米

乳的鉴别采用离心法［７］，将制备的纳米乳４０００

ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，如体系维持透明均一即判断

为纳米乳。纳米乳类型的鉴别采用染色法［８］，利

用红色油溶性染料苏丹红Ⅲ和蓝色水溶性染料亚

甲基兰在纳米乳中扩散快慢来判断，如果蓝色的

扩散速度大于红色，则纳米乳为Ｏ／Ｗ 型，反之为

Ｗ／Ｏ型。

１．３．２　复方蜂胶纳米乳微观形态观察及其粒径

分布　取复方蜂胶纳米乳１０ｍＬ，蒸馏水稀释５

倍，透射电镜下观察纳米乳的微观形态；激光粒度

分析仪测定其平均粒径、多分散系数（Ｐｏｌｙｄｉｓｐｅｒ

ｓｉｔｙｉｎｄｅｘ，ＰＤＩ）和强度粒径分布。

１．３．３　复方蜂胶纳米乳黏度测定
［９］
　取出１ｍＬ

玻璃吸管（下口内径为１．２ｍｍ，上口内径为２．７

ｍｍ），在室温下分别吸取不同批次的纳米乳基质

１ｍＬ，垂直流出０．４ｍＬ，以所需时间（ｓ）表示黏

度。

１．３．４　复方蜂胶纳米乳稳定性考察　将复方蜂

胶纳米乳分别于高湿（９２．５％）、高温（４０℃）、常温

及光照（４５００±５００）ｌｘ环境下进行影响因素试

验，于始日、５和１０ｄ取样，考察其外观
［１０］；取纳

米乳置离心管中，以１００００ｒ／ｍｉｎ的速度离心２０

ｍｉｎ，观察是否有沉淀、浑浊、分层等现象发生。

２　结果与分析

２．１　处方的筛选

２．１．１　油相和助表面活性剂的筛选　筛选结果

表明乙酸乙酯可以增大蜂胶的溶解度，适合做本

体系的油相。乙醇与１，２丙二醇、１，３丁二醇相

比更易形成纳米乳，同时可以溶解蜂胶，提高蜂胶

的载药量，故适宜做该体系的助表面活性剂。

２．１．２　表面活性剂的筛选　由图１可知，图中曲

线和水相顶点围成的阴影部分即为纳米乳乳区。

微乳区大小顺序为：ＲＨ４０＞ＥＬ４０＞Ｔｗｅｅｎ

８０。３种表面活性剂所形成的纳米乳体系都可以
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被水稀释至顶点而保持澄明状态，但ＲＨ４０载蜂 胶量最大。因此，选用ＲＨ４０为表面活性剂。

图１　表面活性剂对纳米乳形成的影响
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２．１．３　犓ｍ 的筛选　由图２可知，微乳区大小顺

序为：犓ｍ（２∶１）＞犓ｍ（１∶１）＞犓ｍ（３∶１）。因

此，确定犓ｍ 值为２∶１。

２．１．４　处方的确定及其制备　根据以上筛选结

果，确定复方蜂胶纳米乳的处方：表面活性剂

（ＲＨ４０）３２％、助表面活性剂（无水乙醇）１６％、油

（乙酸乙酯）５．５％、蜂胶６％、黄芪多糖１４％、去离

子水至１００％（均为质量分数）。根据“１．２．５”的

制备方法，该处方制备的复合蜂胶纳米乳外观呈

棕黄色，透明均一，流动性良好，蜂胶和黄芪多糖

的载药量可达到最高。

图２　犓犿 值对纳米乳形成的影响
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２．２　复方蜂胶纳米乳品质评价

２．２．１　复方蜂胶纳米乳结构类型的鉴别　结果

显示，按“１．２．５”制备的复合蜂胶纳米乳，离心后

仍保持澄清透明的外观，未见分层、絮凝等现象，

判定该乳液为纳米乳。染色结果显示，亚甲基蓝

在纳米乳中的扩散速度大于苏丹红，证明该体系

为Ｏ／Ｗ 型。

２．２．２　复方蜂胶纳米乳微观形态观察及其粒径

分布　透射电镜结果显示，纳米乳的液滴呈球形，

液滴大小均匀，分散性良好（图３）。粒度分析结

果表明，复合蜂胶纳米乳平均粒径为１２．７０ｎｍ；

液滴大小均匀，ＰＤＩ为０．１８８；粒径分布范围窄，

基本呈正态分布，强度粒径分布见图４。

２．２．３　复方蜂胶纳米乳黏度测定　０．４ｍＬ复方

蜂胶纳米乳流出时间为２ｓ，在佐剂黏度允许的范

围之内（＜８ｓ）。

图３　复合蜂胶纳米乳的透射电镜观察结果

犉犻犵．３　犜狉犪狀狊犿犻狊狊犻狅狀犲犾犲犮狋狉狅狀犿犻犮狉狅犵狉犪狆犺狅犳犘犃犘犛犖犈

２．２．４　复方蜂胶纳米乳稳定性考察　影响因素

试验结果显示，在不同时间取样观察，复方蜂胶纳

米乳外观仍保持澄清透明，该体系受温度、光照、

湿度影响较小。高速离心试验后纳米乳仍保持澄

清透明，未见絮状沉淀，油水分层等现象，稳定性
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良好。

图４　复合蜂胶纳米乳的强度粒径分布
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３　讨 论

纳米乳是乳滴直径大小在纳米尺度的一种特

殊乳剂。它是由油、水、表面活性剂及助表面活性

剂，按适当比例混合形成的一种热力学稳定、各向

同性、透明均一的分散体系［１１］。其中表面活性剂

和油相的选择影响着纳米乳体系的形成、稳定性

和载药量。据文献报道，纳米乳作为一种极具潜

力的新型药物载体其本身即是一种免疫佐剂，能

增强流感病毒疫苗的免疫力［１２］；同时纳米乳具有

其他药物载体不可比拟的优点：物理稳定性好；可

提高难溶性药物的溶解度；促进大分子水溶性药

物在体内的吸收，从而提高药物的生物利用度；易

于制备、过滤和保存；黏度低，注射时不会引起疼

痛［１３１４］。

本研究借助伪三元相图筛选出ＲＨ４０为表

面活性剂，无水乙醇为助表面活性剂，乙酸乙酯为

油相，犓ｍ 值为２∶１，在该配方下形成的复合蜂胶

纳米乳透明均一，体系稳定，载药量最高。这可能

是由于在此质量比范围内，表面活性剂和助表面

活性剂能更好地增加界面膜的流动性和形成较低

的超低界面张力，故形成粒径较小、界面膜稳定的

纳米乳体系。

蜂胶是一种含有多种活性成分的天然活性物

质，其中酶类、醇类、脂类和酸类物质具有广泛的

免疫效应。黄芪多糖是中草药黄芪中最重要的天

然有效活性成分，具有促进机体免疫功能，增加白

细胞和淋巴细胞数，提高淋巴细胞转化率和巨噬

细胞活性，诱生干扰素等作用。根据纳米乳中不

同微域的存在，将蜂胶溶于油相，黄芪多糖溶于水

相，使纳米乳成为两种免疫增强剂的载体，使两种

免疫增强剂起到协同增效作用，从而提高佐剂的

免疫效力。制备的复方蜂胶纳米乳为水包油型结

构，可以和去离子水按任意比例稀释，黏度极低，

便于注射（注射乳剂苗黏度２～６ｓ为佳）。制备

的复合蜂胶纳米乳以１００００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ

体系依然保持稳定，符合佐剂品质标准（常规油佐

剂的品质要求是３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ不分

层）。该复合纳米乳的免疫效果仍需进一步研究。
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