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摘 要：研究了用两步乳化法制备w／0／W型复乳时，第二步乳化的乳化工艺参数对复乳的稳定

性和药物包埋率的影响规律。以胰岛素为模型药物，用两步乳化法制备W／0／W型复乳，用离心

后的乳层保留率评价复乳的稳定性，用高效液相法测定胰岛素在复乳中的包埋率，用激光光散射

法测定复乳的粒度分布。实验结果表明，随着第二步乳化过程中乳化强度的提高，复乳滴的粒径

减小，复乳的离心稳定性提高而胰岛素包埋率降低。胰岛素包埋率与复乳的粒度分布的关系分为

两个区域："-3乳化强度较小时，复乳滴的粒径较大，比表面积较小，胰岛素包埋率与体积平均粒径

成正比；当乳化强度增大时，复乳滴粒径减小，比表面积增大，胰岛素包埋率与比表面积成反比。

在本研究中使胰岛素包埋率最高的第二步乳化过程工艺参数为：virTishear高速分散均质机分散

速度2 000 r／min，分散时间3 min，此工艺下胰岛素的包埋率达到55％。
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Influences of Emulsifying Parameters on the Stability and Insulin

Encapsulation Efficiency of w／o／w Multiple Emulsions
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Abstract：Influences of emulsifying parameters of the second emulsifying procedure during the

preparation of multiple emulsions(MEs)by two-step emulsifying method were investigated with

respect to multiple emulsions stability and insulin encapsulation efficiency(IEE)．Emulsion

stabilities were characterized by centrifugal creaming ratio，IEE were determined by HPLC

method．Droplet size distribution were investigated by 1aser scattering technics．The results

shows that emulsifying parameters of the second emulsifying procedure remarkably affected the

stability and IEE of MEs．Strong emulsifying parameters improve the stability of MEs by

decreasing droplet size of oily drops，but decrease IEE by increasing diffusion area and decreasing
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diffusion length．The best emulsifying parameters of the second emulsifying step with respect to

lEE were as follow：Vir Tishear emulsifying machine，stirring rate：2000r／min，stirring time·

3min，with an encapsulation efficiency of insulin 55％．

Key words：w／o／w multiple emulsions；two step emulsifying；emulsifying parameters；

centrifugal creaming stability；lEE(insulin encapsulation efficiency)

复乳，全称为“复合乳状液(double emulsions)”

或“多重乳状液(multiple emulsions)”，是将乳状液

分散在另外一种连续相中得到的复合型乳剂[1q]，

有水／油／水(w／0／W)、油／水／油(O／W／O)、固／

油／水(s／o／w)、水／固／水(w／s／w)等多种类型，

以W／O／W和0／W／o两种类型最为常见[2-3]，一

般通过两步乳化法制备[4_7]。在结构上复乳具有两

膜三相的多重隔室结构(图1)。因为这种多重隔室

结构有助于实现隔离、保护、持续释放、控制释放、

靶向释放、掩藏风味等功能，所以在药剂学、食品、

化妆品、乳胶漆、膜分离等许多领域有广阔的应用

前景，尤其是在药剂学领域，将W／0／w复乳体系

应用于水溶性药物(疫苗、维生素、酶、荷尔蒙)的包

埋和控制释放技术的研究非常活跃[8-1⋯。

内

图1 w／o／w型复乳结构示意图

Fig．1 Schematic illustration of the structure of w／o／w

multiple emulsions

但是复乳本质上属于热力学不稳定的多相体

系，倾向于以聚集、絮凝、相转变、相分离的形式发

生结构的破坏，而所包埋的物质也倾向于在制备及

储存过程中以非控制的形式进行释放，这两方面的

缺陷限制了复乳的实际应用[1卜12]。为了解决这两

方面的问题，国内外很多学者从不同的角度进行了

很多研究工作(13_1引，如选用聚合性大分子乳化剂、

巩固复合界面膜、优化油相组成、稳定内水相、改进

制备工艺等。本研究中拟考察两步乳化法中第二

步乳化过程的工艺参数对复乳的稳定性和药物包

埋率的影响规律。两步乳化法指先将油溶性的非

离子型乳化剂、内水相、油相混合制得w／o初乳，

再把初乳倒入水溶性的非离子型乳化剂的水溶液

中乳化制得W／O／W型复乳‘19]。通常，第一步乳化

过程采用高强度的乳化条件以制备细腻稳定的初

乳，而第二步乳化过程应采用较为温和的乳化条

件，以免初乳被过分打散而得不到复合乳液结

构‘引。作者主要研究第二步乳化工艺参数对复乳

稳定性和药物包埋率的影响规律，为W／0／w型复

乳的制备和应用提供实践和理论依据。

1材料与方法

1．1复乳的制备

以液体石蜡作为油相，以聚合型大分子表面活

性剂聚氧乙烯(30)二聚羟基硬脂酸脂(PEG一30

Dipolyhydroxystearate，商品名Arlacel P1 3 5，美国

ICI公司提供)作为亲脂性乳化剂，以Tween 80和

Span 80的质量比1：1的混合物作为亲水性乳化

剂制备复乳；丙酮和无水乙醇质量比1：1的混合

物用于复乳的破乳，以上试剂均为分析纯，除Arla-

cel P135外都购买自国药集团化学试剂有限公司；

胰岛素注射液，40 U／mL，批号0605012，江苏万邦

生化医药股份有限公司提供；乙腈，三氟乙酸

(TFA)，色谱纯，国药集团化学试剂有限公司提供。

将亲油性乳化剂(10％质量分数的Arlacel

P135)在50℃条件下溶解在液体石蜡中，胰岛素注

射液稀释1倍的水溶液作为内水相，内水相与油相

的质量比为1：1，在室温下，在Ultra-Turrax T25

高速分散乳化器(IKA—Labortechnik，Germany)上

以9 500 r／min的速度边搅拌油相边将内水相缓慢

加入，分散时间6 min，制备初乳；然后将10％质量

分数的亲水性乳化剂(Tween 80和Span 80的质量

比1：l的混合物)加入外水相，在VirTishear高速

分散均质机(Virtis Campany，US)上将初乳分散在

外水相中，分散速度取2 000、4 000、6 000 r／rain 3

个水平，分散时间分别取3、5、8 min 3个水平，按

照正交表Le(34)安排实验，制备9个样品，分别测

定其各项性质，考察复乳的制备工艺参数对复乳的

离心稳定性和药物包埋率的影响。

1．2复乳性质的测定

1．2．1 复乳的粒度分布 复乳的粒径分布用Mi—
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crotrac Flex激光光散射粒度测定仪(Microtrac

Inc．US)测定，将样品池清洗干净后滴入2～3滴

复乳样品，使吸光率在20％～80％范围内，连续相

折光指数取1．333，分散相折光指数为1．465，用

$3000程序进行测定，可同时获得体积平均粒径、表

面积平均粒径、数均粒径、比表面积、粒径分布等

信息。

1．2．2 复乳的显微观察和显微相片的拍摄取少

量复乳置于载玻片上，盖上盖玻片，在Angel AQ一

2010C高倍相差显微仪(镇江安琪精密仪器有限公

司提供)上，40倍物镜下调节显微镜，观察复乳微观

结构，并用显微仪自带照相机拍下复乳的显微

照片。

1．2．3 复乳的离心稳定性 复乳的稳定性用离心

分层后的乳层保留率表示。取少量样品置于刻度

离心管中，在TGl6一WS台式高速离心机(0～

12 000 r／min，长沙湘仪离心机仪器有限公司提供)

中以800 g的离心分离因数离心15 min，读取离心

管中的总液体体积及底部析出的水相的体积，用以

下方程式(1)计算乳层保留率(D)，作为离心稳定性

的指标：

T厂 T，

p=二t_了卫×100％ (1)
Vt

式中，V。为离心管中乳液的总体积，U为底部析出
的水相的体积。

1．2．4 高效液相法测定胰岛素在复乳中的包埋率

样品的准备：用去离子水将复乳稀释5倍，以

500 g的分离因数离心30 min使之分层，准确移取

1 mL上层析出的乳层，加入1 mL破乳剂(丙酮与

乙醇体积比1：1的混合液)，振摇10 min破乳，以

3 000 g的分离因数离心25 min，取水相在高效液相

色谱仪(美国安捷伦Agilent公司提供)上测定胰岛

素的浓度。

高效液相条件：流动相A为质量分数30％的乙

腈的质量分数0．05％TFA溶液，流动相B为质量

分数50％的乙腈的质量分数0．05％TFA溶液，色

谱柱为Zorbax SB 200A C18色谱柱，4．6 mm×250

mm(美国Zorbax公司提供)。梯度洗脱条件：0～

15 min，100％A一100％B；15～18 min，100％B一

100％A；18～25 min，100％A。体积流量1 mL／

min，柱温30℃，进样量20“L。检测：紫外，220

rim；以胰岛素注射液原液为标样，样品中胰岛素浓

度的计算为：
^

濞品=塑A×40 7(2)

式中，C样品为样品的浓度，A样品为样品的峰面积，

A标样为标样的峰面积，40为标样的浓度，单位

U／mL。胰岛素包埋率的计算公式为：
，1 、／o

妒=望辈岳竺×i00％ (3)
。

厶U

式中，Q为胰岛素的包埋率，3是指内水相被稀释了

3倍，因为按照复乳的配方，内水相在乳层中的体积

分数为50％，将乳层进行破乳时，乳层与破乳剂的

体积比为1：1，假定破乳后内水相与破乳剂完全混

溶，则内水相被稀释3倍。20是指理论上胰岛素全

部包封时内水相的浓度20 U／mL。

2结果与讨论

2．1 第二步乳化工艺参数对复乳粒度分布的影响

一般的，乳化过程的乳化强度对分散相液滴的

粒径有重要影响，乳化过程的本质是依靠剪切所产

生的粘性力克服Laplace压力梯度，以使分散相发

生变形并破裂形成液滴[z01，粘性应力的值等于剪切

所产生的速度梯度与连续相的黏度的乘积(式4)，

F=驰五du
(4)

式中，仇为连续相的黏度，(du／dx)为剪切所产生的

速度梯度，数值上与分散速度成正比，所以随着分

散速度的增大，粘性应力增大，分散相液滴粒径将

减小，本实验的结果验证了这一理论。由图2和图

3可见，随着第二步乳化过程乳化强度的提高，复乳

滴的体积平均粒径减小，平均比表面积增大。当乳

化强度从最小韵2 000 r／min，3 min增加到最强的

6 000 r／min，9 min时，复乳滴的体积平均粒径从

6．5 pm降低到0．37 IIm，平均比表面积从1．44 m2／

m3增大到38．7 m2／m3。

图2复乳制备时的分散速度和分散时间对复乳滴的

体积平均粒径的影响

Fig．2 Influences of stirring rate and stirring time of
the

second emulsifying procedure on the mean size of

the oily droplets of the multiple emulsions
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均粒径从5．315扯m降低到2．489弘m，平均比表面

积从1．4 m2／m3增加到14．74 1212／m3；当乳化时间

继续增加到8 min，所制备的复乳的体积平均粒径

从2．489肚m降低到0．513_uITI，而复乳滴的平均比

表面积从14．74 m2／m3增加到38．72 ITl2／m3；说明

随着第二步乳化时间的增加，乳化进行得越来越充

分，分散液滴的粒径越来越小。在最强的乳化条件

(6 000 r／min，8 min)下得到的复乳的体积平均粒

图3复乳制备时的分散速度和分散时间对复乳滴的 径0．513弘m已经接近简单乳状液的粒径范畴，说

平均比表面积的影响 明复乳滴有被过分打散的趋势(图4)。图4中的3

Fig．3 Influences of stirring rate and stirringtime ofthe 张显微图片分别是本研究中最弱乳化条件(2 000
second emulsifying procedure onthemean surface r／min，3 min)、中等乳化条件(4 000 r／rain，5 min)、
ofthe oily droplets ofthemultiple emulsions 最强乳化条件(6 000 r／min，8 min)下得到的复乳
分散时间的影响同样如此，在本研究中所使用 的显微照片。由图可知，最强乳化条件得到的复乳
的最高分散速度6 000 r／min的搅拌速度下，乳化 滴粒径最小，直观地表明了第二步乳化工艺强度对
时间从3 rnin增加到5 min，所制备的复乳的体积平 复乳滴粒径的影响。

(al：2￡l缕度2 ooo r／rain (¨，?塑裴i嘿4000 r／min (c)分散速度6 000 r／min
分散时IE3 rain 分散时间5 min 一芬蔽爵。简8 min

。

图4第二步乳化时的分散速度和分散时间对复乳滴粒径的影响的显微图片(×40倍物镜)

Fig．4 Microscopy of w／o／W multiple emulsions prepared at at different stirring rate and stirring time

2．2 第二步乳化工艺参数对复乳离心稳定性的影响

第二步乳化工艺参数对复乳离心稳定性的影

响见图5。由图可见，随着乳化速度和乳化时间的

增大，复乳的离心稳定性提高，这是由随乳化强度

提高复乳滴的粒径减小决定的。根据多相体系中

的分散相液滴上浮或下沉的沉降速率理论，分散相

液滴的上浮或下沉速度与液滴直径的平方根成正

比(式6)。L21J：

==：％／49dp(p--pp)3pCD· (6)

式中g为重力加速度，d，为分散相粒子粒径，』D

为连续相密度，pp为分散相液滴的密度，CD为分散

相与连续相相对运动的曳力系数，显然分散相粒子

粒径的降低使体系的离心稳定性提高。将复乳的

离心稳定性对其体积平均粒径的平方根作图(图

6)，可见二者成反比，相关系数达到0．915 5。这说

明复乳制备时的乳化强度通过影响复乳滴的平均

粒径而影响复乳的离心稳定性。使复乳的离心稳

定性最好的工艺条件是：6 000 r／min，8 min。

图5第二步乳化工艺参数对复乳的离心稳定性的影

响

Fig．5 Influences of stirring rate and stirring time of the

second emulsifying procedure On stability of the

multiple emulsions
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图6 复乳滴的体积平均粒径与其离心稳定性的关系

Fig．6 Relationship between mean size of oily droplet of

the multiple emulsion and it’S stability

2．3第二步乳化工艺参数对胰岛素包埋率的影响

复乳的乳化工艺参数对复乳胰岛素包埋率的

影响规律与对其稳定性的影响规律正相反。如图7

所示趋势可知，随分散速度和分散时间的增加，复

乳的胰岛素包埋率显著降低，当乳化强度从最小的

2 000 r／min，3 min增加到最强的6 000 r／min，9

min时，复乳对胰岛素的包埋率从55％降低到

10％。

图7第二步乳化工艺参数对复乳的胰岛素包埋率的

影响

Fig．7 Influences of stirring rate and stirring time of the

second emulsifying procedure on IEE of multiple

emulsions

如前所述，乳化强度的提高会导致复乳滴的粒径

减小，比表面积增加。在将初乳进行二次乳化形成复

乳滴的过程中，初乳相被逐步剪切成小的分散油滴，

在此过程中，只有处在初乳相内部的内水滴中的胰岛

素才有可能被包埋在油滴中，而被剪切处的内水滴将

被打破，与外水相合并，其所溶解的胰岛素便随之进

入外水相，不能被包埋。所以，第二步的乳化强度越

大，形成的复乳滴的粒径越小，所形成的第二界面越

大(平均比表面积越大)，复乳的包埋率越低，这一规

律在乳化强度提高，复乳滴的比表面积超过10 m2／

m3以后表现得很显著(图8)。这一区域内复乳的包

埋率与其比表面积成明显的反比关系，相关系数达到

0．945 9，而在比表面积小于10 m2／rn3的范围内，复

乳的包埋率与其比表面积的相关系数只有0．334 9。

这是由于在此范围内，胰岛素的包埋率除了受比表面

积的影响外，还主要受到包埋在复乳滴内部的内水滴

向外水相的迁移释放速度的影响。已发表的文献认

为，包埋在内水相中的活性物质可能通过分子扩散、

胶束扩散以及整个内水滴向外表面的转移并破裂等

几种途径转移到外水相[2}24]，而这几种途径的速度都

与复乳滴的大小有关。复乳滴越大，几种途径的转移

所需要通过的距离越长，则内部的包埋物的释放越

慢。所以，当乳化强度较小造成复乳滴的体积平均粒

径较大时，活性物质的包埋率与比表面积的关系的显

著性降低，而与体积平均粒径的相关性增大。将此区

域内的胰岛素包埋率与体积平均粒径的关系做图(图

9)，可见，在此区域内，胰岛素包埋率与体积平均粒径

成正比，相关系数达到0．890 5，这说明复乳的胰岛素

包埋率与其比表面积的关系分为两个区域的论断是

正确的。
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复乳滴比表面积／(m2／m3)

图8复乳的胰岛素包埋率与其比表面积的关系分为

两个区域

Fig．8 Relationship between the drug encapsulation effi·

ciency of multiple emulsion and its mean surface

is different when the mean size of the oily drop-

lets is different
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图9复乳滴的体积较大时。复乳的胰岛素包埋率与其

体积平均粒径成正比

Fig．9 Direct ratio between drug encapsulation efficiency

and mean size of oily droplets of multiple emul‘

sion when the oily droplet are relatively big
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4 结 语

研究了两步乳化法制备复乳的工艺中第二步

乳化工艺参数对复乳的稳定性和药物包埋能力的

影响，结果表明，在相同的配方和初乳制备工艺条

件下，第二步乳化强度越大，复乳滴的体积平均粒

径越小，平均比表面积越大，复乳的离心稳定性提

高，但是胰岛素的包埋率降低。具体说来，胰岛素

包埋率和体积平均粒径的关系又分为两个区域：当

乳化强度较小时，复乳滴的体积较大，内部包埋药
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