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基于 SDS 增溶的共聚物胶束中辅酶 Q 10含量分析
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摘 � 要: 对酪蛋白-葡聚糖共聚物胶束作为输送体系而言,所包埋营养素的总量是评价其质量的重

要指标。表面活性剂十二烷基硫酸钠( SDS)在将共聚物胶束解体的同时使辅酶 Q 10增溶于水中,

从而便于进行定量分析。实验结果表明:当 SDS浓度为 0� 31 mo l/ L、孵育温度 30 � 、硼氢化钠 7

mg / mL、用量 100 �L、还原时间 3~ 5 min 时, SDS 增溶法的加样回收率在( 98� 77 � 1� 60) % ~

( 95� 90 � 0� 80) %之间。同时, 共聚物中酪蛋白单元的内源荧光和外源荧光光谱分析显示, 当
SDS浓度为 0~ 0� 5 mol/ L 时, SDS会部分改变酪蛋白单元的疏水结构; 且 SDS 浓度为 0� 31 mol/
L 时, SDS 与酪蛋白单元疏水区的相互作用几乎不受温度的影响。
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Determination of Content of Coenzyme Q10 in Copolymer Micellers

with SDS Solubilization
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Abstract:T he total content of nut rient is an impo rtant index for evaluat ing the quality o f casein-

dex tr an copolymer micel lers as a deliver y sy stem� Sodium dodecy l sul fate ( SDS) as a sur factant

can be used to disorg anize copolymer micellers and make coenzyme Q 10 solubilize in w ater for

quant itat ive analysis� In this study, the recovery rate of coenzyme Q 10 from blank casein-dex t ran

copo lymer micellers ranged from ( 98� 77 � 1� 60) % to ( 95� 90 � 0� 80) % w ith condit ions as

follow s: SDS concentrat ion 0� 31 mol/ L , incubat ion temperature 30 � , sodium bo rohydr ide ( 7

mg/ mL) dL, reduction t ime 3~ 5 min. The analysis of synchronous and exogenous fluorescence spectra

indicated that the hydrophobic region of casein unit of copolymer was partly changed during solubilizat ion

at SDS concentration form 0 to 0� 5 mol/ L. The interaction between SDS and hydrophobic region w as
not influenced by temperature w hen the concentration of SDS was 0� 31 mol/ L .
Key words: solubilizat ion, copolymer micell lers, sodium dodecy l sulfate, co enzyme Q 10



� � 辅酶 Q 10 ( CoQ 10 )是一种脂溶性微量营养素 [ 1] ,

存在于活细胞的线粒体中,其缺乏经常会引起多种

疾病。但 CoQ 10水溶性差, 口服摄取后经胃肠道吸

收率低。因此, 各国学者采用多种手段提高其溶解

性和生物利用率。较早的方法从改善 CoQ 10自身结

构入手,通过酯化方法可以明显提高血药浓度
[ 2]
,

但是不能提高各器官的 CoQ 10含量。随着纳米技术

的发展,输送体系在营养素的包埋、增溶、控释、靶

向释放等方面表现出良好的特性, 因而逐渐受到研

究者们的重视, 已见报道的包括乳剂、多重乳状液、

纳米粒等[ 3- 5] 。这些输送体系所用的材料或多或少

涉及表面活性剂, 尽管制备工艺已较成熟, 但不属

于公认的安全原料范畴而不能广泛应用于食品

中[ 6]。

天然生物大分子材料如蛋白质和多糖, 由于来

源广泛、价格便宜、细胞相容性和生物降解性高, 与

传统材料相比具有更好的应用前景 [ 7- 8]。蛋白质与

多糖经美拉德偶联反应形成共聚物,其多羟基的特

点可改善复合物的亲水-亲油平衡,其多糖的无规线

团结构特质可改善复合物的热稳定性, 同时, 多糖

大分子可改善复合物的界面空间稳定性, 与蛋白质

相比具有明显的优势, 因此可以作为构建纳米输送

体系的理想基材。目前, 基于酪蛋白-葡聚糖共聚物

制得的纳米粒已用于包埋 �-胡萝卜素[ 9] 。

输送体系中营养素的总量是评价其品质的重

要指标,而其定量主要基于体系中营养素的有效释

放。目前基于蛋白质-葡聚糖共聚物为壁材的输送

体系中营养素含量测定方法报道较少。已见报道

的是采用胃蛋白酶和胰蛋白酶水解共聚物, 释放包

埋的 �-胡萝卜素以供分析 [ 9] , 但酶处理具有作用条

件温和、反应时间长( 24 h)、且反应不彻底等问题,

不适合快速检测。十二烷基硫酸钠( SDS)是强烈的

蛋白质变性剂,当浓度较低时, 可以破坏蛋白质胶

束的水化膜,使其失去稳定性而沉淀; 当浓度的增

加至与蛋白质链的结合达到饱和时, SDS 自由胶束

与SDS-聚合物混合胶束共存于体系。同时, SDS 作

为一种亲水性较强的表面活性剂( HLB值 10� 6) ,
也能显著改善脂溶性物质在水中的溶解性。因此,

SDS作为增溶增敏剂被广泛应用于化学分析领域。

基于此, SDS 增溶可将共聚物胶束解体从而将营养

素释放, 并且营养素也处于增溶后的胶束中, 以便

定量测定。

作者以 CoQ 10为营养素模型, 采用 SDS 对酪蛋

白-葡聚糖共聚物胶束和 CoQ 10体系增溶,以供紫外

分光光度法测定 CoQ 10的总量,并与酶(或酸)水解

释放营养素结合有机溶剂萃取的方法进行了比较。

通过浊度测定、蛋白质内源荧光以及外源荧光的变

化追踪孵育温度和 SDS 浓度对增溶效果的影响,确

定还原剂 NaBH 4的用量及反应时间。旨在建立一

种简单、快速、可行的蛋白质-多糖共聚物胶束中营

养素总量的分析方法。

1 � 材料与方法

1. 1 � 材料与设备

辅酶 Q l0原料( 98� 0% ~ 101� 0% ) : 日清制药公
司产品;辅酶 Q 10标准品( 98%)、胃蛋白酶、芘(荧光

光谱级) : Sigma 公司产品; Alcalase: 诺维信公司产

品; N酶:日本株式会社产品;酪蛋白、葡聚糖(右旋

糖酐 2万) (分析纯) : 国药集团化学试剂有限公司

产品。

501型超级恒温水浴: 上海实验仪器厂产品;

ZX98-1型旋转蒸发仪: 上海有机研究所产品; 超高

压均质机 NS1001 L2K: 意大利 Niro Soavi公司产

品; UV-1600 紫外可见分光光度计: 上海美普达仪

器有限公司产品; 荧光分光光度计 F-7000: 日本日

立公司产品。

1. 2 � 实验方法

1� 2� 1 � 酪蛋白-葡聚糖共聚物胶束的制备 � 采用美
拉德反应法制备共聚物[ 10] 。酪蛋白和葡聚糖摩尔

比为 1 �7, 美拉德反应时间为 20 h。

采用乙醇注入-超高压均质法制备胶束。将酪

蛋白-葡聚糖共聚物溶于 55 � 水中,控制酪蛋白质
量浓度为 1 mg / mL, 搅拌 10 m in以充分溶解。称

取 CoQ 10加入到 2 mL 无水乙醇中于 55 � 水浴中

溶解,边搅拌边用注射器快速将其注入共聚物水溶

液中,搅拌 30 min, 旋转蒸发除去乙醇( 55 � , 真空
度 0� 1 MPa) ,迅速冷却, 用稀盐酸溶液调整 pH 值

为 4� 6,高压均质处理, 4 � 静置过夜。
1� 2� 2 � 基于蛋白质的酶解测定共聚物胶束中
CoQ 10总量 � 取 1 mL 待测样品,加入酶液(胃蛋白

酶、Alcalase、N 酶)孵育 24 h。反应结束后,按有机

溶剂洗涤法将 CoQ 10富集以供定量分析 [ 11]。在待

测样中加入 5 mL 石油醚, 振荡充分混合后, 2 000

r/ m in 离心 5 min,移取上层有机相于另一试管中,

加入 5 mL 石油醚重复萃取一次, 合并有机相,用氮

气吹干,定容至 10 mL。采用相同方法处理空白样

品作为对照,测定处理液在 275 nm 处以 NaBH 4还

原前后的吸光值之差 �A。

采用紫外分光光度法测得 CoQ 10在乙醇溶液中

的标准曲线[ 12] , 得到回归方程为:
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�A= 0� 001 5 � CoQ 10 - 0� 007 9 ( R2= 0� 999 4)。
1� 2� 3 � 基于蛋白质的酸解测定共聚物胶束中
CoQ 10总量 � 取 1 mL 待测样品, 加入 1 mL 浓盐酸,

80 � 孵育 2 h,按 1� 2� 2所述方法测定 CoQ10含量。

1� 2� 4 � 基于 SDS增溶的共聚物胶束中 CoQ 10总量

的分析方法

1) SDS浓度及孵育温度对增溶效果的影响分

析 � 透光率的测定 � 取 0� 5 mL 待测样液于 10 mL

具塞刻度试管中,移入一系列浓度的 SDS水溶液 3

mL,振摇, 孵育, 用去离子水定容至刻度。测定处

理液在 600 nm处的透光率。

内源荧光光谱分析 SDS 浓度及孵育温度对增

溶效果的影响 � 将 0� 5 mL 空白胶束移入试管, 加
入一系列浓度的 SDS水溶液,孵育,定容至 10 mL。

在激发波长为 295 nm, 荧光发射和激发狭缝宽度均

为 2� 5 nm的条件下, 分析 280~ 400 nm 范围内的

荧光光谱[ 13] 。

外源荧光光谱分析 SDS 浓度及孵育温度对增

溶效果的影响 配置芘的乙醇储备液。移取 100 �L

储备液于试管中, 用氮气吹干。将 0� 5 mL 空白胶
束移入试管,振荡后置于 40 � 水浴中超声 40 m in,

继续孵育 24 h。加入一系列浓度的 SDS水溶液,孵

育后定容。芘的最终浓度为 10-6mol/ L。激发波长

为 335 nm,荧光发射和激发狭缝宽度均为 2� 5 nm,
测定芘在 350~ 550 nm 范围内的荧光光谱。第一

发射峰( 373 nm I1 )与第三发射峰( 384 nm I3 )的荧

光强度比值 I1 / I 3表征芘所处微环境的极性[ 13] 。

2) 还原剂用量及反应时间的确定 � 取 0� 5 mL
待测样液于 10 mL 具塞刻度试管中, 移入 1 mol/ L

的SDS水溶液 3 mL, 振摇, 于 30 � 下孵育20 m in,
用去离子水定容至刻度, 加入硼氢化钠溶液, 测定

275 nm处的吸光值。

3) CoQ 10在 SDS 溶液中的标准曲线 � 配置

CoQ 10乙醇溶液,移入 SDS水溶液增溶,振摇并定容

至刻度,即得 CoQ 10标准溶液。回归方程为: �A =

0� 001 4 � C- 0� 009 3( R 2= 0� 999)。
4) SDS增溶法的回收率分析 � 移取 1 mL 空

白胶束,分别加入梯度 CoQ 10乙醇溶液, 加入 SDS

水溶液进行增溶。测定 CoQ 10总量, 计算方法的回

收率。

1� 2� 5 � 产率计算方法 � 产率= (产品中 CoQ 10总

量/理论添加 CoQ 10总量) � 100%

1� 2� 6 � 数据处理与分析 � 所有试验结果至少重复
3次取平均值,并计算标准偏差( S�D� )。结果采用
X= X � S . D.表示。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 酶解与酸解对共聚物胶束中 CoQ10释放量的

影响

蛋白质是氨基酸经肽键连接构成的生物大分

子, 采用蛋白酶可将肽键断裂, 使蛋白质分解为多

肽, 从而使包埋在胶束中的营养素释放出来以便定

量分析[ 14]。通过比较几种常用蛋白酶的分析结果

发现, 产品中 CoQ 10含量均小于理论添加量的

70% ,且不同酶之间存在差异, 这可能与酶的作用

方式有关(见表 1)。当水解反应进行到一定程度后

酶活降低,使反应不彻底。且肽段间疏水作用和二

硫键的存在使胶束内核少量酪蛋白单体仍牢固结

合, 同时酶解产生的游离单肽链因倾向于能量最低

状态,故自发卷曲 (非直链形式)缠绕于微球内核,

导致 CoQ 10释放不完全[ 15]。

强酸也可将蛋白质水解, 且水解程度较酶高,

故选择浓酸对共聚物胶束进行作用。蛋白质经浓

盐酸水解后,一级结构被严重破坏,疏水结构塌陷,

释放出大量 CoQ 10 ,测得含量较酶法高,但仍不足理

论添加量的 80%。此外, 酶水解反应耗时、反应不

彻底;酸水解反应需在高温、浓酸下进行,因此两者

皆不适合作为分析测定的方法。

表 1� 水解方式对胶束中 CoQ10含量测定的影响

Tab. 1 � Effect of hydrolysis method on the determination of

CoQ10 content in miceller

水解方式 产率/ %

胃蛋白酶 66� 94� 2� 16

N 酶 63� 85� 0� 98

A lcalase 43� 47� 7� 03

酸解浓盐酸 75� 07� 0� 66

2� 2 � SDS及共聚物对 CoQ10含量测定的影响

CoQ 10的紫外分光光度法测定主要是基于

CoQ 10中的= O以及 C= C 双键在275 nm 处有特征

吸收 A 1 , 当加入适量的还原剂硼氢化钠后, = O 被

还原为-OH , 此时测得的仅是 C= C 双键在 275 nm

处的吸收 A 2 ,吸光值之差 �A 反映的即是= O的特

征吸收值。为探究 SDS 以及共聚物是否对 CoQ 10

紫外吸收产生干扰, 对 CoQ 10-SDS 体系、CoQ 10-乙

醇体系、共聚物-SDS体系进行紫外扫描(见图 1)。

由图 1可见, CoQ 10-SDS体系和 CoQ10-乙醇体

系在 275 nm 处都有较强且独立的吸收峰。共聚物-

SDS体系在 275 nm 处有微弱吸收, 吸光值约 0� 1,
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经硼氢化钠还原后, 吸光值几乎不变,不会对 CoQ 10

总量测定造成干扰(见图 2)。因此利用 275 nm 处

的吸光值之差与浓度的对应关系对 CoQ 10进行定量

分析。

图 1� DS和共聚物对 CoQ10紫外吸收光谱的影响

Fig. 1 � Effect of SDS and copolymer on UV spectrogram

of CoQ10

图 2 � 硼氢化钠还原前后共聚物-SDS体系的紫外吸收

光谱

Fig. 2 � UV spectrogram of copolymer-SDS solution prior

to and after being reduced by NaBH4

2� 3 � SDS浓度对 CoQ10增溶效果的影响

SDS与负载了 CoQ 10的共聚物胶束结合并对其

有增溶作用,以透光率的方法检测不同浓度的 SDS

与共聚物在溶液中混合胶束的形成。100%透光率

表明共聚物胶束完全解体并形成混合胶束。如图 3

( a)所示,随着 SDS 浓度( CSDS )的增加,透光率逐步

上升,当溶液中 CSDS为 0� 31 mol/ L 时,透光率达到
100% ,此后趋于平衡。这表明在 SDS 的作用下, 共

聚物和 CoQ 10所处的微环境发生改变, 导致在水相

中的溶解度提高。

酪蛋白中色氨酸和酪氨酸残基的特殊荧光光

谱可作为研究蛋白质性质的重要手段 [ 16]。酪蛋白

中有 3个色氨酸残基位于疏水区, 可以对蛋白疏水

区的变化提供有力证据[ 17-18] 。研究表明, 299 nm 处

的发射吸收峰为酪氨酸残基所贡献, 350 nm 处的发

射吸收峰为色氨酸残基所贡献。由图 4( a)可见, 随

着 CSDS增加, 295 nm 处酪氨酸残基的荧光强度在

CSDS小于 0� 002 mol/ L 时迅速降低, 0� 002~ 0� 004
mo l/ L 缓慢降低, 大于 0� 006 mo l/ L 时则基本不
变。350 nm 处色氨酸残基的荧光强度在 CSDS小于

0� 004 mol/ L 时缓慢降低, 0� 006~ 0� 31 mol/ L 逐
渐升高, 0� 31 mo l/ L 时达到最大。这表明 SDS 导

致酪蛋白单元的二级结构发生改变, 对共聚物胶束

结构造成了破坏, 改变了胶束疏水微环境。文献报

道也显示蛋白质和 SDS 混合液中, 当 SDS 浓度低

于临界聚集浓度( cac, 0� 002 2 mol/ L)时, SDS单体
渗透进入蛋白质胶束, 使蛋白质的疏水结构有一定

程度膨胀,极性增大;当浓度大于 SDS 临界胶束浓

度( cmc, 0� 0035 mo l/ L )时, SDS 自身聚集成胶束,
且大量聚集, 使蛋白质疏水性增强, 此时溶液中存

在 SDS聚集体和蛋白质形成表面张力非常低的复

合物,同时溶液中也分布着 SDS胶束聚集体 [ 19- 20]。

图 3 � SDS浓度( a)与孵育温度(b)对负载了 CoQ10的

共聚物胶束的增溶效果

Fig. 3 � Effect of SDS concentration ( a) and incuba-

tion temperature ( b) on the solubilizing curve

of CoQ10-copolymer micellers

芘是一种疏水性探针, 在水中的溶解度约为

7� 0 � 10-7 mol/ L , 其荧光寿命较长, 常用来探测所
处区域的极性。由图 4( b)可见, 共聚物-SDS 体系

中, 随着 CSDS的增加, I 1 / I 3逐渐降低, 在浓度大于

0� 004 mol/ L 以后则基本保持不变。SDS 溶液中,
当 CSDS小于 0� 004 mol/ L 时, I1 / I 3大幅度下降, 随
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后则无显著变化; 胶束-SDS 体系中 SDS 浓度低于

0� 004 mol/ L 时, I 1 / I 3均明显小于 SDS溶液, 芘所

处环境的疏水性较高,说明含有共聚物-SDS 混合胶

束的体系比单纯 SDS 溶液疏水性强。当 CSDS继续

增大, I 1 / I 3几乎不变,且两个体系差异不显著,此时

体系中大量形成 SDS胶束,可使处于共聚物胶束疏

水区的芘探针转移到 SDS胶束中。

综合透光率、酪蛋白内源荧光和外源荧光光谱

分析结果,当 CSDS增加到一定程度, 会部分改变蛋

白质的疏水结构, 从而使共聚物胶束解体, 形成混

合胶束,同时大量 SDS胶束也使 CoQ 10增溶于体系

中,体系透光率接近 100%, 达到很好的增溶效果,

实验最终选择增溶共聚物胶束体系中 SDS 浓度为

0� 31 mo l/ L。
一般情况下,反应时间是除浓度外影响反应的

另一重要因素。实验中通过测定不同浓度 SDS 增

溶液的透光率随时间的变化,发现在 2 h 内,各增溶

液的透光率几乎没有改变。说明 SDS 浓度低于

0� 31 mo l/ L 时, SDS 增溶效果并没有随时间的延长
而积累。

图 4� SDS浓度对体系内源荧光和外源荧光强度的影响

Fig. 4� Effect of SDS concentration on the endogenous ( a)

and exogenous ( b) fluorescence intensity

2� 4 � 温度对 SDS增溶效果的影响

温度改变分子间的作用包括增溶物与表面活

性剂间的作用, 以及表面活性剂与溶剂间的作用。

当温度升高时, 热运动使表面活性剂的胶束空间增

大, 提高增溶物在胶团中的溶解度, 但对离子型表

面活性剂的临界胶束浓度和胶束聚集数影响较小。

图 3( b)表明,在实验范围内, 低温下增溶效果较好,

20 � 和 30 � 孵育后透光率均接近 100%。升高孵

育温度,透光率下降, 这可能与蛋白质的溶解性有

关。大多数蛋白质的溶解度在 0~ 40 � 范围内随
温度的升高而提高, 但酪蛋白属于高疏水性蛋白,

温度和溶解度呈负相关。当体系中温度较高时, 热

动能增加导致蛋白质结构展开,原在结构内部的非

极性基团暴露,促进了聚集和沉淀作用, 使其溶解

度下降。图 5( a)和( b)分别为不同温度下内源荧光

强度和外源荧光强度的变化,表明在实验温度范围

内, 荧光强度几乎不受温度的影响, 说明当体系中

SDS浓度较高时( 0� 31 mol/ L ) , SDS 和酪蛋白疏水
区的相互作用对温度不敏感。实验选择孵育温度

为 30 � 。

图 5� 孵育温度对体系内源荧光和外源荧光强度的影响

Fig. 5 � Effect of incubation temperature on the endoge-

nous (a) and exogenous (b) fluorescence intensity

2� 5 � 硼氢化钠溶液用量及还原反应平衡时间的确定
硼氢化钠( 7 mg/ mL)加入量为 30 �L 时,还原

反应速率较乙醇溶液中慢,约在第 9 m in 达到平衡;

当加入量为 100 �L,还原反应速率和乙醇溶液中基

本相同, 3 min 即可达到平衡; 加入量增加至 200

�L, 还原反应速率进一步提高, 反应达到平衡的时

间缩短为 2 min, 同加入量 100 �L 相比, 提升幅度

并不大(见图 6)。因此,测定 0� 31 mo l/ L SDS 增溶
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体系中的 CoQ10含量时, 硼氢化钠的加入量为 100

�L, 反应时间确定为 3~ 5 min。

图 6� 硼氢化钠用量及作用时间对 A275 nm的影响

Fig. 6 � Effect of NaBH4 concentration and reaction time

on the A275

2� 6 � SDS增溶法的回收率及共聚物胶束中 CoQ10

的产率

采用 SDS 增溶法对不同质量浓度的 CoQ 10-空

白胶束混合液中 CoQ 10质量浓度进行测定 (见表

2) ,由表 2可见, 基于 SDS 增溶共聚物胶束的回收

率较高,均在 95%以上,适应浓度范围较广( RSD)

均在 3%以内。

采用 SDS 增溶释放共聚物胶束中的 CoQ 10 , 采

用紫外分光光度法进行定量分析, 共聚物胶束的产

率如表 3所示。结果表明, 对于不同理论载量的

CoQ 10共聚物胶束, SDS增溶法的 RSD均较低。此

外,比较发现,随着载量的提高,共聚物胶束对 CoQ10

的包埋能力有所下降, 部分 CoQ 10可能由于未被胶

束化,在超高压均质等工艺中损失。

表 2 � SDS增溶法的回收率

Tab. 2 � Recovery rates of SDS solubilization method

添加量/
(�g / mL )

测得量/
(�g/ mL)

(回收率 �
标准偏差) / %

RSD/%

189 186. 67 98. 77 � 1. 60 1. 62

315 311. 04 98. 74 � 2. 89 2. 92

441 422. 91 95. 90 � 0. 80 0. 84

表 3 � 不同载量 CoQ10共聚物胶束的产率

Tab. 3 � Yield rate of copolymer micellers with different CoQ10
loading capacity

理论载量/ % (产率 � 标准偏差) / % RSD/%

1 99� 80 � 1� 52 1� 52

5 90� 77 � 2� 47 2� 72

10 82� 70 � 1� 58 1� 91

3 � 结 � 语

采用 SDS增溶法将共聚物胶束解体释放包埋

在其中的 CoQ 10 ,再以紫外分光光度法进行定量分

析, 该方法操作简单、省时、准确性较好, 可作为定

量评价天然大分子纳米输送体系质量的分析方法。

较优的增溶条件为: SDS 浓度 0� 31 mol/ L、孵育温
度 30 � 、硼氢化钠( 7 mg/ mL)用量 100 �L、还原时

间 3~ 5 min。采用内源和外源荧光光谱分析初步

探讨 SDS 对 CoQ 10胶束的增溶机制, 发现 SDS 通过

部分改变酪蛋白单元的疏水结构达到快速增溶的

效果,从而使 CoQ 10充分释放,以便定量分析。
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