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VC 与 VE 复方微乳的制备及其质量评价
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　　[摘　要 ]　用合适的表面活性剂、V E 油溶液和V C 水溶液制备一种适合皮肤涂抹用药的V C 和V E 复方微乳,

并用透射电子显微镜测定其粒径,高速离心法、温度梯度法和恒温加速试验检验其稳定性,紫外分光光度法测其有

效成分含量,急性毒性试验、皮肤刺激性试验、眼刺激性试验检验其安全性。结果表明,制备的V C 和V E 复方微乳粒

径为 10～ 100 nm ,符合微乳的粒径要求。样品经 4 000 röm in 离心 30 m in 和 37 ℃相对湿度为 75%的条件下保存 3

个月均保持澄清透明,未见分层或絮凝,其稳定温度范围为 4～ 60 ℃。样品中V C 和V E 的含量分别为 (182. 91±

2. 39)和 (13. 97±0. 60) m gömL ,平均回收率分别为 103. 3%和 96. 7%。该V C 和V E 复方微乳无经口毒性、皮肤刺

激性和眼刺激性,适合用于皮肤给药。
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Abstract: To p repare a vitam in C and vitam in E com b inat ion m icro2em u lsion w ith su itab le su rfactan t,

vitam in E o ily so lu t ion and vitam in C aqueou s so lu t ion and evaluate its average diam eter, physica l stab ility,

con ta in ing concen tra t ion of vitam in C o r vitam in E and Safety by electron m icro scope, stab ility tests, uv

spectropho tom etry, and safety w ere tested respect ively. T he resu lts show ed that the average diam eter of

the samp le w as 10- 100 nm ,w h ich acco rded w ith that of m icro2em u lsion. It w as stab le after go ing th rough

cen trifugat ion at 4 000 rpm fo r 30 m in and sto rage at 37 ℃ fo r th ree mon th s, the range of the stab le tem 2
pera tu re w as 4- 60 ℃. T he accu racy of assaying w as good. T he resu lts of the safety evaluat ion s show ed

that the m icro2em u lsion had no tox icity and st im u la t ion to the sk in and eyes. So , vitam in C and vitam in E

com b inat ion m icro2em u lsion is su itab le fo r sk in drug delivery system s.
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　　维生素 C (V C )和维生素 E (V E )是常见的抗氧

化剂,单独使用时均有抗氧化损伤、增强机体免疫功

能等作用。有研究[123 ]表明,这 2种维生素还具有协

同增效作用。但由于V C为水溶性,而V E 为脂溶性,

二者的结合使用尚有一定困难。特别是透皮给药时,

只能勉强制成普通乳状液。但普通乳状液具有形成

困难、生产成本高,不稳定、易发生聚结和粒径大、不

易吸收等缺点,从而限制了其临床应用。因此,研制
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V C 与V E 的复方制剂具有重要意义。

近年来,微乳作为药物的载体受到广泛的关注,

且已应用于多种药物,如利多卡因、布洛芬、酮洛芬

等透皮给药制剂[426 ]。与普通乳状液相比,微乳粒径

只有 10～ 100 nm ,稳定性好,渗透力强,可显著提高

药物的生物利用度;再加上微乳可以自发形成,其生

产成本大大低于普通乳状液。本试验研制成一种水

包油型V C 与V E 复方微乳,并对其稳定性和安全性

进行检验,旨在开发一种适合透皮给药、安全无毒、

又能有效地发挥V C 与V E 协同作用的复方新剂

型。　　　　　

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　试验动物　白色豚鼠 (质量 350～ 450 g) ,新

西兰家兔 (质量 1. 5～ 2. 5 kg)和昆明种远交系健康

小鼠 (质量 18～ 22 g) ,均购自第四军医大学。

1. 1. 2　主要试剂　V C 和V E 购自瑞士2罗氏公司;

聚氧乙烯醚 (40)氢化蓖麻油 (RH 240)购自山东永发

化工厂; 肉豆蔻酸异丙酯 ( IM P)购自杭州高绮香精

公司; 高锰酸钾、无水乙醇、亚甲级蓝和苏丹红等均

购自北京化学试剂公司。

1. 2　V C 与V E 复方微乳的制备

将V E 和 IPM 按 1∶4 (质量比)混合均匀,配制

混合油备用。将V C 溶于蒸馏水中配置成质量分数

25%的水溶液。以RH 240为表面活性剂,按 9∶1～

1∶9的规律改变表面活性剂和混合油的比例,配制

9种混合液,再逐滴加入V C 水溶液,搅拌均匀,直到

形成澄清透明的微乳液。采用表面活性剂用量最少

的配方制备 V C 与 V E 复方微乳, 进行以下试

验。　　　　　

1. 3　V C 与V E 复方微乳类型的鉴定

将水溶性的亚甲基蓝和油溶性的苏丹红分别滴

加到微乳制剂中,观察两种染色剂在微乳制剂中的

扩散速度。如果亚甲基蓝的扩散速度快,则微乳为水

包油 (O öW )型; 如果苏丹红的扩散速度快, 则为油

包水 (W öO )型;二者一样快,则为双连续型[7 ]。

1. 4　V C 与V E 复方微乳液粒径的测定

取适量V C 与V E 复方微乳制剂,用蒸馏水稀释

10 倍后,夹取铜网浸入其中,数分钟后,取出,经 20

göL 的磷钨酸染色后,灯光下烤干,电镜观察。

1. 5　V C 与V E 复方中V C 和V E 含量的测定[8 ]

制备 3批样品,用于V C 和V E 含量测定。

1. 5. 1　V C 含量的测定　①标准曲线的制备。分别

精密称取一定量V C 标准品置于 50 mL 容量瓶中,

再分别加入 2. 0 mL KM nO 4 溶液 ( 2. 3× 10- 3

mo löL )和 6 mL H 2SO 4 (1 mo löL ) ,蒸馏水定容至刻

度,配制成V C 浓度分别为 200, 150, 100, 50 ΛgömL

的标准溶液, 紫外分光光度法测其在 580 nm 处的

吸光度 (A 标)。取 2. 0 mL KM nO 4 溶液 (2. 3×10- 3

mo löL )和 6 mL H 2SO 4 (1 mo löL )于 50 mL 容量瓶

中, 蒸馏水定容至刻度, 测其吸光度 (A o ) , 计算

∃A 标: ∃A 标= A o- A 标。②样品中V C 含量的测定。取

2. 0 mL KM nO 4 溶液 (2. 3×10- 3 mo löL )和 6 mL

H 2SO 4 (1 mo löL )置于 50 mL 容量瓶中,加入样品溶

液 2 mL ,蒸馏水定容至刻度,测其吸光度 (A 样) ,计

算样品 ∃A 样: ∃A 样= A o - A 样; ③加标回收率的测

定。取 2. 0 mL KM nO 4 溶液 (2. 3×10- 3 mo löL )和 6

mL H 2SO 4 (1 mo löL )置于 50 mL 容量瓶中,加样品

溶液 2 mL ,再加入 0. 002 5 g V C 对照品,蒸馏水定

容至刻度, 测其吸光度 (A 加标 ) , 计算加标溶液

∃A 加标: ∃A 加标= A o- A 加标。平行测定 3次,求其平均

值。

1. 5. 2　V E 含量的测定[9 ]　①标准曲线的制备。精

密称取V E 对照品 0. 10 g 置于 50 mL 容量瓶中,加

无水乙醇溶解并稀释定容至刻度,作为对照备用液。

精密吸取对照备用液 2 mL ,置于 50 mL 容量瓶中,

加无水乙醇稀释定容至刻度,作为对照品溶液。分别

精密吸取对照品溶液 1. 0, 2. 0, 3. 0, 4. 0 和 5. 0 mL

置于 50 mL 容量瓶中, 加无水乙醇稀释定容至刻

度,摇匀,紫外分光光度法测其 285 nm 处的吸光度

(A 标) ;②V E 含量的测定。取 1 g 微乳液于 50 mL 容

量瓶中,加无水乙醇溶解并稀释定容至刻度,摇匀,

285 nm 处测样品液的吸光度 (A 样) ; ③加标回收率

的测定。取 1 g 微乳液于 50 mL 容量瓶中,再加入

0. 001 g V E 对照品,加无水乙醇溶解并稀释定容至

刻度,摇匀, 285 nm 处测加标溶液的吸光度 (A 加标) ,

平行测定 3次。

1. 6　V C 与V E 复方微乳稳定性检验

分别用高速离心法 (4 000 röm in, 30 m in)、温度

梯度法 (分别在 0, 4, 25, 40, 60 和 80 ℃水浴环境中

放置半个月)和恒温加速法 (37 ℃及相对湿度为

75%的条件下保存 3个月)检验其稳定性,观察是否

有分层、絮凝或沉淀等现象发生。

1. 7　V C 与V E 复方微乳急性毒性试验

选昆明种远交系健康小鼠 20只 (雌雄各半) ,试

验前禁食 16 h 后,按 6 000 m gökg (按V C 计)的剂量

一次性经口灌胃V C 与V E 复方微乳。灌胃后,连续
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14 d 观察动物中毒表现并计数死亡小鼠, 计算

L D 50。根据 GB 7919- 87《化妆品安全性评价程序和

方法》进行刺激强度评价: L D 50< 1时判为极毒, 1≤

L D 50 < 50 时为剧毒, 50≤L D 50 < 500 时为中等毒,

500≤L D 50 < 5 000 时为低毒, L D 50≥5 000 时为无

毒。

1. 8　V C 与V E 复方微乳急性皮肤刺激试验

取白色豚鼠 20只,雌雄各半。实验前 24 h 在背

部两侧剪毛,去毛范围左右各约 3. 0 cm×6. 0 cm。

吸取微乳 0. 1 mL 涂在 2. 5 cm×2. 5 cm 的四层纱

布上,敷贴在右侧皮肤上,然后用一层油纸覆盖,再

用无刺激性胶带和绷带加以固定。左侧用蒸馏水作

为对照,敷贴时间为 24 h。试验结束时用温水除去

残留微乳。于除去微乳后 1, 24和 48 h 观察敷贴部

位皮肤反应,根据 GB 7919- 87《化妆品安全性评价

程序和方法》进行皮肤反应积分和刺激强度评价:分

值 0～ 0. 4 为无刺激性, 0. 5～ 1. 9 为轻刺激性,

2. 0～ 5. 9为中等刺激性, 6. 0～ 8. 0为强刺激性。

1. 9　V C 与V E 复方微乳眼刺激试验

取 10只健康家兔进行单次给药眼刺激性试验,

雌雄各半。将 0. 1 mL 微乳液滴入受试动物右眼结

膜囊内,左眼用同等量的生理盐水为对照。滴药后使

眼被动闭合 5～ 10 s, 记录滴药后 1, 6, 24, 48, 72 h

眼的局部反应。将受试组每一家兔、每一检查时间的

眼角膜、虹膜和结膜的刺激反应分值相加得总积分,

积分总和除以动物数,即得受试组最后分值,同样方

法计算对照组最后分值,以D raize 眼部刺激试验评

价标准[10 ]判断受试动物眼刺激程度: 分值 0～ 3 为

无刺激性, 4～ 8 为轻度刺激性, 9～ 12 为中度刺激

性, 13～ 16为强刺激性。

2　结果与分析

2. 1　V C 与V E 复方微乳的配方

　　结果显示,当表面活性剂和油的质量比为 9∶

1, 8∶2和 7∶3时,均能形成微乳,其他配比不能形

成。已有研究表明,表面活性剂含量越低,毒性越小,

同时增溶的V E 含量也越高[11 ]。故采用表面活性剂

和油为 7∶3时的配方。

2. 2　V C 与V E 复方微乳的类型鉴定

亚甲基蓝在微乳中的扩散速度明显快于苏丹

红, 表明本研究所制备的微乳均为水包油 (O öW )

型。

2. 3　V C 与V E 复方微乳的粒径

结果表明, V C 和V E 复方微乳粒径均在 10～

100 nm ,均一性良好,其电镜照片见图 1。

图 1　V C 与V E 复合微乳液的电镜照片

F ig. 1　T ransm ission electron m icrograph of vitam in C

and vitam in E com bination m icro2em ulsion

2. 4　V C 与V E 复方微乳中V C 和V E 的含量

2. 4. 1　V C 含量　结果表明,在 525 nm 处高锰酸钾

吸光度的变化值 ∃A 与V C 浓度在 0～ 240 ΛgömL

呈线性关系,回归方程为: ∃A = 0. 000 1C - 0. 004 5

(n= 5) , R = 0. 999 5。平均回收率为103. 3% , R SD

为 4. 98%。3 批样品中V C 平均含量为 (182. 91±

2. 39) m gömL。

2. 4. 2　V E 含量　以吸光度 (A )对浓度 (C )进行线

性回归结果表明,在 40～ 198 ΛgömL 间与吸光度呈

良好的线性关系, 回归方程为: A = 0. 004 5C +

0. 007 (n= 5) , R = 0. 999 7。平均回收率为99. 67% ,

R SD = 1. 26%。V E 含量为 (13. 97±0. 60) m gömL。

结果显示,该复方微乳中V C 和V E 的含量均能

达到各自在其他制剂中的最小规格 (V C 为 2 mL :

0. 1 g; V E 为 1 mL : 5 m g) ,从而在载药量上达到可

应用水平。

2. 5　V C 与V E 复方微乳的稳定性

制备的 3批V C 与V E 复方微乳经 4 000 röm in

离心 30 m in 及 37 ℃、相对湿度为 75%的条件下保

存 3个月,结果均保持澄清透明,未曾发生分层或者

絮凝现象。温度梯度试验结果显示,该微乳在 4～

60 ℃的温度范围内放置半个月均能保持澄清透亮,

无分层或絮凝发生。该微乳在 0和 80 ℃水浴环境中

短时间内即会出现分层现象,但转移到室温后还能

恢复到透明状态。

2. 6　V C 与V E 复方微乳安全性

2. 6. 1　急性毒性　小鼠灌胃后 2周内无一死亡,表

明V C 与V E 复方微乳对小鼠急性毒性的L D 50 >

5 000 m gökg,属于实际无毒级别。

2. 6. 2　急性皮肤刺激试验　由表 1可知,微乳组对
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豚鼠皮肤的刺激指数均在 0～ 0. 4,无皮肤刺激性。
表 1　V C 与V E 复方微乳对豚鼠皮肤刺激性试验结果

T able 5　R esu lts of the sk in irrita t ion test on gu inea p igs w ith vitam in C and vitam in E com bination m icro2em ulsion

组别
Group

剂量ö(mL·只- 1)
Do se

分值 Sco re

1 h 24 h 48 h

微乳组M icro2em ulsion group 0. 1 0. 2 0 0

对照组 Contro l group 0. 1 0 0 0

2. 6. 3　急性眼刺激性　表 2结果显示,V C 与V E 复

方微乳单次给药对家兔眼睛的刺激指数在 0～ 3,角

膜、结膜和虹膜均无明显病理性变化,表明该微乳无

刺激性。
表 2　V C 与V E 复方微乳对家兔眼刺激试验结果

T able 2　R esu lts of the ocu lar irrita t ion test on rabb its w ith vitam in C and vitam in E com bination m icro2em ulsion

组别
Group

剂量ö(mL·只- 1)
Do se

分值 Sco re

1 h 24 h 48 h 72 h

微乳组M icro2em ulsion group 0. 1 2. 1 1. 5 0. 8 0. 3

对照组 Contro l group 0. 1 0. 3 0. 1 0 0

3　讨　论

3. 1　V C 与V E 复方微乳的制备

　　本研究根据微乳形成的机理和V C , V E 的物理

性质,制备出V C 和V E 复方微乳。V C 由于其水溶性

而处于连续相中, 而V E 由于其脂溶性而处于分散

相中,从而将两者有效地统一在一种剂型之中。与

V C 和V E 传统的制剂相比,该复方微乳一方面能发

挥微乳本身的易制备、稳定性高、渗透性好等优点,

还能协同发挥V C 和V E 的抗氧化、抗衰老等作用,

从生产成本到质量控制,再到生物学效果,该复方微

乳均具有更明显的优点。

根据微乳的形成机理,当表面活性剂的亲水亲

油平衡 (HLB )值与油所需的 HLB 值相等或接近

时,容易形成微乳[12 ]。本研究尝试单独使用V E 油来

制备微乳,结果不能形成。说明V E 油所需的HLB

值与所用的表面活性剂 (RH 240, 其 HLB 值为 14)

的HLB 值相差太远,因此只能将V E 溶于合适的油

中,以复配油即V E 的油溶液为油相制备微乳,这就

大大降低了微乳中V E 的含量。因为维生素在油中

的复配比例不能太大,否则将不能形成微乳。为了增

大微乳中V E 的含量, 可以考虑筛选合适的表面活

性剂,使其与单独的V E 即可形成微乳。但这一工作

难度较大, 因为V E 所需的HLB 值并不知道, 只能

通过试验慢慢摸索,如果在 8以下,则无论选用何种

表面活性剂也难形成 O öW 型微乳, 只能制成

W öO 型,而W öO 型微乳黏性太大,肤感差,很难推

广应用; 另外,上述二者HLB 值必须接近才能形成

微乳的规律只是微乳形成的必要条件,而非充分条

件。因此,如何增大V E 在微乳中的含量,还需要进

一步研究。

由于V C在水中具有较高的溶解度,因此可方便

地控制它在微乳中的含量,从而制备出不同规格的

微乳制剂。

3. 2　温度对该复方微乳稳定性的影响

对于非离子型表面活性剂微乳,温度的改变将

会影响非离子型表面活性剂亲水基的水化度。一般

情况下,随着温度的升高,非离子型表面活性剂亲水

基的水化度降低,亲水性下降,微乳从水包油型向油

包水型转化,表面活性剂从体系中析出,微乳整体上

表现出分层或者浑浊现象[13 ]。本研究制备的复方微

乳在 60 ℃时还能保持稳定,但在 80 ℃时即出现分

层,这可能是因为 80 ℃已超过RH 240的浊点,从而

失去稳定性。另外,该复方微乳在 4 ℃时也能保持稳

定,但在 0 ℃时就开始分层、浑浊,原因可能是该温

度已达水的凝固点,水分子热运动下降,水分子之间

有结晶倾向,从而影响了与表面活性剂的相互作用;

同时,由于温度的降低,V C 的溶解度也下降,从体系

中析出,从而使微乳变得浑浊。

3. 3　V C 与V E 复方微乳的安全性

在皮肤刺激和眼刺激试验中,V C 和V E 复方微

乳刚开始都有一定程度的刺激性,但刺激指数都未

超出相关评价的无刺激范围,且在短时间内都能恢

复。这些刚开始的刺激,可能是因为机体对任何外来

异物均有一个生理适应的过程,在该过程中,机体并

未出现病理性的变化,这说明该复方微乳是安全的。

3. 4　V C 与V E 复方微乳的应用

一方面,该V C 和V E 复方微乳可以单独作为透
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皮给药制剂使用,另一方面,外相中的极性环境还可

方便地添加其他水溶性的药物,即可以以该复方微

乳为基础,再加入其他的有效成分,从而制备出具有

更多功能的药物或化妆品用微乳复合物。

通过对V C 和V E 复方微乳一系列的稳定性和

安全性评价,可以看出,该V C 和V E 复合微乳制备

工艺简单,稳定性好,安全性高,从而为其在医药和

化妆品工业中的应用提供了依据。另外,本研究也为

开发其他药物剂型提供了一条新思路。
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