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摘要# 目的!优化俄色叶)1毛囊靶向脂质体的制备工艺’ 方法!薄膜)超声法制备脂质体’ 以包封率为指标& 单因素
试验和Q?,)Q3;BK3B效应面法优化制备工艺’ 结果!最佳参数为卵磷脂与胆固醇比例 % j"& 卵磷脂与药物比例"& j"&
缓冲液用量 "% 6E’ 包封率的预测值和实测值分别为 *"V/!和 *#V(!’ 脂质体粒子呈球形& 粒径为""’#V" l’V(# B6&
I3<7电位为 " h(#V/ l0V(# 6N’ 结论!该制备工艺简单可行& 包封率高’
关键词! 俄色叶)1$ 毛囊靶向脂质体$ 薄膜)超声法$ 包封率$ 单因素试验$ Q?,)Q3;BK3B效应面法
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!!藏药俄色叶为蔷薇科苹果属陇东海棠系植物变
叶海棠 G$&@>352("85(F0>"P3;.$# OA:;3Y或花叶
海棠 G$&@>32$">(352($ "Q7<74$# H+;B38. 的干燥叶&
为高原药食两用植物& 生长在海拔 ( &&& d( /&& 6
之间& 本课题组在 #&&% 年研究发现& 俄色叶总黄
酮具有降血糖( 降血脂等作用& 并系统进行了以俄
色叶为主要原料的食品( 保健食品( 药品等相关研
究开发工作)")#+ ’ 俄色叶)1是俄色叶黄酮中二氢查

耳酮类化合物的衍生物& 具有抗氧化和抗炎作用&
外用治疗痤疮有着良好的效果’ 由于痤疮的主要致
病菌大多存在于皮肤毛囊中& 故本实验拟将该成分
制备成外用的毛囊靶向制剂& 以提高药物的生物利
用度’

由于脂质体与生物膜具有相似的结构& 组成脂
质体的类脂与皮肤角质层有着高度的相似性& 故能
增加药物在局部组织的积累& 并延长药物的作用时
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间)()%+ ’ 研究表明& 脂质体有一定的毛囊靶向作
用)’)/+ & 故将药物制成脂质体后可直接靶向于毛
囊& 延长在毛囊的作用时间& 减少全身吸收& 提高
生物利用度& 从而降低不良反应)*)"&+ ’ 另外& 俄色
叶)1为淡黄色物质& 直接应用于脸部或身体其他
部位皮肤会影响美观& 且会使衣物染色& 故考虑将
俄色叶)1包封于脂质体中& 制成外用的脂质体制
剂& 在提高生物利用度的同时克服了外用的不方便
性’ 本实验考察了俄色叶)1脂质体的制备方法&
采取单因素结合响应面优化法研究其制备过程中各
影响因素对脂质体包封率的影响& 优化制备工艺参
数& 为进一步研究该成分用机理及药效提供一定的
实验依据’
FG仪器与材料

LH)#&&& 激光粒度分析仪 "英国 L74_39B 公
司#$ o5L)"#&&5\透射电镜 "日本电子株式会
社#$ 1E"&@ 电子分析天平 "瑞士L3<<439)2?43.?公
司#$ H5GMe)P系列旋转蒸发仪 "上海申申科技有
限公司#$ HOQ)( 循环水多用真空泵 "郑州杜甫仪
器厂#$ FW)"&"H集热式恒温磁力搅拌器 "上海广
英仪器有限公司#$ Rk)#%&Q超声波清洗仪 "昆山
市超声仪器有限公司#$ [7<39Y#’*% 高效液相色谱
仪& 包括 [7<39Y#**’ F1F检测器( 56T?b39色谱
工作站 "美国 [7<39Y公司#’ 葡聚糖凝胶 D)%&
""&& d#&& 目& 台州市路桥四甲生化塑料厂#$
CNCR"0 聚乙烯吡咯烷酮 "上海泰坦科技股份有限
公司#’ 胆固醇( 大豆卵磷脂( 维生素 5( 磷酸二
氢钾( 磷酸氢二钾( 三氯甲烷( 甲醇均为色谱纯
"成都市科龙化工试剂厂#$ 其他试剂均为分析纯’
俄色叶)1 "自制#’
HG方法及结果
#V"!俄色叶)1包封率的测定
#V"V"!供试品溶液的制备
#V"V"V"!标准品溶液的制备!精密称取对照品
&V&"& % :& 甲醇定容至 "& 6E& 移液管精密量取
# 6E& 置于 "& 6E量瓶中& 甲醇定容至刻度& 得
到 &V#" 6:J6E的对照品贮备液’
#V"V"V#!空白溶液的制备!薄膜)超声法制备不含
俄色叶)1的空白脂质体& 精密吸取 &V" 6E& 置于
"& 6E量瓶中& 甲醇定容& 超声破膜& 摇匀&
即得’
#V"V"V(!脂质体溶液的制备!精密吸取样品
&V% 6E& 加于凝胶柱内径与葡聚糖填充高度比为
"V# j%的 H3T;7.3,D)%& 凝胶柱 ""&& d#&& %6#

顶部& 磷酸盐缓冲液 "TOi0V&# 洗脱& 体积流量
" 6EJ68B& 收集前 "0 6E洗脱液& 摇匀& 精密吸取
" 6E& 置于 "& 6E量瓶中& 甲醇定容& 超声破膜&
摇匀& 即得分离后的脂质体溶液’ 另取脂质体
&V% 6E& 磷酸盐溶液稀释至 "0 6E& 取 " 6E& 置
于"& 6E量瓶中& 甲醇定容& 超声破膜& 摇匀& 即
得未分离的脂质体溶液’
#V"V"V@!脂质体包封率测定!取 ,#V"V"V(- 项
下脂质体溶液& &V@% %6微孔滤膜过滤& OCEM法
测定峰面积& 代入标准曲线& 计算俄色叶)1含有
量’ 然后& 计算包封率& 公式如下’

包封率i分离后脂质体中俄色叶)1含有量分离前脂质体中俄色叶)1含有量
u"&&!

#V"V#!OCEM法的建立及验证
#V"V#V"!最大吸收波长的确定!取 ,#V"V"- 项
下标准品溶液& 甲醇作为空白& 紫外分光光度计在
#&& d/&& B6范围内全波长扫描& 测定对照品中俄
色叶)1的吸光度& 最终确定最大吸收波长为
#/( B6’
#V"V#V#!色谱条件!C;3B?63B3,EAB7M"/色谱柱
"#%& 66u@’ 66& % %6#$ 体积流量 &V/ 6EJ68B$
柱温 #% g$ 检测波长 #/( B6$ 流动相甲醇)水
"@& j’&#’
#V"V#V(!专属性考察!取 ,#V"V"- 项下标准品
溶液( 空白溶液及分离前的脂质体溶液& &V@% %6
微孔滤膜过滤& OCEM法测定其吸收峰’ 结果& 在
,#V"V#V#- 项色谱条件下& 空白脂质体无吸收&
说明辅料对主药的测定无干扰& 具体见图 "’
#V"V#V@!标准曲线的绘制!取 ,#V"V"- 项下标
准品溶液& 将其分别稀释 "V#%( "V0%( #V%( % 和
"& 倍& 得 到 &V"’/( &V"#&( &V&/@( &V&@# 和
&V&#" 6:J6E% 个质量浓度& &V@% %6微孔滤膜过
滤& 分别进样 "& %E& OCEM法测定峰面积& 以质
量浓度为横坐标 "U#& 峰面积为纵坐标 "b# 作
标准曲线& 得线性回归方程为 bi( u"&’Uh
"/* (%/ "P# i&V*** *#& 表明俄色叶)1在 &V&@ d
&V#@ :JE范围内线性关系良好’
#V"V#V%!精密度试验!取 ,#V"V"- 项下标准品
溶液& &V@% %6微孔滤膜过滤& 进样 "& %E& 重复
进样 % 次& OCEM法测定峰面积’ 结果& PHF值为
&V##!& 表明仪器精密度良好’
#V"V#V’!稳定性试验!取 ,#V"V"- 项下标准品
溶液和未分离的脂质体溶液& 室温放置 "( #( @(
’( /( "#( #@( @/( 0# ;后& &V@% %6微孔滤膜过

*"&"

#&"’ 年 % 月
第 (/ 卷!第 % 期

中 成 药
M;8B3Y3297.8<8?B74C7<3B<L3.8+8B3

L7=#&"’
N?4$(/!G?$%



图 FG=JA9色谱图
R#PNFG=JA9-2("%)*"P()%0

滤& 分别进样 "& %E进行测定& 记录峰面积’ 结
果& 两者PHF分别为 "V@#!和 #V@(!& 表明溶液
在 0# ;内稳定性良好’
#V"V#V0!加样回收率试验!取含有量已知的脂
质体溶液 ’ 份& 分别精密加入俄色叶)1标准品
%& 6:& 按 ,#V"V"- 项下方法制备供试品溶液&
在 , #V"V#V# - 项色谱条件下测定& 结果见
表 "’

表 FG加样回收率试验结果
7)1NFG8&03’*0",(&-"+&(4 *&0*0

编号
原有量J

6:
加入量J

6:
测得量J

6:
回收率J

!
平均回收率J

!

PHFJ

!
" @@V& %&V& *%V& "&#V&
# @@V" %&V& *@V0 "&"V#
( @@V( %&V& *@V* "&"V#
@ @(V/ %&V& *#V* */V#
% @@V/ %&V& *(V# *’V/
’ @%V’ %&V& *(V0 *’V#

**V( #V%

#V#!俄色叶)1脂质体的制备方法
#V#V"!薄膜分散法!精密称取胆固醇( 卵磷脂和
俄色叶)1适量& 以及聚乙烯吡咯烷酮 "& 6:& 氯

仿)甲醇 "# j"# 溶解& 再转移至 %&& 6E茄形瓶
中& @& g下蒸干有机溶剂至瓶壁上形成一层均一
的薄膜& 将适量磷酸盐缓冲液倒入茄形瓶中& 室温
下振摇以洗下薄膜& 转入锥形瓶中& %& g下磁力
搅拌 " ;& 即得’
#V#V#!乙醚注入法!精密称取胆固醇( 卵磷脂和
俄色叶)1适量& 溶于乙醚中’ 再取聚乙烯吡咯烷
酮 "& 6:& 溶于缓冲溶液中’ 水相置于 ’& g恒温
水浴锅中& 乙醚溶液用注射器缓慢均匀注入缓冲溶
液& 搅拌挥干乙醚& 超声 #& 68B& 即得’
#V#V(!薄膜)超声法!将 ,#V"V"- 项下脂质体置
于恒温水浴中& 超声一定时间& 依次过 &V/&(
&V@% %6微孔滤膜& 即得’
#V#V@!制备方法比较!薄膜分散法制备的脂质体
包封率最高& 稳定性好& 但粒径较大 "大于
’&& B6#$ 乙醚注入法制备的脂质体包封率只有
’"!& 而且粒径不均匀& @ g放置 0 . 后有少量聚
集沉淀& 脂质体不稳定$ 薄膜)超声法制备的脂质
体粒径小& 而且均匀& 包封率为 /’!& @ g下放置
0 .后脂质体无凝聚& 稳定性较好’ 综合考虑包封
率( 粒径和稳定性& 最终选择薄膜)超声法& 并进
行工艺优化’
#V(!单因素考察试验及结果!固定其他因素& 分
别考察卵磷脂与胆固醇比例( 卵磷脂与主药比例(
溶剂用量( 缓冲液 TO( 缓冲液用量( 超声时间对
脂质体包封率的影响’

固定因素为旋蒸温度 @& g& 转速 "&& 9J68B&
水化温度 %& g& 时间 " ;& 聚乙烯吡咯烷酮
"& 6:& 维生素5" 滴’ 当其为非考察因素时& 分
别固定为卵磷脂与胆固醇比例 % j"& 卵磷脂与主
药比例 % j"& 溶剂用量 (& 6E& 缓冲液 TO0V&&
缓冲液用量 "& 6E& 超声时间 (& 68B$ 当其为考
察变量时& 分别取值为卵磷脂与胆固醇比例
"" j"( " j(( " j%( " j0( " j*#& 卵磷脂与主
药比例 "" j"( " j%( " j"&( " j"%( " j#&#&
溶剂用量 "*( "%( (&( @%( ’& 6E#& 缓冲液 TO
值 "%V/( ’V%( ’V/( 0V&( 0V#( 0V@ #& 缓冲液
用量 "%( "&( "%( #&( #%( (& 6E#& 超声时间
"&( "&( #&( (&( @&( %& 68B#’ 各组实验均按
,#V(- 项下方法测定俄色叶)1脂质体的包封率&
以该变量为横坐标& 包封率为纵坐标作图& 结果
见图 #’

由图可知& 溶剂用量在 (& 6E后& 脂质体包封
率值只有小幅度增加& 考虑结果及节约原料& 将溶
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剂用量定为 (& 6E’ 缓冲液 TO值为 0V& 时& 脂质
体较稳定& 包封率在长时间内保持较高& 而其他
TO下脂质体易絮凝& 出现沉淀& 包封率在短时间
内急剧下降& 因此选择 TO值 0V& 的缓冲液作为水
化溶液’ 包封率随超声时间的增加而减少& #& 68B

后下降明显& 考虑保持小粒径脂质体和高包封率&
将超声时间定为 #& 68B’ 卵磷脂与胆固醇比例( 卵
磷脂与主药比例及缓冲液用量对包封率影响较大&
而且规律不明显& 故以三者为响应面设计优化法考
察的因素’

图 HG各因素对包封率的影响
R#PNHG<,,&-*0",+)(#"30,)-*"(0"/&/*().%&/*&,,#-#&/-4

#V@!响应面试验设计及结果!基于单因素考察结
果& 选出对脂质体包封率影响较明显的因素& 即卵
磷脂与胆固醇比例 "1#( 卵磷脂与主药比例
"Q#( 缓冲液用量 "M#& 每个因素取 ( 个水平进
行工艺优选& 因素水平及结果见表 # d@’

表 HG因素水平
7)1NHGR)-*"(0)/!’&+&’0

水平
因素

1卵磷脂 j胆固醇 Q卵磷脂 j主药 M缓冲液J6E
h" @ j" % j" "&
& % j" "& j" "%
" ’ j" "% j" #&

!!各因素经回归拟合后& 得到回归方程为包封
率 i*&V’# q#V#"Oq&V/’Qh"V"0:q#V&/OQh
(V"%O:q@V"%Q:h%V#%O# h0V"&Q# h"V@0:#&
具有极显著性",9mN小于 &V&&"#& P# &V*’’ %
表明模型响应值变化的 *’V’%!来自所选因变量&
失拟差不显著 ",9mN大于 &V&%# 表明本模型没
有失拟现象& 可充分反映实际情况’ 综上所述&
该模型可用于对俄色叶)1的包封率进行分析和

预测’
表 IG试验设计和结果

7)1NIG?&0#P/)/!(&03’*0",*&0*0

编号
编码值 试验值 包封率J!

1 Q M 1 Q M 实测值 预测值 误差
" & & & % "& "% *(V&& *&V’# #V(/

# h" & " @ "& #& /(V"& /(V’’ h&V%’

( & & & % "& "% *"V"& *&V’# &V@/

@ " h" & ’ % "% 0/V%& 00V%% &V*%

% h" & h" @ "& "& /&V(& 0*V*@ &V(’

’ h" h" " @ % "% 0/V#& 00V#/ &V*#

0 & & " % "& "% *&V&& *&V’# h&V’#

/ " " " ’ "% "% /#V%& /(V@( h&V*(

* & & " % "& "% *&V&& *&V’# h&V’#

"& h" " " @ "% "% 0(V*& 0@V/% h&V*%

"" & & " % "& "% /*V&& *&V’# h"V’#

"# " & & ’ "& "& *"V&& *&V@@ &V%’

"( & h" & % % "& /%V&& /’V%" h"V%"

"@ & h" " % % #& 0%V%& 0%V/’ h&V(’

"% & " h" % "% "& /&V(& 0*V0" &V%*

"’ " & " ’ "& #& /"V#& /"V0* h&V%*

"0 & " " % "% #& /0V@& /%V/* "V%"
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表 UG方差分析
7)1NUG$/)’40#0",+)(#)/-&

方差来源 平方和 自由度 均方和 N值 ,值
模型 %@0V#& * ’&V/& ##V@@ &V&&& #
1 (*V"’ " (*V"’ "@V@% &V&&’ 0
Q %V*% " %V*% #V#& &V&&" *
M ""V&% " ""V&% @V&/ &V&@( #
1Q "0V## " "0V## ’V(’ &V&(* 0
1M (*V’* " (*V’* "@V’% &V&&’ %
QM ’/V/* " ’/V/* #%V@( &V&&" %
1# ""%V*@ " ""%V*@ @#V0* &V&&& (
Q# #"#V"& " #"#V"& 0/V#* U&V&&& "
M# *V"( " *V"( (V(0 &V"&* &
残差 "/V*0 0 #V0" % %
失拟差 *V’/ ( (V#( "V(* &V(’0 0
纯误差 *V#* @ #V(# % %
总差 %’’V"’ "’ % % %
P# &V*’’ %

MNJ! "V*’

!!根据回归方程& 研究响应面图& 分析胆卵比(
脂药比( 缓冲液用量对俄色叶)1脂质体影响& 结
果见图 (’ 本实验选择卵磷脂与胆固醇比例 % j"(
卵磷脂与主药比例 "& j" 及缓冲液用量 "% 6E作为
俄色叶)1脂质体的优化工艺参数’ 根据上述条件
制备 ( 批样品& 分别测定其包封率& 结果预测值为
*"V/!& 实测值为 *#V(!& 两者偏差率为 &V%@!&
说明该模型比较可靠’
#V%!脂质体形态! 粒径和 I3<7电位!取俄色叶)1
脂质体适量& 加双蒸水稀释 #&& 倍& 滴加在覆盖碳
膜的铜网上& #!醋酸双氧铀负染& 透射电镜下观
察其粒径及形态& 激光粒径分析仪测定其平均粒径
分布和 I3<7电位’ 结果表明& 粒径为 ""’#V" l
’V(# B6& 多分散系数为 &V"#& I3<7电位为
" h(#V/ l0V(# 6N’ 见图 @’
#V’!脂质体初步稳定性考察!按优化后的最佳处
方和工艺制备俄色叶)1脂质体& 密封于西林瓶中&
@ g下保存& 分别于 &( "( #( @( ’ 月末取样& 对
其外观( 粒径分布( I3<7电位值和脂质体包封率进
行考察’ 结果& 其外观仍为均一乳白色混悬液& 无
聚集沉淀& 各项考察指标值基本不变& 说明俄色
叶)1脂质体在 @ g条件下于 ’ 个月内稳定’ 具体
见表 %’
IG讨论

影响脂质体包封率的因素有很多& 如药物的性
质( 药物与脂质体的比例( 脂质体的种类和用量(
制备方法等’ 其中& 药物的性质是影响脂质体包封
率的主要因素& 极性药物在水中的溶解度越大& 在

图 IG包封率的三维效应面图
R#PNIGI?(&0."/0&03(,)-&.’"*0",&/*().%&/*&,,#-#&/-4

!!表 ZG俄色叶X$脂质体稳定性试验结果 $+L"&
7)1NZG8&03’*0",0*)1#’#*4 *&0*0,"(&0&4&X$’#."0"%&0$+L

"&

时间J月 粒径JB6 I3<7电位J6N 包封率J!
& "’#V" l’V( h(#V/ l0V( *#V(&

" "’&V& l0V/ h(#V% l/V0 *#V#@

# "’%V" l%V’ h("V/ l’V* *#V#*

@ "’(V# l’V( h("V# l0V# *#V("

’ "’’V% l*V% h("V& l’V/ *#V#/

脂质体水相中的质量浓度越高& 包封体积越大& 包
封的极性药物越多$ 非极性药物脂溶性越大& 脂质
体双分子层中包封量越多& 药物电性与脂质体膜电
性相反’ 当药物与类脂双分子的亲和力增加时& 包
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图 UG透射电镜照片( 粒径分布和c&*)电位
R#PNUG7()/0%#00#"/&’&-*("/%#-("0-".&.2"*"P().2%

0#a&!#0*(#13*#"/)/!c&*) ."*&/*#)’

封率提高& 反之则下降’ 另外& 分子量大的药物可
获得较高的包封率’ 俄色叶)1的油水分配系数 4:C
值为 ’V&& 脂溶性很好& 可包封成较高包封率的稳
定脂质体)""+ ’ 因此& 选择合适的辅料及制备工艺
能制得包封率较高的俄色叶)1脂质体’

响应面设计法可评价因素和指标间的非线性关
系& 与国内常采用的正交设计( 均匀设计相比& 具
有精度高( 预测性好( 简单和直观的优点& 目前已
广泛用于药物处方筛选( 剂型制备( 生物过程以及
化学合成的优化)"#+ ’ 本实验采用响应面设计法优
化俄色叶)1脂质体的制备工艺& 得到最佳处方为
卵磷脂与胆固醇比例 % j"& 卵磷脂与药物比例
"& j"& 缓冲液用量 "% 6E’ 根据该优化条件制备 (
批样品& 分别测定其包封率& 结果预测值为
*"V/!& 实测值为 *#V(!& 两者偏差率为 &V%@!&

表明该方法可用于俄色叶)1脂质体制备工艺的
优化’
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