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水飞蓟素固体脂质纳米粒载药机制的研究
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摘 　要 :目的 　对水飞蓟素固体脂质纳米粒的载药机制进行研究。方法 　采用膜滤法和凝胶柱色谱法对不同方法
制备的水飞蓟素固体脂质纳米粒的载药形式进行研究。结果 　采用不同的制备方法以及不同分散溶剂均对纳米
粒的载药形式有较大的影响 ,冷压2匀质法制备的纳米粒药物以包裹或吸附的形式存在 ,以无水乙醇为分散溶剂
时 ,药物以包裹为主 ;热融2匀质法主要形成以脂质为核、药物吸附于表面的纳米粒。结论 　不同制备方法对水飞蓟
素固体脂质纳米粒的载药形式有显著性影响。
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Abstract : Object 　To study the drug2loaded mechanism of solid lipid nanoparticles loading with silymarin
(SM2SLN) 1 Methods 　The separation technique of membrane2filtering and gel chromato2 graphy was used to

inspect drug2loaded mechanism of SM2SLN prepared by different methods1 Results 　Different preparation and
dispersion solvent have different drug2loaded types1 Drug in nanoparticles by cold2homogenization existed in two

patterns: Encapsulation and adsorption , while nanoparticles prepared by melt2homogenization mainly formed

lipid core and drug was absorbed in surface1 Conclusion 　Different preparation methods have distinct effect on

drug2loaded types of SM2SLN1
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　　固体脂质纳米粒 (solid lipid nanoparticles , SLN)是

一种以固态的天然或合成的类脂 ,如卵磷脂、三酰甘

油酯等为载体 ,将药物包裹于类脂核中制成粒径为

10～1 000 nm 的固体胶粒给药体系。近年来 ,SLN 已

成为药剂学中纳米释药系统的研究热点之一。目前 ,

国内外开展的相关研究已涉及制备工艺、体内外释

药、物理化学稳定性等方面[1 ] ,但对于纳米粒的载药

形式研究尚少。本实验采用不同的制备方法制备了

水飞蓟素固体脂质纳米粒 ,并采用两种方法测定固体

脂质纳米粒的包封率 ,对纳米粒的载药形式进行了研

究 ,结果与国外文献基本一致[2 ]。

1 　材料与仪器

水飞蓟素 ( silymarin , SM ,辽宁盘锦华成制药

厂) ,大豆磷脂 (上海太伟药业有限公司 ,注射级) ,

Compritol 888 A TO (上海卡乐康包衣技术有限公

司 ,药用级) ,葡萄糖凝胶 (瑞典 Pharmacia 公司) ,水

飞蓟宾对照品 (中国药品生物制品检定所 ,纯度 >

98 % ,批号 085629902 ) , Poloxamer 188、Compritol

888 A TO 等辅料由上海浦力膜制剂辅料科技合作

公司提供 ,均符合《中华人民共和国药典》2000 年版

有关规定。

　　HP1100 型高效液相 (美国 Aglient ) ,NS1001L

PANDA2 K 型高压匀质机 (意大利 Niro Soavi ) ,

Nicomp/ Pss ZW380 型粒度仪 (美国) 。

2 　药物含量的 HPLC测定

211 　色谱条件 :保护柱 :SupelguardTM Discovery C18

(20 mm ×410 mm , 5 μm) ; 色谱柱 : Kromasil C18

(250 mm ×416 mm ,5μm) ;流动相 :甲醇2011 mol/ L
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磷酸盐缓冲液 (用磷酸调 p H 310 ,49∶51) ;体积流

量 :110 mL/ min ;柱温 : 40 ℃。取水飞蓟素固体脂

质纳米粒 (SM2SLN)用流动相溶解后 ,离心 ,取上清

液进样 20μL ,测定。

212 　标准曲线的制备 :水飞蓟宾甲醇储备液 (25014

μg/ mL ) 分别用流动相稀释为 100116、50108、

25104、12152、11252、01125 2、01062 6μg/ mL ,照上

述色谱条件进行测定。以水飞蓟宾质量浓度 ( C) 为

横坐标 ,峰面积 ( A )为纵坐标进行线性回归。结果 ,

水飞蓟宾在 01062 6～100116μg/ mL 时与峰面积有

良好的线性关系 ,回归方程为 A = 55117 C + 6102 ,

r = 01999 9。

213 　精密度试验 :取水飞蓟宾对照品溶液 (1518

μg/ mL) 1 d 内测定 5 次和连续 5 d 测定峰面积 ,结

果日内、日间 RSD 分别为 0116 %、0145 % ( n = 5) 。

214 　加样回收率试验 :将溶胀 12 h 以上 Sephadex

G225 装于树脂柱 (10 cm ×1 cm) 中 ,精密吸取高、

中、低浓度水飞蓟宾流动相溶液 015 mL (设含药量

为 W t)上样 ,用 80 mL 蒸馏水进行洗脱 ,流速为 110

mL/ min ,收集后 40 mL 洗脱液 ,测定游离水飞蓟宾

的量 ( W s) 。按回收率 = W s/ W t ×100 %计算 ,结

果 ,平均回收率为 102103 % ,RSD = 1135 %。

3 　包封率的测定

　　对纳米粒包封率的测定方法通常采用一定的手

段分离游离药物 ,测定游离药物的含量 ,间接计算纳

米粒的包封率。目前 ,药剂学中常采用的将纳米粒

与游离药物分离的方法有 :透析法、膜分离技术 (膜

滤、超滤等) 、低温超速离心、凝胶柱色谱法。由于水

飞蓟素难溶于水 ,利用透析法分离游离药物 ,所需时

间较长 ,不利于样品的快速检测 ;采用低温超速离心

(44 720 ×g) 30 min ,未能分离出上清液。结合本

实验室的条件 ,采用膜滤法和凝胶柱色谱法对 SM2
SLN 中的游离药物进行分离测定。

311 　膜滤法 :针对 SM2SLN 粒径测定结果 ,采用合

适孔径的滤膜对游离药物进行分离测定。测定滤液

中药物量 ,以下式进行计算。
　　包封率 = ( W T - W F) / W T ×100 %

W T、W F 分别表示 SLN 胶体溶液中总药量、游离药物量

312 　凝胶柱色谱法

31211 　葡聚糖凝胶的选择 :取 110 g 经水溶胀 12 h

以上的葡聚糖凝胶 ( Sephadex G2100 或 G225) 装于

色谱柱 (15 cm ×1 cm)中 ,上样 015 mL (11027 mg/

mL 甲醇溶液) ,用水 110 mL/ min 洗脱 ,每 2 mL 收

集一管 , HPLC 法测定。结果表明用 Sephadex G2

100 时 ,游离药物在第 7 管明显流出 ,而用 Sephadex

G225 时 ,游离药物在第 20 管时明显流出。游离药

物在凝胶柱上保留时间越长 ,流出越慢 ,越有利于纳

米粒与游离药物的分开 ,因此 ,选用 Sephadex G225

对样品进行分离测定。

31212 　不同色谱柱内径的选择 :取 110 g 经水溶胀

12 h 以上的葡聚糖凝胶 Sephadex G225 装于不同色

谱柱 (10 cm ×110 cm ,20 cm ×115 cm) 中 ,上样 015

mL (11027 mg/ mL 甲醇溶液) ,用水 110 mL/ min

洗脱 ,每 2 mL 收集一管 , HPLC 法测定。洗脱曲线

见图 1。可见 ,不同色谱柱内径对游离药物洗脱有

较大影响 ,选择内径为 110 cm 的色谱柱更有利于

分离。

A2115 cm 　B2110 cm

图 1 　不同内径色谱柱中游离药物的洗脱曲线

Fig1 1 　Elution curve of free drug in different

column inside diameter

31213 　葡聚糖凝胶对药物的吸附 :精密量取已知质

量浓度的药物溶液 20 mL 置具塞三角瓶中 ,加入

110 g Sephadex G225 (用水浸泡 12 h 以上) 中 ,室温

下 ,磁力搅拌 30 min ,取上清液进行测定。结果表

明葡聚糖凝胶 Sephadex G225 对药物吸附可达

553104μg/ g ( n = 3) ,说明 Sephadex G225 对药物具

有较强的吸附作用 ,可见 Sephadex G225 对 SM2SLN

分离存在吸附和分子筛两种作用机制。

　　根据以上结果可见 ,如果药物主要是以吸附的

形式存在于纳米粒表面 ,采用 Sephadex G225 对纳

米粒包封率进行测定时 ,表面药物有可能被完全洗

脱下来 ,所测包封率结果就会较低 ,而通过膜滤法测

到的结果则较高。因此 ,可以预测 ,如果纳米粒是基

质型或镶嵌型 ,两种方法的测定结果差别应该基本

一致 ,反之 ,吸附型则结果应该相差较大。

4 　不同制备方法对纳米粒载药方式的影响

411 　热融2匀质法 :取处方量的水飞蓟素、A TO、大

豆磷脂 ,在 (80 ±5) ℃水浴下 ,使其完全呈熔融液或

溶解于适量的有机溶剂中 ,作为有机相 ;取一定量的
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Poloxamer 188 和甘油分散于同温度的水中 ,作为水

相。在 1 800 r/ min 搅拌的条件下 ,将有机相缓慢注

入 (80 ±5) ℃水相中 ,持续搅拌 2 h ,形成初乳。初

乳在室温下 ,100 MPa 高压乳匀 5 次 ,迅速冷至室

温 ,即得。同时采用膜滤法、葡聚糖凝胶柱色谱法对

纳米粒的包封率进行测定 ,结果见表 1。
表 1 　不同分散方法对 SL N载药的影响

Table 1 　Effect of different dispersing methods

on drug2loading of SL N

分散方法 平均粒径/ nm
包封率/ %

膜滤法 葡聚糖凝胶柱色谱法

熔融液 6916 99124 8136

无水乙醇 9917 99190 21153

异丙醇 8516 99162 66195

醋酸乙酯 6415 99159 0163

丙酮 5016 98125 0142

　　可见 ,以异丙醇为分散溶剂 ,药物包裹在纳米粒

中最多 ,无水乙醇其次。因异丙醇毒性较大 ,不利于

工业化生产 ,所以本试验选择包封率较好的无水乙

醇和较差的醋酸乙酯为分散溶剂 ,进一步考察该方

法对纳米粒载药方式的影响。

412 　冷压2匀质法 :称取处方量的水飞蓟素、A TO、

大豆磷脂 ,在 (80 ±5) ℃水浴下 ,使其完全溶解于适

量的有机溶剂中 ,持续加热至挥尽溶剂 ,迅速于 0 ℃

中冷冻 2 h。取一定量的 Poloxamer 188 和甘油分散

于 4 ℃的水中 ,形成均匀的水相。将上述制备所得

的固体与 4 ℃的水相混合、研磨 ,至粒径 100μm 以

下 ,形成均匀的微粒水分散体系 ,室温条件下 150

MPa 高压匀化 10 次 ,迅速冷至室温 ,即得。同时采

用膜滤法、葡聚糖凝胶柱色谱法对纳米粒的包封率

进行测定 ,结果见表 2。

413 　结果 :从测定的结果可推测两种制备方法形成

的纳米粒类型见图 2。

　　冷压2匀质法制备的水飞蓟素固体脂质纳米粒

兼有两种类型纳米粒的结构特点 ,而以无水乙醇为

分散溶剂时 ,固态溶液的纳米粒为主 ;而热融2匀质

法主要形成以脂质为核、药物吸附于表面的纳米粒。

表 2 　不同制备方法与不同包封率测定方法结果
Table 2 　Results of different preparation and

determining entrapment eff iciency

方法 分散溶剂
平均粒

径/ nm

包封率/ %

膜滤法 凝胶柱色谱法

热融2匀质法 醋酸乙酯 6415 99159 0163

无水乙醇 9917 99190 21153

冷压2匀质法 醋酸乙酯 7516 99191 42123

无水乙醇 5314 95154 82120

图 2 　不同类型纳米粒结构图

Fig1 2 　Schematic diagram of different types

of nanoparticles

5 　讨论

　　研究表明 ,葡萄糖凝胶对于水飞蓟素有较强的

吸附作用 ,所以 ,葡萄糖凝胶分离游离药物和固体脂

质纳米粒 (SLN)时 ,不仅存在有分子筛效应 ,还具有

吸附作用 ,可以用来测定包裹或镶嵌于纳米粒中的

药物。而膜滤法主要是利用膜对 SLN 进行截留 ,达

到分离的效果 (不能分离表面吸附的药物) 。因此 ,

可以从两种测定方法的结果上推测纳米粒的载药类

型 ,并可以大致计算纳米粒表面吸附的药物量。

　　SLN 载药的不同可以有不同的体内外释药行

为[2 ] ,此外 ,药物在纳米粒中的存在形式还可借助

于 DSC、ESR、NMR 等手段进一步探索。
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