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• 药剂与工艺 • 

大黄酚冻干脂质体的制备工艺研究 
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摘  要：目的  建立大黄酚冻干脂质体的制备工艺。方法  采用薄膜-超声分散法制备出大黄酚脂质体悬混液，低速离心法

分离游离药物测定包封率，考察预冻时间、干燥时间、保护剂类型、保护剂加入方式及其用量对冻干脂质体包封率的影响。

结果  预冻时间为 24 h，干燥时间为 24 h，以甘露醇-蔗糖（质量比 1∶1）为保护剂外加法得到的大黄酚冻干脂质体粒径均

匀，复溶性极好，包封率达（61.30±2.2）%。结论  采用薄膜-超声分散法制备出大黄酚脂质体悬混液，以甘露醇-蔗糖作保

护剂，可制得复溶性极好、包封率较高的大黄酚冻干脂质体。 
关键词：大黄酚；冻干脂质体；薄膜-超声分散法；低速离心法；包封率 
中图分类号：R283.6      文献标志码：A      文章编号：0253 - 2670(2013)08 - 0960 - 05 
DOI: 10.7501/j.issn.0253-2670.2013.08.008 

Preparation technology of chrysophanol freeze-dried liposomes 
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Abstract: Objective  To establish a method for the preparation of chrysophanol freeze-dried liposomes. Methods  The liposome 
suspension was prepared by film-ultrasonic dispersion method. The entrapment efficiency (EE) was determined by low-speed 
centrifugation and the influences of pre-freezing time, drying time, and type, dosage, and adding methods of the protective agents on 
EE of the freeze-dried liposome were studied. Results  The pre-freezing time was 24 h, the drying time was 24 h, mannitol-sucrose 
(mass ratio 1∶1) as protective agent was externally added to get uniform particle with good redissolution and the EE was (61.30 ± 
2.2)%. Conclusion  The liposome prepared by film-ultrasonic dispersion method is protected by mannitol-sucrose to get uniform 
particle size with the excellent redissolution and high EE. 
Key words: chrysophanol; freeze-dried liposomes; film-ultrasonic dispersion method; low-speed centrifugation; entrapment efficiency 
 

脂质体是由磷脂分子构成的双分子囊泡，作为

一种新型药物载体，可以提高药物的靶向性、降低

药物毒性和提高被包封药物的稳定性，并且作为具

有生物降解性和生物相容性载药系统，满足了临床

治疗上的许多要求，目前脂质体制剂已得到广泛研

究和应用[1-3]。大黄酚（chrysophanol）是蓼科植物

大黄的有效成分之一，味苦，性寒，具有清热解毒、

泻下、抗菌、行瘀化积、消炎止血、抗肿瘤、抗衰

老、调血脂等多方面功效，极具开发价值[4]。然而，

大黄酚作为脂溶性药物很难做成注射剂等常用制剂，

此外还有性质不稳定、易被氧化等缺点，所以在临

床应用上受到了很大的限制。将大黄酚包覆在磷脂 
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膜中做成脂质体制剂，可以很好地解决上述问题。 
普通脂质体为液体制剂，易发生粒子聚集沉降、

磷脂氧化分解、包封药物渗漏等问题，导致脂质体

不够稳定，一般只能贮存几周。应用真空冷冻干燥

技术制备冻干脂质体是目前解决液体脂质体不能长

期储存、提高脂质体稳定性的 佳方法，冻干制剂

特有的疏松多孔结构，可以使药物易于重新复水而

恢复活性，而且冻干制剂含水量低，易长期稳定保

存，可以有效避免脂质体以水溶液方式贮存的氧化、

水解、聚集、分层、药物的渗漏等问题[5]。将大黄

酚做成冻干脂质体制剂可以有效、针对性地解决其

临床应用缺点，推动大黄酚脂质体的应用。 
本实验主要通过筛选适合大黄酚脂质体的冻干

保护剂，研究大黄酚冻干脂质体的 优制备工艺，

并选择大黄酚冻干脂质体复水后的粒径、Zeta 电位、

包封率等指标，考察了冻干品的制剂质量。 
1  仪器与材料 

722S 型可见分光光度计（上海精密科学仪器有

限公司）；RE52—99 型旋转蒸发仪（上海亚荣生化

仪器厂）；SHZ-D（III）循环水式真空泵（巩义市予

华仪器有限责任公司）；800 型离心沉淀器（上海手

术器械厂）；ALC—210.4 电子天平（赛多利斯科学

仪器（北京）有限公司）；CX—250 超声波清洗器

（北京医疗设备工厂）；Modul YOD—230 型冷冻干

燥器（美国热电公司）。 
大黄酚对照品（中国药品生物制品检定所，批

号 110796-200716）；大黄酚试品（质量分数为 98%，

江苏省潍安市巍伟植化研究所）；卵磷脂（北京华清

美恒天然产物技术开发有限公司，批号 20100509）；
胆固醇（批号 76C10150，北京鼎国生物技术有限责

任公司）；聚乙二醇 2000（PEG 2000，北京鼎国生

物技术有限责任公司）；维生素 E（上海蓝季科技发

展有限公司）；其他材料均符合药用规格，其他试剂

均为色谱纯或分析纯。 
2  方法与结果 
2.1  大黄酚冻干脂质体的制备[6-7] 

称取卵磷脂 30.0 mg、胆固醇 10.0 mg、维生素

E 10.0 mg、PEG 2000 10.0 mg、大黄酚 3.0 mg 放入

50 mL 烧杯中，加入 10 mL 无水乙醇超声至形成均

一溶液，60 ℃水浴下搅拌至完全溶解。将溶液转移

至 500 mL 茄形瓶中，放入滚珠，水浴 45 ℃下旋转

15 min，缓慢减压使有机溶剂蒸出，使壁上形成均

匀薄膜，待膜形成稳定后减压至 0.09 MPa 并保持

30 min，将有机溶剂蒸干后使系统缓慢恢复至大气

压。加入 10 mL Tris 缓冲溶液，40 ℃水浴温度振荡

水化 2 h，使膜脱落形成脂质体悬浊液，冰水浴中超

声至形成水性悬浊液，加入冻干保护剂，溶解摇匀

后即得脂质体混悬液。 
将所得脂质体悬浊液转移到 10 mL 量瓶中，定

容后用移液管准确移取 2.5 mL 溶液转移至样品瓶

中，并将样品放置在−26 ℃下冰箱中进行预冻 24 h。
预冻完后减压至 80 Pa，在−55 ℃条件下冷冻干燥

24 h，即得大黄酚冻干脂质体。冻干脂质体粉末加

入缓冲液至冻干前的体积，充分溶解摇匀后即得重

建脂质体。 
2.2  冻干脂质体包封率的测定[8] 
2.2.1  检测波长的选择  分别精密量取适量空白脂

质体、大黄酚于 10 mL 量瓶中，用甲醇定容后待用。

以甲醇为参比，在波长 200～700 nm 扫描，结果在

波长 428 nm 处，膜材对游离大黄酚的测定无干扰。 
2.2.2  线性关系考察  精密称取 7.5 mg 大黄酚对

照品，用色谱纯甲醇溶解后转入 100 mL 量瓶中定

容，配制得到 75 μg/mL 大黄酚对照品溶液，准确移

取 1.0、2.0、3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0 
mL 溶液于 25 mL 量瓶中，用色谱纯甲醇逐级稀释

制成 3、6、9、12、15、18、21、24、27、30 μg/mL
对照品溶液，以色谱纯甲醇为空白对照，用 722S
型可见分光光度计在波长 428 nm 处分别测定吸光

度（A）值，以质量浓度（C）对 A 值进行线性回归，

得回归方程 A＝0.042 7 C＋0.021 2，r＝0.999 9，结

果表明，大黄酚在 3～30 μg/mL 与溶液 A 值线性关

系良好。 
2.2.3  精密度试验  取质量浓度为 12、15、18、21、
24 μg/mL 大黄酚对照品溶液，分别隔一段时间测定

其 A 值，测量 3 次，结果其 RSD 分别为 0.1%、0.0%、

0.0%、0.06%、0.06%，结果表明仪器的精密度良好。 
2.2.4  回收率试验  称取处方量的卵磷脂、胆固醇、

维生素 E、PEG 2000，采用薄膜-超声法在 优工艺

条件下制备空白脂质体。分别精密量取 9 份空白脂

质体 0.5 mL 于 9 个 5 mL 量瓶中，再分别精密移取

1.0、1.5、2.0 mL 质量浓度为 18 μg/mL 的大黄酚对

照品加入量瓶中，用色谱纯甲醇稀释至刻度，摇匀，

得到 3 种质量浓度的样品溶液各 3 组，于 428 nm
波长处分别测定 A 值，各质量浓度平行测定 3 次，

计算大黄酚的平均回收率为100.6%，RSD为0.35%，

表明膜材及辅料等对测定无干扰。 
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2.2.5  冻干脂质体包封率的测定  取大黄酚冻干脂

质体样品，加 2.5 mL 缓冲溶液溶解，转移至离心试

管中，1 000 r/min 离心 6 次，每次 20 s，加一定量

甲醇溶解后，以甲醇作参比溶液，在 428 nm 处测

定 A 值，带入回归方程求得大黄酚的质量浓度，进

而计算出大黄酚脂质体的包封率。 

包封率＝脂质体中被包封大黄酚的量 / 脂质体溶液中

大黄酚的总量 

2.3  大黄酚冻干脂质体制备工艺的建立 
冻干过程一般分为以下 3 步：预冻、升华干燥、

解吸干燥，冻干过程的每 1 个步骤对冷冻干燥的效

果和冻干产品的质量均有重要影响，以下就几个重

要因素进行了单因素考察。 
2.3.1  预冻时间的考察  适宜的预冻时间可以确保

抽真空之前全部样品均已冻实。本试验考察在冰箱

中预冻，预冻时间分别为 12、24、36 h，比较冻干

产品的外观，结果分别为微松淡黄色、疏松饱满淡

黄色、疏松饱满淡黄色。结果表明，预冻时间在 24 
h 以上则表面平整饱满，所以本实验采用预冻时间

为 24 h。 
2.3.2  干燥时间的考察  干燥分为升华干燥和解吸

干燥，第 1 阶段升华干燥排出全部冰晶，约除去全

部水分的 95%。第 2 阶段解吸干燥主要是除去少部

分结晶水和吸附于固体物质晶格间隙中或以氢键方

式结合在一些极性基团上的结合水，这部分结合水

吸附能高，必须提供足够的能量（包括足够的温度

和足够的真空度）才能将其解吸出来。第 2 阶段干

燥除去的结晶水和结合水占全部水分的 5%，占总

干燥时间的 20%。 
在实际操作中，很难界定产品的 2 个干燥过程，

另外由于本实验条件有限，在解吸阶段无法人为升

高样品温度，因此所考察的干燥时间为两阶段的总

干燥时间。本实验分别考察了干燥 16、20、24、28、
32 h 时所得产品的外观和包封率，结果产品外观分

别为有冰晶残留、疏松多孔、饱满、饱满、饱满，

包封率分别为 43.55%、53.65%、59.96%、58.86%、

60.33%。结果表明，当干燥时间大于 24 h 时，所得

到的产品外观和包封率无显著变化，故选择 24 h 为

总干燥时间。 
2.3.3  冻干保护剂处方筛选  脂质体在冻干过程中

产生冰晶，对脂质体囊泡会产生破坏作用，使其各

项理化性质发生变化，因此，为了保证冻干前后脂

质体的性质保持不变，需要加入冻干保护剂。对于

脂质体的冻干，至今还没有找到普遍的规律，一般

用糖类物质作保护剂，主要包括蔗糖、乳糖、麦芽

糖、海藻糖、葡萄糖等；另有一部分醇类，如山梨

醇、甘露醇等，不同种类和不同用量的冻干保护剂

对冻结过程中脂质体的保护效果不同。本试验考察

了各种保护剂单独及联合使用时，对冻干产品的影

响情况。 
（1）单一冻干保护剂的保护效果考察：本试验

固定磷脂与保护剂质量比 1∶8，冻干保护剂的添加

方式为外加，对保护剂种类进行了筛选，以冻干产

品的外观、复溶时间及包封率为评价指标，考察了

不同保护剂对冻干产品的保护作用，结果见表 1。
结果表明，甘露醇单独使用时，冻干品外观松散饱

满，并且复溶速率很快，但冻干脂质体的包封率不

高；山梨醇单独使用时，虽然包封率较高，但外观

不能满足要求；葡萄糖、麦芽糖的包封率和复溶时

间也能满足要求，但考虑到外观，效果并不理想。

所以考虑采用冻干保护剂联用，以期各种保护剂实

现“取长补短”，达到更好的保护效果。 
 
表 1  单一保护剂对产品外观、复溶时间及包封率的影响 

Table 1  Effect of single protective agent on product 
appearance, redissolution time, and EE 

保护剂 外 观 复溶时间 / s 包封率 / %

海藻糖 塌陷橙红 240 41.31 

葡萄糖 塌陷橙黄  90 62.55 

麦芽糖 塌陷橙红  60 62.89 

乳糖 塌陷浅橙红 120 44.71 

蔗糖 松散浅橙红  60 52.63 

果糖 塌陷橙红  80 35.89 

甘露醇 饱满粉黄  20 46.69 

山梨醇 塌陷橙红 120 64.18 
 

（2）两种保护剂联用的保护效果考察：固定磷

脂与保护剂（m 保护剂 1-m 保护剂 2 为 1∶1）质量比 1∶8，
冻干保护剂的添加方式为外加，对两种保护剂联用

的效果进行了筛选。以冻干制品的外观、复溶时间

及包封率为评价指标，考察了各种保护剂对冻干制

品的保护作用，结果见表 2。以上结果表明，甘露

醇和蔗糖联用制得的冻干脂质体外观较好，复溶速

率很快，包封率可达 61.30%，效果较好。 

2.3.4  冻干保护剂的加入方式考察  冻干保护剂的

加入方式分为内加和外加。在脂质体的制备过程中，

将保护剂加至水化介质内称之为内加，外加则是将 
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表 2  两种冻干保护剂联用对产品外观、复溶时间及包封率的影响 
Table 2  Combination of two freeze-dried protective agents on product appearance, redissolution time, and EE 

保护剂 外 观 复溶时间 / s 包封率 / % 保护剂 外 观 复溶时间 / s 包封率 / %

海藻糖-果糖 塌陷橙红  90 43.67 甘露醇-山梨醇 松散橙红 120 47.10 
海藻糖-甘露醇 塌陷橙红  30 45.07 甘露醇-葡萄糖 松散橙黄  70 35.86 
海藻糖-麦芽糖 塌陷橙红  40 52.57 甘露醇-蔗糖 饱满橙黄  40 61.30 
海藻糖-山梨醇 塌陷橙红 120 56.63 甘露醇-乳糖 松散橙黄  60 37.42 
海藻糖-葡萄糖 塌陷橙黄 150 55.22 麦芽糖-山梨醇 塌陷橙红  70 35.24 
海藻糖-蔗糖 塌陷橙红 120 54.63 麦芽糖-葡萄糖 塌陷橙黄  80 57.82 
海藻糖-乳糖 塌陷橙红 100 47.57 麦芽糖-蔗糖 塌陷橙红  50 52.26 
果糖-甘露醇 塌陷橙红  40 48.04 麦芽糖-乳糖 塌陷橙红 140 34.77 
果糖-麦芽糖 塌陷橙红  80 53.82 山梨醇-葡萄糖 塌陷橙黄  40 38.20 
果糖-山梨醇 塌陷橙红  90 57.72 山梨醇-蔗糖 塌陷橙红 120 43.04 
果糖-葡萄糖 塌陷橙黄  50 51.63 山梨醇-乳糖 塌陷橙红 240 37.89 
果糖-蔗糖 塌陷橙红 180 34.61 葡萄糖-蔗糖 塌陷橙红 120 38.20 
果糖-乳糖 塌陷橙红  90 32.58 葡萄糖-乳糖 塌陷橙红  80 35.71 
甘露醇-麦芽糖 松散橙红  20 28.37 蔗糖-乳糖 塌陷橙黄  60 37.42 

 
保护剂加至已制备好的脂质体混悬液中。本试验以

冻干产品的外观、再分散性为评价指标，考察了加

入方式对冻干制品的影响，结果采用内加和外加方

式，产品外观均平整饱满，容易再分散。结果表明

内加和外加两种方式对冻干制品的影响不大，这可

能是因为无论内加还是外加，冻干保护剂都会通过

膜扩散，保证内外水相都有保护剂的存在。又因为

内加保护剂在脂质体水化时容易造成脂质体聚集结

块，导致药物损失，所以本试验 后选择以外加的

方式加入保护剂。 

2.3.5  冻干保护剂用量的考察  本试验考察甘露醇-
蔗糖不同用量对冻干脂质体的外观、复溶时间及包

封率 3 个方面的影响。结果发现，磷脂与甘露醇-
蔗糖的用量比例为 1∶8 时，脂质体的外观饱满，复

溶较好，当甘露醇-蔗糖用量再增加时，外观没有显

著改善，磷脂与甘露醇-蔗糖的用量比例大于为 1∶8
时，外观塌陷，再分散性一般，保护剂比例再小则

不能完全保护脂质体内包封药物，再大则产品包封

率并没有显著提高，结果见表 3。 

2.4  大黄酚冻干脂质体复溶方式的考察 
2.4.1  复溶介质的考察  脂质体冻干粉的复溶介质

可以是蒸馏水、缓冲溶液、生理盐水。本试验以单

位时间内冻干脂质体溶解程度为指标，对复溶介质

进行了考察，结果以缓冲溶液为复溶介质时，溶解

速率 快，且复溶程度 好，以蒸馏水为复溶介质

时，复溶程度 差。 

表 3  保护剂用量对脂质体外观、复溶时间及包封率的影响 
Table 3  Effect of protective agent dosage on product 

appearance, redissolution time, and EE 

磷脂-保护剂 外 观 复溶时间 / s 包封率 / %

1∶2 塌陷橙红色 有残留 47.54 
1∶4 塌陷橙黄色 极少残留 52.32 

1∶6 松散橙黄色 70 55.36 

1∶8 饱满橙黄色 40 60.89 

1∶10 饱满橙黄色 20 61.20 

1∶12 饱满橙黄色 20 60.11 
 
2.4.2  复溶时间的考察  按冻干前体积 1∶1 比例

向大黄酚冻干脂质体中加入复溶介质缓冲溶液，加

入后立即采用简单的手工振荡，振荡时间分别为

0.5、1、1.5、2、2.5、3 min，发现 3 min 之内冻干

粉已完全分散，则无需再延长振荡时间。 
2.4.3  复溶温度的考察  按冻干前体积 1∶1 比例

向冻干脂质体中加入复溶介质缓冲溶液，1 份于室

温手工振荡，另 1 份于 40 ℃水浴上进行振荡，且

维持此温度 3～5 min，所得脂质体乳液外观都均匀，

测得两者的包封率基本一致，无明显差异。可见复

溶温度对于本实验所制备的冻干脂质体性质并无影

响，因此选择室温下复溶，方法简单，使用方便。 
2.5  大黄酚冻干脂质体的质量评价 
2.5.1  外观形状及粒径  经薄膜-超声-冷冻干燥法

制备的大黄酚脂质体冻干品外观饱满，可见明显的

疏松结构，呈橙黄色。取适量制备的大黄酚冻干脂
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质体样品于激光散射仪中，测定脂质体的大小及粒

径分布，由测定结果可知，样品的平均粒径 420～
750 nm，粒径均匀，且脂质体粒径均小于 2 μm。 
2.5.2  Zeta 电位的考察  Zeta 电位的重要意义在于

其数值与分散体系的稳定性相关。Zeta 电位是对颗

粒之间相互排斥或吸引力强度的度量，分子或分散

粒子越小，Zeta 电位（正或负）越高，体系越稳定。

在室温条件下，取少量冻干前和冻干后复溶的大黄

酚脂质体混悬液适量，稀释相同的倍数，用 ZD-2
电位滴定仪测定其 Zeta 电位，每个样品重复测定 3
次，结果表明，大黄酚脂质体冻干前与复溶后 Zeta
电位分别为（−237±15）mV 和（−255±18）mV，

经过冻干过程脂质体体系的稳定性没有降低。 
3  小结 

本实验将所制备大黄酚脂质体进行了冷冻干

燥，结合实验条件，对主要工艺影响因素进行了考

察，确定了大黄酚冻干脂质体的 优工艺。 

（1）本实验优选的 佳制备工艺条件为预冻温

度−26 ℃、预冻时间为 24 h，合适的冻干保护剂为

甘露醇-蔗糖，干燥时间为 24 h。 

（2）筛选了冻干保护剂的处方，发现单一冻干

保护剂难以满足脂质体体系的需要。对于大黄酚脂

质体，甘露醇和蔗糖联用的效果较好，磷脂与甘露

醇-蔗糖质量比为 1∶8 是冻干保护剂的 佳用量。 

（3）本实验制得的冻干脂质体可见明显的疏松

结构，外形饱满，呈橙黄色；复溶后样品的平均粒

径 420～750 nm，粒径均匀，且脂质体粒径均小于

2 μm；冻干复溶后大黄酚脂质体的 Zeta 电位为−255 
mV，与冻干前−237 mV 相比略有上升，体系稳定

性没有降低；冻干品复溶性极好，约 40 s 即可溶解

完全，包封率较高为（61.30±2.2）%。 

4  讨论 
由于冻干体系成分复杂，单一的冻干保护剂很

难满足需要，可以考虑各冻干保护剂的联合使用，

以实现“取长补短”。 
目前，大部分关于脂质体的研究主要是集中利

用其靶向性，本实验利用磷脂对脂溶性药物大黄酚

的包覆，促进了药物在水性介质中的分散，同时也

增加药物的稳定性，针对性地解决了大黄酚临床使

用中的一些缺点，具体的药效学和药理学研究还需

进行动物实验，本实验为其他脂溶性药物开发提供

了新的研究途径。 
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