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雷公藤内酯醇纳米脂质体的处方及制备工艺研究=
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摘= =要：目的= =优化雷公藤内酯醇纳米脂质体（qmJkip）的处方及制备工艺。方法= =采用高压均质法制备 qmJkip。依据均

匀设计 rTETPF=实验方法，以两种脂类基质 a与 b的配比（A）、泊洛沙姆 NUU的用量（_）和均质压力（C）为考察因素，以

包封率、平均粒径和 weía电位为考察标准，优选 qmJkip的处方及制备工艺。结果= =最优处方为 AN_RCT，即按制备 SMM=mi=
qmJkip溶液，所取脂类基质 a为 NKO=g，b为 MKO=g，泊洛沙姆 NUU的用量为 NKP=g，均质压力 TM=jma，均质乳匀 NR=min。制

备的 qmJkip溶液外观好，平均包封率为 UPKROB，平均粒径 NNT=nm，weía电位 PNKT=ms。所得 qmJkip溶液置于 Q=℃，避

光环境下保存 PM=d，包封率、粒径、电位等基本保持不变，稳定性良好。结论= =优化后的 qmJkip制备工艺简单易行，为其

进一步研究奠定了基础。=
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homogeneous= meíhod= was= used= ío= éreéare= qmJpikK= According= ío= even= design= rTETPFI= íhe= éreéaraíion= meíhod= of= qmJpik= was=
oéíimized= wiíh= íhe= facíors= including= weighí= raíio= of= éhoséhorliéid= and= cholesíerol= EAFI= quaníiíó= of= moloñamer= NUU= E_FI= and=
homogeneous=éressure=ECFI=using=íhe=encaésulaíion=efficiencó=EbbFI=éaríicle=sizeI=and=weía=éoíeníial=of=kip=as=indeñesK=oesults= = qhe=
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雷公藤为卫矛科（Celasíraceae）雷公藤属

Tripterygium= eookK= fK= 植物雷公藤 Tripterygium=
wilfordii= eookK= fK、昆明山海棠 TK= hypoglaucum=
EieviKF=eukeda（又名黑麦）、苍山雷公藤 TK= forretii=
aials及东北雷公藤 TK=regelli=pérague=eí=qakeía等植

物干燥根或根的木质部。其味苦、辛，性寒，有大

毒，归肝、肾经，有祛风湿、活血通络、消肿止痛、

杀虫解毒的功效xNz。雷公藤内酯醇（qm）是从上述

各雷公藤植物中分离得到的二萜内酯类化合物，是

雷公藤的主要有效成分之一，具有显著的抗炎xOJQz、

抗肿瘤xRJNMz、抗生育、免疫抑制及肾保护作用xNNz，

临床应用广泛。但因其口服、静脉注射毒性较大，

临床使用受到了限制。本课题组曾对其外用剂型透

皮贴剂的制备工艺进行了研究，所得的制剂初黏力、=
= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =
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外观、持黏力及稳定性良好xNOJNQz。=
自 NVSQ年，英国科学家 _angham等xNRz首次报

道应用负染法在电子显微镜下观察到磷脂及表面活

化剂修饰的化合物结构以来，脂质体的研究得到了

越来越多的关注。NVTN 年，英国学者 oóman 等xNSz

将脂质体作为新型载药系统应用于药学领域，脂质

体开始在药物输送系统方面发挥其独特的优势。纳

米脂质体（nano=liéosomes，kip）是一种在常规脂

质体的基础上结合纳米技术发展起来的新型载药系

统，在稳定性、吸收和体内分布等方面具有纳米粒

子的特殊效应，可以携载亲水性、疏水性及两亲性

药物，直接输送至靶组织发挥药效作用。目前常用

的制备方法有高压均质法xNTz、乙醇注入法xNUz和旋转

蒸发超声法xNVz等。=
本研究将 qm 制备成 kip，使药物微粒易于透

过皮肤，后续拟研发成外用涂膜、凝胶等剂型，药

物通过体表皮肤渗透，绕过肝脏的首关效应直达病

灶，qm从 kip中缓慢释放，避免剂量的峰谷现象，

收获减毒增效的功效。根据预试验结果，选择磷脂

类辅料和泊洛沙姆 NUU（éoloñamer= NUU，mNUU）等

为基质，采用高压均质法制备雷公藤内酯醇纳米脂

质体（qmJkip）。=
N= =仪器和材料=

_icfuge= fresco 型小型台式高速冷冻离心机，

eboAbrp；OMA 型岛津制备高效液相色谱仪，岛

津公司；eMNJP 型恒温磁力搅拌器，上海梅颍浦仪

器仪表制造有限公司；aiJfJNR 台式封闭电炉，天

津市泰斯特仪器有限公司；hnOOMMb型超声波清洗

器，昆山市超声仪器有限公司；pewJfff型循环水真

空泵、obJOMMM_ 型旋转蒸发器，上海亚荣生化仪

器厂；AiOMQ型电子分析天平，梅特勒J托利多仪器

（上海）有限公司；A_wNJMRMNJm型艾科浦超纯水系

统，颐洋企业发展有限公司；weía= mAip 型高分辨

weía电位及粒度分析仪，美国布鲁克海文仪器公司；

dgg型超高压均质泵，上海诺尼轻工机械有限公司；

kanoseé®NMhaa 离心超滤管，美国 mAii 公司；

Cenírifuge=RUNM=o高速冷冻离心机，德国 bééendorf
公司。=

qm对照品，批号 NNNRVTJOMMRMO，购自中国食

品药品检定研究院；qm，质量分数≥VUB，由福建

省医学科学研究院药物所提供；脂类基质 a（大豆

卵磷脂），批号 POMQMUM，上海雅心生物技术有限公

司；脂类基质 b，批号 cOMNNNOMT，国药集团化学试

剂有限公司；甘油（丙三醇），分析纯，国药集团化

学试剂有限公司；mNUU，批号 VMMPJNNJS，上海源叶

生物科技有限公司；三氯甲烷，批号 NPPMRNP，南

京利盛化学试剂有限公司；乙腈（色谱纯）、甲醇（批

号 NPMVNNN），西陇化工股份有限公司；自制超纯水。=
O= =方法与结果=
OKN= = qmJkip的制备=
OKNKN= = qm 溶液的配制= =精密称取一定量 qm，溶解

在一定体积的甲醇中，制成 qm 质量浓度为 NKMM=
mgLmi的溶液，备用。=
OKNKO= =甘油溶液的配制= =称取一定量的甘油，溶解

于超纯水中，制备质量分数为 NKORB的甘油溶液xOMz，

备用。=
OKNKP= = qmJkip 的制备工艺= =根据实验条件及预试

验结果，采用高压均质法制备 qmJkip，以制备

qmJkip的 O种脂类基质 a与 b的配比（A）、mNUU
的用量（_）及其均质压力（C）为 P个考察因素，

设计 T个水平。采用 P因素 T水平，建立均匀实验

设计表 rTETPF=安排实验。=
按均匀设计安排的基质的配比，分别精密称取

脂类基质 a=NKO=g，脂类基质 b=MKO=g，置于同一烧杯

中，用适量的三氯甲烷将其完全溶解，再加入 N=
mgLmi的 qm甲醇溶液 OQ= mi，混匀，旋转减压蒸

发除尽有机溶剂，并在圆底烧瓶的内壁上形成一层

均匀薄膜，备用。=
将 mNUU 溶解在 UM=℃、SMM= mi 等温等渗的

NKORB甘油溶液，待该溶液温度降至 QM=℃左右时，

倒入上述形成薄膜的圆底烧瓶，缓慢旋转烧瓶，使

薄膜溶胀并脱落，所得溶液置于磁力搅拌器充分搅

拌溶胀，即得乳白色不透明 qm 脂质体溶液，该溶

液倾入高压均质机，按均匀实验设计表 rTETPF=设计

的均质压力，循环均乳，均质后溶液用 MKQR= μm微

孔滤膜抽滤，即得 qmJpik溶液 SMM=mi，密封，避

光冷藏备用。=
OKO= = qmJkip的 emiC测定=
OKOKN= =色谱条件= = aiamonsil=CNU分析柱（ORM=mm×
QKS=mm，R=μm）；流动相为乙腈J水（PM∶TM）；体积

流量 NKM=miLmin；测定波长 OOM=nm；柱温 OM℃，进

样量 OM=μi。=
OKOKO= =对照品溶液的制备= =精密称取 qm 对照品适

量，用 PMB乙腈溶液配制成 N=mgLmi的 qm对照品

溶液，备用。=
OKOKP= =供试品溶液的制备= =取均匀的 qmJkip 溶液
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N=mi，经 MKOO=μm微孔滤膜滤过，即得 qmJkip总
量测定溶液；另量取 qmJkip 溶液 MKR= mi，置于

kanoseé®NMhaa离心超滤管上端，高速冷冻离心机

NP=MMM=rLmin离心 OM=min，所得滤液即为游离 qm测
定溶液。=
OKOKQ= =线性关系考察= =精密吸取“OKOKO”项下 qm
对照品溶液适量，配制成系列质量浓度为 NM、OM、
PM、RM、UM=μgLmi的对照品溶液，按“OKOKN”项色

谱条件测定峰面积，计算得线性回归方程 v＝QN=VOO=
u＋NN=UMN，r＝MKVVV，表明 qm在 NM～UM=μgLmi线

性关系良好。=
OKOKR= =精密度试验= =选取同一份qm对照品溶液（质

量浓度 PM=μgLmi），精密吸取 OM=μi，按“OKOKN”项

色谱条件连续进样 R次，测定峰面积，计算 opa为

NKPB，表明仪器精密度良好。=
OKOKS= =稳定性试验= =选取同一份供试品溶液（P 号

试验所得样品，质量浓度为 PU=μgLmi），在“OKOKN”
项色谱条件下，分别于 M、MKR、N、O、Q、U=h进样

OM=μi，测定，计算峰面积的 opa为 NKTB，表明供

试品溶液在常温 U=h内稳定性良好。=
OKOKT= =重复性试验= =按照“OKOKP”项方法平行制备

S 份供试品溶液（P 号试验所得样品，质量浓度为

PU=μgLmi），精密吸取 OM=μi，按“OKOKN”项色谱条

件进样分析，测定峰面积，计算 qm质量浓度的 opa
为 NKVB，表明方法重复性高。=
OKOKU= =加样回收率试验= =选取已知质量浓度的供试

品溶液 S 份（P 号试验所得样品，质量浓度为 PU=
μgLmi），分别加入 MKMP=mgLmi的 qm对照品溶液适

量，按照“OKOKP”项方法制备供试品溶液，进样测

定，计算平均回收率为 VUKTB，opa为 NKPB。=
OKP= =包封率的测定=

采用离心超滤法测定 qmJkip的包封率xOMz。取

适量 qm对照品配制成质量浓度分别为 OM、QM、UM=
μgLmi溶液，emiC 法测定其峰面积，另各取 P种
不同质量浓度的 qm 对照品溶液适量，分别置于离

心超滤管上端，NP=MMM=rLmin离心 OM=min，emiC测

定滤液的峰面积为 N=SMP=VTV，连续测定 P次，取均

值，结果平均回收率为 VVKOB，说明此超滤膜对游

离药物 qm 几乎无吸附，可用于 qmJkip 包封率的

测定。=
取 N=mi=qmJkip，NP=MMM=rLmin离心 OM=min，取

上清液进样，测定药物总量（t 总），另取 N= mi=
qmJkip 置于离心超滤管中，离心，测定滤液中药

物质量浓度，计算游离药物量（t 游）。按《中国药

典》OMNR年版xONz脂质体包封率的计算公式计算包封

率，即包封率＝Et 总－t 游FLt 总，t 总为总药物量，

t游为未包封的游离药物量，检测结果见图 N和表 N。=
OKQ= =平均粒径和 weta电位的测定=

取新制 qmJkip溶液 N=mi，采用 weía=mAip型
高分辨 weía电位及粒度分析仪，测定 qmJkip的平

均粒径，多分散系数（maf）和 weía 电位，粒径检

测结果见图 O，weía电位检测见图 P，数据见表 N。=

=

=
=
=
图 N= = qm对照品= EAF=和qmJkip超滤溶液= EBF=的emiC图=
cigK=N= =emiC=of=qm= reference= substance= EAF= and= qmJkip=
ultrafiltration=solution=

=
表 N= = rTETPF=均匀设计与试验结果=

qable=N= =rTETPF=uniform=design=and=test=results=

试验号= A= _Lg= CLjma= 包封率评分= 粒径评分= weía电位评分= 综合评分=

N= = S∶N=ENF= MKV=ENF= QM=ENF= TMKPS= UTKPU= TMKPQ= OOUKMU=

O= = T∶N=EOF= NKM=EOF= QR=EOF= SMKMS= TOKUS= TNKNV= OMQKNN=

P= = U∶N=EPF= NKN=EPF= RM=EPF= UNKRV= SNKPQ= SOKPT= OMQKPM=

Q= = V∶N=EQF= NKO=EQF= RR=EQF= USKMT= TVKUO= TSKRT= OQOKQS=

R= NM∶N=ERF= NKP=ERF= SM=ERF= UOKUN= UOKOM= SSKVP= OPNKVQ=

S= NN∶N=ESF= NKQ=ESF= SR=ESF= TRKQS= SVKPM= SMKTS= OMRKRO=

T= NO∶N=ETF= NKR=ETF= TM=ETF= QUKSU= QPKRP= SOKNO= NRQKPP=

M= = = = = = = = R= = = = = = = = NM= = = = = = = NR= = = = = = = OM= = = = = = = OR= = = = = = = PM=
tLmin=

qm=

qm=

_=

A=
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图 O= = qmJkip的粒径及多通道分布图=
cigK=O= =pize=and=multiJchannel=distribution=of=qmJkip=

=

=
=
=

图 P= = qmJkip的 weta电位图=
cigK=P= =weta=potential=of=qmJkip=

=
OKR= =均匀设计法优选处方=
OKRKN= =实验设计及结果= =以制备 qmJkip 的磷脂类

基质 a与 b的配比（A）、mNUU的用量（_）及其均

质压力（C）为 P 个考察因素，设计 T 个水平。查

阅均匀设计有关文献xOOz，选择 rTETPF=配方均匀设计

表进行试验，见表 N。=
OKRKO= =数据处理= =根据实验需要制定包封率、粒径、

电位的评分标准，具体如下。=
包封率大于 UMB为 NMM分，UMB～SNB为 VV～

UM分，SMB～RNB为 TV～SM分，RMB～QNB为 RV～
RM分，QMB～ONB为 QV～PM分，小于 NMB为 PM分
以下。=

粒径大于 RMM=nm为 M分，PMM～RMM=nm为 M～
RM分，ORM～PMM=nm为 RM～SM分，OMM～ORM=nm为

SM～TM分，NRM～OMM=nm为 TM～UM分，NMM～NRM=nm
为 UM～VM分，小于 NMM=nm为 VM～NMM分。=

waía电位大于RM=ms为VM～NMM分，QM～RM=ms
为 UM～VM分，PM～QM=ms为 TM～UM分，OM～PM=ms
为 SM～TM分，NM～OM=ms为 QM～SM分，小于 NM=ms
为 QM分以下。评分结果见表 N。=

根据《试验设计与数据处理》xOOz，求得的 P元
线性回归方程为 y＝PQUKNQN－MKNUM=TR=xN－RPKSNM=R=
xO－NKMNU=MR=xP，y为因变量（综合评分），xN、xO、
xP为自变量（即 A、_、C=P个因素）。=
OKRKP= =方差分析及因素主次的确定= =总平方和ppq＝
R= MQUKOOR，偏回归平方和 ppN＝PQKQUR，ppO＝= = = = = =

P=SOUKMPT，ppP＝N=NNPKUVV，回归平方和 ppo＝ppN＋
ppO＋ppP＝Q=TTSKQON，残差平方和 ppe＝ppq－ppo＝
P=VPQKPOS，复相关系数 o＝EppoLppqFMKR＝MKVTP，方

差分析见表 O。=
表 O= =方差分析=

qable=O= =Analysis=of=variance=

差异源= 自由度= c值= 显著性=

A= N= MKMOS= =

_= N= OKTSS= m＜MKMN=

C= N= MKUQV= =

回归= m＝P= NKONQ= m＜MKMN=

残差= n－m－N＝P=

总和= n－N＝S= = =

cMKMRENI=PF=Z=MKVVV= =cMKMREPI=PF=Z=MKVRM= = cMKMNENI=PF=Z=NKMMM=
cMKMNEPI=PF=Z=MKMVU=P=

=
对于给定的显著水平 α＝MKMR，自变量个数 m＝

P，试验次数 n＝T时，查阅文献资料xOPz得对应的临

界值 omin＝MKVRM＜MKVTP，所建立的线性回归方程与

试验数据拟合得较好，试验设计的 P 个因素对

qmJkip 均有不同程度的影响。其中第 O 个因素对

试验结果的影响十分显著（m＜MKMN），第 P 个因素

对试验结果影响也较大，第 N个因素对实验结果影

响最小，P个因素的影响大小顺序为 _＞C＞A，即

mNUU的用量＞均质压力＞磷脂类基质的配比。=
OKRKQ= =最佳制备工艺的判定= =根据均匀设计的实验

结果及其计算得出的回归方程，mNUU 的用量对

qmJkip影响最大，mNUU的用量与实验结果呈现负

向关系，用量越大综合得分越小，故用量不宜过多，

但查阅文献资料xOQz可知，mNUU是一种可静脉注射的

聚氧乙烯聚氧丙烯醚嵌段共聚物非离子表面活性

剂，作为一种膜表面修饰剂，其聚氧乙烯亲水长链

镶嵌于磷脂双分子层中，降低了血浆蛋白的调理作

用，减弱吞噬作用，延长药物在血中的滞留时间，

达到减毒增效的目的，由此可见，mNUU在 qmJkip
减毒中占有重要位置，综合考虑，制备 SMM= mi=
qmJkip 溶液 mNUU 的用量为 NKP= g。均质压力对于

qmJkip 的影响也较大，且综合评分也随着均质压

力的增大而减小，查阅相关文献得知，均质压力过

高，会引起药物渗漏，包封率反而会降低xORz，均质

压力过小均质不均匀，kip 粒径达不到预期的效

果，故均质压力选取 TM=jma。脂类基质的配比影响

最小，随着配比的增大综合得分减小，考虑材料节

约问题，所以脂类基质 a=NKO=g，脂类基质 b=MKO=g。

RKM= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = RMKM= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = RMMKM=
粒径Lnm=

−NRMKM= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = M= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = NRMKM=
weía电位Lms=
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另查阅文献资料xOSz可知循环 R次均质效果较好，通

过预试验，计算 SMM= mi溶液经实验所用高压均质

机乳匀 R次的时间为 NR=min。=
OKS= =优化处方的验证=

分别精密称取大豆卵磷脂（脂类基质 a）NKO=g，
脂类基质 b=MKO=g，置于同一烧杯中，加入适量的三

氯甲烷使之溶解，再加入 QU=mi的 qm甲醇溶液（质

量浓度 N=mgLmi），混匀，于旋转蒸发仪中旋转减压

蒸发除尽有机溶剂，并使在圆底烧瓶的内壁上形成

均匀的薄膜，备用。=
将 mNUU 溶解在 UM=℃、SMM= mi 等温等渗的

NKORB甘油溶液中，待水溶液温度降至 QM=℃左右

时，倒入已形成薄膜的圆底烧瓶，置于旋转蒸发仪

中缓慢旋转，使薄膜脱落，直至溶胀充分后，于磁

力搅拌器上充分搅拌溶胀后（约 OM= min），倾入高

压均质机中均质，设置均质压力为 TM= jma，乳匀

NR= min，均质后经 MKQR= μm 微孔滤膜抽滤，即得

qmJkip溶液。按上述方法，重复制备 P份 qmJkip
溶液，检测，数据见表 P。=

由表 P可以看出，处方验证制备的包封率平均

UPKRO分、粒径平均 UTKUT分、weía电位 TVKVO分，

平均综合评分 ORNKPN分，综合得分高于均匀设计实=

表 P= = P批样品测定数据= =
qable=P= =aata=of=three=batches=of=samples=

样品号= 包封率评分= 粒径评分= weía电位评分= 综合得分=

N= UQKPV= UUKPN= TVKRS= OROKOS=

O= URKMR= UTKRO= UMKPV= OROKVS=

P= UNKNO= UTKTT= TVKUO= OQUKTN=

平均分= UPKRO= UTKUT= TVKVO= ORNKPN=
=
验所得的 qmJkip 溶液，由此可见，确定上述处方

为制备 qmJkip溶液的最佳处方。=
OKT= = qmJkip溶液稳定性考察=

取 R份“OKS”项制备的 qmJkip=OR=mi于容量

瓶中，在室温条件下（无遮光）放置 PM=d，同时另

取 R份放置于冰箱 Q=℃，避光条件下保存 PM=d，观

测 PM= d 内不同保存环境下 qmJkip 外观及粒径变

化。结果在室温下放置 NR= d 后脂质体粒径接近 N=
μm，QM=℃微热可恢复至透明状态，PM= d后粒径大

于 N=μm，脂质体絮凝；在 Q=℃条件下放置 NR=d溶
液呈乳白色，轻摇微绢丝样，室温恢复透明，PM= d
后可见溶液微乳白色半透明状态，在 QM=℃水浴条

件下微热 R=min可恢复透明状态，结果（表 Q）表明

qmJkip在 Q=℃避光环境下保存 PM=d稳定性良好。=
=

表 Q= = qmJkip稳定性考察=
qable=Q= =ptability=of=qmJkip=

放置条件= 放置时间Ld= 外观= 平均粒径=

室温= = M= 透明，淡黄色= NNT=nm=

= NR= 乳白色，绢丝样不透明= 1 μm 左右=

= PM= 白色不透明= 1 μm 以上=

Q=℃= = M= 透明，淡黄色= NNT=nm=

= NR= 乳白色，微绢丝样，室温恢复透明= OPR=nm=

= PM= 乳白色，半透明 QM=℃微热恢复透明= QRM=nm=
=
P= =讨论=
PKN= = O种磷脂类基质的配比=

预试验曾采用其他试剂作为稳定剂，如卵磷脂、=
油酸、胆固醇以及油酸与硬脂酸的混合物，最后发

现，当应用 O种磷脂类基质作为稳定剂时，kip的
稳定性相对于其他试剂时的效果好。前期预试验脂

类基质 a与 b的配比从 N∶N开始，直至 R∶N，所

得的脂质体薄膜成片粘附在圆底烧瓶上，加入 mNUU
甘油溶液溶胀不均匀。配比调为 S∶N～NO∶N获得

的脂质体薄膜，加入 mNUU 甘油溶液，易溶胀成均

匀的乳白色溶液。但增大至 NP∶N以上，薄膜又呈

现不易溶胀现象，故实验设计脂类基质 a与 b配比

范围为 S∶N～NO∶N，最终确定为 S∶N。=
PKO= = mNUU的用量=

实验中 mNUU 的用量和其他 O 个因素比较，对

实验结果影响最大，也是 qmJkip减毒的重要因素，

因为 mNUU 无毒，所以更适合于制剂用辅料。预试

验中 mNUU用量 NKO= g效果较好，于是在 NKO= g左右

调节 T 个水平进行均匀实验，最终确定 mNUU 的最

佳用量为 NKP=g。=
PKP= =均质压力=

均质压力对实验结果影响较大，均质压力太小
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均质程度不够，kip 粒径偏大，易于沉降，影响

qmJpik 的稳定性，且过大的药物粒子不利于穿透

肿瘤细胞，发挥药效；均质压力过大，qmJpik 易

破裂，导致药物外漏，降低包封率，影响减毒作用。=
PKQ= =包封率=

目前 qmJkip 包封率仍不是十分理想，应继续

考察包封率是否与 mNUU 的用量有关，非离子表面

活性剂会促进 qm 在溶液中的溶解，导致被包封的

药量减少；或是压力过大，致使 kip破裂药物渗漏；

又或是均质时间过长，kip破裂导致，还需进一步

深入研究。=
PKR= =稳定性=

qmJkip溶液具有潜在的不稳定性，放置时间、

温度及光照均可影响其状态。因此，制备好的

qmJkip须置于冷藏室避光保存。=
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