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星点设计-效应面法优化积雪草苷脂质体镶囊的制备工艺 
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摘  要：目的  建立镶囊包封率的测定方法，以包封率为指标，对积雪草苷脂质体镶囊的处方和工艺进行考察。方法  建立

HPLC 法测定积雪草苷，用薄膜分散法制备脂质体，采用层层自组装法制备镶囊。采用低速离心法测定积雪草苷镶囊的包封

率，并对方法进行验证。通过单因素实验，考察一系列处方及制备工艺对镶囊包封率的影响，选择影响较大的 3 个因素进一

步采用星点设计-效应面法优化处方工艺。结果  低速离心法测定镶囊包封率准确、可靠。通过单因素实验，确定十八胺用

量为磷脂量的 4%，海藻酸钠（ALG）和壳聚糖（CS）溶液的质量浓度为 1 mg/mL，脂质体混悬液的 pH 值为 7.9，前体层为

2 层，包埋层为 1 层。星点设计-效应面法优化得到的最优处方为 ALG 和 CS 溶液 pH 值 7.00，反应转速 450 r/min，反应时

间 0.30 h，通过拟合方程计算得到的最优处方的包封率为 81.21%。激光共聚焦显微镜显示脂质体成功地包埋在聚电解质微

囊的囊壁中。结论  所得积雪草苷镶囊的包封率较高，粒径均匀，激光共聚焦显微镜下形态良好。 
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Abstract: Objective  To fabricate the asiaticoside loaded capsosomes with CaCO3 as core (CASI) and establish the method for 
determination of entrapment efficiency, then the prescription of formulation and preparation process were screened with the entrapment 
efficiency as index. Methods  An HPLC method was established to determine the contents of asiaticoside. CASI were prepared by 
co-precipitation method and layer-by-layer assembly technique. The encapsulation efficiency was determined by a proved 
centrifugation. In this study, the effect of concentrations of capsule material, pH and rotating speed on encapsulation efficiency was 
investigated. Results  The encapsulation efficiency obtained by centrifugation was accurate and reliable. The optimized prescription 
was concentrations of 1 mg/mL capsule material with pH value 12, pH 7.9 of liposomes, two precursor layers, one liposome layer, 
rotating speed 500 r/min, and 15 min of reaction time . The CLSM images confirmed the structural integrity of the CASI. Conclusion  
This formulation endowed with high encapsulation efficiency, and the CASI observed by CLSM turned out to be globular shapes and 
was narrow in size distribution. 
Key words: asiaticoside; capsosomes; encapsulation efficiency; central composite design-response surface method; liposomes; layer- 
by-layer self-assembly technology 
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积雪草苷（asiaticoside）是我国传统中药材积

雪草 Centella asiatica (L.) Urban. 中的主要有效成

分，药理活性广泛[1-2]。新近研究显示，积雪草苷可

以抑制成纤维细胞的增殖，从而改善肺组织的纤维

化进程[3]。虽然积雪草苷有诸多疗效，但其理化性

质存在一定的缺陷，如水溶性差、体内半衰期短   
等[4-5]，这些都限制了其在临床上的应用，因此，本

研究拟通过制剂学的方法进行改善，为其临床应用

奠定基础。镶囊（又名脂质体镶囊，capsosome）是

利用层层自组装（layer-by-layer self-assembly，LbL）
技术，将脂质体包覆于聚电解质微囊的囊壁中，形

成“夹层”式结构的囊泡，其综合了聚电解质微囊

和脂质体的优势，并克服了脂质体稳定性较差、易

降解、药物释放难以控制以及聚电解质微囊对敏感

性高、易降解、药物保护性差的缺点，是一种新型

制剂[6]。目前国内外对该制剂的研究比较少，本研

究希望以积雪草苷为模型药物，摸索出稳定、可靠

的脂质体镶囊包封率的测定方法，同时以包封率为

指标，考察各因素对其的影响，采用星点设计-效应

面法（CCD-RSM）[7]优化以碳酸钙为核的积雪草苷

脂质体镶囊（asiaticoside loaded capsosome with 
CaCO3 as core，CASI）处方和工艺，为积雪草苷及

脂质体镶囊的进一步研究提供参考。 
1  仪器与试药 
1.1  仪器 

AT250 1/100 000 天平，瑞士 Mettler Toledo 公

司；R-124 旋转蒸发仪，瑞士 Buchi 公司；LC-20AT
高效液相色谱仪、SPD-M20A 紫外可见检测器，日

本岛津公司；JA3003 1/1 000 电子天平，上海精密

科学仪器有限公司； ZNCL-GS 磁力搅拌器水浴锅，

上海越众仪器设备有限公司；TCS-SP8 超分辨率扫

描共聚焦显微镜，德国徕卡公司；BT-9300H 型激光

粒度分布仪，丹东百特仪器有限公司；JEM2010FEF

透射电镜，日本电子株式会社；LEO1530vp 扫描电

镜，德国 LEO 公司；3000HSA纳米粒度及电位分析

仪，英国马尔文仪器有限公司。 
1.2  试药 

积雪草苷对照品，成都曼思特生物科技有限公

司，批号 MUST-12272102，质量分数≥98%；积雪

草苷原料药，广西昌洲天然药业有限公司，批号

100120，质量分数≥60%；胆固醇，天津市光复精

细化工研究所，批号 20141009，质量分数≥97%；

维生素 E，西南合成制药股份有限公司，批号

201301003，质量分数≥98%；大豆磷脂，上海太伟

药业有限公司，批号 20140201，质量分数≥95%；

甲醇，天津市康科德科技有限公司，批号 140728，
色谱纯；乙腈，Fisher Scientific，批号 085884，色

谱纯；壳聚糖（CS），天津市艾都科技有限公司，

批号 20150722，质量分数≥95%；海藻酸钠（ALG），

天津市风船化学试剂科技有限公司，批号

20160828，质量分数≥99.5%；异硫氰酸荧光素

（fluorescein isothiocyanate，FITC），天津希恩斯生

化科技有限公司，质量分数≥90%。 
2  方法与结果 
2.1  分析条件 
2.1.1  色谱条件[8]  色谱柱为 ODS Hypersil C18分

析柱（250 mm×4.6 mm，5 μm，Thermo Scientific
公司）；流动相为乙腈-磷酸水溶液（磷酸 2 mL，水

730 mL）（27∶73）；柱温 35 ℃；体积流量 1.0 
mL/min；检测波长 220 nm；进样量 20 μL。 
2.1.2  专属性实验  将空白脂质体镶囊上清液及

CASI 上清液分别用甲醇破乳，采用“2.1.1”项下

分析条件测定，记录色谱图（图 1），并与积雪草苷

溶液相比较。结果表明在该液相色谱条件下，积雪

草苷分离度良好，符合测定条件。 
2.1.3  标准曲线的制备  精密称取积雪草苷对照品 

     
 
 

图 1  积雪草苷溶液 (A)、CASI 上清 (B) 和空白脂质体镶囊上清 (C) 的 HPLC 图 
Fig. 1  HPLC of asiaticoside solution (A), supernatant of CASI (B), and supernatant of blank capsosome (C) 
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111.0 mg，置于 1 000 mL 棕色量瓶中，甲醇定容至

刻度，即得质量浓度为 111.0 μg/mL 的积雪草苷储

备液，于 4 ℃冰箱冷藏保存。分别取适量积雪草苷

储备液进行稀释，得到质量浓度依次为 0.56、1.11、
2.24、2.22、4.44、8.88、17.76、35.52 μg/mL 的积

雪草苷对照品溶液，采用“2.1.1”项下 HPLC 色谱

条件进行检测，得到积雪草苷的峰面积（A）与质

量浓度（ρ）的标准曲线 A＝1 194.10 ρ－765.21，r＝
0.999 3（n＝3）。 
2.2  CASI 的制备 
2.2.1  积雪草苷阳离子脂质体的制备  采用薄膜分

散法制备积雪草苷阳离子脂质体[8-9]。取磷脂 300 
mg、积雪草苷 21 mg、胆固醇 50 mg、维生素 E 10 
mg、十八胺 3 mg，置于 1 000 mL 圆底烧瓶中，10 mL
乙醇溶解后，使用旋转蒸发仪在 40 ℃下减压蒸发 1 
h（真空度为 0.09～0.095 MPa，转速 100 r/min），
待乙醇充分挥发后得到脂质薄膜。在附有脂质薄膜

的圆底烧瓶中加适量 PBS 水化 1 h，使薄膜自然脱

落形成纳米级球状微粒，继而使用均质机匀粒，即

得积雪草苷阳离子脂质体。所得脂质体的平均粒径

为 120.4 nm，多分散指数（PDI）为 0.207，ζ 电位

为 20.8 mV，粒径分布见图 2，电镜下的脂质体形态

见图 3。 

 
 
 

图 2  积雪草苷阳离子脂质体的粒径分布图 
Fig. 2  Size distribution of asiaticoside-loaded liposome 

 

 
图 3  积雪草苷阳离子脂质体的透射电镜图 (×10 000) 

Fig. 3  Transmission electron micrograph of asiaticoside- 
loaded liposome (× 10 000) 

2.2.2  碳酸钙粒子的制备  采用共沉淀法制备碳酸

钙粒子[10]。分别制备 0.33 mol/L 的 Na2CO3和 CaCl2

溶液。将 100 mL Na2CO3溶液于剧烈搅拌下迅速加

入等体积的 CaCl2 溶液中，搅拌 15 min，静置，滤

除上清，蒸馏水洗涤 3 遍，即得碳酸钙粒子。所得

粒子在 50 ℃下通风干燥 60 min，贮存备用。 
2.2.3  脂质体镶囊的制备  分别配制 1 mg/mL 的

CS和ALG溶液，采用0.5 mol/L的HCl溶液或NaOH
溶液调整pH为5.0。将500 mg碳酸钙粒子加入5 mL 
CS 溶液中，于 500 r/min 搅拌下反应 15 min 后，静

置，离心滤除上清，为了避免带相反电荷的聚电解

质之间发生交联生成聚电解质复合物，在进行下一

层修饰之前，需要除去未结合的游离聚电解质[11]，

蒸馏水洗涤 3 次，再加入 5 mL ALG 溶液，重复以

上步骤，即完成一次双层包衣。重复上述操作直至

形成 3 层“前体层”。然后以积雪草苷阳离子脂质体

代替 ALG 溶液进行组装，形成“脂质体包埋层”，

收集所得上清液及洗涤液。最后再以 ALG/CS 组装

形成 2 层“保护层”，加入适量 1%戊二醛水溶液，

室温搅拌反应 12 h 使壳聚糖交联，重复离心、洗涤

过程，除去过量戊二醛。最后，加入 0.2 mol/L EDTA
溶液适量，搅拌反应 15 min 以去除碳酸钙母核，离

心除上清，重复此去核过程 3～5 次，蒸馏水洗涤 3
次，即得 CASI。 
2.3  包封率的测定 
2.3.1  包封率测定  收集形成“脂质体包埋层”时

的上清液及洗涤液，置于 25 mL 量瓶中，加蒸馏水

至刻度，混匀。取 200 μL 于 10 mL 量瓶中，甲醇

定容至刻度，超声破乳混匀，液相检测，换算得质

量浓度（ρ1）。取 200 μL 脂质体混悬液于 10 mL 量

瓶中，甲醇定容至刻度，超声混匀，液相检测，换

算得质量浓度（ρ2）。计算 CASI 的包封率。 
包封率＝1－ρ1×5/ρ2 

2.3.2  包封率测定方法的验证  分别收集形成“脂

质体包埋层”时的上清液和洗涤液，依次测定，记

录峰面积。结果显示，当洗至第 2 管滤液时，已无

积雪草苷检测出，说明未镶嵌的脂质体及游离于溶

液中的积雪草苷已全部分离。 
2.4  单因素考察 CASI 处方和制备工艺 

根据预试验及参考文献，考察处方和制备工艺

对 CASI 包封率的影响，依次为十八胺的用量、ALG
和 CS 溶液浓度、ALG 和 CS 溶液 pH 值、脂质体混

悬液的 pH 值、前体层数、脂质体包埋层数、反应

10                   100                 1 000 
粒径/nm 
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转速及反应时长。结果表明 ALG 及 CS 溶液的 pH
值、反应转速及反应时间对 CASI 的包封率影响较

大，因此选择以上 3 个因素作为考察因素，进一步

采用 CCD-RSM 优化处方。其余处方或工艺则根据

包封率最大的原则，固定十八胺的用量为磷脂量的

4%、ALG 和 CS 溶液质量浓度为 1 mg/mL、脂质体

混悬液的 pH 值为 7.9、前体层数为 2 层、脂质体包

埋层数为 1 层。 
2.5  CCD-RSM 优化处方 

分别将 ALG 及 CS 溶液的 pH 值、反应转速、

反应时间为 X1、X2、X3。各因素的范围见表 1，实

验安排及结果见表 1。 
2.5.1  模型拟合  采用 SPSS 21.0 对所得结果进行

模型拟合，得到拟合方程为包封率＝0.306 X1＋

0.012 X2＋4.609 X3－0.022 X1
2－0.839 X2

2－7.977 
X3

3＋0.070 X1X2＋1.213 X2X3－0.074 X1X3－0.981，
r2＝0.909。 
2.5.2  效应面分析  分别将 X1、X2、X3 固定为其中

值，绘制二维等高线图和三维效应面图，结果见图 4。
根据等高线图和效应面图，X1 的最优区间为 6.00～ 

 
表 1  CCD-RSM 实验设计及结果 

Table 1  Experimental design and results of CCD-RSM 

试验号 X1 X2/(r∙min−1) X3/h 包封率/% 试验号 X1 X2/(r∙min−1) X3/h 包封率/% 

 1 6.00 (0) 500 (0) 0.42 (+1.732) 76.00 11 2.00 (−1.732) 500 0.25 (0) 30.96 

 2 3.69 (−1) 270 (−1) 0.35 (+1) 27.53 12 10.00 (+1.732) 500 0.25 66.42 

 3 8.31 (+1) 270 0.35 77.14 13 6.00 100 (−1.732) 0.25 73.02 

 4 3.69 730 (+1) 0.35 56.27 14 6.00 900 (+1.732) 0.25 64.00 

 5 8.31 730 0.35 81.67 15 6.00 500 0.25 74.23 

 6 6.00 500 0.08 (−1.732) 43.45 16 6.00 500 0.25 76.13 

 7 3.69 270 0.15 (−1) 33.59 17 6.00 500 0.25 75.16 

 8 8.31 270 0.15 76.81 18 6.00 500 0.25 77.74 

 9 3.69 730 0.15 59.30 19 6.00 500 0.25 75.91 

10 8.31 730 0.15 75.88 20 6.00 500 0.25 75.78 
 

             
 

             

 
图 4  X2与 X3 (X1 = 6)、X1与 X3 (X2 = 500 r∙min−1)、X1与 X2 (X3 = 0.25 h) 对脂质体包封率影响的等高线图 (A) 与效应面图 (B) 
Fig. 4  Contour plot (A) and response surface (B) of encapsulation rate as a function of X2 and X3 (X1 = 6), X1 and X3 (X2 = 500 
r∙min−1), and X1 and X2 (X3 = 0.25 h) 

0.2     0.4     0.6     0.8 
X2/(r∙min−1) 

0.4 
 
 

0.3 
 
 

0.2 
 
 

0.1 

X 3
/h

 

2       4       6       8      10 
X1 

0.4 
 
 

0.3 
 
 

0.2 
 
 

0.1 

X 3
/h

 

2       4       6       8      10 
X1 

800 
 
 

600 
 
 

400 
 
 

200 

X 2
/(r

∙m
in

−1
) 

0.2                  0.8 
X2/(r∙min−1) 

4            8 
X1 

0.8 
0.6 
0.2 

0.3 

0.1 

X 3
/h

 

包
封
率

/%
 

0.5 

0.0 

0.1 

0.3 

X 3
/h

 

包
封
率

/%
 

800 

200 

X2/ 
(r∙min−1) 

0.6 

0.2 

包
封
率

/%
 

4            8 
X1 

B 

A 

  



中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 49 卷 第 3 期 2018 年 2 月 ·573· 

8.00，X2 的最优区间为 350～550 r/min，X3 的最优

区间为 0.25～0.35 h。最终确定最优处方为 X1＝

7.00、X2＝450 r/min、X3＝0.30 h，通过拟合方程计

算得到的最优处方的包封率为 81.21%。 
2.5.3  最优处方验证试验  根据最优处方工艺的配

比，制备 3 批 CASI，得到的包封率分别为 79.42%、

81.72%、80.02%，均值为（80.39±0.97）%（n＝3），
偏差为−0.83%，表明该处方工艺稳定，实测值与预

测值相符合。 
2.6  CASI 表征 

使用 Zeta 电位仪测定组装过程中镶囊表面电

位的变化，测试在超纯水中进行，每个数据测 6 次，

取平均值，结果见图 5。取少量镶囊悬液滴在处理

过的硅片上，自然干燥，喷金，采用扫描电子显微

镜（SEM）观察，结果见图 6-A。 

按“2.2.1”项中所述方法，在旋转蒸发前，加

入 0.2 mg/mL ITC 制得荧光脂质体。用荧光脂质体

制备 CASI，在共聚焦显微镜下观察，激发波长 488 
nm，发射波长 525 nm。结果见图 6-B。  

 
 
图 5  碳酸钙粒子表面组装 CS/ALG/脂质体的 ζ 电位变化 
(n = 6) 
Fig. 5  ζ-potential of CS/ALG CaCO3 Particles containing 
one layer of liposomes (n = 6) 

   

图 6  CASI 的扫描电镜照片 (×1 000, A1; ×5 000, A2) 和激光共聚焦显微镜图 (油镜×目镜: 63×10, B) 
Fig. 6  SEM images (× 1 000, A1; × 5 000, A2) and CLSM image (oil immersion lens × eye lens: 63 × 10, B) of CASI  

3  讨论 
3.1  脂质体镶囊包封率的测定 

由于脂质体镶囊的研究仍处于起步阶段，目前

没有确切的包封率的测定方法，仅有载药量的计算

方法[12-14]。国内仅有施卉等[10]测定了脂质体镶囊的

载药量，本实验采用低速离心法测定积雪草苷脂质

体镶囊的包封率，并对该方法进行验证，所得结果

准确、稳定。 
3.2  脂质体混悬液 pH 对包封率的影响 

研究表明，脂质体混悬液的 pH 值对镶囊的粒

径也有影响[15-16]。根据文献[17]，如果强聚电解质用

于 LbL 组装，则静电相互作用是主要驱动力，然而

在使用弱聚电解质的情况下，氢键或疏水相互作用

可能起主导作用。 
pH 变化导致存在于两性离子脂质和磷脂酰胆

碱中的磷酸基团和胆碱基团的酸碱平衡变化，导致

脂质体膜中静电电荷的偏移[18]。因此，本实验通过

调节脂质体混悬液 pH 研究对脂质体镶囊包封率的

影响。当脂质体混悬液 pH 在 6 以上时，包封率趋

于稳定，可能是由于此时脂质体拥有足够高的 ζ 电

位以诱导同聚电解质的静电作用，此时有效的脂质

体吸附在前体层上较多。 
3.3  碳酸钙粒子和脂质体的制备与表征 

碳酸钙易于去除且无生物毒性，常被用来作为

聚电解质微囊组装的模板。作为组装的模板，要求

能够控制碳酸钙粒子的尺寸和形态。当脂质体粒径

在 50～200 nm 时，脂质体才可被包封[19]。本实验

中脂质体的粒径在 100 nm 左右，符合包封的条件。 
3.4  CASI 的表征 

碳酸钙粒子表面电荷的规则的节律性波动，证

明了 CS/ALG 囊壳及脂质体在粒子表面的成功组

装，与文献报道一致[6,10]。 
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