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• 药剂与工艺 • 

1,8-桉叶油素自微乳给药系统的制备及质量评价和细胞摄取研究 
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摘  要：目的  优化 1,8-桉叶油素（1,8-cineole，1,8-Cin）自微乳给药系统（1,8-cineole self-microemulsion drug delivery system，

1,8-Cin-SMEDDS）处方，对其进行表征并进行细胞摄取考察。方法  通过绘制伪三元相图，确定 1,8-Cin-SMEDDS 有效自

乳化区域，进行初步处方筛选。以粒径和载药量为指标，采用星点设计-效应面法对 1,8-Cin-SMEDDS 处方进行优化并验证。

荧光显微镜观察高糖损伤的人脐静脉内皮细胞（HUVEC）对 1,8-Cin-SMEDDS 的摄取情况。结果  1,8-Cin-SMEDDS 的最佳

处方是大豆油（7.5%）与 1,8-Cin（22.5%）为混合油相，HS15（56%）为乳化剂，乙醇（14%）为助乳化剂，滴加纯水至 8 

mL 得半透明略带蓝色乳光液体。透射电镜观察其外观呈球形液滴，激光粒度 Zeta 电位测定仪测得平均粒径为（131.68±1.44）

nm，Zeta 电位为（−10.03±1.63）mV；HPLC 法测得包封率为（99.890±0.012）%，载药量为（224.750±0.028）mg/g。HUVEC

细胞摄取实验结果表明，细胞对 1,8-Cin-SMEDDS 的摄取高于游离 1,8-Cin。结论  1,8-Cin-SMEDDS 制备方法简便，重复性

好，所得 1,8-Cin-SMEDDS 外观良好，包封率高，理化性质稳定，且能促进细胞摄取。 

关键词：1,8-桉叶油素；自微乳；伪三元相图；星点设计-效应面法；细胞摄取；人脐静脉内皮细胞 
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Abstract: Objective  To optimize the formulation of 1,8-cineole self-microemulsifying drug delivery system (1,8-Cin-SMEDDS), 

characterize it and investigate its cell uptake. Methods  By drawing pseudo-ternary phase diagram, the effective self-emulsifying 

region of 1,8-Cin-SMEDDS was determined, and the preliminary prescription was screened. Taking the particle size and drug loading 

as the index, the central composite design-response surface method was used to optimize and verify the prescription. Fluorescence 

microscope was used to observe the uptake of human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) injured by high glucose. Results  The 
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results showed that the best prescription of 1,8-Cin-SMEDDS was a mixture of soybean oil (7.5%) and 1,8-Cin (22.5%), HS15 (56%) 

as emulsifier, ethanol (14%) as co-emulsifier, and dripping pure water to 8 mL to obtain a translucent slightly bluish emulsion. The 

appearance of spherical droplets was observed by transmission electron microscope, and the average particle size and Zeta potential 

measured by laser particle size Zeta tester was (131.68 ± 1.44) nm and (−10.03 ± 1.63) mV, respectively; The entrapment efficiency 

estimated by HPLC was (99.890 ± 0.012)%, and the drug loading was (224.750 ± 0.028) mg/g. The results of HUVEC cell uptake assay 

showed that the uptake of 1,8-Cin-SMEDDS by cells was higher than that of free 1,8-Cin. Conclusion  The preparation method of 

1,8-Cin-SMEDDS is simple and reproducible. The obtained method has good appearance, high entrapment efficiency, stable physical, 

and chemical properties, which can also promote cell uptake. 

Key words:1,8-cineole; self-microemulsion; pseudo ternary phase diagram; central composite design-response surface method; cell 

uptake; human umbilical vein endothelial cells 

 

心血管疾病发病率一直位于重大疾病的前列，

并呈上升态势和年轻化趋势。血管内皮细胞结构和

功能受损，是高血压、动脉粥样硬化、冠心病等多

种心血管疾病的主要起始病理状态，也是贯穿疾病

全程的共同病理基础。随着安全性更高的载体材料

的发现，靶向血管内皮损伤部位递送系统研究逐渐

成为热点 [1-2] 。自微乳药物递送系统（ self- 

microemulsion drug delivery system，SMEDDS）由

油相、乳化剂和助乳化剂的三元混合物组成，在水

相中温和搅拌的情况下能够自发形成 O/W 型乳剂，

其粒径范围为 100～500 nm，是疏水性药物的良好

载体，且具有制备工艺简便等优点，是难溶性药物

的理想载体[3-8]。Pouton[9]和 Amri 等[10]进行了白藜

芦醇自乳化系统研制，并考察了血管内皮细胞摄取，

结果表明，SMEDDS 显著改善了血管内皮细胞对白

藜芦醇的摄取，对 H2O2 损伤的血管内皮细胞保护

作用显著。 

1,8-桉叶油素（1,8-cineole，1,8-Cin）是存在于

桉树属、蔷薇属和丹参属等芳香植物中的一种单萜

类化合物[1]，研究表明其具有多种生物和药理学活性，

包括改善胰腺炎[11]、抗增殖及抗胆固醇生成[12]、改善

非酒精性脂肪性肝炎[13]、抗菌、杀虫、抗炎等[14]。实

验室前期研究结果表明，1,8-Cin 可通过潜在的抗炎

活性机制如诱导 IkBa 来控制 NF-κB p65 的核易位，

降低 NF-κB 活性从而改善内皮细胞的功能障碍；

1,8-Cin 对脂多糖（LPS）所致小鼠血管内皮损伤具

有显著的保护作用，在控制血管炎症的发生发展方

面具有显著疗效，具有潜在的抗心血管疾病作用[15]。

然而，1,8-Cin 为油状挥发性液体，水溶性差，稳定

性差，传统制剂制备技术严重限制了其临床应用。 

本研究利用伪三元相图[4,16]筛选油相、乳化剂

和助乳化剂种类及其配比，采用星点设计-效应面

法[17-18]，进行 1,8-桉叶油素自微乳给药系统（1,8- 

Cin-SMEDDS）处方优化，并对其进行质量评价及

细胞摄取评价[19]，以期为挥发性抗心血管疾病活性

成分药物传递系统奠定实验基础。 

1  材料 

DAD/1260 高效液相色谱仪，美国安捷伦公司；

BT-9300H 型激光粒度分布仪，丹东百特仪器有限公

司；ME104/02 型分析电子天平，梅特勒-托利多仪

器（上海）有限公司；XH-C 型旋涡混合器，金坛

市白塔新宝仪器厂；BS-223S 型分析天平，北京赛

多利斯仪器系统有限公司；Nanobrook 90Plus PALS

电位及纳米粒度分析仪，美国布鲁克海文仪器公司；

3020-426 多功能全波长酶标仪，Thermo 公司；

NovoCyte 流式细胞仪，艾森生物杭州有限公司。 

15-羟基硬脂酸聚乙二醇酯（Kolliphor® HS15），

德国巴斯夫公司；无水乙醇购自国药集团化学试剂

有限公司；1,2-丙二醇购自天津市瑞金特化学品有

限公司；磷钨酸购自天津市大茂化学试剂厂；

1,8-Cin 购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司，质

量分数≥99%，批号 H150747；大豆油（LCT）购

自龙游县湖镇工业园区；聚山梨酯-80 购自国药集

团化学试剂有限公司；乙腈、甲醇，色谱纯，美国

天地公司。人脐静脉内皮细胞（HUVEC）、ECM 培

养基、青霉素/链霉素、胎牛血清、胰蛋白酶（0.25%）、

胰酶中和液均购自美国 Sciencell 公司；香豆素 6

（C6）购自梯希爱化成工业发展有限公司；3-(4,5-

二甲基-2-噻唑基)-2,5-二苯基四氮唑溴化物（MTT）

和 4ʹ,6-二脒基-2-苯基吲哚二盐酸盐（DAPI）购自

索莱宝生物科技有限公司。 

2  方法与结果 

2.1  1,8-Cin-SMEDDS 的制备方法 

固定混合物（油相、乳化剂、助乳化剂）总质

量为 1 g，称取一定量的油相、乳化剂及助乳化剂于

EP 管中，涡旋混合均匀，置于预先恒温至 25 ℃的
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水浴中，在涡旋状态下逐滴加入纯水 8 mL，即得半

透明略带蓝色乳光的 1,8-Cin-SMEDDS。 

不含 1,8-Cin 的空白 SMEDDS 制备方法同上，

仅不加入 1,8-Cin。 

2.2  1,8-Cin HPLC 含量测定方法学建立 

2.2.1  储备液的配制  精密称取 1,8-Cin 对照品 50 

mg，置于 50 mL 量瓶中，乙腈超声 5 min 使溶解，

定容，得质量浓度为 1 000 μg/mL 的储备液。 

2.2.2  对照品溶液的配制  精密吸取 1,8-Cin 储备

液 2 mL，置于 10 mL 量瓶中，乙腈定容，混匀，

0.22 μm 微孔滤膜滤过，取续滤液，得质量浓度为

200 μg/mL 的对照品溶液。 

2.2.3  供试品溶液的配制   精密吸取 1,8-Cin- 

SMEDDS 0.04 mL 置于 10 mL 的量瓶中，适量乙腈

超声 5 min 使溶解并定容，0.22 μm 微孔滤膜滤过，

取续滤液，得 1,8-Cin-SMEDDS 供试品溶液。同法

制备 SMEDDS 空白对照溶液。 

2.2.4  最大吸收波长的确定  精密吸取对照品溶液

适量，乙腈为空白对照，全波长扫描，确定 1,8-Cin

最大吸收波长为 203 nm。 

2.2.5  色谱条件  色谱柱为 Ultimate®LP-C18（150 

mm×4.6 mm，5 μm）；体积流量 1.0 mL/min；进样

量 10 μL；柱温 30 ℃；检测波长 203 nm；流动相为

乙腈-水（56∶44）。 

2.2.6  专属性考察  分别取空白溶剂乙腈、1,8-Cin

对照品溶液、SMEDDS 空白对照溶液、1,8-Cin- 

SMEDDS 供试品溶液各 10 μL，按照“2.2.5”项下

色谱条件，进样测定，记录图谱，色谱图见图 1。 

2.2.7  线性关系的考察  精密吸取 1,8-Cin 储备液

0.5、1.0、1.5、2.0、3.0、4.0 mL，置于 10 mL 量瓶

中，乙腈定容，摇匀，配制成质量浓度分别为 50、

100、150、200、300、400 μg/mL 的 1,8-Cin 对照品

溶液。按照“2.2.5”项下色谱条件进样测定，记录

峰面积。以 1,8-Cin 峰面积（Y）对其质量浓度（C）

进行线性回归，得回归方程为 Y＝1.012 2 X＋0.819 6，

r2＝0.999 5，结果表明 1,8-Cin 在 50～400 μg/mL 线

性关系良好。 

2.2.8  精密度考察  精密吸取 200 μg/mL 的对照品

溶液，按照“2.2.5”项下色谱条件进样测定，连续

测定 6 次，记录峰面积。计算得 1,8-Cin 峰面积 RSD

为 0.99%，表明仪器精密度良好。 

2.2.9  重复性考察   按“2.2.3”项方法制备供试品

溶液 6 份，精密吸取各供试品溶液，按“2.2.5”项 

 

 

 

 

图 1  乙腈 (A)、1,8-Cin 对照品溶液 (B)、SMEDDS 空白

对照 (C)、1,8-Cin-SMEDDS (D) 的 HPLC 图 

Fig. 1  HPLC of acetonitrile (A), 1,8-Cin reference solution 

(B), blank self-microemulsion (C) and 1,8-Cin-SMEDDS (D) 

下色谱条件测定，记录峰面积，计算得 RSD 值为

0.91%，表明该方法重复性良好。 

2.2.10  稳定性考察  分别于 0、2、4、6、8、10、

12 h，精密吸取“2.2.3”项下供试品溶液适量，按

“2.2.5”项下色谱条件测定，记录峰面积，计算峰面

积的 RSD 为 1.15%，表明 1,8-Cin-SMEDDS 供试品

溶液在 12 h 内稳定性良好。 

2.2.11  加样回收率考察  取一定量“2.2.3”项下的

1,8-Cin-SMEDDS 供试品溶液，按“2.2.5”项下色

谱条件测得供试品峰面积，计算供试品含量（A）。

分别取对照品储备液 1、2、4 mL 于 10 mL 量瓶中，

定容至刻度，按“2.2.5”项下色谱条件测得对照品

峰面积，计算对照品含量（B）。在“2.2.3”项下的

供试品中加入对照品储备液 1、2、4 mL，各配制 3

份，按“2.2.5”项下色谱条件测定峰面积，计算含

量（C）。按以下公式计算回收率：回收率＝(C－A)/B。

结果表明，低、中、高 3 种质量浓度的平均加样回

收率分别为 98.75%、101.54%、102.32%，RSD 分

别为 1.65%、0.97%、0.52%。回收率符合要求。 

2.3  1,8-Cin-SMEDDS 处方筛选 

2.3.1  伪三元相图绘制  本研究采用乳化剂与助乳

化剂以一定的质量比（Km）混匀形成混合乳化剂。

称取适量的油相与混合乳化剂分别以 1∶9、2∶8、

3∶7、4∶6、5∶5、6∶4、7∶3、8∶2、9∶1 的质

量比混合（固定体系质量为 1 g），涡旋状态下逐滴

加入纯水，记录溶液由浑浊到澄清时临界点的加水

量，计算各组分在临界点的质量分数。以油相、水

0        2        4        6        8        10 

t/min 
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相、Km为 3 个顶点，用 Orgin 7.5 软件绘制伪三元

相图，以乳化区域面积（图中 M 区域）大小为考察

指标。 

2.3.2  混合油相配比的考察  根据预试验，固定乳

化剂为 HS15，助乳化剂为甘油，Km＝1∶1，设置

1,8-Cin与LCT混合油相比例分别为1∶0、1∶1、1∶

2、2∶1、3∶1、4∶1，以乳化区域面积为考察指标，

按“2.3.1”项方法进行伪三元相图的绘制。结果表

明，1,8-Cin 与 LCT 为 3∶1 时乳化面积最大。结果

见图 2。 

2.3.3  乳化剂的种类筛选  固定 1,8-Cin 与 LCT 为

3∶1，助乳化剂为甘油，Km＝1∶1，分别设置 HS15

和聚山梨酯-80 为乳化剂，以乳化区域面积为考察

指标，按“2.3.1”项方法进行伪三元相图的绘制。

结果表明，HS15 作为乳化剂时，自乳化面积较大，

故选择 HS15 作为乳化剂。结果见图 3。 

           

           

图 2  1,8-Cin 与 LCT 不同比例的伪三元相图 

Fig. 2  Pseudo ternary phase diagrams with different ratios of 1,8-Cin to LCT 

      

图 3  不同乳化剂的伪三元相图 

Fig. 3  Pseudo-ternary phase diagrams of different emulsifiers 

2.3.4  助乳化剂的筛选  固定 8-Cin 与 LCT 为 3∶

1，乳化剂为 HS 15，Km＝1∶1，分别设置助乳化剂

为甘油、乙醇、丙二醇，按“2.3.1”项方法进行伪

三元相图的绘制。结果表明，乙醇为助乳化剂时，

乳化面积较大，故选择乙醇作为助乳化剂。结果见

图 4。 

2.3.5  乳化剂和助乳化剂比例（Km）的确定  根据

以上实验结果，分别称取适量油相、乳化剂、助乳

化剂，分别按 Km为 1∶1、2∶1、3∶1、4∶1 的质

量比配制系列混合物，分别通过“2.3.1”项的方法

绘制伪三元相图。结果表明，当 Km为 4∶1 时乳化

面积最大，选择 Km为 4∶1。结果见图 5。 
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0.80 0.80 
              

图 4  不同助乳化剂的伪三元相图 

Fig. 4  Pseudo-ternary phase diagrams of different co-emulsifiers 

      

                        

图 5  不同 Km 值的伪三元相图 

Fig. 5  Pseudo-ternary phase diagrams with different Km values 

2.3.6  星点设计-响应面法确定最佳处方  为了更

好地评价 1,8-Cin-SMEDDS 的处方，以粒径和载药

量为评价指标，在伪三元相图筛选出的结果基础上，

选择对 1,8-Cin-SMEDDS 性质影响较显著的油相质

量分数（X1）和 Km（X2）作为考察因素。油相质量

分数越低越有利于自微乳体系的形成和稳定，故将

油相质量分数的范围确定为 10%～50%。采用伪三

元相图对 Km值进行考察，结果表明 Km为 4∶1 时，

得到最大的乳化面积。Km为 5 时，混合油相和混合

乳化剂比例为 1∶9、2∶8、3∶7、4∶6、5∶5，没

有浑浊变澄清的点，出现较大面积凝胶区域，推测

在 4∶1～5∶1 可能存在最佳 Km值，故 Km 的范围

为 1∶1～5∶1。以平均粒径（Y1）及载药量（Y2）

为评价指标，采取星点设计-效应面优化法，对处方

进行优化。使用 Design Expert 8.0.6 软件对各成分进

行多元线性回归和二项式的拟合，并遵循拟合方程

绘制表达各指标与各成分之间关系的三维效应面，

根据曲线图进行响应面优化。因素与水平及结果见

表 1。 

以 Y1 和 Y2 为因变量，X1和 X2 为自变量，使用

Design Expert 8.0.6 软件，分别对各因素的各水平进

行多元线性回归和 2 项式方程拟合，得到拟合方程

Y1＝133.34＋63.42 X1－69.77 X2－57.99 X1X2－

43.82 X1
2＋45.75 X2，r2＝0.893 4，P＝0.002 7；Y2＝

212.81＋26.51 X1＋53.43 X2，r2＝0.429 1，P＝0.060 7；

由上述方程可知，粒径符合多元线性方程，非线性

拟合效果良好，相关系数均较高，结果具有统计学

意义。 
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表 1  星点设计实验因素水平与结果 

Table 1  Experimental factor level and result of central 

composite design 

序号 X1/% X2 平均粒径/nm 载药量/(mg∙g−1) 

1 15.86 (−1) 3.29 (−1)  30.06 116.67 

2 15.86 (−1) 4.71 (+1)  27.63 117.17 

3 44.14 (+1) 3.29 (−1) 353.30 330.51 

4 44.14 (+1) 4.71 (+1) 118.93 330.49 

5 10 (−1.414) 4 (0)  15.77  74.51 

6 50 (+1.414) 4 (0)  81.38 224.15 

7 30 (0) 3 (−1.414) 341.54 224.50 

8 30 (0) 5 (+1.414) 114.30 224.72 

9 30 (0) 4 (0) 130.01 224.76 

10 30 (0) 4 (0) 131.51 224.72 

11 30 (0) 4 (0) 137.94 224.79 

12 30 (0) 4 (0) 133.40 224.75 

13 30 (0) 4 (0) 133.83 224.73 
 

2.3.7  效应面分析  当油相的质量分数一定时，粒

径随着 Km 值的增大出现一个先减小后增大的变化

过程；载药量不受 Km变化的影响。当 Km值一定时，

随着油相质量分数增加，粒径先增大后减小，载药

量先增大后减小，油相质量分数和 Km 对粒径的影

响较大，载药量仅受油相占比的影响。综合粒径和

载药量 2 个指标，通过 Design Expert 8.0.6 软件的预

测分析功能，根据拟合方程及其三维效应面图综合

分析，以粒径和载药量大小为综合考察指标，得到

理论最佳处方为油相 30%，Km＝4∶1。LCT 7.5%、

1,8-Cin 22.5%、HS15 56%、乙醇 14%。三维效应面

结果见图 6。 

2.3.8  处方验证   按照最优处方，精密称取

LCT0.075 g，1,8-Cin 0.225 g，HS15 0.56 g，乙醇 0.14 

g。涡旋混匀，在涡旋状态下逐滴加入 8 mL 纯水，

得半透明略带蓝色乳光的 1,8-Cin-SMEDDS。预测

值与实测值偏差结果表明，最优处方平均粒径和载

药量的真实值与预测值之间没有显著差异，且指标

的相对误差［相对误差＝(预测值－实测值)/预测值］

均较小。表明本实验所应用的星点设计-效应面法所

拟合的方程预测效果良好。见表 2。 

2.4  1,8-Cin 自微乳的质量评价 

2.4.1  1,8-Cin-SMEDDS 形态  将最优处方制备的

1,8-Cin-SMEDDS 用水稀释 100 倍后，滴加适量在

覆盖碳膜的铜网上，用 2%磷钨酸溶液（pH 7.4）负

染 10 min，自然挥干，于透射电镜观察其形态。结 

 

 

 

图 6  粒径和载药量三维效应面图 

Fig. 6  Three-dimensional response surface of particle size 

and drug loading 

表 2  Design Expert 8.0.6 预测粒径和载药量实测值与预测

值 (n = 3) 

Table 2  particle size and drug loading measured and 

predicted by Design Expert 8.0.6 (n = 3) 

指标 实测值 预测值 相对误差/% 

粒径/nm 133.83 133.34 −0.37 

131.51  1.37 

130.01  2.56 

载药量/(mg∙g−1) 224.72 212.81 −5.59 

224.79  −5.63 

224.75  −5.61 
 

果显示，1,8-Cin-SMEDDS 经水稀释后形成较为均

一的球形乳滴。结果见图 7。 

2.4.2  1,8-Cin-SMEDDS 平均粒径及 Zeta 电位表征  

采用动态光散射法（LDS）测量 SEDDS 的平均粒

径，相位分析光散射（PALS）测定 Zeta 电位。结

果表明 1,8-Cin-SMEDDS 平均粒径为（131.68±

1.44）nm，Zeta 电位为（−10.03±1.63）mV（n＝3）。

结果见图 8。 

2.4.3  载药量及包封率测定  精密称取 3 份 1,8- 

Cin-SMEDDS 各 0.1 g（W0），置于 10 mL 量瓶中， 

  

图 7  1,8-Cin-SMEDDS 透射电镜图 

Fig. 7  TEM image of 1,8-Cin-SMEDDS  
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图 8  1,8-Cin-SMEDDS 的粒径分布图 (A) 和 Zeta 电位图 

(B) 

Fig. 8  Particle size distribution map (A) and Zeta potential 

diagram (B) of 1,8-Cin-SMEDDS 

加乙腈适量，超声 5 min 使溶解，定容，摇匀，按

“2.2.5”项下方法测定药物含量（W1）。根据以下公

式计算载药量：载药量＝W1/W0。结果表明，1,8-Cin- 

SMEDDS 0.1 g 的载药量分别为 224.72、224.79、

224.75 mg/g，均数为 224.75 mg/g，RSD 为 0.013%。 

精密称取 3 份 1,8-Cin-SMEDDS 1 g，滴加 8 mL

纯净水，得 1,8-Cin-SMEDDS，取 1 mL 置于 10 mL

量瓶中，加乙腈适量，超声 5 min 使溶解，定容，

按照“2.2.5”项下色谱条件进样测定，计算药物含

量 W 总，量取 1,8-Cin-SMEDDS 3 mL，置于 15 mL

超滤管（截留相对分子质量 10 000）中 3 000 r/min 

离心 20 min，取离心管中自微乳液 1 mL，取 1 mL

置于 10 mL 量瓶中，加乙腈适量，超声助溶 5 min，

定容，按照“2.2.5”项下色谱条件进样测定，计算

药物含量（W 包）。根据以下公式计算包封率：包封

率＝W 包/W 总。1,8-Cin-SMEDDS 的包封率分别为

99.89%、99.91%、99.88%，均数为 99.89%，RSD

为 0.012%。结果表明，1,8-Cin-SMEDDS 的载药量

和包封率均较高。 

2.5  1,8-Cin-SMEDDS 稳定性考察 

2.5.1  稀释对 1,8-Cin-SMEDDS 稳定性的影响  将

1 g 的 1,8-Cin-SMEDDS，分别用 4、8、12 mL 纯水

稀释后，于 4 ℃条件下放置 2、8、12、24 h，观察

沉淀和分层现象，结果见表 3。并将 1,8-Cin- 

SMEDDS 置于 5 mL EP 管中，4 000 r/min 离心 30 

表 3  不同稀释体积对 1,8-Cin-SMEDDS 稳定性 (4 ℃放置) 

的影响 

Table 3  Effect of dilution volume on stability of 1,8-Cin- 

SMEDDS 

稀释体 

积/mL 

放置时 

间/h 
外观 离心稳定性 

 4  2 半透明均一乳剂体系， 未见分层 

 8 略带淡蓝色乳光  

12   

24   

 8  2 半透明均一乳剂体系， 未见分层 

 8 略带淡蓝色乳光  

12   

24   

12  2 半透明均一乳剂体系， 未见分层 

 8 略带淡蓝色乳光  

12   

24   
 

min，观察离心后变化。结果表明，在 4 ℃条件下

放置，随着稀释体积的增加，1,8-Cin 自乳化后 2、

8、12、24 h 内均未见有沉淀产生和分层现象，且离

心后 30 min 内仍未发生分层。 

2.5.2  不同分散介质对 1,8-Cin-SMEDDS 稳定性的

影响  将 1 g 1,8-Cin-SMEDDS 分别用 8 mL 注射用

水、生理盐水、5%葡萄糖溶液稀释后，分别于 4℃

下放置 2、8、12、24 h，并观察其 4 000 r/min 离心

30 min 后的外观变化，结果见表 4。结果表明，在

4 ℃条件下，不同分散介质对 1,8-Cin 自乳化后 2、

8、12、24 h 内均未见有沉淀产生和分层现象，且离

心后 30 min 内仍未发生分层。说明在相应情况下，

不同分散介质对 1,8-Cin 自乳化后的稳定性无影响。 

2.6  细胞摄取实验 

2.6.1  1,8-Cin-SMEDDS 的细胞毒性  当 HUVEC

密度达到 70%～80%，给予不同质量浓度 1,8-Cin- 

SMEDDS（含 1,8-Cin 5～100 μg/mL）孵育 24 h，

采用 MTT 法评价细胞存活率。结果表明，在 5～10 

μg/mL 时，1,8-Cin-SMEDDS 对细胞生长没有显著

的抑制作用（存活率＞90%）。结果见图 9。本实验

室前期研究结果表明，1,8-Cin 在 0.879～8 761.4 

μg/mL 对 HUVEC 没有细胞毒性作用[15]。 

2.6.2  细胞摄取考察  取正常培养的 HUVEC，经消

化、计数，调整细胞密度至 1×105 个/mL，每孔 2 mL

接种入 6 孔板中，细胞维持在 37℃、5% CO2 和 95% 
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表 4  不同分散介质对 1,8-Cin-SMEDDS 稳定性 (4 ℃放置) 

的影响 

Table 4  Effect of different dispersing media on stability of 

1,8-Cin-SMEDDS 

稀释体 

积/mL 

放置时 

间/h 
外观 离心稳定性 

注射用水  2 半透明均一乳剂体系， 未见分层 

 8 略带淡蓝色乳光  

12   

24   

生理盐水  2 半透明均一乳剂体系， 未见分层 

 8 略带淡蓝色乳光  

12   

24   

5%葡萄糖  2 半透明均一乳剂体系， 未见分层 

 8 略带淡蓝色乳光  

12   

24   
 

 

与对照组比较： **P＜0.01  

**P < 0.01 vs control group 

图 9  1,8-Cin-SMEDDS 对 HUVEC 的毒性作用 

Fig. 9  Toxic effect of 1,8-Cin-SMEDDS on HUVEC 

相对湿度的培养箱中 24 h 贴壁后，移除培养基，加

入含有高浓度葡萄糖（35 μmol/L）的培养基建立高

糖损伤的内皮细胞损伤模型。分别加入含 C6 （80 

ng）的培养基、1,8-Cin-C6、1,8-Cin-SMEDDS-C6

培养 4 h，移除培养基，预冷的 PBS 洗涤细胞 3 次

后，4%多聚甲醛固定细胞，加入 DAPI 染色液染色

细胞核。用 PBS 洗涤后，荧光倒置显微镜下观察细

胞摄取情况。荧光倒置显微镜下观察，C6 所体现的

绿色位于细胞系的核周区域，表明其分布在细胞质

中。实验结果表明，与 1,8-Cin-SMEDDS 相比，游

离 C6 预处理组和含 C6 的 1,8-Cin 组，荧光强度均

比含有 C6 的 1,8-Cin-SMEDDS 荧光强度低。表明

1,8-Cin-SMEDDS 能有效地内化到 HUVEC 细胞中，

并在细胞质中积累。结果见图 10。 

 

蓝色为 DAPI 细胞核染色；绿色为 C6 细胞质染色 

blue for nuclear staining fluorescence; green for C6 

cytoplasm fluorescence 

图 10  荧光显微镜对 1,8-Cin-SMEDDS在HUVEC作用 4 h

的细胞摄取分析 

Fig. 10  Qualitative analysis of cell uptake of 1,8-Cin- 

SMEDDS exposed to HUVEC for 4 h 

3  讨论 

安全性高、允许用于血管内注射的 Kolliphor® 

HS15 是由德国巴斯夫公司开发并上市的新型非离

子型增溶剂和乳化剂，已被德国药典、英国药典、

美国药典和欧洲药典收录。国外已上市含有 HS15

的产品包括注射液、口服给药和皮下给药等剂型，

其中注射液 Panitol 中 HS15 的含量高达 50%[20]。实

验室前期多个细胞实验考察结果表明其具有良好的

安全性（相关数据尚未发表），因此，选择将其作为

乳化剂制备注射用 1,8-Cin-SMEDDS。 

由于 1,8-Cin 挥发性较强，现有的溶出度考察

方法属于开放式系统，难以规避物质挥发造成的损

失，因此，本研究目前未进行溶出度相关考察。 

自微乳中油相、乳化剂和助乳化剂的含有量对

微乳粒径和载药量等理化性质有显著影响[21]。常用

的均匀设计和正交设计方法，实验精度不够，建立

的数学模型预测性较差，采用星点设计更佳合理地

确定油相百分比及混合乳化剂的配比，获得较准确

的结果。 

文献报道，直径 100～600 nm 的纳米粒子反而

能更好地达到靶向血管内皮损伤部位的效应，考虑

到自微乳平均粒径过大，最大粒径范围超过注射范

围，因为选择了平均粒径为（131.68±1.44）nm 的

处方为最佳处方[22-23]。 
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