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• 药剂与工艺 • 

新藤黄酸纳米脂质载体制备及其药剂学性质研究 
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摘  要：目的  制备新藤黄酸纳米结构脂质载体并表征其药剂学性质。方法  采用乳化蒸发-低温固化法制备新藤黄酸纳米

脂质载体（GNA-NLC），正交试验设计优化最佳工艺处方，并对其包封率、平均粒径及 Zeta 电位等性质进行考察。结果  优
化后处方制备的 GNA-NLC 多为圆整、实体的类球形，平均粒径为（144.07±1.44）nm，多分散系数为 0.24±0.01，Zeta 电

位为（−28.03±0.29）mV，包封率为（84.65±0.98）%，载药量为（4.21±0.05）%；DSC 显示 GNA 纳米粒确已形成，并

且 GNA 以非晶态分布在基质中。结论  乳化蒸发-低温固化法能成功制备 GNA-NLC，工艺简单，易于控制。 
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Abstract: Objective  To prepare and characterize gambogenic acid loaded nanostuctured lipid carrier (GNA-NLC). Methods  
GNA-NLC was prepared by emulsion evaporation-low temperature solidification method, and its optimal prescription was selected by 
orthogonal test design. The characteristics, such as encapsulation efficiency (EE), average diameter, and Zeta potential, were studied. 
Results  GNA-NLC had a spherical shape with smooth surface with the average diameter of (144.07 ± 1.44) nm, polydispersity index 
(PI) of 0.24 ± 0.01, Zeta potential of (−28.03 ± 0.29) mV. The EE and drug loading were (84.65 ± 0.98)% and (4.21 ± 0.05)%, 
respectively. DSC indicated that GNA was dispersed as non-crystalline in matrix. Conclusion  Emulsion evaporation-low temperature 
solidification method is easy, simple, and feasible to prepare GNA-NLC. 
Key words: gambogenic acid; nanostuctured lipid carriers; mini-column centrifugation method; emulsion evaporation-low 
temperature solidification method; orthogonal test design 
 

藤黄为藤黄科植物藤黄树 Garcinia hanburyi 
Hook. f. 所分泌的胶状树脂，为传统中药，中医主

要用于攻毒、消肿、祛腐敛疮、止血、杀虫等，主

治痈疽肿毒、溃疡、湿疮、肿瘤、顽癣、跌打损伤

和创伤出血等[1]。随着现代研究的深入，新藤黄酸

（gambogenic acid，GNA）单体从藤黄中提取分离 
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得到[2]。研究证实，GNA 是藤黄抗肿瘤作用的主要

成分之一，对多种肿瘤细胞（如鼻咽癌 CNE-1 细胞、

肝癌 HepG2 细胞、肺癌 A549 细胞等）均有不同程

度的抑制作用，而对正常细胞（如 HUVEC 细胞株、

人脐静脉血管内皮细胞）不敏感，且不影响脾、肾

等器官的功能[3-6]。然而，GNA 为强脂溶性成分，

不溶于水，易溶于甲醇、乙醇、丙酮等有机溶剂。

GNA 药物代谢动力学研究发现，GNA 经静脉给药

后，从大鼠体内快速消除，半衰期非常短，这些特

征使 GNA 的开发和临床应用受到了制约。为了降

低 GNA 经 L-精氨酸助溶后制成的静脉注射剂对给

药部位的刺激性，胡海霞等[7]采用注射用羟丙基-β-
环糊精（HP-β-CD）作为包合材料制备了 GNA 包

合物冻干粉针，并对制备工艺进行了优化。 
随着纳米技术的发展，纳米载药系统的研究也

日渐成熟，尤其是在抗癌领域，纳米载药系统发挥

着不可或缺的独特作用，尤其是脂质纳米粒（如固

体脂质纳米粒、纳米脂质载体等）受到广泛的研究。

纳米脂质载体（nanostructured lipid carrier，NLC）
是将固体脂质和空间上不相容的液体脂质在一定温

度下混合制备得到的具有特殊纳米结构的胶体给药

系统，其属于水分散体系，可实现多种途径给药，

可解决诸多水难溶性药物的给药难题。同时作为第

2 代脂质纳米载体系统，继承了传统的纳米载体（纳

米乳、脂质体等）和固体脂质纳米粒各种优势的同

时，还具有载药量高、稳定性好、缓释、靶向等多

种优势[8-10]。 
本研究依据 NLC 的优势，设计采用 NLC 包裹

新藤黄酸，研究制备了新藤黄酸纳米脂质载体

（GNA-NLC）。对于纳米制剂，包封率是评价其质量

的重要指标，本实验建立了 GNA-NLC 包封率的测

定方法；以包封率和载药量为考察指标，对

GNA-NLC 的最佳工艺和处方进行优化，并对优化

条件下制备的 GNA-NLC 进行了性质表征。 
1  仪器与材料 

LC 高效液相色谱仪、UV—1750 紫外分光光度

计（日本岛津公司）；LC—4016 型低速离心机（安

徽中科中佳科学仪器有限公司）；AB135—S 型十万

分之一电子天平（德国 Mettler Toledo 公司）；85—2
数显恒温磁力搅拌器（金坛市鑫鑫实验仪器厂）；透

射电镜（JEM—2100，日本 JEOL 公司）；Zetasizer
（3000HS，英国 Malvern 公司）；DSC（Q2000，TA 
Instrument，美国）；KQ—300B 型超声波清洗器（昆

山市超声仪器有限公司）；2.5 mL 注射器（上海凯

乐医疗器械有限公司）；超滤离心管（MW 100 000，
美国 Milipore 公司）。 

新藤黄酸对照品、原料药（质量分数≥98%，

安徽中医学院新藤黄酸课题组提供）；单硬脂酸甘油

酯（GMS）、硬脂酸（SA）（湖南尔康制药股份有限

公司）；中链脂肪酸（MCT，广州市宏晟化工原料

有限公司提供）；蛋黄卵磷脂（安徽丰原医药公司提

供）；聚山梨酯-80（国药集团化学试剂有限公司）；

F68（德国 BASF）；葡聚糖凝胶 G-50（Sephadex 
G-50，北京恒辉科技有限公司）；甲醇为色谱纯，其

他试剂均为分析纯。 
2  方法与结果 
2.1  NLC 的制备 

本实验采用乳化蒸发-低温固化法制备 GNA- 
NLC[11]。将处方量的 GMS、SA、MCT（3 种脂质

总质量为 200 mg）、卵磷脂和 GNA 溶于 5 mL 无水

乙醇，水浴加热到 68～70 ℃构成油相；将处方比

例的聚山梨酯-80、F68 溶于 20 mL 水，水浴加热到

与油相相同温度。用 1 mL 注射器将油相缓慢匀速

注入到搅拌（1 000 r/min）的水相中，继续搅拌 3 h。
待有机溶剂挥发完全后，在搅拌条件下将乳液迅速

倒入 40 mL 冰水中（冰浴），继续搅拌 2 h 即得

GNA-NLC。 
2.2  GNA 分析方法的建立 
2.2.1  色谱条件  岛津 LC—15C 高效液相色谱仪，

LC—15C 高压输液泵、SPD—15C 紫外检测器；色

谱柱为 Cosmosil C18 柱（250 mm×4.6 mm，5 μm），

流动相为甲醇-0.1%磷酸水溶液（83∶17），体积流

量 1.0 mL/min，柱温 30 ℃，检测波长为 360 nm，

进样量 20 μL。 
2.2.2  专属性试验  GNA-NLC和空白NLC供试品

溶液的配制：精密量取 GNA-NLC 溶液 0.5 mL 至

10 mL 量瓶中，加入甲醇破乳并定容至刻度，0.45 
μm 的微孔滤膜滤过后即得 GNA-NLC 供试品溶液；

同法制得空白 NLC 供试品溶液。 
对照品溶液的配制：精密称取 GNA 5.00 mg，

置 10 mL 量瓶中，加甲醇溶解并定容至刻度，精密

量取 1 000 μL置 10 mL量瓶中，用甲醇定容至刻度，

得质量浓度为 50.0 μg/mL 的 GNA 对照品储备液，

置 4 ℃冰箱中保存备用。 
分别取对照品溶液、供试品溶液，在上述色谱

条件下分别进样 20 μL，记录色谱图。结果见图 1， 
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图 1  GNA (A)、GNA-NLC (B) 和空白 NLC (C) 
溶液的 HPLC 图 

Fig. 1  HPLC chromatograms of GNA (A), GNA-NLC (B), 
and blank NLC (C) solutions 

 
表明所用辅料对 GNA 的测定无干扰。 
2.2.3  线性关系考察  分别精密量取对照品溶液

（50 μg/mL）0.02、0.20、0.40、0.80、1.20、1.60、
3.20、6.40 mL 于 10 mL 量瓶中，加甲醇稀释定容

至刻度，分别过 0.45 μm 滤膜，进样，记录峰面积。

以峰面积积分值为纵坐标（Y），质量浓度为横坐标

（X）进行线性回归，得回归方程 Y＝60 215 X－2 923，
r＝0.999 7，结果表明 GNA 在 0.1～32.0 μg/mL 与

峰面积呈良好线性关系。 
2.2.4  精密度试验  精密量取对照品溶液适量至

10 mL 量瓶中，用甲醇定容，配制低、中、高（1.0、
4.0、16.0 μg/mL）质量浓度溶液各 3 份，按色谱条

件进样 20 μL，分别每隔 3 h 测定 1 次，共测定 3
次，连续测定 3 d，记录峰面积，并计算日内和日间

精密度。低、中、高 3 种质量浓度对照品溶液的日

内精密度 RSD 分别为 1.91%、1.34%、1.26%；日间

精密度 RSD 分别为 0.24%、1.41%、0.06%；表明仪

器的精密度符合要求。 
2.2.5  回收率试验  分别精密量取 640、800、960 
μL 对照品溶液至 10 mL 量瓶中，分别加 0.5 mL 空

白 NLC 溶液，用甲醇溶解定容，即得质量浓度为

3.2、4.0、4.8 μg/mL 供试品溶液。按“2.2.1”项色

谱条件进样 20 μL，分别测定 3 次，计算回收率。

结果 3.2、4.0、4.8 μg/mL 3 种质量浓度供试品溶液

的平均回收率分别为 98.02%、100.94%、103.9%，

RSD 分别为 0.65%、0.25%、0.66%，表明该方法回

收率良好，制剂辅料对 GNA 的测定无影响。 
2.2.6  重复性试验  按照“2.2.2”项下方法平行制

备供试品溶液各 6 份，按“2.2.1”项下色谱条件进

样，记录峰面积，计算其 RSD。结果 6 次检测的峰

面积的 RSD 为 1.18%，说明重复性良好。 
2.2.7  稳定性试验  按照“2.2.2”项下方法制备供

试品溶液 3 份，按“2.2.1”项下色谱条件分别于 0、
1、2、4、6、8 h 进样测定，结果测定样品中 GNA

的 RSD 为 1.06%，表明样品溶液在 8 h 内稳定。 
2.3  包封率和载药量的测定 
2.3.1  方法学考察  本实验采用微柱离心法[12-13]测

定包封率。凝胶柱为 Sephedex G-50 装填于 2.5 mL
注射器针筒所制备的小柱，洗脱液为蒸馏水。 

取 GNA 溶液 100 μL（50 μg/mL），加于微柱的

顶端，3 000 r/min 离心 3 min，继续加入 100 μL 蒸

馏水于凝胶柱的顶端，连续洗脱 6 次后，每次加蒸

馏水 0.3 mL，再连续洗脱 17 次，每次收集的洗脱

液用甲醇定容至 0.5 mL。分别按“2.2.1”项下色谱

条件检测药物量，计算回收率并绘制洗脱曲线，结

果见图 2。由图可知游离 GNA 在第 13 次离心后的

洗脱液中被检出，说明 Sephadex G-50 微型凝胶柱

对 GNA 具有一定吸附能力，平均回收率为 97.42%，

RSD 为 0.73%（n＝3）。 
精密吸取 GNA-NLC 混悬液 100 μL，缓慢滴加

到微柱顶部中心，3 000 r/min 离心 3 min，收集滤液。

再于柱顶加相同体积的蒸馏水，重复以上操作，分

别收集滤液。连续洗脱 6次后，每次加蒸馏水 0.3 mL。
采用 HPLC 法测定每份滤液中 GNA 的量，制备洗脱

曲线，并计算柱回收率。结果见图 2。由结果可知，

微柱能够将 GNA-NLC 与游离药物很好地分离，平

均回收率为 96.89%，RSD 为 0.95%（n＝3）。综上，

微柱离心法用于GNA-NLC 包封率的测定是可行的。 
 

 

 

 

 
图 2  微柱洗脱曲线 

Fig. 2  Elution curves on micro-columns 
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2.3.2  包封率和载药量的测定  取 GNA-NLC 100 
μL，上样于微柱顶部，按“2.3.1”项下操作，收集、

合并 1～6 管含 GNA-NLC 部分滤液，加甲醇溶解破

乳并定容到 25 mL，以 HPLC 法分析、计算纳米粒

内被包封 GNA 的质量（M1）。另取未过柱的 GNA- 
NLC 100 μL，加甲醇溶解破乳并定容到 25 mL，进

样分析，计算分散体系中总 GNA 的质量（M0），计

算包封率和载药量。 
包封率＝M1 / M0 

载药量＝W 投药×包封率 / (W 投药×包封率＋W 脂) 

W 投药为体系中总药物质量，W 脂为基质质量 

2.4  处方的筛选 
2.4.1  单因素试验  在预试验中发现，采用复合乳

化剂制得的 GNA-NLC 稳定性较好。所以，本试验

选用 F68-聚山梨酯-80 为乳化剂，卵磷脂为助乳化

剂。以稳定性为指标，即于室温下开始出现絮凝的

天数计算，并结合包封率，对 F68 与聚山梨酯-80
的比例（2∶1、1∶1、1∶2）进行筛选，结果稳定

性分别为 4、8、5 d，包封率分别为 70.67%、73.74%、

72.54%。3 种比例的乳化剂对包封率无显著性影

响，而 F68-聚山梨酯-80（1∶1）时稳定性最好，

所以选择 F68-聚山梨酯-80 的比例为 1∶1 进一步

研究。 
预试验显示，随 SA 用量增加，NLC 体系稳定

性减小，易出现絮凝现象，这可能与 SA 分子的刚

性有关。本实验同样以稳定性为指标，并结合体系

外观对 SA 用量进行筛选，结果见表 1。可知，SA  

表 1  SA 用量对 GNA-NLC 稳定性的影响 (n＝3) 
Table 1  Effect of SA dosage on stability 

of GNA-NLC (n＝3) 

SA 用量 / % 稳定性和外观 

 2.5 第 7 天体系澄清透明，有较好的乳光 

 5.0 第 7 天体系澄清透明，有较好的乳光 

10.0 第 4 天出现丝状浑浊物，摇晃可消失 

20.0 第 2 天有丝状浑浊物 
 
用量为 10%时，所制备的 GNA-NLC 体系较不稳定，

在 5%以下时，体系在 7 d 内较稳定。故本实验选择

SA 用量为 5%进行进一步研究。 
以包封率为指标，对处方的其他各影响因素进

行初步筛选。结果显示 MCT、卵磷脂、乳化剂、投

药量等对包封率影响显著，故其具体用量在正交试

验中进一步考察。 
2.4.2  正交试验  本实验筛选出 4 个主要影响因

素：MCT 占总脂质的质量分数（A）、药脂比（B）、
卵磷脂质量浓度（C）、乳化剂质量浓度（D），因素

水平见表 2。根据正交试验设计的原理，选择 L9(34) 
正交表设计安排试验，以 HPLC 为测定方法，包封

率和载药量的综合评分（综合评分＝包封率×0.8＋
载药量×0.2）为指标进行考察。试验设计及结果见

表 2，方差分析见表 3。 
从表可知，各因素对综合评分影响程度为 A＞

B＞C＞D，从方差分析的结果可知，相对于 D 因素，

A、B 因素即 MCT 占总脂质的质量分数和药脂比都 
 

表 2  L9(34) 正交试验设计与结果 (n＝3) 
Table 2  Design and results of L9(34) orthogonal test (n＝3) 

试验号 A / % B C / (mg·mL−1) D / (mg·mL−1) 包封率 / % 载药量 / % 综合评分 

1 10.0 (1)  5∶200 (1)  5.0 (1) 20.0 (1) 75.60 1.85 60.85 

2 10.0 (1) 10∶200 (2) 10.0 (2) 30.0 (2) 76.90 3.70 62.26 

3 10.0 (1) 15∶200 (3) 15.0 (3) 40.0 (3) 73.76 5.24 60.06 

4 20.0 (2)  5∶200 (1) 10.0 (2) 40.0 (3) 80.27 1.97 64.61 

5 20.0 (2) 10∶200 (2) 15.0 (3) 20.0 (1) 83.50 4.01 67.60 

6 20.0 (2) 15∶200 (3)  5.0 (1) 30.0 (2) 79.42 5.62 64.66 

7 30.0 (3)  5∶200 (1) 15.0 (3) 30.0 (2) 75.71 1.86 60.94 

8 30.0 (3) 10∶200 (2)  5.0 (1) 40.0 (3) 80.98 3.89 65.56 

9 30.0 (3) 15∶200 (3) 10.0 (2) 20.0 (1) 75.10 5.33 61.15 

K1 183.17 186.40 191.07 189.6    

K2 196.87 195.42 188.02 187.86    

K3 187.65 185.87 188.6 190.23    

R   4.57   3.18   1.02   0.79    
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表 3  方差分析 
Table 3  Analysis of variance 

误差来源 偏差平方和 自由度 F 值 显著性

A 32.53 2 32.381 P＜0.05

B 19.20 2 19.116 P＜0.05

C  1.75 2 1.741  

D (误差)  1.00 2 1.000  

F0.05(2, 2)＝19.00  F0.01(2, 2)＝99.00 
 
有显著性影响（P＜0.05）；而 C 因素即卵磷脂质量

浓度无显著影响。由于 D 因素对指标综合评分无

显著性影响，从安全、经济节约角度考虑，确定最

佳处方为 A2B2C1D1，即 MCT 占总脂质的质量分数

为 20%，药脂比为 1∶20，卵磷脂质量浓度 5.0 
mg/mL，F68-聚山梨酯-80（1∶1）的总质量浓度

为 20.0 mg/mL。 
2.5  验证试验 

将 GMS 150 mg、SA（5%）10 mg、MCT（20%）

40 mg、5.0 mg/mL 卵磷脂 100 mg 和 GNA 10 mg 溶

于 5 mL 无水乙醇，水浴加热到 68～70 ℃构成油

相；将聚山梨酯-80、F68 各 200 mg 溶于 20 mL 水

中，水浴加热到与油相相同温度。用 1 mL 注射器

将油相缓慢匀速注入到搅拌（1 000 r/min）的水相

中，继续搅拌 3 h。待有机溶剂挥发完全后，在搅拌

条件下将乳液迅速倒入 40 mL 冰水（冰浴），继续

搅拌 2 h 得 GNA-NLC。同法制备 3 批。按“2.3”
项下方法测定，结果包封率分别为 83.99%、84.18%、

85.77%，载药量分别为 4.18%、4.19%、4.27%。结

果显示，该工艺重复性较好。 
2.6  形态学考察 

取 GNA-NLC 混悬液适量，滴加于覆盖碳膜的

铜网上，在铜网上停留片刻后用 2.0%磷钨酸钠溶液

染色，自然晾干后置于透射电镜下观察。从图 3 可

见，GNA-NLC 纳米粒多为实体类球形，有少许粒

子呈不规则状，粒子之间无粘黏。 
 

  
图 3  GNA-NLC 的透射电镜图 

Fig. 3  Transmission electron micrograph of GNA-NLC 

2.7  粒径分布及 Zeta 电位的测定 
取 GNA-NLC 混悬液适量，稀释 30 倍。在室温

条件下，采用 Zetasizer 纳米激光粒度仪测定粒径和

Zeta 电位，结果见图 4、5。 
 

 
 
 

图 4  GNA-NLC 的粒径分布 (n＝3) 
Fig. 4  Particle size distribution of GNA-NLC (n＝3) 

 

 
 
 

图 5  GNA-NLC 的 Zeta 电位 (n＝3) 
Fig. 5  Zeta potential of GNA-NLC (n＝3) 

 
粒径是评价纳米粒子一项重要指标，粒径大小

及分布直接影响着分散体系的物理稳定性。同时，

粒径也影响着粒子在体内的分布趋向。本实验制得

的 GNA-NLC 粒径为（144.07±1.44）nm（n＝3），
多分散系数（PI）为 0.24±0.01（n＝3），表明本实

验制得的 GNA-NLC 粒径较小，大小分布均匀。 
对于胶体分散系统，通常可通过 Zeta 电位来预

测体系的长期物理稳定性，Zetasizer 仪所测的

GNA-NLC 的 Zeta 电位为（−28.03±0.29）mV（n＝
3），从静电排斥学角度分析，所制得的纳米分散体

系具有较好的物理稳定性。 
2.8  DSC 分析 

分别取 5～6 g 样品，置于铝锅内，以 10 ℃/min
的速率在一定温度范围内扫描，空白铝锅作为对照，

记录数据，采用 Origin 7.5 软件拟合各样品的热解

曲线图，结果见图 6。 
由热解曲线图可知，GNA 原料的熔点为 108.1 

℃，GMS、SA 的熔峰分别为 61.4、57.3 ℃；GNA- 
NLC 曲线图中，GNA 熔峰消失，也未见 GMS、SA
熔峰，在 42.9 ℃处出现一新熔峰。由此说明，GNA- 
NLC 构成一新的物相，GNA 不再以结晶状态存在，

可能以无定形态分布在基质中。同时，GMS、SA 脂 

1           10          100         1 000        10 000
粒径 / nm 

−200        −100          0           100          200
Zeta 电位 / mV 

5 μm 
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图 6  热解曲线 
Fig. 6  Thermolysis curves 

 
质的结晶晶格有序性减小。 
3  讨论 

NLC 是第 2 代脂质纳米载药系统，由于液态脂

质的载入，包封率和载药量较固体脂质纳米粒有了

很大的改善。本实验成功制备了 GNA-NLC，包封率

比新藤黄酸固体脂质纳米粒有了显著地提高[14]。 
卵磷脂在处方中主要起助乳化的作用，实验中

发现，随着卵磷脂质量的增加，包封率和载药量也

得到提高，同时，所制备的纳米粒粒径也明显增大。

主要原因可能为：一方面，卵磷脂作为助乳化剂的

同时也起着基质的作用，随卵磷脂的增加，即基质

增加，其所包载和负载的药物也随之增加，包封率

和载药量得到提高。另一方面，基质浓度增大时，

分散体系的粘稠度随之增大，表面张力相应增大，

在同样的乳化条件下形成的纳米粒粒径也就偏大。 
NLC 属于热力学不稳定均相分散体系，因分子

运动相互碰撞易出现粒径增大、絮凝、沉淀、分层

等不稳定现象[15]。Zeta 电位是 NLC 性质表征之一，

也是预测其长期稳定性的一项指标。从静电排斥理

论分析，Zeta 电位绝对值大于临界值 30 时，此胶

体系统即处于稳定状态[16]。但是，NLC 中许多亲水

性乳化剂因其特殊结构而发挥着空间稳定作用，能

够使电位较低的胶体体系处于稳定状态[17]。 

本实验也考察了超滤离心法，结果发现滤过液

中 GNA 都不能被检测到。这是因为纳米粒在离心

力的作用下，容易粘附在滤膜上，游离药物不能透

过；同时，少量新藤黄酸水中呈蛋花样漂浮状态，

即使在离心力作用下也不易透过滤膜。微柱离心法

是 Papkinson 首创[18]，主要用于分离纯化生物大分

子。此方法是利用凝胶的分子筛和离心力的双重作

用，实现快速分离，当前多数是用于脂质体的纯化。

从实验结果可知，此方法简便、快捷、重现性好，

可用于 NLC 纳米粒的纯化。在实验过程中发现，搅

拌速度为 1 200 r/min 时，容易产生较多的泡沫，这

有可能会影响表面活性剂与油相充分接触，影响其

乳化效果，故本实验采用 1 000 r/min 的搅拌速度。 
本实验采用 F68、聚山梨酯-80、卵磷脂复合乳

化剂，主要是发现采用复合乳化剂所制备的 NLC
的稳定性和包封率都较好，与文献报道一致[19]。新

藤黄酸经 NLC 包裹，其体内的药物代谢动力学行为

即体内循环时间、峰浓度和生物利用度等较新藤黄

酸是否有很好的改善，同时包载后的新藤黄酸纳是

否能够减小或避免其毒副作用，这都有待进一步深

入的研究。 
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