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绞股蓝总皂苷脂质体的制备与表征 
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摘  要：目的  探讨用豆甾醇替代胆固醇制备绞股蓝总皂苷脂质体的可行性，并获得最佳制备工艺与处方。方法  以卵磷脂

和豆甾醇为膜材制备不含胆固醇的绞股蓝总皂苷脂质体；脂质体以鱼精蛋白沉淀法进行包封率的测定；以包封率为评定指标，

筛选该新型绞股蓝总皂苷脂质体的最佳制备方法；采用正交设计优化该脂质体的制备工艺；采用粒径、Zeta 电位、原子力显

微镜（AFM）表征该新型绞股蓝总皂苷脂质体。结果  用豆甾醇替代胆固醇制备绞股蓝总皂苷脂质体的最佳制备方法为乙

醇注入法，通过正交设计得最佳工艺为绞股蓝总皂苷与卵磷脂的质量比为 1∶10，卵磷脂与豆甾醇的质量比为 4∶1，PBS
缓冲溶液 pH 值为 7.0，水化温度为 35 ℃；所得脂质体的包封率为（77.00±1.17）%，粒径为（202.6±3.9）nm，多分散系

数（PDI）为 0.108±0.003，电位为（−28.66±0.86）mV，该脂质体在电镜下呈规则圆形。结论  用豆甾醇替代胆固醇制备

绞股蓝总皂苷脂质体方法可行，采用最佳工艺制备的绞股蓝总皂苷包封率高，形态和粒径均较好，重现性好。 
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Preparation and characterization of gypenosides liposomes consisted by lecithin 
and stigmasterol 
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Abstract: Objective  To study the feasibility of preparing gypenoside liposomes (GLs) with stigmasterol instead of cholesterol, and to 
optimize the prescription and preparation of GLs. Methods  GLs without cholesterol were prepared by ethanol injection method with 
lecithin and stigmasterol, and the encapsulation efficiency was determined by protamine precipitation method. The encapsulation 
efficiency was adopted to evaluate and optimize the preparation process as response in orthogonal design assay. GLs were 
characterized by Dynamic Light Scattering and Atomic Force Microscope (AFM) using particle size and electric potential as indexes. 
Results  Ethanol injection was the best method to prepare GLs with lecithin and stigmasterol. The optimal preparation process 
determined by orthogonal design assay was as follows: the ratio of gypenosides to lecithin was 1︰10, the ratio of lecithin to 
stigmasterol was 4︰1, the pH value of PBS buffer solution was 7.0, and the hydration temperature was 35 ℃. The entrapment 
efficiency was (77.00 ± 1.17)%, the particle size was (202.6 ± 3.9) nm, the PDI was 0.108 ± 0.003, the zeta potential was (−28.66 ± 
0.86) mV, and the morphology was round observed by AFM. Conclusion  The preparation of GLs with lecithin and stigmasterol was 
feasible. The GLs prepared by optimum preparation process have high encapsulation efficiency, good morphology, and reproducibility. 
Key words: gypenosides; liposomes; stigmasterol; preparation technology; orthogonal design 

 
脂质体由于具有缓释、增效、减毒、靶向等优

点，已成为中药传递系统中最受关注的热点[1]。普通

脂质体由磷脂和胆固醇所构成，胆固醇作为稳定剂

加入到脂质体中能增加脂质体双分子膜的流动性， 
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减少膜渗透性，起到稳定脂质体的作用[2-3]，但其易

导致心血管疾病[4]，大大限制了脂质体在治疗心血

管领域的应用。因此找到一种胆固醇的替代品用于

生产脂质体就显得尤为必要。豆甾醇与胆固醇结构

极为相似，但其却不会引发心血管疾病，相反，它

能用于降低血液中的胆固醇的量，常应用于心血管

疾病的辅助治疗，美国食品药品监督管理局（FDA）

也在 2000 年宣称豆甾醇在降低心血管疾病发生机

率方面是有效的。因此，很有必要对采用卵磷脂与

豆甾醇制备脂质体的可行性进行探讨。 
绞股蓝总皂苷（gypenosides）具有抑制肿瘤、

抗肝炎、调血脂、降血压等作用[5]。绞股蓝总皂苷

口服后很容易被降解代谢[6-9]，因此需要大剂量或频

繁给药，而绞股蓝总皂苷制成脂质体后，在胃肠道

中受到脂质材料的保护避免被快速代谢，另外脂质

体还有缓释功能，能减少绞股蓝总皂苷的给药剂量

与次数。本实验探讨了用卵磷脂和豆甾醇为材料制

备新型绞股蓝总皂苷脂质体（gypenoside liposomes，
GLs）的可行性，优化了 GLs 的制备方法和工艺，

并对该脂质体进行了初步的表征。 
1  仪器与材料 

Model RE—52A 型旋转蒸发仪（上海亚荣生物

仪器公司）；SHB—III 循环水式多用真空泵（郑州

长城科工贸有限公司）；HZQ—X280 恒温振荡培养

箱（太仓市华美生化仪器厂）；WFJ2000 可见分光

光度计（尤尼柯仪器有限公司）；BS210 型电子天

平（赛多利斯科学仪器有限公司）；LGJ—10 冷冻

干燥仪（北京博医康实验仪器有限公司）；KBS—
150 型数控超声波细胞粉碎机（昆山市超声仪器有

限公司）；SCZL—A型数字智能控温磁力搅拌器（郑

州长城科工贸有限公司）；数显恒温水浴锅 HH—2
（国华电器有限公司）；原子力显微镜（AFM，Veeco
公司）。绞股蓝总皂苷（批号 20120119，陕西昂盛

生物医药科技有限公司）；鱼精蛋白（批号 P4672，
Sigma 公司）；绞股蓝皂苷对照品（批号 D100246，
阿拉丁试剂）；香草醛（批号 v100115，上海晶纯实

业有限公司）；卵磷脂（蛋黄卵磷脂，批号 EK10028，
日本丘比株式会社）；豆甾醇（质量分数 97%，杭

州大阳化工有限公司）；曲拉通-X100（T109026，
上海晶纯实业有限公司）；其他试剂均为分析纯。 
2  方法与结果 
2.1  GLs 测定方法的建立 
2.1.1  对照品溶液的制备  精密称取干燥至恒定质

量的绞股蓝皂苷对照品 50 mg 加入蒸馏水定容于

100 mL 量瓶中作为储备液。取储备液适量，加水稀

释成质量浓度为 0.05、0.1、0.2、0.3、0.4、0.5 mg/mL
的系列对照品溶液。 
2.1.2  测定波长的确定  绞股蓝皂苷对照品和空白

脂质体用 5%香草醛冰醋酸溶液-高氯酸（2∶8）混

合液显色，在 400～1 100 nm 处进行光谱扫描，结

果显示对照品最大吸收波长为 555 nm，且该处空白

脂质体无干扰，故选择测定波长为 555 nm。 
2.1.3  线性关系考察  参照《中华人民共和国卫生

部颁标准》绞股蓝总苷进行。取 6 支具塞试管，精

密量取“2.1.1”项下不同质量浓度对照品溶液 1 mL，
分别置 15 mL 具塞试管中，精密加入新鲜配制的含

5%香草醛冰醋酸溶液-高氯酸（2∶8）的混合液 2 
mL，摇匀，密塞，置 60 ℃水浴中加热 15 min，取

出，立即放入冰水中冷却 2 min，精密加入冰醋酸

10 mL，摇匀，以试剂作空白，照分光光度法项下

（《中国药典》2010 年版一部附录 V A）试验，于

（555±5）nm 波长处测定吸收度（A）值。以 A 值

为纵坐标，质量浓度（C）为横坐标，进行线性回

归，得回归方程 A＝0.293 2 C＋0.071 2，r＝0.999 1，
线性范围 50.3～503.0 μg/mL。 
2.1.4  精密度试验  精密吸取同一份对照品溶液

1.0 mL，置 15 mL 具塞试管中，按“2.1.3”项下自

“精密加入新鲜配制的含 5%香草醛冰醋酸溶液与高

氯酸（2∶8）的混合液 2mL”起操作，在同一条件

下连续测定 A 值 5 次，以 A 值计算 RSD 为 1.33%。 
2.1.5  稳定性试验  精密吸取供试品溶液 1 mL，置
15 mL 具塞试管中，分别在 0、5、10、15、20 min
按“2.1.3”项下自“精密加入新鲜配制的含 5%香

草醛冰醋酸溶液与高氯酸（2∶8）的混合液 2 mL”
起操作，测定 A 值，RSD 为 2.10%，说明供试品在

20 min 内显色稳定。 
2.1.6  重复性试验  精密量取同一份样品 5 份，每

份 1 mL，照“2.1.3”项下自“精密加入新鲜配制的

含 5%香草醛冰醋酸溶液与高氯酸（2∶8）的混合

液 2 mL”起操作，在同一条件下分别测定 A 值，

RSD 为 2.74%。 
2.1.7  加样回收试验  精密称取冻干的空白脂质体

样品 6 份，分别加入一定量的绞股蓝皂苷对照品，

照“2.1.3”项下自“精密加入新鲜配制的含 5%香

草醛冰醋酸溶液与高氯酸（2∶8）的混合液 2 mL”
起操作，在同一条件下分别测定 A 值，计算回收率。
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平均回收率为 98.84%，RSD 为 2.95%。 
2.1.8  GLs 包封率的测定  采用鱼精蛋白沉淀法。

吸取 2 mL 脂质体于 10 mL 锥形离心管中，添加 0.5 
mL 鱼精蛋白（10 mg/mL），搅匀，静置 3 min，加

入 3 mL 生理盐水，在室温条件下离心 30 min（3 000 
r/min）。取 1 mL 上清液，测定其皂苷量，即游离药

物量。沉淀以 10%曲拉通-X100 3 mL 溶解，并补充

生理盐水至 5 mL。取 1 mL 溶液，测定其皂苷量，

即包封药物量。 
2.2  GLs 的制备方法筛选[10] 
2.2.1  乙醇注入法  称取绞股蓝总皂苷 12 mg、卵

磷脂 60 mg、豆甾醇 30 mg 于 100 mL 烧杯中，加入

20 mL 乙醇使之完全溶解。取 20 mL pH 7.0 的 PBS
缓冲液，预热到 45 ℃，搅拌下用针头匀速注入烧

杯中，恒温搅拌 2 h 以除去乙醇，冰浴条件下探头

超声 10 min（超声时间 2 s，间隔时间 2 s，功率为

100 W），过 0.45 μm 微孔滤膜即得 GLs[11]。按“2.1.8”
项方法测定，得其包封率为 56.92%。 
2.2.2  薄膜分散法  称取绞股蓝总皂苷 12 mg，加

入 20 mL pH 7.0 的 PBS 缓冲液，混匀，备用。称取

卵磷脂 60 mg，豆甾醇 30 mg，溶于 25 mL 乙醚，

40 ℃旋转蒸发至形成均匀的薄膜。加入绞股蓝溶

液，45 ℃恒温振摇 90 min，冰浴条件下探头超声

10 min（超声时间 2 s，间隔时间 2 s，功率为 100 W），

过 0.45 μm 微孔滤膜即得 GLs[12]。按“2.1.8”项方

法测定，得其包封率为 45.27%。 
2.2.3  逆向蒸发法  称取卵磷脂 60 mg，豆甾醇 20 
mg 溶于 25 mL 二氯甲烷，置于烧杯中。称取绞股

蓝总皂苷 12 mg 溶于 5 mL pH 7.0 的 PBS缓冲液中，

置于圆底烧瓶中，将烧杯中的混合液倒入圆底烧瓶

中。冰浴条件下探头超声 10 min（超声时间 2 s，间

隔时间 2 s，功率为 100 W），形成均匀乳剂，旋转

蒸发除去二氯甲烷，形成胶态后加入 pH 7 的 PBS
缓冲液 20 mL，继续减压蒸发 30 min，冰浴条件下

探头超声 10 min（超声时间 2 s，间隔时间 2 s，功

率为 100 W），过 0.45 μm 微孔滤膜即得 GLs。按

“2.1.8”项方法测定，得其包封率为 40.51%。 
由此可知，乙醇注入法制备的 GLs 体包封率最

高，因此选择此法制备 GLs，并进行工艺优化。 
2.3  GLs 处方及工艺优化 
2.3.1  正交试验  在预试验基础上，发现药脂比（总

皂苷与卵磷脂质量比）、膜材比（卵磷脂与豆甾醇质

量比）、缓冲液 pH 值、水化温度对脂质体的制备影

响较大，因此以药脂比（A）、膜材比（B）、缓冲液

pH 值（C）、水化温度（D）为考察因素，脂质体包

封率为指标，采用 L9(34) 正交试验对脂质体的制备

工艺进行优化。试验设计与结果见表 1，方差分析

见表 2。 
 

表 1  L9(34) 正交试验设计与结果 
Table 1  Design and results of L9(34) orthogonal test 

试验号 A B C D / ℃ 包封率 / %

1 1∶5 (1) 2∶1 (1) 6 (1) 35 (1) 52.72 

2 1∶5 (1) 4∶1 (2) 7 (2) 45 (2) 60.32 

3 1∶5 (1) 6∶1 (3) 8 (3) 55 (3) 60.95 

4 1∶10 (2) 2∶1 (1) 7 (2) 55 (3) 62.03 

5 1∶10 (2) 4∶1 (2) 8 (3) 35 (1) 76.64 

6 1∶10 (2) 6∶1 (3) 6 (1) 45 (2) 61.14 

7 1∶15 (3) 2∶1 (1) 8 (3) 45 (2) 51.27 

8 1∶15 (3) 4∶1 (2) 6 (1) 55 (3) 64.85 

9 1∶15 (3) 6∶1 (3) 7 (2) 35 (1) 67.14 

K1 173.99 166.02 178.71 196.50  

K2 199.81 201.81 189.49 172.73  

K3 183.26 189.23 188.86 187.83  

R  25.82 35.79 10.78 23.77  
 

表 2  方差分析 
Table 2  Analysis of variance 

方差来源 偏差平方和 自由度 F 值 显著性

A 114.056 2 4.674 无 

B 219.765 2 9.006 无 

D  96.466 2 3.953 无 

C (误差)  24.403 2   
 

由正交分析可知，影响脂质体包封率的因素顺

序为 B＞A＞D＞C，最佳优化的处方和工艺为

A2B2C2D1，即药物与卵磷脂质量比为 1∶10，卵磷

脂与豆甾醇的比例为 4∶1，缓冲液 pH 值为 7.0，水

化温度 35 ℃。 
2.3.2  验证试验  根据上述筛选得到的最佳工艺，

制备 3 批脂质体样品，测定其包封率，结果分别为

76.88%、78.23%、75.89%，平均包封率为（77.00± 

1.17）%，3 次验证试验的结果基本一致，说明所确

定的优化工艺合理可行，稳定可靠，具有可操作和

重现性。 
2.4  脂质体粒度分布及 Zeta 电位测定 

采用动态光散射粒径仪检测平均粒径和 Zeta
电位。激光束波长 633 nm，入射与散射光束夹角
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173°，温度 25 ℃。取 100 μL 脂质体溶液用水稀释

至 10 mL，摇匀平衡 3 min 后测定。粒径与电位图

（图 1、2）表明，GLs 的平均粒径为（202.6±3.9）
nm（n＝3），多分散系数（PDI）为 0.108±0.003
（n＝3），说明该脂质体粒径均一。平均 Zeta 电位为

（−28.66±0.86）mV（n＝3），表明该脂质体稳定性

较好。 
 

 
 
 

图 1  绞股蓝总皂苷脂质体的粒径图 
Fig. 1  Particle size distribution of GLs 

 
 
 

图 2  绞股蓝总皂苷脂质体的 Zeta 电位图 
Fig. 2  Zeta potential of GLs 

 
2.5  GLs 原子力显微镜（AFM）观察 

吸取脂质体适量，将其吸附于盖玻片上，自然

晾干后置 AFM 下观察，结果见图 3。结果表明，绞

股蓝总皂苷脂质体均匀圆整，为球形或近球形，脂

质体的平均粒径＜200 nm。 
3  讨论 

胆固醇作为稳定剂而加入到脂质体中，但其易

引发心血管疾病，限制了脂质体这种剂型在治疗心

血管疾病中的应用。本课题探讨了用和胆固醇结构

类似、具有降胆固醇功能的豆甾醇制备脂质体的可  

  
图 3  绞股蓝总皂苷脂质体的 AFM 图 

Fig. 3  AFM photographs of GLs 

行性。研究结果表明豆甾醇也能与卵磷脂形成脂质

体，该新型脂质体弥补了普通脂质体的不足，拓宽

了脂质体制剂在心血管疾病中的应用，是本研究的

创新之处。 
常用的制备脂质体的方法有薄膜分散法、逆向

蒸发法、乙醇（乙醚）注入法等。本研究中对这几

种常用的制备方法进行了筛选，根据筛选结果最终

选择了乙醇注入法这种操作简单，可应用于工业化

大生产的方法。但该方法存在粒径不均匀的弊端，

因此本实验在制备出脂质体后增加了探头超声的步

骤，以得到均匀一致的纳米脂质体。超声后，脂质

体粒径为（202.6±3.9）nm，PDI 为 0.108±0.003，
表明超声后制备出的脂质体粒径较小且高度均一。

由于小于 400 nm 的纳米粒子在血液中具有被动靶

向到肝、脾或肿瘤组织的性质[13]，而绞股蓝总皂苷

也常用于肝炎、肝癌等肝部疾病的治疗，因此该制

剂可用于肝炎、脂肪肝和肝癌等疾病的治疗。 
研究表明 Zeta 电位能从一定程度上反映纳米

分散体系的稳定性，Zeta 电位绝对值越高（＞15 
mV），粒子间的静电斥力越大，体系越稳定不容易

发生聚集，因而有高的稳定性[14-16]。本研究制备的

绞股蓝总皂苷脂质体 Zeta 电位为（−28.66±0.86）
mV（电位绝对值＞15 mV），表明该纳米制剂具有

较好的稳定性。 
AFM 是一种先进的电子显微镜，能提供真正的

三维表面图，由于不破坏样品，常用于各种磷脂生

物膜、蛋白质等大分子的形貌研究。由于脂质体与

磷脂生物膜相类似，本课题应用 AFM 对卵磷脂和

豆甾醇为膜材的 GLs 进行了形貌观察，电镜下的

GLs 外形圆整、粒径均一，充分说明用豆甾醇替代

胆固醇制备 GLs 是可行的。但 AFM 图中显示的脂

质体粒径比动态光散射粒径仪检测出的粒径要小，

这可能是由于 AFM 制样干燥失水后脂质体体积缩

小引起的[17]。 
包封率测定方法也有多种，如凝胶过滤法、透

析法、超速离心法和鱼精蛋白沉淀法。凝胶过滤法

消耗时间长，且不易控制流速；采用透析法时，药

物几乎透析不出来，且耗时长。超速离心法对转速

要求高，否则易造成纳米脂质体沉淀不完全，且要

控制温度，温度过高易使脂质体破碎而影响包封率

的测定。鱼精蛋白沉淀法适于中性或负电荷脂质体

的测定[18]，本研究中脂质体 Zeta 电位约为−30 mV，

满足条件，故本实验采用经典的鱼精蛋白沉淀法进

0.1       1        10       100     1 000    10 000
粒径 / nm 

−200       −100         0         100        200
Zeta 电位 / mV 
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行脂质体包封率的测定。 
本课题探讨了用卵磷脂与豆甾醇制备GLs的可

行性，筛选、优化了制备工艺和处方，并对该新型

脂质体进行了表征。该脂质体制剂不仅不含胆固醇，

反而以有降胆固醇功能的豆甾醇为膜材，解决了脂

质体在心血管治疗和降胆固醇领域应用受限的问

题，拓宽了脂质体的应用领域，具有很好的开发前

景。关于更进层次的理论研究（如采用分子模拟技

术模拟豆甾醇替代胆固醇制备脂质体）和工业化过

程中的问题（如干燥、溶剂残留等）正处于进一步

研究中。 
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