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Box-Behnken Design-响应面优化法优化芍药总苷脂质体的制备工艺及体
外释放研究 
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摘  要：目的  研究芍药总苷（TGP）脂质体的最佳制备工艺及其体外释放情况。方法  采用逆向蒸发法制备 TGP 脂质体，

以包封率为评价指标，采用 Box-Behnken Design-响应面优化法（BBD-RSM）优化最佳制备工艺参数，并对其体外释放情

况进行考察。结果  最佳处方为胆固醇与磷脂质量比为 1∶2.7，TGP 与脂类质量比为 1∶29，水化介质用量 5.1 mL，药物的

平均包封率为 73.0%，体外 12 h 累积释放率为 42.18%。结论  TGP 脂质体制备工艺合理可行，包封率高，稳定性好，有良

好的缓释作用。 
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Optimization of preparation technology for total glucosides from Paeonia 
lactiflora liposome by BBD-RSM and its in vitro release 
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Abstract: Objective  To optimize the preparation technology for total glucosides from Paeonia lactiflora (TGP) liposome and study 
on its in vitro release. Methods  Liposomes were prepared by reverse-phase evaporation technique. Taking the entrapment efficiency 
(EE) as indexes, the preparation of liposome was optimized using Box-Behnken design-response surface method (BBD-RSM), and the 
in vitro release was studied. Results  The optimal formulation was cholesterol-lecithin (1∶2.7), TGP-lipid (1 29), ∶ and hydrated 
medium of 5.1 mL. The average EE were 73.0% and the 12 h in vitro accumulative release rate was 42.18%. Conclusion  The optimized 
process is rational and feasible, and the TGP liposome has the higher EE and good stability with better sustained release in vitro. 
Key words: total glucosides from Paeonia lactiflora; liposome; Box-Behnken design-response surface method; in vitro release; 
sustained release 
 

芍 药 总 苷 （ total glucosides from Paeonia 
lactiflora，TGP）为白芍的主要有效部位，是从毛

茛科植物芍药 Paeonia albiflora Pall. 根部提取而

得，主要含芍药苷、芍药内酯苷等化合物，其中以

芍药苷的量最高，活性最强[1]。现代药理研究表明，

TGP 具有明显的保肝、神经保护、免疫调节、抗炎

镇痛、抗抑郁、改善心肺功能和微循环、抗肿瘤等

作用，临床上常用于慢性肝炎、类风湿性关节炎等病

的治疗[2-12]。但由于芍药苷属单萜苷类，性质不稳

定，光、氧、热、酸等易使其结构发生改变，进而

影响到 TGP 及其制剂的临床疗效，所以提高 TGP
化学稳定性非常重要。 
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将药物制备成脂质体，不仅可以提高药物的稳

定性，增加药物的治疗指数，减少服用量，提高患

者的顺应性，还具备一定的靶向、缓释等优点，现

已成为药物靶向传递系统研究的热点[13]。TGP 制剂

有颗粒剂、胶囊、片剂、缓释制剂等剂型，口服生

物利用度低，故本课题组将其制备成脂质体，考察

了 TGP 脂质体的制备方法，采取单因素结合 Box- 
Behnken Design-响应面优化法（BBD-RSM）研究

TGP 脂质体制备过程中各影响因素对芍药苷包封

率的影响，优化制备工艺参数，并考察其体外释放，

为进一步体内研究奠定基础，更好地发挥临床治疗

作用。 
1  仪器和材料 

BP211D 型十万分之一电子天平，德国 Sartorius
公司；安捷伦 1200 型 HPLC 色谱仪，DAD 检测器，

安捷伦公司；BUG25-12 超声清洗器，西化仪（北

京）科技有限公司；R-210 型 BUCHI 旋转蒸发仪，

瑞士步琪公司；透析袋，截留相对分子质量 8 000～
14 000，美国联合碳化物公司。 

芍药苷对照品，批号 110736-20100919，质量

分数≥98%，中国食品药品检定研究院；TGP 提取

物，批号 20120518，宁波立华制药有限公司，含芍

药苷＞90%；大豆卵磷脂，药用，西安悦来医药科

技有限公司；胆固醇，上海思域化工科技有限公司；

乙腈，Fisher HPLC Grade 公司；自制重蒸馏水；其

余试剂均为分析纯。 
2  方法与结果 
2.1  HPLC 法测定芍药苷 
2.1.1  色谱条件  流动相为乙腈-0.1%磷酸水溶液

（14∶86）；色谱柱为 Diamonsil C18（250 mm×4.6 
mm，5 μm）；体积流量 1.0 mL/min；检测波长 230 
nm；柱温 30 ℃，进样量 10 μL。 
2.1.2  线性关系考察  取芍药苷对照品适量，精密

称定，加甲醇制成含芍药苷 31.6 μg/mL 的对照品溶

液，精密吸取对照品溶液 4、8、12、16、20、24 μL，
按照“2.1.1”项色谱条件依次进样，测定峰面积。

以峰面积积分值（Y）对进样量（X）进行线性回归，

得芍药苷回归方程为 Y＝1 309.4 X－28.706，r＝
0.999 9，表明芍药苷在 0.126～0.758 μg 具有良好线

性关系。 
2.1.3  精密度考察  取同一份对照品溶液，连续进

样 6 次，每次 12 μL，按照“2.1.1”项色谱条件测

定峰面积，计算精密度，其 RSD 为 0.78%，表明仪

器精密度良好。 
2.1.4  重复性考察   取同一批号脂质体（批号

20130509）6 份，用甲醇破乳，过 0.22 μm 滤膜后，

按“2.1.1”项色谱条件，测定峰面积，计算脂质体

中芍药苷的量，其 RSD 为 0.53%，表明该方法重复

性良好。 
2.1.5  稳定性考察   取同一批号脂质体（批号

20130509），按照“2.1.4”项下方法制备样品溶液，

分别于 0、1、2、4、8、12、24 h 按照上述色谱条

件测定峰面积，考察稳定性，其 RSD 为 1.53%，表

明样品溶液在 24 h 内稳定。 
2.1.6  加样回收率考察  精密称取同一批已测定的

脂质体样品（批号 20130509）9 份，分别加入适量

对照品，甲醇破乳后，稀释制成新的供试品溶液，

按“2.1.1”项色谱条件，测定其峰面积，计算加样

回收率，得芍药苷的平均加样回收率为 98.8%，RSD
为 2.37%，表明方法准确度良好。 
2.1.7  脂质体包封率的测定  取 TGP 脂质体，用甲

醇破乳，过 0.22 μm 滤膜后，HPLC 法测定芍药苷

的质量浓度（C0）。采用透析法分离脂质体和游离

药。另取脂质体于透析袋内，以 100 mL 蒸馏水为

透析介质，透析 24 h，HPLC 法测定透析介质中芍

药苷的质量浓度（C1），计算芍药苷的包封率。 
包封率＝1－C1/C0 

C1为游离的芍药苷质量浓度，C0为芍药苷总质量浓度 

2.2  脂质体制备方法的筛选 
2.2.1  薄膜分散法[14]  称取处方量卵磷脂 0.1 g、胆
固醇 0.05 g，用 20 mL 氯仿-乙醚（1∶1）的混合液

溶解，旋蒸至瓶壁形成均匀类脂薄膜。加入含有药

物 TGP 的 pH 5.0 磷酸盐缓冲液（PBS）5 mL，搅

拌，超声，加 PBS 水化，静置放冷即得脂质体，测

其包封率为 55.93%。 
2.2.2  逆相蒸发法[15]  称取处方量卵磷脂 0.1 g、胆
固醇 0.05 g，用 20 mL 氯仿-乙醚（1∶1）的混合液

溶解，再加入含有药物 TGP 的 pH 5.0 PBS 5 mL，
超声，旋蒸形成胶态后滴入 PBS，旋蒸至凝胶自然

脱落，继续减压除去有机溶剂，制得脂质体混悬液，

测其包封率为 62.11%。 
2.2.3  乙醇注入法[16]  称取处方量卵磷脂 0.1 g、胆
固醇 0.05 g，溶于 20 mL 无水乙醇（加热至溶），缓

慢滴入含有药物TGP的 pH 5.0 PBS 5 mL，搅拌 1 h，
旋蒸除去乙醇，超声 5 min，制得脂质体，测其包

封率为 56.91%。 



中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 46 卷 第 3 期 2015 年 2 月 ·361·

2.2.4  复乳法[17]  称取处方量卵磷脂 0.1 g、胆固醇

0.05 g，用 20 mL 氯仿-乙醚（1∶1）的混合液溶解，

加入含有药物 TGP 的 pH 5.0 PBS 5 mL，超声呈均

匀乳剂，加缓冲盐溶液超声至 W/O/W 复乳，旋蒸

除去有机溶剂，再加入少量的 PBS 水化，静置放冷

制得脂质体，测其包封率为 58.34%。 
以上 4种方法中以逆相蒸发法制备TGP脂质体

包封率最高，而且水溶性药物多用此法制成大单室

脂质体，故选择逆相蒸发法制备 TGP 脂质体，并进

行工艺优化。 
2.3  TGP 脂质体的单因素考察 

以芍药苷包封率为考察指标，采用逆相蒸发法

制备脂质体，对影响脂质体质量较大的因素进行单

因素考察。 
2.3.1  胆固醇与卵磷脂质量比的考察  固定药物与

脂类质量比为 1∶20，水化介质为 3 mL 蒸馏水，选

取胆固醇与卵磷脂质量比为 1∶1、1∶2、1∶4、1∶
6 制备脂质体，测得包封率分别为 57.4%、68.6%、

65.2%、59.3%。结果表明，随着卵磷脂用量的增加

脂质体包封率呈现先增大后减小的趋势，胆固醇与

卵磷脂质量比在 1∶2 时包封率最大。 
2.3.2  药物 TGP 与脂类质量比的考察  固定胆固

醇与大豆卵磷脂质量比 1∶2，水化介质为 3 mL 蒸

馏水，选取药物 TGP 与脂类质量比为 1∶5、1∶10、
1∶20、1∶40 制备脂质体，测得包封率分别为

37.8%、55.7%、70.3%、58.3%。结果表明，药物与

脂类质量比过大或过小包封率都比较低，在 1∶20
时包封率最大，可达 70%。 
2.3.3  水化介质用量的考察  固定胆固醇与大豆卵

磷脂质量比 1∶2，药物TGP与脂类质量比为 1∶20，
以蒸馏水为水化介质，选取水化介质的用量为 2、3、
5、8 mL 制备脂质体，测得包封率分别为 62.9%、

70.3%、71.5%、64.4%。结果表明，水化介质为 5 mL
时脂质体的包封率最佳。 
2.4  BBD-RSM 优化 TGP 脂质体处方 
2.4.1  试验设计及结果  在单因素试验考察的基础

上，固定处方及其制备工艺条件不变，选取对脂质

体包封率影响较为显著的 3 个因素设为自变量：胆

固醇与卵磷脂质量比（A）、药物 TGP 与脂类质量

比（B）、水化介质的用量（C），采用 Dseign-Expert 
8.0.7.1 软件对这 3 个因素分别在 3 个水平上进行设

计，以包封率（Y）作为响应值，共设计了 17 组试

验对方程中各项回归系数进行回归拟合，为减小误

差，其中取 5 组中心点，析因部分实验则为 12 组，

因素水平及实验结果见表 1。 
表 1  Box-Behnken 实验设计及响应值 
Table 1  Values of Box-Behnken design 

序号 A B C/mL Y/% 

 1 1∶2.5 1∶25.0 5.5 71.2 

 2 1∶2.5 1∶25.0 5.5 74.5 

 3 1∶1.0 1∶10.0 5.5 47.9 

 4 1∶1.0 1∶25.0 8.0 58.6 

 5 1∶4.0 1∶25.0 8.0 59.1 

 6 1∶2.5 1∶25.0 5.5 73.8 

 7 1∶2.5 1∶40.0 3.0 63.4 

 8 1∶1.0 1∶25.0 3.0 60.5 

 9 1∶4.0 1∶40.0 5.5 64.3 

10 1∶1.0 1∶40.0 5.5 62.5 

11 1∶4.0 1∶10.0 5.5 54.4 

12 1∶4.0 1∶25.0 3.0 66.2 

13 1∶2.5 1∶10.0 3.0 60.1 

14 1∶2.5 1∶25.0 5.5 72.7 

15 1∶2.5 1∶40.0 8.0 64.6 

16 1∶2.5 1∶10.0 8.0 52.9 

17 1∶2.5 1∶25.0 5.5 74.2 
 
2.4.2  模型拟合  采用Design-Expert对表 1数据进

行分析，以 Y 对自变量进行模型拟合，并通过相关

系数（R2）和方差分析对拟合模型进行评价，通过

比较各拟合方程的拟合度，得到二次多项式回归方

程 Y＝73.28＋1.81 A＋4.94 B－1.88 C－1.17 AB－
1.30 AC＋2.10 BC－7.58 A2－8.43 B2－4.60 C2（R2＝

0.979 7，P＜0.000 1，F＝37.60，失拟度检验 F＝
0.210 8＞0.05，F＝2.38）。 

由拟合结果可知模型 F 值较高（37.60），P＜
0.000 1，说明拟合模型高度显著；失拟项 F 值较小

（2.38），P＞0.05，失拟项不显著性，说明模型在回

归区域拟合良好，符合实验要求，可用该回归模型

对实验结果进行统计分析。该模型的信噪比高

（18.356），即可用于预测；方程的决定系数 R2＝

0.979 7＞0.95，表明实测值与预测值间有高度的相

关性，能准确地预测实际情况；其校正决定系数 Radj
2

为 0.953 7，表明模型响应值的变化有 95.37%来源

于所选自变量，该实验误差较小，较好地描述各因

素与响应值之间的真实关系，因此可以用该模型对

TGP 脂质体的制备进行分析与预测。 
2.4.3  工艺参数预测和优化  根据二次多项回归方
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程拟合结果，固定其中一个因素水平，绘出 Y 与其

他 2 个因素的等高线图和三维效应曲面图，预测

TGP 脂质体得最佳处方配比，见图 1。 
由图 1 和方差分析结果（表 2）可知，对 Y 影

响显著的是 A（P＝0.019 5）、B（P＜0.000 1）、C
（P＝0.016 8）、BC（P＝0.042 8）、A2（P＜0.000 1）、

B2（P＜0.000 1）、C2（P＝0.000 9），说明各因素与

响应值之间并不是简单的线性关系；B 对 Y 影响极

为显著（P＜0.01），A、C 对 Y 影响显著（P＜0.05），
影响 Y 的因素主次顺序为 B＞C＞A，BC 对 Y 的影

响显著（P＜0.05），而且图中两曲面坡度较陡，表

明 BC 对响应值有较强的交互作用。 

           
 

           
 

图 1  Y 与 (A 和 B，1)、(A 和 C，2)、(B 和 C，3) 3 因素的三维效应面图 (a) 和等高线图 (b)  
Fig. 1  3D response surface (a) and contour (b) plots of Y and (A and B, 1), (A and C, 2), and (B and C, 3) factors 

 
表 2  方差分析 

Table 2  Analysis of variance 

方差来源 平方和 自由度 F 值 P 值 

模型 977.78 9  37.60 ＜0.000 1 
A  26.28 1   9.10 0.019 5 

B 195.03 1  67.50 ＜0.000 1 

C  28.13 1   9.73 0.016 8 

AB   5.52 1   1.19 0.209 3 

AC   6.76 1   2.34 0.170 0 

BC  17.64 1   6.11 0.042 8 

A2 241.76 1  83.67 ＜0.000 1 

B2 299.04 1 103.50 ＜0.000 1 

C2  89.19 1  30.87 0.000 9 

残差  20.23 7   

失拟值  12.96 3   2.38 0.210 8 

纯误差   7.27 4   
 

由图 1 可知，固定 C，绘制 A 和 B 2 因素的交

互图，随着 A 和 B 质量比的增加，响应值均为一曲

面，均呈现先升后降的趋势。TGP 包封率在 A 为 1∶
2.67 时存在极大值，这是因为胆固醇可以增加脂质

体膜中双分子排列的紧密程度，起到稳定脂质体膜

的作用，随着胆固醇的相对用量减少，在相同质量

的脂质中，脂质体膜的刚性降低，总表面积增大，

所包裹的药物量增加，包封率增加，但随着磷脂用

量的进一步增大，脂质双分子膜不对称性和通透性

增大，药物渗漏较多，导致包封率又下降；B 为 1∶
29 时也存在极大值，这可能因为在相同质量的脂质

中，当药物用量过大，超过脂质膜的承载限度，导

致药物渗漏，包封率降低；当药物用量过小，由于

脂质体膜内外药物浓度差较小，也不利于药物的包

裹，导致包封率又进一步降低。 
固定 B，绘制 A 和 C 2 因素的交互图，随着 A

的质量比和 C 用量的增加，响应值仍为一曲面，均

呈现先升后降的趋势，A 在 1∶2.67、C 在 5.1 mL
时，响应值最高。 

固定 A，绘制 B 和 C 2 因素的交互图，随着 B
的质量比和 C 用量的增加，响应值仍为一曲面，均

呈现先升后降的趋势，B 在 1∶29、C 在 5.1 mL 时，

响应值最高。 
2.5  验证试验 

按照优化的处方剂量，考虑实际操作的可行性，

各因素值保留一位小数，制备 3 批（批号 20130507、
20130509、20130512）TGP 脂质体样品（胆固醇与

磷脂质量比 1∶2.7，TGP 脂质体提取物与脂类质量
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比 1∶29，水化介质用量 5.1 mL），测定包封率分别

为 74.2%、71.3%、73.5%，实测平均包封率为 73.0%，

RSD 为 2.07%。为检查试验结果与拟合模型是否相

符，将优化的因素结果代入方程得到包封率的预测

值为 74.2%，包封率实测值与预测值相差不大，相

对偏差低于 3%，表明该模型预测性好，可信度高，

该工艺稳定可行。 
2.6  体外释放度测定和释放模型的建立 

以 pH 5.0 的 PBS 为释放介质，对 TGP 脂质体

进行体外释药研究。精密吸取 5 mL TGP 脂质体，

置于已处理好的透析袋中，加入到 100 mL 释放介

质中，于 37 ℃水浴以 120 r/min 动态透析，分别在

0.5、1、1.5、2、3、4、5、6、8、10、12 h 吸取 1 mL
释放介质（同时补加等量、同温的释放介质），HPLC
法测定芍药苷的质量浓度，计算 TGP 脂质体的累积

释放率。制备 TGP 水溶液（药物 TGP 质量浓度与

TGP 脂质体中的相当），按上述方法计算游离药物

的累积释放率，见图 2。结果表明游离药物 8 h 释放

率达到 100%，而脂质体 12 h 累积释放率 42.18%，

释药速率较慢，表明 TGP 制成脂质体后具有一定的

缓释效应。 
 

 
 
 

图 2  TGP 脂质体和溶液释放曲线 
Fig. 2  Accumulative release of TGP liposome and solution 
 

采用零级、一级、Higuchi 模型对脂质体的体外

释药数据进行拟合，得到的回归方程如下：零级方

程 Y＝2.652 6 t＋15.113，r＝0.931 0；一级方程 Y＝
−0.037 3 t－0.157 6，r＝0.952 2；Higuchi 方程 Y＝
−0.118 1 t1/2＋0.040 3，r＝0.977 3。从方程的相关系

数 r 值可知，TGP 脂质体的体外释药以 Higuchi 模
型拟合最好。 
2.7  脂质体的形态、粒径和 Zeta 电位 

取脂质体适量，稀释至一定量，采用磷钼酸染

色法-透射电子显微镜观察 TGP 脂质体，脂质体为

圆球状的囊泡，外观圆整规则，大小均匀。采用激

光粒径分析仪分别测定脂质体的平均粒径和 Zeta

电位，结果表明，其粒径为（488±12）nm，Zeta
电位为（−115.7±8.3）mV，见图 3。 

 
 

 
 
 

图 3  TGP 脂质体的粒径分布 (A) 和 Zeta 电位 (B) 
Fig. 3  Size distribution (A) and Zeta potential (B) of TGP 
liposome 
 

3  讨论 
药物要制成脂质体，需要有适宜的脂溶性和水

溶性，芍药苷有较好的水溶性，故在实验中考察了

TGP 在不同介质及 pH 值溶液中的油水分配系数，

其值在−0.98～−0.47，为水溶性药物（lgP＜−0.3），
能形成稳定、较高包封率的脂质体[18]。芍药苷在蒸

馏水中油水分配系数最大（−0.47），其次为 pH 5.0 
PBS（−0.50），但芍药苷显一定的弱酸性，在 pH 3～
5 内较稳定[19]，对芍药苷在不同介质中溶解度的考

察也发现，芍药苷在 pH 5.0 PBS 中的溶解度最大

（51.4 mg/mL），故选择 pH 5.0 PBS 作为溶解药物的

水相。 
制备脂质体的影响因素较多，实验采用单因素

方法考察了有机相种类和用量、胆固醇与卵磷脂质

量比、药物与脂类质量比、水化介质的种类和用量、

水化时间、水浴温度几个主要因素。结果以有机相

为 10 mL 乙醚，水化时间为 2 min 时脂质体的包封

率最大；水化介质为蒸馏水，虽然以蒸馏水为水化

介质制得脂质体包封率要小于以 PBS，但脂质体放

置过夜后是均匀的乳状液，而以 PBS 制得的脂质体
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放置过夜后分为 2 层，经振摇后不能形成均匀的乳

状液，故选择以蒸馏水为水化介质；水浴温度为 45 
℃时包封率略小于 38、50 ℃时的包封率，但制得

的脂质体稳定性较好，放置过夜后仍然是均匀的乳

状液，38、55 ℃时下制得的脂质体放置过夜后分层，

经振摇后不能形成均匀的乳状液，故选择水浴温度

45 ℃。但以上因素对制备 TGP 脂质体的影响较小，

故只进行了单因素考察，对影响较大的胆固醇与卵

磷脂质量比、药物与脂类质量比、水化介质的用量

这 3 个因素进行 BBD-RSM 优化，考察最佳工艺条

件参数。BBD-RSM 建立的连续变量曲面模型，使

所有的试验点都落在安全操作区域内，比正交和均

匀设计具有更高的精确度和预测性，是一种优化试

验条件的数学统计方法[20]。 
测定脂质体包封率的方法有超速离心法、超滤

法、凝胶过滤法、透析法等。本实验分别对以上方

法进行了考察，超速离心低速时脂质体分离不完全，

高速易使脂质体被破坏而影响包封率的测定；超滤

法测得包封率与实际相差较大，可能是因为芍药苷

为水溶性药物，制得的多为大单室脂质体，实验中

选择 0.22 μm 的微孔滤膜滤过，粒径较大的脂质体

可能被破坏，而较小粒径的脂质体又直接通过滤孔

进入到滤液中造成误差较大；凝胶柱滤过虽测定的

包封率较准确，但操作繁琐，要求较高，消耗时间

长；透析法简单、易行，重复性好，实验结果也较

准确，故本实验选择透析法测定包封率。综上，本

研究增加了芍药苷制剂的新品种，不仅为中药有效

部位脂质体的制备提供参考，还为临床提供安全有

效、生物利用度高的新型给药系统的研究打下良好

的基础。 
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