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盐酸阿霉素和知母皂苷 AIII 共载脂质体的制备及包封率的测定 

马宁辉，路  璐，丁  越*，张立涓，陈  依，张  彤 

上海中医药大学，上海  200120 

摘  要：目的  建立盐酸阿霉素和知母皂苷 AIII 共载脂质体包封率的测定方法。方法  采用薄膜分散法制备盐酸阿霉素和

知母皂苷 AIII 共载脂质体，分别用透析法、微柱离心法和超高速离心法分离脂质体和游离药物，采用 HPLC 法测定游离药

物含量和脂质体中的药物含量，计算得出盐酸阿霉素和知母皂苷 AIII 的包封率。结果  确定盐酸阿霉素和知母皂苷 AIII 共

载脂质体处方为 DPPC-DSPE-PEG2000-TAIII-DOX 比例为 5∶1∶1∶1，采用薄膜分散法制备的脂质体大小适中，粒径为 

（55.4±0.40）nm，PDI 为 0.20±0.02，电位为（−17.4±0.6）mV；在所选的色谱条件下，脂质体的其他组分不干扰样品的测

定，盐酸阿霉素在 24.9～498.0 μg/mL（r＝0.999 9），知母皂苷 AIII 在 50.55～1 011.00 μg/mL（r＝0.999 6）线性关系良好。

研究结果表明微柱离心法能有效地将盐酸阿霉素和知母皂苷 AIII 双载脂质体与游离药物分离，测得的包封率分别为（85.12±

1.27）%、（76.51±0.46）%。结论  薄膜分散法可用于盐酸阿霉素和知母皂苷 AIII 共载脂质体的制备；微柱离心法准确度

高、重复性好并快捷方便，可用于包封率的测定。 
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Abstract: Objective  To develop a method to determine the encapsulation efficiency of doxorubicin hydrochloride and timosaponin 

AIII co-loaded liposomes. Methods  In this paper, the thin-film rehydration method was used to prepare doxorubicin hydrochloride 

and timosaponin AIII co-loaded liposomes. Liposomes and free drugs were separated by dialysis, gel microcolumn centrifugation, 

and ultra-high speed centrifugation. The content of free drugs and drugs in liposomes was determined by HPLC, and the entrapment 

efficiency of doxorubicin hydrochloride and timosaponin AIII co-loaded liposomes was calculated. Results  The optimal 

formulation of doxorubicin hydrochloride and timosaponin AIII co-loaded liposomes was DPPC-DSPE-PEG2000-TAIII-DOX with a 

molar ratio of 5∶1∶1∶1. The liposomes prepared using thin-film rehydration method had a well-defined spherical shape with a 

size of (55.4 ± 0.40) nm, a PDI of (0.20 ± 0.02), and a weakly negative zeta potential of (−17.4 ± 0.6) mV. The excipients in the 

liposomal formulation can be well separated from doxorubicin hydrochloride and timosaponin AIII in the selected chromatographic 

conditions. The calibrated linear curve of doxorubicin hydrochloride was within 24.9—498.0 μg/mL (r = 0.999 9) and that of 

timosaponin AIII was within 50.55—1 011.0 μg/mL (r = 0.999 6). Free doxorubicin hydrochloride and timosaponin AIII were well 

separated from liposome by gel microcolumn centrifugation, and the encapsulation efficiency of doxorubicin hydrochloride and 

timosaponin AIII was (85.12 ± 1.27)% and (76.51 ± 0.46)% respectively. Conclusion  The thin-film dispersion- method can be used 

for the preparation of doxorubicin hydrochloride and timosaponin AIII co-loaded liposomes. The method of gel microcolumn 

centrifugation is accurate, reproducible, simple, and suitable for determination of the encapsulation efficiency of co-loaded 

liposomes.  
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盐酸阿霉素（doxorubicin hydrochloride，DOX），

又名盐酸多柔比星，是一种抗肿瘤抗生素，可抑制

RNA 和 DNA 的合成，对 RNA 的抑制作用最强，

主要用于治疗急性白血病、恶性淋巴瘤、乳腺癌、

骨肉瘤等，对膀胱癌、甲状腺癌、肝癌、胰腺癌、

子宫内膜癌等也有一定的治疗效果 [1]。知母皂苷

AIII（timosaponin AIII，TAIII），又称西陵皂苷 A，

作为知母的主要有效成分，有着较强的药理活性，

具有抗血小板聚集[2-3]、抗老年痴呆[4]、抗肿瘤[5]和

降糖[6]等作用。尤其在抗肿瘤方面，TAIII 表现出较

强的药理活性，对结肠癌[7]、宫颈癌[8]、乳腺癌[9]

等均有抑制作用。在前期研究中发现 DOX 和 TAIII

联用对 HepG2 细胞具有良好的协同抑制作用，联合

给药可以降低 DOX 的剂量，从而减轻其心脏毒性。

DOX 作为水溶性药物，TAIII 作为脂溶性药物，体

内联合给药有一定难度，需要借用纳米技术如脂质

体、胶束等，实现同时包载两种及以上的药物，以

达到协同治疗肝癌的效果。脂质体由磷脂双分子层

组成，具有低毒、生物相容性好的特点，亲水的内

核可以包载 DOX，疏水的磷脂双分子层内可以包载

TAIII，作为 2 种药物的共载递送体系，可以提高难

溶药物的生物利用度，协同发挥两者的抗肿瘤作用。 

本实验采用温敏性脂质体材料如二棕榈酰磷脂

酰胆碱（DPPC），通过薄膜分散-水化超声法制备得

到 DOX 和 TAIII 共载脂质体，并对其形态、粒径及

其分布、包封率进行评价。包封率的测定常用方法

有葡聚糖凝胶柱色谱法[10]、超滤离心法[11-12]、超高

速离心法和透析法等[13]。本实验通过透析法、微柱

离心法和超高速离心法将脂质体和游离药物分离，

测定并对比不同方法中DOX和TAIII共载脂质体的

包封率，为其他共载脂质体包封率的测定提供参考

和依据。 

1  仪器与试药 

1.1  仪器 

Agilent1100 高效液相色谱仪，美国 Agilent 公

司；Agilent l290 液相色谱系统，包括 G4220A 型二

元输液泵，G4226A 型自动进样器，Gl316C 型柱温

箱，美国 Agilent 公司；Alltech3300 蒸发光散射检

测器，美国 Grace 公司；台式离心机，上海安亭科

学仪器厂；Optima XE-90 超高速离心机，美国贝克

曼库尔特有限公司；SCIENTZ-IID 超声波细胞粉碎

机，宁波新芝生物科技有限公司；XS105 电子天平，

瑞士 Mettler Toledo 公司；Spectra/Por 透析膜，截留

相对分子质量 8 000～10 000，美国 Spectrum 化学

试剂公司。 

1.2  试药 

SephadexTM G-50 葡聚糖凝胶，中粒度，瑞典

Pharmacia 公司；TAIII 对照品，批号 20150426，质

量分数 98%，上海源叶生物科技有限公司；DOX，

批号 H23D7J27418，质量分数 98%，上海源叶生物

科技有限公司；DPPC，批号 B51046，上海艾韦特

医药科技有限公司；二硬脂酰基磷脂酰乙醇胺-聚乙

二醇（DSPE- PEG2000），批号 B51152，上海艾韦

特医药科技有限公司；氯化钠注射液，批号

16050302，华裕（无锡）制药有限公司；甲醇，色

谱纯；氯仿，分析纯。 

2  方法与结果 

2.1  DOX 和 TAIII 共载脂质体的制备与表征 

分别精密称取一定量的 DPPC、DSPE-PEG2000

和 TAIII，置于量瓶中，分别加入适量氯仿和甲醇

定容，使之分别成为 100 mg/mL 的 DPPC 氯仿溶液、

DSPE-PEG2000 氯仿溶液和 2 mg/mL 的 TAIII 甲醇

溶液。按 DPPC-DSPE-PEG2000-TAIII 物质的量比

为 20∶4∶4 的比例分别取适量以上溶液，置于蛋形

瓶中，60 ℃水浴减压旋转蒸发除去氯仿及甲醇，使

辅料和 TAIII 在蛋形瓶底部形成一层均匀的薄膜，

置干燥器中抽真空过夜。次日取出，加入一定量的

生理盐水 60 ℃水化，根据 DOX-TAIII 物质的量比

为 1∶1 的比例加入 DOX 的生理盐水溶液（1 

mg/mL），水浴超声，即得。相同方法制备不含 DOX

和 TAIII 的空白脂质体。 

取共载脂质体适量，用蒸馏水稀释 50 倍，滴在

铜网上，用 2.0%磷钨酸溶液染色，在透射电镜下观

察粒径大小和形态。室温条件下，取 DOX 和 TAIII

共载脂质体适量，用蒸馏水稀释 50 倍后，用马尔文

纳米精度和电位分析仪测定其粒径大小及表面电

位，计算平均粒径和分散系数（PDI）。 

2.2  DOX 和 TAIII 共载脂质体的处方筛选 

按“2.1”项下操作，分别按 DPPC-DSPE-PEG 

2000-TAIII 物质的量比分别为 5∶1∶4、10∶2∶4、
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20∶4∶4、40∶8∶4 的比例制备得到 DOX 和 TAIII

共载脂质体，其中，考虑到 DOX 与 TAIII 比例为 1∶

1 时，两药对 HepG2 细胞的协同抑制指数（CI）最

小 0.43±0.02，因此选用该药物比例来考察不同磷

脂用量对 DOX 与 TAIII 包封率和载药量的影响。参

考“2.1”项下测定脂质体粒径和电位，微柱离心法

测定 DOX 和 TAIII 包封率，根据粒径、电位、载药

量和包封率得到最优处方比。 

结果见表 1，随着磷脂用量的增加，粒径逐渐

增大，由 36.6 nm 升高至 79.7 nm，电位随着磷脂用 

表 1  DOX 和 TAIII 共载脂质体的处方优化 

Table 1  Optimization of formulation of DOX and TAIII co-loaded liposomes 

处方比 粒径/nm 电位/mV 
载药量/% 包封率/% 

DOX TAIII DOX TAIII 

 5∶1∶4 36.6±0.4  −7.2±0.6 2.2±0.2  7.7±0.5 30.0±2.0 20.6±1.5 

10∶2∶4 68.7±1.7 −15.6±0.7 1.9±0.2 15.2±0.7 54.8±5.4 88.7±4.8 

20∶4∶4 55.4±0.6 −17.4±0.6 1.4±0.1  8.2±0.4 75.4±4.0 87.5±4.5 

40∶8∶4 79.7±1.1 −22.8±0.6 0.9±0.1  4.1±0.1 88.7±7.8 83.0±2.3 
 

量的增加，由−7.2 mV 降低至−22.8 mV。随着投药

量的增加，DOX 载药量逐渐提升，TAIII 载药量也

基本呈现上升趋势，在处方比为 5∶1∶4、10∶2∶

4、20∶4∶4、40∶8∶4 的条件下，DOX 载药量范

围为 0.9%～2.2%，包封率由 30.0%升高至 88.7%，

TAIII 载药量范围为 4.1%～15.2%，包封率由 20.6%

升高至 87.5%，处方 5∶1∶4、10∶2∶4条件下 DOX

包封率在 60%以下，包封率偏低，而 20∶4∶4、40∶

8∶4 的条件下 2 种药物的包封率均在 75%以上，考

虑到 40∶8∶4 的处方比例下磷脂用量较大从而使

载药量相对偏低，因此综合考虑 2 种药物的载药量

和包封率后，确定处方 DPPC-DSPE-PEG2000-TAIII

比例为 20∶4∶4。透射电镜下可以观察到按优选处

方制备得到的脂质体呈圆球形，见图 1。马尔文粒

径仪测得脂质体的粒径均一，见图 2，大小适中，

为（55.4±0.4）nm，PDI 为 0.20±0.02，Zeta 电位

为（−17.4±0.6）mV（图 3）。 

2.3  分析方法的建立 

2.3.1  溶液的配制  精密称取 DOX 12.45 mg 于 25 

 

图 1   透射电镜下脂质体的形态 

Fig. 1  Transmission electron microscopy image of co-loaded 

liposomes 

 

 

图 2  脂质体粒径分布 

Fig. 2  Size distribution of co-loaded liposomes 

 

 

图 3  脂质体 Zeta 电位 

Fig. 3  Zeta potential of co-loaded liposomes 

mL 量瓶中，甲醇定容，配成 0.498 mg/mL 的对照

品溶液。 

精密称取 TAIII 10.11 mg 于 10 mL 量瓶中，甲

醇定容，配成 1.011 mg/mL 的对照品溶液。 

取空白脂质体 20 μL，加入 20 倍甲醇，涡旋混

匀使其破乳，18 000 r/min 离心 10 min，取上清液

20 μL 进样。 

2.3.2  液相色谱条件  DOX 的 HPLC 色谱条件：色

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

流动相为甲醇-乙酸铵＋0.5%冰醋酸（55∶45）；体

积流量 1 mL/min，进样量为 20 μL；紫外检测波长

254 nm，柱温 25 ℃。 

TAIII 的 HPLC-ELSD 色谱条件：色谱柱为

AlltimaTM C18 柱（250 mm×4.6 mm，5 μm），流动

相为甲醇-水（85∶15）；体积流量 1 mL/min；进样

量为 20 μL；蒸发光散射检测器温度为 60 ℃，雾化

1            10           100          1 000 

粒径/nm 

−100                0                100 

Zeta 电位/mV 
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气体积流量为 1.5 L/min。 

2.3.3  专属性试验  取“2.3.1”项下各溶液 20 μL

进样，对照品、空白脂质体、DOX 和 TAIII 共载脂

质体色谱图见图 4、5。由此可知脂质体的辅料对

DOX 和 TAIII 的测定无影响，杂质与药物色谱峰分

离良好。 

2.3.4  线性关系考察  配制质量浓度为 498.0、249.0、

124.5、49.8、24.9 μg/mL 的 DOX 对照品溶液和质

量浓度为 1 011.0、808.8、404.4、101.1、50.5 μg/mL

的 TAIII 对照品溶液，分别注入液相色谱仪，进样

量为 20 μL。以 DOX 的峰面积为纵坐标（Y），对照

品质量浓度为横坐标（X），绘制标准曲线，线性回 

 

 

 

 

图 4  DOX 对照品 (A)、空白脂质体 (B)、共载脂质体 (C) 

的 HPLC 图 

Fig. 4  HPLC of DOX reference substance (A), blank 

liposome (B), and co-loaded liposomes (C) 

 

 

 

图 5  TAIII 对照品 (A)、空白脂质体 (B)、共载脂质体 (C) 

的 HPLC 图 

Fig. 5  HPLC of TAIII reference substance (A), blank 

liposome (B), and co-loaded liposomes (C) 

归方程为 Y＝25.187 X＋0.602 3，r＝0.999 9，表明

DOX 在 24.9～498.0 μg/mL 质量浓度与峰面积呈良

好的线性关系；以 TAIII 峰面积的常用对数为纵坐

标（Y），对照品质量浓度的常用对数为横坐标（X），

绘制标准曲线，线性回归方程为 Y＝1.268 X＋ 

0.725 8，r＝0.999 6，表明 TAIII 在 50.55～1 011.00 

μg/mL 质量浓度的常用对数与峰面积的常用对数呈

良好的线性关系。 

2.3.5  精密度试验  取质量浓度分别为 498.0、

124.5、24.5 μg/mL DOX 对照品溶液和质量浓度分

别为 808.8、202.2、50.55 μg/mL 的 TAIII 对照品溶

液按“2.3.1”项下条件，分别吸取对照品溶液 20 μL，

进样 6 次，测定峰面积；连续测定 6 d；分别计算日

内精密度和日间精密度。结果DOX日内精密度RSD

分别为 1.10%、0.70%、0.20%，日间精密度 RSD 分

别为 0.46%、3.59%、4.97%；TAIII 日内精密度 RSD

分别为 0.51%、1.50%、3.63%，日间精密度分别为

0.60%、1.07%、4.88%；结果表明该测定方法的精

密度符合分析要求。 

2.3.6  稳定性试验  取“2.1”项下制备的 DOX 和

TAIII 共载脂质体适量，加入甲醇超声破乳，离心

取上清，按“2.3.2”项下条件，分别在第 0、1、2、

4、6、8、10、12、24 h 进样，测定 DOX 和 TAIII

的峰面积。共载脂质体中 DOX 和 TAIII 的 RSD 值

分别为 1.1%和 0.9%，表明 DOX 和 TAIII 共载脂质

体在 24 h 稳定性良好。 

2.3.7  加样回收率试验  精密量取空白脂质体溶液

0.2 mL 于离心管中，分别加入已测定的对照品溶

液，加入甲醇破乳并稀释至刻度，配制成质量浓度

为 49.8、124.5、249.0 μg/mL DOX 和 50.5、126.1、

404.4 μg/mL TAIII 的低、中、高 3 种质量浓度的样

品溶液，按“2.3.1”项下色谱条件进样，计算加样

回收率。结果 DOX 的回收率分别为 97.93%、

98.76%、100.34%，RSD 分别为 2.89%、1.11%、

0.32%；TAIII 的回收率分别为 98.26%、98.20%、

99.19%，RSD 分别为 4.31%、2.43%、1.39%；平均

加样回收率分别为 99.01%和 98.55%，可知，回收

率的测定方法符合测定要求，脂质材料对药物含量

测定没有影响。 

2.4  TAIII 和 DOX 共载脂质体包封率测定方法的

建立 

2.4.1  透析法  取DOX和TAIII共载脂质体0.6 mL

分别置于 6 个透析袋中，两端用夹子卡紧，分别置

A 

B 

C 

A 

B 

C 

0      2      4      6     8     10    12    14 

t/min 

DOX 

DOX 

TAIII 

TAIII 
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500 mL 生理盐水中，室温下磁力搅拌 8 h，使游离

药物透析出来。透析后取袋内脂质体 20 μL，加 10

倍甲醇，涡旋混匀使其破乳，15 000 r/min 离心 5 

min，取上清液 20 μL进样，HPLC检测DOX和TAIII

作为包封的药物量。另取透析前的脂质体 20 μL，

同法测定DOX和TAIII的含量作总药量。通过公式：

包封率＝脂质体中包封的 DOX（TAIII）的量/DOX

（TAIII）投药量，计算 DOX 和 TAIII 的包封率。结

果 DOX 和 TAIII 的包封率分别为（36.95±2.32）%、

（62.64±5.50）%，RSD 分别为 6.28%、8.78%。 

2.4.2  微柱离心法 

（1）微型凝胶柱的制备：将 Sephadex G-50 葡

聚糖凝胶室温下浸泡在蒸馏水中 24 h，使其充分溶 

胀，分别装填于 6 个 2 mL 去芯注射器内，然后将

注射器放入 15 mL 离心管中，在 4 000 r/min 离心

10 min，反复填加凝胶至离心后凝胶体积均为 2 mL

左右，凝胶与注射器内壁分离，备用。 

（2）微型凝胶柱对空白脂质体的吸附：取空白

脂质体 0.2 mL，逐滴加于微型凝胶柱的顶端，4 000 

r/min 离心 10 min，收集洗脱液，同样的离心条件下

用 0.3 mL 双蒸水洗脱 4 次，合并 5 次洗脱液用蒸馏

水定容至 10 mL，另精密吸取 0.2 mL 空白脂质体用

双蒸水水定容至 10 mL，分别于 500 nm 处[14-15]测定

上柱前后空白脂质体的回收率。结果微型凝胶柱对

空白脂质体的回收率为（100.96±0.97）%，RSD

为 1.0%。表明 Sephadex G-50 对空白脂质体基本无

吸附。 

（3）微型凝胶柱对 DOX 和 TAIII 的吸附：配制

质量浓度分别为 1 mg/mL DOX 和 1 mg/mL TAIII

（1%聚山梨酯-80 溶液）混合水溶液，取 0.2 mL 混

合水溶液逐滴加于微型凝胶柱的顶端，4 000 r/min

离心 10 min，收集洗脱液，同样离心条件下用 0.3 mL

双蒸水洗脱 7 次，0.5 mL 甲醇洗脱 4 次，收集洗脱

液，取每次洗脱液适量，分别按“2.3.2”项下色谱

条件检测药物量，并绘制洗脱曲线，结果见图 6。

由图 6 可以看出，第 4 次水洗液中已检测不出 DOX

和 TAIII，最后 4 次采用甲醇洗脱，由于甲醇对凝

胶柱造成不可恢复的损坏，第 1、2 次甲醇洗脱液中

含有少量的游离药物，第 3 次洗脱液中就已检测不

到游离药物，微型凝胶柱对 DOX 和 TAIII 的吸附率

分别为（95.90±0.46）%和（96.73±0.37）%，说

明 Sephadex G-50 微型凝胶柱对 DOX 和 TAIII 具有

一定吸附能力。 

 

 

 

A-DOX 的洗脱曲线  B-TAIII 的洗脱曲线 

A-elution curve of free DOX  B-elution curve of free TAIII 

图 6  微型凝胶柱对混合水溶液的洗脱曲线 

Fig. 6  Elution curve of mixture on mini column of Sephadex 

G-50 

（4）微型凝胶柱对空白脂质体及 DOX 和 TAIII

混合水溶液物理混合物的分离：将 DOX 和 TAIII

混合水溶液和空白脂质体溶液对半混匀后，取 0.2 

mL 混合水溶液逐滴加于微型凝胶柱的顶端，4 000 

r/min 离心 10 min，收集洗脱液，同样的离心条件下

用 0.3 mL 双蒸水洗脱 4 次，收集洗脱液，取每次洗

脱液适量，分别按“2.3.2”项下色谱条件检测药物

量，计算吸附率，结果微型凝胶柱对 DOX 和 TAIII

游离药物的吸附率分别为（ 97.90±1.27）%、

（98.20±1.12）%，RSD 分别为 1.30%、1.14%。说

明微型凝胶柱对游离DOX和TAIII的吸附不会受到

空白脂质体的影响。 

（5）脂质体包封率的测定：取制备好的 DOX

和 TAIII 共载脂质体 0.2 mL，逐滴加于微型凝胶柱

的顶端，4 000 r/min 离心 10 min，收集洗脱液，同

样的离心条件下用 0.3 mL 双蒸水洗脱 3 次，收集洗

脱液。第 1 次洗脱液加入 6 倍量甲醇，水洗液加入

2 倍量甲醇，超声涡旋使其破乳，15 000 r/min 离心

5 min，取上清液进样，测定 DOX 和 TAIII 的含量，

计算 DOX 和 TAIII 的包封率。结果 DOX 和 TAIII

的包封率分别为（85.12±1.27）%、（76.51±0.46）%，
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RSD 分别为 1.49%、0.60%。 

2.4.3  超高速离心法  取 6 mL 共载脂质体，分别

置 6 个超高速离心机专用的离心管中，封口后，用

超高速离心机在 55 000 r/min 条件下离心 60 min，

经过超高速离心后，载药脂质体沉在离心管底部，

未被磷脂包裹的游离药物存在于上清液中，通过测

定上清液中药物的质量浓度，从而计算脂质体的包

封率。结果超高速离心法测共载脂质体中 DOX 和

TAIII 的包封率分别为（77.70±2.45）%、（86.85± 

2.99）%，RSD 分别为 3.15%、3.45%。 

本实验分别采用透析法、微柱离心法和超高速

离心法对制备的DOX和TAIII共载脂质体进行包封

率的测定。通过对比发现，微柱离心法测得的 DOX

包封率（85.12±1.27）%高于透析法［（36.95± 

2.32）%］和超高速离心法［（77.70±2.45）%］，分

析原因可能为透析时间偏长造成脂质体中药物释

放，导致测得的 DOX 包封率偏低；超高速离心法

由于其长时间和高转速可能导致脂质体破坏，使药

物泄露，测得结果偏低。3 种方法测得的 TAIII 包

封率中，超高速离心法（86.85±2.99）%高于微柱

离心法［（76.51±0.46）%］和透析法［（62.64± 

5.50）%］，原因可能为 TAIII 是疏水性药物，溶解

度低，经超高速离心以后，在生理盐水中容易析出，

而导致所测结果偏高；此外，长时间透析，也会导

致 TAIII 的释放，所测结果偏低；微柱离心法实验

结果表明，Sephadex G-50 凝胶对空白脂质体基本无

吸附，而对游离的 DOX 和 TAIII 有强吸附力且空白

脂质体不会影响微型凝胶柱对游离药物的吸附，以

上说明微柱离心法更适合共载脂质体包封率的测

定，影响因素少，所测结果较准确且方便制备。 

3  讨论 

在前期研究中，DOX 和 TAIII 联合用药后在

HepG2 细胞上表现出良好的协同药效作用。本实验

考察了 DOX 与 TAIII 比例为 1∶1、1∶2、1∶4、2∶

1 种比例，依据 Chou-Talalay 方法计算 CI 值，结果

显示 4 种比例的 CI 值分别为 0.43±0.02、0.62±

0.08、0.72±0.03、1.00±0.14（CI＝1，表示有加和

作用，CI＜1 表示有协同作用，CI＞1 表示拮抗作

用），DOX 和 TAIII 比例为 1∶1 时 CI 值最小，因

此在制备两者双载脂质体时，选择了 1∶1 的最优协

同作用配比。但 DOX 作为水溶性药物，TAIII 作为

脂溶性药物，难以实现体内同时给药，所以考虑将

其制备成新剂型如脂质体，以达到同时给药的目的。 

脂质体的制备方法有很多种，如薄膜分散法、

注入法、逆向蒸发法和冷冻干燥法等。薄膜分散法

是通常用的最简单的手摇法，是最原始但又是迄今

为止最基本和应用最广泛的脂质体的制备方法；注

入法中有机溶剂多用乙醚，此法制备的脂质体多为

单室脂质体，并且多适用于包裹水溶性药物，比如

青藤碱脂质体；逆向蒸发法一般制备得到的是大单

层脂质体，适合水溶性药物以及大分子生物活性物

质，如抗生素、胰岛素等；冷冻干燥发更适合过热

不稳定药物，如阿糖胞苷、蓖麻毒素脂质体等的制

备[16-18]。此实验所制备的共载脂质体，涉及到脂溶

性药物和水溶性药物的共同包载，且要有较好的包

封率和粒径，还考虑到实验操作的简洁方便，最终

选用薄膜分散法来制备，可以将脂溶性 TAIII 和磷

脂一起在器壁上形成薄膜，在后续水化过程中再加

入水溶性 DOX 来制备双载脂质体。 

基于 DOX 和 TAIII 对 HepG2 细胞的协同抗肝

癌作用，本实验制备得到水溶性药物 DOX 和脂溶

性药物 TAIII 共载的脂质体，脂质体在电镜下呈圆

球形，粒径小，分布均一，可用于两药联用的体内

给药，发挥协同抗肝癌的效果。为了评价共载脂质

体对两种药物的包封率，本实验建立了 HPLC 测定

DOX 和 TAIII 共载脂质体包封率的方法，在建立的

色谱条件下峰形良好，检测药物与空白辅料分离完

全，出峰时间适中，方法准确，重现性好，且具有

足够的灵敏度，结果准确可靠。 

在微柱离心法实验过程中，同大多数研究一  

样[19-20]，预试验采用 1 mL 的注射器，离心条件为   

3 500 r/min、5 min，但无法将脂质体和游离药物完

全分离。双蒸水洗涤凝胶柱第 7 次所得滤液仍可测

到 DOX 和 TAIII，最后加入甲醇，破坏凝胶柱，所

得洗脱液超声涡旋使其破乳，通过 HPLC 测定，所

得结果显示最后甲醇洗脱液中的DOX和TAIII含量

远远大于总的双蒸水洗脱液，说明凝胶柱中仍存在

大量脂质体；增加离心速度至 4 000、5 000 r/min，

由于 1 mL 注射器太细，填充的凝胶在较高转速下

不能形成均匀的凝胶柱，容易使凝胶柱断裂。经过

反复尝试最终选用 2 mL 的注射器，由于比 1 mL 注

射器粗，在较高转速下离心并不会发生断裂，且所

得的凝胶柱与管壁分离，并且注射器孔径较大，上

样的样品不容易漏到凝胶柱和管壁之间，在 4 000 

r/min、10 min 的离心条件下，上样 0.2 mL，可以较

完全地回收脂质体，将其与游离药物尽可能分离开，
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达到较好的分离效果。脂质体过完凝胶柱以后，用

0.3 mL 双蒸水洗脱 7 次，洗脱液经 HPLC 测定含量

后，双蒸水洗涤凝胶柱第 4 次所得滤液中已测不到

DOX 和 TAIII，因此最终采用双蒸水洗涤 3 次来收

集残留的脂质体溶液。 

本研究测定共载脂质体的包封率的方法中，透

析法所得的脂质体包封率与微柱离心法和超高速离

心法相比较低，DOX 的包封率只有（36.95± 

2.32）%，而 TAIII 的包封率只有（62.64±5.50）%，

推测其原因为透析时间较长导致药物泄露，但前期

的预实验中，TAIII 水溶液的透析平衡时间为 8 h，

透析时间过短则不容易将游离的 TAIII 分开，因此，

透析法不适用于该共载脂质体包封率的测定。微柱

离心法和超高速离心法测得DOX和TAIII实验结果

分别为（85.12±1.27）%、（76.51±0.46）%和   

（77.70±2.45）%、（86.85±2.99）%，经统计学分

析，2 种方法的结果存在显著性差异，超高速离心

法测得的 DOX 包封率低于微柱离心法，推测其原

因可能是长时间离心和高转速引起脂质体的泄露和

破坏，DOX 作为水溶性药物从脂质体中泄露以后溶

解在生理盐水中，经过超高速离心后存在于上清液

中而导致所测结果偏低，而 TAIII 作为难溶性药物，

从脂质体中泄露出来后难溶于生理盐水，从而析出，

经过超高速离心以后易沉淀在下层，上清液中存在

的游离 TAIII 偏少，从而导致所测结果偏高。同实

验操作和实验条件要求来看，由于超高速离心机价

格昂贵，耗费较高，微柱离心法更适合普通实验室

中共载脂质体包封率的测定。本研究结果可为其他

水溶性和难溶性药物的共载纳米制剂的制备及包封

率的测定提供参考和依据。 
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