
·3844· 中草药 2025年 6月 第 56卷 第 11期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2025 June Vol. 56 No. 11 

    

含挥发油及多种极性成分的白脉复方脂质体包封率测定方法比较研究  
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摘  要：目的  考察适用于测定白脉复方脂质体（BM-Lip）包封率的方法。方法  以前期已成功制备的、同时包载了挥发

油、姜黄素、甘草酸和甘草苷的 BM-Lip为研究对象，以白脉复方中挥发油、甘草苷、甘草酸和姜黄素含量为评价指标，对

超滤离心法、葡聚糖凝胶柱法、鱼精蛋白凝聚法、超速离心法 4种分离方法在测定 BM-Lip包封率时的适用性进行考察。结

果  当采用超滤离心管（截留相对分子质量 3 000）以 13 000 r/min离心 20 min时，游离药物中挥发油、甘草酸和姜黄素的

回收率偏低；在以 20%乙醇为洗脱剂、体积流量 1.0 mL/min时，无论葡聚糖凝胶柱的径高比为 1∶15还是 1∶20，脂质体与

游离挥发油的流出间隔时间均过短，且难以通过优化手段进行改善；此外，3种不同来源的鱼精蛋白以及鱼精蛋白的不同加

入量（1～3倍体积量）对 BM-Lip的凝聚度均未产生显著影响，而在 4 ℃下 17 000 r/min离心 60 min时，虽然 BM-Lip获得

高凝聚度，但游离药物的回收率却均不符合测定要求；然而，在 4 ℃下 40 000 r/min高速离心 60 min时，测得游离药物中

挥发油、甘草苷、甘草酸和姜黄素的平均回收率在 96.29%～101.95%，同时，空白脂质体与游离药物的物理混合物的平均加

样回收率中，甘草苷、甘草酸和姜黄素在 97.35%～106.10%，挥发油在 80.22%～85.26%，符合测定要求。根据这些条件最

终测得挥发油、甘草苷、甘草酸和姜黄素的包封率分别为（76.15±0.16）%、（10.15±1.41）%、（7.09±0.57）%和（84.08±

1.03）%。结论  采用超速离心法时各成分的回收率测定结果良好，表明该分离方法可用于准确测定 BM-Lip 的包封率；为

后续 BM-Lip制剂过程的系统优化提供了重要基础，也为同时测定含有不同极性组分的中药复方脂质体包封率提供了有价值

的参考。 
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Abstract: Objective  To investigate the method applicable to the determination of the encapsulation rate of Baimai Compound 

liposomes (BM-Lip). Methods  The BM-Lip successfully prepared in the previous stage and simultaneously encapsulated with 

volatile oil, curcumin, glycyrrhizic acid and glycyrrhizin was used as the object of study, and the content of volatile oil, glycyrrhizic 
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acid, glycyrrhizic acid and curcumin in the Baimai Compound was used as the index of evaluation, the applicability of four separation 

methods, including ultrafiltration centrifugation method, dextran gel elution, protamine aggregation method, and ultracentrifugation, 

for the determination of encapsulation rate of the BM-Lip was examined. Results  The results showed that when a ultrafiltration 

centrifuge tube (3 000 relative molecular mass retained) was used to centrifuge the free drug at 13 000 r/min for 20 min, the recoveries 

of volatile oil, glycyrrhetinic acid, and curcumin were low; when 20% ethanol was used as the eluent at a volumetric flow rate of 1.0 

mL/min, the elution time intervals between the liposomes and free volatile oils were too short, regardless of whether the diameter-to-

height ratio of the dextran gel column was 1∶15 or 1∶20 and it was difficult to improve by optimization; moreover, the three different 

sources of protamine and the different addition amounts (1—3 times the volume) did not significantly affect the cohesion of BM-Lip, 

but when centrifuged at 17 000 r/min for 60 min at 4 ℃, although BM-Lip gained a high degree of cohesion, the recoveries of the free 

drug were not in compliance with the requirements of the assay; however, the recoveries of free drug were not in accordance with the 

requirements of the assay when centrifuged at 4 ℃ for 60 min at 40 000 r/min. However, when centrifuged at a high speed of 40 000 

r/min for 60 min, the average recoveries of volatile oil, glycyrrhizin, glycyrrhetinic acid and curcumin in the free drug were measured 

between 96.29% and 101.95%, which met the requirements of determination. Meanwhile, the average spiked recoveries of the physical 

mixtures of blank liposomes and free drug ranged from 97.35% to 106.10% for glycyrrhizin, glycyrrhizic acid and curcumin, and from 

80.22% to 85.26% for volatile oil. The encapsulation rates of volatile oil, glycyrrhizin, glycyrrhizic acid and curcumin were measured 

to be (76.15 ± 0.16)%, (10.15 ± 1.41)%, (7.09 ± 0.57)% and (84.08 ± 1.03)%, respectively, according to these conditions. Conclusion  

In conclusion, the good results of the recovery determination of each component by ultracentrifugation indicated that this separation 

method can be used to accurately determine the encapsulation rate of BM-Lip. This study not only provides an important basis for the 

systematic optimization of the subsequent process of BM-Lip, but also provides a valuable reference for the determination of the 

encapsulation rate of liposomes of traditional Chinese medicine compound prescriptions that contain different polar components at the 

same time. 

Key words: Baimai Ointment; co-loaded liposomes; encapsulation rate; ultrafiltration centrifugation method; dextran gel column 

method; protamine aggregation method; ultracentrifugation; volatile oil; liquiritin; glycyrrhizic acid; curcumin 
 

白脉软膏是藏医用于治疗白脉病的经典复方

外用制剂，应用历史悠久，在藏医学经典论著《 藏

医临床札记》中可见详细记载[1]。该复方方剂组成

包括姜黄、肉豆蔻、干姜等 11味中药，是一个富含

挥发油、兼具亲水性成分和亲脂性成分的复杂体系。

白脉软膏的传统制备方式为原粉入药，该传统制剂

未对处方药物进行提取、纯化等预处理，导致其在

应用时存在有效成分释放效率低、深层渗透性及制

剂质量稳定性差等缺陷，影响其疗效稳定性[2-3]。脂

质体因其所含磷脂等两性分子的结构特殊性，可实

现挥发油、脂溶性成分和水溶性成分的良好包载[4-5]

及有效经皮递送[6]，成为一种理想的药物载体。故

课题组在前期研究中，将白脉软膏进行处方优化

后，以其中的挥发油部位、脂溶性成分《（以姜黄素

为代表）以及水溶性成分《（以甘草苷和甘草酸为代

表）为主要组分，成功制备出白脉复方脂质体

《（Baimai compound liposomes，BM-Lip），以提高其

疗效和临床应用价值。 

脂质体的包封率指被包裹物质《（如某药物）在

脂质体悬液中占药物总量的百分量，反映了药物被

载体包封的程度，其直接影响药物在体内的疗效，

是脂质体质量控制的一个重要指标[7]。为此，在测

定脂质体包封率时，需确保脂质体与游离药物的有

效分离，并选用恰当的分析方法进行定量分析[8]。

然而，中药复方脂质体作为一个复杂体系，其往往

同时包载了挥发油、水溶性成分和脂溶性成分等多

种性质的组分，在测定这类脂质体的包封率时，如

何实现脂质体与游离药物的有效分离，并精准地对

各组分进行定量评估，一直是其制备过程中的难题

之一。 

在测定包封率的过程中，常用的分离方法包括

离心法、超滤离心法、葡聚糖凝胶柱法、鱼精蛋白

凝聚法、微柱离心法、透析法等，不同分离手段背

后的原理各不相同。离心法主要是基于脂质体与游

离药物的密度差异，在适当的离心条件下完成两者

的分离，根据离心转速的不同，该方法又可细分为

低速离心法和超速离心法；超滤离心法则是将脂质

体置于配置有超滤膜的超滤管中，在适当的转速下

进行离心，在离心力作用下，游离药物能够通过超

滤膜，而脂质体则被超滤膜截留，从而实现两者的

分离；葡聚糖凝胶柱法和微柱离心法均采用溶胀后

的葡聚糖凝胶颗粒作为固定相，这些葡聚糖颗粒在

溶胀后可形成凝胶状结构，其内部具有适当大小的

孔径，小分子游离药物可进入这些孔径内，从而实
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现一定程度的保留，而由于脂质体的粒径大，因此

能够更快地被洗脱下来；鱼精蛋白凝聚法则是通过

带有正电荷的鱼精蛋白与带负电荷或电中性的脂

质体结合形成聚合物，进而增加其密度，在常规离

心条件下即可实现脂质体与游离药物的分离。 

鉴于 BM-Lip的共载体系中包含了复杂的挥发

油成分，以及极性差异显著的姜黄素、甘草苷和甘

草酸，目前，尚未有能够同时满足这些不同性质药

物分离的理想纯化方法，故需要针对所包载特定成

分的性质对现有各分离方法进行相应调整与考察，

以满足准确测定该多组分共载脂质体包封率的要

求。因此，本研究以 BM-Lip 为研究对象，分别建

立挥发油定量测定的紫外可见分光光度法和姜黄

素、甘草苷及甘草酸定量测定的 HPLC法，并对超

滤离心法、葡聚糖凝胶柱法、鱼精蛋白凝聚法和超

速离心法进行深入考察，旨在评估这些方法对准确

测定 BM-Lip包封率的适用性，以期为后续 BM-Lip

制备工艺的进一步优化提供重要基础。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

TU-1810型紫外可见分光光度计《（全波长扫描

用），北京普析通用仪器有限责任公司；P1 型紫外

可见分光光度计《（含量测定用），上海美谱达仪器有

限公司；Thermo UItimate 3000型高效液相色谱仪，

TCC-3000SD型检测器，赛默飞世尔科技有限公司；

Waters Xselect® HSS T3 C18（250 mm×4.6 mm，5 

μm）；04711-35型超声波破碎仪，北京中科科尔仪

器有限公司；Epoch型酶标仪，BioTek Instruments，

Inc.；Optima XPN-100 Ultracentrifuge型超高速离心

机，美国贝克曼库尔特有限公司；Merck Millipore 3 

kD型超滤离心管，截留相对分子质量 3 000，北京

拜尔迪生物技术有限公司；HC-2517型高速离心机，

安徽中科中佳科学仪器有限公司。 

1.2  试药 

白脉复方药粉，批号 20220308，西藏奇正藏药

股份有限公司；白脉复方挥发油，水蒸气蒸馏法自

提；对照品甘草苷《（质量分数 93.1%，批号 111610-

201607）、甘草酸铵《（质量分数 96.2%，批号 110731-

202021）、姜黄素（质量分数 98.1%，批号 110823-

202107）、硫酸鱼精蛋白《（来源于鲱鱼，批号 150522-

201601），中国食品药品检定研究院；原料药甘草苷

《（质量分数 98.0%，批号 Z07J12X136344）、甘草酸

《（质量分数 95.0%，批号 G13J11L115734）、姜黄素

《（质量分数 95.0%，批号 R12A10S85604）、大豆卵磷

脂（批号 579010-1150055-13）；胆固醇（质量分数

95.0%，批号 L26N11F132572），上海源叶生物科技

有限公司；葡聚糖凝胶 G-50，50～150 μm，批号

20210120，北京拜尔迪生物技术有限公司；Sigma硫

酸鱼精蛋白（来源于鲱鱼），批号 1003433745，西

格玛奥德里奇《（上海）贸易有限公司；硫酸鱼精蛋

白注射液（5 mL∶50 mg），批号 2109201，上海上

药第一生化药业有限公司；无水甲醇、无水乙醇、

磷酸等试剂均为国产分析纯；水为娃哈哈纯净水。 

2  方法与结果 

2.1  BM-Lip 的制备 

采用课题组前期研究[3,9-11]确定的微流体技术

制备 BM-Lip 方法，制备包载挥发油、姜黄素、甘

草酸及甘草苷的 BM-Lip，相同方法制备不含药物

的空白脂质体。 

2.2  挥发油定量测定方法的建立 

2.2.1  样品准备 

《（1）溶液组：取白脉复方挥发油、姜黄素适量，

无水乙醇作溶剂，分别配制质量浓度为 0.830 

mg/mL的挥发油溶液、质量浓度为 0.064 mg/mL的

姜黄素溶液；取甘草酸、甘草苷适量，用纯净水配

制甘草酸、甘草苷质量浓度分别为 0.085、0.021 

mg/mL的混合溶液。 

《（2）脂质体组：采用微流体法制备含挥发油的

BM-Lip组、不含挥发油的 BM-Lip组及空白脂质体

组，制剂中各成分质量浓度与溶液组一致。 

2.2.2  紫外-可见光全波长扫描  溶液组用甲醇稀

释 100倍，以甲醇为参照；脂质体组用甲醇稀释 50

倍，以空白脂质体相应稀释液为参照，进行 190～

800 nm紫外-可见光全波长扫描。结果如图 1所示，

213 nm与 235 nm是挥发油的特征吸收峰，其中 235 

nm下其他成分无干扰。故后续均采用 235 nm作为 
 

 

 

图 1  紫外-可见光全波长光谱扫描曲线 

Fig. 1  Ultraviolet-visible full wavelength spectral scanning 
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挥发油定量检测的波长，专属性良好。 

2.2.3  线性关系考察  称取 0.02 g白脉复方挥发油

于 250 mL量瓶中，甲醇定容，配制 80 mg/L的白脉

复方挥发油标准储备液，用甲醇进一步稀释成质量

浓度分别为 3.2、4.8、6.4、8.0、9.6、11.2、12.8、

16.0 mg/L 的系列标准溶液，测定各溶液的吸光度

《（A）值。以白脉复方挥发油质量浓度为横坐标《（X），

A值为纵坐标《（Y），绘制标准曲线，进行线性回归，

得回归方程 Y＝0.041 5 X＋0.005 3，r＝0.999 4，挥

发油溶液在 3.2～16.0 mg/L有良好的线性关系。 

2.2.4  精密度考察  精密移取 1.2 mL白脉复方挥发

油标准储备液，用甲醇定容至 10 mL，测定溶液的

A 值 6 次，挥发油溶液的质量浓度均值为 9.551 0 

mg/L，RSD为 0.13%，结果表明该仪器精密度良好。 

2.2.5  稳定性考察  精密移取 1.2 mL白脉复方挥发

油标准储备液，用甲醇定容至 10 mL，分别在制备

后 0、1、2、3、4、5、6 h时测定溶液的 A值，挥

发油溶液的质量浓度均值为 9.848 2 mg/L，RSD为

2.94%，挥发油溶液在 6 h内能保持稳定。 

2.3  甘草苷、甘草酸及姜黄素定量测定方法的建立 

2.3.1  溶液配制 

（1）对照品溶液：取甘草苷、甘草酸铵[12]、姜

黄素对照品适量，加甲醇溶解，定容，配制含甘草

苷24.00 μg/mL、甘草酸铵97.99 μg/mL、姜黄素72.00 

μg/mL的混合对照品储备液。精密移取混合对照品

储备液适量，加甲醇稀释定容，配制含甘草苷 4.80 

μg/mL、甘草酸铵 19.60 μg/mL、姜黄素 14.40 μg/mL

的混合对照品溶液。 

《（2）样品溶液：将《“2.1”项中 BM-Lip及空白

脂质体溶液，用甲醇稀释 4倍后，250 W超声破乳

10 min，分别作为供试品溶液及阴性对照溶液。 

2.3.2  色谱条件  Waters Xselect® HSS T3 C18（250 

mm×4.6 mm，5 μm）色谱柱；柱温 30 ℃。以乙腈

和 0.1%磷酸水溶液作为流动相，进行梯度洗脱：0～

5 min，19%乙腈；5～12 min，19%～50%乙腈；12～

25 min，50%～75%乙腈；25～30 min，75%～85%

乙腈；30～35 min，85%乙腈；35～40 min，85%～

19%乙腈；40～45 min，19%乙腈；体积流量 1.0 

mL/min；检测波长 237 nm（甘草苷、甘草酸），430 

nm（姜黄素）；进样体积 20 μL。 

2.3.3  专属性试验  取样品溶液、对照品溶液及阴

性对照溶液进样分析，结果见图 2，237 nm波长下

甘草苷、甘草酸铵的保留时间分别为 10.410、15.420 

 

 

图 2  混合对照品溶液 (A)、BM-Lip (B)、空白脂质体 (C) 

在 237、430 nm 波长下的 HPLC 图 

Fig. 2  HPLC of BM-Lip (A), mixed control solution (B), 

blank liposomes (C) at 237, 430 nm 

min，430 nm波长下姜黄素保留时间为 20.783 min，

各成分峰形良好，分离度均大于 1.5，且空白制剂溶

液对测定无干扰，该方法专属性好，可用于甘草苷、

甘草酸及姜黄素的定量测定。 

2.3.4  线性关系考察  精密移取混合对照品储备

液适量，采用甲醇稀释，制备得到质量浓度分别为

0.48、2.40、4.80、9.60、14.40、24.00 μg/mL的混合

对照品溶液，分别进样测定。以对应成分的质量浓

度为横坐标（X），峰面积为纵坐标（Y），分别绘制

甘草苷、甘草酸铵及姜黄素的标准曲线，进行线性

回归，得回归方程分别为甘草苷 Y＝0.338 8 X－

0.026 1，r＝0.999 9，线性范围 0.48～24.00 μg/mL；

甘草酸铵 Y＝0.153 8 X－0.267 9，r＝0.999 2，线性

范围 1.96～97.99 μg/mL；姜黄素 Y＝2.641 7 X－

0.766 1，r＝0.999 9，线性范围 1.44～72.00 μg/mL。 

2.3.5  精密度考察  取混合对照品溶液连续进样 6

次，记录甘草苷、甘草酸铵及姜黄素峰面积，计算

得 3种成分峰面积 RSD值分别为 0.75%、0.63%、

0.46%，结果表明该仪器精密度良好。 

2.3.6  稳定性考察  取同一份供试品溶液，分别于

制备后 0、2、4、6、8、12、24 h时进样，记录甘

草苷、甘草酸铵及姜黄素峰面积，计算得 3种成分

峰面积 RSD值分别为 0.97%、0.93%、0.57%，各成

分稳定性 RSD均小于 3%，表明 3种成分在 24 h内

稳定。 

2.3.7  重复性考察  精密移取同一 BM-Lip 样品适

量，共 6份，按照“2.3.1”项下方法制备供试品溶

液进行测定，记录甘草苷、甘草酸铵及姜黄素峰面

积，计算得 3种成分峰面积 RSD值分别为 2.44%、
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2.92%、2.41%，各成分峰面积 RSD值均小于 3%，

表明该方法重复性良好。 

2.3.8  加样回收率考察  精密移取混合对照品储

备液 0.55、1.10、1.70 mL分别置于 5 mL量瓶中，

各加入 1 mL 空白脂质体，用甲醇配制成低、中、

高 3个质量浓度的待测液（相当于 BM-Lip中各成

分含量的 50%、100%、150%[13]），甲醇稀释 1倍，

超声破乳后进样分析，按标准曲线进行定量，测得

量相对于加入量的百分比为回收率。计算得低、中、

高质量浓度甘草苷的平均加样回收率分别为

95.33%、99.70%、101.41%，RSD 分别为 0.97%、

2.27%、2.37%，低、中、高质量浓度甘草酸铵的平

均加样回收率分别为 102.65%、97.56%、102.39%，

RSD分别为 2.53%、2.28%、0.82%，低、中、高质

量浓度姜黄素的平均加样回收率分别为 104.42%、

100.18%、99.92%，RSD 分别为 0.48%、1.71%、

1.83%，回收率符合要求，表明该方法准确度良好。 

2.4  BM-Lip 包封率测定方法考察 

2.4.1  溶液准备  按照“2.1”项下确定的挥发油及

各组分间配比，称取挥发油、姜黄素、甘草酸和甘

草苷适量，无水乙醇定容，制备质量浓度为 1.384 

mg/mL（按挥发油计）的混合对照储备液。取混合

对照储备液适量，用无水乙醇逐级稀释成高、中、

低 3个不同质量浓度的混合对照溶液（1.384、0.830、

0.519 mg/mL，按挥发油计）。 

2.4.2  超滤离心法 

《（1）空白脂质体截留率考察：精密移取 200 μL

空白脂质体溶液于 3 kD超滤离心管，13 000 r/min

《（离心半径 6.26 cm）离心 20 min，向超滤管中加入

200 μL去离子水，重复洗涤 2次，参数同上。收集

上层脂质体溶液并用纯净水定容至 1 mL，取 200 μL

于 96 孔板。以纯净水为对照，采用酶标仪于 500 

nm[14]处测定超滤后 A 值（A1）；另外精密移取 200 

μL空白脂质体溶液，用纯净水直接定容至 1 mL，

测定超滤前 A 值（A0），脂质体截留率＝A1/A0。空

白脂质体截留率达《（95.33±0.24）%《（n＝3），表明

超滤膜在该参数下基本能够完全截留脂质体。 

《（2）游离药物回收率考察：分别移取 200 μL高、

中、低 3个不同质量浓度的混合对照溶液于 3 kD超

滤离心管中，13 000 r/min（离心半径 6.26 cm）离

心 20 min，向超滤管中加入 200 μL纯净水，13 000 

r/min《（离心半径 6.26 cm）离心 20 min，重复 2次。

收集下层溶液，用甲醇稀释一定倍数，测定不同组

分超滤后质量浓度，记为 C1；另外精密移取 200 μL

混合对照溶液，甲醇直接稀释后测定不同组分超滤

前质量浓度，记为 C0，计算不同组分回收率，回收

率＝C1/C0。结果显示，除甘草苷外，挥发油及其他

组分的回收率均较低《（表 1），表明超滤膜对此部分

游离药物的吸附率高，且平行性差。 

表 1  混合对照溶液超滤后不同组分的回收率考察 ( x s , 

n = 3) 

Table 1  Recovery examination of different components 

after ultrafiltration ( x s , n = 3) 

质量浓度/ 

(mg∙mL−1) 

回收率/% 

挥发油 甘草酸 姜黄素 甘草苷 

1.384 39.66±4.02 97.67±43.00 37.83±8.79 152.91±13.73 

0.830 14.98±4.65 1.20±2.08 11.05±0.85 121.13±2.75 

0.519 21.38±6.30 2.72±4.71 4.42±0.70 99.28±11.46 
 

2.4.3  葡聚糖凝胶柱法 

《（1）凝胶柱准备：取葡聚糖凝胶《（Sephadex G-

50）干粉适量，纯净水溶胀 24 h。取底部装有筛板

的玻璃柱（1.5 cm×35 cm），将柱垂直安装好，先

加入 1/3柱体积 20%乙醇，接着将溶胀好的凝胶边

搅匀边连续装入，使它们在柱内自然沉降。以 20%

乙醇不断冲洗使柱子装紧，装柱后的凝胶必须均

匀，不能有气泡或明显条纹[4]。以 20%乙醇为洗脱

剂，控制体积流量为 1.0 mL/min[15]。 

《（2）洗脱曲线绘制：首先把柱内凝胶上面多余

的洗脱剂放出，直到柱内液面与凝胶表面相齐，取

200 μL BM-Lip/混合对照溶液（挥发油质量浓度为

0.830 mg/mL）上柱，以 20%乙醇为洗脱液，以每份

2 mL接取样品，样品用等体积甲醇稀释。以第 1管

样品为对照，在 235 nm处测定每份样品的 A值，

以体积对 A值绘制挥发油的洗脱曲线[15-18]。结果如

图 3 所示，2种不同径高比下脂质体与游离挥发油

流出的间隔时间短，难以改善。 

2.4.4  鱼精蛋白凝聚法 

《（1）不同影响因素对空白脂质体的凝聚作用：

实验组中向 EP管中加入 200 μL空白脂质体和 1～

3倍体积鱼精蛋白水溶液《（10 mg/mL），涡旋 1 min，

静置 3 min，加纯净水补至 800 μL，4 ℃下离心 60 

min，在一定转速下离心，取 200 μL上清液用酶标

仪测定其 500 nm处 A值《（A1）；对照组中依次向 EP

管中加入 200 μL空白脂质体、600 μL纯净水，测

定 A值《（A0），凝聚度＝(A0－A1)/A0
[19]，分别考察鱼

精蛋白来源、蛋白加入量、转速对鱼精蛋白凝聚效 
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a-径高比为 1∶15；b-径高比为 1∶20。 

a-diameter-height ratio of 1∶15; b-diameter-height ratio of 1∶20. 

图 3  不同径高比下挥发油的洗脱曲线 

Fig. 3  Elution profiles of volatile oils at different diameter-

height ratios 

果的影响。 

不同来源鱼精蛋白的影响：固定加入量为 1倍，

以纯净水为溶剂配制 3种不同来源的鱼精蛋白水溶

液，于 13 000 r/min（离心半径 6.26 cm）下离心，

测定 Sigma鱼精蛋白、鱼精蛋白注射液、中检院鱼

精蛋白对空白脂质体的凝聚度分别为（83.99±

1.69）%、《（84.55±1.21）%、《（86.59±0.51）%《（n＝

3），三者间无显著性差异，表明蛋白来源不是影响

凝聚度的关键因素。 

不同蛋白加入量对凝聚度的影响：分别向空白

脂质体中加入 1～3倍量 Sigma来源的鱼精蛋白水溶

液，于 13 000 r/min（离心半径 6.26 cm）下离心，测

定 1、2、3倍量鱼精蛋白对空白脂质体的凝聚度分

别为（82.45±0.33）%、（82.01±0.19）%、（80.14±

0.37）%《（n＝3），三者间无显著性差异，表明鱼精

蛋白不同加入量对脂质体凝聚度无明显影响。 

不同转速对凝聚度的影响：向空白脂质体中加

入等体积 Sigma来源的鱼精蛋白水溶液，测试不同

离心转速对凝聚度的影响。在 8 000、13 000、17 000 

r/min《（离心半径 6.26 cm）转速下，鱼精蛋白对空白

脂质体的凝聚度分别为《（75.08±2.62）%、《（85.01±

0.49）%、《（90.01±0.56）%《（n＝3），可见，离心转

速对凝聚度影响较大，在普通高速离心机极限条件

17 000 r/min下，其凝聚度达到 90.01%，故后续采

用 17 000 r/min条件进行加样回收率考察。 

《（2）对游离药物的回收率考察：实验组中，分

别移取 200 μL低、中、高 3个不同质量浓度的混合

对照溶液于 1.5 mL 离心管中，加入 200 μL Sigma

鱼精蛋白水溶液（10 mg/mL），涡旋 1 min，静置 3 

min，补充纯净水至 800 μL，4 ℃、17 000 r/min《（离

心半径 6.26 cm）条件下离心 60 min。取上清液进

行 HPLC分析，测定不同组分质量浓度《（C1）；对照

组中，分别移取 80 μL不同质量浓度混合对照溶液、

120 μL空白脂质体溶液于 1.5 mL离心管中，直接

加入 600 μL甲醇，测定不同组分质量浓度（C0），

回收率＝C1/C0。鱼精蛋白本身干扰挥发油及甘草酸

的定量，故仅测定甘草苷、姜黄素的回收率。计算

得低、中、高质量浓度混合对照溶液中，甘草苷的

平均回收率分别为 132.57%、126.61%、126.09%，

RSD分别为 1.88%、2.43%、2.24%，姜黄素的平均

回收率分别为 71.95%、57.31%、39.43%，RSD 分

别为 3.15%、2.42%、3.57%。结果显示，鱼精蛋白

可增加甘草苷在 237 nm 处的吸收，使得不同质量

浓度下回收率均大于 100%。另外，鱼精蛋白与姜黄

素存在一定反应[20-21]，使得姜黄素回收率偏低，且

姜黄素质量浓度越高二者作用越强。 

《（3）对空白脂质体与游离药物的物理混合物加

样回收率考察：实验组中，分别移取 80 μL低、中、

高 3个不同质量浓度的混合对照溶液、120 μL空白

脂质体溶液于 1.5 mL离心管中，加入 200 μL Sigma

鱼精蛋白水溶液（10 mg/mL），涡旋 1 min，静置 3 

min，补充纯净水至 800 μL，4 ℃、17 000 r/min《（离

心半径 6.26 cm）条件下离心 60 min。取上清液进

行 HPLC分析，测定不同组分质量浓度《（C1）；对照

组中，分别移取 80 μL不同质量浓度混合对照溶液、

120 μL空白脂质体溶液于 1.5 mL离心管中，直接

加入 600 μL 甲醇并超声破乳 10 min，测定不同组

分质量浓度《（C0），加样回收率＝C1/C0。计算得低、

中、高质量浓度混合对照溶液与空白脂质体的物理

混合物中，甘草苷的平均加样回收率分别为

98.67%、102.38%、104.88%，RSD分别为 3.44%、

4.07%、1.55%，姜黄素的平均加样回收率分别为

18.94%、21.98%、22.96%，RSD 分别为 2.58%、

3.87%、1.20%。结果显示，甘草苷及姜黄素的加样

回收率较回收率均有所降低，说明鱼精蛋白与脂质

体的凝聚物对游离药物可能存在一定程度的吸附。 

2.4.5  超速离心法 

《（1）对空白脂质体沉淀作用：移取适量空白脂

质体置于离心管中，4 ℃条件下 40 000 r/min《（离心
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半径 4.73 cm）超速离心 60 min，取上清液 200 μL

用酶标仪于 500 nm处测定其 A值《（A1）；对照组中，

精密吸取 200 μL空白脂质体，用酶标仪于 500 nm

处测定其 A值《（A0），沉淀率＝(A0－A1)/A0。计算得

超速离心对空白脂质体的沉淀率为 98.49%，RSD为

0.01%（n＝3），基本将空白脂质体全部沉淀下来。 

《（2）不同组分回收率考察：分别移取适量低、

中、高 3个不同质量浓度的混合对照溶液置于离心

管中，4 ℃条件下 40 000 r/min《（离心半径 4.73 cm）

超速离心 60 min，取 250 μL上清液，用甲醇稀释 4

倍后，测定上清液中各成分质量浓度，甲醇进一步

稀释后测定挥发油质量浓度，离心后质量浓度记为

《（C1）；在对照组中，分别移取 250 μL低、中、高 3

个质量浓度的混合对照溶液用无水甲醇稀释 4倍，

测定不同成分质量浓度，甲醇进一步稀释后测定挥

发油质量浓度，离心前质量浓度记为《（C0），计算不

同组分回收率，回收率＝C1/C0。计算得低、中、高

质量浓度混合对照溶液中，挥发油的平均回收率分

别为 96.29%、98.04%、101.95%，RSD分别为 2.52%、

1.41%、0.95%；甘草苷的平均回收率分别为 99.21%、

98.38%、98.44%，RSD分别为 1.18%、0.41%、1.00%；

甘草酸的平均回收率分别为 96.91%、97.14%、

98.00%，RSD分别为 1.42%、1.96%、1.26%；姜黄

素的平均回收率分别为 99.30%、98.01%、98.52%，

RSD分别为 0.82%、1.85%、1.60%。 

《（3）对空白脂质体与游离药物的物理混合物加

样回收率考察：按 2∶3体积比分别移取低、中、高

3 个不同质量浓度的混合对照溶液、空白脂质体溶

液进行混合，得到不同质量浓度的物理混合对照溶

液。实验组中，分别移取适量不同质量浓度的物理

混合对照溶液置于离心管中，4 ℃条件下 40 000 

r/min《（离心半径 4.73 cm）超速离心 60 min。取 250 

μL上清液，用甲醇稀释 4倍后，测定上清液中各成

分质量浓度，甲醇进一步稀释后测定挥发油质量浓

度，离心后质量浓度记为 C1；对照组中，分别移取

250 μL不同质量浓度物理混合对照溶液，用无水甲

醇稀释 4倍，测定不同成分质量浓度，甲醇进一步

稀释后测定挥发油质量浓度，离心前质量浓度记为

C0，计算不同组分加样回收率，加样回收率＝C1/C0。

计算得低、中、高质量浓度的混合对照溶液与空白

脂质体的物理混合对照溶液中，挥发油的平均加样

回收率分别为 80.22%、81.85%、85.26%，RSD 分

别为 1.19%、0.63%、0.71%；甘草苷的平均加样回

收率分别为 106.10%、101.36%、103.46%，RSD分

别为 2.48%、2.76%、1.00%；甘草酸的平均加样回

收率分别为 103.47%、101.86%、103.18%，RSD分

别为 1.45%、2.70%、0.80%；姜黄素的平均加样回

收率分别为 100.34%、97.35%、99.65%，RSD分别

为 1.63%、1.57%、1.07%。结果显示，通过对离心

后的沉淀洗涤后再次离心，排除了沉淀对游离药物

的吸附作用，猜测二者在物理混合后就完成了部分

游离药物的自组装，尤其是极性非常小的挥发油。 

2.5  BM-Lip 包封率测定 

移取适量 BM-Lip置于离心管中，4 ℃条件下

40 000 r/min（离心半径 4.73 cm）超速离心 60 min，

取 250 μL 上清液用甲醇稀释 4 倍后测定上清液中

各成分质量浓度，甲醇进一步稀释后测定挥发油质

量浓度，离心后质量浓度记为 C1；在对照组中，移

取 250 μL BM-Lip用无水甲醇稀释 4倍，测定不同

成分质量浓度，甲醇进一步稀释后测定挥发油质量

浓度，离心前质量浓度记为 C0，计算不同组分包封

率，包封率＝(1－C1/C0)。平行制备 3组 BM-Lip，

测得挥发油包封率达（76.15±0.16）%，甘草苷、

甘草酸和姜黄素包封率分别为（10.15±1.41）%、

《（7.09±0.57）%和（84.08±1.03）%。 

3  讨论 

脂质体能够同时负载亲水性和疏水性物质，具

有良好的生物相容性、靶向性且能延长药效[22]，可

以克服传统的中药经皮制剂存在的渗透效果差、皮

肤滞留能力差、用药范围局限等缺陷[23]，目前已成

为中药剂型改良的研究热点之一。尤其对于所含活

性成分性质复杂的中药经皮复方制剂而言，脂质体

有望实现其复杂成分的良好共载和有效经皮递送。 

为确保中药复方的整体功效性，在应用脂质体

材料时，对于脂质体包封率的准确测定是中药复方

脂质体制备工艺优化和质量控制过程的一个关键

环节。然而，由于影响包封率测定的因素众多以及

所包载成分性质的复杂性，测定多组分共载的中药

复方脂质体的包封率一直是其制备过程中的一大

难题，因而成为限制其发展的重要因素。故目前国

内外虽已有不少针对 2种药物成分共载的脂质体制

剂的研究[24-26]，却罕见同时包载 3种及以上性质差

异较大的成分的中药复方多组分共载脂质体的相

关研究报道。 

在脂质体包封率测定过程中，首要任务是针对

各待测组分建立专门的定量方法。值得注意的是，
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中药挥发油作为一种复杂的化学成分混合物，若仅

针对单一成分进行定量，难以全面反映其整体质

量，且常面临对照品匮乏的问题。紫外-可见分光光

度法因其能够测定在紫外-可见光谱区具有吸收的

挥发油个别成分含量或总含量，而被广泛应用于此

类分析[27]。 

基于前期研究，发现白脉复方挥发油中的多数

成分含有 α、β不饱和羰基及苯环等共轭结构，这些

结构在紫外波长下具有特征性的选择性吸收，因

此，本研究采用紫外-可见分光光度法对白脉复方挥

发油进行定量测定。此外，对于水溶性成分甘草苷、

甘草酸以及脂溶性成分姜黄素，均采用 HPLC法进

行定量测定[28-30]。方法学考察结果表明，本研究所

建立的各定量测定方法准确、可靠，可基于此进行

后续脂质体包封率的测定。 

在测定包封率时，实现脂质体与游离药物的有

效分离是关键。本研究分别采用了超滤离心法、葡

聚糖凝胶柱法、鱼精蛋白凝聚法及超速离心法 4种

方法来分离脂质体与游离药物，上述方法各有优

劣。超滤离心法多用于测定水溶性药物脂质体的包

封率，具有操作简单、分离时间短、所需样品量少、

不必稀释样品而可避免相应的药物渗漏等优点，但

所耗成本较高。该法在应用时需同时确保以下 2点：

超滤膜能够完全截留脂质体和游离药物能够完全

通过超滤膜。然而，尽管前期根据被分离物质的相

对分子质量选择了合适规格的超滤膜，部分药物仍

可能因《“浓差极化”效应而被吸附在超滤膜上，造

成损失，从而影响测定结果的准确性[8]。在实际操

作中发现，BM-Lip虽能被超滤膜完全截留，但超滤

膜对白脉复方中的部分药物（尤其是脂溶性成分）

可能具有较强的吸附作用而导致其回收率较低，且

测得甘草苷的回收率明显过高，这些结果表明超滤

离心法不适用于 BM-Lip包封率测定。 

葡聚糖凝胶柱法则广泛用于脂质体包封率测

定，具有成本低、对设备要求不高等优点，但其操

作相对繁琐、耗时较长，且分离过程中对样品的稀

释程度较大，从而可能引起脂质体内药物渗漏。该

方法基于《“分子筛”和吸附双重作用的原理，其分

离效果与被分离组分性质密切相关，且容易受上样

量、洗脱剂、洗脱体积流量、径高比等影响[31]。本

实验前期确定了以 20%乙醇为洗脱剂时，各组分洗

脱效果良好，且脂质体的完整形态未受影响[16]。但

在进行径高比考察时发现，无论径高比如何改变，

脂质体与游离挥发油分离效果均较差而不利于收

集，故也不宜采用此法进行 BM-Lip包封率测定。 

而鱼精蛋白凝聚法操作简单、分离效率高，且

适用于测定不同溶解性质药物脂质体的包封率。通

过前期测定 BM-Lip 的 ζ 电位，得知其带负电荷，

而鱼精蛋白带正电，适用于带负电或电中性脂质体

的分离。需要注意的是，鱼精蛋白在遇到破乳剂中

的某些成分《（如甲醇等）时易发生变性[32]，进而影

响药物定量结果，故在应用鱼精蛋白凝聚法时，需

确保鱼精蛋白能够将脂质体完全沉淀下来，以避免

在后续加入破乳剂时产生干扰。然而，影响鱼精蛋

白对脂质体凝聚效果的因素较多，例如脂质体浓

度、蛋白来源和加入量等[33]，故本研究对这些因素

进行了系统性考察，结果表明鱼精蛋白来源和加入

量对 BM-Lip 的凝聚度并未产生显著影响，而转速

则对凝聚度影响较大。故本研究中采用了普通离心

机所能达到的最高转速，以获得鱼精蛋白与空白脂

质体的最高凝聚度。然而，用此法对各成分进行回

收率考察的结果较差，表明鱼精蛋白凝聚法也不适

用于 BM-Lip包封率测定。 

超速离心法要求离心转速大于 20 000 r/min，

离心时间一般要长于 30 min，这不仅对仪器设备有

较高要求，而且需要脂质体膜结构具备一定的硬

度，以承受高转速带来的影响[7]。鉴于 BM-Lip中包

载的主要成分白脉复方挥发油属于轻油，故需采用

较高的离心转速方能满足脂质体沉淀的要求。在采

用该法进行分离时，测定空白脂质体沉淀率、游离

药物回收率及不同组分加样回收率时，均表现出较

好的结果。值得注意的是，当空白脂质体与游离药

物混合时，部分药物《（特别是本研究中涉及的挥发

油及脂溶性成分姜黄素）与脂质体物理混合时可能

会发生自组装现象，导致其加样回收率无法达到

100%。因本研究中已证明脂质体对游离药物基本无

吸附性，故只要空白脂质体凝聚度及混合对照溶液

中各组分的回收率合格，即可证明该分离方法适用

于脂质体与游离药物的分离。这一现象提示，同一

分离方法及评价指标并非适用于所有研究，而是需

要根据具体成分性质进行判断和考虑。本研究采用

超速离心法成功地将脂质体与游离药物分离，并且

该方法也适用于本实验中入药的挥发油及多种极

性成分。 

综上所述，本实验建立了 BM-Lip中挥发油、

甘草苷、甘草酸及姜黄素 4种代表性组分的定量检
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测方法，通过对超滤离心法、葡聚糖凝胶柱法、鱼

精蛋白凝聚法及超速离心法 4种分离手段的考察、

比较，确立了适用于白脉复方多组分共载脂质体的

包封率测定法，具体参数设置如下：在 4 ℃条件下，

以 40 000 r/min的转速离心 60 min。依据此方法测

得挥发油的包封率达（76.15±0.16）%，甘草苷、

甘草酸及姜黄素的包封率分别为《（10.15±1.41）%、

《（7.09±0.57）%和《（84.08±1.03）%。通过包封率结

果可知，本课题所用的 BM-Lip 中部分药物的包封

率较低，因此，后续研究将基于此包封率测定法，

对 BM-Lip 的制备过程进行系统优化，以综合提高

其包封率，为该制剂的质量表征与评价及其后续的

药效学评价提供必要基础。本研究也可为相关的含

挥发油及不同极性成分的多组分共载的中药复方

脂质体包封率的测定提供有益参考和依据。 
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