
［基金项目］贵州省科学技术基金项目（编号：黔科合Ｊ字 ［２０１３］２０３７）；贵州省社发攻关项目（编号：黔科合ＳＹ字 ［２０１５］３０３２）；贵州省联合基

金项目（编号：黔科合ＬＨ字 ［２０１４］７０９１）；贵州省中药、民族药活性物质筛选新技术开发应用科技创新人才团队项目（编号：黔科合平台人才

［２０２０］５００６）；贵州省高层次创新型人才项目（编号：黔科合平台人才［２０２０］６０１１）　［作者简介］阮仕洋，男，硕士，研究方向：天然药物活性成

分　［通讯作者］罗喜荣，女，硕士，教授，研究方向：药物新剂型、新技术及药动学

柠檬苦素固体脂质纳米粒冻干粉的制备及质量评价

阮仕洋１，陈慧１，曾凡丽１，刘兴赋１，廖尚高１，２，３，杨军４，罗喜荣１　（１．贵州医科大学药学院，贵州 贵阳５５００２５；２．贵州
医科大学药学院／省部共建药用植物功效与利用国家重点实验室，贵州 贵阳５５００２５；３．贵州医科大学民族药与中药开发应用

教育部工程研究中心／贵州省药物制剂重点实验室，贵州 贵阳５５０００４；４．中国科学院地球化学研究所，贵州 贵阳５５００８１）

［摘要］　目的：制备柠檬苦素固体脂质纳米粒（ＬＭ－ＳＬＮ）及冻干粉，并考察其体外释药性能。方法：采用薄膜超声法制备ＬＭ－
ＳＬＮ，以载药量及包封率为指标，借助均匀设计联合Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ法优化处方；采用Ｎａｎｏ　ＺＳＥ＋ＭＰＴ２粒度检测仪观测形态

与粒径；透析法研究冻干粉体外释药行为。结果：处方工艺为柠檬苦素－硬脂酸－卵磷脂－４．５％泊洛沙姆１８８（１０∶３０∶３５∶１０），超

声功率３００　Ｗ，超声时间４　ｍｉｎ；以５％甘露醇为冻干保护剂，于－２０℃预冻１２　ｈ，转至－４０℃以下冷冻干燥２２　ｈ。ＬＭ－ＳＬＮ
冻干粉呈类球形，结构均匀，包封率为７９．３８％、载药量为１０．８８％，平均粒径（１８２．４±０．２）ｎｍ，多分散系数（ＰＤＩ）为０．２９０±

０．０１３，Ｚｅｔａ电位为（－１４．５±０．１）ｍＶ；原药１２　ｈ累积释放率为８９．３１％，ＬＭ－ＳＬＮ冻干粉４８　ｈ为８５．２１％，４８　ｈ后释放趋于平

缓。结论：ＬＭ－ＳＬＮ处方工艺简单且重复性好，体外释放结果表明，ＬＭ－ＳＬＮ冻干粉具有一定缓释作用。
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　　固体脂质纳米粒（ｓｏｌｉｄ　ｌｉｐｉｄ　ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，

ＳＬＮ）是将药物内置或包裹于脂质材料的一类新型
给药方式，骨架载体多为生物毒性低、降解性优良、

相容性良好的固态天然或合成类脂；ＳＬＮ常作为难
溶性药物的给药载体，具有延长药物半衰期、防止
药物降解、减少泄漏量、优良靶向性及强控释作用
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等特性［１－６］。此外，ＳＬＮ还能减少用药频率和服药
水平剂量，改善患者顺应性，减少不良反应，常用于
制备水溶性较差的药物［７］。
柠檬苦素（ｌｉｍｏｎｉｎ，ＬＭ）是楝科或芸香科植物中

广泛存在的一种天然三萜类化合物，也是植物中重要
的次生代谢活性产物；ＬＭ又名黄柏内酯或吴茱萸内
酯，普遍存在于食用蔬菜及水果中，其生物活性对人
类具有重要意义，在生物制剂及药食两用等方面的发
展前景较为广阔［８－１０］。据研究报道，ＬＭ药理活性突
出，具有抗肿瘤、抗过敏、抗癌、抗炎镇痛、抗菌、抗骨
质疏松、神经保护、抗氧化及保肝等多种生物学活
性［１１－１７］。研究表明ＬＭ属中等极性，不溶于水并且稳
定性较差，致使其口服生物利用度不理想，因此临床
应用受到较大约束［１０］，故将其研制为安全有效的口
服制剂具有较大的研究意义。本实验制备了柠檬苦
素固体脂质纳米粒（ＬＭ－ＳＬＮ）及其冻干粉，借助均匀
设计联合Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ法优化处方制备工艺，并进行
质量初步评价，为ＬＭ下一步制剂开发利用提供试验
基础。

１　材料

１．１　仪器　安捷伦１２６０型高效液相色谱仪（美国安
捷伦公司）；ＴＧＬ－１６Ｇ型高速台式离心机（上海安亭
科学仪器厂）；ＪＹ９２－ＩＩＤＮ型超声波细胞粉碎机（宁波
新芝生物科技股份有限公司）；Ｎａｎｏ　ＺＳＥ＋ＭＰＴ２粒
度检测仪（英国马尔文公司）；Ｌａｂ－１Ｃ－５０真空冷冻干
燥机（北京博医康实验仪器有限公司）；ＢＳＡ２２４Ｓ型电
子天平［梅特勒－托利仪器（上海）有限公司］；８０－２Ｂ型
离心机（湖南星科科学仪器有限公司）。

１．２　药品与试剂　ＬＭ对照品（成都德思特生物技
术有限公司，批号２０１９０５１９，纯度＞９８％）；ＬＭ（贵
州医科大学天然产物实验室制备，纯度≥９９％）；吐
温－８０（天 津 市 东 丽 区 天 大 化 学 试 剂 厂，批 号

２０１１０３２８）；泊洛沙姆１８８（湖北恒硕化工有限公
司）；葡萄糖（天津市科密欧化学试剂有限公司，批
号２０１２０３１４）；海藻糖（上海源叶生物科技有限公
司，批号 Ｙ１８Ｍ９Ｙ６１７４６）；蔗糖（西陇化工股份有限
公司，批号１２０２１７２）；甘露醇（天津市科密欧化学试
剂有限公司，批号２０１１０４１１），乙腈为色谱纯，其他
试剂均为分析纯，水为纯净水。

２　方法与结果

２．１　含量测定

２．１．１　色谱条件　色谱柱：Ｄｉｋｍａ　Ｃ１８（４．６　ｍｍ×
２５０　ｍｍ，５μｍ）；流动相：乙腈－水（４５∶５５）；流速：１．０
ｍＬ·ｍｉｎ－１；检测波长：２１０　ｎｍ；柱温：３０℃；进样量：

２０μＬ。该条件下，ＬＭ 色谱峰峰形及分离度较好，

无杂质干扰峰，见图１。

图１　空白对照（Ａ）及ＬＭ（Ｂ）色谱图

Ｆｉｇ　１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｂｌａｎｋ　ｃｏｎｔｒｏｌ（Ａ）ａｎｄ　ＬＭ（Ｂ）

２．１．２　线性关系　取对照品适量，甲醇超声溶解，
过０．２２μｍ微孔滤膜，进样检测，记录峰面积，结果
表明ＬＭ在１～２０μｇ·ｍＬ

－１质量浓度范围内，峰面
积（Ｙ）与药物浓度（Ｘ）有良好线性，回归方程为Ｙ＝
１５．８４１　Ｘ＋６．７０５　２，Ｒ２＝０．９９９　２。

２．１．３　精密度考察　取高、中、低浓度的ＬＭ 对照
品溶液，过０．２２μｍ滤膜，按“２．１．１”项下色谱条件

１　ｄ内连续进样５次，ＲＳＤ分别为０．２７％、０．１８％、

０．２２％；连续进样检测６　ｄ，ＲＳＤ分别为０．５８％、

０．７１％、０．４９％，表明方法日内、日间精密度良好。

２．１．４　准确度考察　按处方配比制备空白脂质纳
米粒，加入适量ＬＭ，甲醇溶解定容后精密移取一定
量至量瓶，配制系列浓度，测定其回收率。结果显示，
高、中、低３种浓度下 ＬＭ 溶液的回收率分别为：
（９６．９±２．３）％，（１０３．４±１．８）％，（９４．４±３．５）％（ｎ＝
３）；加样回收率分别为（９９．５±３．８）％，（９２．４±
１．５）％，（９３．７±１．２）％（ｎ＝３），表明该方法测定脂质
纳米粒中药物的含量准确可靠，符合测定要求。

２．１．５　重复性考察　分别测定ＬＭ－ＳＬＮ在甲醇、
无水乙醇和丙酮中的平衡溶解度，并进样检测，记
录峰面积，计算 ＲＳＤ 分别为 ０．２４％、０．４９％、

０．１８％（ｎ＝６），表明重复性良好。

２．２　包封率及载药量　精密移取ＬＭ－ＳＬＮ混悬
液，置于离心管，１２　０００　ｒ·ｍｉｎ－１离心１５　ｍｉｎ，沉淀
用甲醇溶解并适当稀释，测定ＬＭ 含量，计算游离
药物量，包封率及载药量计算公式如下：
包封率（ＥＲ）＝（ＷＴ－ＷＦ）／ＷＴ×１００％；
载药量（ＤＬ）＝（ＷＴ－ＷＦ）／ＷＳ×１００％
其中：ＷＴ为纳米粒溶液中总药量，ＷＦ为游离药

物量，ＷＳ为药物与载体材料的总量。

２．３　ＬＭ－ＳＬＮ制备工艺考察　采用薄膜超声法筛
选ＬＭ－ＳＬＮ处方，精密称取处方量的ＬＭ、脂质材
料、卵磷脂，加入二氯甲烷超声溶解，挥发溶剂制得
脂质薄膜，然后加入处方量表面活性剂水溶液充分
水合，采用超声细胞粉碎仪超声制备ＬＭ－ＳＬＮ混悬
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液。精密移取适量ＬＭ－ＳＬＮ，加入冻干保护剂致其
完全溶解，于－２０℃预冻１２　ｈ，转至－４０℃以下冷
冻干燥２２　ｈ，得ＬＭ－ＳＬＮ冻干粉。

２．３．１　脂质材料考察　以ＳＬＮ的形态及成膜性为
考察指标，预实验结果表明硬脂酸和卵磷脂均形成
均匀的膜薄，依次经吐温８０、泊洛沙姆１８８水合超
声分散后，ＳＬＮ成形多而小且圆整、大小均一、无粘
连，结果见表１。
表１　ＬＭ－ＳＬＮ载体材料初选方案及结果

Ｔａｂ　１　Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ　ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ　ｐｒｏｇｒａｍ　ａｎｄ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ＬＭ－
ＳＬＮ　ｃａｒｒｉｅｒ　ｍａｔｅｒｉａｌｓ

实验号
脂质－１／
ｍｇ

脂质－２／
ｍｇ

表面

活性剂
成膜性

粒子

均匀性

１ － 卵磷脂８０　４％吐温８０ 差 粘连严重

２ － 卵磷脂８０　４％泊洛沙姆 差 粘连严重

３ － 卵磷脂８０　４％甘露醇 差 粘连严重

４ 硬脂酸４５ 卵磷脂４５　４％吐温８０ 良好 均匀无粘连

５ 硬脂酸４５ 卵磷脂４５　４％泊洛沙姆 良好 均匀无粘连

６ 硬脂酸４５ 卵磷脂４５　４％甘露醇 良好 不均匀有粘连
７ 单硬脂酸甘

油酯４５
卵磷脂４５　４％吐温８０ 较好 较均匀有粘连

８ 单硬脂酸甘

油酯４５
卵磷脂４５　４％泊洛沙姆 较好 均匀无粘连

９ 单硬脂酸甘

油酯４５
卵磷脂４５　４％甘露醇 较好 不均匀有粘连

２．３．２　均匀设计联合Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ优化处方工艺
（１）专属性考察：取适量空白ＳＬＮ及ＬＭ－ＳＬＮ

混悬液于量瓶，加甲醇超声破乳、定容至刻度线备
用。另取空白及样品溶液，进样检测，结果显示辅
料对药物测定无干扰，见图２。

图２　空白ＳＬＮ（Ａ）及ＬＭ－ＳＬＮ（Ｂ）色谱图

Ｆｉｇ　２　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｂｌａｎｋ　ＳＬＮ（Ａ）ａｎｄ　ＬＭ－ＳＬＮ（Ｂ）

　　（２）均匀设计：据处方考察，以包封率（Ｙ１）、载

药量（Ｙ２）及综合评分（Ｙ３）为考察指标，综合评分
（Ｙ３）＝（包封率／最大包封率）×６０％ ＋（载药量／最
大载药量）×４０％，选定硬脂酸＋卵磷脂与药物的
质量比（Ｘ１）、卵磷脂与硬脂酸的质量比（Ｘ２）、水溶

液中吐温８０浓度（Ｘ３）、水溶液中泊洛沙姆１８８浓

度（Ｘ４）、超声功率（Ｘ５）、超声时间（Ｘ６）为考察因
素，每个因素设５个水平。方案见表２，结果见表３。

结果显示：硬脂酸＋卵磷脂与药物的质量比为１０、

卵磷脂与硬脂酸的质量比为０．５，泊洛沙姆１８８浓
度为２．５％、超声功率为３５０　Ｗ、超声时间为４　ｍｉｎ
的条件下ＬＭ－ＳＬＮ平均包封率及载药量均最优，依
次为７７．５１％、７．１９％。
表２　均匀设计因素水平

Ｔａｂ　２　Ｆａｃｔｏｒｓ　ａｎｄ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　ｕｎｉｆｏｒｍ　ｄｅｓｉｇｎ
水平 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３／％ Ｘ４／％ Ｘ５／Ｗ　 Ｘ６／ｍｉｎ
１　 １０　 ０．５　 ０．５　 ０．５　 １５０　 ８
２　 １５　 １．０　 １．０　 １．０　 ２００　 ７
３　 ２０　 １．５　 １．５　 １．５　 ２５０　 ６
４　 ２５　 ２．０　 ２．０　 ２．０　 ３００　 ５
５　 ３０　 ２．５　 ２．５　 ２．５　 ３５０　 ４

表３　均匀设计实验方案及结果

Ｔａｂ　３　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｓｃｈｅｍｅ　ａｎｄ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｕｎｉｆｏｒｍ　ｄｅｓｉｇｎ
实验号 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３／％Ｘ４／％Ｘ５／ＷＸ６／ｍｉｎ　Ｙ１／％Ｙ２／％ Ｙ３
１　 １０　０．５　１．０　 １．５　 ３００　 ４　 ８０．７２　７．４７　０．８３
２　 １０　１．０　１．５　 ２．５　 ２００　 ４　 ６７．８０　６．３５　０．４９
３　 １５　１．５　２．５　 １．０　 ３５０　 ５　 ５３．３８　３．４４　０．２８
４　 １５　２．０ ０．５　 ２．５　 ２５０　 ５　 ６８．４３　４．３６　０．３５
５　 ２０　２．５　１．０　 １．０　 １５０　 ６　 ６４．８８　３．１４　０．２９
６　 ２０　０．５　２．０　 ２．０　 ３５０　 ６　 ７２．９３　３．５２　０．４７
７　 ２５　１．０　２．５　 ０．５　 ２５０　 ７　 ６２．７８　２．４５　０．２５
８　 ２５　１．５　０．５　 ２．０　 １５０　 ７　 ６９．４４　２．７０　０．４６
９　 ３０　２．０　１．５　 ０．５　 ３００　 ８　 ６７．５３　２．２０　０．３２
１０　 ３０　２．５　２．０　 １．５　 ２００　 ８　 ５５．８４　１．８３　０．８０

（３）均匀设计优化：上述可知，Ｘ１、Ｘ２、Ｘ４三者
为影响综合评分的关键因素，因此对三者进行优化
设计，结果见表４。保持其他条件不变，当泊洛沙姆
含量由２．５％上升至４．０％时，包封率由７７．５１％上
升至８２％，载药量由７．１９％上升至９．３４％。
表４　均匀设计实验方案及结果

Ｔａｂ　４　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｓｃｈｅｍｅ　ａｎｄ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｕｎｉｆｏｒｍ　ｄｅｓｉｇｎ
实验号 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ４／％ Ｙ１／％ Ｙ２／％ Ｙ３
１　 １０　 ０．５　 ２．５　 ７９．８５　 ８．４７　 ０．６６
２　 １０　 ０．５　 ４．０　 ８７．６３　 １１．３５　 ０．９９
３　 １０　 ０．５　 ４．０　 ８０．１７　 ８．７２　 ０．８９
４　 １０　 ０．５　 １０　 ８２．３７　 ８．８３　 ０．９１

（４）Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ法优化：据上述结果，以Ｙ１、Ｙ２
及Ｙ３为考察指标，选择对ＬＭ－ＳＬＮ性质影响较大的
硬脂酸用量（ＸＡ）、卵磷脂用量（ＸＢ）、水溶液中泊洛沙
姆１８８浓度（ＸＣ）为考察因素，采用Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ法优
化实验设计，见表５，方案及结果见表６，图３。
表５　响应曲面设计实验因素编码及水平

Ｔａｂ　５　Ｃｏｄｉｎｇ　ａｎｄ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｆａｃｔｏｒｓ　ｉｎ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ

ｓｕｒｆａｃｅ　ｄｅｓｉｇｎ
水平 ＸＡ／ｍｇ　 ＸＢ／ｍｇ　 ＸＣ／％
１　 ３０　 ３０　 ２
２　 ６０　 ６０　 ４
３　 ９０　 ９０　 ６
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表６　响应曲面设计实验方案及结果

Ｔａｂ　６　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　ｓｃｈｅｍｅ　ａｎｄ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｓｕｒｆａｃｅ

ｄｅｓｉｇｎ
实验号 ＸＡ ＸＢ ＸＣ Ｙ１／％ Ｙ２／％ Ｙ３
１　 ３０　 ３０　 ４　 ７９．１３　 １１．６５　 ９５．６４
２　 ９０　 ３０　 ４　 ７８．０１　 ６．１０　 ８０．４３
３　 ３０　 ９０　 ４　 ７５．２１　 ５．９０　 ７７．５７
４　 ９０　 ９０　 ４　 ７５．６４　 ４．０３　 ７３．１３
５　 ３０　 ６０　 ２　 ７３．４２　 ７．５４　 ８０．３２
６　 ９０　 ６０　 ２　 ７６．１９　 ４．８３　 ７５．６５
７　 ３０　 ６０　 ６　 ８４．３９　 ８．５７　 ９２．０８
８　 ９０　 ６０　 ６　 ７６．３２　 ４．８４　 ７５．７７
９　 ６０　 ３０　 ２　 ７０．９４　 ７．３１　 ７７．６６
１０　 ６０　 ９０　 ２　 ５７．４９　 ３．６９　 ５７．１９
１１　 ６０　 ３０　 ６　 ７０．５９　 ７．２７　 ７７．２８
１２　 ６０　 ９０　 ６　 ７９．３３　 ５．０２　 ７８．７４
１３　 ６０　 ６０　 ４　 ７９．３６　 ６．２０　 ８１．８０
１４　 ６０　 ６０　 ４　 ８０．６７　 ６．３０　 ８３．１４
１５　 ６０　 ６０　 ４　 ７６．４９　 ５．９９　 ７８．８８

（５）模型拟合：应用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ　１２．０软件对
实验数据进行模型拟合，最优拟合方程：Ｙ３＝８２．２５
－５．０８　ＸＡ－５．５５　ＸＢ＋４．１３　ＸＣ＋２．６９　ＸＡＸＢ－２．９１
ＸＡＸＣ＋５．４８　ＸＢＸＣ＋３．８４　ＸＡ

２－４．４０　ＸＢ２－５．１３
ＸＣ２（Ｒ２＝０．９６５　８）。拟合方程相关系数Ｒ２＝０．９６５　８，
模型Ｆ 值较高（３２．３５），Ｐ＝０．０００　６，表明模型显
著，拟合程度优良，具有较好预测性。方差分析结
果见表７。结果表明，一次项ＸＢ（Ｐ＝０．０００　４）对Ｙ３
影响极显著，较显著的是因素ＸＡ（Ｐ＝０．０００　６），显
著交互项为ＸＢＸＣ（Ｐ＝０．００２　０）、二次项Ｃ２（Ｐ＝

０．００３　２）。可知，３个因素对Ｙ３的影响主次为ＸＢ>

ＸＡ>ＸＣ。
表７　方差分析结果

Ｔａｂ　７　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｖａｒｉａｎｃｅ
方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ　 Ｐ
模型 １　００５．２９　 ９　 １１１．７０　 ３２．３５　 ０．０００　６
ＸＡ ２０６．４０　 １　 ２０６．３５　 ５９．７７　 ０．０００　６
ＸＢ ２４６．２０　 １　 ２４６．２０　 ７１．３１　 ０．０００　４
ＸＣ １３６．５４　 １　 １３６．５４　 ３９．５５　 ０．００１　５
ＸＡＸＢ ２９．００　 １　 ２９．００　 ８．４０　 ０．０３３　９
ＸＡＸＣ ３３．８７　 １　 ３３．８７　 ９．８１　 ０．０２５　９
ＸＢＸＣ １２０．２３　 １　 １２０．２３　 ３４．８２　 ０．００２　０
ＸＡ２　 ５４．４９　 １　 ５４．４９　 １５．７８　 ０．０１０　６
ＸＢ２　 ７１．３５　 １　 ７１．３５　 ２０．６７　 ０．００６　１
ＸＣ２　 ９７．３０　 １　 ９７．３０　 ２８．１８　 ０．００３　２
残差 １７．２６　 ５　 ３．４５
拟失项 １６．０７　 ３　 ５．３６　 ８．９５　 ０．１０２　２
纯误差 １．２０　 ２　 ０．６０
总差 １　０２２．５６　 １４

由图３Ａ、图３Ｂ、图３Ｃ可知，泊洛沙姆对包封率
影响最大，卵磷脂及硬脂酸影响较小；硬脂酸对载
药量影响最大，卵磷脂及泊洛沙姆次之；硬脂酸对
综合评分影响最高，泊洛沙姆及卵磷脂相对较小。
对上述因素综合考察，以综合评分为指标的最佳优
化处方为：ＸＡ、ＸＢ分别为 ３０，３２．０３　ｍｇ、ＸＣ 为
４．４６％，为便于实际操作修正为：ＸＡ为３０　ｍｇ、ＸＢ为
３２　ｍｇ、ＸＣ为４．５％。综上优化处方工艺为：ＬＭ－硬
脂酸－卵磷脂－４．５％泊洛沙姆１８８（１０∶３０∶３５∶１０），超
声功率３００　Ｗ，超声时间４　ｍｉｎ。

图３　响应曲面分析

Ｆｉｇ　３　Ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｓｕｒｆａｃｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ
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　　（６）验证试验：精密称取处方量药物及辅料，于
优化处方下平行制备３份 ＬＭ－ＳＬＮ，计算其包封
率、载药量及综合评分，结果见表８。此条件下ＬＭ－
ＳＬＮ 平 均 包 封 率 为 ８０．４５％、平 均 载 药 量 为

１１．０３％，优化后ＬＭ－ＳＬＮ包封率和载药量较高，重
现性较好。
表８　修正后的３次平行条件的方案与结果

Ｔａｂ　８　Ｓｃｈｅｍｅｓ　ａｎｄ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ｔｈｒｅｅ　ｐａｒａｌｌｅｌ

ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
试验号 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ Ｘ４ Ｘ５ Ｘ６ Ｘ７ Ｙ１ Ｙ２ Ｙ３
１　 １０　３０　３２　１５　１２　３５０　４　 ８１．２４　１１．０７　０．９８
２　 １０　３０　３２　１５　１２　３５０　４　 ７９．８７　１１．０４　０．９９
３　 １０　３０　３２　１５　１２　３５０　４　 ８０．２３　１０．９８　０．９９
空白 ０　 ３０　３２　１５　１２　３５０　４　 ０　 ０　 ０

２．４　ＬＭ－ＳＬＮ冻干粉制备及表征

２．４．１　冻干保护剂考察　分别以葡萄糖、乳糖、甘
露醇、蔗糖和海藻糖作为冻干保护剂，按“２．４”项方
法制备ＬＭ－ＳＬＮ冻干粉，以外观、色泽及再分散性
为评价指标，评分标准见表９。依次考察上述保护
剂在不同质量分数时对冻干粉质量的影响，进而确
定保护剂处方。按以下进行综合评分：（１）外观以
维持原液体积不变、表面光洁、不塌陷皱缩、可整块
脱落但不散碎为佳；（２）色泽以粉体无花斑、整体色
泽均匀、质地细腻为佳；（３）再分散性以分别取适量
冻干粉加入一定量纯水振摇后能迅速完全分散为

最佳。平行实验３～５次取评分均值，结果见表１０，
表１１。由表１０可知，冻干粉色泽均一，未加保护剂
的冻干粉外观和色泽均最优，但再分散性较差。以
冻干效果较好、用量较少、成本较低计，初选处方４，

１０，１８进一步优化，优化结果由表１１可知，处方６～
１０综合评分略优于处方１１～１５，但处方６～１０有轻
度萎缩，不符合生产要求，故选用５％甘露醇作为

ＬＭ－ＳＬＮ冻干保护剂。
表９　指标评分标准

Ｔａｂ　９　Ｉｎｄｉｃａｔｏｒ　ｓｃｏｒｉｎｇ　ｃｒｉｔｅｒｉａ
评分／分 外观 色泽 再分散性

０～２ 萎缩＋＋＋ 分层，上下色差明显＋＋＋ ＞９０　ｓ
３～５ 萎缩＋＋ 分层，上下色差明显＋＋ ６０～９０　ｓ
６～８ 萎缩＋ 上下色差不明显 ３０～６０　ｓ
９～１０ 饱满 均匀，无色差 ＜３０　ｓ

２．４．２　冻干工艺　结合本课题组前期相关工作及

ＬＭ－ＳＬＮ冻干工艺预实验结果，表明冻干工艺为

－２０℃预冻１２　ｈ，转至－４０℃以下冷冻干燥２２　ｈ
时，冻干效果最为理想。

２．５　质量评价

２．５．１　ＬＭ－ＳＬＮ粒径及Ｚｅｔａ电位　采用 Ｎａｎｏ

表１０　冻干保护剂处方筛选

Ｔａｂ　１０　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ　ｏｆ　ｌｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔ　ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎ

实验号
保护剂／％

葡萄糖 乳糖 甘露醇 蔗糖 海藻糖
外观 色泽

再分

散性
总分

１　 ９　 ９　 ２　 ２０
２　 １　 ７　 ９　 ０　 １６
３　 ３　 ７　 ９　 ７　 ２３
４　 ５　 ８　 ９　 ８　 ２５
５　 ７　 ７　 ９　 ８　 ２４
６　 １０　 ６　 ９　 ８　 ２３
７　 １５　 ５　 ９　 ８　 ２２
８　 １　 ７　 ９　 ３　 １９
９　 ３　 ９　 ９　 ５　 ２３
１０　 ５　 ８　 ９　 ８　 ２５
１１　 ７　 ７　 ９　 ８　 ２４
１２　 １０　 ７　 ９　 ０　 １６
１３　 １５　 ８　 ９　 ４　 ２１
１４　 １　 ８　 ９　 ０　 １７
１５　 ３　 ８　 ９　 ０　 １７
１６　 ５　 ８　 ９　 ７　 ２４
１７　 ７　 ７　 ９　 ６　 ２２
１８　 １０　 ８　 ９　 ９　 ２６
１９　 １５　 ８　 ９　 ５　 ２２
２０　 １　 ７　 ９　 ２　 １８
２１　 ３　 ６　 ９　 ５　 ２０
２１　 ５　 ７　 ９　 ７　 ２３
２３　 ７　 ６　 ９　 ６　 ２１
２４　 １０　 ６　 ９　 ６　 ２１
２５　 １５　 ５　 ９　 １　 １５
２６　 １　 ６　 ９　 ４　 １９
２７　 ３　 ５　 ９　 ７　 ２１
２８　 ５　 ６　 ９　 ９　 ２４
２９　 ７　 ６　 ９　 ９　 ２４
３０　 １０　 ７　 ９　 ９　 ２５
３１　 １５　 ６　 ９　 ８　 ２３

表１１　冻干保护剂处方优选

Ｔａｂ　１１　Ｐｒｅｆｅｒｒｅｄ　ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｌｙｏｐｒｏｔｅｃｔａｎｔ

实验号
保护剂／％

葡萄糖 乳糖 甘露醇
外观 色泽 再分散性 总分

１　 ５　 ４　 ９　 １０　 ２３
２　 ５　 ３　 ９　 ９　 ２１
３　 ５　 ３　 ９　 ９　 ２１
４　 ５　 ４　 ９　 １０　 ２３
５　 ５　 ４　 ９　 １０　 ２３
６　 ５　 ８　 ９　 １０　 ２７
７　 ５　 ８　 ９　 １０　 ２７
８　 ５　 ７　 ９　 １０　 ２６
９　 ５　 ８　 ９　 １０　 ２７
１０　 ５　 ７　 ９　 １０　 ２６
１１　 ５　 １０　 ９　 ７　 ２６
１２　 ５　 １０　 ９　 ８　 ２７
１３　 ５　 ９　 ９　 ７　 ２５
１４　 ５　 ９　 ９　 ７　 ２５
１５　 ５　 １０　 ９　 ８　 ２７

ＺＳＥ＋ＭＰＴ２粒度检测仪测定ＬＭ－ＳＬＮ冻干粉平
均粒径和Ｚｅｔａ电位。结果平均粒径为（１８２．４±
０．２）ｎｍ，多分散系数（ＰＤＩ）为０．２９０±０．０１３，Ｚｅｔａ
电位为（－１４．５±０．１）ｍＶ。

２．５．２　外观形态　取适量ＬＭ－ＳＬＮ混悬液及冻干
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复溶液于量瓶中，甲醇定容，超声３０　ｍｉｎ，进样测
定，并测定ｐＨ值，考察两者ｐＨ值、包封率、载药量
之间的差异，结果表明差异较小，见表１２。
表１２　ＬＭ－ＳＬＮ冻干粉复溶前后对比

Ｔａｂ　１２　ＬＭ－ＳＬＮ　ｂｅｆｏｒｅ　ａｎｄ　ａｆｔｅｒ　ｒｅｓｏｌｖｉｎｇ
样品 ｐＨ 包封率／％ 载药量／％ 粒径／ｎｍ

ＬＭ－ＳＬＮ　 ６．１　 ８１．２６　 １１．１１　 ２１５．４
ＬＭ－ＳＬＮ冻干粉复溶液 ６．２　 ７９．３８　 １０．８８　 ２３４．７

将ＬＭ－ＳＬＮ冻干粉用扫描电镜观察冻干粉表
面及内部结构形态，操作电压为２５　ｋＶ，结果表明以

５％甘露醇为保护剂的ＳＬＮ呈类球形，结构均一，表
面光滑，甘露醇晶体均匀镶嵌在脂质材料的层状结
构中，见图４。

图４　ＬＭ－ＳＬＮ冻干品的粒子形态和粉末形态

Ｆｉｇ　４　Ｐａｒｔｉｃｌｅ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　ｐｏｗｄｅｒ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ＬＭ－ＳＬＮ

ｆｒｅｅｚｅ－ｄｒｉｅｄ　ｐｏｗｄｅｒ

２．６　ＬＭ－ＳＬＮ体外释药性能考察

２．６．１　释药介质　根据实验室前期ＬＭ 平衡溶解
度测定结果，选用１％吐温８０作为释药介质。

２．６．２　释放曲线　于烧杯中加入脱气释药介质，
将含有ＬＭ及ＬＭ－ＳＬＮ混悬液与复溶液的透析袋
在（３７±１）℃下动态透析，系列时间点取样。ＨＰＬＣ
检测ＬＭ浓度，计算累积释放百分率（Ｑ）：Ｑ＝Ｃｔ／Ｃ０
×１００％（Ｃｔ为释放药物量；Ｃ０为初始药物量）并绘制
累积释药曲线，结果图５。结果表明在１％吐温８０
释放介质中，ＬＭ 于８　ｈ累积溶出达７１．２８％，１２　ｈ
大于８５％；而ＬＭ－ＳＬＮ及冻干粉２４　ｈ大于７１％，

４８　ｈ大于８５％，且释放趋于平缓。由此可见，将ＬＭ

制成ＬＭ－ＳＬＮ可有效延长其释放速率。

图５　体外释药曲线

Ｆｉｇ　５　Ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｄｒｕｇ　ｒｅｌｅａｓｅ　ｃｕｒｖｅ

２．６．３　释放模型拟合　利用１ｓｔＯｐｔ　１．５软件分别
以零级、一级动力学方程、Ｈｉｇｕｃｈｉ方程等对ＬＭ、

ＬＭ－ＳＬＮ在各时间点的Ｑ进行拟合，拟合优度以相
关系数（ｒ２）、赤池信息准则（ＡＩＣ）值进行综合判断，

ｒ２越接近１，ＡＩＣ值越小，表明拟合效果越好。结果
显示ＬＭ、ＬＭ－ＳＬＮ及冻干粉的体外释放过程均最接
近一级动力学方程ｌｎ（１００－Ｑ）＝４．５５４　２－０．１６６　３ｔ，
可见药物从纳米粒中释放的方式以扩散为主，见
表１３。

２．７　稳定性考察　取脂质体混悬液及冻干粉于

４℃放置０，１５，３０　ｄ后，观察其外观，并测定粒径、

ＰＤＩ和包封率，结果见表１４。结果表明１５　ｄ后脂质
体混悬液包封率降低１．６９％，清晰可见少量沉淀；

３０　ｄ后包封率降低４．９１％，粒径显著增大（Ｐ＜
０．０５），发现大量沉淀并产生团聚现象。而冻干粉
则平整饱满、无塌陷现象产生，且粒径及包封率都
无明显变化，说明将液体脂质体制成冻干粉后，其
稳定性明显增强。

３　讨论
研究报道，药物吸收和药物本身的油水分配系

数及溶解度关系密切，对制剂优化设计的指导意义
不言而喻，因此研究前，应考虑采用摇瓶法及 ＨＰＬＣ

表１３　体外释药模型拟合结果
Ｔａｂ　１３　Ｆｉｔｔｉｎｇ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｄｒｕｇ　ｒｅｌｅａｓｅ　ｍｏｄｅｌ
溶液 释放模型 拟合方程 ｒ２　 ＡＩＣ

ＬＭ原药 零级释放 Ｑ＝２３．０９７　２＋５．８９６　４ｔ ０．９８０　６７３　 ３２．９７３　９
一级释放 ｌｎ（１００－Ｑ）＝４．５５４　２－０．１６６　３ｔ ０．９９９　９７９ －５５．９４７　５
Ｈｉｇｕｃｈｉ　 Ｑ＝－０．２７１　１＋２５．５９２　６ｔ１／２ ０．９９２　９４５　 １９．８７３　９
Ｗｅｉｂｕｌｌ　 ｌｎｌｎ［１００／（１００－Ｑ）］＝－１．２２０　７＋０．７１８　１ｌｎｔ　 ０．９９９　９５８ －４５．６３０　９

ＬＭ－ＳＬＮ 零级释放 Ｑ＝１０．３２０　１＋１．８７９　１ｔ ０．９１４　８４３　 ５１．２４６　７
一级释放 ｌｎ（１００－Ｑ）＝４．５９１　５－０．０４４　１ｔ ０．９９９　９９１ －４９．１９９　３
Ｈｉｇｕｃｈｉ　 Ｑ＝－１１．２５９　６＋１４．９７８　９ｔ１／２ ０．９７２　６５９　 ３８．７４９　６
Ｗｅｉｂｕｌｌ　 ｌｎｌｎ［１００／（１００－Ｑ）］＝－２．９１８　３＋０．９２４　４ｌｎｔ　 ０．９９９　９７０ －３５．０００　４

ＬＭ－ＳＬＮ冻干粉 零级释放 Ｑ＝１５．７１５　６＋１．６９８　２ｔ ０．９０７　２２５　 ４５．９９８　２
一级释放 ｌｎ（１００－Ｑ）＝４．５３１　８－０．０４０　８ｔ ０．９９９　９９２ －４７．０９７　９
Ｈｉｇｕｃｈｉ　 Ｑ＝－７．４４９　３＋１４．２９３　８ｔ１／２ ０．９７８　１７３　 ３１．５２８　０
Ｗｅｉｂｕｌｌ　 ｌｎｌｎ［１００／（１００－Ｑ）］＝－２．６７６　１＋０．８６１　９ｌｎｔ　 ０．９９９　９８３ －３９．４５９　５

·８９４２· 中国医院药学杂志２０２２年１２月第４２卷第２３期Ｃｈｉｎ　Ｊ　Ｈｏｓｐ　Ｐｈａｒｍ，Ｄｅｃ　２０２２，Ｖｏｌ　４２，Ｎｏ．２３



表１４　４℃下３０　ｄ内稳定性试验结果（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｔａｂ　１４　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　３０－ｄａｙ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｔｅｓｔ　ａｔ　４℃ （ｘ±ｓ，ｎ＝３）
样品 时间／ｄ 外观 粒径／ｎｍ　 ＰＤＩ 包封率／％
混悬液 ０ 淡蓝色乳光、均一透明 １８０．３０±０．３９　 ０．２６３±０．００３　 ８１．２６±１．２０

１５ 少量沉淀 １８２．４４±０．６２ｂ　 ０．２７１±０．１００ａ ７９．５７±１．９６ａ

３０ 大量沉淀且团聚 １９０．１６±２．３９ｂ　 ０．３０８±０．０２５ｂ　 ７６．３５±１．００ｂ

冻干粉 ０ 平整饱满、无塌陷 １８２．４０±０．２　 ０．２９０±０．０１３　 ７９．３８±０．８５
１５ 平整饱满、无塌陷 １８１．７５±０．０６　 ０．２９３±０．０１２　 ７９．４１±０．８８
３０ 平整饱满、无塌陷 １８２．２９±０．１６　 ０．３０±０．０１２　 ７９．１６±１．８４

注（ｎｏｔｅ）：与混悬液放置０ｄ比较（ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｔｏ　ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ　ｓｔｏｒｅｄ　ｆｏｒ　０ｄ），ａＰ＜０．０５，ｂ　Ｐ＜０．０１。

法测定药物在不同介质中的平衡溶解度和表观油

水分配系数［１８－２１］，ＬＭ 此处内容课题组前期已作研
究报道［２１］。均匀设计实验过程中，一方面，包封率
及载药量随超声功率增大而增大，但后期变化趋于
平缓，基于生产成本考虑，超声功率不必过大；另一
方面，随超声时间延长，包封率和载药量呈现下降
趋势，可能是由于超声时间太久从而产生了金属污
染，破坏并扰乱粒子本身的成型性［２２］。实验过程
中，发现包封率及载药量随吐温８０浓度增大呈下降
趋势，可能是吐温８０对ＬＭ 脂质薄膜乳化能力弱，
因此考虑在ＬＭ－ＳＬＮ制备处方中不加入吐温８０。
载体材料筛选过程中，单用卵磷脂难以形成ＳＬＮ，
可能是ＬＭ在卵磷脂中溶解度较低，使药物多分散
在水中；选用甘露醇制备的ＳＬＮ稳定性差，可能是
甘露醇降低了体系中颗粒间的静电斥力，加速了脂
质骨架晶型的转变［２２］。体外释药研究表明，ＬＭ原
药１２　ｈ几乎释药完全；而ＬＭ－ＳＬＮ该过程符合双向
动力学释药规律，其释药行为由初始较快的释放及后
面的缓慢释放组成。体外释药模型拟合结果表明，

ＬＭ原药、ＬＭ－ＳＬＮ及冻干粉的体外释放过程均最接
近一级动力学方程。本研究系统优化了ＬＭ－ＳＬＮ的
处方及制备工艺，下一步拟对其体内药效学作进一步
评价［２３］，从而更好地开发利用该制剂。
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