熊果苷缓释乳膏的制备工艺优化及体外释放度考察
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[摘要]目的：优化熊果苷缓释乳膏的制备工艺，并考察其体外释放度。方法：以平均乳滴数和乳膏均匀度为综合评价指标，选取乳化温度、乳化时间及搅拌速度为考察因素，采用正交设计优化熊果苷缓释乳膏的制备工艺；采用HPLC测定熊果苷含量，考察熊果苷缓释乳膏的体外释放度及稳定性。结果：最佳制备工艺为乳化温度80 ℃，乳化时间20 min，搅拌速度为以1 200 r·min−1搅拌20 min，停止加热，以500 r·min−1搅拌直至冷却。制得的熊果苷缓释乳膏具有明显的缓释作用和良好的稳定性。结论：优选的制备工艺稳定可行，所得样品具有良好的缓释效果，适用于熊果苷缓释乳膏的工业化生产。
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Optimization of Preparation Technology and Investigation of in vitro Release of Arbutin Sustained-release Cream 
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  [Abstract] Objective：To optimize the preparation of arbutin sustained-release cream preparation and investigate its release in vitro.Method：The technology was optimized by orthogonal test by emulsifying temperature, emulsifying time and agitating speed; the analysis of variance was performed by SAS 9.1; the release of arbutin sustained-release cream in vitro was determined by HPLC.Result：The optimum preparation procedure was: emulsifying temperature 80℃, emulsifying time 20 min and agitating with 1200 r·min−1 for 20 min then changed to 500 r·min−1. The samples showed a sustained-release property in vitro.Conclusion：The the obtained samples was stable and practical and had showed good sustained-release characteristics.
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熊果苷根据结构不同可分为α型和β型，均具有较好的美白效果，其化学名分别为4-羟基苯-α-D-吡喃葡萄糖苷（α-熊果苷）和4-羟苯基-β-D-吡喃葡萄糖苷（β-熊果苷）[1]。其能加速黑色素的分解与排泄，减少皮肤色素沉积，祛除色斑和雀斑，同时具有杀菌、消炎的作用，主要用于高级化妆品的制备[2-3]。目前化妆品市场中多应用β-熊果苷，但有报道称α-熊果苷的祛斑美白效果更佳[4-5]。制备缓释乳膏能延缓有效物质的释放, 延长有效物质的作用时间，从而减少使用次数，提高美白效果。目前市场上还未出现α-熊果苷的缓释乳膏。本课题组拟采用α-熊果苷制备熊果苷缓释乳膏。本试验以平均乳滴数和乳膏均匀度的综合评分为指标，通过正交设计考察乳化温度、乳化时间及搅拌速度对制备工艺的影响，同时考察其体外释放度和稳定性，为开发熊果苷缓释乳膏新剂型及其工业化生产提供试验依据。
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图1  熊果苷结构式

1 材料
JJ-1型磁力电动搅拌器（江苏金坛市医疗仪器厂），2695-2489型高效液相色谱（美国Waters公司），MiliQ型纯水仪（美国MiliQ公司），α-熊果苷（郑州荔诺生物科技有限公司，批号XGG20110321-003，含量99.08%），Na2S（国药集团化学试剂有限公司），液体石蜡（杭州炼油厂），单异硬脂酸甘油酯（北京华美互利生物化工有限公司），PEG-30二聚羟基硬脂酸酯（北京华美互利生物化工有限公司），
乙二胺四乙酸（EDTA，上海鼎国有限公司），尼泊金乙酯（上海迈普科化学有限公司），试剂均为分析纯。BALB/c小鼠，体重（20~25）g，由江西中医学院提供，动物合格证号：SCXK2010-0451。
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2 方法与结果
2.1 熊果苷缓释乳膏的制备  采用油水分相法制备熊果苷缓释乳膏。称取处方量的纯化水、三乙醇胺、 甘油、亚硫酸氢钠、EDTA和熊果苷作为水相；取处方量液体石蜡，PEG-30二聚羟基硬脂酸酯、单异硬脂酸甘油酯、疏水性二氧化硅、尼泊金乙酯为油相，将二者分别置于烧杯中，加热熔化或溶解。将水相缓缓加入油相中，用搅拌器以一定转速搅拌至冷却，即得。处方中乳化剂为PEG-30二聚羟基硬脂酸酯和单异硬脂酸甘油酯，其中单异硬脂酸甘油酯为助乳化剂。

2.2 乳膏均匀度  取适量乳膏涂在透明玻璃板上，观察乳膏的色泽均匀情况、质地细腻均匀程度、粗糙感等，记录并评分。每份样品评定3次，取平均值。色泽均匀、质地细腻、无粗糙感的样品评为5分。色泽明显不均匀、质地明显不细腻、有明显粗糙感的样品评为0分。样品的评分在0-5分之间。
2.3 平均乳滴数  取适量制备的熊果苷缓释乳膏，置于载玻片上，盖上盖玻片，按2010年版《中国药典》一部中显微镜法[5]观察拍照。在载玻片上乳膏的左上、左下、右上、右下及中部分别拍照，记录乳滴总数及粒径≥180 μm的乳滴数，平均乳滴数为前者减去后者的值。分值=平均乳滴数/总乳滴数，每个样品分值的平均值为乳膏的最终得分。
2.4 制备工艺优选  在预试验基础上，选取乳化温度、乳化时间、搅拌速度为考察因素，按L9（34）正交表安排试验，每个因素设计3个水平，以乳膏均匀度和平均乳滴数的综合评分为指标，优选熊果苷缓释乳膏的制备工艺。因素水平见表1，试验安排及结果见表2，方差分析见表3[6]。综合评分（Y）越高，对应的处方越好。对乳膏样品进行综合评价时，首先对数据进行标准化处理，消除量纲带来的的影响，计算公式如下：

X'ij=(Xij-Xj)/Sj          （1）
    X'ij是标准化后的值，Xij是第i个试验号第j个评价指标的分值，Xj第j个评价指标的平均值，Sj是第j个评价指标的标准差。综合评分的计算公式为：
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表1  熊果苷缓释乳膏的制备工艺正交试验因素水平

	水平
	A

乳化温度/℃
	B

乳化时间/min
	C

搅拌速度/r·min−1

	1
	60
	10
	变速

	2
	70
	20
	1 200

	3
	80
	30
	  500


           注：变速指先以1200 r·min−1搅拌20 min，再以500 r·min−1搅拌。
表2  熊果苷缓释乳膏的制备工艺正交试验安排
	No.
	A
	B
	C
	D（空白）
	乳膏均匀度
	平均乳滴数
	综合评分

	1
	1
	1
	1
	1
	4.6
	46.7
	-0.017

	2
	1
	2
	2
	2
	4.5
	49.2
	-1.729

	3
	1
	3
	3
	3
	4.8
	45.5
	-1.176

	4
	2
	1
	2
	3
	4.4
	47.4
	 0.641

	5
	2
	2
	3
	1
	4.6
	47.1
	  0.665

	6
	2
	3
	1
	2
	4.5
	48.7
	 -0.439

	7
	3
	1
	3
	2
	4.7
	44.6
	  0.745

	8
	3
	2
	1
	3
	4.7
	48.4
	  0.852

	9
	3
	3
	2
	1
	4.8
	46.8
	  0.457


表3  综合评分方差分析

	方差来源
	SS
	f
	MS
	F
	P

	A
	0.291 8
	2
	0.058 4
	 17.39
	>0.05

	B
	0.300 3
	2
	0.600 6
	178.93
	<0.01

	C
	0.106 9
	2
	0.213 9
	 63.72
	<0.05

	D(误差)
	0.001 7
	2
	0.003 3
	
	


由表2可知，各因素对乳膏释放的影响大小为乳化时间>搅拌速度>乳化温度。方差分析表明乳化时间和搅拌速度对熊果苷缓释乳膏的制备工艺有显著影响，确定最佳制备工艺为A3B2C1，即乳化温度80 ℃，乳化时间20 min，搅拌速度为先以1 200 r·min−1搅拌20 min，再以500 r·min-1搅拌。

2.5验证试验  按优选的工艺制备3批熊果苷缓释乳膏，结果制备的熊果苷缓释乳膏乳滴圆整，色泽、大小均匀，质地细腻，无粗糙感，平均乳滴数较多，粒径基本均<180 μm，说明优选工艺稳定可行。

2.6 体外释放度试验
2.6.1 色谱条件  Agilent C18色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm），流动相甲醇-水（20:80），流速0.7 mL·min-1，进样量20 μL，检测波长283 nm，柱温30 ℃。

2.6.2 标准曲线的绘制  精密称取α-熊果苷对照品适量，加甲醇溶解并定容，制成60 mg·L-1的α-熊果苷对照品溶液，备用。分别进样5，10，20，40，50 μL，按2.6.1项下条件进行测定，以对照品峰面积为纵坐标，α-熊果苷的质量为横坐标，得回归方程Y=274.351X+1 045.9（r=0.9997），表明熊果苷在0.3~3 μg与峰面积呈良好线性关系。

2.6.3 熊果苷体外释放度考察  取健康小鼠，用8%Na2S溶液去毛，断颈处死，取背部皮肤，刮去皮下脂肪组织和粘连物，蒸馏水冲洗干净，用生理盐水浸泡30 min，备用。将制备好的熊果苷缓释乳膏于体外鼠皮上涂匀，使鼠皮下层紧密接触并排除气泡。使用Franz扩散池，接受池中以生理盐水为接受液，在接收室内加满接受液，水浴保温37 ℃，内置搅拌子以100 r·min-1速度搅拌，分别于1，4，8，12，24，48，72 h抽取接收室内1 mL接收液，并迅速补充等体积生理盐水，按2.6.1项下条件进行测定，测定熊果苷的含量。按下列公式计算单位面积累积释放度（Q）。
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    Cn为第n个取样点质量浓度；Ci为第i个个取样点质量浓度；V0为接受池体积；V为取样体积；S为扩散面积。
    取制备的3批熊果苷缓释乳膏和市售熊果苷乳膏样品，按2.6.3项下方法测定样品的体外释放度，绘制体外累积释放度曲线（图2）。
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图2  3批制备熊果苷缓释乳膏与市售制剂体外累积释放度曲线比较
由图2可知，3批熊果苷缓释乳膏样品缓释效果明显、质量稳定，和市售制剂相比具有明显的缓释作用。

2.7 稳定性考察

2.7.1 耐寒试验  取熊果苷缓释乳膏10 g装入密闭容器内，于-15 ℃冷冻箱保持24 h后取出。待恢复至室温后，乳膏膏体基本无变化，无分层现象。

2.7.2 耐热试验  取熊果苷缓释乳膏样品10 g分装入密闭容器内，在55 ℃的恒温箱中保持6 h，乳膏膏体基本无变化，无分层现象。

2.7.3 离心试验  取熊果苷缓释乳膏样品10 g放入离心管中，4 000 r∙min-1离心20 min，乳膏无分层现象。

    由以上结果可知，制备的熊果苷缓释乳膏稳定性良好。说明优选的工艺可推广于工业化生产应用。

3 讨论

在制备熊果苷缓释乳膏时，变速搅拌的效果比较好。快速搅拌（1200 r·min−1，20 min）使得油、水相充分混合，形成初乳；之后搅拌速度降低为500 r·min−1，有利于乳化膜的固化。当温度较高时，分子运动剧烈，有助于乳膏的形成。

缓释乳膏的释放速度取决于乳膏形成的乳滴表面膜，乳滴表面膜越牢固，则药物释放越缓慢。说明选用的乳化剂决定了乳滴表面膜的牢固性。处方中使用的乳化剂PEG-30二聚羟基硬脂酸酯是一种A-B-A型嵌段共聚物，可在水油界面迅速扩散，并能牢固的吸附在水油界面，形成乳化膜。因此，制得油包水型乳膏性质稳定，使药物被紧密包裹在内相中，从而起到缓释作用。助乳化剂单异硬脂酸甘油酯是一种非离子型的表面活性剂，既有亲水又有亲油基因，具有润湿、乳化、起泡等多种功能，可使膏体细腻，滑润。
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