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  [ 摘要]  目的: 采用复合磷脂脂质体技术制备莪术油脂质体并研究其最佳制备工艺及处方。方法: 采用高效液相色谱法

和分光光度法分别测定复合磷脂脂质体中莪术醇和莪术油的含量。采用乙醇注入法制备莪术油复合磷脂脂质体, 并以脂质体

中药物含量为考察指标,采用正交试验优选了莪术油复合磷脂脂质体的最优处方与工艺。结果: 以优化的工艺和处方制备的

莪术油复合磷脂脂质体,包封率稳定,药物含量高。结论: 该脂质体制备方法准确可靠,工艺可行,质量稳定可控。
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[ Abstract]  Objective: To investigate the preparation of the novel liposome composed of hydrogenated soy-

bean phosphatidylcholine ( HSPC) and soybean phosphatidylcholine ( SPC) containing zedoary turmeric oil ( ZTO) .

Method: HPLC analysis and spectrophotometry analysis were used to determine the contents of curcumol and ZTO in

ZTO liposomes both composed of HSPC and SPC respectively. The ZTO novel liposomes were prepared by ethanol

injection method. The best prescription of ZTO liposome both composed of HSPC and SPC was determined through

orthogonal design, using the drug content of liposomes as the evaluation index. Result: When ZTO novel liposome

was prepare with the best prescription, both the entrapment efficiency stability and the drug content were high.

Conclusion: The method was accurate and applicable. The preparation was feasible and the quality of the novel li-

posome was stable and controllable.
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  莪术油是从姜科植物蓬莪术 ( Curcuma phaeo-

caulis Val. ) 、广西莪术( C. kwangsiensis S. G. Lee et

C. F. L iang) 或温郁金 ( C. wenyujin Y. H. Chen et

C. Ling) 的干燥根茎中提取的挥发油,含有莪术醇、

β-榄香烯等多种活性成分。目前的研究表明,莪术

油具有确切的抗肿瘤、抗菌、抗病毒等作用
[ 1]
。临床

上有莪术油静脉注射液应用, 但因采用吐温-80 增

溶,具有溶血等毒副作用
[ 2]
。

脂质体( liposomes) 是一种结构和成分( 主要是

磷脂) 都类似于生物膜的超微型球状药物载体,具有

靶向、缓释长效、降低药物毒性、提高组织相容性和

药物稳定性等特点, 是静脉注射给药系统的常用载

体。在前期研究
[ 3 ]
中曾尝试将亲脂性的莪术油包裹

在脂质体双分子层中制备莪术油脂质体,以解决其

水溶性不佳的问题并避免使用吐温-80。但由于莪

术油中有效成分较多,而脂质体往往稳定性不佳,容
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易产生药物泄漏,故尝试采用复合磷脂脂质体技术

解决这一问题。

复合磷脂脂质体
[ 4]

,即采用 2 种或 2 种以上不

同相变温度的磷脂材料作为膜材,在储存和使用过

程中,脂质体双分子层中同时存在胶晶相和液晶相,

将双分子层分为若干个不连续的区域, 与单一磷脂

脂质体(双分子层中只存在一相) 相比,脂质体的某

些性质发生了显著改变。本文在大豆磷脂( soybean

phosphatidylcholine, SPC) 中添加少量氢化大豆磷脂

( hydrogenated soybean phosphatidylcholine, HSPC)

作为膜材制备了莪术油复合磷脂脂质体,并进行了

制备工艺的研究,以期提高药物的稳定性并用于静

脉注射。

1 材料

1. 1 仪器  高效液相色谱仪 ( LC-20AT, 日本岛

津) ; N2000 色谱工作站( 浙大智达信息工程有限公

司) ; DF-101SA集热式恒温加热磁力搅拌器( 南京科

尔仪器设备有限公司) ;紫外分光光度计( 752 型,上

海菁 华科 技 仪器 有限 责 任 公司 ) ; 电 子 天平

( BS124S,德国赛多利斯公司 ) ; 超声波细胞粉碎机

( JY92-Ⅱ型,宁波新芝生物科技股份有限公司) ;恒

流泵( HL-2S型,上海沪西分析仪器厂有限公司) 。

1.2 药品与试剂 莪术醇( 中国药品生物制品检定

所,批号 100185-200506) ;莪术油( 注射级,江西省吉

水县同仁药用油厂 ) ;大豆磷脂 ( SPC) ( 德国 lipoid

公司,批号 790549-1) ;胆固醇 ( 分析纯,中国慧兴生

化试剂有限公司, 批号 20030122) ; 氢化大豆磷脂

( HSPC) ( 德国 Lipoid 公司, 批号 256261-1) ; 乙腈

(色谱纯,美国 TEDIA 公司 ) ; 香草醛 ( 分析纯, 上海

化学试剂采购供应站分装厂) ; 泊洛沙姆 188( 美国

Sigma公司) 。

2 方法与结果

2. 1 分光光度法测定复合磷脂脂质体中莪术油的

含量
[ 3]

2. 1.1 显色剂( 香草醛硫酸溶液) 配制 取香草醛

0. 2 g,加入乙醇 1 mL使溶解,加入放冷的硫酸溶液

( 1→2) 100 mL,摇匀,即得,临用新制。

2.1.2 显色方法
[ 3 ]

 取 1 mL莪术油复合磷脂脂

质体加入 1 mL无水乙醇,涡旋 1 min, 40 ℃超声提

取 10 min, 4 000 r·min
- 1
离心 10 min, 取 0. 5 mL上

清液于 5 mL 量瓶内, 加入显色剂至刻度, 摇匀,在

23 ℃放置 1 h, 520 nm下测定吸光度。

2.2 HPLC测定复合磷脂脂质体中莪术醇的含量

2.2.1  色 谱 条 件  色 谱 柱 Diamonsil C18

( 4. 6 mm×250 mm, 5 μm) ;检测波长 210 nm;流动

相乙腈-水( 80∶20) ;柱温 35 ℃;流速 1. 0 mL·min
- 1

;

进样量 20 μL。莪术醇标准曲线为 Y = 1 564. 6X +

2. 970 3, r =0. 999 9,线性范围 0. 5 ～20 mg·L
- 1
。精

密度、重复性、加样回收率、稳定性均符合要求。具

体方法和数据已另文报道
[ 5 ]
。

2.2.2 供试品溶液的制备 精密吸取莪术油复合

磷脂脂质体溶液 1 mL, 加入 1 mL 破膜剂 ( 无水乙

醇∶异丙醇 =1∶4) ,超声 10 min,摇匀即得。

2.3 莪术油复合磷脂脂质体的制备

2.3.1 制备方法  根据前期研究, 采用乙醇注入

法制备莪术油复合磷脂脂质体。精密称取磷脂

( SPC与 HSPC的混合物) 、胆固醇,加入莪术油无水

乙醇溶液超声溶解, 恒温磁力搅拌下注入到 PBS

( pH = 6. 5) 中,挥去乙醇后,探头超声,即得。

2.3.2 复合磷脂比例的确定  制备了复合磷脂比

例( HSPC: SPC,重量比) 分别为 1∶9, 1∶3, 1∶1, 3∶1,

9∶1的莪术油复合磷脂脂质体, 结果发现,复合磷脂

比例( HSPC∶SPC) 大于等于 1 后,脂质体黏性增大,

迅速沉降,难以形成稳定的分散体系。复合磷脂比

例 1∶9与 1∶3的复合磷脂脂质体中莪术油的包封率

分别为 67. 99%和 70. 70% ,莪术醇的包封率分别为

29. 01% 和 25. 28%。鉴于 HSPC 的价格是 SPC 的

10 倍,因此在保证包封率的前提下,选择 HSPC用量

较少的磷脂比例为 1∶9的复合磷脂脂质体用于下一

步研究。

2.3.3 复合磷脂脂质体制备处方与工艺的优化  

采用 L9 ( 3
4
) 正交试验方法, 对莪术油复合磷脂脂质

体的处方与工艺进行优化,选用药脂重量比( A) 、胆

固醇与磷脂的质量比( B)、无水乙醇与 PBS( pH6. 5)

的体积比( C) 、搅拌温度 ( D) 为考察指标进行优化。

因素水平见表 1,正交试验设计及测定结果见表 2,

脂质体中莪术醇及莪术油含量的方差分析见

表 3, 4。
表 1 莪术油复合磷脂脂质体制备处方与工艺优化

正交设计因素水平

水平
A

药脂重量比

B
胆固醇∶磷脂

C
无水乙醇∶PBS

D
搅拌温度 /℃

1 1∶4   1∶3 1∶1 40

2 1∶6   1∶6 1∶2 50

3 1∶9   1∶12 1∶4 60
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表 2 莪术油复合磷脂脂质体处方正交试验设计

及含量测定结果 mg·L - 1

No. A B C D 莪术醇 莪术油

1 1 1 1 1 2. 51 973. 05

2 1 2 2 2 8. 81 1 402. 49

3 1 3 3 3 13. 80 1 484. 03

4 2 1 2 3 5. 45 1 288. 34

5 2 2 3 1 30. 42 1 549. 26

6 2 3 1 2 49. 83 1 560. 14

7 3 1 3 2 28. 10 1 560. 14

8 3 2 1 3 64. 29 1 696. 04

9 3 3 2 1 77. 02 1 804. 76

K1a 8. 373 12. 02 38. 877 36. 65

K2a 28. 567 34. 507 30. 427 28. 913

K3a 56. 47 46. 883 24. 107 27. 847

Ra 48. 097 34. 863 14. 77 8. 803

K1b 1 286. 523 1 273. 843 1 409. 743 1 442. 357

K2b 1 465. 913 1 549. 263 1 498. 53 1 507. 59

K3b 1 686. 98 1 616. 31 1 531. 143 1 489. 47

Rb 400. 457 342. 467 121. 4 65. 233

  注 : a为脂质体中莪术醇的含量 , b 为脂质体中莪术油的含量。

表 3 莪术醇含量的方差分析

因素 SS f F P

A 3 499. 656 2 25. 270 < 0. 05

B 1 874. 284 2 13. 534

C 329. 498 2 2. 379

D(误差 ) 138. 49 2 1. 000

  注 : F0. 05( 2, 2) = 19. 00, F0. 01( 2, 2) = 99. 00, 表 4 同。

表 4 莪术油含量的方差分析

因素 SS f F P

A 241 416. 785 2 35. 485 < 0. 05

B 197 634. 850 2 29. 049 < 0. 05

C 23 684. 662 2 3. 481

D(误差 ) 6803. 388 2 1. 000

  由直观分析结果可知, 4 个指标影响因素作用

均为 A > B > C > D; 以脂质体中莪术醇及莪术油的

含量分别作为指标时所得到的最优工艺有所不同

(以莪术醇含量作为指标,最优工艺为 A3 B3 C1D1 ;以

莪术油含量作为指标,最优工艺为 A3 B3 C3 D2 ,但莪

术油更能代表整体性,且方差分析结果表明,无水乙

醇与 PBS的体积比及搅拌温度影响不显著,因此以

脂质体中莪术油的含量作为指标筛选最优工艺。鉴

于 HSPC的相变温度为 50 ℃,为保证其在制备时能

充分溶解发挥作用,因此将搅拌温度定为 60 ℃。最

终确定最佳工艺为 A3 B3C3 D3,即药脂重量比为 1∶9,

胆固醇∶磷脂( 质量比) = 1∶12,无水乙醇∶PBS( 体积

比) =1∶4,温度为 60 ℃。

2.4 包封率的测定 采用葡聚糖凝胶法测定包封

率。精密吸取 1 mL莪术油复合磷脂脂质体,以磷酸

盐缓冲溶液 ( PBS) 为洗脱液,收集脂质体与游离药

物部分,分别测定两部分洗脱液的药物含量,并计算

包封率。包封率测定的方法学考察( 上柱回收率、洗

脱曲线) 具体方法和数据已另文报道 [ 3 ]
。

包封率 =脂质体中药物含量 / ( 脂质体中药物含量 +游

离药物含量) ×100%

按照上述优选工艺,制备 3 批莪术油复合磷脂

脂质体,并测定其包封率及含药量。结果莪术醇的

平均包封率为 49. 95% ,质量浓度为 85. 29 mg·L
- 1

;

莪术油的平均包封率为 66. 64% , 质量浓度为

1 899. 17 mg·L
- 1

,表明该优选工艺可行。

2.5 泄漏稳定性 取莪术油 SPC脂质体及复合磷

脂脂质体,加入等体积 1% 泊洛沙姆 188 溶液后于

37 ℃水浴中避光密封放置, 于不同时间点取样测定

脂质体中药物含量, 以开始放样时脂质体中药物含

量为 100%计算各个时间点的脂质体中含药量的相

对百分数。结果见图 1, 2。

图 1 莪术油 SPC 脂质体与复合磷脂脂质体中

莪术油的泄漏稳定性比较

图 2 莪术油 SPC 脂质体与复合磷脂脂质体中

莪术醇的泄漏稳定性比较

由图可见,莪术油复合磷脂脂质体中莪术油及

莪术醇的泄漏均明显小于普通的 SPC脂质体。7 d
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后 SPC脂质体和复合磷脂脂质体中莪术油含量分别

为 50. 85%和 70. 35% ;莪术醇含量分别为 53. 98%

和 88. 72%。

3 讨论

莪术油收载于《中国药典》2010 年版一部,常用

于抗病毒药、抗癌药,它的活性成分主要有莪术醇、

β-榄香烯等,其中莪术醇是公认的抗癌活性成分 [ 6 ]

且含量较高,因此本文也将莪术醇作为处方优选的

考察指标。

脂质体( liposomes) 是一种结构和成分 ( 主要是

磷脂) 都类似于生物膜的新型药物载体,包封药物后

可达到靶向和缓释的效果,可控制药物在体内的清

除速度及改变组织分布等,因此,我们将莪术油制成

脂质体拟开发新型抗肝癌制剂,并尝试应用复合磷

脂脂质体技术进一步改善药剂学性质。采用高相变

温度磷脂如 HSPC作为膜材完全替代 SPC已被证明

能够改善脂质体的稳定性
[ 7] ,但是, HSPC的价格是

SPC的 10 倍,推广应用较为困难。本文的研究结果

表明,在 SPC中添加少量( 10% )的 HSPC后,即可达

到较好的包封率及载药效果。前期也曾尝试制备莪

术油 HSPC脂质体,但发现载药效果很低,尤其是莪

术醇的包封率更是接近于 0。

处方优选时如采用包封率作为考察指标, 结果

与以脂质体中药物含量作为指标所得到的最优处方

工艺相同。挥发油类药物由于极易挥发,在制备脂

质体过程中不可避免地会有所损失,这一损失会直

接影响到脂质体中药物的含量,但对包封率( 相对比

率) 可能影响有限,因此在莪术油复合磷脂脂质体的

制备优化过程中,以脂质体中药物含量作为指标可

能更有意义。

由于中药的成分复杂,在进行制备工艺考察成

分选取时,往往存在代表性是否充分的问题。本文

同时采用莪术油总量及主要有效成分莪术醇的含量

作为指标筛选最优工艺, 得到的最优处方中主要影

响因素均相同,因此所得到的最优处方工艺更具有

说服力。
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