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木犀草素脂质体制剂处方和工艺优化研究

幸海燕，王) 昆，赵) 凯，张敬如，黄复生) ) （第三军医大学基础医学部病原生物学教研室，重庆 %"""*’）

) ) 摘) 要：目的) 优化制备注射用木犀草素脂质体的处方工艺。方法) 采用薄膜分散法和冻干工艺进行木犀草素脂
质体制备，并以载药量、包封率为评价指标，优化制备处方和工艺。结果) 木犀草素脂质体制备的最佳工艺处方为磷脂+
木犀草素!"+ !，磷脂+胆固醇 %+ !，水化介质为注射用水，温度为 $" ,。按照此处方工艺制备的木犀草素脂质体平均载药
量、平均包封率、平均粒径分别为 -. &!/、00. ’/、&-’. % 12。结论) 按优化处方和工艺制备的木犀草素脂质体各项指标
基本符合静脉应用要求。

) ) 关键词：木犀草素；脂质体；包封率；载药量
) ) 中图法分类号：3&’&. -!；3&’*. 0；3&’%) ) ) 文献标识码：4
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) ) 120#+’3#：!"#$%&’($ ) WM MJL;2;[H LGH JKHJ:K:L;M1 :1V NMK2?R:L;M1 MN ;1LK:XH1M?Y R?LHMR;1 R;JMYM2HY.
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MJL;2;[HV R;JMYM2H ]:Y -. &!/，00. ’/ :1V &-’. % 12 KHYJHPL;XHRS. 1+2%0/-’+2) WGH MJL;2;[HV R?LHMR;1 R;JM#
YM2HY :KH JKMXHV LM ^H Z?:R;N;HV NMK ;1LK:XH1M?Y ;1‘HPL;M1.
) ) 4,5 6(+-0：R?LHMR;1；R;JMYM2H；H1LK:J2H1L HNN;P;H1PS；VK?C#RM:V;1C

) ) 木犀草素（ R?LHMR;1）属于天然四羟基黄酮化合物，
新近研究证明对多种实体瘤、腹水癌和白血病有治疗

作用［!，&］。目前临床使用的木犀草素口服剂型存在生

物利用度低，血药浓度达峰时间长等不足，极大地限制

了其在抗肿瘤治疗中的推广应用。木犀草素新的给药

途径，特别是静脉应用已备受关注。木犀草素在水中

溶解度低［*］，给开发其静脉剂型带来很大的困难。本

研究对制备木犀草素脂质体进行了初步配方和工艺研

究，优化条件下制备的脂质体制剂显著提高了药物溶

解度，基本满足静脉应用要求，旨在为进一步开发临

床使用的注射用剂型提供实验基础。
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78 材料与方法

!. !) 主要器材和试剂
) ) U#!!"F 型高压微流机（美国），9;L:PG; $$ 超高速离心机
（日本），(" 型磁力搅拌器（沪西分析仪器厂，上海），3a#*"""
型旋转蒸发器（亚荣生化仪器厂，上海），4VX:1L:CH冷冻干燥机
（d;KL;Y公司，美国），4RRHLPG %&0 型高效液相色谱仪泵（4RRHLPG
公司，美国），Dd6F#&"! 型检测器（4RRHLPG 公司，美国），@HL:Y;[HK
*"""9F激光粒度仪（马尔文公司，英国），IHY;C1#a:YH 0. " 实验
设计软件（美国）。

) ) 磷脂（纯度 e ($/，德国 \;JM;V 公司），胆固醇（美国 F;C2:
公司），木犀草素原料药（纯度 e ((. $/，批号：&""%"*!-，西安
森弗生物技术有限公司），二丁基羟基甲苯（^?LSR:LHV GSVKMbS#
LMR?H1H，Q9W，美国 F;C2: 公司），甲醇、乙腈（色谱纯，韩国 F>
公司），四氢呋喃（色谱纯，天津市光复精细化工研究所），乙酸

（分析纯，上海申博化工有限公司），磷酸二氢钾、无水乙醇（分

析纯，重庆东方化学试剂厂），超纯水、磷酸盐缓冲液 OQF（本实
验室自制）。
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$# %" 方法
$# %# $" 影响因素、水平的确定及实验设计" " 根据文献［&］和
预实验结果，以木犀草素脂质体载药量、包封率为考察指标，选

取磷脂与木犀草素质量比、磷脂与胆固醇质量比、水化介质种

类和水化温度等 & 个影响因素，采用 ’()*+,-./)( 0# 1 软件进行
四因素双水平实验设计（表 $）。

表 !" 四因素双水平设计因素水平表

水平 2（磷脂3木犀草素）4（磷脂3胆固醇）5（水化介质类型） ’（水化温度）
$ $13 $ $3 $ 647 %8 9
% %13 $ &3 $ 注射用水 81 9

$# %# % " 木犀草素脂质体的制备 " " 取木犀草素原料药
%11 :+，按照实验设计称取各组设计量磷脂和胆固醇，无水乙
醇充分溶解，真空减压除有机溶剂，制得干膜。在设计温度下，

加入相应水化液，充分搅拌，水化得含有木犀草素的脂质悬液。

高压微流机 $# ;<= > $18 6/ 处理得脂质体胶体溶液，分别过
$# % !:和 1# &8 !:微孔滤膜，除去未包被的结晶，得到木犀草
素脂质体。进一步加入适量冻干保护剂甘露醇，补足体积到

$11 :?，按每瓶 $ :?分装，冷冻干燥即得成品。不加木犀草素
原料药，同法制备空白冻干脂质体。取 ; 个批号的木犀草素脂
质体进行处方验证。

$# %# ;" 高效液相色谱法（@*+@ A(BCDB:/,E( ?*FG*H E@BD:/ID+B/-
A@J，K6L5）测定脂质体中木犀草素的含量
$# %# ;# $ " 色谱条件 " " 色谱柱：M/I(B) 5$=（;# ! :: > %11
::，8 !:），流动相：甲醇3四氢呋喃3 $# 8N乙酸（%13 ;13 01，体
积分数），柱温：%8 9，流速：$# 1 :? O :*,，紫外检测波长：
;81 ,:，进样量：%1 !?，外标法定量。
$# %# ;# %" 标准曲线制备" " 精密称取在 $18 9干燥至恒重的
木犀草素原料药 $1 :+至 $1 :? 量瓶中，用甲醇溶解并定容至
刻度。精密吸取该溶液 $ :?至 $1 :?容量瓶中，加甲醇稀释至
刻度，摇匀，即得浓度为 $11 !+ O :? 的储备液。分别精密吸取
储备液 1# 18、1# $、1# %、1# 8$、$# 1 :? 至 $1 :? 容量瓶中，加甲醇
稀释至刻度，配制成 1# 8、$、%、8、$1 !+ O :?系列浓度的标准工作
液，自动进样 %1 !?，以木犀草素峰面积（2）对浓度（5，!+ O :?）
作一元线性回归。

$# %# ;# ; " 回收率与精密度试验 " " 精密吸取储备液 1# $0、
1P %、1# %& :?至 $1 :?量瓶中，分别加入处方量的空白脂质体溶
液，加甲醇稀释至刻度，制备 $# 0、%# 1、%# & !+ O :?高、中、低 ; 个
浓度样品，自动进样 %1 !?（每个浓度进样 0 针），记录色谱峰面

积，按回归方程计算回收率。同法制备上述溶液，于日内（1、%、
&、=、$%、%& @）及日间（$、%、;、&、8 H）进样，考察方法精密度，以
相对标准偏差（Q7’）表示。
$# %# ;# &" 木犀草素脂质体含量测定" " 取制得的冻干脂质体
$瓶，注射用水 $ :?复溶，精密移取 $ :?复溶液体至 $1 :?容量
瓶中甲醇稀释定容，然后取稀释液 $ :? 至 $11 :? 容量瓶中，甲
醇定容至刻度。按 $# %# ;# ; 项下测定制剂中木犀草素的含量。
$# %# &" 包封率的测定 " " 取冻干脂质体 $ 瓶，按 $# %# ;# & 项
下测得每瓶中木犀草素的总含量（M总）。另取相同批号的冻
干脂质体 $ 瓶，$ :?注射用水复溶后，加入离心管，注射用水补
足体积到 < :?，& 9、$11 111 > ! 离心 % @，取上清液 K6L5 检
测，求得未包封的游离药物总含量（M游）。按照公式计算冻干
脂质体复溶后包封率。

" " 包封率（N）R（M总 S M游）O M总 > $11N
$# %# 8" 载药量的测定" " 以公式计算载药量，式中M总为每瓶
木犀草素脂质体中木犀草素的总含量，M载为每瓶木犀草素脂
质体制剂中载体的总用量。

" " 载药量（N）R M总 O M载 > $11N
$# %# 0" 平均粒径与分布的测定" " 取木犀草素冻干脂质体 $
瓶，加 $ :?注射用水复溶，再加入 ; :? 注射用水稀释，样品使
用激光粒度分析仪测定脂质体平均粒径和多分散系数。设定

入射角度为 !1 9，样品温度为 %8 9时进行测定，每个样品连
续测定 ; 次，按散射光强度计算脂质体粒径与分布。

$# ;" 统计学处理
" " 采用 ’()*+,-./)( 0# 1 统计软件对实验结果进行统计分析。

#" 结果

%# $" K6L5方法建立结果
%# $# $" 标准曲线制备 " " 回归结果显示，木犀草素峰面积
（2）与其浓度（5）在 1# 8 T $1# 1 !+ O :? 范围内线性良好，回归
方程为：2 R S 0 &01# 1<! %! U &8 $01# 8=! 5，" R 1# !!! !。
%# $# %" 回收率与精密度试验" " 按照 $# %# ;# ; 项下测得高、
中、低 ; 个浓度回收率分别为（!!# ;! V 1# $$）N、（$1$# $% V
$P 08）N、（!!# !! V 1# ;<）N，日内平均精密度 Q7’ 为 1P &$N，
日间平均精密度 Q7’为 1# 0<N。
%# $# ;" 方法专属性考察" " 空白脂质体、木犀草素原料药与木犀
草素脂质体典型的色谱图见图 $。在本色谱条件下，脂质体中的辅
料对木犀草素的测定无干扰，木犀草素的保留时间为 =# %&! :*,。
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2：空白脂质体；4：木犀草素原料药；5：木犀草素脂质体
图 !" 木犀草素 $%&’ 色谱图
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!" !# 处方设计结果
# # 应用 $%&’()*+,&% -" . 软件进行四因素双水平设计（!/），按

随机排列顺序进行实验，制备脂质体制剂。分别按 01 !1 / 和
01 !1 2中方法进行包封率和载药量的测定。实验结果与分析见
表 ! 、3。

表 !" 处方设计实验结果

编号
磷脂4木犀草素
（5( 6 5(）

磷脂4胆固醇
（5( 6 5(）

水化介质
水化温度

（7）
载药量

（8）
包封率

（8）

0 0.4 0 04 0 9:; !2 2" 2 22" <
! !.4 0 04 0 9:; !2 /" 3 =<" 3
3 0.4 0 /4 0 9:; !2 2" < 2<" 0
/ !.4 0 /4 0 9:; !2 3" ! -3" !
2 0.4 0 04 0 注射用水 !2 -" / -/" 2
- !.4 0 04 0 注射用水 !2 /" 0 =0" <
< 0.4 0 /4 0 注射用水 !2 /" 2 /2" -
= !.4 0 /4 0 注射用水 !2 3" ! -/" .
> 0.4 0 04 0 9:; 2. -" / -/" >
0. !.4 0 04 0 9:; 2. 3" ! -3" 2
00 0.4 0 /4 0 9:; 2. -" 0 -0" <
0! !.4 0 /4 0 9:; 2. 3" = <2" <
03 0.4 0 04 0 注射用水 2. -" < -<" 3
0/ !.4 0 04 0 注射用水 2. 3" = <-" 3
02 0.4 0 /4 0 注射用水 2. -" = -=" 0
0- !.4 0 /4 0 注射用水 2. 3" ! -/" 2

表 #" 处方设计方差分析结果

载药量 包封率
项目

!值 系数估计 !值 系数估计

模型 ? ." ... 0 ." .<= <
截距 !." <. -2" ==

磷脂4木犀草素 ." ... 0 @ =" ./ ." .0= = 2" <2
磷脂4胆固醇 ? ." ... 0 @ 0" /3 ." 0.. ! @ 3" <2
水化介质 ." .>> 0 @ ." !/ ." >.- > ." !2
水化温度 ." ..3 / 0" !- ." 2!/ 0 0" 3<

# # 对实验结果进行统计分析，结果用多元线性模型表示。
# # 以载药量（ "0）为评价指标时，回归方程为："0 A !." < @
=1 ./ B @ 0" /3 : @ ." !3= C D 0" !- $。结果显示，该方程 #! A
.1 >!= /，! ? ." ... 0，回归方程有意义。系数分析，各因素对回
收率的影响依次为 B E : E $ E C。
# # 以包封率（ "!）为评价指标时，回归方程为："! A -2" == D
21 <2 B @3" <2 : D." !2 C D0" 3< $。结果显示，#! A ." 2.2 /，! A
." .<= <，说明各因素效应总的来说对包封率无显著影响。其中
因素 B的 !值为 ." .0= =（! ? ." .2），表明增加磷脂与木犀草
素原料药的比值，有利于提高包封率。

# # 针对本研究开发注射用木犀草素制剂的目的，在获得满意
的脂质体包封率的同时，需要兼顾制备中使用磷脂的成本。优

化评价标准拟在确保较高包封率前提下，使用尽量少的磷脂辅

料，因此提高载药量是关键。最终确定的优化配方和工艺条件

为：磷脂4木犀草素0.4 0，磷脂4胆固醇 /4 0，水化介质为注射用
水，温度为 2. 7。
!" 3# 外观性状
# # 冻干木犀草素脂质体外观呈黄色疏松粉末，加注射用水轻
摇立即复溶成黄色半透明脂质体胶体溶液，无可见异物颗粒，

!/ F放置无沉淀和分层等现象发生。

!" /# 脂质体的粒径分布
# # 测得木犀草素脂质体的平均粒径为 !<=" / )5，多分散指数
为 ." !>-。
!" 2# 处方验证
# # 优化处方和工艺条件下，制备了 3 批冻干木犀草素脂质体
（批号分别为 .-003.、.-0!.2、.-0!.-）进行验证研究，并进行了
载药量、包封率、粒度等指标的测定（表 /）。验证结果证明，通
过实验设计策略指导配方和工艺研究，在优化条件下制备的木

犀草素脂质体包封率、载药量、粒径大小和分布指标较为满意，

且具有较好的批间重现性。

表 $" 木犀草素脂质体指标测定结果

样品批号 包封率（8） 载药量（8） 平均粒径（)5） 多分散系数
.-003. -<" 2 -" /2 !<=" 3 ." !>
.-0!.2 -2" = <" /= !<>" - ." !=
.-0!.- -<" 0 <" <. !<<" ! ." !>
平均 --" = <" !0 !<=" / ." !>

#" 讨论

# # 木犀草素属弱酸性四羟基黄酮化合物，在水中的
溶解性非常低。现有木犀草素的口服制剂已用于临

床，但存在单次服药剂量较大、生物利用度低、疗效低

等缺点，很大程度地限制了其在临床上的应用。静脉

用药较口服用药剂量更准确、作用更迅速、药效更可

靠。但木犀草素的低水溶性增加了将其制成注射制剂

的难度，传统制备难溶药物注射剂的方法，如使用增溶

剂、表面活性剂以及 GH调节剂等，可能导致毒副作用
而存在安全性问题［2］。

# # 脂质体作为一种新型药物载体，可将难溶的脂溶
性药物包裹在泡囊疏水基团的夹层中，从而增加药物

溶解度［-］。将脂质体作为抗癌药物载体，具有增加癌

细胞对药物的摄取量、减少用药剂量、提高疗效、减少

毒副作用和控制药物释放等特点［<，=］。本研究将木犀

草素制成静脉注射给药的脂质体制剂，不仅能解决药

物溶解度低的问题，使其达到注射制剂对药物浓度和

粒径的要求，还能使药物快速、准确的发挥效用，具有

很高的临床价值和市场前景。

# # 脂质体的载药量和包封率是衡量脂质体品质优劣
的两个重要指标。药典有明确规定，临床用药脂质体

的包封率不得少于 =.8［>］。为此本研究在处方优化
时，选取木犀草素脂质体的载药量和包封率为评价指

标。脂质体为磷脂形成的双分子层药物载体，对亲脂

性药物有良好的包封率。脂质体的包封率和载药量与

制备方法（如薄膜蒸发法，逆向蒸发法等）、磷脂与药

物的质量比、磷脂与胆固醇的质量比、水化介质种类和

水化温度等因素有关。本研究根据文献资料和预实验

的结果，对以上因素进行考查，确定了木犀草素脂质体
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的制备工艺和处方。经过这两个指标考察得到的最优

处方制得的制剂，基本满足静脉给药的要求，为进一步

开发静脉注射用新剂型提供了实验基础。但在实施产

业化生产时，还需从安全、环保、经济的角度完善上述

制备工艺。

" " 实验计划法（$%&’() *+ %,-%.’/%)0&，123）是一种
利用基本统计理论及计算机数据处理技术，快速确定

核心技术因素以及优化条件的现代产品开发方法。

4.’56.6)6’［78］和 9:6.*0［77］将其用于医药领域后，123 在
新药开发的各个阶段已受到广泛关注。运用 123 方
法，可同时比较多种因素及其相互作用的效果，因此可

以大大减少实验次数，缩短产品开发或改进周期，降低

成本，提高产品可靠性。本研究在现有资料和预实验

的基础上，确立木犀草素脂质体制剂处方的影响因素

与水平，结合 123 技术进行筛选和优化，能在较短的
时间内开发出最佳的实验方法，节省了开发经费。

" " 本研究仅对木犀草素脂质体制备的工艺和处方进
行了初步探索。本制备方法过程简单，条件温和，易于

操作。我们选用甘露醇作为冻干保护剂，使冻干粉更

加疏松，水化更加容易，水化重建后得到的木犀草素脂

质体胶体溶液粒径合适且分布均匀，包封率高，因此能

够得到供注射用的木犀草素脂质体制剂。

" " 但有关此制剂的稳定性、体内作用机制、体内药物
浓度和抗癌靶向性仍需进一步研究，以期为临床提供

一种安全、有效的药物制剂。
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!" 讨论

" " S99在过去被称为圆柱瘤（ C@:’)$.*/6）或腺样囊腺癌，为
一种变体腺癌，男女发病无明显差异。S99 主要发生在涎腺，
少见于乳腺、皮肤、宫颈、上呼吸道、消化道及肺等其他地方，

S99为一种低度恶性肿瘤，术后易局部复发，晚期可出现远处
转移，因而远期预后不良［E］。本病临床表现无特异性，最显著

的临床表现为吸气时有哮鸣音，就诊时，临床医师常常想到的

是支气管哮喘，而极少想到气管肿瘤，因而患者往往会延误诊

断。

" " 由于气管 S99 属于低度恶性肿瘤，故其影像表现多界于
良恶性肿瘤之间。S99的一个突出 9Z 征象是沿黏膜下延伸，
即表现为沿管壁梭状走行的软组织肿块，气管壁增厚，肿瘤的

长径一般多大于横径，肿瘤侵犯管壁多大于 7T8[［K］。肿瘤在形
状上表现多样，可呈息肉状或结节状向腔内突入，宽基底，管壁

局部浸润性增厚。亦可同时侵犯腔内外，造成腔内外软组织肿

块，管腔相应狭窄和阻塞，也可以于气管黏膜上皮下方沿着管

壁长轴浸润生长，致管壁不同程度的增厚与相应管腔狭窄。

" " 9Z扫描能准确描述肿瘤本身的改变和对周围结构的侵犯
情况，特别是多层螺旋 9Z 应用于临床以后。9Z 多平面重建、

气管支气管树重建及仿真内窥镜技术的应用，弥补了横断面图

像对气管、支气管树长轴显示的不足［K］。本组病例中 E 例患者
采用 7M 层 9Z完成扫描，与术中所见对比，轴位图像、多平面重
建、气管支气管树重建及仿真内窥镜技术的联合应用对病变范

围及管腔形态的显示甚至优于纤维支气管镜。

" " 综上所述，对于发生于气道的肿瘤，同时兼有良恶性肿瘤
的特征，应多考虑为 S99 的诊断。9Z 能准确的描述气道病变
及周围纵隔的情况，可作为诊断气道 S99的首选检查方法。
" " 关键词：气管肿瘤；腺样囊性癌；体层摄影术，W线计算机
" " 中图法分类号：BVK8# UU" " " 文献标识码：>
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