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金银花总黄酮脂质体的制备及对ＭＲＳＡ的抑制作用

熊　瑞１，倪　睿２，刘恒旭１，张世鹏１，王　璐１，来小丹１　　４０００２０重庆，陆军军医大学第一附属医院江北院区
（陆军第九五八医院）药剂科１；４０００４２重庆，陆军特色医学中心（大坪医院）药剂科２

　　［摘要］　目的　制备金银花总黄酮（ＬｏｎｉｃｅｒａｅＪａｐｏｎｉｃａｅＦｌｏｓｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ，ＬＪＦＴＦ）脂质体，并评价
其对耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，ＭＲＳＡ）的抑制作用。
方法　采用乙醇注入法制备 ＬＪＦＴＦ脂质体（ＬＪＦＴＦｌｉｐｏｓｏｍｅ，ＬＪＦＴＦＬ），以磷脂浓度、磷脂与胆固醇质量
比（脂胆比）、ＬＪＦＴＦ质量浓度为考察因素，以包封率、载药量为评价指标，通过星点设计效应面法优化
制备工艺。通过观察性状、利用激光粒度仪测定粒径、多分散指数（Ｐｏｌｙｍｅｒｄｉｓｐｅｒｓｉｔｙｉｎｄｅｘ，ＰＤＩ）和Ｚｅｔａ
电位对ＬＪＦＴＦＬ进行表征，并通过高效液相色谱法测定其体外释放率。采用平板法和细菌活死染色实
验观察 ＬＪＦＴＦＬ对 ＭＲＳＡ的抗菌活性，采用结晶紫染色观察 ＬＪＦＴＦＬ对 ＭＲＳＡ生物膜的抑制作用。
结果　经过优化和验证确定 ＬＪＦＴＦＬ的最佳处方为：磷脂浓度３５．００ｍｇ／ｍＬ，脂胆比１５．００，ＬＪＦＴＦ浓度
５．７４ｍｇ／ｍＬ；制得的ＬＪＦＴＦＬ呈淡黄色乳状液，测得其平均包封率为８６．３７％（ＲＳＤ＝０．３７％，ｎ＝３），平均
载药量为１１．６９％（ＲＳＤ＝０．０９％，ｎ＝３），粒径为（１７３．６０±１．０７）ｎｍ，ＰＤＩ值为 ０．１５±０．０５，Ｚｅｔａ电位为
（－４．８６±０．６０）ｍＶ；游离的 ＬＪＦＴＦ在 ４ｈ内释放完全，ＬＪＦＴＦＬ在体外 １２ｈ的累计释放率为（５９．４４±
３．５８）％，在３０ｈ的累计释放量为（６３．５８±５．７８）％。平板法和细菌活死染色实验表明，ＬＪＦＴＦＬ可显著
抑制ＭＲＳＡ生长并促进其死亡；结晶紫染色结果显示，ＬＪＦＴＦＬ可显著抑制 ＭＲＳＡ生物膜形成，且
ＬＪＦＴＦＬ干预组与同浓度游离的ＬＪＦＴＦ干预组相比差异具有统计学意义（Ｐ＜０．００１）。结论　本研究成
功制得ＬＪＦＴＦＬ并对其处方工艺进行了优化，ＬＪＦＴＦＬ在体外对ＭＲＳＡ呈显著的抗菌增效活性。
　　［关键词］　金银花总黄酮；脂质体；星点设计效应面法；耐甲氧西林金黄色葡萄球菌
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　　耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔ
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，ＭＲＳＡ）是一种常见的多重耐药
菌，可引起感染性休克、心内膜炎、重症肺炎等一系列

感染性疾病［１］。ＭＲＳＡ对氨基糖苷类、大环内酯类、磺
胺类和四环素类等经典抗菌药物具有多重耐药性，给

临床的抗 ＭＲＳＡ治疗带来较大挑战［２］。目前临床抗

ＭＲＳＡ的常用药物主要包括万古霉素（ｖａｎｃｏｍｙｓｉｎ，
ＶＡＮ）、利奈唑胺和达托霉素，但有研究发现 ＶＡＮ对
ＭＲＳＡ的最低抑菌浓度出现向上漂移，并且上述药物
的不良反应（腹泻、头痛、恶心等）及安全风险（肾损害

等）在一定程度上影响了 ＶＡＮ使用［３－４］。因此，积极

探寻有效且安全的抗 ＭＲＳＡ药物对于临床抗感染治
疗意义重大。

　　金银花具有清热解毒、凉散风热的功效，中医临床
上主要用于治疗痈肿疔疮、喉痹、丹毒、热毒血痢、温病

发热［５］。现代研究表明，金银花含有黄酮、有机酸、皂

苷、萜类等成分，其中金银花中的总黄酮（Ｌｏｎｉｃｅｒａｅ
ＪａｐｏｎｉｃａｅＦｌｏｓｔｏｔａｌｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ，ＬＪＦＴＦ）具有显著的抗
菌、抗病毒和抗炎活性，提示其在创伤和感染性疾病中

具有良好的应用前景［６－８］。然而，目前 ＬＪＦＴＦ尚未被
开发成制剂应用于临床。

　　脂质体是一种利用类脂质双分子层薄膜包载药物
的超微球形载体制剂，其对亲水和疏水性药物均具有

良好的包载能力，并能提高药物的稳定性、改变药物在

体内的分布、增强靶向性，同时还具有一定的缓释作

用［９］。脂质体作为最重要的药物载体之一已被广泛

用于肿瘤、感染、神经和精神等疾病的药物制剂开发，

同时，在食品和化妆品领域也被广泛研究和应

用［１０－１１］。由于ＬＪＦＴＦ成分复杂，最大程度地保留其成
分种类和含量在其制剂过程中十分重要。本研究选用

脂质体作为载体，有利于 ＬＪＦＴＦ中的亲水和疏水性药
物同时负载其中，从而最大程度地保留 ＬＪＦＴＦ中的成
分种类。本研究通过星点设计效应面法优化 ＬＪＦＴＦ
脂质体（ＬＪＦＴＦｌｉｐｏｓｏｍｅ，ＬＪＦＴＦＬ）的制备工艺，并在体
外评价其抗ＭＲＳＡ活性，以期为 ＬＪＦＴＦ的进一步开发
利用和新型抗ＭＲＳＡ药物研发提供参考。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
　　本研究主要采用的试剂有：ＬＪＦＴＦ（中国西安天一
生物技术有限公司）；大豆磷脂［Ｎ０１００６，中国艾伟拓
（上海）医药科技有限公司］；胆固醇（中国北京鼎国昌

盛生物技术有限责任公司）；木犀草苷（含量≥９８％，
中国食品药品检定研究院）；乙腈（色谱纯，美国霍尼

韦尔公司）；磷酸（分析纯，中国成都科龙化工试剂

厂）；无水乙醇［分析纯，中国重庆川东化工（集团）有

限公司］；磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，
ＰＢＳ，中国上海碧云天生物技术有限公司）；水解酪蛋
白（ｍｕｅｌｌｅｒｈｉｎｔｏｎ，ＭＨ）肉汤（ＨＢ６２３１，中国青岛海博
生物技术有限公司）；ＭＨ琼脂（ＨＢ６２３２，中国青岛海
博生物技术有限公司）；细菌活死染色试剂盒（Ｌ７０１２，
美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ＶＡＮ（德国 ＢｉｏＦｒｏｘｘ公司）；
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ＭＲＳＡ菌株（ＡＴＣＣ４３３００，中国重庆恩诺医疗设备有限
公司）。

　　本研究主要采用的仪器有：激光粒度仪（Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ
ＮａｎｏＺＳ９０，英国马尔文仪器有限公司）；超声破碎仪
（Ｑ５００，中国基因有限公司）；磁力搅拌器［ＭＳＨＰｒｏ＋，
中国大龙兴创实验仪器（北京）有限公司］；低温离心

机（ＡｌｌｅｇｒａＸ３０Ｒ，美国贝克曼库尔特公司）；高效液相
色谱仪（ＬＣＭ２０Ａ，日本岛津公司）；恒温培养摇床
（ＴＨＺ３００，中国上海一恒科技有限公司）；恒温培养箱
（ＧＰＨ９２７０Ｎ，中国上海一恒科技有限公司）；荧光显
微镜（ＤＭ４Ｂ，德国徕卡公司）。
１．２　方法
１．２．１　ＬＪＦＴＦＬ的制备
　　本研究采用乙醇注入法制备脂质体。按处方配比
称取ＬＪＦＴＦ、大豆磷脂和胆固醇，将 ＬＪＦＴＦ溶于３０ｍＬ
纯水并置于磁力搅拌器上预热至４０℃。将大豆磷脂
和胆固醇溶于 ５ｍＬ无水乙醇中，在 ５００ｒ／ｍｉｎ搅拌
下，用１ｍＬ注射器缓慢将无水乙醇溶液注入ＬＪＦＴＦ水
溶液中。在搅拌下挥干乙醇后，用超声破碎仪以４０％
超声能量超声１０ｍｉｎ，即得ＬＪＦＴＦＬ。
１．２．２　ＬＪＦＴＦ含有量测定
１．２．２．１　对照品溶液的制备　　精密称取木犀草苷
对照品适量，用甲醇溶解配制成 ５０μｇ／ｍＬ的对照品
溶液。

１．２．２．２　供试品溶液的制备　　取“１．２．１”项下制
得的脂质体适量，室温下１５０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ后，
取上清液即得。

１．２．２．３　色谱条件　　色谱柱为迪马 ＰｌａｔｉｓｉｌＣ１８柱
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相为乙腈（Ａ）０．１％磷
酸溶液（Ｂ）；梯度洗脱（０～３０ｍｉｎ，１５％Ａ→４０％Ａ）；流
速为１ｍＬ／ｍｉｎ；柱温 ３０℃；进样量 １０μＬ；检测波长
２５４ｎｍ。
１．２．２．４　方法学考察　　精密吸取木犀草苷对照品
溶液，用甲醇梯度稀释６个浓度，然后按照“１．２．２．３”
项下色谱条件进样检测，记录木犀草苷色谱峰峰面积，

以木犀草苷的质量浓度为横坐标（Ｘ）、峰面积为纵坐
标（Ｙ）绘制标准曲线。取供试品溶液，按上述色谱条
件连续进样６次进行检测，根据测得的峰面积计算木
犀草苷含量，考察精密度。将供试品溶液放置０、２、４、
６、８、１２ｈ后进样检测，根据峰面积计算木犀草苷含
量，考察稳定性。取６份ＬＪＦＴＦＬ，按“１．２．２．２”项下方
法制备供试品溶液，然后进样检测，根据峰面积计算木

犀草苷含量，考察重复性。取已知木犀草苷含量的供

试品溶液６份，分别按 １∶１的比例精密加入木犀草苷
对照品，按相同色谱条件进样检测，记录峰面积并计算

加样回收率。

１．２．３　ＬＪＦＴＦＬ包封率及载药量的测定　　取 １ｍＬ
ＬＪＦＴＦＬ至离心管中，室温下１５０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，
取上清液按“１．２．２．３”项下色谱条件测定木犀草苷色
谱峰峰面积，代入“１．２．２．４”项下标准曲线所得回归
方程计算木犀草苷含量，即为木犀草苷游离量

（Ｍ游离）。根据木犀草苷在 ＬＪＦＴＦ中的含量百分比换
算出木犀草苷的总投料量（Ｍ总）。根据下列公式计算
包封率和载药量：包封率（％）＝（１－Ｍ游离／Ｍ总）×
１００％，载药量（％）＝（ＬＪＦＴＦ投料量×包封率／ＬＪＦＴＦ
及载体投料量之和）×１００％。
１．２．４　ＬＪＦＴＦＬ处方优化
１．２．４．１　单因素试验　　磷脂浓度：将磷脂与胆固醇
质量比（脂胆比）固定为６，ＬＪＦＴＦ浓度固定为２ｍｇ／ｍＬ，
分别将磷脂浓度设置为 １０、２０、３０、４０ｍｇ／ｍＬ，按
“１．２．１”项下方法制备 ＬＪＦＴＦＬ，并按“１．２．２．２”项下
方法制备供试品测定上清液含量，根据“１．２．３”项下
方法计算包封率，考察不同磷脂浓度对包封率的影响。

将磷脂浓度固定为上一步实验确定的最佳值，ＬＪＦＴＦ
浓度固定为２ｍｇ／ｍＬ，分别将脂胆比设置为 ２、５、１０、
１５，按照上述相同方法制备脂质体测定包封率，考察不
同脂胆比对包封率的影响。将磷脂浓度和脂胆比固定

为最佳值，分别将药物浓度设置为０．５、２、４、６ｍｇ／ｍＬ，
按照上述相同方法制备脂质体测定包封率，考察不同

药物浓度对包封率的影响。

１．２．４．２　星点设计效应面法优化处方　　在单因素
试验的基础上，选择磷脂浓度（Ａ）、脂胆比（Ｂ）和
ＬＪＦＴＦ浓度（Ｃ）为考察因素，以ＬＪＦＴＦＬ包封率（Ｙ１）和
载药量（Ｙ２）为效应值，应用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６．１软
件进行星点设计效应面法优化脂质体处方，采取３因
素５水平的星点设计效应面优化法，确定最佳处方工
艺，考察因素及水平见表１。

表１　星点设计效应面法的因素水平

水平
因素

－１．６８２ －１ ０ １ １．６８２
Ａ／磷脂浓度（ｍｇ／ｍＬ） １３．１８ ２０ ３０ ４０ ４６．８２
Ｂ／脂胆比 １．５９ ５ １０ １５ １８．４１
Ｃ／ＬＪＦＴＦ浓度（ｍｇ／ｍＬ） ０．６４ ２ ４ ６ ７．３６

１．２．４．３　最优处方验证　　按照最佳处方配比制备
３批ＬＪＦＴＦＬ，按照“１．２．３”项下方法测定其包封率和
载药量，并根据公式计算偏差：偏差（％）＝（预测值－
实际值）／预测值×１００％。
１．２．５　ＬＪＦＴＦＬ外观观察和粒径、Ｚｅｔａ电位测定　　
按照“１．２．４”项下确定的最优处方制备３批 ＬＪＦＴＦＬ，
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观察其外观特征，并利用激光笔观察其丁达尔现象。

利用激光粒度仪分别测定 ３批样品的粒径和 Ｚｅｔａ
电位。

１．２．６　ＬＪＦＴＦＬ体外释药曲线测定　　平行制备３批
ＬＪＦＴＦＬ和相同浓度的游离ＬＪＦＴＦ溶液，各分别取２ｍＬ
装入分子截留量为 ７０００的透析袋中，将透析袋浸泡
于 ２００ｍＬＰＢＳ（含 １０ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４、２ｍｍｏｌ／Ｌ
ＮａＨ２ＰＯ４、１３５ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、４．７ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，ｐＨ＝
７．３±０．１）中，在３７℃、１００ｒ／ｍｉｎ的摇床上进行透析，
分别于 １、２、３、４、６、９、１２、２４、３０ｈ从透析液中取出
１ｍＬ，同时补充１ｍＬ新的 ＰＢＳ，对取出的透析液进行
含量测定，计算释放率。

１．２．７　ＬＪＦＴＦＬ对 ＭＲＳＡ生长和存活的影响　　取
ＭＲＳＡ菌液１００μＬ加至９６孔板，于６００ｎｍ处测定吸
光度值（ＯＤ６００），并用 ＭＨ肉汤培养基调整菌液浓度，
使ＯＤ６００为０．４，稀释１０

４倍备用。利用ＭＨ肉汤培养
基分别将ＬＪＦＴＦＬ浓度调整为１、２、４ｍｇ／ｍＬ（以ＬＪＦＴＦ
计），同时用 ＭＨ肉汤培养基分别将游离的 ＬＪＦＴＦ和
ＶＡＮ浓度调整为 ４ｍｇ／ｍＬ和 １０μｇ／ｍＬ，取上述药液
各１ｍＬ并加入１００μＬ已稀释的菌液，混匀后取１００μＬ
滴加至ＭＨ琼脂平板中央用涂布器涂匀。将平板置于
３７℃恒温培养箱培养２４ｈ后观察细菌生长情况。利
用细菌活死染色实验观察 ＬＪＦＴＦＬ对 ＭＲＳＡ存活的影
响。将ＯＤ６００为 ０．４的 ＭＲＳＡ菌液稀释 １００倍备用，
然后分别向１、２、４ｍｇ／ｍＬ的ＬＪＦＴＦＬ（１ｍＬ）中加入菌
液１００μＬ，混匀后置于摇床上 １００ｒ／ｍｉｎ、３７℃培养
８ｈ。培养结束后，利用细菌活死染色检测试剂盒中的
ＳＹＴＯ９和ＰＩ染料按照说明书进行染色并用荧光显微
镜采集图像。

１．２．８　结晶紫染色　　将 ＯＤ６００为 ０．４的 ＭＲＳＡ菌
液用ＭＨ肉汤培养基稀释１００倍备用。按照“１．２．７”
的方法利用ＭＨ肉汤培养基将ＬＪＦＴＦＬ、ＬＪＦＴＦ、ＶＡＮ调
整至相应浓度，然后向药液中加入十分之一体积的菌

液混匀后加至 ９６孔板中，每孔 １００μＬ，置于摇床上
１００ｒ／ｍｉｎ、３７℃培养２４ｈ。培养结束后弃菌液，用生
理盐水清洗各孔２次，然后向每孔加１００μＬ甲醇固定
５ｍｉｎ，弃甲醇后用生理盐水清洗２次，滴加０．５％结晶
紫染液于室温染色２０ｍｉｎ。弃染液，生理盐水清洗至
溶液无色后加２００μＬ９５％乙醇复溶后测定５９０ｎｍ处
吸光度值，计算生物膜抑制率。生物膜抑制率（％）＝
（１－ＯＤ实验孔／ＯＤ对照孔均值）×１００％。
１．３　统计学分析
　　星点设计效应面法中的模型拟合和方差分析在
ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６．１软件中完成，ＬＪＦＴＦＬ的抗菌实
验数据以 珋ｘ±ｓ表示，各组数据经正态检验后采用单因

素方差分析，以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　含量检测的方法学考察结果
　　以木犀草苷的质量浓度为横坐标（Ｘ）、峰面积为
纵坐标（Ｙ）绘制标准曲线，所得线性回归方程为：Ｙ＝
２７２７２Ｘ－１３５４２（Ｒ２＝０．９９９７），线性范围为 ０．８～
５０．０μｇ／ｍＬ，表明木犀草苷在该浓度范围内呈良好
的线性关系。精密度试验相对标准偏差（ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ，ＲＳＤ）为０．２８％，表明精密度良好。
稳定性试验 ＲＳＤ为 １．０５％，表明该试品溶液在 １２ｈ
内稳定性良好。重复性试验ＲＳＤ为１．３８％，表明该方
法重复性良好。加样回收率试验结果显示，木犀草苷

的平均加样回收率为 １０１．１４％，ＲＳＤ为 １．９５％，表明
该方法准确度较好。因此，本方法可用于后续实验的

含量测定。

２．２　单因素考察结果
　　结果显示，随着磷脂浓度升高，包封率呈先升高后
降低趋势，因此后续实验选择磷脂浓度为 ３０ｍｇ／ｍＬ
作为磷脂浓度的中心点（图 １Ａ）。固定磷脂浓度和
ＬＪＦＴＦ浓度，考察不同脂胆比对包封率的影响，结果显
示，随着脂胆比升高，包封率呈先升高后降低趋势，因

此后续实验选择脂胆比为 １０作为脂胆比的中心点
（图１Ｂ）。将磷脂浓度和脂胆比固定，考察不同药物浓
度对包封率的影响，结果显示，随着药物浓度升高，包

封率呈先升高后降低趋势，因此后续实验选择 ＬＪＦＴＦ
浓度为４ｍｇ／ｍＬ作为药物浓度的中心点（图１Ｃ）。
２．３　星点设计效应面法优化处方结果
　　根据３因素 ５水平的星点设计效应面法的实验
设计逐一进行 ＬＪＦＴＦＬ的制备，并测定包封率和载药
量，实验设计和测定结果显示，包封率最高为８８．５５％，
最低为７０．４７％，载药量最高为１７．０６％，最低为１．６２％
（表２）。以包封率（Ｙ１）、载药量（Ｙ２）为效应面，对星
点设计实验结果进行拟合，得到回归方程：Ｙ１＝
８６．０３＋４．４７Ａ＋１．３７Ｂ－１．６５Ｃ＋０．１６ＡＢ＋１．９９ＡＣ－
０．２６ＢＣ－２．１１Ａ２－０．４６Ｂ２－２．２６Ｃ２；Ｙ２＝９．３７－２．５８Ａ＋
０．７５Ｂ＋３．９４Ｃ－０．１３ＡＢ－０．７１ＡＣ＋０．１６ＢＣ＋０．６９Ａ２－
０．４４Ｂ２－０．４２Ｃ２。由方差分析可知，模型Ｐ＜０．００１，具
有极显著影响，而失拟项 Ｐ＞０．０５，可认为无失拟因素
存在（表３）。包封率、载药量的模型相关系数Ｒ２分别
为０．９３４、０．９９１，调整Ｒ２分别为０．８７５、０．９８３，表明模
型拟合度良好，该模型可用于分析和预测 ＬＪＦＴＦＬ的
制备工艺。在３个因素中，Ａ、Ｂ、Ｃ均对包封率和载药
量有显著影响（Ｐ＜０．０５），在两两交互项中，ＡＣ有显著
影响（Ｐ＜０．０５）。

８５７２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图１　ＬＪＦＴＦＬ处方优化的单因素试验结果

表２　星点设计效应面法的实验设计及结果

编号 Ａ／磷脂浓度（ｍｇ／ｍＬ） Ｂ／脂胆比 Ｃ／药物浓度（ｍｇ／ｍＬ） Ｙ１／包封率（％） Ｙ２／载药量（％）

１ ４０．００ ５．００ ６．００ ８４．７３ ９．６４

２ ３０．００ １０．００ ４．００ ８５．５７ ９．４３

３ ２０．００ １５．００ ２．００ ８３．１２ ７．３９

４ ３０．００ １０．００ ７．３６ ７５．５６ １４．６８

５ ３０．００ １０．００ ４．００ ８７．５９ ９．４８

６ ４６．８２ １０．００ ４．００ ８７．８３ ６．２９

７ ２０．００ ５．００ ６．００ ７３．７１ １５．４１

８ ３０．００ １０．００ ４．００ ８７．０５ ９．７９

９ ３０．００ １０．００ ４．００ ８８．５５ ９．５２

１０ ２０．００ １５．００ ６．００ ７５．１０ １７．０６

１１ ３０．００ １０．００ ４．００ ８４．６４ ９．１５

１２ １３．１８ １０．００ ４．００ ７０．４７ １６．２８

１３ ３０．００ １．５９ ４．００ ８１．５９ ６．３１

１４ ４０．００ ５．００ ２．００ ８３．７６ ３．４４

１５ ４０．００ １５．００ ６．００ ８７．９３ １０．７８

１６ ３０．００ １８．４１ ４．００ ８６．０３ ９．８３

１７ ２０．００ ５．００ ２．００ ７９．５４ ６．３３

１８ ４０．００ １５．００ ２．００ ８６．８４ ３．９３

１９ ３０．００ １０．００ ４．００ ８３．０９ ８．８７

２０ ３０．００ １０．００ ０．６４ ８１．９２ １．６２

　　固定其中１个因素，用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６．１软
件绘制另外 ２个因素对包封率和载药量的三维曲面
图。结果显示，在包封率和载药量中，因素Ａ与因素Ｃ
的曲面交互影响作用均最强，曲面最陡峭（图２）。根
据模型预测得到ＬＪＦＴＦＬ的最佳处方配比为：磷脂浓度
３５．０５ｍｇ／ｍＬ，脂胆比１５．００，药物浓度５．７４ｍｇ／ｍＬ，预
测包封率为８６．２４％、载药量为１１．４２％。结合实际操
作，确定 ＬＪＦＴＦＬ的最佳处方配比为：磷脂浓度

３５．００ｍｇ／ｍＬ，脂胆比１５．００，药物浓度５．７０ｍｇ／ｍＬ。
　　按照最优处方制备３批 ＬＪＦＴＦＬ的包封率分别为
８５．９６、８６．７４、８６．４０（ＲＳＤ＝０．３７％，ｎ＝３），平均包封率
为 ８６．３７％，偏差为 ０．１５％；载药量分别为 １１．６７、
１１．７０、１１．６８（ＲＳＤ＝０．０９％，ｎ＝３），平均载药量为
１１．６９％，偏差为２．３６％。可见 ３批 ＬＪＦＴＦＬ包封率和
载药量无显著差别，并且与模型预测值接近，偏差小于

５％，说明采用效应面分析得到处方工艺准确可靠。

９５７２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２４）



表３　包封率和载药量的方差分析

包封率 载药量
来源 自由度

离均差平方和 均方 Ｆ Ｐ 离均差平方和 均方 Ｆ Ｐ
模型 ９ ４９２．６７ ５４．７４ １５．７２ ＜０．００１ ３２８．１４ ３６．４６ １２６．３７ ＜０．００１
Ａ １ ２７２．２８ ２７２．２８ ７８．２１ ＜０．００１ ９０．６９ ９０．６９ ３１４．３２ ＜０．００１
Ｂ １ ２５．６２ ２５．６２ ７．３６ ０．０２２ ７．７２ ７．７２ ２６．７４ ＜０．００１
Ｃ １ ３７．０７ ３７．０７ １０．６５ ０．００９ ２１１．７７ ２１１．７７ ７３３．９８ ＜０．００１
ＡＢ １ ０．２２ ０．２２ ０．０６ ０．８０９ ０．１４ ０．１４ ０．５０ ０．４９５
ＡＣ １ ３１．６５ ３１．６５ ９．０９ ０．０１３ ４．０７ ４．０７ １４．１０ ０．００４
ＢＣ １ ０．５３ ０．５３ ０．１５ ０．７０４ ０．１９ ０．１９ ０．６７ ０．４３２

Ａ２ １ ６４．２２ ６４．２２ １８．４５ ０．００２ ６．９６ ６．９６ ２４．１１ ＜０．００１

Ｂ２ １ ３．１１ ３．１１ ０．８９ ０．３６７ ２．８０ ２．８０ ９．７２ ０．０１１

Ｃ２ １ ７３．４１ ７３．４１ ２１．０９ ０．００１ ２．４８ ２．４８ ８．６１ ０．０１５
残差 １０ ３４．８１ ３．４８ ２．８９ ０．２９
失拟项 ５ １４．２０ ２．８４ ０．６９ ０．６５４ ２．３７ ０．４７ ４．６５ ０．０５９
纯误差 ５ ２０．６１ ４．１２ ０．５１ ０．１０
总差 １９ ５２７．４８ ３３１．０２

图２　各因素对包封率和载药量的效应面图

２．４　ＬＪＦＴＦＬ的外观观察、粒径和Ｚｅｔａ电位测定结果
　　按照最佳处方制得的 ＬＪＦＴＦＬ外观呈淡黄色的乳
状液（图３Ａ），并在暗室可观察到丁达尔现象（图３Ｂ）。
测得粒径为（１７３．６０±１．０７）ｎｍ（图３Ｃ），多分散性指数
（ｐｏｌｙｄｉｓｐｅｒｓｉｔｙｉｎｄｅｘ，ＰＤＩ）值为０．１５±０．０５，Ｚｅｔａ电位
为（－４．８６±０．６０）ｍＶ（图３Ｄ）。

２．５　ＬＪＦＴＦＬ体外释放测定结果
　　结果显示，游离的ＬＪＦＴＦ溶液在３ｈ内快速释放，
并在４ｈ左右释放完全；ＬＪＦＴＦＬ相比于游离的 ＬＪＦＴＦ
溶液总体释放较慢，但在前 ４ｈ内释放相对较快，４～
１２ｈ释放减慢，１２ｈ的累计释放率为（５９．４４±３．５８）％，
在１２ｈ以后释放速率显著降低，在３０ｈ的累计释放率
为（６３．５８±５．７８）％（图４）。可见，ＬＪＦＴＦＬ具有一定的
缓释作用。

０６７２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图４　ＬＪＦＴＦＬ的释药曲线

２．６　ＬＪＦＴＦＬ对ＭＲＳＡ生长和存活的影响结果
　　结果显示，对照组平板上细菌生长繁殖比较旺盛，
菌落分布密集，１ｍｇ／ｍＬＬＪＦＴＦＬ的平板上菌落数显著
减少，提示细菌生长受到抑制，２ｍｇ／ｍＬ和 ４ｍｇ／ｍＬ
ＬＪＦＴＦＬ平板上菌落数进一步减少，其中 ４ｍｇ／ｍＬ
ＬＪＦＴＦＬ平板上的菌落数与 ＶＡＮ组接近。游离的
ＬＪＦＴＦ平板上菌落数与对照组相比略有减少，但仍显
著多于同浓度的 ＬＪＦＴＦＬ，提示 ＬＪＦＴＦＬ对 ＭＲＳＡ具有
抑菌增效作用（图 ５Ａ）。细菌活死染色结果显示，绿
色荧光显示活菌，红色荧光显示死菌，对照组活菌较

多，镜下可见零星存在的死菌，而用ＬＪＦＴＦＬ处理ＭＲＳＡ
后，活菌数量减少、死菌数量显著增多，且４ｍｇ／ｍＬ的
ＬＪＦＴＦＬ的死菌数量显著多于同浓度的游离 ＬＪＦＴＦ
（图５Ｂ），提示ＬＪＦＴＦＬ抑制ＭＲＳＡ存活、促进其死亡。
２．７　ＬＪＦＴＦＬ对ＭＲＳＡ生物膜形成的影响结果
　　如图６所示，ＬＪＦＴＦ呈剂量依赖性抑制 ＭＲＳＡ生
物膜形成，且 ４ｍｇ／ｍＬ的 ＬＪＦＴＦＬ对生物膜的形成作
用显著强于同浓度的游离 ＬＪＦＴＦ，并与 ＶＡＮ组接近，
提示ＬＪＦＴＦＬ可显著抑制ＭＲＳＡ生物膜形成。

３　讨论

３．１　制备方法及优化
　　脂质体的制备方法包括溶剂注入法、薄膜分散法、
逆向蒸发法、ｐＨ梯度法等多种方法，其中溶剂注入法
常采用乙醇注入法和乙醚注入法，此法是将类脂等脂

质溶于有机溶剂（乙醇或乙醚），然后将有机溶剂匀速

注入含药的水相中，搅拌挥干有机溶剂后超声即可得

到脂质体［１２］。本研究所用的乙醇注入法操作简便、条

件温和、制备过程中所用无水乙醇的量较少，制备得到

的脂质体包封率高、粒径较小且均一。

１６７２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２４）
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图５　ＬＪＦＴＦＬ对ＭＲＳＡ生长和存活的影响
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图６　结晶紫染色测定ＬＪＦＴＦＬ对ＭＲＳＡ生物膜形成的影响

　　在处方优化时，单因素实验发现，ＬＪＦＴＦＬ的包封
率随着磷脂浓度、脂胆比的升高均先升高后降低，可能

是不同浓度和比例的磷脂与胆固醇形成的膜的流动性

不同，从而影响包封率［１３］。研究表明，适量胆固醇可

使脂质体膜的流动性增加，提高药物的包封率，但过量

胆固醇或磷脂可使膜的通透性增加，造成药物泄

漏［１４］。药物浓度对脂质体的包封率也有一定影响，药

物浓度过高时，载体不能完全包载药物，导致包封率降

低，而药物浓度过低时则会导致载体材料浪费。在药

物制剂过程中，通常需要对处方和制剂工艺进行优化，

当考察的因素和水平较多时需要采用实验次数少、精

度高的设计方案，其中以正交设计和均匀设计最为常

用，而星点设计效应面法相比于正交设计和均匀设
计，具有更少的实验次数、更高的精度和预测性［１５］。

本研究在单因素实验结果的基础上，采用星点设计效
应面法优化了ＬＪＦＴＦＬ的处方，可最大程度提高ＬＪＦＴＦ
在脂质体中的包封率和载药量，结果也表明所制得的

脂质体粒径较小、大小均一、包封率较高，但 Ｚｅｔａ电位
偏低，可能是残留的微量乙醇影响了脂质体的稳定性，

也可能与ＬＪＦＴＦ中的化学成分有关。此外，Ｚｅｔａ电位
较低也可能与胆固醇比例较低有关，有研究发现，Ｚｅｔａ
电位的绝对值随着胆固醇与磷脂质量比的升高而增

大，可能是因为脂质体膜中胆固醇含量的提高使带电

磷脂在脂质体膜表面暴露程度提高，从而使脂质体表

面的负电荷增多，但胆固醇比例过高会占据脂质体磷

脂膜中的空间，使磷脂膜厚度增加，从而影响了脂质体

粒径的大小和载药量［１６］。从体外释药曲线可以看出，

本研究制得的 ＬＪＦＴＦＬ具有一定缓释效果，这对于维

２６７２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



持药物在靶组织的稳定浓度具有重要意义。

３．２　抗菌活性评价
　　本研究通过平板法和细菌活死染色评价了
ＬＪＦＴＦＬ对ＭＲＳＡ的抗菌活性，结果显示，ＬＪＦＴＦＬ在体
外可显著抑制 ＭＲＳＡ的生长，并促进 ＭＲＳＡ死亡，其
效果优于同浓度的游离 ＬＪＦＴＦ，表明 ＬＪＦＴＦＬ对 ＭＲＳＡ
具有显著的抗菌增效活性。细菌生物膜是指细菌黏附

于接触表面后分泌的多糖基质、脂质蛋白、纤维蛋白，

生物膜可将细菌包裹从而免受抗生素、抗菌肽和宿主

免疫反应（包括吞噬细胞）的影响［１７］。细菌生物膜的

形成是导致细菌耐药的重要原因，因此，抑制生物膜形

成是应对细菌耐药的重要途径［２］。本研究发现，

ＬＪＦＴＦＬ可显著抑制ＭＲＳＡ生物膜形成，且效果优于同
浓度游离的 ＬＪＦＴＦ。这些结果表明 ＬＪＦＴＦＬ在抗
ＭＲＳＡ方面具有潜在的应用价值。
　　综上所述，本研究利用乙醇注入法将 ＬＪＦＴＦ制备
成脂质体，并通过星点设计效应面法对制备工艺进行
了优化，所制得的脂质体包封率和载药量较高、粒径较

小且均一，在体外具有一定的缓释效果，并且表现出对

ＭＲＳＡ的抗菌增效活性。不足的是，由于ＬＪＦＴＦＬ呈不
透明的淡黄色乳状液，本研究未能测定其最低抑菌浓

度，但通过平板实验可以推测其最低抑菌浓度在

４ｍｇ／ｍＬ左右；此外，本研究也未评价 ＬＪＦＴＦＬ的体内
安全性和有效性，下一步拟建立皮肤感染动物模型以

评价ＬＪＦＴＦＬ对 ＭＲＳＡ的抗菌增效活性，并对其抗菌
机制进行深入研究。
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