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正交试验优选硫酸铵梯度法 制备苦参碱脂质体的工艺研究
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， 徐晓 娜 李 兴华 、 马 小 亚 西 安 交通 大 学 医学院 药学 系

，
陕西 西 安 西 安交通 大学 医 学

院 第 二附 属 医 院药 剂 科
，
陕 西 西 安

摘要 目 的 以包封率为指 标优选苦参碱脂质 体 的制 备工艺 。 方法 以氢 化 大豆 卵磷脂 （
和 胆 固 醇

（ 〉
为膜材

，

采用薄膜超声 硫酸铵梯度 法制 备脂质体 。 通过正交 设 计优化处 方工 艺
，
葡 聚糖凝胶法 分离 游离药物

，
法测 定 脂质体中 苦

参碱的包封率 。 结果 最佳工艺 为 ：
： ：

， 探头超声 药脂 比为 ： 包封 率均值为 。 结论 优化

后 的工艺可提高苦参碱脂质体 的 包封率 此工艺 条件 简单 ， 可 操作性强 ，适 于实验室条件下制 备 苦参碱脂质体 。

关键词 苦参 碱 ； 脂质体 制备方法 ； 葡 聚糖凝胶 法 ；
包封率
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苦 参碱 （ 系指 科植 物 苦参 、 苦 子 、

广 豆根 中 的 一 种喹 诺里 西 啶类 生 物 碱
，
是 苦参 碱类

生物碱 的代 表 。 近 年来 苦参 碱 的 抗 肿瘤 作 用 日

益受 到重视 苦参碱 的 抗肿 瘤 作用 是通 过抑 制 肿瘤

细胞增 殖 、
转移 诱导其凋亡 和 向 正 常细胞 分化 的机

制 实现的 。

脂质 体 （ 系 指将 药 物包 封 于类 脂质 双

分子层 内 而 形 成 的微 型 泡 囊 体 。 作 为
一 种 药 物 载

体 脂 质体 能够 提高药 物 的生 物利用 度 、 减轻 不 良 反

应 ， 被 动靶 向 于 肝 、 肾等 器官 。 本 文采 用 薄 膜 超

声 硫酸铵 梯度 法制 备苦参 碱脂 质体 ， 并通 过正 交试

验优化 其制备工 艺 。
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氢化大豆卵 磷脂 （ ， 高纯 合成磷脂 （ ，
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生物技术有 限公 司 ， 纯度 ， 批 号 ： 苦参

碱 对 照 品 （ 中 国 药 品 生 物 制 品 检 定 所 ， 批 号 ：

，
葡聚 糖凝胶 浙 江 黄岩 曙 光 化 工

厂 ）
， 透析 袋 （ 截 留 分子 量 除 所

用试剂 为色谱纯外
， 其它试剂均 为分析纯 。

型 超声波药品 处理机 （ 济宁万 和超声

电子设 备有限公 司 ） ， 型紫 外可 见分光光

度计 （ 岛津 （ 香港 ） 有 限 公司 ） ，
型旋 转蒸发

器 （
上海 亚荣生化仪 器厂 ） ，

型电 子天平 （ 日 本

公司 ） ， 恒 温加 热磁力搅拌器 （ 杭 州 仪 表 电

机有限公司 ） ， 探 头超 声波处理器 （ 上海生 析超声仪器
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主次因 素

表 方差分 析表

离差平方和 自 由 度

“

因 素
（ 〉

值 显著性

误差

。 。 （

有 限公 司 ） 高效液相色谱系 统。

方法 与结果

苦 参碱脂质体 的 制 备 将 和 按一 定

质 量 比 溶 解 于 适 量 氯 仿 中 ，
于 氯 仿 中 加 入 少 量

旋转 蒸发 仪减 压蒸 发除 去氯仿 ，
在梨 形

瓶壁上形成均匀脂质薄膜 。 加 人 硫酸 铵

溶 液于脂质 薄 膜 中
， 水 浴 （ 孵 化 ，

恒 温磁力搅拌 ， 探头 超 声 即 得空 白 脂 质 体 。

将 制 得的 空 白 脂质 体装于透析袋 中
，
扎紧两端

，

下用 生 理盐水 透 析 除去 脂质 体外 水 相 的 硫酸

铵 。 在 透析 后的 空 白 脂质体 中按一 定药脂 比加 入苦

参碱溶 液 混合均 匀 ，
水浴 中 孵 化

，
即 得 苦

参碱脂质体 。

脂质 体 制 备工 艺 优 化 根 据预 实 验 ， 选择磷

脂 胆固 醇比 例 （
：

、
探头超声 时间 及药 脂

比为 三因 素 。 包封率为 指标 ， 采 用 ‘ （ 正 交表 设

计实验 。 因 素水平 见表 方案 及 结果分析 见 表

方差分析见 表 。

表 因素水 平表

因 素
： 超声时 间 药脂比 空 白

表 正 交 设计方案 及 结 果分析

空 白 包封率％

分析结果 表 明 ， 影 响 苦参 碱脂质体 包 封率 的 因

素顺序 为 。 氢 化大豆 卵磷腊 （ 与 胆

固 醇 （ 质量 比对 脂质体的 包 封率影 响最 大 ， 超声

时间 对 脂 质体 的 包 封率 的 影 响 最小 。 经方 差 分析

： 对包 封率 有 显 著 影 响 ， 药 脂 比 和 超 声 时

间 对包 封率影 响较 小 ， 最 佳处方组成 为 ：
， 即

： 质量 比为 ：

， 超 声时 间 为 ，
药 脂

比为 ：

。

包 封 率 的 测 定

最大吸收 波长 的 测定 苦参 碱标 准溶 液 以

蒸馏 水 为空 白 对照在 范 围 内扫 描
， 显

示苦 参碱在 处 有 最 大吸 收 ， 故选 作

为苦 参碱测 定波 长 。

色谱条 件 色谱柱 ： 色谱柱 （

， 流 动 相 ： 乙 腈 ： 憐

酸二 氢钾 溶 液 （
： 流 速

： ，
检测 波

长 为
，
进样量 为

，
柱温为 。

标准 曲 线 测 定 精 密 称定苦 参 碱 标 准 品

于 容 量瓶 中 ， 蒸 馏 水 溶 解 定 容 至 刻

度
， 即 得苦参碱储 备液 。 分别 精 密 量取上 述储 备 液

、
、 、 、

、
至 容量瓶 中

，

以

蒸馏 水稀释 定 容 。 按
“ ”

项下 色 谱条 件 ，
以 浓

度 为横坐 标 ， 峰面积 为 纵坐标 做 回 归 曲 线 。 回

归 方 程 。 在

浓度范 围 内 ， 线性关 系 良好 。

精 密 度 测定 取同
一 对照 品溶 液 重复进 样

次
，
按 上 述色谱条 件测定

， 记录 峰 面积
，
计算

值为 … ， 表 明精 密 度 良 好 。

加样回 收率的 测定 精 密称 取
一

定 量 的 苦

参碱标 准品 ， 加入到 已 知含量的 的样 品 中 ， 依样 品 测

定 项下 方法测 定
，
计算平均加 样 回 收 率 。 低 、 中 、 高

个浓 度 加 样 回 收 率 分 别 为

± ± ±

。

脂 质体与 游离药 物 的 分离 用凝 胶 柱 过 滤

法分离 苦参碱脂质体 与游离 苦参碱 。 称取 葡聚糖 凝

胶 用生理 盐水 充 分溶 胀 ， 湿法装 柱 。 取苦 参 碱 脂质

体
， 精 密移取 上柱

，

以 生理盐 水洗 脱
，
收集 洗

脱液
，
每 份 共 接 取 份 。 将洗 脱液分别 加 甲

醇定容至 摇匀 ， 过 微孔 滤 膜后 按
“

”

项下 色谱条件进 样测 定峰 面积 。 结果见 图 。

流 出 曲线表明 ， 苦参碱脂质体通过凝胶柱后
，
苦

参碱 脂质体和苦参碱游 离药物 能够被完 全分离 。 其

中 为苦参 碱脂质体部 分
，

丨 为 苦

参碱 游离药物部 分 。

药物含量测 定 采用凝 胶 法测 定 苦参碱 脂
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洗脱体积

图 苦参 碱脂 质体 的流 出 曲 线

脂 质 体 外观形 态 考 察 制 备 得 到 的 苦参 碱 脂

质 体 为均一

、 稳定 的 淡乳 白 色混 悬液 取 少 量 苦 参

碱 脂质体 稀 释后 涂 片 ， 光学显微 镜 下 观察 ， 其 分 布 均

匀
，
偶 有 较大 粒径 出 现 将 苦参 碱脂 质 体涂 于 有 支 持

膜 的 铜 网 ， 用 磷钨 酸 复 染 ，
自 然凉 干

，
在 透 射 电 镜

下观 察脂 质 体的 外观形 态 《 如 结 果 显示 ， 脂质 体 边

缘 圆 整 ， 均 为 圆形 或近 圆 形
，
粒度 分布 均 匀 图 为

光镜 下脂 质 体形 态
，
图 为 电 镜下 脂 质体 形 态

图 苦 参 碱 脂质 体光 镜图
（

图 苦 参 碱脂 质体电 镜 图 （

质 体 的包封率 梢 密量 取 苦参 碱 脂 质体 ， 葡

聚 糖凝胶 柱 分 离 ， 根据 流 出 曲 线 ， 将

流 分 合 并混匀 得到 游离药 物部分 过 微

孔 滤膜 后注入 测 定 峰 面 积 ， 根 据 峰 面 积 计算

得 到 游 离 苦 参 碱 的 量 （ 另 精 密 量 取 苦 参 碱

直接加 甲 醇溶解 并 稀释 至 依 法测 定

苦 参 喊 含 量 （ 按 下式 计 算 包封率

平 均包封率 为

脂 质 体 粒径 分 布 测 定 采用 粒径 测 定 仪 测 定

苦参 碱脂质 体 的 粒径 。 将苦 参 碱 脂质 体 稀 释 后
，
超

声 ， 在激 光粒度 分布 仪 上 测 定 脂质 体的 粒径

大小 及 粒 度 分 布 图 。 苦 参 碱 腊 质 体 平 均 粒 径 为

。 如 图 所示
」

图 苦参 碱脂质 体粒 径分布 图

最佳 工 艺 验证 按优化工 艺 制备 批 苦参 碱

测 定 包封 率 包封 率 分别 为 ： 和

。 平均 包封 率 为 。

讨论

苦参碱脂 质 体 制 备 方 法 的 选择 脂质 体 制 备

法 包 括 ： 薄 膜 分 散 法 、 逆 向 蒸 发 法 、
二 次乳 化 法 、

法 、 梯 度 法 等 ： 薄 膜 分 散法 制 备 的 脂 质 体

为单室脂质 体 ， 粒径 较小 且均 匀 。 但单 独使 用 薄 膜

分散 法 制 备的 脂质 体包 封率较低 ，
而 硫酸 铵 梯 度 法

可 以 提 高 弱 碱性药 物 脂 质体 的包封率 。 硫酸 铵梯 度

法 的原 理为
“

： 脂质 体 内 水相 中 的 （ 含 有

和 ， 进 一 步 分 解 为 和

的 释 放 和 的产 生 在 脂 质体 内 外水 相 之间 产

生 了
一

个 梯度 由 于 梯度 的存在 ， 使弱 碱 性

的药物苦参 碱 以 分子状 态 进人 内 水 相 ， 并 在 酸 性条

件 下成 盐变成 离 子 态
，
无 法 穿 过 脂 质双 分 子层 回 到

外 水 相
，
从 而 使得脂质体 不易 泄漏 ， 更 加稳 定 ： 因 此

薄 膜分 散 硫酸 铵 梯 度 法 制 备 的 苦 参 碱脂 质 体 粒径

小 ， 包封率高 。

影 响 苦 参碱 包 封 率重 复性 不佳 的 可能 因 素 ①

薄膜旋转 蒸发 成 膜 不均 匀
，
成 膜吋 间差 异 较 大

，
受 旋

转蒸 发时 蒸发仪 的转速 、 水 流速度 及 真空泵 压力 大 小

等 因 素影 响 。 ②孵 化 温度 和 时 间 差异 可 能 影 响 脂质

体包封率 。 ③钻头超 声时 由 于功 率较 大 偶 有脂质 体

溅 出 丢失 ， 使其 量减 少

脂质体 包 封 率的 测 定 方 法 脂质体 和游离 药

物 的分离 有葡 聚糖凝 胶柱过滤法 、 透 析法 和 超速离 心

法 透析 法存在耗 时 长 、 耗 介 质 多 、 易造 成 药 物 渗 漏

等 不 足 超速 离心 法 成 本 高
， 时 间 较 长

，
还有 可 能 导

丨
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，

致脂质体破乳 ， 使其包封率降低 。 所以本 工艺采取葡

聚糖凝胶柱过 滤 法
，
此法简单易 行 重 现度 较好 。 该

方法是 利用分子筛原理 粒径 大的 脂质体先从柱 中 流

出
，
粒径小的游离药物后 流出 。 应用这种 方法能将 脂

质体与游离药物较好分开 。

分 离 效 果 黄 洁等
⑷

采 用 凝胶 色 谱法

分离苦参碱 与 苦 参碱 隐形 脂 质 体 时 上 样量 为

。 笔者在 预实验 中 ，
以 上样量 即 能够 达 到

很好的分离 效果 共收集 了 瓶洗脱液 ， 每瓶 。

在第 瓶洗脱液 里 已经 检 测 不 到苦参 碱 。 所 以 在

试验中
，
只收集 了 瓶洗脱液 。

影 响苦 参碱 脂质 体 的 三 个 主 要 因 素 仵 文 英

等 曾 提出 影 响 苦参 碱脂质 体 制 备 的 因 素有 药 脂

比 ，
硫酸铵溶液浓 度 等 。 笔 者通 过 组试验 优 选 了

影 响脂质体制 备 的 三 个 主要 因 素 ，
即 卵磷脂和 胆 固

醇的 比值 药脂 比 和 超声 时 间 。 正 交试验得 出 的最

佳处方组成为 ： 质量 比为 ： 超声 时 间

为 药脂比 为 ： 。

上接 第 页 ）

季取样 时 ， 叶 片 与枝 条 的 相 似性 系 数最 高 ，
叶

片 与树皮的 相似 性系 数为 ， 枝 条 与树皮 的 相似

性系数最低为 。

讨论

本研究对不 同 季 节三尖杉不 同组 织 的 内 生 真菌

进行 了 分 离鉴定 ， 并 对内 生 真菌 的 定殖 率 、 分 离 率 、

分离 频率 、
多样性指数

、
皮耶诺均匀 度指数 、 丰度 、相

似性 系数 等指标进行 统计分析 。 研究 发现不 同 季节

三尖 杉 内 生真菌的组成 和 多 样性 明 显 不 同
；

三 尖 杉

不同组织部位 内 生真 菌 的组 成 和 多样 性 也存 在 差

异 。 但是 不同 季 节三 尖杉不 同 组织的 内 生 真菌均 具

有较高的定 殖率 、 分离 率和丰 度 ， 说明 三尖杉 内 生真

菌具有较 为丰富 的生物 多样性 。

研究还 发现季节对 内 生真 菌的 种 类组成 有 明 显

的影 响 种 内 生真 菌分类 单元 中 只 有 种分 布 于

个 季 节
；
同 时 季 节对定 殖率和 分离率也有 明 显 的

影响 。 植物组 织部 位对 定殖率 、 分 离率有 一 定 的 影

响 ， 定 殖率 、 分离 率最 高 的 是枝 条
，
最 低 的是 树皮 。

但是植物 组织部位对 内生 真菌 的种 类组成的影 响小

于 季节 ， 说明 宿主植物 所处环 境 的 温度 是 影 响 内 生

真菌的菌 群结构 和 生物 多样 性的
一 个重 要 的 因 素 。

结合 内生 真菌丰 度和 多样性指 数综 合 分析 ， 在 春 季

三尖 杉 内 生真 菌 具有 较 高 的丰 度 和 多样性 。 因 此 ，
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春季是 获得较多种类 的 内 生真 菌的最 佳取样时 间 。
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