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　 　 ［摘要］ 　目的 　制备肉苁蓉松果菊苷肠溶微球 ，筛选最佳制备工艺 ，并考察其体外释放特性 。方法 　用离子凝胶唱干燥法

制备肉苁蓉松果菊苷肠溶微球 ，以包封率为考察指标 ，用响应面法优化其制备工艺 。结果 　制备肉苁蓉松果菊苷肠溶微球最

佳工艺参数 ：海藻酸钠浓度 ３６ ．３３ mg／ml 、氯化钙浓度 １０ ．８２ mg／ml 、壳聚糖浓度 １０ ．９３ mg／ml 。结论 　优选的工艺稳定 、可

行 ，制备的微球包封率高 、缓释效果较好 。
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Optimization of the preparation process for echinacoside in Herba Cistanche en唱
teric microspheres by response surface methodology
QIN Cuiying ，LI Rongli ，LI Yunjing ，CHEN Rencai ，HAN Jing （Shenyang Pharmaceutical University ，Shenyang １１００１６ ，

China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To prepare Herba Cistanche enteric release microspheres ，optimize the preparation process and
study the releasing characteristics of microspheres in v itro ．Methods 　 Ion gelatin唱oven drying method was used to prepare Her唱
ba Cistanche enteric microspheres ．The preparation process was optimized with the aid of a Box 唱Behnken design ．Results 　 The
optimal preparation condition was ３６ ．３３ mg／ml of sodium alginate ，１０ ．８２ mg／ml of calcium chloride and １０ ．９３ mg／ml of chi唱
tosan ．Conclusion 　 This technology is repeatable and feasible ．The microspheres have high entrapment efficiency and good sus唱
tained release characteristics ．
　 　 ［Key words］ 　 Herba Cistanche ；response surface methodology ；sodium alginate ；ion gelatin唱oven drying method ；micro唱
spheres

　 　肉苁蓉（Herba Cistanche）俗称大芸 ，主要产于

我国新疆 、甘肃 、内蒙古等地 ，化学成分主要为苯乙

醇苷类 、环烯醚萜类 、木脂素类等［１］
。松果菊苷为从

肉苁蓉中提取的苯乙醇苷类化合物 ，具有抗氧化 、增

强记忆力 、补肾等多方面的作用［２ ，４］
。 研究表明松

果菊苷水溶性好 、半衰期短 ，目前有研究将其制成微

丸 、脂质体等［５ ，７］
。本研究将肉苁蓉松果菊苷制成

肠溶微球 ，从而更好地提高药物的稳定性和减缓药

物的释放 ，并利用响应面法对肉苁蓉松果菊苷肠溶

微球的制备工艺进行优化 ，筛选出最优处方 。

1 　材料

1 ．1 　 仪器 　 电子天平（BAS１２４S ，赛多利斯科学仪
器有限公司） ；电热恒温水浴锅（HH唱１ ，北京科伟永
兴仪器有限公司） ；真空干燥箱（DZF唱６０２０ ，上海博
迅实 业 有 限 公 司 ） ；紫 外 可 见 分 光 光 度 计
（UV２８００PC ，上海舜宇恒平科学仪器有限公司） ；超
声波细胞粉碎机（JY９２唱２D ，宁波新芝生物科技股份
有限公司） ；智能溶出试验仪（ZRS唱６G ，天津市天大
天发科技有限公司） 。

1 ．2 　试药 　松果菊苷对照品（成都曼思特生物科技
有限公司 ，批号 ：MUST唱１３０８０８０１ ，纯度 ≥ ９８％ ） ；肉

苁蓉提取物（和田帝辰医药生物科技有限公司） ；海
藻酸钠（天津市博迪化工有限公司） ；壳聚糖（济南海
得贝生物工程有限公司） ；碳酸氢钠 ；微晶纤维素 ；冰
乙酸 、无水甲醇等试剂均为分析纯 。

2 　方法

2 ．1 　肠溶微球的制备 　 分别称取适量肉苁蓉提取
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物 、海藻酸钠和 ０ ．０７５ g微晶纤维素加入蒸馏水中 ，

超声溶解 ，制得载药混合液 。称取适量壳聚糖 、无水

氯化钙 、冰乙酸溶液制得氯化钙唱壳聚糖溶液 。将载

药混合液以 ５ ml／min的速度滴入氯化钙唱壳聚糖溶

液中 ，搅拌 １５ min 后抽滤得到肠溶微球 ，经蒸馏水

洗涤后置于 ４５ ℃ 、０ ．１ MPa真空干燥箱中干燥 ，即

得肉苁蓉松果菊苷肠溶微球 。

2 ．2 　体外分析方法的建立
2 ．2 ．1 　标准曲线的建立 　 称量 １０ ．０ mg 的松果菊
苷对照品 ，用甲醇定容至 ５０ ml ，得母液 。分别吸取

母液 ０ ．４ 、０ ．８ 、１ ．２ 、１ ．６ 、２ ．０ ml于 １０ ml容量瓶中 ，

用甲醇定容并摇匀 。 以甲醇作为空白 ，在 ３３３ nm
处测定吸光度［８ ，９］

。 以浓度为横坐标 ，吸光度为纵

坐标 ，绘制标准曲线 。同时按照“２ ．１”项制备空白微

球 ，研细 ，甲醇溶解 ，考察处方成分对松果菊苷测定

的影响 。

2 ．2 ．2 　溶液稳定性考察 　考察松果菊苷在蒸馏水 、

pH ＝ １ ．２ 盐酸和 pH ＝ ６畅８ 磷酸盐缓冲液（PBS ）３
种溶液中的稳定性 。配制 ２４ μg／ml松果菊苷水溶
液 ，置于室温下 ，于 ０ 、２ 、４ 、６ 、８ 和 １２ h 测定其吸光
度 ，考察溶液的稳定性 。

2 ．2 ．3 　 精密度考察 　 配制低 （８ μg／ml） 、中
（２４ μg／ml） 、高（４０ μg／ml）３ 个浓度的松果菊苷水
溶液 ，分别连续测定 ５次 。

2 ．2 ．4 　重复性考察 　取同一样品（２４ μg／ml）６份 ，

按含量测定方法重复平行测定 。

2 ．2 ．5 　回收率测定 　 按处方配比称取肉苁蓉松果

菊苷微球及空白微球 ，研细后 ，称取粉末适量并溶于

甲醇中超声溶解 。溶液经 ０ ．４５ μm 微孔滤膜过滤 ，

取续滤液适当稀释 ，测定其吸光度 ，以加入量和测得

量之比求得回收率 。

2 ．3 　载药量和包封率的测定 　取适量微球研细 ，称

取粉末适量并溶于甲醇中超声溶解 ，溶液经

０ ．４５ μm微孔滤膜过滤 ，取续滤液适当稀释 ，测定松

果菊苷的含量 。按下列公式计算载药量和包封率 ：

载药量 ＝ （微球中的药品量／微球质量） × １００％ ；包

封率 ＝ （微球中的药品量／投药量） × １００％ 。

2 ．4 　单因素考察 　以肉苁蓉松果菊苷肠溶微球的

包封率 、载药量 、体外释放度及外观形态为考察指

标 ，选取海藻酸钠浓度为 ２５ 、３０ 、３５ 、４０ 、４５ mg／ml ，
氯化钙浓度为 ５ 、１０ 、１５ 、２０ 、２５ mg／ml ，壳聚糖浓度
为 ０ 、５ 、１０ 、１５ 、２０ mg ／ml ，交联时间为 ５ 、１０ 、１５ 、２０ 、

２５ min ，进行单因素试验 ，初步优化制备工艺 。

2 ．5 　响应面法优化微球的制备工艺 　根据单因素

试验结果 ，采用 Box唱Behnken 数据模型 ，选择海藻

酸钠浓度（A） 、氯化钙浓度（B）和壳聚糖浓度（C）为
响应面的 ３个因素 ，以包封率为响应值设计实验 ，其

因素水平见表 １ 。

表 1 　响应面试验的因素及水平

因素
（ρB ／mg · ml － １ ）

水平

－ １  ０ �１  
A ．海藻酸钠浓度 ３０ �３５ 晻４０ /
B ．氯化钙浓度 ５ �１０ 晻１５ /
C ．壳聚糖浓度 ５ �１０ 晻１５

2 ．6 　微球的粒径及其粒径分布 　 采用显微计数法

测定肉苁蓉松果菊苷微球的粒径 ，并绘出粒径分布

图 ，以中位径 D５０表示微球的平均粒径 。

2 ．7 　 体外累积释放度的测定 　 精密称取一定量

“２ ．５”项下最优处方工艺制备的肉苁蓉松果菊苷肠

溶微球 ，置于透析袋中 。分别以（３７ ± ０ ．５） ℃经过

脱气处理的 ９００ ml 蒸馏水 、pH ＝ １ ．２ 盐酸 ，pH ＝

６畅８ PBS为溶出介质 ，转速为 ９０ r／min ，分别于 ２ 、４ 、

６ 、８ 、１０ 、１２ 、１６ 、２０ 、２４ h取样 １０ ml ，同时补充 １０ ml
同温度 、同体积的溶出介质 。样品经 ０ ．４５ μm 微孔
滤膜过滤 ，用紫外分光光度仪测定释放液的吸光度 ，

并计算释药百分率 ，绘制释药曲线 。

3 　结果

3 ．1 　体外分析的结果
3 ．1 ．1 　标准曲线的建立 　 以吸光度对松果菊苷浓

度进行线性回归 ，经分析得回归方程为 ：Y ＝

０ ．０２３ ２X － ０ ．０１５ ９ ，r２ ＝ ０ ．９９９ ７ ，在 ８ ～ ４０ μg ／ml
浓度范围内线性关系良好 。空白微球在 ３３３ nm 波
长处对测定无干扰 。

3 ．1 ．2 　溶液稳定性考察 　药物在蒸馏水 、pH ＝ １ ．２

盐酸 、pH ＝ ６畅８ PBS 溶液中的吸光度（A ）值在 １２ h
内基本无变化 ，稳定性较好 。

3 ．1 ．3 　精密度考察 　 低 、中 、高 ３ 个浓度样品的相

对标准偏差分别为 １ ．０％ 、０ ．４７％ 和 ０ ．５２％ ，均 ＜

２％ ，精密度符合要求 。

3 ．1 ．4 　重复性考察 　 求得含量的标准相对偏差为

１ ．１％ （ ＜ ２％ ） ，符合测定要求 。

3 ．1 ．5 　 回收率测定 　 结果表明该方法回收率在

９８％ ～ １０２％ 之间 ，相对偏差 ＜ ２％ ，符合测定要求 。

3 ．2 　单因素试验结果 　由试验结果可知 ：随着海藻

酸钠和氯化钙浓度的增加 ，释放速率先减慢后增快 ，

当浓度过高时 ，微球易拖尾 ，包封率和载药量都较

低 ；交联时间延长 ，药物释放速率变慢 ，但包封率显
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著降低 ；壳聚糖浓度的增加对释放速率的影响不大 ，

但能显著提高微球的包封率和载药量 。综合考虑各

因素 ，固定交联时间为 １５ min ，并选定海藻酸钠浓

度为 ３０ ～ ４０ mg／ml ，氯化钙和壳聚糖浓度为 ５ ～

１５ mg／ml 。在其因素范围内 ，微球均具有较好的缓

释性且载药量无较大差异 ，但包封率变化较明显 ，故

以包封率为指标进一步作响应面优化分析 。

3 ．3 　响应面法分析与优化
3 ．3 ．1 　响应面法试验结果 　 制备肉苁蓉松果菊苷

肠溶微球的响应曲面试验设计方案与试验结果见

表 ２ 。

表 2 　响应面试验设计和结果

试验号 A 因素 B 因素 C 因素 包封率（％ ）

１ 潩－ １ 墘－ １ L０ 骀６８ 敂．８５

２ 潩１ 墘－ １ L０ 骀６９ 敂．６１

３ 潩－ １ 墘１ L０ 骀６０ 敂．６４

４ 潩１ 墘１ L０ 骀７９ 敂．４２

５ 潩－ １ 墘０ L－ １ 骀６３ 敂．２６

６ 潩１ 墘０ L－ １ 骀７９ 敂．１８

７ 潩－ １ 墘０ L１ 骀７２ 敂．３９

８ 潩１ 墘０ L１ 骀７６ 敂．８３

９ 潩０ 墘－ １ L－ １ 骀７５ 敂．３５

１０ 潩０ 墘１ L－ １ 骀６７ 敂．６８

１１ 潩０ 墘－ １ L１ 骀６９ 敂．８９

１２ 潩０ 墘１ L１ 骀８２ 敂．４８

１３ 潩０ 墘０ L０ 骀８９ 敂．７２

１４ 潩０ 墘０ L０ 骀８７ 敂．８３

１５ 潩０ 墘０ L０ 骀８８ 敂．７８

１６ 潩０ 墘０ L０ 骀８７ 敂．３２

１７ 潩０ 墘０ L０ 骀８８ 敂．３３

3 ．3 ．2 　 模型的建立与分析 　 运用 Design唱Expert
８ ．０ ．６ 软件对试验结果进行回归拟合 ，得到包封率

（Y ）对海藻酸钠浓度（A ） 、氯化钙浓度（B） 、壳聚糖
浓度（C）３ 个因素的二次多项回归拟合方程 ：Y ＝

８８畅３９ ＋ ５畅０１A ＋ ０畅７９B ＋ ２畅０１C ＋ ４畅５５AB －

２畅８７AC ＋ ５畅０６BC － ９畅８７A２
－ ８畅９４B２

－ ５畅６１C２
。

　 　由肉苁蓉松果菊苷肠溶微球的响应面方差分析

可知 R２
＝ ０ ．９９６ ０（表 ３） ，说明该回归模型的拟合效

果较好 ，可以用该模型进行试验结果的预测 ；模型的

校正决定系数 R２Adj
＝ ０ ．９９０ ８ ，说明该模型能解释

９９ ．０８％ 响应值的变化 ；此外 ，由 F值可得 ３个因素

对微球包封率的影响顺序依次是海藻酸钠浓度

（A）＞壳聚糖浓度（C）＞氯化钙浓度（B） ，其中 A 、C
为极显著（P ＜ ０畅０１） 。交互项 AB 、AC 、BC和二次
项 A ２

、B２
、C２影响极显著 ，表明各影响因素对包封

率的影响不是简单的线性关系 。

表 3 　响应面回归模型的方差分析

方差来源 平方和 自由度 F值 P值

模型 １４３ V．９３ ９ .１９２ 苘．４８ ＜ ０ 拻．０００ １

A ２００ V．８６ １ .２４３ 苘．００ ＜ ０ 拻．０００ １

B ５ V．０４ １ .６ 苘．１０ ０ 拻．０４２ ８

C ３２ V．４７ １ .３９ 苘．２８ ０ 拻．０００ ４

A B ８２ V．８４ １ .１００ 苘．２２ ＜ ０ 拻．０００ １

A C ３２ V．９９ １ .３９ 苘．９１ ０ 拻．０００ ４

BC １０２ V．６１ １ .１２４ 苘．１３ ＜ ０ 拻．０００ １

A ２ ４１０ V．２１ １ .４９６ 苘．２６ ＜ ０ 拻．０００ １

B２ ３３６ V．２７ １ .４０６ 苘．８１ ＜ ０ 拻．０００ １

C２ １３２ V．３５ １ .１６０ 苘．１２ ＜ ０ 拻．０００ １

失拟项 ２ V．４０ ３ .０ 苘．９４ ０ 拻．４９９ ５

R２ ０ V．９９６ ０

R２Adj ０ V．９９０ ８

3 ．3 ．3 　各因素间的交互作用对包封率的影响 　 运

用 Design唱Expert ８ ．０ ．６软件对海藻酸钠浓度 、氯化

钙浓度 、壳聚糖浓度两两作交互作用分析 ，对其拟合

作图 ，见图 １ ～ ３ 。

　 　由图 １ ～ ３可以看出 ，等高线均为椭圆形 ，故 A 、

B 、C ３个因素两两交互作用显著 ，对包封率的影响

程度为 ：BC ＞ AB ＞ AC ，结果与回归模型方差分析

一致 。此外 ，各交互作用的最佳作用点都落在试验

范围内 ，说明该试验设计较为合理 。

图 1 　海藻酸钠浓度和氯化钙浓度的响应曲面及等高线图
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图 2 　海藻酸钠浓度和壳聚糖浓度的响应曲面及等高线图

图 3 　氯化钙浓度和壳聚糖浓度的响应曲面及等高线图

　 　在求取最优制备工艺时 ，采用响应面法能够综合

考虑各因素对响应值的影响程度及趋势作出综合评

价 。得出最佳工艺参数 ：海藻酸钠浓度３６ ．３３ mg／ml 、
氯化钙浓度 １０ ．８２ mg／ml 、壳聚糖浓度 １０ ．９３ mg／ml ，
在此处方条件下 ，包封率的理论值为 ８９ ．３１％ 。

3 ．4 　验证试验 　按照上述最优条件制备 ３ 批肉苁

蓉松果菊苷肠溶微球 ，测得包封率分别为 ８８ ．９３％ 、

８９ ．１７％ 、８８ ．９６％ ，平均值为 ８９ ．０２％ ，与理论值相

比 ，相对误差为 ０ ．３２％ 。 因此 ，采用响应面法得到

的肉苁蓉松果菊苷肠溶微球的制备工艺参数准确 、

方法可行 。

3 ．5 　微球的粒径及其粒径分布 　 采用最优工艺制

备的微球大小均匀 。大部分微球粒径分布在 ５００ ～

６００ μm之间 ，微球的平均粒径为 ５６６ ．６９ μm ，粒径

分布情况见图 ４ 。

3 ．6 　体外累积释放度的评价 　按“２ ．７”项下进行体

外累积释放度测定 ，绘制释药曲线 ，结果见图 ５ 。在

图中 ３种介质中 ，药物在 pH ＝ ６畅８ PBS的介质中累
积释药量最大 ，说明药物主要在肠内释放 。在体外

释放试验中 ，累积释药量 ０ ．５ h内低于 １０％ ，１２ h的
累积释药量达到 ８０％ 以上 ，说明微球有较好的缓释

作用 。 　 　

图 4 　肉苁蓉松果菊苷肠溶微球的粒径分布

图 5 　肉苁蓉松果菊苷肠溶微球的体外释放曲线
（下转第 ４３２页）
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试品溶液的制备均参照文献［１］ 。

3 ．4 　阴性对照溶液的制备 　经过文献［１］检索 ，本处

方中除金银花与忍冬藤药材均含有绿原酸 ，赤芍与

白芍均含有芍药苷 ，当归与川芎均含有阿魏酸 ，连翘

中含连翘酯苷 A ，红花中含羟基红花色素 A ，黄柏中

含小檗碱 ，甘草中含甘草酸外 ，其余药材中未发现有

待检测的 ７种成分 ；所以在制备 ７ 种成分的阴性对

照溶液时 ，将相应药材去除 。

3 ．5 　 ７种成分含量分析 　对 １０批皮肤病血毒片含

量测定的结果表明 ，７ 种成分分别在不同批次间含

量较为均一 ，因此可以作为该制剂功效成分的定量

指标 。

　 　综上所述 ，由于本处方为大处方 ，本研究测定的

７个成分及建立的方法 ，为提升该制剂质量标准和

进一步检测其他功效成分奠定了基础 。
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4 　讨论

　 　本实验采用离子凝胶唱干燥法 ，利用海藻酸钠 、

壳聚糖和氯化钙 ３种物质制备肉苁蓉松果菊苷肠溶
微球 。海藻酸钠能与多价离子反应生成凝胶 ，故海
藻酸钠与氯化钙交联反应生成能够控制药物释放的
凝胶 。但肉苁蓉松果菊苷为水溶性药物 ，仅用氯化
钙和海藻酸钠反应制备的微球包封率极低 。壳聚糖
分子上有大量的伯氨基 ，可以与海藻酸钠反应生成
聚电解质复合物 ，堵塞海藻酸钙骨架网眼 ，从而可大
大提高包封率 。

　 　 本研究通过 Box唱Behnken 的中心组合设计及
响应面分析建立回归模型 ，经分析得最佳工艺参数 。

在最优条件下 ，进行 ３次验证试验 ，测得包封率分别
为 ８８ ．９３％ 、８９ ．１７％ 、８８ ．９６％ ，平均值为 ８９ ．０２％ 。

与理论值相比 ，相对误差为 ０ ．３２％ ，且重复性好 ，证
明优化结果可靠 。此外 ，体外释放试验表明 ，药物在
pH ＝ １ ．２ 盐酸介质中不易释放 ，主要在 pH ＝ ６畅８

PBS介质中释放 ，且具有较好的缓释作用 。但由于
其为体外释放数据 ，故肉苁蓉松果菊苷肠溶微球在
体内的缓释效果还有待于进一步的研究 。
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