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1994年，Mccormack B 等[1]首次提出环糊精可应用

于脂质体中。近年来，环糊精已广泛应用于脂质体、纳

米粒等给药体系中，上述给药体系均可提高难溶性药物

的溶解度，改善药物生物利用度，同时增加药物的稳定性

以及减轻药物的刺激性[2-3]。

芒柄花素（7-羟基-4′-甲氧基异黄酮，FMN）是一种

异黄酮类化合物，具有较好的抗肿瘤作用，目前该药已

被应用于乳腺癌、前列腺癌、结肠癌、肺癌等治疗，还被

芒柄花素包合物脂质体的制备及质量评价Δ
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摘 要 目的：制备芒柄花素（FMN）包合物脂质体，并评价其质量。方法：以薄膜分散法制备FMN包合物脂质体，考察所制脂质

体的外观形态、粒径、Zeta电位、包封率以及体外释放行为。结果：所制FMN包合物脂质体的粒径为（255.34±12.87）nm、Zeta电

位为（25.32±3.51）mV、包封率为（81.63±0.79）％（n＝3）、24 h的累积释放度为56.12％。结论：本方法成功制得具有良好缓释效

果的FMN包合物脂质体，且质量符合相关标准。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To prepare Formononetin（FMN）inclusion compound liposome and evaluate its quality. METHODS：

FMN inclusion compound liposome was prepared by film dispersion method. The morphology，particle size，Zeta potential，

encapsulation efficiency and in vitro release properties were studied. RESULTS：The particle size，Zeta potential and encapsulation

efficiency of prepared FMN inclusion compound liposome were（255.34± 12.87）nm，（25.32± 3.51）mV，（81.63± 0.79）％，

respectively （n＝3）. The 24 h accumulative release rate of prepared FMN inclusion compound liposome was 56.12％ .

CONCLUSIONS：FMN inclusion compound liposome with good sustained-release effect is prepared successfully and in line with

related quality standard.
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用于治疗骨质疏松、改善妇女更年期症状等[4-9]。但该化

合物在水中几乎不溶，口服生物利用度低，极大限制了

其临床应用。

包合物脂质体给药系统是结合了环糊精作为包合

材料的优点和脂质体作为优良载体的缓释靶向优点的

一种给药系统[10]，其中环糊精能将水不溶性分子作为客

分子包入其疏水性空腔形成水溶性包合物，但是当药物

包合物进入血液后迅速解离，所以包合物并不能控制药

物的体内行为；而用脂质体包封药物包合物后可达到靶

向和缓释的效果，可以用来控制药物在体内的清除速率

及改变其组织分布等。本研究将环糊精包合物包封至

脂质体载药系统中，旨在制备一种给药系统以提高脂质

体包封率及其稳定性，以达到改善 FMN药动学行为的

目的。

1 材料
1.1 仪器

1200高效液相色谱（HPLC）仪（美国Agilent科技有

限公司）；BS110S 电子天平（德国 Sartorius 有限公司）；

UV-1700 紫外 -可见分光光度计（日本岛津公司）；

DF-101S集热式恒温加热磁力搅拌器（巩义市予华仪器

有限责任公司）；DelsaTM Nano C粒径及Zeta电位分析仪

（美国 Beckman Coulter公司）；Hitachi H-7650透射电镜

（日本Hitachi公司）；透析袋（广州齐云生物技术有限公

司，截留分子量：8 000～14 000 Da）。

1.2 药品与试剂

FMN 对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

111703-201504，纯度：99.50％）；FMN原料药（成都瑞芬

思生物科技有限公司，批号：C-018-150728，纯度：≥

98％）；FMN包合物[广东药科大学药学院实验室自制，

批号：160905，FMN 载药量：（9.42±0.25）％ [11]]；蛋黄卵

磷脂、胆固醇（上海艾韦特医药科技有限公司）；泊洛沙

姆 188（P188，安徽山河药用辅料股份有限公司，批号：

160310）；葡聚糖凝胶（Sephadex G-50，瑞典 Pharmacia

公司）；甲醇为色谱纯，其余试剂为市售分析纯，水为超

纯水。

2 方法与结果
2.1 FMN的含量测定方法

2.1.1 色谱条件 色谱柱：Dikma Diamonsil C18（250

mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：甲醇 -0.1％磷酸水溶液

（70 ∶ 30，V/V）；流速：1 mL/min；检测波长：249 nm；柱温：

30 ℃；进样量：20 μL。

2.1.2 溶液的制备 （1）对照品溶液。精密称取适量

FMN对照品，加甲醇溶解，制成质量浓度为30 μg/mL的

对照品贮备液。精密量取对照品贮备液 2.0 mL，置于

10 mL棕色量瓶中，用流动相稀释定容制成质量浓度为

6 μg/mL的溶液，作为对照品溶液。（2）供试品溶液。取

“2.2.1”项下 FMN包合物脂质体混悬液 0.5 mL，置于 10

mL 量瓶中，加入适量甲醇破乳后，加流动相定容至刻

度，经0.45 µm微孔滤膜过滤，得供试品溶液。（3）阴性对

照溶液。取不含 FMA 的空白包合物脂质体混悬液 0.5

mL，按“（2）”项下方法制成阴性对照溶液。

2.1.3 专属性考察 取供试品溶液、对照品溶液、阴性

对照溶液，按“2.1.1”项下色谱条件进样分析，记录色

谱。结果，在该色谱条件下，芒柄花素的出峰时间约为

7.13 min，辅料和试剂对FMN的测定无干扰。色谱图见

图1。

2.1.4 线性关系考察 精密制备质量浓度分别为0.75、

1.5、3、6、12、24 μg/mL的FMN对照品溶液，按“2.1.1”项

下色谱条件进样测定，记录峰面积。以峰面积为纵坐标

（y）、质量浓度为横坐标（x）进行线性回归。得回归方程

为 y＝130.7x+16.272（r＝0.999 9），结果表明，FMN 在

0.75～24 μg/mL 质量浓度范围内与峰面积呈良好的线

性关系。

2.1.5 精密度试验 取质量浓度为 6 μg/mL的FMN对

照品溶液，按照“2.1.1”项下色谱条件，连续进样测定6次

考察日内精密度；每天进样测定1次，连续测定4 d考察

日间精密度。结果显示，日内RSD为 0.28％（n＝6），日

间RSD为0.12％（n＝4）。

2.1.6 准确度试验 精密量取FMN脂质体供试品溶液

0.5 mL，分别按已知 0.5 mL 供试品中 FMN 含量的 0.8、

1.0、1.2 倍加入适量的 FMN 对照品溶液，共 9 份，按

“2.1.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积，计算加样

回收率。结果，平均加样回收率为99.84％（RSD＝0.36％，

n＝9）。

2.1.7 稳定性试验 取同一供试品溶液，在 0、4、8、12、

24、36、48、72 h，分别按“2.1.1”项下色谱条件进样测定，

记录峰面积。结果显示，峰面积的 RSD 为 0.87％（n＝

8），表明供试品溶液在72 h内稳定。

2.2 脂质体的制备

2.2.1 FMN 包合物脂质体 采用薄膜分散法 [12]制备

FMN包合物脂质体。按质量比为10 ∶ 1精密称取磷脂与

胆固醇，溶于三氯甲烷，转移至 250 mL茄形瓶中，45 ℃

恒温水浴中减压旋转蒸发，形成均匀类脂薄膜，50 ℃真

图1 高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms
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空干燥过夜；另将 0.025 4 g FMN包合物溶于 10 mL pH

7.4磷酸盐缓冲液（PBS）中作为水化介质，加至茄形瓶

中，再加入 0.009 3 g P188，振摇，50 ℃恒温水浴中水化

40 min，水浴超声（功率：200 W，超声时间：3 s，间歇时

间：3 s，下同）将类脂膜完全洗脱，即得FMN脂质体混悬

液；再探头超声4 min，依次过0.45、0.22 μm滤膜整粒，即

得FMN包合物脂质体，4 ℃保存。

2.2.2 FMN普通脂质体 取适量FMN原料药，按“2.2.1”

项下“按质量比为10 ∶ 1精密称取磷脂与胆固醇”起开始

操作，水化介质为 10 mL pH 7.4的PBS，制备FMN普通

脂质体。

2.3 包封率的测定

精密量取0.5 mL脂质体置于Sephadex G-50凝胶柱

顶端，用pH 7.4 PBS洗脱，收集游离包合物组分，水浴蒸

干，再用适量甲醇溶解，测定FMN的浓度并计算游离部

分的药量（mfree）；再取0.5 mL脂质体，加入适量甲醇充分

振摇破乳，用流动相定容，测定FMN的浓度并计算总药

量（mtotal），根据下列公式计算包封率，包封率（％）＝

（mtotal－mfree）/mtotal×100％。按上述方法分别测定FMN普

通脂质体与 FMN 包合物脂质体的包封率，平行测定 3

次，结果显示，FMN 普通脂质体的包封率为（5.38±

1.46）％（n＝3），FMN包合物脂质体的包封率为（81.63±

0.79）％（n＝3）。由此可见，FMN包合物脂质体可以显

著提高难以包入脂质体的药物FMN的包封率。

2.4 脂质体形态观察

取适量 FMN 包合物脂质体用 pH 7.4的 PBS 稀释

后，点样于铜网上，负染后用透射电镜观察形态并拍

照。结果显示，FMN包合物脂质体轮廓清晰，大体呈圆

形或椭圆形，FMN包合物脂质体的透射电镜图见图2。

2.5 粒径与Zeta 电位的测定

取FMN包合物脂质体溶液适量，稀释若干倍后，用

粒径及Zeta电位分析仪检测其粒径、多分散指数（PDI）

和 Zeta 电位。结果显示，FMN 包合物脂质体的粒径为

（255.34± 12.87）nm、PDI 为 0.29± 0.03、Zeta 电位为

（25.32±3.51）mV（n＝3），FMN包合物脂质体的粒径和

Zeta电位分布图见图3。

由图3可知，FMN包合物脂质体的粒径多在100 nm

以下，而粒径及 Zeta 电位分析仪检查到的粒径却为

（255.34±12.87）nm，这是由于电镜观察时，脂质体需在

铜网上晾干，干燥过程中引起了脂质体收缩，因此电镜

照片上的脂质体粒径小于粒径及Zeta电位分析仪测得

的粒径。

2.6 体外释药考察

分别取FMN包合物溶液、FMN普通脂质体及FMN

包合物脂质体各1 mL（均相当于FMN 0.55 mg），置于透

析袋中，以 pH 7.4 PBS 150 mL 为释放介质，于（37±

1）℃、100 r/min 下恒温搅拌。分别于 0.5、1、2、3、5、7、

10、12、24 h取样3 mL，并立即补充等温等量新鲜释放介

质。收集样品按“2.1.1”项下色谱条件进样测定，计算累

积释放度，绘制释放曲线。3种样品的体外释药曲线见

图4。

体外释放结果显示，FMN包合物溶液、FMN普通脂

质体以及FMN包合物脂质体的释放速率依次减慢，1 h

图2 FMN包合物脂质体的透射电镜图（×40 000）

Fig 2 TEM of FMN inclusion compound liposome（ ×

40 000）

图3 FMN包合物脂质体的粒径和Zeta电位分布图

Fig 3 Particle size and Zeta potential distribution of

FMN inclusion compound liposome
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累积释放度分别为42.00％、20.54％、8.31％，24 h累积释

放度分别为 88.30％、66.29％、56.12％。表明与FMN包

合物溶液和FMN普通脂质体比较，FMN包合物脂质体

具有明显的缓释作用。

2.7 稳定性考察

取FMN包合物脂质体混悬液，置于（4±2）℃留样

观察，考察稳定性。结果显示，FMN 包合物脂质体在

（4±2）℃条件下放置 3个月后，外观未发生变化，其包

封率、粒径、Zeta电位分别为（80.16±0.39）％、（260.21±

11.62）nm、（25.47±3.18）mV（n＝3），表明其并未发生

明显改变，由此可以看出 FMN包合物脂质体在低温下

放置3个月具有较好的稳定性。

3 讨论
通常对于亲脂性特别强或亲水性特别强[油-水分配

系数的对数（lgP）＞4.5或 lgP＜－0.3]的药物比较容易

制备成脂质体，而其他药物难以包入脂质体，即使包封

进脂质体后，将倾向于较迅速的渗漏[13]。因FMN在水中

的平衡溶解度为（2.079±0.036）μg/mL，在正辛醇-水体

系中的表观油水分配系数 lgP＝2.79±0.03（37 ℃下测

得，相关数据另文发表），对于这类药物可以尝试将其制

成包合物后再制备脂质体。预试验中发现，FMN很难直

接包入脂质体，其包封率仅为5.38％左右。制成包合物

后再包入脂质体，其包封率可达80％以上。

预试验中，笔者以包封率为评价指标，比较了薄膜

分散法、乙醇注入法、逆相蒸发法 3种制备方法，结果用

乙醇注入法、逆相蒸发法制备的 FMN包合物脂质体的

包封率仅达 58.60％和 50.35％，因此选择包封率高

（81.63％）的薄膜分散法制备FMN包合物脂质体。

根据文献[14]，由于该制剂处方中加入环糊精，可能

会破坏磷脂双层膜，并且胆固醇用量较小，对磷脂双层

膜的稳定作用下降，故在处方中加入少量P188可能对脂

质体混悬液有稳定作用，且一般不显著影响各项指标。

预试验中考察了加 P188的包合物脂质体和未加P188的

包合物脂质体混悬液的稳定性，结果表明，未加P188的

包合物脂质体混悬液在4 ℃冰箱中保存2周后出现磷脂

聚集现象，加P188的包合物脂质体在4 ℃冰箱中可保存

3个月。

体外释药试验结果表明，FMN包合物溶液体外释放

速度最快、包合物脂质体的释放速度最慢，包合物脂质

体释放速度慢的原因可能是：包合物脂质体中的药物经

过环糊精包合后被包载在脂质体的内水相，药物释放有

两个过程，第一个过程是以包合物的形式从脂质体中释

放，第二个过程是药物从包合物中释放 [15]，所以释放速

度比包合物溶液和普通脂质体慢。

本研究制备了性质稳定且有较高包封率的FMN包

合物脂质体，且具有良好的缓释效果，质量也符合相关

标准。
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