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摘 要 目的 制备共载小檗碱/胡椒碱自微乳给药系统（BBR/PIP-SMEDDS），评价其理化性质、体外释药及药动学特征。方法 

通过外翻肠囊法确定制剂中小檗碱（BBR）和胡椒碱（PIP）的载药质量比；通过溶解度检测、相容性评价和伪三元相图分别确定油

相、乳化剂和助乳化剂；以油相用量、乳化剂-助乳化剂质量比为因素，粒径和 Zeta 电位的综合评分为响应值，采用星点设计-效应

面法优化空白自微乳给药系统（SMEDDS）的处方并验证；按最优处方，在磁力搅拌下加入过量 BBR、PIP 原料药，制得 BBR/PIP-

SMEDDS，对其理化性质、体外释药行为、大鼠体内药动学特征进行考察。结果 BBR和PIP的载药质量比为1∶1，最优处方为油相

（油酸乙酯）占18.54%，乳化剂（吐温-80）占52.16%，助乳化剂（聚乙二醇400）占29.30%。3次验证实验显示，所得空白SMEDDS的

平均粒径为（16.49±0.49）nm，Zeta 电位为（－16.22±0.77）mV，综合评分为0.97分，与预测值（0.95分）的相对偏差为2.11%。所制

BBR/PIP-SMEDDS 为水包油型微乳，为金黄色油状液体，呈圆球状，平均粒径为（32.90±0.38）nm，Zeta 电位为（－19.17±0.70）

mV；BBR 的包封率为（90.44±0.88）%，载药量为（10.18±0.17）mg/g；PIP 的包封率为（87.48±1.13）%，载药量为（9.41±0.17）mg/g

（n＝3）。BBR/PIP-SMEDDS 低温（4 ℃）避光、离心、稀释条件下稳定性较好。体外释药结果显示，制备成 SMEDDS 后，BBR 在模

拟肠液中24 h 时的累积释放百分率明显高于原料药。大鼠药动学研究结果表明，BBR/PIP-SMEDDS 的峰浓度、药时曲线下面积

（AUC0－t）分别是原料药的4.61、7.07倍，相对生物利用度为707.484%。结论 成功制得BBR/PIP-SMEDDS，所得制剂的体外释放和

生物利用度均较原料药有较大提升。
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Construction and evaluation of berberine/piperine co-loaded self-microemulsion drug delivery system
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ABSTRACT OBJECTIVE To prepare berberine/piperine co-loaded self-microemulsion drug delivery system （BBR/PIP-

SMEDDS）， evaluate its physicochemical properties， in vitro release and pharmacokinetic characteristics. METHODS The drug 

loading mass ratio of berberine （BBR） and piperine （PIP） in the preparation was determined by the everted intestinal sac method. 

The oil-phase， emulsifier and co-emulsifier were determined by solubility detection， compatibility evaluation and pseudo-ternary 

phase diagram， respectively. The formulation of blank self-microemulsion drug delivery system （SMEDDS） was optimized and 

verified by central composite design-response surface methodology with the amount of oil-phase and the mass ratio of emulsifier to 

co-emulsifier as factors， and the comprehensive score of particle size and Zeta potential as response value. According to the optimal 

prescription， BBR/PIP-SMEDDS was prepared by adding excessive BBR and PIP raw materials under magnetic stirring， and its 

physicochemical properties， in vitro release behavior and pharmacokinetic characteristics in rats were investigated. RESULTS The 

drug loading mass ratio of BBR and PIP was 1∶1. The optimal prescription included oil-phase （ethyl oleate） accounted for 18.54%， 

emulsifier （Tween-80） accounted for 52.16%， and co-emulsifier （polyethylene glycol 400） accounted for 29.30%. Three 

verification experiments showed that the average particle size of blank SMEDDS was （16.49±0.49） nm； the Zeta potential was  

（－16.22±0.77） mV； the comprehensive score was 0.97， the relative deviation of which from the predicted value （0.95） was 

2.11%. The prepared BBR/PIP-SMEDDS was an oil-in-water microemulsion， which was a golden yellow oily liquid with a 

spherical shape. The average particle size was （32.90±0.38） 

nm， and the Zeta potential was （－19.17±0.70） mV. The 

encapsulation efficiency of BBR was （90.44±0.88）% ， and 

the drug loading was （10.18±0.17） mg/g. The encapsulation 

efficiency of PIP was （87.48±1.13）%， and the drug loading 

was （9.41±0.17） mg/g. BBR/PIP-SMEDDS had good stability 

at low temperature （4 ℃） in the dark， centri-fugation and 

dilution. The results of in vitro release showed that the 
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cumulative release percentage of BBR in simulated intestinal fluid for 24 h was significantly higher than that of the raw drug after 

the preparation of SMEDDS. The pharmacokinetic results in rats showed that the peak concentration and area under the drug-

concentration time curve （AUC0－t） of BBR/PIP-SMEDDS were 4.61 and 7.07 times higher than those of the raw drug respectively， 

and the relative bioavailability was 707.484%. CONCLUSIONS BBR/PIP-SMEDDS is successfully prepared， and the in vitro 

release and bioavailability of the preparation are greatly improved compared with the raw material.

KEYWORDS berberine； piperine； self-microemulsion drug delivery system； preparation optimization； physicochemical 

properties； in vitro drug release； pharmacokinetics

小檗碱（berberine，BBR）是从毛茛科植物中提取的

一种季胺类异喹啉类生物碱，具有调血脂、降血糖、抗肿

瘤等药理作用[1―3]。研究指出，BBR 口服生物利用度极

低，可能与其溶解度差、渗透性低有关；同时，BBR 是 P-

糖蛋白（P-glycoprotein，P-gp）的底物，其生物利用度亦

受 P-gp 介导的外排作用的影响；此外，由于肝肠代谢循

环的存在，BBR 生物利用度还受胆汁再排泄致口服吸收

减少的影响[4]。胡椒碱（piperine，PIP）是从胡椒科植物中

提取的一种生物碱类化合物，具有保护心血管系统、抗

肿瘤、改善神经系统疾病等作用[5―7]。研究指出，PIP 能

够抑制 P-gp 外排，同时是肝肠代谢关键催化酶尿苷二磷

酸 葡 萄 糖 醛 酸 转 移 酶 [UDP-glucuronosyltransferase，

UGT]的抑制剂，可通过增加药物吸收、减少药物代谢等

方式来提高药物的生物利用度[8]。因此，联合 PIP 可能是

改善 BBR 口服生物利用度的有效途径。

自微乳给药系统（self-microemulsion drug delivery 

system，SMEDDS）由药物、油相、乳化剂和助乳化剂组

成。与传统剂型相比，SMEDDS 为热力学稳定系统，可

在水性介质中自动形成粒径小于 100 nm 的水包油型乳

液；同时，该剂型制备简单，可提高难溶性药物的溶解

度，改善难溶性药物的体内吸收，具有广阔的应用前

景[9]。基于此，本实验拟利用自微乳化技术[10]，制备共载

BBR、PIP 的 SMEDDS（BBR/PIP-SMEDDS），并对其理

化性质、药动学特征进行评价，旨在通过与 PIP 联用和改

变剂型的方式来解决 BBR 生物利用度低的问题，为后续

药物开发提供参考。

1　材料
1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括 UltiMate 3000型高效液

相色谱（HPLC）仪（美国 Dionex 公司）、LitesizerTM 500型

纳米粒度电位仪（奥地利 Anton Paar 公司）、HT7700型低

电压透射电镜（日本 Hitachi 公司）、FA22048型电子天平

（山东瑞德京科仪器股份有限公司）等。

1.2　主要药品与试剂

BBR 原料药（批号20221025，纯度＞98%）购自陕西

正 禾 药 业 生 物 工 程 有 限 公 司 ；PIP 原 料 药（批 号

20220901，纯度＞95%）购自西安佰斯特生物科技有限

公司；BBR、PIP、对二甲氨基苯甲醛对照品（批号分别为

B21379、B20516、B20322，纯度均大于 98%）和肉豆蔻酸

异丙酯（IPM）、中链甘油三酯（MCT）均购自上海源叶生

物科技有限公司；十二烷基酚聚氧乙烯醚（OP-10）、丙三

醇、无水乙醇均购自天津市天力化学试剂有限公司；橄

榄油购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司；油酸乙

酯、吐温-80、吐温-20均购自天津市光复精细化工研究

所；辛酸癸酸聚乙二醇甘油酯（Labrasol®）购自南京都莱

生物技术有限公司；聚乙二醇 200（PEG-200）、PEG-400

均购自天津市致远化学试剂有限公司；甲醇、乙腈均为

色谱纯，其余试剂均为分析纯，水为超纯水。

1.3　实验动物

SPF 级雄性 SD 大鼠，体重 240～250 g，购自长春市

亿斯实验动物技术有限责任公司[实验动物生产许可证

号 SCXK（吉）2020-0002]。本实验经过哈尔滨商业大学

药 学 院 实 验 动 物 伦 理 委 员 会 批 准（编 号 HSDYXY-

2023055、HSDYXY-2023054）。

2　方法与结果
2.1　BBR、PIP的含量测定

2.1.1　BBR/PIP-SMEDDS 中 BBR 的含量

采用 HPLC 法测定。以 Welchrom C18（4.6 mm×250 

mm，5 μm）为色谱柱，以0.05 mol/L磷酸二氢钾-乙腈（65∶

35，V/V）为流动相；流速为 1.0 mL/min；检测波长为 350 

nm；柱温为 30 ℃；进样量为 20 μL。结果显示，BBR 色

谱峰峰形良好，不受 BBR/PIP-SMEDDS 中其余成分和

溶剂（流动相）的影响，专属性良好；BBR 峰面积（Y）与其

质量浓度（X）的线性回归方程为 Y＝0.338 8X－0.343 5

（R 2＝0.999 5），线性范围为 10.00～50.00 µg/mL；精密

度、重复性、稳定性（12 h）试验的 RSD 均小于5.00%（n＝

6），平均加样回收率为 100.00%～101.00%（RSD 均小于

2.00%，n＝3），均符合定量分析方法学考察的相关要求。

2.1.2　BBR/PIP-SMEDDS 中 PIP 的含量

采用 HPLC 法测定。以 Welchrom C18（4.6 mm×250 

mm，5 μm）为色谱柱，以甲醇-水（77∶23，V/V）为流动相；

流速为 1.0 mL/min；检测波长为 343 nm；柱温为 30 ℃；

进样量为 20 μL。结果显示，PIP 色谱峰峰形良好，不受

BBR/PIP-SMEDDS 中其余成分和溶剂（无水乙醇）的影

响，专属性良好；PIP 峰面积（Y）与其质量浓度（X）的线性

回归方程为 Y＝2.213 9X+2.216 4（R 2＝0.999 2），线性范

围为 5.00～25.00 µg/mL；精密度、重复性、稳定性（12 h）

试验的 RSD 均小于 5.00%（n＝6），平均加样回收率为

99.30%～99.49%（RSD 均小于 5.00%，n＝3），均符合定

量分析方法学考察的相关要求。
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2.1.3　台式液中 BBR 的含量

采用 HPLC 法测定，色谱条件同“2.1.1”项。结果显

示，BBR 色谱峰峰形良好，不受台式液成分的影响，专属

性良好；BBR 峰面积（Y）与其质量浓度（X）的线性回归方

程为 Y＝0.345 2X+0.148 3（R 2＝0.999 2），线性范围为

0.16～25.60 mg/L；精密度、重复性、稳定性（12 h）试验的

RSD 均小于5.00%（n＝6），平均加样回收率为99.59%～

100.14%（RSD 均小于 5.00%，n＝3），均符合定量分析方

法学考察的相关要求。

2.1.4　释放介质中 BBR 的含量

采用 HPLC 法测定，色谱条件同“2.1.1”项。结果显

示，BBR 色谱峰峰形良好，不受释放介质（pH7.4的磷酸

盐缓冲液）的影响，专属性良好；BBR 峰面积（Y）与其质

量 浓 度（X）的 线 性 回 归 方 程 为 Y＝0.298 7X+0.113 1

（R 2＝0.999 4），线性范围为0.80～80.00 μg/mL；精密度、

重复性、稳定性（12 h）试验的 RSD 均小于5.00%（n＝6），

平均回收率为 98.96%～101.75%（RSD 均小于 5.00%，

n＝3），均符合定量分析方法学考察的相关要求。

2.1.5　大鼠血样中 BBR 的含量

采用 HPLC 法测定，色谱条件同“2.1.1”项。结果显

示，BBR 与内标（对二甲氨基苯甲醛）的色谱峰互不干

扰，亦不受内源性杂质的干扰，专属性良好；BBR 与内标

的峰面积比值（Y）与 BBR 质量浓度（X）的线性回归方程

为 Y＝0.551 7X+0.026 3（R 2＝0.999 8），线 性 范 围 为

0.04～4.00 µg/mL，定量下限为0.04 µg/mL；日内/日间精

密度、准确度、稳定性试验的RSD均小于10.00%（n＝6或

n＝3或n＝5），均符合定量分析方法学考察的相关要求。

2.2　BBR和PIP载药质量比的确定

采用外翻肠囊法确定 BBR/PIP-SMEDDS 中 BBR 和

PIP 的载药质量比。精密称取氯化钠4.0 g、碳酸氢钠0.5 

g、氯化钾 0.14 g、磷酸二氢钠 0.025 g、氯化镁 0.05 g，溶

于 250 mL 水中，密封冷藏；取氯化钙 0.1 g，溶于 250 mL

水中，密封冷藏；临用前，将上述2种溶液混匀，再加入葡

萄糖 0.5 g，充分溶解，即得台式液。分别精密称取 BBR

原料药和 BBR+PIP 原料药，以台式液为溶剂，制得 100 

mg/L 的 BBR 供试液和两者质量比分别为 2∶1、1∶1、1∶2

的混合供试液（BBR 质量浓度均为100 mg/L，PIP 质量浓

度分别为50、100、200 mg/L）。

将24只大鼠随机分为 BBR 原料药组和 BBR+PIP 不

同质量比（2∶1、1∶1、1∶2）溶液组，每组6只。实验前，大

鼠禁食、不禁水 12 h，经麻醉后打开腹腔，取出十二指

肠、空肠、回肠（长约10 cm）。各肠段经台式液洗净后翻

转，一端用手术线扎紧，另一端用自制的胶管固定扎紧，

使肠段形成囊状套管。向肠囊内加入空白台式液2 mL

后重新扎紧，将其放入含上述供试液 20 mL 的试管中，

并通入混合气体（95%O2+5%CO2）；将试管置于 37 ℃水

浴中孵育，分别于孵育30、60、90、120 min 时从肠囊内取

样0.3 mL，同时补加等温等体积的空白台式液。将各时

间点取得的样品溶液分别置于1.5 mL 离心管中，加甲醇

300 μL，涡旋混匀3 min，以8 000 r/min 离心10 min，取上

清液，即得肠囊样品溶液。按“2.1.3”项下方法测定肠囊

样品溶液中 BBR 的质量浓度，并计算其在不同时间点、

不同肠段中的单位面积吸收量（Q）：Q＝
CnV1 + ∑

i = 1

n - 1

CnV2

A
[式中，Cn为第 n 个取样点所测得的 BBR 质量浓度；V1为

空白台式液体积（2 mL）；V2为取样体积（0.3 mL）；A 为肠

表面积]。结果（图1）显示，与 BBR 原料药相比，添加 PIP

后，BBR 的 Q 值均有所增加；当 BBR 和 PIP 的质量比为  

1∶1时，BBR 在各肠段中的 Q 值均最高，故将两者质量比

确定为1∶1。

2.3　SMEDDS处方优化的单因素实验

采 用 单 因 素 实 验 对 空 白 SMEDDS 的 辅 料 进 行

筛选。

2.3.1　辅料的初筛

取过量的 BBR 和 PIP 原料药（质量比 1∶1），置于 2 

mL 离心管中，分别加入不同的油相（IPM、油酸乙酯、

MCT、橄 榄 油）、乳 化 剂（OP-10、吐 温 -80、吐 温 -20、

Labrasol®）、助乳化剂（丙三醇、PEG-200、PEG-400、无

水乙醇）至总质量为 1 g，涡旋 5 min 后，超声（频率 40 

kHz，功率 120 W）40 min 使 BBR、PIP 充分溶解，再以

10 000 r/min 离心15 min；取上清液，稀释后，按照“2.1.1”

“2.1.2”项下方法测定溶液中 BBR、PIP 的质量浓度，并结

合稀释倍数计算两者在不同辅料中的溶解度。每个样

品平行测定3次，结果取平均值。综合 BBR、PIP 溶解度

的测定结果（表 1），本研究暂将油相定为油酸乙酯和

MCT，乳化剂为吐温-80和 Labrasol®，助乳化剂为无水乙

醇、PEG-400和 PEG-200。
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图1　BBR在不同肠段中的Q值（x±s，n＝6）
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2.3.2　油相和乳化剂的选择

取“2.3.1”项下暂定的油相和乳化剂，于 37 ℃下用

磁力搅拌器分别将两者按质量比 1∶9、2∶8、3∶7、4∶6、     

5∶5、6∶4、7∶3混匀，在搅拌过程中加入水（油相+乳化剂

与水的质量比为1∶100），观察外观澄明度并记录乳化时

间，根据 SMEDDS 等级划分标准对油相-乳化剂的不同

组合进行相容性评价，标准如下——A 级：为澄清溶液

或泛蓝色乳光溶液，乳化时间＜3 min；B 级：为澄清度稍

差于 A 级的溶液，乳化时间＜3 min；C 级：为亮白色不透

明溶液，乳化时间为 1～3 min；D 级：为液面漂有油滴的

灰白色溶液，乳化时间＞3 min；E 级：为难乳化且一直存

有油滴的溶液，乳化时间＞3 min[11]。结果（表2）显示，当

使用同一乳化剂时，油酸乙酯与乳化剂的相容性更好；

当使用同一油相时，吐温-80与油相的相容性更好。综

合考虑，最终确定油相为油酸乙酯，乳化剂为吐温-80。

2.3.3　助乳化剂的选择

分 别 固 定 乳 化 剂 - 助 乳 化 剂 质 量 比（以 下 简 称

“Km”）为 2∶1、1∶1、1∶2，混匀后，将乳化剂+助乳化剂与

油相以不同质量比（9∶1、8∶2、7∶3、6∶4、5∶5、4∶6、3∶7、    

2∶8、1∶9）混匀，逐滴加入水，观察自乳化情况，绘制由不

同助乳化剂（PEG-400、PEG-200、无水乙醇）所制空白

SMEDDS 的伪三元相图，并以相图中自乳化区域面积

（即图中被框选的区域）大小为评价指标，确定助乳化剂

的种类。结果（图 2）显示，溶解度实验中效果最好的无

水乙醇在本乳化实验中的表现不佳，自乳化区域面积从

大到小依次为 PEG-400、PEG-200、无水乙醇，故最终确

定助乳化剂为 PEG-400。

2.4　SMEDDS处方优化的星点设计-效应面实验

采用星点设计-效应面实验对空白 SMEDDS 的处方

进行优化。

2.4.1　星点设计-效应面实验

根据“2.3”项下单因素筛选结果，以油相用量（X1）、

Km 值（X2）为因素，以粒径（Y1）和 Zeta 电位（Y2）的综合评

分[Y，Y＝（200－Y1）/200×50%+Y2绝对值/最大电位绝对

值×50%]为响应值（200 为本实验设置的最大粒径限

度）[12―13]，采用星点设计-效应面法优化处方。具体因素

与水平见表3，实验安排与结果见表4。

表1　药物在不同辅料中的溶解度（mg/mL，n＝3）

辅料类别

油相

乳化剂

助乳化剂

辅料

IPM

油酸乙酯
MCT

橄榄油
OP-10

吐温-80

吐温-20

Labrasol®

丙三醇
PEG-200

PEG-400

无水乙醇

溶解度
BBR

0

0.138

0.101

0

0.349

0.537

0.109

0.999

0.731

0.643

0.879

1.058

PIP

0.337

7.400

0.079

0.127

0.139

0.115

0.100

0.486

0.258

36.386

18.499

32.558

表2　不同油相和乳化剂相容性评价实验结果

油相

油酸乙酯

MCT

乳化剂

吐温-80

Labrasol®

吐温-80

Labrasol®

油相-乳化剂质量比
1∶9

A

C

A

C

2∶8

A

C

A

C

3∶7

A

C

B

D

4∶6

B

C

C

D

5∶5

B

D

C

D

6∶4

C

D

C

D

7∶3

C

D

C

D

0 0.25 0.50 0.75 1.00

油酸乙酯

B. PEG-200

0

1.00

0.50

0.75

0.25

0

0.75

0.50

0.25

PE
G

-2
00

吐
温

-80

1.00

0 0.25 0.50 0.75 1.00

油酸乙酯

C. 无水乙醇

0

1.00

0.50

0.75

0.25

0

0.75
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0.25

无
水

乙
醇

吐
温

-80

1.000

1.00

0.50
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0.25
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0 0.25 0.50 0.75 1.00

油酸乙酯

A. PEG-400

PE
G

-4
00

1.00

0

吐
温
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图2　不同助乳化剂所制空白SMEDDS的伪三元相图

表3　星点设计-效应面实验的因素与水平

水平
－1.414

－1

　0

X1/%
10.00

11.46

15.00

X2

0.50∶1

0.72∶1

1.25∶1

水平
1

1.414

X1/%
18.54

20.00

X2

1.78∶1

2.00∶1

表4　星点设计-效应面实验的安排与结果

序号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

X1/%
11.46

18.54

11.46

18.54

10.00

20.00

15.00

15.00

15.00

15.00

15.00

15.00

15.00

X2

0.72∶1

0.72∶1

1.78∶1

1.78∶1

1.25∶1

1.25∶1

0.50∶1

2.00∶1

1.25∶1

1.25∶1

1.25∶1

1.25∶1

1.25∶1

Y1/nm

24.66

46.86

15.03

18.61

13.87

27.00

50.92

16.27

20.50

22.71

21.81

20.82

23.61

Y2/mV

－9.9

－13.5

－3.6

－16.0

－2.1

－13.6

－14.1

－10.8

－9.7

－10.5

－10.4

－10.7

－9.6

Y/分
0.75

0.80

0.57

0.95

0.53

0.86

0.81

0.80

0.75

0.77

0.77

0.78

0.74
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以 Design-Expert 13软件分析表 4结果，以 Y 分别对

X1和 X2进行二项式方程拟合，得 Y＝0.762 0+0.112 2X1－

0.005 5X2+0.082 5X1X2－0.029 2X1
2+0.025 9X2

2（R 2＝0.986 6）。

方差分析结果（表5）显示，模型的 P 值小于0.000 1，表明

上述方程拟合程度高；失拟项的 P 值大于0.05，表明未知

因素干扰小，模型可用于预测 Y 的变化。

采用 Design-Expert 13软件绘制效应面图，结果（图

3）显示，X1、X2的交互作用明显。采用 Design-Expert 13

软件求解上述二项式方程，确定空白 SMEDDS 的最优

处方组成为油相用量 18.54%、Km 值 1.780（乳化剂为

52.16%，助乳化剂为29.30%），Y 的预测值为0.95分。

2.4.2　最优处方的验证

按照“2.4.1”项下最优处方制备3批空白 SMEDDS，

测 定 其 平 均 粒 径 为（16.49±0.49）nm，Zeta 电 位 为     

（－16.22±0.77）mV；Y 为 0.97分，与预测值的相对偏差

为2.11%。这提示所建模型拟合度较好，最优处方可行。

2.5　BBR/PIP-SMEDDS的制备与质量评价

2.5.1　制备

按“2.4”项下最优处方称取油相、乳化剂和助乳化

剂，将乳化剂和助乳化剂混合均匀，再加入油相搅拌均

匀 ，即 得 空 白 SMEDDS；在 磁 力 搅 拌 下 ，向 空 白

SMEDDS 中加入过量 BBR、PIP 原料药（质量比1∶1），搅

拌 15 min，超声（频率 40 kHz，功率 120 W）40 min，于

37 ℃水浴中平衡 4 h 后，取上层澄清液体，即得 BBR/

PIP-SMEDDS。

2.5.2　外观和微观形态观察

取按“2.5.1”项下方法制得的空白 SMEDDS 和 BBR/

PIP-SMEDDS，对二者进行外观观察；取按“2.5.1”项下

方法制得的 BBR/PIP-SMEDDS，用水稀释后滴加至铜网

上，以磷钨酸溶液染色，于室温下干燥后，使用透射电镜

观察其微观形态。结果显示，空白 SMEDDS 为浅黄色

液体，BBR/PIP-SMEDDS 为金黄色油状液体；透射电镜

（图 4）下，BBR/PIP-SMEDDS 呈圆球状，且粒子分散，无

粘连。

2.5.3　微乳类型的鉴别

利用染色法进行鉴别。等量取按“2.5.1”项下方法

制得的 BBR/PIP-SMEDDS，分置于 2个烧杯中，用水稀

释100倍，分别加入亚甲基蓝染料和苏丹红染料，观察其

染色情况。结果（图 5）显示，亚甲基蓝（左）的扩散速度

快于苏丹红（右），表明该 BBR/PIP-SMEDDS 为水包油

型微乳。

2.5.4　粒径和 Zeta 电位的测定

取按“2.5.1”项下方法制得的 BBR/PIP-SMEDDS，用

水稀释100倍后，使用纳米粒度电位仪测定其粒径、多分

散性指数和 Zeta 电位。样品平行检测3次。结果（图6）

显示，BBR/PIP-SMEDDS 的平均粒径为（32.90±0.38）

nm，多 分 散 性 指 数 为（18.76±0.55）% ，Zeta 电 位 为      

（－19.17±0.70）mV。

2.5.5　包封率和载药量的测定

取按“2.5.1”项下方法制得的 BBR/PIP-SMEDDS 1 

g，用溶剂（BBR 同“2.1.1”项，PIP 同“2.1.2”项）稀释 500

倍后，分别按照“2.1.1”“2.1.2”项下方法测定，得投入药

物总量。取上述稀释液，以 5 000 r/min 离心 10 min，收

集上层清液，过滤，取滤液，分别按照“2.1.1”“2.1.2”项下

方法测定，得被包裹的药量，根据以下公式计算包封率

及载药量：包封率（%）＝W2/W1×100%，载药量（mg/g）＝

W2/W0[式中，W0为空白 SMEDDS 的质量（即油相、乳化

表5　星点设计-效应面实验的方差分析结果

来源
模型
X1

X2

X1X2

X1
2

X2
2

残差
失拟项
纯误差

平方和
0.140 1

0.100 5

0.000 2

0.027 2

0.005 9

0.004 7

0.001 9

0.000 8

0.001 1

自由度
5

1

1

1

1

1

7

3

4

均方
0.028 0

0.100 5

0.000 2

0.027 2

0.005 9

0.004 7

0.000 3

0.000 3

0.000 3

F

103.09

369.76

0.90

100.17

21.69

17.17

1.02

P

＜0.000 1

＜0.000 1

0.375 3

＜0.000 1

0.002 3

0.004 3

0.473 6

1

0.9

0.8

0.7

0.6

0.5

1.78∶1.00
1.52∶1.00

1.25∶1.00
0.98∶1.00

0.72∶1.00 11.46

X
2

Y
/分

13.23
15.00

16.77
18.54

X 1
/%

图3　X1和X2交互作用的三维效应面图

A. 100 nm 视野 B. 200 nm 视野

100 nm 200 nm

图4　BBR/PIP-SMEDDS的透射电镜图

图5　亚甲基蓝和苏丹红在 BBR/PIP-SMEDDS 中的扩

散效果
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剂、助乳化剂的质量之和）和药物质量的总和，W1为投入

药物总量，W2为被包裹的药量]。样品平行检测3次。结

果显示，BBR/PIP-SMEDDS 中 BBR 的包封率为（90.44±

0.88）%，载药量为（10.18±0.17）mg/g；PIP 的包封率为

（87.48±1.13）%，载药量为（9.41±0.17）mg/g。

2.5.6　物理稳定性的初步考察

取按“2.5.1”项下方法制得的 BBR/PIP-SMEDDS，分

别在室温/低温（4 ℃）避光放置不同时间（0～3个月）时

或以 10 000 r/min 离心 30 min 后，考察其外观、粒径及

BBR 包封率的变化情况；分别在以水为溶剂稀释不同倍

数（10～200倍）后，考察其外观、粒径及自乳化时间的变

化情况。每个条件平行测定 3次。结果（表 6和表 7）显

示，BBR/PIP-SMEDDS 在低温避光条件下放置 0～3个

月和离心条件下的稳定性均较好，均未见药物析出；随

着稀释倍数的增加，BBR/PIP-SMEDDS 的外观不变，粒

径有下降的趋势，自乳化时间呈先缩短后延长的趋势，

且当稀释100倍时，自乳化时间最短，表明其在稀释条件

下稳定性较好。

2.5.7　体外释放度考察

取按“2.5.1”项下方法制得的 BBR/PIP-SMEDDS 适

量（以 BBR 计 20.0 mg）加入至透析袋中，放入含释放介

质 80 mL 的烧杯中，在 37 ℃水浴中以 100 r/min 的速率

振摇，分别在孵育0.083、0.167、0.5、1、2、3、4、6、8、12、24 

h 时取样 1 mL（同时补加等温等体积的释放介质），过

滤，按“2.1.4”项下方法测定 BBR 的含量，并计算累积

释放百分率，绘制释放曲线。取 BBR 原料药 20.0 mg，

加入释放介质中制成混悬液，按上述方法处理。按下

列 公 式 计 算 累 积 释 放 百 分 率 ：累 积 释 放 百 分 率＝

CnV1 + ∑
i = 1

n - 1

CiV2

m
×100%[式中，Cn 为第 n 个取样点所测得

的 BBR 质量浓度；Ci为第 i（i≤n－1）个取样点所测得的

BBR 质量浓度；V1为释放介质体积；V2为取样体积；m 为

透析袋中药物总质量]。每个样品平行测定6次。

结果（图7）显示，BBR 原料药在5 h 前呈持续释药状

态，5 h 后释药基本结束，其在 6 h 时的累积释放百分率

为（47.02±0.33）% ，与 其 24 h 的 累 积 释 放 百 分 率

[（47.09±0.37）%]相当，提示 BBR 原料药的释药效果较

差；而 BBR/PIP-SMEDDS 在前 6 h 内稳定释放，在 6 h 时

的累积释放百分率已达（85.62±0.67）%，其最大累积释

放百分率为（90.78±0.37）%，表明 BBR/PIP-SMEDDS 的

释药优于 BBR 原料药。

2.6　BBR/PIP-SMEDDS在大鼠体内的药动学研究

取大鼠 12只，随机分为 BBR 原料药组和 BBR/PIP-

SMEDDS 组，每组 6 只。大鼠实验前禁食不禁水 12 h

后，分别灌胃 BBR 原料药、按“2.5.1”项下方法制得的

BBR/PIP-SMEDDS 40 mg/kg（以 BBR 质量计，剂量参考

相关文献[14]设置）。分别于灌胃后0.25、0.5、1、2、3、4、6、

8、12、24 h 时于眼眶后静脉丛采血 0.5 mL，置于肝素抗

凝离心管中，以6 000 r/min 离心5 min。取上层血浆200 

μL、1.0 μg/mL 的对二甲氨基苯甲醛溶液（以甲醇为溶

剂）50 μL 和甲醇 600 μL 于离心管中，涡旋混匀 5 min，

离心 10 min，取上清液，挥干；残渣用流动相 100 μL 复

溶 ，涡 旋 混 匀 5 min，离 心 5 min，取 上 清 液 20 μL 按

“2.1.5”项下方法测定血浆样品中 BBR 的质量浓度。采

表6　BBR/PIP-SMEDDS 在放置及离心条件下稳定性

实验结果（x±s，n＝3）

条件
室温避光

低温避光

离心

具体参数
放置 0 个月
放置 1 个月
放置 2 个月
放置 3 个月
放置 0 个月
放置 1 个月
放置 2 个月
放置 3 个月
10 000 r/min 离心 30 min

外观       

金黄色油状液体，无析出
金黄色油状液体，无析出
金黄色油状液体，无析出
浅金黄色油状液体，有析出
金黄色油状液体，无析出
金黄色油状液体，无析出
金黄色油状液体，无析出
金黄色油状液体，无析出
金黄色油状液体，无析出

粒径/nm

32.88±2.11

33.02±0.28

33.08±0.74

33.28±1.01

32.07±1.00

33.87±0.87

32.65±0.58

33.47±0.48

32.75±0.50

BBR 包封率/%
89.28±1.62

88.28±3.09

85.17±1.09

80.17±2.09

89.03±0.95

88.66±2.08

87.55±2.34

87.45±2.02

87.98±1.19

表7　BBR/PIP-SMEDDS 在稀释条件下稳定性实验结

果（x±s，n＝3）

稀释倍数
10

50

100

200

外观
澄清透明，无析出
澄清透明，无析出
澄清透明，无析出
澄清透明，无析出

粒径/nm

34.26±0.46

32.50±0.58

32.09±0.46

29.06±0.71

自乳化时间/s

26.63±0.89

25.32±0.85

23.16±0.06

25.82±0.65

100

80

60

40

20

0

累
积

释
放

百
分

率
/%
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用 DAS 2.0软件，绘制药时曲线，计算药动学参数[包括

药时曲线下面积（AUC）、平均驻留时间（MRT）、消除半

衰期（t1/2）、达峰时间（tmax）、峰浓度（cmax）、相对生物利用

度（Fr）]。结果（图 8和表 8）显示，BBR 原料药的吸收较

差，BBR/PIP-SMEDDS 组大鼠体内 BBR 的 cmax和 AUC0－t

分别是 BBR 原料药组的 4.61、7.07倍，且可在 24 h 内被

持续检出；Fr 为 707.484%，表明 BBR/PIP-SMEDDS 有效

改善了 BBR 口服生物利用度低的问题。

3　讨论

根据生物药剂学分类系统，BBR 属于Ⅳ类药物，存

在溶解度差、生物利用度低等问题，大大限制了 BBR 的

临床应用和治疗效果。SMEDDS 常用来包裹难溶性或

水不溶性药物以改善药物溶解度低的问题。研究指出，

BBR 生物利用度受 P-gp 和 UGT 的影响，PIP 作为 P-gp 和

UGT 的抑制剂，可显著提高难溶性药物的生物利用度[8]。

本课题组通过预实验证实，当 BBR 与 PIP 混合后，两者

的理化性质互不影响，且现有研究亦未发现其存在生物

相容性不佳的问题[8]。基于此，本研究选择 PIP 作为

BBR 的生物利用度增强剂，将 BBR 和 PIP 共同包载于

SMEDDS 中，以期改善 BBR 的口服生物利用度。

本研究采用外翻肠囊法确定 BBR 和 PIP 的载药质

量比，结果显示，与 BBR 原料药相比，添加 PIP 后 BBR 在

不同肠段的 Q 值均有所增加，表明 PIP 具有促进 BBR 肠

吸收的作用。当 BBR 与 PIP 载药质量比分别为1∶2、2∶1

时，BBR在各肠段中的Q值均低于两者载药质量比为1∶1

时的 Q 值。笔者分析原因可能是当 PIP 浓度过低时，对

BBR 的抑制外排作用没有达到峰值，从而造成其吸收量

不及1∶1；当 PIP 浓度过高时，可能会对 BBR 的吸收产生

竞争抑制作用，从而会造成 BBR 的吸收量低的问题。基

于此，本研究将 BBR 和 PIP 的载药质量比确定为1∶1。

本研究通过单因素实验确定空白 SMEDDS 的辅料

组成，再通过星点设计-效应面法确定其最优处方为油

酸乙酯（油相）占 18.54%、吐温-80（乳化剂）占 52.16%、

PEG-400（助乳化剂）占29.30%。按上述处方，采用磁力

搅拌法将过量 BBR、PIP 原料药加至空白 SMEDDS 中，

即得 BBR/PIP-SMEDDS。笔者在工艺优化的单因素实

验过程中发现，BBR 在部分油相和乳化剂中的溶解度较

高，但两者配伍的效果并不好，这可能与油相分子量过

大，并不能很好地与乳化剂相容有关。

理 化 性 质 评 价 结 果 显 示，本 研 究 所 制 BBR/PIP-

SMEDDS 为水包油型微乳，为金黄色油状液体，粒子呈

圆球状且分散、无粘连，平均粒径为（32.90±0.38）nm，多

分散性指数为（18.76±0.55）%，Zeta 电位为（－19.17±

0.70）mV（n＝3），在离心、稀释条件下均具有较好的物理

稳定性。这可能是粒子间排斥力相互作用的结果，还有

可能与使用了空间稳定型非离子表面活性剂吐温-80

（该类表面活性剂在粒子剪切面上的运动有助于降低其

表面电荷）有关[15―16]。由于 BBR 和 PIP 均需要避光保存，

因此不同放置条件的稳定性考察都是在避光条件下进

行的，结果显示，低温（4 ℃）避光条件下的放置稳定性优

于室温避光条件，这可能是因为 BBR/PIP-SMEDDS 在

低温条件下更不容易发生改变。

BBR 的体内吸收主要发生在小肠[17―18]，故本研究将

pH7.4的磷酸盐缓冲液作为释放介质以模拟肠液环境。

体外释放实验结果显示，与 BBR 原料药相比，BBR/PIP-

SMEDDS 在 24 h 时的累积释放百分率更高，原因是将

BBR 原料药制成 SMEDDS 后，其溶解度得到了改善。

药 动 学 实 验 结 果 显 示 ，BBR 原 料 药 和 BBR/PIP-

SMEDDS 在大鼠体内的药时曲线均为双峰，这可能与药

物的分布、重吸收和肝肠循环有关；此外，还可能与

SMEDDS 的体内释药行为有关，即制剂进入体内后，水

相中的 BBR 先被机体吸收，随后油相中的 BBR 再缓慢

进入血液，从而形成双峰。BBR/PIP-SMEDDS 的 cmax、

AUC0－t、AUC0－∞均高于 BBR 原料药，Fr 为 707.484%，证

明 BBR/PIP-SMEDDS 能显著提高 BBR 的生物利用度；

同时，BBR/PIP-SMEDDS 的 MRT、t1/2均较 BBR 原料药有

一定提高或延长，与体外释放实验结果呼应。

综上所述，本研究成功制得 BBR/PIP-SMEDDS；所

得制剂粒径均一，在低温（4 ℃）避光、离心及稀释条件下

稳定性较好，体外释放和生物利用度均较 BBR 原料药有

较大提升。在后续实验中，本课题组将对 BBR/PIP-

SMEDDS 的转运机制、体内组织分布及药效学等开展深

入研究，为 BBR 制剂的研发提供新的思路。
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图8　BBR 原料药及 BBR/PIP-SMEDDS 在大鼠体内的

药时曲线（x±s，n＝6）

表8　BBR 原料药及 BBR/PIP-SMEDDS 在大鼠体内的

药动学参数

参数
AUC0－t/（μg·h/mL）

AUC0－∞/（μg·h/mL）

MRT0－t/h

MRT0－∞/h

t1/2/h

tmax/h

cmax/（μg/mL）

BBR 原料药组
1.069

1.278

8.347

13.186

9.634

1.000

0.142

BBR/PIP-SMEDDS 组
7.563

9.389

8.916

14.956

11.117

2.000

0.654
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