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水飞蓟宾（SLB）是从菊科药用植物水飞蓟种子的种皮中

提取所得的一种黄酮化合物，具有明显的保护和稳定肝细胞、

改善肝功能的作用[1]。其药理作用包括抗肝纤维化、抗脂质过

氧化、抗炎、抗肿瘤、免疫调节和降血脂等[2]，被广泛应用于治

疗各种肝功能紊乱疾病，如肝硬化、肝炎、脂肪肝等[3]。SLB是

一种脂溶性的物质，口服生物利用度低[4]，严重影响了其药效

的发挥。脂质体作为一类新型药物载体，能实现靶向和缓释

给药，提高难溶性药物的生物利用度，降低药物毒副作用。N-

三甲基壳聚糖（TMC）是壳聚糖的水溶性衍生物，带正电，因其

良好的组织相容性和生物可降解性，被广泛用作纳米粒的载

体材料[5]；同时，带正电荷的高分子载体药物进入体内后，可很

快被体内的网状内皮系统吞噬，易于聚集在肝脏[6]。为了提高

SLB的肝靶向性，本研究拟采用季铵化程度约为 60％的TMC

（简称 TMC60）包覆 SLB 脂质体（SLBL），形成阳离子脂质体

（TMC60-SLBL），并对其处方及制备工艺进行优化，以期为

SLB肝靶向制剂的研发奠定基础。

1 材料
1.1 仪器

SPD-20A、LC-20AT型高效液相色谱仪（日本岛津公司）；

Zetasizer 3000HS 型激光粒度分析仪（英国马尔文公司）；H-

1600RW型高速冷冻离心机（武汉世纪超杰实验仪器有限公司）。

1.2 药品与试剂

SLB 原料药（西安飞达生物技术有限公司 ，批号 ：

FD20140117，纯度：98％）；SLB对照品（中国食品药品检定研
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摘 要 目的：制备N-三甲基壳聚糖（TMC）包覆的水飞蓟宾脂质体（SLBL）（TMC60-SLBL），并优化处方工艺。方法：比较薄膜

分散法、复乳法、逆向蒸发法对SLBL包封率的影响；以磷脂质量浓度、磷脂-胆固醇质量比、药脂质量比、水合温度为因素，以包封

率为指标，采用正交试验优选TMC60-SLBL的处方工艺，并进行验证；比较优化处方所制TMC60-SLBL在4、25 ℃下30 d内的稳

定性，及其与未包覆SLBL的粒径、Zeta电位。结果：3种方法中，薄膜分散法所制SLBL包封率较高，且包封率在剪切前后差异无

统计学意义（P＞0.05）。TMC60-SLBL最优处方工艺为磷脂质量浓度6 mg/ml、磷脂-胆固醇质量比40 ∶1、药脂质量比1 ∶30、水合温

度45 ℃，其包封率为（82.08±2.6）％，RSD＝3.17％（n＝3）；在4 ℃下稳定性更好。SLBL和TMC60-SLBL的粒径分别为（131.9±

1.9）、（161.2±2.0）nm，Zeta电位分别为（－23.18±1.14）、（36.73±2.84）mV。结论：成功制得TMC60-SLBL，且处方简单、方法可

行，产品包封率较高。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To prepare silybin liposomes（SLBL）coated by N-trimethyl chitosan（TMC）（TMC60-SLBL），and

to optimize the formula. METHODS：The effects of 3 kinds of preparation methods on encapsulation efficiency of SLBL were com-

pared，including film dispersion method，multiple emulsion method and reverse evaporation method. The formula of TMC60-SLBL

was optimized by orthogonal test using encapsulation efficiency as index with the concentration of phospholipid，ratio of phospholip-

id to cholesterol，ratio of silybin to lipids，hydration temperature as factors. The stability of TMC60-SLBL by optimal formula at 4

and 25 ℃ within 30 d，the particle size and Zeta potential of TMC60-SLBL and SLBL were all compared. RESULTS：The encapsu-

lation efficiency of TMC60-SLBL prepared by the film dispersion method was the highest，without statistical significance in encap-

sulation efficiency before and after cutting（P＞0.05）. The optimal formula was with the concentration of phospholipid 6 mg/ml；

the ratio of phospholipid to cholesterol 40 ∶ 1；the ratio of silybin to lipids 1 ∶ 30；the temperature of hydration medium 45 ℃；the

encapsulation efficiency were（82.08±2.6）％，RSD＝3.17％（n＝3）. The preparation was stable at 4 ℃；the mean diameter of SL-

BL and TMC60-SLBL were（131.9±1.9）nm and（161.2±2.0）nm，and Zeta potential respectively were（－23.18±1.14）mV and

（36.73±2.84）mV. CONCLUSIONS：TMC60-SLBL is prepared successfully，and its formula is simple and practicable with high

encapsulation efficiency.

KEYWORDS Silybin；N-trimethyl chitosan；Liposome；Orthogonal test；Film dispersion method；Multiple emulsion method；

Reverse evaporation method
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究院，批号：110856-201305，纯度：≥98％）；TMC60（武汉大学

人民医院药剂学实验室自制，批号：20130530，季铵化程度：

64.4％）；卵磷脂（批号：20130724）和胆固醇（批号：20120627）

均购自国药集团化学试剂有限公司；甲醇为色谱纯，氯仿、乙
醇等试剂为分析纯。

2 方法与结果
2.1 SLB的含量测定
2.1.1 色谱条件与系统适用性试验[7] 色谱柱：Agilent TC-C18

（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：甲醇-水-冰醋酸（54 ∶ 46 ∶
0.5），流速：0.8 ml/min；检测波长：288 nm；柱温：40 ℃ ；进样
量：20 μ l。分别取适量 SLB 对照品、TMC60-SLBL、空白
TMC60脂质体样品，经 0.45 μm 的微孔滤膜过滤后，进样分
析。结果表明，在此条件下，辅料对SLB测定无干扰。

2.1.2 标准曲线的绘制 精密称取在真空干燥箱60 ℃干燥至
恒质量的SLB对照品10 mg，置于50 ml量瓶中，加适量甲醇溶
解，并用流动相定容，摇匀，制备成200 μg/ml的贮备液。分别
精密量取贮备液0.10、0.25、0.50、1.00、2.00、4.00 ml，置于10 ml

量瓶中，用流动相定容，摇匀，稀释得到质量浓度为 2、5、10、

20、40、80 μg/ml 的对照品溶液。用0.45 μm微孔滤膜滤过后，

进样测定。以峰面积（y）对质量浓度（x）进行线性回归，得回归
方程为 y＝69 379x+21 315（r＝0.999 9）。结果表明，SLB检测
质量浓度的线性范围为2～80 μg/ml。

2.1.3 回收率试验 取空白TMC60脂质体2 ml，置于10 ml量
瓶中，精密吸取不同量的SLB贮备液，制备成5、20、60 μg/ml的
样品，再用适量甲醇破乳，并加流动相定容摇匀，以离心半径
2.5 cm（下同）、12 000 r/min 离心 10 min，取上清液经 0.45 μm

微孔滤膜过滤后，进样测定，计算回收率。结果，平均回收率
分别为（99.33±1.00）％、（99.85±0.92）％、（100.00±0.56）％，

RSD分别为1.01％、0.92％、0.56％（n＝3）。

2.1.4 精密度试验 精密吸取不同量的 SLB贮备液于 10 ml

量瓶中，用流动相定容并制备成 5、20、60 μg/ml 的溶液，于同
日内重复测定 5次，连续测定 5 d，考察日内、日间精密度。结
果，日内 RSD 分别为 1.22％、0.97％、0.96％（n＝5），日间 RSD

分别为1.63％、1.18 ％、0.80％（n＝5）。

2.1.5 重复性试验 取同一批TMC60-SLBL样品6份，测定并
计算SLB含量。结果，含量的RSD为0.42％（n＝6），表明方法
的重复性良好。

2.2 SLBL制备方法的选择
2.2.1 薄膜分散法 称取卵磷脂 20 mg、胆固醇 2 mg、SLB 1

mg于 500 ml茄形瓶中，加入 15 ml氯仿与乙醇的混合溶剂充
分溶解；于45 ℃水浴减压蒸馏除去有机溶剂，形成均匀透明的
薄膜，继续抽真空除去残余溶剂；加入 10 ml生理盐水水合介
质洗膜，于 45 ℃恒温水浴水化1 h，得到乳状半透明脂质体溶
液，并高速剪切分散10 min，密封置于4 ℃冰箱保存。

2.2.2 复乳法 称取卵磷脂 20 mg、胆固醇 2 mg、SLB 1 mg 于
500 ml梨形瓶中，加入一定体积有机溶剂（体积比为 2 ∶ 1的三
氯甲烷-乙醇）溶解，再加入少量生理盐水，100 W超声乳化 5

min，形成乳白色的W/O型乳液；再于 45 ℃水浴减压蒸馏，除
去少量有机溶剂，加入10 ml生理盐水，形成W/O/W型复乳；温
度保持不变，压力不变，继续蒸馏除尽有机溶剂，形成乳白色悬
浮液状的脂质体，并高速剪切分散10 min，置于4℃冰箱保存。

2.2.3 逆向蒸发法 称取卵磷脂 20 mg、胆固醇 2 mg、SLB 1

mg于500 ml梨形瓶中，加入一定体积有机溶剂（体积比为2 ∶ 1
的三氯甲烷-乙醇）溶解，再加10 ml生理盐水超声 5 min，减压

蒸馏，直至形成反胶束凝胶；维持真空，继续减压蒸馏至其塌
陷形成乳白色悬浮液状的脂质体，并高速剪切分散10 min，置
于4 ℃冰箱保存。

2.3 包封率的测定[8]

取 SLBL 混悬液 1 ml，加甲醇超声破乳，3 500 r/min 离心
10 min，取上清液经0.45 μm的微孔滤膜过滤后，进样分析，测
定SLB总含量Wz。另取SLBL混悬液1 ml，以1 000 r/min离心
10 min，除去 SLB 结晶，取上层脂质体溶液，于 4 ℃下 12 000

r/min离心 60 min，收集下层脂质体，用甲醇破乳，离心除去沉
淀，经0.45 μm的微孔滤膜过滤后，进样测定，得到包载的SLB

含量Wb。计算包封率：包封率＝Wb/Wz×100％。“2.2”项下 3种
方法制备的SLBL的包封率测定结果见表1。

表1 包封率测定结果（x±±s，n＝3，％％）
Tab 1 Result of encapsulation efficiency（x±±s，n＝3，％％）

检测时间
高速剪切前
高速剪切后

薄膜分散法
88.67±1.6

72.32±7.6

复乳法
68.88±1.5

31.68±3.1＊

逆向蒸发法
59.96±1.2

37.66±1.4＊

注：与剪切前比较，＊P＜0.05

Note：vs. before cutting，＊P＜0.05

经SPSS 21软件进行 t检验，薄膜分散法制备的脂质体的
包封率在剪切前后差异无统计学意义（P＞0.05），表明薄膜分
散法剪切前后的包封率无明显改变；而复乳法和逆向蒸发法
制备的脂质体的包封率在剪切前后差异有统计学意义（P＜

0.05），即高速剪切对此两种方法制备的脂质体的包封率影响
较大。可见薄膜分散法制备的SLBL包封率较高，调整粒径后
对包封率的影响也较小。因此，最终选择薄膜分散法制备SL-

BL。

2.4 TMC60-SLBL的制备

称取卵磷脂、胆固醇、SLB适量，按照“2.2.1”项下方法制
备SLBL初悬液；然后取处方量的TMC60（按与脂材的体积比
为1 ∶ 4的量）于40 ml纯水中溶解，将10 ml脂质体初悬液，以1

ml/min的速度恒速滴加到上述TMC60溶液中，搅拌速度为300

r/min；待脂质体完全滴加完毕后，再继续搅拌10 min，即得混悬
状包衣脂质体；经高速剪切分散10 min，即得TMC60-SLBL。

2.5 单因素对脂质体包封率的影响

按照文献[8]，以脂质体包封率为主要考察指标，考察磷脂
质量浓度、磷脂-胆固醇质量比、药脂质量比、水合温度、水合时
间、TMC60的质量浓度对包封率的影响。结果表明，包封率随
着磷脂质量浓度的增加而增大，可能是由于单位体积脂质材
料的增加，形成的脂质体数量也增多，包封药物的量也随之增
加。胆固醇能够调节脂质体膜的流动性和影响膜的通透性，

在一定范围内，包封率随着胆固醇比例的增大而增大，当胆固
醇量过高时，包封率减小[9]。有研究认为，一定条件下，脂质体
膜对药物的包封有一个相对饱和值，因此在低于饱和值时，包
封率随药脂质量比的增大而增大，超过饱和值时则相反[10]。水
合温度对包封率的影响也较大，温度过低，磷脂分子的流动性
差，不利于药物的包封；温度过高，易引起磷脂的氧化，导致包
封率减小。实验过程中发现，水合时间过长，磷脂会被氧化成
深黄色而使脂质体不稳定，短时间内沉淀，同时结合包封率的
结果，确定水合时间为1 h。TMC60的质量浓度对包封率无明
显影响（P＞0.05）。因此，选择对包封率影响较大的磷脂质量
浓度、磷脂-胆固醇质量比、药脂质量比、水合温度 4个因素进
行正交试验。

2.6 正交试验优化脂质体处方工艺
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以磷脂质量浓度（A）、磷脂-胆固醇质量比（B）、药脂质量
比（C）、水合温度（D）为因素，以包封率为指标，采用L9（34）正
交试验优化处方工艺。因素与水平见表2，正交试验安排与结
果见表3，方差分析结果见表4。

表2 因素与水平
Tab 2 Factors and levels

水平

1

2

3

因素
A，mg/ml

4

6

8

B

10 ∶1
20 ∶1
40 ∶1

C

1 ∶20

1 ∶30

1 ∶60

D，℃
40

45

50

表3 正交试验安排与结果
Tab 3 Design and result of orthogonal test

因素
1

2

3

4

5

6

7

8

9

K1

K2

K3

R

A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

69.590

69.620

68.317

1.303

B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

66.933

62.367

78.227

15.860

C

1

2

3

2

3

1

3

1

2

47.200

82.570

77.757

35.370

D

1

2

3

3

1

2

2

3

1

58.873

81.960

66.693

23.087

包封率，％
35.07

88.96

84.74

78.29

61.09

69.48

87.44

37.05

80.46

表4 方差分析结果
Tab 4 Analysis result of variance

因素
A

B

C

D

误差

偏均差平方和
3.321

399.933

2 207.915

827.218

3.320

自由度
2

2

2

2

2

均方
1.661

199.967

1 103.958

413.609

1.660

F

1.000

120.425

664.834

249.087

P

＞0.05

＜0.05

＜0.05

＜0.05

注：F0.01（2，2）＝99.00

Note：F0.01（2，2）＝99.00

由表 3和表 4可知，各因素对包封率影响大小顺序为C＞

D＞B＞A；经方差分析，B、C、D 对包封率有明显影响（P＜

0.05）。综合考虑，最优处方工艺组合为A2B3C2D2，即磷脂质量
浓度为6 mg/ml，磷脂-胆固醇质量比为40 ∶ 1，药脂质量比为1 ∶
30，水合温度为45 ℃。

2.7 验证试验
按照最优处方工艺制备 3批TMC60-SLBL，测定包封率。

结果，包封率分别为 82.23％、84.62％、79.39％，平均包封率为
（82.08±2.6）％，RSD为3.17％（n＝3），说明本处方工艺所制样
品包封率较高，方法重复性较好。

2.8 渗漏率考察[11]

取按照最优处方工艺制备的TMC60-SLBL适量，放入密
封好的西林瓶中，置于4 ℃和25 ℃的条件下贮存，于1、7、15、

30 d 后取样 1 ml，分别以 1 000 r/min 离心 10 min，收集下层
SLB结晶。取上层脂质体溶液，于 4 ℃下 12 000 r/min离心 60

min，收集上层游离SLB，合并两次收集的SLB后进样分析，得
到游离药物的量，按公式计算：Q＝（m1－m2）/m3×100％，其中Q

为渗漏率，m1 为贮存放置一段时间后测得的游离药物的量，m2

为贮存前测得的游离药物的量，m3为贮存前包封的药量。

TMC60-SLBL在4、25 ℃下的渗漏率-时间曲线见图1。

由图 1 可知，脂质体的渗漏率与保存温度密切相关，

TMC60-SLBL在4 ℃贮存的稳定性较在25 ℃好。

2.9 粒径及Zeta电位

取按照最优处方工艺制备的 TMC60-SLBL 及未包覆
TMC60的 SLBL适量，分别置于样品池中，分散均匀，采用激
光粒度仪测定平均粒径和和 Zeta 电位。结果，TMC60-SLBL

和 SLBL 的平均粒径分别为（161.2±2.0）、（131.9±1.9）nm，

Zeta电位分别为（36.73±2.84）、（－23.18±1.14）mV（n＝3）。

3 讨论
3.1 样品含量的计算

SLB以一对非对映异构体的形式存在[7]，在高效液相色谱
分析中表现为双峰，2010年版《中国药典》规定含量测定以两
峰面积之和进行定量。

3.2 流动相比例的确定

参照《中国药典》和文献[7]，最终将流动相调整为甲醇-水-

冰醋酸（54 ∶ 46 ∶ 0.5）。调整过程中发现，加大冰醋酸的比例可
以抑制峰形拖尾，可能是因为SLB的化学结构中含有较多的
羟基，可以与色谱柱中的硅羟基（吸电子基团）产生作用力。

酸性环境抑制了硅羟基的电离，使得硅羟基呈分子状态，从而
不易吸引SLB中的羟基氢。

3.3 制备方法的确定

本试验前期采用了薄膜分散法、复乳法、逆向蒸发法、乙
醇注入法等方法来制备SLBL。但在制备的过程中发现本实
验使用的磷脂和胆固醇微溶于乙醇，虽然通过光学显微镜观
察，发现有少量脂质体形成，但是不稳定，几个小时后就出现
了沉淀，于是舍弃了乙醇注入法。前3种方法都能制备成较稳
定的脂质体，通过高速剪切机分散，包封率都出现不同程度的
降低，可能是因为高速剪切过程中产生的能量高，导致脂质体
氧化，药物发生渗漏；薄膜分散法制备的多为大多层脂质体
（MLV）[12]，而MLV脂质体层数多，受到高速剪切破坏的程度较
小，因此包封率下降程度相对较小，这与文献[12]的结果类
似。除此之外，在使用前3种方法制备脂质体的过程中均使用
了有机溶剂，而薄膜分散法可以尽可能迅速且完全地除去有
机溶剂。有害有机溶剂的限度检查拟在后续研究作补充。

3.4 处方工艺优化

本文通过正交试验筛选出TMC60-SLBL的最优处方，制
得产品包封率高、重现性好；与未包覆的SLBL相比，TMC60-SL-

BL的Zeta电位由负变正，具有较高的正电性。有研究表明，

Zeta电位的绝对值越大（大于15 mV），粒子间的静电斥力越大，

越稳定[13]。本实验中TMC60-SLBL的Zeta电位为（36.73±2.84）

mV、粒径较小，表明稳定性良好，为后续实验奠定了基础。

图1 TMC60-SLBL在4、25 ℃℃下的渗漏率-时间曲线（n＝3）

Fig 1 Permeability-time curves of TMC60-SLBL at 4 and

25 ℃℃（n＝3）
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摘 要 目的：制备盐酸左西替利嗪咀嚼片，并考察片剂稳定性。方法：采用湿法制粒制备盐酸左西替利嗪咀嚼片。以45 min内

的累积溶出度为指标，以微晶纤维素内-外加比例、羧甲淀粉钠内-外加比例及硬脂酸镁的用量为因素，正交试验优化处方；验证最

优处方所制片剂的溶出度和含量均匀度，考察其高温（60 ℃）、强光（4 500 lx）、高湿（湿度92.5％）下10 d内的外观、溶出度、有关物

质和含量变化。结果：每片片剂的最优处方为盐酸左西替利嗪5 mg、乳糖30 mg、微晶纤维素90 mg（内外加入量比例为4 ∶ 5）、甘

露醇60 mg、阿斯巴甜10 mg、羧甲基淀粉钠12 mg（内外加入量比例为1 ∶ 1）、硬脂酸镁1.0％。3批最优处方所制片剂的累积溶出

度分别为（97.23±1.21）％、（98.49±1.28）％、（98.15±1.94）％，含量均匀度分别为2.30、2.34、2.60，稳定性考察除高温下10 d、高湿

下5 d时有关物质略有升高外其他指标均无明显变化。结论：成功制得盐酸左西替利嗪咀嚼片，且稳定性较好。

关键词 盐酸左西替利嗪；咀嚼片；正交试验；高温；高湿；强光

Preparation and Stability of Levocetirizine Hydrochloride Chewable Tablets
LUN Zhi-cai（Juxian County Hospital of TCM in Shandong Province，Shandong Juxian 276500，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To prepare Levocetirizine hydrochloride chewable tablets，and to investigate the stability. METH-

ODS：Levocetirizine hydrochloride chewable tablets were prepared with wet granulation. Using accumulative dissolution rate within

45 min as index，the formulation of Levocetirizine hydrochloride chewable tablets was optimized by orthogonal design with the in-

ternal and external ratio of MCC and carboxymethyl starch sodium，the amount of magnesium stearate as factors. The dissolution

rate and content uniformity of optimized tablet were verified. The appearance，dissolution rate，related substance and content

change of the tablet were investigated within 10 d under the condition of high temperature（60 ℃），high light（4 500 lx）and high

moisture（92.5％）. RESULTS：The optimized formulation of the tablet was as levocetirizine hydrochloride 5 mg，lactose 30 mg，

microcrystalline cellulose 90 mg（internal-external ratio 4 ∶ 5），mannitol 60 mg，aspartame 10 mg，carboxymethyl starch sodium 12

mg（internal-external ratio 1 ∶ 1）and magnesium stearate 1.0％. The accumulative dissolution rates of 3 batches of optimized tablet

were（97.23±1.21）％，（98.49±1.28）％ and（98.15±1.94）％. The content uniformity were 2.30，2.34 and 2.60. Those indicators

had no significant change except related substance increased slightly under high temperature on 10th day and high moisture on 5th

day. CONCLUSIONS：Levocetirizine hydrochloride chewable tablets is prepared successfully with good stability.

KEYWORDS Levocetirizine hydrochloride；Chewable tablets；Orthogonal test；High temperature；High moisture；High light
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