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洛莫司汀（Lomustine）为亚硝基脲类烷化剂，具有广谱抗

肿瘤作用，临床主要用于治疗脑瘤、恶性淋巴瘤、肺癌及黑色

素瘤等[1]，主要剂型为胶囊剂；其不良反应较严重，例如胃肠道

反应及迟发的骨髓抑制。碘海醇（Iohexol）是常用的非离子造

影剂，具有水溶性大、黏度小、渗透压低等优点，主要用于脊

髓、血管、泌尿系统、骨关节及淋巴管造影、电子计算机断层扫

描（CT）增强等[2]。

将洛莫司汀和碘海醇一起包封于脂质体中，可通过造影

明确肿瘤部位，确定脂质体到达时间，同时在肿瘤内同步定位

释放化疗药物，可显著提高疗效，减少全身化疗的副作用。此

外，洛莫司汀为脂溶性药物，而碘海醇的水溶性较好，包封两

种药物基本不存在空间竞争问题。目前，国内外药剂学领域

对于同时包封两种药物的复方型脂质体研究的报道较少，故

可参考的文献有限。本试验制备了洛莫司汀-碘海醇复方脂质

体，并建立了鱼精蛋白凝聚法测定该脂质体的包封率，为进一

步研制复方热敏型脂质体提供了研究手段。

1 材料
RE52CS型旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪器厂）；SHB-Ⅲ型

循环水式多用真空泵（郑州长城科工贸有限公司）；AS3120型

超声波清洗仪（天津特纳科学仪器厂）；KA-1000型低速台式离

心机（上海安亭科学仪器厂）；PDJ-0.5L型真空冷冻干燥机（上

海浦东冷冻干燥设备有限公司）；Nano-ZS90型激光粒度分析

仪（英国Malvern公司）；Laballiance高效液相色谱仪，包括Se-

ries1500 泵、As3000自动进样器、Model 500检测器、HT-230A

柱温箱、Anastar色谱工作站（美国Laballiance公司）。

洛莫司汀原料药（山东潍坊制药厂有限公司，批号：

101181-200901，纯度：99.6％）；碘海醇原料药（浙江司太立制

药有限公司，批号：090621，纯度：99.4％）；注射用大豆磷脂（上

海太伟药业有限公司，种类为95和80，批号：111026、110712）；

胆固醇（上海市徐汇化学试剂供应站，批号：20091116）；硫酸

鱼精蛋白注射液（上海第一生化药业有限公司，含量：10 mg/ml，

规格：每支 10 ml）；维生素 E（VE，广州日康食用化工有限公

司）；甲醇（色谱纯，天津康科德科技有限公司）；乙腈（色谱纯，

美国Fisher公司）；其余试剂均为分析纯，购自天津康科德科技

有限公司。

2 方法与结果
2.1 洛莫司汀-碘海醇复方脂质体的制备

2.1.1 制备工艺。采用逆相蒸发法制备复方脂质体[3]。取洛

莫司汀、注射用大豆磷脂、胆固醇和抗氧化剂VE置于茄形瓶

中，加乙醚溶解，25 ℃下减压蒸发成膜，加乙醚溶解。另取碘

海醇加纯净水溶解，将两种药液置于0 ℃水浴中，振摇至温度

平衡，超声，同时取碘海醇溶液滴入乙醚溶液中，振摇使乳化

均匀，继续振摇超声 2 min。在水浴温度 25 ℃、真空度＜0.05

MPa条件下旋转蒸发，形成凝胶后加纯净水分散，除去剩余乙
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摘 要 目的：制备洛莫司汀-碘海醇复方脂质体，并考察其质量、测定其包封率。方法：以逆相蒸发法制备复方脂质体；以磷脂种

类（A）、磷脂与胆固醇质量比（B）、脂质质量浓度（C）为因素，以两主药的包封率为评价指标，采用正交设计法优化处方；以两主药

的包封率及脂质体的粒径和 Zeta 电位为指标进行验证试验。结果：优化处方结果显示，A 为大豆磷脂 80，B 为 2 ∶ 1，C 为 33

mg/ml。验证试验结果显示，洛莫司汀包封率约为75.7％，碘海醇包封率约为65.7％；脂质体粒径约为236.5 nm，Zeta电位约为－42.2

mV。结论：采用该处方与工艺可成功制备包封率较高的洛莫司汀-碘海醇复方脂质体，质量符合要求。
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ta potentials of them were －42.2 mV. CONCLUSIONS：The formulation and preparation technology can be used to prepare Lomus-

tine-iohexol compound liposomes with high entrapment efficiency successfully，and the quality of them is up to the standard.
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醚，过0.45 μm滤膜，4 ℃保存备用。

2.1.2 处方考察与优化。采用正交设计法优化复方脂质体处
方。在单因素考察预试验的基础上，选择对包封率影响显著
的 3个因素作为考察对象，即磷脂种类（A）、磷脂与胆固醇质
量比（B）、脂质质量浓度（C）[4]，每个因素取3个水平，按正交设
计L9（33）表安排试验，详见表1；以洛莫司汀和碘海醇的包封率
为评价指标，根据预期的试验目的，取两种药物包封率的权重
均为0.5，对结果进行分析，详见表2、表3、表4。

表1 影响因素及因素水平取值
Tab 1 Factors and levels

水平

1

2

3

因素
A（磷脂种类）

注射用大豆磷脂95

注射用大豆磷脂80

卵磷脂

B（磷脂与胆固醇质量比）

9 ∶1
5 ∶1
2 ∶1

C（脂质质量浓度，mg/ml）

90

67

33

表2 正交试验设计及试验结果
Tab 2 Design and results of orthogonal experiment

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

C

1

2

3

2

3

1

3

1

2

D

1

2

3

3

1

2

2

3

1

洛莫司汀
包封率，％

42.6

38.7

66.9

58.4

71.3

44.2

39.5

62.3

42.2

碘海醇
包封率，％

22.3

18.4

37.6

42.6

42.3

43.1

40.8

49.7

50.2

综合
评分

32.5

28.6

52.3

50.5

56.8

43.7

40.2

56.0

46.2

表3 正交试验结果极差分析
Tab 3 Range analysis of orthogonal experiment

项目
K1

K2

K3

R

A

37.80

50.33

47.47

12.533

B

41.07

47.13

47.40

6.33

C

44.07

41.77

49.77

8.00

D

45.17

37.50

52.93

15.43

表4 正交试验结果方差分析
Tab 4 Variance analysis of orthogonal experiment

方差来源
A

B

C

误差

离差平方和
258.75

76.99

101.78

794.80

自由度
2

2

2

8

F比
1.302

0.387

0.512

F临界值
4.46

4.46

4.46

P

0.039

0.62

0.18

试验结果表明，各因素对洛莫司汀和碘海醇的包封率影
响程度大小顺序为A＞C＞B，最优组合为A2B3C3，即磷脂选择
注射用大豆磷脂 80，磷脂与胆固醇质量比为 2 ∶ 1，脂质质量浓
度为33 mg/ml。

2.2 复方脂质体冻干制剂的制备
2.2.1 冻干工艺。取复方脂质体2 ml，置于冻干瓶中，半加塞
预冻，将温度降至－40 ℃以下，保持3 h，分别依次将搁板温度
升至－20 ℃，升华 2 h（渗气控制在 15 Pa）；升至－15 ℃，升华
6 h；升至－10 ℃，保持13 h；最后将搁板温度升至0 ℃，干燥6

h，压胶塞，即得[5]。整个冻干过程中的时间-温度冻干曲线见图
1，表明该工艺可有效地将脂质体制成冻干制剂。使用前加入
注射用水，振摇充分即可重新形成脂质体混悬液。

2.2.2 共晶点测定。采用电阻法测定复方脂质体的共晶点，

测得结果为－7 ℃，符合冻干制剂共晶点＜0 ℃的要求。

2.2.3 解吸干燥。解吸干燥阶段最初条件是每30 min升5 ℃，

升至25 ℃后保持4 h，结果在此条件下冻干后洛莫司汀的含量
下降至冻干前的20％；将解吸干燥温度控制在0 ℃，结果冻干
后洛莫司汀含量稳定。

2.2.4 冻干保护剂。复方脂质体中碘海醇的质量浓度较高
（约为 240 mg/ml），由于碘海醇为多元醇，在制剂中可起到保
护作用而无需另加冻干保护剂，故将脂质体直接冻干即可。

2.3 验证试验
制备复方脂质体 3批，分别取适量，用纯净水稀释，Na-

no-ZS90型激光粒度分析仪测定，动态光散射软件进行数据处
理，记录平均粒径和Zeta电位。

3批样品的包封率与粒径、Zeta电位测定结果见表5。

表5 3批复方脂质体的包封率、粒径及Zeta电位测定结果
Tab 5 Determination results of entrapment efficiency，par-
ticle size and Zeta-potential of 3 batches of compound lipo-

somes

批号

1

2

3

平均值

洛莫司汀包封率，％
非冻干

78.7

75.4

72.9

75.7

冻干制剂
75.4

77.3

68.5

73.7

碘海醇包封率，％
非冻干

68.7

65.4

62.9

65.7

冻干制剂
62.4

61.7

63.1

62.4

粒径，
nm

237.3

216.4

255.7

236.5

Zeta电位，
mV

-38.6

-44.1

-43.9

-42.2

由表 5结果可知，脂质体冻干后包封率基本无变化，表明
冻干制剂稳定，所用冻干工艺合理有效。

3 鱼精蛋白凝聚法测定包封率
鱼精蛋白用量-澄清度试验：取硫酸鱼精蛋白注射液（10

mg/ml）适量，将其分别稀释2、4、8、16、32、64、128、256倍，记为
0（不稀释）、1、2、3、4、5、6、7、8号稀释液。取 100 μl复方脂质
体，加入 100 μl 0号液，振摇混匀，放置约 3 min，精确加入 5.0
ml 纯净水，离心（相对离心力 350×g）15 min，取上清液于 540

nm波长处测定吸光度，记为A0；另取100 μl复方脂质体直接加
入 5 ml纯净水，放置离心后取上清液于 540 nm波长处测定吸
光度[3，6]，记为A 总，以（A 总－A0）/ A 总 ×100％计算澄清度。同法，

分别测定 1～8 号稀释液（鱼精蛋白用量分别为 0.5、0.25、
0.125、0.063、0.031、0.016、0.008、0.004 mg）分离脂质体所得上
清液的澄清度，结果见图2。

由图2可知，极低量的鱼精蛋白（0.016 mg）就能达到较好
的分离效果（澄清度98％以上）。

3.1 洛莫司汀的包封率测定
采用鱼精蛋白凝聚法分离脂质体与游离药物。精密吸取

复方脂质体100 µl，加鱼精蛋白注射液100 µl，按“鱼精蛋白用
量-澄清度”试验下方法操作，取上清液进样，计算游离药物的

质量（W1）；另精密吸取复方脂质体100 µl，加入甲醇5 ml溶解，

摇匀，进样测定，计算药物总质量（W0）。按包封率＝（1－W1/

W0）×100％，计算洛莫司汀的包封率。

图1 时间-温度冻干曲线

Fig 1 The curve of time-temperature freeze-drying
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3.2 碘海醇的包封率测定

按“3.1”项下方法操作，取上清液 100 µl，置于 25 ml量瓶

中，加入流动相定容，摇匀进样，计算游离药物的质量（W2）；另

精密吸取复方脂质体100 µl，置于10 ml量瓶中，加甲醇溶解并

定容，摇匀，精密量取 100 µl，置于 10 ml 量瓶中，加流动相定

容，摇匀进样，计算药物总质量（W0）。按包封率＝[1－（W2/

W0）×1.25]×100％，计算碘海醇的包封率。分别测定脂质体冻

干制剂与非冻干制剂的药物包封率。

3.3 鱼精蛋白用量对洛莫司汀包封率的影响

取 100 μl 复方脂质体，加入 100 μl 鱼精蛋白注射液，按

“3.1”项下方法分离脂质体与游离药物，取上清液，使用高效液

相色谱法测定洛莫司汀的包封率（有关洛莫司汀与碘海醇包

封率测定的液相色谱分析条件已另文发表[7]）。同法，分别测

定 1、2、3、4、5、6号稀释液（鱼精蛋白用量分别为 0.5、0.25、

0.125、0.063、0.031、0.016 mg）分离脂质体所得洛莫司汀的包

封率，结果见图3。

由图3可知，鱼精蛋白用量在0.016～1.0 mg范围内，洛莫
司汀包封率在 63％～72％之间，说明鱼精蛋白用量对洛莫司
汀包封率的影响不大。

3.4 鱼精蛋白用量对碘海醇包封率的影响

按“3.1”项下方法分离脂质体与游离药物，分别测定 1、2、

3、4、5、6号稀释液分离脂质体所得碘海醇的包封率，结果见
图4。

由图4可知，鱼精蛋白用量在0.016～1.0 mg范围内，碘海
醇包封率在 56％～65％之间，说明鱼精蛋白用量对碘海醇包
封率的影响不大。

3.5 洛莫司汀的回收率测定

配制低（80％）、中（100％）、高（120％）质量浓度的洛莫司
汀氯仿溶液，60 ℃ N2吹干，分别加入空白脂质体适量并混合
均匀，吸取100 µl，加入100 µl鱼精蛋白注射液，按“3.1”项下方
法操作，取上清液进样测定，计算回收率分别为 97.2％、

95.8％、98.1％，RSD＝1.58％（n＝3）。

3.6 碘海醇的回收率测定

配制低（80％）、中（100％）、高（120％）质量浓度的碘海醇
水溶液，分别加入空白脂质体适量并混合均匀，余下操作同洛
莫司汀的回收率测定，计算回收率分别为 98.5％、97.4％、

96.8％，RSD＝1.42％（n＝3）。

4 讨论
包封率是评价脂质体制剂质量的重要指标，通常将游离

药物与脂质体进行分离，分别测定游离药物质量与制剂中总
药物质量，计算包封率[8]。鱼精蛋白是一种多聚阳离子，主要
由碱性氨基酸组成，与脂质体混合后可通过静电作用吸附于
其表面，增加其密度使游离药物与脂质体在较低离心力下达
到有效分离[9-10]。该法具有快速、用量少、可操作性强等优点，

同时由于其作用原理是静电引力吸附而与脂质体中包封的药
物无关，故对大多数药物组成的脂质体均适用。

对于脂质体的预处理，笔者曾尝试使用葡聚糖凝胶过滤
法、透析法和超速离心法，但由于本试验研制的复方脂质体同
时包封两种药物，且洛莫司汀与碘海醇溶解性差异较大，以上
方法均不能将脂质体和游离药物有效分离。鱼精蛋白凝聚法
通过絮凝作用增加脂质体的密度，在较低转速下就可达到有
效分离。结果证明该法简单、快速、分离效果好、回收率稳定，加
入的鱼精蛋白不影响药物测定，故最终选用鱼精蛋白凝聚法。

脂质体在液体状态下存在分散系统不稳定的问题，如药
物渗漏、粒子聚集及长期储存分层等。冷冻干燥是提高脂质
体稳定性行之有效的方法，该法可使药物保持原有的理化性
质和生理活性，且有效成分损失极少；冻干制剂特有的疏松多
孔结构还可使药物易于复水而恢复活性[11-13]。本试验将复方
脂质体制成冻干制剂，可提高其稳定性，利于长期保存。

本试验制得的复方脂质体中两种药物的包封率与《中国
药典》要求相比有一定的距离，但通过查阅国外大量文献可
知，对于水溶性药物（如碘海醇），由于自身性质所限，其包封
率较难提高，在 2005年发布的碘海醇脂质体（单方）日本专利
中，其平均包封率约为50％[14]。同时，在目前国内外对脂质体
的研究中，将两种理化性质完全不同的药物同时包封的先例
很少，在这方面没有较好的经验可供参考，因此，对于复方脂
质体药物包封率的提高仍有待进一步研究。
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摘 要 目的：制备透明质酸钠微球，为进一步制备透明质酸钠缓释制剂提供参考。方法：采用乳化-交联法制备。对处方因素、

工艺因素进行单因素试验，在此基础上以包封率为指标，以海藻酸钠质量分数（A）、透明质酸钠与海藻酸钠质量比（B）、交联时间

（C）和分散转速（D）为因素设计正交试验优化制备工艺，再通过考察最佳工艺制备的微球的粒径和包封率进行验证试验。结果：

优化工艺中 A 为 2％、B 为 1 ∶ 3、C 为 90 min、D 为 200 r/min。验证试验中微球的平均粒径为（107.8±5.51）µm、包封率为（58.92±

3.06）％。结论：乳化-交联法制备透明质酸钠微球工艺简单、易行。本研究可为进一步制备透明质酸钠缓释制剂奠定基础。

关键词 透明质酸钠；微球；制备工艺；正交试验
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ABSTRACT OBJECTIVE：To prepare Sodium hyaluronate-loaded microspheres，and to provide reference for sustained-release

preparation. METHODS：Sodium hyaluronate-loaded microspheres were prepared by emulsion-cross linking method. The single fac-

tor test was performed for prescription factor and technology factor. The preparation technology of microspheres was optimized by

orthogonal test with encapsulation efficiency（EE）as index using the concentration of sodium alginate（A），ratio of sodium hyal-

uronate to sodium alginate（B），crosslinking time（C）and dispersion speed（D）as factors. The investigating particle size and EE

of microspheres verification test was carried out by particle size and EE of microspheres. RESULTS：The optimal technology was

as follows：A of 2％，B of 1 ∶ 3，C of 90 min and D of 200 r/min. The EE of the microspheres was（58.92±3.06）％ with mean di-

ameter of（107.8±5.51）µm. CONCLUSIONS：The emulsion-cross linking method is simple，feasible and lays the foundation for

the preparation of Sodium hyaluronate-loaded sustained-release preparation.

KEYWORDS Sodium hyaluronate；Microspheres；Preparation technology；Orthogonal test
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