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摘要: 目的 制备甘草黄酮纳米混悬剂，并测定其体外溶出率。方法 沉淀-高压均质法制备纳米混悬剂。以平均粒
径与多分散指数 ( PDI) 为评价指标，黄酮、聚维酮 K30 ( PVPK30 ) 、聚乙二醇 400 ( PEG-400 ) 质量浓度为影响因
素，星点设计-效应面法优化制备工艺。冷冻干燥法制备冻干粉后，筛选最优冻干保护剂种类和比例。再比较冻干粉
和物理混合物的体外溶出率。结果 最佳条件为黄酮质量浓度 10. 00 mg /mL，PVPK30、PEG-400 质量浓度 2. 30
mg /mL，平均粒径 ( 172. 3 ± 1. 2) nm，PDI 0. 175 ± 0. 004。最佳冻干保护剂为 5%甘露醇-乳糖 ( 3 ∶ 2) ，复溶后平均
粒径为 ( 239. 7 ± 2. 1) nm，PDI为 0. 193 ± 0. 032。冻干粉在 60 min内的体外溶出率达 87. 7%，明显高于物理混合物
( 低于 30% ) 。结论 纳米混悬剂可有效改善甘草黄酮的体外溶出率。
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Preparation of nanosuspensions of flavonoids from Glycyrrhizae Ｒadix et Ｒhizoma
and the in vitro dissolution rate
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macy，Chengdu University of Traditional Chinese Medicine，Chengdu 611137，China)

ABSTＲACT: AIM To prepare nanosuspensions of flavonoids from Glycyrrhizae Ｒadix et Ｒhizoma and to deter-
mine the in vitro dissolution rate． METHODS Precipitation-high pressure homogenization method was adopted in
the preparation of nanosuspensions． With mean particle size and polydispersity index ( PDI) as evaluation indices，
concentrations of flavonoids，povidone K30 ( PVP K30 ) and polyethylene glycol 400 ( PEG 400 ) as influencing
factors，central composite design-response surface method was applied to optimizing the preparation． For the free-
dried powder prepared by freeze-drying method，the optimal kind and ratio of lyoprotectant were screened． Then the
in vitro dissolution rates of freeze-dried powder and physical mixture were compared． ＲESULTS The optimal con-
ditions were determined to be 10. 00 mg /mL for flavonoids' concentration，and 2. 30 mg /mL for both PVP K30 and
PEG 400 concentrations，the mean particle size and PDI were ( 172. 3 ± 1. 2) nm and 0. 175 ± 0. 004，respective-
ly． The optimal lyoprotectant was 5% mannitol-lactose ( 3 ∶ 2) ，the mean particle size and PDI after redissolution
were ( 239. 7 ± 2. 1 ) nm and 0. 193 ± 0. 032，respectively． The in vitro dissolution rate of lyoprotectant reached
87. 7% within 60 min，which was much higher than that of physical mixture ( less than 30% ) ． CONCLUSION
Nanosuspension can effectively improve the in vitro dissolution rate of flavonoids from Glycyrrhizae Ｒadix et Ｒhizo-
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itation-high pressure homogenization method; central composite design-response surface method

甘草黄酮是从甘草根及根茎中提取的一类具有

较强生理活性的脂溶性物质，具有降血糖、降血
脂、抗肿瘤、保肝、清除自由基、抗炎、抗变态反
应、抗溃疡、抗心率失常、解痉、镇痛、抗血小板
等作用［1-2］，但其水溶性差，生物利用度低，严重

限制了临床应用及发展。目前，已有通过制备环糊
精包合物［3］、微囊［4］、脂质体［5］、纳米乳［6］等剂
型来提高该成分溶解性，但均存在制备工艺繁琐、
辅料用量大等问题，因此寻找一种有效提高其溶出

度，而且制备简单、辅料用量小的新增溶技术是相
关研究过程中亟待解决的问题。
纳米混悬剂是一种以少量表面活性剂为稳定

剂，由“纯药物”粒子所构成的亚微米胶体分散
体系，制备工艺简单［7-8］，药物在其中呈纳米高度

分散状态，比表面积大，可润湿性提高，能显著改

善其溶出度。因此，本实验通过沉淀-高压均质法
制备甘草黄酮纳米混悬剂，利用星点设计-效应面
法优化工艺，再制成冻干粉，考察其体外溶出率，

旨在为制备安全有效的相关口服制剂奠定基础。
1 仪器与材料
1.1 仪器  Nicomp380 Z3000粒度仪粒度分析仪 (  美
国 PSS 公司)  ; NanoGenizer实验型高压均质机 (  苏

州微流纳米生物技术有限公司)  ;紫外-可见分光光
度计 (  上海美谱达有限公司)  ;  50 型冷冻干燥机
( 宁波市双嘉仪器有限公司) ; ZＲS-8G 型智能溶出
试验仪 ( 天津市天大天发科技有限公司) ;

1. 2 材料 甘草黄酮原料药 ( 西安小草植物科技
有限 责 任 公 司，批 号 XC20160508，含 有 量
70. 0% ) ; 甘草苷对照品 ( 成都曼思特生物科技有
限公 司，批 号 MUST-16032801 ) 。聚 维 酮 K30
( PVP-K30) 、聚乙二醇 400 ( PEG-400) 、甘油、甘
露醇、蔗糖、乳糖、麦芽糖、山梨醇、葡萄糖
( 成都市科龙化工试剂厂) 。
2 方法与结果
2. 1 纳米混悬剂制备 采用沉淀-高压均质法。称
取甘草黄酮 0. 8 g，适量无水乙醇超声使其完全溶
解，匀速注入到含 0. 4 g 稳定剂 ( PVPK30 ∶ PEG-
400 = 1 ∶ 1) 的纯水中，匀速搅拌 15 min，挥去乙
醇，即得粗混悬液。再采用高压均质机，在一定压
力下均质数次，即得。

2. 2 平均粒径及多分散指数 ( PDI) 测定 取纳
米混悬剂 1 mL，纯水稀释一定倍数，测定其粒径
及 PDI，重复 3 次。
2. 3 制备工艺优化
2. 3. 1 均质压力 按 “2. 1”项下方法制备粗混
悬液，置于 50 MPa 压力下均质 3 次，于 60、80、
100、120、150 MPa 压力下均质 10 次，测定平均
粒径及 PDI，结果见图 1。由图可知，随着均质压
力升高，纳米混悬剂粒径及 PDI逐渐变小，当达到
一定压力后随之增大，其原因可能是均质压力过大

时，稳定剂的保护层被破坏，粒子发生了聚集; 低

压适用于破坏大颗粒，形成的粒子转换单元更多，

但不能促进稳定剂迅速包裹在药物表面而形成新粒

子，导致其聚集，而高压加速稳定剂的扩散又会减

小粒径［9］。因此，本实验将高、低压力联合使用，
即先在 50 MPa下循环 3 次，再在 120 MPa 下循环
10 次。

图 1 均质压力对粒径及 PDI的影响
Fig. 1 Effects of homogeneous pressure on

particle size and PDI

2. 3. 2 均质次数 按 “2. 1”项下方法制备粗混
悬液，置于 50 MPa 压力下均质 3 次，再置于
120 MPa压力下均质 5、10、15、20、25 次，测定
平均粒径及 PDI，结果见图 2。由图可知，随着均
质次数增多，纳米混悬剂平均粒径及 PDI也逐渐降
低; 当达到 15 次后，均质次数对两者影响不大。
综合考虑，均质次数选择 15 次。
2. 4 处方优化
2. 4. 1 星点设计-效应面法［10-11］ 在前期试验基础
上，确定甘草黄酮质量浓度 ( A) 、PVP K30 质量
浓度 ( B) 、PEG-400 质量浓度 ( C ) 作为影响因
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图 2 均质次数对粒径及 PDI的影响
Fig. 2 Effects of homogeneous times on particle size

and PDI

素，纳米混悬剂平均粒径 ( Y1 ) 与 PDI ( Y2 ) 的

总评“归一值” ( OD) 作为评价指标，通过星点
设计-效应面法进行优化。因素水平见表 1，试验
设计与结果见表 2。

表 1 因素水平
Tab. 1 Factors and levels

因素
水平

－ 1. 682 － 1 0 1 1. 682
A甘草黄酮 / ( mg·mL －1 ) 7. 98 9 10. 5 12 13. 02
B PVP K30 / ( mg·mL －1 ) 1. 66 2 2. 5 3 3. 34
C PEG-400 / ( mg·mL －1 ) 1. 66 2 2. 5 3 3. 34

表 2 试验设计与结果
Tab. 2 Design and results of tests

编号 A B C
Y1 平均粒径 /

nm
Y2 PDI OD值

1 0 0 0 175. 67 0. 216 0. 896
2 0 0 1. 682 348. 6 0. 432 0. 000
3 － 1 － 1 － 1 168. 13 0. 209 0. 930
4 － 1 1 － 1 304. 27 0. 231 0. 437
5 － 1. 682 0 0 325. 13 0. 203 0. 340
6 0 0 0 172. 03 0. 211 0. 915
7 1 1 － 1 257. 03 0. 262 0. 578
8 1 － 1 1 263. 71 0. 414 0. 181
9 － 1 1 1 325. 7 0. 362 0. 186
10 0 1. 682 0 262. 6 0. 262 0. 560
11 0 0 0 170. 03 0. 174 0. 995
12 1 － 1 － 1 288. 9 0. 324 0. 372
13 0 0 － 1. 682 278. 3 0. 221 0. 564
14 0 0 0 173. 57 0. 184 0. 966
15 0 0 0 172. 05 0. 206 0. 926
16 0 0 0 175. 08 0. 218 0. 893
17 1. 682 0 0 295. 7 0. 332 0. 337
18 1 1 1 244. 1 0. 261 0. 620
19 0 － 1. 682 0 230. 2 0. 293 0. 595
20 － 1 － 1 1 305. 7 0. 385 0. 208

2. 4. 2 模型拟合 应用 Design-Expert 8. 0. 6 软件

进行多元线性回归和二次多项式拟合，发现后者相

关系数较大，方程为 OD = － 5. 109 + 0. 989A －
0. 694B + 1. 666C + 0. 193AB + 0. 137AC + 0. 351BC －
0. 086A2 － 0. 440B2 － 0. 858C2，Ｒ2 = 0. 980 2，P ＜
0. 000 1，具有良好的相关性，可进行预测分析。
方差分析见表 3，可知整体模型 P值小于 0. 05，表
明效果显著; 失拟项不显著 ( P ＞ 0. 05 ) ，表明该
模型无失拟现象，可充分反映实际试验值。

表 3 方差分析
Tab. 3 Analysis of variance

来源 离均差平方和 自由度 均方和 F值 P值
模型 1. 81 9 0. 2 54. 93 ＜ 0. 000 1
A 1. 50 × 10 －5 1 1. 50 × 10 －5 4. 11 × 10 －3 0. 950 2
B 3. 81 × 10 －4 1 3. 81 × 10 －4 0. 1 0. 753 4
C 0. 31 1 0. 31 86. 01 ＜ 0. 000 1
AB 0. 17 1 0. 17 45. 94 ＜ 0. 000 1
AC 0. 085 1 0. 085 23. 2 0. 000 7
BC 0. 062 1 0. 062 16. 84 0. 002 1
A2 0. 55 1 0. 55 149. 22 ＜ 0. 000 1
B2 0. 17 1 0. 17 47. 75 ＜ 0. 000 1
C2 0. 66 1 0. 66 181. 25 ＜ 0. 000 1
残差 0. 037 10 3. 66 × 10 －3 — —
失拟项 0. 028 5 5. 67 × 10 －3 3. 45 0. 099 9
纯误差 8. 21 × 10 －3 5 1. 64 × 10 －3 — —
总离差 1. 84 19 — — —

2. 4. 3 效应面优化 见图 3，可知最优工艺为甘
草黄酮质量浓度 10. 06 mg /mL，PVPK30 质量浓度
2. 33 mg /mL，PEG-400 质量浓度 2. 26 mg /mL，OD
值为 0. 965 2。为了便于计算，将其修正为甘草黄
酮质量浓度 10. 00 mg /mL，PVPK30、PEG-400 质
量浓度 2. 30 mg /mL。
2. 4. 4 验证试验 根据最优处方制备 3 批纳米混
悬剂，外观均为带乳光的棕黄色溶液，平均粒径为

( 172. 3 ± 1. 2) nm，PDI 为 0. 175 ± 0. 004，表明其
分布窄而均匀; 平均 OD 值为 0. 972 5，与预测值
0. 965 2 接近，表明该模型预测性良好，可信度高，
可用于处方优化。
2. 5 冻干粉制备
2. 5. 1 冷冻干燥工艺 取 “2. 4. 4”项下纳米混
悬剂 2 mL于西林瓶中，加入冻干保护剂，放入冷
冻干燥机中， － 70 ℃预冻 24 h 后，再减压干燥
48 h，即得。
2. 5. 2 再分散性评价 取 “2. 5. 1”项下冻干粉
适量，2 mL 纯水复溶，辅以超声处理，按 “2. 2”
项下方法测定复溶后的平均粒径及 PDI。
2. 5. 3 冻干保护剂种类筛选 在预试验基础上，
选取常用的甘露醇、乳糖、山梨醇、葡萄糖、麦芽
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图 3 各因素效应面图
Fig. 3 Ｒesponse surface plots for various factors

糖、甘油作为冻干保护剂，按 “2. 5. 1”项下方法
考察 5%用量下的保护效果，以不加保护剂的样品
为空白对照，并以外观性状、再分散性为评价指
标，结果见表 4。由表可知，未加冻干保护剂的空
白对照质地粗糙，复溶困难，需予以超声辅助溶

解，而且再分散后粒径增长严重，可能是由于在冻

干过程中随着水分散失，粒子间发生聚集，出现了

“固化损伤”［12］; 以乳糖、甘露醇为保护剂的冻干
粉外观形状较好，复溶速率较快，而且粒径增加相

对较小，但前者易发生塌陷，而后者稍有黏性，流

动性差，故考虑以两者联合作为保护剂。
2. 5. 4 冻干保护剂比例筛选 对不同比例 ( 1 ∶ 4、
2 ∶ 3、1 ∶ 1、3 ∶ 2、4 ∶ 1) 冻干保护剂 ( 5%甘露
醇-乳糖) 的效果进行考察，结果见表 5。由表可
知，随着甘露醇用量增加，冻干粉逐渐疏松多孔，

粒径呈先降低后增大的趋势; 当比例为 3 ∶ 2 时，
冻干粉无塌陷现象，质地均一，流动性好，复溶后

平均粒径为 ( 239. 7 ± 2. 1 ) nm，PDI 为 0. 193 ±
0. 032，再分散后仍能保持原有的混悬状态。
2. 6 物理混合物制备 称取适量干燥至恒重的原
料药，并按纳米混悬剂处方比例称取适量辅料，加

纯水混匀，再加入 5%甘露醇-乳糖 ( 3 ∶ 2 ) ，按
“2. 5. 1”项下方法冷冻干燥，即得。
2. 7 体外溶出试验
2. 7. 1 标准曲线绘制［13-14］ 精密称取甘草苷对照
品适量，70% 乙醇超声溶解，制得 0. 206 mg /mL
对照品溶液，吸取 0. 3、0. 4、0. 5、0. 6、0. 7、

表 4 冻干保护剂种类对冻干粉外观性状及再分散性的影响 ( x ± s，n =3)
Tab. 4 Effects of lyoprotectant kind on the appearance，character and redispersibility of freeze-dried powder( x ± s，n =3)

保护剂 外观 复溶后平均粒径 /nm PDI
甘露醇 淡黄色，塌陷，疏松，质地均一，流动性好 356. 5 ± 2. 8 0. 212 ± 0. 082
乳糖 淡黄色，不塌陷，稍有黏性，流动性较差 326. 2 ± 2. 1 0. 244 ± 0. 076
葡萄糖 硬团聚集，皱缩，少量结块 421. 7 ± 3. 6 0. 345 ± 0. 074
山梨醇 表面皱缩，结块严重 617. 6 ± 4. 3 0. 426 ± 0. 092
麦芽糖 表面皱缩，结块较严重 528. 1 ± 4. 9 0. 417 ± 0. 068
甘油 成团聚集，不成型 743. 8 ± 5. 3 0. 316 ± 0. 087
空白对照 棕黄色，质地粗糙 832. 4 ± 6. 8 0. 487 ± 0. 079

表 5 冻干保护剂比例对冻干粉再分散性的影响 ( x ± s，n =3)
Tab. 5 Effect of lyoprotectant ratio on the redispersibility of freeze-dried powder ( x ± s，n =3)

甘露醇 ∶ 乳糖 外观 复溶后平均粒径 /nm PDI
空白对照 棕黄色，质地粗糙 832. 4 ± 6. 8 0. 487 ± 0. 079
1 ∶ 4 表面皱缩，稍有结块 412. 3 ± 4. 2 0. 378 ± 0. 089
2 ∶ 3 疏松多孔，不塌陷，稍有黏性 367. 2 ± 3. 7 0. 321 ± 0. 092
1 ∶ 1 疏松多孔，塌陷，少量结块 316. 9 ± 3. 5 0. 289 ± 0. 065
3 ∶ 2 淡黄色，不塌陷，疏松，质地均一，流动性好 239. 7 ± 2. 1 0. 193 ± 0. 032
4 ∶ 1 疏松多孔，少量结块 458. 5 ± 5. 9 0. 357 ± 0. 045
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0. 8 mL于 10 mL量瓶中，加 70%乙醇至 1 mL，精
密加入 0. 5 mL 10% KOH 溶液，静置 5 min，70%
乙醇稀释至刻度，量取 1 mL，精密加入 0. 5 mL
10%KOH溶液，70%乙醇定容至 10 mL，作为空白
对照，在 335. 1 nm 波长处测定吸光度。以吸光度
为纵坐标 ( A ) ，甘草苷质量浓度为横坐标 ( X )
绘制标准曲线，得回归方程 A = 0. 049 7C － 0. 082 9
( r = 0. 999 3) ，线性范围 6. 18 ～ 16. 48 μg /mL。
2. 7. 2 载药量测定 取冻干粉适量，无水乙醇振
摇溶解，0. 45 μm微孔滤膜过滤，滤液稀释一定倍
数，按“2. 7. 1”项下方法测定吸光度，计算载药
量，重复 3 次，测得平均值为 ( 30. 1 ± 0. 3) %。
2. 7. 3 体外溶出率测定 精密称取含等量甘草黄
酮的冻干粉与物理混合物，按 2015 年版 《中国药
典》四部 0931 项下第二法 ( 桨法) 进行溶出度测
定，以 900 mL 蒸馏水为溶出介质，温度 ( 37 ±
0. 5) ℃，转速 100 r /min，于 5、10、20、30、40、
50、60 min 取样 5 mL，补足等温等量介质，
0. 45 μm微孔滤膜过滤，按 “2. 7. 1”项下方法测
定，计算溶出率，结果见图 4。由图可知，冻干粉
在 60 min时的溶出率达 87. 7%，而物理混合物不
超过 30%，表明冻干粉能提高甘草黄酮溶出度。

图 4 冻干粉、物理混合物溶出曲线
Fig. 4 Dissolution curves for freeze-dried powder and

physical mixture

3 讨论
沉淀法常采用有机溶剂溶解药物，存在溶剂残

留问题，影响了制剂安全性，故在制备过程中应注

意这一情况［15］。马妍妮等［16］以 DMSO 为溶剂，采
用超声辅助-反溶剂沉淀法制备纳米混悬剂，冻干
前后粒径分别为 ( 61. 70 ± 1. 40 ) nm 和 ( 108. 9 ±
1. 67) nm，虽然粒径较小，但具有一定毒性和异
味，操作不便，并不适合口服制剂。沉淀-高压均
质法不仅弥补了沉淀法所得产品均一性差、易团聚
的问题，也降低了高压均质能耗与堵塞风险［17-18］。
本实验以乙醇为溶剂，采用该方法制备甘草黄酮纳

米混悬剂，旨在探索一种低毒、便于操作的制备方

法，可为后续相关口服制剂的研究奠定基础。
本实验以甘露醇-乳糖为冻干保护剂，冻干效

果良好。再分散试验结果显示，冻干粉复溶后的粒
径较固化前增大了 67. 4 nm，PDI 增大 0. 018，其
原因可能是在冷冻干燥过程中随着水分散失，纳米

粒子间发生团聚、增长等现象，存在 “固化损
伤”，导致再分散后纳米粒子的粒径增大［19］。为保
护纳米混悬剂的再分散性能，通常加入适宜的冻干

保护剂以防止粒子间发生团聚［20］。甘露醇属于多
羟基化合物，能形成亲水性赋形桥连接到纳米粒子

表面，减弱粒子间聚合力，阻止纳米粒之间团

聚［21］，其与乳糖联用时可能形成了二元保护作用，

共同在纳米粒子周围形成玻璃态无定型基质，防止

其在固化过程中发生粘连团聚，具体作用机制还有

待进一步研究。
纳米混悬剂能有效改善难溶性药物的溶解度

问题，但其属于液体制剂，稳定性差，不易携

带，固化是相关研究的新方向。本实验采用冷冻
干燥法固化制得甘草黄酮纳米混悬剂冻干粉，体

外溶出试验结果显示该方法能有效提高甘草黄酮

溶出度，但是否能提高该成分的体内生物利用度

尚需继续考察。
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甘草酸二铵二元脂质体温敏凝胶的制备及其体外释药行为
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摘要: 目的 制备甘草酸二铵二元脂质体温敏凝胶，并评价其体外释药行为。方法 冷溶法制备凝胶。以胶凝温度为
评价指标，泊洛沙姆 407 ( P407) 、泊洛沙姆 188 ( P188) 、白芨多糖用量为影响因素，星点设计-效应面法优化处方。

再采用 HPLC和 Franz立式扩散池法评价其体外释药行为。结果 最优处方为 P407 用量 18%，P188 用量 4%，多糖用
量 0. 6%，胶凝温度 ( 37. 5 ± 0. 3) ℃。所得二元脂质体温敏凝胶在 48 h内的累积释放率为 ( 65. 52 ± 0. 63) %，与脂质
体及温敏凝胶相比缓释作用更明显。结论 甘草酸二铵二元脂质体温敏凝胶可减缓药物在直肠内的释放速率，并增加
其滞留时间。

关键词: 甘草酸二铵; 二元脂质体; 温敏凝胶; 体外释药行为; 冷溶法; 星点设计-效应面法; HPLC; Franz 立式扩散
池法
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Preparation of thermo-sensitive diammonium glycyrrhizinate binary liposome gel
and the in vitro drug-release behaviors

XUE Jing， GAO Yuan， WANG Xin-lei， LIU Fang， HAO Bao-hua*

( College of Life Sciences，Northwest University，Xi’an 710069，China)

ABSTＲACT: AIM To prepare thermo-sensitive diammonium glycyrrhizinate binary liposome gel and to evaluate
the in vitro drug-release behaviors． METHODS Cold dissolution method was adopted in the preparation of gel．
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