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摘 要:以葫芦素 B、脂质( 单硬脂酸甘油酯) 和乳化剂( 泊洛沙姆 188 和大豆卵磷脂等比例混合物) 为原料，采用高压

均质法制备葫芦素 B 脂质纳米粒。以单因素实验考察均质压力、脂质含量、乳化剂含量对葫芦素 B 脂质纳米粒包封率

的影响，并采用响应面实验优化葫芦素 B 脂质纳米粒生产工艺。结果表明: 均质压力对葫芦素 B 脂质纳米粒包封率的

影响最大，其次为脂质和乳化剂含量。当压力为 74.8 MPa，乳化剂、脂质及葫芦素 B 三者含量比为 12.6∶ 10.3∶ 1时，葫芦

素 B 脂质纳米颗粒包封率达到最高值，为 92.4%，与理论值仅差 1.62%，模型真实可靠。
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Abstract: The solid lipid nanoparticle of cucurbitacin B was prepared by high pressure homogenization with the lipid of
monoglyceride，the emulsifier of mixture of the soybean lecithin and poloxamer 188( 1∶ 1) .The parameters of the high pressure
homogenization were optimized by response surface methodology with the homogenization pressure，lipid content and emulsifier
content as the main factors，and the encapsulation efficiency as the response.The homogenization pressure was the key factor
affecting the encapsulation efficiency of cucurbitacin B，followed by the lipid content and emulsifier content. When the
homogenization pressure was 74.8 MPa，and the ratio of the lipid － emulsifier － cucurbitacin B was 12.6 ∶ 10.3 ∶ 1，the
encapsulation efficiency of cucurbitacin B reached the maximum of 92.4% .The validation experiment showed that the relative
deviation between real and theoretical value was only 1.62% .The regression model was reliable.
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葫芦素 B 属于四环三萜类化合物，是葫芦素家

族中含量最丰富的一种［1－2］，具有消炎、解毒、抗肿

瘤、保肝、提高机体免疫力等功能［3－5］。葫芦素 B 疏

水性强，难溶于水或甲醇，目前有片剂和滴丸两种剂

型，但这两种剂型会出现胃肠道不良反应，生物利用

度低等问题［6－9］。脂质纳米粒是指以固态的天然或

合成的类脂为骨架材料，将药物包裹于类脂中，制成

粒径为 100～1000 nm 的固体胶粒给药系统，具有生

物利用度高和毒性低的特点［10－13］，因此可将葫芦素 B
包裹于脂质纳米粒中，提高其生物利用度。

高压均质法是制备脂质纳米粒的经典方法，生

产出的脂质纳米粒具有粒径小、粒度分布均匀和稳
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定性高等特点，该 工 艺 已 经 制 备 平 均 粒 径 分 别 为

400 nm 的克霉唑脂质纳米粒［14］、125 nm 的白藜芦醇

固体脂质纳米粒［15］ 和 149 nm 的水飞蓟宾脂质纳米

粒［16］，其纳米粒包封率高、稳定性好。
本研究首先考察高压均质压力、脂质含量和乳

化剂含量对葫芦素 B 脂质纳米粒包封率的影响，确

定最佳范围，然后采用响应面分析方法优化高压均

质法制备葫芦素 B 脂质纳米粒的最佳工艺参数，以

期为葫芦素 B 脂质纳米粒的生产提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

葫芦素 B 标准品 四川省维克奇生物科技有限

公司; 无水乙醇 色谱纯，国药集团化学试剂有限公

司; 单硬脂酸甘油酯、泊洛沙姆 188、大豆卵磷脂 天

津市光复精细化工研究所。
Agilent 1260 高效液相色谱仪，配有四元泵及自

动进样器、DAD 检测器 Agilent 公司; 电热恒温水浴

锅 北京市永光明医疗仪器厂; KQ－500DE 数控超

声波清洗器 昆 山 市 超 声 仪 器 有 限 公 司; 分 析 天

平 梅特勒－托利多仪器( 上海) 有限公司; 循环水式

多用真空泵 郑州长城科工贸有限公司; MS7－H550
－Pro 磁力搅拌器 SCILOGEX 公司; NS1001L2K 高

压均质机 意大利 Niro Soavi 公司。

1.2 实验方法

1.2.1 葫芦素 B 脂质纳米粒制备 脂质纳米粒制备

参考前人的方法［17－18］，并进行改进。选取单硬脂酸甘

油酯为脂质，泊洛沙姆 188 与磷脂等比例混合物为

乳化剂。称取 10 mg 葫芦素 B 与 200 mg 脂质混合，

水浴加热至 80 ℃作为油相; 称取 100 mg 混合乳化剂

溶解于 水 中 加 热 至 80 ℃ 作 为 水 相，在 磁 力 搅 拌

( 1000 r /min) 下，将热的水相滴加入油相中，继续搅

拌 30 min，采 用 高 压 均 质 机 进 行 均 质，均 质 压 力

85 MPa，冰水浴中冷却，即得纳米粒分散液，4 ℃冷藏

备用。
1.2.2 葫芦素 B 脂质纳米粒包封率的测定

1.2.2.1 葫芦素 B 标准曲线绘制 称取葫芦素 B 标

准品 0.207 g，溶于色谱级乙醇中，配制成质量浓度为

2 mg /mL标准储备液。分别稀释至质量浓度分别为

0.01、0.02、0.05、0.1 和 0.15 mg /mL 的标准溶液，使

用 HPLC 测定峰面积。色谱柱条件: XBridge－C18 柱

( 4.6 mm × 250 mm，5 μm) ; 柱温 25 ℃ ; 流动相: A
相: 纯水，B 相: 乙腈; 梯度洗脱: 0～30 min，50% B;

30～ 45 min，50% ～100% B; 45～60 min，100% ～50%
B; 流速 1 mL /min; 检测波长 228 nm［19］。以葫芦素

B 的质量浓度为横坐标，峰面积为纵坐标，绘制标

准曲线。
1.2.2.2 包封率的测定 准确量取葫芦素 B 脂质纳

米粒 溶 液 1 mL，在 10000 r /min、4 ℃ 条 件 下 离 心

30 min，收集上清液。同时，准确量取葫芦素 B 脂质

纳米粒溶液 1 mL 于 25 mL 容量瓶中，加入 20 mL 乙

醇，超声波处理 30 min，再使用乙醇定容至 25 mL。
采用 HPLC 测定上清液及固体脂质纳米粒中葫芦素

B 浓度。色谱条件同标准曲线的方法。根据式( 1 )

计算葫芦素 B 包封率［20］。

EE( % ) =
M总－M游

M总

× 100 式( 1)

式中: M总 为葫芦素 B 在脂质纳米粒溶液中的总

质量; M游 为游离葫芦素 B 的质量。
1.2.3 单因素实验 固定脂质含量为 200 mg，乳化

剂含量为 100 mg，考察均质压力 ( 40、60、80、100、
120 MPa) 对包封率的影响; 固定脂质含量 200 mg，均

质压 力 为80 MPa，考 察 乳 化 剂 含 量 ( 50、100、200、
400、800 mg ) 对 包 封 率 的 影 响; 固 定 均 质 压 力 为

80 MPa，乳化剂含量为100 mg，考察脂质含量 ( 50、
100、200、400、600 mg) 对包封率的影响。
1.2.4 响应面优化实验 在单因素实验的基础上，

采用响应面分析法优化制备工艺，选择 3 个因素，即

均质压力、乳化剂含量及脂质含量为考察对象，以包

封率为响应值，进行三因素三水平的响应面分析实

验，优化葫芦素 B 脂质纳米粒制备工艺，其因素水平

编码值见表 1。

表 1 响应面实验因素水平表

Table 1 Factors and levels table of
response surface experiment

水平

因素

A 均质压力
( MPa)

B 乳化剂含量
( mg)

C 脂质含量
( mg)

+ 1 120 200 200
0 85 100 100
－ 1 50 50 50

1.3 数据处理与统计

实验所有数据均有三次重复，计算平均值和标

准偏差。使用统计分析软件 DPS v7.05 进行处理，

Ducan’s 新复极差法进行显著性分析( p≤0.05) 。采

用 Design－Expert 软件对所得数据进行回归分析，图

像 绘 制 采 用 Origin 8.0 软 件 ( 美 国 Origin Lab
Corporation 公司) 。

2 结果与分析

2.1 葫芦素 B 标准曲线绘制

图 1 葫芦素 B 标准曲线

Fig.1 Standard curve of cucurbitacin B

图 1 显示葫芦素 B 含量与峰面积呈线性关系，

其回归方程为 Y = 16347 X－21.8，相关性系数 Ｒ2 =
0.9997，葫芦素含量在 0～0.20 mg /mL 范围内线性关

系良好。
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2.2 单因素对脂质纳米粒包封率的影响

2.2.1 均质压力对葫芦素 B 包封率的影响 图 2 为

高压均质压力对葫芦素 B 包封率的影响。当均质压

力小于 80 MPa 时，随着压力的增加，包封率增大; 超

过 80 MPa 时，包封率随压力的增加而下降，原因在

于当压力过大时，产生的剪切力和空穴效应，导致了

葫芦素 B 纳米粒破碎［21］，因此，均质压力中心值选在

80 MPa 附近。

图 2 均质压力对葫芦素 B 包封率的影响

Fig.2 Effect of homogenization pressure
on the encapsulation efficiency of cucurbitacin B

2.2.2 乳化剂含量对葫芦素 B 包封率的影响 图 3
为乳化剂用量对葫芦素 B 纳米脂质载体的包封率的

影响。随着乳化剂含量增加，乳化作用显著提高葫

芦素 B 的溶解效果，葫芦素 B 包封率增大; 当乳化剂

比例过大，会导致药物析出，降低包封程度，因此乳

化剂含量中心值选在 100 mg 附近，这与 Kovacevic 等

人的研究趋势一致［22］。

图 3 乳化剂含量对葫芦素 B 包封率的影响

Fig.3 Effect of the emulsifier to cucurbitacin B ratio
on the encapsulation efficiency of cucurbitacin B

2.2.3 脂质含量对葫芦素 B 包封率的影响 图 4 为

脂质含量对葫芦素 B 包封率的影响。随着脂质含量

增大，葫芦素 B 包封率也呈上升趋势，在脂质含量为

100 mg 时，包封率达到最大值。研究显示药物用量

一定时，加入过多的脂质会导致晶体析出，不能得到

包封率较高的纳米分散体系［23］，与本文结论一致。
因此脂质含量选在 100 mg 附近。

2.3 响应面实验分析

2.3.1 回归模型的建立及方差分析 研究选取均质

压力、乳化剂含量、脂质含量作为响应面实验因素，

以葫 芦 素 B 脂 质 纳 米 粒 包 封 率 为 响 应 值，运 用

Design－Expert 软件设计响应面实验，设计方案及结

图 4 脂质含量对葫芦素 B 包封率的影响

Fig.4 Effect of lipid to cucurbitacin B ratio
on the encapsulation efficiency of cucurbitacin B

果见表 2 所示。

表 2 响应面实验设计结果

Table 2 Experiment result of response surface methodology

实验号 A B C
Y: 葫芦素

包封率
( % )

1 － 1 － 1 0 62.1
2 － 1 0 1 40.6
3 － 1 1 0 62.7
4 0 0 0 74.5
5 0 1 1 52.2
6 0 0 0 74.1
7 0 － 1 － 1 86.9
8 0 0 0 73.8
9 1 － 1 0 48.2
10 0 － 1 1 41.7
11 0 1 － 1 85.8
12 1 0 1 26.1
13 1 1 0 32.2
14 0 0 0 72.9
15 － 1 0 1 27.1
16 0 0 0 73.8
17 1 0 1 25.4

对表 2 实验数据进行多元回归分析，得到各因

子对葫芦 素 B 提 取 率 影 响 的 二 次 回 归 模 型: Y =
50.22 + 0.27A + 7.96B + 2.63C + 7.22AB + 0.28AC +
6.43BC－9.83A2 + 12.58B2 + 3.36C2。

对响应面分析结果进行方差分析( 表 3) ，模型的

p = 0.0021 ＜ 0.01，该模型极显著，方差的失拟项不显

著 p = 0.1700 ＞ 0.05，说明表面模型回归拟合较好; 决

定系数 Ｒ2 = 0.9747，说明葫芦素 B 包封率与模型回

归值有较好的一致性［24－27］。
各因素对葫芦素 B 包封率影响排序为: 压力 ＞

脂质含量 ＞ 乳化剂含量。A、AB、AC、A2、B2 对葫芦

素 B 包封率有显著影响( p ＜ 0.05) ，其余因子均不显

著; 各因素对葫芦素 B 包封率的影响不是简单的线

性关系。
2.3.2 各因素交互作用的影响 均质压力、乳化剂

含量、脂质含量对包封率的交互影响见图 5。均质压
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表 3 拟合二次多项式模型的方差分析

Table 3 Variance analysis for the fitted quadratic polynomial model

方差来源 平方和 df 均方 F 值 p 值 显著性

模型 7.1 × 103 9 7.9 × 102 38.6 0.0021 ＊＊
A 1.3 × 102 1 1.3 × 102 6.12 0.0013 ＊＊
B 5.8 × 101 1 2.4 × 100 0.12 0.0930
C 2.4 × 100 1 5.8 × 10 －2 2.81 0.0710
AB 6.8 × 101 1 6.8 × 101 3.32 0.0057 ＊＊
AC 1.3 × 102 1 1.3 × 102 6.54 0.0140 *
BC 5.8 × 101 1 5.8 × 101 2.84 0.0900
A2 1.4 × 103 1 1.4 × 103 27.9 0.0012 ＊＊
B2 1.6 × 101 1 1.6 × 101 18.8 0.0034 ＊＊
C2 3.8 × 100 1 3.8 × 10 0.96 0.3600

残差 1.4 × 102 7 2.0 × 101

失拟项 5.1 × 101 1 5.1 × 101 12.3 0.1700
误差 9.2 × 101 6 1.5 × 101

总离差 7.3 × 103 16 1
注: * ，影响显著( p ＜ 0.05) ，＊＊，影响极显著( p ＜ 0.01) 。

图 5 条件参数交互作用对葫芦素 B
脂质纳米粒包封率的影响

Fig.5 Ｒesponse surface plots for the interactive of 3 factors
on the encapsulation efficiency cucurbitacin B

力对葫芦素 B 包封率影响最显著，脂质含量次之，乳

化剂含量影响最小。图 5 可知，当脂质含量一定时，

在不同乳化剂含量条件下，随着压力的增大，包封率

呈先急速上升而后下降的趋势; 当乳化剂含量一定

时，在不同脂质含量条件下随着压力的增大，葫芦素

B 包封率呈上升趋势; 当压力一定时，在不同乳化剂

含量条件下，脂质含量的变大会导致葫芦素 B 包封

率的增加。
2.3.3 葫芦素 B 脂制裁纳米最优制备条件与验证

回归模型分析得出最佳生产工艺为: 当压力为 74.8
MPa; 乳化剂含量为 126 mg; 脂质含量 103 mg 时，葫

芦素 B 脂质纳米粒的包封率可达 92.4%。验证实验结

果显示葫芦素 B 脂质纳米粒的包封率 90.9%，实际值

与理论值的相对偏差仅为 1.62%，模型真实可靠。

3 结论
响应面回归模型显示均质压力对葫芦素 B 脂质

纳米粒包封率影响最大，其次是脂质含量和乳化剂

含量，当均质压力为 74.8 MPa，乳化剂、脂质及葫芦

素 B 的比例为 12.6∶ 10.3 ∶ 1时，即泊洛沙姆 188 含量

为 63 mg，大豆卵磷脂含量 63 mg，单硬脂酸甘油酯含

量 103 mg，葫芦素 B 10 mg，葫芦素 B 脂质纳米粒包

封率可达 92.4%，与理论值仅差 1.62%，模型真实

可靠。
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