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血凝,瘀久成结,方中丹参、红花具有活血化瘀之

效,与莪术软坚散结相配伍,化瘀结、消聚肿。 外洗

方中加入枯矾,枯矾具有解毒杀虫作用,现代医学

研究表明,其可以使疣体组织细胞脱水,从而抑制

病毒复制。 而冷冻治疗对机体免疫无明显改善作

用(P>0. 05),祛疣颗粒组的复发率远远低于冷冻治

疗组(P<0. 05),全方内服加外用起到扶正祛邪并

举,共奏解毒、活血、散结之功。
临床观察显示,祛疣颗粒内服加外洗治疗多发

性跖疣疗效明显、不良反应、复发率低,颗粒剂型改

变了以往中药煎煮之不变,更好地提高了患者的依

从性,值得临床推广应用。
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星点鄄效应面法优化芍药苷醇质体制备
工艺

冯健男摇 杜守颖摇 白洁摇 陆洋摇 李鹏跃摇 武慧超

揖摘要铱 摇 目的摇 Box鄄Behnken 效应面法优化芍药苷醇质体的制备工艺。 方法摇 采用逆相蒸发

法制备芍药苷醇质体。 以磷脂与胆固醇比例(X1)、磷脂浓度(X2)、芍药苷浓度(X3)为考察因素,包
封率(Y)为评价指标,采用 Box鄄Behnken 效应面法对处方工艺进行优化。 结果摇 最佳处方为磷脂与

胆固醇比例(mg / mg)= 5. 0,磷脂浓度(mg / mL)= 18. 0 mg / mL,芍药苷浓度(mg / mL)= 5. 2 mg / mL。
包封率为(44. 27 依0. 27)% ,标准偏差均小于 10% ;粒径为(167. 77 依 14. 91) nm,多分散系数为

(0. 41依0. 20)(n=3),变形性良好。 结论摇 采用 Box鄄Behnken 效应面法对芍药苷醇质体处方进行优

化是可行和有效的。
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揖Abstract铱 摇 Objective 摇 To optimize the preparation technique for Paeoniflorin ethosome by Box鄄
Behnken design and response surface method. Methods摇 Paeoniflorin ethosomes was prepared by reverse
phase evaporation. The effects of SPC鄄 Cholesterol(X1 ),concentration of SPC(X2 ) and concentration of
Paeoniflorin(X3)were observed as metrics. The encapsulation efficiency(Y)was evaluated and the formula
was optimized by Box鄄Behnken design and response surface method. Results摇 The optimal formula was :
X1 =5. 0,X2 =18. 0,and X3 = 5. 2. The encapsulation efficiency was (44. 27依0. 27)% . The standardized
deviations was below 10% . The average particle size was (167. 77依14. 91) nm,PDI was (0. 41依0. 20)
(n=3), deformability was satisfactory. Conclusion 摇 Using Box鄄Behnken design and response surface
method to prepare Paeoniflorin ethosomes is feasible and effective.

揖Key words铱摇 Paeoniflorin;摇 Ethosomes;摇 Box鄄Behnken design;摇 Size;摇 Deformability

摇 摇 芍药苷( paeoniflorin,PF)作为白芍总苷( total
glucosides of paeony,TGP)的主要活性成分,在临床

上可用来治疗类风湿性关节炎[1]。 实验结果表明,
芍药苷可以通过抑制白细胞介素鄄1 ( interleukin鄄1,
IL鄄1)、 肿 瘤 坏 死 因 子 ( tumor necrosis factor鄄琢,
TNF鄄琢)、前列腺素 E2(prostaglandin E2,PGE2)的分

泌抑制大鼠佐剂性关节炎的原发和继发性炎症[2]。
有文献报道[3鄄4],芍药苷微乳在降低关节炎指数、下
调增高的 T 细胞和 B 细胞增殖反应、促进 T 细胞分

泌 IL鄄2 等方面的作用较明显。
然而药代动力学表明芍药苷的口服生物利用

度极低[5鄄6],单独给大鼠灌胃芍药苷,其生物利用度

只有 0. 3% ;同时由于小肠的渗透性较差,导致芍药

苷吸收效果差[7]。 芍药苷的半衰期为(88. 87依5. 3)
分钟[8],因此,临床治疗关节炎时,需要多次、长期

给药以达到有效的关节腔浓度,服用次数每天需 3
次,每天用量达 600 mg(以芍药苷计),平均用药周

期达 48 天[9]。 因此为充分发挥芍药苷的药效,需改

变传统口服给药方式。
醇质体是一种含醇脂质体。 醇质体在传递过程

中,一方面可能与角质层脂质融合将药物直接释放到

细胞内发挥作用,另外醇质体还可以通过变形透过比

自身小的角质层细胞间隙并进入血液循环,易于到达

皮肤深部,提高药物的经皮速率,增加药物在皮肤内

的滞留时间[10]。 本实验拟制备高渗透性芍药苷醇质

体载药系统,以充分发挥芍药苷的药效,为后期新型

透皮给药系统的研究提供参考和依据。

1摇 材料

日本岛津高效液相色谱仪( LC鄄20AT 四元泵、
Model 1690 柱 温 箱、 SPD鄄20A 紫 外 检 测 器 );
KQ5200DA 型数控超声波清洗器(昆山市超声仪器

有限公司);Sartorius BS110S 型电子分析天平(北京

赛多利斯科学仪器有限公司);SCIENTZ IID 型超声

波细胞粉碎机(宁波新芝生物科技股份有限公司);
涡旋混合 器 ( 大 龙 兴 创 实 验 仪 器 有 限 公 司 );
RE鄄52AA旋转蒸发器 (上海亚荣生化仪器厂);
Ultracel YM鄄30 超滤管(Millipore);Zetasize Nano ZS
纳米粒度仪(英国 Malvern 公司);恒温磁力搅拌器

(金坛市鸿科仪器厂);气体减压器(上海减压器厂

有限公司);纯氮气(氧立来有限公司)。
芍药苷对照品(中国食品药品检定研究院,

批号 110736鄄201438 ) ;芍药苷提取物 (逸98% ,
南京泽朗生物科技有限公司) ;大豆磷脂酰胆碱

S鄄100 ( Lipoid S 100, 德 国 Lipoid 公 司, 批 号

F20090050) ;胆固醇 ( Cholesterol,美国 Amresco
公司) ;纯净水(娃哈哈集团有限公司) ;无水乙

醇(北京化工厂) ;无水乙醚(北京化工厂) ;其余

试剂均为分析纯。

2摇 方法与结果

2. 1摇 醇质体的制备

将磷脂和胆固醇的无水乙醚溶液作为油相;于
室温下将芍药苷的醇溶液加入油相中,摇匀后冰浴

探头式超声,使形成油包水型乳剂;将上述乳剂快

速转移至 250 mL 旋转蒸发瓶中,室温减压蒸发至凝

胶状;涡旋使凝胶部分塌陷,减压蒸发残留乙醚得

醇质体混悬液;探头式超声,即得。 4益 遮光密闭

保存。
2. 2摇 包封率的测定

2. 2. 1摇 色谱条件摇 色谱柱:Merck C18柱(250 mm伊
4. 6 mm,5 滋m);流动相:乙腈-0. 4% 冰醋酸溶液

(14:86);流速:1. 0 mL / min;柱温:30益。
2. 2. 2摇 低速离心鄄超滤法测定包封率摇 精密移取醇

质体 0. 4 mL,置于截留分子量为 30 kd 的超滤离心

管 6000 rpm[11]中,离心 30 分钟,吸取 0. 2 mL 滤液,
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定容至 2 mL,超声处理后,测定芍药苷含量为 W1;
精密移取醇质体溶液 0. 2 mL, 加甲醇定容至

5. 0 mL,超声溶解,测定芍药苷含量为 W2,计算包封

率公式为 EE% =(1-W1 / W2)伊100% 。
2. 3摇 芍药苷醇质体的单因素考察

以包封率为指标,分别对磷脂和胆固醇质量

比、磷脂浓度和芍药苷浓度进行单因素考察。 结

果显示:随着磷脂和胆固醇质量比的增加包封率

逐渐增大,当磷脂和胆固醇比例为 5 颐1时,包封率

最高为(24. 85 依4. 14)% ;随着磷脂浓度的增加,
包封率也逐渐增大,当磷脂浓度为 13. 6 mg / mL
时,芍药苷浓度为 2. 8 mg / mL 时,包封率达到最大

为(36. 87依5. 11)% 。
2. 4摇 Box鄄Behnken 法优化醇质体处方

2. 4. 1 摇 Box鄄Behnken 法分析因素水平的选取和试

验设计摇 在单因素考察的基础上,选择对芍药苷醇

质体包封率影响显著的三个因素:磷脂与胆固醇比

例(X1 )、磷脂浓度(X2 )、芍药苷浓度(X3 )作为因

素,设计因素水平见表 1。 以包封率(Y)作为响应

值,共设计了 17 次试验。 试验结果见表 2。

表 1摇 Box鄄Behnken 设计因素水平表

水平
X1 磷脂 / 胆固醇

(mg / mg)

X2 磷脂浓度

(mg / mL)

X3 芍药苷浓度

(mg / mL)

-1 3 6. 8 2. 8

0 5 17 5. 6

1 7 27. 2 8. 4

2. 4. 2摇 多元二项式模型回归拟合结果摇 根据各项

指标 F 检验的结果,再采用 Design鄄Expert 8. 0 进行

二次拟合,得到如下简化模型:Y = 42. 87+0. 67伊X1 +
1. 65伊X2 -3. 50 伊X3 +0. 83 伊X1 伊X2 +0. 47 伊X1 伊X3 -
3郾 11伊X2 伊X3 -21. 34 伊X1

2 -17. 44 伊X2
2 -12. 70 伊X3

2

(R2 =0. 9777)。
通过方程可以看出,在所选取的各因素水平范

围内,对芍药苷醇质体包封率的影响为:X3 >X2 >X1,
同时各因素存在交互作用。
2. 4. 3 摇 方差和显著性检验 摇 方程 Y 的 R2 为

0郾 9777,方差分析结果显示 Y 失拟检验的 P>0. 05,
说明方程 Y 回归模型拟合情况理想,其校正决定系

数 Radj
2 为 0. 9490, 表 明 模 型 响 应 值 的 变 化 有

94郾 90%来源于自变量,实验误差较小,可较好地描

述各因素与响应值之间的关系,故可以准确分析和

预测包封率;显著性检验可知,模型的一次项中,X3

(芍药苷浓度)最显著(P = 0. 0360);二次项 X1
2 和

X2
2(P<0. 0001)极显著,X3

2(P<0. 05)显著。

表 2摇 Box鄄Behnken 实验设计及响应值(n=3)

序列号
X1

(mg / mg)

X2

(mg / mL)

X3

(mg / mL)

Y
(% )

1 5(0) 27. 2(1) 2. 8(-1) 24. 85

2 5(0) 6. 8(-1) 2. 8(-1) 12. 19

3 3(-1) 17(0) 2. 8(-1) 8. 81

4 5(0) 17(0) 5. 6(0) 43. 76

5 3(-1) 17(0) 8. 4(1) 5. 48

6 7(1) 27. 2(1) 5. 6(0) 4. 68

7 3(-1) 27. 2(1) 5. 6(0) 3. 98

8 5(0) 27. 2(1) 8. 4(1) 7. 03

9 7(1) 6. 8(-1) 5. 6(0) 2. 83

10 5(0) 6. 8(-1) 8. 4(1) 6. 82

11 5(0) 17(0) 5. 6(0) 38. 4

12 3(-1) 6. 8(-1) 5. 6(0) 5. 16

13 5(0) 17(0) 5. 6(0) 45. 52

14 5(0) 17(0) 5. 6(0) 41. 92

15 7(1) 17(0) 2. 8(-1) 11. 24

16 7(1) 17(0) 8. 4(1) 8. 3

17 5(0) 17(0) 5. 6(0) 44. 74

2. 4. 4摇 工艺参数预测和优化摇 根据二次多项回归

方程拟合结果,固定其中一个因素水平,即作为中

心点值,绘出 Y 与其他两个因素的三维效应曲面图

和等高线图,预测芍药苷醇质体最佳处方配比,见
图 1。

从图 1 三维曲面图可看出,在所选取的各因素

水平范围内,醇质体包封率在 X1 值、X2 值和 X3 值

均存在极大值。 当磷脂和胆固醇比例(X1)值大于 5
时,Y 值随着 X1 值的增大而减小;当磷脂浓度(X2)
值大于 17 mg / mL 时,Y 值随着 X2 值的增大而降低;
当芍药苷浓度(X3)大于 5. 6 mg / mL 时,Y 值随着 X3

值的增大而降低。
2. 4. 5摇 根据 Box鄄Behnken 法优化 摇 醇质体处方的

试验结果进行优化,得到优化后的处方磷脂与胆

固醇比例(mg / mg) = 5. 03,磷脂浓度(mg / mL) =
17. 62 mg / mL,芍药苷浓度(mg / mL)= 5. 19 mg / mL。
考虑操作可行性,按照处方磷脂与胆固醇比例

(mg / mg)= 5. 0,磷脂浓度(mg / mL)= 18. 0 mg / mL,芍
药苷浓度(mg / mL)= 5. 2 mg / mL 制备 3 批芍药苷醇

质体,测定包封率。 结果见表 3。 试验值和模型预

测值对比,结果绝对偏差小于 10% ,说明模型 Y 可
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图 1摇 效应值 Y 与(X1 和 X2)、(X1 和 X3)、(X2 和 X3)三因素的三维曲面图(A)和等高线图(B)

表 3摇 优化处方的预测值和观察值(x依s,n=3)

指标 预测值 观察值 预测误差

包封率(% ) 43. 18 44. 27依0. 27 3. 43

注: 预测误差=(预测值-观察值) / 观察值

以较好地描述因素和响应值之间的关系,能较好地

预测分析芍药苷醇质体的处方。
2. 5摇 芍药苷醇质体的粒径分布

按照优化处方制备 3 批芍药苷醇质体,分别稀

释 100 倍后,通过激光粒度分析仪测定粒径分布,结
果呈单峰正态,平均粒径为(167. 77依14. 91) nm,多
分散系数为(0. 41依0. 20)(n=3),见图 2。

图 2摇 芍药苷醇质体的粒径分布图

2. 6摇 变形性考察

考察 芍 药 苷 醇 质 体 在 外 压 ( 0. 1、 0. 2 和

0. 3 Mpa)作用下,具有变形透过孔径为 0. 22 滋m 微

孔滤膜的能力[12]。 先观测芍药苷醇质体 3 mL 透过

滤膜的时间,再观测 3 mL 水透过滤膜的时间,计算

相对透过速率(P),见公式,结果见表 4。 结果表

明,随着压力的升高,P 值相应变大。 在 0. 3 MPa 压

强作用下,芍药苷醇质体的 P 值平均达到 62% ,可
见芍药苷醇质体具有较好的变形性。

表 4摇 芍药苷醇质体透过滤膜时间(n=3, s)

0. 1Mpa 0. 2Mpa 0. 3Mpa

芍药苷醇质体 >600 129 37

水 64 41 23

相对透过速率(P) 11 34 62

注: P=V醇质体 / V水伊100%

3摇 讨论

全文曾尝试引入包封率、载药量和综合评价

指标 OD 值 [13] ,结果以载药量和 OD 值得到的方

程拟合情况不好,故无法兼顾包封率和载药量两

个指标。 最终选择包封率作为优化指标,通过

Box鄄Behnken 效应面法优化处方并构建 Y 模型,模
型拟合情况良好,能反映处方的包封率。 经验证,
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优化处方的包封率的预测值与试验值吻合情况

良好。
通过拟合方程和方差分析,发现处方因素之间

存在一定的交互作用,按照对包封率的影响排序:
X2X3>X1X2>X1X3,但进一步通过方差分析可见交互

作用并不显著;从拟合方程和方差分析得到二次项

X1
2、X2

2 和 X3
2 对 Y 值影响均显著。 三维曲面图可

看出,响应值均为一曲面,均呈现先升后降的趋势。
X1 =5 时包封率存在极大值,这是因为胆固醇可增

加醇质体膜的致密性,稳定醇质体膜,随着胆固醇

用量的相对减小,在相同质量的脂质膜中,醇质体

膜的刚性降低,总表面积增大,所包封的药物含量

增加,包封率增加,但随着磷脂用量的相对增加,醇
质体膜的不对称性和通透性随之增加,药物渗漏增

加,致使包封率下降;X2 = 17 时,包封率存在极大

值,这是因为包封率通常随着磷脂浓度的升高而增

大,但如果磷脂浓度过大,容易形成多室脂质体,使
内水相体积变小,导致包封率也变小[14];X3 = 5. 6
时,包封率存在极大值,这是由于当药物用量过小,
醇质体膜内外药物浓度差较小,不利于药物的包

裹,导致包封率降低;同时,磷脂对药物的结合量存

在饱和值[15],当达到该饱和浓度时,药物将以游离

态存在,包封率也将降低。
文献报道的水溶性药物的醇质体的包封率从

10% ~86. 42%不等[16鄄17],这与制备方法、载体材料、
处方水平等多种因素有关。 实验制备的芍药苷醇

质体包封率并不高,若进一步提高芍药苷这种水溶

性药物的包封率,下一步可以考虑从优选载体材

料、扩大各因素水平的设置以及在逆相蒸发法的第

一步首先制备成更加稳定的乳剂等方面进行研究。
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