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摘要：　以包封率为指标，考察鞣花酸柔性纳米脂质体（ＥＡＦＮＬ）的最佳制备工艺，验证其透皮效果．采用薄

膜分散法制备鞣花酸柔性纳米脂质体，采用高效液相色谱法检测鞣花酸柔性纳米脂质体的包封率，通过单因

素实验考察表面活性剂的种类、卵磷脂与表面活性剂的质量比、卵磷脂与胆固醇的质量比、药物质量浓度、水

化时间对包封率和粒径的影响．经ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ效应面法得到最优处方，测定其粒径，以大鼠腹部皮肤为材

料，进行２４ｈ透皮扩散实验．结果表明：在ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面优化处方实验确定的最佳工艺中，卵磷脂与胆

固醇的质量比为７．８３∶１，脂质体制备水化时间为２．１ｈ，卵磷脂与吐温?２０的质量比为２∶１，平均包封率为

７５．６６％，粒径为（１７８．６０±４．５９）ｎｍ，聚合物分散性指数（ＰＤＩ）为０．１５±０．０１，电位为（－３０．６０±０．９２）ｍＶ，

ＥＡＦＮＬ稳定性良好；ＥＡＦＮＬ２４ｈ累积透过量为９．５４μｇ·ｃｍ
－２，２４ｈ后皮肤滞留量为１３．７７μｇ·ｃｍ

－２；文

中方法制备的鞣花酸柔性纳米脂质体包封率较高，粒径可控，在皮肤滞留量较高．
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鞣花酸（ＥＡ）是一类天然多酚二内酯，是没食子酸的二聚衍生物，存在于多种水果、坚果、蔬菜和中

药材中．研究表明，鞣花酸具有多种药理活性，包括抗氧化
［１２］、抗炎［３５］、抗病毒、抗肿瘤［６］、抗纤维化［７］

和化学预防［８］等作用，除此之外，鞣花酸还具有美白清除自由基、抗皱等活性［９］，因此，被广泛地应用于

护肤品中［１０］．然而，水溶性差、溶液稳定性差
［１１］、透皮渗透性差［１２］等缺点使鞣花酸的应用受到了限制，

这些缺点亟待解决．

角质层是皮肤的最外层，是透皮吸收需要克服的最重要的屏障［１３］．目前，促进透皮吸收的方法有磁

导入、电致孔、微针和纳米药物载体等［１４１５］．近年来，纳米药物载药已成为极具前景的透皮给药方式．柔

性纳米脂质体（ＦＮＬ）是第二代脂质体，由磷脂和膜柔软剂（如胆酸钠、去氧胆酸钠、吐温?８０、吐温?２０等）

组成，结构与生物膜相似．柔性纳米脂质体是一种多功能的靶向药物载体，与传统脂质体相比，其具有高

度变形性，可促进药物进入皮肤表皮层和真皮层，将大部分的药物留在皮肤中，减少进入人体血液循环

的药物量，在表皮和真皮形成药物库，形成缓释模型，使药物在局部持久治疗［１６１７］．柔性纳米脂质体的透

皮递送机制一般认为是以水合梯度为驱动力，借助自身的变形能力，穿过比自己粒径小得多的皮肤孔

道，进入表皮层或真皮层［１８１９］．本文运用ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ效应面法进行处方优化，利用ＦＮＬ技术对ＥＡ进

行药学修饰，提高ＥＡ的皮肤渗透率及药物稳定性．

１　实验部分

１．１　实验仪器

１２００型高效液相色谱仪（图像二极管阵列（ＤＡＤ）检测器，美国安捷伦公司）；紫外可见分光光度计

（日本岛津公司）；电子天平（德国赛多利斯科学仪器有限公司）；恒温水浴锅（上海跃进医疗器械厂）；磁

力加热搅拌器（江苏省金坛市友联仪器研究所）；ＮａｎｏＢｒｏｏｋｏｍｉ型多角度纳米粒度与高灵敏度Ｚｅｔａ电

位分析仪（美国布鲁克海文仪器公司）；ＪＥＭ１２００ＥＸ型透射电子显微镜（日本电子株式会社）；旋转蒸发

仪、超声波清洗仪（河南省巩义市予华仪器有限责任公司）；ＲＹＪ６Ｂ型药物透皮扩散试验仪（上海黄海

药检仪器有限公司）．

１．２　实验材料

ＳＤ大鼠（雄性大鼠，体质量约２００ｇ，购自福建医科大学实验动物中心）；ＰＣ９８Ｔ型蛋黄卵磷脂（上

海市艾伟拓医药科技有限公司）、鞣花酸（质量分数为９８％，上海市源叶生物科技有限公司）、胆固醇（质

量分数≥９５％，上海Ａｄａｍａｓｂｅｔａ公司）、甲醇（色谱级，广东省汕头市西陇化工股份有限公司），其余试

剂均为市售分析纯．

２　实验方法与结果分析

２．１　鞣花酸的体外分析方法

２．１．１　紫外吸收波长的测定　以甲醇作为空白对照，对质量浓度为１０μｇ·ｍＬ
－１的鞣花酸溶液进行

２００～４００ｎｍ波长范围内的全波长扫描，记录扫描图谱，最大吸收波长为２５５ｎｍ．

２．１．２　高效液相色谱的条件　色谱柱为ＳｉｎｏＣｈｒｏｍＯＤＳＢＰ（４．６ｍｍ×１５０．０ｍｍ，５μｍ）；流动相为

９３６第５期　　　　　　　　　 林琪，等：鞣花酸柔性纳米脂质体的制备工艺优化与体外透皮实验
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甲醇磷酸溶液（犞（甲醇）∶犞（磷酸）＝５５∶４５，磷酸的体积分数为０．１％）；检测波长为２５５ｎｍ；流速为１

ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样量为３０μＬ．

２．１．３　系统适应性实验　取溶剂甲醇溶液（空白溶剂）、鞣花酸甲醇溶液（５μｇ·ｍＬ
－１，鞣花酸对照品）

及鞣花酸柔性纳米脂质体（ＥＡＦＮＬ）进样分析，其高效液相色谱（ＨＰＬＣ）图谱，如图１～３所示．图１～３

中：犛为电信号；狋为色谱柱流出物的流出时间．

　　图１　空白溶剂的 ＨＰＬＣ图谱　 　　　　 　　　　图２　鞣花酸对照品的 ＨＰＬＣ图谱　

　　Ｆｉｇ．１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｂｌａｎｋｓｏｌｖｅｎｔ　　　Ｆｉｇ．２　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｅｌｌａｇｉｃａｃｉｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

图３　ＥＡＦＮＬ的 ＨＰＬＣ图谱

Ｆｉｇ．３　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＥＡＦＮＬ

２．１．４　标准曲线的制备　精密称取１０．０ｍｇ鞣花酸，用

甲醇溶液溶解并定容于１００ｍＬ，配制成０．１ｍｇ·ｍＬ
－１的

鞣花酸对照品储备母液．稀释母液，得到质量浓度分别为

１，２，３，４，５，６，８，１０，３０μｇ·ｍＬ
－１的系列对照品溶液，并进

样分析．测定鞣花酸的峰面积，作为纵坐标（狔），以鞣花酸

质量浓度为横坐标（狓）进行线性回归，得到线性回归方程

狔＝３３１．７９狓－１８６．３４，相关系数犚
２＝０．９９９１，线性范围为

１～３０μｇ·ｍＬ
－１．

２．１．５　精密度实验　制备质量浓度为５μｇ·ｍＬ
－１的鞣

花酸供试品溶液，并进样分析，连续进样６次，测定保留时

间与峰面积，其相对标准偏差（ＲＳＤ，狀＝６）分别为０．１９％，

０．１７％，精密度良好．

２．１．６　重复性实验　平行配制６份质量浓度为５μｇ·ｍＬ
－１的鞣花酸供试品溶液，并进样分析，测定其

峰面积，ＲＳＤ为１．６４％（狀＝６），重复性良好．

２．１．７　回收率实验　精密量取１．０ｍＬ空白脂质体混悬液置于１０ｍＬ容量瓶中，加入适量鞣花酸样品

储备液，配置成质量浓度分别为３，５，１０μｇ·ｍＬ
－１的低、中、高３组回收率供试品溶液，每组平行配置３

份，分别用甲醇定容至刻度，混匀、过滤，并进样分析，根据回归方程计算出质量浓度，结果表明，回收率

为９８．７５％～１０２．３４％，ＲＳＤ为０．９５％．

２．１．８　日内稳定性实验　制备质量浓度为５μｇ·ｍＬ
－１的鞣花酸供试品溶液，分别于０，２，４，８，１２ｈ进

样分析，无其他杂质产生，ＲＳＤ为１．８７％（狀＝５），供试品溶液的日内稳定性良好．

２．１．９　日间稳定性实验　配制质量浓度为５μｇ·ｍＬ
－１的鞣花酸供试品溶液，分别于０，１，２，３ｄ进样

分析，无其他杂质产生，ＲＳＤ为０．９１％（狀＝４），供试品溶液的日间精密度良好．

２．２　犈犃犉犖犔的制备与包封率的计算

２．２．１　ＥＡＦＮＬ的制备　取处方量的卵磷脂、胆固醇、鞣花酸置于茄形瓶内，用１０ｍＬ甲醇与三氯甲

烷（体积比为４∶１）超声１ｍｉｎ溶解，于２５℃下旋蒸３０ｍｉｎ，除掉有机溶剂，直至瓶壁上形成薄膜，真空

干燥箱２ｈ，除去残余有机溶剂，加４０ｍＬ磷酸缓冲液（ｐＨ＝７．０），水化２ｈ，过０．２２μｍ针式滤膜，振摇

混匀，即得ＥＡＦＮＬ，于４℃下保存备用．

２．２．２　包封率的计算　取制备好的１ｍＬＥＡＦＮＬ置于１０ｍＬ容量瓶，加入甲醇破乳定容，超声１５

ｍｉｎ后，过０．４５μｍ滤膜，测定鞣花酸总质量浓度（ρｔ）．另取１ｍＬＥＡＦＮＬ置于３０ｋｕ的超滤离心管，

于４０００ｒ·ｍ－１下离心２０ｍｉｎ，取滤过液置于１０ｍＬ容量瓶，甲醇定容，超声１５ｍｉｎ后，过０．４５μｍ滤
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膜，测定鞣花酸质量浓度（ρｙ）．

ＥＡＦＮＬ包封率（δＥ）的计算公式为

δＥ＝ρ
ｔ－ρｙ

ρｔ
×１００％．

２．３　犈犃犉犖犔制备的影响因素考察

通过单因素实验来考察表面活性剂的种类、卵磷脂与表面活性剂的质量比、卵磷脂与胆固醇的质量

（ａ）表面活性剂的种类

比、药物质量浓度、水化时间对包封率和粒径（）的影响，

再通过ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面法优化预测最佳处方．５种单

因素对ＥＡＦＮＬ包封率和粒径的影响，如图４所示．

２．３．１　表面活性剂的种类　固定鞣花酸质量浓度为２５

μｇ·ｍＬ
－１，水化时间为３ｈ，卵磷脂与表面活性剂质量比

为４∶１，卵磷脂与胆固醇的质量比为４∶１，设定表面活性

剂种类分别为吐温?８０、胆酸钠、吐温?２０，按照节２．２．１方

法制备脂质体，测定其包封率及粒径，结果如图４（ａ）所

示．由图４（ａ）可知：使用吐温?２０制备脂质体的质量最佳，

　（ｂ）卵磷脂与表面活性剂的质量比　 　　　　　　　　（ｃ）卵磷脂与胆固醇的质量比　　　

　 　　（ｄ）药物质量浓度　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｅ）水化时间　　　　　

图４　５种单因素对ＥＡＦＮＬ包封率和粒径的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｆｉｖｅｓｉｎｇｌｅｆａｃｔｏｒｓｏｎＥＡＦＮＬｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙａｎｄｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅ

包封率最大，粒径最小．这可能是由于吐温?２０具有丰富的亲水基团，使水化过程更加容易．

２．３．２　卵磷脂与表面活性剂的质量比　固定鞣花酸的质量浓度为２５μｇ·ｍＬ
－１，水化时间为３ｈ，表面

活性剂为吐温?２０，卵磷脂与胆固醇的质量比为４∶１，设定卵磷脂与表面活性剂的质量比（犿（卵磷脂）∶

犿（吐温?２０））分别为１∶１，２∶１，４∶１，６∶１，８∶１，按照节２．２．１方法制备脂质体，测定其包封率及粒

径，结果如图４（ｂ）所示．由图４（ｂ）可知：当卵磷脂与吐温?２０的质量比为１∶１时，所得粒径最小；当卵磷

脂与吐温?２０的质量比为１∶１，２∶１，４∶１时，包封率无显著性变化．考虑到表面活性剂过多会形成胶

束［２０］，故后续实验卵磷脂与吐温?２０的质量比采用４∶１．

２．３．３　卵磷脂与胆固醇的质量比　固定鞣花酸质量浓度为２５μｇ·ｍＬ
－１，水化时间为３ｈ，表面活性剂

为吐温?２０，卵磷脂与吐温?２０的质量比为１∶１，设定卵磷脂与胆固醇的质量比（犿（卵磷脂）∶犿（胆固

醇））分别为２∶１，４∶１，６∶１，８∶１，１０∶１，１２∶１，０∶１，按照节２．２．１方法制备脂质体，测定其包封率

及粒径，结果如图４（ｃ）所示．由图４（ｃ）可知：当卵磷脂与胆固醇的质量比为８∶１时，所得包封率最大，

１４６第５期　　　　　　　　　 林琪，等：鞣花酸柔性纳米脂质体的制备工艺优化与体外透皮实验
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粒径最小；随着胆固醇比例的增加，粒径逐渐减小，但超过一定质量比，包封率下降，这可能是由于胆固

醇的增加导致膜的通透性增加，使包裹的鞣花酸渗出［２１］．

２．３．４　药物质量浓度　固定水化时间为３ｈ，表面活性剂为吐温?２０，卵磷脂与吐温?２０的质量比为１∶

１，卵磷脂与胆固醇的质量比为８∶１，同时，设定鞣花酸的质量浓度（ρ）分别为１５，２０，２５，３０，３５，４０，４５

μｇ·ｍＬ
－１，按照节２．２．１方法制备脂质体，测定其包封率及粒径．当鞣花酸质量浓度大于３５μｇ·ｍＬ

－１

时，第二天溶液会发生聚沉现象，故对１５，２０，２５，３０μｇ·ｍＬ
－１４个质量浓度进行整理，结果如图４（ｄ）

所示．为保证所得包封率最大，载药最多，选择鞣花酸质量浓度为２５μｇ·ｍＬ
－１．

２．３．５　水化时间　固定其他因素不变，考察水化时间（狋ｈ）分别为１，２，３，４ｈ时，包封率和粒径的变化情

况，如图４（ｅ）所示．由图４（ｅ）可知：当水化时间为２ｈ时，包封率最大．考虑到水化为１ｈ时，茄形瓶上的

薄膜未被完全水化为脂质体；当水化时间为３，４ｈ时，脂质体的结构被破坏，导致鞣花酸泄露；水化时间

超过２ｈ后，粒径未有明显变化，故选择２ｈ为最优水化时间．

２．４　犅狅狓犅犲犺狀犽犲狀响应面法优化试验设计

单因素考察实验选取卵磷脂与胆固醇的质量比（Ａ）、脂质体制备水化时间（Ｂ）、卵磷脂与吐温?２０的

　　　　表１　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ实验设计的因素与水平

　　Ｔａｂ．１　ＦａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｄｅｓｉｇｎ

因素 名称 低（－１） 中（０） 高（＋１）

Ａ 犿（卵磷脂）∶犿（胆固醇） ４∶１ ８∶１ １２∶１

Ｂ 狋ｈ／ｈ １ ２ ３

Ｃ 犿（卵磷脂）∶犿（吐温?２０） ２∶１ ４∶１ ６∶１

质量比（Ｃ）作为对ＥＡＦＮＬ包封率影响较大

的３个因素，并以鞣花酸的包封率（犢）为响

应值，采用ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面优化制备工

艺．每个因素设置３个水平分别为低（－１）、

中（０）、高（＋１），各因素水平，如表１所示．

２．４．１　回归模型的建立与方差分析　以包

封率为指标，采用软件ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０．６对数据（表２）进行方程拟合，由此得犢＝（７２．００－０．３４Ａ＋

１．５１Ｂ－５．８４Ｃ－２．８４ＡＢ－０．０６７ＡＣ－１．１３ＢＣ－６．５６Ａ２－１３．３１Ｂ２－２．０４Ｃ２）／１００，犚２＝０．９８２５，犘＜

０．０５，拟合度良好．

对模型进行回归分析与显著性分析，结果如表３所示．失拟合犉值为０．２１，失拟合犉值相对于纯误

差不具有统计学意义，说明实验结果可靠．方程中Ｃ项具有高度统计学意义，说明影响脂质体包封率的

最主要因素是卵磷脂与吐温?２０的质量比．

　 表２　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ设计与试验结果

Ｔａｂ．２　ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓａｎｄＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎｄｅｓｉｇｎ

试验号 Ａ Ｂ Ｃ 犢／％ 试验号 Ａ Ｂ Ｃ 犢／％

１ １２．００ ２．００ ２．００ ６８．６０２４ １０ ８．００ ３．００ ６．００ ５０．７６２１

２ ８．００ １．００ ２．００ ６０．２７６２ １１ ８．００ ２．００ ４．００ ７２．８０１７

３ ４．００ １．００ ４．００ ４７．２３３１ １２ ８．００ ２．００ ４．００ ７２．６３３５

４ １２．００ ３．００ ４．００ ５１．３３９３ １３ ８．００ ２．００ ４．００ ７４．９３８９

５ ４．００ ３．００ ４．００ ５６．９００４ １４ ８．００ ２．００ ４．００ ６９．１８８４

６ １２．００ １．００ ４．００ ５３．０５０８ １５ ４．００ ２．００ ６．００ ５８．３１６７

７ ８．００ １．００ ６．００ ５０．９５５０ １６ １２．００ ２．００ ６．００ ５６．６８２８

８ ８．００ ３．００ ２．００ ６４．５９２９ １７ ４．００ ２．００ ２．００ ６９．９６８５

９ ８．００ ２．００ ４．００ ７０．４２５８

表３　包封率回归模型方差分析

Ｔａｂ．３　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｍｏｄｅｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅｆｏｒｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

方差来源 平方和 自由度 均方 犉 犘 方差来源 平方和 自由度 均方 犉 犘

模型 １３３９．６２ ９ １４８．８５ ４４．８２ ＜０．０００１ Ａ ０．９４ １ ０．９４ ０．２８ ０．６１１０

Ｂ １８．２４ １ １８．２４ ５．４９ ０．０５１６ Ｃ ２７２．８８ １ ２７２．８８ ８２．１７ ＜０．０００１

ＡＢ ３２．３７ １ ３２．３７ ９．７５ ０．０１６８ ＡＣ ０．０１８ １ ０．０２ ０．００５４００．９４３５

ＢＣ ５．０８ １ ５．０８ １．５３ ０．２５５９ Ａ２ １８１．２１ １ １８１．２１ ５４．５６ ０．０００２

Ｂ２ ７４５．５２ １ ７４５．５２ ２２４．４８ ＜０．０００１ Ｃ２ １７．６０ １ １７．６０ ５．３０ ０．０５４８

残差 ２３．２５ ７ ３．３２ － － 失拟项 ３．１８ ３ １．０６ ０．２１ ０．８８３７

纯误项 ２０．０６ ４ ５．０２ － － 总和 １３６２．８７ １６ － － －
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２．４．２　响应面优化与预测　运用软件绘制三因素对评价指标的三维响应面图，结果如图５所示．由图

５可知：等高线趋于椭圆，三维图的曲线较陡，说明两因素交互作用的显著性越好；Ａ与Ｂ的响应面的曲

面较陡，Ｂ与Ｃ，Ａ与Ｃ的响应面的曲面较平坦，说明卵磷脂与胆固醇的质量比与脂质体制备水化时间

的交互作用对脂质体包封率的影响最大，欲使包封率最大化，应选择曲面最高点对应的水平最佳处方工

艺，即卵磷脂与胆固醇的质量比为７．８３∶１，脂质体制备水化时间为２．１ｈ，卵磷脂与吐温?２０的质量比

为２∶１，预测包封率为７５．９３％．

　　　　　（ａ）Ａ，Ｂ交互作用的响应面图　　　　　　　　　　　（ｂ）Ａ，Ｂ交互作用的等高线图

　　　　（ｃ）Ａ，Ｃ交互作用的响应面图　　　　　　　　　　（ｄ）Ａ，Ｃ交互作用的等高线图　　

　　　　（ｅ）Ｂ，Ｃ交互作用的响应面图　　　　　　　　　　（ｆ）Ｂ，Ｃ交互作用的等高线图　

图５　因素Ａ～Ｃ对应包封率的三维曲面图

Ｆｉｇ．５　ＴｈｒｅｅｄｉｍｅｎｓｉｏｎｓｕｒｆａｃｅｃｈａｒｔｓｏｆｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏｆａｃｔｏｒｓＡｔｏＣ

２．５　犈犃犉犖犔的粒径与犣犲狋犪电位

根据最终处方平行制备３组ＥＡＦＮＬ，测定其脂质体包封率、粒径与电位，测得柔性纳米脂质体包
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封率为（７５．６６±０．４０）％，粒径为（１７８．６０±４．５９）ｎｍ，聚合物分散性指数（ＰＤＩ）为０．１５±０．０１，电位为

（－３０．６０±０．９２）ｍＶ．根据透射电镜图可知脂质体呈球形，其粒径大小与激光测定仪测定结果相符．

ＥＡＦＮＬ的粒径分布图及电镜照片，如图６，７所示．图６中：犐为强度．

　　图６　ＥＡＦＮＬ的粒径分布图　　　　　　　　　　　图７　ＥＡＦＮＬ的电镜照片　　

Ｆｉｇ．６　ＰａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＥＡＦＮＬ　　　　　Ｆｉｇ．７　ＥｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓｏｆＥＡＦＮＬ

２．６　初步稳定性考察

按最优工艺制备ＥＡＦＮＬ，对存储温度进行考察，将脂质体混悬液分别置于４，２５℃保存，于０，１，

２，３，４，１０ｄ取样，测定其包封率，观察其状态．脂质体在４，２５℃环境中保存无明显差异，ＥＡＦＮＬ的稳

定性，如图８所示．图８中：θ为温度；狋ｓ为采样时间．由图８可知：在第１０ｄ，脂质体的包封率略微下降，

粒径稍有变大．

　（ａ）包封率　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）粒径

图８　ＥＡＦＮＬ的稳定性

Ｆｉｇ．８　ＳｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＥＡＦＮＬ

２．７　体外透皮实验

２．７．１　离体鼠皮的制备　用水合氯醛将ＳＤ雄性大鼠麻醉并断颈处死，取腹部完整皮肤，将毛发用刀

片刮净．然后，用刀片、镊子剔除皮肤下脂肪组织，将处理好的皮肤，用生理盐水清洗干净，浸泡３０ｍｉｎ，

用滤纸吸干水分，铺皮，用锡纸包裹，置于－８０℃冰箱保存，临用２４ｈ前用生理盐水解冻．

２．７．２　透皮实验　采用Ｆｒａｎｚ扩散池法，将鼠皮角质层向上，固定于接收室与供给室之间，扩散池面积

为２．２ｃｍ２，体积为６ｍＬ，为了便于直接进行高效液相色谱的测定，以甲醇生理盐水为接收液（犞（甲

醇）∶犞（生理盐水）＝５０∶５０），将２ｍＬＥＡＦＮＬ加入供给室，控制温度为（３７．０±０．５）℃，转速为４００

ｒ·ｍｉｎ－１，分别于１，２，３，４，６，８，１０，１２，２４ｈ取出０．７ｍＬ接收液，并加入０．７ｍＬ新的接收液，取出的

接收液过０．２２μｍ滤膜，按照节２．１．２进行色谱分析，计算累积透皮量犙狀 并记录结果（图９），犙狀 的计

算公式为

犙狀＝
犞ｔρ狀＋∑ρ狀－１犞ｓ

犛０
．
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上式中：犞ｔ为接收池体积；ρ狀 为狀次取样点质量浓度；ρ狀－１为狀－１次取样点质量浓度；犞ｓ为每次的取样

体积；犛０ 为渗透面积．

图９　ＥＡＦＮＬ的累积渗透量

Ｆｉｇ．９　ＣｕｍｕｌａｔｉｖｅｒｅｌｅａｓｅｏｆＥＡＦＮＬ

实验结束后，取下鼠皮，将表面残留药物擦拭干净，取透

皮处皮肤，剪碎，加入１．０ｍＬ甲醇匀浆，匀浆液转移至离心管

中，涡旋混匀，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，残渣用０．５ｍＬ甲

醇重提一次，合并两次上清液，混匀，定容至２ｍＬ
［２２］．进行色

谱分析，２４ｈ后ＥＡＦＮＬ的皮肤滞留量为１３．７７μｇ·ｃｍ
－２．

３　讨论

以胆固醇、卵磷脂等为原料，通过薄膜分散法制备 ＥＡ

ＦＮＬ，并以包封率为考察指标，研究柔性纳米脂质体的最佳制

备工艺．由于鞣花酸溶解度低等问题，导致ＥＡＦＮＬ的制备难

度较高．脂质体包封率有以下３个影响因素．１）卵磷脂与胆固醇的质量比．卵磷脂与胆固醇的质量比对

脂质体结构及稳定具有重要影响，胆固醇是脂质体膜的重要组成部分，对脂质体的流动性及膜的稳定性

具有双向调节作用，合适的比例有利于增加膜的刚性，提高脂质体包封率［２３２４］．２）水化时间．水化时间

过短，会导致水化不完全，不能很好地将药物嵌入脂质体的双分子层中；水化时间过长，又可能破坏脂质

体的结构．３）卵磷脂与吐温?２０的质量比．卵磷脂与吐温?２０的质量比直接影响脂质体的形成，过多的表

面活性剂可形成胶束，合适比例的表面活性剂可以减小脂质体粒径，但表面活性剂成膜性较差，其用量

直接影响脂质体的稳定性［２５］．

经过单因素实验和ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面优化最终确定的ＥＡＦＮＬ最佳处方：卵磷脂与胆固醇的质

量比为７．８３∶１，脂质体制备水化时间为２．１ｈ，卵磷脂与吐温?２０的质量比为２∶１．按最佳处方制备

ＥＡＦＮＬ，其稳定性仍有待提高，可增加影响因素的考察，例如，水化温度、搅拌速度、表面活性种类，以

及聚乙二醇类等稳定剂［２６］．

脂质体是一种优秀的药物载体，具有良好的生物亲和性，普通的脂质体不适用于皮肤给药，难以透

过皮肤角质层到达皮肤深层，ＦＮＬ通过降低双分子层的界面张力，增加角质层中双分子层的流动性，从

而提高被包裹药物进入皮肤的通透性［２７］．通过体外渗透实验考察ＥＡＦＮＬ的累积透皮量，ＥＡＦＮＬ的

透皮率较好，皮肤滞留量较高．今后的工作将进一步考察ＥＡＦＮＬ的稳定性与复配性的问题，并开展动

物实验进行验证，未来期望将鞣花酸柔性纳米脂质体应用于化妆品中，同时，也为柔性纳米脂质体作为

药物载体在经皮给药的应用提供研究思路．
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