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摘要：　采用熔融乳化法与冷冻干燥法制备雨生红球藻油柔性纳米脂质体冻干粉（ＨｐｏＦＮＬＬＰ），并研究其

包封率、载药量、粒径、Ｚｅｔａ电位、微观形态及稳定性．采用桨法测定 ＨｐｏＦＮＬＬＰ体外累积溶出率，扩散池法

测定皮肤累计渗透量，高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）法测定虾青素血药质量浓度．结果表明：ＨｐｏＦＮＬＬＰ的包封

率为（８９．１６±１．２１）％，载药量为（１．３４±０．０４）％，粒径为（１６５．７５±０．１１）ｎｍ，Ｚｅｔａ电位为（－１８．４５±０．４８）

ｍＶ，微观形态为双层膜的圆形结构，稳定性较好；与雨生红球藻油乙醇溶液相比，ＨｐｏＦＮＬＬＰ具有一定的

缓释效果；ＨｐｏＦＮＬＬＰ中虾青素２４ｈ的皮肤累计渗透量达到（１２．８４±０．３６）μｇ·ｃｍ
－２，显著高于雨生红球

藻油普通脂质体；与虾青素油溶液相比，ＨｐｏＦＮＬＬＰ的狋１／２延长，ρｍａｘ与 ＡＵＣ０ｔ增大，相对生物利用度高达

（４２２．５３±３．３０）％．
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Ｈｐｏ?ＦＮＬ?ＬＰａｔ２４ｈｒｅａｃｈｅｓ（１２．８４±０．３６）μｇ·ｃｍ
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ｔｅｎｄｓ，ρｍａｘａｎｄＡＵＣ０ｔｂｏｔｈｉｎｃｒｅａｓｅ，ａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙｒａｔｅｉｓａｓｈｉｇｈａｓ（４２２．５３±３．３０）％．
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ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ

雨生红球藻油（ｈａｅｍａｔｏｃｏｃｃｕｓｐｌｕｖｉａｌｉｓｏｉｌ，Ｈｐｏ）是通过对雨生红球藻生物精炼除杂后得到的富含

虾青素（Ａｓｔａｘａｎｔｈｉｎ，ＡＳＴＡ）的深红色油状液体，不仅含有丰富的ＡＳＴＡ，而且还含有叶黄素
［１］、生育

酚［２］、植物甾醇［３］、大量的不饱和脂肪酸［４］，是一种强效的抗氧化剂，具有丰富的生物活性，如抗癌、抗糖

尿病、抗炎，以及保护神经、心血管、眼睛和皮肤等［５］，可应用于化妆品、功能性食品、医药制剂、饲料等领

域中，营养与药用价值极高．然而，Ｈｐｏ及其有效成分ＡＳＴＡ不溶于水、稳定性
［６］与皮肤渗透性差、生物

利用度低等，严重限制了它的应用．

药物纳米载体不仅具有通过口服输送难溶性药物的潜力，而且在皮肤给药领域同样也具有很强的

优势［７］，特别是基于脂质的药物纳米载体［８］．柔性纳米脂质体（ｆｌｅｘｉｂｌｅｎａｎｏｌｉｐｏｓｏｍｅｓ，ＦＮＬ）指的是在

普通脂质体磷脂双分子层的基础上加入不同的膜柔软剂，获得高度变形能力的一种新型脂质体［９］．ＦＮＬ

作为一种生物相容纳米载体，本身安全无毒，不仅可以提高难溶性药物的溶解度，达到药物控释缓释的

目的，促进药物的吸收，提高口服生物利用度，还可以利用其变形性，提高药物在皮肤角质层的透过率，

可作为不同药物的透皮载体．基于此，本文制备一种雨生红球藻油柔性纳米脂质体冻干粉（ＨｐｏＦＮＬ

ＬＰ），为功能性油脂与ＡＳＴＡ纳米载体的研发与应用提供参考．

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）；超声波清洗仪（河南省

巩义市予华仪器有限责任公司）；ＶＳ２５００Ｍ型漩涡混合器（江苏省无锡市沃信仪器制造有限公司）；真

空干燥箱（广东省广州市深华生物技术有限公司）；台式高速冷冻离心机（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）；紫外可见

分光光度计（日本岛津公司）；ＲＹＪ６Ｂ型药物透皮扩散试验仪（上海市黄海药检仪器有限公司）；ＲＣ

８０６Ｄ型溶出实验仪（天津市天大天发科技有限公司）；纳米粒度及Ｚｅｔａ电位分析仪（美国布鲁克海文仪

器公司）；真空冷冻干燥机（北京市松源华兴生物技术有限公司）

１．２　实验试剂

雨生红球藻油、虾青素微囊粉（合肥省安徽市德宝生物科技有限公司）；虾青素对照品、胆固醇、吐

温８０、胰蛋白酶、胃蛋白酶、蔗糖、海藻糖、甘露醇、葡萄糖、乳糖、三氯醋酸钠、硫代巴比妥酸（上海市易

恩化学技术有限公司）；甲醇、石油醚、丙酮、正己烷、无水乙醚（广东省汕头市西陇化工股份有限公司）；

二氯甲烷、盐酸（北京市国药集团化学试剂有限公司）；磷酸盐缓冲盐溶液、ＰＥＧ４００（上海市阿拉丁生化

科技有限公司）；蛋黄卵磷脂ＰＣ９８Ｔ（上海市艾伟拓医药科技有限公司）；氢氧化钠（上海市麦克林生化

科技有限公司）．

１．３　实验材料

２７只ＳＤ大鼠（雄性大鼠，质量为２００～２５０ｇ，购自福建省福州市吴氏试验动物研究中心，试验动物

使用许可证号为ＳＣＸＫ（闽）２０１６０００２）．

２　实验结果与分析

２．１　犎狆狅犉犖犔犔犘的制备

采用熔融乳化法制备 ＨｐｏＦＮＬ，将２０．０ｇ·Ｌ
－１（在磷酸盐缓冲溶液中，下同）的蛋黄卵磷脂与５．０

ｇ·Ｌ
－１的胆固醇放入烧杯中，加入５ｍＬ无水乙醇超声溶解．将烧杯置于６５℃水浴锅中，加热至溶剂完
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全挥发，加入２．２ｇ·Ｌ
－１Ｈｐｏ与１２．１ｇ·Ｌ

－１吐温８０，充分搅拌均匀后，再加入５０ｍＬ０．１ｍｏｌ·Ｌ－１的

磷酸盐缓冲溶液（ｐＨ＝７．４）．溶液超声至分散均匀后，将烧杯置于磁力搅拌器上恒温，搅拌３０ｍｉｎ，过

０．２２μｍ微孔滤膜整粒，即得ＨｐｏＦＮＬ．将ＨｐｏＦＮＬ转入样品瓶中，加入１６０．０ｇ·Ｌ
－１甘露醇，经－

８０℃的冰箱冷冻２４ｈ后，放入真空冷冻干燥机中干燥３６ｈ，即得 ＨｐｏＦＮＬＬＰ．

２．２　犃犛犜犃体外质量浓度测定

２．２．１　吸收波长的测定　将甲醇二氯甲烷（犞（甲醇）∶犞（二氯甲烷）＝４∶１）溶液作为空白对照，使用

紫外可见分光光度计对１０．０μｇ·ｍＬ
－１的ＡＳＴＡ对照品溶液与 ＨｐｏＦＮＬＬＰ供试品溶液进行２００～

８００ｎｍ范围内扫描，测得ＡＳＴＡ的最大吸收波长为４７７ｎｍ，且 ＨｐｏＦＮＬＬＰ中的其他成分对ＡＳＴＡ

的吸收波长无干扰．

２．２．２　高效液相色谱条件　色谱柱为依利特ＳｉｎｏＣｈｒｏｍＯＤＳＢＰ（４．６ｍｍ×２５０．０ｍｍ，５μｍ），流动

相为纯乙腈，检测波长为４７７ｎｍ，流速为１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样量为２０μＬ．

２．２．３　专属性的考察　分别取ＡＳＴＡ对照品溶液、ＦＮＬＬＰ空白溶液和ＨｐｏＦＮＬＬＰ供试品溶液，过

０．４５μｍ微孔滤膜后，在节２．２．２色谱条件下检测，测得ＡＳＴＡ在对照品与供试品溶液中的保留时间

基本一致，且空白对照无干扰．

２．２．４　线性关系　精密量取２．５ｍｇ的ＡＳＴＡ对照品，用甲醇二氯甲烷溶液溶解并定容至５０ｍＬ，得

到５０．０μｇ·ｍＬ
－１的ＡＳＴＡ对照品储备液．精密移取适量储备液，并加入甲醇二氯甲烷溶液，依次稀

释至４．５，４．０，３．５，３．０，２．５，２．０，１．５μｇ·ｍＬ
－１．

在节２．２．２色谱条件下进样检测，以峰面积为纵坐标（犢），以ＡＳＴＡ质量浓度为横坐标（狓）进行线

性回归，绘制标准曲线，线性回归方程为犢＝２８４．２６狓＋５．６４９２，相关系数犚２＝０．９９９８．结果表明，

ＡＳＴＡ在１．５～４．５μｇ·ｍＬ
－１质量浓度范围内线性关系良好．

２．２．５　方法的考察　制备质量浓度为４．０μｇ·ｍＬ
－１的ＡＳＴＡ对照品溶液，在节２．２．２色谱条件下进

行检测，连续测定６次，测定的相对标准偏差为０．０９％，这说明该仪器精密度良好．平行配制６份４．０

μｇ·ｍＬ
－１的ＡＳＴＡ对照品溶液，在节２．２．２色谱条件下进行检测，测得的相对标准偏差为１．３３％，说

明该方法具有较好的重现性．制备空白ＦＮＬＬＰ并分别加入适量ＡＳＴＡ对照品溶液，配制质量浓度分

别为１．５，３．０和４．５μｇ·ｍＬ
－１的回收率供试品溶液各３份，过滤后，在节２．２．２色谱条件下进样检测，

测得的回收率分别为（１００．６４±０．９７）％，（９９．９９±１．１７）％，（１００．１３±１．１９）％，相对标准偏差分别为

０．９６％，１．１７％，１．１９％，说明该方法较准确．

２．３　犎狆狅犉犖犔犔犘的质量评价

２．３．１　包封率　精密量取２．０ｍＬＨｐｏＦＮＬＬＰ复溶液于１５ｍＬ离心管内，加入３．０ｍＬ石油醚，涡

旋３０ｓ后，在４℃，２０００ｒ·ｍｉｎ－１的条件下离心５ｍｉｎ，取下清液加适量甲醇和二氯甲烷溶液破乳，在

节２．２．２色谱条件下进行检测，根据标准曲线计算ＡＳＴＡ质量浓度，得到包封在脂质体里的药物质量

浓度（ρ（包））；另取同样量ＨｐｏＦＮＬＬＰ直接加适量甲醇和二氯甲烷溶液破乳，在节２．２．２色谱条件下

进行检测，根据标准曲线计算ＡＳＴＡ质量浓度，得到总的ＡＴＳＡ质量浓度（ρ（总））．ＨｐｏＦＮＬＬＰ的包

图１　粒径分布图

Ｆｉｇ．１　Ｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

封率（δＥ）的计算公式为

　　　　　　　　δＥ＝ρ
（包）

ρ（总）
×１００％． （１）

测得的 ＨｐｏＦＮＬＬＰ的包封率为（８９．１６±１．２１）％．２．３．２　

载药量　量取一定质量的 ＨｐｏＦＮＬＬＰ，在一定体积（犞）的２５℃

蒸馏水中复溶，待其完全溶解后，在节２．２．２色谱条件下进行检

测，其载药量（犠）的计算公式为

犠＝ρ
（包）犞
犿

×１００％． （２）

测得ＨｐｏＦＮＬＬＰ的载药量为（１．３４±０．０４）％．

２．３．３　粒径及Ｚｅｔａ电位　粒径分布图，如图１所示．图１中：犐为

强度；犱为粒径．通过纳米粒度及Ｚｅｔａ电位分析仪，直接测定复溶后的 ＨｐｏＦＮＬＬＰ的粒径、Ｚｅｔａ电
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位．测定得到的 ＨｐｏＦＮＬＬＰ的粒径为（１６５．７５±０．１１）ｎｍ，聚合物分散性的指数为（０．１３２±０．０１６），

Ｚｅｔａ电位为－（１８．４５±０．４８）ｍＶ．

２．３．４　形态的观察　ＨｐｏＦＮＬ与 ＨｐｏＦＮＬＬＰ的透射电镜图，如图２所示．由图２可知：ＨｐｏＦＮＬ

外观为双层膜的圆形结构；ＨｐｏＦＮＬＬＰ复溶后颗粒完整，粒径大小与冷冻干燥前无明显差别．

（ａ）ＨｐｏＦＮＬ　　　　　　　　　　　　　　　 （ｂ）ＨｐｏＦＮＬＬＰ

图２　ＨｐｏＦＮＬ与 ＨｐｏＦＮＬＬＰ透射电镜图

Ｆｉｇ．２　ＴｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｄｉａｇｒａｍｏｆＨｐｏＦＮＬａｎｄＨｐｏＦＮＬＬＰ

２．３．５　稳定性　将 ＨｐｏＦＮＬ与ＨｐｏＦＮＬＬＰ在４℃和２５℃条件下放置３０ｄ，并分别在０，５，１０，２０，

３０ｄ时进行渗漏率、粒径、丙二醛（ＭＤＡ）质量浓度的测定，以考察稳定性．按２．３．１包封率测定方法计

算ＨｐｏＦＮＬＬＰ内包封的ＡＳＴＡ质量浓度，渗漏率（δＰ）计算公式为

δＰ＝ρ
０－ρ狋

ρ０
×１００％． （３）

式（３）中：ρ０ 为０ｄ时的 ＨｐｏＦＮＬ内包封的ＡＳＴＡ质量浓度，ρ狋为狋ｄ时的 ＨｐｏＦＮＬ内包封的ＡＳＴＡ

质量浓度．

ＨｐｏＦＮＬ，ＨｐｏＦＮＬＬＰ稳定性结果，如表１所示．表１中：狋ｓ为储藏时间；θ为储藏温度；δＰ 为泄漏

率；犮为浓度．

表１　ＨｐｏＦＮＬ，ＨｐｏＦＮＬＬＰ稳定性结果

Ｔａｂ．１　ＨｐｏＦＮＬ，ＨｐｏＦＮＬＬＰｓｔａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓ

狋ｓ／ｄ θ／℃

ＨｐｏＦＮＬ

δＰ 犱／ｎｍ
犮（ＭＤＡ）／

ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＨｐｏＦＮＬＬＰ

δＰ 犱／ｎｍ
犮（ＭＤＡ）／

ｍｍｏｌ·Ｌ－１

１０ － ０ １３８．１３±０．４０ 　０．４１ ０ 　 １６５．７５±０．１１ 　０．４５

１５
１４ ０．９９±０．４０ １３７．２２±０．５２ ０．６５ ０．４９±０．１５ １６７．９９±０．３２ ０．５２

２５ １．０５±０．２７ １３３．９０±０．７７ ０．７８ ３．３１±０．６２ １７４．３８±０．９３ ０．５６

１０
１４ １．３９±０．１３ １３９．０８±０．５５ ０．８５ ０．９０±０．１３ １８０．７１±１．１５ ０．５８

２５ １４．８９±０．１１ １３０．２１±０．３６ ０．９２ ３．５６±０．３９ １９６．１２±２．４６ ０．６４

２０
１４ １．９０±０．２７ １４０．１８±０．９１ １．１１ １．６３±０．３１ １８７．７９±１．１３ ０．６７

２５ ２０．０４±０．４２ １２５．５２±０．６１ １．３６ ４．８２±０．６０ ２０７．４４±０．４７ ０．７２

３０
１４ ３．３５±０．２６ １４３．１９±１．７６ １．３７ ２．３２±０．３４ １９４．６７±１．５９ ０．７１

２５ ２５．８８±０．４５ １２０．８０±０．６９ １．６５ ７．６２±０．７３ ２０６．７７±４．９５ ０．７８

　　由表１可知：在４℃条件下储藏３０ｄ时，ＨｐｏＦＮＬ的泄漏率与粒径均无明显变化，ＭＤＡ的浓度增

加０．９６ｍｍｏｌ·Ｌ－１，而ＨｐｏＦＮＬＬＰ泄漏率无明显变化，粒径随储藏时间延长稍有增大，ＭＤＡ的浓度

增加０．２６ｍｍｏｌ·Ｌ－１；在２５℃条件下储藏３０ｄ时，ＨｐｏＦＮＬ泄漏率高达（２５．８８±０．４５）％，粒径减

小，ＭＤＡ的浓度增加１．２４ｍｍｏｌ·Ｌ－１，而ＨｐｏＦＮＬＬＰ泄漏率为（７．６２±０．７３）％，粒径随储藏时间延

长稍有增大，ＭＤＡ浓度仅增加０．３３ｍｍｏｌ·Ｌ－１；与 ＨｐｏＦＮＬ相比，ＨｐｏＦＮＬＬＰ的泄漏率与 ＭＤＡ

浓度均降低，稳定性明显提高，可有效延长ＨｐｏＦＮＬ的储藏时间．

２．４　体外溶出评价

根据２０２０版《中华人民共和国药典》四部通则０９３１项溶出度和释放度测定法第２法（桨法）
［１０］进

行体外溶出度测定．制备并精密量取 ＨｐｏＦＮＬＬＰ复溶液与雨生红球藻油乙醇溶液（ＨｐｏＥＳ）各１０．０

ｍＬ，将其装于预处理好的透析袋（相对分子质量为１４０００）内．将透析袋分别置于装有４００．０ｍＬ释放

介质的溶出仪中，释放介质为人工胃液（ＳＧＦ，含质量分数为２．０％的吐温８０）与人工肠液（ＳＩＦ，含质量
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分数为２．０％吐温８０），温度设定为（３７．０±０．５）℃，搅拌速度设定为１００ｒ·ｍｉｎ－１．

图３　体外累计释放曲线图

Ｆｉｇ．３　Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｒｅｌｅａｓｅｃｕｒｖｅｓ犻狀狏犻狋狉狅

依次在０．２５，０．５，１，２，４，８，１２，２４，４８ｈ取样，每次

取样２．０ｍＬ并过０．４５μｍ微孔滤膜，同时补充等量释

放介质，按照节２．２．１条件取滤液进行检测，并计算药

物累计释放率．体外累计释放曲线，如图３所示．图３

中：狋ｒ为释放时间；犙 为累计释放量．由图３可知：在

ＳＩＦ，ＳＧＦ中，ＨｐｏＦＮＬＬＰ的释放明显较 ＨｐｏＥＳ缓慢

（犘＜０．０５），２４ｈ释放比较迅速，６ｈ时累计释放率分别

达到（４５．８９±１．８３）％与（３８．４５±２．０３）％，４８ｈ累计释

放率达到（９３．７１±１．２１）％，（５５．１５±１．４７）％．

２．５　体外透皮评价

２．５．１　离体皮肤的准备　将ＳＤ大鼠断颈处死后，先使

用脱毛膏脱掉其腹部皮肤表面的毛发，脱毛过程不宜过长，否则会损伤皮肤，再使用刮毛刀剔除未脱净

的毛发．剔除完毕后，剪下大鼠完整的腹部皮肤，将皮下脂肪组织全部切除，并保持整个皮肤的完整性．

用生理盐水将皮肤洗净后浸泡其中，放入４℃的冰箱内保存，２４ｈ内使用．

２．５．２　体外透皮试验　使用扩散池法测定体外透皮．将节２．５．１得到的大鼠腹部皮肤夹在立式扩散池

中间，其角质层面朝释放池，真皮层面朝接受池．释放液分别为２．０ｍＬ等质量浓度的 ＨｐｏＦＮＬＬＰ复

溶液、雨生红球藻油普通脂质体冻干粉复溶液、雨生红球藻油（ＨｐｏＯＳ）溶液，而接收液为质量分数

图４　单位累计渗透量曲线

Ｆｉｇ．４　Ｕｎｉｔｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｐｅｒｍｅａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓ

４０％的 ＰＥＧ４００生理盐水溶液．扩散池温度设定为

（３２．０±０．５）℃，搅拌速度设定为３００ｒ·ｍｉｎ－１．

分别在１，２，３，４，６，８，１０，１２，２４ｈ吸取接收液０．７

ｍＬ，并过０．４５μｍ滤膜，同时，补加等量接收液，取滤液

在节２．２．２色谱条件下进行检测，并计算各时间的单位

累计渗透量犙ｎ（μｇ·ｃｍ
－２）．

单位累计渗透量曲线图，如图４所示．图４中：狋ｐ 为

渗透时间．由图４可知：ＨｐｏＦＮＬＬＰ在前４ｈ内透皮

迅速，２４ｈ后单位累计渗透量达到（１２．８４±０．３６）μｇ·

ｃｍ－２，显著高于 ＨｐｏＬＰＯＬＰ与 ＨｐｏＯＳ组，说明用柔

性纳米脂质体包载Ｈｐｏ后更利于ＡＳＴＡ透过皮肤．

２．５．３　皮肤滞留试验　将完成体外透皮实验后的大鼠腹部皮肤取出，用生理盐水溶液反复进行冲洗，

去除皮肤表面残留的接收液和样品溶液，用滤纸吸干表面水分．剪碎鼠皮，并将其放入１５ｍＬ离心管

中，加入３．０ｍＬ甲醇二氯甲烷溶液，涡旋３０ｓ后，水浴超声３０ｍｉｎ，３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，重复３

次，合并上清液，在节２．２．２色谱条件下进行检测，并计算皮肤滞留量犙ｓ（μｇ·ｃｍ
２）．

皮肤滞留量实验结果，如表２所示．表２中：σ为标准差；犙ｓ为平均滞留量；与ＨｐｏＯＳ组比较，其他

组表示犘＜０．０５．由表２可知：ＨｐｏＦＮＬＬ较ＨｐｏＯＳ显著增加了ＡＳＴＡ的皮肤滞留量（犘＜０．０５）．

表２　皮肤滞留量实验结果

Ｔａｂ．２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｋｉｎｒｅｔｅｎｔｉｏｎａｍｏｕｎｔｔｅｓｔ

组别 犙ｓ１／μｇ·ｃｍ
－２ 犙ｓ２／μｇ·ｃｍ

－２ 犙ｓ３／μｇ·ｃｍ
－２ （犙ｓ±σ）／μｇ·ｃｍ

－２

ＨｐｏＦＮＬＬＰ ４．５２ ４．３８ ４．５７ ４．４９±０．１０

ＨｐｏＬＰＯＬＰ ３．４１ ３．１６ ３．５６ ３．３８±０．２０

ＨｐｏＯＳ ２．３７ ２．２０ ２．５７ ２．３８±０．１８

２．６　犃犛犜犃体内质量浓度测定方法

２．６．１　高效液相色谱条件　色谱柱为依利特ＳｉｎｏＣｈｒｏｍＯＤＳＢＰ（４．６ｍｍ×２５０．０ｍｍ，５μｍ），流动

相为犞（甲醇）∶犞（水）＝９０∶１０，检测波长为４７７ｎｍ，流速为１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样量为２０ｍＬ．

２．６．２　血浆样品的处理　取０．６ｍＬ大鼠眼眶的血，将其置于１．５ｍＬ含有肝素钠的离心管（ＥＰ）中，

３７７第６期　　　　　　　　　 张雨凝，等：雨生红球藻油柔性纳米脂质体冻干粉的制备与评价



犺狋狋狆：∥狑狑狑．犺犱狓犫．犺狇狌．犲犱狌．犮狀

在４℃，３５００ｒ·ｍｉｎ－１条件下离心１０ｍｉｎ，取上清液，即得血浆，放－２０℃的冰箱储藏备用．

取２００．０μＬ血浆置于１．５ｍＬ的离心管中，加入１．０ｍＬ的丙酮正己烷（犞（丙酮）∶犞（正己烷）＝

１∶１）溶液，涡旋１ｍｉｎ后，１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取上清液于３ｍＬ离心管中，继续向残渣沉淀

（ａ）空白血浆

中加入１．０ｍＬ丙酮正己烷溶液，重复操作一次，合并

上清液．在２５℃下真空干燥至完全，用５０μＬ的甲醇

二氯甲烷溶液复溶，１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取

４０．０μＬ上清液进样检测．

２．６．３　专属性的考察　将大鼠空白血浆、含药血浆与

体内血浆按节２．６．２方法处理后，在节２．６．１色谱条件

下进样分析，空白血浆、含药血浆与体内血浆的 ＨＰＬＣ

图，分别如图５所示．图５中：犛为电信号；狋ｆ为色谱柱流

出物的流出时间．

由图５可知：ＡＳＴＡ在６ｍｉｎ左右出现峰值，且血

（ｂ）含药血浆　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｃ）体内血浆

图５　大鼠血浆的 ＨＰＬＣ图

Ｆｉｇ．５　ＨＰＬＣｄｉａｇｒａｍｏｆｒａｔｐｌａｓｍａ

浆对其测定无干扰，峰型较好，表明该色谱条件下的体内分析方法专属性良好．

２．６．４　线性关系　配制质量浓度为０．０１２５，０．０２５，０．０７５，０．１２５，０．１７５，０．２５０，０．３７５，０．５００μｇ·

ｍＬ－１的大鼠含药血浆，经处理后分别在节２．６．１色谱条件下进样检测．以峰面积为纵坐标（犢），以

ＡＳＴＡ质量浓度为横坐标（狓）进行线性回归，线性回归方程为犢＝３５４．３７狓＋４．４６６５，犚２＝０．９９９１，表

明体内血浆中ＡＳＴＡ在０．０１２５～０．５０００μｇ·ｍＬ
－１质量浓度范围内线性关系良好．

２．６．５　方法的考察　制备质量浓度分别为１２．５，１２５．０，５００．０ｎｇ·ｍＬ
－１的３种低、中、高大鼠含药血

浆，按节２．６．２方法处理血浆后，在节２．６．１色谱条件下进样分析．根据色谱条件进样检测，连续测定了

６次，测定其相对标准偏差分别为１．７６％，０．５４％，１．３３％，连续测定６ｄ，测定其相对标准偏差分别为

３．２５％，１．５３％，０．９１％，表明该方法日内、日间精密度良好．

制备上述３种质量浓度大鼠含药血浆各５份，分别于室温存放１２ｈ，在－２０℃的冰箱连续冻融３

次，存放一个月后，按节２．６．２方法处理血浆后，在节２．６．１色谱条件下进样检测，测定其相对标准偏差

分别为０．８７％～４．３５％，１．８０％～３．９１％，０．８１％～３．７８％，表明该方法稳定性良好．制备上述３种质

量浓度的含药血浆各３份，按节２．６．２方法处理血浆后，在节２．６．１色谱条件下进样检测，测得血浆中

ＡＳＴＡ回收率为１００．４７％～１０３．２８％，相对标准偏差为１．３７％～２．２７％，表明该方法回收率良好，方法

较准确，符合体内方法学的要求．

２．７　动物实验

精密量取适量ＡＳＴＡ对照品溶于植物油中，配制成质量浓度为３．０ｇ·Ｌ
－１的ＡＳＴＡＯＳ；精密量

取适量 Ｈｐｏ溶于植物油中，配制质量浓度为３．０ｇ·Ｌ
－１的 ＨｐｏＯＳ；精密量取适量市售虾青素微囊粉

（ＡＳＴＡＭＳＰ），用蒸馏水溶解并定容至１００ｍＬ．

将２４只健康的雄性ＳＤ大鼠随机分为４组（ＡＳＴＡＯＳ组、ＨｐｏＯＳ组、ＨｐｏＦＮＬＬＰ组、ＡＳＴＡ
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图６　大鼠体内的平均血药质量浓度时间曲线

Ｆｉｇ．６　Ｍｅａｎｐｌａｓｍａｍａｓｓ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｉｍｅｃｕｒｖｅｉｎｒａｔｓ

ＭＳＰ溶液组，狀＝６），前两组按ＡＳＴＡ质量与大鼠的质

量比为６０ｍｇ·ｋｇ
－１灌胃给药，后两组按ＡＳＴＡ质量与

大鼠的质量比为１０ｍｇ·ｋｇ
－１灌胃给药，分别在０，０．５，

１，２，４，６，８，１０，１２，２４，３６，４８，６０ｈ时，取眼眶血，按节

２．６．２方法处理血浆后，在节２．６．１色谱条件下进样检

测，大鼠体内的平均血药质量浓度时间曲线，如图６所

示．图６中：重复次数狀＝６；ρａｖｅ为大鼠体内的平均血药

质量浓度．

大鼠药代动力学参数，如表３所示．表３中：狋１／２为半

衰期；ρｍａｘ为血药达峰的质量浓度；ＡＵＣ为给药时曲线

下面积；狋ｍａｘ为达峰时间；狋ｍｒ为平均滞留时间；犉为生物

利用率；与ＡＳＴＡＯＳ组相比，其他组ａ表示犘＞０．０５；

与ＨｐｏＯＳ组相比，其他组ｂ表示犘＜０．０１；与ＡＳＴＡＭＳＰ组相比，其他组ｃ表示犘＜０．０１．由表３可

知：大鼠口服 ＨｐｏＦＮＬＬＰ与口服 ＡＳＴＡＯＳ，ＨｐｏＯＳ，ＡＳＴＡＭＳＰ相比，消除半衰期狋１／２延长，ρｍａｘ，

狋ｍａｘ，ＡＵＣ０６０均增大，相对生物利用度高达（４２２．５３±３．３０）％，显著高于ＡＳＴＡＭＳＰ与 ＨｐｏＯＳ组，说

明 ＨｐｏＦＮＬＬＰ有效提高了ＡＳＴＡ的口服生物利用度．

表３　大鼠药代动力学参数

Ｔａｂ．３　Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｒａｔｓ

参数 ＡＳＴＡＯＳ ＨｐｏＯＳ ＨｐｏＦＮＬＬＰ ＡＳＴＡＭＳＰ

狋１／２／ｈ １３．９１±０．９８ １５．６５±１．８３ａ ４３．８６±１．６２ｂ ２８．２８±１．７３ｂ

ρｍａｘ／ｎｇ·ｍＬ
－１ １１６．３０±１．６０ １３０．４０±６．０７ａ ２５５．６４±６．２１ｂ １９５．４７±４．５４ｂ

狋ｍａｘ／ｈ ４ ４ ６ ８

ＡＵＣ０－ｔ／ｎｇ·ｈ·ｍＬ
－１ １４９３．６７±３９．１１ １７１７．３３±１０５．９９ａ ６３１０．３３±１１６．４７ｂ ４３４４．３３±６２．１２ｂ

ＡＵＣ０－∞／ｎｇ·ｈ·ｍＬ
－１ １５６６．５５±５０．４５ １８３５．８９±１４３．９４ａ ９８９０．２６±１９７．３１ｂ ５５３８．９３±１６５．０３ｂ

狋ｍｒ／ｈ ３４．５６±１．０８ ３７．２８±２．４７ａ ５５．４２±０．２８ｂ ４８．９３±１．１６ｂ

犉／％ — １１５．０４±８．０３ ４２２．５３±３．３０ｂ
，ｃ ２９１．０４±１１．０６ｂ

２．８　数据分析

应用ＳＰＳＳ２０．０统计软件进行数据分析，数据以（犙ｓ±σ）表示，组间数据的比较采用单因素方差分

析和Ｔ检验，犘＜０．０５认为差异具有统计学意义．

３　讨论

脂质体为液体制剂，在长期储藏中存在磷脂氧化水解、芯材药物泄露、颗粒聚集产生沉淀等［１１］现

象，文献［１２］表明，将脂质体通过冷冻干燥法固化成冻干粉，可有效提高其稳定性．稳定性实验结果表

明，与冻干前的 ＨｐｏＦＮＬ相比，ＨｐｏＦＮＬＬＰ的泄漏率与脂质氧化程度明显降低，可有效延长 Ｈｐｏ

ＦＮＬ的储藏时间．

体外溶出的实验结果表明，ＨｐｏＦＮＬＬＰ的释放明显较 ＨｐｏＥＳ缓慢（犘＜０．０１），不存在突释现

象．这是由于体外释放曲线最符合一级动力学，具有一定缓释效果，且释放机制主要以Ｆｉｃｋ扩散机制为

主［１３１４］．体外透皮与皮肤滞留量的实验结果表明，ＨｐｏＦＮＬＬＰ在２４ｈ的皮肤累计渗透量为（１２．８４±

０．３６）μｇ·ｃｍ
－２，皮肤滞留量为（４．４９±０．１０）μｇ·ｃｍ

－２．与ＨｐｏＯＳ与ＨｐｏＬＰＯＬＰ相比，ＨｐｏＦＮＬ

ＬＰ显著提高了ＡＳＴＡ的皮肤渗透性且增加了 ＡＳＴＡ的皮肤滞留量，有利于其作为外用皮肤制剂，可

预防皮肤老化与损伤，提高皮肤对紫外线的免疫功能．

口服药动学研究发现，即使 ＡＳＴＡＯＳ与 ＨｐｏＯＳ给药浓度是其他制剂的６倍，ＨｐｏＦＮＬＬＰ与

ＡＳＴＡＭＳＰ的ρｍａｘ，狋１／２和ＡＵＣ０６０仍显著大于ＡＳＴＡＯＳ与 ＨｐｏＯＳ（犘＜０．０１），表明两种制剂均极大

延长了ＡＳＴＡ的体内吸收时间，并提高了吸收能力，在体内实现缓慢的释放，克服了 ＡＳＴＡ口服生物

利用度低的缺点，且 ＨｐｏＦＮＬＬＰ的相对生物利用度优于ＡＳＴＡＭＳＰ．原因可能是 Ｈｐｏ及其有效成
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分ＡＳＴＡ难溶于水，体内代谢快，不易被胃肠吸收．制成 ＨｐｏＦＮＬＬＰ或ＡＳＴＡＭＳＰ后，ＡＳＴＡ被脂

膜或囊壳包裹，在水中以胶束的形式分散，极大提高了其水溶性，促进其吸收．其中，ＨｐｏＦＮＬＬＰ特有

的磷脂双分子层膜是一种类生物膜，具有极强的生物相容性，且其粒径比ＡＳＴＡＭＳＰ小，更容易分散，

因此，生物利用度更高，将其以口服给药的方式应用，具有更广阔的前景．

制备的ＨｐｏＦＮＬＬＰ显著提高了Ｈｐｏ及其有效成分ＡＳＴＡ的水溶性、稳定性、皮肤渗透性，以及

口服生物利用度，为功能性油脂与ＡＳＴＡ纳米载体的研究开发与应用提供参考．下一步将对其安全性

进行研究，以确保 ＨｐｏＦＮＬＬＰ可安全地应用于各种领域中．
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