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PEG修饰水飞蓟素脂质体的制备及体外释放研究 

张 勇，李 娟 ，肖 波，龚兴艳，林泽彬 

中国药科大学 药剂学教研室．南京 21 0009 

摘要 目的：合成一种 PEG硬脂酸单酯，应用Box-Behnken设计优化 PEG修饰水飞蓟素脂 

质体的处方和工艺。方法：采用IR、 H—NMR法表征PEG硬脂酸单酯的结构，采用改进的薄膜分 

散法制备修饰脂质体，血浆透析法比较脂质体与修饰脂质体的体外释放曲线。结果：水飞蓟素修饰 

脂质体最佳处方含大豆磷脂：胆固醇：PEG硬脂酸单酯：水飞蓟素为20：4．8：0．9：1(w／w)，修饰脂质体的 

平均粒径为100．9nm，包封率为91．2％，体外释放动力学符合weibuu方程。结论：PEG修饰水飞蓟素 

脂质体体外释放缓慢 ，注射给药体内能达到长循环作用。 

关键词 水飞蓟素；PEG修饰脂质体；Box—Behnken设计；体外释放 

中图分类号 TQ460．6；969 文献标志码 A 文章编号 1673-7806(2010)03—239-05 

水飞蓟素(Silymarin，SM)是天然黄酮木脂素类化 

合物，为菊科植物水飞蓟(Silybum marianum Gaertn) 

果实经提取得混合物，主要有效活性成分为水飞蓟宾 

(Silybin，SB)、异水飞蓟宾(Isosilybin， ISB)、水飞蓟宁 

(Silydianin，SD)、水飞蓟亭(Silychristin，SC)等。药理毒 

理研究表明，SM具有明显的稳定肝细胞膜、有效保 

护肝脏作用，可治疗由多种有毒物导致肝损害作用Ⅲ， 

SM具有较强抗肿瘤的活性田。 

SM为难溶性药物．由于药物在胃中降解 ，而肠 

中难以吸收 ，故市售普通片剂(或胶囊 )口服吸收 

差 ，生物利用度低I 3】。文献报道1141有学者将水飞蓟宾 

研制为葡甲胺盐注射剂，但因该注射剂 pH值偏高， 

局部注射产生较大刺激性，体内半衰期短，限制了 

其在临床应用和推广。PEG衍生物可有效增加药物 

的水溶性，增加脂质体膜的稳定性 ，延长药物在体 

内的循环时间。本文合成聚乙二醇硬脂酸单酯 

(PEG—MS)，研制 聚乙二醇修饰 水飞蓟 素脂 质体 

(SM—PL)注射剂，通过 PEG—MS修饰脂质体微粒， 

使其表面形成电子云结构．亲水性 PEG可减少脂质 

体与血浆成分的吸附作用，避免体内易被网状内皮 

系统识别吞噬作用【5】，硬脂酸为人体内源性物质．具 

有生物降解和生物相容性 ，本研究 通过 Box一 
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Behnken设计筛选 PEG修饰水 飞蓟素脂 质体 的处 

方，期望新制剂静脉注射给药后体内滞留时间大大 

延长，达到药物向肝实质细胞靶向的目的。 

1 仪器与试药 

8453扫 描 型 可 见一紫 外 分光 光 度 计 f美 国 

Agilent公司)；岛津 LC一10AT高效液相色谱仪(日本 

岛津)；Zetasizer 3000 HAS激 光粒径测定仪 f英 国 

Malvern公司)；TP一2A智能透皮试验仪(南京红蓝电 

子科技中心)；Sephadex G一50凝胶柱(2cmx25cm，台 

州市路桥四甲生化塑料厂)；透析袋f中国医药集 团 

上海化学试剂公司，截留分子量 8000～10000)。 

SM(盘锦格林恩生物资源开发有限公司，sB含 

量 80％，批号 ：20080714)、SB对照品 (中国药品生 

物检验所提供 ，含量：99．5％)；大豆磷脂(SPC，注射 

级，上海太伟磷脂有限公司，PC含量>90％)；胆固醇 

(Chol，惠兴生化试剂有限公司)；聚乙二醇 (PEG， 

Mn为 2000，Aldrich公司)；甲醇(色谱纯)；其他试 

剂均为分析纯。 

2 方法与结果 

2．1 PEG2000一M8的合成嘲 

称取经脱水处理的 PEG2000与硼酸(按物质的 

量之 比 3：1)适量 ，置三颈瓶中，于 120℃回流 2h，抽 

真空磁力搅拌进行硼酸酯化反应。冷却至室温．加 

入硬脂 酸(SA)适量和 1．0％对 甲苯磺 酸 ．加热 回流 

8h，加入蒸馏水 10mL，无水醋 酸钠适量 。控制反应 

温度 100℃水解 lh．即得 PEG2000一MS粗品 
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将 PEG2000一MS粗品用乙酸乙酯溶解萃取和 

饱和 NaC1液洗涤 ，置分液漏斗中振摇提取 3次 ．除 

去未反应的PEG2000，薄层分析杂质。收集油层溶 

于正丁醇适量，静置 4h抽滤，加冰乙醚沉淀，30℃真 

空干燥至恒重，收率 76％～82％。 

2．2 PEG2000一MS的结构表征和图谱分析 

2 2 l {， 兮 取 PEG2000、 硬 脂 酸 和 

PEG2000一MS适量，加入溴化钾压片进行红外光谱 

分析。结果见图 l，其中图 1(a)中3411．24em 代表 

0一H的伸缩振动，1701．13cm 代表 C=O的伸缩振 

动，表明硬脂酸中有一COOH结构。图 1(b)中3300～ 

3500em 的宽峰代表 0一H的伸缩振动，1108．48代 

表 C—O醚键的伸缩振动，表明PEG中一CH CH O一 

和一OH的存在。图1(e)中，3300—3500em 的宽峰代 

表 0一H的伸缩振动 ，1734．92cm一代表 C=O的伸缩 

振动 ．较硬脂酸羰基峰红移 ，1lI1．02cm一代表 C一0 

醚键的伸缩振动，可确定合成产物为 PEG2000一MS。 
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图 1 聚乙二醇硬脂酸单酯的 IR图谱 

(a)：硬脂酸 ；(b)：聚乙二醇 ；(c)：聚 乙二醇硬脂酸单酯 

．2 垃成。。振 皤足兮 采用氘代氯仿作溶 

剂．在 BrukerAv300超导核磁共振仪进 -H—NMR测 

定，结果见图2。63．51处的峰为聚乙二醇链中亚甲 

基 a的质子， ．11处的三重峰为 b处的质子，62．29 

处的峰为 c处的质子 ．61．51处的多重峰为 d处的质 

子 ．61．24处的峰为硬脂酸中亚 甲基 e处的质子 。位 

于最高场 60．86处 的三重峰归属于 f处的质 子 ．端 

羟基 中质子易与氘交换 ，图中未见端羟基质子峰， 

核磁共振分析结果表明合成产物是PEG2000一MS。 

no．c 一。 ：一c晶2fc啡毛 
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图 2 聚乙二醇硬脂酸单酯的 ’H-NMR图谱 

2．3 PEG化 SM脂质体的制备l 7_ 
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称取一定比例的 SM、SPC、Chol和 PEG2000一 

MS，加入 甲醇一乙醚 (4：1)混 合溶剂超声 30min溶 

解 ，置于梨形瓶中(内放几粒玻璃珠 )，4Oqc旋转减压 

蒸发除去有机溶剂 ，使脂质 均匀成膜 ，加入纯净水 

适量水化，超声 20min，依次过 0．45、0．221xm聚碳酸 

酯膜，即得 SM—PL混悬液。 

将制得的SM—PL混悬液于一20cC预冻后进行冷 

冻干燥，室温避光密闭保存。 

2．4 修饰脂质体包封率和载药量的测定 

2．4．1 Hl，l，( 方法 色谱条件：Hanbon—ODS色谱柱 

(150minx4．6ram，5lxm)；流动相：甲醇一水相(0．05tool· 

L『 磷酸盐缓冲液，pH4．0)=50：55；流速：1．0mL·min～． 

柱温 ：30℃；检测波长：288nm；进样量 ：20txL。 

标准曲线绘制 ：配制浓度分别为 0．25、0．50、1．0、 

2．5、5．0、10．0、25．21．zg·mL SB标准液 ，吸 20 注入 

HPLC分析，理论塔板数按水飞蓟宾(SB)计算不低于 

5000。以SB与其异构体的两峰面积之和(A)对浓度 

(C)进行线性回归 ，得标准曲线 ： =50278．3C+862．1， 

r=0．9999。配制浓度分别为 0．50、5．0和 25．2 ·mL 

SB标准液，测定回收率为97．77％、98．19％和 98．18％ 

(n=3)，日内精密度为 2．1l％、1．17％和0．27％，日间精 

密度为 3．15％、1．47％和 0．82％(n=3)。 

2．4 2 包封率(EE)和栽药量(LC)的测定 取葡聚 

糖凝胶 G一50适量加纯净水溶胀，凝胶柱(300minx 

20mm)。精密吸取 SM—PL混悬液 0．5mL上样 ，以纯 

净水为洗脱介质，流速 1．0mL·rain 进行洗脱，收集 

带有乳光的洗脱液于 10mL量瓶，纯净水定容。取该 

液 lmL用甲醇破膜稀释 5倍 ，吸 20 注入 HPLC 

分析，测定峰面积(A )。另取 0．5mL SM—PL混悬液， 

甲醇破膜稀释，峰面积(A。)，按公式计算 EE％=ACA 0x 

100％，得 SM—PL包封率为(91．16~1．47)％(n=3)；按 

公式计算载药量 LC％=WdW xlO0％，SM—PL载药量 

为(3．35~0．05)％( ：3)。 

2．5 处方优化 

5 1 Box～l~elmken效应面法 他 方- 在单因 

素考察的基础上，确定 SM的用量为 10rag，成膜溶 

剂为甲醇一乙醚f4：1)，水合介质为纯净水，选择对脂 

质体性质影响较显著的 3个因素：大豆磷脂用量 

，mg)，胆固醇用量 ，mg)，PEG-MS用量 3，mg) 

作为考察对象 ，分别评价脂质体的粒径fParticle 

Diameter，PD)、包 封 率 (Entrapment Efficiency，EE)、 

载药~k(Loading Content，LC)。包封率定义为包封于 

脂质体内的药量与总药量之比；载药量定义为包封 

于脂质体内的药量与脂质体中药物及载体总量和 

之 比。实验设计及结果见表 1。 
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表 1 Box-Behnken设计表及结果 

2 5： 键羔弘 采用 Design—Expert7．0．3(试用版) 

软件对各因素进行拟合 ，根据计算得出的各指标进 

行 F检验 。删除不显著因素后 ，得拟合方程如下 ： 

PD=100．52—10．O1Xo6．83Xz~O56Y~-2．83Xi 55X12+Z73X2z+ 5 3 

(r2=0．9784) 

EE=90．54+1 3．94X】-1_4 2+0．21X广0．57XlX2-1 1．4Xl2_2．67X2 

(P=0．99891) 

LC=3．37+0D84Xr_(M z-0．038X~-0．025XlX~OA4Xl2~)．054X22 

fr2=0．99831 

2．亏3 效 J 2--面 亿 彳一手 川 采 用 Design—Expert 

7．0-3(试用版)软件，绘制各指标与影响较显著的 2 

个自变量的三维曲面图(另一 自变量设为中心点值1 

见图 3(A～C)，设计各指标权重 ，得到优化后的处方 

曲面。见图 3fI)1。 

曲面最高点即为理论最佳处方 。=208．93mg， 

X2=43．50mg，X3=9．5 llng)。 

2．6 透射电子显微镜和粒径测定 

取 SM—PL混悬液稀释 5倍 ，滴 至铺有碳膜 的 

铜 网上静置 5min，滴加 2％磷钨酸染色 ，自然晾干 ， 

于透射电子显微镜下观察修饰脂质体形态。结果见 

图 4A，SM—PL粒子均匀 ，PEG环绕脂质体形成核一 

壳结构，为球形或类球形小单室脂质体。 

另将脂质体样品经纯净水稀释 5倍，置激光粒 

度仪测定SM—PL粒径及粒径分布，结果见图4B。修 

饰脂质体的平均粒径为(100．9±3．5)nln，多分散性指 

数 为 0．251；修 饰 脂 质 体 粒 径 分 布 较 窄 ．符 合 

Gaussian分布 ，卡方(x )值小于 3。 

图 4 SM 长循环脂质体 (A)透射电镜图；(B)粒径分布图 

2_7 体外释放研究 

选择 SM普通脂质体 (SM—L)、PEG修饰脂质体 

(SM—PL)和SM溶液(SM～S)，取上述制剂各 4mL置 

透析袋扎紧，释放介质为 pH6．8磷酸盐缓冲液 (含 

0．25％吐温液)，释放液体积50mL，水浴温度 37℃，搅 

拌转速 300r·min ，分别于 0．5、1、2、4、6、8、12、18、24h 

取样 lmL，补充 lmL释放介质 另取 SM—L和 SM— 

PL 4mL与等体积空白血浆混合装入透析袋后同上操 

作，研究三种制剂透析法和两种脂质体血浆透析法体 

外释药情况阎，评价血浆蛋白对脂质体释放的影响。以 

累积释放率( 对时间 )作图，释放曲线见图5。 

(A)粒径；(B)包封率；(c)载药量；(D)期望值 

u 4 J2 lb 20 24 

+ SM—S + SM—L —-一SM—PL 

—  一 SM—L+血浆 十 SM—PL+血浆 

图 5 SM 长循环脂质体体外释放 曲线(n=3) 

结果表明，SM游离药释放快 ，12h达 92．3％。 

SM—L和SM—PL释药缓慢，24h释放率无显著性差 

异 (P>0．05)；血浆透析法结果表明，SM—L和 SM—PL 

释放率明显加快，24h累积释药率有显著性差异(P< 
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PEG修饰水飞蓟素脂质体的制备及体外释放研究 

0．05)，分别为 56．7％和 45．7％ 

采用 Origin 8．0软件．将 SM—L和SM—PL体外 

释放数据进行拟合 ．SM—PL体外释放符合 Weibull 

方程 ，SM—L拟合结果符合 Higuchi或 Weibull方 

程。两种方法的拟合结果见表 2。 

．． 

’

一j表 乏 $ j嵌镛杯瞎质昝锋外帮墩拟畲方程：j薯一- 

数学模型 !竺二 !竺二 ： 
回归方程 r2 回归方程 r2 

零级方程Q=0．0973+0．0175t 0．901 Q=0．1 192+0．0213t 0．917 

一
级方程 h -

_0．

Q)
o24

=-03．0

￡

940 0．942 0．963 

H i 。‘ 0_989 Q=
0-1

- 02．50

2

2 19
0 1033t o．992 方程 

． 
⋯  0

．
1252 ⋯  

u

一

2 5975 + 0 7 04 41nt o．991
— 2 295

州
5+ 0 6 80 91nt o．999 方程

一

． ． 

⋯ ～

一

． ．  

⋯ ～  

3 讨 论 

PEG与硬脂酸(物质的量之比达 4：1以上)反应 

易生成双酯，且仍有烯、醛等副产物生成。为避免双 

酯和副产物生成，提高单酯产率，本研究通过间接酯 

化一硼酸酯化法合成了聚乙二醇一硬脂酸单酯(PEG— 

MS)材料，利用硼酸保护PEG结构中的一个羟基，再 

通过水解得到硬脂酸单酯，本研究纯度高达 90％。 

本研究采用 Box—behnken设计法优化 PEG修 

饰脂质体的处方 ，通过调节各指标权重 ，得到 SM—PL 

的优化模型。从效应面图可看出，随脂质膜材料大豆 

磷脂用量增加，脂质体的包封率增大，载药量也相应 

增加；但大豆磷脂用量过多，载药量有所降低，脂质 

体容易聚集融合，导致药物泄露。胆固醇具有稳定 

SM脂质双分子膜的作用。大豆磷脂与水飞蓟素最佳 

比例为 20：1。大豆磷脂与胆固醇最佳比例 4．2：1。应用 

PEG—MS修饰 SM脂质体，PEG—MS具有表面活性 ， 

可与 SM主要有效成分形成胶束 ，大大增加难溶性药 

物溶解度，并能减小脂质体粒径，提高脂质体膜稳定 

性．PEG硬脂酸单酯与药物最适宜比例为 0．9：1。结果 

表明，建立的数学模型预测值与实验测定数据相符。 

采用血浆透析与透析两种方法研究 SM—L和 

SM—PL体外释放，结果表明，两制剂释放速率均明显 

加快，其主要机理可能由于血浆蛋白与脂质体载体 

磷脂发生相互作用，影响了磷脂双分子的膜稳定性， 

导致药物通透性有所增加：血浆成分如酶也可能促 

进SM从脂质体中的释放速度。SM—PL与血浆混合 

释放率降低的原因，可能是 PEG硬脂酸单酯载体插 

嵌到脂质体的表面，形成绒毛状亲水性保护层 ，避免 

了微粒之间的聚集，使修饰脂质体膜更加稳定性。 

PEG—MS结构中保留的一个羟基，还可与某些 
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配体半乳糖或抗体结合。进一步合成 PEG修饰新衍 

生物 ，兼有长循环和肝靶向作用。本文拟进行 SM—PL 

和SM—PL体内动力学研究，证明水飞蓟素修饰脂质 

体具有长循环作用：拟合成半乳糖修饰 PEG—MS载 

体，期望开发的水飞蓟素修饰脂质体注射剂能达到 

肝实质细胞靶向作用。近年来，脂质体与PEG衍生 

物结合的方法已被广泛应用于长循环脂质体。本研 

究通过硼酸酯化法合成了新型体内生物降解材料： 

聚乙二醇硬脂酸单酯 fPEG—MS)，并首次应用于SM 

脂质体的制备 。PEG—MS的加入能明显减小脂质体 

的粒径，提高脂质体的包封率，可能与其具有表面活 

性，形成胶束与脂质体的混合液有关，此方面的研究 

有待进一步开展：PEG—MS保留一个羟基，可进一步 

与某些抗体或配体结合，合成兼具长循环及靶向性 

的修饰材料。 
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Asymmetric ot-Sulfenylation of Ketones Catalyzed by Proline 

LI Chang-si ，YUAN Fei-peng ，YU Jian-jun ，DAI Zhen-ya ，YOU Qi-dong ，WANG De-feng 
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3Jiangsu Engineering Centerfor Heterocyclic Compounds Containing Multiple Heteroatoms，Nanjing 210009,China 

ABSTRACT The direct仅一sulfenylation reaction of ketone catalyzed by proline was studied．The effect of 

three different cyclic ketones，seven different sulfenylation reagents，four solvents and the temperature on 

the reactivity．yield and ee value were investigated．The high yield was achieved up to 90％ in dipolar sol— 

vents，such as DMF，DMSO，and when the temperature was lower to 一40℃ ，the highest ee value 20％ was 

achieved．The direct -sulfenylation of ketones catalyzed by organocatalyst has rarely been reported．Not 

only high chemical yields can be achieved．but also the asymmetric oL—sulfenylation of ketones can be re． 

alized with proline as catalyst． 

KEY WORDS Proline；oL—sulfenylation of ketones；Asymmetric catalysis 
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Preparation and in vitro Release of Silymarin-loaded Polyethylene Glycol 

M odified Liposomes 

ZHANG Yong，LI Juan ，GONG Xing-yan，LIN Ze-bin 

Department of Pharmacy,China Pharmaceutical University,Nanjing 210009,China 

ABSTRACT Obiective：Polyethylene glycol monostearate(PEG—MS)was synthesized using a boric acid 

esterifieation method．Box—Behnken design was adopted to optimize the PEG modified silymarin liposome 

formulations and to evaluate their physicochemical properties．Methods：The Structures were validated by 

IR and H—NMR methods．Silymarin Liposomes fSM—PL)were prepared by the modified film dispersion 

technique．Their drug release properties in vitro were evaluated by plasma—dialysis method．Results：The 

optimal formulation had the composition of soybean phospholipids (sPc)：Cholesterol(CH)：PEG—MS： 

Slimarin in weight ratio f20：4．8：0．9：1)．The encapsulation efficiency and particle diameter were 91．16％ and 

100．90nm respectively．The release curve was fitted well with Weibull equation．Conclusion：The mean 

encapsulation efficiency and particle diameter of prepared SM—LCLP were desirable and the sustained— 

release rate desired was obtained． 

KEY WORDS Silymarin；Poly(ethylene glyco1)modified liposomes；Box-Behnken design；In vitro release 
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