
 

·632·         Chin J Mod Appl Pharm, 2023 March, Vol.40 No.5                           中国现代应用药学 2023 年 3 月第 40 卷第 5 期 

冰片修饰的葛根素脂质体的制备及脑组织分布研究 
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摘要：目的  制备冰片(borneol，BO)修饰的葛根素(puerarin，Pue)脂质体(BO-Pue-Lips)，进行理化性质考察及大鼠体内脑

组织分布研究。方法  采用薄膜分散法制备 BO-Pue-Lips，通过正交设计，以包封率和载药量为评价指标优化处方工艺。

以 Pue 混悬液和(BO-Pue)混悬液为对照组，测定大鼠尾静脉给药 BO-Pue-Lips 的脑组织浓度。结果  制备 BO-Pue-Lips
的优化条件为 Pue 与卵磷脂质量比为 1∶10，胆固醇与卵磷脂质量比为 1∶4，制备温度为 40 ℃。按优化条件所制备的

BO-Pue-Lips 粒径为(112.97±0.89)nm，Zeta 电位为(–7.48±0.49)mV，包封率为(73.47±1.75)%，载药量为(5.55±0.13)%，药

物释放曲线符合 Weibull 方程模型。脑组织分布结果显示，Pue、BO-Pue 和 BO-Pue-Lips 的 T1/2 分别为(0.61±0.22)h，

(0.55±0.27)h 和(1.80±0.17)h，AUC0→t 分别为(68.59±1.09)μg·h·g–1，(72.70±2.63)μg·h·g–1 和(137.68±10.17)μg·h·g–1，CL 分

别 为 (0.29±0.01)L·h–1·kg–1 ， (0.27±0.02)L·h–1·kg–1 和 (0.13±0.01)L·h–1·kg–1 ， MRT 分 别 为 (0.93±0.05)h， (0.97±0.02)h 和

(1.80±0.05)h。结论  采用薄膜分散法成功制备了 BO-Pue-Lips，确定了最优制备处方和制备工艺。BO-Pue-Lips 给药后显

著提高葛根素脑组织蓄积量，延长药物在脑中的滞留时间，具有良好的脑靶向性。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To prepare borneol modified puerarin liposomes(BO-Pue-Lips) with optimization, and evaluate 
the concentration in brain of the drug liposomes in rats. METHODS  The BO-Pue-Lips were prepared with the thin-film 
rehydration method and were optimized through orthogonal test according to entrapment efficiency and drug loading of 
BO-Pue-Lips. Using puerarin(Pue) suspension and borneol puerarin(BO-Pue) suspension as control, the concentration in brain of 
BO-Pue-Lips after intravenous administration in rats were studied. RESULTS  The optimal conditions for preparation of 
BO-Pue-Lips were Pue-soybean phospholipids(1︰10), cholesterol-soybean phospholipids(1︰4), and the hydration temperature 
was 40 ℃. The mean particle size of the resulted BO-Pue-Lips was (112.97±0.89)nm and Zeta potential was (–7.48±0.49)mV, 
the average entrapment efficiency and drug-loading was (73.47±1.75)% and (5.55±0.13)%, respectively. The profiles of release 
in vitro was expressed well by Weibull equation. Results of distribution in brain showed that T1/2 of Pue, BO-Pue and 
BO-Pue-Lips were (0.61±0.22)h, (0.55±0.27)h and (1.80±0.17)h, AUC0→t were (68.59±1.09)μg·h·g–1, (72.70±2.63)μg·h·g–1 and 
(137.68±10.17)μg·h·g–1, CL were (0.29±0.01)L·h–1·kg–1, (0.27±0.02)L·h–1·kg–1 and (0.13±0.01)L·h–1·kg–1, MRT were (0.93± 
0.05)h, (0.97±0.02)h and (1.80±0.05)h. CONCLUSION  An optimized liposomes drug delivery system is obtained by thin-film 
rehydration method. The preparation and preparation process are selected and optimized. The liposomes after intravenous 
administration might increase the concentration, prolong circulation time and have a good targeting efficiency in brain. 
KEYWORDS: borneol; puerarin; liposomes; orthogonal design; brain distribution 
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葛根素(puerarin，Pue)是从豆科植物野葛根中

得到的一种黄酮类化合物，具有抗血栓、抗氧化[1]、

清除氧自由基、改善微循环[2]、扩张冠脉和脑血管

等作用[3-4]，可通过多途径、多环节、多靶点起到

防治脑缺血再灌注损伤作用，用于预防和治疗缺

血性脑血管方面疾病。但 Pue 水溶性与脂溶性较

差，不易被胃肠等生物膜吸收，不易透过血脑屏

障，生物利用度低，体内消除半衰期较短，需频
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繁给药。临床多以静脉注射给药，但又由于存在

中药注射剂不稳定、用药不便和易出现血管内溶

血等不良反应，限制了 Pue 的临床应用[5-8]。 
“生物导弹”脂质体(liposomes，Lips)是由磷

脂和胆固醇组成的类生物细胞膜结构，具有靶向

释药、增强疗效、提高生物利用度等优点。“芳

香开窍”药冰片(borneol，BO)是一种单萜类化合

物，具有通过改善血脑屏障的渗透性达到“通诸

窍”的功能，可以通过促进生物膜的渗透性来提

高脂质体的吸收率和转运效率，与其他药物配伍

提高药物的生物利用度、促进开放血脑屏障、增

加药物在脑组织中的分布，促进药物吸收入脑[9]。 
为延长 Pue 生物半衰期，延缓其在体内作用

的时间，本课题以脂质体为载体，以具有“芳香

走窜，引药上行”之效的冰片作为修饰，介导脂

质体携载药物入脑发挥疗效，制备新型脑内递药

系 统 冰 片 修 饰 的 Pue 脂 质 体 (borneol puerarin 
liposomes，BO-Pue-Lips)，形成“药物导弹”后并

考察其脑组织分布特征，赋予药物脑部“归巢”

靶向性，提高 Pue 在脑组织内的蓄积量。 
1  材料 
1.1 仪器 

ISO9001 电子天平(北京赛多利斯仪器有限

公司)；LC-20AT 高效液相色谱仪 (日本岛津公

司 ) ； Optima Max 型 高 速 冷 冻 离 心 机 ( 美 国

Beckman 公司，半径为 37 cm)；Nano-ZS90 激光

粒径分析仪(英国 Marlvern 公司)；14000 Da 透析

袋(上海源叶生物科技有限公司)；JEM-1200EX
型透射电子显微镜(日本 JEOL 公司)。 
1.2  药品和试剂 

Pue 原料药(上海阿拉丁生化科技股份有限公

司，纯度>98%，批号：K1925030)；Pue 对照品(上
海阿拉丁生化科技股份有限公司，纯度≥98%，批

号：J2009307)；胆固醇(上海艾伟拓医药科技有限

公司，批号：B61251)；大豆卵磷脂(上海艾伟拓医

药科技有限公司，批号：SY-SI-181201)；BO(上海

阿拉丁生化科技股份有限公司，纯度 55%，批号：

B2010039)；乙腈、甲醇、磷酸为色谱纯，其余为

分析纯。 
1.3  动物 

清洁级 SD 大鼠，雌雄各半，体质量(200± 10)g，

杭州医学院实验动物中心[生产许可证号：SCXK 
(浙)2019-0011]。所有动物实验均符合杭州医学院动

物饲养和使用指南。 
2  方法与结果 
2.1  BO-Pue-LiPs 的制备   

采用薄膜分散法制备 BO-Pue-Lips。称取卵磷

脂、胆固醇适量，加入 10 mL 氯仿中，形成澄明溶

液，置于茄型瓶中，一定温度下水浴旋转蒸发除去

有机溶剂，至瓶壁上形成均匀透明的薄膜。另取处

方量的 Pue 及 BO 溶于 20 mL PBS 缓冲溶液(pH 
7.4)，加入上述附有薄膜的茄型瓶中，使薄膜溶解，

形成混悬液，过 0.80，0.45，0.22 µm 微孔滤膜，即

得 BO-Pue-Lips。 
2.2  Pue 含量测定 
2.2.1  色 谱 条 件   色 谱 柱 为 DiamonsilTM C18 

(250 mm×4.6 mm，5 μm)；流动相为乙腈-0.1%磷

酸水(20∶80)；流速为 1.0 mL·min–1；柱温为 30 ℃；

检测波长为 250 nm；进样量为 20 µL。 
2.2.2  专属性考察  取 Pue 对照品溶液、空白脂

质体及 Pue-Lips 混悬液，在“2.2.1”色谱条件下

进样分析，结果显示，色谱峰专一性良好，辅料

对药物测定无干扰，Pue 的保留时间约为 5.45 min。

结果见图 1。 
2.2.3  标准曲线的建立  精密称取 Pue 对照品适

量，甲醇定容得 5.3，10.6，21.2，42.4，63.6，84.8，

106.0 µg·mL–1 系列浓度的对照品溶液，取 20 µL
进样，以峰面积(y)对药物浓度(x)进行线性回归， 

 

 
 

 

图 1  高效液相色谱图 
A−Pue 对照品溶液；B−空白脂质体；C−Pue-Lips 混悬液；1−Pue。 
Fig. 1  HPLC chromatograms 
A−Pue standard solution; B−Lips; C−Pue-Lips; 1−Pue. 
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得回归方程 y=69 074x+20 086，R2=0.999 7(n=3)。
表明 Pue 浓度在 5.3~106.0 μg·mL–1 与峰面积线性关

系良好。 
2.2.4  精密度与回收率试验  取 Pue 对照品溶液，

按“2.2.1”项下色谱条件连续测定 6 次，峰面积

RSD 为 0.53%(n=6)。 
精密量取 Pue-Lips 混悬液加甲醇破乳，并用

流动相定容，配制成浓度分别为 12.50，50.00，

80.00 μg·mL–1 的溶液，按“2.2.1”项下色谱条件

分析计算回收率。平均回收率分别为 99.28%，

99.66%，100.06%(n=3)，结果见表 1。 
 

表 1  方法回收率(n=6) 
Tab. 1  Method recovery rate(n=6)  

加入量/μg·mL–1 测定量/μg·mL–1 回收率/% RSD/%

12.50 12.41±0.09 99.28 0.71 

50.00 49.83±0.06 99.66 0.12 

80.00 80.04±0.02 100.06 0.01 

 
2.2.5  重复性试验  取同一批 Pue-Lips 样品，测

定其含量 6 次，计算其 RSD 为 1.03%(n=6)。 
2.2.6  稳定性试验  取同一批 Pue-Lips 样品，分

别于 0，2，4，6，8，12 h 进样，测定 RSD 值为

0.83%，表明样品在 12 h 内稳定性良好。 
2.3  指标考察 
2.3.1  脂质体形态学考察  透射电镜样品采用磷

钨酸负染法制备。取适量 BO-Pue-Lips 混悬液滴于

铜网，2.0%磷钨酸染色，透射电镜观察。 
2.3.2  脂质体粒径测定  取 BO-Pue-Lips 混悬液

适量，粒径分析仪测定。 
2.3.3  脂质体包封率与载药量测定  采用超滤离

心法测定 BO-Pue-Lips 的包封率。取 BO-Pue-Lips
混悬液超速离心(40 000 r·min–1，4 ℃)30 min，取

上清液加甲醇定容测定 Pue 含量，记作 W1；取离

心后沉淀物，真空冷冻干燥称定总质量，记作 W。

另取 1 mL BO- Pue-Lips 甲醇超声定容破乳，HPLC
测定脂质体中 Pue 总含量，记作 W0，分别计算包

封率[(W0–W1)/W0]和载药量[(W0–W1)/W]。 
2.4  BO-Pue-Lips 最佳处方工艺 
2.4.1  正交试验设计  本实验根据单因素考察结

果，以包封率和载药量为指标，选择 Pue 与卵磷

脂质量比(A)、胆固醇与卵磷脂质量比(B)、制备温

度(C)为考察因素，采用 L9(34)正交试验设计优化

处方，制备脂质体，测定包封率和载药量，其中

Pue︰BO=2︰1 固定不变以保持 BO 的含量。因素

水平见表 2，采用综合加权评分法对正交结果进行

分析，包封率(y1)和载药量(y2)分别按 50%，50%的

系数积分，综合评分值(y)＝50y1/y1max+50y2/y2max，

正交试验结果见表 3。方差分析结果见表 4。 
 
表 2  正交试验因素水平表 
Tab. 2  Factors and levels in the orthogonal design 

水平
因素 

Pue 与卵磷脂质量比
A

胆固醇与卵磷脂质量比 
B 

制备温度/℃
C

1 1∶5 1∶2 35 

2 1∶7.5 1∶4 40 

3 1∶10 1∶6 45 
 
表 3  正交试验设计和结果 
Tab. 3  Design and results of orthogonal test 

序号 A B C 包封率
(y1)/% 

载药量
(y2)/%

y 

1 1 1 1 54.71 4.80 64.22 

2 1 2 2 60.30 6.80 79.32 

3 1 3 3 56.52 6.84 76.98 

4 2 1 2 62.10 5.23 71.65 

5 2 2 3 66.41 6.61 82.38 

6 2 3 1 63.90 6.19 78.30 

7 3 1 3 66.52 5.98 78.89 

8 3 2 1 73.80 7.57 92.82 

9 3 3 2 68.71 8.84 96.55 

K1 73.51 71.59 78.45    

K2 77.44 84.84 82.51    

K3 89.42 83.94 79.42    

R 15.91 13.25 4.06    
 
表 4  方差分析 
Tab. 4  Analysis of variance 

差异来源
偏差平方

和 
自由度 F F 临界值 均方 P 值 

A 412.17 2 51.97 19.000 206.06 P<0.05

B 329.14 2 41.50 19.000 164.57 P<0.05

C 26.97 2 3.40 19.000 13.49  

D(误差) 7.93 2 1.00 19.000 3.97  

 
从直观分析和方差分析可知，以包封率和载药

量为指标的各因素中，影响程度依次为 Pue 与卵磷

脂质量比(A)>胆固醇与卵磷脂的质量比(B)>制备温

度(C)。Pue 与卵磷脂质量比是影响 BO-Pue-Lips 包

封率和载药量的第一因素，其次是胆固醇与卵磷脂

质量比，而制备温度影响最小，且无显著差异。最

佳处方为 A3B2C2，即 Pue 与卵磷脂质量比为 1∶10，

胆固醇与卵磷脂质量比为 1∶4，制备温度为 40 ℃。 
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2.4.2  最佳工艺验证  按上述最佳处方工艺制备

3 批 BO-Pue-Lips，粒径为(112.97±0.89)nm，Zeta
电位为(–7.48±0.49)mV，包封率为(73.47±1.75)%，

载药量为(5.55±0.13)%(n=3)，结果见表 5。脂质体

呈圆球形，粒径大小相对均一，无团聚，结果见

图 2。BO-Pue-Lips 粒径分布和 Zeta 电位数据结果

见图 3~4。 
 

表 5  验证试验结果 
Tab. 5  Results of validation 

批次 粒径/nm Zeta/mV 包封率/% 载药量/%

1 113.78 –7.14 71.70 5.42 

2 112.01 –7.26 73.50 5.55 

3 113.11 –8.05 75.20 5.67 

sx ±  112.97±0.89 –7.48±0.49 73.47±1.75 5.55±0.13

 

 
 

图 2  BO-Pue-Lips 和 Pue-Lips 透射电镜照片(80 000×) 
Fig. 2  TEM photograph of BO-Pue-Lips and Pue-Lips 
(80 000×)  
 

 
 

图 3  BO-Pue-Lips 粒径分布 
Fig. 3  Particle size of BO-Pue-Lips 
 

 
 

图 4  Zeta 电位分布 
Fig. 4  Zeta potential distribution 
 
2.5  体外释放度测定 

透析法考察 BO-Pue-Lips 体外释药特性。

pH 7.4 PBS 溶液为释放介质，Pue 原料药与 BO- 
Pue-Lips(均含 Pue 1 mg)各 3 份，分散于 2 mL 释放

介质，转移至预处理透析袋中，确保透析袋全部浸

没在介质中。开启恒温振荡仪，(37±0.5)℃恒温水

浴振荡(50 r·min–1)，定时取样并补加等量同温释放

介质，样品经 0.45 μm 微孔滤膜滤过，取续滤液测

定释放介质中 Pue 含量，计算累积释药率(Q%)。 
在 PBS 溶液(pH 7.4)的释放介质中，Pue 体外

释放曲线见图 5。Pue 原药 2 h 累积释药百分率为

79.81%，4 h 已基本释放完全，累积释放百分率为

94.50%，表明 Pue 原药在释放介质中释药较快。

而 BO-Pue-Lips 体外释放缓慢，在 8 h 累积释药百

分率只有 67.43%，24 h 累计释放 86.82%，具有显

著缓释特征。BO-Pue-Lips 在 2 h 内释药较快，由

于药物吸附在脂质体表面造成 36.31%药物突释，

随后 BO-Pue-Lips 释药曲线渐趋平稳，体现较好的

缓释性能。 
 

 
 

图 5   Pue-Sol 和 BO-Pue-LiPs 体外释药曲线(n=3) 
Fig. 5  In vitro release profiles of Pue-Sol and BO-Pue-LiPs 
(n=3) 
 

分别用零级、一级动力学模型、Weibull 模型、

Higuchi 模型对 BO-Pue-Lips 拟合释药行为，结果

表明，BO-Pue-Lips 在释放介质中的释药行为符合

Weibull 方程。结果见表 6。 
 
表 6  BO-Pue-Lips 体外释放曲线拟合结果 
Tab. 6  Fitting results of release curve of BO-Pue-Lips 

模型 回归方程 R2 

零级动力学模型 Q=0.034 7t+0.250 4 0.742 6

一级动力学模型 ln(1–Q)=–0.086 4t–0.257 6 0.914 6

Higuchi 模型 Q=0.201t1/2+0.040 8 0.928 8

Weibull 模型 lnln(1/1–Q)=0.758 3lnt–1.474 5 0.987 4

 
2.6  BO-Pue-Lips 脑组织分布研究 

84 只 SD 大鼠随机分为 Pue 组、BO-Pue 组和

BO-Pue-Lips 组，给药剂量为 20 mg·kg–1 Pue。给
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药后按不同时间点(0.25，0.5，1，2，4，6 h)颈动

脉放血处死，采集完整大脑并用生理盐水洗净血

迹。取完整大鼠大脑至 10 mL 离心管中，加入 1∶

1(g ∶ mL) 的 50% 甲 醇 水 溶 液 组 织 匀 浆 机 匀 浆

5 min，取 1 mL 匀浆液至 1.5 mL 离心管中，

2 000 r·min–1 离心 10 min 后取上清匀浆液；精密移

取 50 μL 匀浆液置于离心管并加乙腈溶液 200 µL
沉淀蛋白，涡旋振荡，13 000 r·min–1 离心 15 min，

上清液进样。 
数据处理分析采用 DAS2.0 药动学软件进行

统计矩分析处理，计算药动学参数，并采用 prism
软件进行 T 检验，P<0.05 认为有显著性差异。 

尾静脉给药后脑药-时曲线图见图 6，药动学

参数见表 7。结果显示，与 Pue 比较，BO-Pue-Lips
提高了 AUC，减慢了 CL，从而提高了 Pue 在脑

组织的吸收程度，减缓了药物在脑部的清除速

率。可能原因如下：①脂质体在给药后的一段时

间内通过细胞间隙进入脑内，双分子膜能够延缓

药物的释放，使药物在脑组织中缓慢降解。②冰

片发挥了促渗透作用，介导脂质体携载药物入脑

发挥疗效，提高了血脑屏障的通透性，从而进一

步增加脑部对 Pue 的摄取。 
 

 
 

图 6  尾静脉给药后脑药-时曲线图(n=4) 
Fig. 6  Brain concentration-time curves after intravenous 
injection(n=4) 
 
表 7  尾静脉给药后大鼠脑药动学参数( x s± ，n=4) 
Tab. 7  Brain tissue pharmacokinetic parameters after 
intravenous injection( x s± , n=4) 

药动学参数 BO-Pue-Lips BO-Pue Pue 

T1/2/h 1.80±0.171) 0.55±0.27 0.61±0.22 

AUC0→t/μg·h·g–1 137.68±10.171) 72.70±2.63 68.59±1.09 

CL/L·h–1·kg–1 0.13±0.011) 0.27±0.02 0.29±0.01 

MRT/h 1.80±0.051) 0.97±0.02 0.93±0.05 

注：与 Pue 组比较，1)P<0.05。 
Note: Compared with Pue group, 1)P<0.05. 

3  讨论 
本实验以“脂质体”作为脑靶向给药系统的

研究载体，将《本草纲目》中记载有“通诸窍、

散郁火”之功效的冰片作为开窍药和佐使药，通

过传统的中药有效成分和新型的给药技术结合，

形成“魔法子弹”脂质体改善血脑屏障的通透性，

使 Pue 克服体内“物理屏障”定向输送到靶器官。

本实验通过逆向蒸发法、乙醇注入法、薄膜分散

法等几种常用的方法制备脂质体，发现薄膜分散

法制备 Pue 工艺具有较大优势，通过旋转蒸发可

有效除去制剂中有机溶剂，保证其残留量符合要

求，形成均匀稳定的薄膜，并通过微孔滤膜过滤

减小了脂质体的粒径。 
研究发现药脂比是影响冰片修饰的 Pue 脂质

体包封率和载药量的最主要因素，由于卵磷脂对

药物的承载能力有限，在实验范围下，卵磷脂含

量越高，脂质体包封率越高[10]。但 Pue 投药量太

大，超过饱和状态后，脂质囊材没有足够的空间

来包封大量的药物，造成包封率降低，甚至导致

药物析出。薄膜分散法制备脂质体的另一关键是

膜的形成，膜的组成与膜的形成密切相关。仅有

卵磷脂时脂质体形成的膜很不稳定，胆固醇分子

具有稳定脂质体的目的，减缓 Pue 从膜内向膜外

释放，能与卵磷脂的亲水和亲油基团作用，填充

磷脂分子间的空隙，增强膜的强度，调节膜流动

性和通透性[11-13]，胆固醇与卵磷脂作为内源性物

质共同构成脂质体，两者比例是影响包封率和载

药量的主要因素，随着胆固醇与卵磷脂质量比从

1∶6 增加到 1∶4 时，结果随着比例的增大，冰片

修饰的 Pue 脂质体包封率也相应地提高，但当胆

固醇与卵磷脂的比例达到 1∶2 时，包封率不再升

高，反而有下降的趋势。由于难溶性的 Pue 和胆

固醇都是嵌合在磷脂双分子层之间，当胆固醇比

例增加到一定程度后，与 Pue 竞争磷脂双分子层

区域，占据了有限的脂质双分子层空间位置，抑

制了药物的插入，阻碍 Pue 的包载，干扰脂质囊

泡的形成，相应的包封率出现降低趋势。同时胆

固醇含量过大时会造成脂质体成膜困难且不牢

固。适当提高水化温度有利于脂质体的形成。但

过高的温度易导致卵磷脂氧化变性，导致制备的

脂质体膜不稳定，发生降解，药物流出。正交试

验发现 40 ℃的水化温度较适宜，既能得到理想的

包封率，又能通过增加膜的流动性和柔韧性，让
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更多的 Pue 进入脂质双分子层[14]。 
通过 DAS 软件求得药动学参数，脑组织分布

结果表明，将 Pue 制备成 BO-Pue-LiPs 后 AUC0→t

值明显提高、T1/2 延长，说明药物释放更稳定，并

通过脂质体蓄积于脑部发挥药物贮库作用[15-17]，

具有缓释长效作用，明显提高了 Pue 的生物利用

度[18]。与 Pue 组和 BO-Pue 组相比，BO-Pue-LiPs
的清除率 CL 下降、MRT 延长，说明脂质体能促

进 Pue 对生物膜的转运，通过延长脑组织滞留时

间来增加药物吸收进入脑部的有效浓度和循环时

间，改善药物的吸收特性。原因可能：①由于 Pue
以分子或粒子形式包封于磷脂双分子层，BO-Pue- 
Lips 通过吸附介导的融合、吞噬或胞饮等作用来

增加药物透过细胞膜的能力，从而使药物高效转

运吸收通过血脑屏障，靶向进入脑组织。②《本

草经疏》称冰片“性善走窍，无往不达”有“率

领群药”的作用，可通过提高血脑屏障通透性来

增加脑部的药物摄取量，能够显著促进小粒径脂

质体的摄取率和转运效率。 
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