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基于 pH 梯度载药技术的咪喹莫特脂质体的制备工艺研究  
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摘要：目的  根据咪喹莫特的理化性质，利用 pH 梯度主动载药技术制备脂质体，考察其性状、粒径、表面电荷及体外

释药特征。方法  葡聚糖凝胶滤过法测定脂质体的包封率，以包封率与成型性为主要指标筛选制备方法，考察水化液的

种类、pH 值、离子强度及 pH 梯度载药、磷脂-胆固醇比例、脂药比、维生素 E 用量对包封率的影响；正交试验优化咪喹

莫特脂质体的处方，考察脂质体样品在 0~4 ℃下的稳定性。 结果  按处方咪喹莫特 50 mg、大豆卵磷脂 400 mg、胆固醇

130 mg、油酸 10 mg、维生素 E 5 mg、柠檬酸 pH 2.5 缓冲液 5 mL，采用薄膜分散法工艺制备脂质体样品，并进行 pH 梯

度主动载药，pH 值调至 7.0。制得的咪喹莫特脂质体呈白色均匀的混悬液，脂质体微粒圆整，分散性好，粒径(347±21)nm，

包封率(81.2±1.9)%，Zeta 电位(12.19±1.7)mV。结论  pH 梯度主动载药技术适于咪喹莫特脂质体的制备。 
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Study of Preparation Technology of Imiquimod Liposomes Based on pH Gradient Active Drug Loading 
Method 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To prepare imiquimod(Imiq) liposomes using pH gradient active drug loading technology based 
on the physicochemical properties of Imiq, and investigate the characters, particle size, surface charge and release characteristics 
in vitro. METHODS  To determine the encapsulation efficiency by gel filtration method, and use encapsulation efficiency and 
formability as the main index of preparation screening. To study the impact on entrapment efficiency of the factors involving 
hydration liquid type, pH value, ionic strength and pH gradient drug loading, phospholipid and cholesterol ratio, drug lipid ratio 
and the dosage of VE. To optimize the prescription composition of imiquimod liposomes by orthogonal test prescription, and 

then to observe the stability of liposome samples at 04 ℃. RESULTS  The prescription composition of imiquimod liposomes 

were 50 mg of Imiq, 400 mg of soybean soft phospholipid, 130 mg of cholestorol, 10 mg of oleic acid, 5 mg of vitamin E, 5 mL 
of citric acid pH 2.5 buffer, and use THF-pH gradient active loading technology, the pH value was adjusted to 7.0. The prepared 
Imiq liposomes showed white uniform suspension, had round and well dispersed particles, and the particle size was (347±21)nm, 

encapsulation efficiency was (81.2±1.9)%, Zeta potential was (12.19±1.7)mV. CONCLUSION  The pH gradient active drug 
delivery technique is suitable for the preparation of Imiq liposomes. 
KEY WORDS: imiquimod liposomes; pH gradient active drug loading technology; orthogonal experimental design; release 
characteristics in vitro  
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咪喹莫特(imiquimod，Imiq)是人工合成小分子

中唯一的干扰素诱导免疫反应调节剂[1]。Imiq 通过

降低 Toll 样受体 TLR7 和 TLR8 的竞争抑制作用，

刺激多种免疫细胞产生一系列细胞素，诱导生成

多种细胞因子，从而增强免疫调节作用[2]。作为外

用免疫调节剂，Imiq 临床主要用于瘢痕疙瘩、尖

锐湿疣等皮肤疾病的治疗，现有剂型为软膏剂(油

膏)和乳膏剂[3]。 

作为常见纳米给药载体，脂质体皮肤给药具

有独特的优势，脂质双层膜可加速瘢痕异质化表

皮的药物渗透，增强药物真皮滞留性能，水性给

药环境满足伤口愈合对 O2 的需求[4]。本课题组前

期在考察 Imiq 油水分配系数与透皮吸收速率常数

的基础上[5]，考察处方组成，制备 Imiq 脂质体。 
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pH 梯度主动载药技术利用药物的两亲性，以

电中性形式跨越脂质双层，电离形式却不能跨越，

通过形成脂质体膜内、外水相 pH 值差异，促使外

水相药物自发向脂质体内部聚集，从而获得较高

的药物包封率[6]。本研究考察 pH 梯度主动载药技

术制备 Imiq 脂质体可行性，为其外用纳米经皮制

剂开发提供科学依据。 

1  材料和方法 

1.1  药物与试剂 

胆固醇(CH，分析纯，上海艾韦特医药科技有

限公司，批号：B 01221)；维生素 E(VE，美国 Sigma

公司，批号：082K1382)；大豆卵磷脂(sbPC，磷

脂酰胆碱质量分数>94%，德国 Lipoid 公司，批号：

57-1140045-10)；油酸 (OA，海拓国药，批号：

20160422)；Imiq(标示规格为 98%，武汉胜天宇公

司，批号：20151016)；Imiq 对照品(中国食品药

品检定研究院，批号：100632-201501；纯度≥

98%)；Imiq 乳膏(四川明欣药业，批号：161112)。

甲醇为色谱纯；HPLC 用水为双蒸水，其余试剂

均为分析纯。 

1.2  仪器 

DIONEX UltiMate 3000 HPLC 系统[赛默飞世

尔科技(中国)有限公司]；JY96-ⅡN 细胞超声仪(宁

波新芝生物科技股份有限公司)；LA-950V2 激光

散射粒度测定仪(日本 HORIBA 公司)；RE2000A

旋转蒸发仪(上海亚荣生化仪器厂)；2-16k 冷冻高

速离心机(美国 Sigma 公司)；BX51 光学显微镜(日

本 Olympus)；MS-H280-Pro 磁力加热搅拌器(大龙

兴创实验仪器有限公司)；PHS-3C 型 pH 计(上海

精科科学仪器有限公司 )；LF-1 脂质体挤出仪

(Avestin 公司)；透析袋(分子量 8 000~14 000，南

京森贝伽生物科技有限公司)。 

1.3  Imiq 脂质体包封率测定[7] 

采用葡聚糖凝胶滤过法进行测定包封率，按

下式计算包封率(entrapping efficiency，EE/%)。每

个样品平行测定 3 次，取其平均值。 

1001%/ 
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



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EE  

式中，Cu 为游离 Imiq 质量，Ct 为投药量。

使 用 HPLC 测 定 Cu ， 色 谱 条 件 ： 色 谱 柱

C18-PAQ(4.6 mm×250 mm，5 m)，流动相甲醇

-0.06%磷酸水(35︰65)，流速 1.0 mL·min1，柱温

30 ℃，紫外检测波长 318 nm，理论板数按照 Imiq

计算≥3 000。峰面积(A)与系列对照品质量浓度(ρ)

进 行 回 归 ， 回 归 方 程 A=0.943 9ρ0.012 6 ，

r=0.999 8，Imiq 在 0.080 4~4.02 µg·mL1 线性关系

良好。 

1.4  脂质体制备工艺的筛选 

为了便于比较，统一处方为 Imiq 50 mg、sbPC 

250 mg、CH 50 mg、OA 10 mg、VE 5 mg、柠檬

酸 pH 3.0 缓冲液(CBS 3.0) 5 mL，考察以下 3 种制

备工艺。 

1.4.1  薄膜分散法  将 Imiq、sbPC、CH、OA、

VE 用 10 mL 甲醇-氯仿(1︰1)混合溶剂溶解，转移

至 500 mL 茄形瓶中，减压下旋转蒸发 60 min，保

持水浴温度 30 ℃，将形成的均匀白色薄膜加入

CBS 3.0，水化过夜，超声(50 kHz，每次 2 min，3

次)处理，呈乳白色混悬液后，过 0.45 μm 微孔滤

膜，即得。 

1.4.2  逆向蒸发法  将 Imiq、sbPC、CH、OA、

VE 溶于 10 mL 二氯甲烷-甲醇(5︰2)混合溶剂，转

移至 500 mL 茄形瓶中，加入 3 mL CBS 3.0 振摇，

保持水浴温度 30 ℃，超声，共 5 min，每次持续

1 min，2 次之间间歇 1 min，得乳状液，在 45 ℃、

50 r·min1 下减压旋转蒸去有机溶剂至凝胶状，再

加入 2 mL CBS 3.0，继续减压旋转蒸去有机溶剂，

超声(50 kHz，每次 2 min，3 次)处理，呈乳白色混

悬液后，过 0.45 μm 微孔滤膜，即得。 

1.4.3  乙醇注入法  将 Imiq、sbPC、CH、OA、

VE，溶于 5 mL 无水乙醇液中，保温(65±2)℃，在

搅拌下匀速注入乙醇液至 5 mL CBS 3.0 中，注入

过程中通入 N2 除去大部分乙醇。注入完毕后，探

头式超声处理(50 kHz，每次 2 min，3 次)减小粒径，

呈乳白色混悬液后，过 0.45 μm 的微孔滤膜，即得。 

1.5  脂质体水化液考察 

按基本处方 Imiq 50 mg、sbPC 250 mg、CH 

50 mg、OA 10 mg、VE 5 mg，以脂质体外观性状

和包封率为指标，进行脂质体水化液种类、pH 值

和离子浓度考察。采用“1.4.1”项下薄膜分散法

工艺条件制备脂质体混悬液，选用 5 mL pH 3.0 柠

檬酸缓冲液(CBS 3.0)、pH 4.0 醋酸缓冲液(ABS 4.0)

和 pH 5.0 磷酸缓冲液(PBS 5.0)3 种水化液。优选最

适宜水化液后，考察相对离子浓度为 1，0.5，0.1

的水化液，1 对应的水化液为 0.1 mol·L1 柠檬酸溶

液-0.2 mol·L1 磷酸氢二钠溶液(80︰20)混合液，

0.5 与 0.1 离子浓度分别由 1 稀释 2，10 倍得到。 
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1.6  pH 梯度主动载药条件考察[8-9] 

按处方 Imiq 150 mg、 sbPC 750 mg、CH 

150 mg、OA 30 mg、VE 15 mg、CBS 3.0 15 mL，

采用“1.4.1”项下薄膜分散法工艺条件制备脂质

体混悬液，CBS 3.0 水化液相对离子浓度分别控制

在 1，0.1 水平，从各水化液相对离子浓度水平的

脂质体混悬液中分别取 4 份 3 mL 的样品，置于不

同烧杯中，于室温磁力搅拌下，以 1 mol·L1 NaOH

溶液分别将 4 份样品的 pH 值调至 4.0，5.0，6.0，7.0，

分别测定 pH 值调节前后各样品的包封率。 

按处方 Imiq 50 mg、sbPC 250 mg、CH 50 mg、

OA 10 mg、VE 5 mg、CBS 3.0 5 mL，采用“1.4.1”

项下薄膜分散法工艺制备脂质体混悬液，分别以

CBS 2.5、CBS 3.0 及 0.1 mol·L1 柠檬酸溶液为水

化液，并进行 pH 梯度主动载药，3 份样品的 pH

值均调至 7.0，分别测定 pH 梯度载药后样品的包

封率，获得 pH 梯度主动载药最佳条件。 

1.7  正交试验设计考察处方药量 

在以上预实验考察 sbPC-CH 比例(g/g)、脂药

比(g/g)、油酸用量(g)和 VE 用量(g)基础上，确定

分散介质为 CBS 2.5(离子强度为 1)5 mL，按 L9(3
4)

正交表安排试验，设定不同的处方药量，按“1.4.1”

项下薄膜分散法制备脂质体，按功率 20 W(4 ℃)

下探针式超声处理(固定探头位置，每次 5 s，间隔

5 s，共 1 min)，将所制得的样品利用 pH 梯度主动

载药提高包封率，pH 值均调至 7.0。以包封率为

考察指标，优选最佳制备处方。 

1.8  性状考察及体外释药性能考察 

按优化后处方和制备工艺，制备 3 批 Imiq 脂

质体，进行性状、显微观察、粒径和 Zeta 电位测

定，并考察体外释药性能。 

体外释药性能考察：分别精密称取含 Imiq 

100 mg 脂质体溶液和市售的 Imiq 乳膏，放入长

3 cm、宽 2.5 cm，有效扩散面积 15 cm2 的透析袋

中，溶出介质为 500 mL 0.1 mol·L1 盐酸液，搅拌

桨转速为 100 r·min1，温度设置为(32±0.5)℃，分

别于 5，10，15，20，30，60 min 取样 5 mL，同

时补充 5 mL 等温空白溶出介质，样品经 0.45 μm

微孔滤膜滤过后，HPLC 测定药物浓度。 

2  结果 

2.1  脂质体制备工艺的确定 

利用薄膜分散、逆向蒸发和乙醇注入 3 种方

法制得样品，光学显微镜下观察发现，薄膜分散

法与逆相蒸发法样品中，有大量圆球形或近圆球

形囊泡结构，而乙醇注入法制得的样品中存在大

量不规则团块，样品中乙醇难以挥发除去，用于

皮肤给药防治增生性瘢痕，可能会引起刺激、疼

痛，因此不予采用。对薄膜分散法与逆相蒸发法

制得的脂质体分别进行包封率测定，结果表明前

者为(44.7±1.9)%(n=3)，后者为(39.2±2.1)%(n=3)，

故选用薄膜分散法。 

2.2  脂质体水化液考察 

ABS 4.0 和 PBS 5.0 为水化液的脂质体包封率

较高，但在 0~4 ℃、充氮条件下放置数天后两者

均有颜色变黄或微浊现象，说明其稳定性欠佳，

故均不宜采用；CBS 3.0 水化的脂质体放置数月无

变色现象，故选择 CBS。离子强度为 0.1，0.5，1.0

时 的 脂 质 体 包 封 率 分 别 为 (50.6±2.9)% ，

(45.3±2.7)%，(31.2±1.9)%，包封率随 CBS 3.0

离子浓度的增加而降低。 

2.3  pH 梯度主动载药条件考察结果 

pH 梯度主动载药法可明显提高脂质体药物包

封率，水化液的缓冲盐离子浓度较大时，相同 pH

梯度包封率提高幅度较大，结果见表 1。 

表 1  不同 pH 梯度下 Imiq 脂质体的药物包封率(n=3, 

sx  ) 

Tab. 1  EE of Imiq liposomes under different pH gradients 
(n=3, sx  ) 

pH 值调节 
包封率/% 

相对离子强度 1 相对离子强度 0.1 

调节前(pH 3.0) 38.5±2.3 51.7±2.7 

pH 值调至 4.0 41.3±2.9 54.6±3.2 

pH 值调至 5.0 50.6±3.1 58.3±2.8 

pH 值调至 6.0 61.7±2.8 61.9±3.1 

pH 值调至 7.0 69.5±2.3 65.3±2.1 

分别以 CBS 2.5、CBS 3.0 及 0.1 mol·L1 柠檬

酸溶液为水化液，外相 pH 值升高至 7.0，包封率

分别为(75.2±4.3)%，(70.9±3.6)%，(68.2±3.1)% 

(n=3)，选择 CBS 2.5 为最终水化液。 

2.4  脂质体处方影响因素考察结果 

考察 sbPC/CH 在 3︰1，2︰1，1︰1，1︰1.5，

随着 CH 用量增加，包封率上升。但是 CH 作为脂

质体膜流动性调节剂，过量易造成脂质体膜超负

荷而破裂。考察脂药比分别为 2︰1，5︰1，8︰1，

10︰1，20︰1，包封率随脂药比增大而呈上升趋

势，当脂药比为 10︰1 时，干膜水化困难，超声

后有细小团块状析出，脂药比为 2︰1 时，药物有
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渗漏。OA 对脂质体包封率几乎无影响。加入不同

量 VE(2，5，8 mg)，随着 VE 用量的增加，脂质

体的包封率有所上升，但是当 VE 用量为 8 mg 时，

由于 VE 在极性介质中分散性不佳，脂质体呈较稠

厚乳黄色。 

2.5  正交试验设计考察处方药量对包封率的影响 

按表 2 设定因素和水平，L9(3
4)正交试验进行

脂质体处方优化。各次实验获得脂质体样品的包

封率测定结果见表 2。对数据进行方差分析，见表 3。 

表 2  Imiq 脂质体处方正交实验结果 

Tab. 2  Imiq liposomes formulation by orthogonal experi- 
mental results 

因素 
A B C 

包封率/%
磷脂︰胆固醇 脂药比 VE 用量/mg 

1 1∶1 3∶1 4 60.5 

2 1∶1 8∶1 5 71.3 

3 1∶1 5∶1 6 62.5 

4 2∶1 3∶1 4 69.3 

5 2∶1 8∶1 6 72.9 

6 2∶1 5∶1 5 71.0 

7 3∶1 3∶1 6 73.6 

8 3∶1 8∶1 4 78.6 

9 3∶1 5∶1 5 75.3 

均值 1 64.8 67.8 70.0  

均值 2 71.1 74.3 72.0  

均值 3 75.8 69.6 69.7  

极差  3.7  2.2  0.8  

表 3  方差分析结果      

Tab. 3  The results of variance analysis 
因素 偏差平方和 自由度 F 比 F 临界值 显著性 

磷脂:胆固醇 184.9 2 20.2 19.00 * 

药脂比 66.8 2 7.3 19.00  

VE 用量 9.2 2 1 19.00  

误差 9.2     

由表 2 直观分析和表 3 方差分析结果可知，

处方因素 A 和 B 对 Imiq 脂质体包封率有显著性影

响，最优组合为 A3B2C2，确定 Imiq 脂质体最佳处

方：磷脂-胆固醇用量比 3︰1，脂药比为 8︰1，

VE 用量为 5 mg。 

2.6  Imiq 脂质体的质量评价 

按处方 Imiq 50 mg、sbPC 400 mg、CH 130 mg、

OA 10 mg、VE 5 mg、CBS 2.5 5 mL，采用“1.4.1”

项下薄膜分散法工艺制备脂质体样品，并进行 pH 

梯度主动载药，pH 值调至 7.0。制得 3 批 Imiq 脂

质体，外观为白色均匀的混悬液，分散性好；在

显微镜下观察，可以观察到大量的囊泡结构，近

似圆形，见图 1A；药物包封率为 (81.2±1.9)% 

(n=3)；以激光散射粒度测定仪测得脂质体的平均

粒 径 为 (347±21)nm(n=3) ， 多 分 散 指 数 为

0.268±0.083，Zeta 电位为(12.19±1.7)mV(n=3)，

粒径分布见图 1B，Zeta 电位图见图 1C。 

将脂质体混悬液置于 0~4 ℃冰箱保存，分别

于 0，7，14 d 测定脂质体的各项质量指标，结果

见表 4，表明样品的外观性状、显微形态、包封率、

粒径与 Zeta 电位等均未发生明显变化，说明样品

稳定性良好。 

2.7  体外释药性能考察结果 

将药物浓度计算得各时间点药物累积释放百

分数，以累积释放百分数对时间作图，见图 2。 

由图 2 可知，Imiq 脂质体中药物 1 h 内全部释

放，与 Imiq 软膏相比，药物释放呈缓释效应，这与

形成脂质双层膜从而延缓药物释放有关。 

 
图 1  Imiq 脂质体的质量评价图 
A显微照片(×20 000)；B粒径分布图；CZeta 电位图。  

Fig. 1  Quality estimation figure of Imiq liposomes 
AMicroscopic picture(×20 000); BParticle size distribution; CZeta potential. 
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表 4   成品 Imiq 脂质体稳定性测定结果 

Tab. 4  Stability of Imiq liposomes products 

t/d 外观性状 显微观察 包封率/% 粒径/nm Zeta 电位/mV 

 0 白色混悬液，流动性良好 大量囊泡状结构，近似圆形 81.2 347 -12.19 

 7 白色混悬液，流动性良好 大量囊泡状结构，近似圆形，有轻微聚集 80.7 365 -11.53 

14 白色混悬液，流动性良好 大量囊泡状结构，近似圆形，有轻微聚集 79.6 379 -11.26 

 

 
图 2  Imiq 脂质体与软膏中药物累积释放百分数-时间图 

Fig. 2  Release profiles of Imiq liposomes and cream in 
vitro 

3  讨论 

本实验比较了薄膜分散法、逆相蒸发法、乙

醇注入法 3 种制备工艺，从而确定选用薄膜分散

法工艺。薄膜分散法在无水状态下除去有机溶剂，

迅速且完全，可保证制剂有机溶剂残留量符合限

量要求，形成的薄膜均匀稳定，故从脂质体实际

应用的安全性与工艺研究结果的可靠性考虑，薄

膜分散法工艺具有较大优势。本实验筛选了 CBS 

3.0、ABS 4.0、PBS 5.0 3 种水化液，后两者制得

的脂质体均在数天内有颜色变黄的现象，而前者

制得的脂质体可以长时间稳定存放，这可能与

CBS 中柠檬酸的协同抗氧化作用有关。 

研究脂质体电势，在防止脂质体微粒聚集、

融合，以及脂质体与药物之间的作用方面有一定

的作用。荷电脂质体微粒之间存在斥力，能够减

少相互间的聚集和融合，增加稳定性。ξ电位是衡

量电荷多少的一个重要指标，当 Zeta 电位绝对

值>10 mV 时，荷电粒子比较稳定，不易聚集[10]。 

脂质体载体因具有与皮肤角质层高度的结构相似

和生理相容特性，易于渗透角质层进入皮肤组织

内部，同时其中的主要组成成分-磷脂可加速皮肤

表皮水化，可防止药物引起的皮肤干燥。局部应

用脂质体制剂，还可使药物相对集中于病灶部位，

减少药物的全身吸收[11]。 
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