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摘要： 目的　 优化金银花总黄酮自微乳处方。 方法　 以油相、 乳化剂、 助乳化剂比例为影响因素， 平均粒径、 多分散

指数、 载药量为评价指标， 单纯形网格法优化处方。 结果　 最佳处方为油相 （油酸乙酯）、 乳化剂 （吐温⁃８０）、 助乳

化剂 （１， ２⁃丙二醇） 比例 １０ ∶ ４５ ∶ ４５， 平均粒径、 多分散指数、 载药量分别为 ４５􀆰 ６３ ｎｍ、 ０􀆰 ３１５、 １２􀆰 ５０６ ｍｇ ／ ｇ。
结论　 该方法稳定可靠， 预测性好， 可用于筛选金银花总黄酮自微乳处方。
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　 　 金银花为忍冬科植物忍冬 Ｌｏｎｉｃｅｒａ ｊａｐｏｎｉｃａ
Ｔｈｕｎｂ． 的干燥花蕾或带初开的花， 为临床常用中

药， 具有疏散风热、 清热解毒的功效［１］， 其总黄

酮有抗氧化、 抗炎、 抗心律失常、 抑菌、 保肝等作

用［２⁃３］， 但其水溶性差， 相关口服制剂 （金银花糖

浆、 复方金银花颗粒等） 生物利用度低， 从而限

制药效发挥， 影响临床应用。 文献 ［４⁃６］ 报道，
将金银花总黄酮制成自微乳可能会提高其水溶性，
但目前尚无相关研究。

自微乳是由油相、 乳化剂、 助乳化剂组成的一

种新型药物载体， 在温和搅拌下遇水可自乳化成粒

径小于 １００ ｎｍ 的水包油型乳剂， 在增加难溶性药

物溶解度、 促进药物吸收、 提高生物利用度、 避免

药物水解和对胃肠道不良刺激方面具有明显优势，
近年来已广泛用于药物制剂开发中［７⁃８］。 其中， 筛

选处方是最核心的部分， 故本实验拟将金银花总黄

酮制成自微乳， 并采用单纯形网格法优化其处方，
为相关新剂型研发提供参考。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 ＺＥＮ３６００ 型激光粒度仪 （英国 Ｍａｌｖｅｒｎ
公司）； ＵＶ７６２ 型紫外可见分光光度计 （上海佑科

仪器仪表有限公司）； ＫＱ５２００Ｅ 型超声波清洗器
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（昆山市超声仪器有限公司）； ＦＡ１００４Ｂ 型电子精

密天平 （上海越平科学仪器有限公司）； ＴＧＬ⁃１６Ｃ
型离心机 （上海安亭科学仪器厂）； ＲＥ⁃２０００Ａ 型

旋转蒸发器、 ＤＦ⁃１０１Ｓ 型集热式恒温加热磁力搅拌

器 （巩义市予华仪器有限责任公司）。
１􀆰 ２　 试药 　 芦丁对照品 （含有量≥９９％ ， 批号

１０００８０， 上海源叶生物科技有限公司）； 金银花总

黄酮 （批号 １８０３２６， 自制， 以芦丁计算含有量为

７４􀆰 ６％ ）。 金银花购于西安市万寿路药材市场， 经

西安医学院药学院边军昌高级实验师鉴定为忍冬科

植物忍冬 Ｌｏｎｉｃｅｒａ ｊａｐｏｎｉｃａ Ｔｈｕｎｂ． 的干燥花蕾。
Ｄ１０１ 大孔吸附树脂 （陕西蓝深科技有限公司）；
聚氧乙烯氢化蓖麻油 （ＲＨ⁃４０）、 聚氧乙烯蓖麻油

（ＥＬ⁃３５） （德国巴斯夫公司）； 曲拉通 （Ｘ⁃１００， 成

都市科龙化工试剂厂）； 吐温⁃８０ （天津富宇精细化

工有限公司）； 辛酸癸酸三甘油酯 （上海千为油脂

科技有限公司）； 肉豆蔻酸异丙酯 （国药集团化学

试剂有限公司）； 油酸乙酯 （天津市光复精细化工

研究所）； 聚乙二醇 ４００ （天津市科密欧化学试剂

有限公司）； １， ２⁃丙二醇 （天津市北联精细化学品

开发有限公司）； 异丙醇 （天津市河东区红岩试剂

厂）。 其他试剂均为分析纯； 水为超纯水。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 总黄酮含有量测定［９］ 　 精密称取芦丁对照品

２０􀆰 ０ ｍｇ， 置于 ５０ ｍＬ 量瓶中， ７０％ 乙醇溶解定容，
得 ０􀆰 ４００ ｍｇ ／ ｍＬ 对照品溶液， 精密移取 ０􀆰 ０、 １􀆰 ０、
１􀆰 ５、 ２􀆰 ０、 ２􀆰 ５、 ３􀆰 ０、 ３􀆰 ５、 ４􀆰 ０ ｍＬ， 置于 １０ ｍＬ
量瓶中， 依次加入 ５％ 亚硝酸钠 ０􀆰 ４ ｍＬ， 摇匀， 静

置 ６ ｍｉｎ； １０％ 硝酸铝 ０􀆰 ４ ｍＬ， 摇匀， 静置 ６ ｍｉｎ；
４％ 氢氧化钠 ４ ｍＬ， 加水定容至刻度， 摇匀， 静置

１５ ｍｉｎ， 以相应试剂为空白对照， 在 ５１０ ｎｍ 波长

处测定吸光度。 以溶液质量浓度为横坐标 （Ｘ），
吸光度为纵坐标 （ Ａ） 进行回归， 得方程为 Ａ ＝

４􀆰 ３６６ １Ｘ ＋ ０􀆰 ０１１ ３ （ ｒ ＝ ０􀆰 ９９７ １ ）， 在 ０􀆰 ０４ ～
０􀆰 １６ ｍｇ ／ ｍＬ范围内线性关系良好。
２􀆰 ２　 总黄酮制备

２􀆰 ２􀆰 １　 提取［１０］ 　 称取药材粗粉适量， 置于索氏提

取器中， 石油醚连续回流至提取液无色后取出晾

干， 加入 １０、 ８、 ６ 倍量 ７０％ 乙醇回流提取 ３ 次，
每次 １􀆰 ５ ｈ， 提取液合并， 减压浓缩至无醇味， ６
倍量蒸馏水搅拌溶解， １２ ｈ 后离心， 上清液减压

浓缩至适当浓度， 备用。
２􀆰 ２􀆰 ２　 纯化［１１⁃１２］ 　 将预处理好的 Ｄ１０１ 大孔吸附

树脂倒入烧杯中， 加入总黄酮浓缩液静态吸附

１２ ｈ， 将达到吸附饱和的树脂装入层析柱中， 依次

用 ６ ＢＶ 蒸馏水、 ５ ＢＶ ３０％ 乙醇洗脱除去杂质， 再

用 ５ ＢＶ ７０％ 乙醇洗脱， 收集洗脱液， 减压回收乙

醇， 即得总黄酮。 精密称取干燥至恒重的总黄酮

５０ ｍｇ， 置于 ２５ ｍＬ 量瓶中， ７０％ 乙醇溶解定， 精

密移取 ２􀆰 ０ ｍＬ 置于 ２５ ｍＬ 量瓶中， 按 “２􀆰 １” 项

下方法测定吸光度， 测得总黄酮含有量为 ７４􀆰 ６％ 。
２􀆰 ３　 处方筛选

２􀆰 ３􀆰 １　 溶解度 　 精密称取聚氧乙烯氢化蓖麻油

ＲＨ⁃４０、 曲拉通 Ｘ⁃１００、 聚氧乙烯蓖麻油 ＥＬ⁃３５、
吐温⁃８０ 这 ４ 种乳化剂， 以及异丙醇、 聚乙二醇

４００、 １， ２⁃丙二醇、 无水乙醇这 ４ 种助乳化剂各

４ ｇ， 置于具塞离心管中， 加入过量总黄酮， 在

２０ ｋＨｚ频率、 室温下超声 １ ｈ 辅助溶解后 ３７ ℃水

浴中静置 ２４ ｈ， ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 吸取适

量上清液， 甲醇稀释至适宜浓度， 按 “２􀆰 １” 项下

方法测定吸光度， 计算溶解度， 结果见表 １。 由表

可知， 总黄酮在聚氧乙烯氢化蓖麻油 ＲＨ⁃４０、 吐

温⁃８０、 无水乙醇、 １， ２⁃丙二醇中的溶解度较大，
故选择前两者作为乳化剂， 后两者作为助乳化剂进

一步筛选自微乳油相。

表 １　 总黄酮溶解度测定结果

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ
乳化剂 溶解度 ／ （ｍｇ·ｇ－１） 助乳化剂 溶解度 ／ （ｍｇ·ｇ－１）

聚氧乙烯氢化蓖麻油 ＲＨ⁃４０ ３􀆰 ４１ 异丙醇 １􀆰 ６０
曲拉通 Ｘ⁃１００ ０􀆰 ０２ 聚乙二醇 ４００ ３􀆰 ６３
聚氧乙烯蓖麻油 ＥＬ⁃３５ ０􀆰 ２１ １，２⁃丙二醇 ５􀆰 ０２
吐温⁃８０ ２􀆰 ７９ 无水乙醇 ５􀆰 ３５

２􀆰 ３􀆰 ２　 油相与乳化剂配伍　 将辛酸癸酸三甘油酯、
肉豆蔻酸异丙酯、 油酸乙酯这 ３ 种油相与聚氧乙烯

氢化蓖麻油 ＲＨ４０、 吐温⁃８０ 这 ２ 种乳化剂按 １ ∶ ９、
２ ∶ ８、 ３ ∶ ７、 ４ ∶ ６ 比例混合后， 加入 １００ 倍量超

纯水， ４００ ｒ ／ ｍｉｎ 磁力搅拌， 按文献 ［１３］ 方法根

据乳化时间和液体颜色观察乳化情况。 结果， 油酸

乙酯与吐温⁃８０ 配伍时乳化时间短， 所需乳化剂

少， 乳化效果好， 故选择前者作为油相， 后者作为
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乳化剂。
２􀆰 ３􀆰 ３　 助乳化剂　 按照油酸乙酯、 吐温⁃８０、 助乳

化剂 ２ ∶ ４ ∶ ４ 的比例加入助乳化剂无水乙醇、 １，
２⁃丙二醇， ４００ ｒ ／ ｍｉｎ 磁力搅拌均匀后加入 １００ 倍

量超纯水磁力搅拌乳化， 记录从加入超纯水开始磁

力搅拌至完全分散、 形成外观澄清或有蓝白色乳光

均一微乳所需的时间， 即为乳化时间。 结果， 加入

２ 种助乳化剂后乳化时间均分别缩短至 ２４、 ３７ ｓ，
考虑到无水乙醇易挥发， 故选择 １， ２⁃丙二醇作为

助乳化剂。
２􀆰 ３􀆰 ４　 各组分比例范围［１４］ 　 先将吐温⁃８０ 与 １， ２⁃
丙二醇按照 １ ∶ ９、 ２ ∶ ８、 ３ ∶ ７、 ４ ∶ ６、 ５ ∶ ５、 ６ ∶
４、 ７ ∶ ３、 ８ ∶ ２、 ９ ∶ １ 比例混匀， 再与油酸乙酯按

照 ９ ∶ １、 ８ ∶ ２、 ７ ∶ ３、 ６ ∶ ４、 ５ ∶ ５ 比例混匀后，
称取 ０􀆰 ５ ｇ 滴加到 ５０ ｍＬ 超纯水中， ４００ ｒ ／ ｍｉｎ 磁力

搅拌， 记录可形成外观澄清或有蓝白色乳光的均一

微乳处方中各组分比例。 再以油相、 乳化剂、 助乳

化剂为相图 ３ 个顶点， Ｏｒｉｇｉｎ８􀆰 ０ 软件绘制伪三元

相图， 结果见图 １， 根据微乳区域的边界确定油酸

乙酯、 吐温⁃８０、 １， ２⁃丙二醇比例范围分别为

１０％ ～３０％ 、 ３０％ ～７０％ 、 １０％ ～５０％ 。
２􀆰 ４　 处方优化

２􀆰 ４􀆰 １　 试验设计［１５⁃１７］ 　 根据 “２􀆰 ３” 项下处方筛

选结果， 结合单纯形网格法比例约束， 确定自微乳

中各组分比例为油酸乙酯 （Ｘ１ ） １０％ ～ ２５％ 、 吐

　 　 　

图 １　 自微乳伪三元相图

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｐｓｅｕｄｏ⁃ｔｅｒｎａｒｙ ｐｈａｓｅ ｄｉａｇｒａｍ ｆｏｒ ｓｅｌｆ⁃ｍｉｃｒｏｅｍｕｌｓｉｏｎｓ

温⁃８０ （ Ｘ２ ） ４５％ ～ ６０％ 、 １， ２⁃丙 二 醇 （ Ｘ３ ）
３０％ ～４５％ 。 再以自微乳平均粒径 （Ｙ１）、 多分散

指数 （ Ｙ２ ）、 载药量 （ Ｙ３ ） 为评价指标， Ｄｅｓｉｇｎ
Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０􀆰 ６ 软件进行设计， 按处方比例精密称取

油相、 乳化剂、 助乳化剂， ４００ ｒ ／ ｍｉｎ 磁力搅拌

１０ ｍｉｎ后加入过量总黄酮， 混匀， 在 ２０ ｋＨｚ 频率、
室温下超声 １ ｈ 辅助溶解， 静置 ２４ ｈ， 即得自微

乳。 过滤后， 精密称取 ０􀆰 ５ ｇ 置于 ５０ ｍＬ 量瓶中，
超纯 水 稀 释 并 定 容， 摇 匀， ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离 心

１０ ｍｉｎ， 移取适量上清液， 测定平均粒径、 多分散

指数， 按 “２􀆰 １” 项下方法测定吸光度， 计算载药

量， 公式为载药量 ＝总黄酮质量 ／自微乳质量， 结

果见表 ２。
表 ２　 试验设计及结果

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｅｓｔｓ
试验号 Ｘ１ 油酸乙酯 ／ ％ Ｘ２ 吐温⁃８０ ／ ％ Ｘ２１，２⁃丙二醇 ／ ％ Ｙ１ 平均粒径 ／ ｎｍ Ｙ２ 多分散指数 Ｙ３ 载药量 ／ （ｍｇ·ｇ－１）

１ １２􀆰 ５ ４７􀆰 ５ ４０􀆰 ０ ７６􀆰 ６６ ０􀆰 ２７８ １４􀆰 １２
２ １２􀆰 ５ ５５􀆰 ０ ３２􀆰 ５ ８４􀆰 ８２ ０􀆰 ２７１ １１􀆰 ７７
３ １０􀆰 ０ ５２􀆰 ５ ３７􀆰 ５ １６６􀆰 ７ ０􀆰 ４３０ １０􀆰 ６４
４ １７􀆰 ５ ５２􀆰 ５ ３０􀆰 ０ ４９􀆰 ７４ ０􀆰 ３６０ ９􀆰 ７５
５ １０􀆰 ０ ６０􀆰 ０ ３０􀆰 ０ １２６􀆰 ７ ０􀆰 ７５７ １０􀆰 １２
６ １０􀆰 ０ ４５􀆰 ０ ４５􀆰 ０ ４５􀆰 ８１ ０􀆰 ３２９ １３􀆰 ３０
７ １０􀆰 ０ ４５􀆰 ０ ４５􀆰 ０ ４６􀆰 ２３ ０􀆰 ２９７ １１􀆰 ６７
８ ２５􀆰 ０ ４５􀆰 ０ ３０􀆰 ０ ７５􀆰 ５２ ０􀆰 ２６８ １０􀆰 ７８
９ ２０􀆰 ０ ４７􀆰 ５ ３２􀆰 ５ ７５􀆰 ５１ ０􀆰 ２６１ １０􀆰 ６９
１０ ２５􀆰 ０ ４５􀆰 ０ ３０􀆰 ０ ９６􀆰 １２ ０􀆰 ３９０ １０􀆰 ９９
１１ １０􀆰 ０ ５２􀆰 ５ ３７􀆰 ５ ２１８􀆰 ８ ０􀆰 ５１０ １１􀆰 ９７
１２ １７􀆰 ５ ４５􀆰 ０ ３７􀆰 ５ １０６􀆰 ７ ０􀆰 ２９８ １０􀆰 ６９
１３ １０􀆰 ０ ６０􀆰 ０ ３０􀆰 ０ ２４９􀆰 ８ ０􀆰 ４５２ １１􀆰 ７８
１４ １５􀆰 ０ ５０􀆰 ０ ３５􀆰 ０ ７６􀆰 ３０ ０􀆰 ５０５ １０􀆰 ２３

２􀆰 ４􀆰 ２　 模型拟合及方差分析 　 通过 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ
８􀆰 ０􀆰 ６ 软件进行多元回归模型拟合， 得方程分别为

Ｙ１ ＝ － ７７􀆰 ７７２ ６０Ｘ１ － ７７􀆰 ９４５ ２４Ｘ２ － １９􀆰 ６３９ ９１Ｘ３ ＋
１１􀆰 ６７８ ００Ｘ１Ｘ２ ＋ ５􀆰 ７０８ ２７Ｘ２Ｘ３ ＋ ２０􀆰 ６５５ ９４Ｘ１Ｘ３ －
０􀆰 ４４１ ５９Ｘ１Ｘ２Ｘ３、 Ｙ２ ＝ － ０􀆰 ００５ ４８Ｘ１ ＋ ０􀆰 ０１２ １７Ｘ２ －

０􀆰 ００４ １１Ｘ３、 Ｙ３ ＝ － ０􀆰 ０５１ ３４Ｘ１ － ０􀆰 ０７２ ０１Ｘ２ ＋
０􀆰 １９７ ７４Ｘ３。 再进行方差分析， 可知各模型 Ｐ ＜
０􀆰 ０００ １， 失拟项 Ｐ ＞ ０􀆰 ０５， 回归方程系数 Ｒ２ ＞
０􀆰 ８０， 表明模型拟合度良好。
２􀆰 ４􀆰 ３　 响应面分析　 见图 ２。
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注： Ａ～Ｃ 分别为平均粒径、 多分散指数、 载药量。 左图为三维曲面图， 右图为等高线图

图 ２　 各因素响应面图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌｏｔｓ ｆｏｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｆａｃｔｏｒｓ

２􀆰 ５　 验证试验　 自微乳粒径越小， 粒径分布越窄，
越有利于药物的溶出与吸收； 载药量越大， 实际服

用剂量越少， 越便于临床应用。 因此， 综合考虑 ３
个指标， 以平均粒径、 多分散指数符合要求并尽可

能小， 载药量最大为指标， Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０􀆰 ６ 软

件进行优化， 得最优处方为油酸乙酯、 吐温⁃８０、
１， ２⁃丙二醇比例 １０ ∶ ４５ ∶ ４５。 再根据优化处方制

备 ３ 批自微乳， 进行验证试验， 结果见表 ３、 图 ３，
可知处方稳定可行。

表 ３　 验证试验结果

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｅｓｔｓ

指标 检测值 预测值 相对偏差 ／ ％
平均粒径 ／ ｎｍ ４５􀆰 ６３ ４２􀆰 ３１ －７􀆰 ８５
多分散指数 ０􀆰 ３１５ ０􀆰 ３０７ －２􀆰 ６１
载药量 ／ （ｍｇ·ｇ－１） １２􀆰 ５０６ １３􀆰 １２４ ４􀆰 ７１

３　 讨论

本实验采用 Ｄ１０１ 大孔吸附树脂分离纯化金银

图 ３　 自微乳粒径分布

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｌｆ⁃ｍｉｃｒｏｅｍｕｌｓｉｏｎｓ

花总黄酮时， 依次用适量纯化水和 ３０％ 乙醇除杂，
再用 ７０％ 乙醇洗脱， 发现纯度较高， 粒径较预实

验没有除杂所得的自微乳减小， 载药量显著增大，
说明理化性质差别较大的杂质会对其形成产生特殊

影响。 因此， 在对中药有效部位自微乳处方进行研

究时， 应尽可能采用多种纯化方法提高其纯度。
本实验首先根据金银花总黄酮在几种备选乳化

剂、 助乳化剂中的溶解度初步筛选， 然后通过油
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相、 乳化剂的配伍实验来确定种类， 接着筛选助乳

化剂， 根据伪三元相图确定各自比例范围， 最后用

单纯形网格法进一步优化。 这与测定总黄酮在各种

备选油相、 乳化剂、 助乳化剂中的溶解度来筛选处

方不同， 主要是因为即使总黄酮在某种油相中的溶

解度最大， 与乳化剂、 助乳化剂配伍后未必是最优

处方， 甚至有时候并不能形成稳定的微乳， 还需要

进一步选择溶解度次之的油相去配伍。 为了减少油

相、 乳化剂、 助乳化剂配伍次数， 避免盲目性筛

选， 本实验略去了总黄酮在各种备选油相中的溶解

度数据。
由于金银花总黄酮在无水乙醇中的溶解度大于

１， ２⁃丙二醇， 故预实验以其为助乳化剂， 伪三元

相图微乳区域各组分的比例分别为 １０％ ～ ４０％ 油酸

乙酯、 ３０％ ～ ８０％ 吐温⁃８０、 １０％ ～ ６０％ 无水乙醇，
但用单纯形网格法优选时有个别处方不能形成稳定

的微乳， 可能是由于搅拌时无水乙醇挥发， 从而使

各组分比例发生变化， 降低了稳定性， 故选用对金

银花总黄酮溶解能力较好、 不挥发的 １， ２⁃丙二醇

作为助乳化剂。 另外， 采用单纯形网格法优选处方

时， １４ 组实验形成的空白微乳均为澄清或略泛蓝

色， 并均能在室温下稳定存在。
处方筛选优化是自微乳制剂研究最关键的部

分， 目前可应用正交试验、 均匀设计实验、 星点设

计⁃效应面法等进行研究， 每种方法都有其优缺点。
其中， 基于 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０􀆰 ６ 软件试验设计、 模

型构建、 结果预测的单纯形网格法是采用空间图形

淘汰法进行处方优选， 通过因素之间的相互约束来

影响指标， 在确定处方组成的响应面和最佳范围方

面优势独到， 尤其适合自微乳这类组分总量恒定的

剂型， 而且考察因素数目相同时实验次数少于星点

设计⁃效应面法， 不必连续进行多次试验， 预测结

果准确。 综上所述， 单纯形网格法拓宽了自微乳处

方筛选方法， 可为相关优化研究提供新思路。
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