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长春瑞滨纳米乳剂的制备及稳定性影响因素考察

付茂琦 1，2，余祥彬 1，3*

［摘要］ 目的 研制长春瑞滨静脉脂肪乳剂，并考察其稳定性及其影响因素。方法 通过制备初乳、高压均质、灌装封

口、旋转热压灭菌等工序制备得到长春瑞滨静脉脂肪乳注射液。采用正交设计，以乳剂粒径、pH值变化和药物含量作为指标，

考察不同温度对其稳定性的影响。结果 3批中试产品用动态光散射法测定平均粒径＜300 nm、粒度分布均匀、无＞1 μm粒

子。乳剂在5℃低温时保存6个月，温度逐渐升高会显著影响其稳定性，导致粒径增大和pH值降低。结论 本研究探索提供

的关键设备参数、工艺条件及工程配套等，将利于指导实现长春瑞滨含药纳米静脉脂肪乳剂的产业化中试生产。
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Preparation of the Active Ingredient nanoemulsion and factors influencing the stability
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［Abstract］ Objective To investigate the intravenous lipid emulsion of Active� Ingredient，stability of the emulsion and
factors influencing the stability. Methods The Active� Ingredient intravenous lipid emulsion injection was prepared by the
processing process including the colostrum preparation，high pressure homogenization，filling and sealing，and rotary hot pressing
sterilization. The effect of different temperatures on the stability of the emulsion was investigated by the orthogonal design using the
emulsion particle size，pH and drug content as indicators. Results The three batches of pilot products were characterized by the
emulsion particles with the average particle size ＜300 nm，uniform particle size distribution and no more than 1μm particles，as
detected by the dynamic light scattering method. The emulsion showed an excellent stability at 5℃ within 6 months，but a gradual
increase of the temperature significantly affected the stability of the emulsion，which caused the increase of particle size and decrease
of pH. Conclusion The key parameters，processing conditions and engineering supports from the present study might be helpful for
the industrial production of the drug-containing lipid nanoemulsion of Active�Ingredient for intravenous injection.

［Keywords］�Active Ingredient；emulsion；preparation；stability；emulsion�particle�size

长春瑞滨（异长春花碱，去甲长春花碱诺维体，

Active Ingredient，Active Ingredient，图�1），化学名为�3′，4′-二去
氢-4′-去氧-8′-去甲长春花碱，分子式C45H54N4O8，相

对分子质量 778.93，是一种新的长春碱半合成衍生

物，为广谱抗肿瘤药，主要通过阻滞着丝点微管蛋

白的聚合，使细胞分裂止于有丝分裂中期，属于细

胞周期特异性药物。该药是现有化学药物中治疗

非小细胞癌和乳腺癌最有效的药物之一，对小细胞

肺癌、恶性淋巴瘤、卵巢癌、食管癌也有较好疗效，

也适用于黑素瘤、肾癌等。

目前使用的长春瑞滨注射液有一定临床效果，

但其普通水针剂型输注中易导致神经毒性和血液

毒性［1］，静注药外漏可引起静脉炎、局部皮肤坏死

等，所以考虑将其制备成静脉纳米脂肪乳注射液，

减少药物在给药部位的吸收，降低其在给药部位可

能产生的毒性及刺激性；同时，由于药物存在于油

基金项目：福建省科技厅自然科学基金资助项目（2015J01677）；福建省卫计委科技基金资助项目（2015-1-76）
作者简介：付茂琦，女，讲师，在读博士研究生，研究方向：药物新剂型与新技术，E-mail：fumaoqi@hotmail.com
作者单位：1. 350004 福州，福建医科大学（付茂琦，余祥彬）；2. 55099 美因茨，德国美因茨大学药学院（付茂琦）；3. 350007 福州，福州辰星药

业有限公司（余祥彬）
*通讯作者：余祥彬，男，主任药师，研究方向：药物新剂型与新技术，E-mail：13905004666@139.com

··709



国际药学研究杂志 2018年9月 第45卷 第9期 J Int Pharm Res，Vol.45，No.9，September，2018

水两相界面膜中，因此能显著提高药物的稳定性。

本研究采用超高压均质工艺制备纳米乳剂优

化出长春瑞滨乳剂的中试制备工艺，并对其成品稳

定性及其影响因素进行考察，以保证成品的质量，

为进一步临床研究提供可靠数据。

1 仪器与试药

Nanogenizer 30K 超高压均质机，美国 Genizer
LLC公司；高速剪切机，上海弗鲁克（FLUKO）公司；

XSZ-G 型光学显微镜，重庆光电仪器有限公司；

NicompTM 380动态光散射粒度测定仪，美国 Santa
Barbara PSS 公司；AccuSizerTM 780 光学粒径检测

仪，美国Santa Barbara PSS公司；pHS-3B精密pH计，

上海精科仪器厂；LC-2010A型高效液相色谱仪，日

本岛津公司。

长春瑞滨（批号 160701，纯度＞99%），广州汉

方现代药业；注射用大豆油（批号：110803），铁岭北

亚注射用油厂；注射用蛋黄磷脂E80和注射用油酸

（批号：1010379/25），德国Lipoid GmbH公司；注射用

甘油（批号：20160201），浙江遂昌甘油厂；乙二铵四

乙酸二钠（EDTA-2Na），杭州杰恒化工有限公司；注

射用水（自制），其他所用试剂均为色谱纯。

2 方法与结果

2. 1 初乳制备方法的选择

2. 1. 1 油相制备 处方配比为长春瑞滨 125 mg
（0.25 g/L）、注射用大豆油10%、精制蛋黄卵磷脂1.2%、

甘油 2.2%。按处方称取原料药物、大豆油、蛋黄卵

磷脂备用（氮气保护），在高速剪切机连续搅拌下保

持大豆油水浴温度 60℃，缓慢加入蛋黄卵磷脂，继

续搅拌约 10 min，搅拌至卵磷脂完全溶解。将长春

瑞滨加入并搅拌至完全溶解在油相中，搅拌5 min。
2. 1. 2 水相制备 按处方量，称取甘油，量取灭菌

注射用水，将甘油加入水中，搅拌均匀。

2. 1. 3 初乳形成 干胶法（方法1）：在持续搅拌条

件下，将油相缓慢加入部分水相中，搅拌3 min，按处

方量补足注射用水量，继续搅拌 5 min，制得初乳。

湿胶法（方法2）：在持续搅拌条件下，将全部水相缓

慢加入油相中，然后搅拌 8 min得到白色乳状液即

初乳。

两种方法制得的初乳从外观和物理性质两方

面比较（表 1），虽无显著性差异，但方法 1有部分油

相未完全转入水相导致烧杯壁有少量残留，油相损

失。在大批量生产中若采用方法 1，因油相损失而

导致主药损失很难避免，故宜采用方法 2。乳剂粒

径的大小及分布取决于高压均质过程。

2. 2 高压均质制备工艺研究

2. 2. 1 正交实验 实验设计：选择均化时间、均化

压力及均化次数作为考察因素，每个因素设定 3个
水平（表 2），根据多因素水平表，选择正交表L9（34）

进行实验。按 2. 1处方配比制得初乳后，将其按正

交表的设计安排实验并制备纳米乳剂（表 3），并以

制备的乳剂经稳定性加速实验后的稳定常数、含

量、乳滴粒径为指标，考察不同水平的3因素对乳剂

质量的影响［2-4］。由于是多指标正交实验，故采用综

合比较法对各指标进行评分。评分规则：以实验 3
粒径290 nm为例，设定粒径最小值197 nm为10分，

最大值 317 nm为 0分，根据以下公式，Grade（GPD）=
10-（PD（x）-PD（min））/（PD（max）-PD（min））得实验 3 粒径

290 nm所对应的分数为 9.2；同理，稳定常数最小值

1.6%设为 10分，最大值 8.4%设为 0分，Grade（GKe）=

图1 长春瑞滨的化学结构式

Fig.1 The chemical structure of Active�Ingredient

表1 干胶法和湿胶法制得初乳的外观和物理性质

Tab.1 Appearance and physical properties of two raw
emulsions made by the dry emulsion and wet emulsion
methods

制备

方法

干胶法

湿胶法

粒径

（μm）
4
9

含量

（%）

98
94

黏度

（MPa·s）
2.2
2.0

离心后外观

（2506×g，5 min）
分层，可见少量油滴

分层，可见较多油滴

表2 考察因素水平表

Tab.2 Factors and levels

水平

1
2
3

乳化时间（A，min）
5
10
15

乳化压力（B，psi）
10 000
15 000
20 000

循环次数（C）
1
3
5
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10-（Ke（x）-Ke（min））/（Ke（max）-Ke（min））；含量最大值84%
为 10分，最小值 70%为 0分，Grade（GC）=10-（C（x）-
C（min））/（C（max）- C（min））。各考察指标数值的评分根据

上公式得出（表3、表4）。

取长春瑞滨乳剂用注射用水稀释 500倍，适当

调节光强度至约 300，室温下动态光散射法（DLS
法）测定粒径，开始测定至 Time history曲线趋于直

线时，停止测定，保存数据。每个样品测定 3次，取

平均值，以此结果来反映制备工艺效果；考察乳剂

样品在经上述循环后，乳滴粒度的变化，是否团聚

合并粒径变大，并比较各批次样品之间的差异，以

此反映各样品的稳定性［3］。

正交实验结果和方差分析表明（表 3，表 4），各

影响因素对乳剂质量的影响大小依次为B＞C＞A，

从而得到最佳处方工艺组合为B3A2C2即选择高压均

化操作的最佳条件为压力 20 000 psi，均化次数为 3
次，乳化时间10 min。
2. 2. 2 最佳制备工艺的验证 为进一步验证所选

工艺的重复性和可靠性，对 2. 2. 1优选的条件进行

了 3组重复性实验加以验证，并以每个实验制备的

纳米乳外观、粒径变化、pH值的波动作为考察指标

（表5）。实验结果表明，优选工艺重复性优良，可初

步作为未来工业化生产的模拟工艺。

2. 3 成品乳质量评价指标

2. 3. 1 成品乳的含量测定方法 色谱条件：色谱柱

Inersil C18柱（4.6 mm×250 mm，5 μm）；流动相乙腈-磷

酸二氢钾（40∶60）；检测波长267 nm；流速1.0 ml/min；
柱温30℃；进样量20 μl。色谱图见图2。

样品制备：精密量取乳剂 0.5 ml以乙腈稀释并

定容至10 ml，过0.22 μm微孔滤膜作为供试液。

方法学验证结果表明，辅料对样品的测定无干

扰，长春瑞滨在100~500 mg/L与峰面积线性关系良

好，A=12.236C+64.645，r=0.9995。回收率、精密度、

重复性和稳定性结果分别为：99.5％～100.8％，

0.42％～1.18％，0.92％和0.62％，符合测定要求。

2. 3. 2 平均粒径、多分散系数和 ζ电位 精密量取

成品乳剂0.1 ml，加水100 ml稀释，用粒度分析仪进

实验号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
K1

K2

K3

R

乳化时间

（A）
1
1
1
2
2
2
3
3
3
6.8
7.5
7.5
0.7

均化压力

（B）
1
2
3
1
2
3
1
2
3
5.5
7.9
8.3
2.8

循环次数

（C）
1
2
3
2
3
1
3
1
2
6.2
7.8
7.7
1.6

误差项

（D）
1
2
3
3
1
2
2
3
1
7.5
6.7
7.5
0.8

稳定常数

（Ke，%）

5.1
6.3
2.5
1.6
3.2
5.6
8.4
4.2
2.5

含量

（%）

82
84
81
70
84
80
80
79
84

乳滴粒径

（PD，nm）
317
292
290
239
236
267
197
244
242

综合评分

4.3
7.4
8.6
6.6
8.9
7.0
5.7
7.3
9.4

表3 正交实验安排和结果

Tab.3 Experimental design and results for the orthogonal design

方差来源

A
B
C

离差平方和

1.089
13.46
4.99

自由度（N′）
2
2
2

F值

0.8182
10.07
3.733

P值

＜0.1

表4 正交实验方差分析表

Tab.4 Variance analysis of the orthogonal design

实验编号

1
2
3

外观

不挂壁，无油花

不挂壁，无油花

不挂壁，无油花

粒径（nm）
268±6
275±9
266±5

pH值

7.5±0.2
7.3±0.2
7.1±0.3

表5 工艺重复性验证结果

Tab.5 Repeatability test results
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行测定。

2. 3. 3 稳定性参数的测定 精密量取成品乳剂

0.1 ml置100 ml量瓶中，用水定容，以水为空白测定

其在 267 nm处的吸光度（A0）。另取长春瑞滨纳米

乳剂1 ml置离心管中，离心（2506×g）15 min后，精密

吸取下层溶液0.1 ml置100 ml量瓶中，用水定容，以

水为空白测定其在 267 nm处的 A值。通过计算得

到的稳定性参数越大说明乳剂分层现象越严重，稳

定性越差；反之则说明乳剂越稳定［4］。

2. 4 制剂稳定性及影响因素考察

2. 4. 1 温度对载药乳剂粒径的影响 不同的保存

温度下，载药乳剂粒径的变化情况见图 3。结果显

示，乳剂的粒径随储存时间延长和保存温度的升高

而明显变大。5℃条件储存 6个月后，乳剂粒径由

（281±4）增大至（293±3）nm；而 40℃条件下，粒径增

大更为明显，由（289±6）增大至（348±12）nm。

2. 4. 2 温度对载药乳剂 pH的影响 乳剂最初的

pH为 6.8，将样品放置在不同温度下进行考察。不

同储存温度对长春瑞滨纳米乳剂pH值波动的影响

情况见图 4。在 5～60℃保存条件下，乳剂 pH值的

变化随储存温度升高和保存时间延长而明显加

剧。5℃储存条件下，乳剂的 pH在 30 d内几乎无变

化；当温度升高到60℃时，乳剂的pH值在30 d内下

降了 1.49个单位。这种现象产生的原因可能是由

于较高温度条件下，游离脂肪酸增多，使体系pH值

降低所致［5］。

2. 4. 3 温度对载药乳剂药物含量的影响 载药长

春瑞滨脂肪乳在储存温度较低时，药物的降解速率

缓慢。前期实验表明，5℃条件下，将载药乳剂放置

3个月，药物含量无明显变化。但当储存温度升高

时，药物降解随之加快，导致主药含量降低［6］。随储

存温度进一步升高，载药乳剂的降解速度逐渐加

快，40℃时，样品储存 6个月后，剩余药量为初始含

量的 78.2%；而在 50℃，储存 6个月后，药物含量已

降至48.4%；在80℃的条件下，储存0.5个月，下降为

39.6%。温度变化从 40℃到 80℃，反应速率常数从

每月2.48%提高到97.6%。

图2 长春瑞滨原料药（A）、乳剂（B）和空白辅料（C）HPLC
色谱图

Fig.2 HPLC chromatograms for the active pharmaceuti⁃
cal ingredient Active�Ingredient（A），drug- loaded
emulsion（B） and blank excipient（C）

图 3 储存温度对载药乳剂粒径的影响

Fig.3 Effect of the temperature on the particle size of
drug-loaded emulsion

图 4 不同储存温度对载药乳剂pH值的影响（x±s，n=6）
Fig.4 Effect of the temperature on the pH of drug-loaded
emulsion（x±s，n=6）
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2. 4. 4 乳剂体系中大粒子的检测 静脉给药纳米

乳剂中较大粒子的检测极为重要［7］。原因有两点：

①检测较大粒子并控制使其含量最低，保证乳剂生

产过程质量始终如一，因为这些较大粒子易减慢过

滤灭菌的速度；②通过检查较大粒子，可监测乳剂

的稳定性，因为较大粒子的形成会触发乳剂的逐级

破坏。同时，出于对静脉注射乳剂安全性的考虑，

根据美国USP〈729〉规定，乳剂体系中＞5 μm的大

粒子必须＜0.05%［8］。

本文采用Nicomp380及其数据处理系统对 3批
乳剂中＞1 μm粒子进行分析，通过DLS精密检测，

长春瑞滨乳剂的平均粒径＜0.3μm，未发现＞1 μm
大粒子。

采用AccuSizerTM 780光学粒径检测仪，利用其

单粒子光学传感技术及数据处理系统对 3批乳剂

的粒子进行了分析，结果为＞5 μm粒子比例分别

是＜0.007%、＜0.008%和＜0.008%。

3 讨论

本文对长春瑞滨脂肪乳的制备进行了系统实

验研究。①通过干胶法和湿胶法两种不同工艺的

比较实验，确定了初乳的制备工艺。②以研究配备

Y型交互均质容腔的控温型Nanogenizer超高压均质

机的应用为重点，以制备粒径小、分布均匀的乳剂

为目的，采用正交实验方法，确定了静脉脂肪乳制

备的高压均化工艺及参数为：用Y型交互均质腔将

初乳在20 000 psi压力下均化1次，测定长春瑞滨含

量，调整 pH值，然后在 20 000 psi下均化 2次，温度

控制在约20℃，即得成品乳。③温度对于载药乳剂

的稳定性影响较大，随着温度的升高，乳剂的粒径，

pH值和药物含量都会受到不同程度的影响和变

化［9］。长期稳定性考察结果可知，长春瑞滨乳剂适

宜在较低温度5℃保存，其理化性质无明显变化，制

剂性质稳定。④对于直径范围在200～400 nm的O/
W型纳米乳剂来说，区别乳剂好坏的关键是能否查

出并测量出大粒子［10］。根据3批中试产品的检验结

果，用动态光散射法测定平均粒径＜300 nm、粒度

分布均匀、无＞1 μm粒子，符合美国《药典》对＞5 μm
的大粒子比例均＜0.05%的要求。

本文通过中试实验获得长春瑞滨静脉脂肪乳

制备的关键工艺及参数，并对其稳定性及影响稳定

性的因素进行考察，使其制剂的质量得以保证，并

为临床研究提供确实可靠的数据［11-12］。其过程能为

以后新药开发和制剂工艺筛选提供有益经验。
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