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盐酸黄连素纳米微乳的制备
及其体外抗菌活性研究
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孙红武,欧阳五庆
(西北农林科技大学 动物科技学院,陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　用高效液相色谱仪测定了盐酸黄连素在 4种油 ( IPM、大豆油、花生油、色拉油)和 3种表面活性剂

(EL 40、大豆卵磷脂和 Tw een280)中的溶解度;根据纳米微乳的评价标准,利用序贯设计思想,采用滴定法绘制了伪

三元相图,确定了纳米微乳的最佳组成,研制了盐酸黄连素纳米微乳,并对其基本理化特性 (形态、粒度、颜色、澄清

度、稳定性和自乳化速度等)及体外抗菌活性进行了研究。结果显示,盐酸黄连素纳米微乳三相最佳组成是 EL 402
甘油2IPM ; 制得的纳米微乳为澄清透明的球状液滴,其平均粒径为 56. 8 nm ; 高速离心、高温、强光下无分层,也无

絮凝或药物析出; 与传统片剂、胶囊和水溶液对大肠杆菌、沙门氏菌、金黄色葡萄球菌和无乳链球菌的抗菌活性相

比,纳米微乳的抗菌活性更高。以上研究表明制备的盐酸黄连素纳米微乳是一种质量稳定、高效的抗菌剂。
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The p re pa ra tion a nd a ntiba c te ria l a c tiv ity in v itro

of be rbe rine hyd rochlo ric na nom e te r m ic roem uls ion
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(Colleg e of A n im al S cience and T echnology , N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i, 712100, Ch ina)

Abstract: T he so lub ility of berberine hydroch lo ric respect ively disso lved in fou r k inds of o il ( IPM , soy2
bean o il, peanu t o il, sa lad o il) and th ree k inds of SF EL 40, soybean pho sphat idylcho line, Tw een280 w ere

m easu red by H PL C. T he compo sit ion w as p relim inarily determ ined u sing the key evo lu t ional no rm al of

nanom eter m icroem u lsion. T he p seudo tert ia ry phase diagram s w ere p ro tra ited by t it ra t ing, acco rd ing to the

sequen t ia l design theo ry. T he fo rm u la t ion s of the berberine nanoem u lsion w ere op t im ized. T he basic

physicochem ical characterist ics including the mo rpho logy, d iam eter, co lo r, defecat ion and the self2em u lsif2
ing speed and stab ility w ere studied. T he an t ibacteria l pharm acodynam ics of the nanom eter m icroem u lsion

w as studied in v itro. In th is test, the best compo sit ion (EL 402Glycero l2IPM ) w as determ ined. T he nanom e2
ter m icroem u lsion w as a k ind of clear so lu t ion w ith sm all spherica l drop s under elect ion m icro scopy w ith an

average diam eter of abou t 56. 8 nm. T he nanom eter m icroem u lsion w as stab le under h igh temperatu re and

strong ligh t condit ion s. Compared w ith the berberine hydroch lo ric tab let, cap su le,w atery so lu t ion, b lank ing

nanom eter m icroem u lsion to S. au reas, E. coli, S. ag a lactae, S am onella l, berberine hydroch lo ric nanom eter

m icroem u lsion had stronger an t ibacteria l act ion than o ther do sage2fo rm s. T he resu lts show that the

nanom eter m icroem u lsion is the good an t ibacteria l p repara t ion w ith stab le quality and h igh eff iciency.
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　　黄连素 (俗称为小檗碱Berberine)是从毛茛科

植物 (如黄连)的根茎中提取的一种季胺类异喹啉生

物碱,临床上多用其盐酸盐[1 ]。盐酸黄连素作为抗菌

药在临床上已应用多年,其疗效确切,是一种广谱抗

菌药物,对多种革兰氏阳性、阴性菌以及真菌、霉菌、

病毒、原虫、线虫等均具有抑制或杀灭作用[2 ]。目前,

国内外市场上黄连素的主要制剂是片剂和胶囊

等[3 ]。这些传统制剂,具有肝脏对药物的首过效应及

水中溶解度低、口服的生物利用度较低 (一般在

10%左右)、病人用药次数频繁和耐受性差等缺陷,

这严重影响了其药效的发挥。

近年来,国内外以微乳载体的药物传递系统的

研究正在蓬勃兴起[4 ]。纳米微乳的主要优点是不良

反应少、安全性高,可极大增加药物的溶解度,提高

药物的稳定性和生物利用度,并能增强药物的疗效。

本试验选择适宜的油相、表面活性剂和助表面

活性剂,根据伪三元相图制备盐酸黄连素纳米微乳,

并对其基本理化特性 (形态学、粒度、颜色、澄清度、

稳定性和自乳化速度等)及体外抗菌活性进行了系

统研究,以期研制出一种质量稳定、抗菌活性高的盐

酸黄连素新剂型。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　主要仪器　UV 22102 型紫外分光光度计

(尤尼柯仪器有限公司生产) ; H Z8802S 恒温水浴震

荡床 (化利达实验设备有限公司生产) ; Incubato s

SK IP 02. 420电热恒温培养箱 (杭州仪器厂生产) ;

T GL 216B 台式高速冷冻离心机 (湖南新星科学仪器

公司生产) ; BN icomp 388öZetaPAL S激光粒度测定

仪 (美国 Part icle Sizing System 公司产品) ; H I2
TA CH I高效液相色谱仪 (日本日立电子公司生产)。

1. 1. 2　主要试剂　盐酸黄连素 (含量 98. 4% ,陕西

宝鸡永嘉公司产品,生产批号 20050928) ; 盐酸黄连

素标准品 (中国生物检定所产品) ; 食用一级大豆油

(西 安 邦 淇 制 油 科 技 公 司 产 品, 生 产 批 号

20051024) ; 食用鲁花一级花生油 (山东鲁花集团有

限公司产品,生产批号 20050828) ; 肉豆蔻酸异丙酯

( IPM , 上海高维实业有限公司产品, 生产批号

20050625) ; 金龙鱼食用色拉调和油 (西安嘉里油脂

工业有限公司产品,生产批号 20000829) ; 聚氧乙烯

蓖麻油 (C remopho r EL 40,德国BA SF 公司产品) ;

大豆卵磷脂 (德国D egu ssa 公司产品) ; 聚山梨酯 80

(Tw een280)等。

1. 1. 3　试验菌种　试验所用的大肠杆菌、金黄色葡

萄球菌、无乳链球菌和沙门氏菌,均由西北农林科技

大学动物科技学院微生物教研室提供。

1. 2　盐酸黄连素纳米微乳油相的选择

取 IPM (C14)、大豆油 (C16～ C18)、花生油和

色拉油等 4种碳链长短不同的油相 (其黏度大小依

次为大豆油> IPM > 花生油> 色拉油)适量,分别置

于具塞锥形瓶中,加入过量的盐酸黄连素, 37 ℃水

浴震摇 24 h。用高效液相色谱法 (H PL C)测定黄连

素在各种油相中的溶解度。

1. 3　盐酸黄连素纳米微乳表面活性剂和助表面活

性剂的确定

　　用 1. 2节的方法测定黄连素在 EL 40、大豆卵磷

脂和 Tw een280 3种非离子表面活性剂 (SF)中的溶

解度。取 SF 和乙醇、甘油、丙二醇和正丁醇 4 种短

链助表面活性剂 (CoSF) ,分别按 9∶1, 8∶2, 7∶3,

6∶4, 5∶5, 4∶6, 3∶7, 2∶8 和 1∶9 (SF 与 CoSF

的质量比)的比例称取 SF 和 CoSF, 加入到 1. 2 节

所选择的油相中,涡旋震荡,滴加水,观察各组液体

的变化,判断是否有纳米微乳形成,从而确定盐酸黄

连素纳米微乳的 SF 和 CoSF。纳米微乳的评价标

准[425 ]为: 制备的液体呈澄清透明或半透明,有蓝色

乳光,高速离心 (13 000 röm in, 30 m in)后稳定不分

层,平行光入射后有丁达尔现象,透射电子显微镜和

激光粒度仪检测乳滴在 10～ 100 nm ; 若制备的混合

液体呈乳白色, 平行光入射后有散射现象, 则为乳

剂;若澄清透明、稠厚,则为凝胶[5 ]。

1. 4　盐酸黄连素纳米微乳的研制

根据序贯设计思想[6 ] , 以油2SF2CoSF 为三相,

采用滴定法绘制伪三元相图, 选择离心 (13 000

röm in, 30 m in)稳定,乳剂粒径在 10～ 100 nm 的微

乳区为盐酸黄连素纳米微乳配方候选区。取乳化剂

EL 40、助乳化剂甘油和油相,按一定比例混合均匀,

精确称取适量盐酸黄连素加入到混合液体中,最后

逐步加入少量的注射用水,搅拌均匀,即得澄清透明

的盐酸黄连素纳米微乳液。

1. 5　盐酸黄连素纳米微乳理化特性的测定

以下各理化参数均在 (25±1) ℃条件下测定。

1. 5. 1　形态学　取盐酸黄连素纳米微乳适量,用水

稀释 1 倍后, 滴在覆有支持膜的铜网上, 静止 10

m in 后用滤纸片吸干, 再滴加 2%磷钨酸 (pH 为

7. 4)溶液于铜网上负染 3 m in,自然挥干,用透射电

子显微镜观察并摄制照片。

1. 5. 2　溶液颜色与澄清度　根据《中国药典》(2005
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年版) Ê 部附录 IXA 溶液颜色和 IXB 澄清度检测

方法,对溶液的颜色和澄清度进行检测。

1. 5. 3　粒径　取黄连素微乳适量,用蒸馏水稀释后

用激光粒度仪进行测定。

1. 5. 4　自乳化速度　按照《中国药典》(2005年版)

溶出度第 3 法 (小法)。取蒸馏水 100 mL , 37 ℃水

浴, 50 röm in 离心,加入纳米微乳液适量,从样品接

触液面时计时,分别于 10, 20, 30, 45和 60 m in 取样

4 mL , 冷却后, 用紫外分光光度计在 (340±1) nm

处测定其吸收值。

1. 5. 5　稳定性　将纳米微乳 (熔封于安瓶中)分别

置于高温 ( 40 ℃, 60 ℃)、低温 ( 4 ℃) 及光照

(4 500±500 lx)条件下,于第 5天和第 10天对纳米

微乳的分层、絮凝或药物析出情况进行检测。

1. 6　盐酸黄连素纳米微乳体外抗菌活性检测

1. 6. 1　试验分组及培养基的配制　试验分正常组、

盐酸黄连素片组、盐酸黄连素胶囊组、盐酸黄连素水

溶液组、空白纳米微乳组和盐酸黄连素纳米微乳组

6个组,每组每种菌重复 3次。培养基和药敏纸片的

制备参考文献[ 7 ]。

1. 6. 2　大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、无乳链球菌和

沙门氏菌悬浮液的制备　分别取 0. 2 mL 大肠杆

菌、金黄色葡萄球菌、无乳链球菌和沙门氏菌液溶于

20 mL 无菌水中,振荡得菌悬液。

1. 6. 3　抗菌活性测定　在无菌操作下,分别将大肠

杆菌、金黄色葡萄球菌、无乳链球菌和沙门氏菌的悬

浮液接种 12个培养皿中 (0. 2 mL ö皿)。再将制好的

药敏纸片贴于已接菌的培养皿中,将培养皿置于恒

温培养箱中,于 37 ℃饱和湿度下培养 24 h 后,测量

抑菌圈直径 (cm ) , 将测得的抑菌圈直径用 SSPP

11. 0软件进行分析。抑菌圈的直径越大,则抑菌效

果越好。

2　结果与分析

2. 1　盐酸黄连素纳米微乳的油相选择

　　试验结果表明,黄连素在大豆油 (C16～ C18)、

花生油、色拉油中的溶解度分别为 0. 383, 0. 375,

0. 241 m gög, 在 IPM 中的溶解度最大, 为 1. 5

m gög,这可能与 IPM 的碳链长短及黏度有关。故选

择 IPM 作为黄连素纳米微乳的油相。

2. 2　盐酸黄连素纳米微乳的表面活性剂和助表面

活性剂

　　试验结果表明,黄连素在 EL 40 中的溶解度较

大 (> 2. 0 m gög ) , 可以满足给药要求。在 IPM 2

EL 402水的体系中逐滴加入 4种CoSF ,记录溶液澄

清和变混浊时的加入量,发现 4 种CoSF 均能形成

微乳。但与乙醇、正丁醇和 1, 22丙二醇相比,甘油在

较少用量时即可形成微乳, 因此甘油较其他CoSF

更易形成纳米微乳,故选择甘油作为盐酸黄连素纳

米微乳的CoSF。

2. 3　盐酸黄连素纳米微乳的理化特性

2. 3. 1　形态　电镜观察结果表明,纳米微乳在电镜

下均呈圆球形 (图 1) ,内部为油相。

从电镜下随机选取 500 个液滴,根据电镜照片

上标示的比例尺进行纳米乳液滴直径测量,并计算

平均粒径。结果表明,乳滴粒径大多为 10～ 100 nm ,

平均粒径为 56. 8±4. 3 nm。

图 1　盐酸黄连素纳米微乳透射电镜照片 (×80 000)

F ig. 1　E lectron m icro scope of bererb ins hydroch lo ric

nanom eter m icroem ulsion (80 000 tim es)

2. 3. 2　粒径　测定结果表明,制备的黄连素纳米微

乳平均粒径为 56. 8 nm , < 60 nm 的粒子占 75% ,

< 70 nm的粒子占 90% ,可见制得的纳米微乳的粒

径范围窄,分布比较均匀。

2. 3. 3　颜色与澄清度　制备的盐酸黄连素纳米微

乳液均为浅黄色澄清透明、均一的液体,溶液颜色较

《中国药典》(2005 年版) Ê 部的黄绿色调 1 号比色

液浅;经注射用水稀释后,即出现明显的淡蓝色的乳

光。表明制备的盐酸黄连素纳米微乳符合《中国药

典》(2005年版)标准。

2. 3. 4　自乳化速度　盐酸黄连素纳米微乳在 20

m in 时的吸光度值最大,表明其在 20 m in 内即乳化

完全,自乳化速度较快。

2. 3. 5　稳定性　盐酸黄连素纳米微乳在上述条件

下均未出现分层、絮凝或药物析出等现象,表明其稳

定性较好。

2. 4　盐酸黄连素纳米微乳的体外抗菌活性

从表 1 可以看出,传统的片剂、胶囊、水溶液对

细菌均具有一定的抑制作用, 抑菌圈的直径> 1. 0
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cm ,传统剂型之间差异不显著; 空白的纳米微乳组

对 4种细菌均具有较强的抑制作用,与传统制剂之

间的差异达极显著水平; 盐酸黄连素纳米微乳的抑

菌活性极显著高于其他制剂,抑菌圈直径> 3. 0 cm。
表 1　盐酸黄连素纳米微乳体外抗菌活性统计 (X{ ±SD , n= 3)

T ab le 1　Statist ic resu lts of the an tibacteria l pharm acodynam ics in v itro (X{ ±SD , n= 3)

菌种
Genius

金黄色葡萄球菌
S. au reas

大肠杆菌
E. coli

无乳链球菌
S. ag a lactae

沙门氏菌
Sam onellal

正常组B lank group - (0 D ) - (0 D ) - (0 D ) - (0 D )

盐酸黄连素片组 T ablet group + (1. 2±0. 5 C) + (1. 2±0. 2 C) + (1. 2±0. 3 C) + (1. 2±0. 1 C)

盐酸黄连素胶囊组 Cap su le group + (1. 2±0. 6 C) + (1. 2±0. 3 C) + (1. 2±0. 4 C) + (1. 2±0. 1 C)

黄连素水溶液组W atery so lu tion group + (1. 2±0. 7 C) + (1. 2±0. 4 C) + (1. 2±0. 1 C) + (1. 2±0. 3 C)

空白纳米微乳组B lank nanom eter m icroem ulsion group + + + (3. 2±0. 4 B ) + + + (3. 2±0. 3 B ) + + + (3. 2±0. 4 B ) + + + (3. 2±0. 2 B )

盐酸黄连素纳米微乳组 Berberine nanom eter m icroem ulsion
group

+ + + (4. 8±0. 3 A ) + + + (4. 6±0. 2 A ) + + + (4. 6±0. 3 A ) + + + (4. 4±0. 1 A )

　　注:“- ”表示抑菌圈直径< 1. 0 cm ,药物对细菌无抑制作用;“+ ”表示抑菌圈直径为 1. 0～ 2. 0 cm ,药物对细菌有抑制作用;“+ + ”表示抑菌圈直径为 2. 0～

3. 0 cm ,药物对细菌具有明显抑制作用;“+ + + ”表示抑菌圈直径> 3. 0 cm , 药物对细菌具有极强的抑制作用。同列数据后不同字母者表示差异极显著 (P <

0. 01)。

N o te: - . rep resen ts an tibacterial diam eter is below 1. 0 cm. T h is show s that m edicine has no action. + . rep resen ts its an tibacterial diam eter is from 1. 0 to 2. 0

cm. T h is show s that m edicine has action. + + . rep resen ts an tibacterial diam eter is from 2. 0 to 3. 0 cm. T h is show s that m edicine has obvious action. + + + . rep re2

sen ts an tibacterial diam eter is above 3. 0 cm. T h is show s that m edicine has strong action. T he differen t upper letters of sam e line rep resen ts obvious difference (P <

0. 01).

3　讨　论

盐酸黄连素在水中的溶解度低,口服吸收差 (生

物利用度为 10% ,小于 25% ) ,在胃肠道或肝中部分

被分解、代谢。纳米微乳对胃肠道淋巴组织具有良好

的亲和性,能使更多的药物由淋巴途径进入血液,可

避开肝、肠的生物转化和吸收,避免了肝脏对药物的

首过效应,从而提高了药物的抗菌活性,且其表面张

力较低,易通过胃肠壁的水化层,能使药物直接与胃

肠上皮细胞接触,促进了药物的吸收[8 ]。本研究利用

纳米微乳载体的优势制备了盐酸黄连素纳米微乳,

从而提高了盐酸黄连素的生物利用度。

纳米微乳由 SF、CoSF、油和水组成, 其对药物

的增溶作用主要由内核的油相和 SF 的烃链两部分

完成。油相的选择至关重要,这是因为油相的碳链越

长,药物的溶解度越高,但碳链过长,纳米微乳的稳

定性越差。因此,纳米微乳的油相选择应结合微乳的

稳定性及药物的溶解度综合考虑。本研究以离心稳

定性和乳滴粒径作为纳米微乳的主要评价标准,确

定了纳米微乳的 SF 和CoSF。

有文献报道,若以常用的乙醇为助乳化剂制备

微乳,由于长时间保存时乙醇容易挥发,导致助乳化

剂乙醇量减少,进一步降低界面张力,增加界面的流

动性,从而很难维持乳化剂和助乳化剂共同形成的

界面膜,最终影响微乳的稳定性[9210 ]。本试验以甘油

为助乳化剂,其挥发性小,故制剂质量很稳定。

盐酸黄连素纳米微乳的抑菌活性较传统制剂

强, 其原因有三: 一是纳米微乳的粒径在 10～ 100

nm ,药物及其载体极易透过细菌的细胞壁,从而对

细菌产生较强的抑制作用。二是空白纳米微乳具有

抗菌活性,对绿脓杆菌、金黄色葡萄球菌等均具有较

强的杀灭作用[11 ]。本研究也发现,空白纳米微乳对

所选择的细菌 (金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、无乳链

球菌和沙门氏菌)具有较强抑制作用,但其具体的抑

菌机理尚有待进一步研究。三是纳米微乳中亲水性

分散相粒径为纳米级,远小于细菌的体积,且连续相

是非极性的,微生物也难以生长。因此,利用纳米微

乳载体对盐酸黄连素进行包合,可减少盐酸黄连素

的剂量和刺激作用,延长药物的作用时间,提高药物

疗效。由此可见其在制药工程中具有重大的经济和

实用价值。

备注: 本研究成果已受专利保护, 专利申请号为

200610104418. 2。
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皮给药制剂使用,另一方面,外相中的极性环境还可

方便地添加其他水溶性的药物,即可以以该复方微

乳为基础,再加入其他的有效成分,从而制备出具有

更多功能的药物或化妆品用微乳复合物。

通过对V C 和V E 复方微乳一系列的稳定性和

安全性评价,可以看出,该V C 和V E 复合微乳制备

工艺简单,稳定性好,安全性高,从而为其在医药和

化妆品工业中的应用提供了依据。另外,本研究也为

开发其他药物剂型提供了一条新思路。
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