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摘要：目的　制备硫酸多黏菌素Ｂ多囊脂质体（ｐｏｌｙｍｙｘｉｎＢｓｕｌｆａｔｅｍｕｌｔｉｖｅｓｉｃｕｌａｒｌｉｐｏｓｏｍｅｓ，ＰＭＢＭＶＬｓ），优化其处方并对其质
量、稳定性、体外释放和体外抗菌活性进行考察。方法　采用复乳法制备ＰＭＢＭＶＬｓ，以包封率为指标，采用ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ效应
面法对处方进行优化；采用高效液相色谱法对ＰＭＢＭＶＬｓ中ＰＭＢ进行定量分析；对其理化性质、药物体外释放行为、体外抗菌
活性和制剂安全性进行考察。结果　采用最优处方所制的 ＰＭＢＭＶＬｓ外观呈无数个非同心囊泡堆积而成的球形，大小较均
匀，包封率为（６９５２１±１５３１）％，平均粒径为（５８４±１４２）μｍ，平均Ｚｅｔａ电位为（－２６７７±０５５）ｍＶ，其在４℃下储存１个
月稳定性良好；ＰＭＢＭＶＬｓ在体外持续释放达７２ｈ，无突释效应；体外抗菌实验结果显示，相较于 ＰＭＢ溶液，ＰＭＢＭＶＬｓ对
Ｅｃｏｌｉ和Ｐａｅｒｕｇｉｎｏｓａ细菌具有更好的抗菌效果，并且在其抗菌活性范围内无溶血风险。结论　成功制得具有缓释作用的
ＰＭＢＭＶＬｓ，其粒径分布均匀、包封率高，具有增强的抗菌活性。
关键词：硫酸多黏菌素Ｂ；多囊脂质体；复乳法；ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ设计；体外抗菌
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　　多黏菌素类抗生素是对由多黏芽孢杆菌菌株
培养物中分离获得的一系列肽类抗生素的统称，

包括：多黏菌素 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ等［１］，其中多黏菌素

Ｂ和 Ｅ于１９５９年被批准作为抗菌药物用于临床，
临床常用其硫酸盐注射剂［２］。硫酸多黏菌素 Ｂ
（ｐｏｌｙｍｙｘｉｎＢｓｕｌｆａｔｅ，ＰＭＢ）主要作用于细菌的细
胞膜，对多种革兰阴性菌具有很强的抗菌活性［３］，

但由于抗菌谱窄，且存在肾毒性和神经毒性，使得

ＰＭＢ的临床应用自 ２０世纪 ７０年代起迅速减少。
也正是由于过去几十年中使用较少，其依然保留

了对多重耐药性革兰阴性菌的抗菌活性［４］，现常

被用作治疗革兰阴性菌的最后一道防线而再次被

重视。目前市售的 ＰＭＢ产品主要包括药品和原料
药两种形式。

多囊脂质体（ｍｕｌｔｉｖｅｓｉｃｕｌａｒｌｉｐｏｓｏｍｅｓ，ＭＶＬｓ）是
采用储库泡沫技术（ＤｅｐｏｆｏａｍＴＭ）制备的一种新型脂
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质体，其内部由若干个囊泡腔室以非同心圆的形式

构成，呈现蜂窝状结构［５６］。与普通脂质体相比，

ＭＶＬｓ稳定性好、包封体积大、渗漏率低［７］。经注射

给药后，能在注射部位形成药物储库而实现药物的

缓慢释放，延长药物半衰期，从而减少注射次数，降

低毒副作用，提高患者顺应性［８］。

本研究以ＰＭＢ为模型药物，以多囊脂质体作为
载体材料，制备 ＰＭＢ多囊脂质体（ｐｏｌｙｍｙｘｉｎＢｓｕｌ
ｆａｔｅｍｕｌｔｉｖｅｓｉｃｕｌａｒｌｉｐｏｓｏｍｅｓ，ＰＭＢＭＶＬｓ）。相比于
注射用硫酸多黏菌素 Ｂ，ＰＭＢＭＶＬｓ具有多方面的
优点：①提高生物利用度。ＰＭＢＭＶＬｓ能够通过脂
质体的包裹作用，提高药物在体内的稳定性和溶解

度，从而增加药物的生物利用度，这意味着患者在使

用相同剂量的药物时，能够获得更高的治疗效果。

②减少药物毒性。脂质体作为一种载体系统，能够
减少ＰＭＢ对肾脏和其他器官的毒性作用，降低药物
的副作用。③增强靶向性。ＰＭＢＭＶＬｓ可以通过特
定的脂质组成和表面修饰，实现对感染部位的靶向输

送，这使得药物能够更准确地作用于感染部位，提高

治疗效果并减少不必要的药物暴露。④延长药物作
用时间。脂质体包裹的ＰＭＢ能够在体内缓慢释放，
从而延长药物的作用时间，这有助于减少给药频率，

提高患者的便利性。此外，ＰＭＢＭＶＬｓ除了治疗革兰
阴性杆菌引起的严重感染外，还可以提高药物的靶向

性和生物利用度，减少细菌对药物的耐药性，这对于

当前抗生素耐药性日益严重的问题具有重要意义。

本研究采用复乳法制备 ＰＭＢＭＶＬｓ，对其处方
工艺进行优化，并对该制剂进行理化性质表征、稳定

性、体外释放、体外抗菌活性和安全性研究。

１　材　料
１１　仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ
公司）；ＵＶ２２５０型紫外分光光度计（日本 ＳＨＩＭＡＤ
ＺＵ公司）；ＪＬ１５０Ｗ型超声波细胞破碎仪（上海靳澜
仪器制造有限公司）；１１４Ｋ型台式高速冷冻离心机
（德国ＳＩＧＭＺ公司）；ＭＳ３型数显旋涡振荡器（德国
ＩＫＡ公司）；ＣＸ３１型多功能显微镜（日本 ＯＬＹＭＰＵＳ
公司）；Ｍａｓｔｅｒｓｉｚｅ３０００型激光粒度仪、ＺＳ９０型激光
粒度仪及表面电位仪（英国马尔文仪器公司）；ＤＮＰ
９２７２Ｙ型细菌恒温培养箱（上海精宏实验设备有限
公司）；ＢＫＱＺ７５Ｉ型立式压力蒸汽灭菌锅（山东博
科科学仪器有限公司）；ＳｙｎｅｒｇｙＬＸ型多功能酶标仪
（美国伯腾仪器有限公司）。

１２　药品及试剂
ＰＭＢ（９９％，华东医药股份有限公司）；二油酰

基卵磷脂（ＤＯＰＣ，≥９４％）；三辛酸甘油酯（９９％，德
国Ｌｉｐｏｉｄ公司）；胆固醇（ＣＨ，分析纯，上海克拉玛尔
试剂有限公司）；二棕榈酰磷脂酰甘油（ＤＰＰＧ，
９９％，上海艾伟拓医药科技有限公司）；Ｌ赖氨酸
（＞９７％，上海韶远试剂有限公司）；ＴｒｉｔｏｎＸ１００（上
海阿拉丁生化科技股份有限公司）；铜绿假单胞菌

和大肠杆菌（杭州治枫科技有限公司）；肉汤培养基

（ＬＢ，北京奥博星生物技术有限责任公司）；胰酪大
豆胨液体培养基（ＴＳＢ，上海博微生物科技有限公
司）；二氯甲烷、氯仿、无水硫酸钠和其他试剂均为

分析纯；乙腈为色谱纯。

２　方法与结果
２１　ＰＭＢＭＶＬｓ的制备

本研究采用复乳法制备 ＰＭＢＭＶＬｓ［９１０］。具体
步骤如下：将ＰＭＢ溶解于２ｍＬ质量分数为７％的
葡萄糖溶液中，作为内水相；称取处方量的 ＤＯＰＣ、
ＣＨ、ＤＰＰＧ和三辛酸甘油酯溶于等体积的二氯甲烷／
氯仿（３∶１）中作为油相。将内水相缓慢注入持续搅
拌的油相中，在冰水浴条件下３００Ｗ探头超声乳化
形成稳定的油包水（Ｗ／Ｏ）型初乳。用注射器吸取
Ｗ／Ｏ型初乳快速注入含 ５％葡萄糖和 ４０ｍｍｏｌ·
Ｌ－１Ｌ赖氨酸的外水相中，涡旋震荡形成水包油包
水（Ｗ／Ｏ／Ｗ）型复乳，将复乳转移至２５０ｍＬ锥形瓶
中，置于３７℃水浴上，同时表面通氮气除去有机溶
剂，即得ＰＭＢＭＶＬｓ混悬液。最后取 ＰＭＢＭＶＬｓ混
悬液，与等体积生理盐水混匀，３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
５ｍｉｎ，收集沉淀部分，用生理盐水同法洗涤沉淀 ３
次并稀释至适当浓度即得ＰＭＢＭＶＬｓ样品。
２２　ＰＭＢ含量测定方法的建立及包封率测定
２２１　色谱条件　色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸ
ＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢＣ１８（４６ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ）；流动相
为硫酸钠溶液（取４４６ｇ无水硫酸钠溶解在９００ｍＬ
水中，用稀磷酸调节 ｐＨ值至 ２３后用水稀释至
１０００ｍＬ）乙腈（８０∶２０）；柱温为３０℃；检测波长为
２１５ｎｍ；进样量为２０μＬ；流速为１０ｍＬ·ｍｉｎ－１。
２２２　供试品溶液制备　精密量取１ｍＬＰＭＢＭＶ
Ｌｓ混悬液至５ｍＬ量瓶中，加入体积分数１０％ Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ１００溶液２ｍＬ，摇匀后超声破乳１０ｍｉｎ，加流动相定
容至刻度，摇匀后经０４５μｍ微孔滤膜过滤即得。
２２３　专属性考察　以不含ＰＭＢ的空白ＭＶＬｓ作
为空白溶液，以ＰＭＢ溶液作为对照品溶液，以ＰＭＢ
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ＭＶＬｓ混悬液作为样品溶液，按“２２１”项下色谱条
件进样测定，记录色谱图（图１）。由图１可见，硫酸
多黏菌素Ｂ１、Ｂ２、Ｂ１Ｉ峰的保留时间分别约为３４、１５、
２７ｍｉｎ，本研究以主要成分Ｂ１为分析对象，其峰形良
好，空白 ＭＶＬｓ中 ＤＯＰＣ、ＣＨ和三辛酸甘油酯等脂
质材料对ＰＭＢ的测定无干扰，表明该分析方法具有
良好的专属性。

化合物１－ＰＭＢＢ２；化合物２－ＰＭＢＢ１Ｉ；化合物３ＰＭＢＢ１。

ｃｏｍｐｏｕｎｄ１－ＰＭＢＢ２；ｃｏｍｐｏｕｎｄ２－ＰＭＢＢ１Ｉ；ｃｏｍｐｏｕｎｄ３ＰＭＢＢ１．

图１　硫酸多黏菌素Ｂ（ＰＭＢ）对照溶液（Ａ）、硫酸多黏菌素
Ｂ多囊脂质体（ＰＭＢＭＶＬｓ）供试品溶液（Ｂ）和空白 ＭＶＬｓ溶
液（Ｃ）的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）图
Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＰＭＢｃｏｎｔｒｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ａ），
ＰＭＢＭＶＬｓｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｂ），ａｎｄＢｌａｎｋＭＶＬｓｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｃ）

２２４　线性考察和进样精密度考察　取 ００１、
０１０、０２０、０５０、１０、１５０、２００ｍｇ·ｍＬ－１系列质量
浓度的ＰＭＢ对照品溶液，按“２２１”项下色谱条件分
别进样检测。选择纵坐标为峰面积（Ａ），横坐标为质
量浓 度 （ρ）进 行 线 性 回 归，得 回 归 方 程 为
Ａ＝９６２８３３２ρ－００６４９６（ｒ２＝０９９９９７）。表明ＰＭＢ

在００１～２００ｍｇ·ｍＬ－１内线性关系良好，可用于
ＰＭＢ质量浓度的计算。取１０ｍｇ·ｍＬ－１的 ＰＭＢ对
照品溶液按照“２２１”项下色谱条件连续重复进样６
次，ＰＭＢ峰面积相对标准偏差（ＲＳＤ）值为０１７％，小
于２％，表明该分析方法进样精密度良好。
２２５　准确度考察　精密称取 ＰＭＢ原料药
５０ｍｇ，加流动相稀释制成质量浓度为 ５０ｍｇ·
ｍＬ－１的 ＰＭＢ储备液。取空白 ＭＶＬｓ混悬液２ｍＬ，
分别加入ＰＭＢ储备液１０、２０、４０ｍＬ至１０ｍＬ量
瓶中，加入体积分数１０％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００溶液２ｍＬ破
乳，加流动相定容至刻度，配制成质量浓度为０５、
１０、２０ｍｇ·ｍＬ－１的溶液各３份，按“２２１”项下
色谱条件分别进样测定。结果表明，低、中、高３个
质量浓度的平均回收率分别为 ９６６４％、９４４２％、
９６４３％，回收率的ＲＳＤ均值为０２５％，表明该方法
准确度良好。

２２６　包封率测定　根据文献［１１１２］采用低速
离心法测定多囊脂质体的包封率。取 ＰＭＢＭＶＬｓ
混悬液 ２ｍＬ置于 １０ｍＬ量瓶内，加入体积分数
１０％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００溶液２ｍＬ破乳，再加入生理盐水
定容至刻度，按“２２１”项下色谱条件进样测定，测
得ＰＭＢＭＶＬｓ中总药含量为Ｍ总。另取同批次同体
积的ＰＭＢＭＶＬｓ混悬液于３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ
后弃去上清液，将沉淀用生理盐水洗涤３次，将沉淀
转移至１０ｍＬ量瓶内，加入体积分数１０％ ＴｒｉｔｏｎＸ
１００溶液２ｍＬ破乳，再加入生理盐水定容至刻度，
测定包封药物含量即 Ｍ包。按公式 １计算包封率
（ＥＥ）。

ＥＥ（％）＝
Ｍ包
Ｍ总
×１００％ 公式（１）

２３　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ设计效应面法优化处方
在综合分析了预实验结果和相关文献实验结果

的基础上［１３１５］，确定３个影响 ＰＭＢＭＶＬｓ包封率的
主要因素：ＤＯＰＣ与 ＣＨ质量比（Ａ）、ＤＯＰＣ与三辛
酸甘油酯质量比（Ｂ）和外水相中Ｌ赖氨酸的物质的
量（Ｃ）作为考察对象，采用 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面法
设计实验，每个因素３个水平，以包封率为评价指标
（Ｙ），具体因素与水平见表１。采用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ１３
软件生成 １７组试验方案筛选最优处方，ＢｏｘＢｅ
ｈｎｋｅｎ设计与结果见表２。
２３１　模型拟合及方差分析　利用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ
１３软件对各因素及响应值进行回归分析，得到拟合
方程为 Ｙ＝３９９４４４－０３１４２５Ａ＋０１４９Ｂ－０７１７２５
Ｃ＋０６１２５ＡＢ＋２０１６ＡＣ－０９４４５ＢＣ－７０４６７Ａ２－
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５８６７２Ｂ２－６３７４７Ｃ２（ｒ２＝０９８６７，Ｐ＜００１，失拟项
Ｐ＞００５）。由 表 ３方 差 分 析 结 果 可 知，模 型
Ｐ＜００１，表明达到极其显著的水平。失拟项
Ｐ＞００５，表明该方程能很好拟合和预测各因素与Ｙ
的关系。此外，该模型相关系数较高（ｒ２＝０９８６７），
变异系数（ＣＶ）为３５２％，小于＜４％，表明所拟合的
模型具有很高的精密度和适用性，可用此模型对

ＰＭＢＭＶＬｓ进行预测和分析。
２３２　响应面优化与预测　实验数据分析采用
ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ１３软件，为追求 Ｙ的最大化，对模型
进一步处理，绘制各因素对 Ｙ的等高线图和３Ｄ效
应面图（图２）。由图２效应面图可知，包封率随着
ＤＯＰＣ与 ＣＨ质量比、ＤＯＰＣ与三辛酸甘油酯质量
比和 Ｌ赖氨酸物质的量浓度的增加先增加后减
小。本实验以更高的包封率为筛选目标，通过响

应面优化预测最佳处方是：ＤＯＰＣ∶ＣＨ＝２００∶１，
ＤＯＰＣ∶三辛酸甘油酯 ＝４０３∶１，Ｌ赖氨酸物质的量
浓度为３８７６ｍｍｏｌ·Ｌ－１，模型预测包封率为
３９９７％。

表１　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面法的因素水平设计表
Ｔａｂ１　ＴｈｅｄｅｓｉｇｎｏｆｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｂｙＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎｍｅｔｈｏｄ

Ｌｅｖｅｌ
Ａ

ＤＯＰＣ∶ＣＨ（ｍ∶ｍ）

Ｂ

ＤＯＰＣ∶Ｔｒｉｃａｐｒｙｌｉｎ（ｍ∶ｍ）

Ｃ

ＬＬｙｓｉｎｅ／ｍｍｏｌ·Ｌ－１

－１ １５∶１ ２∶１ ２０

０ ２∶１ ４∶１ ４０

１ ２５∶１ ６∶１ ６０

表２　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ效应面法优化 ＰＭＢＭＶＬｓ处方的实验设
计与结果

Ｔａｂ２　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇｔｈｅｆｏｒ
ｍｕｌａｔｉｏｎｏｆＰＭＢＭＶＬｓｂｙＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎｍｅｔｈｏｄ

Ｎｏ． Ｒｕｎ Ｆａｃｔｏｒ１（Ａ） Ｆａｃｔｏｒ２（Ｂ） Ｆａｃｔｏｒ３（Ｃ） ＥＥ／％（Ｙ）

６ １ ２５ ４ ２０ ２５３０４

４ ２ ２５ ６ ４０ ２７３７３

１５ ３ ２ ４ ４０ ３９６８２

１ ４ １５ ２ ４０ ２７９１３

１３ ５ ２ ４ ４０ ３９０９２

７ ６ １５ ４ ６０ ２３７１０

１７ ７ ２ ４ ４０ ４１１４６

１２ ８ ２ ６ ６０ ２５５９９

１０ ９ ２ ６ ２０ ２９２２４

３ １０ １５ ６ ４０ ２７８６６

２ １１ ２５ ２ ４０ ２４９７０

５ １２ １５ ４ ２０ ２８８７５

１４ １３ ２ ４ ４０ ３８９１８

９ １４ ２ ２ ２０ ２７９１７

８ １５ ２５ ４ ６０ ２８２０３

１６ １６ ２ ４ ４０ ４０８８４

１１ １７ ２ ２ ６０ ２８０７０

表３　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ效应面法方差分析结果
Ｔａｂ３　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｂｙＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎｍｅｔｈｏｄ

Ｓｏｕｒｃｅ　 Ｓｕｍｏｆｓｑｕａｒｅｓ ｄｆ Ｍｅａｎｓｑｕａｒｅ Ｆ Ｐ

Ｍｏｄｅｌ ６１２８２ ９ ６８０９ ５７５６ ＜００００１

Ａ ０７９００ １ ０７９００ ０６６７９ ０４４０７

Ｂ ０１７７６ １ ０１７７６ ０１５０１ ０７０９９

Ｃ ４１２ １ ４１２ ３４８ ０１０４４

ＡＢ １５０ １ １５０ １２７ ０２９７２

ＡＣ １６２６ １ １６２６ １３７４ ０００７６

ＢＣ ３５７ １ ３５７ ３０２ ０１２６０

Ａ２ ２０９０８ １ ２０９０８ １７６７５ ＜００００１

Ｂ２ １４４９４ １ １４４９４ １２２５３ ＜００００１

Ｃ２ １７１１０ １ １７１１０ １４４６５ ＜００００１

Ｒｅｓｉｄｕａｌ ８２８ ７ １１８

Ｌａｃｋｏｆｆｉｔ ４１０ ３ １３７ １３１ ０３８７０

Ｐｕｒｅｅｒｒｏｒ ４１８ ４ １０４

Ｃｏｒｔｏｔａｌ ６２１１０ １６

２３３　最优处方的验证　为进一步验证所建立模
型预测结果与实际实验结果是否相符，以软件预测

的最优处方平行制备３批 ＰＭＢＭＶＬｓ混悬液，测定
包封率为（４０３７±０４８）％。实测值与预测值的相
对误相对偏差小于２％，说明模型拟合成功，该制备
处方条件稳定可靠。

２４　ＰＭＢＭＶＬｓ质量评价
２４１　形态　利用光学显微镜观察 ＰＭＢＭＶＬｓ粒
子形态，图３中可见ＰＭＢＭＶＬｓ形状呈球形，内部由
许多紧密排列的非同心囊泡构成，大小较均匀，无磷

脂碎片。

２４２　粒径和电位　采用激光粒度仪测定 ＰＭＢ
ＭＶＬｓ的粒径，测得平均粒径为（５８４±１４２）μｍ，粒
度分布较均匀。Ｚｅｔａ电位为（－２６７７±０５５）ｍＶ，
Ｚｅｔａ电位的绝对值大于２５ｍＶ，说明ＰＭＢＭＶＬｓ的结
构具有良好的动力学稳定性。见图４。
２４３　包封率　按照最优处方和制备工艺平行制
备３批 ＰＭＢＭＶＬｓ混悬液，按“２２７”项下方法测
定包封率，测得 ＰＭＢＭＶＬｓ纯化后包封率为
（６９５２±１５３）％，ＲＳＤ为２２０％，表明按该处方制
备的 ＰＭＢＭＶＬｓ混悬液可获得高的包封率且重现
性好。

２４４　稳定性　将ＰＭＢＭＶＬｓ混悬液分别于４和
２５℃条件下放置３０ｄ，分别在０、１０、２０、３０ｄ取样，
观察其外观变化，并测定其粒径和包封率，具体考察

结果见表４。结果显示，４℃放置１个月后脂质体沉
淀，轻摇后呈白色半透明均匀状混悬液，包封率和粒

径变化不大，表明 ＰＭＢＭＶＬｓ混悬液在 ４℃下储
·３２６·
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图２　各因素对ＰＭＢＭＶＬｓ混悬液包封率影响的响应面和等高线
Ｆｉｇ２　ＲｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅａｎｄｃｏｎｔｏｕｒｏｆｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｖａｒｉｏｕｓｆａｃｔｏｒｓｏｎＰＭＢＭＶＬｓｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

图３　ＰＭＢＭＶＬｓ放大２００倍（Ａ）和放大４００倍（Ｂ）的显微
镜图

Ｆｉｇ３　Ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｏｆｔｈｅ×２００（Ａ）ａｎｄ×４００（Ｂ）ｏｆｔｈｅ
ＰＭＢＭＶＬｓ

存１个月稳定性良好。２５℃放置１个月后脂质体
沉淀较多，出现团状聚集，且轻摇不易消失，包封率

下降约１０％，粒径增大约５０％，表明 ＰＭＢＭＶＬｓ混
悬液不宜在室温条件下储存。

Ｄｖ（１０）、Ｄｖ（５０）、Ｄｖ（９０）分别表示累计粒度分布数达到１０％、５０％、９０％时所

对应的粒径。

Ｄｖ（１０），Ｄｖ（５０），ａｎｄＤｖ（９０）ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｓｃｏｒｒｅ

ｓｐｏｎｄｉｎｇｔｏｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓｏｆ１０％，５０％，ａｎｄ９０％．

图４　ＰＭＢＭＶＬｓ粒径分布图（Ａ）和表面Ｚｅｔａ电位图（Ｂ）
Ｆｉｇ４　Ｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ（Ａ）ａｎｄＺｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌ（Ｂ）ｏｆ
ＰＭＢＭＶＬｓ

２４５ 　 体外释放 　 通 过 透 析 法［１６１７］研 究

ＰＭＢＭＶＬｓ混悬液及 ＰＭＢ原料药的体外释放行为。
精密量取ＰＭＢＭＶＬｓ混悬液和ＰＭＢ溶液　　　　
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表４　ＰＭＢＭＶＬｓ混悬液稳定性考察结果。ｎ＝３
Ｔａｂ４　ＳｔｏｒａｇｅｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＰＭＢＭＶＬｓｎ＝３

ｔ／ｄ
４℃ ２５℃

ＥＥ／％ Ｓｉｚｅ／μｍ ＥＥ／％ Ｓｉｚｅ／μｍ

０ ６８８６ ５４２ ６８８６ ５４２
１０ ６８２５ ５５８ ６６２４ ５６０
２０ ６６１０ ６０８ ６５２２ ７３７
３０ ６５１１ ７４３ ５４４９ １２３０

（与ＰＭＢＭＶＬｓ混悬液药物质量浓度等量）各５ｍＬ
添加到经预处理过的透析袋（截留相对分子质量

Ｍｗ＝１４０００）内，置于盛有 ３０ｍＬ磷酸盐缓冲液
（ＰＢＳ，ｐＨ７４）释放介质中，于３７℃下１００ｒ·ｍｉｎ－１持
续搅拌，分别在０５、１、２、４、８、１２、２４、４８、７２、９６ｈ时取样
１０ｍＬ，并补加等体积的新鲜释放介质（平行操作３
份）。分别测定各时间点释放出ＰＭＢ的含量，以零时
刻包封药量为１００％药量，计算累积释放度，绘制释放
曲线图，并利用拟合方程对ＰＭＢＭＶＬｓ混悬液和ＰＭＢ
溶液在ｐＨ７４条件下释药行为进行模型拟合分析。

结果见图５，ＰＭＢ溶液在 ＰＢＳ（ｐＨ７４）释放介
质中于８ｈ时基本释放完全。ＰＭＢＭＶＬｓ混悬液在
ＰＢＳ中于 ２、１２、２４、７２ｈ分别释放约 １５％、５５％、
６５％、８２％，在 ７２ｈ时基本释放完全，且无突释效
应，表明其具有缓释作用。累积释药曲线方程拟合

结果见表５，ＰＭＢＭＶＬｓ混悬液和ＰＭＢ原料药在ｐＨ
７４释放介质中符合一级释放动力学模型。

图５　ＰＭＢ溶液与ＰＭＢＭＶＬｓ混悬液在ｐＨ７４释放介质中
体外释放曲线。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ５　ＩｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆｆｒｅｅＰＭＢａｎｄＰＭＢＭＶＬｓｉｎ
ｐＨ７４ｒｅｌｅａｓｅｍｅｄｉｕｍ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

２５　体外抗菌活性研究
配制ＬＢ、ＴＳＢ液体培养基和固体培养基，对其

进行１２０℃高压蒸汽灭菌后于４℃条件下储存。用
无菌生理盐水将大肠杆菌（Ｅｃｏｌｉ）和铜绿假单胞菌
（Ｐａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）菌液稀释至１×１０６和４×１０６ＣＦＵ·
ｍＬ－１。其中，ＬＢ作为 Ｅｃｏｌｉ的培养基，ＴＳＢ作为
Ｐａｅｒｕｇｉｎｏｓａ的培养基。

表５　体外释放曲线拟合模型的结果
Ｔａｂ５　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｆｉｔｔｉｎｇｍｏｄｅｌｓｆｏｒｉｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅｐｒｏｆｉｌｅ

Ｆｉｔｔｉｎｇ　　
ｍｏｄｅｌｓ　　

Ｆｉｔｓｔｈｅｅｑｕａｔｉｏｎ

ＰＭＢ　　　 ＰＭＢＭＶＬｓ　　

ＺｅｒｏｏｒｄｅｒｒｅｌｅａｓｅＭ＝６３５７６７ｔ＋３７４２４４２
（ｒ２＝０７６８８２）

Ｍ＝１０６９０４ｔ＋２２７２１１４
（ｒ２＝０７３４８５）

ＦｉｒｓｔｏｒｄｅｒｒｅｌｅａｓｅＭｔ＝９８６２６６１（１ｅ－０４３１９２ｔ）
（ｒ２＝０９９５９４）

Ｍｔ＝８１８６０５３（１ｅ－００９０９ｔ）
（ｒ２＝０９８６７２）

Ｈｉｇｕｃｈｉ Ｍｔ＝２８６５０６６Ｘ１／２＋１１０１９８４
（ｒ２＝０９０５７６）

Ｍｔ＝１０７６９０４Ｘ１／２＋５１２９７８
（ｒ２＝０９１４５７）

２５１　最低抑菌浓度和最低杀菌浓度的测定　采
用微量稀释法［１８１９］测定最低抑菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）。分别向 ９６孔板中加
入１００μＬ上述稀释后的菌液，再将 ＰＭＢ溶液和
ＰＭＢＭＶＬｓ分别用已经灭菌的 ＬＢ和 ＴＳＢ溶液倍比
稀释后取１００μＬ分别加入各孔中。设置阴性对照
孔（仅加培养基和菌液）和空白对照孔（加培养基、

菌液和对应浓度的空白 ＭＶＬｓ），将 ９６孔板置于
３７℃恒温箱中孵育２４ｈ。在黑色背景下先观察有
细菌生长孔为混浊，眼观无细菌生长孔所含药物浓

度即为该药物的ＭＩＣ。为了进一步确定最低杀菌浓
度（ｍｉｎｉｍｕｍｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＢＣ），分别
吸取上述 ９６孔板中未见细菌生长孔的培养物
１００μＬ，移种至不含药的固体ＬＢ和ＴＳＢ培养基上，
３７℃倒置培养２４ｈ，观察有无细菌生长，用活菌计
数法检测平皿上的菌落，平均数小于５个菌落的最
小稀释度的药物浓度即为该药的ＭＢＣ。

由图６～７可知，ＰＭＢ原料药组和 ＰＭＢＭＶＬｓ
制剂组对 Ｅｃｏｉｌ的 ＭＩＣ为 ４μｇ·ｍＬ－１，ＭＢＣ为
８μｇ·ｍＬ－１；对Ｐａｅｒｕｇｉｎｏｓａ的ＭＩＣ为８μｇ·ｍＬ－１，
ＭＢＣ为３２μｇ·ｍＬ－１。
２５２　细菌生长抑制率的测定　采用微量稀释法
测定各组细菌生长抑制率。本研究以加入培养基作

为阴性对照组，空白ＭＶＬｓ作为空白对照组，给药剂
量和菌液浓度同“２５１”项下，将９６孔板于３７℃
下孵育２４ｈ后，使用酶标仪测定６００ｎｍ下的光密
度值（ＯＤ６００ｎｍ），按照公式２计算细菌生长抑制率。

细菌生长抑制率（％）＝
ＯＤＮ－ＯＤＤ
ＯＤＮ

公式（２）

其中，ＯＤＮ为阴性对照组ＯＤ６００ｎｍ光密度值，ＯＤＤ
是添加药物组ＯＤ６００ｎｍ光密度值。

由图８可知，在一定浓度范围内，ＰＭＢ原料药
组和 ＰＭＢＭＶＬｓ制剂组的细菌生长抑制率随药物
浓度增加而增大，表明两者抑菌作用均具有一定的

浓度依赖性，且在低浓度时，ＰＭＢＭＶＬｓ制剂组表现
出更好的抑菌效果。

·５２６·
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图６　不同浓度ＰＭＢ和ＰＭＢＭＶＬｓ的最低抑菌浓度（ＭＩＣ）考察
Ｆｉｇ６　ＳｔｕｄｙｏｎｔｈｅＭＩＣｏｆＰＭＢａｎｄＰＭＢＭＶＬＳａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

Ａ－Ｅｃｏｉｌ；Ｂ－Ｐａｅｒｕｇｉｎｏｓａ。

Ａ－Ｅｃｏｉｌ；Ｂ－Ｐａｅｒｕｇｉｎｏｓａ．

图７　不同浓度ＰＭＢ和ＰＭＢＭＶＬｓ的最低杀菌浓度（ＭＢＣ）考察
Ｆｉｇ７　ＳｔｕｄｙｏｎｔｈｅＭＢＣｏｆＰＭＢａｎｄＰＭＢＭＶＬＳａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

与空白ＭＶＬｓ组比，１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１。
１）Ｐ＜００５，２）Ｐ＜００１，ｖｓＢｌａｎｋＭＶＬｓｇｒｏｕｐ．

图８　ＰＭＢ原料药组和ＰＭＢＭＶＬｓ制剂组２４ｈ细菌生长抑制率的测定。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ８　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｂａｃｔｅｒｉａｌｇｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅａｔ２４ｈ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
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２５３　细菌生长抑制率时间曲线　为进一步研
究 ＰＭＢ和 ＰＭＢＭＶＬｓ对两种细菌生长抑制作用
随时间变化情况，本研究分别设置 ７个浓度梯
度，给药剂量和菌液浓度同“２５１”项下。分别
于０、１、２、４、８、１２、２４ｈ使用酶标仪检测各孔
ＯＤ６００值，计算细菌生长抑制率，以细菌生长抑制
率时间作图。

从图９可以看出，ＰＭＢ原料药组各浓度溶液对
Ｅｃｏｌｉ的抑制情况在给药４ｈ后抑制率变化不明显，
而ＰＭＢＭＶＬｓ制剂组在２４ｈ内抑制率均呈逐渐上
升趋势。由图９可知，随着时间延长，ＰＭＢ原料药
组对Ｐａｅｒｕｇｉｎｏｓａ生长抑制率逐渐趋于平稳，于给
药后８ｈ变化不大，而 ＰＭＢＭＶＬｓ组在给药后 ８ｈ
抑制率呈逐渐上升趋势。

图９　ＰＭＢ原料药组和ＰＭＢＭＶＬｓ制剂组细菌生长抑制率时间的测定
Ｆｉｇ９　ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｉｍｅｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆＧｒａｍｎｅｇａｔｉｖｅｂａｃｔｅｒｉａ

２６　材料安全性考察
采用体外红细胞溶血实验考察多囊脂质体辅料

安全性。取一定量的ＰＭＢＭＶＬｓ混悬液。按表６配
比量依次加入２％红细胞混悬液、纯化水、生理盐水
和ＰＭＢＭＶＬｓ于７支试管中，摇匀后置３７℃恒温水
浴中连续观察 ３ｈ，随后，将各试管中样品离心
（２５００ｒ·ｍｉｎ－１，６ｍｉｎ）后取上清液，采用紫外—可
见分光光度计，在５４１ｎｍ波长下测定各管样品的光
密度，以添加纯化水为阳性对照组，生理盐水为阴性

对照组，平行测定３次，根据公式３计算红细胞溶
血率。

红细胞溶血率（％）＝
ＯＤ药物组 －ＯＤ阴性对照组
ＯＤ阳性对照组 －ＯＤ阴性对照组

×

１００％ 公式（３）
其中，ＯＤ药物组、ＯＤ阴性对照组和ＯＤ阳性对照组分别添加

各浓度ＰＭＢＭＶＬｓ药液组、阴性对照组和阳性对照
组在５４１ｎｍ波长下测得光密度值。

由表６和图１０可知：各试管置于３７℃恒温孵
育３ｈ后，ＰＭＢＭＶＬｓ组和生理盐水组上层液体透
明澄清，均无溶血及红细胞凝聚现象，而第７管阳
性对照管内液体红色澄明，管底无红细胞残留，表

明全部溶血。红细胞溶血率数据结果表明，当

ＰＭＢＭＶＬｓ脂质体粒子质量浓度在 ２０～４０μｇ·
ｍＬ－１时，其红细胞溶血率为 ０９２％ ～０２５％，小
于２％，该结果与肉眼观察结果一致，表明 ＰＭＢ
ＭＶＬｓ在３ｈ内不发生溶血或凝聚，因此，ＰＭＢＭＶ
Ｌｓ可以注射使用。
２７　数据计算及统计分析

采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９００软件进行统计学
分析。所有数据结果以均以平均值 ±标准差
（珋ｘ±ｓ）表示，经 ｔ检验或采用单因素方差分析，
对所得数据进行统计学分析。其中，Ｐ＜００５
时，判定为有显著统计学差异，Ｐ＜００１时，为有
极显著性差异。
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表６　ＰＭＢＭＶＬｓ溶血性实验结果
Ｔａｂ６　ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆｈｅｍｏｌｙｔｉｃｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｏｆＰＭＢＭＶＬｓ

Ｉｔｅｍ　　　　　　　
Ｔｕｂｅｎｕｍｂｅｒ

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７

２％ ＲＢＣｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ／ｍＬ ２５ ２５ ２５ ２５ ２５ ２５ ２５

Ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ／ｍＬ ２０ ２１ ２２ ２３ ２４ ２５ ０

Ｐｕｒｉｆｉｅｄｗａｔｅｒ／ｍＬ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ２５

ＰＭＢＭＶＬｓ／ｍＬ ０５ ０４ ０３ ０２ ０１ ０ ０

０ｈ － － － － － － ＋＋

１ｈ － － － － － － ＋＋

３ｈ － － － － － － ＋＋

注：－－无溶血：红细胞全部下沉，上清液无色澄明；＋＋－全部溶血：溶液呈澄明红色，管底无红细胞残留。

Ｎｏｔｅ：－－Ｎｏｈｅｍｏｌｙｓｉｓ：Ａｌｌｒｅｄｂｌｏｏｄｃｅｌｌｓｓｉｎｋ，ａｎｄｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｉｓｃｏｌｏｒｌｅｓｓａｎｄｃｌｅａｒ；＋＋－Ｃｏｍｐｌｅｔｅｈｅｍｏｌｙｓｉｓ：Ｔｈｅｓｏｌｕｔｉｏｎａｐｐｅａｒｓｃｌｅａｒｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｅｓｉｄｕａｌｒｅｄ

ｂｌｏｏｄｃｅｌｌｓａｔｔｈｅｂｏｔｔｏｍｏｆｔｈｅｔｕｂｅ．

编号１～７对应表６中试管编号及配比。

Ｎｕｍｂｅｒｓ１－７ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｔｏｔｈｅｔｅｓｔｔｕｂｅｎｕｍｂｅｒｓｉｎＴａｂ．６．

图１０　不同浓度ＰＭＢＭＶＬｓ溶血情况观察图（Ａ）及红细胞
溶血率测定结果（Ｂ）。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１０　ＰＭＢＭＶＬｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（Ａ）ａｎｄｈｅｍｏｌ
ｙｓｉｓｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ（Ｂ）．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

３　讨　论
抗生素耐药已成为全球面临的严重公共卫生挑

战之一，多黏菌素 Ｂ由于保留了对多重耐药性革兰
阴性菌的抗菌活性，使其作为治疗革兰阴性菌的最

后一道防线而再次被重视［２０２２］。本研究以模型药

物ＰＭＢ为研究对象，以 ＭＶＬｓ作为载体材料，成功
构建了一种 ＰＭＢＭＶＬｓ新型给药系统。与普通脂
质体相比，多囊脂质体生物相容性好［２３］，稳定性高，

能够在给药部位形成药物贮库，延长药物的释放

时间［２４２５］。

本研究采用复乳法制备 ＰＭＢＭＶＬｓ，在参阅文
献［１３１５］的基础上，通过预实验和单因素筛选及
ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ效应面法，对影响 ＰＭＢＭＶＬｓ制备过
程中重要的处方工艺因素进行优化，大大提高了

ＰＭＢＭＶＬｓ的包封率。ＰＭＢ属于水溶性药物，普通
脂质体对水溶性药物的包封率偏低［２６］。Ｋｏｎｇ等［２７］

采用薄膜分散法和逆相蒸发法制备的硫酸多黏菌素

Ｅ普通脂质体包封率仅为３４１２％和５１７６％。而
ＭＶＬｓ具有较大的水相包封容积，适合包封水溶性
药物。本实验将ＰＭＢ包封于 ＭＶＬｓ中，将平均包封
率提高至 ６９５２％，解决了 ＰＭＢ包封率偏低的问
题，同时也为提高其他水溶性药物的包封率奠定了

基础。

本实验通过体外释放实验验证，ＰＭＢＭＶＬｓ体
外持续释放达７２ｈ，无突释现象，具有良好的缓释
效应。作为一种良好的缓释制剂，除了具有良好

的缓释性能外，稳定性亦非常重要。本实验将以

最佳处方和工艺制备的 ＰＭＢＭＶＬｓ放置在４℃冰
箱中保存 １个月，稳定性良好。但由于其平均粒
径为５８４μｍ，粒径较大，制备和存储过程中容易
发生自发聚集和沉降，在一定程度上影响了脂质

体的稳定性［２８］，因此，可采用真空冷冻干燥技术，

将其制成 ＰＭＢＭＶＬｓ冻干粉末，以进一步提高其
稳定性。

本研究以 ２４ｈ细菌生长抑制率为指标考察
ＰＭＢＭＶＬｓ的体外抗菌活性，对比 ＰＭＢ原料药和
ＰＭＢＭＶＬｓ制剂对 Ｅｃｏｌｉ和 Ｐａｅｒｕｇｉｎｏｓａ生长的
抑制作用，结果发现低浓度时 ＰＭＢＭＶＬｓ具有更
好的抗菌效果，但并没有显著的提高；通过考察

相同药物剂量下，不同时间点的 ＰＭＢ原料药和
ＰＭＢＭＶＬｓ的细菌生长抑制率发现，ＰＭＢ原料药
组的细菌生长抑制率随时间延长趋于平稳，而

ＰＭＢＭＶＬｓ制剂组随时间延长抑制率逐渐增加，
ＰＭＢＭＶＬｓ在２４ｈ达到与 ＰＭＢ原料药相同的抗
菌效果。结合释放特性分析，ＰＭＢＭＶＬｓ在 ２４ｈ
的累积释放率约为 ６５％，并未达到完全释放，说
明 ＰＭＢＭＶＬｓ具有更好的抗菌活性。通过红细
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胞溶血性实验对 ＰＭＢＭＶＬｓ制剂的安全性进行
初步考察，结果表明在其抗菌活性范围内无溶血

风险。

综上所述，本研究成功制备了具有缓释作用的

ＰＭＢＭＶＬｓ，与ＰＭＢ原料药相比，ＰＭＢＭＶＬｓ明显延
长了药物的作用时间，增强了抗菌活性。因此，多囊

脂质体作为抗生素的缓释给药体系值得进一步研

究，对于减少给药次数、降低毒性、提高患者依从性

具有潜在的应用前景。
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