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响应面分析法优化蜂胶黄酮脂质体制备工艺
袁 菊，张亚宁，范云鹏，胡元亮，王远垒，赵晓娟，王德云*

(南京农业大学中兽医学研究室，江苏 南京 210095)

摘 要：目的：优选蜂胶黄酮脂质体制备的的最佳条件。方法：采用乙醇注入法制备蜂胶黄酮脂质体，在单因素试

验基础上，以脂药比、膜材比、注入速度为影响因素，包封率为响应值，利用Box-Behnken试验设计原理，采用3因
素3水平的响应面分析法，对蜂胶黄酮脂质体制备工艺进行优化。结果：蜂胶黄酮脂质体的最佳制备条件为脂药比

9.6:1、膜材比8.5:1、注入速度0.8mL/min。结论：采用最佳条件制备的蜂胶黄酮脂质体包封率较高，验证实验测得

蜂胶黄酮脂质体的包封率为91.67%，与模型预测值相对误差为0.086%，重现性好。
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蜂胶黄酮(propolis flavone，PF)是蜂胶中所含的主要

有效成分之一，具有抗氧化、抗病原微生物、抗炎、抗感

染、抗过敏、抗肿瘤和增强免疫功能等广泛的生物学功能

和药理学作用[1-3]。黄酮自身并不稳定，黄酮类化合物的

抗氧化作用主要是通过自身的优先氧化来避免其他成分被

氧化实现的[4]，而蜂胶黄酮的不稳定性又在很大程度上影

响着蜂胶提取物的贮藏、使用和其功效的发挥。为了更好

地开发利用蜂胶的药理作用，对蜂胶新剂型的研究逐渐成

为热点。近年研究表明，将药物制成脂质体可有效地提高

它在体内的吸收，显著改善其生物有效性[5-6]。脂质体是

一种新型的靶向制剂[7]，具有无毒、无免疫原性、缓释、

可降解等优点，对脂溶性药物包封性良好[8]，是蜂胶黄酮

的一种很好的载体。本研究用响应面试验法对蜂胶黄酮

脂质体的制备条件进行优选，以包封率为指标，筛选出

蜂胶黄酮脂质体的最佳制备工艺，旨在提高蜂胶黄酮的

功效。

1 材料与方法1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

蜂胶 南京某蜂场。

大豆卵磷脂(批号1006S04) 上海太伟磷脂有限公

司；胆固醇(批号20090908) 天津市博迪化学有限公

司；鱼精蛋白(批号 P4380) 美国Sigma公司；Triton-
100 生化级(批号9002-93-1) 上海源叶生物科技有限公

司；无水乙醇、乙酸乙酯、盐酸(均为分析纯) 上海试



2 2012, Vol.33, No.20              食品科学 ※工艺技术

剂一厂。

恒温水浴振荡器 国华企业有限公司；754紫外-可
见分光光度计 上海菁华科技仪器有限公司；SB3200超
声波清洗器 上海新芝生物技术研究所； BS110S型电

子天平 德国Sartorius公司。

1.2 蜂胶黄酮的制备

PF用酸碱沉淀法提取[9]。称取蜂胶100g，用500mL 
95%乙醇溶液浸泡，过滤，取滤液，滴加饱和氢氧化钙

溶液调节pH值至8，过滤，取滤液，立即加入2mol/L盐酸

调节pH值至2，在水浴上加热，挥发至无醇味，用适量乙

酸乙酯萃取处理3次，每次用100mL，合并萃取液，减压

回收乙酸乙酯，蒸发即得PF，用芦丁法[10]测得净含量为

26.8%。

1.3 脂质体制备工艺影响因素考察

1.3.1 膜材比对脂质体包封率的影响

在固定脂药比为10:1，注入速度为1.2mL/min，缓冲

液PBS的温度45℃，水浴超声时间10min条件下，依次

改变卵磷脂和胆固醇的质量比(膜材比)分别为4:1、6:1、
8:1、10:1、12:1时制备脂质体，测脂质体的包封率。

1.3.2 脂药比对脂质体包封率的影响

在膜材比为8:1，其他因素同1.3.1节条件，依次改变卵

磷脂的质量与蜂胶黄酮质量比(脂药比)分别为5:1、10:1、
15:1、20:1、25:1时制备脂质体，测脂质体的包封率。

1.3.3 注入速度对脂质体包封率的影响

在膜材比为8:1，其他因素同1.3.1节条件，依次改变

注入速度分别为0.3、0.6、1.2、2.4、4.8mL/min，测脂质

体的包封率。

1.3.4 缓冲液PBS温度对脂质体包封率的影响

在注入速度0.6mL/min，其他因素同1.3.3节条件，

依次改变缓冲液PBS的温度分别为30、35、40、45、
50℃，测脂质体的包封率。

1.3.5 超声时间对脂质体包封率的影响

在温度40℃，其他因素同1.3.4节条件，对脂质体进

行水浴超声时依次改变超声时间分别为0、10、20、30、
40min时制备脂质体，测脂质体包封率。

1.4 响应面试验设计

表 1 蜂胶黄酮脂质体制备工艺响应面试验设计因素及水平表 1 蜂胶黄酮脂质体制备工艺响应面试验设计因素及水平

Table 1 Coded values and corresponding actual values of the Table 1 Coded values and corresponding actual values of the 

optimization parameters used in response surface analysisoptimization parameters used in response surface analysis

水平

因素

A 脂药比 B 膜材比 C 注入速度/(mL/min)

－1 5:1 6:1
0.3

0 10:1 8:1
0.6

1 15:1 10:1
1.2

在单一因素考察的基础上，确定影响蜂胶黄酮脂

质体包封率的3个主要影响因素，即脂药比、膜材比、

注入速度3个因素，以此3个因素为自变量，每个因素

选择3个水平，以脂质体包封率为响应值，根据Box-
Behnken试验设计原理，采用响应面法优化设计，试验

设计见表1。
1.5 蜂胶黄酮脂质体的制备

按一定比例称取卵磷脂(400mg)、胆固醇和蜂胶黄

酮，溶于10mL的无水乙醇中使其溶解。匀速注入到40℃
缓冲液PBS 20mL(0.01mol/L)中，继续恒温搅拌，除去

有机溶剂直至无乙醇味为止，水浴超声20min，依次过

0.80、0.45μm和0.22μm的微孔滤膜各1次，即得到蜂胶脂

质体溶液，置冰箱4℃保存。

1.6 蜂胶黄酮脂质体包封率

1.6.1 芦丁标准液

精密称取干燥至质量恒定的芦丁标准品14mg加60%
乙醇溶液溶解后定容至50mL，配成0.28mg/mL的溶液。

1.6.2 标准曲线的制作[10]

精密吸取芦丁标准液0.0、0.05、0.1、0.15、0.2、
0.25mL分别置于25mL容量瓶中，各加0.1mol/L的AlCl3溶液 

1mL，再加60%乙醇溶液至刻度，摇匀，反应20min，以不

加芦丁标准品液管为空白，与415nm波长处测定吸光度。

以芦丁标准液浓度为横坐标(X)、吸光度为纵坐标(Y)，绘制

标准曲线。回归方程为：Y =28.034X－0.0068，R2=0.9991。
1.6.3 包封率的测定[11]

吸取0 .8mL脂质体于10mL锥形离心管中，加入

0.8mL鱼精蛋白(10mg/mL)搅匀。静置3min，加入3mL
生理盐水，在室温条件下离心30min(3000r/min)。上清

液以生理盐水定容至10mL，取5mL此溶液，按上述芦

丁标准法测定其吸光度，代入标准回归方程计算得黄

酮含量，即游离药物量。沉淀以3mL 10% Triton-100溶
解，并补充生理盐水至10mL。取5mL此溶液，按上述

芦丁标准法测定其吸光度，代入标准回归方程计算得

黄酮含量，即包埋药物量。脂质体包封率按照下列公

式计算：

EN/%=(1－Cf)/C总×100

式中：EN为脂质体包封率；Cf为游离黄酮含量；C总

为脂质体悬液中包封黄酮量与游离黄酮量之和。

1.7 验证实验

根据优化后的最佳工艺，重新制备3批PF脂质体，对

包封率进行测定，观察试验结果与模型符合情况。

2 结果与分析2 结果与分析

2.1 单因素试验

2.1.1 膜材比的影响
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图 1 膜材比对脂质体包封率的影响图 1 膜材比对脂质体包封率的影响

Fig.1 Effect of lecithin/cholesterol mass ratio on the encapsulation Fig.1 Effect of lecithin/cholesterol mass ratio on the encapsulation 

efficiency of PF liposomesefficiency of PF liposomes

由图1可以看出，膜材比对包封率的影响程度较

大，脂质体包封率随着膜材比的增大而增加，当卵磷脂

与胆固醇的质量比为8:1时，脂质体的包封率最高。

2.1.2 脂药比对脂质体包封率的影响
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图 2 脂药比对脂质体包封率的影响图 2 脂药比对脂质体包封率的影响

Fig.2 Effect of lecithin/PF mass ratio on the encapsulation efficiency of Fig.2 Effect of lecithin/PF mass ratio on the encapsulation efficiency of 

PF liposomesPF liposomes

由图2可以看出，脂药比对包封率的影响程度较大，

脂质体包封率随着脂药比的增大而增加，当卵磷脂与药

物质量比10:1时，脂质体的包封率最高。

2.1.3 注入速度的影响
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图 3 注入速度对脂质体包封率的影响图 3 注入速度对脂质体包封率的影响

Fig.3 Effect of injection speed on the encapsulation efficiency of Fig.3 Effect of injection speed on the encapsulation efficiency of 

PF liposomesPF liposomes

由图3可以看出，注入速度对包封率的影响程度较

大，当注入速度为0.6mL/min时，脂质体的包封率最高。

2.1.4 缓冲液PBS的温度的影响

图4表明，随着温度的升高包封率略有增加，可认为

缓冲液温度对包封率的影响程度较小。从节能和方便实

验操作的角度考虑，将缓冲液温度控制在40℃。

50

60

70

80

90

100

30 35 40 45 50
PBS /

/%

图 4 缓冲液PBS温度对脂质体包封率的影响图 4 缓冲液PBS温度对脂质体包封率的影响

Fig.4 Effect of PBS temperature on the encapsulation efficiency ofFig.4 Effect of PBS temperature on the encapsulation efficiency of

PF liposomesPF liposomes

2.1.5 超声时间对脂质体包封率的影响
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图 5 超声时间对脂质体包封率的影响图 5 超声时间对脂质体包封率的影响

Fig.5 Effect of ultrasonic treatment time on the encapsulation Fig.5 Effect of ultrasonic treatment time on the encapsulation 

efficiency of PF liposomesefficiency of PF liposomes

图5表明，水浴超声时脂质体包封率略有增加，但随

着超声时间的延长包封率并没有明显的提高，可认为超

声时间对包封率的影响程度较小，最后选择超声时间为

20min。
2.2 响应面试验  

表 2 Box-Behnken试验设计及结果表 2 Box-Behnken试验设计及结果

Table 2 Box-Behnken experimental design arrangement and Table 2 Box-Behnken experimental design arrangement and 

corresponding resultscorresponding results

编号 A B C 包封率/%
1 －1 0 －1 76.00
2 －1 1 0 82.60
3 1 －1 0 76.90
4 1 0 1 72.10
5 0 1 1 82.04
6 1 1 0 80.15
7 0 －1 －1 76.40
8 1 0 －1 78.25
9 0 －1 1 77.00
10 0 0 0 92.60
11 0 0 0 90.78
12 0 1 －1 80.02
13 0 0 0 91.00
14 0 0 0 91.54
15 －1 －1 0 76.80
16 0 0 0 90.58
17 －1 0 1 79.30

17次试验结果见表2。对试验结果进行响应面分析，经
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过二次回归拟合后，得到蜂胶黄酮脂质体的包封率对脂药

比(A)、膜材比(B)、注入速度(C)的二次多项回归方程为：

Y = 91.30－0.91A+2.21B－0.029C－0.64AB－2.36AC+0.36BC－
7.32A2－4.87B2－7.57C2。

利用Design Expert 7.0软件对表2结果进行多元线性

回归拟合，对模型进行方差分析，结果见表3，由表3可
知，模型P＜0.0001，表示模型极显著，说明该模型成

立，本实验方法可靠。失拟项P=0.2150＞0.05，不显著，

表明回归方程无失拟因素存在，回归方程拟合较好。进

一步说明在试验范围内可以用来解释和预测试验结果。

模型中A对PF脂质体包封率影响显著，B、AC、A2、B2、

C2对PF脂质体包封率的影响极显著。同时，根据F值大小

可推知，膜材比对PF脂质体包封率的影响最大，其次为

脂药比和注入速度，即膜材比＞脂药比＞注入速度。

表 3 响应面方差分析表 3 响应面方差分析

Table 3 Analysis of variance for the fitted mathematical modelTable 3 Analysis of variance for the fitted mathematical model

方差

来源
平方和 df 均方 F值 P值 显著性

模型 700.32 9 77.81 75.33 ＜0.0001 **

A 6.66 1 6.66 6.45 0.0387 *

B 39.21 1 39.21 37.96 0.0005 **

C 6.612×10-3 1 6.612×10-3 6.402×10-3 0.9385

AB 1.63 1 1.63 1.57 0.2499

AC 22.33 1 22.33 21.61 0.0023 **

BC 0.50 1 0.50 0.49 0.5073

A2 225.61 1 225.61 218.42 ＜0.0001 **

B2 99.76 1 99.76 96.58 ＜0.0001 **

C2 241.12 1 241.12 233.44 ＜0.0001 **

残差 7.23 7 1.03

失拟度 4.60 3 1.53 2.34 0.2150

纯误差 2.63 4 0.66

总离差 707.55 16

R2 = 0.9898   R2
Adj =0.9766

注： *. 影响显著，P ＜ 0.05 ；**. 影响极显著，P ＜ 0.01。

2.3 响应面工艺优化分析
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固定水平：脂药比为15:1。
c.膜材比与注入速度

图 6 两因素对蜂胶黄酮脂质体包封率影响的响应面与等高线图 6 两因素对蜂胶黄酮脂质体包封率影响的响应面与等高线

Fig.6 Response surface and contour plots showing the effects of three Fig.6 Response surface and contour plots showing the effects of three 

process parameters on the encapsulation efficiency of PF liposomes process parameters on the encapsulation efficiency of PF liposomes 

利用Design-Expert软件可以做出两两自变量为坐标

的3D图和等高线图(图6)，这些图除了可以直观地反映每

个变量对响应量的影响程度外，还能很好地揭示因素之

间的交互作用。

脂药比与膜材比的响应曲面和等高线(图6a)，该图反

映脂药比和膜材比，以及两者的交互作用对蜂胶黄酮脂

质体包封率的影响。当注入速度在最佳值时，随着脂药

比的增大，蜂胶黄酮脂质体包封率先增大后减小。随着

膜材比的增大，包封率也是先增大后减小。可以确定最

佳水平范围即9.7:1～10.2:1，膜材比为8:1～9:1。脂药比

与注入速度的响应曲面和等高线(图6b)，该图反映脂药

比和注入速度，以及两者的交互作用对蜂胶脂质体包封

率的影响。当膜材比在最佳值时，随着脂药比的增大，

蜂胶黄酮脂质体包封率先增大后减小。随着注入速度的

增大，包封率也是先增大后减小。可以确定最佳水平范

围即脂药比为9.5:1～10:1，注入速度为0.6～0.9mL/min。
膜材比与注入速度的响应曲面和等高线(图6c)，该图反

映膜材比和注入速度因素，以及两者的交互作用对蜂胶

黄酮脂质体包封率的影响。当脂药比在最佳值时，随着

膜材比的增大，蜂胶黄酮脂质体包封率先增大后减小。

随着注入速度的增大，包封率也是先增大后减小。可以

确定最佳水平范围即膜材比为8.3:1～8.7:1，注入速度为

0.6～0.9mL/min。
2.4 条件的优化与验证

通过响应面交互作用分析，优化的脂质体制备条

件为脂药比9.620:1，膜材比8.460:1，注入速度0.757mL/
min，在此条件下制备的蜂胶黄酮脂质体的包封率为

91.5917%。为了操作方便，最佳条件变为脂药比9.6:1，
膜材比8.5:1，注入速度0.8mL/min，按照最佳工艺条件制

备的3批蜂胶黄酮脂质体，测得3批脂质体的包封率依次

为91.98%、91.76%和91.28%，平均包封率为91.67%，与

理论预测值相对误差为0.086%。说明该回归方程与实际

情况拟合较好，表明用响应面法对蜂胶黄酮脂质体制备

的研究是合理可行的。

3 讨论及结论3 讨论及结论

药物包封率是指包裹在脂质体囊中药量占脂质体混

悬液中药物总量的比例，是衡量脂质体制剂质量好坏的

重要指标之一[12]，也是其能否发挥较普遍制剂高效低毒

作用的关键。因此选用蜂胶黄酮脂质体的包封率作为优

化其制备工艺的响应值。

目前制备蜂胶黄酮脂质体的方法主要有薄膜超声

法、乙醇注入法和逆向蒸发法，钙融合法。同本研究采

用的方法相比，逆向蒸发法在制备脂质体的过程中，减

压蒸发至胶状以及第2次减压蒸发至成脂质体悬液反应终

点难以确定，所制得的脂质体质量较差；另外，此法适

用于包裹水溶性药物，蜂胶不属于水溶性药物，故不选

择这种方法。薄膜超声法制备脂质体时，旋转蒸发过程

中不易在瓶底形成均匀的薄膜，会导致脂质体的粒径很

不均一。钙融合法利用由酸性磷脂组成的小囊泡，在钙

存在条件下聚集、相继融合成脂质体。钙融合法[13]的优

点是脂质和所包裹的材料不直接与有害的化学物质或物

理条件接触，主要缺点是需要酸性磷脂，这样会造成脂

质体内不可避免存在微量钙[14]。

本研究以乙醇注入法制备蜂胶黄酮脂质体，并以响

应面设计法进行优化，最佳提取条件为脂药比9.6:1、膜

材比8.5:1、注入速度0.8mL/min，在此条件下制备的蜂胶

黄酮脂质体的包封率为91.67%，同其他方法比较，此方

法所用，成本低，适于工业化生产。响应面法[15]克服了

正交设计只能处理离散的水平值，只能精确到某一个具

体的水平点，而无法找出整个区域上因素的最佳组合和

响应值的最优值的缺陷。本试验根据Box-Behnken设计法

及响应面分析法，利用Design Expert 7.0软件，对蜂胶黄

酮脂质体的制备工艺进行优化，通过对制备条件影响因

素的3D图、等高线图及多元线性回归拟合，对模型进行

方差分析，可以综合得出每个因素对脂质体包封率影响

的最佳组合及响应面的最优值，表明乙醇注入法制备蜂

胶黄酮脂质体真实可信。
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