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水蛭提取物脂质体温敏凝胶制备研究

兆书琪，吴金浩，杨思楠，蒋琪玟，刘华石

黑龙江省中医药科学院中药研究所（哈尔滨 150036）

【摘要】目的  优化水蛭提取物脂质体温敏凝胶的制备工艺，完成制剂基础理化指标考

察。方法  采用薄膜分散法制备水蛭提取物脂质体，以脂质体包封率为评价指标，结合单因

素试验与正交试验筛选最优脂质体处方；测定脂质体粒径、多分散指数及Zeta电位，同步

开展脂质体储存稳定性研究。以最优工艺制得的水蛭提取物脂质体为基质，借助单因素试

验与交叉试验优化温敏凝胶成型处方，并对所得脂质体温敏凝胶开展系统质量评价。结果  
水蛭提取物脂质体最佳处方为卵磷脂浓度40%，卵磷脂与胆固醇质量比4∶1，卵磷脂与药

物质量比15∶1。脂质体包封率为67.37%，载药量为5.39%，平均粒径为（213.68 ± 7.16）nm，

粒度分布为 0.254 ± 0.02，Zeta电位为（-32.05 ± 0.43） mV。水蛭提取物脂质体温敏凝胶最

佳处方为18%泊洛沙姆407，10%泊洛沙姆188，3%丙二醇，20%水蛭提取物脂质体。胶凝

温度（33.1 ± 0.66）℃，产品为乳白色不透明凝胶，常温下黏度（184.7 ± 13.4）mPa·s，加热

至33.5 ℃黏度为（513.9 ± 18.6）mPa·s，pH为4.63 ± 0.04。体外透皮实验中，水蛭提取物脂质体

温敏凝胶的稳态渗透速率（Jss）为46.12 µg/（cm²・h），分别是水蛭提取物温敏凝胶的1.31倍，

水蛭提取物的3.68倍；Jss及9 h累积渗透量比较，3组间差异有统计学意义（P < 0.05），脂

质体温敏凝胶组显著高于普通凝胶组和原药组。结论  水蛭提取物脂质体温敏凝胶的制备工

艺简单可行，易于复制，在接触皮肤时迅速凝结包覆瘢痕表面，达到长效给药的效果。

【关键词】水蛭提取物；脂质体；温敏凝胶；薄膜分散法；正交试验；卵磷脂；胆

固醇

【中图分类号】R944                        【文献标识码】A
Study on the preparation of liposomal thermosensitive gel of leech extract

ZHAO Shuqi, WU Jinhao, YANG Sinan, JIANG Qiwen, LIU Huashi

Institute of Chinese Materia Medica, Heilongjiang Academy of Chinese Medicine Sciences, Harbin 
150036, China
Corresponding author: LIU Huashi, Email: 15645633859@163.com

【Abstract】 Objective  To optimize the preparation process of liposomal thermosensitive 
gel of leech extract and systematically investigate its basic physicochemical properties. Method  

The hydrophilic extract of leech was encapsulated into liposomes by the thin-film dispersion 
method. Using encapsulation efficiency as the evaluation index, the optimal liposome formulation 
was determined through single-factor experiments combined with orthogonal design. The particle 
size, polydispersity index (PDI), and zeta potential of the optimized liposomes were characterized, 
and their storage stability was evaluated. The liposomal thermosensitive gel was then formulated 
with the optimized liposomes as the drug reservoir; its composition was optimized via single-factor 

·论著·一次研究·

DOI: 10.12173/j.issn.2097-4922.202602007
基金项目：黑龙江省自然科学基金项目（LH2022H061）

通信作者：刘华石，硕士，助理研究员，Email：15645633859@163.com

1492

https://dx.doi.org/10.12173/j.issn.2097-4922.202602007


药学前沿  2026 年 9 月第 30 卷第 9 期

https://yxqy.whuznhmedj.com

and cross-over experiments, followed by systematic quality evaluation. Results  The optimal formulation for 
leech extract liposomes was determined to be 40% lecithin concentration, a lecithin-to-cholesterol mass ratio of 
4∶1, and a lecithin-to-drug mass ratio of 15∶1. The encapsulation efficiency was 67.37%, drug loading capacity 
was 5.39%, average particle size was (213.68 ± 7.16) nm, polydispersity index was 0.254 ± 0.02, and zeta 
potential was (-32.05 ± 0.43) mV. The optimal formulation for the thermosensitive gel containing leech extract 
liposomes consisted of 18% P407, 10% P188, 3% propylene glycol, and 20% leech extract liposomes. The 
gelation temperature was (33.1 ± 0.66) °C, and the product was a milky white opaque gel. At room temperature, 
the viscosity was (184.7 ± 13.4) mPa·s, and when heated to 33.5 °C, the viscosity was (513.9 ± 18.6) mPa·s, with 
a pH of 4.63 ± 0.04. In in vitro transdermal experiments, the steady-state flux (Jss) of the liposome 
thermosensitive gel group was 46.12 μg/(cm²·h), which was 1.31 times higher than that of the conventional gel 
group and 3.68 times higher than that of the free drug group. Comparisons of Jss and cumulative permeation 
amount over 9 hours showed significant differences among the three groups (P < 0.05), with the liposome-
based thermo-sensitive gel group showing significantly higher values than both the conventional gel and free 
drug groups. Conclusion  The preparation process of leech extract liposomal thermosensitive gel is simple and 
feasible. The gel rapidly gels upon contact with the skin, covering the scar surface and achieving a long-lasting 
drug delivery effect. 

【Keywords】 Leech extract; Liposome; Thermosensitive gel; Film dispersion method; Orthogonal test; 
Lecithin; Cholesterol

水蛭为黄蛭科动物蚂蟥 （Whitmania pigra 
Whitman）、医蛭科动物水蛭 （Hirudo nipponica 
Whitman） 或黄蛭科动物柳叶蚂蟥 （Whitmania 
acranulata Whitman）的干燥全体［1］。其中宽体金

线蛭即蚂蟥是我国目前主要饲养的一种非吸血水

蛭，也是我国目前临床上使用最多的品种［2］，其

药理作用主要有抗凝血［3-7］、抗炎［8-9］、抗肿

瘤［10-12］、抗纤维化［13-15］等。目前已从水蛭中分

离出的化合物包括蛋白质、多肽、酶等大分子物

质和蝶啶类、糖脂类、羧酸酯类和甾体类等小分

子物质，以及锌、锰、铁等元素［16-18］。蛋白多肽

类是水蛭中活性最强、含量最多的一类成分，其

中水蛭素为发现最早且研究最深入的成分，是目

前已知最强的天然凝血酶抑制剂［19］。研究表明，

采用四甲基偶氮唑蓝（methyl thiazolyl terazolium，

MTT）法检测，发现水蛭含药血清在缺氧条件下，

能抑制细胞增殖［12］。水蛭提取物通常以乳膏剂

为主要外用制剂，用于瘢痕修复，由于其多肽类

成分易降解且透膜能力差，目前正在寻找新的给

药体系。

脂质体是一种由磷脂双分子层构成的纳米级

或微米级的囊泡，内部包裹水相核心，是一种极

具代表性的纳米给药系统。脂质体的膜结构与细

胞膜高度相似，因此具有良好的生物相容性，在

药物递送方面发挥重要作用［20］。温敏凝胶在常

温下为液态溶胶，随着给药后产生的温度变化发

生相转变形成非化学交联的半固态凝胶，相变原

理为温度改变后其中氢键或疏水作用随之改变，

从而导致物理状态发生改变，即环境温度低于最

低临界相变温度时呈现液体溶胶状态，高于临界

相变温度时呈现半固体凝胶状态。可黏附于表皮

随体温转变为半固体凝胶，在给药部位长时间滞

留达到稳定匀速给药的目的［21］。
本研究从水蛭饮片中提取分离总蛋白，采用

薄膜分散法对水蛭提取物进行包合，制备新型柔

性纳米脂质体溶液，以正交试验优化脂质体制备

工艺，通过粒径、粒度分布、Zeta电位测定和稳

定性实验进行脂质体质量评价。在此基础上，进

一步采用单因素试验筛选主要影响因素，交叉试

验优化水蛭提取物脂质体温敏凝胶制备工艺，并

考察其质量。现报道如下。

1　材料与试剂

1.1　主要仪器
ZNCL-DLS 磁力搅拌器（巩义市予华仪器有

限责任公司）；CP-4000旋转流变仪（上海三踏生

物有限公司）；BSA224S-CW 电子天平（北京赛

多利斯科学仪器有限公司）；SORVALLST16R 冷
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冻离心机（德国赛默飞世尔科技公司）；N-1300
旋蒸仪（上海爱朗仪器有限公司）；LC-JY96细胞

破碎仪（湖南力辰仪器科技有限公司）；BeNano
180Zeta纳米粒度电位分析仪（丹东百特仪器有限

公司）；AF-10A500g中药粉碎机（温岭市奥力中

药机械有限公司）；ADEX-1002-M艾科浦超纯水

机（重庆颐洋企业发展有限公司）；KQ-800KDB
高功率数控超声波清洗器（昆山市超声仪器有限

公司）；TG16WS台式高速离心机（湖南赛特湘仪

离心机仪器有限公司）；LC-20A高效液相色谱仪

（日本岛津公司）；371二氧化碳细胞培养箱（德

国赛默飞世尔科技公司），M200 多功能酶标仪

（奥地利TECAN公司）。

1.2　主要药品与试剂
水蛭饮片（产地：安徽，批号：250301）购

自北京同仁堂香坊店，经黑龙江省中医药科学院

中药研究所霍金海研究员鉴定为黄蛭科动物蚂蟥

的干燥全体，符合《中国药典》2025年版水蛭项

下的相关规定［1］；水蛭素对照品（成都植标化纯

生物技术有限公司，批号：CP-20260129001，纯

度98%）；乙腈（德国默克股份两合公司，批号：

11351530427， 纯 度 ≤100%）； Thri-hcl 缓 冲 液

（批号： R21105）、磷酸盐缓冲液 （phosphate 
buffered saline，PBS，批号：R22692）、氯化钠

（批号：S111533）购自上海源叶生物科技有限公

司；聚氰基丙烯酸正丁酯 （bicinchoninic acid，
BCA）蛋白浓度测定试剂盒（批号：P0010）、细

胞冻存管（批号：FCV026-1bag）、81孔液氮罐专

用冻存盒（批号：FBX081）购自上海碧云天生物

技术有限公司；MTT试剂盒（批号：M1020）、蛋

黄卵磷脂 （批号： L8260）、胆固醇 （批号：

C8280）、泊洛沙姆 188 （批号：H2409941）、泊

洛沙姆 407 （批号：H2409858）购自北京索莱宝

科技有限公司；人增生性瘢痕成纤维细胞

（hypertrophic scar fibroblast，HSFb，批号：SNP-
H341）、HSFb完全培养基（批号：SNPM-H341）
购自武汉尚恩生物技术有限公司；无血清非程序

冻存液（武汉普诺赛生命科技有限公司，批号：

PB180438）；无水乙醇（西陇科学股份有限公司，

批号：B2207041）；丙二醇（哈尔滨三联药业股

份有限公司，批号：230414D06）；二甲苯（天津

市富宇精细化工有限公司，批号：20190505）；

超纯水为实验室自制。

1.3　动物
SPF级SD大鼠共10只，雌雄各半，体重180 ~ 

220 g，购自哈尔滨医科大学动物实验中心，许可

证号：SYXK （黑） 2024-014，饲养温度 20 ~ 
26℃，湿度 40% ~ 60%，12/12h 明暗周期，饲养

室保持安静。按性别分笼饲养于黑龙江省中医药

科学院中药研究所动物房，自由采食，每周更换

两次垫料。本实验经黑龙江省中医药科学院实验

动物伦理委员会批准（批准号：SY3R-2026049）。
2　方法与结果

2.1　水蛭提取物的制备与含量测定
2.1.1　水蛭提取物的制备

根据前期研究［22］和预试验结果，确定水蛭

提取物提取分离方法。

（1）水蛭提取：水蛭饮片粉碎后过三号筛制

得水蛭粗粉，于4 ℃条件下浸泡于10倍量0.9%氯

化钠溶液中12 h，20 ℃ 超声震荡（功率：100 W，

频率：20 kHz） 2 h，每隔 10 min搅拌 1次，超声

处理后将溶液抽滤得到水蛭粗提溶液，于 4 ℃离

心（5 724 × g） 15 min，取上清液分装于1 000 Da
的透析袋中，透析脱盐2 d，透析后溶液先旋蒸至

100 mL，再冷冻干燥，冻干粉在-80 ℃ 冰箱中保存。

（2）提取物分离：DEAE-琼脂糖凝胶 FF 的

保存液为20%乙醇，将其倒出后用纯水冲洗除去

乙醇，除去气泡后装柱。取1.6 cm × 20 cm的层析

柱 1根，纯水清洗，将层析柱垂直固定于铁架台

上，连接器材并固定，排出气泡检查气密性。先

注入柱体积 1/3的 20%乙醇溶液作为缓冲层。在

玻璃棒搅拌下，将DEAE-琼脂糖凝胶 FF 介质悬

液沿柱壁缓慢导入柱中，静置待介质初步沉降。

沉积层达 1 ~ 2 cm时，开启柱底出水口并同步匀

速补加介质悬液，至距柱顶5 cm处停止。关闭出

水口至介质完全沉降后，以2 mL/min恒定流速排出

柱内液体直至柱床稳定，最终测得柱体积为20 mL。
用 0.02 mol/L 的 Tris-HC1 平衡缓冲液缓慢匀速冲

过柱子，测量流出液的pH值，当流出液的pH值

与初始缓冲溶液一致且不再变化时达到完全平

衡，共约冲洗 5倍柱体积。取 3.8g水蛭冻干粉加

入到 400 mL 0.02 mol/L的Tris-HC1平衡缓冲液中

搅拌均匀，每次上样量 200 mL，用流动相为

0.3 mol/L NaCl缓冲液洗脱，BCA法测定每次洗脱

后蛋白浓度，与初始缓冲液一致时停止洗脱，转
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移至截留分子量 1 000 Da 的透析袋中除盐 24 h。
冷冻干燥，放入干燥皿中保存备用。BCA法测得

水蛭饮片中总蛋白含量为3.5 mg/mL。
2.1.2　水蛭提取物含量测定

采用HPLC法检测水蛭提取物中水蛭素的含

量。色谱条件：Waters Acquity BEH C18 色谱柱

（100 mm × 2.1 mm，1.7 µm）；流动相：超纯水

（A）-乙腈 （B），梯度洗脱 （0~40 min， 5%→
60% B）； 流 速 为 0.8 mL/min； 检 测 波 长 为

205 nm；柱温为35 ℃；进样量为20 µL［23］。对照

品溶液的制备：精密称取水蛭素对照品10.01 mg，
置于 10 mL容量瓶中，加入甲醇充分溶解后定容

至刻度线。供试品溶液的制备：精密称取水蛭提

取物脂质体温敏凝胶 1.0 g 置于锥形瓶中加入

25 mL 冰无水乙醇摇匀，-20 ℃静置 10 min 后，

4 ℃离心（20 124 × g） 10 min，弃上清液，挥干

乙醇后加入 10 mL甲醇溶解沉淀，振荡混匀。阴

性样品溶液：精密称取空白脂质体温敏凝胶1.0 g，
制备方法同供试品溶液制备。色谱图见图1。

精确称取水蛭素标准品25.01mg，置于10 mL
容量瓶中，加入甲醇充分溶解后定容至刻度线，

即得水蛭素标准品储备液。精确移取水蛭素标准

品储备液 0.1、0.2、0.4、0.8、1.0 mL，分别置于

5 mL 量瓶中定容，制得浓度依次为 0.199 9、
0.399 8、0.799 7、1.599 4、1.999 2 mg/mL的标准

品系列溶液，同时将浓度为 2.501 mg/mL 的标准

品储备溶液直接作为最高浓度标准品溶液。取各

标准品溶液20µL，分别注入液相色谱仪测定峰面

积。建立水蛭素浓度（X，mg/mL）与峰面积（Y）
的回归方程为 Y = 62 712.177X + 108 666.399，
R2 =0.997 5，表明在 0.200 ~ 2.501 mg/mL 的浓度

范围内线性关系良好。精密度考察结果：RSD为

0.89% （n=6）；重复性考察结果：样品平均含量

为1.79 mg/mL，RSD为1.06%（n=6）；24 h稳定性

考察结果：RSD 为 1.68% （n=6）；回收率试验结

果：平均加样回收率为 98.95%，RSD 为 1.17%
（n=6）。以上结果表明，本方法的精密度、重复

性、稳定性和准确度均良好。

含量测定结果：水蛭提取物中水蛭素含量为

1.80 mg/mL。
2.2　统计学分析

采用SPSS26.0软件对试验结果进行统计学分

析，数据以 x̄ ± s 表示，组间比较采用独立样本

t检验，多组间比较采用单因素方差分析（One-
way ANOVA），方差齐时采用LSD-t检验进行组间

两两比较，方差不齐时采用校正方差分析，并进

行事后多重比较，以 P < 0.05 为差异有统计学

意义。

2.3　水蛭提取物脂质体的制备工艺优化
2.3.1　水蛭脂质体制备

精密称取处方量卵磷脂、胆固醇、水蛭提取

物冻干粉、无水乙醇置于烧杯中，并于磁力搅拌

器30 ℃预热，搅拌至溶解；溶解后加入旋转蒸发

仪中，35 ℃旋转蒸发至乙醇完全挥发，形成均匀

薄膜；再加入 20 mL PBS溶液旋转蒸发至脂质薄

膜完全溶解，浓缩制得 10 mL混悬液，在细胞破

碎仪中冰浴超声5 min后在4 ℃冰箱中静置，冻干

保存于-80 ℃冰箱中。

2.3.2　脂质体包封率及载药量的测定
为排除脂质成分对蛋白质定量的干扰，本试

验改进既往研究［24］的乙醇沉淀法，采用BCA法

和间接法测定包封率。取解冻后的100 µL脂质体

样品，4 ℃离心（89.44 × g） 10 min，弃上清液，

加入100 µL纯水溶解沉淀，涡旋振荡混匀后测定

蛋白含量，记为游离蛋白（Wfree）。另取100 µL脂

质体样品，加入 1 mL冰无水乙醇破膜沉淀蛋白，

-20 ℃ 静置 10 min 后，4 ℃ 离心 （20 124 × g）
10 min，弃上清液，干燥去除痕量乙醇，加入

100 µL超纯水溶解沉淀，涡旋振荡混匀后测定蛋

白含量，记为总蛋白（Wtotal）。按以下公式计算包

封率（EE）和载药量。

EE（%）=（Wtotal - Wfree） /Wtotal×100%
载药量＝EE×m投/m总

式中，EE 为包封率，m投为样品总投药量，

m总为样品总质量。

图1  水蛭提取物溶液HPLC色谱图

Figure 1. HPLC chart of leech extract solution
注：A.对照品溶液；B.供试品溶液；C.阴性样品溶液；1.水蛭素。
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2.3.3　单因素试验
（1）卵磷脂浓度：取 120 mg卵磷脂和 15 mL

无水乙醇，固定投药量为 4 mg，以 20%、30%、

40%、50%、60% 的卵磷脂浓度制备脂质体，重

复 3次，计算平均包封率。卵磷脂浓度对包封率

的影响如图2-A所示，卵磷脂浓度为40%时，包

封率达到最大值61.24%。

（2）卵磷脂与胆固醇质量比值：取120 mg卵
磷脂和 15 mL无水乙醇，固定投药量为 4 mg，以

2∶1、3∶1、4∶1、5∶1、6∶1的卵磷脂与胆固

醇之比制备脂质体，重复3次，计算平均包封率。

卵磷脂与胆固醇质量比对包封率的影响如图 2-B
所示，卵磷脂与胆固醇质量比为4∶1时，包封率

达到最大值60.72%。

（3）卵磷脂与药物质量比：取120 mg卵磷脂

和 15 mL无水乙醇，固定PBS溶液量为 4 mL，以

5∶1、10∶1、15∶1、20∶1、25∶1的卵磷脂与

药物质量比制备脂质体，重复 3次，计算平均包

封率。卵磷脂与药物质量比对包封率的影响如

图 2-C 所示，卵磷脂与药物质量比为 15∶1 时，

包封率达到最高值63.62%。

2.3.4　正交试验
根据单因素试验结果，选取卵磷脂浓度

（A）、卵磷脂与胆固醇质量比（B）、卵磷脂与药

物质量比（C） 3个因素，每个因素中选择3个水

平进行正交试验，对水蛭提取物脂质体制备工艺

进行优化。因素水平见表 1，正交试验结果见

表2，方差分析见表3。

正交试验结果显示，各因素对包封率的影响

大小排序为C > A > B，即卵磷脂与药物质量比为

主要影响因素，卵磷脂与胆固醇质量比的影响最

小。最佳制备工艺条件为A2B2C2，即卵磷脂浓度

40%，卵磷脂与胆固醇质量比 4∶1，卵磷脂与药

物质量比15∶1。
2.3.5　验证试验

按正交试验下最佳工艺条件平行制备 3批样

图2  卵磷脂浓度与胆固醇及药物质量比对包封率的影响（n = 3）
Figure 2. Effect of phospholipid concentration and the ratio of cholesterol to 

drug mass on encapsulation efficiency （n = 3）
注：A.卵磷脂浓度；B.卵磷脂与胆固醇质量比；C.卵磷脂与药物质量比。

表1  水蛭提取物脂质体正交试验因素水平表

Table 1. Orthogonal experiment factor levels of 
liposomes from leech extract

水平

1
2
3

因素

A（%）

30
40
50

B
3∶1
4∶1
5∶1

C
10∶1
15∶1
20∶1

注：A. 卵磷脂浓度；B. 磷脂与胆固醇质量比；C. 卵磷脂与药物

质量比。

表2  正交试验结果（n = 3）
Table 2. Orthogonal experiment results (n = 3)

序号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
K1
K2
K3
k1
k2
k3
R

因素

A
50
30
50
30
40
50
40
40
30

173.84
188.58
171.59
57.95
62.86
57.20
5.663

B
5∶1
4∶1
3∶1
5∶1
5∶1
4∶1
4∶1
3∶1
3∶1

175.81
186.32
171.88
58.60
62.11
57.29
4.810

C
10∶1
20∶1
20∶1
15∶1
20∶1
15∶1
10∶1
15∶1
10∶1

184.27
185.97
163.77
61.42
61.99
54.59
7.400

D（误差）

3
3
2
2
1
1
2
3
1

176.01
178.21
179.79
58.67
59.40
59.93
1.260

包封率
（％）

57.84
56.57
51.79
58.63
55.41
61.96
67.79
65.38
58.64
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品，测得水蛭提取物脂质体包封率为67.37%（n=
3），载药量为5.39%。

2.4　水蛭提取物脂质体的表征
2.4.1　粒径、粒度分布、Zeta电位测定

取适量脂质体混悬液，加适量纯水稀释，采用

激光粒度仪测定其平均粒径为（213.68 ± 7.16）nm，

粒度分布（particle size distribution，PDI）为0.254 ± 
0.02，Zeta电位为（-32.05 ± 0.43）mV。

2.4.2　稳定性考察
水蛭提取物脂质体置于 4 ℃条件下储存 7、

15、30 d，测定脂质体包封率，按以下公式计算

渗漏率：

P=（EE1-EE2） /EE1×100%
式中，P为渗漏率，EE1和EE2分别为储存前

后的包封率。结果见表 4，表明水蛭提取物脂质

体在4 ℃条件下稳定性较好。

取同等浓度的水蛭提取物脂质体和水蛭提取

物冻干粉末，在 4 ℃、相对湿度 30%条件下分别

保存 30、90、180 d，采用 MTT 法分别检测其对

HSFb的增殖抑制率［12］，结果水蛭提取物脂质体

的增殖抑制率高于水蛭提取物，见表5。
2.5　水蛭提取物脂质体温敏凝胶制备工艺
优化
2.5.1　温敏凝胶制备

参考既往文献［25］称取处方量 1，2-丙二醇溶

于处方量蒸馏水中，再称取处方量 P407 和 P188
撒布于上述溶液表面，4 ℃静置 12 h，溶胀至透

明状且无杂质凝胶状。将水蛭提取物脂质体混悬

液加入上述凝胶中搅拌混匀，即得水蛭提取物脂

质体温敏凝胶。同法，将水蛭提取物加入上述凝

胶中搅拌混匀，即得水蛭提取物温敏凝胶。

2.5.2　胶凝温度测定方法
采用转子法测定温敏凝胶的胶凝温度［26］。

取15 g温敏凝胶置于烧杯中，加入磁性转子，转

速 100 r/min，以 1 ℃/min 的速度升温，当凝胶完

全凝结时的温度即为胶凝温度。本品为皮肤外用

制剂，胶凝温度应高于环境温度（约25 ℃），低于

皮肤表面温度（约33 ℃），最佳胶凝温度约32 ℃。

2.5.3　单因素试验
（1） P407 含 量 ： 固 定 处 方 中 试 剂 用 量

（P188 3%、丙二醇3%、脂质体混悬液20%），改

变 P407 的 用 量 （16%、 18%、 20%、 22%、

25%），按照“2.5.1”项下方法制备水蛭提取物脂

质体温敏凝胶后，测定胶凝温度。P407含量对胶

凝温度的影响如图 3-A 所示，当 P407 含量为

18% ~ 20%时，胶凝温度接近33 ℃，需进行交叉

试验进一步优化。

（2） P188 含 量 ： 固 定 处 方 中 试 剂 用 量

（P407 18%、丙二醇 3%、脂质体混悬液 20%），

改变P188的用量（3%、6%、9%、12%、15%），

按“2.5.1”项下方法制备脂质体温敏凝胶后，测

定其胶凝温度。P188含量对于胶凝温度的影响如

图3-B所示。当P188含量为6%~12%时，胶凝温

度更接近33 ℃，需进行交叉试验进一步优化。

（3） 丙二醇含量：固定处方中试剂用量

（P188 3%、P407 18%、脂质体混悬液 20%），改

变丙二醇的用量（1%、3%、5%、10%、15%），

按“2.5.1”项下方法制备脂质体温敏凝胶后，

测定其胶凝温度。丙二醇含量对于胶凝温度的

影响如图 3-C 所示。试验结果显示丙二醇对胶

凝温度的影响较小，综合考量选取 3%的丙二醇

含量。

表3  正交试验方差分析（n = 3）
Table 3. Analysis of variance in orthogonal experiments 

(n = 3)

方差来源

A
B
C
D（误差）

自由度

2
2
2
2

离均差
平方和

56.57
36.99

101.65
2.40

方差

28.28
18.50
50.83

1.20

标准差

5.32
4.30
7.13
1.09

F

23.58
15.42
42.38

P

< 0.05
> 0.05
< 0.05

注：F 0.05 （2, 2）=19.00，F 0.05 （2, 2）=99.00。

表5  水蛭提取物脂质体与水蛭提取物的HSFb细胞增殖

抑制率比较（%，n = 3）
Table 5. Comparison of HSFb proliferation inhibition 

rates between leech extract liposomes and 
conventionally preserved leech extract (%, n = 3)

时间（d）
30
90

180

水蛭提取物脂质体

25.41a

23.94a

20.62a

水蛭提取物

23.35
22.67
18.83

注：与水蛭提取物比较，aP < 0.05。

表4  脂质体稳定性考察结果（%，n = 3）
Table 4. Liposome stability study results (%, n = 3)

时间（d）
7

15
30

EE1

67.79

EE2
67.14
66.67
66.04

P
0.96
1.65
2.58
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2.5.4　交叉试验
图 3-C结果显示，丙二醇对温度几乎没有影

响，确定丙二醇用量为 3%。P407作为温敏凝胶

主要基质，浓度越高胶凝温度越低；浓度过低则

无法形成稳定凝胶。依据图 3-A，选定更接近人

体肤表温度 33 ℃的 19% P407和浓度更高更稳定

的 20% P407 进入交叉试验。P188 作为调节剂加

入体系能够削弱P407分子间疏水作用，改善凝胶

柔韧性提升肤感。依据图 3-B，选定肤感更好的

9%、10%、11% P188 进入交叉试验，制备温敏

凝胶后测定胶凝温度，确定脂质体温敏凝胶最优

制备工艺，结果见表 6。当 P407 18%、 P188 
10%、丙二醇3%、水蛭提取物脂质体20%时，其

胶凝温度32.9 ℃，故选该处方作为最优处方。

2.5.5　验证试验
按“2.5.4”项下得出的最佳制备工艺条件，

平行进行 3组试验：称取 3 mL丙二醇溶于 49 mL
蒸馏水中，再称取 18 mg的P407和 10 mg的P188
撒布于其溶液表面，加入 20 mg水蛭提取物脂质

体冻干粉均匀分散在凝胶体系中，置 4 ℃冰箱中

冷藏约 12 h，至其充分溶胀至溶液呈透明状且无

杂质。测得水蛭提取物脂质体温敏凝胶的胶凝温

度为（33.1±0.66）  ℃（n=3），接近人体皮肤温度。

2.6　水蛭提取物脂质体温敏凝胶质量评价
2.6.1　外观观察

本产品为乳白色不透明凝胶，常温下呈液

态，加热至33 ℃以上迅速凝结。

2.6.2　黏度测定
取 50 mL 脂质体温敏凝胶，分别在 25 ℃、

33 ℃水浴 30 min，用旋转流变仪 1.0RPM 测定黏

度，重复测 3次取平均值。结果制备的水蛭提取

物脂质体温敏凝胶在室温25 ℃下黏度为（184.7 ± 
13.4）mPa·s，黏度较小、流动性较好；在皮肤温

度 33.5 ℃下黏度为（513.9 ± 18.6）  mPa·s，黏度

高，可延长凝胶在体表的滞留时间。

2.6.3　pH值测定
用 pH计测定 25 ℃时水蛭提取物脂质体温敏

凝胶的 pH值，结果为 4.63 ± 0.04 （n = 3）。表明

制备的水蛭提取物脂质体温敏凝胶的 pH 值在皮

肤适宜范围（4.5 ~ 6.5）内，可避免对患处皮肤

的刺激性。

2.6.4　高温与低温试验
取脂质体温敏凝胶 10 g于棕色西林瓶中，分

别在 40 ℃下和 4 ℃下避光保存 10 d，于第 5和第

10 天取样测定载药量，按以下公式计算药物保

留率：

药物保留率＝Cn/C0×100%
式中，Cn为第 n天载药浓度，C0为初始载药

浓度。结果见表7，表明4 ℃条件下温敏凝胶稳定

性较好，40 ℃下稳定性降低。

2.6.5　长期稳定性试验
取脂质体温敏凝胶 10 g于棕色西林瓶中加盖

图3  P407、P188和丙二醇含量对胶凝温度的影响（n = 3）
Figure 3. The effect of P407， P188， and propylene glycol content on gelation temperature （n = 3）

注：A. P407含量；B. P188含量；C. 丙二醇含量。

表6  交叉试验结果

Table 6. Cross-experiment results

P407
（%）

18
18
18
19
19
19
20
20
20

P188
（%）

9
10
11

9
10
11

9
10
11

丙二醇
（%）

3
3
3
3
3
3
3
3
3

脂质体
（%）

20
20
20
20
20
20
20
20
20

胶凝温度
（℃）

33.7
32.9
32.1
31.4
30.8
30.6
28.0
27.3
26.9
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密封，（4 ± 1）℃保存 6个月，于 1、3、6月末取

出样品，恢复至室温，平行测定 3次，测定凝胶

温度和载药量，按“2.6.4”项下公式计算药物保

留率，结果见表8。提示在4 ℃条件下，温敏凝胶

药物保留率和胶凝温度变化较小，说明水蛭提取

物脂质体温敏凝胶稳定性良好。

2.6.6　皮肤刺激性实验
取 10 只大鼠，随机分为 A、B 2 组。除去脊

柱两侧 2 cm×2 cm面积的毛发，生理盐水擦拭至

无可见污渍。将A组大鼠作为对照组涂抹空白基

质，B组大鼠作为试验组涂抹水蛭提取物脂质体

温敏凝胶，每日各涂抹一次，每次涂抹量为 1 g，
连续给药1周；在最后1次给药后6 h用温水洗去

涂抹皮肤上残留的空白基质和温敏凝胶，再于1 h
后观察，结果见图 4。空白对照组与实验组均未

引起大鼠皮肤产生红斑和水肿反应，说明水蛭提

取物脂质体温敏凝胶无皮肤刺激性。

2.6.7　体外透皮实验
采用 Franz 扩散池系统对水蛭提取物脂质体

温敏凝胶的透皮给药性能进行研究。将 SD 大鼠

皮肤样本固定在 Franz 扩散池的供给室和接收室

之间，角质层朝向供给室，皮肤底部与接收池充

分接触，以模拟药物透皮给药路径。Franz扩散池

的供给室中加入不同药物，接收室中加入 40 mL 
PBS（pH = 7.4）模拟生理环境。33 ℃磁力搅拌保

持与人体皮肤正常温度一致的实验条件。实验过

程中，定时从接收室取样并添加等量的PBS，通

过BCA法测定接收室样品中药物浓度。按以下公

式计算特定时间段内介质中药物的累积浓度，得

到药物的累积渗透量，进而评估水蛭提取物脂质

体温敏凝胶的透皮给药率。

Q=（Cn×V0+∑i = n
n - 1 C i × V i） /A

式中，Q 为药物单位透皮渗透量（µg/cm2），

Cn、Ci为第 n个和第 i个取样点测得的浓度，Vi为
每次取样的体积 （0.2 mL），V0 为扩散池体积

（40 mL），A为皮肤扩散面积（5 cm2）。
以累积渗透量 Q 对时间 t 进行线性回归，取

线性关系最佳的稳态渗透阶段，按以下公式计算

稳态渗透速率（steady-state flux，Jss）和表观渗

透系数（apparent permeability coefficient，Papp）。
Jss=（Q-b） /t
Papp = 1

AC0
× dQ

dt
式中，A为膜的有效渗透面积；C0给药侧初

始浓度；dQ/dt为接收室浓度变化率，即稳态时累

积透过量对时间作图所得直线的斜率。

为研究水蛭提取物脂质体温敏凝胶在透皮渗

透时的药物释放特性，Franz扩散池的供给室中分

别加入水蛭提取物、水蛭提取物温敏凝胶、水蛭

提取物脂质体温敏凝胶。3组样品药物含量均为

5 mg，且 2种凝胶体积保持一致。实验过程中接

收液药物浓度远低于其饱和浓度的 1/10，满足漏

槽条件，可保证药物透皮扩散的持续推动力，实

验结果能真实反映制剂透皮特性。

结果如图 5 所示。稳态渗透阶段即 3 ~ 7 h，
水蛭提取物原药的 Jss为12.53 µg/（cm²・h），R2=
0.991 2，Papp = 1.00；水蛭提取物温敏凝胶的 Jss
为 35.34 µg/（cm² ・ h）， R2 = 0.995 6， Papp = 
2.82；水蛭提取物脂质体温敏凝胶的 Jss 为

46.12 µg/（cm²・h），R2 = 0.997 8，Papp = 3.68。

表7  高温和低温试验结果（x̄ ± s，n = 3）
Table 7. High and low temperature experimental results 

(x̄ ± s, n = 3）

时间（d）
5

10

温度（℃）

4
40
4

40

药物保留率（%）

98.9 ± 0.4
92.6 ± 0.6
98.1 ± 0.3
89.3 ± 1.5

表8  4 ℃长期稳定性试验结果（x̄ ± s，n = 3）
Table 8. Long-term stability test results at 4 °C

 (x̄ ± s, n = 3)

时间（d）
30
90

180

药物保留率（%）

98.5 ± 0.2
97.7 ± 0.9
96.2 ± 0.7

胶凝温度（℃）

32.1 ± 0.3
31.7 ± 0.1
31.2 ± 0.4

图4  水蛭提取物脂质体温敏凝胶皮肤刺激性实验结果

Figure 4. Skin irritation test results of leech extract 
liposome thermosensitive gel

注：A. 空白对照组，B. 实验组
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3种制剂稳态阶段线性关系良好。水蛭提取物脂

质体温敏凝胶的 Jss 分别是水蛭提取物温敏凝胶

的1.31倍、水蛭提取物的3.68倍；Papp同样显著

提升，表明水蛭提取物脂质体温敏凝胶可加快药

物透皮速率并改善渗透效率。对 3组 Jss及 9 h累

积渗透量进行组间比较，结果 3组间差异有统计

学意义 （F=86.37，P < 0.05）；多重比较结果表

明，水蛭提取物脂质体温敏凝胶显著高于水蛭提

取物温敏凝胶和水蛭提取物，而水蛭提取物温敏

凝胶也显著高于水蛭提取物。

3　讨论

本研究针对水蛭提取物中多肽类成分易降

解、透膜能力差的问题，制备水蛭提取物脂质体

温敏凝胶，研究其理化性质。结果表明，水蛭提

取物脂质体温敏凝胶可以促进药物渗透。

对于传统抗瘢痕药物而言，医用硅酮凝胶仅

有物理水合作用无深层药理活性，渗透力较弱，

需一天内多次给药。脂质体温敏凝胶 Jss 在体外

透皮实验中是普通凝胶组的 1.31 倍、原药组的

3.68倍；表观渗透系数同样相较普通凝胶组和原

药组有所提升，表明脂质体温敏凝胶可加快药物

透皮速率并改善渗透效率，药物凝胶化后不易流

失不沾染衣物，在局部停留时间延长可减少给药

次数；糖皮质激素和氟尿嘧啶为注射剂，需要医

生进行有创操作，长期使用有皮肤萎缩风险。脂

质体温敏凝胶作为外用凝胶剂可以避免病灶内注

射的剧痛，更适合儿童以及面部瘢痕患者。无需

医护操作，降低就医成本减少时间负担。药物主

要富集于皮肤局部，可规避激素的全身不良反应。

脂质体制备过程中，随着卵磷脂与胆固醇比

的增加，包封率先升高再降低。因为胆固醇镶嵌

于卵磷脂膜影响膜流动性，减少卵磷脂氧化提高

包封率。但胆固醇过量会破坏卵磷脂膜结构导致

包封率降低。体外透皮实验中，水蛭提取物脂质

体温敏凝胶的药物透皮率大于普通凝胶组大于原

药组。预测脂质体温敏凝胶可能滞留在皮肤中实

现缓慢释药，增加了药物穿透生物膜的能力。脂

质体作为载药中间体，其纳米结构有效封装药

物，在皮肤表面以及皮肤内部充当可控释放的药

物储存库，使更多药物跨皮肤屏障吸收，进一步

增加水蛭提取物的渗透性。温敏凝胶的生物黏附

性质有助于增强渗透性，增加了皮肤表皮鳞状层

的水合作用并提高了其对药物的渗透能力。

后续拟对脂质体结构进行修饰以进一步提高

载药量，同时开展其干预增生性瘢痕最佳给药时

期的研究，在分子层面进行机制验证如 Western 
Blot或PCR检测相关蛋白或基因表达。开展工艺

放大验证实验，为后续规模化生产提供参考。
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