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摘  要：采用高压均质法制备了载有维甲酸(RA)的纳米结构脂质载体(Nanostructured Lipid Carriers, NLC)，并用透射
电镜(TEM)、粒度分析仪、ζ电位仪和高效液相色谱仪(HPLC)对其进行了表征. 结果表明，随高压均质循环次数的增
加，NLC的均粒径从 120 nm减小到 10 nm，同时单分散性变差；NLC的微观形貌呈球形，表明其未结晶具有较好的
载药能力；NLC将维甲酸浓度从 20 µg/mL(溶解于硅油)提高到 56.26 µg/mL，并能提高其光稳定性；NLC体系的稳定
性良好，ζ电位高达(−30.9±0.6) mV，于 4℃以 10000 r/min冷冻离心 120 min或避光保存 6个月后粒径分布仍然基本
不变，且可冷冻干燥(−40℃, 0.01 Pa)后长期保存. 
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1  前 言 

固体脂质纳米粒(SLN)是在 20世纪 90年代初发展
起来的一种载体系统，用以替代一些传统的载体系统，

如乳液、脂质体和聚合物纳米粒．但 SLN 也存在一些
问题，由于单一固体脂质基质会形成脂质晶体，限制了

它的载药能力，并且会逐渐向完美晶体转变，从而导致

贮存过程中药物被排挤出晶格[1]. 这些缺点导致了纳米
结构脂质载体(Nanostructured Lipid Carrier, NLC)的出现. 
与 SLN 的单一固体脂质基质相比，NLC 由几种熔点不
同的固液脂质混合物作为基质，可以避免结晶，从而容

纳更多的药物. 维生素 A 在 SLN 系统中仅占脂质基质
的 1%，而在 NLC 系统中可以提高到 5%[1]. 同时 NLC
也继承了 SLN 的一些优点，如生理相容性好、保护药
物不受化学降解、可大规模制备、成本低廉，并可将其

制成片剂、丸剂、胶囊以及粉剂以满足各种需要[2]. 
维甲酸(Retinoic Acid, RA)是维生素 A的衍生物，

有全反式和顺式两种同分异构体，对上皮及间隙来源的

正常细胞及肿瘤细胞的分化及增殖产生作用，有望用于

增殖性疾病防治，受到广泛关注[3]. 口服给药所需药物
剂量大，可能将对全身造成不良影响. 有研究者发现口
服 40 mg 的全反式维甲酸(ATRA)可出现发热、呼吸困
难、肺间质浸润、心包积液、肢体水肿等被称之为“ATRA
综合征”的现象. 另外全身应用 ATRA还有潜在的致畸
危险性，故局部给药是较为理想的给药途径[4]. 但维甲
酸是脂溶性药物，不溶于水，难以局部给药. 有研究将
ATRA溶于硅油中以用于眼内给药，经 16 d溶解达到饱 

和，溶解度为 20 µg/mL[5]，但它在光照及高温下可向顺

式转化[3]，顺式维甲酸则作用微弱[5]，所以药效很短. 对
于像眼内这样不宜重复给药的局部，即使长期保持有效

药物浓度，也会因为过高的初始浓度而导致副作用. 这
些都限制了它的临床应用，因此需要一种合适的剂型来

提高 ATRA的浓度和稳定性，这种剂型本身不能有毒性. 
NLC有望用作 RA的载体系统. 高压均质法是大规

模制备 SLN的一种方法，易于工业化生产. 本实验用高
压均质法制备载有 RA的 NLC，并对其进行了一些表征. 

2  材料与方法 

2.1 实验材料 

药品：维甲酸(纯度 99.3%，上海第六制药厂)、甘
露醇(分析纯，中国医药集团上海化学仪器公司)、甲醇
(高效液相色谱专用)、乙腈(色谱纯)、硬脂酸(化学纯，
上海凌峰化学试剂公司)、大豆油(红灯牌，深圳南顺油
脂有限公司)、Span 80(化学纯，上海化学试剂公司)、
Tween 80(化学纯，上海申宇医药化工有限公司). 

仪器设备：JEM−2000EX型透射电镜、PE200型高
效液相色谱、N4 plus型粒度分析仪(Beckman Coulter)、
Delsa 440SX型ζ电位分析仪(Beckman Coulter)、LGJ−1C
型医用冷冻干燥机(上海医用分析仪器厂)、FA25型高剪
切分散乳化机 (上海弗鲁克机电设备有限公司 )、
GYB40−10S 型高压均质机(上海东华高压均质机厂)、
Eppendorf Centrifuge 5804 R型冷冻离心机. 
2.2 载有维甲酸的 NLC的制备 

避光条件下，将 0.4 g大豆油、0.1 g硬脂酸、0.5 g 
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Span 80和一定量的维甲酸 65℃熔融，高剪切制得初乳，
混入 65℃溶有 1.5 g Tween 80的蒸馏水后，高压均质 12
次循环，均质压力为 80 MPa，在每次循环之后取出少
量样品，自然冷却至室温即制得载有维甲酸的纳米结构

脂质载体(NLC). 
2.3 粒径分布和ζ电位的测量 

NLC的粒径分布由粒度分析仪测量，测试角为 90°，
测试温度为 20℃，其中均粒径采用体积分布(Volume 
distribution)的结果，多分散性指数(Polydispersity Index, 
P.I.)采用单峰分布(Unimodal distribution)的结果. ζ电位
由ζ电位分析仪测得，测试温度为 25℃. 
2.4 电镜观察 

用移液器取 NLC 少许，滴加在覆盖了方华膜的铜
网上，用 2%的磷钨酸溶液进行负染，在透射电镜下观
察粒子大小和形态． 
2.5 高效液相色谱法(HPLC)测量维甲酸浓度 

流动相甲醇:乙腈:4%HAC=59.5:30:10.5(摩尔比)， 

流速 0.8 mL/min，电子束波长λ=340 nm，测试温度均为
20℃，分析柱为 C18−ODS，进样量 20 µL，运行时间 15 
min. 
2.6 冷冻干燥 

在制得的 NLC 中加入 2.5%(ω)的冷冻保护剂甘露
醇后冷冻干燥，温度为−40℃，真空度为 0.01 Pa，30 h
后取出冻干粉，置于干燥器中避光保存. 

3  结果及讨论 

3.1 高压均质循环次数对制备 NLC的影响 

Muller等[6]比较了 50和 150 MPa压力对高压均质
法制备纳米悬液(Nanosuspension)的影响，结果表明随压
力增大和循环次数增多，均粒径趋于减小，而 Lim等[7]

则采用了 100 MPa的压力. 通常工业上达不到那么高的
压力，因此本实验采用 80 MPa压力，使初乳循环不同
次数，测其粒径分布，图 1是均粒径和多分散性指数 P.I.
的变化. 随循环次数增加，均粒径从 120 nm降到 10 nm， 
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图 1 高压均质循环次数的影响分布 
Fig.1 Influence of homogenization cycles 

图 2 均质 4循环和 8循环所得 NLC的粒径 
Fig.2 Volume distributions of NLC homogenized 

for 4 and 8 cycles 
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图 3 均质 4循环和 8循环后的电镜照片 
Fig.3 TEM photos of NLC homogenized for 4 and 8 cycles 
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第 6~7 次循环间有一个突变；P.I.从 0.26 逐步增大至
0.69，即粒子趋于不均匀. 在高压均质过程中，温度一
直保持在 65oC以上，体系为液−液分散状态，因此制备

过程为微乳液状态. 微乳液有自发形成和能量供应两种
形成方式[8]，微乳液是基于能量供应的，发生突变有可

能与它的形成自由能∆G有关[9]. 图 2是均质 4循环和 8
循环所得 NLC的粒径分布图，可以看出制得的 NLC体
系呈双峰分布，其中较小的 1个峰占绝大多数，表明较
为均匀的小粒子中混有少量大粒子. 4循环粒子较大，2
个峰较靠近；8循环粒子较小，而 2个峰相差较大. 
3.2 NLC的微观形貌 

对均质 4循环和 8循环的 NLC进行电镜观察，见
图 3. 由于两者的浓度是一样的，4循环的粒子因为较大
所以较为稀疏，直径为几十纳米至一百多纳米．2 个分
布峰相差不大；8 循环的粒子因为较小所以较密，明显
有 2个相差较大的峰，绝大多数是 10 nm左右的小粒子，
同时存在几十纳米的大粒子，这与粒度分析的结果是吻

合的. 照片上粒子均是圆形，可以推断 NLC体系中的粒
子是球状的，表明脂质并未结晶，因而药物不会被排挤

出晶格，也证实了 NLC的载药能力是比较好的. 
3.3 NLC中 ATRA的浓度及光稳定性 

体外实验表明，10−8~10−5 mol/L(3×10−3~3 µg/mL)
维甲酸可以有效地抑制体外培养的人成纤维细胞的生

长，10−6 mol/L (0.3 µg/mL)维甲酸可有效抑制视网膜色
素上皮细胞的生长，10−5 mol/L (3 µg/mL)维甲酸能抑制
50%鼠成纤维细胞的增殖[10]. ATRA 在硅油中浓度达到
20 µg/mL[3]，但不稳定，所以药效很短. NLC 体系中
ATRA 的浓度提高至 56.26 µg/mL，又因光照的影响是
主要的[3]，所以对 ATRA载入脂质载体和溶解于甲醇中
的光稳定性进行了比较，如图 4所示. 可以看出，载入
脂质载体的 ATRA比溶解状态转化要慢. 这是由于纳米
粒子对光有散射作用，脂质载体也会阻挡一部分光线.  

图 4 两种形式维甲酸的光稳定性比较 
Fig.4 Photostability of the two forms of ATRA 

NLC 既提高了 ATRA 的初始浓度，又能提高它的光稳
定性，因此可以更好地满足临床需求. 
3.4 NLC的稳定性 

NLC的稳定性可由粒子的表面电势ζ电位预测，它
是判断粒子稳定性的一个重要指标. 本体系的ζ电位为
(−30.9±0.6) mV，有利于长期稳定. 

对体系施加外力以观察其稳定性. 在−4℃及 10000 
r/min条件下冷冻离心后测其粒径分布，如表 1所示. 可
以看出，即使冷冻离心 120 min之后，样品几乎不变. 

将体系在室温避光的条件下保存 6 个月后测试其
粒径分布的变化情况，见表 2，粒子的均粒径稍有增大，
单分散性也有点变差．总体来说，体系的变化较小. 

表 1 NLC的离心稳定性 

Table 1  Stability of NLC after centrifugation 
Centrifugation time (min) Mean particle size (nm) P.I. 

0 85.8 0.338 
30 90.7 0.331 
120 94.2 0.400 

表 2 NLC的时间稳定性 
Table 2  Stability of NLC after storing for 6 months 
Time Mean particle size (nm) P.I. 

0 77.8 0.271 
6 months 89.9 0.350 

为了使 NLC能长期保存，将均粒径为 10.6 nm的
NLC在−40℃及 0.01 Pa 的条件下冷冻干燥，观察其粒
径分布的变化，如表 3所示. 此体系在冷冻干燥后，粒
子均粒径增大到 182.6 nm，但仍在所需的粒径允许范围
之内，同时分布变窄. 有关 SLN的研究表明，冻干可以
通过 Ostwald催熟和水解作用提高 SLN的稳定性，也使
SLN 混进药丸、药片、胶囊成为可能[7]

. 因此将 NLC
冷冻干燥也可以作为提高其长期稳定性的手段. 

表 3 冷冻干燥后粒径分布的变化 

Table 3  Variation of particle size distribution after freezing-drying 
 Mean particle size (nm) P.I. 

Before 10.6 0.341 
After 182.6 0.270 

4  结 论 

(1) 随高压均质循环次数的增加，均粒径从 120 nm
变化到 10 nm，同时单分散性变差. 因此改变循环次数
可获得不同粒径分布的 NLC. 

(2) NLC的微观形貌呈球形，表明其未结晶，不会
将药物排挤出晶格. 

(3) 此体系能将维甲酸浓度从 20 µg/mL(溶解于硅
油)提高到 56.26 µg/mL，并能提高载入维甲酸的光稳定
性，有利于长期保持药物的有效浓度和减少副作用. 

(4) 此体系的ζ电位为(−30.9±0.6) mV，有利于长期
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稳定，在冷冻离心(4℃, 10000 r/min)120 min或常温避
光保存 6个月后仍然保持稳定，此外冷冻干燥(−40℃，
0.01 Pa)也可作为提高其长期稳定性的手段. 

因此，将维甲酸载入纳米结构脂质载体可以作为维

甲酸的一种新剂型，使之能够用于增殖性疾病的防治，

并且制备简便，可批量生产，有利于工业应用. 
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Preparation of Nanostructured Lipid Carriers Loaded with Retinoic Acid by the 
High Pressure Homogenization Method 

ZHANG Xiao-jia1,  XIA Qiang1,  MA Quan-hong1,2,  DUAN Lei1,  GU Ning1 

(1. Key Lab. Mol. Biomol. Electr., Ministry of Education, Res. Cent. Nano-scale Sci. & Technol., Southeast Univ., Nanjing, Jiangsu 210096, China; 
2. Dept. Chem. Chem. Eng., Southeast Univ., Nanjing, Jiangsu 210096, China) 

Abstract: The poor aqueous solubility and instability of retinoic acid (RA) have limited its clinical use. Solid lipid nanoparticles (SLN) 
have a potential limitation which is the drug expulsion. This study was undertaken to overcome the limitation by loading RA in    
nanostructured lipid carriers (NLC). RA-loaded NLC was prepared by high pressure homogenization and characterized by transmission 
electronic microscope (TEM), particle size analyzer, zeta potential analyzer and high-performance liquid chromatography (HPLC). The 
results were as follows: (1) When the homogenization cycle number varied from 1 to 12, the mean particle size decreased from 120 nm 
to 10 nm, while P.I. (polydispersity index) increased from 0.26 to 0.69. (2) The spherical shape observed by TEM indicated a better drug 
loading capacity over SLN. (3) The concentration of all-trans retinoic acid (ATRA) in NLC reached 56.26 µg/mL compared to 20 µg/mL 
dissolved in silicone oil and the photostability of ATRA was improved so that the effective concentration of RA could keep for a longer 
time. (4) As far as the stability of NLC was concerned, its ζ potential value was (−30.9±0.6) mV and it remained stable after 120 min 
centrifugation (4℃, 10000 r/min) or 6 month light-proof storage. Furthermore, freezing-drying (−40℃, 0.01 Pa), which increased its 
mean particle size and reduced its P.I., could also be used to increase the NLC stability. Taken together, RA-loaded NLC is a promising 
drug form for clinical use. 
Key words: nanostructured lipid carriers (NLC); high pressure homogenization; retinoic acid (RA) 


