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摘　要：本研究旨在研制伊维菌素纳米乳注射液（５％）并对其理化性能、载药量、稳定性和急性毒性进行评价。采

用伪三元相图法进行处方筛选，在常温下，以黏度、电导率、折光率、Ｚ电位、平均粒径为指标考察纳米乳的理化性

能；在不同的温度、光照和湿度条件下以药物含量为指标考察纳米乳的稳定性；采用 ＨＰＬＣ法测定载药量，用小鼠

灌胃的方法进行急性毒性研究。结果表明，该纳米乳在透射电镜下观察其乳滴呈球状，平均粒径为７０ｎｍ；不同温

度、光照和湿度条件下含量无明显变化，稳定性良好；小鼠急性毒性试验表明该纳米乳注射液（０．１％）属于实际无

毒。结果提示，本研究研制的伊维菌素纳米乳注射液（５％）制备简单，是一种质量稳定、安全性高的新制剂。
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　　伊维菌素（Ｉｖｅｒｍｅｃｔｉｎ，ＩＶＭ）是阿维菌素的衍生

物，是目前世界上较优秀的广谱抗寄生虫药，其主要

成分为２２，２３二氢阿维菌素Ｂ１ａ。ＩＶＭ具有广谱、高

效、用量小和安全等优点，对体内外寄生虫特别是线

虫和节肢动物均具有高效驱杀作用［１］。但是ＩＶＭ几

乎不溶于水，严重制约着该类药物的使用。目前，虽

然伊维菌素已制成预混剂、片剂、软膏剂、溶液剂、注

射剂、透皮剂等常规剂型及缓释丸剂、埋植剂、微球剂

等新剂型［２７］，但未见有伊维菌素纳米乳注射液的研

究报道。阿维菌素作为一类重要的抗生素，已经成为

一种农用和兽用的高效生物源杀虫剂［８］。研究伊维

菌素纳米乳剂对于广泛研究阿维菌素类药物以及其

它水难溶性药物的纳米乳剂具有重大的意义。

纳米乳（Ｎａｎｏｅｍｕｌｓｉｏｎ）是由表面活性剂、助表

面活性剂、油相、水相组成的一种稳定透明的胶体分

散系统，其粒径在１０～１００ｎｍ。纳米乳制备不需要

特殊的设备，操作简单，且易于保存。由于粒径小，

可采用过滤灭菌，作为一种新型药物载体，纳米乳制

剂具有低黏度、稳定性好、吸收迅速、靶向释药、能显

著提高药物的生物利用度、能极大提高难溶性药物

在水中的溶解性、可以降低药物的毒副作用等特

点［９１２］。近年来，国内外用新型纳米乳载体对传统

的、难溶性、药效高的药物进行改造，制备出了良好

的药物传递系统［１３２１］。纳米乳可以广泛应用于农

药、食品保鲜剂、防腐剂、兽药研制等，应用前景广

阔［２２］。随着研究的深入及应用进一步引起了人们

对药用纳米乳剂研究的重视。

本研究通过制备、评价伊维菌素的纳米乳剂新

剂型，为水难溶性药物纳米乳剂的制备提供可靠的

研究方法和思路。

１　材料与方法

１．１　试验材料

ＪＥＭ１２００ＥＸ投射分析电镜（日本电子光学公

司）；ＺｅｔａｓｉｚｅｒＮａｎｏＺＳＺＥＮ３６００激光动态散射仪

（英国 Ｍａｌｖｅｒｎ公司）；ＮＤＪ１型旋转式黏度计（上海

天平仪器厂）；Ａｇｉｌｅｎｔ１１００ｓｅｒｉｅｓ高效液相色谱仪

（美国安捷伦公司）；ＲＨＫＴ／Ｃ型恒温磁力搅拌器

（ＩＫＡ ，德国）；ＴＧＣ１６Ｃ台式高速离心机（上海安

亭科学仪器厂）；ＢＳ２１４Ｓ电子天平（德国Ｓａｔｏｒｉｕｓ公

司）；ＨＺ８８０２Ｓ恒温水浴震荡床（化利达实验设备有

限公司）。

ＩＶＭ原药（由中国药品生物制品检定所提供）；

泊洛沙姆１８８、聚氧乙烯氢化蓖麻油 Ｃｒｅｍｏｐｈｏｒ

ＲＨ４０（德国ＢＡＳＦ公司）；大豆卵磷脂（天津市光复

精细化工研究所）、Ｔｗｅｅｎ８０、ＯＰ乳化剂（天津福晨

化学试剂厂）；蓖麻油、油酸乙酯（天津光复化学试剂

厂）；注射用大豆油、肉豆蔻酸异丙酯（ＩＰＭ，上海高

维实业有限公司）；异丙醇、乙醇、丙三醇、１，２丙二

醇、正丁醇等均为分析纯。

１．２　试验方法

１．２．１　表面活性剂的筛选　　将非离子型表面活

性剂（ＳＦ）泊洛沙姆１８８、ＣｒｅｍｏｐｈｏｒＲＨ４０（聚氧乙

烯氢化蓖麻油）、ＯＰ乳化剂（聚氧乙烯辛基苯基

醚）、大豆卵磷脂、Ｔｗｅｅｎ８０配成１８ｍｇ·ｍＬ
－１的

胶束水溶液，考察ＩＶＭ 在各胶束溶液中的溶解度。

用 ＨＰＬＣ法测定ＩＶＭ 在各胶束溶液中的溶解度。

以胶束溶液中ＩＶＭ溶解度最大的作为试验用表面

活性剂。

１．２．２　油相的筛选　　选择大豆油、蓖麻油、肉豆

蔻酸异丙酯、油酸乙酯不同碳链长短的油，黏度大小

依次为蓖麻油＞大豆油＞肉豆蔻酸异丙酯＞油酸乙

酯。分别取上述四种油适量，置于具塞锥形瓶中，加

入过量的ＩＶＭ，６０℃水浴振摇２４ｈ达到平衡。用

ＨＰＬＣ法测定ＩＶＭ 在各油相中的溶解度。以ＩＶＭ

溶解度最大的油为试验用油。

１．２．３　助表面活性剂的选择　　将“１．２．１”所选的

表面活性剂和５种短链的助表面活性剂（ＣｏＳＦ），即

乙醇、异丙醇、１，２丙二醇、正丁醇、丙三醇按质量比

（Ｋｍ 为１∶１、２∶１、３∶１）混合作为混合表面活性

剂，再将“１．２．２”选择的油相分别与各种混合表面活

性剂按质量比１∶９、２∶８、３∶７、４∶６、５∶５、６∶４、

７∶３、８∶２、９∶１混匀，在磁力搅拌下用超纯水滴

定，观察各体系的变化，记录体系由浑浊变澄清时的

临界加水量。滴定过程可借助丁达尔现象和偏光显

微镜来判断是否形成了纳米乳。评价标准：液体外

观透明，流动性良好且有丁达尔现象，偏光显微镜观

察无双折射现象，投射电镜观察其粒径在１０～

１００ｎｍ则为纳米乳；液体透明，黏度大有双折射现

象则为液晶态；液体不透亮成白色乳样则为普通乳。

通过体系能否形成纳米乳从而确定助表面活性剂。

１．２．４　ＩＶＭ 纳米乳的制备　　采用滴定法绘制伪

２６１１
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三元相图［２３］，将 Ｔｗｅｅｎ８０ 与正丁醇按 Ｋｍ 为

１∶１、２∶１、３∶１混匀后，再与油酸乙酯按不同比例

混合，称取一定量的ＩＶＭ加入其中混匀，磁力搅拌下

用超纯水滴定到体系形成透亮的纳米乳（载药量达到

５％），记录临界加水量。分别以ＳＦＣｏＳＦ、Ｏｉｌ、Ｗａｔｅｒ

作为相图的３个顶点绘制相图确定纳米乳的界限。

１．２．５　纳米乳类型的鉴别　　采用离心法
［２４］、染

色法［２５］鉴别。取“１．２．４”制备的ＩＶＭ纳米乳适量，

离心（１５０００ｒ·ｍｉｎ－１）１５ｍｉｎ。结果未见分层，仍

为澄明，淡黄色纳米乳。染色法是利用水溶性染料亚

甲蓝（蓝色）和油溶性染料苏丹红（红色）在纳米乳中

扩散的快慢来判断纳米乳的类型，若蓝色扩散快于红

色则为Ｏ／Ｗ型纳米乳，反之为 Ｗ／Ｏ型纳米乳。

１．２．６　纳米乳形态观察　　取试验制备的ＩＶＭ纳

米乳（５％）适量，用２％的磷钨酸负染，于透射电镜

下观察。

１．２．７　纳米乳粒度分析　　取试验制备的ＩＶＭ纳

米乳（５％）适量，用适量超纯水稀释后用激光粒度测

定仪进行测定。

１．２．８　ＩＶＭ 纳米乳含量的测定　　用 ＨＰＬＣ法

进行测定，色谱条件：甲醇∶水＝８５∶１５；流速

１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１；检测波长２４５ｎｍ；柱温４０℃；进

样量１０μＬ。纳米乳加流动相适量，超声３０ｍｉｎ，放

冷至室温，摇匀，用微孔滤膜（０．４５μｍ）滤过，即可

进样检测。

１．２．９　ＩＶＭ纳米乳的急性毒性试验　　健康小白

鼠观察喂养３ｄ后，剔除不合格小鼠，称体质量编号

随机分组，每组１０只，雌雄各半。采用灌胃法，按

５、６．５８、８．６６、１１．４、１５ｇ·ｋｇ
－１经口一次给稀释后

的ＩＶＭ纳米乳（０．１％），给药前禁食８ｈ，不限制饮

水，观察记录各组动物给药后的症状、体征、死亡数

目和时间。

２　结　果

２．１　处方设计与筛选

２．１．１　表面活性剂的筛选　　ＩＶＭ 的溶解度大小

顺序：ＣｒｅｍｏｐｈｏｒＲＨ４０＞泊洛沙姆１８８＞ＯＰ乳化

剂＞ Ｔｗｅｅｎ８０＞大豆卵磷脂。前三者对ＩＶＭ的溶

解性差别不是很大。故初步选前三者为表面活性剂。

２．１．２　油相的筛选　　ＩＶＭ 在油酸乙酯中的溶解

度最大，为２６ｍｇ·ｋｇ
－１，ＩＰＭ次之，为２４ｍｇ·ｋｇ

－１。

这可能与油酸乙酯的碳链及黏度有关，有利于ＩＶＭ

在油中的分布和溶解。故选油酸乙酯为油相。

２．１．３　助表面活性剂的选择　　纳米乳能形成的

体系：ＯＰ乳化剂１，２丙二醇（丙三醇、ＰＥＧ４００、正丁

醇）油 酸 乙 酯水；ＣｒｅｍｏｐｈｏｒＲＨ４０１，２丙 二 醇

（ＰＥＧ４００）油酸乙酯水；Ｔｗｅｅｎ８０正丁醇（１，２丙二

醇、ＰＥＧ４００）油酸乙酯体系形成纳米乳的难易程度、

载药量、稳定性及毒性试验综合确定最佳体系为Ｃｒｅ

ｍｏｐｈｏｒＲＨ４０１，２丙二醇（ＰＥＧ４００）油酸乙酯水。

２．２　犐犞犕纳米乳的制备

ＩＶＭ纳米乳的伪三元相图见图１，结果表明，当

Ｋｍ＝２∶１时纳米乳区面积最大。

图１　犜狑犲犲狀８０＋正丁醇＋油酸乙酯体系的伪三元相图

犉犻犵．１　犘狊犲狌犱狅狋犲狉狋犻犪狉狔狆犺犪狊犲犱犻犪犵狉犪犿犮狅犿狆狅狊犲犱狅犳犜狑犲犲狀８０狀犫狌狋犪狀狅犾犲狋犺狔犾狅犾犲犪狋犲

２．３　纳米乳类型的鉴别

纳米乳类型的鉴别结果表明，本试验研制的

ＩＶＭ纳米乳为Ｏ／Ｗ型。

２．４　犐犞犕纳米乳的含量测定

２．４．１　方法专属性考察　　分别取伊维菌素对照

品、伊维菌素微乳，分别进样１０μＬ，分别测定，记录

色谱图。结果见图２和３。由图３可知，辅料和试

剂不干扰药物的测定。
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图２　伊维菌素色谱分析

犉犻犵．２　犆犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪犿狅犳犻狏犲狉犿犲犮狋犻狀

图３　伊维菌素微乳色谱分析

犉犻犵．３　犆犺狉狅犿犪狋狅犵狉犪犿狅犳犻狏犲狉犿犲犮狋犻狀狀犪狀狅犲犿狌犾狊犻狅狀

２．４．２　对照品溶液制备　　精密称取伊维菌素对

照品０．０１１１ｇ，以流动相溶解配置成浓度１１１．０

μｇ·ｍＬ
－１作为储备液。精密量取上述储备液０．２、

０．６、１．０、３．０、６．０、１０．０ｍＬ，分别置１０ｍＬ的容量

瓶中，加流动相定容、摇匀，作为对照品溶液。

２．４．３　供试品溶液制备　　精密称取样品适量，置

于１００ｍＬ容量瓶中，加流动相适量，超声３０ｍｉｎ，放

冷至室温，摇匀，用微孔滤膜（０．４５μｍ）滤过，即得。

２．４．４　标准曲线与线性范围　　分别取上述对照

溶液１０μＬ进样测定。以对照品溶液浓度（ｃ）为纵

坐标，峰面积的平均值（Ａ）为横坐标作图，绘制标准

曲线，并计算得回归方程：狔＝０．０３２狓＋０．２８０３。

犚２＝０．９９９９。结果表明，伊维菌素浓度为２．２２～

１１１．０μｇ·ｍＬ
－１时有良好的线性关系。

２．４．５　精密度试验　　取伊维菌素标准曲线中６０

μｇ·ｍＬ
－１的对照品溶液，重复进样５次，每次进样

１０μＬ，依法测定峰面积，计算得出ＲＳＤ为０．３１％，

结果证实方法精密度良好。

２．４．６　回收率试验　　分别精密量取伊维菌素对

照品储备液３．０、６．０、７．０ｍＬ，置１０ｍＬ容量瓶中，

加入处方量的空白微乳，按外标法进行测定，并计算

回收率。其平均回收率为９９．６％，ＲＳＤ为０．６０％。

２．４．７　样品含量测定　　精密称取伊维菌素微乳

液约０．２ｇ，置于１００ｍＬ的容量瓶中，按“２．４．３”方

法制备供试品溶液，按外标法计算伊维菌素含量。

按上述色谱条件测定峰面积，计算样品中伊维菌素

含量。

２．５　纳米乳的性能评价

２．５．１　纳米乳的形态　　纳米乳呈球型，大小均

匀，微乳滴之间界限清晰，表面平滑，乳滴平均粒径

为５３ｎｍ±２．３ｎｍ（图４）。

图４　犐犞犕纳米乳的透射电镜照片

犉犻犵．４　犜犺犲犲犾犲犮狋狉狅狀犿犾犮犿狊犮狅狆犲狅犳犻狏犲狉犿犲犮狋犻狀狀犪狀狅犲犿犾狊犻狅狀

２．５．２　粒径和粒度分布研究　　纳米乳的粒径与
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粒度分布见图５。结果表明：稀释后的ＩＶＭ 纳米乳

粒径主要分布在１０～１００ｎｍ，平均粒径７０ｎｍ（图

５）。

２．５．３　纳米乳的基本理化性质考察　　分别考察

了空白纳米乳和“２．２”制备的伊维菌素纳米乳（５％）

的黏度、电导率、折光率、Ｚ电位和平均粒径（表１）。

空白纳米乳中加入药物以后，电导率显著增加，

粒度增加，Ｚ电位、黏度、折光率无明显变化。 图５　犐犞犕纳米乳的粒度分布

犉犻犵．５　犜犺犲犱犻犪犿犲狋犲狉犱犻狊狋狉犻犫狌狋犲狊狅犳犻狏犲狉犿犲犮狋犻狀狀犪狀狅犲犿犾狊犻狅狀

表１　纳米乳的理化性质测定（狀＝５）

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狆犺狔狊犻犮狅犮犺犲犿犻犮犪犾狆狉狅狆犲狉狋狔犿犲犪狊狌狉犲犿犲狀狋狅犳狀犪狀狅犲犿狌犾狊犻狅狀（狀＝５）

样品

Ｓａｍｐｌｅ

黏度／（ｍｍ２·ｓ－１）

Ｉｄｅｘｏｆｖｉｓｃｏｓｉｔｙ

电导率／ｍｓ－１

Ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙ

折光率

Ｒｅｆｒａｃｔｉｖｅｐｒｏｐｅｒｔｙ

Ｚ电位／ｍＶ

Ｚｐｏｔｅｎｔｉｏｍｅｔｅｒ

平均粒径／ｎｍ

Ａｖｅｒａｇｅｄｉａｍｅｔｅｒ

空白纳米乳

Ｂｌａｎｋｎａｎｏｅｍｕｌｓｉｏｎ
７．０２±０．０１ １３９．００±１．４３ １．２６±０．０４ －１．３５ ６２．０±１．２

ＩＶＭ纳米乳

ＮａｎｏｅｍｕｌｓｉｏｎｏｆＩＶＭ
７．１３±０．０６ １４４．００±２．３１ １．３７±０．０１ －１．４１ ７０．０±２．３

２．５．４　稳定性考察　　ＩＶＭ 纳米乳（５％）于室温

放置１５０ｄ仍保持澄清透明，无分层、药物析出现

象。将ＩＶＭ 纳米乳放置于高温（４０、６０℃）、低温

（４℃）及光照（４５００±５００）ｌｘ下进行试验，于５、１０

ｄ取样测定，含量考察结果见表２。

ＩＶＭ纳米乳的质量稳定，在上述条件下粒度

和含量无明显变化。将“２．２”制备的ＩＶＭ 纳米乳

分别加水稀释至浓度分别为４％、３％、２％、１％、

０．５％，采用上述同样的方法进行试验均质量稳

定。

表２　稳定性试验结果

犜犪犫犾犲２　犜犺犲狉犲狊狌犾狋狊狅犳狊狋犪犫犾犲狋犲狊狋狊 ％

时间／ｄ

Ｔｉｍｅ
４℃ ４０℃ ６０℃

光照

Ｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ

相对湿度９２．５％

Ｒｅｌａｔｉｖｅｈｕｍｉｄｉｔｙ

０ １００．０ ９９．７ ９９．６ １００．１ ９９．７

５ ９９．７ ９９．８ １００．０ ９９．９ １００．２

１０ ９９．３ １００．０ ９９．４ ９９．７ ９９．８

２．６　犐犞犕纳米乳的急性毒性试验

ＩＶＭ纳米乳（０．１％）给药剂量达到１５ｇ·ｋｇ
－１

时，小鼠的死亡率为０％，属于实际无毒范围，该试

验也说明ＩＶＭ纳米乳在这个浓度条件下其所采用

的辅料也属实际无毒。

３　讨　论

３．１　Ｏ／Ｗ 型纳米乳剂可以有效提高药物的溶解

度［１０］。ＩＶＭ几乎不溶于水，作为良好的抗寄生虫药

物，研究广泛［２７］。目前还没有见到该药物的纳米乳

剂剂型的研究报道。本研究成功制备了ＩＶＭ 的

Ｏ／Ｗ型纳米乳剂，且通过一系列试验证明其性质稳

定，可以加水大量稀释。同时，该纳米乳剂可以有效

提高ＩＶＭ的药物含量，载药量高达５％。

３．２　纳米乳剂中的不同组分对药物的性质和结构

没有直接影响。本研究采用 ＨＰＬＣ法测定ＩＶＭ 的

含量，直接用调好ｐＨ值的流动相破乳、稀释、定容，

用０．４５μｍ 微孔滤膜过滤器过滤后进样，结果表
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明：纳米乳中其它辅料对ＩＶＭ 的测定没干扰，该方

法简便易行灵敏度高，重现性好。

３．３　纳米乳是含有一定量表面活性剂、助表面活性

剂、油和水的一个有机体，其对药物的增溶作用取决

于油相、表面活性剂和助表面活性剂［２６］。本研究通

过试验比较了不同油相、表面活性剂、及助表面活性

剂对ＩＶＭ的增溶作用，充分证明了这一点。但是，

纳米乳剂因含有一定量的表面活性剂和助表面活性

剂，这些成分对动物体都有不同程度的毒性或者副

作用，而且这些成分和载药量的大小也对纳米乳剂

的稳定性有一定的影响［２７２８］。临床应用时需要对其

进行安全性和稳定性等方面的综合评价。该研究对

由Ｔｗｅｅｎ８０、正丁醇和油酸乙酯组成的纳米乳剂进

行了综合评价，认为该制剂为稳定、安全、成本低廉

的良好药物剂型。

３．４　采用拟三元相图结合纳米乳的稳定性考察能

够在有效降低表面活性剂和助表面活性剂的情况下

制备出适宜的药用纳米乳，而且制备条件简单、易

行。本试验采用拟三元相图成功制备了ＩＶＭ 纳米

乳剂。

通过对伊维菌素纳米乳的制备及检测方法的研

究为阿维菌素类药物的广泛使用开创了新途径，对

开发利用纳米乳作为药物剂型并解决水难溶性药物

的使用提供了新的研究途径。

４　结　论

本研究采用拟三元相图用Ｔｗｅｅｎ８０、正丁醇、

油酸乙酯和水成功制备了伊维菌素Ｏ／Ｗ 型纳米乳

剂（５％）。该纳米乳呈乳滴呈球状，平均粒径为

７０ｎｍ；不同温度、光照和湿度条件下含量无明显变

化，稳定性良好；小鼠急性毒性试验表明该纳米乳注

射液（０．１％）属于实际无毒。
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