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摘  要 

脂质体作为药物递送的良好载体，其制备工艺距今约有半个多世纪的研究历史。实验室层面的脂质体制

备技术已趋于成熟，现阶段的研究主要着眼于脂质体的制备由实验室至工业生产的过渡，若攻克此壁垒，

将迎来脂质体药物上市的春天。本文将从脂质体制备技术的传统和非传统两个方面进行介绍，总结每个

大类下的研究进展，为实验中涉及脂质体制备的科研工作者提供帮助。 
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Abstract 
As a good carrier for drug delivery, liposomes have a research history of more than half a century 
in the preparation process. The liposome preparation technology at the laboratory level has be-
come mature, and the current research mainly focuses on the transition of liposome preparation 
from laboratory to industrial production. If this barrier is overcome, it will usher in the spring of 
liposome drug listing. This article will introduce the traditional and non-traditional aspects of li-
posome preparation technology, summarize the research progress under each category, and pro-
vide help for scientific researchers involved in the preparation of liposomes. 
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1. 引言 

脂质体(Liposome)，是纳米递药系统研究领域的热点。它是由一个或多个包围水核的同心脂质双层组

成的人造球形囊泡，于 1964 年 Bangham 等人发表的论文中首次出现[1]。脂质体的脂双层结构结合药物

后改变药物的药动学特征，脂质体具有生物相容性好、无生物毒性、完全可生物降解且无免疫原性等优

势，这些优势决定了脂质体可以作为输送药物的载体，药物可通过脂质体的封装减少药物直接与敏感组

织接触的次数、增加稳定性、延长在体内循环时间，减少用药量，降低副作用[2]。1971 年 Gregoriadis
等研究人员的论文中首次将其作为药物递送系统应用[3]，在此后的五十年的时间里，脂质体载药引起了

人们极大的研究兴趣，一些以脂质体为载体的药物也成功上市并取得了巨大的经济效益。Doxil®于 1995
年引入美国市场，是第一个获得 FDA 监管批准的脂质体制剂[4]。 

现已发现的脂质体制备技术多种多样，每种技术方法都会影响脂质体的性质比如：大小、层状、包

封率[5]。如今，脂质体实验室小规模生产已趋于成熟，若想实现脂质体工业大规模的生产，还需克服脂

质体操作步骤多、批次间差异性大、脂质药物与有机相接触过多等许多问题[6] [7]。近几年人们对于非传

统脂质体制造研究的兴趣不断增加，人们致力于突破脂质体工业化生产的壁垒，涌现出一大批结合超临

界流体技术、微流体技术等新型技术的生产方式。本文将从传统和非传统的脂质体制备方式入手，综述

脂质体的制备方式。因篇幅有限无法兼顾所有研究，文章将着重论述部分研究成果。 

2. 传统的脂质体的制备方式 

在脂质体的制备方法中有很多传统的制备方法，比如：薄膜水化法、溶剂注入法、逆向蒸发法等。

总结归纳，这些传统的方法几乎都是先将脂质溶解在有机溶剂中，然后再去除有机溶剂，之所以采取这

样的操作方法，是因为，在水相中水比重很大，磷脂在水中的临界胶束浓度(critical micelle concentration, 
CMC)极低，而采用生成脂质体的浓度远远大于其 CMC，故如果将这么多的磷脂直接暴露在水相中不仅

会生成脂质体，还会形成一些其他磷脂聚合物。而先将脂质溶解在有机溶剂(例如：氯仿、甲醇、乙醚、

乙醇)中，其溶解度高且稳定性好，磷脂分子可以均匀分布在有机溶剂中，使磷脂分子得到分散。脂质体

制备是否成功的一个前提就是是否可以将脂质充分的分散开来[6]。 
传统脂质体的制备方式大致可以概括为以下四步：1) 将脂质(油相)溶解在有机溶剂中；2) 去除有机

溶剂；3) 纯化和分离脂质体；4) 通过超声或挤出法缩小脂质体的粒径 

2.1. 薄膜水化法 

薄膜水化法，也成为 Bangham 法或手摇法，是第一个报道的脂质体制备技术，代表了脂质体技术中

最简单和最古老的方法[1]。 
脂质首先溶解在有机溶剂中(如果药物是脂溶性的一并溶解进去)，混合溶液被置于一个大的圆底烧瓶

中，通过减压旋蒸等方法将有机溶剂蒸干，有机溶剂一般选用氯仿、乙醚、甲醇等溶剂，这些溶剂有一
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定的毒性，故一定要将有机溶剂蒸干，此过程一般在真空条件下暴露几个小时，故耗费时间长，为该法

的限速步骤。在圆底烧瓶的表面会形成一层均匀的脂质薄膜，再加入水相(如果药物是亲水的，则将其溶

解在水相中)并振荡，使脂质薄膜水化脱落以产生脂质体分散体。将脂质体分散体进行过膜挤压或超声，

以获得目标粒径的脂质体。有关实验证明，该方式包封脂溶性药物时的包封率远远大于包封水溶性药物。

在引用文献综述[8]中提到 Ran 和 Yalkowsky 在使用此方法时，用氟烷(一种不致癌症、不易燃的吸入麻醉

剂)替代了有机溶剂，获得了较高的包封率和脂质体稳定性。 
特指出此法水合步骤：在水合时，圆底烧瓶玻璃上堆叠的双层分离非常缓慢，而且当脂质薄片边缘

能量大于弯曲能量时，薄片可变成球体，形成最小的脂质体。水合条件影响双层脂质薄片的合并速度，

双层边缘合并的速度决定了脂质体的形成结构，双层边缘快速合并生成多层大囊泡(Multilamellar large 
vesicles, MLV)，通过施加电场来增加双层分离速率或通过抑制流体流动动力来降低双层合并速率，则可

以获得单层囊泡[9]。综上所述，双层折叠的相对动力学决定了形成的囊泡的大小和层状[10]。 

2.2. 溶剂注入法 

脂质体的制备也可以选用溶剂注入法。该方法是将溶解在有机溶剂(乙醇或乙醚)中的脂质快速注入水

性介质中，从而形成脂质体。根据有机溶剂的不同可将其分为乙醇注入法和乙醚注入法。 

2.2.1. 乙醇注入法 
乙醇注入法是 Batzri 和 Korn 于 1973 年开发的一种制备方法[11]。是将含有脂质的乙醇溶液注入到大

量水相中，无需经过任何中间过程即可快速形成囊泡，以此可以在没有超声处理过的情况下可以形成单

双层脂质体，克服了薄膜水化法的不足。在引用文献[12]中介绍了乙醇注入法的微观过程：脂质分子从乙

醇中自由排列成双层磷脂片段(Bilayer phospholipid fragments, BPF)，若乙醇分散在水相中，BPF 在乙醇和

水相之间的边界沉淀，然后通过双层磷脂片段的融合形成脂质体。在文献中[12]指出，BPF 的弯曲能量

和曲率之间呈反比关系、弯曲能量与 BPF 长度之间呈反比关系，即囊泡形成所需能量排序 MLV < 大单

层囊泡(Large unilamellar vesicles, LUV) < 小单层囊泡(Small unilamellar vesicles, SUV)，SUV 的形成需要

大量的能量，故很难通过其他方法(例如薄膜水合法)制备，但乙醇注入法中乙醇为脂质分子提供了较大的

表面积，从而减少了双分子层的厚度和 BPF 闭合期间的弯曲刚度，可以生成 SUV。 
多种因素可以影响乙醇注入法产生脂质体，比如：注射速度、搅拌速度、脂质浓度、乙醇体积、水

相渗透压等[5]，详细见表 1。 
 
Table 1. Factors influencing the preparation of liposomes by ethanol injection 
表 1. 影响乙醇注入法制备脂质体的因素 

影响因素 影响的结果 

注射速度 对脂质体的粒径影响小，影响多分散指数(PDI) 

搅拌速度 主要影响脂质体的粒径：流速增加脂质体粒径减小，达到一定流速后，粒径保持不变 

脂质浓度 理论上增加脂质浓度，脂质体的粒径增加 

乙醇体积 水介质中乙醇浓度为 7.5%v/v，是形成小粒径均质脂质体群体的完美比例[12] 
若超过最佳限度，则生成的脂质体普遍偏大 

水相渗透压、pH 渗透压对脂质体粒径的影响不大 
pH 脂质体粒径的大小影响可忽略不计，极端 pH 可能会影响均匀性 

药物类型 更适合脂溶性或溶于乙醇的药物 
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常规的溶剂注入法也存在一些弊端，其中严重的问题大多是围绕乙醇展开的，首要问题，乙醇残留

太多，若乙醇和水形成共沸物，此时再去除乙醇就比较难实现了，但可以通过后期透析除去乙醇[8]。有

研究人员发明了一种改良方法，即将水溶液注入到乙醇溶液中去，然后再旋转蒸发除去乙醇[13]。其次问

题，有一些脂质在乙醇中并不易溶，而且乙醇可能会造成某些药物变性失效。 

2.2.2. 乙醚注入法 
另一种常见的溶剂注入法为乙醚注入法。将乙醚注入预热至 60℃的水相中，乙醚挥发后形成脂质体。

乙醚不溶于水，易挥发，此法虽仍有有机溶剂残留的问题，但较乙醇注入法相比，残留的较少[8]。但此

法也具有局限性，乙醚的生物毒性较大，对实验操作者有隐形的安全问题。 

2.3. 逆向蒸发法 

文章中的前两种方法在大部分情况下对脂溶性药物的包封率优于水溶性药物的包封率，且易形成

MLV (>500 nm)，虽然可通过超声或过膜挤出等方法制备 SUV (20~100 nm)，但脂质体内包含的水相的体

积还是太少[14]。Szoka 和 Papahadjopoulos 在 1978 年发表的论文中首次提出了逆向蒸发法这种脂质体的

制备方法[14]。逆向蒸发法的步骤大致与薄膜水化法类似，最终的目的是形成反胶束或 w/o 乳液。经实验，

这种方法制备的脂质体，在低离子强度的介质(例如：0.01 M NaCl)中对水性药物的包封率也达 65%，是

传统脂质体制备方法中包封亲水性药物的最好的方法[2]。 
文献中该方法的制备流程可概括为：脂质溶解在有机溶液中，加水相超声(间断性超声)乳化，超声为

反胶束后加入到圆底烧瓶中，在旋转蒸发器中减压蒸发有机溶剂形成粘性凝胶，然后再加入水相，继续

减压蒸发，直至充分水化，当去除足够的有机溶剂时，凝胶塌陷并形成囊泡的水性悬浮液[5]。 
逆向蒸发法虽然可以更好的截留水相，但也具有一定的局限性。若包封水溶性的药物则直接将药物

加到水相中进行包封，会造成与有机溶剂直接接触，且包封的物质直接与超声的环境条件接触[5]，因此

不适合包封易碎分子，例如肽。在制备过程中，易造成有机溶剂残留，这些有机溶剂可能与脂质和药物

作用。 

2.4. 表面活性剂去除法 

在 1975 年 Helenius 和 Simons 发表了一篇文章[15]，文章讨论了表面活性剂对细胞膜的增溶，在此

基础上，后续研究提出了在脂质–表面活性剂混合胶束中去除表面活性剂的重组脂质体的方式，这种制

备方法称为表面活性剂去除法或去污剂去除法。 
该方法的操作步骤可以概括为：先将脂质溶解到表面活性剂溶液里，必须注意的是表面活性剂的浓

度应高于 CMC。将此混合溶液与水相混合后，再采用透析、稀释、凝胶排阻色谱等方式[16]，将表面活

性剂去除。 
表面活性剂去除的操作方式不同，产生的结果也不同，详细见表 2。 

 
Table 2. Methods for detergent removal 
表 2. 表面活性剂去除方式 

方式 优点 缺点 

透析 技术简单、成本低 由于存在渗透压差异导致最终浓度未知；实验重复性差、

持续时间长 

稀释 技术简单、可控 不适合大规模生产，因不可无限稀释故无法完全去除表面

活性剂 
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Continued 

凝胶排阻色谱 技术简单、效率高、成本低、可重

复使用 形成脂质体的脂质与凝胶接触时可能会被凝胶保留 

酶促反应 速度快、效率高 酶和副产物去除较难 

2.5. 复乳法 

复乳法顾名思义是经过两次乳化制备脂质体的方法，该方法的操作方式类似于逆向蒸发法，对水性

药物具有极强的包封能力，具体步骤可以概括如下： 
第一次乳化：将少量水相(可包含药物)加入到大量的有机相中(一般是磷脂)形成 W1/O 的反胶束，然

后选择性地减压去除部分有机溶剂；第二次乳化：将制备的 W1/O 乳液添加到 10 倍体积的水相中进行混

合形成 W1/O/W2乳液[17]；通过减压除去有机溶剂以自组装形成囊泡。 
近些年人们基于传统复乳法进行改造和创新，Kuroiwa 等人[18]在二次乳化中与微通道技术连用从而

减少包封药物的泄露并增强了囊泡大小的均匀性。 

3. 非传统的脂质体的制备方式 

虽然基础脂质体的研究仍然是脂质体研究的核心，若分析关于脂质体的其他研究，明显发现人们对

非传统脂质体制造的研究的兴趣在不断增加，在这些其他研究中已发表的文献，主要侧重于传统脂质体

方式的替代方式[19]。在本节将对非传统脂质体的制备方式进行介绍，这些方法在一定程度上减少了对有

机溶剂的使用和制作步骤，为脂质体大规模生产奠定基础。 

3.1. 超临界流体技术 

超临界流体(supercritical fluid, SCF)在压力和温度的控制下对某些脂类化合物具有很强的溶解能力，

且超临界流体选用的材料大多为无毒的二氧化碳，故可将此技术应用于脂质体的制备。超临界流体法这

类制备技术又可细分为：注入减压法、超临界溶液快速膨胀法(rapid expansion of super critical solution, 
RESS)、气体反溶剂法(gas antisolvent, GAS)、超临界反溶剂法(supercritical antisolvent, SAS)、超临界逆向

蒸发(supercritical reverse-phase evaporation, SCRPE)等。 

3.1.1. 注入减压法 
注入减压法由 Castor 和 Chu 于 1994 年提出，是第一种 SCF 制备脂质体的技术[8]。根据操作方式的

不同可以分为注入法和减压法。注入法：脂质、有机溶剂和 SCF 的混合物通过喷嘴注入水相，脂质体在

注入水相后形成。脂质体的粒径大小取决于喷嘴开口直径。减压法：先将脂质、水相和 SCF 混合，然后

将混合物减压，使 SCF 与脂质和水相分离，此过程脂质体逐渐形成。脂质体粒径大小取决于减压速率[20]。 

3.1.2. 超临界溶液快速膨胀法(RESS) 
在这个方法中，SCF 起到了溶剂的作用。RESS 通过改变 SCF 的温度和压力，从而影响其溶解能力

而形成脂质体。操作方式与减压法类似：调整 SCF 的温度和压力，将脂质和水相充分溶解在 SCF 中，然

后将混合物在极短的时间内经过一个特制的喷嘴，快速降压破坏超临界状态，以形成脂质体。此法不需

要使用大量的有机溶剂且制得的脂质体粒径均一，故应用广泛，但制备压力过高，大多数物质在 SCF 中

的溶解度不高，不适合大规模生产[21]。 

3.1.3. 气体反溶剂法(GAS) 
SCF 在此法中起到反溶剂的作用。反溶剂具有可以溶解原溶剂，但不能溶解原溶剂溶质的特点。故
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GAS 法的操作方式可以概括为：先将脂质溶解在一定的有机溶剂中，然后再将混合溶剂与 SCF 混合，溶

液体积膨胀，有机溶剂发生过饱和，溶质析出，从而形成脂质体[22]。 

3.1.4. 超临界反溶剂法(SAS) 
目前，该方法在脂质体制备过程中应用很普遍，SAS 与 GAS 十分类似(有的文章将 GAS 归为 SAS

中，再将 SAS 分类为间歇式和连续式，在本篇文章中将两者分开，GAS 特指间歇式制备策略，SAS 特指

连续式策略)，其操作方式可以概括为将溶液通过特制喷嘴，以小液滴的形式喷射到 SCF 中，在短时间内

析出溶质。其中在一项专利中将喷嘴改造为超声特制喷嘴，以得到粒径更小更均匀的液滴[23]。SAS 可

以减少有机溶剂的残留，简化了操作步骤，粒径可以调节，可推广为工业大规模生产。 

3.1.5. 超临界逆向蒸发法(SCRPE) 
2001 年，Katsuto Otake 等人开发了一种超临界逆向蒸发法制备脂质体[24]，在该方法中，在高于

脂质相变温度下，将脂质、有机助溶剂、SCF 在电池中混合搅拌在一起，然后对该系统进行减压，不

同于 3.1.1 中介绍的减压法，该法是通过储存溶液的电池释放气体而减压。脂质体的形成是水相引入电

池后形成的，减压后，CO2 从水相中蒸发。2006 年还是 Otake 等人改进了 SCRRE 方法，详细请见引用

文献[25]。 

3.2. 微流体技术 

近些年，微流体技术在脂质体制造领域引起了科研工作者的极大兴趣，有研究表明，可以将脂质体

的制造从实验台转移到 GMP 车间，由此实现脂质体的批量生产。该方法生产脂质体的原理与反溶剂法类

似，微流体技术创造了一种使多种溶液快速混合的条件，微通道中的流动促进了醇中的磷脂溶液和水相

缓冲液之间的扩散混合[9]。多种溶剂的混合致使溶液极性变化从而导致脂质的溶解度下降，最终沉淀形

成脂质体。 
微流体技术生产脂质体的关键装置是混合器，微流控混合器的设计方向大致可以分为三个方向：1)

应用流体动力学聚焦方法：2004年 Jahn等人首次提出将微流体动力学聚焦方法(Microfluidic Channels with 
Hydrodynamic Focusing，MHF)应用于脂质体的生产，并已成功生产出单分散脂质体[26]。MHF 装置可具

有平面 2D 几何形状或 3D 几何形状；2) 设计基于液滴的微流控系统：乳化液滴是通过使用两种不互溶

的流体形成的，例如水和油，以及毛细管微流控装置；3) 应用被动混合器：交错人字混合器(staggered 
herringbone mixer, SHM)是最常见的被动混合器之一，SHM 的主要优点是制造工艺简单，能够在低雷诺

数下实现流体的完全混合[27]。微流控混合器的相关仪器图片请见引用文献[27]。 

3.3. 冷冻干燥法 

冷冻干燥法主要用于生产无菌和无热源的亚微米小尺寸脂质体[28]，有时也会用于脂质体的储存。该

方法将脂质体在冻干保护剂(比如：蔗糖、甘露糖、乳糖和海藻糖，最常用海藻糖)存在的条件下冷冻干燥，

若加入适当的水性缓冲溶液后发生再水合，然后形成脂质体悬浮液。该技术作为一种解决脂质体长时间

储存困难的方法具有很大的潜力，但在冷冻的情况下有时会造成包封物质的泄露。在引用文献中，对冷

冻干燥法制备脂质体进行了很全面的综述[29]。 

3.4. 其他的制备方式 

超临界流体、微流体和冷冻干燥法这三种非传统脂质体制备技术已经近乎成熟，除此之外还有很多

新兴的脂质体制备技术，见表 3。 
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Table 3. Emerging liposome preparation technology 
表 3. 新兴的脂质体制备技术 

名称 简介 

填充床反应器 使用可提供高重力的技术——旋转填料床生产药物负载脂质体，可用于大规模生

产[30] 

双不对称离心 是一种用于制备小脂质体的新型均质化技术，该法应用双不对称离心技术生产非常

小批量的 siRNA-脂质体[31] 

喷雾干燥法 该法通常制备吸入给药或经皮给药的脂质体制剂[32] [33] 

凝胶辅助水化法 凝胶辅助水合法已成为一种替代电铸的方法，在生理离子强度的溶液中产生 GUV，

囊泡生成的速度快[28] 

改良的电铸法 Taylor 等人基于铟锡氧化物载玻片与脂质溶液和电铸的微图案化相结合，开发出制

备单分散巨脂质体的新技术[34] 

高剪切力法 用于制造含有疫苗佐剂的免疫原性脂质体，已获取专利[6] 

4. 临床研究中脂质体制剂的制备 

脂质体可以在人类感染和炎症部位积累[35]，也可以通过对脂质体的修饰可以使脂质体表面带有电荷

从而对某些特殊物质进行封装，除了小分子化疗药物的封装外，越来越多的研究集中在脂质体对基因药

物(包括 mRNA，pDNA，siRNA 等)，蛋白质药物，激素药物等的封装和递送能力上[36]，如今，脂质体

被研究应用于多种疾病的治疗，取得了一定的进展。尤其是在脂质体疫苗研制领域，已上市的代表药物

有 Epaxal®和 Inflexal® (分别肌内注射以预防甲型肝炎和季节性流感)、Mosquirix®疟疾疫苗和 Shringrix®
带状疱疹疫苗(通过将含有适当免疫刺激素的脂质体与抗原混合来制备) [37]，如今在应对 COVID-19 疫情

大背景下，mRNA 的应用有着举足轻重的作用，但 mRNA 稳定性差，很多人选用纳米材料对 mRNA 进

行包封，FDA 已授予 BNT162b2 (辉瑞/BioNTech)和 mRNA-1273 (Moderna)两种药物的紧急使用授权，它

们都采用脂质纳米颗粒(Lipid nano particles, LNP)载体进行包封的 mRNA 疫苗[36]，这两种药物所选用的

纳米包封材料 LNP 通常采用微流体技术制备，将制备材料快速混合，步骤简易快速且可用于大规模生产；

脂质体与 LNP 相比，脂质体的制备工艺和包封 mRNA 技术相对复杂，Huang 等人首次报道了一种包裹

SARS-CoV-2 RBD-mRNA 的脂质体来对抗 SARS-CoV-2 感染，该实验中脂质体采用薄膜分散法进行制备

[38]；米歇尔等人[39]曾经采用薄膜分散法制备阳离子脂质体试图对 mRNA 进行良好的包封，操作方式

如下：将脂质溶解在氯仿中，在通入氩气流的条件下(无 O2)进行干燥和真空蒸发过夜，将形成的脂质层

用无核酸酶的水相再水化，然后涡旋、超声(30 min)、挤压(通过孔径为 200 nm 的膜)获得单层脂质体，最

后孵育包封 mRNA，虽然该研究证明了特殊脂材(DC-cholesterol/DOPE liposomes)制成的脂质体可用作具

有高封装效率的 mRNA 的高功能递送载体，但在该两种脂质体研究中，脂质体制备和 mRNA 包封的方

式复杂，且较难应用于大规模生产。在引用文献[36] [37] [40]中对脂质体疫苗领域进行了很详细的综述，

并解释了相关的原理和机制。 

5. 结语 

脂质体作为基于脂质的纳米材料，拥有半个多世纪的研究历史，在临床中已经应用为药物的载体。

脂质体未来的发展历程必然是机遇和挑战并存的：机遇体现在脂质体是药物和患者的双重保护伞，一方

面保护药物不会被尽快代谢，一方面保护患者，因对脂质体进行靶向修饰，从而降低一部分副作用。目

前前沿科学许多已经涉及了对经典小分子和 RNA 递送，并取得一定的进展。作为一种类似于生物膜的复
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杂的药物制剂，实现脂质体批量生产的工业技术选择性少而且不成熟。现在正处在纳米药物研究的热潮，

不仅脂质体，其他纳米递药材料：微球、胶束等的研究各个实验室正在如火如荼地进行，谁先突破纳米

药物工业化生产的难点，无疑可独立鳌头。可以相信的一点是，在未来，对脂质体研究的投资将会不断

加大，新型脂质体药物也将不断上市，为更多的疾病治疗带来新的希望。 
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