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Đặt vấn đề

AmB là một thuốc điều trị nhiễm nấm toàn thân phổ 
rộng và có hoạt tính kháng nấm mạnh đã được sử dụng 
từ rất lâu. Tuy nhiên, hạn chế của dược chất này là hầu 
như không tan trong nước nên sinh khả dụng không cao 
và thuốc gây nhiều tác dụng phụ, đặc biệt là gây độc cho 
thận. Điều này càng trở nên trầm trọng ở những bệnh 
nhân nhiễm nấm xâm lấn toàn thân do suy giảm miễn 
dịch, ung thư. 

Còn Liposome là một trong những hệ mang thuốc 
mới đang nhận được sự quan tâm của các nhà khoa học 
trên thế giới nhờ có những ưu điểm nổi bật về khả năng 
mang thuốc, kiểm soát giải phóng thuốc và khả năng đưa 
thuốc tới cơ quan đích [1, 2].

Vì vậy, việc nghiên cứu bào chế Liposome AmB để 
ứng dụng trong các chế phẩm nhằm giúp kiểm soát giải 
phóng, tăng sinh khả dụng và làm giảm độc tính trên 
thận của AmB là vấn đề khoa học mang tính cấp thiết. 
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Bài báo trình bày kết quả nghiên cứu bào chế Liposome Amphotericin B (AmB) theo 2 phương pháp: 
hydrat hóa film và pha loãng ethanol.  Các thành phần chính dùng để bào chế bao gồm AmB, hydrogenated 
soybean phosphatidylcholine (HSPC), distearoyl phosphatidylglycerol (DSPG) và cholesterol. Từ kết quả 
nghiên cứu, đã lựa chọn được một số yếu tố công thức cũng như quy trình bào chế có hiệu quả cao nhất. 
Với phương pháp hydrat hóa film, đã lựa chọn được tỷ lệ dược chất/tổng lượng lipid là 9% mol; tỷ lệ 
HSPC/DSPG là 2/0,8; dung dịch hydrat hóa là đệm citrat pH = 5 và bào chế được Liposome AmB có kích 
thước tiểu phân (KTTP) = 228 nm, độ phân bố KTTP (PDI) = 0,189, hiệu suất Liposome hóa là 89,41%. 
Với phương pháp pha loãng ethanol, lựa chọn được tỷ lệ thể tích pha ethanol/pha nước là 8/100, nhiệt độ 
phối hợp 2 pha là 600C, tốc độ khuấy trộn 2 pha là 3900 vòng/phút cho quy trình bào chế; bào chế được 
Liposome AmB có KTTP = 190 nm, PDI = 0,136, hiệu suất Liposome hóa là 73,20%.

Từ khóa: bào chế, hydrat hóa film, Liposome Amphotericin B, pha loãng ethanol.
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Study on preparation 
of Liposome Amphotericin B

                                 
Summary

Liposome is prepared by two methods: thin 
film hydration and ethanol dilution with main 
ingredients including Amphotericin B (AmB), 
hydrogenated soybean phosphatidylcholine, 
distearoyl phosphatidylglycerol and cholesterol. 
By investigating and selecting, some factors 
belonging to formula and pharmaceutical 
procedure have been achieved. The result is 
that a suspension of Liposome AmB which is 
prepared has a small dimension (of about 200 
nm), consistent distribution (PDI < 0.2) and 
high percentage of entrapment of Liposome 
(above 70%).
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hydrophosphat, dinatrisuccinat hexahydrat, kali 
dihydrophosphat, acid citric, acid succinic, lactose, 
sucrose, mannitol, natri hydroxyd, cloroform, ethanol, 
methanol, N,N-dimethylacetamid (DMA), natri EDTA 
và các hóa chất dung môi khác đạt tiêu chuẩn của Hội 
đồng Dược điển Mỹ (USP), tiêu chuẩn nhà sản xuất 
hoặc tinh khiết hóa học, acetonitril, methanol dùng cho 
sắc ký lỏng hiệu năng cao (HPLC).

- Thiết bị và dụng cụ: cân phân tích Satorius 
BP121S (Đức), hệ thống cất quay Rovapor R-210 
(Đức), bể siêu âm Wise clean (Hàn Quốc), máy 
đồng nhất hoá CAT Unidrive X1000 (Đức), thiết bị 
đùn/ép - Liposom extruder (Mỹ), thiết bị đùn/ép cao 
áp EmulsiFlex-c5 (Canada), thiết bị lọc tiếp tuyến 
MicroKros Filter Modiles (Mỹ), hệ thống thiết bị phân 
tích kích thước Zetasizer nano ZS90 (Anh), hệ thống 
máy sắc ký lỏng hiệu năng cao HPLC Aligent, máy đo 
quang Hitachi U-1800 (Nhật Bản), kính hiển vi điện tử 
truyền qua (TEM) JEOL 1010 (Nhật Bản), máy đông 
khô Labocono Freezone Triad 740030 (Mỹ), máy đo 
pH InoLab… và các dụng cụ, thiết bị khác.

Đối tượng và phương pháp nghiên cứu

Đối tượng nghiên cứu: Liposome AmB.

Phương pháp nghiên cứu:	

* Phương pháp bào chế Liposome AmB: dựa theo 
các tài liệu tham khảo [3], Liposome AmB được nghiên 
cứu bào chế với các thành phần chính gồm AmB, 
DSPG, HSPC, cholesterol theo phương pháp hydrat 
hóa film và phương pháp pha loãng ethanol [1, 2, 4]. 
Tiến hành khảo sát một số yếu tố thuộc về công thức 
và quy trình bào chế đến một số đặc tính của Liposome 
AmB.

* Phương pháp đánh giá Liposome AmB tạo thành 
và sau đông khô:

- Đo KTTP và độ đồng nhất: sử dụng phương pháp 
tán xạ ánh sáng động với thiết bị Zetasizer ZS90.

- Hình thái cấu trúc tiểu phân: sử dụng phương pháp 
chụp hiển vi điện tử truyền qua (TEM) với kỹ thuật 
nhuộm soi âm bản.

- Hiệu suất Liposome hóa: xây dựng quy trình định 
lượng AmB trong Liposome bằng phương pháp HPLC 
[5] và phương pháp quang phổ hấp thụ UV-Vis ở bước 
sóng 405 nm. Định lượng AmB trong mẫu Liposome 
thô và trong mẫu Liposome sau lọc tiếp tuyến hoặc sau 
khi đùn ép qua màng. Hiệu suất Liposome hóa (H) tính 
theo công thức:

Kết quả và bàn luận

Kết quả bào chế Liposome AmB theo phương 
pháp hydrat hóa film

Lựa chọn các điều kiện cho quy trình bào chế: đã 
tiến hành khảo sát và lựa chọn được các điều kiện 
của quá trình bào chế với hệ thống cất quay Rovapor 
R-210 (Đức) gồm: nhiệt độ cất quay: 400C; tốc độ 
quay khi tráng film: 150 vòng/phút trong 30 phút đầu, 
50 vòng/phút trong thời gian còn lại của quá trình; 
nhiệt độ hydrat hóa: 500C; tốc độ quay khi hydrat: 
200 vòng/phút. 

 Nghiên cứu ảnh hưởng của tỷ lệ dược chất trong 
công thức đến các đặc tính của Liposome: tiến hành 
nghiên cứu bằng cách cố định tỷ lệ tá dược HSPC/
DSPG/Cholesterol = 2/0,8/1,9; dung dịch hydrat hóa 
là glucose 5%. Bào chế các mẫu và kết quả đánh giá 
một số đặc tính của Liposome tạo thành được trình bày 
ở bảng 1.  

Từ kết quả ở bảng 1 cho thấy, các mẫu từ A3 
đến A9 có KTTP tương đối nhỏ và không khác biệt 
(256-266 nm), phân bố KTTP tương đối đồng nhất 
(PDI < 0,3). Trong đó, mẫu A9 có % mol dược chất 
cao nhất, mức độ thay đổi hiệu suất Liposome hóa nhỏ 
nhất (3,13%). Vì vậy, mẫu A9 với 9% mol AmB/tổng 
lipid được lựa chọn để thực hiện các nghiên cứu tiếp 
theo. 

Bảng 1: ảnh hưởng của tỷ lệ dược chất đến các đặc tính
của Liposome AmB

Công 
thức

AmB
(µmol)

% mol 
AmB/ tổng 

lipid

Zaverage
(d.nm) PDI H (%)

Mức độ thay đổi 
H (%) sau 3 tuần 

bảo quản

A3 10,00 3 256 0,206 89,03 6,58
A5 16,67 5 266 0,276 92,36 7,68
A7 23,33 7 264 0,241 91,52 5,34
A9 30,00 9 260 0,269 87,65 3,13
A11 36,67 11 325 0,362 74,70 8,86

Nghiên cứu ảnh hưởng của tỷ lệ phospholipid đến 
các đặc tính của Liposome: tiến hành nghiên cứu 
bằng cách cố định tỷ lệ dược chất là 9% mol, tỷ lệ 
cholesterol là 40% tổng lượng lipid, dung dịch hydrat 
hóa là dung dịch glucose 5%. Bào chế các mẫu và kết 
quả đánh giá một số đặc tính của Liposome tạo thành 
được trình bày ở bảng 2.
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Từ kết quả ở bảng 2 cho thấy, mẫu A9-0,8 có hiệu 
suất Liposome hóa cao (87,16%), KTTP nhỏ (217 nm), 
phân bố KTTP (PDI = 0,208) trong khoảng hẹp hơn so 
với các mẫu còn lại nên được lựa chọn để thực hiện các 
nghiên cứu tiếp theo.

Nghiên cứu ảnh hưởng của dung dịch hydrat hóa 
đến các đặc tính của Liposome: tiến hành nghiên 
cứu bằng cách cố định tỷ lệ AmB là 9% mol, tỷ lệ 
cholesterol là 40% so với tổng lượng lipid, HSPC/
DSPG = 2/0,8. Bào chế các mẫu và kết quả đánh giá 
một số đặc tính của Liposome tạo thành được trình bày 
ở bảng 3.
Bảng 3: ảnh hưởng của dung dịch dùng hydrat hóa đến các đặc tính 

của Liposome AmB

Công 
thức Hệ đệm pH sau 

bào chế

pH sau 
bảo quản 

3 tuần
Δ pH Zaverage

(d.nm) PDI H (%)

A9-0,8-1 Glucose 5% 
pH 4,5 4,85 2,88 1,97 266 0,203 89,14

A9-0,8-2 Citrat pH 4 4,60 4,35 0,25 247 0,390 86,25

A9-0,8-3 Citrat pH 5 5,48 5,36 0,12 228 0,189 89,41

A9-0,8-4 Citrat pH 6 6,39 6,08 0,31 244 0,219 89,57

A9-0,8-5 Phosphat 
pH 5 4,57 4,46 0,11 297 0,351 85,15

A9-0,8-6 Succinat pH 5 4,78 4,74 0,04 324 0,244 85,74

Từ kết quả ở bảng 3 cho thấy, các mẫu Liposome 
AmB có sự khác nhau khá lớn về KTTP (từ 228 đến 
324 nm), PDI (từ 0,189 đến 0,351) và pH sau 3 tuần 
bảo quản (từ 2,88 đến 6,08). Trong đó, mẫu A9-0,8-3 
dùng đệm citrat pH = 5 làm dung dịch hydrat hóa có 
KTTP nhỏ nhất (228 nm), phân bố KTTP đồng nhất 
(PDI = 0,189), hiệu suất Liposome hóa cao (89,41%) 
và ít có sự thay đổi pH sau 3 tuần bảo quản (0,12) được 
lựa chọn để thực hiện các nghiên cứu tiếp theo.

Kết quả bào chế Liposome AmB theo phương 
pháp pha loãng ethanol

Nghiên cứu ảnh hưởng của tỷ lệ thể tích pha ethanol/
pha nước tới các đặc tính của Liposome: tiến hành 
nghiên cứu bằng cách cố định nhiệt độ phối hợp 2 pha 
là 60oC, tốc độ khuấy trộn 2 pha là 3900 vòng/phút. Bào 
chế các mẫu và kết quả đánh giá một số đặc tính của 
Liposome tạo thành được trình bày ở bảng 4 và hình 1.

Bảng 4: ảnh hưởng của tỷ lệ thể tích pha ethanol/pha nước 
đến các đặc tính của Liposome AmB

Mẫu Thể tích pha ethanol/
pha nước (ml)

Zaverage
(d.nm) PDI H (%)

B4 4/100 235,1 0,120 69,21
B6 6/100 227,7 0,174 68,94
B8 8/100 204,3 0,120 73,53

B10 10/100 157,8 0,222 67,98
B15 15/100 194,2 0,278 Không đánh giá
B20 20/100 176,0 0,208 Không đánh giá

Từ kết quả ở bảng 4 cho thấy, các mẫu khảo sát 
đều tạo được Liposome AmB có KTTP tương đối nhỏ 
(Zaverage < 300 nm) và đồng nhất (PDI < 0,3). Tuy nhiên, 
kết quả ở hình 1 lại cho thấy có sự khác biệt rõ ràng về 
phân bố KTTP giữa các công thức có tỷ lệ thể tích pha 
ethanol/pha nước từ 10/100 trở lên và các công thức có 
tỷ lệ thể tích pha ethanol/pha nước dưới 10/100. Các 
công thức với tỷ lệ thể tích pha ethanol/pha nước từ 
10/100 trở lên có tỷ lệ cao các tiểu phân kích thước lớn 
(>1000 nm) (nên không tiến hành đánh giá hiệu suất 
Liposome hóa); ngược lại, các công thức với tỷ lệ thể 
tích pha ethanol/pha nước dưới 10/100 có tỷ lệ các tiểu 
phân kích thước nhỏ chiếm đa số, không xuất hiện các 
tiểu phân kích thước lớn (>1000 nm). Công thức B8 có 
hiệu suất Liposome hóa cao nhất (đạt 73,53%) trong 
các công thức có tỷ lệ thể tích pha ethanol/pha nước 
dưới 10/100. Kết hợp với các tài liệu tham khảo [6-8], 
lựa chọn tỷ lệ thể tích pha ethanol/pha nước là 8/100 
để thực hiện các nghiên cứu tiếp theo. 

Nghiên cứu ảnh hưởng của nhiệt độ phối hợp 2 pha 
tới các đặc tính của Liposome: tiến hành nghiên cứu 
bằng cách cố định tỷ lệ thể tích pha ethanol/pha nước 

Bảng 2: ảnh hưởng của tỷ lệ phospholipid đến các đặc tính
 của Liposome AmB

(a) (b)
Hình 1: phân bố thể tích của các công thức có tỷ lệ thể tích 

pha ethanol/pha nước trên 10/100 (a) và các công thức có tỷ lệ 
thể tích pha ethanol/pha nước dưới 10/100 (b)

Công thức HSPC/DSPG Zaverage (d.nm) PDI H (%)

A9-1 2/1 310 0,244 87,72
A9-0,8 2/0,8 217 0,208 87,16
A9-0,6 2/0,6 278 0,203 86,53
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là 8/100, tốc độ khuấy trộn 2 pha là 3900 vòng/phút. 
Bào chế các mẫu và kết quả đánh giá một số đặc tính 
của Liposome tạo thành được trình bày ở bảng 5.

Bảng 5: ảnh hưởng của nhiệt độ phối hợp 2 pha đến các đặc tính 
của Liposome AmB

Mẫu Nhiệt độ phối hợp 2 pha (oC) Zaverage (d.nm) PDI H (%)
B8-30 30 363,4 0,283 54,89
B8-45 45 230,3 0,142 71,02
B8-60 60 204,3 0,120 73,53
B8-75 75 239,3 0,216 67,47

Từ kết quả ở bảng 5 cho thấy, nhiệt độ có ảnh hưởng 
đến KTTP, phân bố KTTP và hiệu suất Liposome hóa 
của các mẫu Liposome AmB. Mẫu B8-60 cho KTTP nhỏ 
nhất (204,3 nm), độ đồng nhất cao nhất (PDI = 0,12), 
hiệu suất Liposome hóa cao nhất (73,53%). Kết hợp với 
tài liệu tham khảo [7], lựa chọn nhiệt độ phối hợp 2 pha 
là 60oC để thực hiện các nghiên cứu tiếp theo. 

 Nghiên cứu ảnh hưởng của tốc độ khuấy trộn 2 
pha tới các đặc tính của Liposome: tiến hành nghiên 
cứu bằng cách cố định tỷ lệ thể tích pha ethanol/pha 
nước là 8/100 và nhiệt độ phối hợp 2 pha là 600C. Bào 
chế các mẫu và kết quả đánh giá một số đặc tính của 
Liposome tạo thành được trình bày ở bảng 6.

Bảng 6: ảnh hưởng của tốc độ khuấy trộn 2 pha tới các đặc tính 
của Liposome AmB

Mẫu Tốc độ khuấy trộn 2 pha (v/ph) Zaverage (d.nm) PDI H (%)

B8-60-0 Không khuấy trộn 693,1 0,509 Không đánh 
giá

B8-60-39 3900 204,3 0,120 73,53
B8-60-69 6900 220,2 0,242 73,11
B8-60-99 9900 289,3 0,312 69,10 

Từ kết quả ở bảng 6 cho thấy, công thức không kết 
hợp lực phân tán (B8-60-0) cho Liposome có KTTP 
rất lớn (693,1 nm), không đồng nhất (PDI = 0,509) và 
không tiến hành đánh giá hiệu suất Liposome hóa. Các 
công thức còn lại đều cho Liposome có KTTP tương 
đối nhỏ và độ đồng nhất cao. Trong đó, công thức B8-
60-39 kết hợp lực khuấy trộn là 3900 v/ph tạo được 
Liposome có KTTP nhỏ nhất, độ đồng nhất cao nhất 
và hiệu suất Liposome hóa cao được lựa chọn để thực 
hiện các nghiên cứu tiếp theo. 

Mẫu Liposome AmB có công thức B8-60-39 được 
đem chụp TEM, kết quả ở hình 2 cho thấy Liposome 
AmB có hình cầu, kích thước khá nhỏ, cấu trúc đa 
khoang, đa lớp nhưng số khoang số lớp không nhiều 
(dưới 3 khoang/lớp trong 1 Liposome). 

Kết luận

Đã tiến hành bào chế Liposome AmB theo 2 phương 
pháp: hydrat hóa film và pha loãng ethanol và lựa chọn 
được một số yếu tố thuộc về công thức cũng như quy 
trình bào chế.

- Với phương pháp hydrat hóa film: lựa chọn 
được tỷ lệ dược chất/tổng lượng lipid là 9% mol; 
tỷ lệ HSPC/DSPG là 2/0,8; dung dịch hydrat hóa là 
đệm citrat pH = 5 và bào chế được Liposome AmB có 
KTTP = 228 nm, PDI = 0,189, hiệu suất Liposome hóa 
là 89,41%. 

- Với phương pháp pha loãng ethanol: sử dụng hỗn 
hợp đồng dung môi DMA-ethanol để cải thiện độ tan 
của AmB và lựa chọn được tỷ lệ thể tích pha ethanol/
pha nước là 8/100, nhiệt độ phối hợp 2 pha là 600C, tốc 
độ khuấy trộn 2 pha là 3900 vòng/phút cho quy trình 
bào chế. Bào chế Liposome AmB có KTTP = 190 nm, 
PDI = 0,136 và hiệu suất Liposome hóa là 73,20%.
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Hình 2: hình ảnh chụp TEM cấu trúc (a) và KTTP Liposome AmB (b)




