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Ñaët vaán ñeà
Liposome ñöôïc phaùt minh naêm 1965 bôûi Alec Bangham 

vaø coäng söï taïi moät vieän nghieân cöùu ôû Babraham, Cambridge 
[1]. Liposome laø chaát mang nhoû, hình caàu, coù caáu truùc goàm 
moät nhaân nöôùc ôû giöõa ñöôïc bao boïc bôûi moät voû lipid keùp 
(hình 1). 

Döôïc chaát coù theå ñöôïc gaén vaøo liposome ôû khoang nöôùc 
hoaëc ôû caùc lôùp lipid, do vaäy liposome mang ñöôïc caû döôïc 
chaát thaân daàu vaø thaân nöôùc. Liposome coù theå mang ñöôïc caùc 
döôïc chaát coù khoái löôïng phaân töû khaùc nhau nhö caùc phaân töû 
döôïc chaát nhoû, protein, nucleotid, thaäm chí caùc plasmid. Do 
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Nghieân cöùu baøo cheá liposome baèng phöông phaùp hydrat hoùa film vôùi caùc thaønh phaàn 
chính bao goàm doxorubicin/amphotericin B, phosphatidylcholine ñaäu töông ñöôïc hydro 
hoùa, distearoyl phosphatidylglyxerol vaø cholesterol. Ñaõ khaûo saùt ñöôïc caùc yeáu toá thuoäc 
veà coâng thöùc cuõng nhö quy trình baøo cheá aûnh höôûng ñeán kích thöôùc liposome taïo ra vaø 
hieäu suaát gaén döôïc chaát. Keát quaû cho thaáy, caùc liposome thu ñöôïc coù kích thöôùc nhoû 
(döôùi 200 nm vôùi doxorubicin vaø döôùi 300 nm vôùi amphotericin B), ñoàng nhaát, ñôn lôùp 
(ñôn vò chæ soá löôïng ñieåm treân moät inch vuoâng PDI <0,2) vaø tyû leä mang döôïc chaát cao 
(treân 90% vôùi doxorubicin vaø treân 85% vôùi amphotericin B).

Töø khoùa: liposome, doxorubicin, amphotericin B, hydrat hoùa film.

STUDY ON PREPARATION OF LIPOSOME 
BY THIN FILM HYDRATION METHOD

                                
Summary

Liposome is prepared by thin film hydration 
method with main ingredients including 
doxorubicin/amphotericin B, hydrogenated 
soybean phosphatidylcholine, distearoyl 
phosphatidylglycerol and cholesterol. Some 
parameters belonging to the formula as well 
as the preparation procedure which affect the 
liposome size and the performance of drug 
entrapment have been investigated. The results 
have shown that the obtained liposome has had 
small dimensions (below 200 nm by doxorubicin 
and below 300 nm by amphotericin B), consistent 
distribution (PDI<0.2), and high percentage of 
drug entrapment (above 90% by doxorubicin and 
above 85% by amphotericin B).

Keywords: liposome, doxorubicin, amphotericin 
B, thin film hydration.

 

Hình 1: moâ taû caáu truùc liposome nhö moät heä mang thuoác
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caáu truùc vaø ñaëc tính rieâng, liposome ñöôïc coi laø heä phaân 
phoái thuoác coù khaû naêng phaân huyû sinh hoïc, dung naïp vaø 
gaén vôùi toå chöùc ñích [1, 3]. 

Doxorubicin laø moät khaùng sinh anthracilin ñöôïc phaân 
laäp töø Steptomyces peucetius var. caesius, ñöôïc ñöa vaøo 
söû duïng trong laâm saøng töø thaäp kyû 70 cuûa theá kyû tröôùc ñeå 
ñieàu trò ung thö. Tuy nhieân, doxorubicin coù ñoäc tính raát 
cao, ñaëc bieät cheøn eùp tuûy vaø gaây ñoäc tính treân tim. 

Amphoterincin B laø moät thuoác ñieàu trò nhieãm naám toaøn 
thaân phoå roäng vaø coù hoaït tính khaùng naám maïnh ñaõ ñöôïc 
söû duïng trong laâm saøng. Tuy nhieân, haïn cheá cuûa döôïc 
chaát naøy laø haàu nhö khoâng tan trong nöôùc neân sinh khaû 
duïng khoâng cao vaø thuoác gaây nhieàu taùc duïng khoâng mong 
muoán, ñaëc bieät laø gaây ñoäc cho thaän. Vaán ñeà naøy caøng trôû 
neân traàm troïng ôû beänh nhaân nhieãm naám xaâm laán toaøn 
thaân do suy giaûm mieãn dòch, ung thö. 

Muïc tieâu cuûa vieäc gaén caùc döôïc chaát vaøo liposome laø 
giaûm ñoäc tính ñoái vôùi caùc cô quan laønh. Liposome coù khaû 
naêng traùnh ñöa döôïc chaát tôùi caùc vò trí coù maïch heïp nhö 
cô tim. Vì vaäy, vieäc nghieân cöùu baøo cheá liposome mang 
caùc döôïc chaát nhö doxorubicin vaø amphotericin B ñeå 
öùng duïng trong caùc cheá phaåm nhaèm giuùp kieåm soaùt giaûi 
phoùng, taêng sinh khaû duïng vaø laøm giaûm ñoäc tính laø vaán 
ñeà coù tính khoa hoïc vaø caáp thieát. Hôn nöõa, 2 döôïc chaát 
löïa choïn coù ñaëc tính veà ñoä tan khaùc nhau, doxorubicin 
duøng döôùi daïng hydroclorid deã tan trong nöôùc, trong khi 
amphotericin B khoâng tan trong nöôùc. Ñeå ñöa 2 döôïc chaát 
naøy vaøo liposome caàn caùc cô cheá khaùc nhau, nghieân cöùu 
coøn nhaèm muïc tieâu phaùt trieån kyõ thuaät baøo cheá môùi, chöa 
ñöôïc trieån khai trong nöôùc, goùp phaàn phaùt trieån ngaønh 
coâng nghieäp döôïc phaåm Vieät Nam. 

Nguyeân lieäu, thieát bò vaø phöông phaùp nghieân 
cöùu

Nguyeân lieäu, thieát bò vaø duïng cuï nghieân cöùu
Nguyeân lieäu: Doxorubicin hydroclorid (DOX-USP), 

amphotericin B (AmB), phosphatidyl cholin ñaäu naønh 
hydrogen hoùa (HSPC-Lipoid, Ñöùc); cholesterol (chol-
Sigma Aldrich), distearoyl phosphatidylglycerol (DSPG), 
acid N-2-hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic 
(HEPES), dinatri hydrophosphat, dinatrisuccinat 
hexahydrat, kali dihydrophosphat, acid citric, acid succinic, 
lactose, sucrose, mannitol, natri hydroxyd, cloroform, 
ethanol, methanol, N,N-dimethylacetamid (DMA), natri 
EDTA vaø caùc hoùa chaát dung moâi khaùc ñaït tieâu chuaån cuûa 
Hoäi ñoàng Döôïc ñieån Hoa Kyø (USP), tieâu chuaån nhaø saûn 
xuaát hoaëc tinh khieát hoùa hoïc. Acetonitril, methanol duøng 
cho phöông phaùp saéc kyù loûng hieäu naêng cao (HPLC).

Thieát bò vaø duïng cuï: heä thoáng caát quay Rovapor 

R-210 (Buchi - Ñöùc); beå sieâu aâm Wise clean (Haøn Quoác); 
maùy ñoàng nhaát hoaù CAT Unidrive X1000 (Ñöùc); thieát bò 
ñuøn/eùp- liposome extruder (Myõ); thieát bò ñuøn/eùp cao aùp 
EmulsiFlex-c5 (Avestin - Canada); tuùi thaåm tích spectra 
pore 4, 12-14kD (Spectrum laboratory - Myõ); thieát bò loïc 
tieáp tuyeán MicroKros Filter Modiles (Spectrum Labs - Myõ); 
heä thoáng thieát bò phaân tích kích thöôùc Zetasizer nano ZS90 
(Malvern - Anh); heä thoáng maùy saéc kyù loûng hieäu naêng cao 
HPLC Aligent; maùy ño quang Hitachi U-1800 (Nhaät Baûn); 
kính hieån vi ñieän töû truyeàn qua (TEM) JEOL 1010 (Nhaät 
Baûn); maùy ñoâng khoâ Labocono Freezone Triad 740030 
(Myõ); maùy ño pH InoLab… vaø caùc duïng cuï, thieát bò khaùc.

Phöông phaùp nghieân cöùu
Phöông phaùp baøo cheá liposome doxorubicin: 1) Phöông 

phaùp hydrat hoaù film lipid: hoøa tan HSPC vaø chol trong 
cloroform. Tieán haønh boác hôi dung moâi treân thieát bò caát 
quay ôû nhieät ñoä 40oC trong ñieàu kieän chaân khoâng, toác 
ñoä quay laø 50 voøng/phuùt trong 12 h. Sau ñoù hydrat hoùa 
lôùp film lipid taïo thaønh vôùi dung dòch ñeäm citrat 300 mM 
pH 4 (hoaëc ñeäm amonisulfat 130 mM) ôû 60oC. Hoãn dòch 
liposome taïo ra ôû treân ñöôïc ñoàng nhaát hoùa baèng caùch neùn 
qua maøng polycarbonat vôùi caùc kích thöôùc khaùc nhau treân 
thieát bò phuø hôïp ôû 55oC [2]. 2) Phöông phaùp ñöa döôïc chaát 
vaøo liposome: liposome ñaït yeâu caàu veà kích thöôùc tieåu 
phaân (KTTP) seõ ñöôïc gaén DOX baèng caùch duøng thieát bò 
loïc tieáp tuyeán thay ñeäm citrat pH 4 hoaëc ñeäm amoni sulfat 
beân ngoaøi liposome thaønh ñeäm Hepes pH 7,4. Naâng nhieät 
ñoä cuûa hoãn dòch liposome leân 50oC roài hoøa tan DOX vaøo 
ñeå ñaït haøm löôïng 2 mg/ml vaø uû trong 15 phuùt. Liposome 
doxorubicin ñöôïc baûo quaûn ôû nhieät ñoä 2-8oC.

Phöông phaùp baøo cheá liposome amphotericin B: 
liposome AmB ñöôïc nghieân cöùu baøo cheá baèng phöông 
phaùp hydrat hoùa film nhö doxorubicin vôùi caùc thaønh phaàn 
chính goàm AmB, DSPG, HSPC, chol. Ñieàu kieän hydrat 
hoaù film: heä thoáng caát quay Rovapor R-210 (Buchi - Ñöùc); 
nhieät ñoä caát quay: 400C; toác ñoä quay khi traùng film: 150 
voøng/phuùt trong 30 phuùt ñaàu, 50 voøng/phuùt trong thôøi 
gian coøn laïi cuûa quaù trình; nhieät ñoä hydrat hoùa: 500C; toác 
ñoä quay khi hydrat: 200 voøng/phuùt. Hoãn dòch liposome 
taïo ra ñöôïc ñoàng nhaát hoùa baèng caùch neùn qua maøng 
polycarbonat vôùi caùc kích thöôùc khaùc nhau treân thieát bò 
phuø hôïp ôû 55oC [2]. 

Phöông phaùp ñaùnh giaù liposome: 1) Ñaùnh giaù caáu truùc 
vaø hình thaùi liposome: söû duïng phöông phaùp chuïp hieån 
vi ñieän töû truyeàn qua (TEM) vôùi kyõ thuaät nhuoäm soi aâm 
baûn. 2) Ñaùnh giaù kích thöôùc vaø phaân boá kích thöôùc cuûa 
liposome: söû duïng kyõ thuaät taùn xaï aùnh saùng ñoäng (DLS) 
vôùi söï trôï giuùp cuûa thieát bò Zetasizer ZS90. Ñaùnh giaù 
ñaëc tính phaân boá KTTP cuûa heä qua chæ soá ña phaân taùn 
(PDI), Zaverage, ñoà thò phaân boá KTTP. 3) Ñaùnh giaù hieäu suaát 
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liposome hoùa: vôùi liposome doxorubicin: söû duïng phöông 
phaùp thaåm tích, ñònh löôïng phaàn doxorubicin töï do sau khi 
thaåm tích, töø ñoù suy ra tyû leä döôïc chaát ñöôïc liposome hoùa; 
vôùi liposome amphotericin B: ñònh löôïng AmB trong maãu 
liposome thoâ vaø trong maãu liposome sau loïc tieáp tuyeán 
hoaëc sau khi ñuøn eùp qua maøng. Hieäu suaát liposome hoùa 
(H) tính theo coâng thöùc:

Keát quaû vaø baøn luaän
Baøo cheá liposome doxorubicin 
Liposome sau khi baøo cheá phaûi ñaït 2 tieâu chí cô baûn: 

kích thöôùc döôùi 200 nm vaø ñoàng nhaát; hieäu suaát lipoosme 
hoaù cao. 

Nghieân cöùu laøm giaûm KTTP cuûa heä: liposome ñöôïc neùn 
qua caùc lôùp maøng polycarbonat coù kích thöôùc loã loïc giaûm 
daàn vôùi caùc quy trình khaùc nhau ñöôïc cho bôûi baûng 1 vaø 
hình 2. Keát quaû cho thaáy, phöông phaùp neùn qua maøng 
thöïc söï hieäu quaû trong vieäc laøm ñoàng nhaát hoùa heä. Sau 
khi qua maøng 100 nm, heä ñeàu coù kích thöôùc khoaûng 150-
170 nm vaø ñôn phaân taùn. 

Phöông phaùp gaén DOX vaøo liposome ñöôïc söû duïng 
laø taïo cheânh leäch pH ôû 2 beân maøng liposome. Vì theá, tyû 
leä döôïc chaát/lipid (D/L) vaø heä ñeäm söû duïng coù aûnh höôûng 
lôùn tôùi hieäu suaát liposome hoùa. Baûng 2 moâ taû caùc tyû leä D/L 
vaø loaïi moâi tröôøng ñeäm ñöôïc khaûo saùt.

AÛnh höôûng cuûa heä ñeäm ñeán hieäu suaát liposome hoùa: 
hình 3 cho thaáy, ôû caû 2 tyû leä D/L ñöôïc khaûo saùt, khi söû 
duïng heä ñeäm amoni sulfat laøm moâi tröôøng beân trong 
liposome seõ cho hieäu suaát liposome hoùa raát cao (95%) 
vaø hieäu suaát liposome hoùa khoâng phuï thuoäc vaøo heä ñeäm 
beân ngoaøi. Trong khi ñoù, khi söû duïng ñeäm citrat laøm moâi 
tröôøng beân trong liposome thì hieäu suaát liposome hoùa laïi 
phuï thuoäc vaøo moâi tröôøng ñeäm beân ngoaøi, vaø hieäu suaát 
liposome hoùa seõ cao hôn neáu söû duïng ñeäm beân ngoaøi laø 
HEPES trong NaCl. 

 AÛnh höôûng cuûa tyû leä D/L ñeán hieäu suaát liposome hoùa: 
khi söû duïng ñeäm citrat, tyû leä D/L coù aûnh höôûng nhieàu ñeán 
hieäu suaát liposome hoùa (tyû leä D/L 1/8 cho hieäu suaát cao 
hôn) trong khi söû duïng ñeäm amoni sulfat thì hieäu suaát 
liposome hoùa khoâng bò aûnh höôûng bôûi yeáu toá naøy. 

Ñaùnh giaù hình thaùi liposome:

Hình aûnh chuïp TEM cho thaáy, caùc liposome taïo ra coù 
kích thöôùc nhoû trong khoaûng 100-150 nm. Liposome taïo 
ra baèng phöông phaùp hydrat hoùa film sau khi ñöôïc neùn 
qua maøng 100 nm ñaõ trôû leân ñoàng nhaát hôn vaø coù caáu 
truùc ñôn lôùp. 

Baûng 1: quy trình neùn liposome qua maøng

Hình 3: aûnh höôûng cuûa tyû leä D/L vaø heä ñeäm 
ñeán hieäu suaát liposome hoùa

Hình 4: aûnh chuïp TEM cuûa liposome doxorubicin 
Hình 2: KTTP cuûa liposome ñaït ñöôïc sau moãi quy trình neùn 

ôû baûng 1

Quy trình
Côõ maøng

1.000 nm 400 nm 200 nm 100 nm 50 nm
Q1 10 laàn - - -
Q2 10 laàn 10 laàn - -
Q3 10 laàn 10 laàn 10 laàn 10 laàn
Q4 - 10 laàn 10 laàn 10 laàn
Q5 - 10 laàn - 10 laàn
Q6 10 laàn - - 10 laàn
Q6 - 10 laàn - 10 laàn 10 laàn

Coâng thöùc PC 
(mg)

CHOL 
(mg)

DOX
(mg)

PC:DOX
(mol:mol)

Ñeäm beân 
ngoaøi

Ñeäm beân 
trong

CM142 100 30 20 4:1 HBS Citrat
CM182 200 60 20 8:1 HBS Citrat
CG142 100 30 20 4:1 HBG Citrat
CG182 200 60 20 8:1 HBG Citrat
AM142 100 30 20 4:1 HBS Amoni sulfat
AM182 200 60 20 8:1 HBS Amoni sulfat
AG142 100 30 20 4:1 HBG Amoni sulfat
AG182 200 60 20 8:1 HBG Amoni sulfat

Baûng 2: coâng thöùc liposome vôùi tyû leä D/L vaø heä ñeäm khaùc nhau

(HBS: HEPES pha trong NaCl 0,9%. HBG: HEPES 
pha trong glucose 5%)

H% = Hàm lượng AmB trong liposome sau lọc tiếp tuyến hoặc sau đùn ép 
Hàm lượng AmB trong liposome thô × 100% 
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Baøo cheá liposome amphotericin B 
Vì döôïc chaát khoâng tan trong nöôùc neân chuùng ñöôïc 

ñöa vaøo lôùp lipid cuûa liposome.
Nghieân cöùu aûnh höôûng cuûa tyû leä döôïc chaát trong coâng 

thöùc ñeán caùc ñaëc tính cuûa liposome: tieán haønh nghieân 
cöùu baèng caùch coá ñònh tyû leä taù döôïc HSPC/DSPG/
Chol=2/0,8/1,9; dung dòch hydrat hoùa laø glucose 5% 
vaø thay ñoåi tyû leä % mol döôïc chaát/toång löôïng lipid. Baøo 
cheá caùc maãu vaø keát quaû ñaùnh giaù moät soá ñaëc tính cuûa 
liposome taïo thaønh ñöôïc trình baøy ôû baûng 3. 

Caùc maãu töø A3 ñeán A9 coù KTTP töông ñoái nhoû vaø 
khoâng khaùc bieät (256-266 nm), phaân boá töông ñoái ñoàng 
nhaát (PDI <0,3). Trong ñoù, maãu A9 coù %mol döôïc chaát 
cao nhaát, möùc ñoä thay ñoåi hieäu suaát liposome hoùa nhoû 
nhaát (3,13%) vaø ñöôïc löïa choïn.

Nghieân cöùu aûnh höôûng cuûa tyû leä phospholipid ñeán 
caùc ñaëc tính cuûa liposome: tieán haønh nghieân cöùu baèng 
caùch coá ñònh tyû leä döôïc chaát/toång löôïng lipid laø 9 mol 
%, tyû leä cholesterol laø 40% so vôùi toång löôïng lipid, dung 
dòch hydrat hoùa laø dung dòch glucose 5% vaø thay ñoåi tyû 
leä phosphlipid. Baøo cheá caùc maãu vaø keát quaû ñaùnh giaù 
moät soá ñaëc tính cuûa liposome taïo thaønh ñöôïc trình baøy 
ôû baûng 4.

Maãu A9-0,8 coù hieäu suaát liposome hoùa cao (87,16%), 
KTTP nhoû (217 nm), phaân boá KTTP trong khoaûng heïp 
(PDI=0,208) hôn so vôùi caùc maãu coøn laïi vaø ñöôïc löïa choïn.

Nghieân cöùu aûnh höôûng cuûa dung dòch hydrat hoùa ñeán 
caùc ñaëc tính cuûa liposome: tieán haønh nghieân cöùu baèng 
caùch coá ñònh tyû leä AmB laø 9 mol %, tyû leä cholesterol laø 
40% so vôùi toång löôïng lipid, HSPC/DSPG=2/0,8 vaø thay 
ñoåi caùc loaïi dung dòch hydrat hoùa. Baøo cheá caùc maãu vaø 
keát quaû ñaùnh giaù moät soá ñaëc tính cuûa liposome taïo thaønh 
ñöôïc trình baøy ôû baûng 5.

Baûng 3: aûnh höôûng cuûa tyû leä döôïc chaát ñeán caùc ñaëc tính 
cuûa liposome AmB

Baûng 4: aûnh höôûng cuûa tyû leä phospholipid ñeán caùc ñaëc tính 
cuûa liposome AmB

Coâng 
thöùc

AmB
(µmol)

% mol 
AmB/ toång 

lipid

Zaverage
(d.nm) PDI H (%) Möùc ñoä thay ñoåi H (%) 

sau 3 tuaàn baûo quaûn

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

Coâng thöùc 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

Coâng thöùc Heä ñeäm
pH sau 

baøo 
cheá

pH sau 
baûo quaûn 3 

tuaàn
∆ 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

Baûng 5: aûnh höôûng cuûa dung dòch duøng hydrat hoùa 
ñeán caùc ñaëc tính cuûa liposome AmB

Caùc maãu liposome AmB coù söï khaùc nhau khaù lôùn veà 
KTTP (töø 228-324 nm), PDI (töø 0,189-0,351) vaø pH sau 3 
tuaàn baûo quaûn. Maãu A9-0,8-3 duøng ñeäm citrat pH=5 laøm 
dung dòch hydrat hoùa coù KTTP nhoû nhaát (228 nm), phaân 
boá KTTP ñoàng nhaát (PDI=0,189), hieäu suaát liposome hoùa 
cao nhaát (89,41%), ít coù söï thay ñoåi pH sau 3 tuaàn baûo 
quaûn (0,12) vaø ñöôïc löïa choïn.

Ñaùnh giaù hình thaùi liposome:

Liposome AmB coù daïng hình caàu, kích thöôùc khaù nhoû, 
caáu truùc ña khoang, ña lôùp nhöng soá khoang, soá lôùp khoâng 
nhieàu (döôùi 3 khoang/lôùp trong 1 liposome). 

Keát luaän
Ñaõ baøo cheá ñöôïc liposome doxorubicin vaø amphotericin 

B baèng phöông phaùp hydrat hoùa film. Ñaõ khaûo saùt ñöôïc 
caùc yeáu toá thuoäc veà coâng thöùc cuõng nhö quy trình baøo cheá 
aûnh höôûng tôùi kích thöôùc liposome taïo ra vaø hieäu suaát gaén 
döôïc chaát. Liposome doxorubicin baøo cheá ñöôïc coù kích 
thöôùc döôùi 200 nm, ñoàng nhaát, ñôn lôùp vaø tyû leä mang döôïc 
chaát ñaït treân 90%. Liposome AmB coù kích thöôùc döôùi 300 
nm, ñoàng nhaát vaø tyû leä mang döôïc chaát ñaït treân 85% ? 
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Hình 5: aûnh chuïp TEM caáu truùc liposome AmB
 




