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摘要# 目的!优化包载丁香苦苷和羟基酪醇的聚乙二醇单甲醚’聚乳酸’乙醇酸 "/E.?’E>?@# 纳米粒处方与制备工
艺& 方法!沉淀法制备纳米粒后% 以水相与有机相比例’ 药物用量’ 表面活性剂 "E,:S5M14d’#7# 浓度为影响因素%
总包封率和总载药量为评价指标% 星点设计’效应面法优化处方与制备工艺& 结果!所得纳米粒溶液呈淡蓝色乳光%
最佳条件为水相与有机相比例 %I" p"% 药物用量 "6I" /8% E,:S5M14d’#7 浓度 $I"!% 平均总包封率 "-%I-7 j
"I%"#!% 总载药量 ""%I$" j$I-%#!% 平均粒径 "#(I$- j"I7(# M/% c+;0电位 " h%)I% j$I((# /̂ & 结论!该方
法稳定可靠% 可用于优化包载丁香苦苷和羟基酪醇的/E.?’E>?@纳米粒处方与制备工艺&
关键词! 丁香苦苷( 羟基酪醇( /E.?’E>?@纳米粒( 制备( 星点设计’效应面法
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!!丁香苦苷和羟基酪醇为丁香叶的活性成分% 其
中前者药理活性主要有保肝利胆’ 抗乙肝病毒’ 清
除氧自由基等-"’-. ( 后者是一种多酚类化合物% 主
要有抗乙肝病毒’ 抗癌’ 抗菌的活性-6’). % 还具有
视网膜色素上皮细胞的保护作用-#’&. & 但两者均有
体内代谢迅速’ 稳定性不理想’ 常规制剂肝靶向性
差的缺点% 不利于发挥药效% 使其应用受到限制%
因此开发相关新型递药系统是亟需解决的问题&

纳米递药系统近年来在药学领域中广泛应用% 已
展现出巨大的潜力% 其载药后可降低药物毒副作用%
实现靶向性’ 缓控释性等优势& 但普通纳米粒易被高

吞噬性的单核吞噬细胞系统识别和吞噬% 使得药物在
血液中的循环时间缩短-7. & 研究发现% 纳米粒的表面
用聚乙二醇 "E.?#’ 聚氧化乙烯 "E.Q#’ 聚乙二醇
单甲醚’聚乳酸’乙醇酸 "/E.?’E>?@# 等亲水性高分
子材料修饰后% 能形成水化保护层% 并具备立体位阻
效应% 可达到长循环的目的-(. &

星点设计是近年来常用的设计方法-"$’"%. % 能
较好地保证试验精密度% 可以分析各因素之间的相
互作用( 效应面优化法是集数学和统计学于一体的
优化方法% 可以回推出自变量取值范围 "即最佳
实验条件#% 两者采用非线性数学模型对实验结果
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进行拟合时% 具有实验次数少’ 精密度高’ 优选条
件预测性好的优点& 因此% 本实验采用该方法优化
包载丁香苦苷和羟基酪醇的 /E.?’E>?@纳米粒的
处方及制备工艺% 旨在构建将长效和靶向融为一体
的纳米递药系统% 以达到肝细胞内递药目的% 并为
同类中药多成分纳米递药系统的进一步探索提供科
学依据% 也为中药及其复方提取物纳米递药系统的
研究奠定基础&
FG材料
"I"!仪器!+%#()’%#(7 高效液相色谱仪 "美国
e0;+SL公司#( ]"7 色谱柱 " %)$ //i6I# //%
) #/% 美国 O1Z/0公司#( d@%$$6 电子分析天平
"上海良平仪器仪表有限公司#( Od’"$"c集热式
恒温加热磁力搅拌器 "郑州长城科工贸有限公
司#( @:;5;:M+高强度超声波细胞破碎仪 "美国
A5M14L公司#( R%$)$H台式高速冷冻离心机 "长
沙湘仪离心机仪器有限公司#( c+;0L1Y+SB0M5’cA($
激光粒度分析仪 "马尔文仪器有限公司#( *+4M01
?% 透射电子显微镜 "荷兰飞利浦公司#&
"I%!试药!")!’ "$!’ )!/E.?’E>?@ "&)J
%)% 济南代罡生物科技有限公司#( 羟基酪醇对照
品 "苏州皓翔化学科技有限公司% 批号 %$"-$-$"%
含有量l(7!#( 丁香苦苷对照品"自制% 含有量l
(7!#( A+T90<+[?’)$ "分离范围 " $$$ a- $$$%
上海浩然生物技术有限公司#& 甲醇为色谱纯 "美
国O1Z/0公司#&
HG方法与结果
%I"!纳米粒制备!采用沉淀法-"-. % 将 %$ /8
/E.?’E>?@及 "$ /8药物分散于 "$ />丙酮中%
超声溶解% 形成有机相& 在磁力搅拌下将有机相滴
加到含 $I$)!E,:S5M14d’#7 的 %$ />水相中% 滴完
后用细胞破碎仪超声% 磁力搅拌 %$ /1M% 旋转蒸发
"6$ f# 除去有机溶剂% 定容% 即得&
%I%!RE>]分析
%I%I"!色谱条件!检测波长 %%" M/( 体积流量
"I$ />J/1M( 流动相甲醇’水% 梯度洗脱 "程序见
表 "#( 柱温 -$ f( 进样量 "$ #>&

表 FG梯度洗脱程序
8+3MFGX-+!#&,(&*O(#",2-"N-+./

时间J/1M 甲醇J! 水J!
$ a# -$ &$
# a( 67 )%
( a%$ 67 )%

%I%I%!线性关系考察!精密量取对照品贮备液

) />% 置于 "$ />量瓶中% 定容% 逐级稀释% 即
得 7%#I$$’ 6"-I$$’ %$#I)$’ "$-I%)’ )"I&)’
%)I77 #8J/>丁香苦苷对照品溶液% 以及 (#I7$’
67I6$’ %6I%$’ "%I"$’ #I$)’ -I$- #8J/>羟基酪
醇对照品溶液% 在 +%I%I", 项色谱条件下测定&
以峰面积为纵坐标 "\#% 质量浓度为横坐标 "Y#
进行回归% 得回归方程分别为丁香苦苷 \g
"- #$$YC"7& $$$ "*g$I((( 7#’ 羟基酪醇 \g
"& "$$Yh"6 )$$ "*g$I((( (#% 分别在 %)I77 a
7%#I$$’ -I$- a(#I7$ #8J/>范围内呈良好的线性
关系&
%I%I-!精密度试验!精密吸取同一供试品溶液
"$ #>% 在同 " <内进样测定 # 次% 连续 # <% 测得
丁香苦苷和羟基酪醇的日内精密度 HAO分别为
$I-$!和 $I&$!% 日间精密度 HAO分别为 $I#$!
和 $I&$!% 表明该方法精密度良好&
%I%I6!稳定性试验!精密吸取同一供试品溶液
"$ #>% 于 $’ %’ 6’ 7’ "$’ "% 9 进样测定% 测得
丁香苦苷和羟基酪醇峰面积 HAO分别为 $I6$!和
$I($!% 表明溶液在 "% 9内稳定性良好&
%I%I)!重复性试验!取同一批样品 # 份% 按
+%I%I%, 项下方法制备供试品溶液% 进样测定%
测得丁香苦苷和羟基酪醇峰面积 HAO分别为
$I)$!和 $I6$!% 表明该方法重复性良好&
%I%I#!加样回收率试验!取对照品溶液适量% 加
入含有量已知的供试品溶液 "丁香苦苷’ 羟基酪
醇质量浓度分别为 %$&I"-’ %)I"" #8J/># ( 份%
在 +%I%I", 项色谱条件下测定% 计算回收率& 结
果% 丁香苦苷平均加样回收率为 ((I(#!% HAO
%I-#!( 羟基酪醇平均加样回收率为 ((I76!%
HAO"I&)!&
%I%I&!包封率和载药量测定!精密吸取纳米粒溶
液适量% 置于 A+T90<+[?’)$ 凝胶柱的顶部% 蒸馏
水洗脱% 体积流量 "I$ />J/1M% 收集洗脱液% 取
# a%% />加入甲醇% 破乳超声后定容% $I%% #/
微孔滤膜过滤% 在 +%I%I", 项色谱条件下测定(
或将 -$ a)% />洗脱液置于 )$ />量瓶中% 定容%
摇匀% $I%% #/微孔滤膜过滤% 测定游离药物浓度&
再计算包封率及载药量% 计算公式为包封率 g
- "总药量h游离药物量#J总药量. i"$$!’ 载药
量g-"总药量h游离药物量#J纳米粒质量. i"$$!&
%I%I7!粒径与 c+;0电位测定!取纳米粒溶液超声
数分钟% $I6) #/微孔滤膜过滤% 测定粒径与 c+;0
电位% 平行 - 次&
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%I-!星点设计’效应面法优化
%I-I"!试验设计!通过单因素试验可知% 水相与
有机相比例 "b"#’ 药物用量 "b%#’ 表面活性剂
"E,:S5M14d’#7# 浓度 "b-# 对纳米粒制备有显著
的影响& 然后% 采用星点设计’效应面法作进一步
优化% 以总包封率 "n"#’ 总载药量 "n%# 为评价
指标% 因素水平见表 %% 试验设计及结果见表 -&

表 HG因素水平
8+3MHGQ+’("-/+,!*&)&*/

因素
水平

h"I#7% h" $ " "I#7%
b" 水相与有机相比例 "I"# p" "I) p" % p" %I) p" %I76 p"
b% 药物J/8 (I() "% ") "7 %$I$)
b- 表面活性剂J! $I$) $I$& $I" $I"- $I")

表 IG试验设计与结果
8+3MIG?&/#N,+,!-&/O*(/"%(&/(/

编号 b" b% b- n" 总包封率J!n% 总载药量J!
" $ $ $ -%I%- ""I)#
% h" " h" %-I"6 7I($
- $ $ h"I#7% %6I6" &I67
6 h" h" h" %6I#( (I%$
) $ "I#7% $ "#I$7 #I-)
# $ $ $ -%I$# ""I)&
& " h" " -$I#$ (I$%
7 $ $ $ -%I$& ""I)%
( " " " %&I77 #I77
"$ $ h"I#7% $ %#I)$ &I7"
"" h"I#7% $ $ %$I7( (I""
"% "I#7% $ $ %-I%- "$I)6
"- $ $ $ -%I)% ""I#$
"6 $ $ $ -%I-6 ""I)"
") $ $ $ -"I)& ""I$-
"# " " h" %-I-% "$I6%
"& " h" h" "&I-% 7I6"
"7 h" " " (I$( 6I("
"( h" h" " "(I-$ &I-7
%$ $ $ "I#7% ""I$" )I"%

%I-I%!模型拟合!采用 O+L18M’.[T+S;3 7̂I$I# 软
件% 进行多元线性和二次多项式回归拟合% 但由于
前者拟合度’ 置信度均偏低% 故最终采用后者% 方
程分别为 \" g h7%I)( C"I)#Y" C"$I$7Y% C
7"-I%$Y- C"I%)Y"Y% C-"$I#$Y"Y- h%6I"-Y%Y- h
""I7&Y%" h$I-#Y

%
% h) )(6I()Y

%
-% K

% g$I76% -% 调
整 K% g$I("& $% ’k$I$)( \% g h67I#6 C
%I66Y" C )I$-Y% C 6%7I7$Y- C $I%%Y"Y% C
!!!!!!!

%6I$$Y"Y- h 7I&7Y%Y- h "I&(Y
%
" h $I"#Y%% h

" 77$I("Y%-% K
% g$I(6# "% 调整 K% g$I(&" &%

’k$I$)& 方差分析见表 6 a)&
表 YGDF 方差分析

8+3MYG5,+*4/#/"%)+-#+,’&%"-DF
因素 离均差平方和 自由度 均方 Q值 ’值
模型 (")I)6 ( "$"I&- "%I%7 $I$$$ -
@ )%I&" " )%I&" #I-# $I$-$ -
‘ 6(I67 " 6(I67 )I(& $I$-6 #
] %#I#7 " %#I#7 -I%% $I"$- $
@‘ %7I%6 " %7I%6 -I6" $I$(6 #
@] "&-I#) " "&-I#) %$I(# $I$$" $
‘] -&I&6 " -&I&6 6I)# $I$)7 #
@% "%#I(" " "%#I(" ")I-% $I$$% (
‘% ")"I-6 " ")"I-6 "7I%& $I$$" #
]% -#)I6" " -#)I6" 66I"" k$I$$"
残差 7%I7) "$ 7I7) h h

表 ]GDH 方差分析
8+3M]G5,+*4/#/"%)+-#+,’&%"-DH

因素 离均差平方和 自由度 均方 Q值 ’值
模型 77I)# ( (I76 -7I$7 k$I$$"
@ -I-- " -I-- "%I7( $I$$6 (
‘ %I$( " %I$( 7I$( $I$"& 6
] ""I7- " ""I7- 6)I&7 k$I$$"
@‘ $I7& " $I7& -I-& $I$(# )
@] "I$6 " "I$6 6I$" $I$&- $
‘] 6I(( " 6I(( "(I-% $I$$" -
@% %I77 " %I77 ""I") $I$$& )
‘% %7I(6 " %7I(6 ""%I$% k$I$$"
]% 6"I-$ " 6"I-$ ")(I76 k$I$$"
残差 %I)7 "$ $I%# h h

%I-I-!响应面优化!见图 " a%% 确定最优工艺为
b" g%I" p"% b% g"6I" /8% b- g$I"!% 即水相与
有机相比例 %I" p"% 药物用量 "6I" /8% E,:S5M14
d’#7 浓度 $I"!&
%I6!验证试验!按 +%I-I-, 项下最优工艺制备 -
批纳米粒% 计算总包封率和总载药量% 结果见表
# a&% 粒径’ c+;0电位及外观见图 -& 由此可知%
该方法预测效果良好% 所得纳米粒溶液呈淡蓝色乳
光% 粒径’ c+;0电位稳定&

表 WG验证试验结果 %#& +KI’
8+3MWG9&/O*(/"%)&-#%#’+(#",(&/(/%#& +KI’

指标 预测值J! 实测值J!

总包封率 -%I)% -%I-7

总载药量 ""I)( "%I$"

表 ^G验证试验结果 %$& +KI’

8+3M̂G9&/O*(/"%)&-#%#’+(#",(&/(/%$& +KI’

指标 粒径JM/ c+;0电位J/̂ EOF 羟基酪醇包封率J! 丁香苦苷包封率J! 羟基酪醇载药量J! 丁香苦苷载药量J!
平均值 #(I$- h%)I% $I"( -#I-) -"I6( %I%" (I7)
HAOJ! %I&6 -I(- 6I%" -I#7 -I%& 6I)% "I&-
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图 FG各因素响应面图 %DF’

Q#NMFG9&/2",/&/O-%+’&2*"(/%"-)+-#"O/%+’("-/%DF’

图 HG各因素响应面图 %DH’

Q#NMHG9&/2",/&/O-%+’&2*"(/%"-)+-#"O/%+’("-/%DH’

图 IG纳米粒粒径$ b&(+电位和外观
Q#NMIGT+-(#’*&/#U&& b&(+ 2"(&,(#+*+,!+22&+-+,’&"%,+,"2+-(#’*&/

"")%
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IG讨论
本实验分别用乙腈’水’ 甲醇’水作为流动相%

再加 $I"!冰醋酸% 发现所得谱图与不加冰醋酸相
比% 除了药物保留时间有所差异外% 峰形基本无区
别% 同时考虑到甲醇更为廉价% 故选择不加冰醋酸
的甲醇’水作为流动相& 另外% 为了达到同时测定
丁香苦苷和羟基酪醇的目的% 流动相采用梯度
洗脱&

本实验为了提高水溶性药物的包封率及载药
量% 曾尝试使用复乳法% 虽然所得纳米粒粒径较
小% 包封率相对较高% 符合本实验要求% 但每批样
品波动较大% 影响因素较复杂( 沉淀法所得纳米粒
溶液外观呈淡蓝色乳光% 粒径小于 "$$ M/% 分布
较窄% c+;0电位绝对值较大% 包封率和载药量较
高% *.=观察发现其大小均匀% 呈圆球形% 而且
操作简单% 前期也有相关报道% 故本实验应用该方
法制备纳米粒&
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