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摘要　目的 :优化改良自乳化溶剂扩散法制备冬凌草甲素聚乳酸纳米粒的制备工艺。方法 :采用星点设计 -

效应面法 ,以冬凌草甲素在有机相中的浓度、载体在有机相中的浓度和水相与有机相的比例为考察因素 ,以

包封率、载药量及药物利用率为考察指标 ,根据星点设计原理进行实验安排 ,并用多元线性回归及二项式拟

合建立指标与因素之间的数学模型 ,经效应面法预测最佳工艺条件。结果 :优化的最佳因素范围为药物浓度

X1 : 0. 5～0. 8 mg/mL;载体浓度 X2 : 1. 6～2. 6 mg/mL;水油比 X3 : 1～1. 5。以优化条件制备的样品平均粒径

为 98. 5 nm,包封率为 (28. 86 ±0. 93) % ,载药量为 (8. 23 ±0. 35) %。结论 :星点设计 2效应面法适用于冬凌
草甲素聚乳酸纳米粒的工艺优化 ,所建立的数学模型预测性良好。
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O ptim ized prepara tion of or idon in2loaded nanoparticles by cen tra l com posite de2
sign and respon se surface m ethod
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TCM , Shanghai 201203, China)

ABSTRACT　O bjective: To op tim ize the formulation of oridonin2loaded PLA nanoparticles with modified spontaneous emulsification

solvent diffusion method. M ethods:App lying central composite design and response surface method, choose the concentration of drug

in organic phase, the concentration of PLA in organic phase and the ratio of water phase to organic phase as the influence factors. The

evaluation parameters included entrapment efficiency, drug loading rate and particle size. Experiments were done on the theory of cen2
tral composite design. The data were simulated using multi2linear equation and second2order polynom ial equation. The possibly op timal

formulation was p redicted by response surface method. Results: TThe range of the op timal conditions were the concentration of drug in

organic phase 0. 5～0. 8 mg/mL, the concentration of PLA in organic phase 1. 6～2. 6 mg/mL, the ratio of water phase to organic

phase 1～1. 5 According to the op timal conditions, the mean particle size, entrapment efficiency and drug loading rate were 98. 5 nm,

(28. 86 ±0. 93) % and (8. 23 ±0. 35) % , respectively. Conclusion: The central composite design and response surface method are

useful for the op tim ization of p reparing oridonin2loaded PLA nanoparticles. The established model could p redict the parameter of the

formulations exactly and p roperly.

KEY WO RD S　oridonin; nanoparticles; modified spontaneous emulsification solvent diffusion method; central composite design and

response surface method

　　星点设计 ( central composite designs, CCD )又称

中心组合设计 ,是一种多因素多水平优化设计 ,可用

三维效应面进行数据处理及非线性方程拟合 ,模拟

方程可较好的预测结果。冬凌草甲素 (O ridonin,

OR I)是冬凌草 R abdosia rubescens ( Henm sl. ) Hara

的主要抗癌成分 ,属于贝壳杉烯二萜类化合物。研

究 [ 1～3 ]表明 , OR I对体外培养的人体食管癌 109细

胞、肝癌 BEL27402细胞及白血病细胞等多种人体

癌细胞有明显的细胞毒作用。将冬凌草甲素制备成

聚乳酸纳米粒可以增加药物的靶向性和稳定性 ,降

低药物的毒副作用 ,提高疗效。影响纳米粒包封率

和载药量的因素有多种 ,本实验采用星点设计 2效应
面法优化改良自乳化溶剂扩散法 (modified sponta2
neous emulsification solvent diffusion method)优化冬

凌草甲素聚乳酸纳米粒的制备工艺。

1　材料与方法

1. 1　仪器与试药 　Agilent 1100高效液相色谱仪

(美国 Agilent公司 ) ; SENCO R206型旋转蒸发仪
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(上海申生科技有限公司 ) ;激光粒度散射仪

(N icomp 380 /ZLS,美国 ) ;微量电子分析天平 ( Sarto2
tius CP225D ) ; 2216k型超速冷冻离心机 (德国 SIG2

MA公司 ) ; PHL I PS TECNA I 12透射电镜 (荷兰

Phlip s公司 ) ; 8522型数显双向恒温磁力搅拌器 (金

坛市医疗仪器厂 )。OR I对照品 ( > 98 % ,中药固体

制剂制造技术国家工程研究中心 ,批号 10462
050512) ; OR I原料药 (97. 3 % ,杭州华东医药集团

康润制药有限公司 ,批号 200705 )。聚乳酸 ( PLA,

M r 15 000,山东省医疗器械研究所 ) , F268 ( Polox2
amer188,德国 BASF公司 ) , Sephadex G250 medium

葡聚糖凝胶 (瑞典 Pharmacia公司 )。甲醇为色谱

纯 ,水为重蒸水 ,其他试剂为分析纯。

1. 2　方法

1. 2. 1　冬凌草甲素聚乳酸纳米粒 (OR I2NP)的制备

方法　采用改良自乳化溶剂扩散法制备。称取处方

量的冬凌草甲素和 PLA,溶于适量丙酮 2乙醇 (3ζ 2)

的混合溶剂中。在恒温匀速搅拌 ( 0℃, 600 r/m in)

下 ,将上述有机相缓缓加到一定量的 1% F268溶液

的水相中 , 40 ℃减压除去有机溶剂 ,过 0. 45μm微

孔滤膜 ,即得。

1. 2. 2　OR I的 HPLC测定

1. 2. 2. 1　色谱条件 　色谱柱 : ODS2Kromasil C18柱

(250 mm ×4. 6 mm, 5μm ) ;流动相 :甲醇 2水 ( 60∶

40) ;检测波长 : 238 nm;流速 : 1. 0 mL /m in;柱温 :

30℃;进样量 : 20μL。

1. 2. 2. 2　标准曲线与回收率　OR I标准溶液配制 :

精密称取 OR I对照品 7. 68 mg置 10 mL容量瓶中 ,

加流动相溶解并稀释至刻度 ,作为储备液。分别精

密量取 10、50、100、400、1 000、2 500μL储备液 ,置

10 mL量瓶中 ,流动相稀释至刻度 ,制成浓度分别为

0. 768、3. 84、7. 68、30. 72、76. 8、192μg /mL的 OR I

标准溶液。分别取 20μL标准溶液进 HPLC分析 ,

以 OR I的峰面积 (A) 对浓度 (C) 进行线性回归。

另取空白纳米粒溶液测定 3. 84、30. 72、192μg/mL

3个浓度的加样回收率。

1. 2. 3　SephadexG250凝胶柱层析法测定 OR I2NP

的包封率和载药量　取 OR I2NP液 0. 5 mL,用丙酮

溶解并定容至 10 mL,离心 ( 15 000 r/m in , 30

m in) ,取上清液进样 20μL测定 ,得药物总量 (W T

)。另将溶胀 24 h以上的 SephadexG250装柱 (50 cm

×1 cm ) ,精密量取 OR I2NP液 1 mL上样 ,以水洗

脱 ,每 2 mL为一个流份 ,收集 35个流份 ,分离得到

纳米粒液及其后的游离药物溶液 ,进样测定 ,得游离

药物量 (W r)。另设制备时 PLA的投入量为 W P,按

下式计算包封率 ( EE)和载药量 (DL)。

包封率 ( entrapment efficiency, EE, % ) = (W T

- W r) / W T ×100%

载药量 ( drug loading rate, DL, % ) = (W T -

W r) / [W P + (W T - W r) ] ×100%

1. 2. 4　星点设计 2效应面法优化 OR I2NP处方　在

单因素考察的基础上 ,选择 OR I在有机相中的浓度

(X1 )、载体在有机相中的浓度 (X2 )和水相与有机相

的比例 (X3 )三个影响显著的因素 ,以包封率、载药

量和平均粒径为评价指标 ,采用三因素五水平的星

点设计对 OR I2NP的制备工艺和处方进行优化。代

码α取 1. 732,因素水平设计如表 1所示。

表 1　星点设计优化 OR I2NP的制备工艺的试验因素水平表

参数
水平

21. 732 21 0 1 1. 732

X1 (mg/mL) 0. 20 0. 33 0. 50 0. 67 0. 80

X2 (mg/mL) 1. 00 1. 42 2. 00 2. 58 3. 00

X3 (W /O) 0. 50 0. 71 1. 00 1. 29 1. 50

1. 2. 5　优化处方的验证　按照所选处方重复 3次

实验 ,将所选因素的值带入所得的回归方程求出预

测值与和测得的实际值并进行比较。

1. 2. 6　OR I2NP粒径的测定与形态学观察　将纳米

溶液用超纯水稀释 ,置于 Zeta Potential /Particle Sizer

N ICOMPTM 380ZLS上进行粒径分布和 zeta电位的

测定 ,样品稳定时间为 6 m in。另取纳米粒胶体溶液

适当稀释 ,在铜网上用 2. 0 %的磷钨酸负染 ,低温干

燥后在 PHL IPS TECNA I 12透射电镜上进行观察。

2　结果与讨论

2. 1　OR I的 HPLC测定标准曲线 　结果表明 , OR I

浓度在 0. 768～192μg/mL范围内 , A与 C线性关系

良好 : A = 22. 982 3C + 2. 263 8 ( r = 0. 999 8)。三

种浓度样品的平均回收率为 99. 26 ±2. 47%。

图 1　OR I2NP在 SephadexG250凝胶柱上的洗脱曲线

2. 2　SephadexG250凝胶柱层析法的洗脱曲线 　

OR I2NP在 SephadexG250凝胶柱上的洗脱曲线见图

1。OR I2NP的出峰体积为 9～18 mL,为淡蓝色乳光

的胶体溶液 ;游离 OR I的出峰体积为 30～44 mL,为

澄清透明的无色溶液 ,表明凝胶柱层析法可以将纳
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米粒与游离药物完全分开。OR I药物溶液通过该凝

胶柱的回收率为 98. 72% ,表明凝胶柱可以用来测

定 OR I2NP的包封率。

2. 3　星点设计 2效应面法优化 OR I2NP处方结果 　

根据试验处方安排 ,制备纳米粒 ,冰箱保存 ,测定 20

个处方的包封率、载药量和粒径。本试验采用总评

“归一值”法进行综合考察 [ 4 ]
,优选 OR I2NP的最佳

处方。包封率和载药量值越大越好 ,拟定包封率和

载药量的可接受的最大值和最小值分别为 35%、

18%和 12%、2% ;粒径其可接受的最大值和最小值

设定为 180 nm和 80 nm。采用线性归一化法 [ 5 ]对

每个指标进行数学转换 ,求“归一值”。对于包封率

和载药量 ,当 Yi小于最小值时 , di定为 0;当 Yi大于

最大值时 , di定为 1;当 Yi处于二者之间时 ,采用公

式 di =
Yi - Ymaxi

Ymax - Ym in

计算。对于粒径 ,其值越小越好 ,

当 Yi小于最小值时 , di定为 1;当 Yi大于最大值时 ,

di定为 0;当 Yi处于二者之间时 ,采用公式 di =

Ymax - Yi

Ymax - Ym in

计算。总评 OD = ( d1·d2·d3 ) 1 /3。试验

安排表及结果见表 2,其中 15～20 #处方为重复实

验 ,各指标的结果用均值表示。

表 2　三因素五水平星点设计试验安排表与实验结果

X1 (mg/mL) X2 (mg/mL) X3 (W /O) 包封率 ( % ) 载药量 ( % ) 粒径 ( nm) OD

1 0. 33 1. 42 0. 71 24. 04 5. 23 133 0. 303 3

2 0. 67 1. 42 0. 71 23. 86 10. 15 107 0. 556 6

3 0. 33 2. 58 0. 71 25. 78 3. 17 158 0

4 0. 67 2. 58 0. 71 27. 89 6. 79 124 0. 469 5

5 0. 33 1. 42 1. 29 25. 04 5. 44 84. 2 0. 511 6

6 0. 67 1. 42 1. 29 26. 31 11. 07 82 0. 755 2

7 0. 33 2. 58 1. 29 27. 67 3. 39 105. 5 0. 369 0

8 0. 67 2. 58 1. 29 30. 17 7. 30 95. 8 0. 665 0

9 0. 20 2. 00 1. 00 24. 04 2. 35 128 0. 157 2

10 0. 80 2. 00 1. 00 23. 84 8. 71 93 0. 572 4

11 0. 50 1. 00 1. 00 24. 28 10. 83 105 0. 594 0

12 0. 50 3. 00 1. 00 26. 68 4. 26 138 0. 270 3

13 0. 50 2. 00 0. 50 25. 87 6. 07 145 0. 238 0

14 0. 50 2. 00 1. 50 28. 38 6. 62 118 0. 505 4

15～20 0. 50 2. 00 1. 00 34. 03 7. 84 103 0. 717 8

2. 4　OR I2NP星点设计数学模型的拟和　用 Statis2
tica统计软件分别以包封率、载药量、平均粒径和总

评 OD值对所选三个因素进行多元线性和非线性拟

合 ,对方程中的各项系数进行 t检验 ,并以 P < 0. 5

进行逐步递减回归。多元线性回归方程为 :

包封率 = 24. 527 1 + 0. 820 4X1 + 09876 1X2 +

0. 007 9X3 ( r = 0. 368 1)

载药量 = 20. 620 4 + 11. 777 5X1 + 0. 487 8X2 +

0. 565 5X3 ( r = 0. 770 1)

平均粒径 = 122. 941 4 - 37. 780 6X1 - 2. 981 0X2

+ 15. 351 8X3 ( r = 0. 683 6)

OD = 0. 805 1 + 0. 698 0X1 + 0. 048 6X2 -

0. 061 5X3 ( r = 0. 746 0)

二项式方程 :

包封率 = 22. 476 2 + 89. 903 7X1 - 17. 541 2X2

+ 11. 353 2X3 - 88. 165 4X1
2

+

4. 292 7X2
2 - 10. 213 0X3

2 ( r = 0. 911 1)

载药量 = 23. 277 0X1 - 1. 097 6X2 - 6. 692 2X3

+ 1. 726 5X1 X2 + 6. 218 1X1 X3 -

19. 923 1X1
2

+ 0. 442 8X2
2

+ 2. 062 8X3
2

( r = 0. 865 1)

平均粒径 = 43. 251 5 - 86. 417 6X1 + 71. 203 1X2

+ 37. 000 4X3 - 51. 900 3X1 X2 -

141. 430 0X1 X3 + 14. 145 7X2 X3 +

252. 049 9 X1
2

- 16. 277 8X2
2

+

30. 714 0X3
2 ( r = 0. 908 1)

OD = 0. 425 1 + 3. 755 5X1 - 0. 892 3X2 +

0. 319 9X1 X2 + 0. 776 1X1 X3 - 0. 062 1X2 X3

- 4. 214 5X1
2

+ 0. 210 4 X2
2

- 0. 386 9X3
2

( r = 0. 913 4)

从拟合方程的相关系数 r值可见 , 3个指标及

综合 OD值均采用二项式方程拟合效果较好。三个

因素对包封率、载药量和粒径均有影响 ,交互作用也

较明显。

2. 5　效应面优化 OR I2NP处方和工艺 　用 ori2
gin610软件分别绘制总评 OD值对所选三个因素中

任意两个因素的效应面 ( response surface)三维图和

二维等高线图 ,结果见图 2。
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可知 ,随着药物浓度的升高 , OD值逐渐升高 ,

但超过 0. 8 mg/mL后又有下降趋势 ;载体浓度越小

OD值越大 ,在药物浓度较大和水油比 1. 5左右时

变化不明显 ;水油比越大 , OD值越大。综合考虑各

个指标 ,预测各因素的最佳范围为药物浓度 X1 : 0. 5

～0. 8 mg/mL;载体浓度 X2: 1. 6～2. 6 mg/mL;水油

比 X3 : 1～1. 5。结合实际操作与制剂目的 ,最终选

择 X1 = 0. 5 mg/mL, X2 = 2. 5 mg/mL, X3 = 1为制作

处方 ,并进行验证。即冬凌草甲素 10 mg、PLA2
15K50 mg共溶于 20 mL丙酮 2乙醇 3 ζ 2的混合液

中 , 600 r/m in搅拌下倒入 20 mL 1% F268水溶液中 ,

稳定 5 m in,于 40℃减压除去有机试剂 ,过 0. 8μm

的微孔滤膜 ,即得 OR I2NP胶体溶液 ,置 4℃冰箱保

存。

图 1　OD与三个考察因素的三维图 (左 )和等高线图 (右 )

A2OD值对因素 X1和 X2 ; B2OD值对因素 X1和 X3 ;

C2OD值对因素 X2和 X3

2. 6　优化处方的验证　预测值与实际值比较的结果

见表 3。可见各指标的模拟方程的预测性良好 ,最大

偏差不过 5% ,表明所建立的模型方程预测性较好。

表 3　OR I2NP优化处方预测值与实际值的比较 ( n = 3)

参数 预测值 实测值 偏差 ( % )

包封率 ( % ) 28. 79 28. 86 20. 22

载药量 ( % ) 8. 51 8. 23 3. 27

粒径 ( nm) 98. 78 95. 8 3. 02

OD 0. 648 7 0. 675 4 24. 12

注 :偏差 = (预测值 -实测值 ) /预测值 ×100%

2. 7　验证处方的表征 　所选处方制备的纳米粒溶

液呈淡蓝色乳光透明溶液。测得平均粒径 95. 8

nm, Chi Squared为 0. 63,多分散系数 P. I.为 0. 075,

所制备的纳米粒粒径较小且粒径分布较窄。测得所

制备的纳米粒溶液的 zeta电位为 211. 44 mv。透射

电镜下所制纳米粒颗粒圆整 ,大部分粒子的直径小

于 100 nm ,与粒径分布的结果一致。粒径分布图与

透射电镜图见图 3。

图 3　验证处方的纳米粒径分布图与 OR I2NP透射电镜图

2. 8　讨论

2. 8. 1　影响纳米粒制备工艺的因素很多 ,如制备方

法、载体浓度、药物浓度、水相与有机相的比例、药载

比、载体类别与分子量、表面活性剂的种类与浓度、

搅拌速度与温度等。在预试验的基础上 ,选择对纳

米粒的制备影响最显著的三个因素 :药物的浓度、载

体浓度和水相与有机相的比例进行考察。

218. 2　包封率和载药量是评价纳米粒制备工艺的

重要指标。包封率是指制剂中的药物量与制剂中总

药量的比值 ,载药量是指制剂中的总药物量与制剂

总量的比值。包封率和载药量越高 ,制备工艺越好。

纳米粒的粒径对纳米粒在体内的分布影响很大 :由

于肝窦窗孔一般为 150 nm,粒径大于 100 nm就容

易被网状内皮系统的巨噬细胞内吞 ,形成肝、脾等被

动靶向 ;纳米粒粒径小于 50 nm时 ,能穿过肝脏内皮

或淋巴传递到达骨髓 ;而在粒径 50～150 nm范围

内 ,纳米粒在体内易形成长循环系统 ,减少了单核吞

噬系统对纳米粒的吞噬 ,使纳米粒更容易因肿瘤的

EPR效应而靶向肿瘤。因此 ,我们选择包封率、载

药量和平均粒径作为评价 OR I2NP制备工艺的

指标。在采用综合指标 (overalldesirability, OD )考察

(下转第 369页 )
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3　讨 论

3. 1　透皮促透剂的选择 　理论上说氮酮和水溶

性氮酮都是良好的透皮吸收促进剂 ,本研究中比

较了两种不同的氮酮对西替利嗪凝胶剂透皮效果

的影响。结果发现氮酮比水溶性氮酮的透皮效果

好 ,使用 3%的水溶性氮酮 10 h的累积透过量为

410. 2μg /cm ,而 2%氮酮 10h的累积透过量为 1

195. 8μg /cm
2

,要大大优于水溶性氮酮。因此本

研究中选用 2%氮酮为西替利嗪凝胶剂的促透剂。

3. 2　辅料及 pH的选择　由于卡波姆为类丙烯酸

与丙烯基蔗糖交联的高分子聚合物 ,在低浓度时

形成澄明溶液 ,能增加溶液黏度 , 延长药液与皮肤

接触时间 ,使药物缓慢持续地释放 ,减少给药次

数 ,提高患者用药依从性 ,因此在处方中使用卡波

姆 940,可以使溶液黏度较适宜经皮腔给药。另外

在处方中加入甘油和薄荷脑 ,前者作为保湿剂 ,后

者可增加皮肤清凉效果并起到止痒效果。

3. 3　西替利嗪凝胶剂的渗透性能 　西替利嗪凝

胶剂体外透皮试验 ,发现皮肤中的成分对西替利

嗪的出峰无干扰 ,药物以一级动力学透过皮肤 ,渗

透速率为 110. 03μg / ( cm2·h) ,表明西替利嗪凝

胶具有良好的透皮效果 ,可用于皮肤过敏性疾病

的治疗。
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综合效果时 ,每个指标必须确定其可以接受的最

大值和最小值 ,以使所得的 di更能真实的反映出

指标的变化趋势 ,依据星点设计每个处方的实测

值 ,我们分别选择 35%、18%、12%、2%和 180

nm、80 nm作为包封率、载药量和平均粒径的可接

受的最大值和最小值。最终优选的处方与建立的

OD值二项式方程所预测的结果较一致。

2. 8. 3　试验表明 ,药载比和药物在水相中的浓度

对纳米粒的包封率、载药量和平均粒径影响也很

大 ;而药物在有机相中的浓度、载体在有机相中的

浓度以及油水相相比的变化都直接影响药载比和

药物在水相中的浓度。因此 ,当改变一个因素时 ,

对其它因素也会有一定的影响 ,因此容易产生因

素间的交互作用。

2. 8. 4　本试验所制备的 OR I2NP最终为经凝胶柱

除去游离药物的冻干粉针剂。所制备的 OR I2NP

的包封率为 28. 86 % ,载药量 8. 23% ,经过凝胶柱

分离游离药物并冻干后 ,所得的纳米粉针剂中药

物在纳米粒中的量占整个制剂的 98. 42 % ,载药

量 8. 17 % ,可以满足治疗要求。
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