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　 　 ［摘要］ 　目的 　采用正交设计试验优化载胰岛素季铵化壳聚糖纳米粒的处方工艺 ，并初步考察其降糖效果 。方法 　用

离子交联法制备载胰岛素的季铵化壳聚糖纳米粒 ，用正交试验确定其最佳处方工艺 。用透射电子显微镜观察纳米粒的表面

形态 ；用粒径／Zeta电位仪测定纳米粒的粒径和 Zeta电位 ；用高效液相色谱（HPLC）法测定纳米粒的包封率 、载药量及体外释

放情况 。对糖尿病大鼠皮下注射给药 ，对其药效学进行初步考察 。结果 　制得的纳米粒呈球形 ，分布均匀 ；平均粒径（６３ ．２６ ±

１ ．８８） nm ；Zeta电位（３３ ．１ ± ０ ．３） mV ；包封率（３７ ．９２ ± ２ ．１１）％ ；载药量（５ ．４２ ± ０ ．３）％ ；２４ h累计释放率 ６３ ．８３％ 。皮下注射

给药 ８ h ，糖尿病大鼠血糖较单纯注射胰岛素组下降平缓 ，且药效持久 。结论 　优化后的载胰岛素的季铵化壳聚糖纳米粒形

态较好 、粒径较小 ，为研究胰岛素的新型给药途径奠定了基础 。
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Preparation ，formulation optimization and preliminary pharmacodynamic experi唱
ment of insulin唱loaded N唱trimethyl chitosan nanoparticles
YUAN Wanga ，WANG Meilingb ，SHI Yanc ，CUI Lilia （a ．Department of Inorganic Chemistry ，School of Pharmacy ；b ．Depart唱
ment of Physics and Mathematics ，College of Basic Medical Sciences ；c ．College of Naval Medicine ，Second Military Medical
University ，Shanghai ２００４３３ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To prepare and optimize insulin唱loaded N唱trimethyl chitosan nanoparticles v ia orthogonal design ，
and preliminarily study the effects on blood glucose level ．Methods 　 The insulin唱loaded N唱trimethyl chitosan nanoparticles
（INS唱NPs） were prepared by ionic gelation ，and the optimal proportion was obtained with orthogonal design ．The nanoparticles
were characterized by transmission electron microscopy and zeta ／sizer nano analyzer ．The entrapment efficiency of insulin唱load唱
ed nanoparticles and the in v itro releasing characteristics were studied by HPLC ．A preliminary pharmacodynamic study of the
insulin唱loaded nanoparticles was also carried out ．Results 　 The INS唱NPs exhibited narrow distribution ．The mean diameter of
INS唱NPs was （６３ ．２６ ± １ ．８８）nm ，while the entrapment efficiency was （３７ ．９２ ± ２ ．１１）％ ．After ８ hours of subcutaneous injec唱
tion of the INS唱NPs ，the blood glucose level in diabetic rats decreased to normal level and kept stable ．Conclusion 　 The opti唱
mized insulin唱loaded nanoparticles had homogeneous spherical shape ，small size ，and could be a new approach of administration
for insulin ．
　 　 ［Key words］ 　 insulin ；nanoparticles ；ionic gelation ；orthogonal design

　 　糖尿病是常见的内分泌系统代谢疾病 。根据国

际糖尿病联盟（IDF）公布的新版全球“糖尿病地图”

可以看出 ，随着人们生活水平的提高 ，糖尿病的发病

率逐年上升 ，糖尿病患者的治疗费用给社会经济带

来巨大负担 ，糖尿病并发症对人类健康构成严重威

胁［１］
。我国已经是世界上糖尿病患病人数最多的

国家 。

　 　胰岛素是一种具有降血糖作用的体内激素［２］
，

注射胰岛素是临床上治疗糖尿病的重要手段之一 ，

但是长期注射胰岛素会导致患者给药部位产生炎

症 ，且常伴有低血糖等不良反应 ，给患者带来痛苦 。

经皮给药系统是一种无创给药方式 ，具有缓控释等

优点 ，且皮肤内酶的活性较低 ，是胰岛素经皮给药的

理想方式 。但是 ，胰岛素属于大分子（分子量 ５ ８００）

蛋白类药物 ，很难自然透过皮肤致密的角质层结构 。

因此 ，寻找一种合适的载体材料将胰岛素包载于纳
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米粒中 ，并与其他促渗方法结合 ，可以有效提高胰岛

素的经皮吸收率 。

　 　壳聚糖是甲壳素脱乙酰基而得到的产物 ，是一

种天然的聚阳离子多糖 ，具有黏膜吸附性 、生物相容

性 、生物可降解性等特点 ，且已有报道壳聚糖具有促

进药物经皮转运的作用 。但是 ，壳聚糖水溶性较差 ，

限制了其广泛应用 ，而季铵化壳聚糖较好地克服了

壳聚糖的这一局限性 ，具有较好的水溶性 ，且保留了

壳聚糖的优点 ，是一种较好的载体材料 。

　 　本研究以胰岛素为模型药物 ，季铵化壳聚糖为

载体材料 ，三聚磷酸钠为交联剂 ，采用离子交联法制

备载胰岛素的季铵化壳聚糖纳米粒（INS唱NPs） ，对

其进行处方优化及表征 。 并初步考察其降血糖效

果 ，为胰岛素的经皮给药探寻新的思路和方法 。

1 　仪器与材料

1 ．1 　仪器 　高效液相色谱（HPLC）仪（LC唱２０１０A ，

日本岛津公司） ；C１８柱（２５０ mm × ４ ．６ mm ，５ μm ，

迪马公司） ；FA２００４B电子天平（上海精科天美科学

仪器有限公司） ；JB唱３型定时恒温磁力搅拌器（上海

雷磁新泾仪器有限公司） ；高速离心机（上海安亭科

学仪器厂） ；DL唱１２０超声洗瓶器（浙江石浦海天电子

仪器厂） ；Zetasizer nano ZS 粒径／Zeta 电位测定仪
（英国 MALVERN 公司） ；血糖仪 （One Touch ○R
Utra EasyTM ，美国强生公司） ；JEM唱１２３０ 透射电子
显微镜（日本电子株式会社） 。

1 ．2 　材料 　羟丙基三甲基氯化铵壳聚糖（南通绿神

生物工程有限公司 ，取代度 ９７ ．２％ ） ；猪胰岛素（徐

州万邦制药有限公司） ；链脲佐菌素（美国 Sigma公
司） ；三聚磷酸钠 、氢氧化钠 、磷酸二氢钾 、冰醋酸 、磷

酸 、无水硫酸钠（分析纯 ，均购自国药集团化学试剂

有限公司） ；乙腈 、甲醇（高效液相纯 ，均购自国药集

团化学试剂有限公司） ；雄性 SD 大鼠（２２０ ± １０） g
（第二军医大学实验动物中心） 。

2 　实验方法

2 ．1 　 INS唱NPs的制备［４］
　 以季铵化壳聚糖为载体

材料 ，胰岛素为模型药 ，三聚磷酸钠为交联剂 ，采用

离子交联法制备 INS唱NPs 。 分别配制一定浓度的
季铵化壳聚糖醋酸溶液和一定浓度的三聚磷酸钠水

溶液 。将一定量的季铵化壳聚糖溶液与一定量的胰

岛素溶液混合 ，磁力搅拌 ３０ min ，滴加一定量的三
聚磷酸钠溶液 ，继续搅拌 ３０ min ，即得 。

2 ．2 　 INS唱NPs的处方优化 　按照 L９ （３４
）正交设计

表 ，３个因素分别为季铵化壳聚糖浓度（A ） 、三聚磷

酸钠浓度（B） 、壳聚糖与三聚磷酸钠体积比（V ∶ V ）

（C） ，研究它们对胰岛素纳米粒的粒径和包封率的

影响 ，各因素水平见表 １ 。

表 1 　正交试验的因素与水平

水平

因素

A
（ρB ／mg · ml － １ ）

B
（ρB ／mg · ml － １ ）

C
（V ∶ V ）

１ 邋２ #．５ ０ 吵．５ １ ∶ １ C
２ 邋５ #．０ １ 吵．０ ２ ∶ １ C
３ 邋７ #．５ ２ 吵．０ ５ ∶ １

　 　采用综合评分法 ，粒径和包封率权重系数均为

０ ．５ ，以包封率最大值和粒径最小值分别为 １００分对

每一组数据进行综合评分 ，应用统计分析软件

SPSS１８ ．０对实验数据进行方差分析 。

2 ．3 　载药纳米粒的表征 　按照最优处方和工艺 ，平

行制备 ３批载胰岛素季铵化壳聚糖纳米粒 ，对纳米

粒进行表征 。

2 ．3 ．1 　形态学考察 　采用 JEM唱１２３０ 透射电子显
微镜观察纳米粒的表面形态 。

2 ．3 ．2 　粒径和电位 　纳米粒混悬液经 ０ ．４５ μm 微
孔滤膜过滤后 ，使用马尔文电位粒径仪测定纳米粒

的粒径和 Zeta电位 。

2 ．4 　载药纳米粒中胰岛素含量的测定
2 ．4 ．1 　 色 谱 条 件 　 HPLC 仪 （岛 津 LC唱
２０１０AHT ） ，C１８色谱柱（２５０ mm × ４ ．６ mm ，５ μm ，

迪马公司） ，流动相 ：０ ．２ mol／L 无水硫酸钠溶液
（pH ＝ ２ ．３）唱乙腈（７６ ∶ ２４ ） ，检测波长 ：２１４ nm ，流

速 ：１ ml／min ，柱温 ：３０ ℃ ，进样量 ：１０ μl 。
2 ．4 ．2 　 胰岛素标准曲线的绘制 　 精确配制

５００ μg／ml胰岛素溶液作为储备液 。分别精密吸取

胰岛素储备液 ２００ 、５００ 、１ ０００ 、１ ５００ 、２ ０００ 、２ ５００ 、

３ ０００ μl于 １０ ml容量瓶中 ，用 pH ＝ ７ ．４ 的 PBS 缓
冲液稀释定容至刻度 ，即得系列浓度胰岛素溶液 。

按照“２ ．４ ．１”色谱条件进样 ，测定记录胰岛素峰面

积 ，以胰岛素峰面积为纵坐标 ，胰岛素浓度为横坐

标 ，线性回归 ，得到胰岛素定量标准曲线 。

2 ．4 ．3 　包封率的测定 　 取新鲜制备的纳米粒混悬

液 １ ml ，高速离心机在转速 １２ ０００ r／min条件下离
心 ３０ min ，以分离未包裹的胰岛素 ，收集上清溶液 。

胰岛素含量用 HPLC 法测定 ，计算纳米粒包封率

（entrapped efficiency ，EE）和载药量 ：

　 　 EE（％ ）＝ （投入胰岛素总量 －上清液中游离胰

岛素量）／投入胰岛素总量 × １００％

2 ．5 　胰岛素纳米粒的体外释放实验 　 取新鲜制备
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的胰岛素纳米粒混悬液 ，置于 ３７ ℃恒温摇床中 ，以

８０ r／min速度振荡 ，于 ０ 、１ 、２ 、４ 、６ 、８ 、１０ 、１２和 ２４ h
取出 ，离心 ，取上清液 ，用 HPLC 法测定释放介质中
胰岛素的含量 ，确定载胰岛素季铵化壳聚糖纳米粒

的体外释放曲线 。

2 ．6 　降血糖作用
2 ．6 ．1 　糖尿病大鼠模型的建立 　 SD 雄性大鼠 ，体

重 （２２０ ± １０ ） g ，腹腔注射链脲佐菌素溶液
（６０ mg／kg） ，１周后于大鼠尾静脉采血 ，测定血糖含

量 ，取连续 ２次测量血糖水平均 ≥ １８ mmol／L者 ，即

为糖尿病大鼠模型 。

2 ．6 ．2 　实验分组 　随机选取 ６ 只正常大鼠作为空

白对照组（皮下注射 PBS） 。将“２ ．６ ．１”项下准备的

糖尿病大鼠随机分为 ３ 组 ：实验对照组（皮下注射

PBS） 、胰岛素溶液组（皮下注射胰岛素） 、纳米粒组

（皮下注射纳米粒混悬液） ，每组 ６ 只 ，分别于 ０ ．５ 、

１ ．０ 、１ ．５ 、３ ．０ 、４ ．５ 、６ ．０ 和 ８ ．０ h 尾静脉采血 ，测定

血糖含量 。

3 　实验结果

3 ．1 　 INS唱NPs的处方优化 　正交试验结果见表 ２ 。

评分规则采用参考文献［５］进行评分 。

表 2 　正交试验结果（n＝ ３）

实验号 A B C 粒径
（D／nm）

包封率
（％ ）

综合评分

１ _２ ~．５ ０ 潩．５ １ ∶ １ "６６  ．０３ ３８ u．６７ ６７ 骀．９３

２ _２ ~．５ １ 潩．０ ２ ∶ １ "６９  ．５２ ３２ u．７１ ５０ 骀．１３

３ _２ ~．５ ２ 潩．０ ５ ∶ １ "７９  ．７０ ２５ u．２１ １７ 骀．６９

４ _５ ~．０ ０ 潩．５ ２ ∶ １ "６３  ．２６ ３７ u．９２ ７７ 骀．５１

５ _５ ~．０ １ 潩．０ ５ ∶ １ "８４  ．２０ ３８ u．２３ ３１ 骀．４１

６ _５ ~．０ ２ 潩．０ １ ∶ １ "８０  ．０２ ５３ u．１７ ６７ 骀．０６

７ _７ ~．５ ０ 潩．５ ５ ∶ １ "８８  ．７０ ３６ u．２０ ２４ 骀．３５

８ _７ ~．５ １ 潩．０ １ ∶ １ "７９  ．３５ ４３ u．０２ ４９ 骀．７４

９ _７ ~．５ ２ 潩．０ ２ ∶ １ "８３  ．２４ ５２ u．４４ ４１ 骀．０３

K１ {４５ ~．２５ ５６ 潩．６０ ６１ "．５８

K２ {５８ ~．６６ ４３ 潩．７６ ５６ "．２２

K３ {３８ ~．３７ ４１ 潩．９３ ２４ "．４８

R １３ ~．４１ １２ 潩．８４ ３１ "．７４

　 　 包封率 ：以 ９ 组试验最高包封率 （EEmax ）组为
１００分 ，最低包封率（EEmin ）组为 ０分 ，其余各组依下

式计算得分 ：包封率评分 ＝ １００ － １００ × （EEmax －包

封率）／（EEmax － EEmin ） 。
　 　粒径 ：以 ９组试验最大粒径（Dmax ）组为 ０分 ，最

小粒径（Dmin ）组为 １００ 分 ，其余各组依下式计算得

分 ：粒径评分 ＝ １００ × （粒径 －Dmin ）／（Dmax －Dmin ） 。

　 　综合评分 ：综合评分 ＝
１
２
（粒径评分 ＋包封率评

分） 。

　 　由表 ３结果显示 ，各因素作用大小依次为 C ＞

A ＞ B 。壳聚糖浓度（A） 、三聚磷酸钠浓度（B） 、壳聚
糖与三聚磷酸钠体积比（V ∶ V ）（C）对于胰岛素纳
米粒的粒径和包封率均有显著影响（P＜ ０ ．０５） 。最

终确定优化水平组合为 A２B１ C２ ，即在壳聚糖浓度为

５ ．０ mg／ml ，三聚磷酸钠浓度为 ０ ．５ mg／ml ，两者体
积比为 ２ ∶ １的条件下 ，制得的纳米粒最佳 。

表 3 　方差分析结果

方差来源 离差平方和 自由度 均方 F P

A ６３８  ．６６５ ２ 苘３１９ $．３３３ １６９ 晻．９８９ ０ 葺．００６

B ３８３  ．３５０ ２ 苘１９１ $．６７５ １０２ 晻．０３４ ０ 葺．０１０

C ２ ４１２  ．００１ ２ 苘１ ２０６ $．００１ ６４１ 晻．９８７ ０ 葺．００２

3 ．2 　纳米粒的表征
3 ．2 ．1 　形态学考察 　 采用透射电子显微镜观察纳

米粒的表面形态 。从图 １可以看出 ，纳米粒呈球形 ，

大小适中 ，分布均匀 。

图 1 　 JEM唱1230透射电镜（ × 80 000）
观察纳米粒形态

3 ．2 ．2 　 粒径和电位 　 INS唱NPs 的平均粒径为
（６３ ．２６ ± １ ．８８ ） nm ，如图 ２ 所示 。 Zeta 电位
（３３ ．１ ± ０ ．３） mV 。

图 2 　胰岛素纳米粒的粒径分布

3 ．3 　包封率的测定
3 ．3 ．1 　标准曲线的绘制 　按照“２ ．４ ．２”项下方法 ，
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以胰岛素峰面积（A）为纵坐标 ，胰岛素浓度（C）为横
坐标 ，得到回归方程 A ＝ １０ ８５６ C － ３２ ６８６ ，r ＝
０ ．９９９ ９ ，在 １０ ～ １５０ μg／ml 的浓度区间内 ，线性关

系较好（图 ３） 。

图 3 　胰岛素定量的标准曲线

　 　表 ４为胰岛素定量检测的日内 、日间精密度结

果 。结果显示 ：日内精密度 RSD ＜ ２％ ，日间精密度

RSD ＜ ２％ ，符合药物分析日内精密度 RSD ＜ ５％ ，

日间精密度 RSD ＜ １５％ 的要求 。

表 4 　胰岛素检测的日内和日间精密度（n＝ ５）

理论浓度
（ρB ／μg · ml － １ ）

检测浓度
（珚x ± s）

RSD
（％ ）

日内精密度 ２０ 潩．３２ ２０ 墘．５４ ± ０ ．３２ １ V．５５

８１ 潩．２８ ８０ 墘．７９ ± １ ．２１ １ V．４９

１３２ 潩．０８ １３２ 墘．７９ ± １ ．２８ ０ V．９７

日间精密度 ２０ 潩．３２ ２０ 墘．８７ ± ０ ．２６ １ V．２５

８１ 潩．２８ ８０ 墘．２３ ± ０ ．４０ ０ V．５０

１３２ 潩．０８ １３２ 墘．５５ ± １ ．３９ １ V．０５

3 ．3 ．2 　包封率的测定 　计算得到纳米粒的包封率

为（３７ ．９２ ± ２ ．１１）％ ，载药量为（５ ．４２ ± ０ ．３）％ 。

3 ．4 　胰岛素纳米粒的体外释放实验 　 由图 ４ 可以

看出 ，纳米粒在前 ２ h释放率达到 ４４ ．１５％ ，２４ h累
计释放率 ６３畅８３％ 。

图 4 　胰岛素纳米粒的体外释放曲线（n＝ ３）

3 ．5 　降糖实验 　图 ５ 为糖尿病大鼠血糖浓度随时

间变化曲线 。结果显示 ，皮下注射给药后 ，实验对照

组（PBS）大鼠的血糖值随着时间的推移变化不大 ，

维持较高的血糖水平 。胰岛素溶液组给药后 ，糖尿

病大鼠血糖值迅速下降 ，并在 １ h处出现极值 ，之后

随着时间的推移 ，血糖水平逐渐回升 。皮下注射胰

岛素纳米粒组给药后 ，血糖值平缓下降 ，并随着时间

推移 ，血糖水平维持在稳定水平 。

图 5 　血糖浓度随时间的变化曲线

4 　讨论

　 　经皮给药方式给慢性病患者及需要反复给药的

患者带来了便利 ，可以有效降低给药频率 、改善患者

依从性 、维持血浆药物浓度稳定 、避免肝脏首过效

应 、提高药物的生物利用度 。因此 ，经皮给药是胰岛

素给药的理想途径 。将胰岛素包载于适当的载体材

料中制备成纳米粒 ，可以有效改善经皮吸收率低这

一问题 。纳米粒具有包封率高 、稳定性强以及体内

特异性分布 、缓控释等特点 。因此 ，我们选用季铵化

壳聚糖作为载体材料 ，三聚磷酸钠作为交联剂 ，采用

离子交联法制备 INS唱NPs ，并对其处方进行优化 ，

筛选出粒径较小和包封率较高的纳米粒 ，为胰岛素

的经皮转运奠定基础 。采用正交设计试验和综合评

分法 ，筛选得到季铵化壳聚糖浓度 ５ ．０ mg／ml 、三聚
磷酸钠浓度 ０ ．５ mg ／ml 、两者体积比 ２ ∶ １为最佳处

方 。按照最佳处方制备出的纳米粒在体外释放实验

中 ，２ h内释放率为 ４４ ．１２％ ，这可能是由于在纳米

粒的制备过程中 ，部分胰岛素吸附在纳米粒表面 ，当

纳米粒置于释放介质中时 ，胰岛素迅速溶解于介质

中 ，因此产生突释现象 ；２４ h 累计释放率达
６３畅８３％ ，显示纳米粒对胰岛素溶液具有持续保护作

用 。考察其药效学结果显示 ，载胰岛素纳米粒可以

很好地发挥降糖效果 ，与单纯注射胰岛素相比 ，显示

出更加温和的药性 。

　 　综上所述 ，通过离子交联法制备的载胰岛素纳

米粒具有较小的粒径 ，适合应用于经皮转运系统 ，且

包封率较好 ，可有效发挥药效 。在降糖实验中 ，糖尿

病大鼠给药后 ２ h 血糖迅速下降 ，达到正常血糖水

平 ，之后大鼠血糖缓慢下降 ，并且长时间维持在正常

血糖水平范围内 ，INS唱NPs 显示出较好的药效性
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能 。这与载药纳米粒的体外释放度考察实验结果相

吻合 ，这可能是由于在纳米粒制备过程中 ，部分胰岛

素吸附在纳米粒表面 ，给药后迅速释放发挥药效 ，使

糖尿病大鼠的血糖较快降至正常水平 ，之后持续缓

慢释放 ，使血糖水平长时间稳定在正常范围 。表明

该法制备的纳米粒性质良好 ，可用于透皮吸收的研

究 ，与其他促进药物经皮转运的手段相结合 ，将有效

促进胰岛素经皮转运效率 ，这为胰岛素等大分子药

物的经皮转运提出了新思路和新方法 。
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