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　 　 ［摘要］ 　目的 　制备新型喜树碱纳米凝胶给药系统（CPT唱PPO gel） ，并对其含量 、理化性质和体外透皮特性进行考察 。

方法 　以乙交酯唱丙交酯共聚物（PLGA）包裹抗银屑病药物喜树碱（CPT ）作为纳米系统的核 ，将聚酰胺唱胺（PAMAM ，G３ ．０）包

裹在 PLGA 表面作为纳米系统的壳 ，采用乳化溶剂挥发法制备载喜树碱纳米系统（CPT唱PLGA唱PAMAM ，CPT唱PP） ，并用油

酸（OA）进行修饰 ，得到经表面改性的核壳纳米给药系统（CPT唱PLGA唱PAMAM唱OA ，CPT唱PPO） 。采用 HPLC法测定纳米乳
中喜树碱的含量 ，采用透射电镜和激光粒径测定仪分别考察纳米粒的形态和粒径 。以羟丙甲基纤维素（HPMC）为基质 ，制备

CPT唱PPO gel ，并采用 Franz 扩散池对其体外透皮特性进行考察 。 结果 　 制得的 CPT唱PPO gel 平均粒径为 （２４６ ．７ ±

５ ．４） nm ，包封率为（７８ ．７ ± ６ ．９）％ ，含量稳定 ，在 ４ ℃时具有良好的稳定性 。体外透皮实验表明 ，纳米凝胶 CPT唱PPO gel 、CPT唱
PP gel比普通凝胶 CPT gel有更高的皮肤渗透量和滞留量（P＜ ０ ．０１） ，且 CPT唱PPO gel在皮肤渗透量和滞留量上均显著高于
CPT唱PP gel（P＜ ０ ．０５） 。结论 　经过 OA修饰的 CPT唱PPO gel可以显著提高药物的皮肤吸收量和滞留量 ，有望成为应用 CPT
局部治疗银屑病的新剂型 。
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Novel camptothecin loaded nanogel system ：formulation optimization and in vitro
transdermal permeability study
WANG Xiang１ ，ZHANG Liangyu１ ，DING Baoyue１ ，CHEN Yang１ （１ ．No ．９８ Hospital of PLA ，Huzhou ３１３０００ ，China ；
２ ．School of Medicine ，Jiaxing College ，Jiaxing ３１００１４ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To prepare a novel drug delivery system camptothecin loaded nanogel （CPT唱PPO gel） ，and inves唱
tigate its contents ，physical and chemical properties and in v itro transdermal permeability ．Methods 　 The solvent evaporation
method was utilized to prepare core唱shell nano唱drug delivery systems （CPT唱PLGA唱PAMAM ，CPT唱PP） ，in which the Poly lac唱
tic唱co唱glycolic acid （PLGA ） was used to load camptothecin as the nucleus and the polyamidoamine （PAMAM ） G３ ．０ was
w rapped in the surface of PLGA as the shell ．Then the oleic acid （OA） was connected to CPT唱PP to obtain the surface modified
drug delivery system （CPT唱PLGA唱PAMAM OA ，CPT唱PPO ） ．HPLC was used to determine the content of camptothecin in
nanoparticles ，transmission electron microscopy was applied to identify the nanoparticles morphology ，and laser analyzer was
used to determine the particle size ．The hydroxypropyl methylcellulose （HPMC） was added as the base for the preparation of
the nanogel （CPT唱PPO gel） at last ．The Franz唱diffusion cell was used to determine the permeation rate of nanogel in v itro ．

Results 　 The resulting CPT唱PPO gel was stable at ４ ℃ ，the average particle size was （２４６ ．７ ± ５ ．４） nm and the encapsulation
efficiency was up to （７８ ．７ ± ６ ．９）％ ．Comparing to the normal gel ，（CPT gel） ，the cumulative penetration amount and the re唱
tention amount in the skin of the nanogels （CPT唱PPO gel ，CPT唱PP gel） were significant higher （P＜ ０ ．０１） ，the retention and
cumulative penetration amount of CPT唱PPO gel was significant higher than that of CPT唱PP gel （P＜ ０ ．０５） ．Conclusion 　 After
modified by OA ，CPT唱PPO gel can increase the cumulated amount and absorption in skin and can be used as a carrier of CPT in
the new formulation for topical treatment of psoriasis ．

　 　 ［Key words］ 　 camptothecin ；nano gel ；CPT唱PPO gel ； in v itro transdermal permeability

　 　银屑病俗称“牛皮癣” ，是一种慢性 、复发性 、增

殖性表皮疾患 ，属皮肤顽疾 。 临床常使用喜树碱

（CPT ）及其他激素类药物的膏剂或霜剂涂于患处进
行治疗 。由于上述传统的外用剂型容易导致炎症 、

过敏等反应 ，近年来 ，新型给药系统特别是以纳米载

体为基础的给药系统的发展 ，为皮肤相关疾病的治
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疗提供了更多的选择 。建立在纳米系统基础上的药

物载体可以较好地控制药物释放 。另外 ，由于粒径

小 ，可以提高给药效率 ，降低刺激性和毒性 ，同时也

提高了患者的依从性［１ ，２］
。 如固体脂质纳米粒

（SLN） 、纳米结构脂质体 （NLC）以及脂质体 ，在研

究和实验中都表现出了很好的皮肤渗透性 。但是这

些药物有限的载药量和相对稳定性的问题 ，导致其

应用受限［３ ，４］
。 而聚合物纳米粒子 ，如聚 （ε唱己内

酯）
［５］

、聚丙烯亚胺 （PPI ）［６］ 、壳聚糖［７］
、聚乳酸

（PLA）［８］等则显示出了良好的局部用药潜力 。这些

聚合物纳米粒通过修饰以减少药物与皮肤直接接触

的刺激 ，从而达到可控性和持续释药的优点 ，此外 ，

通过促渗剂修饰的聚合物还可有效提高药物的透皮

能力 。乙交酯唱丙交酯共聚物（PLGA ）是一种生物
相容性较高的聚合物材料 ，基于 PLGA 的聚合物纳
米粒已被广泛用于生物医药领域 ，它具有生物相容

性好 、毒性低 、易被水解等优点 。通过表面修饰阳离

子聚合物以及加入化学促渗剂可以增加纳米粒的稳

定性和透皮效果［９ ，１０］
。聚酰胺唱胺（PAMAM ）是一

种人工合成的阳离子聚合物 ，分子高度分枝 ，呈单分

散性 ，其末端氨基丰富 ，正电性强 ，并易于修饰连接

生物活性物质以改变载体的高分子性质 ，有相关研

究表明 PAMAM 具有良好的促进皮肤渗透的作
用［１１］

。通过 PAMAM 表面修饰 PLGA 不仅可以增
加 PLGA 包裹药物的稳定性 ，PAMAM 表面的自由
氨基还可以接枝化学促渗剂 ，进一步打开皮肤角质

层通道 ，提高皮肤递送效果［１２］
。

　 　纳米凝胶是聚合物通过物理或化学交联的方式

形成的纳米粒径的网状结构 ，它的优点是可以增加

皮肤的滞留时间 ，增加药物的有效负载 。本实验使

用聚合物材料 PLGA 包裹抗银屑病药物 CPT 制备
纳米粒 ，通过 PAMAM 接枝化学促渗剂油酸（OA ）
修饰 PLGA ，构建喜树碱纳米给药凝胶系统（CPT ／
PLGA唱PAMAM唱OA ，CPT唱PPO） ，有效提高了药物

的经皮渗透量及皮肤滞留量 ，为该药新剂型的研发

提供了实验依据 。

1 　仪器与材料

1 ．1 　仪器 　 BS２２４S 电子分析天平（北京赛多利斯

仪器系统有限公司） ，DZF唱６０９０真空干燥箱（上海一

恒科学仪器有限公司） ，F６唱１０ 超细匀浆机 （规格 ：

１４５W） ，IKA 磁力搅拌器 ，UPWS唱I唱５T 超纯水器
（杭州永洁达净化科技有限公司） ，FI唱IR 红外光谱
仪（美国瓦里安公司） ，TDL唱６０B 低速台式离心机
（上海安亭科学仪器） ，SHZ唱B 水浴恒温振荡器（上

海博讯实业有限公司医疗设备厂） ，ADVENCE ４００

M 核磁共振仪（美国瓦里安公司） ，LC３０００ 型高效
液相色谱仪（北京创新通恒科技有限公司） ，２０１０透

射电镜 （日本 JEOL 公司） ，TK唱１２A 型透皮扩散实
验仪（上海锴凯科技贸易有限公司） ，Zeta sizer ZS９０
粒度分析仪 （英国 Malvern公司） 。

1 ．2 　药品和试剂 　 PLGA （济南岱罡生物工程有限
公司 ，分子量 ：１５ ０００） ，聚乙烯醇（PVA ，常州市天怡

工程纤维有限公司） ，PAMAM （G３ ．０ ，威海晨源化

工新材料有限公司） ，CPT 标准品（中国药品生物制

品检定所） ，CPT ［梯希爱（上海）化成工业发展有限

公司 ，分子量 ：３４８ ．３６］ ，OA（西格玛公司） ，羟丙甲基

纤维素（HPMC ，济南岱罡生物工程有限公司） ，美

国联合碳化干型透析袋 （MD３４唱７ 截留分子量 ：

７ ０００） ，色谱用试剂为 HPLC 级 ，其他试剂均为分

析纯 。

2 　方法与结果

2 ．1 　喜树碱含量测定
2 ．1 ．1 　色谱条件 　色谱柱 ：C１８色谱柱（ ２５０ mm ×

４ ．６ mm ，５ μm） ；流动相 ：甲醇唱水（７０ ∶ ３０ ，V ／V ） ；检

测波长 ：２５４ nm ；流速 ：１ ．０ ml／min ；进样体积 ：

２０ μl 。CPT 对照品溶液和样品溶液的 HPLC
如图 １ 。

图 1 　 CPT的 HPLC图
A ．标准品 ；B ．对照品 ；１ ．CPT 色谱峰

2 ．1 ．2 　标准曲线的制备和方法学研究 　 对照品溶

液的制备 ：精密称取 CPT 对照品 ３ mg ，置于 １００ ml
容量瓶中 ，加入适量甲醇超声溶解并稀释至刻度 ，得
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对照品储备液 。分别精密量取对照品储备液 ０ ．１ 、

０ ．２ 、０ ．４ 、０ ．８ 、１ ．２ 、１ ．６ 、２ ．０ ml 置于 １０ ml容量瓶
中 ，用甲醇稀释至刻度 ，混匀 ，制得质量浓度为 ０ ．３ 、

０ ．６ 、１ ．２ 、２ ．４ 、３ ．６ 、４ ．８ 、６ ．０ μg／ml的 CPT 对照品溶
液 。将不同浓度的溶液分别进样 ２０ μl ，按“２ ．１ ．１”

项下色谱条件进行测定 。以峰面积（Y ） 为纵坐标 、

进样浓度（X） 为横坐标 ，进行回归分析 ，得到 CPT
的标准曲线方程 Y ＝ １１２ ３３７X ＋ ５２２ ．６１ ，R２

＝

０ ．９９９ ７ ，结果表明 CPT 在 ０ ．３ ～ ６ ．０ μg／ml时 ，峰

面积与进样量呈良好线性关系 。精密度 、重复性 、稳

定性试验的 RSD 均 ＜ ３ ．０％ ，符合方法学要求 。

2 ．2 　纳米粒及其凝胶的制备
2 ．2 ．1 　空白及载药纳米粒的制备 　 空白纳米粒的

制备 ：用乳化溶剂挥发法制备 PLGA唱PAMAM唱OA
（PPO）纳米粒 ，取 １０ mgPLGA 溶解在 １ ．５ ml二氯
甲烷中 ，以所得溶液作为有机相 ，将有机相加入

１４ ．５ ml ０ ．１％ （W ／V ）PVA 、４ ml ０ ．５％ PAMAM 与
１ ．５ ml吐温唱８０ 的混合溶液中 ，以恒定的速度搅拌

使其形成粗乳液 ，然后用超细均浆机搅拌 １５ min
（３５ ０００ r／min） ，使之形成纳米乳 。挥干有机相 ，加

入 １００ μl １％ （W ／V ）三磷酸钠（TPP）交联 ，然后在

３００ r／min下搅拌 ２ h 后悬浮于磷酸盐缓冲液（pH
值 ８ ．０）中 ，与在室温下预先用 １唱（３唱二甲氨基丙基）唱

３唱乙基碳二亚胺 （EDC ）和 N唱羟基琥珀酰亚胺
（NHS）活化的 OA 温育 ２ h ，即得空白的纳米粒
PPO 。未修饰的 PLGA唱PAMAM （PP）纳米粒参照
上述方法制备 。

　 　 未修饰的纳米粒 PP 和经 OA 修饰的纳米粒
PPO 的核磁谱图如图 ２ 所示 。 经 OA 修饰后的
PPO（图 ２B）较 PP（图 ２A ）在 δ３ ．７５ ～ ３ ．８５ ppm 处
多了 OA特征峰 。同时 ，在 δ ４ ．７ ppm 的质子峰值
显著增加 ，这是由于接上 OA 后的特征质子峰的重
合与叠加 。 上述结果表明该 PPO 已经成功接上
OA 。

　 　载 CPT 纳米粒（CPT唱PPO）的制备 ：将 CPT 溶
于适量乙醇中 ，与含有 PLGA 的有机相充分混合 ，

后续步骤参照空白纳米粒的制备方法制备 。

2 ．2 ．2 　空白及载药凝胶的制备 　 CPT gel的制备 ：

称取 CPT ０ ．０１ g溶于 ４０ ml 乙醇中 ，超声使其溶

解 ，逐滴加入溶胀后的 HPMC并不断搅拌至完全形
成凝胶 ，室温稳定 ２４ h备用 ，即得 。

　 　其余纳米凝胶的制备参照上述方法 ，将 HPMC
逐滴加入至不断搅拌的空白及载药纳米粒水溶液

中 ，直至完全形成凝胶（PPO gel 、CPT唱PPO gel 、PP
gel 、CPT唱PP gel） ，室温稳定 ２４ h ，备用 。

图 2 　纳米粒 PP和 PPO的核磁图谱
A ．PP ；B ．PPO

2 ．3 　纳米粒及其凝胶的表征
2 ．3 ．1 　 CPT唱PPO 的电镜形态观察 　采用磷钨酸负

染法 ，将 CPT唱PPO 稀释至 ０ ．１ mg／ml ，滴于 ３００ 目

铜网表面 。 ５ min 后 ，用滤纸吸去多余液体 ，加入

１％ 磷钨酸溶液（ pH 值 ７ ．０） １滴 ，染色 ５ min 。滤
纸吸去多余液体 ，晾干后将此铜网置透射电子显微

镜下观测并拍照 ，电镜检测结果见图 ３ 。纳米粒大

部分成规则的球形 ，外观圆整 ，大小均匀 ，纳米粒之

间无粘连 。

图 3 　 CPT唱PPO的透射电镜图

2 ．3 ．2 　 CPT唱PPO 的粒径及电位 　取 ３份一定量冷

冻干燥后的 CPT唱PPO和 CPT唱PP ，分别以去离子水

超声重悬分散后 ，用激光粒度仪测定纳米粒的光散

射粒径及 Zeta 电位值 。 CPT唱PP 的平均粒径为
（２１０ ．３ ± ６ ．１ ） nm （PDI ＜ ０ ．３） ，电位 （１８ ．１ ±

３ ．２） mV ；当使用 OA 修饰后 ，CPT唱PPO 的粒径增
加至 （２４６ ．７ ± ５ ．４ ） nm ，电位减少至 （９ ．１ ±

２ ．５） mV ，电位的减少可能是表面修饰的 OA 屏蔽

０５１

药学实践杂志 　 ２０１６ 年 ３ 月 ２５日第 ３４ 卷第 ２ 期

Journal of Pharmaceutical Practice ，Vol ．３４ ，No ．２ ，March ２５ ，２０１６



了 PAMAM 的部分正电荷所致 。

2 ．3 ．3 　包封率的测定 　取 ３批制备好的载药凝胶 ，

在２ ０００ r／min条件下用超滤管超滤 １５ min ，将沉淀
物用二氯甲烷溶解 ，过滤 ，滤液按照样品溶液处理方

法制备供试品溶液 ，按“２ ．１ ．１”项下色谱条件测定 ，

计算 ３批样品中 CPT 的含量 ，代入公式计算包封率

（EE） 。所制得的 CPT 纳米粒包封率为 （７８ ．７ ±

６ ．９）％ 。

EE（％ ） ＝
C纳米粒
C总药量 × １００％

注 ：C纳米粒 ：HPLC测定的 CPT 含量 ，C总药量 ：凝胶中 CPT 的
总量

2 ．4 　体外释放动力学研究 　将一定量载药纳米凝

胶 CPT唱PPO 和 CPT唱PP 分别放入透析袋中 ，置于

pH 值 ７ ．４ 的 PBS 溶出杯中 ，温度控制在 （３７ ±

１） ℃ ，搅拌速度为３００ r／min 。在不同时间（１ 、２ 、４ 、

６ 、８ 、１２ 、２２ 、２４ 、４８ 、７２ h）取透析液 ０ ．５ ml ，甲醇定
容 ，使用 HPLC 测定 CPT 的浓度 ，计算不同时间

CPT 的溶出百分率 。结果如图 ４ 所示 。纳米凝胶

体外药物释放基本遵循一级动力学方程 ，载药纳米

凝胶是否经过 OA 修饰对载药系统本身的药物释放
没有明显影响 。

图 4 　 CPT唱PPO与 CPT唱PP纳米凝胶
体外药物释放曲线的比较

2 ．5 　体外经皮渗透研究 　 取体重合格的小鼠 ，脱

颈致死 ，取腹部皮肤 ，处理后置于 Franz 立式扩散池
上 ，角质层朝向供给池 ，真皮层朝向接收液 。供给池

分别放入 CPT gel 、CPT唱PP gel 、CPT唱PPO gel ，接
收池为 pH 值 ＝ ７ 的 PBS 缓冲液 ，搅拌速度

３００ r／min ，水浴温度（３７ ± １） ℃ ，搅拌 ２４ h后取样 ，

提取液经 ０ ．５ μm 微孔滤膜过滤 ，使用 HPLC 测定
并计算单位面积累积渗透量 ，结果见图 ５ 。 CPT唱
PPO gel 、CPT 唱PP gel及 CPT gel体外经皮渗透量
分别为 ３０ ．１０２ ３ 、２２ ．８４２ ９ 、３ ．５４３ ２ μg／cm２

，结果

表明 ，经 OA 修饰的纳米凝胶可以显著增加 CPT 的
透皮效果 。

图 5 　 CPT、CPT唱PP和 CPT唱PPO凝胶
24 h药物单位累积透皮量（n ＝ ５ ，珚x ± s）

倡 倡 P＜ ０ ．０１ ，与 CPTgel比较 ；

＃ P ＜ ０ ．０５ ，与 CPT唱PPgel 比较

2 ．6 　药物皮肤滞留量测定 　将经皮渗透实验完成

后的皮肤取下 ，刮掉表明残留的 CPT 药物 ，用 PBS
（pH 值 ＝ ７ ．４）缓冲液冲洗角质层和真皮层 ，滤纸吸

干水分 ，称重 。然后剪碎皮肤 ，将碎片转移至 ５ ml
容量瓶中 ，甲醇定容至刻度 ，超声 ３０ min ，冷却至室
温后 ，甲醇定容 ，即得提取液 。取一定量上述提取

液 ，PBS 稀释 １０ 倍后取 ２０ μl 进样 ，计算皮肤的

CPT 滞留量 Qskin （mg／g） 。
Qskin ＝ C · V

m
　 　式中 Qskin为 t时间内单位质量皮肤累积滞留
量 ，C为皮肤药物浓度 ，V 为皮肤样品溶液体积 ，m
为皮肤的质量 。 CPT 凝胶的单位质量皮肤滞留量
结果见图 ６ 。 CPT唱PPO gel 、 CPT唱PP gel 及 CPT
gel 体外皮肤滞留量分别为 １ ．８２１ ２ 、１ ．４２６ ８ 、

０ ．２１４ ５ mg／g ，结果表明 ，PLGA 经 PAMAM 修饰
后 ，可以显著增加 CPT 在皮肤的滞留量 ，有效提高

CPT 的局部治疗效果 。

图 6 　 CPT、CPT唱PP和 CPT唱PPO凝胶
的皮肤滞留量 （n＝ ５ ，珚x ± s）
倡 倡 P＜ ０ ．０１ ，与 CPTgel比较 ；

＃ P ＜ ０ ．０５ ，与 CPT唱PPgel 比较

3 　讨论

3 ．1 　制备凝胶的处方工艺考察 　为了优化 CTP 纳
米粒的制备工艺 ，进行单因素考察 ，考察因素 ：PVA
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浓度 、PLGA 浓度 、PAMAM 浓度 、均浆机转速 、转

速时间 、投药量 ；考查指标 ：纳米粒粒径 、电位 、载药

量 。我们发现当上述条件固定在 ：PLGA 的质量为
６ ．６７ mg／ml 、０ ．１％ （W ／V ）的 PVA 、０ ．５％ （W ／V ）的

PAMAM 、 搅 拌 时 间 为 １５ min 、 转 速 为

３５ ０００ r／min 、投药量为 １０ mg 时 ，为最佳处方工

艺 ，制得的纳米粒粒径 、电位及载药量都较为理想 ，

工艺稳定 、重现性好 。

　 　依照上述单因素考察所获得的制备纳米粒的最

佳工艺处方 ，分别制备 ３批次载药凝胶 ，用激光粒度

分析仪测定其粒径分布与 Zeta电位值 ，并测定纳米

粒的包封率及载药量 。结果为粒径２５３ ．２ nm ，电位

１１ ．５ mV ，载药量１５ ．３５ μg／mg ，包封率 ８４ ．２％ 。

3 ．2 　 PAMAM 与 OA 修饰对透皮效果的影响 　为

了增加纳米载药系统的透皮能力 ，在 PLGA 载药系
统的基础上 ，我们通过 PAMAM 接枝的 OA 来修饰
PLGA 。为了证明 PAMAM 、OA 修饰对皮肤滞留
量的影响 ，我们合成了 CPT唱PP gel ，将 CPT gel 、
CPT唱PP gel 及 CPT唱PPO gel 分别作用于小鼠皮
肤 ，进行皮肤渗透及滞留量实验 ，发现经过 OA 修饰
的纳米凝胶与其余 ２种凝胶相比 ，２４ h皮肤渗透量
及皮肤滞留量均有统计学差异 。 这可能是因为经

OA 修饰的 PLGA唱PAMAM 纳米粒可以进一步打
开皮肤的角质层通道 ，增加了活性药物到达皮肤深

层（病灶组织）的概率 ；同时 ，由于增加了纳米凝胶的

油／水分配系数 ，可使更多的药物停留在皮肤 ，减少

药物进入体循环的量 ，在表皮和真皮层形成药物贮

库 ，使药物作用于病变部位更长时间［１１］
。

3 ．3 　包裹药物的选择 　 CPT 是一种具有抗癌活性
的天然药物 ，在肿瘤治疗领域有一定的潜力［１２］

。但

是由于其水溶性低和毒性较大 ，临床应用一直受到

限制 。为了克服上述缺点 ，研究者们使用纳米载药

体系来包裹 CPT ，以实现肿瘤的靶向或缓释给

药［１３唱１７］
。关于 CPT 局部用药的研究则少有报道 。

本研究制备 CPT 新型纳米凝胶并研究其在小鼠皮
肤局部用药的效果 ，为银屑病的患处治疗提供了一

条新思路 ，也为进一步研究打下基础 。
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