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摘要# 目的!制备苦参碱纳米粒及其麦胚凝集素修饰产物& 方法!复乳化(溶剂挥发法制备苦参碱纳米粒% 以聚乳酸(
羟基乙酸共聚物与苦参碱比例’ 转速和聚乙烯醇浓度为影响因素% 粒径’ 电位’ 包封率和载药量为评价指标% 通过星
点设计优化工艺& 碳二亚胺法制备麦胚凝集素修饰苦参碱纳米粒% 以碳二亚胺与 I(羟基琥珀酰亚胺比例’ 麦胚凝集
素加入量和孵化时间为影响因素% 粒径’ 电位和修饰率为评价指标% 通过均匀设计优化工艺& 结果!苦参碱纳米粒的
最佳条件为聚乳酸(羟基乙酸共聚物与苦参碱比例 $D")% p#% 转速 *#" ZF.0I% 聚乙烯醇浓度为 $D%’!% 平均粒径’ 电
位’ 包封率和载药量分别为 ##&D$% I.’ g#"D,* .c’ )$D$"!和 &+D#%!& 其麦胚凝集素修饰产物的最佳条件为碳二
亚胺与I(羟基琥珀酰亚胺比例 &D* p$D#&% 麦胚凝集素加入量 , .J% 孵化时间 #% X% 平均粒径’ 电位和修饰率分别为
%+%D+ I.’ g"D& .c和 ’)D"#!& 结论!该制备工艺可靠% 所得苦参碱纳米粒及其麦胚凝集素修饰产物性质稳定&
关键词! 苦参碱( 纳米粒( 麦胚凝集素( 复乳化(溶剂挥发法( 碳二亚胺法( 星点设计( 均匀设计
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!!纳米药物传递系统是目前医学研究的热点% 天
然或合成的大分子将药物’ 蛋白和核酸等分子包载
后% 通过胞吞被病灶细胞摄取% 可实现靶向性药物
治疗)#* & 苦参碱是从豆科槐属植物苦参’ 山豆根
和苦豆子中提取’ 分离’ 纯化制得的生物碱% 具有
抗病毒’ 抗肝纤维化’ 升高白细胞’ 增强免疫力等
作用)&* % 近年来关于其抑制癌细胞增殖’ 诱导凋
亡的报道也越来越多),(’* % 是极具前景的抗癌药物&

麦胚凝集素是一种能结合糖基的蛋白质% 其显
著特点是具有对某一特定糖基专一性结合的能力%
属于第二代生物黏附材料& 由于凝集素介导的结合
位点在细胞表面% 故它是较理想的具有寻靶功能的
口服生物黏附材料)+()* & 以麦胚凝集素修饰苦参碱
纳米粒时% 可借助凝集素对癌细胞的特异亲和作
用% 使凝集素化苦参碱纳米粒黏附在癌细胞上% 从
而发挥特异性抗癌作用)#$* & 同时% 凝集素还可以
调节上皮细胞的通透性% 有利于大分子药物的通过
以实现治疗作用)##* & 本实验研究苦参碱纳米粒和
麦胚凝集素修饰苦参碱纳米粒的制备工艺% 以实现
苦参碱对癌细胞的特异抑制和杀伤作用&
EF仪器’ 试剂和材料
#D#!仪器!A/A5(;: )$ 激光纳米粒度分析仪 "英
国马尔文公司#( @S(#$E高效液相色谱仪 "日本岛
津公司#( :Y7WZ/‘/̂‘, 酶标仪 "美国分子仪器公
司#(=:E&&%:(SP分析天平 "德国赛多利斯公司#(
E‘("&"$ =磁力搅拌器 "天津奥特塞恩斯公司#&
#D&!实验试剂和材料!聚乳酸羟基乙酸共聚物
"长春圣博玛生物材料有限公司% 批号 &$#$#&###(
聚乙烯醇 "上海恒斐生物科技有限公司% 批号
,’,#,*("$$>#( 苦参碱单体 "西安嘉天生物科技
有限公司% 批号 B:&$#&$,#* #( 苦参碱 "批号
##$*$"(&$$"$* #’ 氧 化 苦 参 碱 " 批 号 ##$+*(
&$#$$+# 对照品 "中国食品药品检定研究院#( 麦
胚凝集素 "批号@)’%$(#$$‘>#’ 碳二亚胺 "批号

-++"$(">#% I(羟基琥珀酰亚胺 "批号 #,$’+&(">#
均购自上海江莱生物科技有限公司& 甲醇’ 乙腈’
磷酸’ 无水乙醇为色谱纯( 其他试剂均为分析纯&
GF实验方法
&D#!苦参碱纳米粒
&D#D#!单因素试验!以外观’ 粒径和电位为指标%
初步考察 % 个主要因素% 即聚乳酸羟基乙酸共聚物
中 <(丙交酯与乙交酯比例’ 聚乳酸羟基乙酸共聚
物与苦参碱比例’ 转速和聚乙烯醇浓度对苦参碱纳
米粒制备的影响% 以确定星点设计优化时各因素的
水平& 结果% <(丙交酯与乙交酯比例为 "$ p"$ 时%
纳米粒溶液澄清透亮( 随着聚乳酸羟基乙酸共聚物
加入量增加% 粒径呈减小趋势% 而电位绝对值增
加% 表明纳米粒成型性良好% 体系趋于稳定% 故选
择聚乳酸羟基乙酸共聚物与苦参碱比例在 $D"’ p# d
$D+& p# 范围内( 转速选择在 "$$ d)$$ ZF.0I 范围
内% 此时纳米粒较稳定( 聚乙烯醇浓度越小% 纳米
粒粒径越小% 体系越稳定% 故选择在 $D&"! d
#D&"!范围内&
&D#D&!制备工艺!采用复乳化(溶剂挥发法)#&*制
备% 制备方法为精密称取一定量的苦参碱% 加少量
水溶解( 精密称取一定量聚乳酸羟基乙酸共聚物%
溶于适量丙酮中% 作为有机相( 在磁力搅拌器一定
转速下% 将苦参碱水溶液滴注入有机相中% 形成初
乳( 另取一定量的聚乙烯醇溶于水中% 形成水相%
在中等强度磁力搅拌下% 将上述初乳快速液下注入
到水相中% 采用室温下磁力搅拌除去丙酮% 离心
#$ .0I% 取上清液% 冷冻干燥% 即得&
&D#D,!星点设计!根据 .&D#D#/ 项下结果% 以
聚乳酸羟基乙酸共聚物与苦参碱比例 "N##’ 转速
"N&# 和聚乙烯醇浓度 "N,# 为影响因素% 设定区
间端点及中心点% 根据因变量曲面法)#,*优选最佳
工艺条件& 根据中心多点等距设计原理% 每个因素
设 " 个水平& 见表 #&

表 EF星点设计因素水平
804OEFI05+"’20*!3)()32",5)*+’035"%&"2#+)!)2#Q*

因素
水平

g#D+,& g# $ # #D+,&
N# 聚乳酸羟基乙酸共聚物 p苦参碱 $D"’$ p# $D")% p# $D’%$ p# $D’*’ p# $D+&$ p#
N& 转速F"Z-.0I g## "$$ "*" +$$ *#" )$$
N, 聚乙烯醇F! $D&" $D%’ $D+" #D$% #D&"
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&D#D%!平均粒径 "f## 和电位 "f&# !将 .&D#D&/
项下纳米粒溶液稀释数倍% 通过激光纳米粒度分析
仪测定&
&D#D"!包封率 "f,# 和载药量 "f%#
&D#D"D#!苦参碱含有量测定!R?@S分析采用 KI(
7ZW011AR& 氨基键合硅胶色谱柱 " %D’ .. q
&"$ ..#( 流动相乙腈(无水乙醇(,!磷酸 "*$ p
#$ p#$#( 检测波长 &&$ I.( 体积流量 # .@F.0I(
柱温 &" h&
&D#D"D&!对照品溶液制备!精密称取苦参碱对照
品适量% 加乙腈制成每 # .@含 "$ !J该成分的溶
液% 即得&
&D#D"D,!供试品溶液制备!精密吸取 .&D#D&/
项下纳米粒溶液 & .@% 置于 #$ .@量瓶中% 乙腈
稀释并定容至刻度% $D%" !.微孔滤膜过滤% 取续
滤液% 即得&
&D#D"D%!计算方法!精密吸取对照品’ 供试品溶
液各 #$ !@% 注入色谱仪中测定& 外标一点法计算
游离苦参碱含有量% 将加入苦参碱总含有量减去游
离苦参碱含有量% 即为已包载的苦参碱量% 计算包
封率和载药量% 公式如下&

包封率9 "纳米粒中包载苦参碱量F投入苦参

碱量# q#$$!
载药量9 "纳米粒中包载苦参碱量F纳米粒总

量# q#$$!
&D#D’!方法学考察
&D#D’D#!线性关系考察!精密吸取 $D$" .JF.@
苦参碱对照品 &’ "’ *’ ##’ #%’ #+’ &$ !@% 注
入色谱仪中测定峰面积& 以峰面积积分值为纵坐标
"]#% 苦参碱进样量为横坐标 " #̂ 绘制标准曲
线% 得回归方程为]9%"* $+"^g& ,""D) "/9##%
在 $D# d# !J范围内呈良好的线性关系&
&D#D’D&!精密度试验!精密吸取 .&D#D"D,/ 项
下供试品溶液 #$ !@% 重复进样 ’ 次% 测得峰面积
C:L为 $D+)!% 表明仪器精密度良好&
&D#D’D,!稳定性试验!精密吸取 .&D#D"D,/ 项
下供试品溶液 #$ !@% 于 $’ &’ %’ ’’ * X 进样%
测得峰面积C:L为 #D,*!% 表明供试品溶液在 * X
内稳定性良好&
&D#D’D%!重复性试验!精密称取同一批号样品 ’
份% 按 .&D#D"D,/ 项下方法制备供试品溶液% 进
样 #$ !@% 测得含有量 C:L为 #D+*!% 表明该方
法重复性良好&
&D#D+!星点设计结果!见表 &&

表 GF星点设计结果
804OGF9)2.3+2",5)*+’035"%&"2#+)!)2#Q*

编号
N# 聚乳酸羟基乙酸

共聚物 p苦参碱

N& 转速F

"Z-.0I g##
N, 聚乙烯醇F! f# 粒径FI. f& 电位F.c f, 包封率F! f% 载药量F!

# $D")% p# "*" $D%’ *&D%* g#*D*, *’D"* ,#D**
& $D’*’ p# "*" $D%’ +"D)% g&$D+’ )$D"& ,#D),
, $D")% p# *#" $D%’ *$D’’ g&$D," *)D** ,&D+$
% $D’*’ p# *#" $D%’ *)D%) g#)D*) *)D&, ,#D’&
" $D")% p# "*" #D$% #,+D+ g##D#& *)D") &&D%&
’ $D’*’ p# "*" #D$% #%,D’ g#&D+* **D#& &#D+$
+ $D")% p# *#" #D$% #%’D" g#&D"* )$D)$ &&D’+
* $D’*’ p# *#" #D$% #%&D# g#%D&) )$D’$ &&D#+
) $D"’$ p# +$$ $D+" #$)D+ g#’D+& )$D’& &+D#&
#$ $D+&$ p# +$$ $D+" #,&D’ g#,D*+ )$D** &"D)%
## $D’%$ p# "$$ $D+" ##*D+ g#"D%) )$D’’ &’D"$
#& $D’%$ p# )$$ $D+" #$+D# g#"D$& *)D,’ &’D&&
#, $D’%$ p# +$$ $D&" +#D"* g&%D$* )$D"’ %#D+&
#% $D’%$ p# +$$ #D&" #+,D, g)D%"" )$D,’ #)D,"
#" $D’%$ p# +$$ $D+" #$&D’ g#%D’* )$D’" &’D"$
#’ $D’%$ p# +$$ $D+" #$"D* g#%D#& )$D,’ &’D%,
#+ $D’%$ p# +$$ $D+" #$&D* g#%D,+ )$D"& &’D%+
#* $D’%$ p# +$$ $D+" #$’D$ g#&D+’ )$D&# &’D%$
#) $D’%$ p# +$$ $D+" #$’D+ g#%D&) )$D’) &’D"$
&$ $D’%$ p# +$$ $D+" #$"D% g#&D&$ )$D*$ &’D",

&D#D*!模型拟合!根据星点设计结果% 采用 L7(
H0JI(-̂Y7ZW*D$" 软件进行拟合% 对数据进行回

归)#%* % 得到方程如下 "f% 载药量回归方程的 E值
大于 $D$"% 故忽略不计#&
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]# 9#$%D** e,D#$ #̂ g$D$+’ &̂ e&)D*& ,̂ e
$D’, #̂ &̂ g$D$)) #̂ ,̂ g$D"" &̂ ,̂ e%D#*^

&
# e

#D%,^&& e%D’#^
&
, "Ej$D$$$ #% =& 9$D)’% &#

]& 9g#,D+% e’D**& q#$
g,

#̂ g$D&$ &̂ e,D*) ,̂ e
$D&) #̂ &̂ g$D&% #̂ ,̂ g$D&) &̂ ,̂ g$D’&^

&
# g$D’#^

&
& g

#D#&^&, "Ej$D$$$ #% =& 9$D),’ +#
], 9$D&’ g,D$’+ q#$

g,
#̂ e"D,&& q#$

g%
&̂ g

$D$"’ ,̂ g#D#,+ q#$
g,

#̂ &̂ g&D,+" q#$
g%

#̂ ,̂ e
&D’&" q#$ g% &̂ ,̂ g#D$*’ q#$

g, ^&# g#D’"& q
#$ g,^&& e$D$#&^

&
, "Ej$D$$$ #% =& 9$D)+* ##

由此可知% 二项式方程拟合效果较好% N#’
N&’ N, 对苦参碱纳米粒的制备均有显著性影响%
程度依次为N, kN# kN&&

综上所述% 苦参碱纳米粒最佳制备工艺为聚乳
酸羟基乙酸共聚物与苦参碱比例 $D")% p#% 转速
*#" ZF.0I% 聚乙烯醇浓度 $D%’!& 再制备 , 批样
品% 测得平均粒径’ 电位’ 包封率和载药量分别为
##&D$% I.’ g#"D,* .c’ )$D$"!和 &+D#%!&
&D#D)!表征!取 .&D#D&/ 项下苦参碱纳米粒溶
液适当稀释% 置于激光纳米粒度仪上测定% 发现其
粒度和电位均呈正态分布% 粒度分布见图 #&

图 EF苦参碱纳米粒粒度分布曲线
I#QOEFK0’+#53)2#̂)!#2+’#4.+#"*5.’()",%0+’#*)*0*"&S

0’+#53)2

&D&!麦胚凝集素修饰苦参碱纳米粒
&D&D#!均匀设计)#"*!选择显著影响修饰率的 , 个
因素% 即碳二亚胺与 I(羟基琥珀酰亚胺比例
"N# #’ 麦胚凝集素加入量 "N& # 和孵化时间
"N,#& 根据均匀设计原理并结合文献 )#’*% 每个
因素设 " 个水平% 以粒径 "f##’ 电位 "f&# 和修
饰率 "f,# 为评价指标% 因素水平见表 ,&
&D&D&!制备工艺!取 .&D#D&/ 项下苦参碱纳米
粒% 加磷酸盐缓冲液分散成混悬液% 加入含碳二亚
胺FI(羟基琥珀酰亚胺的不同浓度缓冲液% 活化一
定时间% 离心% 加入含不同量麦胚凝集素的缓冲
液% 适当温度下孵化一定时间% 冷冻干燥% 即得&

表 HF均匀设计因素水平
804OHFI05+"’20*!3)()32",.*#,"’%!)2#Q*

因子
N# 碳二亚胺 pI(羟基

琥珀酰亚胺
N& 麦胚凝集素F.JN, 孵化时间FX

# #D% p$D$’ , #$

& &D# p$D$) % #&

, &D* p$D#& " #%

% ,D" p$D#" ’ #’

" %D& p$D#* + #*

’ %D) p$D&# * &$

&D&D,!指标测定!取 .&D&D&/ 项下纳米粒稀释
数倍% 激光纳米粒度分析仪测定平均粒径和电位%
酶标仪测定麦胚凝集素对苦参碱纳米粒的修饰率&
采用福林酚法测定% 分别配制溶液E "硫酸铜和柠
檬酸钠溶液# 与溶液 = "碳酸钠和氢氧化钠溶
液#% 临用前按 # p"$ 体积比混合为溶液 S% 取所
得纳米粒离心后的 ’ 个系列浓度上清液% 稀释% 配
制成供试品溶液% 精密吸取 #$$ !@% 加入溶液 S%
混匀% 室温下放置 ,$ .0I% 加入福林酚试剂% 混
匀% 室温下放置 #$ .0I% 在酶标仪上于 +"$ I.波
长处测定吸光度% 将其代入标准曲线方程% 计算离
心后上清液中未结合到纳米粒表面的凝集素量% 计
算修饰率% 公式如下&

修饰率9 ) "初始加入量 g未结合量# F初始
加入量* q#$$!
&D&D%!标准曲线的制备!取麦胚凝集素适量% 按
.&D&D,/ 项下方法配制系列标准溶液% 测定吸光
度& 以麦胚凝集素浓度为横坐标 " #̂% 吸光度为
纵坐标 "?#% 得标准曲线为 ?9%D+*) q#$ g%^e
$D+#$ + "/9$D))) ’#& 在 &$ d&$$ !J范围内线性
关系良好&
&D&D"!均匀设计结果!见表 %&
&D&D’!模型拟合!根据均匀设计结果% 采用
:?::#)D$ 软件进行拟合)#+* % 得到如下方程&

]# 9# )%"D+%) g+%)D,*% #̂ e$D"), &̂ e
*,D#"%^&# e&D+’" #̂ ,̂ g$D*)"^

&
, "Ej$D$$$ #%

=& 9##
]& 9g&%D&%+ e*D$’) #̂ e$D#*’ &̂ g$D"%&^

&
# g

$D#)% #̂ ,̂ e$D$,$^
&
, "Ej$D$$$ #% =& 9##

], 9,D,+* e+D*%) #̂ e)D&#% &̂ g#D""#^
&
# e

$D##) #̂ ,̂ g$D$#,^
&
, "Ej$D$$$ #% =& 9##

由此可知% 二项式拟合效果很好% N#’ N&’
N, 对麦胚凝集素修饰苦参碱纳米粒的制备均有显
著性影响% 程度依次为N& kN# kN,&
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表 VF均匀设计结果
804OVF9)2.3+2",.*#,"’%!)2#Q*

编号
N# 碳二亚胺 pI(

羟基琥珀酰亚胺
N& 麦胚凝集素F.J N, 孵化时间FX f# 粒径FI. f& 电位F.c f, 修饰率F!

# #D% p$D$’ % #% ’*,D) g)D$% "$D’$
& &D# p$D$) ’ &$ &"+D, g,D," +$D,+
, &D* p$D#& * #& &*+D& g%D#, *+D"+
% ,D" p$D#" , #* &,*D& g%D"* ,*D#,
" %D& p$D#* " #$ "&&D, g,D$’ %’D")
’ %D) p$D&# + #’ *")D& g+D$" "’D),

!!综上所述% 麦胚凝集素修饰苦参碱纳米粒最佳
制备工艺为碳二亚胺与 I(羟基琥珀酰亚胺比例
&D* p$D#&% 麦胚凝集素加入量 , .J% 孵化时间
#% X& 再制备 , 批样品% 测得平均粒径’ 电位和修
饰率分别为 %+%D+ I.’ g"D& .c和 ’)D"#!&
&D&D+!表征!取 .&D&D&/ 项下麦胚凝集素修饰
苦参碱纳米粒溶液适当稀释% 置于纳米粒度仪上测
定% 发现其粒度和电位均呈正态分布% 粒度分布见
图 &&

图 GF麦胚凝集素修饰苦参碱纳米粒粒度分布曲线
I#QOGFK0’+#53)2#̂)!#2+’#4.+#"*5.’()",TP)0+Q)’%0QQ3.S

+#*#*S%"!#,#)!%0+’#*)*0*"&0’+#53)2

HF讨论
乳化溶剂挥发法可分为 TFP乳化’ PFT乳

化’ PFTFP乳化和 TFPFT乳化% 而本实验采用
的复乳化(溶剂挥发法对其进行了改进% 可以获得
具有较高载药量和包封率的纳米粒&

制备苦参碱纳米粒时% 为使体系稳定% 制备初
乳时溶解苦参碱所用的水量要尽量减少% 或者丙酮
量适当增加& 以磁力搅拌器搅拌时% 需要调节到中
等转速% 不能太快或太慢% 否则将影响纳米粒得
率& 另外% 通过碳二亚胺法制备麦胚凝集素修饰苦
参碱纳米粒时% 为避免产生气泡% 混合溶液要沿着
器壁缓缓加入&

本实验将按最佳条件制备得到的纳米粒粉末在
室温下放置 #’ &’ , 个月后% 再次溶解成纳米粒溶
液% 发现其颜色’ 粒径和电位无明显变化% 表明纳
米粒稳定% 制备方法可靠&
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摘要# 目的!制备雷公藤红素’ 丹参酮)E’ 丹参酮)E磺酸钠脂质体% 并评价制备工艺和包封材料对其包封率的影
响& 方法!分别以薄膜分散法和逆向蒸发法制备 , 种成分脂质体% 以 "$!大豆卵磷脂’ *$!蛋黄卵磷脂’ )&!大豆卵
磷脂和复合磷脂 "二棕榈酰磷脂酰胆碱与 "$!大豆卵磷脂比例 " p## 为包封材料% 测定所得脂质体的平均粒径和多
分散系数% 再计算其包封率& 结果!雷公藤红素和丹参酮)E磺酸钠脂质体采用逆向蒸发法制备时的包封率均高于薄
膜分散法% 而且雷公藤红素高于丹参酮)E磺酸钠% 并分别以 *$!蛋黄卵磷脂和 )&!大豆卵磷脂包封时最高& 丹参
酮)E脂质体采用薄膜分散法制备% 并以 "$!大豆卵磷脂包封时的包封率最高% 但远低于其他 & 种脂质体& 结论!含
有多氢键的脂溶性雷公藤红素和不含氢键的水溶性丹参酮)E磺酸钠适合逆向蒸发法制备其脂质体% 而无氢键的脂溶
性丹参酮)E适合薄膜分散法&

关键词! 雷公藤红素( 丹参酮)E( 丹参酮)E磺酸钠( 脂质体( 包封率( 制备工艺( 包封材料
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