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摘要% 目的!制备载高乌甲素壳聚糖纳米粒& 并考察其体外释药特性’ 方法!以壳聚糖为载体材料& 以三聚磷酸钠为
交联剂& 采用微乳液(离子交联法制备纳米粒’ 以包封产率和载药量为主要评价指标& 通过正交设计试验优化其制备
工艺’ 结果!纳米粒呈球形或类球形& 平均粒径为 //* ;1& 在 /& F 内稳定’ 高乌甲素的包封产率和载药量分别为
"/’C/* k&C$*#!( ""C"’ k&C&%#!’ 结论!该工艺简便可靠& 制备的纳米粒具有明显的缓释特征’
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!!高乌甲素是从毛茛科植物高乌头N,*%#3(<’#%*O
<*%3$%(<V2E23的根中提取出的一种生物碱& 是我
国首创的非成瘾性镇痛药’ 研究表明& 其镇痛效果
与哌替啶相当& 镇痛强度是氨基比林的 ) 倍& 无致
畸( 致突变作用& 也不产生耐药性和蓄积中毒& 被
广泛用于癌痛和术后镇痛& 另外还具有抗炎消肿(
抗心律失常以及抗肿瘤等一些药理作用)#(** ’ 临床
上出现持续( 顽固性疼痛的患者& 需要长期使用镇

痛剂$ 心律失常( 心肌梗死( 高血压等疾病的发作
存在明显的周期性节律变化& 需提前服药& 以预防
和控制疾病)’* ’ 目前& 临床上使用的高乌甲素制
剂 "主要有氢溴酸高乌甲素片剂和注射剂# 存在
的主要问题是使用剂量偏低).()* & 半衰期短& 对重
度疼痛效果不佳& 导致给药频繁& 患者顺应性差&
并且氢溴酸高乌甲素和高乌甲素的分子结构中含有
酰胺键和酯键& 对光不稳定)%* ’ 为减少给药次数&
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提高高乌甲素的稳定性和患者的顺应性& 发挥稳定
持久的治疗效果& 有必要开发载高乌甲素生物可降
解缓释制剂& 以满足临床不同的需求’

纳米粒作为控制释放药物的体系& 既能增强药
物稳定性& 提高药物疗效& 降低其毒副作用& 又可
越过许多生物屏障和组织间隙& 有效地到达病灶部
位& 从而对药物进行更有效地靶向输送以及控制释
放)$* ’ 壳聚糖是一种安全可靠的碱性天然生物活
性多糖& 具有来源丰富( 生物相容性好( 生物可降
解和分解产物无毒性等优点& 已成为广泛应用的新
型药用辅料之一& 作为微球( 微囊( 纳米粒等药物
载体的研究也日益受到重视)#&(#"* ’ 而且& 其粒径
小& 表面积大& 与生物膜有较高的黏着性& 因此可
以通过肠Y,:,B+T斑的吸收来提高所载药物的生物
利用度)#/(#** ’

壳聚糖纳米粒的制备方法有共价交联法( 沉淀
析出法( 离子诱导法以及自组装法等)#’(#)* ’ 本实
验以壳聚糖为载体材料& 采用微乳液(离子交联法&
以对细胞无毒副作用的三聚磷酸钠为交联剂& 制备
载高乌甲素壳聚糖纳米粒& 以保证高乌甲素在体内
的稳定释放& 达到缓释的效果& 为相关新制剂的开
发提供基础依据’
LM仪器与试药
#C#!仪器!I29 +,7F紫外(可见分光光度计 "北京
莱伯泰科仪器有限公司#$ _QR(. 数显磁力搅拌水
浴锅 "金坛市杰瑞尔电器有限公司#$ L+#’Q+离
心机 "上海天美生化仪器设备工程有限公司#$
fLQ/&# 原子力显微镜 "德国 ‘B=E,B公司#$ IW_(
#%H冷冻干燥机 "北京松原华兴科技发展有限公
司#$ U,b2T3Z,B)& 马尔文激光粒度仪 "马尔文仪器
有限公司#$ HKR(L恒温振荡器 "常州国华电器有
限公司#$ fJ** 透析袋 "北京索莱宝科技有限公
司& 批号 "&#"&*#’#$ 电子天平 "赛多利斯科学仪
器北京有限公司#’
#C"!试药!高乌甲素 "甘肃新兰药药业有限公
司& 批号 "&&%&/&#& 纯度P$%C"!#$ 壳聚糖 "山
东奥康科技有限公司& 批号 "&#"#"&#& 脱乙酰度
$#!& 7gq/.& EJ2#’ 三聚磷酸钠为分析纯 "天
津市博迪化工有限公司& 批号 "&##&/&##$ 冰乙酸
为分析纯 "西安化学试剂厂& 批号 "&#"&%&/#$ 液
体石蜡为分析纯 "上海中秦化学试剂有限公司&
批号 "&#"#&#’#$ 水为超纯水’
NM方法与结果
"C#!纳米粒的制备!参考文献 )#%*& 精密称取

高乌甲素 #’ 1<& 溶于 ’ 1I"!壳聚糖冰醋酸溶液
中& 作为水相$ 取液体石蜡适量& 作为油相’ 将
"’ 1I液体石蜡和 *&& 1<表面活性剂 H>2;(%& 加入
三口烧瓶内& ’’ n恒温水浴中 .&& BD13;搅拌混合
均匀& 在 %&& BD13;恒速搅拌下将水相逐滴加入到
油相中& 形成均匀的微乳液’ 搅拌 /& 13; 后& 缓
慢滴加 * 1I#’!三聚磷酸钠& 继续搅拌 /& 13;
后& * n( #’ &&& BD13; 离心 #’ 13;& 弃上清液&
沉淀用无水乙醚洗涤数次& 超纯水超声分散& 冷冻
干燥& 得到纳米粒的冻干粉’ 不加高乌甲素& 同法
制备壳聚糖的空白样品’
"C"!检测波长的选择及标准曲线的绘制
"C"C#!检测波长的选择!精密称取高乌甲素和壳
聚糖各 #& 1<& &C# 18-DI盐酸溶解& 分别配制成
质量浓度为 ’& #<D1I的溶液& 过滤& 于 "&& i
*&& ;1波长范围内扫描& 结果见图 #’ 由图可知&
高乌甲素在 "$% ;1处有最大吸收& 并且壳聚糖不
影响高乌甲素的含有量测定& 故选择 "$% ;1作为
高乌甲素的检测波长’

图 LM高乌甲素和壳聚糖的紫外图谱
.#PQLMH6&%1)#"6’&+4’(&%/0"*61441("9#&#9’19!(5#&"+19

"C"C"!标准曲线的绘制与回归方程的建立!精密
量取 &C" 1<D1I的高乌甲素贮备液 #( "( /( *(
’( .( ) 1I& 置于 #& 1I量瓶中& &C# 18-DI盐酸
定容’ 以 &C# 18-DI盐酸为空白对照& 在 "$% ;1
波长处用紫外(可见分光光度计测定各质量浓度&
高乌甲素溶液的吸光度 "N#& 以其对高乌甲素的
质量浓度 "6# 进行线性回归& 得回归方程 Nq
&C".$ /. 6?&C&&& "&& )q&C$$$ /" "% q)#’ 结
果表明& 高乌甲素在 &C&" i&C#* 1<D1I范围内呈
良好线性关系’
"C/!包封产率和载药量的测定!精密称取纳米粒
冻干品适量& &C# 18-DIKL-溶解& 超声提取 #’ 13;&
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离心分离& 取上清液’ 重复操作 / 次& 合并上清
液& 定容至 ’& 1I量瓶中& 在 "$% ;1波长处测定
吸光度 "N#& 依下式计算高乌甲素的包封产率和
载药量’

包封产率q纳米粒中高乌甲素的质量
总投料量

m#&&!

载药量q纳米粒中高乌甲素的质量
纳米粒质量

m#&&!

"C*!单因素试验考察纳米粒的制备工艺
"C*C#!乳化转速的影响!固定高乌甲素和壳聚糖
的质量比& 水相和油相的体积比( H>2;(%& 的用量(
三聚磷酸钠的浓度以及其他工艺参数不变& 设定乳
化转速分别为 .&&( )&&( %&&( $&&( # &&& BD13;&
考察其对纳米粒包封产率和载药量的影响& 结果见
图 "’ 由图可知& 随着乳化转速的增加& 纳米粒的
包封产率和载药量先增加后减少& 当转速为
%&& BD13;时达到最大& 而且纳米粒圆整& 黏连程
度较低’

图 NM乳化转速对纳米粒包封产率和载药量的影响 ##[
O& !Z"$

.#PQNMD**’(&+"*’0/6+#*#(1&#"9%"&1&#"9+4’’!"9919"4T
1%&#(6’+( ’9(14+/61&#"9 3#’6! 19!!%/P 6"1!#9P
%1&’##[O& !Z"$

"C*C"!H>2;(%& 用量的影响!固定高乌甲素和壳聚
糖的质量比& 水相和油相的体积比( 乳化转速( 三
聚磷酸钠的浓度以及其他工艺参数不变& 设定
H>2;(%& 的 用 量 分 别 为 #&&( "&&( /&&( *&&(
’&& 1<& 考察其对纳米粒包封产率和载药量的影
响& 结果见图 /’ 由图可知& 当 H>2;(%& 用量为
*&& 1<时& 纳米粒的包封产率和载药量最大& 故
在正交试验中将 H>2;(%& 的用量设定为 *&& 1<’
"C*C/!三聚磷酸钠质量分数的影响!固定高乌甲
素和壳聚糖的质量比& 水相和油相的体积比( 乳化
转速( H>2;(%& 用量以及其他工艺参数不变& 设定

图 OM?419T_Y 用量对纳米粒包封产率和载药量的影响
##[O& !Z"$

.#PQOMD**’(&+"*?419T_Y !"+1P’"9919"41%&#(6’+( ’9(14T
+/61&#"93#’6!19!!%/P 6"1!#9P %1&’##[O& !Z"$

三聚磷酸钠的质量分数为 ’!( #&!( #’!(
"&!( "’!& 考察其对纳米粒包封产率和载药量的
影响& 结果见图 *’ 由图可知& 当三聚磷酸钠质量
分数为 #’!时& 纳米粒的包封产率和载药量最大&
成球性较好& 黏连程度较低& 故在正交试验中将三
聚磷酸钠的质量分数设定为 #’!’

图 UM三聚磷酸钠质量分数对纳米粒包封产率和载
药量的影响 ##[O& !Z"$

.#PQUMD**’(&+"*&%#4"6345"+451&’("9(’9&%1&#"9"9
919"41%&#(6’+( ’9(14+/61&#"93#’6!19!!%/P
6"1!#9P %1&’##[O& !Z"$

"C*C*!液体石蜡用量的影响!固定高乌甲素和壳
聚糖的质量比& 乳化转速( H>2;(%& 用量( 三聚磷
酸钠用量以及其他工艺参数不变& 设定液体石蜡用
量分别为 #’( "&( "’( /&( /’ 1I& 考察其对纳米
粒包封产率和载药量的影响& 结果见图 ’’ 由图可
知& 当液体石蜡用量为 "&( "’( /& 1I时& 纳米粒
的包封产率和载药量较大& 以此进行正交试验& 优
化制备工艺’
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图 dM液体石蜡用量对纳米粒包封产率和载药量的
影响 ##[O& !Z"$

.#PQdMD**’(&+"*6#-/#!41%1**#9!"+1P’"9919"41%T
&#(6’+( ’9(14+/61&#"93#’6!19!!%/P 6"1!#9P
%1&’##[O& !Z"$

"C’!正交设计优化纳米粒的制备工艺
"C’C#!因素水平的确定!在单因素试验的基础上&
选取对纳米粒形态和质量影响较显著的乳化转速
"R#( H>2;(%& 用量 "‘#( 三聚磷酸钠用量 "L#
和液体石蜡用量 "J# * 个因素作为考察对象& 以
包封产率为评价指标& 采用I$"/

*# 表进行正交试
验设计& 优化纳米粒的制备工艺参数& 结果见
表 #’

表 LM正交设计试验的因素与水平
@1SQLM.1(&"%+19!6’)’6+"*"%&5"P"916!’+#P9&’+&

水平
因素

R转速D

"B/13; @##

‘H>2;(%&D

1<

L三聚磷酸钠D

!

J液体石蜡D

1I
# )&& /&& #& "&
" %&& *&& #’ "’
/ $&& ’&& "& /&

"C’C"!正交设计试验结果!制备纳米粒的正交试
验安排与结果见表 "& 方差分析见表 /’ 由表 " 可
知& 各因素对纳米粒包封产率的影响程度依次为
‘PRPLPJ& 最佳水平为 R"‘"L"J"$ 由表 / 可
知& H>2;(%& 用量对纳米粒的包封产率有非常显著
的影响& 乳化转速和三聚磷酸钠用量有显著影响&
而液体石蜡用量影响不显著’ 综合考虑& 制备纳米
粒的最佳工艺参数为乳化转速 %&& BD13;& H>2;(%&
用量 *&& 1<& 三聚磷酸钠质量分数 #’!& 液体石
蜡用量 "’ 1I’
"C’C/!验证试验!根据正交试验所得的最佳制备
工艺参数& 平行制备 / 批纳米粒& 并对其包封产
率( 载药量( 形态( 粒径及分布进行了测定’ 结果

表明& 优化工艺条件下制备的纳米粒平均包封产率
为 "/’C/* k&C$*#!& 载药量为 ""C"’ k&C&%#!&
相对标准偏差分别为 "C.’!( /C)/!’

表 NM正交设计试验结果 ##[O$
@1SQNMA’+/6&+"*"%&5"P"916!’+#P9&’+&+##[O$

试验号 R ‘ L J 包封产率D!
# # # # # "/C.#
" # " " " "%C"&
/ # / / / ".C.)
* " # " / ")C")
’ " " / # "%C$"
. " / # " "%C/.
) / # / " "’C&/
% / " # / ")C"%
$ / / " # "%C"*
.# )%C*$ )’C$# )$C"’ %&C))
." %*C’’ %*C*# %/C)" %#C.&
./ %&C’’ %/C") %&C." %#C""
: .C&. %C’& *C*) &C%/

表 OM方差分析
@1SQOM=9163+#+"*)1%#19(’

方差来源 离差平方和 自由度 均方 J !
R .C/"$ ) " /C#.* % ’*C$$% / N&C&’
‘ #*C#$# & " )C&$’ ’ #"/C/&* $ N&C&#
L /C*$. * " #C)*% " /&C/%& " N&C&’
J &C##’ # " &C&’) ’ #C&&& & P&C&’

"C.!纳米粒的粒径及其分布!采用马尔文激光粒
度仪& 测定纳米粒的粒径及其分布’ 再称取一定量
的纳米粒& 去离子水将其超声分散后放于样品池&
于 "’ n下测定& 结果见图 .’

图 \M纳米粒的粒径分布
.#PQ\MI19"41%&#(6’+( +#7’!#+&%#S/&#"9

粒径大小及其分布是评价纳米粒质量的有效指
标& 也是其基本特征之一)#$* ’ 由图可知& 纳米粒
的平均粒径为 //* ;1& 多分散系数为 &C""/& U,b2
电位为 #& 1A& 即表面带正电荷& 这是壳聚糖(VK"
基离子化的结果’ 由于静电斥力的作用& 有利于其
在较长时间内稳定存在’
"C)!形态学研究!取纳米粒适量& 去离子水稀释
并超声分散后& 采用滴加沉积法滴在云母片表面&
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旋涂法制样’ 室温干燥后& 原子力显微镜扫描其形
态’ 扫描管为 _扫描管& 探针为标准 H3探针& 所
得图像在+2>>3;<模式下获得’ 结果见图 )’

图 aM纳米粒表面形貌图 #N YYY 90XN YYY 90$
.#PQaMI19"41%&#(6’+( +/%*1(’#01P’#N YYY 90XN YYY

90$

由图可知& 采用微乳液(离子交联法制备的纳
米粒大小均匀& 外观较圆整& 基本呈球形或类球
形& 而且其分散性良好& 无黏连现象’
"C%!体外释药特性研究!采用动态透析法)"&* & 称
取纳米粒及高乌甲素原料药适量& 用少量磷酸盐缓
冲液 ">Kq)C*# 稀释成混悬液& 分别放入处理好
的透析袋中& 扎紧两端& 投入含 ’& 1I缓冲液的锥
形瓶中& 在 "/) k&C’#n( #&& BD13; 的恒温水浴
振荡器中振摇& 分别于 #&( "&( /& 13;和 #( #C’(
"( "C’( /( *( ’( .( )( %( #&( "&( "*( "%(
/& F取出 / 1I释放介质& 同时补充同体积( 同温
度的新鲜溶出介质’ &C*’ #1微孔滤膜过滤后& 检
测释放介质中高乌甲素的含有量& 并计算累积释放
率& 绘制纳米粒体外释药曲线& 结果见图 %’

图 _M纳米粒的释药曲线
.#PQ_MI19"41%&#(6’+( %’6’1+’(/%)’

由图可知& 缓冲液中游离的高乌甲素释放较

快& 约 % F 即可完全释出& 而纳米粒持续缓慢释
放& % F 的累积释放量为 .&!& 而 /& F 达到 )&!
左右’ 结果表明& 纳米粒具有连续的释放特性& 并
且达到明显的缓释效果’
OM讨论

高乌甲素及其氢溴酸衍生物是一种非成瘾性镇
痛药& 被推荐为 ,癌症病人三阶梯止痛疗法- 药
物& 但由于其水溶性低& 光化学敏感& 半衰期短&
患者顺应性差& 导致对重度疼痛的镇痛效果不佳’
针对该缺陷& 众多学者对高乌甲素中的 V原子进
行修饰& 并对酯键进行了改造)"#* & 合成了能提高
水溶性和镇痛效果的衍生物)""* ’ 通过新型载药系
统& 如包合物)"/* ( 脉冲释放片)"** ( 固体脂质体纳
米粒)"’* ( 亚微球)".* ( 纳米囊)")* ( 水凝胶)"%*等形
式来传递药物& 在一定程度上提高了高乌甲素的作
用疗效& 并且降低了其毒副作用’

本实验采用的壳聚糖是一种阳离子聚电解质&
具有抗菌消炎( 促进伤口愈合( 抗酸( 抗溃疡( 降
脂和降低胆固醇的作用& 可阻止或减弱药物对胃的
刺激& 直接抑制肿瘤细胞& 并通过活化免疫系统来
显示抗癌活性)"$(/&* & 以其为载体材料制备的纳米
粒能提高药物的稳定性& 增加药物的吸收& 并且可
以达到缓释及靶向的作用)/#* & 故已成为药物新剂
型研究的热点’ 以微乳液(离子交联法制备的纳米
粒平均包封产率 "/’C/* k&C$*#!& 平均载药量
""C"’ k&C&%#!& 平均粒径 //* ;1& 多分散系数
&C""/& U,b2电位 #& 1A& 体外可持续缓慢释放&
/& F 的累积释放量接近 )&!& 具有连续的释放特
性和明显的缓释效果’

本实验发现& 乳化转速( H>2;(%&用量( 三聚磷
酸钠用量( 液体石蜡用量等因素对纳米粒的包封产
率( 载药量以及形态均有一定的影响’ 适当的乳化
搅拌速度有利于形成高包封产率和载药量的纳米粒&
而搅拌速度大于 %&& BD13; 时& 由于剪切力的增大&
可能破坏了壳聚糖的分子链骨架)/"* & 纳米粒粒径过
小& 导致包封产率和载药量的下降’ 乳化剂 H>2;(%&
对纳米粒的形态和粒径影响较大& 剂量不足& 会导
致纳米粒聚集& 粒径分布变宽& 形状不规则$ 剂量
过大& H>2;(%&在降低纳米粒粒径的同时也降低了高
乌甲素的包封产率和载药量’ 壳聚糖的用量一定时&
较低质量分数的三聚磷酸钠难以使其完全交联& 形
成纳米粒& 这可能是由于三聚磷酸钠用量相对不足(
壳聚糖的黏度较大& 链的缠绕妨碍了分子间的交联
成球)//* & 高乌甲素的包封产率和载药量相对较低$
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浓度过大& 则大量的壳聚糖与三聚磷酸钠交联& 导
致纳米粒团聚& 粒径增大’ 液体石蜡用量过小时&
纳米粒的形态较差& 粒径较大$ 用量过大时& 粒径
变小& 导致包封产率和载药量降低’

本实验在单因素试验的基础上& 通过正交设计
优化了纳米粒的制备工艺’ 其最佳工艺参数为乳化
转速 %&& BD13;& H>2;(%& 用量 *&& 1<& 三聚磷酸钠
质量分数 #’!& 液体石蜡用量 "’ 1I’ 该工艺简便
可靠& 反应条件温和& 交联剂三聚磷酸钠避免了对
细胞可能造成的毒副作用& 为脂溶性药物高乌甲素
的给药提供了新途径’
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