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　　［摘要］　目的　制备包裹多烯紫杉醇ＰＬＧＡＰＥＧ纳米粒（ＤＴＸＮＰｓ）并评价其体外释放行为。方法　合成高分子聚合
物ＰＬＧＡＰＥＧＣＯＯＨ并表征；以其作为载体，复乳溶剂挥发法制备隐形纳米粒；动态光散射粒径仪和透射电镜测定ＤＴＸＮＰｓ
的粒径分布、ｚｅｔａ电位及表面形态；采用ＨＰＬＣ法测定ＤＴＸＮＰｓ的包封率及载药量；以ｐＨ７．４磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）作为释

放介质，考察ＤＴＸＮＰｓ的体外释放行为。结果　ＤＴＸＮＰｓ平均粒径为（１３８．８±１．０１）ｎｍ，ｚｅｔａ电位为（－１３．７４±３．５４）

ｍＶ，包封率（９９．４１％±０．２９％），载药量（２．４７±０．０２）μｇ／ｍｇ，２４ｈ突释量为４９％。结论　ＤＴＸＮＰｓ制备工艺简便可控，结
果稳定，且其体外释放行为具有缓释性，能够在血液中长时间滞留，具有良好的应用前景，值得进一步研究。
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　　紫杉醇是红豆杉属植物中的一种复杂的次生代
谢产物，也是目前所了解的唯一一种可以促进微管
聚合和稳定已聚合微管的药物，临床上广泛用于各
种恶性晚期实体瘤的治疗［１２］，如晚期乳腺癌、卵巢
癌、非小细胞肺癌等。目前国内临床使用的紫杉醇
制剂主要为紫杉醇普通注射液、紫杉醇脂质体、紫杉
醇白蛋白纳米悬浮液（ａｂｒａｘａｎｅ）［３］，但药物半衰期
短、毒副作用严重广泛，尤其是中性粒细胞减少症及
神经毒性，在很大的程度上限制了其临床应用。故

新剂型的研发十分迫切，而纳米给药系统因其靶向
性强、用药间隔长、毒副作用小等优点，成为目前国
内外抗肿瘤药物新剂型研究的一大热点。

　　近年来人们对聚乙二醇［ｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ），

ＰＥＧ］修饰的隐形纳米粒［４５］（ｓｔｅａｌｔｈｎａｎｏｐａｔｉｃｌｅｓ，

ＳＮＰ）进行了大量的研究。ＰＥＧ化修饰可以减少纳
米粒与血浆中调理素的结合，增加其血液稳定性，增
大载体寻靶机会，从而借助肿瘤组织特异性ＥＰＲ效
应 （ｅｎｈａｎｃｅｄ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙａｎｄｒｅｔｅｎｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔ，
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ＥＰＲ）使循环系统中载药粒子集中富集在肿瘤部位，
从而增强药物在患处的靶向性和疗效。载多烯紫杉
醇的叶酸靶向ＰＬＧＡＰＥＧ纳米粒现已有报道［６］，其
平均粒径大于２００ｎｍ，且载药量有待提高。

　　本课题以自制聚乳酸羟基乙酸共聚物嵌合聚乙
二醇片段（ＰＬＧＡＰＥＧＣＯＯＨ）为载体材料，以改进
的复乳溶剂挥发法制备ＰＥＧ化的隐形多烯紫杉醇
纳米粒，通过单因素试验，以粒径为主要指标对处方
工艺进行筛选，测定其粒径、ｚｅｔａ电位、包封率、载药
量等，并对其体外释放行为进行了考察。

１　材料和方法

１．１　材料和仪器　超声乳化仪（美国Ｂｒａｎｓｏｎ公
司）；Ｖ５５Ｃ型冷冻干燥机（美国Ｖｉｒｔｉｓ公司）；ＲＺＲ
２０２１电子恒速搅拌机（德国 Ｈｅｉｄｏｌｐｈ公司）；５６０５
型高速离心机（德国 Ｈｅｔｔｉｃｈ公司）；５４１８型高速离心
机（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；ＶＴＸ３０００Ｌ型ＵＺＵＳＩＯ涡
旋混合器（日本ＬＭＳ公司）；ＶＤ５３真空干燥箱（德国

Ｂｉｎｄｅｒ公司）；Ｚｅｎ３６００ＨＳ激光粒度分析仪（英国

Ｍａｌｖｅｒｎ公司）；Ｌ２０００系列高效液相色谱仪（日本

Ｈｉｔａｃｈｉ公司）；透射电镜（ＪＥＭ２０１０，日本ＪＥＯＬ公
司）；ＮＨ２ＰＥＧＣＯＯＨ（北京键凯科技有限公司）；

ＰＬＧＡＣＯＯＨ［乳酸（ＬＡ）羟基乙酸（ＧＡ）＝５０５０，
特性黏度为４０Ｌ／ｋｇ，德国ＢｏｅｈｒｉｎｇｅｒＩｎｇｅｌｈｅｉｍ 公
司）；其他试剂均为分析纯，水为去离子水。

１．２　ＰＬＧＡＰＥＧ 的合成［７］　 精密称取 ＰＬＧＡ
ＣＯＯＨ５．００ｇ置于１０ｍｌ二氯甲烷中，涡旋至完全
溶解，向此溶液中分别加入１３５ｍｇＮ羟基琥珀酰亚
胺（ＮＨＳ）、２３０ｍｇ１（３二甲氨基丙基）３乙基碳二
亚胺盐酸盐（ＥＤＣ·ＨＣｌ）充分反应后ＰＬＧＡＣＯＯＨ
转换成ＰＬＧＡＮＨＳ，将其在乙醚中沉淀，洗涤提纯
后真空干燥。精密称取１．００ｇＰＬＧＡＮＨＳ溶于４
ｍｌ氯仿，继而加入 ＮＨ２ＰＥＧＣＯＯＨ２５０ ｍｇ和

Ｎ，Ｎ二异丙基乙胺２８ｍｇ，充分反应后在甲醇中沉
淀，将沉淀物真空干燥，得最终产物（ＯＣＨ２Ｃ（Ｏ）

ＯＣＣＨ３Ｃ（Ｏ））ｍＯＣＨ２ＣＨ（ＯＣＨ２ＣＨ）ｎＣ（Ｏ）ＯＨ。

１．３　包裹多烯紫杉醇ＰＬＧＡＰＥＧ纳米粒（ＤＴＸ
ＮＰｓ）的制备　根据文献［８９］，对复乳溶剂挥发法进
行改进，制备工艺如下：精密称取一定量的ＰＬＧＡ
ＰＥＧＣＯＯＨ置于乙酸乙酯中充分涡旋溶解作为油
相，向此溶液中加入内水相（１ｍｇ／ｍｌ的多烯紫杉醇
溶液或者去离子水），冰浴超声乳化形成 Ｗ／Ｏ型初
乳溶液。用作为外水相，将初乳溶液加入一定浓度
的ＰＶＡ溶液，冰浴超声形成 Ｗ／Ｏ／Ｗ 复乳，将此复
乳稀释后低速搅拌４ｈ，５６００×ｇ离心６０ｍｉｎ收集
纳米粒，继而用去离子水重悬洗涤３次后冷冻干燥

２４ｈ，即得固态纳米粒。

１．４　处方工艺考察　复乳法制备ＰＬＧＡＰＥＧ纳米
粒的影响因素较多，根据预实验结果，本文通过单因
素实验考察ＰＬＧＡＰＥＧ浓度、内水相体积、超声乳化
强度、外水相浓度等４个因素的影响，用动态光散射
法测定每批纳米粒的平均粒径，初步确定纳米粒的基
本处方工艺如下：精密称取４０ｍｇＰＬＧＡＰＥＧＣＯＯＨ
置于１ｍｌ乙酸乙酯中充分涡旋溶解作为油相，向此溶
液中加入浓度为１ｍｇ／ｍｌ多烯紫杉醇溶液１００μｌ，冰
浴超声（１５０Ｗ，６０ｓ）乳化形成 Ｗ／Ｏ型初乳溶液。用

３％ＰＶＡ 溶液３ｍｌ作为外水相，加至将初乳溶液中，
冰浴超声（１５０Ｗ，９０ｓ）形成 Ｗ／Ｏ／Ｗ复乳，将此复乳
低速搅拌４ｈ。５６００×ｇ离心６０ｍｉｎ收集纳米粒，以
去离子水重悬洗涤３次后冷冻干燥２４ｈ。

１．４．１　ＰＬＧＡＰＥＧ浓度对粒径的影响　固定其他
因素不变，仅改变ＰＬＧＡＰＥＧ浓度制备纳米粒，将
有机相中ＰＬＧＡＰＥＧ浓度考察水平定为３０、４０、５０
ｍｇ／ｍｌ，每个水平重复３批次，测定其粒径。

１．４．２　内水相体积对粒径的影响　固定其他因素
不变，仅改变内水相体积制备纳米粒，将内水相考察
水平定为５０、１００、１５０μｌ，每个水平重复３批次，测
定其粒径。

１．４．３　超声乳化强度对粒径的影响　固定其他因
素不变，仅改变超声乳化强度制备纳米粒，将乳化超
声功率考察水平定为１００、１５０、２００Ｗ，每个水平重
复３批次，测定其粒径。

１．４．４　外水相浓度对粒径的影响　固定其他因素
不变，仅改变外水相ＰＶＡ浓度制备纳米粒，将外水
相ＰＶＡ浓度的考察水平定为３％、４％、５％，每个水
平重复３批次，测定粒径。

１．５　优化处方制备纳米粒　通过预实验及单因素
考察，确定优选处方为：精密称取４０ｍｇＰＬＧＡ
ＰＥＧＣＯＯＨ置于１ｍｌ乙酸乙酯中充分涡旋溶解作
为油相，向此溶液中加入浓度为１ｍｇ／ｍｌ多烯紫杉
醇溶液１００μｌ，冰浴超声（１５０Ｗ，６０ｓ）乳化形成 Ｗ／

Ｏ型初乳溶液。用４％ＰＶＡ溶液２ｍｌ作为外水相，
加至将初乳溶液中，冰浴超声（１５０Ｗ，９０ｓ）形成 Ｗ／

Ｏ／Ｗ 复乳，将此复乳低速搅拌４ｈ。５６００×ｇ的条
件下离心６０ｍｉｎ收集纳米粒，以去离子水重悬洗涤

３次后冷冻干燥２４ｈ。

１．６　ＤＴＸＮＰｓ的形态学研究　将适量ＤＴＸＮＰｓ
悬液滴到已载有碳膜的铜网上，用１．０％磷钨酸染
色，待其干燥后即得透射电镜样品。

１．７　ＤＴＸＮＰｓ包封率和载药量的测定　按照文献
［１０１１］以 及 预 实 验 结 果，确 定 色 谱 条 件。仪
器：Ｌ２０００系列高效液相色谱仪；色谱柱：Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ（钻
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石）Ｃ１８４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ；流动相：甲醇水
乙腈＝４５３０２５；检测波长：２３０ｎｍ；柱温：２５℃；流
速：１．０ｍｌ／ｍｉｎ；进样量：２０μｌ。精密称取多烯紫杉醇
纳米粒１０ｍｇ３份，分别加入１ｍｌ甲醇超声５ｍｉｎ破
球，在转速为９３００×ｇ的条件下离心５ｍｉｎ，取上清液
依上述色谱条件进样［１２］。按照标准曲线计算上清液
中药物含量，包封率（％）＝纳米粒多烯紫杉醇测得
量／投药量（μｇ／ｍｇ）×１００％。载药量（μｇ／ｍｇ）＝纳米
粒多烯紫杉醇含量／载药纳米粒总量。

１．８　ＤＴＸＮＰｓ的体外释放度研究［１３］　精密称取２０
ｍｇＤＴＸＮＰｓ于２ｍｌ离心管中，共６份，加入１ｍｌ
ＰＢＳ，置于恒温水浴摇床中，在（３７±０．５）℃、振荡速度
为１００次／ｍｉｎ、振幅２０ｍｍ的条件下进行体外释放度
测定。分别于１、２、４、８、２４、４８ｈ取出，离心（５６００×ｇ，

８ｍｉｎ），小心吸除上清液，加入１ｍｌ甲醇，涡旋，离心
（５６００×ｇ，８ｍｉｎ），取上清液按上述色谱条件进样测
定。累计释放百分率（Ｆｔ）＝（∑Ｃｔ／Ｃ０）×１００％。

２　结　果

２．１　ＰＬＧＡＰＥＧ核磁共振图谱　取上述最终合成产
物ＰＬＧＡＰＥＧＣＯＯＨ溶于氘带氯仿，在３００ＭＨｚ的
条件下进行核磁共振成像。从图１中可见，特征峰具
备且较为明显，证明所合成材料为目标高聚物。

图１　ＰＬＧＡＰＥＧＣＯＯＨ的核磁共振图谱

Ｆｉｇ１　Ｎｕｃｌｅａｒｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆ

ｐｏｌｙ（Ｄ，Ｌｌａｃｔｉｄｅｃｏｇｌｙｃｏｌｉｄｅ）ｂｌｏｃｋ

ｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ）（ＣＤＣｌ３ａｔ３００Ｈｚ）

２．２　纳米粒形态　用透射电镜观察纳米粒的大小
和表面形态，结果见图２，纳米粒粒径较为均一，表面
光滑圆整，无粘连现象。

２．３　ＤＴＸＮＰｓ的质量评价　精密称取以优化处方
制备的冻干ＤＴＸＮＰｓ适量置于塑料离心管中，加去
离子水后超声重悬，以激光粒度仪测量其粒径与ｚｅｔａ
电位。经测定得纳米粒粒径为（１３８．８±１．０１）ｎｍ，

ｚｅｔａ电位为（－１３．７４±３．５４）ｍＶ。图３为纳米粒的
粒径图，由图３可以看出，纳米粒粒度多在１２０～１５０
ｎｍ之间，分布较为均匀。

２．４　ＤＴＸＮＰｓ包封率和载药量　结果如表１所
示。所制备的纳米粒平均包封率为（９９．４１％±
０．２９％），平均载药量为（２．４７±０．０２）μｇ／ｍｇ。

图２　ＤＴＸＮＰｓ透射电镜观察

Ｆｉｇ２　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｄｏｃｅｔａｘｅｌｌｏａｄｅｄｎａｎｏｐａｔｉｃｌｅｓ

ｕｎｄｅｒｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

图３　纳米粒的粒径分布图

Ｆｉｇ３　Ｓｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｄｏｃｅｔａｘｅｌｌｏａｄｅｄ

ｎａｎｏｐａｔｉｃｌｅｓａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｄｙｎａｍｉｃ

ｌｉｇｈｔｓｃａｔｔｅｒｉｎｇｄｅｔｅｃｔｏｒ

２．５　ＤＴＸＮＰｓ的体外释放行为　以Ｆｔ对时间ｔ作
图，获得药物释放曲线见图４，结果表明 ＤＴＸＮＰｓ
在３７℃的ＰＢＳ（ｐＨ＝７．４）１２０ｈ内能够稳定释放。

３　讨　论

　　药物通过静脉给药时，粒径大小将直接影响到制
剂分布取向：直径为１５０ｎｍ左右的粒子，可以通过肝
脏而进入脾脏、骨髓，被单核巨噬细胞系统（ｍｏｎｏｎｕ
ｃｌｅａｒｐｈａｇｏｃｙｔｅｓｙｓｔｅｍ，ＭＰＳ）的巨噬细胞（尤其是肝脏
的ｋｕｐｆｆｅｒ细胞）摄取，形成被动靶向。故本文将纳米
微粒的粒径作为重要的指标，拟制备粒径在１５０ｎｍ
左右的载药纳米微粒，以期达到预期的靶向隐形效
果。本文在使用改良的复乳挥发法制备纳米微粒时，
以纳米粒径为指标进行了处方工艺筛选，目标为

１００～１５０ｎｍ。在制备过程中，随着ＰＬＧＡＰＥＧ浓度的
升高，制备的纳米粒粒径相应变大。这是由于当有机
相浓度增大后，初乳的黏度增大，在相同剪切力下不
易分散，故形成的纳米粒粒径增大。在进行外水相筛
选时，在粒径无显著性差别的情况下我们选择较低的

ＰＶＡ 浓度水平，因为ＰＶＡ 浓度增加使得粒径减小的
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同时，会因为其黏度过大导致纳米粒不易收集。

　　超声功率与乳化时间的控制对于纳米粒的制备
较为重要，功率过小，达不到需要的粒径范围，而功

率太大又会产生乳滴过度分散导致包封率的下降，
本文实验得出的乳化强度和时间能较好的兼顾二

者，达到一个较为理想的状态。

表１　优化处方制备的多烯紫杉醇纳米粒的包封率和载药量

Ｔａｂ１　Ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙａｎｄｄｒｕｇｌｏａｄｏｆｄｏｃｅｔａｘｅｌｌｏａｄｅｄｎａｎｏｐａｔｉｃｌｅｓｍａｄｅｂｙｏｐｔｉｍｉｚｅｄｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｎｄｔｅｃｈｎｉｑｕｅ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

Ｎｏ． Ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ（％）

Ｍｅａｎｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ（％）

Ｄｒｕｇｌｏａｄ
（μｇ／ｍｇ）

Ｍｅａｎｄｒｕｇｌｏａｄ
（μｇ／ｍｇ）

１ ９９．３７±０．１８ ９９．４１±０．２９ ２．４７±０．３１ ２．４７±０．０２
２ ９９．１６±０．１１ ２．４５±０．２３
３ ９９．７０±０．２６ ２．４７±０．１２

图４　ＤＴＸＮＰｓ在ｐＨ７．４磷酸盐缓冲液中的体外释放曲线

Ｆｉｇ４　Ｉｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅｃｕｒｖｅｏｆ

ｄｏｃｅｔａｘｅｌｌｏａｄｅｄｎａｎｏｐａｔｉｃｌｅｓｉｎｐＨ７．４ＰＢＳ
ｎ＝８，珚ｘ±ｓ

　　在体外释放行为考察中，本文制备的多烯紫杉醇
纳米粒在３７℃的ＰＢＳ（ｐＨ＝７．４）中的释放规律性强，
各阶段释放行为明显。第一阶段即突释阶段［１４］，主要
是纳米粒表层的药物在释放初期短时间内从纳米粒

表面脱离导致药物释放量急剧升高到一定值，纳米粒
在第１天释放量为４５．２％，第二阶段为稳定释放阶
段［１５１６］，也是纳米粒最重要的释放阶段，在这期间外
部释放介质逐渐扩散至纳米粒内部，使得药物从内部
向外部扩散，同时组成纳米粒的高分子材料也在逐步
降解，促进释放介质的向内扩散和药物的向外扩散。
在本实验中，第二阶段释放时间较长，保证了药物可
在１２０ｈ内稳定释放，显示出明显的缓释效果，可以达
到临床每周１次的给药目标。
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