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鼻用人参皂苷Ｒｇ３壳聚糖微球的制备

唐文燕，高　静，丁雪鹰，高　申

第二军医大学药学院药剂学教研室，上海２００４３３

［摘要］　目的：以壳聚糖为载体材料，人参皂苷Ｒｇ３为模型药物，制备鼻腔给药微球。方法：采用复乳化化学交联技术制备

人参皂苷Ｒｇ３鼻用微球。利用Ｓｔａｔｉｓｔｉｃ软件进行多元线性回归和二项式拟合，求得方程。以载药量，包封率及４０～６０μｍ微

球所占比例为指标，用星点设计效应面优化法选取较佳工艺条件，扫描电镜观察微球表面形态。结果：据效应面优选的较佳

处方范围为：投药比为０．４～０．５；有机相与水相之比为０．４～０．６；初乳与油相比为０．１３～０．１７。以此优选处方制备的三批微

球形态良好，球形圆整，平均粒径为（４４．９９±１２．５９）μｍ，载药量为（１０．２５±０．０８）％，包封率为（３０．６１±１．４６）％。结论：所优

化的制备工艺稳定，适于鼻用人参皂苷Ｒｇ３壳聚糖微球的制备。
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　　人参皂苷Ｒｇ３是存在于天然药物人参中的一
种四环三萜皂苷，具有多方面的药理作用，如抗肿
瘤［１２］、神经保护［３］、促进记忆［４］、抗血管增生［５］等。
但是人参皂苷 Ｒｇ３人口服后血浆浓度很低，３．２
ｍｇ／ｋｇ口服后的ｃｍａｘ值仅为（１６．０±６．０）ｎｇ／ｍｌ，ｔｍａｘ
值仅为（０．６６±０．１０）ｈ［６］。一般认为，口服后血药
浓度很低的原因大致有三：一是口服后经胃肠道吸
收的药量少；二是口服后进入胃肠道内的药物被其
中的酶或肠道细菌所代谢；三是药物虽可被胃肠黏

膜吸收，但被肠壁或肝脏的酶所代谢，即首过效应。

　　鼻腔可作为药物吸收部位，因为鼻黏膜上有大
量的细微绒毛，可大大增加上皮细胞的药物吸收面
积，上皮细胞下分布着丰富的血管网，流经鼻腔的静
脉血不经过肝脏可直接进入体循环［７］；鼻腔中ｐＨ
为６．５～７．１，对药物吸收影响很小；分子量较大的
药物也可通过鼻黏膜吸收。因此，鼻黏膜给药特别
适合在胃肠道不稳定、在胃肠道内不易被吸收或首
过作用强的药物。但鼻腔中纤毛的正常生理摆动能
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将滴入的药物很快清除，影响药物吸收。若将药物
制成亲水性凝胶微球制剂，能延长药物在鼻腔中滞
留时间［８９］，以提高药物的吸收。

　　本文采用具有生物黏附性和吸收促进作用的壳
聚糖（ｃｈｉｔｏｓａｎ）作为载体材料，制备了鼻黏膜用人参
皂苷Ｒｇ３壳聚糖微球。

１　材料和方法

１．１　药品、试剂及仪器　人参皂苷Ｒｇ３（大连富生
药业有限公司，纯度９３．５８％，批号：０７０２２１）；壳聚
糖（南通生物制品有限公司，１００ 目，脱乙酰度

９１．７２％）；液体石蜡（国药化学试剂），化学纯；甲醛
（国药化学试剂），分析纯；乙腈（Ｊ＆Ｋ Ｃｈｅｍｉｃａｌ．
Ｌｔｄ．），色谱纯；其余试剂均为分析纯。剪切乳化搅
拌器（上海标本模型厂）；磁力搅拌器（上海梅颖浦仪
器仪表制造有限公司）；光学显微镜（ＥＵＲＯＭＥＸ，

Ｈｏｌｌａｎｄ）；Ｓ５２０型扫描电镜（日本日立）；ＬＣ１０Ａ
型高效液相色谱仪（日本岛津）。

１．２　壳聚糖微球的制备　以复乳法［１０１１］为基础制

备Ｒｇ３壳聚糖微球，取处方量壳聚糖溶于５％醋酸
溶液中形成水相。将Ｒｇ３溶解于二氯甲烷中形成
有机相，将有机相滴入水相中超声制得初乳；以液体
石蜡（含２％Ｓｐａｎ８０）作为油相，将初乳滴入油相搅
拌制成复乳；搅拌３０ｍｉｎ后，加甲醛固化，固化３ｈ
后，静置，倾去油相，沉淀经石油醚洗涤，无水乙醇脱
水，真空干燥即得。

１．３　Ｒｇ３含量测定方法的建立及方法学考察

１．３．１　色谱条件　ＤｉａｍｏｎｄＯＤＳ色谱柱（２００ｍｍ×
４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：乙腈水（５５４５）；流速１
ｍｌ／ｍｉｎ；检测波长２０３ｎｍ；室温进样；进样量２０μｌ。

１．３．２　标准曲线的绘制　分别配制１、２．５、５、１０、

２５、５０、１００μｇ／ｍｌ的Ｒｇ３系列标准溶液，按１．３．１
色谱条件分析，测定峰面积，以浓度对峰面积回归得
到标准曲线。

１．３．３　精密度试验　配制低、中、高（２５、５０、１００

μｇ／ｍｌ）３种浓度Ｒｇ３溶液，分别按１．３．１项下色谱
条件分析，测其峰面积。１ｄ内测定５次及每天测定

１次，连续５ｄ，计算日内与日间精密度。

１．３．４　回收率试验　精密称取空白微球９份，每３
份为一组，分别加入低、中、高（２５、５０、１００μｇ／ｍｌ）浓
度的Ｒｇ３溶液，加稀硝酸溶液（１５）４ｍｌ于７０℃水
浴消解３０ｍｉｎ，放冷，再用甲醇定容至１０ｍｌ，用

０．４５μｍ微孔滤膜过滤后用流动相稀释到适当倍
数，按１．３．１项下色谱条件分析，测定峰面积，代入
标准曲线计算回收率。

１．４　包封率和载药量的测定　取含药微球约５０
ｍｇ，精密称定后置于１０ｍｌ容量瓶中，按１．３．４项下
回收率试验方法处理，按１．３．１项下色谱条件测定

Ｒｇ３浓度，根据下列公式计算每一处方微球的载药
量和包封率。载药量＝微球中药物量／微球重量×
１００％；包封率＝微球中药物量／投药量×１００％。

１．５　微球的粒径及形态考察　在带标尺的光学显
微镜下观察干态微球的球形及分散性，选择具有代
表性的区域，测定５００个微球，计算平均粒径。将干
态微球均匀散在样品平台上，用导电胶固定后溅金，
用扫描电镜观察微球表面形态。

１．６　星点设计优化微球制备工艺　在预实验的基
础上，选择对Ｒｇ３壳聚糖微球性质影响较显著的３
个因素为考察对象，即投药比（Ｘ１）、有机相与水相比
（Ｘ２）、初乳与油相比（Ｘ３）。采用三因素五水平表
（表１），以包封率（Ｙ１）、载药量（Ｙ２）和４０～６０μｍ粒
径微球所占比例（Ｙ３）为评价指标，并作为因变量，分
别对各因素、各水平用Ｓｔａｔｉｓｔｉｃ软件进行二项式拟
合。经逐步回归计算，求得复相关系数较高的目标
函数，固定３个自变量之一为中值，其他２个自变量
为横坐标，并绘制效应面（ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅ）图，由图
选取较佳工艺条件，并按优化的工艺条件制备３批
微球。

表１　星点设计优化微球制备工艺的因素水平表

Ｔａｂ１　Ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｖａｒｉａｂｌｅｓａｎｄｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｔ

ｖａｌｕｅｓｉｎｃｏｄｅｄａｎｄｐｈｙｓｉｃａｌｆｏｒｍｏｆＣＣＤ

Ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｖａｒｉａｂｌｅ

Ｌｅｖｅｌ
－１．６８２ －１ ０ １ １．６８２

Ｘ１（Ｗ／Ｗ） ０．５ ０．７０２７ １ １．５９４５ ２
Ｘ２（Ｖ／Ｖ） ０．５ ０．７０２７ １ １．５９４５ ２
Ｘ３（Ｖ／Ｖ） ０．０６６７ ０．０８０２ ０．１ ０．１５９５ ０．２

　Ｘ１：Ｄｒｕｇａｎｄｃａｒｒｉｅｒｍａｔｅｒｉａｌｒａｔｉｏ；Ｘ２：Ｏｒｇａｎｉｃｐｈａｓｅａｎｄｗａｔｅｒ

ｐｈａｓｅｒａｔｉｏ；Ｘ３：Ｆｉｒｓｔｅｍｕｌｓｉｏｎａｎｄｏｉｌｐｈａｓｅｒａｔｉｏ

２　结　果

２．１　Ｒｇ３含量测定 ＨＰＬＣ法的方法学考察结果

２．１．１　标准曲线　回归方程为：Ｃ＝０．０００７Ａ－
２．５２５３（ｒ２＝０．９９９３），表明浓度在１～１００μｇ／ｍｌ范
围内线性关系良好。ＨＰＬＣ图谱见图１。在此色谱条
件下，Ｒｇ３的保留时间为５．３ｍｉｎ左右。各组分峰分
离效果好，空白微球不干扰Ｒｇ３微球的测定。

２．１．２　精密度与回收率　结果见表２。Ｒｇ３壳聚
糖微球的回收率在９８％～１０２％之间，而日内日间
精密度均小于２％，表明该含量测定方法回收率和
精密度符合要求。
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图１　Ｒｇ３含量测定ＨＰＬＣ色谱图

Ｆｉｇ１　ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｏｆＲｇ３ｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
Ａ：Ｎｏｎｌｏａｄｅｄｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅ；Ｂ：Ｒｇ３ｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎ；Ｃ：Ｒｇ３ｌｏａｄｅｄ

ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅ

表２　方法回收率与精密度结果

Ｔａｂ２　ＲｅｃｏｖｅｒｙａｎｄｐｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆＨＰＬＣ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％
（ｎ＝３）

Ｉｎｔｅｒｄａｙ
ＲＳＤ／％

Ｉｎｔｒａｄａｙ
ＲＳＤ／％

２５ ９８．９７±０．３３ ０．９１８ １．０７

５０ ９９．５３±０．７２ ０．８８３ １．３３

１００ １０１．１２±０．３９ ０．８２７ １．２９

２．２　Ｒｇ３微球制备工艺优化结果　见表３。

　　二项式回归方程及其复相关系数如下：

　 　 Ｙ１ ＝ －１５．２０４ ４５－３９．１２６ １４Ｘ１ ＋
１７．６９１３８Ｘ２＋７２３．２８０ ８１Ｘ３ ＋１１．３７５ ５９Ｘ２１ －
８．７７７７３Ｘ２２－２２７９．１９７４５Ｘ２３ ＋９．５６８６９Ｘ１Ｘ２－
６１．２５３１０Ｘ１Ｘ３－１４．５７９７１Ｘ２Ｘ３（ｒ＝０．８３１５）

　　Ｙ２＝－９．６１６０７－９．２４５５７Ｘ１＋４．５８７８５Ｘ２＋
２９５．５７７９１Ｘ３ ＋１．８９８８８Ｘ２１ －３．６５３８０Ｘ２２ －
９８６．１８８２０Ｘ２３＋６．２０６６３Ｘ１Ｘ２－１８．０７２３２Ｘ１Ｘ３＋
３．３４０３６Ｘ２Ｘ３（ｒ＝０．７７２４）

　　Ｙ３＝５３．８６２７７＋２７．９９９４２Ｘ１＋９．９１９９４Ｘ２－
４２８．６７１６９Ｘ３ －７．２４９５５Ｘ２１ －５．７０７７３Ｘ２２ ＋
３６９３．３３２１１Ｘ２３＋０．２３８１４Ｘ１Ｘ２－１０１．９７２５２Ｘ１Ｘ３－
３１６．１６９７１Ｘ２Ｘ３（ｒ＝０．８５５８）

　　从拟合方程的复相关系数可见，３个方程采用
二项式方程拟合效果较好，３个因素对包封率、载药
量及粒径均有影响。

　　分别以 Ｙ１、Ｙ２、Ｙ３值为因变量，固定影响最小
的自变量为中值，相对于另２个自变量的效应面三
维图见图２～４。

表３　星点设计优化微球制备工艺结果

Ｔａｂ３　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｌｙｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｖａｌｕｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｐｅｎｄｅｎｔｖａｒｉａｂｌｅｓ

Ｎｏ． Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ Ｙ１／％ （ｎ＝３） Ｙ２／％ （ｎ＝３） Ｙ３／％ （ｎ＝３）

１ ０．７０２７ ０．７０２７ ０．０８０２ １１．９３±０．２０ ４．９２±０．７３ ４６．００±６．０８

２ １．５９４５ ０．７０２７ ０．０８０２ １１．５７±０．２７ ７．１１±０．９１ ３５．６７±６．１１

３ ０．７０２７ １．５９４５ ０．０８０２ ２１．７１±０．３２ ８．９６±０．４６ ０

４ １．５９４５ １．５９４５ ０．０８０２ １７．９８±０．９２ １１．０５±０．１０ ０

５ ０．７０２７ ０．７０２７ ０．１５９５ ２８．９６±０．１９ １１．９５±０．２４ ６３．６７±１４．４７

６ １．５９４５ ０．７０２７ ０．１５９５ １２．２０±０．５２ ７．５０±０．６８ ４６．３３±１２．５８

７ ０．７０２７ １．５９４５ ０．１５９５ ２７．３６±１．１８ １１．２９±０．２５ ０

８ １．５９４５ １．５９４５ ０．１５９５ ２３．４０±０．５０ １４．３８±０．５５ ０

９ ０．５ １ ０．１ ２８．２６±１．７０ ９．４２±０．３８ ２０．３３±５．７７

１０ ２ １ ０．１ ９．６２±０．１３ ６．４１±１．９８ ４０．００±７．８１

１１ １ ０．５ ０．１ ９．７５±０．２４ ４．８７±１．０２ ３０．３３±１３．３２

１２ １ ２ ０．１ １２．２８±０．６５ ６．１４±０．２４ １０．００±７．００

１３ １ １ ０．０６６７ ８．７８±０．８１ ４．３９±０．１３ ５８．３３±９．４５

１４ １ １ ０．２ ９．５１±０．８４ ４．７６±０．１２ ５６．３３±１４．０１

１５２０ １ １ ０．１ １０．７７±０．５５ ５．３８±０．４８ ４０．３３±１２．２２

　Ｘ１：Ｄｒｕｇ／ｃｈｉｔｏｓａｎ；Ｘ２：Ｏｒｇａｎｉｃｐｈａｓｅ／ｗａｔｅｒｐｈａｓｅ；Ｘ３：Ｆｉｒｓｔｅｍｕｌｓｉｏｎ／ｏｉｌｐｈａｓｅ；Ｙ１：Ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ；Ｙ２：Ｄｒｕｇｌｏａｄｉｎｇｃａｐａｃｉｔｙ；

Ｙ３：Ｒａｔｉｏｏｆ４０６０μｍｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ
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图２　包封率（Ｙ１）对投药比（Ｘ１）及

初乳与油相比（Ｘ３）的预测效应面图

Ｆｉｇ２　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｏｆｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ

ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙａｓａｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆＸ１ａｎｄＸ３
ＯｒｇａｎｉｃｐｈａｓｅａｎｄｗａｔｅｒｐｈａｓｅｒａｔｉｏＸ２＝１

图３　载药量（Ｙ２）对投药比（Ｘ１）及

初乳与油相比（Ｘ３）的预测效应面图

Ｆｉｇ３　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｏｆｄｒｕｇｌｏａｄｉｎｇｃａｐａｃｉｔｙ
ａｓａｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆＸ１ａｎｄＸ３

ＯｒｇａｎｉｃｐｈａｓｅａｎｄｗａｔｅｒｐｈａｓｅｒａｔｉｏＸ２＝１

图４　４０～６０μｍ微球所占比例（Ｙ３）对投药比（Ｘ１）及

初乳与油相比（Ｘ３）的预测效应面图

Ｆｉｇ４　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｏｆｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆ４０６０μｍ

ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓａｓａｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆＸ１ａｎｄＸ３
ＯｒｇａｎｉｃｐｈａｓｅａｎｄｗａｔｅｒｐｈａｓｅｒａｔｉｏＸ２＝１

　　根据效应面优选的较佳处方范围为Ｘｌ：０．４～
０．５；Ｘ３：０．１３～０．１７。其中有机相与水相比对处方
影响较小，则选取原则为刚好能溶解药物的有机溶
剂量，取Ｘ２范围为０．４～０．６。即较佳处方为：投药
比（Ｘ１）：０．４５；有机相与水相比（Ｘ２）：０．５；初乳与油
相比（Ｘ３）：０．１５。照此条件制备的３批Ｒｇ３壳聚糖
微球，其平均包封率、载药量和４０～６０μｍ微球所占
比例的数据结果见表４。

表４　优化处方制备Ｒｇ３微球实测值与预测值的比较

Ｔａｂ４　Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄａｎｄｍｅａｓｕｒｅｄｖａｌｕｅｓｏｆ

ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓｐｒｅｐａｒｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏ

ｏｐｔｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
（％）

Ｐａｒａｍｅｔｅｒ Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ Ｍｅａｓｕｒｅｄ（ｎ＝３） Ｖａｒｉａｎｃｅａ

Ｙ１ ３０．２８ ３０．６１±１．４６ －１．０９
Ｙ２ １０．５６ １０．２５±０．０８ ２．９４
Ｙ３ ５６．７８ ５２．００±３．００ ８．４２

　ａ：Ｖａｒｉａｎｃｅ（％）＝（ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｖａｌｕｅ－ｍｅａｓｕｒｅｄｖａｌｕｅ）／ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ

ｖａｌｕｅ×１００％．Ｙ１：Ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ；Ｙ２：Ｄｒｕｇｌｏａｄｉｎｇｃａｐａｅ

ｉｔｙ；Ｙ３：Ｒａｔｉｏｏｆｍｉｃｒｏｐｈｅｒｅｓｗｈｉｃｈｓｉｚｅｂｅｔｗｅｅｎ４０μｍａｎｄ６０μｍ

　　由表４可见，包封率、载药量及４０～６０μｍ微球
所占比例得到的实测值与预测值偏差均较小，表明
优选处方的制备工艺较为稳定。重复３次测定所得
结果的平均值与预测值很接近，表明所得的拟合方
程可以较好地描述指标与因素之间的关系。由光镜
可见微球球形圆整，分散性良好，粒径大小均匀。图

５为粒径分布直方图。

图５　粒径分布直方图

Ｆｉｇ５　ＳｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＲｇ３ｌｏａｄｅｄ

ｃｈｉｔｏｓａｎｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ

　　其中４０～６０μｍ的微球占总数的５２．０％，微球
平均粒径为（４４．９９±１２．５９）μｍ。
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　　图６为载药微球的扫描电镜（ＳＥＭ）图片，由图
片可见，微球表面较粗糙，球形圆整，形态良好，含药
微球表面有很多微小孔洞，可能是复乳法制备时溶
解药物的有机溶剂挥发排走后形成的。

图６　含药微球扫描电镜照片

Ｆｉｇ６　ＳＥＭｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｙｏｆＲｇ３ｌｏａｄｅｄｃｈｉｔｏｓａｎｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ
Ａ：Ｓｉｎｇｌｅｍｉｃｒｏｐｈｅｒｅ；Ｂ：Ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１５００
（Ａ）；×１０００（Ｂ）

３　讨　论

　　壳聚糖是由甲壳素脱乙酰基后得到的一种天然
高分子氨基多糖，是唯一在自然界存在的碱性多糖，
分子中含有大量游离的氨基和羟基，可与黏液中的
糖蛋白形成氢键而产生黏附作用，因此具有良好的
生物吸附性，同时分子结构中带正电荷，可与带负电
荷的黏膜相互作用打开细胞间紧密连接接口，促进
药物胞间转运［１２］，所以可增强药物的透膜能力，是
良好的黏膜吸收促进剂。

　　在星点设计时，如果采用多指标优化实验，各指
标的优选条件可能会相互矛盾，即对某一指标有利
的条件可能对其他指标不利，这时，可采用综合指标
（ｏｖｅｒａｌｌｄｅｓｉｒａｂｉｌｉｔｙ，ＯＤ）来考察指标的综合效
果［１３］。由于本实验中的３个指标均为欲达到最大
化的指标，对因素水平的选择趋势一致，因此不再采
用ＯＤ来优化工艺。

　　星点设计是多因素五水平的实验设计，是在二
水平析因设计的基础上加上极值点和中心点构成

的，通常实验表是以代码的形式编排的，实验时再转
化为实际操作值，一般水平取值为０、±１、±α，其中

０为中值，α为极值，α＝（Ｆ）１／４，Ｆ为析因设计部分实
验次数，Ｆ＝２ｋ（ｋ为因素数），所以三因素的α＝
（２３）１／４＝１．６８２［１３］。

　　鼻黏膜给药微球的粒径对药物在鼻腔中分布影
响较大。当粒径小于１０μｍ时，微球会随气流进入

支气管，而当粒径很大时，微球主要分布在外鼻腔非
纤毛区，药物吸收差。因此，鼻黏膜给药微球的粒径
最好在４０～６０μｍ范围内

［１４］，本研究制备的Ｒｇ３壳
聚糖微球平均粒径为（４４．９９±１２．５９）μｍ，４０～６０

μｍ的微球占总数的５２．０％，符合此要求。
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