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ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面法优化疏水改性普鲁兰纳米粒的制备工艺

邹佳峰，朱志红，李范珠，诸佳珍
（浙江中医药大学药学院，杭州３１１４０２）

摘要：目的　通过 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ效应面法优化胆固醇基普鲁兰多糖多柔比星自组装纳米粒（ｓｅｌｆａｓｓｅｍｂｌｅｄｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ
ｌｏａｄｅｄｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｍｏｄｉｆｉｅｄｐｕｌｌｕｌａｎｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ，ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ）的制备工艺。方法　以多柔比星（ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ，ＤＯＸ）为
模型药物，胆固醇基普鲁兰多糖（ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｍｏｄｉｆｉｅｄｐｕｌｌｕｌａｎ，ＣＨＳＰ）为两亲性载体材料，采用透析法制备了
ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ，应用 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ效应面法对其制备工艺进行优化，并对最优处方所制备的 ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ形态、粒
径、Ｚｅｔａ电位、包封率、载药量及体外释药等进行表征。结果　经优化制得的 ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ在电镜下呈圆整球形，平
均粒径为（１１７１±３４）ｎｍ，ｐｏｌｙｍｅｒｄｉｓｐｅｒｓｉｔｙｉｎｄｅｘ（ＰＤＩ）为（０２０５±００２３），Ｚｅｔａ电位为（－２６１±０１３５）ｍＶ，包封
率（ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＥＥ）为（６８１７±０９３）％，载药量（ｄｒｕｇｌｏａｄｉｎｇ，ＤＬ）为（６８４±０４７）％，其体外释药行为符
合 Ｗｅｉｂｕｌｌ释放动力学模型。结论　经响应面法优化后制备的 ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ形态圆整光滑，粒径小而均匀，包封率和
载药量较高，体外释放具有缓释特征。
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　　多柔比星（ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ，ＤＯＸ）为广谱抗生素药
物，作为现阶段大量运用于临床治疗，效果最为显著

的一种抗肿瘤药物，对常见肿瘤如脑胶质瘤［１］、肺

癌、肝癌、淋巴瘤等均有较好的治疗效果［２］。目前，

已上市的ＤＯＸ制剂为盐酸 ＤＯＸ注射液，但因其较
强的水溶性，造成药物难以透过血脑屏障（ｂｌｏｏｄ

ｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）［３５］，加之其严重的心脏毒性与脊
髓抑制等不良反应，使其在脑胶质瘤化疗应用中受

到了极大限制［６］。因此，减小 ＤＯＸ的毒副作用，拓
宽其临床应用已成为近年来的研究热点之一。

自组装纳米粒 （ｓｅｌｆａｓｓｅｍｂｌｅｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ，
ＳＡＮ）给药系统具有粒径小，体内外稳定性好，穿透
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组织的能力较好等优良特性，可以借助提升透过率

以及滞留的作用［７８］（ｅｎｈａｎｃｅｄｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙａｎｄｒｅ
ｔｅｎｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔ，ＥＰＲ）在肿瘤组织富集，降低毒副作
用［９］。本实验前期研究亦表明［１０］，自组装纳米粒能

有效促进药物鼻黏膜给药后快速入脑，但其材料主

要是共聚物材料，难以满足生物相容性和生物可降

解性等要求。普鲁兰多糖是一种天然多糖，具有无

毒、可降解等优点［１１］，通过疏水改性接枝胆固醇可

得到两亲性的纳米粒载体材料［１２１４］，即胆固醇基普
鲁兰多糖（ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｍｏｄｉｆｉｅｄｐｕｌｌｕｌａｎ，ＣＨＳＰ），结构
见图１，这种两亲性材料具有良好的自组装性和生
物降解性［１１，１５］，是一种理想的药物载体。

响应面法是目前常见的优化工艺的研究方

法［１６１７］，故本实验以抗肿瘤药物 ＤＯＸ为模型药物，
ＣＨＳＰ为载体材料，采用透析法制备 ＤＯＸＣＨＳＰ
ＳＡＮ，通过 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ效应面法优化其制备工艺，
并对最优处方所制备的 ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ形态、粒
径、Ｚｅｔａ电位、包封率、载药量及体外释药等特性进
行考察。

１　仪器与试药
１１　仪器

ＺｅｔａｓｉｚｅｒＮａｎｏ－ＺＳ粒度测定仪（英国马尔文仪
器公司）；ＵＶ－１７００紫外可见分光光度计（日本岛
津公司）；ＨｉｔａｃｈｉＨ－７６５０透射电子显微镜（日本
Ｈｉｔａｃｈｉ公司）；ＳＣＩＥＮＴＺ－ⅡＤ超声波细胞粉碎机
（宁波新芝生物科技股份有限公司）；ＭｉｌｌＱ超纯水
器（美国 Ｍｉｌｌｐｏｒｅ公司）；ＫＱ５２００ＤＥ型数控超声波
清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；Ｓ－２１２型恒速
搅拌器（上海申胜生物技术有限公司）；透析袋

（ＭＷＣＯ＝８０００～１４０００，杭州汇普化工仪器有限
公司）。

１２　试药
盐酸 ＤＯＸ（浙江海正制药有限公司，纯

度＞９８％，批号 １００２１０）；盐酸ＤＯＸ对照品（中国药
品生物制品检定所，批号 １３０５０９２００３０１）；ＣＨＳＰ
　　　

图１　ＣＨＳＰ结构示意图
Ｆｉｇ１　ＴｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＣＨＳＰ

（中国医学科学院生物医学工程研究所提供）；二甲

基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）（美国 Ｓｉｇｍａ公
司，批号 Ｂ１５１２０２１）；三乙胺（ｔｒｉｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ，ＴＥＡ）
（天津市永大化学试剂有限公司，批号 ＴＭ１２３５９）；
其余相应的试剂均为分析纯。

２　方法与结果
２１　纳米粒的制备
２１１　ＣＨＳＰＳＡＮ的制备　称取适量 ＣＨＳＰ溶解
在适量的ＤＭＳＯ溶液中，避光搅拌３ｈ后，将其转入
透析袋中，在３７℃周围避光环境下，借助蒸馏水透
析２４ｈ。在冰浴环境中，将透析袋中溶液间歇式超
声２ｍｉｎ，借助０４５μｍ微孔滤膜滤过，即得 ＣＨＳＰ
ＳＡＮ混悬液，冻干后，于４℃中保存［１５］。

２１２　 ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ的制备　称取适量盐酸
ＤＯＸ溶于含有 ＴＥＡ的 ＤＭＳＯ溶液中（ＴＥＡＤＯＸ＝
３∶１，ｍｍｏｌ：ｍｍｏｌ）混合并搅拌过夜。避光条件下，将
１ｍｇ·ｍＬ－１ＤＯＸ溶液滴加到 ＣＨＳＰＳＡＮ溶液中并
搅拌１２ｈ，即得橘红色 ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ溶液，冻干
后，于４℃中保存［１８］。

２２　紫外分光光度法含量测定
本实验以４８２ｎｍ为检测波长，采用紫外分光光

度法进行含量测定，ＤＯＸ在１０１０～５０５０μｇ·ｍＬ－１

内，线性回归方程：Ａ＝００１７２ρ＋０００２５（ｒ＝０９９９８），
ｎ＝５，吸光度与浓度呈良好线性关系。
２３　纳米粒的性能表征
２３１　粒径和ＰＤＩ的检测　取适量的纳米粒，均匀
地在蒸馏水中分散开来，借助粒度测定仪在２５℃环
境中对平均粒径及ＰＤＩ进行相应的检测。
２３２　ＤＬ与ＥＥ的检测　借助有机溶剂破坏法［１３］

进行ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ的包封率与载药量检测。量
取１ｍＬＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ混悬液于 ９ｍＬ的 ＤＭＳＯ
中，于 ４８２ｎｍ处测定吸光度，且以相同溶剂的
ＣＨＳＰＳＡＮ为参照溶剂，计算包封率和载药量。
２３３　 外观形态　取样品溶液拍照并取适量
ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ混悬液滴于喷碳铜网上，２０％磷
钨酸溶液负染 ３ｍｉｎ，挥干，借助透射电子显微镜观
察其外观形态并拍摄照片。

２４　单因素考察试验设计及结果
以粒径、ＰＤＩ、电位、包封率为指标，考察 ＣＨＳＰ

相对分子质量、ＣＨＳＰ取代度、ＣＨＳＰ用量、ＤＭＳＯ用
量、超声功率、超声时间对制剂的影响，根据单因素

实验设计（表１）进行实验，为后续响应面实验因素
水平的选择提供依据［１９］。

·５５１１·
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表１　ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ单因素实验的因素及水平表
Ｔａｂ１　ＦａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｔａｂｌｅｏｆＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮｓｉｎｇｌｅｆａｃｔｏｒｔｅｓｔ

Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ　　　　 Ｆｉｘｅｄｆａｃｔｏｒ

ＭｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆＣＨＳＰ２００，１０００００ ＤｅｇｒｅｅｏｆｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｏｆＣＨＳＰ５５％，ＣＨＳＰ１５ｍｇ，ＤＭＳＯ１０ｍＬ，ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｐｏｗｅｒ５０Ｗ，
ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｔｉｍｅ２ｍｉｎ，ｄｒｕｇｌｏａｄｉｎｇｒａｔｉｏ１／１５

ＤｅｇｒｅｅｏｆｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｏｆＣＨＳＰ３０％，４０％，５０％，６０％，６５％ ＭｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆＣＨＳＰ２０００００，ＣＨＳＰ１５ｍｇ，ＤＭＳＯ１０ｍＬ，ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｐｏｗｅｒ５０Ｗ，ｕｌ
ｔｒａｓｏｎｉｃｔｉｍｅ２ｍｉｎ，ｄｒｕｇｌｏａｄｉｎｇｒａｔｉｏ１／１５

ＣＨＳＰ５，８，１０，１２，１５ｍｇ ＭｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆＣＨＳＰ２０００００，ｄｅｇｒｅｅｏｆｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｏｆＣＨＳＰ５５％，ＤＭＳＯ１０ｍＬ，ｕｌ
ｔｒａｓｏｎｉｃｐｏｗｅｒ５０Ｗ，ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｔｉｍｅ２ｍｉｎ，ｄｒｕｇｌｏａｄｉｎｇｒａｔｉｏ１／１５

ＤＭＳＯ０５，０８，１０，１２，１５ｍＬ ＭｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆＣＨＳＰ２０００００，ｄｅｇｒｅｅｏｆｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｏｆＣＨＳＰ５５％，ＣＨＳＰ１５ｍｇ，ｕｌｔｒａ
ｓｏｎｉｃｐｏｗｅｒ５０Ｗ，ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｔｉｍｅ２ｍｉｎ，ｄｒｕｇｌｏａｄｉｎｇｒａｔｉｏ１／１５

Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｐｏｗｅｒ３０，５０，８０，１００，１２０Ｗ ＭｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆＣＨＳＰ２０００００，ｄｅｇｒｅｅｏｆｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｏｆＣＨＳＰ５５％，ＣＨＳＰ１５ｍｇ，ＤＭ
ＳＯ１０ｍＬ，ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｔｉｍｅ２ｍｉｎ，ｄｒｕｇｌｏａｄｉｎｇｒａｔｉｏ１／１５

Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｔｉｍｅ１，２，３，４，５ｍｉｎ ＭｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆＣＨＳＰ２０００００，ｄｅｇｒｅｅｏｆｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｏｆＣＨＳＰ５５％，ＣＨＳＰ１５ｍｇ，ＤＭ
ＳＯ１０ｍＬ，ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｐｏｗｅｒ５０Ｗ，ｄｒｕｇｌｏａｄｉｎｇｒａｔｉｏ１／１５

Ｄｒｕｇｌｏａｄｉｎｇｒａｔｉｏ１∶１５，１∶１０，１∶５ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆ２０００００，ｄｅｇｒｅｅｏｆｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｏｆＣＨＳＰ５５％，ＣＨＳＰ１５ｍｇ，ＤＭＳＯ１０
ｍＬ，ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｐｏｗｅｒ５０Ｗ

表２　ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ单因素实验结果
Ｔａｂ２　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮｓｉｎｇｌｅｆａｃｔｏｒｔｅｓｔ

Ｆａｃｔｏｒ Ｌｅｖｅｌ Ｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅ／ｎｍ ＰＤＩ Ｚｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌ／ｍＶ ＥＥ／％

ＣＨＳＰ／×１０３ ２００ １０９３±１６８ ０１１２±００３６ －２３７±０１１４ ４１２２±６２７
１００ １２４２±２１４ ０２０７±００７７ －１６３±０１５２ ３９５８±９６６

ＤｅｇｒｅｅｏｆｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｏｆＣＨＳＰ／％ ３ １５８０±５２５ ０３４３±００８６ －２６４±０１３５ ４８３８±３８２
４ １３１２±３３１ ０２０７±００５２ －２１１±００３４ ４４６８±３７１
５ １１０３±３３１ ０１３２±００２８ －２０７±０２１２ ４６８９±１３９７
６ Ｃａｎ′ｔｆｏｒｍｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ
６５ Ｃａｎ′ｔｆｏｒｍｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

ＣＨＳＰ／ｍｇ ５ ８２２±１８８ ０３３１±００７５ －１７３±０１５２ ４５５７±１５２
８ ９６６±２４７ ０１８５±００２４ －２３１±０１０１ ４６２９±６６０
１０ １０８８±２１１ ０２０６±００２２ －２２４±０２０１ ５１４２±１２９
１２ １３８１±２３２ ０２６８±００２６ －２１８±００３４ ５４８３±８０３
１５ １５３２±２５５ ０３４３±００８４ －１９７±０２１２ ５７０９±２９６

ＤＭＳＯ／ｍＬ ０５ １２４３±５２３ ０４１４±００８８ －２８２±０２０５ ５４０７±１５１
０８ １１３１±３６６ ０２４３±００３５ －２１８±００３４ ５３６５±３５２
１ １０８７±２４３ ０１５６±００１４ －２０１±０１４２ ５３８８±４７３
１２ １１９２±２４６ ０２３１±００２１ －２２４±０３１４ ５１４２±４５５
１５ １４０５±６８３ ０４３７±００８５ －１５８±０００２ ５８８７±２０９

Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｐｏｗｅｒ／Ｗ ３０ １２０３±３２３ ０３２１±００６５ －１８９±０３２２ ５３０４±１３５７
５０ １０７９±１２２ ０１６９±００２５ －２６５±０２１４ ５１７３±４９８
８０ １２２２±１５２ ０２０７±００３２ －２３９±０１４１ ５０９６±１９４
１００ １３１１±３４５ ０３１４±００５４ －２０９±０２４５ ５２２２±２０９
１２０ １４３８±４７６ ０４５２±００８１ －１５３±０１５２ ５３１８±３１６

Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｔｉｍｅ／ｍｉｎ １ １２５３±２６４ ０３０１±００７８ －１６５±０１１２ ５６２３±７７２
２ １１２５±１０７ ０１７２±００４６ －２５２±０２５１ ５３３２±６５０
３ １１９０±２４３ ０２０８±００３８ －２２７±０２３６ ５５８２±９００
４ １２７６±１３８ ０３２７±００８１ －２１１±０３４２ ５７１３±１２９
５ １３９２±３６８ ０４６１±００９３ －１６３±０１７６ ５８０２±４８１

Ｄｒｕｇｌｏａｄｉｎｇｒａｔｉｏ １∶１５ １１９２±３２８ ０２５４±００１２ －２１７±０２０６ ６５０８±９０２
１∶１０ １３２６±４６１ ０２４１±００３５ －２０７±０１３６ ５９７１±５８７
１∶５ １６４２±６０２ ０２４１±００３５ －１３３±０１０２ ５３１１±５２７

　　依照工艺参数进行制备实验，各纳米粒的指标
检测结果见表 ２。结果表明，相对分子质量为
２０００００的ＣＨＳＰ所制得的纳米粒粒径较小，分散比
较均匀。随着 ＣＨＳＰ中胆固醇取代度的增加，纳米
粒的粒径和 ＰＤＩ均逐渐变小，ＣＨＳＰ在水中较好完
成了自组装过程，稳定性较好。但随着胆固醇取代

度增大至６０％以上，发现ＣＨＳＰ较难自组装形成纳
米粒，原因可能是随着取代度的增大，材料在水中形

成较强的疏水性，反而不利于纳米粒的形成。故本

实验选择胆固醇取代度为５５％的 ＣＨＳＰ作为载体
材料，且随着 ＣＨＳＰ用量的增大，纳米粒的粒径和
ＰＤＩ均呈增大趋势。随着 ＤＭＳＯ体积的增加，粒径
呈减小趋势，但当 ＤＭＳＯ体积增加至１５ｍＬ时，粒
径、ＰＤＩ和包封率均呈增加趋势。为了防止纳米粒
混悬液在超声过程中变热而破坏其稳定性，本实验

采用间歇脉冲的超声方式，脉冲和间歇时间均为
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２０ｓ，且整个超声过程均在冰浴中进行［２０］。在一定

范围内，提高超声功率，可以增强纳米粒的分散性，

从而制备出更小的纳米粒，超声时间从１ｍｉｎ增加
至２ｍｉｎ时，纳米粒的粒径和ＰＤＩ均呈减小趋势；而
当超声功率达到５０Ｗ后，纳米粒的粒径和 ＰＤＩ反
而逐渐增大，时间从２ｍｉｎ增加至５ｍｉｎ时，纳米粒
的粒径和ＰＤＩ反而呈现增大趋势。随着药载比的减
小，粒径呈减小趋势，ＰＤＩ差异不大，而包封率呈现
上升趋势。其中，ＣＨＳＰ用量 （ＸＡ）、ＤＯＸＣＨＳＰ
（ＸＢ）、ＤＭＳＯ用量 （ＸＣ）和超声时间（ＸＤ）４个实验
因素对ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ理化性质具有显著影响，故
需进一步优化该４个因素。
２５　工艺优化设计及结果
２５１　ＢＢＤ优化实验　在单因素考察的基础上，
采用ＢＢＤ响应面设计［２１］，选择上述单因素实验筛

选出的 ４个实验因素为考察因素，以粒径（Ｙ１）、包
封率（Ｙ２）为指标，按“２１２”项下方法制备纳米粒，
旨在获得体系稳定、粒径均一、包封率较高的纳米递

药系统［２２］。ＢＢＤ各因素水平见表３，实验设计方案
及其实验结果见表４。

表３　ＢＢＤ设计因素及水平表
Ｔａｂ３　ＦａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｔａｂｌｅｏｆＢＢＤｄｅｓｉｇｎ

Ｃｏｄｅ
Ｉｎｐｕｔｖａｒｉａｂｌｅ

ＸＡ ＸＢ ＸＣ ＸＤ

１ １５ １／５ １２ ４

０ １０ ２／１５ １ ３

－１ ５ １／１５ ０８ ２

注：ＣＨＳＰ用量 （ＸＡ）；ＤＯＸＣＨＳＰ（ＸＢ）；ＤＭＳＯ用量 （ＸＣ）和超声时间 （ＸＤ）

Ｎｏｔｅ：ＣＨＳＰｄｏｓａｇｅ（ＸＡ），ＤＯＸＣＨＳＰ（ＸＢ），ＤＭＳＯｄｏｓａｇｅ（ＸＣ），ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ

ｔｉｍｅ（ＸＤ）

表４　ＢＢＤ设计方案及结果
Ｔａｂ４　ＢＢＤＤｅｓｉｇｎｓｃｈｅｍｅａｎｄｒｅｓｕｌｔｓ

Ｎｕｍｂｅｒ
Ｉｎｐｕｔｖａｒｉａｂｌｅ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｐｏｎｓｅ

ＸＡ ＸＢ ＸＣ ＸＤ Ｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅ／ｎｍ ＥＥ／％

１ １０ ２／１５ ０８ ２ １０９５ ５６６６

２ １０ ２／１５ １ ３ １１５４ ５３８７

３ １０ １／５ １２ ３ １０８６ ３１２６

４ １５ １／１５ １ ３ １１６２ ６６６５

５ １０ ２／１５ １ ３ １２８４ ５４８７

６ １５ ２／１５ ０８ ３ １００５ ５３３４

７ １０ ０２ １ ２ １１３２ ４６８２

８ １０ １／１５ １ ４ １２４９ ５５８４

９ １０ ２／１５ １２ ２ ９５５ ５４１４

１０ １０ １／５ ０８ ３ １３７２ ２２９２

１１ １０ ２／１５ １ ３ １１６４ ５４８７

１２ １５ ２／１５ １ ４ １２２７ ５８４２

１３ １０ １／１５ １ ２ ７９９ ６９１５

１４ ５ ２／１５ １ ４ １２３９ ５４８７

１５ １５ １／５ １ ３ １１６４ ６４０６

１６ ５ ２／１５ １ ２ ９０９ ５６４９

１７ １０ １／１５ １２ ３ １０４ ２７８４

１８ １５ ２／１５ １２ ３ １１３１ ５６２６

１９ １５ ２／１５ １ ２ １３４８ ５６６５

２０ １０ ２／１５ １ ３ １１６４ ５３８７

２１ ５ ２／１５ ０８ ３ ９８７ ４５８４

２２ ５ ２／１５ １２ ３ １１２９ ４６８７

２３ １０ ２／１５ ０８ ４ １０２７ ５０１３

２４ ５ １／５ １ ３ １３６４ ３０３７

２５ １０ ２／１５ １ ３ １１５４ ６２３１

２６ １０ １／１５ ０８ ３ ９７９ ５１８４

２７ １０ １／５ １ ４ １４０２ ２９９２

２８ ５ １／１５ １ ３ ７７４ ５８３４

２９ １０ ２／１５ １２ ４ １５８４ ３４９５
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２５２　模型拟合　采用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０５ｂ软件
对各因素水平进行多元线性回归和二项式拟合［２３］。

选择有较大相关系数（ｒ）的拟合方程，同时借助方
程的Ｐ＜００５作为显著标准进行优化。二项式拟
合结果优良，相关系数均高于 ０８，失拟项均高于
００５，这说明模型拟合较好，由于误差导致模型拟合
程度不佳的可能性较小。ＸＡ为 ＣＨＳＰ用量（ｍｇ·
ｍＬ－１）；ＸＢ为载药量；ＸＣ为ＤＭＳＯ用量（ｍＬ）；ＸＤ为
超声时间（ｍｉｎ），均是编码值。每个响应值 Ｙ都可
用一个独立的多项式表示，拟合方程如下。

Ｙ１＝１１４０７＋５２９ＸＡ ＋１２６４ＸＢ ＋３８３ＸＣ ＋
１２４２ＸＤ－１４７０ＸＡＸＢ－０４０ＸＡＸＣ－１１２８ＸＡＸＤ －
８６７ＸＢＸＣ －４５０ＸＢＸＤ ＋１７７３ＸＣＸＤ（ｒ＝０８０６５，
Ｐ＜００５）。

Ｙ２＝５５９６＋５２２ＸＡ －８６９ＸＢ －２４５ＸＣ －
４６５ＸＤ ＋６３４ＸＡＸＢ ＋０４７ＸＡＸＣ ＋０８５ＸＡＸＤ ＋
８０９ＸＢＸＣ －０９０ＸＢＸＤ －３１７ＸＣＸＤ ＋３８９ＸＡ

２ －
７７５ＸＢ

２ －１０６２ＸＣ
２ ＋０８７ＸＤ

２（ｒ＝０８２２０，
Ｐ＜００５）。

根据二项式拟合方程绘制出因素对各指标影响

趋势的三维效应面与等高线图见图２。
２５３　自变量对粒径的作用　借助自变量对粒径
影响的模型系数可以发现，完整模型的 Ｆ值是
４６１，Ｐ＜０００５，表明拟合程度较高。以粒径为考
察指标的 ４个影响因素影响顺序为：ＤＯＸＣＨＳＰ
（ＸＢ）＞超声时间（ＸＤ）＞ＣＨＳＰ用量（ＸＡ）＞ＤＭＳＯ
用量（ＸＣ）（表５）。结果表明，影响因素Ｂ和Ｄ对粒
径均具有显著性影响（Ｐ＜００５），因素 Ａ对粒径具
有影响（Ｐ＜０１０）。
２５４　自变量对ＥＥ的作用　借助自变量对ＥＥ影
响的模型系数可以发现，完整模型的 Ｆ值是４６２，
Ｐ＜０００５，表明拟合程度较高。以 ＥＥ为考察指标
的４个影响因素影响顺序为：ＤＯＸＣＨＳＰ（ＸＢ）＞
ＣＨＳＰ用量（ＸＡ）＞超声时间（ＸＤ）＞ＤＭＳＯ用量
（ＸＣ）（表６）。结果表明，影响因素 Ａ、Ｂ和 Ｄ对包
封率均具有显著性影响（Ｐ＜００５）。
２６　验证实验

本实验制备的纳米粒在后续的研究中主要用于

鼻腔给药治疗脑部疾病。针对鼻腔给药而言，由于

给药量相对较低，因此纳米粒的粒径与纳米粒的载

药量是极为关键的 指 标。借 助 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ
８０５ｂ软件，并根据相关文献，优选出综合最佳工
艺。所预测出的最佳处方工艺为将经预处理的

ＤＯＸ混合液逐滴加入含 １５ｍｇＣＨＳＰ的 １０ｍＬ

　　　　

图２　因素与指标之间的响应面和等高线图
Ａ－各因素与粒径之间等高线图；Ｂ－各因素与包封率之间等高线图

Ｆｉｇ２　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｓａｎｄｃｏｎｔｏｕｒｐｌｏｔｓｂｅｔｗｅｅｎｉｎｄｅｘｅｓ
ａｎｄｔｗｏｆａｃｔｏｒｓ
Ａ－ｃｏｎｔｏｕｒｐｌｏｔｂｅｔｗｅｅｎｅａｃｈｆａｃｔｏｒａｎｄｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅ；Ｂ－ｃｏｎｔｏｕｒｐｌｏｔｂｅｔｗｅｅｎ

ｅａｃｈｆａｃｔｏｒａｎｄｔｈｅｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎｒａｔｉｏ

表５　ＢＢＤ粒径方差分析表
Ｔａｂ５　ＢＢＤｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｔａｂｌｅｏｆｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅ

Ｓｏｕｒｃｅｏｆ

ｖａｒｉａｎｃｅ

Ｓｑｕａｒｅｏｆ

ｄｅｖｉａｎｃｅ

Ｄｅｇｒｅｅｏｆ

ｆｒｅｅｄｏｍ
Ｆ Ｐ Ｖａｒｉａｎｃｅ

ＸＡ ３３６０２ １ ３４８ ００７８６ Ｐ＜０１０

ＸＢ １９１７７４ １ １９８４ ００００３ Ｐ＜００５

ＸＣ（Ｅｒｒｏｒ） １７６３３ １ １８２ ０１９３５

ＸＤ １８５００８ １ １９１４ ００００４ Ｐ＜００５

表６　ＢＢＤ包封率方差分析表
Ｔａｂ６　ＢＢＤｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｔａｂｌｅｏｆｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ

Ｓｏｕｒｃｅｏｆ

ｖａｒｉａｎｃｅ

Ｓｑｕａｒｅｏｆ

ｄｅｖｉａｎｃｅ

Ｄｅｇｒｅｅｏｆ

ｆｒｅｅｄｏｍ
Ｆ Ｐ Ｖａｒｉａｎｃｅ

ＸＡ ３２６５６ １ ６２７ ００２５２ Ｐ＜００５

ＸＢ ９０６７１ １ １７４２ ００００９ Ｐ＜００５

ＸＣ（Ｅｒｒｏｒ） ７２０８ １ １３８ ０２５８９

ＸＤ ２５９２８ １ ４９８ ００４２５ Ｐ＜００５
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ＤＭＳＯ溶液中，在避光环境下搅拌３ｈ后，将混合溶
液转移至透析袋中，借助适量蒸馏水在避光环境下

透析，每间隔１ｈ更换新的透析介质，连续透析６ｈ。
之后，每间隔２ｈ更换透析介质，透析１２ｈ后，每间
隔４ｈ更换透析介质，连续透析２４ｈ。将所得溶液
间歇式超声２ｍｉｎ后，定容于１０ｍＬ量瓶，并依据最
佳工艺条件重复３次实验，根据公式 ３分析预测值
与实测值同时计算偏差，结果见表７。

偏差％＝（预测值－实测值）／预测值×１００％
（公式３）

按优化工艺制备的 ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ为橘红色
乳光混悬液。通过透射电子显微镜（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ
ｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＴＥＭ）观察 ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ，结
果表明，纳米粒粒径均一，其平均粒径为１１７１ｎｍ，
ＰＤＩ指数为０２０５（图３）。

最佳工艺实测粒径（１１７１±３４）ｎｍ，ＰＤＩ为
（０２０５±００２３），包封率为（６８１７±０９３）％，粒径
和ＥＥ响应值的偏差分别为０５１％和２３％，表明这
两者的实验值与预测值吻合程度优良，所建立的模

型可信度高，合理有效，验证实验结果见表７。ＰＤＩ
为０２２４＜０３，结果表明，由该工艺制备的纳米粒
粒径均一。

２７　体外释放实验
不同药载比情况下纳米粒的释放情况：药载比

为１∶５、１∶１０、１∶１５的 ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ在 ｐＨ７４的
ＰＢＳ溶液中的释药曲线见图４Ａ，采用经典的零级动
力学模型、一级动力学模型、ＲｉｔｇｅｒＰｅｐｐａ动力学模
型、Ｗｅｉｂｕｌｌ动力学模型对体外释药特性进行方程拟
合，结果见表 ８。结果显示，不同药载比的 ＤＯＸ
ＣＨＳＰＳＡＮ体外释药行为均符合 Ｗｅｉｂｕｌｌ模型。游
离ＤＯＸ在ＰＢＳ溶液中迅速释放，４ｈ时药物已释放
完全。不同药载比 ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ的初始阶段，均
能快速释药，随后释药曲线渐趋平稳，缓慢释药。

ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ在体外释药受药载比影响，随着药载
比的降低，ＤＯＸ的累积释放百分率逐渐增大。８ｈ时，
　　　
表７　优选处方验证实验结果
Ｔａｂ７　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｕｔｈｅｎｔｉｃａｔｅｔｅｓｔｏｆｐｒｅｆｅｒｒｅｄｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

Ｎｕｍｂｅｒ Ｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅ／ｎｍ ＥＥ／％

１ １１２３ ６７１７

２ １２０５ ６８３２

３ １１８５ ６９０２

珋ｘ±ｓ（ｎ＝３） １１７１±３４ ６８１７±０９３

Ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅｖａｌｕｅ １１７７ ６９８

Ｂｉａｓ／％ ０５１ ２３

图３　ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ透射电镜照片及粒径分布
Ａ－ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ透射电镜照片（×７００００）；Ｂ－ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ的粒径

分布

Ｆｉｇ３　ＴＥＭＰｈｏｔｏｇｒａｐｈａｎｄｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＤＯＸ
ＣＨＳＰＳＡＮ
Ａ－ｔｈｅＴＥＭｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｏｆＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ（×７００００）；Ｂ－ｔｈｅｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｄｉｓ

ｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ

药载比为１∶５、１∶１０、１∶１５的ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ的累计
释放百分率分别为（４７３６±２０６）％、（４２３８±
１６７）％ 和 （３９３８±１７３）％；２４ｈ时，分 别 为
（５７５８±１３１）％、（５９２４±０６７）％ 和 （６５２５±
１３３）％。另外，不同药载比ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ与血浆
以１∶１混合后的释药曲线见图４Ｂ。结果表明，血浆
环境中的 ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ释药也受药载比的影响，
随着药载比的降低，ＤＯＸ的释放增加速率逐渐减小，
８ｈ时，药载比为１∶５、１∶１０、１∶１５的 ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ
累计 释 放 百 分 率 分 别 为 （５０９９±１４１）％、
（４６６７±３３４）％和（４２９８±２０１）％；２４ｈ时，药物
释放度分别为（５５７３±２４８）％、（５７４３±１２０）％和
（５６２５±１６７）％。

３　讨　论
常见的自组装纳米粒制备方法主要有化学结合

法、乳化法、透析法等。化学结合法所制得的自组装

纳米粒性质比较稳定，但需先在聚合物分子上连接

易反应的活性基团［２４］，故其在应用上受到限制。本

实验前期研究发现乳化法所制得的纳米粒虽然粒径

分布较均一，但载药量和包封率偏低，原因可能是
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图４　不同药载比ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ体外释放曲线
Ａ－ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ在ＰＢＳ（ｐＨ７４）中的体外释放曲线；Ｂ－ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ在血浆环境中的体外释放曲线

Ｆｉｇ４　ＩｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅｃｕｒｖｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｒｕｇｌｏａｄｉｎｇｒａｔｉｏＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ
Ａ－ｉｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅｐｒｏｆｉｌｅｏｆＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮｉｎＰＢＳ（ｐＨ７４）；Ｂ－ｉｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅｐｒｏｆｉｌｅｏｆＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮｉｎｐｌａｓｍａｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

表８　ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ体外释药动力学模型
Ｔａｂ８　ＩｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅｋｉｎｅｔｉｃｓｍｏｄｅｌｏｆＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ

Ｇｒｏｕｐ　　　　　　 Ｍｏｄｅｌ　　　　　　　 Ｅｑｕａｔｉｏｎｆｉｔｔｉｎｇ ｒ２

ＤＯＸ－ＣＨＳＰ－ＳＡＮ Ｚｅｒｏｏｒｄｅｒ Ｑ＝０００６６ｔ＋０３２９８ ０４５３０
（ｐＨ７４，ＤＯＸＣＨＳＰ＝１∶５） Ｆｉｒｓｔｏｒｄｅｒ ｌｎ（１００－Ｑ）＝－００００１ｔ＋４６０２６ ０４５３６

ＲｉｔｇｅｒＰｅｐｐａ ｌｎＱ＝０２３０８ｌｎｔ－１２３７４ ０７３２３
Ｗｅｉｂｕｌｌ ｌｎｌｎ（１／１－Ｑ）＝０２８５２ｌｎｔ－０６３９５ ０７７５３

ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ Ｚｅｒｏｏｒｄｅｒ Ｑ＝０００８１ｔ＋０２５５２ ０７３２３
（ｐＨ７４，ＤＯＸＣＨＳＰ＝１∶１０） Ｆｉｒｓｔｏｒｄｅｒ ｌｎ（１００－Ｑ）＝－００００１ｔ＋４６０２６ ０６９１９

ＲｉｔｇｅｒＰｅｐｐａ ｌｎＱ＝０２６７８ｌｎｔ＋３１４５７ ０８３３３
Ｗｅｉｂｕｌｌ ｌｎｌｎ（１／１－Ｑ）＝０３２２７ｌｎｔ－１３０６１ ０８６９９

ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ Ｚｅｒｏｏｒｄｅｒ Ｑ＝００１０４ｔ＋０２０８２ ０８４７５
（ｐＨ７４，ＤＯＸＣＨＳＰ＝１∶１５） Ｆｉｒｓｔｏｒｄｅｒ ｌｎ（１００－Ｑ）＝－００００１ｔ＋４６０３ ０８４８２

ＲｉｔｇｅｒＰｅｐｐａ ｌｎＱ＝０３１４４ｌｎｔ－１６２１ ０９１６０
Ｗｅｉｂｕｌｌ ｌｎｌｎ（１／１－Ｑ）＝０３７９１－１４９０４ｌｎｔ ０９３７４

纳米粒自组装过程中形成了疏水内核［２５］，导致药物

难以大量进入纳米粒内核，仅靠内部少量的包载和

外部的吸附作用载药。而透析法中，ＣＨＳＰ在ＤＭＳＯ
中溶解为均一高分子溶液，转入透析袋在蒸馏水或

生理盐水中透析，ＤＭＳＯ溶剂缓慢与透析介质进行
交换后，经短时小功率超声处理，即可形成粒径较

小、分散相对均一的纳米粒混悬液，制备过程简

单［２６］，具有良好的体外稳定性和应用潜力［２７］，因此

本实验以两亲性接枝共聚物 ＣＨＳＰ为载体材料，采
用透析法制备 ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ。同时，借助单因素
实验设计考察了纳米粒制备过程中的不同因素对响

应值（粒径、ＰＤＩ和 ＥＥ）的影响，初步确定 ＣＨＳＰ用
量（ＸＡ）、ＤＯＸＣＨＳＰ（ＸＢ）、ＤＭＳＯ用量（ＸＣ）和超声
时间（ＸＤ）对 ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ理化性质具有显著影
响，需进一步优化。借助ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ效应面法，对
上述因素水平进行回归和拟合，生成一种特殊的数

学模型来说明自变量与因变量之间的关系，其中，以

粒径为考察指标，确定了 ＸＢ与 ＸＤ对其具有显著性
影响。又以 ＥＥ为考察指标，确定了 ＸＡ、ＸＤ对其具
有显著性影响。同时预测出影响产物生成的最佳自

变量，为 ＣＨＳＰ用量１５ｍｇ、ＤＯＸＣＨＳＰ＝１∶１５、ＤＭ
ＳＯ用量１０ｍＬ、超声２ｍｉｎ，结合单因素考察结果
与ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ效应面法结果优化ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ
的制备工艺，通过验证实验和体外释放实验证明其

可操作性。

按优化工艺制得的 ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ平均粒径
为（１１７１±３４）ｎｍ，ＰＤＩ为（０２０５±００２３），Ｚｅｔａ
电位（－２６１±０１３５）ｍＶ，包封率为（６８１７±
０９３）％，载药量为（６８４±０４７）％，粒径和 ＥＥ响
应值的偏差分别为０５１％和２３％，实验值与预测
值吻合度良好，处方工艺重现性良好，并采用 ＴＥＭ
观察ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ的形态，结果表明，载药自组
装纳米粒呈圆形或类圆形，大小均一，分散均匀。

体外释放研究结果表明，在 ＰＢＳ（ｐＨ７４）中，
·０６１１· ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０１９Ｊｕｌｙ，Ｖｏｌ５４Ｎｏ１４　　　　　　　　　　　　　 中国药学杂志２０１９年７月第５４卷第１４期



纳米粒释药行为符合 Ｗｅｉｂｕｌｌ方程，且在一定范围
内，药载比越低，其缓释效果越明显，同时，血浆环

境中，不同药载比纳米粒释放行为也遵循上述规

律，推测原因为ＣＨＳＰ的紧密内核限制了ＤＯＸ向释
放介质中扩散，本实验处方选择了 ＤＯＸＣＨＳＰ＝１∶
１５，与体外释放结果一致，进一步说明了该处方工艺
的可行性。该优化工艺制备的 ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ经
表征表明其符合脑内递药需求，为下一步脑内脑药

动学研究的开展提供了理论依据和实验基础。
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