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ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ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 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ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（ｓｅｌｆａｓｓｅｍｂｌｅｄｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ
ｌｏａｄｅｄｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｍｏｄｉｆｉｅｄｐｕｌｌｕｌａｎｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ，ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ）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（ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｍｏｄｉｆｉｅｄｐｕｌｌｕｌａｎ，ＣＨＳＰ）为两亲性载体材料，采用透析法制备了
ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ，应用 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ效应面法对其制备工艺进行优化，并对最优处方所制备的 ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ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 ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ在电镜下呈圆整球形，平
均粒径为（１１７１±３４）ｎｍ，ｐｏｌｙｍｅｒｄｉｓｐｅｒｓｉｔｙｉｎｄｅｘ（ＰＤＩ）为（０２０５±００２３），Ｚｅｔａ电位为（－２６１±０１３５）ｍＶ，包封
率（ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＥＥ）为（６８１７±０９３）％，载药量（ｄｒｕｇｌｏａｄｉｎｇ，ＤＬ）为（６８４±０４７）％，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 ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ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）［３５］，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 （ｓｅｌｆａｓｓｅｍｂｌｅｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ，
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［７８］（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［１２１４］，即胆固醇基普
鲁兰多糖（ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｍｏｄｉｆｉｅｄｐｕｌｌｕｌａｎ，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［１６１７］，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 ＤＯＸＣＨＳＰ
ＳＡＮ，通过 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ效应面法优化其制备工艺，
并对最优处方所制备的 ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ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
１１　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）；ＭｉｌｌＱ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）。

１２　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 １３０５０９２００３０１）；ＣＨＳＰ
　　　

图１　ＣＨＳＰ结构示意图
Ｆｉｇ１　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
２１　纳米粒的制备
２１１　ＣＨＳＰＳＡＮ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０４５μｍ微孔滤膜滤过，即得 ＣＨＳＰ
ＳＡＮ混悬液，冻干后，于４℃中保存［１５］。

２１２　 ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ的制备　称取适量盐酸
ＤＯＸ溶于含有 ＴＥＡ的 ＤＭＳＯ溶液中（ＴＥＡＤＯＸ＝
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 ＣＨＳＰＳＡＮ溶液中并
搅拌１２ｈ，即得橘红色 ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ溶液，冻干
后，于４℃中保存［１８］。

２２　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１０１０～５０５０μｇ·ｍＬ－１

内，线性回归方程：Ａ＝００１７２ρ＋０００２５（ｒ＝０９９９８），
ｎ＝５，吸光度与浓度呈良好线性关系。
２３　纳米粒的性能表征
２３１　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。
２３２　ＤＬ与ＥＥ的检测　借助有机溶剂破坏法［１３］

进行ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ的包封率与载药量检测。量
取１ｍＬＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ混悬液于 ９ｍＬ的 ＤＭＳＯ
中，于 ４８２ｎｍ处测定吸光度，且以相同溶剂的
ＣＨＳＰＳＡＮ为参照溶剂，计算包封率和载药量。
２３３　 外观形态　取样品溶液拍照并取适量
ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ混悬液滴于喷碳铜网上，２０％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。

２４　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］。
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表１　ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ单因素实验的因素及水平表
Ｔａｂ１　ＦａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｔａｂｌｅｏｆＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮｓｉｎｇｌｅｆａｃｔｏｒｔｅｓｔ

Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ　　　　 Ｆｉｘｅｄｆａｃｔｏｒ

ＭｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆＣＨＳＰ２００，１０００００ ＤｅｇｒｅｅｏｆｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｏｆＣＨＳＰ５５％，ＣＨＳＰ１５ｍｇ，ＤＭＳＯ１０ｍＬ，ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｐｏｗｅｒ５０Ｗ，
ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｔｉｍｅ２ｍｉｎ，ｄｒｕｇｌｏａｄｉｎｇｒａｔｉｏ１／１５

ＤｅｇｒｅｅｏｆｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｏｆＣＨＳＰ３０％，４０％，５０％，６０％，６５％ ＭｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆＣＨＳＰ２０００００，ＣＨＳＰ１５ｍｇ，ＤＭＳＯ１０ｍＬ，ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｐｏｗｅｒ５０Ｗ，ｕｌ
ｔｒａｓｏｎｉｃｔｉｍｅ２ｍｉｎ，ｄｒｕｇｌｏａｄｉｎｇｒａｔｉｏ１／１５

ＣＨＳＰ５，８，１０，１２，１５ｍｇ ＭｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆＣＨＳＰ２０００００，ｄｅｇｒｅｅｏｆｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｏｆＣＨＳＰ５５％，ＤＭＳＯ１０ｍＬ，ｕｌ
ｔｒａｓｏｎｉｃｐｏｗｅｒ５０Ｗ，ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｔｉｍｅ２ｍｉｎ，ｄｒｕｇｌｏａｄｉｎｇｒａｔｉｏ１／１５

ＤＭＳＯ０５，０８，１０，１２，１５ｍＬ ＭｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆＣＨＳＰ２０００００，ｄｅｇｒｅｅｏｆｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｏｆＣＨＳＰ５５％，ＣＨＳＰ１５ｍｇ，ｕｌｔｒａ
ｓｏｎｉｃｐｏｗｅｒ５０Ｗ，ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｔｉｍｅ２ｍｉｎ，ｄｒｕｇｌｏａｄｉｎｇｒａｔｉｏ１／１５

Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｐｏｗｅｒ３０，５０，８０，１００，１２０Ｗ ＭｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆＣＨＳＰ２０００００，ｄｅｇｒｅｅｏｆｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｏｆＣＨＳＰ５５％，ＣＨＳＰ１５ｍｇ，ＤＭ
ＳＯ１０ｍＬ，ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｔｉｍｅ２ｍｉｎ，ｄｒｕｇｌｏａｄｉｎｇｒａｔｉｏ１／１５

Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｔｉｍｅ１，２，３，４，５ｍｉｎ ＭｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆＣＨＳＰ２０００００，ｄｅｇｒｅｅｏｆｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｏｆＣＨＳＰ５５％，ＣＨＳＰ１５ｍｇ，ＤＭ
ＳＯ１０ｍＬ，ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｐｏｗｅｒ５０Ｗ，ｄｒｕｇｌｏａｄｉｎｇｒａｔｉｏ１／１５

Ｄｒｕｇｌｏａｄｉｎｇｒａｔｉｏ１∶１５，１∶１０，１∶５ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆ２０００００，ｄｅｇｒｅｅｏｆｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｏｆＣＨＳＰ５５％，ＣＨＳＰ１５ｍｇ，ＤＭＳＯ１０
ｍＬ，ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｐｏｗｅｒ５０Ｗ

表２　ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ单因素实验结果
Ｔａｂ２　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮｓｉｎｇｌｅｆａｃｔｏｒｔｅｓｔ

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

ＣＨＳＰ／×１０３ ２００ １０９３±１６８ ０１１２±００３６ －２３７±０１１４ ４１２２±６２７
１００ １２４２±２１４ ０２０７±００７７ －１６３±０１５２ ３９５８±９６６

ＤｅｇｒｅｅｏｆｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｏｆＣＨＳＰ／％ ３ １５８０±５２５ ０３４３±００８６ －２６４±０１３５ ４８３８±３８２
４ １３１２±３３１ ０２０７±００５２ －２１１±００３４ ４４６８±３７１
５ １１０３±３３１ ０１３２±００２８ －２０７±０２１２ ４６８９±１３９７
６ Ｃａｎ′ｔｆｏｒｍｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ
６５ Ｃａｎ′ｔｆｏｒｍｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

ＣＨＳＰ／ｍｇ ５ ８２２±１８８ ０３３１±００７５ －１７３±０１５２ ４５５７±１５２
８ ９６６±２４７ ０１８５±００２４ －２３１±０１０１ ４６２９±６６０
１０ １０８８±２１１ ０２０６±００２２ －２２４±０２０１ ５１４２±１２９
１２ １３８１±２３２ ０２６８±００２６ －２１８±００３４ ５４８３±８０３
１５ １５３２±２５５ ０３４３±００８４ －１９７±０２１２ ５７０９±２９６

ＤＭＳＯ／ｍＬ ０５ １２４３±５２３ ０４１４±００８８ －２８２±０２０５ ５４０７±１５１
０８ １１３１±３６６ ０２４３±００３５ －２１８±００３４ ５３６５±３５２
１ １０８７±２４３ ０１５６±００１４ －２０１±０１４２ ５３８８±４７３
１２ １１９２±２４６ ０２３１±００２１ －２２４±０３１４ ５１４２±４５５
１５ １４０５±６８３ ０４３７±００８５ －１５８±０００２ ５８８７±２０９

Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｐｏｗｅｒ／Ｗ ３０ １２０３±３２３ ０３２１±００６５ －１８９±０３２２ ５３０４±１３５７
５０ １０７９±１２２ ０１６９±００２５ －２６５±０２１４ ５１７３±４９８
８０ １２２２±１５２ ０２０７±００３２ －２３９±０１４１ ５０９６±１９４
１００ １３１１±３４５ ０３１４±００５４ －２０９±０２４５ ５２２２±２０９
１２０ １４３８±４７６ ０４５２±００８１ －１５３±０１５２ ５３１８±３１６

Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｔｉｍｅ／ｍｉｎ １ １２５３±２６４ ０３０１±００７８ －１６５±０１１２ ５６２３±７７２
２ １１２５±１０７ ０１７２±００４６ －２５２±０２５１ ５３３２±６５０
３ １１９０±２４３ ０２０８±００３８ －２２７±０２３６ ５５８２±９００
４ １２７６±１３８ ０３２７±００８１ －２１１±０３４２ ５７１３±１２９
５ １３９２±３６８ ０４６１±００９３ －１６３±０１７６ ５８０２±４８１

Ｄｒｕｇｌｏａｄｉｎｇｒａｔｉｏ １∶１５ １１９２±３２８ ０２５４±００１２ －２１７±０２０６ ６５０８±９０２
１∶１０ １３２６±４６１ ０２４１±００３５ －２０７±０１３６ ５９７１±５８７
１∶５ １６４２±６０２ ０２４１±００３５ －１３３±０１０２ ５３１１±５２７

　　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６０％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５５％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１５ｍＬ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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２０ｓ，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）、ＤＯＸＣＨＳＰ
（ＸＢ）、ＤＭＳＯ用量 （ＸＣ）和超声时间（ＸＤ）４个实验
因素对ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ理化性质具有显著影响，故
需进一步优化该４个因素。
２５　工艺优化设计及结果
２５１　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“２１２”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
Ｔａｂ３　ＦａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｔａｂｌｅｏｆＢＢＤｄｅｓｉｇｎ

Ｃｏｄｅ
Ｉｎｐｕｔｖａｒｉａｂｌｅ

ＸＡ ＸＢ ＸＣ ＸＤ

１ １５ １／５ １２ ４

０ １０ ２／１５ １ ３

－１ ５ １／１５ ０８ ２

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

Ｎｏｔｅ：ＣＨＳＰｄｏｓａｇｅ（ＸＡ），ＤＯＸＣＨＳＰ（ＸＢ），ＤＭＳＯｄｏｓａｇｅ（ＸＣ），ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ

ｔｉｍｅ（ＸＤ）

表４　ＢＢＤ设计方案及结果
Ｔａｂ４　ＢＢＤＤｅｓｉｇｎｓｃｈｅｍｅａｎｄｒｅｓｕｌｔｓ

Ｎｕｍｂｅｒ
Ｉｎｐｕｔｖａｒｉａｂｌｅ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｐｏｎｓｅ

ＸＡ ＸＢ ＸＣ ＸＤ Ｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅ／ｎｍ ＥＥ／％

１ １０ ２／１５ ０８ ２ １０９５ ５６６６

２ １０ ２／１５ １ ３ １１５４ ５３８７

３ １０ １／５ １２ ３ １０８６ ３１２６

４ １５ １／１５ １ ３ １１６２ ６６６５

５ １０ ２／１５ １ ３ １２８４ ５４８７

６ １５ ２／１５ ０８ ３ １００５ ５３３４

７ １０ ０２ １ ２ １１３２ ４６８２

８ １０ １／１５ １ ４ １２４９ ５５８４

９ １０ ２／１５ １２ ２ ９５５ ５４１４

１０ １０ １／５ ０８ ３ １３７２ ２２９２

１１ １０ ２／１５ １ ３ １１６４ ５４８７

１２ １５ ２／１５ １ ４ １２２７ ５８４２

１３ １０ １／１５ １ ２ ７９９ ６９１５

１４ ５ ２／１５ １ ４ １２３９ ５４８７

１５ １５ １／５ １ ３ １１６４ ６４０６

１６ ５ ２／１５ １ ２ ９０９ ５６４９

１７ １０ １／１５ １２ ３ １０４ ２７８４

１８ １５ ２／１５ １２ ３ １１３１ ５６２６

１９ １５ ２／１５ １ ２ １３４８ ５６６５

２０ １０ ２／１５ １ ３ １１６４ ５３８７

２１ ５ ２／１５ ０８ ３ ９８７ ４５８４

２２ ５ ２／１５ １２ ３ １１２９ ４６８７

２３ １０ ２／１５ ０８ ４ １０２７ ５０１３

２４ ５ １／５ １ ３ １３６４ ３０３７

２５ １０ ２／１５ １ ３ １１５４ ６２３１

２６ １０ １／１５ ０８ ３ ９７９ ５１８４

２７ １０ １／５ １ ４ １４０２ ２９９２

２８ ５ １／１５ １ ３ ７７４ ５８３４

２９ １０ ２／１５ １２ ４ １５８４ ３４９５
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２５２　模型拟合　采用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０５ｂ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＜００５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 ０８，失拟项均高于
００５，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＝１１４０７＋５２９ＸＡ ＋１２６４ＸＢ ＋３８３ＸＣ ＋
１２４２ＸＤ－１４７０ＸＡＸＢ－０４０ＸＡＸＣ－１１２８ＸＡＸＤ －
８６７ＸＢＸＣ －４５０ＸＢＸＤ ＋１７７３ＸＣＸＤ（ｒ＝０８０６５，
Ｐ＜００５）。

Ｙ２＝５５９６＋５２２ＸＡ －８６９ＸＢ －２４５ＸＣ －
４６５ＸＤ ＋６３４ＸＡＸＢ ＋０４７ＸＡＸＣ ＋０８５ＸＡＸＤ ＋
８０９ＸＢＸＣ －０９０ＸＢＸＤ －３１７ＸＣＸＤ ＋３８９ＸＡ

２ －
７７５ＸＢ

２ －１０６２ＸＣ
２ ＋０８７ＸＤ

２（ｒ＝０８２２０，
Ｐ＜００５）。

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。
２５３　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
４６１，Ｐ＜０００５，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：ＤＯＸＣＨＳＰ
（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＜００５），因素 Ａ对粒径具
有影响（Ｐ＜０１０）。
２５４　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４６２，
Ｐ＜０００５，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：ＤＯＸＣＨＳＰ（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＜００５）。
２６　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 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ
８０５ｂ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 １０ｍＬ

　　　　

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

Ｆｉｇ２　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｓａｎｄｃｏｎｔｏｕｒｐｌｏｔｓｂｅｔｗｅｅｎｉｎｄｅｘｅｓ
ａｎｄｔｗｏｆａｃｔｏｒｓ
Ａ－ｃｏｎｔｏｕｒｐｌｏｔｂｅｔｗｅｅｎｅａｃｈｆａｃｔｏｒａｎｄｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅ；Ｂ－ｃｏｎｔｏｕｒｐｌｏｔｂｅｔｗｅｅｎ

ｅａｃｈｆａｃｔｏｒａｎｄｔｈｅｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎｒａｔｉｏ

表５　ＢＢＤ粒径方差分析表
Ｔａｂ５　ＢＢＤｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｔａｂｌｅｏｆｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅ

Ｓｏｕｒｃｅｏｆ

ｖａｒｉａｎｃｅ

Ｓｑｕａｒｅｏｆ

ｄｅｖｉａｎｃｅ

Ｄｅｇｒｅｅｏｆ

ｆｒｅｅｄｏｍ
Ｆ Ｐ Ｖａｒｉａｎｃｅ

ＸＡ ３３６０２ １ ３４８ ００７８６ Ｐ＜０１０

ＸＢ １９１７７４ １ １９８４ ００００３ Ｐ＜００５

ＸＣ（Ｅｒｒｏｒ） １７６３３ １ １８２ ０１９３５

ＸＤ １８５００８ １ １９１４ ００００４ Ｐ＜００５

表６　ＢＢＤ包封率方差分析表
Ｔａｂ６　ＢＢＤｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｔａｂｌｅｏｆｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ

Ｓｏｕｒｃｅｏｆ

ｖａｒｉａｎｃｅ

Ｓｑｕａｒｅｏｆ

ｄｅｖｉａｎｃｅ

Ｄｅｇｒｅｅｏｆ

ｆｒｅｅｄｏｍ
Ｆ Ｐ Ｖａｒｉａｎｃｅ

ＸＡ ３２６５６ １ ６２７ ００２５２ Ｐ＜００５

ＸＢ ９０６７１ １ １７４２ ００００９ Ｐ＜００５

ＸＣ（Ｅｒｒｏｒ） ７２０８ １ １３８ ０２５８９

ＸＤ ２５９２８ １ ４９８ ００４２５ Ｐ＜００５
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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 ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ为橘红色
乳光混悬液。通过透射电子显微镜（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ
ｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ，ＴＥＭ）观察 ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ，结
果表明，纳米粒粒径均一，其平均粒径为１１７１ｎｍ，
ＰＤＩ指数为０２０５（图３）。

最佳工艺实测粒径（１１７１±３４）ｎｍ，ＰＤＩ为
（０２０５±００２３），包封率为（６８１７±０９３）％，粒径
和ＥＥ响应值的偏差分别为０５１％和２３％，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０２２４＜０３，结果表明，由该工艺制备的纳米粒
粒径均一。

２７　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 ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ在 ｐＨ７４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、ＲｉｔｇｅｒＰｅｐｐａ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
ＣＨＳＰＳＡＮ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 ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ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。

ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ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
Ｔａｂ７　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｕｔｈｅｎｔｉｃａｔｅｔｅｓｔｏｆｐｒｅｆｅｒｒｅｄｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

Ｎｕｍｂｅｒ Ｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅ／ｎｍ ＥＥ／％

１ １１２３ ６７１７

２ １２０５ ６８３２

３ １１８５ ６９０２

珋ｘ±ｓ（ｎ＝３） １１７１±３４ ６８１７±０９３

Ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅｖａｌｕｅ １１７７ ６９８

Ｂｉａｓ／％ ０５１ ２３

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

分布

Ｆｉｇ３　ＴＥＭＰｈｏｔｏｇｒａｐｈａｎｄｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＤＯＸ
ＣＨＳＰＳＡＮ
Ａ－ｔｈｅＴＥＭｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｏｆＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ（×７００００）；Ｂ－ｔｈｅｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｄｉｓ

ｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ

药载比为１∶５、１∶１０、１∶１５的ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ的累计
释放百分率分别为（４７３６±２０６）％、（４２３８±
１６７）％ 和 （３９３８±１７３）％；２４ｈ时，分 别 为
（５７５８±１３１）％、（５９２４±０６７）％ 和 （６５２５±
１３３）％。另外，不同药载比ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ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 ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ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 ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ
累计 释 放 百 分 率 分 别 为 （５０９９±１４１）％、
（４６６７±３３４）％和（４２９８±２０１）％；２４ｈ时，药物
释放度分别为（５５７３±２４８）％、（５７４３±１２０）％和
（５６２５±１６７）％。

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ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ体外释放曲线
Ａ－ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ在ＰＢＳ（ｐＨ７４）中的体外释放曲线；Ｂ－ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ在血浆环境中的体外释放曲线

Ｆｉｇ４　ＩｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅｃｕｒｖｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｒｕｇｌｏａｄｉｎｇｒａｔｉｏＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ
Ａ－ｉｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅｐｒｏｆｉｌｅｏｆＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮｉｎＰＢＳ（ｐＨ７４）；Ｂ－ｉｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅｐｒｏｆｉｌｅｏｆＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮｉｎｐｌａｓｍａｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

表８　ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ体外释药动力学模型
Ｔａｂ８　ＩｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅｋｉｎｅｔｉｃｓｍｏｄｅｌｏｆＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ

Ｇｒｏｕｐ　　　　　　 Ｍｏｄｅｌ　　　　　　　 Ｅｑｕａｔｉｏｎｆｉｔｔｉｎｇ ｒ２

ＤＯＸ－ＣＨＳＰ－ＳＡＮ Ｚｅｒｏｏｒｄｅｒ Ｑ＝０００６６ｔ＋０３２９８ ０４５３０
（ｐＨ７４，ＤＯＸＣＨＳＰ＝１∶５） Ｆｉｒｓｔｏｒｄｅｒ ｌｎ（１００－Ｑ）＝－００００１ｔ＋４６０２６ ０４５３６

ＲｉｔｇｅｒＰｅｐｐａ ｌｎＱ＝０２３０８ｌｎｔ－１２３７４ ０７３２３
Ｗｅｉｂｕｌｌ ｌｎｌｎ（１／１－Ｑ）＝０２８５２ｌｎｔ－０６３９５ ０７７５３

ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ Ｚｅｒｏｏｒｄｅｒ Ｑ＝０００８１ｔ＋０２５５２ ０７３２３
（ｐＨ７４，ＤＯＸＣＨＳＰ＝１∶１０） Ｆｉｒｓｔｏｒｄｅｒ ｌｎ（１００－Ｑ）＝－００００１ｔ＋４６０２６ ０６９１９

ＲｉｔｇｅｒＰｅｐｐａ ｌｎＱ＝０２６７８ｌｎｔ＋３１４５７ ０８３３３
Ｗｅｉｂｕｌｌ ｌｎｌｎ（１／１－Ｑ）＝０３２２７ｌｎｔ－１３０６１ ０８６９９

ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ Ｚｅｒｏｏｒｄｅｒ Ｑ＝００１０４ｔ＋０２０８２ ０８４７５
（ｐＨ７４，ＤＯＸＣＨＳＰ＝１∶１５） Ｆｉｒｓｔｏｒｄｅｒ ｌｎ（１００－Ｑ）＝－００００１ｔ＋４６０３ ０８４８２

ＲｉｔｇｅｒＰｅｐｐａ ｌｎＱ＝０３１４４ｌｎｔ－１６２１ ０９１６０
Ｗｅｉｂｕｌｌ ｌｎｌｎ（１／１－Ｑ）＝０３７９１－１４９０４ｌｎｔ ０９３７４

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 ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ。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）、ＤＯＸＣＨＳＰ（ＸＢ）、ＤＭＳＯ用量（ＸＣ）和超声
时间（ＸＤ）对 ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ理化性质具有显著影
响，需进一步优化。借助ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ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、ＤＯＸＣＨＳＰ＝１∶１５、ＤＭ
ＳＯ用量１０ｍＬ、超声２ｍｉｎ，结合单因素考察结果
与ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ效应面法结果优化ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ
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 ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ平均粒径
为（１１７１±３４）ｎｍ，ＰＤＩ为（０２０５±００２３），Ｚｅｔａ
电位（－２６１±０１３５）ｍＶ，包封率为（６８１７±
０９３）％，载药量为（６８４±０４７）％，粒径和 ＥＥ响
应值的偏差分别为０５１％和２３％，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ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ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（ｐＨ７４）中，
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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 ＤＯＸＣＨＳＰ＝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 ＤＯＸＣＨＳＰＳＡＮ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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