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复方人参皂苷纳米乳的制备及其急性毒性研究
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要!利用纳米化技术!将人参皂苷和盐酸左旋咪唑组成复方人参皂苷纳米乳!对其组成和急性毒性进行研究'

利用伪三元相图筛选出用于制备复方人参皂苷纳米乳的空白纳米乳&研究不同含药量纳米乳对免疫抑制小鼠脾
2

淋巴细胞增殖的影响!根据免疫增强作用较强的含药纳米乳!确定复方人参皂苷纳米乳的组成&分别用透射电镜(

激光粒度仪和小鼠灌胃试验对其形态(粒径和急性毒性进行研究'结果显示!确定的复方人参皂苷纳米乳组成$
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&它是黄色透明
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纳米乳!液滴呈球形!平均粒径为
0*'&(-@

!粒度分散指数为
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!小鼠灌胃
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'本试验成功制备了复方人参皂苷纳米乳!为进一步开发纳米化免疫增强剂提供了依据'
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免疫增强剂能提高机体的免疫功能!增强机体

对抗原的免疫反应'人参皂苷"

A

$-,V-#,$"V

!

;3

#已

被证实是很好的免疫增强剂!能提高免疫细胞的活

性!调节
QH

细胞
!<OQ!<?!0

免疫网络系统!增强机

体的免疫力*

%!0

+

'左旋咪唑是人工合成的化学物!常

用其盐酸盐或磷酸盐!不仅能驱虫!还有很好的调节

免疫力的功效*

*!)

+

'人们对畜产品的安全问题越来

越重视!如果在保证或者提高药物免疫增强效果的

同时!通过一些手段尽量减少化学药物的使用量!降

低其毒副作用和药物残留!不失为使用化药的一种

可取方式'复方制剂和药物合用可能会改变原来药

物的作用性质和强度!在临床上得到广泛应用'因

此!本研究拟将
;3

和盐酸左旋咪唑"

4VWK@$,#4V

M

U

"X#NM4#X$"V
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#组合成复方制剂'但是
;3

在

溶液中不稳定!容易发生水解&

;3

口服后在胃肠道

容易降解&

;3

有许多单体!不同单体的极性可能有

一定的差异!导致其在水溶液中的溶解性不同'

?7

溶液的
S

7

值随着时间的延长会逐渐下降'因此!

如何提高
;3

和
?7

在溶液中的稳定性是一个需要

解决的问题'

纳米乳"

-K-#V@54,$#-

!

Q:

#是由表面活性剂(

助表面活性剂(水相和油相在适宜配比下形成的一

种稳定透明的胶体分散体系!粒径介于
%&

#

%&&

-@

'作为药物载体!纳米乳在药物传递方面具有许

多优势!如增溶(提高稳定性和生物利用度(降低毒

副作用等*

8!1

+

'纳米乳作为药物载体能使药物存在

于其内相中!减少药物与外相的接触机会!可以在一

定程度上提高药物的稳定性!并且纳米乳中的表面

活性剂和助表面活性也能起到稳定药物的作用'

;3

有亲水基团和疏水基团!有表面活性的性质!具

有形成类似免疫刺激复合物
<3IC=,

纳米结构的

可能性*

(!/

+

'

?7

能溶于水!可作为纳米乳的水相成

分'因此!本研究以纳米乳作为载体!将
;3

和
?7

组合成复方人参皂苷纳米乳"

;3!?7!Q:

#!对其组

成和急性毒性进行研究!为进一步开发纳米化免疫

增强剂提供依据'

#

!

材料与方法
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材料
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试剂和药品
!!

;3

"含量
(&̂

#!陕西浩洋

生物科技有限公司产品&
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!山东弘扬兽药原料有

限公司产品&
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!上海帝科精细

化工有限公司产品&

2YVV-(&

!上海索莱宝生物科技

有限公司产品&甘油!西安三浦精细化工厂产品&异

丙醇!上海陵尔化工有限公司生产&肉豆蔻酸异丙酯

"

<9=

#!浙江物美化学品有限公司生产&

_9=<!%.)&

培养基!美国
;$ZN#

公司产品&

I#-G

!

3$

A

@K

公司产

品&

=23

!

9X#@V

A

K

公司产品'
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!

仪器
!!

:̀=%0*&

透射电镜!日本
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公司产品&
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激光粒度分析仪!英国
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公司产品&酶标仪!

T$#!_K"

公

司产品'

#H!

!

方法
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!

药用空白纳米乳的筛选
!!

室温下!将表面

活性剂和助表面活性剂按一定质量比混合!再将其

和油相按质量比
%>/

#

/>%

混合!然后边搅拌边滴

加水相!记录体系的变化!用
CX$

A

$-1'8

绘制伪三元

相图!确定
C

%

D

纳米乳区'伪三元相图中!其中
%

个顶点代表表面活性剂和助表面活性剂组成的混合

表面活性剂"

3

@$[

#!另外
0

个顶点分别代表油相

"

C$4

#和水相"

DK6VX

#'在伪三元相图考察纳米乳形

成的基础上!筛选出纳米乳区较大(稳定性较好的药

用空白纳米乳!考察其对药物的增溶能力!最终确定

用于制备
;3!?7!Q:

的药用空白纳米乳的组成'

%'0'0

!

;3!?7!Q:

的筛选
!!

为了确定
;3!?7!

Q:

中
0

种药物的配比关系!通过考察不同含药量

纳米乳对免疫抑制小鼠脾淋巴细胞增殖的影响!根

据免疫增强作用较好的含药纳米乳!来确定
;3!

?7!Q:

的组成'

将
?7

溶解于蒸馏水中作为水相!将
;3

加到
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(甘油(

9:;)&&

和
<9=

组成的混合

物中混合!然后边搅拌边滴加含
?7

的水相!制备含

不同药量的纳米乳
Q:%

(

Q:0

和
Q:*

'

Q:%

中
;3

和
?7

的含量分别为
*&

和
/&@

A

)
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B%

&

Q:0

中

;3

和
?7

的含量分别为
*&

和
*&@

A

)

@?

B%

&

Q:*

中
;3

和
?7

的含量分别为
*&

和
%&@

A

)

@?

B%

'

小鼠随机分为
.

组!雌雄各半!每组
%&

只'正

常对照组和
I2b

对照组$灌胃蒸馏水&空白纳米乳

"

Z4K-F-K-#V@54,$#-

!

Z4K-FQ:

#组$灌胃不含药物

空白纳米乳&

Q:%

组$以
**'**@

A

)

F

A

B%药物剂量

灌胃
Q:%

&

Q:0

组$以
8&@

A

)

F

A

B%药物剂量灌胃

1..
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Q:0

&

Q:*

组$以
%&& @

A

)

F

A

B%药物剂量灌胃

Q:*

'

Q:%

(

Q:0

和
Q:*

的药物剂量均以
;3

和

?7

用量之和计算'各组小鼠的灌胃量均为
&')

@?

!每天给
%

次药!连续用药
%8"

'除正常对照组

外!其余各组小鼠分别于第
*

(

.

(

/

天腹腔注射环磷

酰胺
8&@

A

)

F

A

B%

'末次给药
%0M

后!无菌取脾!

制成
8c%&

. 个)

@?

B%脾细胞悬液*

%&

+

'

于
/.

孔培养板中每孔加入
%&&

$

?

脾细胞悬

液!然后每孔再加入含
I#-G

"终浓度
8

$

A

)

@?

B%

#

的
_9=<!%.)&

培养液!每孔总体积为
0&&

$

?

'同

时设阴性对照组"细胞和
_9=<!%.)&

培养液#和空

白对照组"

_9=<!%.)&

培养液#'将细胞于
*1d

!

8̂

IC

0

培养箱中培养
))M

后!掺入
=23

!继续培养
)M

后!酶标仪于
)/&-@

测其
CE

值!计算增殖刺激指数

-C

D

E/

%

E/

0

"式中!

E/

%

和
E/

0

分别为加有丝分裂原

培养物和不加有丝分裂原培养物的
CE

值#'

%'0'*

!

;3!?7!Q:

形态观察和粒径测定
!!

透射

电镜观察其形态'激光粒度仪测其粒径和粒度分散

指数"

S

KX6$N4V"$,

S

VX,$#-$-"V[

!

9E<

#'
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急性毒性试验
!!

试验分为
*

组$生理盐水

对照组(空白纳米乳组和
;3!?7!Q:

组'通过预试

验!找出药物引起小鼠
%&&̂

和
&̂

死亡的剂量范围

"药物剂量以
;3

和
?7

用量之和计算#'在正式试

验中!各给药组分别设
.

个剂量组!每个剂量组
%&

只小鼠!雌雄各半!计算相邻
0

个剂量组的比值
'

D

)

F

%

!

槡G "式中!

!

和
G

分别为最高致死量和最低致死

量!

)

为组数#!以此一系列剂量组对小鼠灌胃!灌胃

量均为
&')@?

!给药后连续观察
%)"

!记录各组小

鼠的中毒和死亡情况!计算半数致死量
?E

8&

'

!

!

结
!

果

!H#

!

药用空白纳米乳的筛选

预试验!发现
<9=

作为油相的纳米乳的乳区大

小和稳定性要优于花生油和辛酸
!

癸酸甘油三酯的

纳米乳!故本研究选用
<9=

作为油相!来进一步筛

选纳米乳的组成'

0'%'%

!

表面活性剂对纳米乳形成的影响
!!

考察

了
*

种非离子表面活性剂对甘油%
9:;)&&

%

<9=

%蒸

馏水"甘油(

9:;)&&

质量比
)>%

!

H

1

e0>%

#纳米

乳体系的影响!见图
%

'图中黑色部分即为
C

%

D

纳

米乳区"以下伪三元相图相同#'纳米乳区大小如

下$

3#456#4

!

73!%8

#
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S

M#X :?!)&

#

2YVV-(&

%

3

S

K-(&

"质量比
)>%

#!并且
3#456#4

!

73!%8

纳米乳的稳定性优于其他
0

种表面活性剂

的'故优选
3#456#4

!

73!%8

'

图
#

!

非离子表面活性剂对甘油"
1IA$""

"

J1K

"蒸馏水#甘油"
1IA$""

质量比
$L#

$

!

"

M!L#

%纳米乳体系的影响

N5

@

H#

!

I::07)-:.-.5-.57>*2:47)4.)-.)/0.4.-0<*=>5-.>

,

>)0<7-.>5>)5.

@

-:

@

=

,

702-=

"

1IA$""

"

J1K

"

+5>)5==0+G4)02

#

)/0<4>>

24)5--:

@

=

,

702-=

"

1IA$""M$L#

$

!

"

M!L#

%

0'%'0

!

助表面活性剂对纳米乳形成的影响
!!

考

察了助表面活性剂对
3#456#4

!

73!%8

%

<9=

%蒸馏水

"

H

1

e0>%

#纳米乳体系的影响!见图
0

'纳米乳区

大小如下$甘油%
9:;)&&

混合物"质量比
)>%

#

#

异

丙醇'故优选甘油%
9:;)&&

混合物"质量比
)>%

#'

0'%'*

!

H

1

对纳米乳形成的影响
!!

考察了
H

1

"表面活性剂%助表面活性剂质量比#对
3#456#4

!

73!%8

%甘油%
9:;)&&

%

<9=

%蒸馏水"甘油%
9:;)&&

质量比
)>%

#纳米乳体系的影响!见图
*

'纳米乳区

大小如下$

H

1

e0>%

#

H

1

e)>%

#

H

1

e%>%

!并

且
H

1

e0>%

纳米乳的稳定性优于其他两个比例

的'故优选
H

1

e0>%

'

(..



!

)

期 曹发昊等$复方人参皂苷纳米乳的制备及其急性毒性研究

图
!

!

助表面活性剂对
(-=*)-=

!

D(O#%

"

J1K

"蒸馏水#

!

"

M!L#

%纳米乳体系的影响

N5

@

H!

!

I::07)-:7-O>*2:47)4.)-.)/0.4.-0<*=>5-.>

,

>)0<7-.>5>)5.

@

-:(-=*)-=

!

D(O#%

"

J1K

"

+5>)5==0+G4)02

#

!

"

M!L#

%

图
P

!

!

"

对
(-=*)-=

!

D(O#%

"甘油"
1IA$""

"

J1K

"蒸馏水#甘油"
1IA$""

质量比
$L#

%纳米乳体系的影响

N5

@

HP

!

I::07)-:!

"

-.)/0.4.-0<*=>5-.>

,

>)0<7-.>5>)5.

@

-:(-=*)-=

!

D(O#%

"

@

=

,

702-=

"

1IA$""

"

J1K

"

+5>)5==0+G4)02

#

)/0

<4>>24)5--:

@

=

,

702-=

"

1IA$""M$L#

%

!H!

!

A(OBDO;I

组成的确定

在利用伪三元相图考察纳米乳形成的基础上!

筛选出纳米乳区较大(稳定性较好的空白纳米乳

3#456#4

!

73!%8

%甘油%
9:;)&&

%

<9=

%蒸馏水!其质

量比为
08'**>%&'%)>0'8*>.>8.

!溶解
;3

和

?7

最大量分别为
*&'(0

和
/.'.8@

A

)

@?

B%

'

为了确定
;3!?7!Q:

中
0

种药物的配比关系!

通过考察含不同药量的纳米乳
Q:%

(

Q:0

和
Q:*

对免疫抑制小鼠脾淋巴细胞增殖的影响!结果见表

%

'与
I2b

对照组比较!空白纳米乳组
-C

值变化

不显著"

I

#

&'&8

#!表明空白纳米乳对脾淋巴细胞

的增殖活性无明显影响'

Q:0

组
-C

值较
Q:%

组

显著升高"

I

$

&'&8

#&较
Q:*

组有所升高!差异不

显著"

I

#

&'&8

#'可见!

Q:0

的免疫增强效果较好!

故根据
Q:0

确定
;3!?7!Q:

组成如下$

3#456#4

!

73!%8

%甘油%
9:;)&&

%

<9=

%蒸 馏 水 "质 量 比 为

08]**>%&'%)>0'8*>.>8.

#!

;3

和
?7

含量均为

*&@

A

)

@?

B%

'

!HP

!

A(OBDO;I

形态和粒径

透射电镜和粒度仪结果分别见图
)

(

8

'

;3!

?7!Q:

乳滴呈球形!平均粒径为
0*'&(-@

!

9E<

为

&'0*1

'

图
$

!

A(OBDO;I

透射电镜照片

N5

@

H$

!

K-2

3

/-=-

@,

-:A(OBDO;I*.+02)24.><5>>5-.0=07O

)2-.<572->7-

3

0

!H$

!

急性毒性试验

本研究将空白纳米乳用原液按体重以灌胃量

/..



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)8

卷
!

图
%

!

A(OBDO;I

的粒径分布

N5

@

H%

!

142)57=0>5Q0+5>)25E*)5-.-:A(OBDO;I

表
#

!

脾淋巴细胞增殖试验结果#

#M#"

$

JR>

%

84E=0#

!

80>)20>*=)-:>

3

=0.57=

,

<

3

/-7

,

)0>

3

2-=5:024)5-.

分组
;X#5

S

,

剂量
E#,K

A

V

"

@

A

)

F

A

B%

#

-C

正常对照组

Q#X@K4N#-6X#4

A

X#5

S

!

%'((f&'*&

Z

I2b

对照组

I2bN#-6X#4

A

X#5

S

!

%'&8f&'0/

KN

空白纳米乳组

T4K-FQ:

A

X#5

S

!

%'&1f&'0.

KN

Q:%

组
Q:%

A

X#5

S

**'**

%')1f&'*0

GTI

Q:0

组
Q:0

A

X#5

S

8&

%'/0f&')&

Z

Q:*

组
Q:*

A

X#5

S

%&&

%'1*f&'*%

Z

与正常对照组比较!肩标G 和K 分别表示差异显著"

I

$

&'&8

#

和极显著"

I

$

&'&%

#'与
I2b

对照组比较!肩标T 和Z 分别表

示差异显著"

I

$

&'&8

#和极显著"

I

$

&'&%

#'与
Q:0

组比较!

肩标I 和N分别表示差异显著"

I

$

&'&8

#和极显著"

I

$

&'&%

#

I#@

S

KXV"Y$6M-#X@K4N#-6X#4

A

X#5

S

!

6MV,M#54"VXNMKXKN6VX,

G

K-"

K

@VK-,$

A

-$L$NK-6"$LLVXV-NV

"

I

$

&'&8

#
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U
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A
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"

I

$
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XV,

S

VN6$WV4

U
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S
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X#5

S
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6MV,M#54"VXNMKXKN6VX,
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!
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"

I

$
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U
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I
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XV,
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VN6$WV4

U

'I#@

S
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X#5

S

!
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I
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"

I

$
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U
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"

I

$
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S
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A

B%对小鼠灌胃!结果发现小鼠均未死

亡'预试验确定的
;3!?7!Q:

组中相邻
0

个剂量

组的比值
'

%

%'0%

!正式试验的剂量分组及其毒性

试验结果见表
0

'采用
T4$,,

软件对表
0

的毒性结

果进行处理可得$

;3!?7!Q:

的急性毒性试验回归

方程为
:

"

9X#Z$6

#

e%&'0.84#

A

"

/

#

B0%'1)%

"其中
/

为累计剂量!

:

为累计死亡率概率单位#!半致死剂

量
?E

8&

为
)&0'(8 @

A

)

F

A

!%

!

?E

8&

"

OV$44VX

校正#

/8̂

的可信限为
*.0'10

#

))1'(.@

A

)

F

A

B%

'

表
!

!

A(OBDO;I

对小鼠灌胃的急性毒性试验结果

84E=0!

!

A4C4

@

047*)0)-9575)

,

20>*=)-:A(OBDO;I5.<570

剂量%"

@

A

)

F

A

B%

#

E#,V

动物数%只

Q5@ZVX

死亡数%只

EVK6M-5@ZVX

0)8'&& %& &

0/.')8 %& %

*8('1& %& *

)*)'&* %& 1

808'%( %& (

.*8')1 %& %&

P

!

讨
!

论

纳米乳制备的关键是选择合适的表面活性剂(

助表面活性剂(油相(水相及其间的配比关系'表面

活性剂是纳米乳的必需成分!在医药领域!使用较多

的是非离子型表面活性剂*

%%!%0

+

'本研究用的非离子

表面活性剂
3#456#4

!

73!%8

(

2YVV-(&

%

3

S

K-(&

混

合物和
IXV@#

S

M#X:?!)&

!在无助表面活性剂的条

件下也可以形成纳米乳!然而助表面活性剂的加入

既有利于纳米乳的形成!又提高了稳定性和减少表

面活性剂的用量!甚至还能对药物起到助溶作用'

3#456#4

!

73!%8

是一种新型高效能(极低毒性的表

面活性剂!具有较高的生理耐受性(高增溶能力等优

点!现已被收录于德国药典*

%*!%)

+

'在助表面活性剂

甘油%
9:;)&&

的作用下!与
2YVV-(&

和
IXV@#!

S

M#X:?!)&

相比!

3#456#4

!

73!%8

纳米乳区较大!稳

定性较好!并且能在较大范围内被水相稀释到水相

顶点!可以在一定程度上减少表面活性剂和助表面

活性剂的用量&这可能是由于甘油%
9:;)&&

混合物

更容易和
3#456#4

!

73!%8

作用!降低界面膜的表面

张力!增加其流动性!提高膜的稳定性'另外!通过

调节
H

1

值也可以在一定程度上减少表面活性剂的

用量!调节体系的黏度!利于体系的分散和乳化!加

快纳米乳的形成'当
H

1

由
%>%

增大到
)>%

时!纳

米乳区先增大后减小'当
H

1

e0>%

时!可能是在此

比例下助表面活性剂分子能更好地插入到表面活性

剂分子间!降低界面张力!提高膜的流动性和稳定性!

使界面膜扩展形成较大的增溶空间!加大纳米乳区'

&1.
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纳米乳常需要足够量"助#表面活性剂来保持其

结构的稳定性!但大量的"助#表面活性剂可能会有

一定的副作用!应尽量减少纳米乳中"助#表面活性

剂的用量*

%8

+

'故本研究利用伪三元相图!考察表面

活性剂(助表面活性剂以及
H

1

对纳米乳形成的影

响!确定了制备
;3!?7!Q:

的药用空白纳米乳的组

成!其能溶解
;3

和
?7

的最大量分别为
*&'(0

和

/.].8@

A

)

@?

B%

'

不同
;3

%

?7

质量比可能会影响其免疫增强作

用!因此需要进一步确定纳米乳中
;3

%

?7

质量比'

;3

主要存在于纳米乳的内相中!而
?7

主要存在于

外相中!本研究根据药用空白纳米乳中
;3

和
?7

达到最大含量时的质量比!并且本着纳米乳实现增

溶
;3

的目的!通过固定纳米乳中
;3

含量为
*&

@

A

)

@?

B%

!改变
?7

量!制备了
Q:%

(

Q:0

和
Q:*

三个含药纳米乳!其中
;3

%

?7

质量比分别为
%>*

(

%>%

和
*>%

'

I#-G

是能刺激
2

淋巴细胞增殖的

有丝分裂原!常用来考察药物对
2

淋巴细胞的作

用'通过考察不同含药量的纳米乳对免疫抑制小鼠

脾淋巴细胞增殖活性的影响!根据免疫增强作用较

好的含药纳米乳
Q:0

!来确定
;3!?7!Q:

的组成'

今后需要进一步考察
;3!?7!Q:

在改善药物

的稳定性和免疫增强作用!为进一步开发纳米化免

疫增强剂提供依据'

$

!

结
!

论

以纳米乳作为药物载体!成功将
;3

和
?7

组合

成
;3!?7!Q:

!确定了其组成$

3#456#4

!

73!%8>

甘油

>9:;)&&><9=>

蒸馏水
e08'**>%&'%)>0'8*>.

>8.

!

;3

和
?7

含量均为
*&@

A

)

@?

B%

!平均粒径为

0*'&(-@

!小鼠灌胃
?E

8&

为
)&0'(8@

A

)

F

A

B%

'
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