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ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面法优化海藻酸钠 ｍＰＥＧｂＰＬＧＡ纳米粒处方工艺
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摘要：目的　采用ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面法优化海藻酸钠聚乙二醇聚乳酸羟基乙酸共聚物（ｍＰＥＧｂＰＬＧＡ）纳米粒的处方工
艺。方法　合成１０％ｍＰＥＧ５０００ｂＰＬＧＡ为基质材料，通过双乳剂法制备载胰岛素的海藻酸钠ｍＰＥＧｂＰＬＧＡ纳米粒。选取胰
岛素投料比、油相与外水相体积比、乳化剂浓度为考察因素，包封率和载药量为评价指标，采用 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面法筛选最
优处方，对优化所得纳米粒的基本性质和体外释药性能考察。结果　最优处方为：胰岛素投料比１４６７∶１００，油相与外水相体
积比１∶３３２，乳化剂浓度为２０１％。实际制备所得载胰岛素纳米粒包封率为８３６１％，载药量为１０９０％，与模型预测值接
近。平均粒径为（２７１８０±３５０）ｎｍ，Ｚｅｔａ电位值为 －５４２７ｍＶ具有良好的缓释性能。结论　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面法有效可
行，可以用于优化海藻酸钠ｍＰＥＧｂＰＬＧＡ纳米粒的处方工艺，优化后的纳米粒有望作为理想的胰岛素缓释载体。
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　　糖尿病是一种由于胰腺不能分泌足够的胰岛
素，或者机体不能有效地利用胰岛素，所导致的内分

泌疾病。根据国际糖尿病联盟报道，２０１１年全球患
糖尿病的人数达到３６６亿，预计２０３５年该人数量
将增至５９２亿［１］。胰岛素作为目前最有有效的治

疗药物之一，是作为１型糖尿病的唯一用药，２型糖
尿病的辅助用药。胰岛素为一种肽类激素，受其本

身的化学结构和活性的限制，与其他蛋白类药物一

样，具有稳定性差，易酶解，免疫原性和抗原性高，半

衰期短等缺点。随着纳米载体技术的不断发展，通
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过将生物可降解高分子聚合物作为胰岛素和蛋白类

药物纳米载体，为包载药物提供稳定的环境，有望使

蛋白类药物给药后保持生物活性，并具有靶向、缓控

释和长效作用［２］。

理想的高分子聚合物载体应该是可生物降解

的，生物相容性的，能够在抵抗胃 ｐＨ梯度和酶的作
用，延长所载药物在体循环中的滞留时间，减少药物

过早释放［３］。聚乙二醇（ＰＥＧ）是一种亲水性的惰
性聚合物，能够在纳米粒表面作为一层立体屏障，从

而使蛋白结合（中和）最小化，对蛋白质及多肽类药

物起到保护作用。聚乙二醇聚乳酸羟基乙酸共聚
物（ｍＰＥＧｂＰＬＧＡ）是由 ＰＬＧＡ与甲氧基封端的聚
乙二醇（ｍＰＥＧ）聚合而成的嵌段聚合物，由于加入
了亲水性强的 ｍＰＥＧ分子，使 ｍＰＥＧｂＰＬＧＡ成为
一端亲水另一端疏水的两性分子，从而提高对水溶

性蛋白类药物的载药量［４６］。海藻酸钠是一种水溶

性的天然线性多糖的钠盐，具有良好生物可降解性

和生物相容性等优点，能在较低的 ｐＨ收缩，使包封
的药物滞留在胃，同时保护药物免受酶的作用而失

活，因此ｐＨ响应性聚合物中得到了广泛的应用［７］。

ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面法具有实验次数少、周期
短、精密度高等优点，可以考察试验中各因素对考察

因素的影响以及各因素相互作用，并优化最佳方案，

在药物制剂领域得到了广泛的应用［８１１］。本实验制

备了一种具有缓释作用的新型纳米粒，以合成的两

亲性二嵌段共聚物 ｍＰＥＧｂＰＬＧＡ作为纳米粒基质
材料，以海藻酸钠和乳化剂泊洛沙姆１８８作为外水
相，提高纳米粒的生物相容性和稳定性，采用双乳

剂溶剂挥发法负载胰岛素。采用 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响
应面优化法优化处方工艺，对优化所得的载胰岛素

海藻酸钠 ｍＰＥＧｂＰＬＧＡ纳米粒的性质进行表征，
考察其体外释放性能，为进一步蛋白类药物新型缓

释纳米制剂研究提供实验依据。

１　仪器与试药
１１　仪器

ＡｖａｎｃｅⅢ ４００ＭＨｚ核磁共振波谱仪（瑞士，

Ｂｒｕｋｅｒ公司），Ｎｉｃｏｌｅｔ６７００型傅里叶红外光谱仪（美
国，ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司），ＺｅｔａｓｉｚｅｒＮａｎｏＺＳ纳米粒度
电位仪（英国，马尔文仪器有限公司），Ｉｎｆｉｎｉｔｅ
Ｍ１０００Ｐｒｏ多功能微孔板检测仪（瑞士，Ｔｅｃａｎ公
司），ＦｒｅｅＺｏｎｅ６冷冻干燥机（美国，ＬＡＢＣＯＮＣＯ
公司）。

１２　试药
海藻酸钠，Ｄ，Ｌ丙交酯，乙交酯，聚乙二醇单甲

醚（ｍＰＥＧ５０００，Ｍｗ５０００），辛酸亚锡［Ｓｎ（ｏｃｔ）２，
９５％，泊洛沙姆１８８（Ｆ６８，Ｍｗ８４００）（上海阿拉丁生
化科技股份有限公司），猪胰岛素原料药（２６９
Ｕ·ｍｇ－１，徐州万邦金桥制药有限公司），ＢＣＡ蛋白
浓度测定试剂盒（碧云天生物技术有限公司）。二

氯甲烷（ＤＣＭ）、甲醇、丙酮等其他试剂均为分析纯。

２　方法与结果
２１　两嵌段共聚物１０％ｍＰＥＧ５０００ｂＰＬＧＡ的合成
与表征

２１１　两嵌段共聚物 １０％ｍＰＥＧ５０００ｂＰＬＧＡ的合
成　采用开环聚合法合成，反应方程式见图１。精
密称量１０％质量百分比的 ｍＰＥＧ５０００于圆底烧瓶中
作为引发剂，通过控制混合 ｍＰＥＧ５０００的量来调节与
ＰＬＧＡ的相对分子质量的比例，随后加入按 ５０∶５０
投料比加入 Ｄ，Ｌ丙交酯和乙交酯，加入０１％单体
量的辛酸亚锡作为催化剂，加入搅拌子，３次抽真
空，于氮气环境下１２０℃油浴反应２４ｈ，见表１。移
出油浴锅即停止反应，冷却至室温。用一定量的二

氯甲烷溶解合成的共聚物，在过量冷甲醇溶液中沉

淀，重复３次纯化产物，减压过滤，４０℃下真空干燥
２４ｈ至恒重。

本实验通过开环聚合法一步合成 ＰＬＧＡ和
ｍＰＥＧ５０００ｂＰＬＧＡ

［１２１３］。通过辛酸亚锡作为催化剂

提高反应速率，ｍＰＥＧ作为引发剂引发内酯开环。
ｍＰＥＧ上的活泼氢进攻内酯环上的羰基碳原子，碳
氧双键断裂形成氧离子，烷氧键断裂形成活性中间

体［１４］，随后活泼氢转移至末端，继续进攻开环后的

内酯单体，发生链增长反应。ｍＰＥＧｂＰＬＧＡ既具有

图１　两嵌段共聚物１０％ ｍＰＥＧ５０００ｂＰＬＧＡ的合成路线
Ｆｉｇ１　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｐｒｏｃｅｓｓｏｆｄｉｂｌｏｃｋｃｏｐｏｌｙｍｅｒ１０％ ｍＰＥＧ５０００ｂＰＬＧＡ
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亲脂性ＰＬＧＡ的生物降解性和生物相容性，又具有
亲水性ｍＰＥＧ的长循环性，可以自主装形成纳米粒
或胶束体系，疏水性 ＰＬＧＡ形成内核，亲水性 ｍＰＥＧ
形成稳定的外壳。

２１２　傅里叶红外光谱（ＦＴＩＲ）表征　将溴化钾
（ＫＢｒ）置于高温烘箱中干燥，取适量的待测产物与
干燥的溴化钾混合均匀，冷却后，研磨成粉末（溴

化钾与待测产物的质量比为２０∶１），取适量粉末样
品压片，在３５０～７８００ｃｍ－１波数范围扫描，分辨率
２ｃｍ－１，测定样品聚合物的红外吸收光谱图
（图２）。

从图２分析可见，合成产物在１７６０ｃｍ－１处有
强吸收峰，为典型的羰基伸缩振动峰，表明己内酯和

丙内酯发生开环聚合反应形成了直链酯键。在

２９００～３０００ｃｍ－１区域中出现 ＰＬＧＡ链段中 ＣＨ伸
缩振动峰与 ｍＰＥＧ中的 ＣＨ伸缩振动峰发生重叠，
而ＰＥＧ链段中的弯曲振动峰同时存在，表明 ｍＰＥＧ
已与ＰＬＧＡ形成二嵌段共聚物。在３５００ｃｍ－１处有
宽吸收峰，表明合成聚合物的末端有羟基，为 ｍＰＥＧ
和ＰＬＧＡ中的羟基的伸缩振动峰。红外图谱分析结
果与聚合物预计结构一致，表明合成物为所需二嵌

段共聚物ｍＰＥＧｂＰＬＧＡ。
２１３　核磁共振氢谱（１ＨＮＭＲ）表征　以氘代氯
仿（ＣＤＣｌ３）为溶剂，四甲基硅（ＴＭＳ）为内标，２５℃下
测定待测样品的核磁共振氢谱图（图 ３）。根据
　　　　　
表１　１０％ ｍＰＥＧ５０００ｂＰＬＧＡ合成的投料量
Ｔａｂ１　Ｔｈｅｗｅｉｇｈｔｏｆｒｅａｃｔａｎｔｓｏｆ１０％ ｍＰＥＧ５０００ｂＰＬＧＡ

Ｍａｔｅｒｉａｌ Ｍｏｌａｒｍａｓｓ Ｍｒ Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｗｅｉｇｈｔ／ｇ Ａｕｔｕａｌｗｅｉｇｈｔ／ｇ

Ｄ，ＬＬａｃｔｉｄｅ ３０ｍｍｏｌ １４４１３ ４３２３９ ４３２３２
Ｇｌｙｃｏｌｉｄｅ ３０ｍｍｏｌ １１６０７ ３４８２１ ３４４７３
ｍＰＥＧ５０００ １０％ ５０００ ０８６７３ ０８６７２
Ｓｎ（Ｏｃｔ）２ ０１％ ４０５１２ ００２４３ ００３０１

图２　二嵌段聚合物１０％ｍＰＥＧ５０００ｂＰＬＧＡ的红外谱图
Ｆｉｇ２　ＦＴＩＲＳｐｅｃｔｒａｏｆ１０％ｍＰＥＧ５０００ｂＰＬＧＡｄｉｂｌｏｃｋｃｏｐｏｌｙ
ｍｅｒｓ

核磁共振氢谱图中相关峰的化学位移位置及峰面

积，确定聚合物的结构组成，已知ｍＰＥＧ的相对分子
质量为 ５０００作为基准，估算聚合物的相对分子
质量（Ｍｒ）。

图３所示为合成的 ｍＰＥＧｂＰＬＧＡ共聚物１Ｈ
ＮＭＲ谱图，其中 δ＝５２４和 δ＝４８５的吸收峰分别
为ＰＬＧＡ链段中乙交酯 ＬＡ的次甲基质子峰［ Ｏ
ＣＨ（ＣＨ３） ＣＯ ］和丙交酯 ＧＡ的亚甲基质子峰
（ Ｏ ＣＨ２ ＣＯ ）；δ＝３６６处出现较强的吸收
峰，此为ｍＰＥＧ５０００中的重复单元的亚甲基质子特征
峰（ Ｏ ＣＨ２ ＣＨ２ ）；δ＝１６０处的吸收峰为
乙交酯ＬＡ中的重复单元的甲基质子峰（ ＣＨ３）。
由此可见聚乙二醇聚乳酸羟基乙酸共聚物（１０％
ｍＰＥＧ５０００ｂＰＬＧＡ）已成功合成，并根据 ｍＰＥＧ相对
分子质量为５０００，按峰面积比估算得合成聚合物的
Ｍｒ为２４８００。
２２　载胰岛素海藻酸钠 ｍＰＥＧｂＰＬＧＡ纳米粒的
制备

采用双乳剂挥发法（水包油包水，Ｗ／Ｏ／Ｗ）制
备海藻酸钠 ｍＰＥＧｂＰＬＧＡ纳米粒。精密称取一定
量的猪胰岛素原料药溶解于５００μＬ０１ｍｏｌ·Ｌ－１

盐酸溶液中，配置成胰岛素溶液，作为内水相。称取

１００ｍｇ的ｍＰＥＧｂＰＬＧＡ溶解于５ｍＬ二氯甲烷丙
酮（３∶２）混合溶液中，作为油相（有机相）。称取
５００ｍｇ海藻酸钠溶解于１００ｍＬ蒸馏水中，配置成
０５％ 海藻酸钠溶液作为外水相，待用。取５００μＬ
胰岛素溶液作为内水相加入到５ｍＬ油相溶液中，
超声探头乳化，总超声时间１ｍｉｎ（超声时间５ｓ，间
隔时间５ｓ，工作循环时间为６０％），得到初乳。随
后将初乳转移到一定体积的外水相中，超声探头乳

化 ２ｍｉｎ（超声时间 １０ｓ，间隔时间 １０ｓ工作
　　　　

图３　二嵌段聚合物 １０％ｍＰＥＧ５０００ｂＰＬＧＡ的核磁共振氢
谱图

Ｆｉｇ３　１ＨＮＭＲＳｐｅｃｔｒａｏｆ１０％ｍＰＥＧ５０００ｂＰＬＧＡｄｉｂｌｏｃｋｃｏ
ｐｏｌｙｍｅｒｓ
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循环时间为６０％）。将制备所得的复乳剂，搅拌下
缓慢滴加到一定浓度的 Ｆ６８稀释液中，稀释后终体
积为５０ｍＬ，室温下搅拌一晚，除去有机溶剂。１２
０００×ｇ，４℃下离心３０ｍｉｎ，得到纳米粒沉淀。去离
子水重混悬，离心沉淀，重复３次，洗净纳米粒，所得
即载胰岛素的海藻酸钠 ｍＰＥＧｂＰＬＧＡ纳米粒，冷
冻干燥，４℃下贮存。
２３　包封率（ＥＥ％）和载药量（ＬＣ％）的测定

将制备所得的载胰岛素纳米粒溶液在 ４℃，
１２０００×ｇ条件下离心３０ｍｉｎ后收集上清液，用去离
子水洗涤沉淀２～３次，将洗涤液合并至上清液记录
体积，取２ｍＬ上清液于２５ｍＬ离心管中，１００００×
ｇ，４℃，离心８ｍｉｎ，取上清液为待测样品溶液，采用
ＢＣＡ法测定上清中胰岛素含量，再根据下式计算聚
合物载胰岛素纳米粒的包封率和载药量，平行测定

３次。
２４　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面法优化处方

通过前期的单因素考察，选取了胰岛素与聚

合物的投料比（Ｘ１），油相与外水相的体积比
（Ｘ２），乳化剂 Ｆ６８的浓度（Ｘ３）作为考察指标，包
封率（Ｙ１，ＥＥ％）和载药量（Ｙ２，ＬＣ％）作为评价指
标，设计因素水平进行安排（表２），实验设计与结
果见表３。
２４１　模型拟合、方差分析与显著性检验　采用Ｄｅ
ｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０６统计软件对表４实验数据进行二次
多项式方程拟合，得到回归方程：Ｙ１＝８０４１＋１１４Ｘ１－
７３３Ｘ２＋０３９Ｘ３＋１７８Ｘ１Ｘ２＋５５４Ｘ１Ｘ３－５６３Ｘ２Ｘ３－
１７２Ｘ１

２－００４４Ｘ２
２－１７８Ｘ３

２（ｒ２＝０９５２１）（１）；Ｙ２＝
１０７１＋３１７Ｘ１－０９１Ｘ２－０１２Ｘ３＋０１０Ｘ１Ｘ２＋０７３Ｘ１
Ｘ３－０８２Ｘ２Ｘ３－００９１Ｘ１

２＋０２４Ｘ２
２（ｒ２＝０９６９８）（２）。

两个拟合方程的ｒ２分别为０９５２１和０９６９８，两模
型均具有高度显著性（Ｐ＜００１），失拟差相对于纯
误差而言均不显著（Ｐ＞００５），说明拟合程度良好，
该模型可以用于海藻酸钠 ｍＰＥＧｂＰＬＧＡ纳米粒的
处方 优 化 的 分 析 和 预 测［１５１７］。从 表 ５，６的
　　　　
表２　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面法的因素水平表
Ｔａｂ２　ＬｅｖｅｌｓｏｆｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｖａｒｉａｂｌｅｓｏｆＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎｒｅ
ｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄ

Ｆａｃｔｏｒ　　　　
Ｌｅｖｅｌ

－１ ０ ＋１

Ｘ１：ｔｈｅｍａｓｓｒａｔｉｏｏｆｉｎｓｕｌｉｎｔｏｐｏｌｙｍｅｒ（％） １０％ １５％ ２０％

Ｘ２：ｔｈｅｖｏｌｕｍｅｒａｔｉｏｏｆｏｉｌｐｈａｓｅｔｏｅｘｔｅｒｎａｌｗａｔｅｒ １∶２ １∶４ １∶６

Ｘ３：ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｅｍｕｌｓｉｆｉｅｒＦ６８（％） １％ ２％ ３％

表３　ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面法的实验设计与结果
Ｔａｂ３　ＤｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅ
ｍｅｔｈｏｄ

Ｎｏ Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ Ｙ１（ＥＥ％） Ｙ２（ＬＣ％）

１ １５％ １∶２ １％ ７８８７ １０９２

２ ２０％ １∶４ １％ ７０６６ １２９７

３ １５％ １∶４ ２％ ８２９４ １１６５

４ １０％ １∶４ １％ ８２７７ ８８４

５ １０％ １∶４ ３％ ７２０９ ６８３

６ １５％ １∶４ ２％ ７９２６ １１０１

７ １０％ １∶６ ２％ ６５９３ ６２４

８ １５％ １∶４ ２％ ７９６１ １０２５

９ １５％ １∶６ ３％ ６７０４ ９３６

１０ ２０％ １∶２ ２％ ８７８１ １５２９

１１ ２０％ １∶４ ３％ ８２１３ １３８７

１２ １５％ １∶４ ２％ ７９５４ １０２５

１３ １５％ １∶４ ２％ ８０７０ １０４０

１４ １５％ １∶２ ３％ ９１３１ １２６５

１５ １５％ １∶６ １％ ７７１１ １０９０

１６ ２０％ １∶２ １％ ７５０６ １３５２

１７ １０％ １∶４ １％ ８５７９ ８４１

显著性检验分析可知，模型（１）Ｘ２，Ｘ１Ｘ３，Ｘ２Ｘ３极显
著（Ｐ＜００１），其他项不显著；模型（２）中 Ｘ１，Ｘ２极
显著（Ｐ＜００１），Ｘ２Ｘ３显著，其他项不显著。
２４２　响应面优化和预测　根据拟合的二次多项
式方程式，应用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０６统计软件绘制
各因素Ｘ１，Ｘ２，Ｘ３对响应指标包封率（Ｙ１）和载药量
（Ｙ２）的三维响应面图（图４）。根据 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响
应面试验设计结果，得到预测的最优处方为：胰岛素

与聚合物投料比（Ｘ１）为１４６７％，外水相与油相的
体积比（Ｘ２）为 ３３２∶１，乳化剂 Ｆ６８浓度（Ｘ３）为
２０１％，预测包封率为 ８２８８４４％、载药量为
１０８４３７％。
２４３　最优工艺条件与验证　根据最优处方条件，
制备３批纳米粒，测定包封率，载药量和粒径大小，
通过实际测量平均值与模型预测值进行比较，并计

算偏差，结果见表７，各项指标实测值与预测值之间
偏差均小于 ５％，说明最佳处方条件可靠，预测性
较好［１５１７］。

２５　纳米粒粒径与Ｚｅｔａ电位的测定
取１ｍＬ载胰岛素纳米粒溶液，加９ｍＬ去离子水

稀释使其均匀分散，采用动态光散射激光粒度和Ｚｅｔａ
电位分析仪对制备所得的载胰岛素纳米粒进行表征，

测定其粒径大小、粒径分布及Ｚｅｔａ电位，测定温度为
２５℃。结果见图５，载胰岛素海藻酸钠 ｍＰＥＧｂＰＬ
ＧＡ纳米粒的粒径大小为（２７１８０±３５０）ｎｍ，
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　　　　　表５　包封率（Ｙ１）二次回归模型系数的显著性检验
Ｔａｂ５　Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｔｅｓｔｏｆｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｑｕａｄｒａｔｉｃｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｍｏｄｅｌｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

Ｆａｃｔｏｒ　　　 Ｓｕｍｏｆｓｑｕａｒｅｓ ｄｆ Ｍｅａｎｓｑｕａｒｅ Ｆｖａｌｕｅ Ｐｖａｌｕｅ

Ｍｏｄｅｌ ７３０５９ ９ ８１１８ １５４６ ００００８ Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

Ｘ１ １０３３ １ １０３３ １９７ ０２０３６

Ｘ２ ４２９５８ １ ４２９５８ ８１７９ ＜００００１

Ｘ３ １２４ １ １２４ ０２４ ０６４１４

Ｘ１Ｘ２ １２６３ １ １２６３ ２４１ ０１６４９

Ｘ１Ｘ３ １２２６３ １ １２２６３ ２３３５ ０００１９

Ｘ２Ｘ３ １２６７４ １ １２６７４ ２４１３ ０００１７

Ｘ１２ １２３９ １ １２３９ ２３６ ０１６８５

Ｘ２２ ００１ １ ００１ ０００ ０９６９４

Ｘ３２ １３３８ １ １３３８ ２５５ ０１５４５

Ｒｅｓｉｄｕａｌ ３６７７ ７ ５２５

Ｌａｃｋｏｆｆｉｔ ２７５４ ３ ９１８ ３９８ ０１０７６ Ｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

Ｐｕｒｅｅｒｒｏｒ ９２２ ４ ２３１

Ｃｏｒｔｏｔａｌ ７６７３５ １６

表６　载药量（Ｙ２）二次回归模型系数的显著性检验
Ｔａｂ６　Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｔｅｓｔｏｆｌｏａｄｉｎｇｃａｐａｃｉｔｙｑｕａｄｒａｔｉｃｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｍｏｄｅｌｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

Ｆａｃｔｏｒ　　　 Ｓｕｍｏｆｓｑｕａｒｅｓ ｄｆ Ｍｅａｎｓｑｕａｒｅ Ｆｖａｌｕｅ Ｐｖａｌｕｅ

Ｍｏｄｅｌ ９２０６ ９ １０２３ ２４９９ ００００２ Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

Ｘ１ ８０２９ １ ８０２９ １９６１６ ＜００００１

Ｘ２ ６５６ １ ６５６ １６０４ ０００５２

Ｘ３ ０１１ １ ０１１ ０２６ ０６２４６

Ｘ１Ｘ２ ００４ １ ００４ ０１０ ０７６００

Ｘ１Ｘ３ ２１１ １ ２１１ ５１６ ００５７３

Ｘ２Ｘ３ ２６７ １ ２６７ ６５３ ００３７８

Ｘ１２ ００３ １ ００３ ００８ ０７７９５

Ｘ２２ ０２５ １ ０２５ ０６１ ０４６１６

Ｘ３２ ０００ １ ０００ ０００ ０９８８７

Ｒｅｓｉｄｕａｌ ２８７ ７ ０４１

Ｌａｃｋｏｆｆｉｔ １３８ ３ ０４６ １２４ ０４０４２ Ｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

Ｐｕｒｅｅｒｒｏｒ １４８ ４ ０３７

Ｃｏｒｔｏｔａｌ ９４９２ １６

Ｚｅｔａ电位为（－５４２７±２７５）ｍＶ，分散系数为
０１０３，表明具有良好的分散性。Ｚｅｔａ电位值绝对值
大于３０ｍＶ，纳米粒子间的静电斥力强，表明具有良
好的稳定性。

２６　纳米粒形态表征
采用透射电子显微镜（ＴＥＭ）观察载胰岛素纳

米粒分散在去离子水中的大小和形态。取适量待测

纳米粒溶液，充分稀释使其均匀分散，滴于碳膜铜网

上，停留２ｍｉｎ，用滤纸吸去多余的溶液，滴加２％磷
钨酸溶液负染３０ｓ，室温下干燥，在透射电镜下观察

粒径大小和形态，拍照。

纳米粒在去离子水溶液中分散均一，呈球形

形态，结构完整（图６）。在 ＴＥＭ观测的粒径大小
比 ＤＬＳ所测得的数值小，其原因是动态光散射是
以微小粒子悬浮在液体中进行的布朗运动所产生

的光散射为原理，测得的值是粒子的水合直径；而

ＴＥＭ的测试原理则是基于电子束中的电子与干燥
样品中的原子发生碰撞，从而产生立体角散射，所

测得的是纳米粒的干态尺寸，因此二者所得的结

果略有差异。
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图４　考察因素对包封率（Ｙ１）和载药量（Ｙ２）影响的三维响应面图
Ｆｉｇ４　３Ｄｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｓｏｆｔｈｅｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｏｎｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ（Ｙ１）ａｎｄｌｏａｄｉｎｇｃａｐａｃｉｔｙ（Ｙ２）

表７　优化处方的模型值和预测值
Ｔａｂ７　Ｔｈｅｐｒｅｄｉｃｔｅｄａｎｄｏｂｓｅｒｖｅｄｖａｌｕｅｓｏｆｏｐｔｉｍｉｚｅｄｆｏｒｍｕ
ｌａｔｉｏｎ

Ｉｎｄｅｘ Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｖａｌｕｅ Ｏｂｓｅｒｖｅｄｖａｌｕｅ（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ） Ｅｒｒｏｒ／％

ＥＥ（％） ８２８８ ８３６１±０３８ ０８８
ＬＣ（％） １０８４ １０９０±０２３ ０５５

２７　纳米粒体外释放性质考察
精密称取载胰岛素纳米粒冻干粉２０ｍｇ，溶解

于５ｍＬ００１ｍｏｌ·Ｌ－１的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ，ｐＨ
７４）中，将纳米粒混悬液加入透析袋（截留相对分
子质量３００００）中，用封口夹密封好，浸泡在４５ｍＬ
ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ７４）溶出介质中，置于（３７±１）℃
恒温水浴摇床中，转速为１００ｒ·ｍｉｎ－１。按设定的
时间点即０、１、２、３、４、５、６、１０、２４、３０、４０ｈ取出０５
ｍＬ样品后，补充等温等量与释放介质相同的新鲜介

质。样品在 ４℃离心机中，８０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ３
ｍｉｎ，取出上清液，ＢＣＡ法测定样品溶液中胰岛素含
量，计算各预设时间点内的药物累计释放率。每个

样品平行操作３次，以释放时间为横坐标，以累积释
放率的平均值为纵坐标，绘制体外累计释放曲线。

为了考察处方优化后所制备的海藻酸钠

ｍＰＥＧｂＰＬＧＡ纳米粒的体外释放性能，选取了正常
生理环境下，即ｐＨ７４磷酸缓冲溶液（ＰＢＳ）为释放
介质，进行体外释放实验。对比可知，前５ｈ为快速
释放期，胰岛素溶液组的累积释放量达到了

８２１４％，而载胰岛素纳米粒组的累积释放量为
４８４２％，载药纳米粒组的药物突释量明显低于胰岛
素溶液组（图７）。随后５～１０ｈ，载药纳米粒组的累
积释放量趋于稳定，平缓释药，在４０ｈ内累积释放
率达到 ７０７７％。海藻酸钠 ｍＰＥＧｂＰＬＧＡ纳米粒
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组中胰岛素的释放速度显著慢于胰岛素溶液组，且

释放时间更长，表明所制备的纳米粒具有良好的稳

定性和长效缓释作用。

图５　海藻酸钠 ｍＰＥＧｂＰＬＧＡ纳米粒的粒径分布（Ａ）和

Ｚｅｔａ电位（Ｂ）图
Ｆｉｇ５　Ｓｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ（Ａ）ａｎｄＺｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌ（Ｂ）ｏｆａｌｇｉｎａｔｅ

ｃｏａｔｅｄｍＰＥＧｂＰＬＧＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

图６　载胰岛素海藻酸钠ｍＰＥＧｂＰＬＧＡ纳米粒透射电子显
微镜图

Ｆｉｇ６　Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（ＴＥＭ）ｉｍａｇｅｏｆａｌｇｉ
ｎａｔｅｃｏａｔｅｄｍＰＥＧｂＰＬＧＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

图７　载胰岛素海藻酸钠ｍＰＥＧｂＰＬＧＡ纳米粒的体外累积
释放率．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

Ｆｉｇ７　Ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｒｅｌｅａｓｅｒａｔｅｏｆｉｎｓｕｌｉｎｏｆｉｎｓｕｌｉｎｌｏａｄｅｄａｌ
ｇｉｎａｔｅｍＰＥＧｂＰＬＧＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｎｖｉｔｒｏ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

选取了零级动力学模型、一级动力学模型、

Ｈｉｇｕｃｈｉ模型等７种体外释放模型，对载胰岛素海
藻酸钠 ｍＰＥＧｂＰＬＧＡ纳米粒的体外释放数据进
行拟合，结果见表８。以各拟合方程的相关系数 ｒ
值（越接近１越好）、ＡＩＣ值（越小越好）及最大相
对偏差（越小越好）为参数选取最佳释药模型，并

根据最佳曲线拟合模型结果对体外释放性能进

行初步分析。

ＡＩＣ是由日本统计学家 Ａｋａｉｋｅ定义的一种判
别方法，用来衡量统计模型拟合的优良性。其计算

公式为：

ＡＩＣ＝ＮｌｎＲｅ＋２Ｐ
其中，Ｎ为实验数据的个数，本实验取１０。Ｐ为

模型参数的个数，本实验取２。Ｒｅ是权重残差平方
和，其计算公式为：

Ｒｅ＝∑Ｗｉ（Ｑ实测 －Ｑ拟合）
２

Ｗｉ是权重系数，本研究取１。ＡＩＣ值愈小，该模
型拟合效果愈好。

表８　载胰岛素海藻酸钠ｍＰＥＧｂＰＬＧＡ纳米粒在中性介质

中的释放模型拟合方程

Ｔａｂ８　Ｔｈｅｆｉｔｔｉｎｇｅｑｕａｔｉｏｎｓｏｆｉｎｓｕｌｉｎｒｅｌｅａｓｅｆｒｏｍｉｎｓｕｌｉｎ

ｌｏａｄｅｄａｌｇｉｎａｔｅｃｏａｔｅｄｍＰＥＧｂＰＬＧＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｎｎｅｕｔｒａｌ

ｍｅｄｉｕｍ

Ｍｏｄｅｌ　　　 Ｆｉｔｔｉｎｇｅｑｕａｔｉｏｎｓ　　 ｒ Ｒｅ ＡＩＣ

Ｚｅｒｏｏｒｄｅｒ Ｑｔ＝００１０６ｔ＋０２８８２ ０７４９３ ０１６１４－１４２４

Ｆｉｒｓｔｏｒｄｅｒ Ｌｎ（１－Ｑｔ）＝－００１９８ｔ－０３４２８ ０８４６３ ０１４５９－１５２４

Ｈｉｇｕｃｈｉ Ｑｔ＝００８５３ｔ１／２＋０８４３５ ０８８０３ ００８３０－２０８８

Ｎｉｅｂｅｒｇｕｌｌ （１－Ｑｔ）１／２＝－０００７２ｔ＋０８４３５ ０８０４７ ００５２４－２５４９

Ｗｅｉｂｕｌｌ Ｌｎｌｎ［１／１－Ｑｔ］＝０３８３７ｌｎｔ－１３０８４ ０９０６３ ００３１９－２６９９

ＲｉｇｅｒＰｅｐｐａｓ ｌｎＱｔ＝０２９１５ｌｎｔ－１４２５ ０８８１９ ００４１１－２４７３

ＨｉｘｃｏｎＣｒｏｗｅｌｌ （１－Ｑｔ）１／３＝０００５２ｔ＋０８９２４ ０８１９４ ０１５０１－１４９７

体外释放动力学拟合结果表明，海藻酸钠

ｍＰＥＧｂＰＬＧＡ纳米粒在ｐＨ７４生理环境下中的释
放性能与Ｗｅｉｂｕｌｌ模型的拟合度最高，其相关系数 ｒ
为０９０６３（图８），相对偏差值Ｒｅ最小，ＡＩＣ值最小，
因此Ｗｅｉｂｕｌｌ模型为载药纳米粒的最佳体外释药模
型。Ｗｅｉｂｕｌｌ模型是药物制剂体外溶出数据处理常
用的一种处理方式，与药物体外释放曲线有较高的

拟合度，任何体内外溶出数据，一般都能用此法处

理。海藻酸钠ｍＰＥＧｂＰＬＧＡ纳米粒在ｐＨ７４释放
介质中的的释药行存在溶出迟缓，符合理想缓释制

剂在释药初期药物释放较快，后期持续平缓释放的

特点［１８２０］。
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图８　载胰岛素海藻酸钠ｍＰＥＧｂＰＬＧＡ纳米粒在中性介质
（ｐＨ７４）的体外释放Ｗｅｉｂｕｌｌ模型拟合曲线
Ｆｉｇ８　ＴｈｅｆｉｔｔｉｎｇｃｕｒｖｅｓｏｆＷｅｉｂｕｌｌｍｏｄｅｌｏｆｉｎｓｕｌｉｎｒｅｌｅａｓｅ
ｆｒｏｍｉｎｓｕｌｉｎｌｏａｄｅｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｎｎｅｕｔｒａｌｍｅｄｉｕｍ（ｐＨ７４）

３　讨　论
本实验通过引入亲水性的甲氧基封端的聚乙二

醇，合成了两亲性共聚物 ｍＰＥＧｂＰＬＧＡ，作为纳米
粒基质材料，提高对水溶性蛋白类的药物的载药量，

并通过加入海藻酸钠，提高所制备纳米粒的生物相

容性和稳定性，是一种稳定良好的缓释载体。采用

双乳剂溶剂挥发法，制备了海藻酸钠 ｍＰＥＧｂＰＬ
ＧＡ纳米粒，旨在用于胰岛素或蛋白类药物的给药
呈递。由于胰岛素蛋白类药物的敏感性，容易受到

ｐＨ环境、温度以及有机溶剂等影响而失活。选取了
超声探头作为乳化的方法，超声时间越长，分散越均

匀，纳米粒粒径越小，但所产生的热量越多，有可能

导致胰岛素失活。此外，纳米粒属于热力学不稳定

体系，有自发聚结的特性趋势，超声的频率时长均可

能会纳米粒碰撞聚结而粒径增大。因此通过前期预

实验，对制备工艺进行了考察，如超声时间、间隔时

间、超声频率等。并通过冰浴辅助散热，确定了纳米

粒的制备工艺，进行下一步的处方优化。

ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面法用于制剂工艺的优化和
筛选，具有实验次数少、精密度高、预测性好等优点。

与常用的正交设计法、星点效应面法相比，能够更直

观的反映出各因素的影响作用，适用于因素、水平较

多的线性或非线性拟合方程的处方工艺优化。包封

量反映了药物与纳米基质材料的相容性，载药量则

反映了通过纳米载体进入体内的药物量［２１２２］。通

过预实验对超声乳化条件进行了确定，制备所得的

纳米粒粒径大小均在２００～３００ｎｍ内，较为稳定，因
此未选择粒径作为评价指标。考察了影响纳米粒包

封率和载药量的各种因素，并筛选出了３个影响明
显的因素，进一步通过 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面法考察，
进行处方优化。胰岛素投入量越大，载药量越大，但

随着投药量的增大，离心后上清液测得的游离胰岛

素量也随之增大，药物的损失量增大。因此考察胰

岛素与聚合物的投料比，可以保证胰岛素和聚合物

投入量的经济合理利用，达到最佳的包封率和载药

量，保证药物的充分吸收并发挥药效。油相与外水

相的体积比，决定了微粒在外水相中分散的范围以

及运动碰撞的次数。同时，油相与外水相的体积比

改变，也是海藻酸钠修饰量的改变，有机相聚合物浓

度为２０ｍｇ·ｍＬ－１，外水相海藻酸钠浓度为５０ｍｇ·
ｍＬ－１，即影响因素 Ｘ２：油相／外水相中３个水平１∶
２，１∶４和１∶６分别对应外水相中海藻酸钠修饰量为
５００，１０００和１５００ｍｇ。显著性检验分析结果表明，
模型（１）与模型（２）中，因素 Ｘ２均极显著，可以优选
出海藻酸钠的最佳用量。海藻酸钠的羧基

（ＣＯＯＨ－）使纳米粒表面带有负电荷，粒子间同种电
荷的相互斥力，可以避免纳米粒的团聚，从而起到稳

定作用。海藻酸钠浓度过低，不能完全覆膜于纳米

粒表面发挥修饰优化纳米粒的作用；浓度过高，则所

配置的海藻酸钠溶液黏度过高，并且难以溶解，从而

影响制备时的超声乳化效果，因此本实验考察并优

化了油相与外水相的作用因素。为了保证乳化后的

纳米粒溶液能均匀稳定的分散，因此加入乳化剂

Ｆ６８稀释纳米乳剂，保持油水界面张力稳定性。因此
稀释溶液乳化剂Ｆ６８的浓度为影响纳米粒的形态及
分散稳定性的一个主要因素。浓度过低，使得油水界

面总表面积降低，制备所得纳米粒比表面积降低，粒

径增大。浓度过高，乳化剂Ｆ６８溶液的黏度增大，纳
米粒容易发生团聚，从而影响纳米粒的分散性。

本实验根据ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面法预测的最优
处方，成功制备了载胰岛素海藻酸钠 ｍＰＥＧｂＰＬＧＡ
纳米粒，经验证具有较好的包封率和载药量，纳米粒

表征显示具有良好的分散性和稳定性，且粒径大小

适宜，形态均一圆整，表明 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面法有
效、可行，建立的模型具有良好的预测性。体外释放

性试验结果表明，处方优化后制备所得的载胰岛素

海藻酸钠 ｍＰＥＧｂＰＬＧＡ纳米粒，具有良好的稳定
性，缓释效果，有望作为理想的胰岛素及蛋白类药物

缓释载体。
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ｒｉｎｇｏｐｉｃｒｏｓｉｄｅａｎｄｈｙｄｒｏｘｙｔｙｒｏｓｏｌ［Ｊ］．ＣｈｉｎＴｒａｄｉｔＰａｔＭｅｄ（中
成药），２０１７，３９（１２）：２５０８２５１２．

［２２］　ＺＡＮＧＪＮ，ＨＵＹＱ，ＺＡＮＧＪＷ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｏｒａｌ
ｓｅｌｆｍｉｃｒｏｗｍｕｌｓｉｏｎｂｙｅｆｆｅｃｔｉｖｅｍｅｔｈｏｄｏｆＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎｒｅｓｐｏｎｓｅ
ｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄ［Ｊ］．ＷｅｓｔＣｈｉｎａＪＰｈａｒｍＳｃｉ（华西药学杂志），
２０１８，３３（４）：３５９３６３．

（收稿日期：２０１９０３０４）

·８９５１· ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０１９Ｏｃｔｏｂｅｒ，Ｖｏｌ５４Ｎｏ１９　　　　　　　　　　　 中国药学杂志２０１９年１０月第５４卷第１９期
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