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摘要：目的 制备叶酸（FA）修饰的槐属二氢黄酮 G（SFG）壳聚糖（CTS）纳米给药系统，以期实现其靶向、缓释

作用效果。方法 采用离子交联法制备 FA-SFG-CTS 纳米粒，以 Design-Expert 8.0 软件进行星点设计，考察

三聚磷酸钠（TPP）与 CTS 质量比、SFG 用量等因素对包封率和载药量的影响。采用冷冻干燥工艺制备冻干粉，

从粒径、电位、包封率、体外释药等对复溶后的纳米粒进行表征。结果 最优处方投药量为 4.70 mg，TPP
与 CTS 质量比为 0.1，TPP 体积为 4.0 mL（浓度为 2.0 mg·mL-1），CTS 浓度为 2.0 mg·mL-1，叶酸 8.0 mL（浓度为

1.0 mg·mL-1）。纳米粒平均粒径为（169.03±1.89）nm，分散系数（PDI）为（0.18±0.01），Zeta 电位为（-35.2±
0.99）mV，包封率为（68.74±1.35）%，载药量为（8.25±0.16）%。以 4%的甘露醇为冻干保护剂，在-40 ℃下预冻

8 h，-10 ℃下升华干燥 25 h，25 ℃下解吸干燥 5 h，即得冻干制剂。FA-SFG-CTS 纳米粒复溶后粒径为

（177.70±2.11）nm，PDI 为（0.20±0.02），Zeta 电位为（-34.9±1.16）mV，包封率为（67.34±1.41）%，载药量为

（7.82±0.18）%。体外释放结果表明，SFG 原料药 6 h 基本释放完全，平均累积释放率达到 98.34%；FA-SFG-
CTS 纳米粒 6 h 平均累计释放率达到 71.34%，36 h 累积释放率达到 88.94%。结论 星点效应面法用于 FA-
SFG-CTS 纳米粒处方优化适用性好，优化后的 FA-SFG-CTS 纳米粒处方粒径适宜，包封率高，缓释效果显著。
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Study on Sophoraflavonone G Chitosan Nanoparticles Modified by Folic Acid
YANG Zhixin1， ZHANG Lifen1， XING Xiwang2， TANG Haixia1， LIU Jiajia1， WANG Yanhong1（College of
Pharmacy，Heilongjiang University of Chinese Medicine，Harbin 150040 Heilongjiang，China；2. Tianjin Kelun
Pharmaceutical Research Co.，Ltd，Tianjin 300457，China）
Abstract：Objective The preparation of folic acid（FA）-modified locust Sophoraflavonone G（SFG）chitosan（CTS）
nano drug delivery system is expected to achieve the targeted and sustained release effects. Methods FA-SFG-CTS
nanoparticles were prepared by ion crosslinking method， and Design- Expert 8.0 software with central composite
design and response surface methodology was used to design experioments for investigating the effects of mass ratio of
sodium tripolyphosphate（TPP） and chitosan， SFG dosage， and other factors on the encapsulation rate and drug
loading. Freeze-drying process was used to prepare the lyophilized powder，and the re-dissolved nanoparticles were
characterized from the aspects of particle size， electric potential， encapsulation rate and in vitro drug release.
Results The optimal dosage was 4.70 mg，the mass ratio of TPP to CTS was 0.1，the volume of TPP was 4.0 mL
（with a concentration of 2.0 mg·mL-1），the concentration of CTS was 2.0 mg·mL-1，and the volume of folic acid was
8.0 mL（concentration 1.0 mg·mL-1）. The average particle size of the nanoparticles was（169.03±1.89）nm，PDI was
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（0.18±0.01），Zeta potential was（-35.2±0.99）mV， the encapsulation rate was（68.74±1.35）%，and the drug
loading was（8.25±0.16）%. The lyophilized preparation was obtained by using 4% mannitol as the protective agent，
pre-freezing for 8 h at -40 ℃，sublimation drying at -10 ℃ for 25 h，and final desorption drying at 25 ℃ for 5 h.
After FA-SFG-CTS redissolved，the particle diameter was（177.70±2.11）nm，PDI was（0.20±0.02），Zeta potential
was（-34.9±1.16）mV， the encapsulation rate was（67.34±1.41）%，and the drug loading was（7.82±0.18）%. In
vitro release results showed that SFG was almost released completely after 6 h，and the average cumulative release
rate reached 98.34%. The average cumulative release rate of FA-SFG-CTS reached 71.34% at 6 h and 88.94% at 36 h.
Conclusion The central composite design and response surface methodology has good applicability in the
optimization of FA-SFG-CTS prescription. The optimized FA-SFG-CTS prescription has appropriate particle size，
high encapsulation rate and significant sustained release effect.
Keywords： Sophoraflavanone G； folic acid； chitosan； nanoparticles； central composite design and response
surface methodology

肝癌属恶性肿瘤，手术切除效果差且复发率高，

化疗等综合治疗效果不明显，发病率逐年提高 [1-2]，

寻找精准打击癌细胞且低毒副作用的药物，尤其是

天然植物提取分离的有效成分成为研究热点。槐属

二氢黄酮 G（Sophoraflavanone G，SFG）是临床常用中

药苦参（Sophora flavescens Ait.）根中的黄酮类成分，

为 A 环 C-8 位连有薰衣草烷基的异戊烯二氢黄

酮[3-4]，药理研究[5-8]表明 SFG 对多种肿瘤细胞均有良

好的抑制作用，尤其是人肝癌 HepG2 细胞，其半抑

制浓度为 13.3 μmol·L-1，可通过抑制细胞分化和促

进凋亡发挥作用。然而，本课题组前期研究 [9]发现

SFG 体内肝靶向较差。

壳聚糖［α（1-4）2-氨基 2-去氧 β-D 葡萄糖］为天

然的碱性多糖，生物相容性和生物降解性均优良[10]。

壳聚糖制成载药纳米粒后，一方面延缓药物释放，

另一方面更有助于肝选择性吞噬[11-15]。肝肿瘤细胞表

面叶酸受体处于高表达状态，提示结合叶酸的载体

可更有效地通过受体介导内吞被细胞吸收到达细胞

核[16-17]。基于此，本实验在制备 SFG 壳聚糖纳米粒的

基础上进行叶酸修饰，并进一步表征其理化性质。

1 仪器与材料
Waters 2996-2695 高效液相色谱仪系统，美国

Waters 公司；色谱柱：DIKMA C18（250 mm×4.6mm，

5 μm），美国迪马公司；TGL-16C 台式离心机，上海

安亭科学仪器厂；DF-101Z 集热式恒温加热磁力搅

拌器，郑州长城科工贸有限公司；Nano-ZS90 型

Zetasizer 粒径分析仪，英国马尔文仪器有限公司。槐

属二氢黄酮 G（SFG）对照品（自制，质量分数≥98%，

批号：20190526）；SFG 原料药（自制，质量分数≥
95%，批号： 20190411）；叶酸（FA，质量分数≥
99.8％，上海源叶生物科技有限公司，批号：

T26M8Y36848）；壳聚糖（脱乙酰度≥95％，上海博奥

生物技术有限公司，批号：20190323）；三聚磷酸钠

（TPP， 国 药 集 团 化 学 试 剂 有 限 公 司 ， 批 号 ：

20190706）；甲醇（色谱纯，美国迪马公司，批号：

R141306）。
2 方法与结果
2.1 叶酸修饰的槐属二氢黄酮 G 壳聚糖（FA-SFG-
CTS）纳米粒的制备方法 在 55 ℃水浴、1 000 r·min-1

的条件下，精密称取 23.50 mg 槐属二氢黄酮 G（SFG）
加入到 200.0 mL 壳聚糖（CTS）醋酸溶液中（浓度为

2.0 mg·mL-1，1%醋酸溶液），然后以每秒 1 滴的速度

滴加 40.0 mL 叶酸（FA）溶液（1.0 mg·mL-1），最后以

相同速度滴加 20.0 mL 的三聚磷酸钠（TPP）溶液

（2.0 mg·mL-1），继续搅拌一段时间，得带有淡蓝色

乳光的 FA-SFG-CTS 纳米粒溶液。空白纳米粒不加

SFG，以同样方法制得。

取反应产物使用溴化钾压片法对其进行红外谱图

的扫描，结果见图 1。叶酸修饰的壳聚糖纳米粒中

1 633 cm-1处是叶酸上的羧基与壳聚糖上氨基反应生

成的酰胺键的特征峰，1 082 cm-1处是壳聚糖上六元

单氧环的吸收峰，1 554 cm-1处是叶酸上苯环骨架伸

缩振动的吸收，1 281 cm-1处是三聚磷酸钠上 P=O 伸

缩振动的吸收；叶酸偶联壳聚糖载药纳米粒中

1 083 cm-1 处是壳聚糖上六元单氧环的吸收峰，

1 598 cm-1、1 602 cm-1等处是叶酸上苯环骨架伸缩振
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动的吸收，1 280 cm-1处是三聚磷酸钠上 P=O 伸缩振

动的吸收，1 643 cm-1是槐属二氢黄酮 G 上羰基的吸

收，表明 FA 成功对壳聚糖载药纳米粒进行了修饰。

4 000 3 500 3 000 2 500 2 000 1 500 1 000 500
波数/cm-1

a

b

1 633
1 643

1 281
1 082

1 602
1 554

1 083

1 280
1 598

图 1 FA-SFG-CTS（a）、FA-CTS（b）红外谱图

Figure 1 The IR spectra of FA-SFG-CTS（a） and FA-CTS（b）
精密称取 FA 27.40 mg 溶于 100.00 mL 的稀氨水

中，得到浓度为 274.00 μg·mL-1 的 FA 母液，稀释

得 到 最 终 浓 度 为 2.74、 5.48、 10.96、 21.92、
27.40 μg·mL-1，以稀氨水作为空白溶液，使用紫外

可见分光光度计分别测定上述溶液在 260 nm 处的吸

光度，并以浓度（C）为横坐标，吸光度（A）为纵坐标

绘制标准工作曲线：A=0.050 1C+0.007 2，r=0.999 6；
表明 FA 在 2.74～27.40 μg·mL-1 范围内线性关系良

好。取一定量 FA-CTS 离心（5 000 r·min-1，30 min），
上清液用蒸馏水稀释，所有吸光度值以不含 FA 的

CTS 溶液为参比，经测定，在纳米粒中，FA∶CTS=
15∶1，即 1 分子 CTS 与 15 分子 FA 静电结合形成聚

电解质。公式如下： FA
CTS

= W总 -WFA
WCTS

。

式中 W 总为 FA-CTS 中 FA 总物质的量，WFA为上

清液中 FA 物质的量，WCTS为 FA-CTS 中 CTS 物质的

量。

2.2 HPLC 分析方法的建立

2.2.1 色谱条件 色谱柱为 Dikma C18（250 mm×
4.6 mm，5 μm）；流动相为甲醇-水（85∶15）；检测波

长为 294 nm；流速为 1 mL·min-1；柱温为 30 ℃；进

样量为 10 μL。
2.2.2 对照品溶液的配制 取 SFG 适量，精密称定为

11.34 mg，置 25 mL 量瓶中，甲醇溶解并定容至刻

度，摇匀，即得 453.60 μg·mL-1 的 SFG 对照品储备

液。精密吸取 SFG 对照品储备液 0.2、1.0、2.0、
3.0、4.0、5.0 mL 分别置于 100 mL 量瓶中，甲醇定

容后摇匀，即得浓度为 0.91、4.54、9.07、13.61、
18.14、22.68 μg·mL-1系列 SFG 对照品溶液。

2.2.3 供试品溶液的配制 精密量取 FA-SFG-CTS 纳

米粒溶液 1.0 mL 于 10 mL 容量瓶，甲醇定容后超声

10 min，使纳米粒中的 SFG 释出，用 0.22 μm 微孔

滤膜滤过，续滤液作为供试品溶液。

2.2.4 专属性考察 按照“2.2.1”项下色谱条件，以

HPLC 法测定空白纳米粒、SFG 对照品及样品溶液中

SFG 色谱图的出峰时间，结果见图 2。结果提示空白

纳米粒对 SFG 没有影响，说明本方法专属性良好。
A

B

C

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5
时间/min

图 2 空白纳米粒（A）、SFG 对照品（B）和 FA-SFG-CTS
纳米粒（C）的 HPLC色谱图

Figure 2 HPLC chromatograms of blank nanoparticle（A），SFG
standard（B），FA-SFG-CTS（C）
2.2.5 线性关系的考察 分别精密移取“2.2.2”项下

的 SFG 对照品系列溶液，HPLC 法检测，以峰面积为

纵坐标，浓度为横坐标，绘制 SFG 标准工作曲线，

回归方程为：Y=979.8X+59.52，r=0.999 7，表明 SFG
在 0.91～22.68 μg·mL-1范围内线性关系良好。

2.2.6 精密度试验 取 SFG 对照品溶液适量，按

“2.2.1”项下色谱条件，1 d 内测定 6 次及连续 6 d 每

天测定 1 次，记录峰面积并计算日内、日间精密

度。结果日内精密度的 RSD 为 0.27%，日间精密度

的 RSD 为 0.40%。

2.2.7 重复性试验 取同一批次的 FA-SFG-CTS 纳米

粒供试品 6 份，按“2.2.1”项下色谱条件进样测定

峰面积，计算得样品中 SFG 质量浓度的 RSD 为

1.16%。

2.2.8 稳定性试验 精密吸取同一供试品溶液于 0、
2、4、8、10、12 h 进样，按“2.2.1”项色谱条件测

定，记录 SFG 峰面积。结果峰面积的 RSD 为 0.78%，

表明供试品溶液在 12 h 内稳定。
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2.2.9 加样回收率试验 分别精密量取 1.0 mL 已知浓

度供试品溶液 6 份，分别置于 10 mL 容量瓶中，各

精密加入 1.0 mL 的 SFG（9.07 μg·mL-1）对照品溶液，

用甲醇定容至刻度，按“2.2.1”项下条件进行检

测，测定 SFG 含量，计算回收率。结果平均回收率

为 99.98%，RSD 为 0.95%。

2.3 包封率和载药量的测定 将在室温下用生理盐水

浸泡 24 h 后的 Sephadex G-50 装填于 1.5 cm×30 cm
凝胶柱，装填高度 18.0 cm，由柱上方加入 FA-SFG-
CTS 溶液 2.0 mL，洗脱液流速控制在 1.0 mL·min-1，

用 60.0 mL 生理盐水洗脱，经洗脱曲线考察：纳米粒

洗脱在 18~30 min，游离药物洗脱在 38~50 min，分

离完全。收集纳米粒部分，甲醇定容至 25 mL，超声

破乳，0.22 μm 滤膜滤过；另精密吸取 2.0 mL FA-
SFG-CTS 纳米粒溶液甲醇直接定容至 25 mL，超声

破乳，0.22 μm 滤膜滤过，以 HPLC 法测定两种样

品。包封率（%）=（W 包/W1）× 100%。载药量（%）=
（W包/W）× 100%。

W包为 FA-SFG-CTS 纳米粒通过 Sephadex G-50
柱的 SFG 的质量，W1为甲醇破乳后 SFG 的质量，W

为纳米粒的质量。

2.4 效应面法优化 FA-SFG-CTS 纳米粒处方

2.4.1 因素水平的确定 预实验采用单因素试验法。

以 40.0 mL CTS（浓度 2.0 mg·mL-1）溶液为底液，考察

了水浴温度、搅拌速度、SFG 用量、TPP 与 CTS 质

量比、FA 浓度及体积等因素对粒径、包封率等指标

的影响。

通过单因素考察得到最优条件：水浴温度为

55 ℃，搅拌速度 1 000 r·min-1，以每秒 1 滴的速度

滴加 FA 溶液和 TPP 溶液，FA 体积为 8.0 mL（为 CTS
体积的 20%），TPP 浓度为 2.0 mg·mL-1。研究发现对

包封率影响较大的 3 个因素为 SFG 用量、TPP 与

CTS 质量比和 FA 浓度。在此基础上进一步以包封率

（Y1）和载药量（Y2）为评价指标，以 SFG 用量（A）、

TPP 与 CTS 质量比（B）和 FA 浓度（C）为考察因素，

采用 Design-Expert 8.0 软件进行试验设计，各因素

水平见表 1，试验设计及结果见表 2。
2.4.2 数学模型拟合与分析 对 Y1、Y2模型进行回归

方差分析和显著性检验。Y1 模型的 F 值为 43.39，
P＜0.000 1，表明模型差异非常显著；模型的确定系

数（Radj2）值 为 0.952 6， 即 表 明 Y1 值 的 变 化 有

95.26%来源于 SFG 用量（A）、TPP 与 CTS 质量比（B）
和 FA 浓度（C）3 个自变量，方程的因变量与全体自

变量间具有显著的关系。从回归系数的显著性检验

可知 A、A2、B2、C2 项差异非常显著（P＜0.000 1），

AB、BC 项具有显著差异（P＜0.05），其他项不显

著，方程的失拟项 F 值为 3.69，P = 0.089 2＞0.05。
失拟项不显著，说明回归方程区域的拟合情况良

好，可用该回归模型代替实验真实点对实验结果进

行分析。利用 Design-Expert 实验软件对数据进行回

归分析，得二次多元回归模型为 Y1=68.31+15.60A+
0.06B + 2.23C- 11.80AB- 5.03AC- 10.80BC- 24.75A2-
25.60B2-15.03C2，r=0.987 4；Y2 模型的 F 值为 25.68，
P＜0.000 1，表明模型非常显著。模型的 Radj2 值为

0.921 2，即表明 Y2值的变化有 92.12%来源于此 3 个

因素。从回归系数的显著性检验可知 A2、B2、C2 项

差异非常显著（P＜0.000 1），A 项具有显著差异（P＜

0.05），其他项不显著，方程失拟项 F 值为 0.36，

表 1 星点设计的因素水平

Table 1 The factor levels and codes of CCD
因素

SFG 用量/mg
TPP/CTS
FA 浓度/（mg·mL-1）

水平

-1.682
3.5
0.06
0.50

-1
4.0
0.08
0.75

0
4.5
0.10
1.00

+1
5.0
0.12
1.25

+1.682
5.5
0.14
1.50

表 2 试验设计与结果（n=3）
Table 2 Experimental design and results（n=3）
序号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

A/mg
4.5
5.0
4.5
5.0
4.5
4.5
4.5
5.0
4.5
3.5
4.5
5.5
4.0
4.5
4.0
4.5
4.0
4.5
5.0
4.0

B
0.10
0.08
0.06
0.08
0.14
0.10
0.10
0.12
0.10
0.10
0.10
0.10
0.12
0.10
0.08
0.10
0.08
0.10
0.12
0.12

C/（mg·mL-1）

1.00
1.25
1.00
0.75
1.00
1.00
1.00
1.25
1.00
1.00
1.50
1.00
0.75
1.00
0.75
1.00
1.25
0.50
0.75
1.25

Y1/%
69.81
62.81
45.12
56.92
43.56
68.88
67.91
52.81
70.79
28.08
55.97
62.31
46.62
68.85
34.02
65.87
45.74
53.86
56.92
46.74

Y2/%
8.73
5.84
4.58
6.62
5.69
7.74
9.31
6.84
8.87
3.96
6.02
5.93
5.01
8.93
6.26
9.02
5.68
5.92
6.62
5.68

注：A：SFG 用量；B：TPP 与 CTS 质量比；C：FA 浓度；Y1：包封

率；Y2：载药量

·· 561



Traditional Chinese Drug Research & Clinical Pharmacology，2021 April，Vol. 32 No. 4
P = 0.856 4＞0.05。失拟项不显著，说明回归方程区

域的拟合情况良好。对实验数据进行回归分析，得

二次多元回归模型为 Y2=8.74+0.90A+0.25B-0.034C+
1.13AB- 0.32AC + 1.13BC- 3.87A2- 3.68B2- 2.85C2， r=
0.979 0。
2.4.3 效应面优化与预测 由回归模型处理得到 SFG
用量、TPP 与 CTS质量比、FA浓度交互作用对纳米粒

包封率及载药量影响的三维曲面图，见图 3 和图 4。

从响应面分析图上可以形象地看出各因素的相互

作用。预测的最佳处方工艺为 SFG 用量为 4.70 mg，
TPP 与 CTS 质量比为 0.1，FA 浓度为 1.00 mg·mL-1。

以此为最佳工艺进行验证试验，结果包封率和载药

量的实测值与预测值的相差较小，各项指标偏差均

小于 5%，说明模型拟合较好，可以成功地用于进行

预测。结果见表 3。

包
封

率
/%

包
封

率
/%

包
封

率
/%

B：TPP/CTS A：SFG 用量/mg C：FA 浓度

/（mg·mL-1）
A：SFG 用量/mg C：FA 浓度

/（mg·mL-1）
B：TPP/CTS

图 3 响应面包封率的三维响应曲面图

Figure 3 Response surface Y1 3D curved

载
药

量
/%

载
药

量
/%

载
药

量
/%

B：TPP/CTS A：SFG 用量/mg C：FA 浓度

/（mg·mL-1）
A：SFG 用量/mg C：FA 浓度

/（mg·mL-1）
B：TPP/CTS

图 4 响应面载药量的三维响应曲面图

Figure 4 Response surface Y2 3D curved

表 3 预测和观察响应的比较（x ± s；n=3）
Table 3 The comparison of the predicted and obserbed responses
（x ± s；n=3）
指标

包封率

载药量

预测值/%
70.40
8.77

测量值/%
69.26 ± 1.34
8.26 ± 0.14

RSD/%
2.36
2.07

2.4.4 纳米粒的表征 按照最优的处方条件制备 FA-
SFG-CTS 纳米粒，由图 5 可见 FA -SFG-CTS 纳米粒

溶液的外观为带有均匀的淡蓝色乳光。溶液粒径、

Zeta 电位等指标的结果见表 4。数据表明纳米粒的包

封率及载药量均较高；当纳米粒表面 Zeta 电位绝对

值大于 25 mV 时，由于静电力的排斥作用，纳米粒

可以以一种稳定的形态存在，不会发生聚集。数据

表明纳米粒 Zeta 电位为 -35.2 mV，绝对值大于

25 mV，粒子可以以稳定的形态存在；粒径为

169.03 nm，分散系数（PDI）为 0.19，表明此纳米粒分

散较好。Zeta 电位图和粒径分布见图 6、图 7。

图 5 纳米粒外观状态图

Figure 5 The appearance of nanoparticles
图 6 Zeta电位图（n=3）
Figure 6 Zeta potential

图 7 平均粒径分布（n=3）
Figure 7 Mean particle size distribution

300 000

200 000

100 000

0-100 0 100
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20
15
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表 4 FA-SFG-CTS纳米粒溶液的特征值（n=3）
Table 4 Results of FA-SFG-CTS solution determination（n=3）
指标

粒径/nm
分散系数

电位/mV
包封率/%
载药量/%

x ± s

169.03 ± 1.89
0.18 ± 0.01

-35.2 ± 0.99
68.74 ± 1.35
8.25 ± 0.16

RSD/%
2.74
4.21
3.93
2.41
2.38

2.4.5 稳定性考察 将 3 批 FA-SFG-CTS 纳米粒样品

于室温（25 ℃）、4 ℃及-4 ℃冰箱冷藏保存，分别于

0、1、3、7、15 d 取样，肉眼观察外观，并检测其

包封率，考察稳定性。FA-SFG-CTS 纳米粒在 15 d
内的外观、包封率变化结果见表 5。结果表明团聚的

倾向很小。

表 5 FA-SFG-CTS纳米粒在 15 d内的稳定性试验结果（n=3）
Table 5 Results of stability tests of FA-SFG-CTS within 15 days（n=3）
温度/℃
25
4
-4

0 d
外观

-
-
-

包封率/%
68.74
68.74
68.74

1 d
外观

-
-
-

包封率/%
68.28
68.69
68.72

3 d
外观

-
-
-

包封率/%
67.25
68.70
68.71

7 d
外观

±
-
-

包封率/%
67.09
68.46
68.67

15 d
外观

+
±
-

包封率/%
63.18
66.35
68.08

注：“-”表示不分层，无沉淀；“±”表示不分层，有少许絮凝，振摇后可复原；“+”表示分层，有不可逆沉淀

2.5 FA-SFG-CTS 纳米粒冻干工艺研究

2.5.1 冻干保护剂的选择 冻干保护剂的类型和用量

直接影响样品冻干效果，外观以可基本保持原液体

积、不塌陷、不结块者为佳；色泽以呈淡黄色、无

色差者为佳；再分散性以轻轻振摇后很快分散成带

乳光的溶液者为佳。各指标以 10 分制进行评分，评

分标准见表 6。本研究考察了 2%、4%、8%、10%的

葡萄糖、蔗糖、海藻糖和甘露醇的冻干效果。结果

表明，4%甘露醇冻干效果最好，见表 7。
表 6 指标评分标准

Table 6 Score standard of indexes
分值/分
0-2
3-5
6-8
9-10

外观

冲瓶、严重萎缩

塌陷、分层、结块

外观较好、离壁

外观饱满、体积不变

色泽

色差极其显著

色差显著

色差不显著

均匀无色差

再分散性/s
＞90
60-90
30-60
＜30

表 7 FA-SFG-CTS 纳米粒与不同冷冻保护剂的冻干结果

（n=3，分）

Table 7 Lyophilization result of FA- SFG- CTS with different
cryoprotectant（n=3，scores）

外观

色泽

再分散性

综合评价

葡萄糖/%
2
5
5
4

14

4
7
6
8

21

8
7
9
3

19

10
8
4
7

19

蔗糖/%
2
4
3
2
9

4
5
4
4

13

8
6
7
4

17

10
4
3
3

10

海藻糖/%
2
5
3
5

13

4
6
6
5

17

8
5
4
6

15

10
7
3
4

14

甘露醇/%
2
3
9
8

20

4
8
9

10
27

8
4
9
3

16

10
5
4
2

11

2.5.2 冻干工艺的建立 预试验对预冻温度、升华干

燥温度、解吸干燥温度及时间进行了冻干工艺考察。

以冻干品外观、再分散性为指标，最终确定冻干工

艺为：将 FA-SFG-CTS 纳米粒溶液与 4%甘露醇充分

溶解混匀后装入安瓿瓶中，在-40 ℃的温度下预冻

8 h，调节冻干机使其在 2 h 内处于真空状态并升温

至-10 ℃，保持 25 h；然后在 2 h 内将温度升至

25 ℃并维持 5 h 进行解吸干燥；最后压塞，出箱密

封，即得 FA-SFG-CTS 纳米粒冻干制剂。

2.5.3 冻干纳米粒的表征 在 FA-SFG-CTS 纳米粒溶

液中加入 4%甘露醇，按照冻干工艺进行冻干。由

图 8 可见冻干制剂外观色泽均匀，呈淡黄色，质地

疏松，表面平整。由图 9 可见纳米粒呈椭圆类球

形。测定复溶后的粒径、Zeta 电位等指标，结果见

表 8。与“2.4.4”项下的指标数值相比，复溶后的冻

干制剂的包封率与载药量虽有降低，但变化不显

著，表明冻干纳米粒没有漏药等情况；纳米粒的

Zeta 电位绝对值虽略有变小，但大于 25 mV，表明可

稳定存在；粒径虽略有变大，但分散系数几乎没有

变化。Zeta 电位图和粒径分布见图 10、图 11。
2.5.4 冻干纳米粒体外释放研究 精密称取 FA-SFG-
CTS 纳米粒冻干制剂 43.57 mg（相当于 SFG2.03 mg）

图 8 冻干制剂外观

Figure 8 The appearance of freeze-dried preparation
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溶于 20.0 mL 生理盐水分散，配制浓度相同的 SFG
溶液并精密吸取 20.0 mL，分别置于透析袋中。以

100.0 mL 的 PBS 溶液（pH=7.4）为溶出介质，温度为

（37± 0.5）℃，转速为 100 r ·min- 1，分别于 0.25、
0.5、 1、 2、 4、 6、 8、 12、 24、 36 h 取样品液

3 mL。并及时补充同体积的 PBS 溶液，经 0.22 μm
微孔滤膜滤过，续滤液按照“2.2.1”项下进行 HPLC
分析，计算累积释放率（Q）。Q（%）= (V0C1 + V∑

n = 1

t - 1
Ct)×100% 。

式中 Ct为每个时间点测量的释放介质中的药物浓度

（mg·mL-1），W 为投入药物的总重量（mg），V0是释放

介质的总体积（mL），V 是取样体积（mL）。累积释放

率曲线图见图 12。

图 12 FA-SFG-CTS纳米粒和 SFG的体外累积释药百分率

（n=3）
Figure 12 The cumulative drug release rate of FA- SFG-CTS
and SFG in vitro（n=3）

0 10 20 30 40
时间/h
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80
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/% FA-SFG-CTS
SFG

SFG 原药在介质中释放较快，1 h 累积释放率达

到（56.58±1.39）%，至 6 h 达到（98.34±0.95）%，已经

基本释放完全；FA-SFG-CTS 纳米粒在 1 h 累积释放

率为（33.69±1.71）%，6 h 达到（71.34±2.00）%，36 h
累积释放率达到（88.94±1.20）%，表明 FA-SFG-CTS
纳米粒有良好的缓释作用。

采用零级释药模型、一级释药模型、Higuchi 方
程模型和 Weibull 方程模型对 FA-SFG-CTS 纳米粒冻

干粉及原料药进行体外释放率的方程拟合，得到相

关模型方程，拟合优度以相关系数（r）进行判断。方

程拟合结果表明，FA-SFG-CTS 纳米粒冻干粉体外

释放与 Weibull 方程一致，SFG 原料药体外释放与一

级方程基本一致，见表 9。

表 8 FA-SFG-CTS纳米粒冻干制剂的特征值（n=3）
Table 8 The results of FA-SFG-CTS freeze-dried powder（n=3）
指标

粒径/nm
分散系数

电位/mV
包封率/%
载药量/%

x ± s

177.70 ± 2.11
0.20 ± 0.02

-34.9 ± 1.16
67.34 ± 1.41
7.82 ± 0.18

RSD/%
2.30
4.45
4.66
2.57
2.95

250 000
200 000
150 000
100 000
50 000

0-100 0 100
电位/mV

图 10 冻干制剂 Zeta电位图（n=3）
Figure 10 Zeta potential（n=3）

图 9 冻干制剂透射电镜图（×87 000）
Figure 9 FA-SFG -CTS under transmission electron microscopy
（×87 000）

25
20
15
10
5
010 100 1 000

粒径/nm
图 11 冻干制剂平均粒径分布（n=3）
Figure 11 Mean particle size distribution（n=3）

表 9 FA-SFG-CTS纳米粒冻干制剂对累积释放量的拟合方程

Table 9 The fitting equations of FA-SFG-CTS powder on quantity of accumulation delivery
释药模型

零级方程

一级方程

Higuchi 方程

Weibull 方程

FA-SFG-CTS 纳米粒

Q=1.784t+40.58，r=0.721
Q=82.23（1-e-0.4090t），r=0.984
Q=13.61t1/2+22.84，r=0.877
Q=8 786｛｛1-e-[0.343 3（t-0.095 88）]0.662 6

｝｝，r=0.995

SFG
Q=13.46t+30.33，r=0.877
Q=98.99（1-e-0.743 0t），r=0.995
Q=34.06t1/2+11.16，r=0.964
Q=101.49｛｛1-e-[0.7764（t-0.1072）]0.832 6

｝｝，r=0.989
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3 讨论
在体外释放实验中，FA-SFG-CTS 纳米粒可将药

物的释放时间延长数小时。药物的释放由突释和缓

慢释放两部分组成，SFG 原药 2 h 累积释放率达

（73.75±2.04）%。而 FA-SFG-CTS 纳米粒在 2 h 时释

放率为（45.65±1.26）%，最开始的突释可能是由于吸

附在纳米粒表面或者靠近纳米粒表面的药物暴露在

释放介质中，但在 4 h 后呈现缓慢释放状态。

纳米粒包封率测定的常用方法有葡聚糖凝胶过滤

法、超速低温离心法、透析法等。本研究用上述

3 种方法考察了该纳米粒包封率。根据测定结果选择

葡聚糖凝胶过滤法。超速低温离心法虽然具有省时

的优点，但因超速产生的离心力造成纳米粒中药物

的溢出，测得的包封率较低；透析法的实验周期

相对较长，并且测得的包封率最低；葡聚糖凝胶

柱时间相对较短，实验仪器及条件较简单，对纳米

粒和游离药物有较好的分离效果，平均回收率为

98.70%，RSD=1.65%。故本研究选择葡聚凝胶柱层

析法来测定包封率。

本研究考察了 3 种 SFG 加入方式对评价指标的

影响，①SFG 加入到壳聚糖底液后加入叶酸氨水溶

液，再滴加 TPP 溶液；②SFG 先与 TPP 溶液混合，

叶酸氨水滴加到壳聚糖底液中，再滴加 SFG 混合溶

液；③SFG 先与叶酸氨水混合后再加入到壳聚糖底

液中，再滴加 TPP 溶液。由于 SFG 结构的 7-和 4’-
位同时具有酚羟基，在 p-π 共轭效应的影响下显酸

性，所以在碱性环境中较不稳定，后两种方式中药

物处于碱性环境，因此猜测 SFG 还没被包封就已经

部分开环，有所损失，加上 TPP 水溶液的碱性比叶

酸氨水溶液的碱性强（2.0 mg·mL-1的 TPP 溶液的 pH
值为 9.1，呈碱性；滴加氨水量恰好使溶液澄清透明

的 1.0 mg·mL-1的叶酸氨水溶液的 pH 值为 7.2，近中

性），这与本试测得的方式③包封率高于方式②包封

率数据一致，因此制备纳米粒过程中选择包封率最

高的方式①加入 SFG。

本研究以星点效应面法应用于 FA-SFG-CTS 纳

米粒处方优化，适用性好，优化后的 FA-SFG-CTS
纳米粒处方粒径适宜，包封率高，缓释效果显著。
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