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载美洲大蠊提取物纳米粒的表征及体外释放研究 
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摘  要：目的  制备供口服给药的美洲大蠊提取物（CII-3）纳米粒，研究 CII-3 纳米粒的体外释放以及纳米粒对所包载的

CII-3的体外保护作用。方法  采用复乳/溶媒蒸发法制备 CII-3纳米粒，以人工胃肠液及 pH 7.4的磷酸盐缓冲液（PBS）为

释放介质，采用福林酚法测定 CII-3纳米粒的体外释药特征，并对纳米粒的体外释药行为进行方程拟合，找到最佳释放模型；

采用茚三酮显色法分别测定 CII-3和 CII-3纳米粒在 pH 1.2人工胃液中不同时间点的氨基酸释放量，并对二者的降解速率进

行对比，观察将 CII-3包载入纳米粒后是否对 CII-3有保护作用。结果  制得的 CII-3纳米粒平均粒径为（109.9±0.6）nm，
Zeta电位为（−37.5±3.5）mV。CII-3纳米粒前 2 h在人工胃液中的累积释放率（Qt）为（22.63±1.17）%，此后在人工肠液

中释放，60 h的 Qt为（72.35±1.90）%，符合 Higuchi释放模型，方程为 Qt＝8.287 2 t1/2＋7.758 6。CII-3纳米粒在 pH 7.4
的 PBS中 10 d的 Qt为（72.67±1.65）%，符合Weibull分布模型，方程为 lnln[1/(1－Qt)]＝0.403 7 ln(t－0.411 9)－1.713 3。
CII-3在人工胃液中 4 h基本全部降解，而包载入纳米粒后约 70% CII-3在人工胃液中被降解。结论  CII-3纳米粒具有良好

的缓释性，体外释放平稳。纳米粒中的 CII-3在人工胃液中的稳定性提高。 
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Abstract: Objective  To prepare Periplaneta americana extract CII-3-loaded nanoparticles for oral administration, and to investigate 
the in vitro release profile of CII-3-loaded nanoparticles and the protection of nanoparticles for CII-3 extract in vitro. Methods  The in 
vitro release behavior of the CII-3-loaded nanoparticles was carried out in the artificial gastric juice, artificial intestinal juice, and pH 
7.4 PBS, and the fitting of different models was performed based on the accumulative drug release percentages observed by 
Folin-reagent method; The amino acid content of CII-3 and CII-3-loaded nanoparticles at different time points in artificial gastric juice 
was determinated by ninhydrin colorimetry and degradation rates of the two drugs were compared. Results  The mean size of the 
resulted nanoparticles was about (109.9 ± 0.6) nm and the Zeta potential was (−37.5 ± 3.5) mV; The accumulative release level of 
CII-3-loaded nanoparticles Qt was (22.63 ± 1.17)% in the artificial gastric juice in the first 2 h, and then, in the artificial intestinal juice, 
the accumulative release level of CII-3-loaded nanoparticles over a period of 60 h was (72.35 ± 1.90)%, which was in line with Higuchi 
model release equations, Qt = 8.287 2 t1/2 + 7.758 6. The accumulative release level of CII-3-loaded nanoparticles was (72.67 ± 1.65)% 
over a period of 10 d, which was in line with Weibull equation, lnln[1/(1－Qt)] = 0.403 7 ln(t－0.411 9)－1.713 3; The CII-3 was 
completely degraded in 4 h in the artificial gastric juice, while about 70% of CII-3 contained in nanoparticles was degraded. 
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Conclusion  CII-3-loaded nanoparticles have a satisfactory sustained in vitro release effect, and the stability of CII-3 contained in the 
nanoparticles is improved in the artificial gastric juice. 
Key words: Periplaneta americana L.; poly (lactic-co-glycolic acid); nanoparticles; Weibull distribution model; in vitro drug release; 
protein and peptide 
 

美洲大蠊提取物（CII-3）是蜚蠊科昆虫美洲大

蠊Periplaneta americana L. 的虫体鲜品或干品经醇

水提取、大孔吸附树脂柱色谱、醇溶剂洗脱精制而

成。研究表明，CII-3有显著的抗肿瘤活性，可在肿

瘤的起始、增殖及发展阶段产生抑制作用[1-5]。张成

桂等[6]通过 SDS-PAGE 电泳实验对 CII-3 进行成分

分析，结果发现 CII-3 中含有大量的低相对分子质

量（MW）多肽混合物；福林酚法测定 CII-3中的蛋

白质质量分数在总成分中占 62.7%。众所周知，由

于胃酸破坏、胃肠道中蛋白水解酶降解，以及药物

MW过大、脂溶性差、与消化道生物膜的亲和力差、

难以通过消化道的生物膜屏障等原因，使得蛋白多

肽类药物口服生物利用度普遍较低[7]。聚乙二醇-聚
乳酸羟基乙酸共聚物（PEG-PLGA）是一种可生物

降解的天然的高分子材料，低毒，生物相容性良好，

医药学领域应用广泛，以其为载体材料制备的纳米

粒、微球等给药系统是近年来的研究热点[8-11]。纳

米粒是通过细胞旁路或集合淋巴结的微皱褶细胞

（Microfold cells，M细胞）吞噬途径吸收入血，其

包裹蛋白多肽类药物可以有效避免胃肠道分泌的酸

和消化酶的破坏 [12-14]。因此，本课题组选用

PEG-PLGA 为材料，采用复乳 /溶媒蒸发法制备

CII-3 纳米粒[15]，对其体外释放行为以及在人工胃

液中的体外稳定性进行研究，为今后进一步的细胞

学及动物实验提供有价值的实验数据。 
1  仪器与材料 

TU-1901 紫外可见分光光度计，北京普析通用

仪器有限公司；JY-II超声细胞粉碎机，宁波新芝生

物科技股份有限公司；电子天平，梅特勒-托利多（上

海）有限公司；R-210 旋转蒸发仪，瑞士 BUCHI
公司；90-2定时恒温磁力搅拌器，江苏金坛市大地

自动化仪器厂；3K-15 高速冷冻离心机，德国

SIGMA 公司；HH-s2s 数显恒温水浴锅，江苏金坛

市大地自动化仪器厂；ZEN3600激光粒度分析仪，

英国马尔文仪器有限公司；XK96-A 快速混匀器，

江苏姜堰市新康仪器厂；DLSB-5/25 低温冷却液循

环泵，巩义市予华仪器有限责任公司；JEM-100CX
透射电镜仪，日本电子公司；THZ-C恒温振荡器，

太仓市实验设备厂。 

CII-3冻干粉，蛋白多肽质量分数 62.7%，大理

大学药学与化学学院提供，批号 201103251-2；PEG- 
PLGA［PEG 2000-PLGA（50∶50）］，MW 38 000，
中国科学院成都有机化学研究所；福林酚试剂

（Folin phenol），生物级，国药集团化学试剂有限公

司，批号 73104861；胃蛋白酶，批号 64007137，国

药集团化学试剂有限公司；谷氨酸，批号 140690- 
201203，中国食品药品检定研究院；胰酶，国药集

团化学试剂有限公司，批号 64008836；其他试剂均

为分析纯；实验中所用水皆为超纯水。 
2  方法与结果 
2.1  CII-3纳米粒的制备 

按照本课题组已报道的方法[16-20]，将 CII-3 储

备液或超纯水加入到 PEG-PLGA 的醋酸乙酯溶液

中，采用复乳/溶媒蒸发法制备纳米粒。CII-3 储备

液制得的纳米粒为 CII-3 纳米粒，超纯水制得的纳

米粒为空白纳米粒。 
2.2  CII-3纳米粒包封率和载药量的测定 

包封率和载药量的测定参见文献方法[21]，并按

下式计算包封率和载药量。 
包封率＝M2/M1 
载药量＝CV/m 

M1为总投药量，M2为纳米粒中含药量，C 为纳米粒重悬液

蛋白质质量浓度，V为纳米粒重悬液取样体积，m为 3份等

体积纳米粒重悬液干质量的均值 

测得 CII-3 纳米粒包封率和载药量分别为

（35.43±3.50）%和（1.19±0.09）%。 
2.3  纳米粒的表征 
2.3.1  纳米粒的形态学研究  将空白纳米粒、CII-3
纳米粒分别用去离子水重悬，取适量滴到铜网上，

1.0%磷钨酸染色，待其干燥后形成薄膜，置于透射

电子显微镜（TEM）下观察。如图 1所示，制备得

到的纳米粒外观圆整，大小均匀，分散性好；测得

CII-3纳米粒平均粒径为（104.9±7.4）nm，空白纳

米粒平均粒径为（93.7±8.5）nm，表明 CII-3纳米

粒平均粒径略大于空白纳米粒平均粒径。 
2.3.2  纳米粒的平均粒径和 Zeta 电位测定  分别

制备空白纳米粒和 CII-3 纳米粒，各 3 批，将纳米

粒用超纯水重悬，ZEN3600激光粒度分析仪测定纳
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米粒重悬液的平均粒径和 Zeta电位。空白纳米粒平

均粒径为（97.8±2.0）nm、多分散指数（PDI）为

0.284±0.010，Zeta电位为（−38.6±2.8）mV；CII-3
纳米粒的平均粒径为（109.9±0.61）nm、PDI 为 
0.119±0.010，Zeta 电位为（−37.5±3.5）mV。平

均粒径分布图见图 2，Zeta电位分布图见图 3。 
2.4  体外释放分析方法的建立 
2.4.1  波长选择  按纳米粒制备方法制备空白纳米 

  

图 1  空白纳米粒 (A) 和 CII-3 纳米粒 (B) 的 TEM 图 
(× 50 000) 
Fig. 1  TEM photographs of water-loaded nanoparticles (A) 
and CII-3-loaded nanoparticles (B) (× 50 000) 
 

 

 
 
 
图 2  空白纳米粒 (A) 和 CII-3纳米粒 (B) 的粒径分布图 
Fig. 2  Particle size distribution of water-loaded 
nanoparticles (A) and CII-3-loaded nanoparticles (B) 
 

 

 
 
 
图 3  空白纳米粒 (A) 和 CII-3纳米粒 (B) 的 Zeta电位分

布图 
Fig. 3  Zeta potential distribution of water-loaded 
nanoparticles (A) and CII-3-loaded nanoparticles (B) 

粒与 CII-3 纳米粒，制备好的纳米粒分别用适量超

纯水重悬。然后向纳米粒重悬液中加入 3倍重悬液

体积的二氯甲烷，分散、溶解材料，10 000 r/min
离心 20 min，小心吸取上清液，最后按 Lowry法显

色，于 400～900 nm 波长下扫描。精密称取 CII-3
冻干粉适量，用蒸馏水配制成 2 mg/mL的溶液，同

样按 Lowry法显色，于 400～900 nm波长下扫描。

紫外吸收图谱见图 4。CII-3、CII-3纳米粒及空白纳

米粒经 Lowry法显色后，在 400～900 nm内，CII-3、
CII-3纳米粒在 762 nm处均有最大吸收，且纳米粒

材料无干扰，所以选取 762 nm为测定波长。 

 
 
 
图 4  CII-3纳米粒 (A)、CII-3 (B) 和空白纳米粒 (C) 的紫

外吸收图谱 
Fig. 4  UV absorption spectrum of CII-3-loaded nano- 
particles (A), CII-3 (B), and water-loaded nanoparticles (C) 
 
2.4.2  线性关系考察  精密称取 6.45 mg牛血清白

蛋白（BSA）于 25 mL量瓶中，加入超纯水溶解、

定容、摇匀，配制成 0.258 mg/mL的标准蛋白溶液。

分别精密量取上述质量浓度的 BSA溶液 0.1、0.2、
0.4、0.6、0.8、1.0 mL于 10 mL具塞试管中，加水

至 1.0 mL。精密加入福林酚 A溶液 5 mL，摇匀，

迅速置于 35 ℃水浴中 5 min，冷却后再向其精密加

入福林酚 B溶液 0.5 mL，边加边摇，置于 55 ℃水

浴中 10 min，再置于冰水浴中 10 min即可。以超纯

水同法操作为空白对照。照紫外-可见光分光光度法

在 762 nm 波长处测定吸光度（A）值。以 A 值对

BSA 溶液质量浓度（C）进行线性回归，得到回归

方程为 A＝2.640 C＋0.033，r＝0.999 3，结果表明，

BSA 在 0.025～0.258 mg/mL与 A值具有良好的线

性关系。 
2.4.3  精密度试验  精密量取质量浓度为 0.258 
mg/mL的标准 BSA储备溶液 0.15、0.50、0.90 mL，
分别置具塞试管中，分别加水至 1.0 mL配成低、中、

高 3种质量浓度（38.7、129.0、232.2 μg/mL），然

后按照“2.4.2”项下方法在 762 nm 处重复测定 3
次，统计各质量浓度 A值的 RSD，即为精密度。结

果 3 个质量浓度对照品溶液 A 值的 RSD 分别为

A B 

A 

B 

0.1        1         10        100      1 000     10 000 
粒径/nm 

−200         −100          0           100          200 
Zeta电位/mV 

A 

B 

C 

B 

A 

400       500       600       700       800       900 
λ/nm 
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0.75%、0.27%、0.47%，表明仪器精密度良好。 
2.4.4  重复性试验  将制备的同一批 CII-3 纳米粒

用超纯水重悬，按“2.4.1”项下方法对纳米粒进行

前处理，然后取 6份 100 μL重悬液于 2 mL离心管

中，然后照“2.4.2”下方法于 762 nm 处测定各个

样品的 A值。结果表明，6份纳米粒 A值的 RSD为

1.48%，表明该方法的重复性好，结果可靠。 
2.4.5  稳定性试验  取同一份供试品溶液 100 μL，
按“2.4.2”项下方法测定，于 0、10、20、30、40、
50、60 min时在 762 nm处测定 A值，统计测定数

据的 RSD。其 RSD值为 0.95%，表明供试品在 1 h
内吸收稳定，颜色保持一致。 
2.4.6  回收率试验  精密称取 CII-3 冻干粉适量，

加空白纳米粒溶液混合，制备低、中、高 3种质量

浓度的 CII-3 标准溶液，质量浓度分别为 40.5、
130.0、235.4 μg/mL，同上述方法处理进样，所得 A
值与含等量 CII-3 的标准溶液，不经处理，直接加

适量蒸馏水稀释至相同体积所得 A值相比，计算提

取回收率。结果 3个质量浓度样品的平均回收率分

别为 98.34%、101.15%、101.74%，RSD为 0.93%，

说明提取完全，符合体外样品测定的要求。 
2.5  体外释放实验 
2.5.1  CII-3 纳米粒在人工胃肠液中的释药特征  
将 1.300 g的 CII-3纳米粒用适量超纯水重悬，随即

取 0.8 mL该重悬液于 2 mL离心管，再向其中加入

等体积的人工胃液（pH 1.2，浓度为药典规定的 2
倍）溶散，置 37 ℃ 60 r/min恒温振荡器中。分别

于 0、0.5、1、2 h取出同时间点 3份样品，立即于

4 ℃、10 000 r/min离心 45 min，小心吸弃上清液。

沉淀加入 150 μL 二氯甲烷溶解纳米粒材料，释放

CII-3，然后于 4 ℃、10 000 r/min离心 20 min，取

100 μL上清液，采用 Lowry法测蛋白方法进行样品

测定。2 h后的样品全部于 4 ℃、10 000 r/min离心

45 min，小心吸弃上清液，再分别向沉淀中加入 0.8 
mL人工肠液（pH 6.8），超声使纳米粒再分散，继

续置于 37 ℃、60 r/min恒温振荡器中孵育，分别于

4、12、24、36、48、60、72、96、120、192、240 h
取出同时间点 3份样品，照上述人工胃液样品处理

方式进行样品测定。同时测定 0 时间点 CII-3 纳米

粒中的蛋白质的量（C0），计算各时间点保留在纳

米粒中的蛋白质的量（Ct），则累积释放率（Qt）＝

(C0－Ct)/C0。以 Qt对时间 t作图，绘制释放曲线。 
2.5.2  CII-3 纳米粒在 pH 7.4 PBS 中的释药特征  

将 1 300 mg的 CII-3纳米粒加入 pH 7.4 PBS中分散

均匀，随即取 1.5 mL该分散液置 2 mL离心管中，

置 37 ℃、60 r/min恒温振荡器中。分别于 0、0.5、
1、2、4、12、24、36、48、60、72、96、120、192、
240 h取出同时间点 3份样品，立即于 4 ℃、10 000 
r/min离心 45 min，小心吸弃上清液。沉淀加入 150 
μL 二氯甲烷溶解纳米粒材料，释放 CII-3，然后于

4 ℃、10 000 r/min离心 20 min，取 100 μL上清液，

采用 Lowry法测蛋白方法进行样品测定。 
以取样时间为横坐标，Qt为纵坐标绘制体外释

放曲线。CII-3纳米粒在人工胃肠液中连续释放 60 h
以及在 pH 7.4 PBS中连续释放 10 d（240 h）的测

定结果见表 1及图 5。在人工胃肠液中，前 2 h CII-3
纳米粒在人工胃液中的 Qt为（22.63±1.17）%，此

后在人工肠液中释放，60 h的Qt为（72.35±1.90）%。

CII-3纳米粒在 pH 7.4 PBS中连续释放 10 d（240 h）
的 Qt为（72.67±1.65）%。CII-3 纳米粒在体外具

有良好的缓释作用，释放过程释放分为突释和缓释

部分（图 5）。对药物的释放曲线分别用零级释放模

型、一级释放模型、Higuchi模型及Weibull分布模

型进行拟合，在人工胃肠液中结果以 Higuchi 模型

拟合度最高（R2＝0.979 4，表 2），CII-3 纳米粒在 
 
表 1  CII-3纳米粒在人工胃肠液和 pH 7.4 PBS中Qt的测定

结果 (n = 3) 
Table 1  Qt of CII-3-loaded nanoparticles in artificial gastric 
and intestinal juice and pH 7.4 PBS (n = 3) 

t/h 
CII-3纳米粒 Qt/% 

人工胃肠液 pH 7.4 PBS 

0  0.00±0.00  0.00±0.00 

0.5  7.67±0.65  6.26±0.46 

1 20.49±1.95 16.72±4.81 

2 22.63±1.17 18.69±2.00 

4 24.23±1.21 20.57±4.26 

12 35.67±1.01 33.54±6.06 

24 47.78±1.80 46.98±3.24 

36 55.40±2.71 52.28±4.64 

48 66.69±3.24 61.64±1.70 

60 72.35±1.90 66.67±4.24 

72 — 70.58±1.74 

96 — 71.03±1.64 

120 — 71.64±3.83 

192 — 72.04±1.88 

240 — 72.67±1.65 
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图5  CII-3纳米粒在人工胃肠液和pH 7.4 PBS中的体外释放 
Fig. 5  Accumulative release curves of CII-3-loaded 
nanoparticles in artificial gastric and intestinal juice and pH 
7.4 PBS 

人工胃肠液中体外释放符合该模型规律；在 pH 7.4 
PBS 中结果以 Weibull 分布模型拟合度最高（R2＝
0.959 1，表 2），CII-3纳米粒在 pH 7.4 PBS中体外

释放符合该模型规律。 
2.6  体外保护作用研究分析方法的建立 
2.6.1  波长选择  按纳米粒制备方法制备空白纳米

粒与 CII-3 纳米粒，制备好的纳米粒分别用适量超

纯水重悬，按照“2.4.1”项下方法对纳米粒进行前

处理，最后按茚三酮法显色，于 400～800 nm波长

下扫描。精密称取 CII-3 冻干粉适量，用蒸馏水配

制成 1.5 mg/mL的溶液，同样按茚三酮法显色，于

400～800 nm波长下扫描。CII-3、CII-3纳米粒及空

白纳米粒经茚三酮法显色后，UV 吸收图谱分别为

图 6 所示，可见在 400～800 nm 内，CII-3、CII-3 
 

表 2  CII-3纳米粒在人工胃肠液和 pH 7.4 PBS中体外释放的拟合方程 
Table 2  Fitting equation of in vitro release of CII-3-loaded nanoparticles in artificial gastrice and intestinal juice and pH 7.4 PBS 

释放介质 拟合模型 方程 R2 

人工胃肠液 零级释放模型 Qt＝0.972 9 t＋18.943 8 0.935 8 

一级释放模型 Qt＝64.640 5 (1－e−0.083 8 t) 0.813 0 

Higuchi模型 Qt＝8.287 2 t1/2＋7.758 6 0.979 4 

Weibull分布模型 lnln[1/(1－Qt)]＝0.702 2 lnt－2.706 6 0.966 2 

pH 7.4 PBS 零级释放模型 Qt＝0.250 3 t＋32.440 4 0.540 5 

一级释放模型 Qt＝70.672 5 (1－e−0.050 7 t) 0.935 1 

Higuchi模型 Qt＝4.716 5 t1/2＋17.420 3 0.813 7 

Weibull分布模型 lnln[1/(1－Qt)]＝0.403 7 ln(t－0.411 8)－1.713 3 0.959 1 
 

 
 
 
图 6  CII-3 纳米粒 (A)、CII-3 (B) 和空白纳米粒 (C) 的
UV吸收图谱 
Fig. 6  UV absorption spectrum of CII-3-loaded nano- 
particles (A), CII-3 (B), and water-loaded nanoparticles (C) 
 
纳米粒在 566 nm 处均有最大吸收，且纳米粒材料

无干扰，所以选取 566 nm为测定波长。 
2.6.2  线性关系考察  精密称取谷氨酸 10 mg 于

100 mL量瓶中，加入超纯水溶解、定容、摇匀，配

制成 0.1 mg/mL的对照品溶液。分别精密量取上述

质量浓度的对照品溶液 0.5、1.0、1.5、2.0、3.0、4.0 
mL于 25 mL量瓶中，再加入 0.5 mL 2%的茚三酮醇

溶液，在沸水浴中加热 15 min，冷却后加纯水定容，

放置 10 min 后，照紫外-可见光分光光度法在 566 
nm波长处测定吸光度（A）值。以 A值对谷氨酸溶

液质量浓度（C）进行线性回归得标准曲线。得到

回归方程 A＝42.703 6 C＋0.081 5，r＝0.999 6。结

果表明，谷氨酸在 2.0～16.0 μg/mL 与 A值具有良

好的线性关系。 
2.6.3  精密度试验   精密量取质量浓度为 0.1 
mg/mL的对照品溶液 1.0、2.0、4.0 mL，分别置 25 
mL量瓶中，加入 0.5 mL 2%茚三酮醇溶液，在沸水

浴中加热 15 min，冷却后加纯水定容，配成低、中、

高 3种质量浓度（4.0、8.0、16.0 μg/mL），1 d内在

566 nm处重复测定 3次，统计各质量浓度测定数据

的 RSD，即为精密度。以 A值考察该方法精密度，

结果表明 3 个质量浓度下 A 值的 RSD 值分别为

0.10%、0.05%、0.10%，表明仪器精密度良好。 
2.6.4  重复性试验  将制备的同一批 CII-3 纳米粒
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λ/nm 
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用超纯水重悬，照“2.4.1”下方法对纳米粒进行前

处理，精密量取 6份 2 mL样品溶液于 25 mL量瓶

中，加入 0.5 mL 2%的茚三酮醇溶液，在沸水浴中

加热 15 min，冷却后加纯水定容，于 566 nm处测

定各个样品的 A值。结果表明，6份纳米粒 A值的

RSD为 1.25%，表明该方法的重复性好，结果可靠。 
2.6.5  稳定性试验  将制备的 CII-3 纳米粒用超纯

水重悬，照“2.4.1”项下方法对纳米粒进行前处理，

精密量取样品溶液 2 mL于 25 mL量瓶中，加入 0.5 
mL 2%的茚三酮醇溶液，在沸水浴中加热 15 min，
冷却后加纯水定容，分别于 0、0.5、1.0、1.5、2.0、
3.0、4.0 h后测定。计算其 RSD为 0.42%，表明供

试品在 4 h内吸收稳定，颜色保持一致。 
2.7  纳米粒对 CII-3保护作用的体外研究 

分别将适量 CII-3、CII-3 纳米粒分散于人工胃

液（pH 1.2）中，置 37 ℃水浴摇床（60 r/min）中

孵育，于 0、0.5、l、2、3、4 h取样，茚三酮显色

法分析人工胃液中氨基酸的量，并与 0时间点比较。

每个时间点重复 3次。由于蛋白多肽在酸和酶的作

用下，会降解为氨基酸，本实验以谷氨酸为对照品

测定各个时刻样品的总游离氨基酸质量浓度[22]。预

试验发现 CII-3和 CII-3纳米粒放置 24 h后氨基酸

的量均不再变化，所以将 24 h的氨基酸质量浓度作

为蛋白质完全降解后的氨基酸质量浓度，则蛋白质

降解率＝(Ct－C0)/(Ctotal－C0)，其中，Ct为各个时刻

的氨基酸质量浓度，C0为 0 h的氨基酸质量浓度，

Ctotal为蛋白质完全降解后的氨基酸质量浓度。如表

3结果所示，CII-3在人工胃液中极易被降解，0.5 h
就有约 70%被降解。相比之下，CII-3经纳米粒包载

后，在人工胃液中的稳定性显著提高。 
3  讨论 

美洲大蠊的主要抗肿瘤活性成分为蛋白多肽类 
 

表 3  蛋白质在人工胃液中不同时间点的降解率 
Table 3  Degradation percentage of protein in different time 
points in artificial gastric juice 

t/h 
蛋白质降解率/% 

CII-3 CII-3纳米粒 

0.5 68.07±4.16  0.00±0.00 

1 78.31±1.95  0.00±0.00 

2 86.14±3.16 10.98±5.62 

3 99.33±0.90 39.02±3.54 

4 99.48±4.35 69.11±6.41 

物质，多肽、蛋白类药物半衰期短，口服生物利用

度低，曾有将其制备成乳膏剂的报道[23]。将多肽、

蛋白类药物制成纳米粒，利用纳米粒的缓释和控释

特性可以保护其免受胃肠道等外部环境的破坏，延

缓药物释放，减少给药次数[24-26]。实验中所用 PEG- 
PLGA是采用开环聚合法将聚乙二醇（PEG）与 D,L-
丙交酯（LA）、乙交酯（GA）反应，纯化后得到

PEG-PLGA两嵌段共聚物，然后制备纳米粒。在水

相中，大部分的亲水性 PEG链段由纳米粒内核向外

水相伸展并可在水中摇摆，而疏水性 PLGA链段则

构成纳米粒内核，这种结构既能减少纳米粒与血液

中蛋白的相互作用又能躲避单核巨噬系统（MPS）
中巨噬细胞的吞噬，延长纳米载药系统在体内的循

环时间，提高蛋白多肽药物的生物利用度[27]。 
本实验采用 UV法和干重法联合的方式进行载

药量和包封率的测定。该方法简便、快速且成本低，

只需要用到实验室的一些基本常见仪器[20,22]。很多

文献报道的载药量和包封率的测定都是在纳米粒经

过冻干后由纳米粒的载药量除以纳米粒总质量换算

得到的。也有文献是通过超滤离心法来测药物的载

药量和包封率[28-30]。这些方法不仅成本高而且比较

耗时。而且超滤离心过程难免会使蛋白多肽等稳定

性低的药物被破坏，测蛋白浓度与测干质量的样品

来自同一份样品，而测蛋白浓度的样品不用通过超

速离心等步骤，这样保证了样品蛋白浓度数据的可

靠性[31]。 
本实验采用激光粒度仪和 TEM 对纳米粒进行

了表征，从结果中可以看出，激光粒度仪与 TEM
测出的粒径结果并不完全相等，前者测得的粒径数

值略大于后者。原因主要有 2方面：第一，动态光

散射对粒径大的微粒响应值较高，因此测出的微粒

粒径偏大；第二，动态光散射测试的是稀溶液状态

的纳米聚合物流体体积，纳米聚合物处于充分的舒

展状态，而透射电镜则可更直观且客观地看到并测

得颗粒粒径大小[32-33]。 
通过纳米粒体外释放实验模拟其体内过程，有

助于制剂内在质量的控制。PEG-PLGA纳米粒为一

种骨架结构，包封在纳米粒中的药物主要通过以下

4 种途径进行释放：（1）直接从纳米粒表面解吸附

并溶解释放；（2）通过纳米粒内部的孔洞扩散释放；

（3）内部药物向外扩散释放；（4）伴随着纳米粒的

降解释放[34]。不同的释药途径主要由 PLGA的分子

质量、载药量、纳米粒的粒径大小以及制备工艺等



中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 47卷 第 19期 2016年 10月 

  

·3413· 

参数的不同所决定[35]。 
由 CII-3纳米粒在人工胃肠液、pH 7.4 PBS中

的释放曲线，可以清楚观察到药物从 CII-3 纳米粒

的释放分为初期的突释部分和随后平稳的缓释部

分。CII-3 纳米粒在人工胃肠液中释放遵循 Higuchi
方程，药物主要通过骨架中水性孔道扩散释放。相

同纳米粒在不同释放介质中的释药特征并不完全相

同，在 pH 7.4 PBS 中，4 h 内释放了总包封量的

20.57%，前期释药较快，这主要因为部分吸附或沉

淀在纳米粒表面的药物迅速溶解和扩散所产生的突

释现象。由于 PLGA是生物可降解的高分子材料，

纳米粒后期释放遵循上述第 4种释药机制，24 h内
Qt达到 46.98%，表明该实验所制得纳米粒能在短时

间内达到较高质量浓度，并通过持续释放，使药物

不断发挥药效，10 d后CII-3纳米粒的Qt为 72.67%，

仍有 27.33%的药物存在于纳米粒中，未释出部分可

能被 PLGA 材料所吸附。而同一时间 CII-3 纳米粒

在人工胃肠液中释放较快，说明胃肠液中的酶会加

速 PLGA的降解和代谢[36]。 
为了验证将 CII-3 制备成纳米粒可以有效避免

胃肠道分泌的酸和消化酶的破坏，本实验将 CII-3
和 CII-3 纳米粒均置于人工胃液中孵育，采用茚三

酮显色法检测各个时间点的氨基酸变化量，用氨基

酸的变化量来表示蛋白质的降解速度。茚三酮显色

法测氨基酸的原理是茚三酮与自由氨基反应，蛋白

多肽在人工胃液中降解程度越高，产生的自由氨基

越多，所测得的氨基酸释放量越高即蛋白质降解得

越多。CII-3纳米粒在 1 h后开始有降解，这主要是

因为部分吸附在纳米粒表面或从纳米粒中释放的蛋

白质在人工胃液的破坏下开始降解成多肽片段或氨

基酸。 
以 PEG-PLGA为材料制备的 CII-3纳米粒具有

良好的缓释性，并能提高 CII-3 在人工胃液中的稳

定性。PEG-PLGA 纳米粒可能是口服 CII-3 的良好

载体。 

志谢：李家世、甘冬彦、陈澄琳、吕雪华、张

明纳和杨晓华等同学协助完成实验。 
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