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圈2附子分别与五昧子(A)、黄芪(B)、独活(C)、黄连(D)共煎液的电喷雾质谱圈

Fig．2 ESI—MS Spectra of RALP-1-FSC(A)，RALP-{-RA(B)，RALP+RAP(C)，and RALP+RC(D)

含有挥发油，共煎时挥发油对于通过化学变化的减

毒作用不显著。另外，配伍中附子为臣药时，通常乌

头类生物碱的总量显著下降。
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去甲基斑蝥素一壳聚糖纳米粒的表征和体外释放研究

张玮，刘 扬，张学农。，陈 浩一

(苏州大学药学院，江苏苏州 215123)

摘要：目的研制粒径小于200 nrrt的去甲基斑蝥素一壳聚糖纳米粒，并对其质量进行评价，对其结构、体外释放

性能进行研究。方法 以低相对分子质量的壳聚糖为载体。通过离子诱导法，制备去甲基斑蝥素一壳聚糖纳米粒，并
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考察纳米粒的形态、粒径、药物包封率、载药量、回收率、表面氨基以及体外释放特征。同时，采用红外光谱(1R)、X-

射线衍射技术(XRD)和差示扫描量热法(DSC)对其结构进行了表征。结果制备的去甲基斑螫索一壳聚糖纳米粒

粒径小(131士11)nm、大小分布均匀(多分散指数PDl 0．183)，外观呈球形，药物包封率45．12％，载药量7．3％，回

收率99．62％，且70 min后体外释药完全。IR、XRD与DSC分析表明，壳聚糖已发生交联并形成了新的物相。结论

低相对分子质量的壳聚糖有望成为制备载药纳米粒的优良材料。

关键词：去甲基斑蝥素；壳聚糖；纳米粒；包封率；体外释放
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Characterization and in vitro release of chitosan nanoparticles loading norcantharidin

ZHANG Wei，LIU Yang，ZHANG Xue—nong，CHEN Hao

(College of Pharmacy，Suzhou University，Suzhou 215123，China)

Abstract：Objective To prepare the chitosan nanoparticles(particle—diameter<200 nm)loading nor—

cantharidin，evaluate the quality and spatial representable structure，and release in vitro．Methods Chi—

tosan nanoparticles loading norcantharidin were prepared by ionic cross—linkage process，selecting low

molecular chitosan flS carrier，the nanoparticles morphology，particle diameter distribution，entrapped effi—

ciency，loading capacity，recovery rate，content of free amino group on the surface，and release in vitro

were investigated．Meanwhile，spatial structure was investigated by applying IR，XRD，and DSC．Results

The nanoparticles were small[particle diameter(131土11)nm]，uniform distribution(PDl 0．183)，

spherical，entrapped efficiency 45．1 2％，loading—drug capacity 7．3％，recovery rate 99．62％，and release

was completed after 70 min．Formation of original matter was indicated by applying IR，XRD，and DSC．

Conclusion Preparation of nanoparticles，selected chitosan with lower molecular as carrier，iS perspective

widely．

Key words：norcantharidin；chitosan；nanoparticle；entrapped efficiency；release in vitro

去甲基斑蝥素为斑蝥属昆虫南方大斑蝥lVlMa—

bris phalerata Pallas和黄黑小斑蝥M．cichorii Lin—

naeus的虫体所含斑蝥素的合成衍生物，是由我国

首先研究开发的治疗肝癌及肝炎的新药，具有升高

白细胞、保护肝细胞、调节免疫等作用，主要用于原

发性肝癌的治疗[1]。壳聚糖是由甲壳素脱乙酰基制

得，是自然界中唯一大量存在的阳离子聚合物，具有

良好的生物相容性和可降解性，来源丰富，价格低

廉[2]。由于壳聚糖特有的黏膜黏附性，它已成为新型

的纳米药物载体，常用来包载多肽及蛋白类药物，以

促进胃肠道及黏膜吸收，延长了药物在吸收位置的

保留时间，达到控释的目的。但是，由于目前常用的

壳聚糖相对分子质量较大，在水溶液特别是生理pH

’值条件下溶解性差[3]，同时，壳聚糖纳米粒粒径也较

大(>200 nm)，这都使得其在纳米载体的应用上受

到一定限制。低相对分子质量的壳聚糖具有良好的

亲水性和独特的生理活性。一般认为，随着壳聚糖相

对分子质量的降低，纳米粒粒径变小[2]，因此，近几

年来，低相对分子质量的壳聚糖纳米粒子已发展成

为极有前景的药物载体。纳米粒进入体内后被网状

内皮系统吞噬，只有粒径小于200 nm时，才能靶向

于肝并维持较长时间．充分发挥药物疗效。但是，国

内外诸多文献所报道的壳聚糖纳米粒粒径大都在

200 nm以上。同时，由于壳聚糖纳米粒的粒径与壳

聚糖的分子参数密切相关。为此，本研究以相对分子

质量为10 000的壳聚糖为原料，采用离子诱导法制

备200 nm以下的去甲基斑蝥素一壳聚糖纳米粒，以

提高药物肝脏器官的靶向性。壳聚糖纳米粒表面的

游离氨基使其具有许多特殊的功能，可进行多功能

基化学反应和立体结构修饰，如将具有主动寻靶作

用的单抗或配体通过化学修饰与之相结合，获得具

有定位传输功能的主动靶向制剂[‘]。目前，在体外消

解壳聚糖主要采用苦杏仁p葡萄糖苷酶，但由于该

酶价格昂贵，国内学者采用醋酸溶液提取存在于壳

聚糖纳米粒中药物的方法，药物提取回收率70％，

但效果不甚理想[5]。为此，本实验采用甲酸消解壳聚

糖纳米粒的方法，测得的药物回收率可达99．62％，

从而得到了药物包封率的真实值。同时，实验采用了

红外光谱、X一射线衍射技术和差示扫描量热分析技

术对纳米粒的结构进行了表征，并研究了其体外释

放行为，为今后进一步的研究提供依据。

1仪器和试药

LC一10A高效液相色谱仪(日本岛津)，HPP

5001激光粒度分析仪(英国Malvern公司)，H一

600透射电子显微镜(日本日立)，Pyris一1 DSC热

分析仪(美国PE公司)，Pro Star LC240红外分光
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光度计(美国瓦里安公司)，X’PERT PRO MPD X一

射线多晶衍射仪(荷兰PANalytical公司)，ME2155

型分析天平(德国Starorious公司)，85—2A型恒温

磁力搅拌器(金坛市富华仪器有限公司)，Vi—

vaflow50超滤仪(30000Da聚砜醚滤膜，德国Staro—

rious公司)，透析袋(相对分子质量8 000 14 000，

上海国药化学试剂有限公司)，SHZ一82型恒温震

荡箱(金坛市富华仪器有限公司)。

去甲基斑蝥素(质量分数：98．5％，批号：

20060508，苏州市苏瑞医药化工有限公司)，壳聚糖

(相对分子质量1×105，脱乙酰度：91．2％，黏度：

2．95 mPa．S，南通兴成生物制品厂)，三聚磷酸钠

(TPP)、泊洛沙姆F。。、88％甲酸(化学纯，国药集团

化学试剂有限公司)。

2方法与结果

2．1去甲基斑蝥素的HPLC法测定邙]

2．1．1色谱条件：色谱柱为0DS柱(250 mm×4．6

mm，5弘m)，大连依利特公司；流动相：乙腈一pH 3．1

磷酸水溶液(10：90)；体积流量：0．8 mL／min；柱温：

25℃；检测波长：210 nm；进样量：20弘L。

2．1．2标准曲线的制备：精密称取去甲基斑蝥素对

照品100 mg，置于100 mL量瓶中，加蒸馏水溶解，

超声5 rain，加蒸馏水至刻度摇匀。精密取0．25、

0．5、1．0、2．0、4．0、8．0 mL分别置于10 mL量瓶

中，加蒸馏水至刻度，摇匀，得质量浓度分别为

0．025、0．05、0．1、0．2、0．4、0．8、1．0 mg／mL的溶

液。取20肛L进样，测定峰面积。以峰面积对质量浓

度进行线性回归，得回归方程Y=925 374 X一

1 778．8，，．=0．999 9，线性范围0．025～I．0 mg／mL。

2．1．3样品的测定：取供试品溶液，在上述色谱条

件下进样20弘L，记录峰面积，平行操作3次，将峰

面积的平均值代人上述回归方程，得到供试品溶液

中去甲基斑蝥素的质量浓度。

2．2纳米粒的制备及其质量评价

2．2．1 去甲基斑蝥素一壳聚糖纳米粒的制备：将壳

聚糖溶解于50 mL体积分数为0．2％醋酸水溶液

中，制得2 mg／mL壳聚糖溶液，再将0．02 g去甲基

斑蝥素加入该溶液中放置溶解，在500 r／rain的磁

力搅拌下于水浴中预热20 rain，将20 mL 1．2 mg／mL

三聚磷酸钠水溶液以约1滴／2 S的速度逐滴滴入其

中。在40℃水浴下继续搅拌10 rain，即得纳米粒胶

体。加入125 mg泊洛沙姆188溶解助悬，最后，以

0．45弘m微孔滤膜滤过。若不加去甲基斑蝥素，按照

同样的方法可制得空白纳米粒；若不加泊洛沙姆

188助悬，同样的方法可制得不含助悬剂的纳米粒。

壳聚糖是阳离子聚电解质，可与三聚磷酸钠提

供的聚阴离子相互作用，使壳聚糖发生分子内和分

子间交联，从而生成壳聚糖纳米粒，见图1。可见，二

者只有在特定的质量浓度范围内(质量比一定时)才

能形成纳米粒[7]，且该反应在室温下即可进行c副。试

验发现，温度的高低对纳米粒形成与否也有着重要

的影响，并且随着温度的升高，纳米粒粒径显著增大。

三
孽

鲎

星

壳聚糖／(ms‘mL-1)

·一沉淀聚焦物-一纳米粒胶体-一澄清溶液

●一precipitation-一nanoparticle*▲一aalution

圈1壳聚糖纳米粒形成区域图

Fig．1 Scope of chltosan nanoparticles formation

2．2．2纳米粒粒径和多分散指数(PDI)的测定：取

适量纳米粒胶体溶液，加水稀释至适当质量浓度，测

定纳米粒粒径和多分散指数(PDI)，得到粒径强度

分布图，见图2。可见，该处方平均粒径为127．2 nm，

多分散指数(PDI)为0．183，粒径分布较为集中。平

行测定3批样品，平均粒径为(131士11)nm(n=3)。
15t

遣iol ／、

蛰05i 么∑船5 L———．——．．．—．．—．———．．—．<二．————二S—————．————————一1． 10． 100． 1000． 10000．

粒径／nm

图2粒径分析结果

Fig．2 Analysis of particle size

2．2．3 回收率的测定：取9 mL纳米粒胶体溶液，

加入88％甲酸6 mL，超声波细胞粉碎机中，在400

W，30次，每次3 S的条件下进行超声消解。然后测

定溶液中去甲基斑蝥素的质量浓度，经稀释倍数换

算后计算去甲基斑蝥素的回收率。结果纳米粒胶体

中去甲基斑蝥素的回收率为99．62％。以回收率测

定纳米粒包封率和载药量的真实值。

回收率=测定的去甲基斑蝥素的质量／加入的去甲基斑

蝥素的质量×100％

2．2．4包封率的测定：取纳米粒胶体溶液，4℃，

30 000 r／min超速冷冻离心45 min，取上清液20

弘L注入液相色谱仪，测定游离去甲基斑蝥素的质量

浓度，计算包封率。结果纳米粒胶体中去甲基斑蝥素

的包封率为45．12％。

包封率=(加入的去甲基斑蝥素总质量浓度×回收率一
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游离去甲基斑蝥素的质量浓度)／(加入的去甲基斑瞀素总质

量浓度×回收率)×100％

2．2．5载药量的测定：按照优化处方中载体的加入

量以及加药量，结合包封率和回收率的测定结果，计

算载药量，结果纳米粒胶体中去甲基斑蝥素的载药

量为7．3％。

载药量=加入的去甲基斑蝥素的质量×回收率×包封

率／加入的纳米粒胶体的质量×i00％

2．2．6壳聚糖纳米粒表面游离氨基的测定：采用改

良碱量法[9]。取5 mL制得的空白纳米粒胶体溶液，

加入一滴1％甲基橙一1％苯胺蓝(1：2)指示剂，以

0．1 mol／L标准NaOH溶液对其进行滴定，滴定至

溶液由紫红色变为蓝绿色，并经振摇10 S不褪色为

止，记录所消耗的NaOH溶液体积(△y。)。另取

0．2％醋酸水溶液50 mL，加20 mL纯净水稀释，取

5 mL同法滴定作为空白对照，记录消耗的NaOH

溶液体积(AV。)。设5 mL胶体液中含纳米粒载体的

量为M，计算单位质量纳米粒载体的表面氨基。平

行滴定5次，计算得单位质量空白壳聚糖纳米粒的

表面游离氨基为lO．2 mmol／g(n=5)。

表面游离氨基=0．1×10。×(AV2--AVl)／M

2．3纳米粒结构的表征：取纳米粒胶体溶液适量，

置若干培养皿中，维持液面高度为1 cm，置一70℃

冷冻12 h后，取出，再放入一50℃真空冷冻干燥机

中冷冻干燥，取冻干粉末进行红外光谱、X一射线衍

射技术和差示扫描量热法测定。同时，取制备得的纳

米粒胶体溶液进行透射电镜观察。另外去甲基斑蝥

紊在水溶液或胃肠液中以去甲斑蝥酸的水解形式存

在[1“1¨，因此用去甲基斑蝥素制得的去甲斑蝥酸进

行药物粉末测定。

2．3．1红外光谱(FT—IR)分析：取壳聚糖、空白纳

米粒冻干粉末、泊洛沙姆188和壳聚糖＼三聚磷酸

钠＼泊洛沙姆188物理混合物，加入适量KBr压片，

所得FT—IR红外谱图见图3。

可见壳聚糖红外谱图中有3个特征峰，分别是：

3 437 cm_1(·幻H)、1 081 cm_1(—屺一O—C)、1 654

cm-1(8NH。)。壳聚糖纳米粒的光谱与此不同，其中

3 437 cm-1处O—H的伸缩振动吸收峰红移至3 420

cm-1处，向低波数位移了17 cm～，这表明形成了一

定强度的分子内和分子间氢键；1 654 am叫处的尖

峰消失，1 636 cm-1处出现尖峰，1 610 cm-1处一NH2

的面内弯曲振动峰向低波数位移至1 534 cm叫处，

据文献报道[1 2。，经磷酸盐处理的壳聚糖膜的红外光

谱也有类似的变化，说明磷酸盐连接到了氨基位点

～、＼，，／一一。、Ⅵ／＼／
一—＼／一V一一一、冉1／∥～√”
～’-一～＼厂一⋯～一飞价⋯一～＼一一、厂7一一’～Ⅶ扩。

4000 3400 2800 2200 l 600 1 000 400

渡敷／cm—l

a一壳聚糖b·壳聚糖纳米粒c-泊洛沙姆188

d一壳聚糖／三橐磷酸钠／泊洛沙姆188混合物

a—chitosan b-chitosan nanoparticle c—poloxamer 188

d-physical mixture of chitosan／TPP／poloxamer 188

圈3红外谱圈

Fig．3 IR Spectra

上。因此，认为三聚磷酸钠与壳聚糖通过氨基发生了

交联。1 254 cm-1处羟基弯曲振动峰消失，这都说明

三聚磷酸钠交联生成的壳聚糖纳米粒结构有了一定

变化，形成了较强的分子内和分子间氢键。同时，对

比泊洛沙姆188、混合物和纳米粒谱图，可见在纳米

粒谱图中，2 889 cm．1处以及近红外区的泊洛沙姆

188的吸收峰依然保留，提示泊洛沙姆188与纳米

粒仅是物理混合，并未发生相互作用。

2．3．2 X一射线衍射(XRD)分析：采用X一射线多晶

衍射仪，在功率3 kW(管压15---60 kV；管流5～60

mA)铜靶，广角测角仪0—0扫描方式，扫描角度

4。～60。的条件下，对壳聚糖、三聚磷酸钠、泊洛沙姆

188、去甲斑蝥酸、载药纳米粒、不含助悬剂(泊洛沙

姆188)的纳米粒和壳聚糖／三聚磷酸钠／泊洛沙姆

188／去甲斑蝥酸混合物粉末进行测定，X一射线衍射

图谱见图4。可见，纳米粒图谱中壳聚糖与三聚磷酸

钠的特征吸收峰均消失，壳聚糖的结晶度显著降低，

表明壳聚糖与三聚磷酸钠之间发生了较强的相互作

用，形成了无定形粉末，而泊洛沙姆188也仅是与纳

米粒物理混合，与红外观察结果一致。对比去甲斑蝥

酸与不含助悬剂的纳米粒图谱可见，载药纳米粒药

物峰消失，提示药物已被包裹其中。

2．3．3 差示扫描量热(DSC)分析：采用Pyris一1

DSC热分析仪，测试条件：采用热流型测量方法，以

空白铝坩埚为参比物，扫描速度为20℃／rain，扫描

范围为50～160℃。通过对壳聚糖、三聚磷酸钠、泊

洛沙姆188和纳米粒冻干粉末(含泊洛沙姆188)进

行测定，得到热流型DSC曲线，见图5。可见纳米粒

的DSC曲线与壳聚糖、TPP、泊洛沙姆188的曲线

有显著的不同，提示生成了新的物相，纳米粒形成，
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圈5 DSC国谱

Fig．5 DSC Spectra

与X一射线衍射分析结果一致。

2．3．4纳米粒外观形态的考察：取少量纳米粒胶体

液滴至铺有碳膜的铜网上，静置1 rain，用滤纸吸干

混悬液，再滴加2％的磷钨酸负染6 min，于透射电

子显微镜下观察纳米粒的形态，并选取几个有代表

性的视野进行拍照，进行形态测定，见图6。可以看

图6去甲基斑蝥素一壳聚糖纳米粒的TEM田

Fig．6 TEM Image of ehitosan nanoparticles

loading norcantharidin

出，纳米粒的平均粒径与采用激光粒径分析仪测定

出的粒径接近(大部分在100 am左右)，大都呈球

形且形状规整、边缘清晰。

2．4纳米粒体外释药的考察：取纳米粒胶体溶液6

mL置相对分子质量为8 000 14 000的透析袋中，

扎紧，投入装有30 mL蒸馏水的圆底烧瓶中。将其

放入恒温震荡箱中于37℃恒温震荡，分别于5、10、

15、20、30、50、60、70、120、160、180 min取透析液

0．5 mL，同时补加回介质0．5 mL。将各个时间点的

样品20”L进行HPLC法测定。同时，采用去甲基

斑蝥素一壳聚糖纳米粒的制备项下方法，以蒸馏水代

替三聚磷酸钠，最后加入泊洛沙姆188制备去甲基

斑蝥素凝胶剂作为参比制剂，同样以蒸馏水作为释

放介质，与纳米粒制剂的释放平行操作测定，绘制累

积释放率曲线，结果见图7。可见，70 min时，二者的

体外释放均达到平衡。根据Weibull概率函数[13]进

行拟合，分别以壳聚糖纳米粒与凝胶剂的累积释放

率对时间t回归，释放曲线符合该模型，并计算各参

数，见表I。
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圈7去甲基斑蝥素一壳聚糖纳米粒与去甲基斑瞀素
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经分析，两种制剂之间的溶出参数t扒tso之间有

显著性差异(P<O．01)。其中，去甲基斑蝥素一壳聚

糖纳米粒的ta、tso明显小于凝胶剂，说明相比之下纳

米粒更有利于去甲基斑蝥素的释放。这可能是因为

去甲基斑蝥素的水解产物去甲斑蝥酸在蒸馏水中大

部分以带负电荷的酸根形式存在，而纳米粒中的带

正电荷的壳聚糖氨基相当一部分为三聚磷酸钠所占

据，这样，就减弱了对药物的静电吸附，仅靠物理包

裹作用阻滞药物释放，与此同时，凝胶剂中壳聚糖由

于存在较多的游离氨基，因此释放较慢，而且释放也

不完全。结果提示，纳米粒更有利于药物释放。

3讨论

壳聚糖具有生物相容性好、可降解和黏膜黏附

性等特点。采用离子诱导法制备壳聚糖纳米粒时，由

于整个制备过程在水中进行，无有机溶剂参与，制备

出的粒子无生物毒副作用，因此，吸引着国内外广大

研究者的目光。但是，一直以来，由于壳聚糖纳米粒

粒径一般较大(>200 rim)，这就限制了其在靶向给

药系统中的应用。本实验根据壳聚糖相对分子质量

与壳聚糖纳米粒粒径的相关性。选用低相对分子质

量的壳聚糖，采用离子诱导法，制备出了粒径小于

200 nm的包载去甲基斑蝥素的壳聚糖纳米粒，为提

高该药的肝脏靶向性创造了有利条件。研究中，由于

去甲基斑蝥素在水中水解，其水解产物(亦是有效物

质)去甲斑蝥酸具有良好的水溶性(9．3 g／lOO mL，

20℃)，因此，造成纳米粒对该药的包封率不高。但

是，去甲基斑蝥素给药量低，这使其壳聚糖纳米制剂

仍有相当的发展潜力。离子诱导法制备的壳聚糖纳

米粒中存在较强的静电交联作用，本实验采用甲酸

成功的消解了壳聚糖纳米粒，测出了药物的回收率，

从而得到了包封率、载药量的真实值。

依照参考文献测定壳聚糖自由氨基(即脱乙酰

度)的方法[1“，经过一定调整，测定出了纳米粒表面

的游离氨基。由于药物去甲基斑蝥素在水中的存在

形式去甲斑蝥酸显酸性，其必然要消耗一定的

NaOH滴定液。因此，为了保证测定的准确性，采用

空白纳米粒胶体液进行滴定，同时，以相同质量浓度

的醋酸溶液进行校正。

另外，纳米粒表面的游离氨基提供了化学修饰

的位点，经修饰的纳米粒具有特殊的主动的寻靶作

用。采用胶体滴定法[5]，以苯甲胺蓝为指示剂，聚乙

烯硫酸钾滴定，测定了去甲基斑蝥素一壳聚糖纳米粒

的表面游离氨基，但所用试剂价格昂贵。本实验采用

改良的碱量法，以价格低廉的甲基橙、苯胺蓝为混合

指示剂，同样测定了纳米粒表面的游离氨基，为进一

步的主动靶向制剂研究提供了有价值的参考。经红

外光谱、X一射线衍射技术和差示扫描量热和透射电

镜分析，纳米粒已经形成。体外释放考察显示，与凝

胶剂相比，纳米粒制剂释药更充分，提示其体内可能

有较高的生物利用度。
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