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肉豆蔻酸异丙酯自乳化递送系统的构建及其蛋白晕形成能力  

李琪琪，张光琼，李玲燕，贺智勇，陈  英，王玉娥，吴兴杰，沈祥春*，陶  玲* 

贵州医科大学  药学院，贵州省特色天然药物资源高效利用工程中心，贵州省高等学校天然药物药理与成药性评价特色 

重点实验室，贵州医科大学-贵阳市联合重点实验室，天然药物资源优效利用重点实验室，贵州 贵阳  561113 

摘  要：目的  以肉豆蔻酸异丙酯（IPM）为油相构建自乳化递送系统（IPM@SEDDS），优选 IPM@SEDDS 最佳处方并评

价其蛋白晕（PC）结合能力。方法  结合伪三元相图法和星点设计-响应面法筛选 IPM@SEDDS 的最佳处方，评价其外观、

粒径、电位和稳定性；通过 CCK-8、溶血实验考察其安全浓度范围及生物相容性；利用粒径结合考马斯亮蓝染色评估

IPM@SEDDS 在血清中的 PC 形成能力。结果  IPM@SEDDS 最佳乳化剂和助乳化剂分别为聚山梨酯-80 和无水乙醇，混合

乳化剂质量比为 2∶1，油相与混合乳化剂质量比为 3∶7，涡旋状态下逐滴加入纯水至 10 mL，得半透明状带有淡蓝色乳光

的 IPM@SEDDS。IPM@SEDDS 粒径为（209.77±6.34）nm，电位为（−16.20±1.36）mV，且其具有良好的细胞安全范围

和血液相容性。体外 PC 孵育实验结果表明，IPM@SEDDS 与胎牛血清（FBS）、小鼠血清（MS）、小鼠炎症血清（iMS）之

间形成了 PC，且 PC 的形成能力与孵育时间、血清浓度以及血清种类有关。结论  IPM@SEDDS 具有较好的药剂学性能，

安全性高且生物相容性好，可以为 IPM 更为广泛的应用提供实验参考。 
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Abstract：Objective  To construct a self-emulsifying drug delivery system (SEDDS) based on isopropyl myristate (IPM), optimize 

the formulation of IPM@SEDDS, and evaluate its protein corona (PC) binding ability. Methods  The optimal formulation of 

IPM@SEDDS was screened by pseudo-ternary phase diagram and central composite design-response surface methodology. The 

appearance, particle size,  potential and stability of IPM@SEDDS were evaluated. The safe concentration range and biocompatibility 

of IPM@SEDDS were investigated by CCK-8 and hemolysis experiments. The formation ability of IPM@SEDDS PC was evaluated 

by particle size combined with coomassie brilliant blue staining. Results  The optimal emulsifier and co-emulsifier for IPM@SEDDS 

were Tween-80 and anhydrous ethanol, the mass ratio of mixed emulsifier is 2∶1, the mass ratio of oil phase to mixed emulsifier is 3∶7, 

IPM@SEDDS was obtained by adding pure water dropwise to 10 mL under vortexing, presenting a semi-transparent state with a light 
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blue milky luster. The particle size of IPM@SEDDS was (209.77 ± 6.34) nm, the   potential was (−16.20 ± 1.36) mV, moreover, it 

has good cell safety range and blood compatibility. The results of in vitro PC incubation experiments show that IPM@SEDDS forms 

PC with fetal bovine serum (FBS), mouse serum (MS), and mouse inflammatory serum (iMS), and the formation ability of PC is related 

to the incubation time, serum concentration, and serum type. Conclusion  IPM@SEDDS has excellent pharmaceutical properties, 

high safety and good biocompatibility, which can provide experimental references for the more extensive application of IPM. 

Key words: Self-emulsifying delivery system; isopropyl myristate; pharmaceutics performance; protein corona; pseudo-ternary 

phase diagram; central composite design-response surface methodology 

 

自乳化递送系统（SEDDS）是由油相、乳化剂

与助乳化剂自发形成的热力学稳定油水混合系统，

在温和搅拌条件下，可于水或体液中自发分散形成

的水包油型乳剂[1]。该载药体系可增加难溶性药物

溶解度，使乳滴在体内快速扩散并均匀分布，增加

药物的膜渗透性。同时，其独特的淋巴转运机制可

避免首关效应，不仅有效改善药物的生物利用度[2]，

还能有效缓解药物对组织的刺激性，降低临床不良

反应[3]。相较于传统胶束或助溶剂系统，SEDDS 在

提高药物溶解度和稳定性方面展现出显著优势[4]。

作为不含水分的浓缩溶液，SEDDS 具有稳定的物理

化学性质，且制备工艺简单，已广泛应用于难溶性

药物增溶研究。1994 年，德国上市的环孢素 A 软胶

囊，通过运用 SEDDS 技术极大地增加了药物与肠

上皮细胞的接触面积，促进了药物吸收，标志着该

技术进入产业化应用阶段[5]。此外，Gandhi 等[6]依

托 SEDDS 制备的顺铂递送系统增强了药物在三阴

性乳腺癌细胞中的摄取，为难治性肿瘤治疗提供了

新思路；Kang 等[7]通过优化药物递送效率制备的紫

杉醇 SEDDS，实现了抗肿瘤疗效的显著性提升。这

些成果充分证实，SEDDS 作为创新药物载体，在提

升药物治疗效能方面具有广阔的应用前景与发展

潜力。 

药用辅料是药物制剂的重要组成部分，是保证

药物制剂安全性、有效性、稳定性和均一性的物质

基础[8]，适宜辅料的选择是配制高效安全 SEDDS 的

关键前提。油相是 SEDDS 的重要组成部分，其不

仅可以通过促进药物经肠道淋巴系统运输显著提

升胃肠道吸收效率[9]，对亲脂性药物也有较好的溶

解性[10]。SEDDS 中常用的油相可分为具有不同饱

和度或水解程度的改良中链甘油三酯和长链甘油

三酯。与天然未修饰食用油相比，这些改良的油类

不仅具有更高的载药能力，且与合适的表面活性剂

协同使用时具有更优的乳化特性[11]。肉豆蔻酸异丙

酯（IPM）又名十四酸异丙酯，是由椰子油加工得

到的一种长链羧酸酯类化合物，具有安全性高，黏

度低，互溶性佳等优点，在医药、化妆品等众多领

域得到广泛应用[12]。在医药领域，IPM 的低毒性和

良好的溶解性，使其既能作为药物的载体和溶剂提

升药效、稳定成分，又能延长药物保质期[13]。尽管

IPM 作为油相在 SEDDS 中已有研究，但目前多数

集中于经皮等局部给药 SEDDS 中。例如，Prajapati

等[14]以 IPM 为油相所制备的载酮康唑 SEDDS 展现

出较好的抗真菌活性；Zhang 等[15]以 IPM 为油相制

备的共载姜黄素和双歧杆菌水包油型 SEDDS 不仅

可以增加姜黄素的溶解度，还在胰岛 β 细胞功能修

复方面表现出优异的疗效。 

当纳米载体进入体内后，会立即与生物流体中

蛋白质等生物分子接触，这些生物分子会竞争性地

结合到纳米载体的表面并形成蛋白晕（PC）[16]。纳

米材料-PC 复合物是纳米载体在体内与细胞、组织

及器官作用的主要形式，PC 的形成会显著影响纳

米药物的细胞摄取、特异性识别、药物释放和免疫

反应等递送过程[17]。在细胞摄取层面，PC 能够改变

纳米药物与非吞噬细胞的相互作用模式，进而改变

其细胞摄取和内吞途径[18]。例如，Aliyandi 等[19]研

究发现，用富含组氨酸的糖蛋白（HRG）预涂二氧

化硅纳米颗粒后，其在内皮细胞中的摄取量会显著

降低。在特异性识别方面，大量蛋白吸附会掩盖纳

米药物表面的靶向结构，致使生物环境中细胞靶向

配体或功能基团的识别能力下降[20]，最终影响纳米

药物的靶向递送效果。 

药物释放过程受 PC 影响展现出双面性：一方

面 PC 的形成会增加纳米药物的流体动力学半径和

扩散层厚度，导致释放速率降低和释放时间延长；

另一方面，PC 又能通过催化纳米载体的分解、增强

与细胞膜的静电作用等过程促进纳米药物在体内

的释放[21]。免疫反应方面，PC 作为纳米药物与免疫

系统相互作用的生物界面，能够调节先天免疫细胞

活性，激活补体系统，并引发适应性免疫反应[22-23]。
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由此可见，PC 的形成会影响纳米载体的原有理化

性质和生物学效应[24]。值得注意的是，血浆中蛋白

质的类型在不同的患者和疾病中有所不同，即使使

用相同的纳米药物，在不同的病理条件下形成的 PC

都是独一无二的，即形成“个性化 PC”（PPC）[25]。

因此，深入探究纳米载体表面 PC 的特征及其影响

机制是调控纳米载体体内命运的首要步骤。 

基于课题组前期研究基础[26]，本研究以 IPM 为

油相进行 IPM@SEDDS 的处方优化、药剂学性能评

价、安全性考察，并探究其与 PC 的结合能力，以

期为 IPM 在临床药物递送中的广泛应用提供参考，

为其在药物递送领域的拓展应用提供实验数据。 

1  仪器与材料 

1.1  主要仪器 

ME104 型分析电子天平（梅特勒-托利多仪器

上海有限公司）；UPW-UP-10 型纯水仪（成都天莘

宁科技有限公司）；XH-C 型旋涡混合器（江苏金坛

市白塔新宝仪器厂）；NanoBrook 90 Plus PALS 型纳

米激光粒度分布仪（美国布鲁克海文有限公司）；

ELX 800 型酶标仪（美国 BioTek 公司）；ChemiDoc 

XRS 凝胶成像系统（美国 Bio-Rad 公司）。 

1.2  主要试剂 

IPM（质量分数 98%，批号 54844856P0）阿

拉丁生化科技有限公司；聚山梨酯-80（T80 批号

1215E013）北京索莱宝试剂有限公司；泊洛沙姆

188（F68，批号 WBAK539B）德国巴斯夫公司；

聚乙二 醇 -15- 羟 基硬脂酸酯 （ HS15 ，批号

54844856P0）上海协泰化工有限公司；聚乙二醇

400（PEG 400，批号 20200725）西陇科学股份有

限公司；甘油（批号 20191213）浙江遂昌惠康药

业有限公司；无水乙醇（批号 20200918，分析纯）

国药集团化学试剂有限公司；胎牛血清（批号

R20115）北京全式金生物技术股份有限公司；琼

脂糖凝胶 CL-4B（批号 QC4L2009）北京瑞达恒辉

科技发展有限公司；考马斯亮蓝快速染色液（批

号 P0017）上海碧云天生物技术有限公司；SDS-

PAGE 凝胶制备试剂盒（货号 P1200）、二喹啉甲

酸（BCA）蛋白浓度测定试剂盒（货号 PC0020），

北京 Solarbio 科技有限公司。 

1.3  细胞及动物 

人脐静脉内皮细胞株 HUVECs（美国 ATCC）。

SPF 级昆明小鼠，雄性，体质量（20±2）g；SPF 级

SD 大鼠，雄性，体质量（200±20）g；均购自贵州

医科大学动物中心，实验动物生产许可证号 SCXK

（湘）2019-0014，所有动物实验经贵州医科大学伦

理委员会批准（210082）。 

2  方法与结果 

2.1  伪三元相图绘制 

固定体系质量为 1 g，分别称取乳化剂与助乳

化剂，质量比（Km）为 2∶1 混匀形成混合乳化剂。

再称取适量的油相与混合乳化剂分别以 1∶9、2∶

8、3∶7、4∶6、5∶5、6∶4、7∶3、8∶2、9∶1 的

质量比混合，涡旋状态下逐滴加入超纯水，观察乳

化现象并记录临界点的加水量，计算各组分在临界

点的质量百分数。以油相、水相、Km 为 3 个顶点，

采用 Orgin 9.0 软件绘制伪三元相图，以乳化区域面

积（阴影区域）大小为考察指标，进行 IPM@SEDDS

最优处方考察，所有处方重复 3 次。 

2.2 乳化剂的考察   

固定体系质量为 1 g，助乳化剂为无水乙醇，Km

值为 2∶1，选取 T80、F68、HS15 进行乳化剂种类

考察。按照 IPM 与混合乳化剂的比例为 1∶9、2∶

8、3∶7、4∶6、5∶5、6∶4、7∶3、8∶2、9∶1 称

量后置于 10 mL 的 EP 管中，涡旋混匀，逐滴加入

超纯水，观察乳化现象，记录各相质量，以乳化区

域面积为考察指标，绘制伪三元相图。乳化剂筛选

结果表明，IPM@SEDDS 乳化面积大小依次为 T80、

F68、HS15。且在 T80 作为乳化剂时，IPM@SEDDS

在室温下放置 12 h 比例为 5∶5、6∶4、7∶3、8∶

2、9∶1 出现分层现象；F68 作为乳化剂时，所有比

例均出现分层现象；HS15 作为乳化剂时，比例为

6∶4、7∶3、8∶2、9∶1 出现分层现象，因此综合

选择 T80 作为 IPM@SEDDS 的乳化剂，结果见图 1。 

2.3  助乳化剂考察   

固定体系质量为 1 g，乳化剂为 T80，Km 值为

2∶1，选取 PEG 400、甘油、无水乙醇进行助乳化

剂种类考察。IPM 与混合乳化剂分别按质量比 1∶9、

2∶8、3∶7、4∶6、5∶5、6∶4、7∶3、8∶2、9∶

1 涡旋混匀，逐滴加入超纯水，仔细观察乳化现象，

记录各相质量，以乳化区域面积为考察指标，绘制伪

三元相图。助乳化剂筛选结果表明，IPM@SEDDS 乳

化面积大小依次为无水乙醇、PEG 400、甘油。且当

使用 PEG 400 和甘油作为助乳化剂时，室温放置

12 h，所有比例的 IPM@SEDDS 均出现分层现象，

因此选择无水乙醇作为 IPM@SEDDS 的助乳化

剂，结果见图 2。 



第 48 卷第 6 期  2025 年 6 月     Drug Evaluation Research    Vol. 48 No. 6  June 2025 

    

·1520· 

 

图 1  不同乳化剂考察的伪三元相图 

Fig. 1  Pseudo-ternary phase diagram of different emulsifiers investigation 

 

图 2  不同助乳化剂考察的伪三元相图 

Fig. 2  Pseudo-ternary phase diagram of co-emulsifier investigation 

2.4  Km 值的考察   

根据上述实验结果，固定体系质量为 1 g，乳

化剂为 T80，助乳化剂为无水乙醇。考察最佳 Km

值。分别设置 Km 为 1∶3、1∶2、1∶1、2∶1、3∶

1，将油相与混合乳化剂分别以 1∶9、2∶8、3∶

7、4∶6、5∶5、6∶4、7∶3、8∶2、9∶1 的质量

比涡旋混匀，绘制伪三元相图。Km 值考察结果表

明，IPM@SEDDS 在不同 Km 值时乳化面积大小依

次为 2∶1、1∶1、1∶3、1∶2、3∶1，因此选择

2∶1 进行后续实验，结果见图 3。 

 

图 3  Km 值考察的伪三元相图 

Fig. 3  Pseudo-ternary phase diagram of Km value investigation 
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2.5  油相与混合乳化剂比例的选择   

在 Km 值比例考察的实验结果中发现，所制备

的溶液在室温静置 12 h 后，油相与混合乳化剂质量

比为 5∶5、6∶4、7∶3、8∶2、9∶1 的溶液均出现

分层，故设置油相质量分数的范围为 20%～40%，

进行后续实验，结果见图 4。 

 

图 4  不同油相与混合乳化剂比例的考察 

Fig. 4  Investigation of different oil phases and Km value 

2.6  星点设计-响应面法优化处方   

以伪三元相图筛选结果为基础，选择对 SEDDS

形成显著影响的油相质量分数（X1）和 Km（X2）为

自变量，中位径（D50）为考察指标（Y），使用 Design 

Expert 8.0.6 软件进行星点设计，确定最佳处方。实

验设计与结果见表 1。 

用 Design expert 8.0.6 软件对测得数据进行二

项式模型拟合及显著性检验，其响应方程为 Y＝

202.03＋47.23 X1－65.05 X2＋8.06 X1X2＋3.39 X1
2＋

32.40 X2
2，相关系数（R2）为 0.9691，模型显著性

水平 P＜0.001，表明模型显著可靠。然后根据响应

方程绘制三维响应面图，分析自变量对考察指标的

影响。实验结果显示，D50随着油相质量分数的增加

而增大，随 Km 的增加而减小，结果见图 5。限定 D50

在 200 nm 左右，根据 Design expert 8.0.6 软件得到

理论最佳处方为油相质量分数 29.96%，Km 值为

2.02。为简化处方，将处方修定为油相质量分数

30%，混合乳化剂 Km值为 2∶1。 

2.7  最佳处方的验证 

按最佳处方平行制备 3 份 IPM@SEDDS 进行验

证实验，计算偏差。实验结果显示 3 批 IPM@SEDDS

的 D50为（195.61±3.83）nm，实测值与预测值（200）

的相对误差为 2.03，表明所构建数学模型的预测性

良好。 

相对误差＝（预测值－实测值）/预测值 

2.8  外观、D50和电位 

制备所得最佳处方的 IPM@SEDDS，肉眼观察，

结果表明，IPM@SEDDS 呈半透明状，带有淡蓝色

乳光，流动性良好。用超纯水稀释 IPM@SEDDS， 

表 1  星点设计-响应面法实验因素水平及结果 ( ±s，n＝3) 

Table 1  The factors and measurement results of central composite design ( ±s，n = 3) 

序号 X1% X2 D50/nm 序号 X1% X2 D50/nm 

1 37.07 (1) 2.71∶1(1) 247.47±6.48 8   22.93 (−1) 2.71∶1 (1) 129.22±1.20 

2 30.00 (0) 2.00∶1 (0) 195.81±2.13 9   30.00 (0) 1.00∶1 (−1.414) 374.79±15.96 

3 30.00 (0) 2.00∶1 (0) 190.77±8.12 10   40.00 (1.414) 2.00∶1 (0) 266.66±9.57 

4 30.00 (0) 2.00∶1 (0) 215.33±7.69 11   20.00 (−1.414) 2.00∶1 (0) 144.92±3.90 

5 30.00 (0) 3.00∶1 (1.414) 153.83±1.96 12   37.07 (1) 1.29∶1 (−1) 335.32±10.62 

6 22.93 (−1) 1.29∶1 (−1) 249.30±5.60 13   30.00 (0) 2.00∶1 (0)  202.36±2.91 

7 30.00 (0) 2.00∶1 (0) 205.88±2.75     

 

图 5  D50 的三维响应面图 

Fig. 5  Three-dimensional response surface of D50 

布鲁克海文纳米粒径仪测定其粒径及电位。结果

表明，IPM@SEDDS 平均粒径为（209.77±6.34）

nm，PDI 为 0.208±0.021，电位为（−16.20±1.36）

mV，所制得的 IPM@SEDDS 粒径分布较为均匀，

结果见图 6。 

2.9  稳定性考察   

应 用 布 鲁 克 海 文 纳 米 粒 径 仪 考 察

IPM@SEDDS 在用 pH 值为 7.4 的 PBS 溶液稀释

100、200、300、400、500、600、700、800 倍，和

在室温放置 0、2、4、8、12、24 h 后对 D50及 PDI
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图 6  IPM@SEDDS 的外观、粒径和电位 ( ±s，n＝3) 

Fig. 6  Appearance,particle size and  potential of IPM@SEDDS ( ±s，n = 3) 

的影响。结果见图 7，在不同的稀释倍数及室温下

放置 24 h 内，IPM@SEDDS 的 D50及 PDI 均未发生

明显变化，表明所制备的 IPM@SEDDS 具有良好的

稳定性。 

2.10  细胞毒性试验 

将处于对数生长期的 HUVECs 细胞以每孔 6×

103 个的密度接种至 96 孔板中，培养 24 h，弃去旧

培养基，实验组分别加入质量浓度为 1.00×10−4、

1.00×10−3、0.01、0.10、1.00、20.00 mmol·L−1 的

IPM@SEDDS 溶液，对照组为 RPMI - 1640 基础培

养基处理的细胞，空白组为 RPMI - 1640 基础培养

基，共同孵育 24 h 后，每孔加入 10 μL CCK-8 试剂 

 

图 7  IPM@SEDDS 稳定性研究结果 ( ±s，n＝3) 

Fig. 7  Stability study results of IPM@SEDDS ( ±s，

n = 3) 

混匀，37 ℃培养箱孵育 2 h，采用酶标仪在 450 nm

处检测吸光度（A）值，计算细胞存活率。 

存活率＝（A 实验－A 空白）/（A 对照－A 空白） 

实验结果如图 8 所示，与对照组相比，0.10、

1.00 、 20.00 mmol·L−1 的 IPM@SEDDS 作 用

HUVECs 细胞 24 h 后，HUVECs 细胞的存活率显

著降低（P＜0.01、0.001）。 

 

与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001。 

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group. 

图 8  IPM@SEDDS 对 HUVECs 细胞存活率的影响( ±

s，n＝3) 

Fig. 8  Effect of IPM@SEDDS on viability of HUVECs 

cells ( ±s，n = 3) 

2.11  溶血实验考察 

大鼠主动脉腹侧穿刺取血，以 3 000 r·min−1离

心 15 min，取红细胞，按 4∶100 的比例加入 0.9%氯

化钠溶液，使红细胞悬液的最终质量浓度为 4%。使

用蒸馏水作为阳性对照，0.9%氯化钠溶液作为阴性

对照，取 500 μL 红细胞悬液分别与等体积的蒸馏水、

0.9%氯化钠溶液及不同质量浓度的 IPM@SEDDS

（2.00、0.20、0.02、2.00×10−3、2.00×10−4、2.00×

10−5 mmol·L−1）混合，并在 37 ℃下孵育 3 h。4 ℃、

3 000 r·min−1离心 10 min，使用酶标仪在波长 450 nm

处检测各组上清液的 A 值，平行 3 份，并计算其溶
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血率（HR）。 

HR＝（A 样品－A 阴性）/（A 阳性－A 阴性） 

结果见图 9，阴性对照 0.9%氯化钠溶液组未发生

溶血，阳性对照蒸馏水组显示出完全溶血，表明其对

红细胞膜具有溶解能力；当 IPM@SEDDS 质量浓度

小于 1 mmol·L−1 时，均未引起溶血现象，显示

IPM@SEDDS 在评估的质量浓度范围内保持了红细

胞的完整性，溶血率结果如表2所示，当IPM@SEDDS

质量浓度小于 1 mmol·L−1 时，溶血率均＜5%，表明

IPM@SEDDS 具有较好的生物相容性。 

 

从左到右依次为阳性对照组，阴性对照组，IPM@SEDDS 质量

浓度 1.00、0.10、0.01、1.00×10−3、1.00×10−4、1.00×10−5 

mmol·L−1。 

From left to right were positive group; negative group; 

IPM@SEDDS concentration 1.00、0.10、0.01、1.00×10−3、1.00

×10−4、1.00×10−5 mmol·L−1. 

图 9  IPM@SEDDS 的溶血性评价 ( ±s，n＝3) 

Fig. 9  Hemolytic evaluation of IPM@SEDDS ( ±s，

n = 3) 

表 2  溶血率结果 ( ±s，n＝3) 

Table 2  Results of hemolytic rate ( ±s，n = 3) 

组别 
质量浓度/ 

(mmol·L−1) 
HR/% 

阳性对照 — 100.00±1.94 

阴性对照 — 0.00±0.06 

IPM@SEDD 1.00 13.89±0.15 

 0.10 0.77±0.24 

 0.01 0.42±0.20 

 1.00×10−3 0.35±0.10 

 1.00×10−4 0.16±0.10 

 1.00×10−5 0.19±0.15 

2.12  IPM@SEDDS PC 形成考察 

2.12.1  小鼠血清的制备  12 只小鼠适应性饲养 7 d，

随机分为 2 组，对照组 6 只 ip 0.9%氯化钠溶液，

模型组 6 只 ip 脂多糖（LPS）溶液（10 mg·kg−1）

建立小鼠炎症损伤模型。注射 12 h 后，眼球取血，

室温静置 0.5 h，于 4 ℃，3 000 r·min−1 离心 15 min，

收集上清液得对照血清（MS）和炎症血清（iMS），

备用。 

2.12.2  含 PC 的 IPM@SEDDS 的制备  将制备得

到的 IPM@SEDDS 分别与胎牛血清（FBS）、MS 和

iMS 按体积比 1∶1 混合，于 37 ℃，150 r·min−1 的

摇床中孵育 1 h 后，将样品加载到琼脂糖凝胶 CL-

4B 柱（20.0 cm×1.0 cm）上，采用尺寸排阻色谱

（SEC）的方法除去游离的蛋白，以 PBS 溶液为洗

脱液，每 500 μL 为一个组分进行收集，共收集 30

个洗脱组分，共获得 15 mL 洗脱液。使用紫外-可

见分光光度计测量各组分在 280 nm 处的 A 值，以

收集的组分为横坐标，A 值为纵坐标分别绘制样品

的洗脱曲线（图 10），并将含有 PC 的组分汇集，

分 别 得 到 PC 包 被 的 IPM@SEDDS-FBS 、

IPM@SEDDS-MS 、 IPM@SEDDS-iMS ， 其 中

IPM@SEDDS 在 11 组分开始洗脱，FBS 在第 17 个

组分开始洗脱，MS 在 20 个组分开始洗脱，iMS 在

17 个组分开始洗脱。 

2.12.3  透射电镜（TEM）观察   取 5 μL 的

IPM@SEDDS、IPM@SEDDS-FBS、IPM@SEDDS-

MS 、IPM@SEDDS-iMS 溶液垂直滴于 300 目铜网

上染色 5 min，用 2%的磷钨酸复染 5 min，吸干多

于的液体后置于室温晾干，在加速电压 120 kV，放

大倍数 25 万倍下观察其外观形态。结果显示（图

11 ）， IPM@SEDDS-FBS 、 IPM@SEDDS-MS 、

IPM@SEDDS-iMS 仍呈类球型，但与 IPM@SEDDS

相比，表面被 PC 包被边缘较为模糊。 

 

图 10  IPM@SEDDS-FBS、IPM@SEDDS-MS、IPM@SEDDS-iMS 的洗脱曲线 

Fig. 10  Elution curves of IPM@SEDDS-FBS、IPM@SEDDS-MS、IPM@SEDDS-iMS 
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图 11  IPM@SEDDS、IPM@SEDDS-FBS、IPM@SEDDS-MS、IPM@SEDDS-iMS 的 TEM 图 

Fig. 11  TEM images of IPM@SEDDS, IPM@SEDDS-FBS, IPM@SEDDS-MS and IPM@SEDDS-iMS 

2.12.4  考马斯亮兰染色  按 BCA蛋白含量测定试

剂盒说明书操作，使用酶标仪在波长 570 nm 处测

定牛血清白蛋白（BSA）标准品的蛋白系列标准溶

液，以 BSA 标准品的系列浓度为横坐标，A 值为纵

坐标绘制标准曲线，拟合回归方程为 Y＝0.978 X＋

0.120 6，线性范围 0～0.5 mg·mL−1，相关系数 R2＝

0.999 5。根据样本 IPM@SEDDS-FBS、IPM@SEDDS-

MS、IPM@SEDDS-iMS 的 A 值，计算各组分蛋白质

量浓度，结果如图 12 所示。 

 

图 12  IPM@SEDDS-PC 的蛋白浓度 ( ±s，n＝3) 

Fig. 12  Protein concentration plots of IPM@SEDDS-PC 

( ±s，n = 3) 

应用 10%的 SDS-PAGE 凝胶对所收集含 3 种

不同血清 PC 的 IPM@SEDDS 及对应的血清蛋白进

行电泳分离，120 V 电泳 90 min 后，将凝胶置于

0.1%考马斯蓝亮蓝 R-250 的溶液中避光染色 2 h，

而后使用超纯水脱色 3～4 h，至凝胶呈透明无色，

使用曝光仪采集图像。实验结果显示（图 13），

IPM@SEDDS 组中无蛋白条带，FBS 中富含胎牛白

蛋白、转铁蛋白等蛋白质，所以在 IPM@SEDDS-

FBS 组中 7.50×104 处有较强的蛋白条带出现。MS

中含白蛋白、补体蛋白、lgG 等小鼠正常血浆蛋白，

IPM@SEDDS-MS 组可能吸附了较多的补体蛋白，

因此在约 1.80×105 处出现明显条带。LPS 诱导的

炎症可能会使小鼠血清中急性期相关蛋白增多，白

蛋白减少，考马斯亮蓝染色结果与预测相符，与 MS

组相比，iMS 组中白蛋白分子量附近的蛋白条带明

显减少，IPM@SEDDS-iMS 组同样可能吸附了较多

的补体蛋白，在约 1.35×105 处出现明显条带。考马

斯亮蓝染色结果表明 IPM@SEDDS 与 3 种血清在

共孵育条件下相互作用形成了 PC，且 PC 的组成与

血清种类有关。 

 

图 13  IPM@SEDDS-PC 的 SDS-PAGE 图 

Fig. 13  SDS-PAGE plots of IPM@SEDDS-PC 

2.12.5  时间和血清浓度对 IPM@SEDDS 吸附蛋白

的影响  将 IPM@SEDDS 分别与 FBS、MS 和 iMS

按体积比 1∶1 混匀后放置于 37 ℃，150 r·min−1的

摇床上孵育 15、30、60、90、120 min；将 IPM@SEDDS
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分别与 FBS、MS 和 iMS 以体积比 5∶1，3∶1，1∶

1，1∶3，1∶5 混匀后在摇床上孵育 60 min。以动

态光散射（DLS）测量粒径为考察指标，分别考察

不 同 孵 育 时 间 和 不 同 血 清 浓 度 条 件 对

IPM@SEDDS 吸附蛋白的影响。结果见图 14。 

随着 IPM@SEDDS 与 FBS、MS 和 iMS 3 种血

清孵育时间的增加，可以观察到 2 h 内，

IPM@SEDDS-FBS 随 时 间 的 延 长 而 增 加 ，

IPM@SEDDS-MS 和 IPM@SEDDS-iMS 在 1 h 内随

时间的延长而增加，但 1 h 后粒径开始略有减小。

从考马斯亮蓝染色结果中观察到 FBS 中主要含有

胎牛白蛋白，与 IPM@SEDDS 共孵育后可以快速的

吸附在其表面，随着时间的延长，越来越多的蛋白

吸附在其表面，因此粒径随时间的延长而增加。MS

和 iMS 的考马斯亮蓝染色中除了在约 7.50×104 左

右观察到明显的条带外，在 2.50×104～4.80×104、

1.00×105～1.80×105也有不同程度蛋白条带的表 

 

图 14  IPM@SEDDS 与 FBS、MS 和 iMS 孵育不同时间

和不同浓度的粒径变化 ( ±s，n＝3) 

Fig. 14   Particle size changes of IPM@SEDDS were 

incubated with FBS, MS and iMS at different time and 

concentrations  ( ±s，n = 3) 

达，当 IPM@SEDDS 进入 MS 和 iMS 的环境后，

可能会快速吸附白蛋白等高丰度的蛋白质，从而使

粒径增加，随着相互作用时间的延长，低丰度高亲

和力的蛋白逐步取代初期吸附的高丰度蛋白，形成

更为稳定的 PC 层，因此出现粒径减小的现象。随

着血清浓度的增加，IPM@SEDDS 与 3 种血清相互

作用所形成的 PC 厚度增加，在 IPM@SEDDS 与

MS、iMS 体积比大于 1∶3 时所形成的 PC 厚度无

明显变化，表明当血清达到该浓度时，与

IPM@SEDDS 的 PC 已达到稳定。此外，该实验中，

与 FBS 相比，两种不同生理环境 MS 所形成的 PC

的变化趋势更为相似，也表明 PC 的形成与血清的

种类有关。 

3  讨论 

乳液的理化性质在很大程度上受油相、乳化

剂、助乳化剂的种类及比例影响。因此，在处方设

计时，需考虑辅料与药物，辅料与辅料之间的配伍

性，确保乳液中成分无毒、无刺激性且不影响药效。

本研究选用的T80是一种常用的非离子型表面活性

剂，生物相容性好、低毒性、且能有效的稳定蛋白

质，具有良好的乳化和增溶作用[27]。无水乙醇已收

入 FDA 非活性成分数据库中，可用于静脉注射剂，

透皮吸收制剂和皮肤用制剂等领域[28]。 

研究表明，乳剂 D50在 200 nm 时，乳滴具有被

动靶向血管内皮损伤部位的性能[29]。在本实验中，

以 IPM 为油相，T80 为乳化剂，无水乙醇为助乳化

剂所制备的 SEDDS，选择稳定性好，D50在 200 nm

左右的 IPM@SEDDS 处方进行下一步研究。为保证

IPM@SEDDS 可用于静脉注射，对不同浓度

IPM@SEDDS 进 行 了 溶 血 考 察 ， 结 果 表 明

IPM@SEDDS 具有较好的生物相容性，符合静脉注

射的要求。 

目前，在 PC 的研究中常依据 PC 密度、尺寸和

磁性等差异，采用离心法、尺寸排阻色谱法、磁分

离法等方法实现分离纯化[30-31]。磁分离法借助磁性

纳米颗粒的磁响应特性，能够在外加磁场中快速分

离 PC 复合物，尽管该方法效率高，但需对纳米载

体进行磁性修饰，这可能改变其表面化学性质，因

此不适于本研究[32]。此外，研究表明离心法虽然用

于纳米颗粒-PC 分离，但对于尺寸较小或密度低的

纳米材料（如脂质体）并不适用，主要原因在于此

类材料沉降困难，且高离心力易导致强烈的团聚，

进而影响 PC 组成[33]。因此，本研究选择通过 SEC
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技术对 PC 进行分离纯化。实验结果表明，SEDDS-

PC 复合物和游离血清可在不同的组分被洗脱收集，

达到 PC 分离纯化的目的。 

血清成分复杂，其中含量最为丰富的蛋白质为

白蛋白（35～55 g·L−1）和球蛋白（20～40 g·L−1），

相对分子质量分别为 6.65×104 和 9.30×104～

1.50×105，这与考马斯亮蓝染色结果一致，图谱

中在 7.00×104和 1.35×105附近呈现出明显条带。

已有研究表明，阴离子 SEDDS 的蛋白质结合显

著低于相应的中性和阳离子 SEDDS。这是由于蛋

白质在低于等电点的 pH 值下带正电，在高于等

电点的 pH 值条件下带负电，所以在 pH 7.4 的 PBS

中带负电的 SEDDS 蛋白结合较低[34-35]。本研究

制备的 IPM@SEDDS 呈负电性，因此其在 pH 7.4

的 PBS 中与 3 种血清相互作用形成的 PC 厚度较

小，粒径变化不明显。此外，考马斯亮蓝染色、

时间和浓度对 PC 影响的实验结果均表明，相同

种类血清作用下，条带特征和粒径变化更为相似，

但因病理条件差异仍存在一定区别，表明

IPM@SEDDS 与 FBS、MS、iMS 之间的相互作用

形成了 PPC。 

本研究评估了 IPM@SEDDS 的最佳处方，结果

显示其具有较好的药剂学性能，粒径适宜、安全性

较好，适用于 iv 给药系统，形成 PC 后 IPM@SEDDS

在 3种不同种类血清中的最大粒径变化约为 40 nm，

表明血清对粒径影响较小。后续研究可以通过增加

剪切力等实验条件模拟动态生理环境，并结合蛋白

质组学等技术深入考察不同环境中 IPM@SEDDS

的蛋白吸附特性。 
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