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Box-Behnken 效应面法优化大黄素/小檗碱-壳聚糖双载药纳米粒的处方 
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摘  要：目的  优化大黄素（Emo）与小檗碱（Ber）壳聚糖双载药纳米粒的制备工艺和处方，并考察其稳定性及溶出度。

方法  以壳聚糖（CS）为载体，三聚磷酸钠（TPP）为交联剂，采用离子交联法包载大黄素/羟丙基-β-环糊精（HP-β-CD）

和小檗碱，得到载药纳米粒（Emo/HP-β-CD-Ber-CS NPs），以粒径和多分散指数（PDI）为自变量，运用总评归一值（OD）

法进行数据处理，采用 Box-Behnken 效应面法优化处方并进行验证。最后对纳米粒的最佳冻干条件进行筛选，考察保护剂

种类和用量。并对制剂进行表征和溶出度考察。结果  优化得到的最佳制备工艺为壳聚糖与 TPP 质量比为 3∶1，小檗碱与

载体质量比为 0.166∶1，Emo/HP-β-CD 与载体质量比为 0.2∶1。测得 Emo/HP-β-CD-Ber-CS NPs 的平均粒径为（178.0±2.0）

nm，PDI 为 0.187±0.006，平均 OD 值为 0.953 6，实测值与预测值接近。大黄素和小檗碱的载药量分别为 0.34%和 0.95%。

稳定性考察结果表明，纳米粒胶体溶液在 9 d 内以 4 ℃储存物理性质稳定，以 6%葡萄糖为保护剂制得的冻干制剂效果较好，

复溶迅速，再分散后的平均粒径为（161.8±4.8）nm，PDI 为 0.263±0.047。体外释放研究表明载药纳米粒冻干粉溶解度和

溶出度显著提高。结论  Box-Behnken 效应面法所建立的模型能较好的用于 Emo/HP-β-CD-Ber-CS NPs 制剂的处方优化，精

度高，预测效果较好，且 Emo/HP-β-CD-Ber-CS NPs 制备工艺稳定可行。 

关键词：大黄素；羟丙基-β-环糊精；小檗碱；壳聚糖；纳米粒；Box-Behnken 效应面法；总评归一值法；离子交联法 

中图分类号：R283.6      文献标志码：A      文章编号：0253 - 2670(2021)06 - 1614 - 09 

DOI: 10.7501/j.issn.0253-2670.2021.06.009 

Optimization of prescription process of emodin/berberine chitosan dual 

drug-loaded nanoparticles by Box-Behnken response surface method 
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Abstract: Objective  To optimize the preparation process and formulation of emodin (Emo) and berberine (Ber) chitosan (CS) dual 

drug-loaded nanoparticles, and investigate its stability and dissolution. Methods  Using CS as the carrier and sodium 

tripolyphosphate (TPP) as the cross-linking agent, emodin/hydroxypropyl-β-cyclodextrin (HP-β-CD) and Ber were encapsulated by 

ion cross-linking method to obtain drug-loaded nanoparticles (Emo/HP-β-CD-Ber-CS NPs). Then, with particle size and 

polydispersity index (PDI) as independent variables, data processing was performed using the overall desirability value method, and 

the Box-Behnken effect surface method was used to optimize the prescription and verify it. Finally, a preliminary screening of the 

optimal freeze-drying conditions of the nanoparticles was carried out，and the type and dosage of lyoprotectants was investigated. 

Results The optimized preparation process was as follows: mass ratio of TPP to CS was 3:1, Ber to carrier was 0.166:1, and 

Emo/HP-β-CD to carrier was 0.2:1. The measured average particle size was (178.0 ± 2.0) nm, PDI was 0.187 ± 0.006, and the 

average OD value was 0.953 6. The measured value was close to the predicted value. The drug loading of Emo and Ber were 0.34% 

and 0.95, respectively. Stability investigation showed that the nanoparticles colloidal solution was physically stable when stored at 
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4 ℃ within 9 d. And the freeze-dried formulation prepared with 6% glucose as the protective agent had better effect and rapid 

reconstitution. The average particle size after redispersion was (161.8 ± 4.8) nm，and PDI was 0.263 ± 0.047. In vitro release studies 

have shown that the solubility and dissolution of drug-loaded nanoparticle freeze-dried powder were significantly improved. 

Conclusion  The model established by the Box-Behnken response surface method can be used to optimize the formulation of 

Emo/HP-β-CD-Ber-CS NPs with high accuracy and good prediction effect. And the preparation process of Emo/HP-β-CD-Ber-CS 

NPs is stable and feasible. 

Key words: emodin; hydroxypropyl-β-cyclodextrin; berberine; chitosan; nanoparticles; Box-Behnken response surface method; 

overall desirability value; ion cross-linking method 

 

大黄-黄连药对为中药清热泻火解毒的代表药

味配伍之一，其源于张仲景《伤寒论》大黄黄连泻

心汤，二者常相须配伍使用[1]。以大黄-黄连药对为

基础的制剂疗效显著，因此二者在临床应用上有广

阔的前景[2]。大黄素（emodin，Emo）是传统中药

大黄和虎杖的天然蒽醌类成分，现代药理发现大黄

素在保肝[1]、抗炎[2]、抗糖尿病[3]、抗溃疡[4]、免疫

抑制[5]，以及肿瘤治疗[6]中均有一定疗效。然而大

黄素的水溶性极差，口服生物利用度低，使其在临

床应用中受限。 

小檗碱（berberine，Ber）即黄连素，是毛茛科

黄连属植物黄连根和皮中提取的异喹啉类生物碱，

具备多种药理活性，如清热解毒、抗菌、抗痢、抗

肿瘤、降血糖、调节血脂等功能[7-12]。然而小檗碱

具有较大的极性，口服易被胃肠道中的黏蛋白吸附

而降低其吸收率，im 和静脉滴注给药又易引起药

疹、过敏性休克等较强的不良反应，而制剂味苦增

加了儿童服药的困难[13]。因此，设计大黄素-小檗碱

给药系统，以增加两者的溶解度，改善其生物利用

度，是亟待解决的问题之一。 

大黄素和小檗碱分别是大黄和黄连药对的主要

有效成分，小檗碱与大黄素相须为用，《本草纲目》

认为“相须”即“同类不可离也”，相须二药之间存

在特殊的协同增效关系，彼此相须而不可离。研究

表明二者联用可协同增效从而限制乳腺癌细胞生

长，并诱导其凋亡[14]。然而大黄素与小檗碱的共同

包载的研究还未见报道。 

环糊精是一类重要的高分子材料，通过与药物

形成包合物结构而实现提高难溶性药物溶解性、增

强药物稳定性、改善药物生物利用度等目的[15]。经

改性后的羟丙基-β-环糊精（HP-β-CD）与天然的 β-

环糊精相比，HP-β-CD 水溶性大幅度提高，并具有

更高的安全性[16]。以 HP-β-CD 包载大黄素，可增加

大黄素的溶解度，提高其稳定性。壳聚糖（CS）是

一种带正电的天然高分子化合物碱性多糖，来源广

泛且价格低廉，具有良好的生物相容性、可降解性、

低毒、低致敏性和生物黏附性，可以延长药物在体

内的滞留时间和释放时间，增加机体对药物的吸收，

已广泛地应用于生物医用材料、靶向给药等领域[17]。 

为了提高大黄素与小檗碱的溶解度，本实验采

用溶剂法制备 Emo/HP-β-CD 包合物（Emo/HP-β- 

CD），在此基础上，以壳聚糖为载体，采用离子交

联法，与小檗碱和壳聚糖制备成大黄素/小檗碱-壳

聚糖双载药纳米粒（Emo/HP-β-CD-Ber-CS NPs），

并对所制得纳米粒进行工艺优化，以期为大黄素与

小檗碱新制剂的开发及应用提供参考。 

1  仪器与试剂 

Nicomp 380ZLS 型激光粒度分析仪，美国 PSS

公司；SJIA-10N-50 型冷冻干燥机，宁波市双嘉仪

器有限公司；Agilent 1200 高效液相色谱仪，美国

Agilent 公司；Nicolet IS10 傅里叶红外光谱分析仪，

美国热电公司；JSM-IT300LA 扫描电子显微镜

（SEM），日本电子株式会社。 

原料药大黄素（批号 XC20161203，质量分数

98%）、小檗碱（批号 XC20170112，质量分数 97%），

西安小草植物科技有限责任公司；壳聚糖，浙江金

壳有限公司；三聚磷酸钠（TPP）、HP-β-CD，成都

市科龙试剂化工厂；对照品大黄素（批号 MUST- 

16110712，质量分数 99.48%）、小檗碱（批号 MUST- 

16111115，质量分数 98.95%），成都曼思特生物科

技有限公司；85-2A 数显恒温测速磁力搅拌器，金

坛市白塔新宝仪器厂；甲醇，赛默飞世尔科技（中

国）有限公司；乙醇，超纯水。 

2  方法与结果 

2.1  Emo/HP-β-CD 的制备 

根据前期预试验结果得知，将大黄素包载于

HP-β-CD 中，可提高大黄素的溶解性及稳定性，再

将其与小檗碱共同包载于壳聚糖中，从而增加载药

纳米粒的体系稳定性，有利于后续制剂制备。采用

溶剂法进行制备，称取 13.5 mg 的大黄素溶解于一
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定量的乙醇溶液中，再将 1.618 g 的 HP-β-CD 溶于

去离子水中，将大黄素溶液缓慢滴加进 HP-β-CD 溶

液中，磁力搅拌一定时间，然后自然挥干乙醇，之

后将挥干后的溶液采用冷冻干燥的方法冻干成

Emo/HP-β-CD 冻干粉。 

2.2  大黄素与小檗碱的含量测定 

精密称取大黄素对照品 1.77 mg，置于 10 mL

量瓶中，用甲醇溶解稀释配制成质量浓度为 70.8 

μg/mL 的对照品溶液。 

色谱条件[18]：色谱柱为 Agilent EP-C18柱（250 

mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为甲醇-0.1%磷酸水

溶液（85∶15）；检测波长为 254 nm；柱温 30 ℃；

体积流量 1.0 mL/min；进样量 20 μL。 

取 0.708、7.080、14.160、21.240、35.400、70.800 

μg/mL 大黄素对照品溶液，按照“2.2”项下的色谱

条件测定，以大黄素对照品质量浓度为横坐标（X），

峰面积为纵坐标（Y）进行线性回归，得回归方程   

Y＝36.154 X－22.599，r＝0.999 6，线性范围 0.708～

70.800 μg/mL。 

精密称取小檗碱对照品20.260 mg于100 mL量

瓶中，用甲醇溶解并稀释成 101.300 μg/mL 的对照

品溶液。根据文献方法[19]调整色谱条件，色谱柱为

Agilent EP-C18柱（250 mm×4.6 mm，5 μm），流动

相为乙腈-0.5%磷酸水溶液（以三乙胺调 pH 至 3）

（30∶70）；检测波长为 345 nm；柱温 30 ℃；体积

流量 1.0 mL/min；进样量 20 μL。取小檗碱对照品

溶液进样测定，以对照品质量浓度为横坐标（X），

峰面积为纵坐标（Y），进行线性回归，得回归方程

Y＝36.351 X＋10.989，r＝0.999 5，线性范围 2.026～

101.300 μg/mL。 

2.3  壳聚糖纳米粒（CS NPs）的制备   

将 100 mg 的壳聚糖溶于 100 mL 1%醋酸溶液

中，配制成壳聚糖溶液；再将 TPP 溶于去离子水配

制成 TPP 溶液；将 TPP 溶液逐滴滴加到不断搅拌的

壳聚糖溶液中，直至产生乳光，得到混悬液，即为

CS NPs。 

2.4  单因素考察 CS NPs 处方比例及工艺参数 

2.4.1  CS NPs 的平均粒径及多分散系数（PDI）的

测定  取上述制备的混悬液 1 mL，采用纳米激光粒

度仪测定其粒径及 PDI，平行测定 3 次，取平均值。 

2.4.2  壳聚糖与 TPP 质量比对 CS NPs 平均粒径和

PDI 的影响  将适量的壳聚糖溶于 1%醋酸溶液中，

配制成 1 mg/mL 的壳聚糖溶液；配制质量浓度为 1 

mg/mL 的 TPP 溶液；分别以壳聚糖与 TPP 质量比

为 6∶1、5∶1、4∶1、3∶1、2∶1，将 TPP 溶液逐

滴滴加到不断搅拌的壳聚糖溶液中，室温下以 600 

r/min 的转速搅拌 10 min，对壳聚糖与 TPP 质量比

进行考察，结果见表 1。随着 TPP 用量的增加，CS 

NPs 平均粒径和 PDI 均为先减小后增大，当壳聚糖

与 TPP 质量比为 3∶1 时，平均粒径和 PDI 最小，

这可能是因为带正电荷的壳聚糖与带负电荷的 TPP

交联，当 TPP 用量过高时，使壳聚糖分子间交联机

率增大，从而使平均粒径增加，因此，初步选择壳

聚糖与 TPP 质量比为 3∶1。 

表 1  不同壳聚糖和 TPP 质量比下 CS NPs 平均粒径和 PDI

比较 ( x s , n = 3) 

Table 1  Average particle sizes and PDI of CS NPs made by 

CS and TPP at different mass ratio ( x s , n = 3) 

壳聚糖与 TPP 质量比 平均粒径/nm PDI 

6∶1 225.4±5.1 0.416±0.036 

5∶1 217.8±8.4 0.312±0.058 

4∶1 200.3±6.6 0.264±0.026 

3∶1 195.4±3.3 0.262±0.034 

2∶1 202.1±4.8 0.277±0.024 

 

2.4.3  壳聚糖质量浓度对 CS NPs 平均粒径和 PDI

的影响  在确定壳聚糖和 TPP 质量比的基础上，按

“2.4.2”项下方法将适量的壳聚糖溶于 1%醋酸溶液

中，分别配制成质量浓度为 5、4、3、2、1 mg/mL

的壳聚糖溶液；对壳聚糖质量浓度进行考察，结果

见表 2。随着壳聚糖质量浓度的增加，平均粒径不

断增大，而 PDI 先增大后减小，可能是当壳聚糖质

量浓度较高时，较强的分子链间氢键结合力造成分

子链间缠绕增加，使得交联时较多的分子链参与单

一粒子的形成而得到微米级粒子。因此，选择质量

浓度为 1 mg/mL 的壳聚糖溶液。 

表 2  不同壳聚糖质量浓度对 CS NPs 平均粒径和 PDI 的影

响 ( x s , n = 3) 

Table 2  Effect of CS concentration on average particle sizes 

and PDI of CS NPs ( x s , n = 3) 

壳聚糖/(mg∙mL−1) 平均粒径/nm PDI 

1 228.0±5.6 0.239±0.013 

2 248.2±5.0 0.247±0.021 

3 253.3±1.3 0.352±0.033 

4 303.3±14.5 0.377±0.069 

5 425.5±14.4 0.335±0.087 
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2.4.4  搅拌速度对 CS NPs 平均粒径和 PDI 的影响  

取上述优化的实验条件以 3∶1（壳聚糖∶TPP）的

比例将TPP溶液逐滴滴加到不断搅拌的壳聚糖溶液

中，室温下分别以 200、300、400、500、600 r/min

的转速搅拌 10 min，对搅拌速度进行考察，结果见

表 3。随着搅拌速度的增大，平均粒径逐渐减小，

而 PDI 先减小后增大，搅拌速度在 600 r/min 时粒

径最小，此时体系中壳聚糖与 TPP 能够充分交联，

因而选择搅拌速度为 600 r/min。 

2.4.5  搅拌时间对 CS NPs 平均粒径和 PDI 的影响  

取上述优化的实验条件，室温下以 600 r/min 的速度

分别搅拌 2、5、10、15、20 min，对搅拌时间进行

考察，结果见表 4。随着搅拌时间的增加，CS NPs

平均粒径和 PDI 均为先增大再减小再增大，而搅拌

时间太短则不能使整个体系反应充分，搅拌时间太

长则不利于体系的整体稳定。因此，搅拌时间选择

10 min。 

2.4.6  滴加速度对 CS NPs 平均粒径和 PDI 的影响  

取上述优化的实验条件，将 TPP 溶液逐滴滴加到不

断搅拌的壳聚糖溶液中，滴加速度分别为 15、30、

60、120、240 s/mL，室温下以 600 r/min 的速度分

别搅拌 10 min，对滴加速度进行考察，结果见表 5。

随着滴加时间的增加，平均粒径先减小再增大，再 

表 3  不同搅拌速度对 CS NPs 平均粒径和 PDI 的影响 

( x s , n = 3) 

Table 3  Effect of different stirring speed on average 

particle size and PDI of CS NPs ( x s , n = 3) 

搅拌速度/(r∙min−1) 平均粒径/nm PDI 

200 347.4±15.5 0.676±0.010 

300 281.0±9.3 0.310±0.017 

400 230.5±5.0 0.127±0.037 

500 222.9±6.6 0.250±0.006 

600 210.6±1.4 0.216±0.020 

表 4  不同搅拌时间对 CS NPs 平均粒径和 PDI 的影响 

( x s , n = 3) 

Table 4  Effect of different stirring time on average particle 

size and PDI of CS NPs ( x s , n = 3) 

搅拌时间/min 平均粒径/nm PDI 

2 197.6±2.8 0.197±0.013 

5 215.2±2.5 0.225±0.035 

10 196.3±0.7 0.134±0.032 

15 199.0±6.2 0.094±0.013 

20 220.2±1.6 0.154±0.027 

表 5  不同滴加速度对 CS NPs 平均粒径和 PDI 的影响 

( x s , n = 3) 

Table 5  Effect of different drop acceleration on average 

particle size and PDI of CS NPs ( x s , n = 3) 

滴加速度/(s∙mL−1) 平均粒径/nm PDI 

15 229.0±3.4 0.256±0.036 

30 194.1±2.7 0.191±0.032 

60 201.7±2.3 0.130±0.034 

120 197.5±4.1 0.254±0.019 

240 234.5±3.7 0.224±0.020 

 

减小后增大，而 PDI 先减小再增大再减小，根据预

试验的稳定性及平均粒径的变化情况来看，当滴加

速度为 60 s/mL 时，整个体系的稳定性最佳，因而

选择滴加速度为 60 s/mL。 

2.5  小檗碱-壳聚糖纳米粒（Ber-CS NPs）的制备 

选择上述优化的实验条件，将小檗碱配制成质

量浓度为 1 mg/mL 的溶液，再分别以小檗碱与载体

质量比为 1∶1、1∶2、1∶4、1∶6、1∶8 制备 Ber-CS 

NPs，平行实验 3 次，测定 Ber-CS NPs 平均粒径和

PDI，结果见表 6。随着小檗碱用量的增大，平均粒

径逐渐增大，相较于空白组，平均粒径都略有增长，

说明小檗碱进入了载体中，而载药比例将进行后续

优化。 

表 6  不同小檗碱与载体比例对 Ber-CS NPs 平均粒径和

PDI 的影响 ( x s , n = 3) 

Table 6  Effect of different ratio of Ber and drug carrier on 

average particle size and PDI of Ber-CS NPs ( x s , n = 3) 

小檗碱与载体质量比 平均粒径/nm PDI 

空白 196.3±0.7 0.134±0.032 

1∶2 250.2±2.7 0.180±0.042 

1∶4 208.4±6.4 0.112±0.029 

1∶6 204.3±2.6 0.154±0.017 

1∶8 198.2±6.0 0.162±0.050 

 

2.6  Emo/HP-β-CD-Ber-CS NPs 的制备 

在上述 Ber-CS NPs 的基础上，加入 EMO/HP- 

β-CD 溶液，分别以药载比为 1∶6、2∶6、3∶6 的

比例制备 Emo/HP-β-CD-Ber-CS NPs，平行实验 3

次。测定其平均粒径和 PDI，结果见表 7，随着大

黄素包合物用量的增加，平均粒径也逐渐增大，相

较于空白组，平均粒径略有增大，说明大黄素包合

物被载体包载，为确定合适的药载比，后续将进一

步优化其比例。 
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表 7  不同大黄素包合物与载体比例对 Emo/HP-β-CD-Ber- 

CS NPs 平均粒径和 PDI 的影响 ( x s , n = 3) 

Table 7  Effect of different ratio of EMO/HP-β-CD and 

drug carrier on average particle size and PDI of 

Emo/HP-β-CD-Ber-CS NPs ( x s , n = 3) 

载体与大黄素包合物质量比 平均粒径/nm PDI 

空白 220.0±2.9 0.148±0.079 

6∶1 236.1±8.7 0.129±0.024 

6∶2 222.2±5.8 0.187±0.014 

6∶3 227.8±13.0 0.215±0.033 
 

2.7  Emo/HP-β-CD-Ber-CS NPs 制备工艺优化 

2.7.1  Box-Behnken 设计实验  为得到最佳的制备

工艺，在结合文献和前期预试验的基础上，选择 TPP

与壳聚糖质量比（A）、小檗碱与载体质量比（B）

以及 Emo/HP-β-CD 与载体质量比（C）为考察因素，

以 Box-Behnken 响应面法优化其工艺参数，因素水

平及实验结果见表 8。以平均粒径（Y1）和 PDI（Y2）

的总评归一值（overall desirability，OD）为考察指

标，Y1和 Y2 2 个指标取值均为越小越好，因此，选

用 di＝(Ymax－Yi)/(Ymax－Ymin)和 OD＝(d1×d2…×

dk)1/k 进行计算，得到 OD＝1.149 79－0.422 62 A－

8.578 04 B＋7.862 53 C＋14.185 08 AB＋21.741 36 

AC＋35.954 23 BC－13.458 54 A2－11.699 15 B2－

48.071 86 C2，R2＝0.828 5，P＝0.047 4＜0.05。拟

合方程具有相关性和显著性。 

表 8  EMO/HP-β-CD-Ber-CS NPs 制备工艺 Box-Behnkn 实

验设计及结果 

Table 8  Arrangement and results of preparation of EMO/ 

HP-β-CD-Ber-CS NPs 

试验号 A B C Y1/nm Y2 OD 值 

1 0.33 (0) 0.17 (−1) 0.33 (+1) 196.6 0.294 0.457 

2 0.41 (+1) 0.25 (0) 0.33 (+1) 188.0 0.304 0.506 

3 0.33 (0) 0.25 (0) 0.25 (0) 185.3 0.254 0.691 

4 0.33 (0) 0.25 (0) 0.25 (0) 183.3 0.230 0.780 

5 0.25 (−1) 0.25 (0) 0.33 (+1) 210.8 0.301 0.254 

6 0.33 (0) 0.25 (0) 0.25 (0) 175.0 0.183 1.000 

7 0.33 (0) 0.25 (0) 0.25 (0) 186.0 0.190 0.847 

8 0.41 (+1) 0.33 (+1) 0.25 (0) 183.1 0.233 0.774 

9 0.33 (0) 0.25 (0) 0.25 (0) 182.1 0.194 0.887 

10 0.25 (−1) 0.25 (0) 0.17 (−1) 178.7 0.281 0.667 

11 0.25 (−1) 0.17 (−1) 0.25 (0) 187.2 0.217 0.768 

12 0.33 (0) 0.17 (−1) 0.17 (−1) 176.4 0.252 0.786 

13 0.33 (0) 0.33 (+1) 0.17 (−1) 218.1 0.374 0.000 

14 0.41 (+1) 0.17 (−1) 0.25 (0) 190.0 0.298 0.509 

15 0.41 (+1) 0.25 (0) 0.17 (−1) 202.9 0.303 0.362 

16 0.25 (−1) 0.33 (+1) 0.25 (0) 189.5 0.245 0.669 

17 0.33 (0) 0.33 (+1) 0.33 (+1) 193.7 0.256 0.591 

 

根据Box-Behnken效应面试验设计结果（图2），

得到优化后的最优处方为 TPP 与壳聚糖质量比为

0.25，小檗碱与载体质量比为 0.17，Emo/HP-β-CD 

           

图 2  A、B、C 对 OD 值影响的效应曲面图 

Fig. 2  Response surface diagram of A, B and C on OD value 

与载体质量比为 0.21，为了便于称量和计算，修正

处方为小檗碱与载体质量比为 0.166，Emo/HP-β-CD

与载体质量比为 0.2。 

2.7.2  处方验证试验  根据上述修正的最优处方，

平行制备 3 批 EMO/HP-β-CD-Ber-CS NPs，结果见

图 3。测得平均粒径为（178.0±2.0）nm，PDI 为

0.187±0.006，平均 OD 值为 0.953 6，预测 OD 值

为 0.974 6，Zeta 电位为（11.02±0.03）mV，各实

测值与预测值接近，说明采用 OD 法得到的回归方

程预测性良好，处方的优化较为理想。 

2.8  载药纳米粒稳定性考察 

将制备的 Emo/HP-β-CD-Ber-CS NPs 混悬液分

别保存于 4 ℃冰箱与室温（温度为 18～25 ℃）条

件下，分别在 0、1～7、9 d 定时取样测定其平均粒

径及 PDI 大小变化，考察其稳定性。结果见表 9。

经过考察发现，保存于 4 ℃冰箱和室温中的纳米粒

外观没有太大变化，仍是淡蓝色乳光的胶体溶液。

由表 10 可知，冰箱中 Emo/HP-β-CD-Ber-CS NPs 测 
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图 3  采用最佳制备工艺制备的 Emo/HP-β-CD-Ber-CS NPs

的粒径 

Fig. 3  Particle size of Emo/HP-β-CD-Ber-CS NPs prepared 

by best preparation process 

表 9   4 ℃和室温下纳米粒的稳定性 (n = 3) 

Table 9  Stability of nanoparticles at 4 ℃  and indoor 

temperature (n = 3) 

t/d 
平均粒径/nm PDI 

t/d 
平均粒径/nm PDI 

4 ℃ 室温 4 ℃ 室温 4 ℃ 室温 4 ℃ 室温 

0 175.5 173.9 0.182 0.249 5 172.4 187.4 0.188 0.340 

1 175.5 182.9 0.167 0.291 6 173.9 187.2 0.191 0.344 

2 174.0 177.8 0.146 0.271 7 176.3 202.8 0.194 0.356 

3 174.3 185.5 0.166 0.326 9 176.6 202.6 0.228 0.370 

4 174.7 192.3 0.146 0.328      
 

得的平均粒径和 PDI 各项指标变化不大，说明 Emo/ 

HP-β-CD-Ber-CS NPs在 9 d内 4 ℃条件下稳定性良

好。但室温下测得的 Emo/HP-β-CD-Ber-CS NPs 的

平均粒径和 PDI 发生明显变化，且总体上呈现逐渐

增大的趋势。所以纳米粒胶体溶液应保存于低温条

件下，低温条件下，载药纳米粒具有一定的稳定性。

但后续长时间的物理稳定效果仍需进一步考察。 

2.9  Emo/HP-β-CD-Ber-CS NPs 冻干粉的制备 

2.9.1  冻干保护剂种类的考察  按最优处方制备

纳米粒，分别加入 6%的常用冻干保护剂山梨醇、

甘露醇、乳糖、葡萄糖制备冻干粉，并设置空白对

照组，然后全部置于冻干容器中，置−55 ℃冷冻干

燥机中预冻 12 h，再减压冷冻干燥 48 h，即得 Emo/ 

HP-β-CD-Ber-CS NPs 冻干粉。将所得冻干制剂加适

量去离子水复溶，测试其平均粒径和 PDI，考察不

同种类冻干保护剂对纳米粒的保护作用。通过表 10

可以看出，未加冻干保护剂的空白组冻干粉质地相

对粗糙，复溶后粒径增大最为明显。以葡萄糖作为

冻干保护剂时，冻干粉外观形状良好，稍有黏性，

复溶迅速。因此考虑选择葡萄糖作为冻干保护剂，

再进行后续用量考察。 

表 10  冻干保护剂种类对冻干粉外观及平均粒径和 PDI 的

影响 ( x s , n = 3) 

Table 10  Effect of different lyoprotectants on appearance, 

average particle size and PDI of CS NPs ( x s , n = 3) 

种类 外观 平均粒径/nm PDI 

空白 疏松多孔，质地相对粗糙 380.3±12.6 0.420±0.171 

甘露醇 轻微塌陷，色泽不均一 932.6±3.5 0.972±0.061 

乳糖 轻微塌陷，有黏性 198.4±4.8 0.333±0.050 

山梨醇 表面皱缩，黏性大 170.5±4.7 0.300±0.021 

葡萄糖 表面平整，稍有黏性 161.8±4.8 0.263±0.047 

 

2.9.2  冻干保护剂葡萄糖用量的考察  按最优处方

制备纳米粒，分别加入 2%、4%、6%、8%的葡萄

糖，空白组不加冻干保护剂。通过冷冻干燥法制备

冻干制剂，考察各组制剂的冻干效果。将所得冻干

制剂加适量去离子水复溶，测试其平均粒径和 PDI，

考察不同用量葡萄糖对纳米粒的保护作用。通过表

11 可以看出，当加入 6%的葡萄糖，冻干粉表面较

为均匀，无坍塌稍有黏性，加入去离子水后能迅速

复溶。综合考虑，选用 6%的葡萄糖作为冻干保护

剂，可用于制剂的后续研究。 

表 11  不同葡萄糖用量对 Emo/HP-β-CD-Ber-CS NPs 平均

粒径和 PDI 的影响 ( x s , n = 3) 

Table 11  Effect of different concentration of glucose on 

average particle size and PDI of Emo/HP-β-CD-Ber-CS NPs 

( x s , n = 3) 

葡萄糖/% 外观 平均粒径/nm PDI 

0 疏松多孔，质地相对粗糙 380.3±12.6 0.420±0.171 

2 表面多孔 189.5±3.5 0.339±0.050 

4 表面平整，质地均一 168.4±5.5 0.336±0.026 

6 表面平整，质地均一 161.8±4.8 0.263±0.047 

8 表面较为平整 176.3±5.2 0.274±0.055 

 

2.10  Emo/HP-β-CD-Ber-CS NPs 冻干粉的表征 

2.10.1  SEM 观察形态  分别取适量大黄素和小檗

碱原料药以及 Emo/HP-β-CD-Ber-CS NPs 冻干粉，

黏附于样品池上，表层减压喷金处理以增加其电导

率，于 SEM 下观察其形态，结果见图 4。由图 4 可

知，大黄素原料药为大小不均匀的块状，杂乱无章；

小檗碱原料药大小不一，表面粗糙；而 Emo/HP-β- 

CD-Ber-CS NPs 冻干粉为大小较均匀的棒状，表面

较为光滑。 

2.10.2  红外光谱（FT-IR）检测  取大黄素原料药、

小檗碱原料药、物理混合物和Emo/HP-β-CD-Ber-CS 

20       50     100    200      500    1000 

粒径/nm 
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图 4  大黄素原料药、小檗碱原料药和 Emo/HP-β-CD-Ber-CS NPs 冻干粉 

Fig. 4  SEM image of raw Emo, raw Ber and EMO/HP-β-CD-Ber-CS NPs lyophilized powder 

NPs 冻干粉作为样品，与 KBr 混合压片，分别在

4000～400 cm−1 扫描，进行 FT-IR 分析，结果见图

5。小檗碱原料药在 1 567.91、1 504.26 cm−1 具有明

显的特征峰，而大黄素原料药在 1 473.27、1 272.85 

cm−1 处显示特征峰，物理混合物和 Emo/HP-β-CD- 

Ber-CS NPs 冻干粉均保留了大黄素和小檗碱的特

征峰，且未出现新的吸收峰，表明大黄素和小檗碱

在纳米粒中化学结构并未改变。 

 

图 5  小檗碱原料药 (a)、大黄素原料药 (b)、小檗碱和大黄

素物理混合物 (c)、Emo/HP-β-CD-Ber-CS NPs 冻干粉 (d) 

的 FT-IR 

Fig. 5  FT-IR of Ber (a), Emo (b), physical mixture of Ber 

and Emo (c), Emo/HP-β-CD-Ber-CS NPs lyophilized powder 

(d) 

2.11  体外溶出度的测定 

按《中国药典》2020 年版四部项下第二法（桨

法）进行溶出度测定，称取等量 Emo/HP-β-CD-Ber- 

CS NPs 冻干粉与大黄素、小檗碱原料药，以 900 mL

磷酸盐缓冲液（pH 6.8）为介质，控制实验温度为

（37.0±0.5）℃，转速 100 r/min，分别于 5、20、40、

60、120 min 取样 5 mL（补足同温等量介质），经

0.45 µm 微孔滤膜滤过，照 HPLC 法分别测定其峰

面积，计算药物溶出度，并绘制溶出曲线，结果见

图 6。由图可知，冻干粉中，大黄素和小檗碱在 120 

min 时的溶出率分别达到了 72.12%和 82.55%，而大

黄素和小檗碱原料药的溶出率不超过 25%，具有显

著差异性，说明大黄素和小檗碱制成冻干粉能提高

其体外溶出度。 

 

图 6  Emo/HP-β-CD-Ber-CS NPs 冻干粉和大黄素、小檗碱

原料药的溶出曲线 

Fig. 6  Dissolution curves of lyophilized powder and raw 

materials 

2.12  载药量及溶解度的测定 

取适量纳米粒冻干粉，甲醇超声溶解，经 0.22 

μm 微孔滤膜滤过，按照“2.2”项下色谱条件测定，

计算载药量（载药量＝M 药/M 总，其中 M 药为大黄素

或小檗碱的实际测得量，M 总为冻干粉总质量），根

据测得值计算得出，小檗碱和大黄素的载药量分别

为 0.95%和 0.34%。取过量大黄素、小檗碱原料药

及纳米粒冻干粉，pH 6.8 缓冲液溶解，经 0.22 μm

微孔滤膜滤过，按照“2.2”项下色谱条件测定，计

算溶解度。根据测得值计算得出，大黄素和小檗碱

原料药的溶解度分别为 9.21 µg/mL 和 153.05 

µg/mL，而纳米粒冻干粉中大黄素和小檗碱的溶解
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度分别为 23.95 µg/mL 和 167.87 µg/mL，较其原料

药，二者溶解度均有一定的增大。 

3  讨论 

口服缓释纳米粒是新一代亚微粒给药系统，壳

聚糖是阳离子聚合物，因其具有生物可降解性、生

物相容性及靶向性等特点，已成为纳米药物载体的

研究热点[20-21]，TPP 是一种在水溶液中带负电荷的

小分子阴离子化合物，壳聚糖中带正电的基团与

TPP 中带负电的基团通过静电作用相互吸引，壳聚

糖长链就团聚形成纳米粒，所以壳聚糖与 TPP 的比

例是形成纳米粒的关键之一。当壳聚糖量较大时，

TPP 相对不足，不能交联成球；而壳聚糖量的减小，

黏度降低，分散的长链和适当的 TPP 含量有利于壳

聚糖分子交联成球；当壳聚糖量较小，而 TPP 相对

含量较高时，壳聚糖表面游离氨基数目减少，电荷

逐渐接近于零，整个体系失去静电排斥作用而团聚

进而发生沉淀[22-23]。小檗碱带正电荷，与壳聚糖及

TPP 以静电吸附的方式而结合，大黄素被 HP-β-CD

包合形成包合物后，以空间作用与空白纳米粒结合，

从而形成双载药纳米粒。搅拌速度适当时，制得纳

米粒粒径分布较窄，而过于激烈时，较强的剪切力

会破坏粒子间的静电斥力及水化层阻隔而造成粒子

间聚集[22]，本实验因未进行更大转速的考察而存在

不足之处，后续应改进。 

离子交联法作用时间短、条件较温和，未使用

有机溶剂，未经历高温高压，对于所包载药物的生

物性质影响较小，且易于得到较为稳定、均一的纳

米粒。本研究以纳米粒的粒径和 PDI 为评价指标，

通过单因素实验筛选出影响较大的 3 个因素，并通

过 3 因素 3 水平的 Box-Behnken 效应面法优化得到

最终处方。处方验证试验证实，该最优处方使纳米

粒粒径和 PDI 均较小，且增加了大黄素与小檗碱的

溶解度。以 6%葡萄糖为保护剂所得到的冻干粉表

面较为平整，质地均一。 

载药纳米粒中小檗碱与大黄素的载药量的比例

约为 3∶1，这与张仲景所著《金匮要略》的大泻心

汤中的黄连-大黄 3∶1 的用药比例相吻合，基本符

合经方中记载的用药比例，相较于目前的上市产品

一清胶囊中大黄-黄连 3∶1 的用量，纳米粒与其用

量有一定的差异。然而大黄黄连临床使用广泛，常

以不同的剂量和炮制品相须配伍使用[24]，因此二者

用药比例不尽相同。 

综上，本研究较好的解决了大黄素与小檗碱难

溶性的问题，实现了二者的共同载药，制得的冻干

粉增加了其纳米粒的稳定性并提高其溶出度，复溶

效果较好，为后续相关制剂的研究奠定了基础，但

对其生物利用度能否提高仍需进一步进行研究。 
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