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装载黄芩苷的溶菌酶-低相对分子质量壳聚糖纳米凝胶的制备及表征  

姜玉勤 1，陆  迅 2，孙晓怡 1，唐余燕 1，刘何晶 1，刘  扬 3，魏明刚 1* 
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3. 苏州大学药学院，江苏 苏州  215123 

摘  要：目的  基于蛋白-多糖纳米凝胶的制备技术，通过低相对分子质量壳聚糖对溶菌酶的修饰以及对环境因素的调节筛

选，控制溶菌酶的自组装行为，制备一种绿色环保的具备核壳结构的溶菌酶-低相对分子质量壳聚糖纳米凝胶，从而达到减

小粒径，提高包封率和载药量的目的，使其更有利于肾靶向。方法  利用 Maillard 反应将溶菌酶与低相对分子质量壳聚糖按

不同比例合成溶菌酶-低相对分子质量壳聚糖枝接物，通过 SDS-PAGE 蛋白电泳来优选出产量最高的合成比例；对合成的产

物进行内源荧光、紫外测定等表征，并通过 2,4,6-三硝基苯磺酸（2,4,6-trinitro-benzenesulfonic acid，TNBS）法测定接枝率；

以粒径为评价指标，对溶菌酶浓度，反应体系 pH 值、加热温度等条件进行筛选优化，得到空白纳米凝胶最佳合成条件；选

取适宜的载药方法，得到了载黄芩苷纳米凝胶。结果  合成纳米凝胶的最佳工艺为溶菌酶与低相对分子质量壳聚糖比例 1∶

2、反应体系 pH 值 11、溶菌酶-壳聚糖接枝物质量浓度为 0.6 mg/mL、加热温度 71 ℃、加热时间 51 min。得到的溶菌酶-低

相对分子质量壳聚糖枝接物接枝率为（24.7±2.9）%，空白纳米凝胶的粒径范围为 16～120 nm、平均粒径为 49.02 nm、PDI

为 0.132，载黄芩苷纳米凝胶的包封率为（95.00±2.54）%、载药量为（17.00±1.26）%。结论  通过 Maillard 合成了溶菌

酶-低相对分子质量壳聚糖纳米凝胶，并找到了最优的合成工艺。制备的纳米凝胶包封率高，粒径小，分布均匀，缓释效果

明显。 
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Abstract: Objective  Based on the preparation technology of protein polysaccharide nanomaterials, through the modification of 

low molecular weight chitosan to lysozyme and the adjustment of environmental factors, by controlling the self-assembly behavior of 

lysozyme, to prepare a green environment-friendly lysozyme low molecular weight chitosan nanomer gel with core shell structure, 

thereby reducing gel size, increasing entrapment efficiency and drug loading, and making it more conducive to renal target. Methods  

Lysozyme and low molecular weight chitosan were synthesized by Maillard reaction and SDS-PAGE was used to optimize the ratio 

of lysozyme and low molecular weight chitosan with the highest yield; The synthesized products were characterized by endogenous 

fluorescence and UV detection, and the grafting rate was determined by TNBS method; The particle size was used as the evaluation 

index, The optimal conditions for the preparation of the blank nanomaterials were screened and optimized by optimizing the 
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conditions of lysozyme concentration, reaction system pH and heating temperature. With the entrapment efficiency, the suitable drug 

loading methods were selected to obtain the nanogel loaded with baicalin. Results  The content of lysozyme low molecular weight 

chitosan with a graft ratio of (24.7 ± 2.9)% was obtained, and the blank nanogel with a particle size of 16—120 nm, an average 

particle size of 49.02 nm and a PDI 0.132, and a baicalin nanogel with a entrapment efficiency of (95.00 ± 2.54)% and a drug loading 

of (17.00 ± 1.26)% were obtained. Conclusion  Lysozyme low molecular weight chitosan nanoscale gel  by Maillard The optimal 

ratio of lysozyme to low molecular weight chitosan was synthesized by Maillard reaction and the best synthetic process was found. 

The prepared nano gel has high encapsulation efficiency, small particle size, uniform distribution and obvious sustained release 

effect. 

Key words: lysozyme; low molecular weight chitosan; baicalin; Maillard reaction; self-assembled nanogels; kidney targeting; SDS- 

PAGE 

 

靶向给药系统（targeted drug delivery system，

TDDS）是使药物能到达靶器官、靶细胞，甚至细

胞内的结构，并要求有一定浓度的药物停留相当长

的时间，以更好地发挥药效的给药系统。临床上用

于肾脏疾病的药物因长期用药，而且靶向性不强，

多数具有较大的毒性[1]。为了减少不良反应并提高

药物生物利用度，肾靶向给药系统的研究成为人们

关注的重点。 

纳米凝胶（nanoparticles）纳米凝胶是由亲水性

或两亲性高分子链组成的三维网状结构，它能显著

的溶胀于水但是不溶解于水，由于水和凝胶网络的

亲和性，水可能以束缚水和自由水等形式存在于高

分子网络中而失去流动性，因此纳米凝胶能够保持

一定的形状。它们可以作为一种药物载体，而且也

可以通过盐键、氢键或者疏水作用自发的结合一些

生物活性分子[2-3]。溶菌酶（lysozyme，LZM）和壳

聚糖都是优良的生物分子材料，具有良好的生物特

性和机械性能，是比较热门的研究对象。 

溶菌酶在适当条件下，可与多糖在酸或热诱导

下形成纳米凝胶，并在药物运输体系中发挥重要作

用 [4]。溶菌酶属于低相对分子质量蛋白质（ low 

molecular weight protein，LMWP），LMWP 相对分

子质量比药物大，能够控制所结合药物的动力学性

质：可以经肾小球滤过，并被肾近曲小管细胞重吸

收。药物与 LMWP 形成的复合物能够很快离开循环

系统，而浓集于近曲小管细胞。在细胞中，LMWP

被转运到具有蛋白水解活性的溶酶体中，被水解代

谢为短肽和小分子氨基酸，所载药物可被活化和释

放出来[5]。 

药物可直接通过末端羧基与溶菌酶的赖氨酸相

连，也可通过不同的间隔基团，如酸敏感间隔基、

寡肽、α-羟基酸、铂（II）通用联动系统（ULS）和

pH 敏感的顺-乌头碱间隔基与之间接相连[6]。壳聚

糖为带阳离子的高分子碱性多糖聚合物，聚合物脱

乙酰化小分子壳聚糖（ low molecular weight 

chitosan，LMWC）既有生物相容性又有生物可降解

性，近年来已经成功应用于肾靶向载体系统中[7]。 

研究表明低相对分子质量壳聚糖和溶菌酶是作

为配体与近端肾小管Megalin和Cubilin受体结合而

实现靶向[8]的作用，本实验旨在探究通过低相对分

子质量壳聚糖对溶菌酶的修饰以及对环境因素的调

节筛选，控制溶菌酶的自组装行为，制备一种绿色

环保的具备核壳结构的溶菌酶-低相对分子质量壳

聚糖纳米凝胶，从而减小纳米凝胶粒径，提高包封

率和载药量，使其更有利于肾靶向。 

黄芩苷作为黄酮类化合物，具有抗炎、调血脂、

抗氧化等广泛的生物活性，在体外可通过阻断脂多

糖诱导的血管内皮细胞核因子 κB（nuclear factor 

kappa-B，NF-kB）活化发挥抗炎作用[9]。实验发现

在大鼠制模同时给予灌胃黄芩苷可降低体内血脂指

标，抑制 NF-kB 活化，减少人巨噬细胞趋化蛋白-1

（human macrophage chemoattractant protein-1，MCP- 

1）分泌，表明黄芩苷能较好地改善脂质代谢紊乱，

减弱氧化应激和炎症反应，对预防肾小球肾炎，延

缓早期肾小球肾炎病理损害及保护肾脏功能具有重

要意义[10]。 

基于纳米凝胶的优越性，本实验通过低相对分

子质量壳聚糖对溶菌酶的修饰以及对环境因素的调

节筛选，制备出一种绿色环保的具备核壳结构的溶

菌酶-低相对分子质量壳聚糖纳米凝胶（图 1），对

其进行表征，并选取适宜方法将模型药物黄芩苷包

封于其内部，发现溶菌酶-低相对分子质量壳聚糖纳

米凝胶给药系统具有较高包封率和载药量。 

1  仪器与试剂 

1.1  仪器 

Min-Protean 垂直电泳仪，美国伯乐有限公司； 
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图 1  研究总思路 

Fig. 1  General idea of research 

DHG-9023A 烘箱，上海精宏实验室设备有限公司；

CHEMIDOC 粒成像仪，BIO-RAD 公司；UV-2600

紫外分光光度计，日本岛津精密仪器公司；LS55

荧光分光光度计，珀金埃尔默仪器有限公司；

Model410 圆二色谱仪，美国 AVIV 公司；Zetasizer 

Nano ZS90 纳米凝胶度及 Zeta 电位分析仪，英国马

尔文有限公司，H-600 透射电子显微镜（TEM），日

本日立公司；HH-2 数显恒温水浴锅，常州智博瑞

仪器制造有限公司。 

1.2  药品与试剂 

低相对分子质量壳聚糖，批号 PH170210，平

均相对分子质量＜5000，上海笛柏化学品技术有限

公司；溶菌酶，批号 20201025，质量分数大于 98%，

西格玛奥德里奇（上海）贸易有限公司；考马斯亮

蓝 R250，上海金穗生物科技有限公司；蛋白电泳试

剂盒、十二烷基磺酸钠（sodium dodecyl sulfate，

SDS，批号 151026），上海碧云天生物技术有限公

司；KBr（批号 HZB50C）、磷酸二氢钠（批号

113091013）、柠檬酸（批号 90311）、柠檬酸钠（批

号 153269），国药集团化学试剂有限公司；2,4,6-三

硝基苯磺酸（2,4,6-trinitro-benzenesulfonic acid，

TNBS）试剂盒，批号 HZB50C，东京化成工业株式

会社；黄芩苷，批号 PC20170510，质量分数＞98%，

南京都莱生物技术有限公司。 

2  方法与结果 

2.1  复合物的制备 

壳聚糖与溶菌酶的反应是通过 Maillard 反应来

完成的[11]。Maillard 反应也称羰氨反应，它是醛、

酮、还原糖以及脂肪氧化生成的羰基化合物与胺 

类、氨基酸、肽、蛋白质甚至氨水中的氨基之间的

反应[12]。本实验利用蛋白质溶菌酶 ε-氨基与 LMWC

还原性末端羰基之间发生的自发 Maillard 反应，将

蛋白与多糖偶联成一体，得到 LZM-LMWC 复合物。

具体操作是将溶菌酶和 LMWC 的混合物以 0.10 

g/mL 质量浓度溶解于水中并冷冻干燥得到二者的

混合粉末。将混合粉末在底部含有饱和 KBr 溶液的

干燥器中（此时的相对湿度为 79%），在相对湿度

79%、60 ℃下反应 4 d[13]。反应过程见图 2。 

 

图 2  LZM-LMWC 反应流程 

Fig. 2  LZM-LMWC reaction process 

2.2  溶菌酶与 LMWC 最优混合物质的量比筛选 

将溶菌酶和 LMWC 按混合物质的量比分别为

1∶1、1∶2、1∶3、1∶4 的比例，按上述合成方法

合成，后将反应后的物质用去离子水溶解，用截留

相对分子质量为 14 000 的透析袋对复合物进行透

析，除去游离的溶菌酶和 LMWC，透析 72 h，后用

SDS-PAGE 电泳法对复合物含量进行检测。根据溶

菌酶和壳聚糖的相对分子质量，选择 15%的分离胶，

上样量为 20 μL，浓缩胶电压 80 V，分离胶调节电

压为 120 V，当蛋白 Marker 条带即将到达底部的时

候，停止电泳，后进行染色和脱色。电泳后通过

Bandscan 软件程序对高相对分子质量条带和低相

对分子质量条带的灰度进行观察分析。 

如图 3 所示，各比例条件下，LZM-LMWC 的

合成产率基本都随着反应时间（1～4 d）的增加而

不断增加，且合成产率最高的比例为 1∶2，所以选

取溶菌酶与 LMWC 的混合物质的量比为 1∶2 的产

物作为纳米凝胶的制备原料。 

Maillard 反应 加热 

LMWC 溶菌酶 黄芩苷 

相对湿度 70%、 

60 ℃，4 d 

LMWC 溶菌酶 LZM-LMWC 
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2.3  LZM-LMWC 复合物的表征测定 

2.3.1  紫外-可见吸收光谱测定  将复合物 LZM- 

LMWC（溶菌酶与 LMWC 物质的量比 1∶2）、物理

混合物（溶菌酶与 LMWC 物质的量比 1∶2）、

LMWC 和溶菌酶分别用水稀释至 0.1 mg/mL，使用

紫外分光光度计对样品扫描，波长范围为 150～400 

nm，结果图 4。比较图 4 可见，物理混合物在 150～

400 nm 的吸收为溶菌酶和 LMWC 吸收的叠加，溶

菌酶与 LMWC 反应后的紫外吸收光谱在 260～280 

nm 处的吸收峰已不明显，吸收峰的几乎消失说明

可能有新的化合物的形成，此时溶菌酶与 LMWC

已经处于结合状态。同时，210～225 nm 处的吸收

峰移至 230 nm 附近。吸收峰红移，吸收强度减弱，

这可能与蛋白质的二级结构变化有关。 

2.3.2  圆二色性光谱（CD）测定  天然溶菌酶与

LZM-LMWC（1∶2）分别溶于去离子水中，配制

成质量浓度为 30 μg/mL 的样品液，分别取适量样品

液于光径为 0.1 cm 的比色池中，使用圆二色谱仪进

行检测，环境温度为 25℃，样品扫描波长范围 190～

250 nm，扫描速率 100 nm/min，谱带宽度 1.0 nm，

灵敏度为 20 mdeg，响应时间为 0.25 s。图谱经过仪

器本底消除和溶液空白差减，可计算样品的α-螺旋、

β-折叠、β-转角和无规卷曲二级结构的百分含量。

如图 5 所示，溶菌酶在 200 nm 正峰处具有最高椭 

             

             

图 3  溶菌酶与 LMWC 不同混合物质的量比 (1∶1, A; 1∶2, B; 1∶3, C; 1∶4, D) 合成的反应产物的 SDS-PAGE 电泳图 

Fig. 3  SDS-PAGE electrophoretogram of reaction products synthesized by lysozyme and LMWC with different molar ratios 

(1:1, A; 1:2, B; 1:3, C; 1:4, D) 

 

图 4  复合物 LZM-LMWC 和物理混合物的紫外吸收图 

Fig. 4  Ultraviolet absorption charts of complex LZM- 

LMWC and physical mixture 

 

图 5  溶菌酶和 LZM-LMWC 的远紫外 CD 图 

Fig. 5  Far-ultraviolet CD of lysozyme and LZM-LMWC 

圆率，表明溶菌酶的天然结构主要以 α-螺旋为主，

在 210～215 nm 处有最低椭圆率。合成的 LZM- 
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LMWC 接枝物正峰位置及负峰位置改变不明显，

CD 图分析的蛋白质不同二级结构的比例变化如表

1 所示。在 LZM-LMWC 的合成过程中，溶菌酶的

二级结构 α-螺旋比例在降低，β-折叠与无规则卷曲

比例升高，可能在 60 ℃的加热条件下 α-螺旋少量

的转化为了 β-折叠与无规则卷曲，这与蛋白质的变

性有关。 

表 1  溶菌酶和 LZM-LMWC 的不同二级结构的比例 

Table 1  Proportion of different secondary structures of 

lysozyme and LZM-LMWC 

物质 α-螺旋/% β-折叠/% 无规卷曲/% 

溶菌酶 22.9 20.5 49.7 

LZM-LMWC 17.8 21.3 52.4 
 

2.3.3  内源荧光测定  溶菌酶与 LMWC 合成后产

生褐变现象，褐变是糖基化反应的显著特征。褐变

的结果是有色物质的产生，研究表明荧光物质是有

色物质的前体物。因此，通过对比反应前后物质的

荧光强度可证实溶菌酶与LMWC 发生了接枝反应。

以 0.1 mol/L pH 7.4 磷酸盐缓冲液（PBS）为溶剂配

制 1.0 mmol/L 的 溶 菌 酶 标 准 溶 液 备 用 ，

LZM-LMWC 使用相同的溶液配成 1.0 mmol/L 的标

准溶液备用。在激发和发射光栅狭缝均为 5 nm，激

发波长为 280 nm 条件下，扫描一定波长范围内溶

菌酶和 LZM-LMWC 的荧光光谱。由图 6 可见，与

溶菌酶相比，复合物在 340 nm 处的荧光强度增大，

证实了溶菌酶与 LMWC 发生了接枝反应。 

2.3.4  复合物接枝度测定  采用 2,4,6-三硝基苯磺

酸（2,4,6-trinitro-benzenesulfonic acid，TNBS）法测

定溶菌酶糖基化反应前后自由氨基的含量，从而推 

 

图 6  溶菌酶和 LZM-LMWC 的内源荧光图 

Fig. 6  Endogenous fluorescence of lysozyme and LZM- 

LMWC 

算出复合物的接枝度。取 1 mL 蛋白质量浓度为 1 

mg/mL 的样品溶液分别与 1 mL 的 NaHCO3 溶液

（0.04 g/mL）、SDS 溶液（0.10 g/mL）与 TNBS 溶液

（1 mg/mL）混合。随后置于 40 ℃的水浴锅中避光

反应 2 h，依次加入 0.5 mL 1 mol/L 的 HCl 和 5 mL 

0.01 mol/L HCl 以终止反应。冷却后立即在 340 nm

处测定样品溶液的吸光度（A）。利用接枝度的计算

公式计算载体的接枝度为（24.7±2.9）%。 

接枝度＝1－A 样C 白/A 白C 样 

A 样与 A 白分别为接枝共聚物和溶菌酶的 A，C 样与 C 白分别为

接枝共聚物和溶菌酶的蛋白质量浓度 

2.4  空白纳米凝胶制备工艺的考察 

球状蛋白质加热胶化理论是本实验选取的合成

方法依据的最根本的理论，对于常见的蛋白质分子

来说，加热变性胶化是一个非常重要的性质。球状

蛋白质在不加入交联剂的情况下，通过控制反应物

的浓度、pH 值、加热温度及加热时间即可得到稳定

的固态胶体。因此，以空白纳米凝胶粒径及聚合物

分散性指数（polymer dispersity index，PDI）为评

价指标，选取反应体系 pH 值、接枝物的质量浓度、

加热温度及加热时间进行单因素实验及中心组合设

计（central composite design，CCD）实验考察。 

2.4.1  pH 值对粒径的影响  控制反应物的质量浓

度为 1 mg/mL，反应温度为 80 ℃，反应时间为 45 

min，在不同 pH 值的缓冲液中进行合成。在 pH 值

为 11 缓冲体系中，粒径分布更集中，粒径也更小。

所以选取 pH 值为 11 的 Na2CO3-NaOH 缓冲液作为

纳米凝胶合成的反应体系。图 7 中明显可以看出在

pH 值为 11 缓冲体系中，粒径分布更加集中，粒径

也更加小。所以选取 pH 值为 11 的 Na2CO3-NaOH

缓冲液作为纳米凝胶合成的反应体系。 

2.4.2  溶菌酶-壳聚糖质量浓度对粒径影响  控制

反应体系 pH 值为 11，反应温度为 70 ℃，反应时

间为 45 min，选取质量浓度分别为 0.3、0.4、0.5、

0.6、0.7、0.8、0.9、1.0、2.1 mg/mL 的 LZM-LMWC

接枝物合成空白纳米凝胶。所得空白纳米凝胶粒径

分别为 69.8、69.1、69.1、69.2、90.0、115.6、140.3、

162.3、218.7 nm。可见，随着溶菌酶-壳聚糖质量浓

度的降低，纳米凝胶的粒径不断降低，当溶菌酶-

壳聚糖质量浓度过低时，合成体系中的粒子数过低，

质量浓度达到 0.6 mg/mL 后，质量浓度对粒径的影

响不大。所以最终选取溶菌酶-壳聚糖质量浓度为

0.6 mg/mL 作为纳米凝胶合成的条件。 
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图 7  合成体系 pH 值 9～11 时的粒径分布图 

Fig. 7  Particle size distribution map of synthetic system at 

pH 9—11 

2.4.3  加热温度和时间对粒径的影响  控制反应体

系 pH 值为 11，LZM-LMWC 接枝物质量浓度为 0.6 

mg/mL，加热时间为 45 min，加热温度分别设置为

30、40、50、60、70、80、90 ℃合成空白纳米凝胶。

所得空白纳米凝胶粒径分别为 133.4、145.2、153.2、

126.7、97.6、180.3、121.0 nm。可见，加热温度对

纳米凝胶的粒径影响较为显著，在 70 ℃时得到的

纳米凝胶粒径最最小。 

随后控制反应体系 pH 值为 11，LZM-LMWC

接枝物质量浓度为 0.6 mg/mL，加热温度为 70 ℃，

加热时间分别设置为 30、40、50、60 min 合成空白 

纳米凝胶。所得空白纳米凝胶粒径分别为 125.7、

137.5、114.3、116.8 nm。可见，加热时间对空白纳

米凝胶粒径的影响并不显著，在加热时间 30～60 

min，粒径的变化并无太大波动。 

2.4.4  空白纳米凝胶的制备条件多因素 CCD 考察  

根据 CCD 的中心组合实验原理，综合单因素试验

结果，选取反应体系 pH 值（X1）、反应物的质量浓

度（X2）、加热温度（X3）和加热时间（X4）为响应

面的自变量，粒径大小（Y）为指标，实验因素水

平、实验设计及结果见表 2。 

根据实验模型拟合结果及软件统计结果，可以

得到最终响应面的二次方程为 Y＝41.97＋0.32 X1＋

16.89 X2＋0.61 X3＋13.34 X4－0.87 X1X2－0.95 X1X3＋

0.18 X1X4－2.94 X2X3＋5.44 X2X4－5.81 X3X4＋9.62 

X1
2＋7.36 X2

2＋19.88 X3
2＋5.86 X4

2。 

回归模型的方差分析结果见表 3。P＜0.05 表明

考察因素对于响应值具有显著性。进一步分析各方

程中的各项，X1、X2、X3、X4 对 Y 均有显著性影响。

应用 Design-Expert 8.0.6 软件绘制不同考察因素对

于各响应值的 3D 响应面图（图 8）。3D 响应面图可

用来评价各考察因素之间的交互作用以及确定各因

素的最佳范围。 

通过 Design-Expert 8.0.6 软件的优化模块，得

到空白纳米凝胶制备的最优反应条件为 pH 值 11，

质量浓度 0.6 mg/mL，温度为 71 ℃，反应时间为 

表 2  响应面实验因素水平设计及结果 

Table 2  Factors and levels of response surface experiment and its results 

试验号 X1 X2/(mg∙mL−1) X3/℃ X4/min Y/nm 试验号 X1 X2/(mg∙mL−1) X3/℃ X4/min Y/nm 

1 11 (0) 0.44 (+1) 70 (0) 60 (+1) 79.64 16 10 (−1) 0.07 (0) 70 (0) 60 (+1) 71.91 

2 11 (0) 0 (−1) 70 (0) 60 (+1) 65.32 17 11 (0) 0.44 (+1) 70 (0) 40 (−1) 52.16 

3 10 (−1) 0.07 (0) 70 (0) 40 (−1) 80.26 18 11 (0) 0.07 (0) 70 (0) 50 (0) 64.83 

4 12 (+1) 0.07 (0) 70 (0) 40 (−1) 76.43 19 10 (−1) 0 (−1) 70 (0) 50 (0) 83.57 

5 11 (0) 0.44 (+1) 80 (+1) 50 (0) 69.51 20 12 (+1) 0.07 (0) 70 (0) 40 (−1) 76.82 

6 11 (0) 0.07 (0) 60 (−1) 60 (+1) 59.48 21 10 (−1) 0.07 (0) 60 (−1) 50 (0) 70.19 

7 11 (0) 0.07 (0) 80 (+1) 40 (−1) 81.79 22 12 (+1) 0 (−1) 70 (0) 50 (0) 64.63 

8 11 (0) 0 (−1) 80 (+1) 50 (0) 67.43 23 10 (−1) 0.44 (+1) 70 (0) 50 (0) 49.34 

9 11 (0) 0.44 (+1) 60 (−1) 50 (0) 58.01 24 12 (+1) 0.07 (0) 80 (+1) 50 (0) 66.22 

10 11 (0) 0 (−1) 70 (0) 40 (−1) 82.31 25 11 (0) 0.07 (0) 70 (0) 50 (0) 56.71 

11 10 (−1) 0.07 (0) 80 (+1) 50 (0) 66.64 26 11 (0) 0.07 (0) 70 (0) 50 (0) 73.35 

12 11 (0) 0.07 (0) 70 (0) 50 (0) 73.35 27 11 (0) 0 (−1) 60 (−1) 50 (0) 80.17 

13 12 (+1) 0.07 (0) 60 (−1) 50 (0) 79.52 28 11 (0) 0.07 (0) 60 (−1) 40 (−1) 49.55 

14 12 (+1) 0.44 (+1) 70 (0) 50 (0) 70.21 29 11 (0) 0.07 (0) 80 (+1) 60 (+1) 46.72 

15 11 (0) 0.07 (0) 70 (0) 50 (0) 65.16       
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表 3  CCD 实验设计方差分析 

Table 3  Variance of analysis of CCD experimental design 

方差来源 平方和 自由度 均方值 F 值 P 值 方差来源 平方和 自由度 均方值 F 值 P 值 

模型 24 913.87 14 1 779.56 3.97 0.006 0 X2
2 1 485.12 1 1 485.12 3.31 0.088 7 

X1 2.53 1 2.53 5.66×10−3 0.941 0 X3
2 10 843.80 1 10 843.80 24.20 0.000 2 

X2 6 847.88 1 6 847.88 15.28 0.001 4 X4
2 941.35 1 941.35 2.10 0.167 8 

X3 8.88 1 8.88 0.02 0.889 9 残差 6 721.35 15 448.09   

X4 4 272.00 1 4 272.00 9.53 0.007 5 失拟项 6 721.28 10 672.13 45 826.87 ＜0.000 1 

X1X2 12.25 1 12.25 0.027 0.870 9 纯误差 0.073 5 0.02   

X1X3 14.44 1 14.44 0.032 0.859 9 总误差 31 635.21 29    

X1X4 0.49 1 0.49 1.09×10−3 0.974 1 Std.Dev 21.17   R2 0.981 1 

X2X3 138.06 1 138.06 0.31 0.587 0 Mean 76.14   Radj
2 0.964 1 

X2X4 473.06 1 473.06 1.06 0.320 5 C.V% 27.80   Rpred
2 0.854 6 

X3X4 540.56 1 540.56 1.21 0.289 4 Press 38 714.65   Radeq
2 21.473 0 

X1
2 2 538.80 1 2 538.80 5.67 0.031 0       

           

           

图 8  各因素对粒径大小影响的响应面图 

Fig. 8  Response surface diagram of effect of various factors on particle size 

51 min；纳米凝胶的平均粒径 68.28 nm。 

按照上述最优处方条件制备 3 批溶菌酶 - 

LWMC 空白纳米凝胶，测定纳米凝胶粒径、载药量

及包封率，结果见表 4，平均粒径为 69.13 nm，载

药量 15.79%，包封率 94.78%，RSD 在 2%以内，表

明验证结果良好，制备工艺稳定。 

2.5  LZM-LMWC 空白纳米凝胶（LZM-LMWC- 

NPs）的制备及表征 

2.5.1  LZM-LMWC-NPs 的制备  根据上述实验结

果，确定 LZM-LMWC-NPs 的合成方法为将 LZM- 

LMWC 溶解于去离子水中配成 0.6 mg/mL 的溶液， 

表 4  最优条件的验证结果 

Table 4  Verification results of optimal conditions 

样品 粒径/nm 载药量/% 包封率/% 

1 72.12 15.31 94.40 

2 66.34 17.42 95.63 

3 68.70 14.65 94.31 

平均值 69.13 15.79 94.78 

RSD/%  2.00  1.76  1.98 

 

在 25 ℃下用超声溶解仪使接枝物充分溶解分散。

用 0.1 mol/L NaOH-Na2CO3缓冲液缓慢调节溶液 pH
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值至 11，随后放置在 71 ℃恒温水浴中孵育 51 min，

用冰浴终止反应。之后，将产物在截留相对分子质

量为 14 000 的透析袋中透析 3 d，去除残留的单体

及其他杂质。透析完成后，将产物放在真空冷冻干

燥机中冷冻干燥 48 h 去除水分，获得干燥的纳米凝

胶温室保存。 

2.5.2  LZM-LMWC-NPs 的表征  采用 H-600 透射

电子显微镜观察 LZM-LMWC-NPs 形态近为球形，

粒径大小分布较均一，如图 9。粒径范围为 16～120 

nm，平均粒径为 49.02 nm，PDI 为 0.132，说明粒

径分散性良好，见图 10。 

 

图 9  LZM-LMWC-NGs 的 TEM 图 

Fig. 9  TEM of LZM-LMWC-NGs 

 

图 10  LZM-LMWC-NGs 粒径分布 

Fig. 10  Size distribution of LZM-LMWC-NGs 

2.6  黄芩苷-溶菌酶-低相对分子质量壳聚糖纳米凝

胶（baicalin-lysozyme-low molecular weight chitosan- 

lysozyme-nanogels，BA-LZM-LMWC-NPs）的制备 

2.6.1  载黄芩苷纳米凝胶制备  取 0.1 g 制备好的

LZM-LMWC-NGs 复溶分散在 10 mL 去离子水中，

超声震荡 15 min 后缓慢加入用乙醇溶解的黄芩苷，

于磁力搅拌器搅拌，用 Na2CO3-NaOH 缓冲液调节

反应体系 pH 值为 8～9，滴完黄芩苷溶液后继续搅

拌 10 min。在温度为 60 ℃的条件下加热 40 min 后

将混合物小心地转移到离心管中，并以 12 000 r/min

的速度离心 20 min，移去含有未装载黄芩苷的上清

液，小心收集底层物质并将其分散在去离子水中，

获得装载有黄芩苷的纳米凝胶，即 BA-LZM- 

LMWC-NPs，将其在冷冻干燥机中冷冻干燥 48 h，

干燥完成后密封保存。 

2.6.2  黄芩苷体外测定方法的建立  紫外扫描显

示，黄芩苷有 244、278、315 nm 处 3 个吸收峰，

其中 278 nm 波长处有最大吸收，所以选定 278 nm

作为黄芩苷的测定波长。 

实验测定黄芩苷回归曲线方程 Y＝0.030 6 X－

0.006 7，r2＝0.999 9，线性范围 1～32 μg/mL。取 1、

8、32 μg/mL 高、中、低 3 个不同质量浓度样品溶

液，分别在 1 d 内 5 个固定时间点对其 A 值进行测

定。并连续 5 d 进行，然后计算 1 d 内和 5 d 内的

RSD。高、中、低 3 个质量浓度的日内精密度和日

间精密度分别为 1.98%、0.96%、0.55%和 1.86%、

1.52%、0.88%，RSD 均＜2%，表明该方法精密度

良好。 

2.6.3  BA-LZM-LMWC-NPs 包封率和载药量的测

定   实验采用高速离心的方法测定 BA-LZM- 

LMWC-NPs 的包封率。取适量制备好干燥的 BA- 

LZM-LWMC-NPs 粉末，向其中加入 0.1 mol/L HCl 1 

mL 使其分散，以 12 000 r/min 离心 20 min，取上层

清液。使用紫外分光光度计测量上清液在 480 nm

处的 A值，然后基于标准曲线计算游离黄芩苷的量，

从而获得负载在纳米凝胶上黄芩苷的量。 

包封率＝(M3－M2)/M3 

载药量＝(M3－M2)/M1 

M3 为总药物的量，M2 为游离的药物的量，M1 为载药纳米凝

胶的总量 

根据实验数据和公式计算，载药纳米凝胶包封

率为（95.00±2.54）%，载药量（17.00±1.26）%。 

2.6.4  黄芩苷及载药纳米凝胶的体外释放  实验研

究结果显示，黄芩苷在 pH 7.4 的 PBS 缓冲液中的

平衡溶解度可达到 6.7 mg/mL，故选其作为释放介

质。分别称取适量的黄芩苷和 BA-LZM-LMWC- 

NGs 置于透析袋，置于 500 mL pH 值为 7.4 的 PBS

中，在（37.0±0.5）℃的恒温水浴振荡器中持续搅

拌（100 r/min）。分别在 0、0.2、0.5、1、2、4、8、

12、24 h 取样 5 mL，立即用 0.45 μm 微孔滤膜滤过，

取续滤液 4 mL 待测，同时补充相同温度下保存的

新鲜释放介质 5 mL。在 278 nm 波长下采用紫外分

光光度计分析检测续滤液中黄芩苷含量，计算黄芩

苷的累积释放率（Q）。 
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设置 3 个平行实验，药物释放率通过公式计算

得到。如图 11 所示，随着时间的延长，黄芩苷和

BA- LZM-LMWC-NGs 的累积释放率均逐渐增加。

在 24 h 内，黄芩苷释放了 98%，黄芩苷从 BA-LZM- 

LMWC-NGs 中 72 h 内释放了 72%，这一结果表明

BA-LZM-LMWC-NGs 中黄芩苷的释放有一定缓释

效果。 

Q＝(V0Ci＋V 

1

1

i

i

−

=

 Ci－1)/MX 

V0 和 V 分别表示释放液体积和每次取样体积，C 表示第 i 次

取样时黄芩苷的释放质量浓度，M 表示 BA-LZM-LMWC- 

NGs 的质量，X 表示 BA-LZM-LMWC-NGs 的载药量 
 

 

图 11  黄芩苷及 BA-LZM-LMWC-NGs 的体外释放曲线 

Fig. 11  Baicalin and BA-LZM-LMWC-NGs in vitro release 

3  讨论 

具有高功能的纳米凝胶因其制造有低成本、低

环境负荷、低能耗等特点，成为目前人们研究的热

点。目前已采用不同的材料，如高分子聚合物、脂

质体/脂质、金属/金以及蛋白质等制成不同类型的

纳米载药体系，以提高灌注治疗效果，并降低药物

的毒副作用。蛋白质和多糖作为天然、无毒、可降

解的天然高分子，更受研究者的青睐[14]。两亲性高

分子衍生物，如壳聚糖、羧甲基纤维素等，既可通

过电荷与蛋白质质肽类药物相互作用，又可通过其

疏水基团与蛋白质质肽类药物的脂溶性基团相互作

用，双重作用更有利于纳米载体对蛋白质质肽类药

物的负载[15-17]。 

基于上述研究结论，本实验用 Maillard 反应和

球状蛋白质加热粒化理论，以溶菌酶和壳聚糖为原

料，得到粒径范围为 16～120 nm，平均粒径为 49.02 

nm，PDI 为 0.132 的 LZM-LMWC 纳米凝胶粒。利

用 TNBS 法通过测定溶菌酶糖基化反应前、后自由

氨基的含量，推算出 LZM-LMWC 的接枝率为 

（24.7±2.9）%。通过紫外分光光度计测定分析了

LZM-LMWC 纳米凝胶的载药量和包封率及 BA- 

LZM-LMWC-NGs 体外释放率，并通过对比发现

LZM-LMWC 纳米凝胶对黄芩苷的释放可产生缓释

效应，增加药物的生物利用度。LZM-LMWC 纳米

凝胶粒物理性能稳定，大小分布均匀，为进一步在

体实验提供了基础。 
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