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基于羧甲基壳聚糖-氧化透明质酸自组装行为构建的 pH 响应型纳米乳水凝
胶给药系统  

汤小涵 1, 2，王  哲 2，闫  巧 2，秦祉剑 1，袁海龙 1, 2* 

1. 安徽医科大学药学院，安徽 合肥  230032 

2. 空军特色医学中心 药学部，北京  100142 

摘  要：目的  基于羧甲基壳聚糖（carboxymethyl chitosan，CMC）-氧化透明质酸（oxidized hyaluronic acid，OHA）的自

组装行为，构建一种用于局部递送难溶性药物的 pH 响应型纳米乳水凝胶给药系统。方法  采用自乳化法制备丹参酮 IIA

（tanshinone ⅡA，Tan IIA）纳米乳，通过平衡溶解度的考察和伪三元相图的绘制优化纳米乳处方，对纳米乳进行理化性质考

察。高碘酸钠氧化法制备 OHA，以成胶时间为指标优选 CMC 和 OHA 的浓度。将 OHA 溶解于纳米乳中与 CMC 溶液自组

装形成 Tan IIA纳米乳水凝胶（CMC-OHA/Tan IIA-NBHs）。对得到的 CMC-OHA/Tan IIA-NBHs 进行理化性质和体外抑菌活性

评价。结果  优化处方可制备得到 O/W 型 Tan IIA纳米乳，粒径为（52.18±0.15）nm，PDI 为 0.165±0.012。自组装得到的

CMC-OHA/Tan IIA-NBHs 具有良好的稳定性、酸响应性和药物缓释性能。抑菌圈实验表明 CMC-OHA/Tan IIA-NBHs 体外可

显著抑制痤疮丙酸杆菌和金黄色葡萄球菌的生长。结论  CMC-OHA/Tan IIA-NBHs 制备方法简便、稳定性好，可以有效改善

难溶性药物的体外溶出行为，为纳米乳局部递送难溶性药物提供了新的思路和方法。 
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pH-responsive nanoemulsion hydrogel drug delivery system based on self- 

assembly behavior of carboxymethyl chitosan-oxidized hyaluronic acid 
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Abstract: Objective  To construct a pH-responsive nanoemulsion hydrogel drug delivery system based on the self-assembly 

behavior of carboxymethyl chitosan (CMC)-oxidized hyaluronic acid (OHA) for the topical delivery of in poor solubility drugs. 

Methods  The optimum prescription of nanoemulsion was determined according to the amount of tanshinone ⅡA (Tan IIA) dissolved 

in various excipients and the pseudo-ternary phase diagram and the physicochemical properties of the nanoemulsion were 

investigated. Furthermore, OHA was prepared by sodium periodate oxidation and the concentration of CMC and OHA is optimized 

by using the gel formation time as an indicator. CMC-OHA Tan IIA nanoemulsion-based hydrogels (CMC-OHA/ Tan IIA-MBHs) 

were prepared by dissolving OHA in nanoemulsion and self-assembling the mixture with CMC solution. Physicochemical properties 

and in vitro antibacterial activity of CMC-OHA/Tan IIA-MBHs were observed and detected. Results  The mean particle size of the 

prepared Tan IIA nanoemulsion was (52.18 ± 0.21) nm and PDI was 0.165 ± 0.012. The in vitro evaluation results showed 

CMC-OHA/Tan IIA-NBHs had good centrifugal stability, light stability, pH responsiveness, and sustained-release properties. The 

bacterial inhibition ring test showed that CMC-OHA/TanIIA-NBHs could significantly inhibit the growth of Propionibacterium acnes 

and Staphylococcus aureus in vitro. Conclusion  With the advantages of simple preparation and good stability, CMC-OHA/Tan 

ⅡA-MBHs could effectively improve the in vitro dissolution behavior of insoluble drugs, providing a new idea and method for topical 

delivery of poorly soluble drugs by nanoemulsion. 
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透明质酸是一种广泛分布于人体组织细胞外基

质中的成分，具有良好的生物相容性和生物降解性[1]。

氧化透明质酸（oxidized hyaluronic acid，OHA）是

透明质酸氧化后的产物，其分子中的活泼醛基能与

羧甲基壳聚糖（carboxymethyl chitosan，CMC）中

的氨基发生席夫碱反应自组装生成水凝胶（CMC- 

OHA hydrogels）[2-3]。这种自组装水凝胶具有很好

的抗菌性、生物降解性和无毒性，并可在微酸性环

境下断裂席夫碱键从而释放药物，具有一定的酸响

应性，适合人体皮肤的微酸性环境，在医药、食品、

包装、环保等领域有着广阔的应用前景[4-5]。这种水

凝胶的载药方式通常是将固化后的药物粉末添加至

CMC 或 OHA 的前体溶液，通过前体溶液的自组装

完成载药，制备过程复杂，且不适用于难溶性药物

的应用[6-7]。因此本实验拟构建一种以纳米化的液体

制剂本身作为前体溶液利用CMC和OHA的自组装

行为形成水凝胶的新型给药系统。 

丹参酮 IIA（tanshinone IIA，TanIIA）作为中药

丹参中的主要活性成分，对痤疮丙酸杆菌和金黄色

葡萄球菌有较好的抑制作用，但由于 Tan IIA 属于

BCS II 类药物，水溶性极差（2 μg/mL），严重影响

了其在临床上的使用效果[8]。因此本研究以 Tan IIA

为模型药物，制备了粒径小、分散均匀的 Tan IIA纳

米乳，然后将 OHA 溶于 Tan IIA纳米乳形成药物前

体溶液，与 CMC 溶液自组装形成 Tan IIA纳米乳水

凝胶给药系统（CMC-OHA Tan IIA nanoemulsion- 

based hydrogels，CMC-OHA/Tan IIA-NBHs），并对

其稳定性、pH 响应性和体外抑菌活性进行评价，为

功能型水凝胶递送难溶性药物的研究提供新思路。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

DF101S 型集热式恒温加热磁力搅拌器，北京

恒丰长伟科技有限公司；Winner802 型纳米激光粒

度仪，济南微纳颗粒仪器股份有限公司；Tecnai G2 

F30 型场发射透射电子显微镜（TEM），美国 FEI

公司；KQ-100E 型超声波清洗器，昆山市超声仪器

有限公司；BT125D 型电子天平，赛多利斯科学仪

器有限公司；TGL-16G 型台式离心机，上海安亭科

学仪器厂；LC-20A 型高效液相色谱系统，日本岛

津公司；Nicolet-5799 型傅里叶红外光谱仪，美国

热力公司；ZRS-8G 型智能溶出试验仪，天津市天

大天发科技有限公司。 

1.2  材料 

Tan IIA原料药，质量分数 95%，西安鸿生生物

技术有限公司，批号 150301；Tan IIA对照品，质量

分数 98%，中国食品药品检定研究院，批号 110766- 

201520；蓖麻油，湖南尔康制药股份有限公司；油

酸乙酯，国药集团化学试剂有限公司；肉豆蔻酸异

丙酯（ isopropyl myristate ）、聚氧乙烯蓖麻油

（cremophor EL，CEL）购自长沙研邦化工科技有限

公司；聚氧乙烯氢化蓖麻油（cremopher RH 40，

CRH），北京凤礼精求商贸有限责任公司；乙醇、

聚山梨酯 80、聚乙二醇（PEG）400 购自天津市光

复精细化工研究所；甘油、1,2-丙二醇购自北京化

工厂；辛癸酸甘油酯，Sigma 生物科技有限公司；

磷酸,天津福晨试剂厂；色谱甲醇，Fisher Chemical

公司；蒸馏水由实验室超纯水机生产；痤疮丙酸杆

菌、金黄色葡萄球菌标准株及培养基购自西安国联

质量检测技术股份有限公司。 

2  方法 

2.1  Tan IIA HPLC 分析方法的建立 

2.1.1  色谱条件  色谱柱为 Inerteil ODS-3 柱（250 

mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为甲醇-0.1%磷酸水

溶液（85∶15）；柱温 30 ℃；体积流量 1 mL/min；

检测波长 270 nm；进样量 20 μL[9]。 

2.1.2  溶液的配制 

（1）对照品溶液的制备：精密称定 5.00 mg 对

照品Tan IIA置于10 mL量瓶中，加适当甲醇溶解后，

甲醇定容至刻度得质量浓度为 500 μg/mL 的对照品

储备液。精密吸取对照品储备液适量，用甲醇按不

同比例稀释，得质量浓度为 1.00、2.00、4.00、8.00、

10.00、20.00、40.00 μg/mL 系列对照品溶液。 

（2）供试品溶液的配制：精密称取 Tan IIA纳米

乳 1.0 g 于 50 mL 量瓶中，加甲醇超声破乳，定容

得母液；再精密量取 0.5 mL 母液于 10 mL 量瓶中

甲醇定容，摇匀得 Tan IIA 纳米乳供试品溶液。 

（3）阴性对照溶液的配制：精密称取空白纳米

乳 1.0 g 于 25 mL 量瓶中，甲醇超声破乳，定容得

母液；精密量取 0.5 mL 母液至 10 mL 量瓶中加甲

醇定容，摇匀得阴性对照溶液。 

2.1.3  专属性考察  分别取对照品溶液、供试品溶

液和阴性对照溶液，0.22 μm 微孔滤膜滤过后，按
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“2.1.1”项下条件测定。图 1 显示，Tan IIA 峰形对

称且达到基线分离，供试品与对照品溶液中 Tan IIA

保留时间基本一致，纳米乳辅料和水凝胶基质对测

定无干扰。 

 

 

 

图 1  CMC-OHA/Tan IIA-NBHs (A)、Tan IIA 对照品 (B)

和空白纳米乳水凝胶 (C) 的 HPLC 图 

Fig. 1  HPLC diagrams of CMC-OHA/Tan IIA-NBHs (A), 

Tan IIA sample (B), and blank nanoemulsion hydrogel (C) 

2.1.4  线性关系考察  以 Tan IIA 质量浓度为横坐

标（X）、峰面积为纵坐标（Y）进行线性回归，得

回归方程为 Y＝127 733 X＋28 346，r＝0.999 6，表

明 Tan IIA在质量浓度为 1.00～40.00 μg/mL 线性关

系良好。 

2.1.5  精密度试验  取“2.1.2”项下质量浓度为 8.00 

μg/mL 的 Tan IIA对照品溶液，按“2.1.1”项下的色

谱条件进样分析，计算精密度。结果显示 Tan IIA峰

面积 RSD 为 1.35%，表明仪器精密度良好。 

2.1.6  稳定性试验  吸取“2.1.2”项下的供试品溶

液适量，分别于 0、2、4、6、8、16、24 h 按“2.1.1”

项下的色谱条件进样分析。结果显示 Tan IIA峰面积

RSD 为 0.83%，表明供试品溶液在 24 h 内稳定。 

2.1.7  重复性试验  取同一批的 Tan IIA 纳米乳 3

份，每个样品按“2.1.2”项下供试品的制备方法平

行配制 6 个样品，共制备 18 个样品，按“2.1.1”项

下的色谱条件进样分析，记录峰面积。结果 RSD 为

1.38%，表明此方法重复性良好。 

2.1.8  加样回收率试验  按“2.1.2”项下供试品的

制备方法制备供试品溶液 9 份，分别加入对照品储

备液适量，配制成质量浓度为 12.85、14.35、15.75 

μg/mL 的样品溶液。按“2.1.1”项下色谱条件进样

测定，记录峰面积，计算加样回收率。结果低、中、

高不同质量浓度的平均回收率分别为 99.53%、

100.07%、99.03%，RSD 值均小于 1.5%。表明回收

率符合要求。 

2.2  Tan IIA 在纳米乳成分中的溶解度测定 

取各辅料 1.00 g 于 2 mL 离心管中，分别加入

过量 Tan IIA，涡旋混匀 5 min 后超声 4 h 助溶，静

置过夜后，5000 r/min 离心 10 min，取上清液用甲

醇稀释至适当质量浓度，过 0.22 μm 微孔滤膜后，

使用 HPLC 法测定 Tan IIA 在各辅料中的平衡溶解 

度[10]。平衡溶解度测定结果如图 2 所示，结合辅料

的性质，初步选择对 Tan IIA 溶解度大的聚山梨酯

80 和 PEG 400 作为纳米乳的乳化剂和助乳化剂，辛

癸酸甘油酯为油相。 

 

图 2  Tan IIA 在不同辅料中的溶解度 

Fig. 2  Solubility of Tan IIA in different excipients 

2.3  伪三元相图的绘制及 Km 值的确定 

将确定的乳化剂（聚山梨酯 80）和助乳化剂

（PEG 400）分别按质量比（Km）为 3∶1、2∶1、1∶

1、1∶2 的比例混合，然后将油相和混合乳化剂按

1∶9、2∶8、3∶7、4∶6、5∶5、6∶4、7∶3、8∶

2、9∶1 的比例加入西林瓶中，于 37 ℃水浴下搅拌

15 min 混匀，缓慢滴加蒸馏水继续搅拌直至形成澄

清透明的纳米乳，记录体系从黏稠变为流动性良好

时的临界点用水量，以该点为相图中可形成纳米乳

的边界点。用 Origin 7.5 软件绘制伪三元相图，比

较不同比例油相、乳化剂、助乳化剂所形成纳米乳

区域的大小。结果如图 3 所示，Km 值（聚山梨酯

80 和 PEG 400 的质量比）为 2∶1 时，该体系形成

的纳米乳区面积最大。根据伪三元相图确定聚山梨

酯 80 和 PEG 400 比例为 2∶1。 

2.4  Tan IIA 纳米乳的制备 

按处方量加入乳化剂、助乳化剂、油相和 Tan 

IIA原料药粉末，37 ℃水浴下 600 r/min 搅拌 15 min

混匀，缓慢滴加 1 mL 蒸馏水，即得 Tan IIA纳米乳。

取同法制备的空白纳米乳于西林瓶中，不同比例油

相形成的纳米乳放置 7 d 后观察乳液形态，结果显 
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图 3  不同 Km值的伪三元相图 

Fig. 3  Pseudo-temary phase diagrams of different Km values 

示辛癸酸甘油酯与混合乳化剂的比例为 1∶9 时形

成的乳液更加稳定，没有出现分层，絮凝或粒径增

大的情况。最终确定 Tan IIA纳米乳的最佳处方为聚

山梨酯 80-PEG 400-辛癸酸甘油酯（6∶3∶1）。 

2.5  Tan IIA纳米乳的表征 

为鉴定纳米乳的类别分别加入适量苏丹红和亚

甲蓝染料，静置 3 min 后观察 2 种染料的扩散速度。

如图 4-A 所示，最优处方制备的 Tan IIA纳米乳为澄

清透明的橙红色液体，没有沉淀或絮凝。如图 4-B

和 4-C 所示，亚甲蓝的扩散速度快于苏丹红，表明

所制备的 Tan IIA纳米乳为水包油型。 

取 Tan IIA纳米乳稀释 20 倍后用激光粒度分析

仪测定其平均粒径。粒径测定结果（图 5）表明，

Tan IIA纳米乳粒径为（52.18±0.21）nm，多分散系 
 

 

图 4  Tan IIA 纳米乳的外观 (A) 及鉴定研究示意图 (B, C) 

Fig. 4  Appearance (A), diagram of identification (B, C) of 

Tan IIA nanoemulsion 

 

图 5  Tan IIA 纳米乳的粒径分布 

Fig. 5  Particle size of Tan IIA nanoemulsion 

数为 0.165±0.012，说明该处方制备的纳米乳粒径

小，分布范围窄，是均一稳定的分散体系。 

将 Tan IIA纳米乳稀释 5 倍和 20 倍后滴于覆有

支持膜的铜网上，滤纸吸去多余液体后，静置 10 min

自然晾干，再滴加入质量浓度为 10 mg/mL 的磷钨

酸溶液于铜网上负染 10 min，自然挥干，TEM 观察

纳米乳外观。Tan IIA纳米乳的形态可见图 6-a、b 所

示，稀释倍数为 5 倍时 Tan IIA纳米乳的乳滴大多团

聚在一起，粒径大小均在 1 μm 内，稀释倍数为 20

倍时 Tan IIA纳米乳的乳滴被均匀分散，呈类圆形，

粒子间无黏连。 

 
a-5 倍稀释  b-20 倍稀释 

a-5 times dilution  b-20 times dilution 

图 6  Tan IIA 纳米乳的 TEM 图 

Fig. 6  TEM diagrams of Tan IIA nanoemulsion 

2.6  氧化透明质酸的制备和表征 

采用高碘酸钠氧化法制备 OHA[11]，将 2.00 g

透明质酸溶于 50 mL 蒸馏水中，37 ℃水浴以 600 

r/min 的速度搅拌直至完全溶解，室温冷却后加入

1.30 g 高碘酸钠，在 25 ℃水浴条件下持续搅拌 12 h

后，加入 1 mL 乙二醇淬灭未反应的高碘酸钠，继

续搅拌 1 h，随后将产物装入透析袋（截留相对分子

质量 3500），以蒸馏水透析 48 h，然后冷冻干燥得

到 OHA。 

取少许新鲜制备的 OHA 于研钵中，加入 100

倍左右的溴化钾粉末，研磨后压片利用红外吸收光

谱对合成产物进行表征。结果如图 7 所示，与 HA 
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图 7  HA 和 OHA 的 FT-IR 图 

Fig. 7  FT-IR spectra of HA and OHA 

的红外光谱图对比，1726 cm−1 处醛基的特征吸收峰

表明使用该方法成功制备 OHA。 

2.7  CMC-OHA/Tan IIA-NBHs 的制备 

2.7.1  成胶时间的测定和空白水凝胶基质的选择  

采用倾斜法测定成胶时间，OHA 和 CMC 溶液接触

后开始计时，然后倾斜西林瓶，观察溶液的流动情

况，待倾斜西林瓶时体系不再流动则停止计时，该

时间即为成胶时间。以成胶时间为评价指标，优化

凝胶的处方比例。取制备好的 OHA 粉末溶解在蒸

馏水中，形成质量浓度为 10、20、30 mg/mL 的均

匀溶液；CMC 溶解在蒸馏水中，形成质量浓度为

10、20、30、40 mg/mL 的均匀溶液。将等体积的

OHA 和 CMC 溶液在 37 ℃水浴下混合均匀，并保

持在 37 ℃直至成胶。形成的空白基质根据组成基

质的初溶液质量浓度进行命名，例如 20 mg/mL 的

OHA 溶液和 30 mg/mL 的 CMC 溶液形成的空白基

质命名为 O2C3。各组水凝胶的成胶时间和混合 1 

min 时的成胶状态见图 8、9。可以发现 OHA 和 CMC

的质量浓度均对凝胶的成胶时间有显著影响，随着

二者质量浓度的增大凝胶时间逐渐缩短。当 OHA

质量浓度和 CMC 质量浓度均为 10 mg/mL 时，无法

形成稳定的水凝胶。当 OHA 质量浓度为 10 mg/mL，

随着 CMC 的质量浓度由 20 mg/mL 增大到 40 

mg/mL，成胶时间由 261.67 s 缩短至 176.33 s。当

OHA 质量浓度为 30 mg/mL 时，随着 CMC 的质量

浓度由 10 mg/mL 增大到 40 mg/mL，成胶时间进一

步由 152.00 s 缩短至 24.00 s。进一步提高质量浓度

会延长前体溶液的制备时间，导致总体制备时间增

大，因此，最终优选 O3C4 进行后续研究。 

 

图 8  不同质量分数 CMC 和 OHA 形成水凝胶的成胶时间 

Fig. 8  Gelation time of hydrogels formed with different 

concentrations of CMC and OHA 
 

 

 

 

图 9  1 min 时各组水凝胶的状态 

Fig. 9  State of different groups of hydrogels in 1 min 
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2.7.2  载药水凝胶的制备和载药量的测定  取制备

好的 OHA 粉末用 Tan IIA 纳米乳溶解，随后与等体

积的 CMC 溶液在 37 ℃水浴下混合均匀直至成胶，

即得 CMC-OHA/Tan IIA-NBHs。最佳处方制备得到

的 CMC-OHA/Tan IIA-NBHs 可见图 10，其外观均匀

且成胶性能良好。经测定，CMC-OHA/Tan IIA-NBHs

的成胶时间为（24.32±0.03）s，与 O3C4 空白水凝

胶基质的成胶时间没有显著性差异。取 1.00 g 

CMC-OHA/Tan IIA-NBHs 置于 10 mL 量瓶中，加入

适量甲醇超声 15 min 后用甲醇定容至刻度，过 0.22 

μm 滤膜后用 HPLC 法测得 CMC-OHA/Tan IIA- 

NBHs 中 Tan IIA的质量分数为 1.0 mg/g。 

 

图 10  CMC-OHA/Tan IIA-NBHs 的外观 

Fig. 10  Appearance of CMC-OHA/Tan IIA-NBHs 

2.8  CMC-OHA/Tan IIA-NBHs 的稳定性考察 

2.8.1  离心稳定性  将 Tan IIA 和 CMC-OHA/Tan 

IIA-NBHs 以 8000 r/min 的速度离心 20 min，观察离

心后其外观是否有变化[12]。离心稳定性结果如图 11

所示，8000 r/min 离心 20 min 后 Tan IIA纳米乳（b）

仍澄清透明，未产生分层破乳现象，但有少量药物

析出沉积在底部，而 CMC-OHA/Tan IIA-NBHs（a）

经过离心处理没有药物析出，表明 CMC-OHA/Tan 

IIA-NBHs 离心稳定性良好。 

2.8.2  光稳定性  Tan IIA作为一种具有醌式结构的

化合物，易被氧化，并有研究显示其光稳定性较差，

因此对 CMC-OHA/Tan IIA-NBHs（a）的光稳定性进

行了考察，与 Tan IIA纳米乳（b）和 Tan IIA乙醇溶

液（c）进行对比。将 Tan IIA乙醇溶液、Tan IIA纳

米乳和 CMC-OHA/Tan IIA-NBHs 置于透明西林瓶

中，于 25 ℃、日光灯下（4500 lx）保存。分别于

0、1、2、4、8、12、24、36、48、72 h 取样 0.50 g，

用甲醇稀释并超声后定容至刻度，过 0.22 μm 滤膜

后用 HPLC 法测定 Tan IIA 含量。如图 12 所示，在

25 ℃、日光灯下（4500 lx）保存 3 d 后，Tan IIA

乙醇溶液中 Tan IIA的含量下降了 44.66%，Tan IIA 

 

a-CMC-OHA/Tan IIA-NBHs  b-Tan IIA纳米乳 

a-CMC-OHA/Tan IIA-NBHs  b-Tan IIA nanoemulsion 

图 11  CMC-OHA/Tan IIA-NBHs 的离心稳定性 

Fig. 11  Centrifugal stability of CMC-OHA/Tan IIA-NBHs 

 

a-CMC-OHA/Tan IIA-NBHs  b-Tan IIA纳米乳  c-Tan IIA乙醇溶液 

a-CMC-OHA/Tan IIA-NBHs  b-Tan IIA nanoemulsion  c-Tan IIA 

ethanol solution 

图 12  CMC-OHA/Tan IIA-NBHs 的光稳定性 ( x s , n = 3) 

Fig. 12  Light stability of CMC-OHA/Tan IIA-NBHs ( x s , 

n = 3) 

纳米乳含量下降了 30.92%，而 CMC-OHA/Tan 

IIA-NBHs中Tan IIA含量变化最小，仅下降了6.92%。

说明将 Tan IIA 制备成纳米乳水凝胶能显著提升其

光稳定性。 

2.8.3  长期稳定性  将CMC-OHA/Tan IIA-NBHs置

于密闭器皿中，于 4、25、40 ℃不同温度条件下避

光放置，在 0、3、7、14、21、30 d 取样，HPLC

法测定 Tan IIA 的含量。如图 13 所示，于 4 ℃和

25 ℃条件下储存的CMC-OHA/Tan IIA-NBHs在30 d

内 Tan IIA 质量分数分别下降 2.82%和 2.99%，在

40 ℃条件下储存的CMC-OHA/Tan IIA-NBHs在30 d

内 Tan IIA 含量下降 8.48%。因而 CMC-OHA/Tan 

IIA-NBHs 在室温或冷藏的避光储存条件下具备较

好的药物稳定性，但热稳定性较差。 
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图 13  CMC-OHA/Tan IIA-NBHs 的长期稳定性 ( x s ,  

n = 3) 

Fig. 13  Long-term storage stability of CMC-OHA/Tan 

IIA-NBHs ( x s , n = 3) 

2.9  CMC-OHA/Tan IIA-NBHs 的体外响应性释放 

采用透析袋法考察CMC-OHA/Tan IIA-NBHs在

pH 为 5.0、5.5、7.4 的 PBS 缓冲溶液中的释放。取

10.00 g CMC-OHA/Tan IIA-NBHs 于活化好的透析

袋（截留相对分子质量 14 000）中，两端夹紧，置

于盛有 200 mL PBS 的溶出杯中，温度为 37 ℃，转

速为 100 r/min，分别于 0.5、1、2、4、6、8、10、

12、24、32、48、54、72 h 取样 0.5 mL，同时补加

同温同体积的溶出介质，样品用 0.22 μm 的微孔滤

膜滤过，HPLC 法测定 Tan IIA含量，并计算 Tan IIA

累积释放量。CMC-OHA/Tan IIA-NBHs 的体外响应

性释放结果如图 14 所示，在 pH 5.0、5.5 的 PBS 缓

冲液中，72 h 内 Tan IIA的释放度分别为 73.74%和

67.56%，而在 pH 为 7.4 的缓冲溶液中，72 h 内 Tan 

IIA 的释放度仅为 37.11%。此外，在酸性缓冲溶液

中，CMC- OHA/Tan IIA-NBHs 在 24 h 内释放率超过

40%，而在中性缓冲溶液中的释放度不足 30%。结

果表明CMC-OHA/Tan IIA-NBHs具有明显的酸响应 

 

图14  CMC-OHA/Tan IIA-NBHs在PBS缓冲液中释放曲线

( x s , n = 3) 

Fig. 14  In vitro release of CMC-OHA/Tan IIA-NBHs in PBS 

buffer solution ( x s , n = 3) 

性，并有良好的缓释作用，可以在接触微酸性皮肤

时缓慢释放药物。 

2.10  抑菌效果评价 

为了考察 CMC-OHA/Tan IIA-NBHs 的抑菌活

性，分别考察了 CMC-OHA/Tan IIA-NBHs 对痤疮丙

酸杆菌和金黄色葡萄球菌的抑菌能力。痤疮丙酸杆

菌和金黄色葡萄球菌于培养平板上活化，将 2 种菌

转移至硫乙醇酸盐培养基中，分别于 37 ℃培养箱

进行无氧和有氧培养，然后使用无菌水将二者稀释

至活菌量在 1×105～1×106 cfu/mL，作为供试菌液

备用。精密量取 2 种供试菌液各 150 μL，分别均匀

涂抹于培养基，并平行制备 3 份。使用直径为 0.5  

cm 的圆形模圈在含菌培养基表面分别涂抹等质量

0.20 g 的 CMC-OHA/Tan IIA-NBHs、阳性药红霉素、

O3C4 空白凝胶和卡波姆空白凝胶后痤疮丙酸杆菌

于 37 ℃培养箱内进行无氧培养，金黄色葡萄球菌

于 37 ℃培养箱内进行有氧培养。48 h 后观察测量

各给药部位的抑菌圈直径，并按表 1 评判标准进行

评判[13]。 

表 1  抑菌圈评分 

Table 1  Scoring table of bacteriostatic ring 

抑菌圈直径 敏感度 评分 

直径＞20 mm 极度敏感 4 

20 mm＞直径≥15 mm 高度敏感 3 

15 mm＞直径≥10 mm 中度敏感 2 

10 mm＞直径≥7 mm 低度敏感 1 

直径＜7 mm 不敏感 0 

 

CMC-OHA/Tan IIA-NBHs 的体外抑菌活性评估

结果如表 2 所示。对于痤疮丙酸杆菌，阳性药红霉

素抑菌圈大小为（27.30±1.27）mm，敏感程度评

分 4 级，CMC-OHA/Tan IIA-NBHs 的抑菌圈大小为

（23.70±0.71）mm，敏感程度评分 4 级，O3C4 空

白凝胶的抑菌圈大小为（15.60±1.12）mm，敏感

程度评分 3 级。对于金黄色葡萄球菌，阳性药红霉

素抑菌圈大小为（29.10±1.00）mm，敏感程度评

分 4 级，CMC-OHA/Tan IIA-NBHs 的抑菌圈大小为

（33.10±1.40）mm，敏感程度评分 4 级，O3C4 空

白凝胶的抑菌圈大小为（17.60±1.33）mm，敏感

程度评分 3 级，卡波姆空白凝胶对痤疮丙酸杆菌和

金黄色葡萄球菌没有抑菌能力。结果证明 CMC- 

OHA/Tan IIA-NBHs 具有良好的抑菌活性，体外能抑

制痤疮丙酸杆菌和金黄色葡萄球菌的生长。 
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表 2  CMC-OHA/Tan IIA-NBHs 的体外抑菌活性 

Table 2  Antibacterial activity of CMC-OHA/Tan IIA-NBHs 

in vitro 

药物 
痤疮丙酸杆菌 金黄色葡萄球菌 

抑菌圈直径 评分 抑菌圈直径 评分 

红霉素 27.30±1.27 4 29.1±1.00 4 

CMC-OHA/Tan IIA- 23.70±0.71 4 33.1±1.40 4 

NBHs     

O3C4 15.60±1.12 3 17.6±1.33 3 

卡波姆凝胶 1.40±0.97 0 2.9±0.75 0 

 

3  讨论 

制备简单、工艺成熟的纳米乳液近年来在食品

和药品领域引起了广泛关注，制备纳米乳的辅料具

有生物相容性好毒性低的特点，因此，纳米乳很适

合封装和递送亲脂性活性成分。然而由于其低黏度

性和不稳定性，纳米乳不适合局部给药，为了解决

这些问题，将纳米乳和凝胶剂结合是一个很有效的

解决方案[14-15]。在成胶时间的测定中发现，随着

OHA 和 CMC 质量浓度的升高，凝胶的成胶时间会

显著缩短。这是因为 OHA-CMC 水凝胶是通过席夫

碱反应形成，OHA 的氨基和 CMC 的醛基生成具有

pH 响应性的亚胺键，因此水凝胶的成胶时间主要和

溶液中的活性氨基和醛基数有关，随着 OHA 和

CMC 质量浓度的升高，溶液中发生交联的活性基团

密度会增加，凝胶的成胶时间会显著缩短[16]。 

皮肤面部的 pH 与多种因素有关，有研究显示

在多种皮肤屏障受损的疾病中，均观察到了不同程

度的皮肤表面 pH 的升高[17-18]。因此本研究选择考

察 CMC-OHA/Tan IIA-NBHs 中 Tan IIA在 pH 为 5.0、

5.5 的缓冲溶液中的释放，同时以 pH 为 7.4 的缓冲

溶液组作为对照。体外释放实验结果表明，

CMC-OHA/Tan IIA-NBHs 在 pH 为 5.0 的 PBS 缓冲

液中，Tan IIA 72 h 的累积释放度可达到 70%以上，

而在 pH 7.4 时仅仅不到 30%，表明具有较好的酸响

应性。根据 Chen 等[19]实验结果发现，席夫碱结构

在弱酸性环境下降解缓慢，完全降解需要10 d左右，

因此CMC-OHA/Tan IIA-NBHs在72 h内难以释放完

全。而在 pH7.4 的缓冲液中，席夫碱键较为稳定，

CMC 和 OHA 水凝胶网络结构降解程度较低，不利

于药物释放。因此这种 pH 响应型的药物载体在药

物递送领域有着巨大的应用潜力。 

体外抑菌活性实验表明，CMC-OHA/Tan IIA- 

NBHs 在体外能够有效抑制痤疮丙酸杆菌和金黄色

葡萄球菌的生长。此外 O3C4 水凝胶基质也有一定

的抑菌活性，这是因为壳聚糖的高电荷多阳离子结

构与带负电的细菌磷脂膜成分会产生强烈的静电相

互作用，通过膜损伤和随后的内容物泄漏导致细菌

死亡，因此适当提高壳聚糖的浓度有利于提高凝胶

的抗菌性能[20-21]。 

本研究利用 CMC 和 OHA 的自组装行为，在温

和的反应条件下，一步制备完成了纳米乳和水凝胶

的结合，得到的 CMC-OHA/Tan IIA-NBHs 具有良好

的稳定性、pH 响应性和缓释能力，可在体外显著抑

制痤疮丙酸杆菌和金黄色葡萄球菌的生长。为纳米

乳和难溶性药物的外用产品开发与临床应用提供理

论依据和实验基础。 
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