
© 1994-2009 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

收稿日期 : 2008206219;　修订日期 : 2008209219

基金项目 :安徽省自然科学基金 (No. 070413117) ;

安徽省教育厅自然科学研究项目 (No. 2006kj307b) ;

安徽医科大学校级教学研究项目

作者简介 :陈　纭 (19812) ,男 (汉族 ) ,安徽合肥人 ,现任安徽医科大学药
学院助教 ,在职硕士研究生 ,主要从事药物分析研究工作.
3通讯作者简介 :金　涌 ( 19692) ,男 (汉族 ) ,安徽合肥人 ,现任安徽医科

大学药学院教授 ,硕士生导师 ,博士学位 ,主要从事药剂学研究工作.

苦参碱靶向缓释纳米球的制备及影响因素考察
陈　纭 ,金　涌 3 ,李　俊 ,黄晓晖 ,王凤娟 ,苏　峰

(安徽医科大学药学院 ,安徽 合肥　230032)

摘要 :目的 制备肝靶向缓释苦参碱纳米球 ,并对其形态 ,载药量 ,包封率及药物利用率等纳米球质量进行研究。方法 采
用乳化溶剂挥发法制备苦参碱 - PLGA -纳米球 ,并用透射电镜观察其外观形态 ,利用高效液相色谱 (HPLC)测定药物含
量。结果 制得肝靶向缓释苦参碱 - PLGA - NS,其平均包封率为 79. 5% ,平均载药量为 1. 75% ,平均粒径为 190. 5 nm。
结论 制备苦参碱 - PLGA - NS基本达到设计要求 ,该制剂有望成为一种新的药物靶向载体系统。
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　　苦参碱 (matrine)是从豆科槐属植物山豆根 Sophora tonk inen2
sis Gagnep分离提取的氧化苦参碱和极少量槐果碱的混合物 ,具
有抗炎 ,抗病毒 ,促免疫机制和抗肿瘤等作用 ,近年来发现它对病
毒性肝炎亦有明显治疗作用 [ 1～3 ]。纳米给药系统在实现靶向和
缓释给药 ,以及提高难溶性药物的生物利用度 ,降低药物毒副作
用等方面具有良好的应用前景 [ 4, 5 ]。高分子材料乳酸 -羟基乙
酸共聚物 ( PLGA) ,因其优良的生物相容性和生物降解性 ,被广
泛用作纳米球 ( nanosphere, NS)的载体材料 ,以其为载体的 NS克
服了纳米乳剂、纳米脂质体药物易泄露等缺点 ,成为国内外的研
究热点之一 ,为一类新型的靶向给药载体 [ 6 ]。
本实验以 PLGA为载体 , Pluronic F68为乳化剂 ,成功地制备
了粒径大小适中的 KU - PLGA - NS。此制剂经脉管给药后可显
著聚集于肝脏并缓慢释药 ,这种由肝脏枯否氏 ( kupffer)细胞吞噬
所致的被动靶向作用无疑有利于肝位病灶尤其是肝炎等的治
疗 [ 7, 8 ]。
1　材料与仪器
1. 1　仪器 79 - 1型磁力搅拌器 (金坛市杰瑞尔电器有限公司 ) ,

AG285型电子天平 (瑞典 METTLER TOLEDO公司 ) ,岛津高效液
相色谱仪 (包括 LC - 20AB泵 , SPD - M20A紫外检测器及岛津
Lcsolution色谱工作站 ) , C18色谱拄 (依利特 ) ,超速冷冻离心机 ,

纳米粒径分析仪 (英国 Malrern仪器公司 ) , JEOL型高分辨透射
电镜 (日本电子株式会社 ) , 0. 45μm微孔滤膜。
1. 2　试剂 苦参碱 (陕西龙孚生物化工有限责任公司 ) , PLGA
(LA /GA = 75 /25,MW = 8 600,济南岱罡生物科技有限公司 ) ,

Pluronic F - 68 (西安罗森伯科技有限公司 ) , 1. 5% (W /V )磷钨
酸 ,甲醇 (色谱纯 ) ,丙酮等其他试剂均为分析纯。
标准溶液的配制 :

水相 : 0. 5% p luronicF - 68,称取 Pluronic F - 68 0. 5g溶于
100 m l的纯化水中 ,备用。
油相 :精密称取苦参碱 19. 7 mg; PLGA (75 /25) 83. 5 mg溶于

5m l丙酮中 ,备用。
流动相的配制 :取 70 m l甲醇加入 30 m l水混匀 ,再加入

0. 772 g KH2 PO4混匀 ,再加入 30μl三乙胺 ,备用。
2　方法
2. 1　苦参碱 - PLGA - NS胶体溶液的制备 取 3 m l已配好的油
相 ,将其用注射器针头缓慢注入到以一定速度 (以不起泡为宜 )

搅拌的 100 m l Pluronic F - 68水相中 ,常温下磁力搅拌除尽丙

酮 ,搅拌时间以 3 h为宜。经 0. 45μm微孔滤膜过滤即得苦参碱
- PLGA - NS胶体溶液。低温避光保存。

2. 2　形态及粒径观察 取 KU - PLGA - NS胶体溶液适量 ,少量
纯化水稀释后用 1. 5% (W /V )磷钨酸负染色 ,滴于镀膜的电镜铜
网上 ,晾干后 ,置于透射电镜下观察纳米球的外观形态并拍摄照
片。
2. 3　色谱条件 [ 9 ] C18色谱拄 (大连依利特 ) ;流动相为甲醇 -水
-三乙胺 ( 70∶30∶0. 009) ;检测波长 : 229 nm;流速 : 1. 0 m l/

m in;进样量 : 20μl。
2. 4　包封率、载药量及利用率的测定 精密吸取苦参碱 - PLGA

- NS胶体溶液 500μl超速冷冻离心 (45 000 r·m in - 1 ) 2 h,精密
吸取上清液 10μl, HPLC法测定苦参碱含量。计算未包封苦参碱
的量 (M1 ) ,再精密吸取苦参碱 - PLGA - NS胶体溶液 500μl,用
一定体积的混合有机溶剂溶解苦参碱和 PLGA,测得苦参碱的总
量 ,计算胶体溶液中苦参碱的含量 (M2 ) ,MPLGA为 PLGA的投药
量 ,按下式计算包封率 ,载药量和药物利用率。
包封率 ( % ) = (M2 - M1 ) /M2 ×100%

载药量 ( % ) = (M2 - M1 ) /MPLGA ×100%

药物利用率 ( % ) =M2 /投药量 ×100%

3　结果
3. 1　透射电镜观察 纳米球呈类球形 ,分布较均匀 ,电镜下计数
500个纳米球 ,得平均粒径为 ( 190. 5 nm ) ,苦参碱 - PLGA - NS

的透射电镜照片见图 1。

图 1　苦参碱 - PLGA - NS的透射电镜照片

3. 2 　HPLC测定药物含量 [ 9 ] 在本实验的色谱流动相条件下 10

mg/L浓度苦参碱标准品溶液进样 10μl,见图 2。

图 2　苦参碱标准品溶液 HPLC图

3. 3　标准曲线 利用 HPLC测定药物含量 ,用苦参碱标准品配制

·3021·

L ISH IZHEN MED IC INE AND MATER IA MED ICA RESEARCH 2009 VOL . 20 NO. 5 时珍国医国药 2009年第 20卷第 5期



© 1994-2009 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

不同浓度溶液 ,以浓度 (C)为横坐标 ,峰面积 (A )为纵坐标进行线
性回归 ,得回归方程 : Y = 5. 07 ×105

X + 5. 31 ×103 ,曲线见图 3。

图 3　苦参碱标准品回归方程曲线

3. 4　利用 HPLC测得苦参碱色谱峰面积 ,并通过标准回归方程
计算得出 M1 ,M2 ;通过“2. 4”项中计算包封率 ,载药量及药物利
用率的公式计算得肝靶向缓释苦参碱 - PLGA - NS的平均包封
率 79. 5% ,平均载药量为 1. 75% ,平均药物利用率为 19. 6%。
3. 5　影响因素的考查 本实验采用单因素考查 ,只改变被考查因
素的量值 ,其他条件不变 ;以载药量 (DL ) ,包封率 ( EE) ,药物利
用率 (DA) ,平均粒径 (Dm)等作为因素考查的质量评价指标。实
验采取 3次平衡实验所得数据求得平均值和标准差 ,其中标准差
的计算公式为 :

σ =
1
N

6
N

i = 1
( xi - -

x ) 2

3. 5. 1　PLGA的浓度 将 PLGA用丙酮配制成不同浓度的溶液 ,

制成苦参碱 - PLGA - NS,并测定 DL, EE, DA和 Dm等结果见表
1。

表 1　PLGA的浓度对纳米球质量的影响 (珋x ±s)

浓度 C /g·L - 1 DL ( % ) EE ( % ) DA ( % ) Dm /nm

10. 0 0. 93 ±0. 15 70. 43 ±0. 31 15. 01 ±0. 36 109. 1 ±0. 65
16. 7 1. 74 ±0. 1 79. 5 ±0. 19 19. 5 ±0. 15 190. 5 ±1. 0

23 0. 32 ±0. 08 62. 01 ±0. 39 6. 69 ±0. 2 189. 6 ±1. 8
29. 5 0. 29 ±0. 13 70. 1 ±0. 24 6. 65 ±0. 15 240. 2 ±1. 75

48 0. 26 ±0. 1 75. 5 ±0. 34 9. 2 ±0. 14 320. 4 ±1. 42

　　n = 3

由表 1可见 ,不同用量的 PLGA对 DL, EE, DA有明显影响 ,

在一定范围内随着 PLGA浓度的增加 ,使苦参碱 - PLGA - NS的
DL, EE, DA均有所增加。但随 PLGA浓度的增加溶液较难通过
0. 45μm微孔滤膜 ,也难形成纳米级的颗粒纳米球收率较低 ,使
DL, EE, DA均降低。
3. 5. 2　理论载药量 以 0. 5% Pluronic F68水溶液为水相 , PLGA

的浓度为 16. 7 g/L,在其他条件不变的情况下 ,改变苦参碱药物
的投药量 ,制备苦参碱 - PLGA - NS,并对苦参碱 - PLGA - NS的
DL, EE, DR和 Dm进行测定。结果见表 2。

表 2　投药量对纳米球质量的影响 (珋x ±s)

理论值 DL ( % ) DL ( % ) EE ( % ) DA ( % ) Dm /nm

5. 2 1. 20 ±0. 11 83. 95 ±0. 28 26. 55 ±0. 45 119. 0 ±1. 3
11. 1 1. 45 ±0. 05 79. 50 ±0. 35 24. 16 ±0. 33 174. 9 ±0. 9
17. 5 1. 75 ±0. 12 79. 01 ±0. 21 18. 95 ±0. 15 183. 6 ±1. 1

25. 01 5. 45 ±0. 16 52. 60 ±0. 42 8. 01 ±0. 18 196. 5 ±0. 7
32. 05 6. 29 ±0. 13 46. 5 ±0. 60 6. 15 ±0. 33 200. 5 ±2. 0

由表 2可见 ,改变投药量对 DL, EE, DR有明显影响 ,随着用
量的增加使实际载药量显著增加 ,粒径也会增大 ,但 DL, EE, DR

均减少。
3. 5. 3　Pluronic F68浓度 将 Pluronic F68配制成不同浓度的溶
液 ,制备苦参碱 - PLGA - NS,并对其 DL, EE, DR和 Dm进行测
定。结果见表 3。
由表 3可见 , Pluronic F68在一定浓度范围内 ( 0. 1% ～

0. 5% )时 , DL, EE, DR和 Dm均改变较小 ;但当其浓度继续增大
时 , DL, DA显著增大 ,到达 0. 5%时最大 ;可是继续增加浓度 (到
10% )时 , DL, EE, DR会明显下降。

表 3　PLuronic F68浓度对纳米球质量的影响 (珋x ±s)

浓度 ( % ) DL ( % ) EE ( % ) DA ( % ) Dm /nm

0. 1 1. 96 ±0. 15 93. 6 ±0. 36 17. 98 ±0. 30 190. 50 ±1. 33
0. 5 1. 80 ±0. 12 80. 05 ±0. 26 19. 02 ±0. 13 185. 0 ±1. 13
2. 5 5. 50 ±0. 99 94. 90 ±0. 33 49. 85 ±0. 24 149. 60 ±2. 24
5 9. 00 ±0. 12 89. 20 ±0. 17 82. 36 ±0. 14 120. 36 ±0. 89
10 3. 10 ±0. 27 40. 55 ±0. 38 80. 62 ±0. 71 100. 96 ±1. 82

3. 5. 4　水相的用量 以 0. 5% Pluronic F68水溶液为水相 , PLGA的

浓度为 16. 7g/L,油相体积不变 ,水相体积增加 ,制备苦参碱 -

PLGA - NS,并对其 DL, EE, DR和 Dm进行测定。结果见表 4。

表 4　水相体积对纳米球质量的影响 (珋x ±s)

V油∶V水 DL ( % ) EE ( % ) DA ( % ) Dm /nm

0. 3∶1 0. 91 ±0. 14 95. 63 ±1. 30 8. 52 ±1. 25 196. 6 ±1. 3
0. 3∶3 0. 90 ±0. 07 84. 69 ±2. 13 9. 65 ±1. 38 185. 1 ±2. 0
0. 3∶5 1. 81 ±0. 16 80. 55 ±0. 27 20. 60 ±0. 18 183. 6 ±1. 0
0. 3∶10 8. 56 ±1. 34 87. 02 ±1. 23 80. 01 ±1. 12 180. 9 ±1. 7

由表 4可见 ,水相的用量对所制备苦参碱 - PLGA - NS的
EE, Dm的影响较小 ,不明显 ;但当水相体积继续增加由 10 m l增
至 100 m l时 , DL和 DA显著提高。
3. 5. 5　有机溶剂的用量 水相体积不变 ,改变油相体积 ,制备苦
参碱 - PLGA - NS,并对其 DL, EE, DR和 Dm进行测定。结果见
表 5。

表 5　油相体积对纳米球质量的影响 (珋x ±s)

体积 (m l) DL ( % ) EE ( % ) DA ( % ) Dm /nm

1 1. 1 ±0. 4 87. 10 ±0. 58 11. 05 ±0. 36 305. 5 ±2. 5
3 1. 8 ±0. 1 78. 60 ±0. 19 20. 27 ±0. 18 190. 86 ±1. 2
5 2. 1 ±0. 1 95. 23 ±1. 08 20. 11 ±0. 59 163. 20 ±1. 48
7 0. 8 ±0. 1 79. 95 ±1. 15 9. 56 ±0. 45 295. 63 ±0. 88
10 5. 01 ±0. 2 94. 11 ±0. 92 45. 12 ±0. 21 150. 60 ±2. 83

由表 5可见 ,有机溶剂的用量对所制备苦参碱 - PLGA - NS

的 Dm的影响较大 ,无论太多或太少都会引起粒径变大 ;但在一
定的范围内增加 , DL和 DA显著提高 ;只是由于本实验需要将有
机溶剂在搅拌下除尽 ,若用量太多 ,只有增加搅拌时间才可除去 ,

这样会对药物制剂的稳定性产生不利影响。
3. 5. 6　温度 将苦参碱与 PLGA的有机相分别加入至 10℃,

25℃, 60℃水相中 ,制备苦参碱 - PLGA - NS,并对其 DL, EE, DR

和 Dm进行测定。结果见表 6。

表 6　温度对纳米球质量的影响 (珋x ±s)

温度 (℃) DL ( % ) EE ( % ) DA ( % ) Dm /nm

10 7. 3 ±0. 2 84. 2 ±1. 1 76. 84 ±0. 71 195 ±1
25 7. 5 ±0. 4 86. 75 ±0. 78 79. 66 ±0. 82 186 ±3
60 7. 2 ±0. 2 84. 62 ±1. 08 77. 20 ±1. 41 202 ±2

由表 6可见 ,温度对苦参碱 - PLGA - NS的 DL, EE, DR和
Dm均无明显影响 ,但是温度过高影响 PLGA的稳定性 ,使其发生
降解 ;温度过低不利于有机溶剂的挥发。故实验时选择室温条件
较适宜。
4　讨论
纳米粒的制备方法有乳化聚合法 ,液中干燥法 ,天然高分子

凝聚法 ,自动乳化法 ,盐析法等。本实验采用乳化溶剂挥发法制
备苦参碱 - PLGA - NS,此法主要利用机械搅拌法制备载药纳米
粒 ,工艺简便且避免了一些如含氯等有机溶剂的使用 ,同时制得
的苦参碱 - PLGA - NS的外观圆整 ,粒径可控制在 50～200 nm

范围内 ,且分散均匀 ,其包封率和载药量也较高。制备苦参碱 -

PLGA纳米球基本达到设计要求 ,该制剂有望成为一种新的药物
靶向载体系统。
本实验所采用的药用有机高分子材料乳酸 -羟基乙酸共聚

物 [ poly( lactic - co - glycollic acid) , PLGA ] ,是由乳酸和乙醇酸
以不同比例镶嵌共聚而成的高分子纳米材料 ,其兼有两种聚酯材
料的优势 ,如质量稳定 ,生物惰性 ,生物可降解性且降解速度可调
节等优点 ,由于其优良的生物相容性和生物降解性 ,被广泛用作
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纳米球 ( nanosphere, NS)的载体材料 ,可延长药物作用时间 ,从而
达到靶向目的 ,提高药物疗效。
本实验采用流动相加入三乙胺等方法调节 pH值使峰形对
称 ,在本实验采用的色谱条件下 ,保留时间约为 16. 3 m in,峰形良
好 ,分离度及理论塔板数均达到要求 ,纳米粒用有机溶剂溶解后
测定 ,杂质峰不干扰检测。
在多次实验过程中 ,发现诸多因素对于纳米粒的制备产生影
响 ,故采用单因素考察方法对于部分影响因素进行考察研究即固
定其他条件不变 ,通过改变某种因素从而对所制得的纳米粒的形
态质量进行研究比较 ,得出制得所需纳米粒的最适条件。通过处
方因素实验发现 ,有机溶剂的用量 ,水相的体积 , Pluronic F68的用
量 , PLGA的浓度以及温度等对于纳米粒的载药量 ,包封率等有
着重要影响 ,其中部分因素如温度等对载药量 ,包封率等影响不
大 ,但对于纳米成型及其质量等有着不同程度的影响 ,故实验过
程中应注意实验条件的选择 ,具体影响程度及适宜条件在正文影
响因素考察中作了具体详细的介绍。此外 ,由于一些原因 ,本实
验对纳米球制备的影响因素考察并不完善 ,据实验者考虑可能有
以下因素对于其制备也有影响 ,如 :搅拌的时间与速度 , Pluronic

的种类 , pH值得大小和介质的离子强度等。
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摘要 :目的 探讨多囊卵巢患者中医证候的特点。方法 100例多囊卵巢综合征 ( PCOS)患者按中医证候分为肾虚、肝郁、
痰阻 3组 ,并观察舌象和脉象以及病程和中医证候之间的关系。结果 PCOS患者年龄主体在 25～35岁。肾虚型舌色以
淡为主 ,舌苔主要以黄白为主 ,脉象以细为主 ;肝郁型的病程大多在两年以上 ,舌色以红为主 ,舌苔以黄苔居多 ,脉象以弦
脉为主 ;痰阻型患者的病程以 5年以上的居多 ,舌色以红为主 ,舌苔以腻为主 ,脉象以濡滑为主。结论 PCOS患者的舌象
脉象均符合中医基础理论对证候的认识。用客观的方法分析中医证候之间的区别与联系 ,可以更好地认识中医证候的
本质。
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　　多囊卵巢综合征 (polycystic ovary syndrome, PCOS)被认为是
一种发病多因性 ,临床表现呈多态性的内分泌失调综合征 ,是导
致育龄期妇女月经紊乱 ,无排卵性不孕最常见的病因 ,目前在中
西医领域都被视为难治性妇科疾病 ,尤其好发生于育龄妇女。由
于当代女性面对众多工作生活压力 ,多囊卵巢综合征的患病率也
愈来愈高 ,已达到 5%～10%左右。临床表现除月经失调、闭经
或不孕外 ,还常伴有一些特殊体征 ,如多毛、肥胖、皮肤粗糙、面部
痤疮等 ,使许多女性生活在心理和生理的负担之下 ,同时它还增
加了患子宫内膜癌、2型糖尿病、心血管疾病及呼吸睡眠暂停综
合征的风险 [ 1 ]。中医药对本病治疗的疗效肯定 ,且不良反应少。
但探究历年来中医辨证论治上的许多种类型 ,这些类型从未能得
以明确的统一和证实 ,而每种分型又有其相对应的治法 ,因此 ,辨

证清晰准确与否是至关重要的 ,直接关系到治疗方药的选用及疗
效好坏。本研究通过部分中医四诊资料 ,对 PCOS临床中医证候
的特点进行探讨 ,为该病辨证论治规律的研究辨病、辨证结合的
诊断治疗体系奠定基础。
1　资料与方法
1. 1　临床资料 2007210～2008203在海南医学院附属医院生殖
中心就诊的育龄妇女 100例。年龄 24～42岁 ,平均 ( 30. 96 ±
3. 80)岁。PCOS的诊断标准 :①临床症状 :月经稀发或闭经 ,基础
体温测定 2周期无排卵 ; ②高雄激素的临床特征 :多毛、痤疮等 ,
和 (或 )生化指标 : LH /FSH≥2,睾酮 T升高或正常 ; ③B超监测 :
多囊性改变 ,一个切面直径小于 9 mm的小卵泡约 12个。符合
其中两项者诊为 PCOS[ 2 ]。中医证候分类标准参照《中药新药临
床研究指导原则》[ 3 ]分为肾虚型 (主症 :畏寒肢冷、五心烦热、月
经量少色淡 ;次症 :腰膝酸软、咽干口渴、头晕心悸、齿松发脱 ) ,

肝郁型 (主症 :月经不调、色紫红有血块、乳房作胀 ;次症 :情志抑
郁、口干喜冷、大便秘结、毛发浓密 ) ,痰阻型 (主症 :胸脘痞闷、闭
经月经量少色淡、体型肥胖 ;次症 :多毛皮糙、食少口腻、肢体困
重、便秘痰结 )。符合中医证候诊断及西医疾病诊断且自愿受试
者纳入观察病例。
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