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沉淀法制备甲基莲心碱聚乳酸-羟基乙酸共聚物纳米粒
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［摘要］ 目的: 制备甲基莲心碱聚乳酸-羟基乙酸共聚物纳米粒( Nef-PLGA-NPs) 。方法: 以聚乳酸-羟基乙酸共聚物( PLGA)

为载体，丙酮为有机溶剂，通过正交试验设计优化沉淀法制备甲基莲心碱 PLGA 纳米粒的工艺。结果: 最佳工艺条件为: PLGA
的质量浓度为 10 mg·mL －1，Nef 的质量浓度为1． 0 mg·mL －1，水相与有机相的体积比为 20∶ 1。纳米粒平均包封率为( 85． 3 ±
0． 8) %，平均载药量为( 7． 75 ± 0． 07) %，平均粒径为( 82． 9 ± 1． 2) nm。结论: 优化条件下采用沉淀法制备的甲基莲心碱 PLGA
纳米粒包封率高、载药量大，平均粒径小。
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Preparation of neferine-loaded PLGA nanoparticles using precipitation method

WEN Qing-guo1，2，CHEN Jing1，2，LIU Shao1，2，LI Xin-zhong1，2 ( 1． Department of Pharmacy，Xiangya Hospital，Central
South University，Hunan Changsha 410008，China; 2． College of Pharmacy，Central South University，Hunan Changsha 410013，China)

ABSTRACT: OBJECTIVE To prepare neferine-loaded PLGA nanoparticles ( Nef-PLGA-NPs) ． METHODS Nanoparticales were
prepared by a precipitation method with poly ( lactic-co-glycolic) acid ( PLGA) as carrier material and acetone as organic solvent，then
optimize the formulations by design of orthogonality． RESULTS The best preparation condition: the concentration of PLGA was 10
mg·mL －1，the concentration of Nef was 1． 0 mg·mL －1，the ratio of water phase and organic phase was 20∶ 1． The average encapsula-
tion efficiency of resultant nanoparticles was( 85． 3 ± 0． 8) %，the average drug loading was( 7． 75 ± 0． 07) %，the mean particle size
was( 82． 9 ± 1． 2) nm． CONCLUSION Under the optimum conditions，Nef-loaded PLGA nanoparticles prepared by a precipitation
method are found to be a high encapsulation efficiency and drug loading，a smaller particle size．
KEY WORDS: neferine; nanoparticles; precipitation; orthogonal design

甲基莲心碱( neferine，Nef) 是从睡莲科植物莲

( nelumbo nucifera gaertn) 成熟种子的绿色胚芽中提

取出的一种双苄基异喹啉生物碱，为莲子心中主要

活性成分［1］。近年来，国内外有学者发现 Nef 具有

逆转肿瘤多药耐药的作用［2］。但是，Nef 在体内吸

收代谢快，生物利用度低［3-4］。如何增加药物的吸

收同时达到靶向作用是开发该药物抗癌作用新剂型

的关键。
纳米粒是一种新型的药物载体，除了具有靶向

性外，还具有缓释性、提高药物稳定性及生物利用度

等特点［5］。聚乳酸-羟基乙酸共聚物［Poly ( lactide-
co-glycolide) acid，PLGA］具有良好的生物降解性、
生物相容性及无毒的特点，早已由 FDA 批准上市并

广泛应用于聚合物纳米粒的制备。

本文以 PLGA 作为载药材料，采用沉淀法制备

Nef 纳米粒，并通过正交实验设计对制备工艺进行

优化，为研究逆转肿瘤多药耐药的 Nef 新剂型开发

提供参考。
1 材料

Agilent 1100 型 液 相 色 谱 仪 ( 美 国 安 捷 伦 公

司) ; Zetasizer 1000HSA 纳米粒度分析仪( Malvern 公

司) ; R 系列旋转蒸发器( 无锡星海王生化设备有限

公司) ; Nef 对照品( 湘雅医院药剂科刘韶老师馈赠，

纯度 ＞ 99%，批号 0909161 ) ; Nef 原料药( 自制，面

积归一化法纯度 ＞ 98%，批号 0910122 ) ; 聚乳酸-羟
基乙酸共聚物( PLGA，75 /25，MWl5000，济南岱罡生

物科技有限公司) ; 聚乙烯醇( Polyvinyl Alconhol，湖

南湘中精细化学品厂) ; 泊洛沙姆 188 ( 德国巴斯
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夫，奥海贸易发展有限公司) ; 丙酮、甲醇等其他试

剂均为分析纯。
2 方法与结果

2． 1 Nef-PLGA-NPs 的制备方法 采用沉淀法制备

Nef 纳米粒［6］。精密称取处方量的 Nef 和 PLGA，加

适量丙酮使之溶解，得有机相。400 r·min －1 搅拌，将

有机相用 5 号针头液下缓慢注入含表面活性剂的水

溶液中; 继续搅拌 30 min 后，40 ℃水浴减压旋转蒸发

90 min 除去有机溶剂，0． 45 μm 微孔滤膜过滤即得透

明、带蓝色乳光的 nef 纳米粒胶体溶液。
2． 2 Nef-PLGA-NPs 包封率及载药量的测定方法

2． 2． 1 色谱条件 色谱柱: Hypersil BDS C18 柱

( 4． 6 mm ×150 mm，5 μm，大连依利特) ; 流动相: 甲

醇-水-三乙胺( 70∶ 30∶ 0． 1) ; 流速: 1． 0 mL·min －1 ; 柱

温: 30℃ ; 检测波长: 282 nm。
2． 2． 2 标准曲线的建立 精密称取干燥至恒重的

Nef 对照品5． 5 mg，置于 50 mL 量瓶中，加甲醇配制

成质量浓度为110． 0 μg·mL －1的储备液。分别精密

吸取0． 5，1． 0，2． 0，4． 0，6． 0，8． 0，10． 0 mL 储备液于

10 mL 棕色量瓶中，用甲醇稀释定容，得质量浓度分

别为5． 5，11． 0，22． 0，44． 0，66． 0，88． 0，110． 0 μg·
mL －1的系列 Nef 对照品溶液，0． 45 μm 滤膜滤过，

HPLC 测定，以峰面积( Y) 对对照品溶液浓度( X) 回

归得标准曲线，回归方程为: Y = 7． 989X － 19． 911，r
=0． 999 3( n = 7) 。结果表明 Nef 在5． 5 ～ 110． 0 μg
·mL －1范围内线性关系良好，辅料对其测定无干扰

( 见图 1) 。

图 1 Nef 的高效液相色谱图

A． Nef 对照品; B． Nef-PLGA-NPs; C． 空白 PLGA 纳米粒; 1-Nef 峰

Fig 1 HPLC spectra of Nef

A． Nef control; B． Nef-PLGA-NPs; C． blank PLGA nanopcrticles; 1-Nef

peak

2． 2． 3 包封率及载药量的测定 吸取一定量的

Nef-PLGA-NPs 胶 体 溶 液，低 温 超 速 离 心 ( 4 ℃，

15 000 r·min －1，60 min) 2 次，取上清液进样，HPLC
测定 Nef 含量并按以下公式计算包封率和载药量。

包封率( ER) = ［( W1 －W2 ) /W1］× 100%
载药量( DL) = ［( W1 －W2 ) /WPLGA + Nef］× 100%
其中 W1 为 投 药 量; W2 为 上 清 液 含 药 量;

WPLGA + Nef为 PLGA 用量与投药量之和。
2． 3 纳米粒粒径及其分布的测量 取一定量的纳

米粒胶体溶液，纯化水稀释 5 ～ 10 倍，用 Zetasizer
1000HSA 激光纳米粒度分析仪测量纳米粒的平均

粒径及其分布。
2． 4 单因素考察法初选 Nef-PLGA-NPs 的制备工

艺条件

2． 4． 1 PLGA 浓度对纳米粒制备的影响 固定 Nef
质量浓度为1． 0 mg·mL －1，聚乙烯醇( PVA) 浓度为

1%，水相与有机相体积比为 10 ∶ 1，PLGA 质量浓度

分别为 5，10，15，25 mg·mL －1，按“2． 1 ～ 2． 3”项下方

法制备 Nef-PLGA-NPs，测定包封率和纳米粒平均粒

径。结果见表 1。
表 1 PLGA 浓度对 Nef-PLGA-NPs 包封率和平均粒径的影

响( 珋x ± s，n =3)

Tab 1 Effect of the concentration of PLGA on the ER and mean
diameter( 珋x ± s，n = 3)

PLGA 质量浓度 /mg·mL －1 包封率 /% 平均粒径 /nm
5 37． 3 ± 0． 9 80． 3 ± 2． 4
10 71． 9 ± 0． 2 88． 1 ± 3． 1
15 73． 2 ± 1． 2 103． 2 ± 2． 8
25 73． 7 ± 0． 5 173． 0 ± 5． 2

2． 4． 2 水相与有机相体积比对纳米粒制备的影响

固定 PLGA 质量浓度为 10 mg·mL －1，其余工艺不

变，水相与有机相体积比分别为 1∶ 1，5∶ 1，10∶ 1，20∶
1，按“2． 1 ～ 2． 3”项下方法制备 Nef-PLGA-NPs，测定

包封率和纳米粒平均粒径。结果见表 2。
表 2 水相与有机相体积比对 Nef-PLGA-NPs 包封率和平均

粒径的影响( ( 珋x ± s，n =3)

Tab 2 Effect of the volume ratio of water to acetone on the ER
and mean diameter of Nef-PLGA-NPs( 珋x ± s，n = 3)

V水 ∶ V油 包封率 /% 平均粒径 /nm
1∶ 1 40． 1 ± 2． 4 256． 2 ± 6． 6
5∶ 1 80． 5 ± 1． 6 198． 7 ± 5． 7
10∶ 1 75． 3 ± 0． 9 105． 9 ± 2． 3
20∶ 1 73． 6 ± 1． 9 92． 4 ± 3． 6

2． 4． 3 Nef 浓度对纳米粒制备的影响 固定其他

制备条件，Nef 质量浓度分别为0． 5，1． 0，2． 0 mg·
mL －1，按“2． 1 ～ 2． 3”项下方法制备 Nef-PLGA-NPs，
测定包封率和纳米粒平均粒径。结果见表 3。
表 3 Nef 浓度对 Nef-PLGA-NPs 包封率和平均粒径的影响

( 珋x ± s，n =3)

Tab 3 Effect of the concentration of Nef on the Nef on the Nef-
PLGA-NPs ER and mean diameter( 珋x ± s，n = 3)

Nef 质量浓度 /mg·mL －1 包封率 /% 平均粒径 /nm
0． 5 73． 3 ± 3． 3 68． 8 ± 1． 6
1． 0 81． 7 ± 1． 8 94． 5 ± 1． 2
2． 0 90． 6 ± 2． 0 120． 1 ± 5． 6

2． 5 正交试验设计优选 Nef-PLGA-NPs 的制备工

艺
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2． 5． 1 因素水平的确定 参考文献［7-8］及单因

素试验结果，选择影响制备 NefPLGA 纳米粒的主要

因素即 PLGA 的质量浓度( A) 、Nef 的质量浓度( B)

及水相和有机相的体积比( C) 为考察对象，每个因

素各取 3 个水平( 见表 4 ) 。选用 L9 ( 34 ) 正交试验

表，安排试验( 见表 5) 。
表 4 因素与水平

Tab 4 Factors and levels

水平
因素

A /mg·mL －1 B /mg·mL －1 空白 C
1 10 0． 5 － 5
2 15 1． 0 － 10
3 20 2． 0 － 20

表 5 L9 ( 34 ) 正交试验结果

Tab 5 Results of L9 ( 34 ) orthogonal test

实验号 A B 空白 C 包封
率 /%

载药
量 /%

平均粒
径 /nm

综合
指标

1 1 1 1 1 84． 8 4． 24 75． 9 0． 505 1
2 1 2 2 2 67． 8 4． 52 75． 1 0． 458 2
3 1 3 3 3 71． 3 7． 13 85． 6 0． 583 7
4 2 1 2 3 32． 7 2． 19 103． 7 0
5 2 2 3 1 91． 1 4． 56 328． 5 0
6 2 3 1 2 67． 2 13． 45 369． 3 0
7 3 1 3 2 82． 2 2． 05 107． 6 0． 126 0
8 3 2 1 3 72． 3 7． 23 107． 8 0． 551 7
9 3 3 2 1 82． 9 11． 06 181． 9 0． 418 9
K1 0． 516 0． 210 0． 352 0． 308
K2 0． 000 0． 337 0． 292 0． 195
K3 0． 366 0． 334 0． 237 0． 378

极差 R 0． 516 0． 127 0． 115 0． 183

2． 5． 2 评价指标的设定 以包封率、载药量和平

均粒径为考察指标，对各项考察指标进行标准化后，

计算综合指标( overall desirability，OD) ，用综合指标

作为评价指标［9］。
对于欲达到最大值的指标，如包封率、载药量，

其标准化计算方程为:

Yi = ( X i － Xmin ) / ( Xmax － Xmin )

其中，Xmax和 Xmin分别为考察指标可被接受的最

大值和最小值。当指标值等于或超过 Xmax时，将 Yi设

为 1。相反，当指标值等于或低于 Xmin时，Yi为 0。
对于要进行最小化的指标，如平均粒径等，其标

准化计算方程为:

Yi = ( Xmax － X i ) / ( Xmax － Xmin )

此时，当考察指标值等于或超过设定的最大值

时，Yi = 0。当指标值等于或低于 Ymin时，Yi为 1。
各考察指标设定的最大值与最小值见表 6。
综合指标 = ( Y1 * Y2 * Y3 * …Yn ) 1 /n ( Yn 为各

项考察指标的标准化值，n = 1，2，3……) 。
2． 5． 3 正交试验结果 包封率、载药量、平均粒径

和综合指标试验结果见表 5。对正交试验综合指标

结果进行方差分析，结果见表 7。

表 6 各考察指标设定的最大值与最小值

Tab 6 Maximum value and minimum value to the defined inde-
xes

指标 包封率 /% 载药量 /% 平均粒径 /nm
最小值 35 2． 00 50
最大值 90 15． 00 200

表 7 方差分析

Tab 7 Analysis of variance

因素 偏差平方和 自由度 F 比 F 临界值 P 值
A 0． 422 2 21． 100 19． 000 ＜ 0． 05
B 0． 031 2 1． 550 19． 000
C 0． 052 2 2． 600 19． 000

误差 0． 02 2

结果表明，A 因素即 PLGA 的浓度对制备工艺

具有显著性影响，各因素对包封率的影响依次为 A
＞ C ＞ B，正交设计所得最佳工艺处方为 A1B2C3，即

PLGA 的质量浓度为 10 mg·mL －1，Nef 的质量浓度

为1． 0 mg·mL －1，水相与有机相的体积比为 20∶ 1。
2． 5． 4 验证试验 按正交试验筛选的最佳工艺条

件，平行制备 3 批 Nef 纳米粒，并对其包封率、载药

量和平均粒径进行测定，用综合指标评价。结果表

明，采用优选的工艺条件制备 Nef-PLGA-NPs，3 次试

验的综合评价指标均优于正交试验中各次试验的结

果，平 均 粒 径 为 82． 6 nm，多 分 散 指 数 ( PDI ) 为

0． 197，Zeta 电位为 － 10． 35 mV。结果见表 8。
表 8 验证试验结果( 珋x ± s)
Tab 8 Results of verification Test( 珋x ± s)

实验号 包封率 /% 载药量 /% 粒径 /nm 综合指标
1 85． 3 7． 75 84． 3 0． 678 2
2 86． 1 7． 83 81． 9 0． 689 7
3 84． 5 7． 68 82． 6 0． 675 2

平均值 85． 3 ± 0． 8 7． 75 ± 0． 07 82． 9 ± 1． 2 0． 681 0 ± 0． 00 8

2． 5． 5 粒子表面形态及粒径分布状况观察 取最

优工艺制备的 Nef-PLGA-NPs 悬液适量，稀释，滴加

在覆盖碳膜的铜网上，室温( 25 ℃ ) 下以2． 0% 的磷

钨酸钠液负染，透射电镜下观察粒径大小和形态。
结果显示，Nef-PLGA-NPs 形态圆整，大小较均匀; 取

适量 Nef-PLGA-NPs 样品，稀释后用激光粒度分析仪

径进行扫描，得到粒径分布图，如图 2 所示。

图 2 Nef PLGA 纳米粒的透射电镜图( 放大倍数: × 25 000 ) 及粒径
分布图
Fig 2 TEM photograph and size distribution of Nef-PLGA-NPs( magnifi-
cation: × 25 000)
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2． 5． 6 初步稳定性考察 将 Nef-PLGA-NPs 灌封

于 10 mL 安瓿中，分别在室温( 25 ℃ ) 和冷藏( 4 ℃ )

条件下放置，于 0，10，20，30 d 取样，测定放置前后

的包封药物量，按下式计算渗漏率，并观察其外观形

态及粒径的前后变化。
渗漏率 = ( W前 －W后) /W前 × 100%
式中，W前、W后分别为贮存前和贮存后测得的包

封药量，结果见表 9。
表 9 稳定性试验结果( 珋x ± s，n =3)

Tab 9 Results of stability test ( 珋x ± s，n = 3)

贮存温度 /℃ 0 d 10 d 20 d 30 d
25 粒径 /nm 82． 9 ± 1． 2 100． 3 ± 3． 5 153． 6 ± 4． 2 217． 9 ± 5． 7

渗漏率 /% 0 2． 3 ± 0． 2 5． 1 ± 0． 3 7． 6 ± 0． 6
外观形态 淡蓝色胶体溶液 淡蓝色胶体溶液 灰蓝色胶体溶液 灰白色胶体溶液

4 粒径 /nm 82． 9 ± 1． 2 86． 4 ± 2． 3 91． 5 ± 2． 7 100． 7 ± 4． 1
渗漏率 /% 0 1． 2 ± 0． 3 2． 5 ± 0． 1 4． 0 ± 0． 5
外观形态 淡蓝色胶体溶液 淡蓝色胶体溶液 淡蓝色胶体溶液 淡蓝色胶体溶液

可见 Nef-PLGA-NPs 于 4 ℃贮存稳定性较好，平

均粒径及渗漏率未见显著变化。因此认为该纳米粒

在冷藏条件下比较稳定。
3 讨论

纳米粒制备最常用的是纳米沉淀法和乳化-溶
剂蒸发法。但乳化-溶剂蒸发法最大的缺点是使用

毒性较大的有机溶剂，如二氯甲烷等，给后续的药品

开发和工业化生产带来困难; 沉淀法适合于难溶性

药物的包裹，其主要优点是避免使用毒性较大的二

氯甲烷等，且操作简单，方便易行。预试验中沉淀法

制备的纳米粒包封率和载药量均高于乳化-溶剂蒸

发法，粒径小且纳米粒胶体溶液稳定性( 4 ℃ ) 好，故

我们选择沉淀法制备 Nef 纳米粒。
在 Nef-PLGA-NPs 的制备中，液下注入方式比液

上滴加方式对纳米粒的粒径分布及成型更有利; 试

验中发现，针头过小易被堵塞，过大则使有机相加入

过快而使粒径分布不均，因此我们选定有机相的加

入方式为采用注射器 5 号针头，液下注入有机相，可

制得粒径分布均匀的纳米粒。
单因素试验中发现，Nef-PLGA-NPs 胶体溶液在

浓缩( 40 ℃ ) 过程中，不仅蒸发了有机溶剂丙酮，而

且还使纳米粒子的粒径分布变得更加均匀且平均粒

径下降。这可能要归因于高分子表面活性剂 PVA
在浓缩过程中形成了抵抗性的包衣膜而防止纳米粒

的聚集，从而增加其稳定性。但浓缩时间过长，溶液

体积减少，可能会导致载体材料的析出而使纳米粒

粒径变大，试验确定浓缩时间为 90 min 可以得到包

封率和粒径较优的纳米粒。同时还考察了表面活性

剂( 如聚乙烯醇 PVA、泊洛沙姆 188 ) 对纳米粒制备

的影响，确定以浓度为 1% 的 PVA 水溶液作为表面

活性剂进行制备实验。

在多因素多指标的科研试验中，由于指标之间

的非公度性及矛盾性，使得对方案的评价变得复杂

和困难。通常是选择某种试验设计方法安排试验

后，将多指标问题转化为综合指标进行优化分析。
然而，人们一般采用的权重系数法、排队评分法、公
式评分法等往往受主观因素干扰和缺乏通用性。本

文参考 Doehlert 设计的渴求函数优化法［10］，以整体

渴求函数值作为综合评价指标，较好地解决了相互

矛盾指标的优化问题。
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