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摘要:目的 制备氟尿嘧啶聚丙交酯乙交酯-聚乙二醇单甲基醚( PLGA-mPEG) 纳米粒，并对其体外释放特性进行研究。方法

采用纳米沉淀法制备氟尿嘧啶 PLGA-mPEG 纳米粒，采用高效液相色谱法进行包封率的测定。在单因素实验的基础上，通

过正交实验优化处方和制备工艺。采用动态膜透析法对纳米粒子的体外释药特性进行研究。结果 制备的纳米粒为较均匀

的类球形粒子，平均粒径约 124. 3 nm，Zeta 电位 － 20. 6 mV，平均包封率为( 44. 72 ± 0. 38) %。体外释药实验研究表明，粒子在

2 h 的突释量小于 30%，在突释后的 48 h 内药物缓慢释放。结论 纳米沉淀法操作简单，制备的氟尿嘧啶 PLGA-mPEG 纳米

粒粒径小，体外药物释放具有良好的缓释效果。
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Study on Preparation and in Vitro Release Characteristics of 5-Fluorouracil Loaded PLGA-mPEG Nanop-
articles

JI Hong-yu1，2，3，GU Hong-wei1，3，TANG Jing-ling3，LIU Hong-mei1，2，3，YU Ming-tao1，3，WU Lin-hua1，2，3* ( 1. De-
partment of Pharmacy，The Second Affiliated Hospital of Harbin Medical University，Harbin 150086，China; 2. Key Laboratory of Medi-
cations Research，College of Heilongjiang Province，Harbin 150086，China; 3. College of Pharmacy，Harbin Medical University，Har-
bin 150086，China)

ABSTRACT: OBJECTIVE To prepare 5-fluorouracil loaded PLGA-mPEG nanoparticles ( 5-FPN) and study its release profile
in vitro. METHODS 5-FPN was prepared by nano-precipitation method. A reversed-phase high performance liquid chromatog-
raphy ( RP-HPLC) method was used to determine the entrapment efficiency of 5-FPN. Based on the single-factor experiment，the
formulation and preparation process of 5-FPN was optimized using orthogonal design. RESULTS 5-FPN had regular spherical
appearance with a mean diameter of 124. 3 nm and Zeta potential of － 20. 6 mV，and entrapment efficiency of ( 44. 72 ±
0. 38 ) % . In the release in vitro，the cumulative percentage of abruptly released drug from PLGA-mPEG nanoparticles was lower
than 30% in 2 h. The 5-FPN showed delayed release in 48 h after the drug dumping. CONCLUSION The nano-precipitation
method is convenient. The 5-FPN prepared by nano-precipitation method has smaller particle size and possesses good sustained re-
lease characteristics in vitro.
KEY WORDS: 5-fluorouracil; nanoparticles; nano-precipitation; release in vitro

氟尿嘧啶 ( 5-fluorouracil，5-Fu) 是抗代谢类的

抗肿瘤药物，对增殖性细胞有较强的杀伤作用。它

是一种临床应用广泛的广谱抗肿瘤药物，在临床上

用于多种肿瘤的治疗，对消化道癌症以及卵巢癌、宫
颈癌、膀胱癌等多种肿瘤有明显疗效

［1］。目前临床

使用的大多是 5-Fu 普通注射液，由于 5-Fu 注射液

对肿瘤细胞的选择性低，在体内分布较广，故其对正

常细胞的毒性较大，易产生很多不良反应如骨髓抑

制、白细胞减少、血小板减少等
［2］。因此为提高 5-

Fu 的靶向性、降低不良反应、延长药物作用时间，研

究开发 5-Fu 新型药物传递系统已成为近些年的研

究热点。
纳米粒是近年来发展起来的一种新型药物传递

系统，其在抗肿瘤药物中的应用受到广泛的关注。
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由于肿瘤组织血管丰富，纳米级粒子易穿透肿瘤部

位的血管并滞留于其中，具有高通透性和滞留效应

( enhanced permeation and retention，EPR) ，故纳米粒

本身具有一定的肿瘤靶向性，同时纳米粒还具有提

高药物稳定性、延长药物作用时间、提高药物的生物

利用度等优点
［3-4］。聚丙交酯乙交酯-聚乙二醇单甲

基醚( PLGA-mPEG) 作为一种新型载体材料具有良

好的生物相容性和生物可降解性
［5-6］，有文献报道将

抗肿瘤药物顺铂制备成 PLGA-mPEG 纳米粒，能够

减少药物的毒性，增强药物的被动靶向性，延长药物

在体内的循环时间，进而明显的提高顺铂的治疗效

果
［7］。本实验即采用 PLGA-mPEG，通过纳米沉淀

法制备 5-Fu 纳米粒，并对其质量及释药特性进行研

究，为进一步研制开发高效、低毒、长效的新型 5-Fu
纳米粒制剂奠定实验基础。

1 仪器与试药

AEU － 210 精密电子天平 ( 日本岛 津 公 司 ) ;

CL －2 磁力搅拌器 ( 巩义市予华仪器有限责任公

司) ; RE － 52C 旋转蒸发仪 ( 巩义市英峪予华仪器

厂) ; SHB － D 型微型循环水真空泵( 郑州长城科工

贸有限公司) ; TGL －16 高速台式离心机( 上海医药

器械六厂) ; 高效液相色谱仪 ( 美国 Waters 公司) ;

KQ3200E 医用超声波清洗器( 昆山市超声仪器有限

公司 ) ; Zetasizer 3000HS 激 光 粒 径 分 析 仪 ( 英 国

Malvern 公 司 ) ; Tecnai G2 透 射 电 镜 ( 荷 兰 Philips
公司) 。

PLGA-mPEG( 相对分子质量 1 200，山东济南岱

罡生物科技有限公司) ; 5-Fu( 含量≥99. 5% ) ( 上海

森灏精细化工有限公司，批号: 20081030) ; 泊洛沙姆

188、泊洛沙姆 407 ( 德国巴斯夫公司) ; 甲醇为色谱

纯; 丙酮、乙醇等其他试剂均为分析纯; 蒸馏水 ( 哈

医大二院药学部自制) 。

2 方法与结果

2. 1 处方和工艺筛选

2. 1. 1 单因素实验 通过单因素实验分别考察了

有机溶剂的种类、水相温度、表面活性剂的种类和浓

度、药量、聚合物的质量、有机相的加入方式及搅拌

时间对包封率的影响。
2. 1. 2 正交实验优化工艺处方 在单因素实验的

基础上，对显著影响药物包封率的 4 个因素，即有机

相组成、水浴温度、药载比、表面活性剂的浓度，采用

正交设计法进行处方优化。每个因素选择 3 个水

平，按照 L9 ( 34 ) 进行实验，以包封率为主要评价指

标确定最佳处方。正交实验设计方案与结果见表

1，正交统计分析结果见表 2。
由表 2 可知，此实验校正模型 P ＜ 0. 05，具有统

计学意义。由表 1、2 的结果进行综合分析，各指标

因素的主次顺序为 A ＞ B ＞ C ＞ D，其中 A、B 两因素

具有 统 计 学 意 义 ( P ＜ 0. 05 ) 。A 因 素 中 kⅠ ＞
kⅡ ＞ kⅢ，B 因 素 中 kⅡ ＞ kⅢ ＞ kⅠ，C 因 素 中 kⅡ ＞
kⅠ ＞ kⅢ，D 因素中 kⅡ ＞ kⅢ ＞ kⅠ，因此得到的最佳处

方为 A1B2C2D2。
2. 2 氟尿嘧啶聚丙交酯乙交酯-聚乙二醇单甲基醚

纳米粒( 5-FPN) 的制备方法

表 1 确定最佳处方的正交实验方案和结果

Tab. 1 Program and result of orthogonal design

No.

Factor

The ratio of organic phase

( V /V) ( A)

Temperature of water phase

/℃ ( B)

The ratio of 5-Fu and

PLGA-mPEG ( C)

Surfactant concentration

/% ( D)

Entrapment efficiency

/%

1 6∶ 0 30 1∶ 2 0. 5 32. 75

2 6∶ 0 40 1∶ 2. 5 1 44. 68

3 6∶ 0 50 1∶ 3 1. 5 34. 35

4 4∶ 2 30 1∶ 2. 5 1. 5 29. 37

5 4∶ 2 40 1∶ 3 0. 5 31. 99

6 4∶ 2 50 1∶ 2 1 27. 63

7 3∶ 3 30 1∶ 3 1 22. 60

8 3∶ 3 40 1∶ 2 1. 5 29. 11

9 3∶ 3 50 1∶ 2. 5 0. 5 25. 73
kⅠ 37. 27 28. 24 29. 83 30. 16
kⅡ 29. 66 35. 26 33. 26 31. 64
kⅢ 25. 81 29. 24 29. 65 30. 94

R 11. 47 7. 02 3. 61 1. 48
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本实验以 PLGA-mPEG 为载体材料，采用纳米沉淀

法制备纳米粒。室温下称取 20 mg 5-Fu 与 50 mg
PLGA-mPEG 溶于 6 mL 有机溶剂丙酮中作为有机

相，将有机相以恒定速率滴入到 40 mL 温度为 40 ℃
搅拌的 1%的泊洛沙姆 188 溶液中，得到有淡蓝色

乳光的纳米粒溶液，在 1 400 r·min －1
的搅拌速度

下搅拌 20 min，在 35 ℃减压条件下除去有机溶剂，

所得溶液用 0. 8 μm 的微孔滤膜过滤，将滤液离心

40 min( 20 000 r·min －1，4 ℃ ) 后收集纳米粒子即

得 5-Fu 纳米粒。
2. 3 5-FPN 包封率的测定

2. 3. 1 色 谱 条 件 色 谱 柱: DiamonsilTM C18 ( 4. 6
mm ×250 mm，5 μm) ; 流动相: 甲醇-水( 1∶ 9) ; 流速:

1. 0 mL·min －1 ; 柱温: 30 ℃ ; 检测波长: 265 nm; 进

样量: 10 μL。在该条件下 5-Fu 的保留时间约为 4. 8
min。5-Fu 与纳米粒辅料分离良好，辅料不干扰 5-
Fu 的测定。
2. 3. 2 标准曲线的测定 精密称取 5-Fu 约 10 mg
置于 100 mL 量瓶中，用流动相溶解后稀释至刻度，

混匀，制得 100 μg·mL －1
的贮备液。分别精密吸取

贮备液 1. 0、3. 0、4. 0、5. 0、6. 0 和 8. 0 mL，置于 10
mL 量瓶中，用流动相稀释至刻度，得一定浓度的系

列标准液。以峰面积 ( A) 为纵坐标，以质量浓度 ρ
( μg·mL －1 ) 为横坐标进行线性回归，得回归方程:

A = 3. 557 0 × 104 ρ + 1. 941 5 × 104 ( r = 0. 999 5 ) 。
5-Fu 在 10 ～ 100 μg·mL －1

线性关系良好。
2. 3. 3 精密度实验 分别取 40、50、60 μg·mL －1

的低、中、高 3 种质量浓度的对照品溶液，于 1 d 内

测定 5 次，计算日内精密度; 每 1 d 进样 1 次，连续

测定 5 d，计算日间精密度。日内精密度和日间精密

度( RSD) 均小于 2%，符合要求。
2. 3. 4 回收率实验 分别称取一定质量的空白纳

米粒制剂 9 份，加至 40、50、60 μg·mL －1
的低、中、高

3 个质量浓度的对照品溶液中，每个浓度各制备 3
份，将其完全分散后，离心取上清液进样测定，计算回

收率。平均回收率为 100. 09%，RSD 为 0. 94%。
2. 3. 5 包封率的测定 采用高速离心法分离游离

药物与纳米粒粒子，高效液相色谱法测定游离药物

的含量。载药纳米粒溶液离心 40 min ( 20 000 r·
min －1，4 ℃ ) 后，收集上清液，进样 10 μL，记录峰面

积，计算包封率。
测定了 3 批最佳处方工艺的 5-FPN 的包封率，

结果平均包封率为( 44. 72 ± 0. 38) %。
2. 4 纳米粒的质量评价

2. 4. 1 纳 米 粒 粒 径、电 位 的 测 定 取 载 药 纳 米

粒，用蒸馏水稀释到适当的浓度，经激光粒度分

析仪测定，纳 米 粒 的 平 均 粒 径 为 124. 3 nm，Zeta
电位为 － 20. 6 mV。粒度分布和 Zeta 电位分布分

别见图 1，2。
2. 4. 2 形态观察 将样品用蒸馏水适量稀释，采用

磷钨酸复染法，通过透射电镜，观察纳米粒的粒子形

态，透射电镜照片见图 3。从图 3 中可以看出，纳米

粒为较均匀的类球形粒子。
2. 4. 3 体外释药特性研究 采用动态膜透析法进

行纳米粒体外释药实验。分别精密量取 3 份处方量

的冻干纳米粒约 2 mg，置于经处理过的透析袋内，

加入 1 mL 磷酸盐缓冲液( pH 7. 4 ) 混匀，将袋口扎

紧。以 100 mL 磷酸缓冲液 ( pH 7. 4 ) 为释放介质，

转速 为 100 r·min －1，温 度 为 ( 37 ± 0. 5 ) ℃，在

0. 25、0. 5、1、2、4、6、8、10、12、24、36、48 h 分别取样

1 mL，经 0. 8 μm 微孔滤膜过滤后，取 10 μL 进样。
取样同时向体系中补充 1 mL 释放介质。通过下式

计算纳米粒的累积释放百分率( Q) 。结果见图 4。

Q% =
v0 × ρt + v ×∑

t － 1

n = 1
ρn

W × 100%

ρt － t 时间点测得释放介质中的药物质量浓度

( μg·mL －1 ) ; v － 每次取样体积 ( mL) ; v0 － 释放介

质的总体积( mL) ; W － 纳米粒的载药量( μg) ; ρn －
各取样时间点的质量浓度( μg·mL －1 ) 。

表 2 正交实验结果方差分析表

Tab. 2 The statistic analysis of orthogonal design

Source Type III Sum of Squares df Mean Square F P
Corrected Model 312. 8201) 6 52. 137 42. 477 0. 023

8 503. 299 1 8 503. 299 6 927. 833 0. 000
A 204. 801 2 102. 400 83. 428 0. 012
B 82. 799 2 41. 399 33. 729 0. 029
C 25. 220 2 12. 610 10. 274 0. 089
Error 2. 455 2 1. 227
Total 8 818. 574 9
Corrected total 315. 275 8
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如图 4 释放曲线所示，纳米粒子在 2 h 时 发

生突释现象，释放量小于 30%。在 12 h 时，载体

纳 米 粒 的 药 物 累 积 释 放 百 分 率 达 到 50% 左 右。

在 48 h 时，载体纳米粒的累积药物释放百分率达

到 80% 以上，药物释放较完全。体外释药实验结

果表明，以 PLGA-mPEG 为载体的纳米粒具有明

显的缓释特性。

3 讨 论

3. 1 目前常用于纳米粒的生物可降解载体材料有

聚氰基丙烯酸酯、聚酯、聚酰胺、聚酸酐等
［8］，其中

应用最广泛的是聚乳酸( PLA) 、聚羟基乙酸及乳酸 /
羟基乙酸共聚物( PLGA) 。有报道称用 PLA、PLGA
作为载药微球、纳米粒的载体，可以起到保护药物、
增溶、提高生物利用度及靶向释药等作用

［9］。但是

这两种材料具有严重的疏水性，限制了其在药物载

体领域中的应用。本实验采用 PLGA-mPEG 为载体

材料，PLGA 连接亲水段 mPEG 后，增加了材料的亲

水性，使材料具有两亲性。同时由于亲水性 PEG 链

的引入，能够抵制和逃逸网状内皮系统的吞噬，延缓

粒子在体内循环系统的滞留时间，更有利于药物向

有血管缺陷的肿瘤组织的渗透，进一步提高纳米粒

的靶向性。此外，本实验制备的纳米粒具有一定缓

释特性，有效地降低了纳米粒中药物在浓集于肿瘤

组织之前的大量释放，从而避免由此产生的全身毒

副作用及药效降低的现象。
3. 2 纳米粒的制备方法有乳化溶剂挥发法

［10］、纳

米沉淀法
［11］、高压均质法

［12］
等。本实验采用简单

易行、操作安全的纳米沉淀法制备 5-Fu 纳米粒。此

方法中使用的有机溶剂毒性较低、易除去，避免了二

氯甲烷等毒性大的有机溶剂的使用。此方法制备的

粒子粒径较小，分散性和重现性较好。
3. 3 本实验曾做过粒径为 50 nm 左右的纳米粒，但

是其释放曲线的突释现象严重。在 3 h 左右药物累

积释放量就达到了 80%。而由粒径为 120 nm 左右

的纳米粒的释放曲线可知，粒径为 120 nm 左右的纳

米粒子在 48 h 时累积药量达到 80%以上，具有很好

的缓释特性。由此可知，粒径的大小影响纳米粒的

药物释放。粒径较大的纳米粒的药物释放时间长，

能够达到很好的缓释效果。
3. 4 测定药物包封率时，需要将游离药物与包封药

物分离。常见的方法有透析法、凝胶柱层析法、超滤

法等。透析法耗时长、凝胶柱层析法设备复杂、超滤

法材料昂贵，而低温超速离心的方法设备操作简单

且分离效率高，因此本实验采用低温超速离心的方

法分离游离药物与纳米粒粒子，回收率实验结果表

明，该方法可靠。
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3. 5 对处方工艺影响因素的考察可知，有机相组

成、温度、水 相 浓 度、药 量 与 聚 合 物 量 的 比 例、有

机相加入方法等因素对 5-FPN 的包封率有影响，

前 4 个因素影响较显著。在本实验中，通过验证

实验结果 表 明 最 优 处 方 的 重 现 性 好。5-Fu 微 溶

于水中，这可能是包封率不高的原因。通过实验

可知，粒子形成的搅拌时间和旋转蒸发时间过长

都会使粒子的包封率下降，因此本实验拟进一步

采用冷 冻 干 燥 技 术，将 纳 米 粒 子 制 备 成 冻 干 粉

末，以提高粒子的稳定性。
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实体微针透皮给药的安全性研究
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摘要:目的 探索实体微针刺入皮肤后对皮肤的影响及其安全性。方法 将实体微针刺入裸鼠皮肤，然后进行固化、染色、切
片等处理，再置于显微镜下观察不同针尖形状的微针在皮肤上形成的孔道。用实体微针处理小鼠皮肤，然后用金黄色葡萄球

菌( Staphylococcus aureus，Sa) 进行感染，24 h 后检测其血象，以对照针处理小鼠为对照。考察实体微针刺入新生大鼠皮肤后对

于皮肤纤维连接蛋白( fibronectin，FN) 特殊结构域 A( EⅢA + ，526 bp) mRNA 表达变化的影响，以探明皮肤在分子水平上的损

伤情况，并与对照针处理皮肤对比。最后将微针应用于志愿者皮肤，以伊文思蓝( Evans blue) 为模型药物，观察微针刺入健康

志愿者皮肤后刺入部位的变化情况。结果 实体微针刺入皮肤后能够在皮肤上形成真实的穿过皮肤角质层的孔道，且针形

不同形成的孔道也不同。微针在皮肤上形成的孔道不会促进 Sa 进入小鼠机体而引起感染，也不会引起新生大鼠皮肤能够反

映皮肤损伤的 EⅢA +
片段( 526 bp) 的异常表达。微针应用于志愿者皮肤后，不会引起不良反应，且形成的孔道在皮肤上保持

时间较长。结论 实体微针刺入皮肤后能够在皮肤上形成一定大小的真实孔道，这些孔道可充当药物透皮吸收的通道; 微针

处理皮肤后不会引起机体感染和皮肤损伤。因此，微针是一种高效、安全的促进药物透皮吸收的新技术，可与透皮贴剂结合

而将具有广泛的应用前景。
关键词:实体微针; 透皮给药; 感染; 安全性
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