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多西他赛PELGE纳米粒的处方优化、表征及其体外释放和抗肿
瘤活性的初步评价Δ
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摘 要 目的：优化多西他赛（DTX）-聚乙二醇-（聚乳酸-羟基乙酸）-聚乙二醇三嵌段共聚物（PELGE）-纳米粒（NPs）的处方，对其

进行表征，并评价其体外释放特性及抗肿瘤活性。方法：采用开环共聚法合成 PELGE，采用乳化溶剂挥发法制备 DTX-PELGE-

NPs；采用高效液相色谱法测定DTX-PELGE-NPs中DTX的含量；以DTX用量、PELGE用量、泊洛沙姆188浓度为自变量，包封率

为因变量，采用Box-Behnken设计-响应面法优化处方；采用激光粒度仪和透射电镜测定DTX-PELGE-NPs的粒度和Zeta电位；以

DTX注射液为参照，采用离心超滤法测定体外释放率；以DTX注射液不含DTX的PELGE-NPs为参照，采用噻唑蓝法考察体外细

胞毒性。结果：最优处方为DTX用量2.80 mg，PELGE用量20.60 mg，泊洛沙姆188浓度6％。优化所得DTX-PELGE-NPs的包封

率为（86.79±1.32）％，载药量为（10.21±0.78）％，平均粒度为（78.4±2.9）nm，多分散性指数（PDI）为（0.187±0.018），Zeta电位为

（－20.6±1.5）mV；电镜下 DTX-PELGE-NPs 呈类球形，分布均匀。相较于 DTX 注射液（4 h 时的累积释放率约为 92.3％），

DTX-PELGE-NPs 有明显的缓释效果（36 h 时的累积释放率约为 78.6％）。0.1～50 μg/mL 的 PELGE-NPs 对人乳腺癌细胞 MCF-7

无明显细胞毒性（P＞0.05），而0.5～10 μg/mL的 DTX-PELGE-NPs能够显著抑制人乳腺癌细胞MCF-7的生长，且作用（DTX-PELGE-

NPs 10 μg/mL组除外）显著强于同浓度DTX注射液（P＜0.05）。结论：优化所得处方工艺稳定、可行；所得DTX-PELGE-NPs粒度

均匀，包封率较高，缓释效果明显，体外抗肿瘤活性强于DTX注射液。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize the formulation of docetaxel （DTX）-mPEG-PLGA-mPEG （PELGE）-nanoparticles

（NPs），and to characterize it and evaluate its in vitro drug release and antitumor activity. METHODS：PELGE were synthesized by

ring-opening polymerization. DTX-PELGE-NPs were prepared by using emulsion solvent evaporation method. The content of DTX

in DTX-PELGE-NPs was determined by HPLC. Box-Behnken design-response surface methodology was applied to optimize the

formulation of the nanoparticles using the amount of DTX，PELGE and poloxamer 188 as independent variable，using entrapped

efficiency as dependent variable. The particle size and Zeta-potential of DTX-PELGE-NPs were characterized by laser particle size

analyzer and transmission electron microscope. The in vitro release of the DTX-PELGE-NPs was investigated by ultra-filtered

centrifugation，using DTX injection as reference. In vitro cytotoxicity of the DTX-PELGE-NPs was investigated by MTT assay，

using DTX and PELGE-NPs without DTX as reference. RESULTS：The optimal formulation included 2.80 mg DTX，20.60 mg

PELGE and 6％ poloxamer 188. The entrapped efficiency of optimized DTX-PELGE-NPs was （86.79± 1.32）％；drug-loading

amount was（10.21±0.78）％，and average particle size was（78.4±2.9）nm；polydispersity coefficient was（0.187±0.018）and

Zeta potential was （－20.6± 1.5） mV. Furthermore，DTX-

PELGE-NPs showed a regular spherical and uniform distribution

under scanning electron microscopy. Compared with DTX

injection（accumulative release rate of 92.3％ at 4 h），DTX-

PELGE-NPs had a significant sustained-release effect（accumu-

lative release rate of 78.6％ at 36 h）. 0.1-50 μg/mL PELGE-NPs

had no obvious cytotoxicity to human breast cancer cells
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多西他赛（docetaxel，DTX）为紫杉烷类微管抑制型

抗肿瘤药物，主要作用于处在有丝分裂阶段的肿瘤细

胞[1]。DTX所具有的抗肿瘤作用使其成为激素难治性前

列腺癌、乳腺癌和非小细胞肺癌等的一线治疗药物 [2]。

但DTX水溶性较差，其注射剂中常添加吐温-80和乙醇

作为增溶剂，而增溶剂易导致患者发生严重过敏等不良

反应[3]。此外，吐温-80还会改变DTX的体内行为，导致

DTX 呈非线性药动学特征，大大限制了该药的临床应

用[3]。因此，有研究者尝试利用脂质体、胶束、纳米粒等

新型给药系统作为DTX的载体，以提高其靶向性、减轻

不良反应，并取得了一定成果，但这些纳米材料包载药

物易导致其相关制剂具有毒性大、不稳定等缺点[4－5]。

聚乳酸 -羟基乙酸共聚物 [poly（lactic-co-glycolic

acid），PLGA]可在体内分解、吸收，具有良好的生物相容

性，但表面的疏水性易导致其纳米粒在血液中被识别

和清除，滞留时间较短 [6]。而将聚乙二醇（polyethylene

glycol，PEG）接枝于PLGA两端而合成的新型高分子降

解材料[聚乙二醇-（聚乳酸-羟基乙酸）-聚乙二醇三嵌段

共聚物（mPEG-PLGA-mPEG，PELGE）]不仅具有 PLGA

的生物相容性，而且强亲水性的PEG外层能够有效地减

少巨噬细胞的识别与摄取，从而增加药物在血液中的循

环时间[7]。PELGE避免了其他纳米载体毒性大、不稳定

等缺点，增加了药物的溶解度和稳定性，延长了药物的

循环时间，降低了不良反应的发生风险，是一种优良的

药物载体材料[7]。基于此，本研究以PELGE为DTX的载

体材料，采用乳化溶剂挥发法制备紫杉醇-聚乙二醇-（聚

乳酸 -羟基乙酸）-聚乙二醇三嵌段共聚物 -纳米粒

（DTX-PELGE-NPs）；采用高效液相色谱（HPLC）法测定

DTX 含量；以包封率为考察因素，采用 Box-Behnken设

计-响应面法对处方进行优化，同时对其药剂学性质及

体外释放规律进行考察，并初步评价其体外抗肿瘤活

性，旨在为相关制剂用于体内抗肿瘤研究提供依据。

1 材料

1.1 主要仪器

本研究所用主要仪器有Nicolet 20 SXB 型红外光谱

（IR）仪、Varioskan Flash 型荧光化学发光分析仪（美国

Thermo Fisher Scientific公司），Unity 500 MHz型核磁共

振（NMR）仪（美国Varian公司），1260型HPLC仪及配套

的四元溶剂混合系统、多功能泵、InfinityLab Benchtop液

相色谱系统（美国Agilent公司），Nano ZS90 型激光粒度

分析仪（英国 Malvern 公司），H-600 型透射电镜（日本

Hitachi 公司），UPH-Ⅱ -10T 型优普超纯水仪（成都超

纯科技有限公司），Nanosep®超滤管（截留分子量为

300 000，美国Pall Life Science公司），透析袋（截留分子

量为8 000～12 000，美国Sigma公司）等。

1.2 主要药品与试剂

DTX原料药（批号20180412，纯度＞99％）、DTX对

照品（批号M0308AS，纯度＞99％）均购自大连美仑生物

技术有限公司；DTX 注射液（批号 190815AN，纯度＞

99％）购自江苏恒瑞医药有限股份公司；乙酸乙酯（批号

20190809）、丙酮（批号 20180120）均购自天津市进丰化

工有限公司；泊洛沙姆 188（批号 190323）购自德国

BASF公司；吐温-80（批号20190112）购自成都科龙化工

试剂厂；胎牛血清（批号20190722）购自上海复蒙基因生

物科技有限公司；注射用青霉素钠（批号 190620，规格

0.48 g/支）购自华北制药股份有限公司；RPMI 1640培养

基（批号 20190508）购自美国 Hyclone 公司；噻唑蓝

（MTT）购自美国Sigma公司；乳酸（LA，批号20190124）、

乙醇酸（GA，批号20190205）、PEG（批号20190130，相对

分子质量为550，纯度5％）均购自山东医疗器械研究所；

乙腈为色谱纯，其余试剂均为分析纯，水为纯化水。

1.3 细胞

人乳腺癌细胞MCF-7购自中国科学院上海细胞生

物学研究所。

2 方法与结果

2.1 PELGE的合成与表征

根据本课题组前期实验结果并参考文献[8－9]，按

LA ∶ GA 为 7 ∶ 3（摩尔比），采用开环共聚法制得 PELGE

（纯度＞99％）。

通过 IR光谱和 1H-NMR对PELGE进行化学结构验

证。结果见图1。在图1A中，2 900～3 000 cm－1处的吸

收峰为C—H的伸缩振动峰，1 760 cm－1为酯基中C＝O

的伸缩振动峰，1 090 cm－1为 O—CH2的伸缩振动峰；

PELGE呈现出PEG与PLGA的混合光谱特征，其不同之

处为PELGE的光谱中未见PEG光谱中羟基拉伸导致的

3 400 cm－1处的宽吸收带，表明PEG的游离羟基已与羰

MCF-7（P＞0.05）. 0.5-10 μg/mL DTX-PELGE-NPs could significantly inhibit the growth of human breast cancer cells MCF-7，

and its inhibitory effect（except for DTX-PELGE-NPs 10 μg/mL group）was significantly stronger than that of DTX injection（P＜

0.05）. CONCLUSIONS：The optimized formulation is stable and feasible. The obtained DTX-PELGE-NPs not only have uniform

particle size，high encapsulation rate obvious slow-release effect，but also have stronger anti-tumor effect in vitro than DTX

injection.

KEYWORDS Docetaxel； mPEG-PLGA-mPEG； Box-Behnken design-response surface methodology； HPLC； Formulation

optimization
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基反应[8]，由此初步判断 PEG已成功接枝于 PLGA。在

图1B中，1.65、5.10 ppm处的峰来自于PLGA中—CH和

—CH3的质子；PEG 中的—CH2—特征峰位于 3.65 ppm

处，而GA中—CH2—的特征峰位于4.78 ppm处，代表了

PLGA 和 PEG 的共轭片段。与 PEG 和 PLGA 相关特征

峰的存在证实了聚合反应后共聚物的结构特征，提示

PELGE合成成功。

2.2 DTX-PELGE-NPs的制备

采用乳化溶剂挥发法制备DTX-PELGE-NPs。称取

DTX原料药 2.0 mg、“2.1”项下PELEG 20 mg，加乙酸乙

酯-丙酮混合溶剂（5 ∶ 1，V/V）5 mL使溶解，作为油相，探

头超声（功率200 W，工作5 s，间歇5 s，下同）1 min，将水

5 mL缓慢均匀加入油相，形成油包水型初乳；将上述初

乳加入至含有泊洛沙姆 188 0.5 g的水相 5 mL中，再次

探头超声 1 min后，于 40 ℃真空旋转蒸发 1 h以除去乳

液中的有机溶剂，经 0.22 µm微孔滤膜滤过，即得DTX-

PELGE-NPs（含DTX 0.2 mg/mL、PELGE 2 mg/mL、泊洛

沙姆188 5％）。同法制备不含DTX的PELGE-NPs。

2.3 DTX的含量测定

2.3.1 色谱条件 以 Kromasil C18（200 mm×4.6 mm，

5 μm）为色谱柱，以乙腈-水（60 ∶ 40，V/V）为流动相；检测

波长为 228 nm；流速为 1.0 mL/min；柱温为 25 ℃；进样

量为20 μL。

2.3.2 溶液的制备 （1）对照品溶液：精密称取DTX对

照品 10.15 mg，置于 100 mL量瓶中，加入甲醇溶解并定

容，制成质量浓度为 101.5 μg/mL的对照品溶液。（2）供

试品溶液：取“2.2”项下DTX-PELGE-NPs溶液 1 mL，加

入甲醇稀释并定容至10 mL，超声处理3 min破乳后，经

0.22 μm 微孔滤膜滤过，取滤液，即得。（3）阴性对照溶

液：取“2.2”项下 PELGE-NPs 溶液 1 mL，按上述供试品

溶液的制备方法处理，即得。

2.3.3 专属性考察 分别取“2.3.2”项下对照品溶液、供

试品溶液、阴性对照溶液适量，按“2.3.1”项下色谱条件

进样测定，记录色谱图。结果显示，DTX的保留时间约

为 5.8 min，而阴性对照溶液在对应时间点无色谱峰出

现；待测成分峰与相邻色谱峰间的分离度均大于 1.5，且

主峰与杂质峰均能达到基线分离，阴性对照对测定无干

扰。结果见图2。

2.3.4 线性关系考察 精密量取“2.3.2（1）”项下对照品

溶液，加甲醇稀释，制得DTX质量浓度分别为2.5、5、10、

20、40、50 μg/mL的系列线性溶液，按“2.3.1”项下色谱条

件进样测定，记录色谱图。以DTX质量浓度（C）为横坐

标、峰面积（A）为纵坐标进行线性回归。结果显示，DTX

的回归方程为 A＝17.626C－8.354（R 2＝0.999 6），表明

DTX在2.5～50 μg/mL线性范围内与峰面积成良好的线

性关系。

2.3.5 精密度试验 精密量取“2.3.2（1）”项下对照品溶

液，加甲醇稀释，制得 DTX 质量浓度分别为 5、20、40

μg/mL 的样品溶液，按“2.3.1”项下色谱条件于 1 d 内分

别重复进样测定6次，记录峰面积，考察日内精密度；再

连续 3 d 共 6次进样测定，记录峰面积，考察日间精密

度。结果显示，3个质量浓度样品溶液的日内RSD分别

为1.73％、1.56％、1.13％（n＝6），日间RSD分别为1.01％、

0.97％、1.21％（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.3.6 重复性试验 取“2.2”项下 DTX-PELGE-NPs 溶

液，共6份，按“2.3.2（2）”项下方法制备供试品溶液，再按

“2.3.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并按标准曲

线法计算含量。结果显示，DTX 含量的 RSD 为 1.36％

（n＝6），表明方法重复性良好。

2.3.7 稳定性试验 精密量取“2.3.2（2）”项下供试品溶

液，分别于室温下放置 0、2、4、8、12、24 h 时按“2.3.1”项

下色谱条件进样测定，记录峰面积。结果显示，DTX峰

面积的RSD为0.61％（n＝6），表明供试品溶液于室温条

件下放置24 h内稳定性良好。

2.3.8 回收率试验 精密量取“2.3.2（1）”项下对照品溶
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液，加甲醇释释，制得 DTX 质量浓度分别为 5、20、40

μg/mL的样品溶液，分别加入“2.3.2（3）”项下质量浓度

分别为 50、200、400 μ g/mL 的阴性对照溶液，再按

“2.3.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并计算回收

率。每个浓度测定3次。结果显示，3个质量浓度溶液的

回收率分别为（99.2±1.5）％、（98.9±0.9）％、（100.1±

1.3）％，RSD分别为1.51％、0.91％、1.30％（n＝3），表明方

法准确度良好。

2.3.9 样品含量测定 取“2.2”项下DTX-PELGE-NPs溶

液，按“2.3.2（2）”项下方法制备供试品溶液，再按“2.3.1”

项下色谱条件进样测定，记录峰面积并按标准曲线法计

算含量。

2.4 包封率和载药量的测定

取“2.2”项下 DTX-PELGE-NPs 溶液 1 mL，加入超

滤管中，以 6 500 r/min 离心 50 min，取上清液适量，按

“2.3.1”项下色谱条件进样测定3次，记录峰面积，按标准

曲线法计算 DTX 含量并按公式计算 DTX-PELGE-NPs

的包封率和载药量：包封率（％）＝（W 总－W 游离）/W 总×

100％，载药量（％）＝（W总－W游离）/W制剂×100％。式中，W 总

表示DTX-PELGE-NPs溶液中DTX的总含量，W游离表示

超滤液中游离的DTX含量，W制剂表示DTX-PELGE-NPs

溶液中 DTX-PELGE-NPs 的含量 [9]。结果显示，包封率

和载药量分别为（72.45±2.72）％、（6.92±0.53）％，RSD

分别为3.75％、7.66％（n＝3）。

2.5 处方的Box-Behnken设计-响应面法优化

2.5.1 Box-Behnken 设计 在前期预实验结果的基础

上，本研究选择对DTX-PELGE-NPs包封率影响较大的

3个因素：DTX 用量（A）、PELGE 用量（B）、泊洛沙姆

188 浓度（C）为自变量，包封率（Y）为因变量，采用

Design-Expert V8.0.6 软件进行 3 因素 3 水平设计 。

DTX-PELGE-NPs处方的因素与水平见表1，其实验方案

与结果见表2。

表1 DTX-PELGE-NPs处方的因素与水平

Tab 1 Factors and levels of DTX-PELGE-NPs formu-

lation

水平
－1

0

1

A，mg

0.5

2.75

5

B，mg

5

27.5

50

C，％
1

6

10

2.5.2 模型拟合与方差分析 采用 Design-Expert

V8.0.6软件建立拟合方程。结果显示，二次多元方程为

Y＝7.93－0.60×A+2.08×B+0.22×C－0.15×A×B－0.85×

A×C－0.35×B×C－3.39×A 2－2.59×B 2－2.74×C 2（R 2＝

0.957 2），模型显著（P＝0.006 3＜0.01），失拟项不显著

（P＝0.076 6＞0.05），表明模型成立，能满足实验要求；

各自变量与因变量之间非简单的线性关系，存在相互作

用。对拟合模型进行显著性检验发现，因素B、A 2、B 2、C 2

对包封率有显著影响（P＜0.01），而因素 A、C、AB、AC、

BC 对包封率无显著影响（P＞0.05）；3个因素对包封率

影响的大小顺序为B＞A＞C。结果见表3。

表3 DTX-PELGE-NPs处方的方差分析结果

Tab 3 Results of variance analysis of DTX-PELGE-

NPs formulation

方差来源
模型
A

B

C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

残差
失拟项
纯误差
总离差

平方和
123.85

2.88

34.44

0.40

0.09

2.89

0.49

42.47

24.80

27.75

5.54

5.25

0.29

129.38

自由度
9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

5

3

2

14

均方
13.76

2.88

34.44

0.40

0.09

2.89

0.49

42.47

24.80

27.75

1.11

1.75

0.14

F

12.43

2.60

31.11

0.37

0.081

2.61

0.44

38.36

22.40

25.06

12.21

P

0.006 3

0.167 7

0.002 6

0.571 7

0.787 0

0.167 1

0.535 4

0.001 6

0.005 2

0.004 1

0.076 6

2.5.3 交互作用的响应面分析 采用 Design-Expert

V8.0.6软件绘制包封率的响应面三维图。结果见图 3。

由图 3可知，随着 DTX 用量、PELGE 用量和泊洛沙姆

188浓度的增加，包封率有明显的上升趋势。当三者到

达最佳临界点后，包封率均呈小幅下降。由“2.5.2”项

下所建模型预测的最优处方 DTX 用量为 2.81 mg，

PELGE用量为20.62 mg，泊洛沙姆188浓度为6％，预测

包封率为87.15％。

2.5.4 验证实验 在不影响实验结果的基础上，结合实

际操作的可行性得到最优处方为 DTX 用量 2.80 mg，

PELGE 用量 20.60 mg，泊洛沙姆 188浓度 6％。按上述

表2 DTX-PELGE-NPs处方的实验方案与结果

Tab 2 Scheme and results of DTX-PELGE-NPs for-

mulation

实验号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

A

1

0

0

0

0

0

－1

0

－1

－1

1

1

－1

0

1

B

0

－1

1

0

0

1

1

－1

0

－1

0

1

0

0

－1

C

－1

1

1

0

0

－1

0

－1

1

0

1

0

－1

0

0

包封率，％
82.25

81.65

83.88

88.14

88.26

84.32

85.95

80.74

83.12

80.23

81.26

83.41

80.79

87.55

78.37
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最优处方制备3批DTX-PELGE-NPs进行验证。结果显

示 ，DTX-PELGE-NPs 的 包 封 率 为（86.79 ± 1.32）％

（RSD＝1.52％，n＝3），载药量为（10.21±0.78）％。与模

型包封率预测值的偏差较小（0.36％），表明所得最优处

方稳定、可行。

2.6 DTX-PELGE-NPs的体外评价

2.6.1 粒度和Zeta电位的测定 按“2.5.4”项下最优处

方制备DTX-PELGE-NPs，加水稀释，采用激光粒度分析

仪于 25 ℃、测量角 90 °条件下测定粒度和Zeta电位，重

复测定 3次，并通过多分散性指数（PDI）分析粒度的均

匀程度。结果显示，DTX-PELGE-NPs 的平均粒度为

（78.4±2.9）nm，PDI为（0.187±0.018），Zeta电位（－20.6±

1.5）mV（n＝3）。粒度和Zeta电位分布图形均为对称单

峰，峰形较窄，且PDI值较低，表明纳米粒的粒度和电位

分布均匀。结果见图4A、图4B。

2.6.2 形态观察 按“2.5.4”项下最优处方制备 DTX-

PELGE-NPs，取 1 mL，加水稀释 50倍后，滴加在覆盖碳

膜的铜网上，静态吸附 10 min，用 2％磷钨酸溶液染色

40 s，用滤纸吸干多余液体后，采用透射电镜观察其形

态。结果显示，DTX-PELGE-NPs呈类球形，大小均一，

表面光滑，且粒度在80 nm左右，与“2.6.1”项下粒度测定

结果基本一致。结果见图4C。

2.6.3 体外释放度的考察 采用离心超滤法进行考

察。取 DTX 注射液和按“2.5.4”项下最优处方制备的

DTX-PELGE-NPs 各1 mL，分别置于透析袋中并扎紧袋

子两端，将透析袋置于含有 0.5％且浓度为 1 mol/mL吐

温-80的磷酸盐缓冲液（PBS，pH 7.4）400 mL中，于37 ℃

条件下持续振荡（100 r/min），分别于 0、0.5、1、2、4、6、8、

12、24、36、48 h时取透析液 1 mL（同时补加同温等量上

述PBS）。实验重复3次，按“2.3.1”项下色谱条件进样测

定，记录峰面积并按公式计算累积释放率：累积释放率

（％）＝[cn×V+∑
i＝1

n－1

ci×Vi]/WDTX×100％。式中，WDTX表示透析

袋中DTX的总含量；Vi表示每次吸取透析液的体积；V表

示缓冲液的总体积；ci、cn表示DTX的浓度，其中 i、n为取

样次数。结果显示，DTX-PELGE-NPs 的释放速率比

DTX注射液慢：DTX注射液在4 h时的累积释放率约为

92.3％，已接近完全释放；DTX-PELGE-NPs在 36 h时的

累积释放率约为78.6％，趋近完全释放，之后逐渐到达稳

定。可见，两者的释药行为存在明显差异，DTX-PELGE-

NPs的释放曲线平缓，无突然释放现象；相比于DTX注

射液，DTX-PELGE-NPs 显示出了明显的缓慢释放效

果。结果见图5。

2.7 体外抗肿瘤活性的评价

采用 MTT 法考察 DTX 注射液 、PELGE-NPs 和

DTX-PELGE-NPs 对人乳腺癌细胞 MCF-7的细胞毒性

作用。选取处于对数生长期的人乳腺癌细胞MCF-7，用

含 10％胎牛血清和 1％青霉素的RPMI 1640培养基（以

图3 各影响因素交互作用对包封率的三维响应图

Fig 3 Three-dimensional response plots of influential

factors interaction to entrapped efficiency
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Fig 4 Characterization of DTX-PELGE-NPs
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Fig 5 Release curves of DTX injection and DTX-

PELGE-NPs in vitro

120

100

80

60

40

20

0

累
积

释
放

率
，％

0 10 20 30 40 50

时间，h

DTX注射液
DTX-PELGE-NPs

··2496



中国药房 2021年第32卷第20期 China Pharmacy 2021 Vol. 32 No. 20

下简称“完全培养基”）制成悬液，计数后按 5×104个/mL

以 100 μL接种于 96孔板中，于 37 ℃、5％CO2条件下培

养 24 h（培养条件下同）。将细胞随机分为空白对照组

和给药组，空白对照组加入完全培养基 100 μL，给药组

分别加入含 PELGE-NPs 0.1、0.5、1、5、10、20、50 μg/mL

（以PELGE-NPs计，质量浓度设置参考前期实验结果[10]）

或含DTX、DTX-PELGE-NPs 0.01、0.05、0.1、0.5、1、5、10

μg/mL（均以DTX计，根据PELGE-NPs组浓度结合最优

处方比例换算而得）的完全培养基100 μL，每组设3个复

孔。培养 24 h后，弃去上清液，加入 500 ng/mL MTT溶

液50 μL；继续孵育4 h，弃去MTT溶液，用PBS清洗后加

入二甲基亚砜100 μL，采用酶标仪于570 nm波长处测定

各孔的光密度（OD）值。实验重复3次，按公式计算细胞

存活率：细胞存活率（％）＝ODn/OD0×100％。式中，ODn

为给药组细胞的 OD 值，OD0为空白对照组细胞的 OD

值。采用SPSS 19.0软件对结果进行单因素方差分析，

检验水准α＝0.05。结果显示，PELGE-NPs 组细胞的存

活率较高，且其值与质量浓度无关，与空白对照组比较

差异均无统计学意义（P＞0.05），即PELGE-NPs对人乳

腺癌细胞 MCF-7的生长几乎无影响，表明 PELGE-NPs

作为载体的毒性较低、安全性较高。当DTX质量浓度＜

0.05 μg/mL时，DTX 0.01 mg/mL组和DTX-PELGE-NPs

0.01 μg/mL组细胞的存活率均接近90％；随着DTX质量

浓度的增加，DTX 和 DTX-PELGE-NPs 组细胞的存活

率逐步降低，呈明显的浓度依赖趋势。当DTX质量浓

度≥0.05 μg/mL时，DTX和DTX-PELGE-NPs各浓度组

细胞的存活率均较空白对照组显著降低（P＜0.05），且

DTX-PELGE-NPs 各浓度组（除 10 μg/mL 组外）细胞的

存活率均显著低于同浓度DTX组（P＜0.05）。这表明将

DTX 包载于 PELGE-NPs 中可增强 DTX 对人乳腺癌细

胞MCF-7的体外抑制作用。结果见表4。

表4 各组人乳腺癌细胞MCF-7的存活率（x±±s，n＝3）

Tab 4 Cell survival rates of human breast cancer cell

MCF-7 in each group（x±±s，n＝3）

组别
空白对照组
PELGE-NPs 0.1 μg/mL组
PELGE-NPs 0.5 μg/mL组
PELGE-NPs 1 μg/mL组
PELGE-NPs 5 μg/mL组
PELGE-NPs 10 μg/mL组
PELGE-NPs 20 μg/mL组
PELGE-NPs 50 μg/mL组
DTX 0.01 μg/mL组
DTX 0.05 μg/mL组
DTX 0.1 μg/mL组

细胞存活率，％
100

96.6±3.2＊

98.7±2.9＊

95.9±4.9＊

99.2±3.4＊

94.8±4.1＊

98.6±3.6＊

95.3±4.2＊

92.3±3.7

88.2±4.1＊

75.6±5.5＊

组别
DTX 0.5 μg/mL组
DTX 1 μg/mL组
DTX 5 μg/mL组
DTX 10 μg/mL组
DTX-PELGE-NPs 0.01 μg/mL组
DTX-PELGE-NPs 0.05 μg/mL组
DTX-PELGE-NPs 0.1 μg/mL组
DTX-PELGE-NPs 0.5 μg/mL组
DTX-PELGE-NPs 1 μg/mL组
DTX-PELGE-NPs 5 μg/mL组
DTX-PELGE-NPs 10 μg/mL组

细胞存活率，％
62.7±2.9＊

56.6±3.7＊

48.5±4.2＊

38.4±2.1＊

93.3±2.1

81.3±2.4＊#

70.1±5.4＊#

49.6±2.7＊#

43.2±0.3＊#

39.8±3.3＊#

33.5±2.9＊

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05；与 DTX组比较，#P＜0.05

Note：vs. blank control group，＊P＜0.05；vs. DTX group，#P＜0.05

3 讨论

DTX于 228 nm波长处有最大吸收，但是因其注射

液中的辅料吐温-80在此波长处也有吸收，若采用紫外

光谱法测定 DTX 含量会有较大误差，故本研究利用

HPLC法的分离功能消除辅料的干扰，并选择228 nm作

为DTX含量的检测波长，具有较强的专属性[11]。同时，

本课题组在综合考虑峰位、柱效、峰对称性、杂质检出及

仪器管路清洗等多种因素后，最终确定以乙腈-水（60 ∶40，
V/V）为流动相。

本课题组前期已制备出性质稳定且大小均一的

PELGE-NPs，并且通过调节超声频率、时间和次数等条

件将粒径控制在理想范围（50～200 nm）内[7]。同时，前

期预实验证实，超声条件是影响DTX-PELGE-NPs粒度

和 PDI 的关键因素，而粒度和 PDI 不受 DTX 用量、

PELGE用量和泊洛沙姆188浓度的影响，因此在考察最

优处方时未将粒度和 PDI作为处方优化的指标。包封

率反映了药物被载体包载的程度，是纳米粒质量控制的

一个重要指标[12]，高包封率对提高纳米制剂疗效、降低

药物不良反应具有重要意义[13]，故本研究以包封率为衡

量处方优化是否成功的标志。

本研究通过 Box-Behnken 设计 -响应面法构建了

DTX-PELGE-NPs的参数模型，初步研究并探讨了各因

素之间的相互作用。结果显示，随着DTX用量、PELGE

用量、泊洛沙姆188浓度的增加，包封率均呈先增后减的

趋势。笔者分析其原因为当DTX和PELGE达到一定量

时，载体材料包载药物达到饱和，不再继续包载，导致未

被包载的游离药物逐渐增多，包封率下降；此外，在乳化

溶剂挥发法中，初乳的稳定性是决定包封率的关键因

素[14]，而高浓度乳化剂会导致制剂的粒度偏小，影响初

乳的稳定性，从而降低包封率[15]。因此，在达到最优乳

化剂浓度后继续增加乳化剂用量，包封率会呈现下降

趋势。

体外评价结果显示，DTX-PELGE-NPs呈类球形，大

小均一且表面光滑。体外释放度考察结果显示，DTX-

PELGE-NPs的释放率比DTX注射液慢，且曲线较为平

滑，展现出良好的缓释效果。这些特点是由 DTX-

PELGE-NPs自身结构所决定的，包裹于内部的药物在纳

米表面溶蚀后逐渐释放，其释放率较为稳定，药物突然

释放的可能性较低；同时，具有亲水性和柔性的PEG的空

间位阻作用可阻止纳米粒之间的摩擦和碰撞，以减少纳

米粒聚集所造成的结构破坏，从而达到缓释的效果[16－17]。

在0.05～5 μg/mL范围内，DTX-PELGE-NPs的细胞

毒性显著强于游离的DTX。其主要原因为纳米粒能够

通过肿瘤细胞的内吞作用而促进药物被摄取，尺寸较小

且PEG成分含量较高的纳米粒进入肿瘤细胞的能力更

··2497



China Pharmacy 2021 Vol. 32 No. 20 中国药房 2021年第32卷第20期

强，而游离药物则只能通过细胞膜被动扩散[18]。由于体

外培养的细胞数量和细胞在固定作用时间（4 h）内摄取

纳米粒的能力有限，因此在高质量浓度状态下，DTX-

PELGE-NPs和DTX的细胞毒性接近。理论上，在体内

环境中，肿瘤细胞处于增殖状态，则可能更有利于

DTX-PELGE-NPs被摄取，但需要进一步实验予以验证。

综上所述，优化所得处方稳定、可行，所得 DTX-

PELGE-NPs粒度均匀，包封率较高，缓释效果明显，体外

抗肿瘤活性强于DTX注射液。
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