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白屈菜红碱纳米粒的制备及体外抗黑色素瘤活性评价Δ
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摘 要 目的：制备白屈菜红碱纳米粒（CHE-NPs），对其处方进行优化，并评价其体外释药行为及对黑色素瘤的抑制作用。方法：

以甲氧基聚乙二醇-聚乳酸-羟基乙酸共聚物（mPEG-PLGA）为载体材料，采用纳米沉淀法制备CHE-NPs，采用高效液相色谱法和

透析袋法测定包封率、载药量。以二者的总评归一（OD）值为因变量，以CHE投药量、mPEG-PLGA质量浓度、泊洛沙姆188（F68）

浓度为自变量，采用Box-Behnken响应面设计优化CHE-NPs处方。检测最优处方所制CHE-NPs的粒径和Zeta电位，考察其体外

释药特征，比较CHE原料药和CHE-NPs对小鼠B16黑色素瘤细胞存活率的影响并计算二者的半数抑制浓度。结果：最优处方为

CHE 投药量 2 mg、mPEG-PLGA 质量浓度 13 mg/mL、F68浓度 1.8％。以此所制 CHE-NPs 的平均包封率为（80.18±1.11）％，平均

载药量为（11.36±0.28）％，平均OD值为0.96±0.04[与OD预测值（0.90）的相对偏差为6.67％]，粒径为（113.1±1.40）nm，Zeta电位

为（－21.6±0.29）mV，多分散性指数为 0.07±0.01（n＝3）。CHE 对照品、CHE-NPs 在孵育 8 h 时的累积释放率分别为 90.87％、

68.68％，后者的体外释药行为符合 Weibull 动力学模型。CHE-NPs 对 B16黑色素瘤细胞的抑制作用显著强于 CHE 原料药，

CHE-NPs 和 CHE 原料药的 24 h 半数抑制浓度分别为 69.35、107.36 μg/mL。结论：所制 CHE-NPs 具有缓释作用和较强的载药能

力，同时增强了CHE对黑色素瘤的体外抑制作用。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To prepare chelerythrine nanoparticles（CHE-NPs），optimize their formulation，and evaluate its drug

release behavior in vitro and its inhibitory effect on melanoma. METHODS：Using methoxy polyethylene glycol-poly（lactic-co-

glycolic acid）（mPEG-PLGA）as carrier，CHE-NPs were prepared by the nano-precipitation method. HPLC method and dialysis

bag method were used to determine entrapment efficiency and drug loading. The formulation of CHE-NPs was optimized by

Box-Behnken response surface design using overall desirability（OD）of them as dependent variables，CHE dosage，mPEG-PLGA

concentration and poloxamer 188（F68）concentration as independent variables. The particle size and Zeta potential of CHE-NPs

prepared by the optimal formulation were detected；the characteristics of drug release in vitro were investigated；the effects of CHE

and CHE-NPs on survival rate of mice B16 melanoma cells were compared，and median inhibition concentrations（IC50）of them

were calculated. RESULTS：The optimal formulation included CHE of 2 mg，mPEG-PLGA of 13 mg/mL，F68 of 1.8％. Average

entrapment efficiency rate of CHE-NPs prepared by the optimal formulation was （80.18± 1.11）％，average drug loading was

（11.36±0.28）％，average OD value was 0.96±0.04 [the relative deviation from predicted value（0.90）of OD was 6.67％ ]；

particle size was（113.1±1.40）nm，and Zeta potential was（－21.6±0.29）mV；polydispersity index was 0.07±0.01（n＝3）；

accumulative release rates of CHE control and CHE-NPs were 90.87％ and 68.68％ within 8 h，and drug release behavior in vitro

of the latter was in accordance with Weibull kinetic model. Inhibitory effect of CHE-NPs on B16 melanoma cells was significantly

stronger than that of CHE；the 24 h IC50 of CHE-NPs and CHE

were 69.35 and 107.36 μg/mL，respectively. CONCLUSIONS：The

prepared CHE-NPs show good sustained-effect and high

capacity of drug loading，and strengthen the inhibitory effect

of CHE on melanoma.
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白屈菜红碱（chelerythrine，CHE）是来源于苗药号筒

杆 Macleaya cordata（Willd.）R. Br.、白屈菜 Chelidonium

majus Linn.等药用植物的生物碱类活性成分。大量研究

数据显示，CHE具有抑制肿瘤细胞生长的作用，包括人

结肠癌HCT-116、人肝癌HepG2、小鼠黑色素瘤B16细胞

等[1－4]。但CHE的水溶性差，加之游离药物本就难以在

肿瘤部位扩散、渗透，从而导致该成分的开发利用受到

限制[5－6]。本研究拟结合现代药剂学新理论与新技术，

将难溶性CHE载于高分子载体中以制备纳米粒，以期提

高其生物利用度、增强其抗肿瘤活性。

纳米递药系统在肿瘤组织中表现出较好的渗透性

和滞留效应，在构建该系统时，选择合适的纳米载体可

改善药物的递送和释放性能[7]。将亲水性的甲氧基聚乙

二醇（methoxy polyethylene glycol，mPEG）嵌段引入聚乳

酸-羟基乙酸共聚物[poly（lactic-co-glycolic acid），PLGA]

分子链中，制成 mPEG-PLGA 聚合物，该聚合物具有疏

水和亲水的双重特性，同时mPEG可以保护纳米粒不受

网状内皮系统的影响，使纳米粒在体内循环中拥有较长

的半衰期[8－11]；PLGA的存在也可使所载药物不被快速

降解[12－14]。本研究选择两亲性mPEG-PLGA聚合物作为

载体材料，制备CHE纳米粒（CHE-NPs）并优化其处方，

考察所制CHE-NPs的粒径、Zeta电位等参数以及体外释

药行为，评价CHE-NPs对B16黑色素瘤细胞的体外抑制

作用，以期构建一种对黑色素瘤抑制活性更强的纳米载

药制剂。

1 材料
1.1 主要仪器

本研究所用主要仪器包括 1260型高效液相色谱

（HPLC）仪（美国Agilent公司），SK8200H型超声波清洗

机（上海科导超声仪器有限公司），3310-DMP型激光粒

度分析仪（美国 Beckman 公司），RCT basic 型磁力搅拌

器（德国 Ika公司），H2050R型台式高速大容量冷冻离心

机（湖南湘仪实验室仪器开发有限公司），N-1300型旋转

蒸发仪（上海爱朗仪器有限公司），JEM-1400FLASh型透

射电子显微镜（日本 JEOL公司），AUW12D型电子分析

天平（日本 Shimadzu 公司），T09-1S 型酶标仪、3111型

CO2培养箱、Sorvall ST 8R型低温离心机[赛默飞世尔科

技（中国）有限公司]，CKX53型倒置荧光显微镜（日本

Olympus公司）等。

1.2 主要药品与试剂

CHE对照品（批号AF9030102，纯度≥98％）购自成

都 埃 法 生 物 科 技 有 限 公 司 ；CHE 原 料 药（批 号

34316-15-9，纯度＞98％）购自西安开来生物工程有限公

司；mPEG-PLGA聚合物[mPEG分子量 2 000 Da，PLGA

分子量 15 000 Da，乳酸（LA）/乙醇酸（GA）比例 50 ∶ 50]

购自济南岱罡生物工程有限公司；聚山梨酯 80（批号

301C054）、MD34透析袋（截留分子量 3 500 Da）、RPMI

1640培养基（批号 20210531）、磷酸盐缓冲液（PBS，pH

7.2，批号 20201217）、MTT试剂（批号 309E059）、二甲基

亚砜（DMSO，批号 1121E0325）均购自北京索莱宝科技

有限公司；泊洛沙姆 188（F68，批号T24J10Z80481）购自

上 海 源 叶 生 物 科 技 有 限 公 司 ；胎 牛 血 清（批 号

20200328）、青-链霉素双抗（批号20200703）均购自赛澳

美细胞技术（北京）有限公司；含乙二胺四乙酸（EDTA）

的0.25％胰蛋白酶（批号2277237）购自赛默飞世尔科技

（中国）有限公司；其余试剂均为分析纯或实验室常用规

格，水为蒸馏水。

1.3 细胞

小鼠B16黑色素瘤细胞（货号ZQ0186）购自上海中

乔新舟生物科技有限公司。

2 方法与结果
2.1 CHE-NPs及空白NPs的制备

采用纳米沉淀法制备 CHE-NPs[15]。精密称取处方

量的 mPEG-PLGA 聚合物和 CHE 原料药分散于丙酮 1

mL中，超声（功率500 W，频率53 kHz，下同）处理5 min，

作为有机相。配制质量分数为 0.4％的 F68溶液，取 5

mL，作为水相。在1 000 r/min条件下，以1 mL/min的速

度将有机相缓慢滴加到水相中，室温搅拌 10 min，得到

淡蓝色乳光的混悬液，使用旋转蒸发仪除去有机溶剂，

即得 CHE-NPs。按上述方法制备不含 CHE 的空白

NPs。CHE-NPs的结构示意图见图1。

2.2 CHE的含量测定

2.2.1 色谱条件 以Ultimate XB-C18（250 mm×4.6 mm，

5 μm）为色谱柱，以乙腈（A）-0.1％磷酸溶液（B）为流动

相进行梯度洗脱（0 min，20％A；20 min，60％A；25 min，

95％A；35 min，20％A）；流速为0.8 mL/min；检测波长为

270 nm，柱温为35 ℃；进样量为10 μL。

2.2.2 对照品溶液的配制 精密称定 CHE 对照品 5

mg，置于 25 mL 量瓶中，加入甲醇超声 10 min，使其溶

解，再加入甲醇稀释、定容，摇匀，制成质量浓度为 200

μg/mL的对照品溶液。

2.2.3 供试品溶液的配制 精密量取CHE-NPs 0.1 mL，

置于 2 mL量瓶中，加甲醇 1.9 mL，超声 30 min破乳，在

35 ℃条件下以氮气流吹干，残渣加甲醇 2 mL 复溶，用

0.22 μm微孔滤膜滤过，取续滤液，作为供试品溶液。

2.2.4 方法学考察 参考文献[16－17]方法进行方法学

考察。结果显示，溶剂（甲醇）、载体材料对CHE-NPs中

CHE的检测无干扰（图 2）；以CHE质量浓度（x，μg/mL）

mPEG-PLGA

CHE

CHE-NPs

图1 CHE-NPs的结构示意图

Fig 1 Structure diagram of CHE-NPs
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为横坐标、峰面积（y）为纵坐标进行线性回归，得回归方

程为 y＝14.868x－0.813 3（R 2＝0.999 8），CHE检测质量

浓度的线性范围为 0.125～200 μg/mL；精密度试验的

RSD 为 0.22％（n＝6）；平均回收率为 100.99％（RSD＝

2.32％，n＝6）；稳定性（12 h）试验的 RSD 为 1.46％（n＝

6）；重复性试验的RSD为1.21％（n＝6）。

2.3 包封率与载药量的测定

2.3.1 透析袋的预处理 取透析袋，剪成适宜长度，放入

水中煮沸10～20 min，冷却后取出，浸泡在水中，备用。

2.3.2 透析平衡时间的确定 精密吸取 CHE-NPs 2

mL，置于透析袋内，两头扎紧。将封口的透析袋置于锥

形瓶中，以水50 mL为透析介质，转速为600 r/min，分别

于透析 0.5、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0、3.5 h 时精密吸取外液

0.5 mL，同时补足等体积水[18]。用甲醇将外液稀释至 1

mL，用 0.22 μm微孔滤膜滤过，取续滤液按“2.2.1”项下

色谱条件进样测定，记录峰面积，代入回归方程计算外

液中CHE的质量浓度，同时绘制浓度-平衡时间曲线（图

3）。由图 3可知，随着透析时间的延长，CHE的质量浓

度呈先升高后降低再升高再降低的趋势，说明CHE-NPs

已逐渐破裂；当透析时间为1.5 h时，外液中CHE的质量

浓度达到最大值。因此，本研究选择 1.5 h 为透析平衡

时间。

2.3.3 包封率与载药量的测定方法 精密吸取 CHE-

NPs 2 mL，置于透析袋内，两头扎紧。将封口的透析袋

置于锥形瓶中，以水50 mL为透析介质，转速为600 r/min，

于透析 1.5 h 时精密吸取外液 0.5 mL，用甲醇稀释至 1

mL，再用 0.22 μm微孔滤膜滤过，取续滤液按“2.2.1”项

下色谱条件进样测定，记录峰面积，代入回归方程计算

外液中CHE的质量浓度。按以下公式计算包封率和载

药量：包封率（％）＝（药物总量－外液中药物含量）/药物

总量×100％，载药量（％）＝（药物总量－外液中药物含

量）/（药物总量+辅料总量）×100％。

2.4 Box-Behnken响应面设计优化CHE-NPs的处方

本课题组前期以有机溶剂种类、有机相与水相比

例、F68浓度、磁力搅拌器转速、载体材料质量浓度、投药

量、载体材料种类为影响因素进行单因素实验，考察其

对 CHE-NPs 包封率、载药量的影响。在单因素实验的

基础上，本研究选择对包封率和载药量影响较大的因

素——CHE投药量（A）、mPEG-PLGA质量浓度（B）、F68

浓度（C）为自变量，以包封率（Y1）和载药量（Y2）的总评归

一（OD）值为因变量，采用Box-Behnken响应面设计，以

Design Expert 12软件优化CHE-NPs处方。由于Y1、Y2的

取值越大越好，故选择对应 dmax[dmax＝（Yi－Ymin）/（Ymax－

Ymin）]以计算 OD 值：OD＝（d1×d2）[19－20]。CHE-NPs 处方

优化 Box-Behnken 响应面设计的因素与水平见表 1，实

验安排与结果见表2。

表 1 CHE-NPs处方优化Box-Behnken响应面设计的

因素与水平

Tab 1 Factors and levels of Box-Behnken response

surface design for formulation optimization of

CHE-NPs

水平
－1

0

1

A（CHE投药量），mg

1.0

1.5

2.0

B（mPEG-PLGA质量浓度），mg/mL

10

15

20

C（F68浓度），％
1.0

1.5

2.0

图2 CHE-NPs中CHE定量分析的HPLC图

Fig 2 HPLC chromatograms for quantitative analysis

of CHE in CHE-NPs
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图3 CHE-NPs的浓度-平衡时间曲线

Fig 3 Concentration-equilibrium time curve of CHE-

NPs
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采用Design Expert 12软件对数据进行二次多项式

回归拟合，得到二次多元回归方程为 OD＝0.597 0+

0.242 0×A－0.230 5×B+0.057 0×C+0.071 5×AC+0.075 5×

BC－0.001 3×A2－0.128 8×B2－0.034 2×C2（R 2＝0.942 3），

方差分析结果见表 3。由表 3可知，模型的拟合程度较

好（P＝0.001 5），因素A、B、B2对OD值均具有显著影响

（P＜0.05）。

表 3 CHE-NPs处方优化Box-Behnken响应面设计的

方差分析结果

Tab 3 Analysis of variance of Box-Behnken response

surface design for formulation optimization of

CHE-NPs

方差来源
模型
A

B

C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

残差
失拟项
纯误差
总值

偏差平方和
1.04

0.468 5

0.425 0

0.026 0

0.020 4

0.001 2

0.022 8

6.579 0×10－6

0.069 8

0.004 9

0.063 8

0.034 3

0.029 5

1.11

自由度
9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

16

均方和
0.115 7

0.468 5

0.425 0

0.026 0

0.020 4

0.001 2

0.022 8

6.579 0×10－6

0.069 8

0.004 9

0.009 1

0.011 4

0.007 4

F值
12.70

51.41

46.64

2.85

2.24

0.134 4

2.50

0.000 7

7.66

0.542 0

1.55

P值
0.001 5

0.000 2

0.000 2

0.135 1

0.177 8

0.724 7

0.157 7

0.979 3

0.027 8

0.485 5

0.332 7

为进一步评价A与B、B与C、A与C交互作用对OD

值的影响，本研究采用Design Expert 12软件绘制各因素

的响应面图和等高线图，详见图 4。由图 4可知，OD值

随 A、C 的升高而升高。根据 Box-Behnken 响应面设计

结果，求解二次多元方程得到 CHE-NPs 的最优处方如

下：CHE 2.0 mg、mPEG-PLGA 质量浓度 12.79 mg/mL、

F68浓度 1.8％，为方便称量，优化 mPEG-PLGA 质量浓

度为13 mg/mL。

按上述最优处方称取CHE、mPEG-PLGA聚合物，分

散于丙酮1 mL中，超声处理5 min，作为有机相。配制质量

分数为1.8％的F68溶液5 mL，作为水相。在1 200 r/min

条件下，以 1 mL/min 的速度将有机相缓慢滴加到水相

中，室温搅拌10 min，得到淡蓝色乳光的混悬液，使用旋

转蒸发仪除去有机溶剂，即得 CHE-NPs。平行制备 3

份，按“2.3.3”项下方法测得平均包封率为（80.18±

1.11）％，平均载药量为（11.36±0.28）％，平均 OD 值为

0.96±0.04[与 OD 预测值（0.90）的相对偏差为 6.67％]，

说明Box-Behnken响应面设计所得的模型预测良好。

2.5 CHE-NPs的表征

2.5.1 粒径与 Zeta 电位 吸取按最优处方制备的

CHE-NPs 0.2 mL，加水1.8 mL稀释，使其均匀分散，所得

图 4 CHE-NPs处方优化中各因素交互作用的响应面

图和等高线图

Fig 4 Response surface maps and contour plots of the

interaction of various factors in formulation

optimization of CHE-NPs
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表 2 CHE-NPs处方优化Box-Behnken响应面设计的

实验安排与结果

Tab 2 Experimental design and results of Box-Behn-

ken response surface design for formulation

optimization of CHE-NPs

序号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

A，mg

1.5

1.0

1.5

1.5

1.5

1.0

1.0

1.0

1.5

1.5

2.0

1.5

1.5

2.0

2.0

2.0

1.5

B，mg/mL

10

20

15

10

15

15

10

15

20

15

15

15

15

15

10

20

20

C，％
2.0

1.5

1.5

1.0

1.5

2.0

1.5

1.0

2.0

1.5

2.0

1.5

1.5

1.0

1.5

1.5

1.0

Y1，％
75.02

72.63

72.18

73.09

76.90

72.89

73.61

74.13

74.12

77.71

80.95

79.50

79.04

79.13

72.15

75.74

57.38

Y2，％
9.19

3.41

6.22

9.28

6.73

4.42

6.89

4.30

4.75

7.43

9.99

7.14

7.50

9.36

11.83

6.59

3.74

OD值
0.72

0.

0.46

0.68

0.57

0.28

0.53

0.27

0.34

0.64

0.88

0.65

0.67

0.81

0.79

0.54

0.

··2983



China Pharmacy 2021 Vol. 32 No. 24 中国药房 2021年第32卷第24期

混悬液呈淡蓝色乳光。取上述混悬液适量，采用激光粒

度分析仪，在25 ℃下测定CHE-NPs的粒径和Zeta电位，

重复测定 3次。结果显示，CHE-NPs的粒径为（113.1±

1.40）nm，Zeta电位为（－21.6±0.29）mV，多分散性指数

为0.07±0.01（n＝3）。CHE-NPs的粒径分布图见图5。

2.5.2 形态观察 吸取按最优处方制备的 CHE-NPs 1

mL，加水稀释 10倍，用 2％磷钨酸于室温下染色 1～2

min，于透射电子显微镜下进行形态观察。结果显示，所

得CHE-NPs呈球形，表面光滑、圆整，大小均匀，分散良

好。结果见图6。

图6 CHE-NPs的透射电子显微图

Fig 6 Transmission electron micrograph of CHE-NPs

2.6 体外稳定性考察

将按最优处方制备的CHE-NPs置于 4 ℃冰箱中冷

藏，分别于冷藏 0、7、14 d时取样，按“2.5”项下方法测定

粒径、Zeta电位及多分散性指数。结果显示，CHE-NPs

的粒径、Zeta电位及多分散性指数均无明显变化，其混

悬液仍呈淡蓝色乳光，说明CHE-NPs的稳定性良好。结

果见表4。

表4 CHE-NPs的体外稳定性试验结果（n＝3）

Tab 4 Results of stability tests in vitro of CHE-NPs

（n＝3）

参数
平均粒径，nm

Zeta电位，mV

多分散性指数

0 d

113.10±1.40

－21.60±0.29

0.07±0.01

7 d

112.27±0.83

－20.79±0.67

0.10±0.03

14 d

113.53±0.93

－15.47±0.41

0.09±0.00

2.7 体外释药实验

采用动态透析法进行考察。精密量取CHE对照品

溶液、按最优处方制备的CHE-NPs各5 mL，分别置于预

处理后的透析袋中，两头扎紧，置于生理盐水（含 0.3％

聚山梨酯80，下同）20 mL中，于（37.0±0.5）℃条件下以

100 r/min恒温振荡，分别于孵育1、2、4、6、8、12、24、48 h

时取样1 mL，同时补足等温等体积的生理盐水。样品于

60 ℃水浴中挥干，残渣加甲醇 1 mL复溶，用 0.22 μm微

孔滤膜滤过，取续滤液按“2.2.1”项下色谱条件进样测

定，记录峰面积，代入回归方程计算样品中CHE的质量

浓度。实验平行操作3次，按以下公式计算累积释放率：

累积释放率＝（V0cn+V∑
n＝1

t－1

ct）/M 药（式中，V0表示释放介质

总体积，t表示 n－1，cn表示第 n个时间点所测得的CHE

质量浓度，V表示每次取样的体积，ct表示n－1个时间点

所测得的CHE质量浓度，M 药表示投入药物总质量）。采

用Origin 2021软件，以累积释放率（Q）和释放时间（t）对

CHE-NPs的体外释药行为进行零级动力学模型、一级动

力学模型、Higuchi动力学模型、Weibull动力学模型方程

拟合。结果显示，CHE对照品溶液在孵育 8 h时的累积

释放率已达90.87％，提示已基本释放完全，而CHE-NPs

在孵育 8 h时的累积释放率为 68.68％，48 h时的累积释

放率为 88.72％，具有缓释特征，其体外释药行为符合

Weibull动力学模型。CHE对照品和CHE-NPs的体外释

放曲线见图 7，CHE-NPs的体外释药动力学方程拟合结

果见表5。

表5 CHE-NPs的体外释药动力学方程拟合结果

Tab 5 Equation fitting results of drug release in vitro

of CHE-NPs

模型
零级动力学
一级动力学
Higuchi动力学
Weibull动力学

拟合方程
Q＝47.69+1.09t

Q＝84.01（1－e－0.25t）

Q＝10.16t1/2+30.25

ln[ln（1/Q）]＝0.89lnt－1.98

R 2

0.528 9

0.951 1

0.757 6

0.986 7

2.8 体外抑瘤作用评价

2.8.1 空白 NPs 的细胞毒性 采用 MTT 法进行检测。

取处于对数生长期的B16黑色素瘤细胞，以 5 000个/孔

接种于 96孔板中，于 37 ℃、5％CO2培养箱中孵育 24 h

至细胞贴壁。实验共设置9个组别，分别为空白组（无细

胞、无药物）、对照组（有细胞、无药物）和不同质量浓度

（10、25、50、100、250、500、1 000 μg/mL[21]，以mPEG-PLGA

图5 CHE-NPs的粒径分布图

Fig 5 Distribution of particle size of CHE-NPs
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Fig 7 Release curves in vitro of CHE control and
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计）空白NPs，药物溶液用空白培养基配制。每组设6个

复孔。药物干预 24 h后，每孔加入MTT试剂 10 μL（1×

PBS 配制，5 mg/mL），于 37 ℃培养箱中避光孵育 4 h。

弃去孔中液体，每孔加入DMSO 150 μL，使用酶标仪在

490 nm 波长处测定各孔的吸光度（A），并按以下公式

计算细胞存活率：细胞存活率（％）＝（A 实验组－A 空白组）/

（A 对照组－A 空白组）×100％。结果显示，空白NPs对B16黑

色素瘤细胞的存活率无明显影响，说明其具有良好的生

物相容性。结果见图8。

2.8.2 CHE-NPs 的细胞毒性 按“2.8.1”项下方法检测

不同质量浓度 CHE 原料药（1、20、40、60、80、100、120

μg/mL，浓度根据预实验结果设置）和不同质量浓度

CHE-NPs（1、20、40、60、80、100、120 μg/mL，以CHE计，

浓度根据预实验结果设置）干预24、48、72 h对B16黑色

素瘤细胞存活率的影响，并计算半数抑制浓度。采用

SPSS 17.0软件对数据进行统计分析，计量资料均以 x±

s表示，组间比较采用单因素方差分析。结果显示，当质

量浓度超过 20 μg/mL 后，CHE-NPs 的细胞毒性均显著

大于CHE原料药（P＜0.05或P＜0.01），且有浓度和时间

依赖趋势，CHE-NPs 和 CHE 原料药的 24 h 半数抑制浓

度分别为69.35、107.36 μg/mL。结果见表6。

表 6 CHE原料药和CHE-NPs干预不同时间对B16黑

色素瘤细胞存活率的影响（x±±s，n＝6，％％）

Tab 6 Effects of CHE，CHE-NPs and different inter-

vention time on survival rate of B16 melanoma

cells（x±±s，n＝6，％％）

质量浓度，
μg/mL

1

20

40

60

80

100

120

干预24 h

CHE原料药

104.62±3.81

97.70±2.42

88.29±4.40

79.72±4.39

56.26±2.57

52.69±2.75

50.49±2.02

CHE-NPs

96.93±3.42＊＊

94.95±3.53

78.17±4.46＊＊

45.78±4.34＊＊

33.01±3.11＊＊

24.47±1.84＊＊

17.71±2.38＊＊

干预48 h

CHE原料药

96.31±5.39

88.92±1.95

65.86±1.33

55.25±2.96

42.80±2.05

34.76±2.52

31.93±3.14

CHE-NPs

81.85±1.87＊＊

76.29±4.06＊＊

62.31±2.95＊

43.49±2.44＊＊

29.40±2.32＊＊

18.36±2.54＊＊

13.47±3.33＊＊

干预72 h

CHE原料药

76.78±4.91

58.64±4.09

35.11±3.56

29.06±2.18

26.61±2.20

31.59±1.37

22.32±1.39

CHE-NPs

78.13±5.71

50.78±4.90＊＊

29.88±2.71＊

13.96±1.53＊＊

11.28±3.52＊＊

9.19±1.25＊＊

9.14±1.60＊＊

注：与同浓度同干预时间的 CHE 原料药比较，＊P＜0.05，＊＊P＜

0.01

Note：vs. CHE with the same concentration and intervention time，
＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

3 讨论
mPEG-PLGA聚合物易溶于有机溶剂，难溶于水，在

水相比例高的流动相条件下易对 HPLC 仪及色谱柱造

成不良影响（4 min时有最大吸收）。本课题组前期研究

发现，使用氮气流吹干样品进行前处理，可减少

mPEG-PLGA聚合物对色谱系统的干扰。

本课题组在前期预实验及单因素实验考察中对

mPEG-PLGA聚合物进行了筛选，分别考察了亲水段和

疏水段比例对 CHE-NPs 包封率、载药量的影响。因

CHE是由疏水段PLGA包裹，所以较大的疏水段分子量

对CHE-NPs包封率和载药量的影响更大。当mPEG分

子量为2 000 Da、PLGA分子量为15 000 Da时，CHE-NPs

的包封率与载药量均较高。

为准确地测定CHE-NPs的包封率，本课题组前期考

察了低速离心法、低温超速离心法、鱼精蛋白沉淀法和

透析袋法对CHE-NPs包封率测定的影响。结果发现，无

论是低速还是超速离心都无法将NPs与游离的CHE完

全分离。使用鱼精蛋白沉淀吸附之后再离心，可能会使

NPs和游离CHE的分离度更高，因为鱼精蛋白是一种碱

性氨基酸，拥有大量带正电的胍基，可与Zeta电位为负

的NPs相结合，在此基础上进行超速离心，可使包载的

NPs凝聚沉淀[22－25]。但结果发现，鱼精蛋白沉淀法所测

得的包封率重复性及稳定性并不佳，相对偏差为

25.44％。而透析袋法所测得的包封率稳定性高、重复性

好，故本研究最终选择透析袋法测定 CHE-NPs 的包

封率。

Box-Behnken响应面设计是一种多因素非线性实验

优化方法，可以连续对实验的各个因素及水平进行分

析，既弥补了正交试验和均匀设计的不足，又具有实验

次数少、精准度高的优点，在制剂优化应用领域显现出

独特的优势[26－27]。本研究选择Box-Behnken响应面设计

对CHE-NPs的处方进行优化，结果显示，该法所拟合的

模型回归方程预测性良好；模型拟合的R 2为0.942 3，表

明94.23％实验数据的变异可用此回归模型来解释。体

外释药实验结果显示，CHE-NPs 体外释药行为符合

Weibull动力学模型，且具有缓释特征。

细胞毒性实验结果表明，CHE-NPs对B16黑色素瘤

细胞有明显的体外抑制作用，在相同用量下，其抑制作

用强于 CHE 原料药，且有一定的时间和浓度依赖趋

势。这可能与纳米递药系统本身的优势相关，如较小

的粒径、在肿瘤部位的高度滞留及更易被细胞内吞摄

取等[28－29]。

综上所述，本研究采用纳米沉淀法成功制备了一种

以mPEG-PLGA聚合物为载体的CHE-NPs，其具有缓释

作用和较强的载药能力，同时增强了CHE对黑色素瘤的

体外抑制作用。在后续实验中，本课题组将继续探索

CHE-NPs在体内的抑瘤作用，考察其是否能有效抑制实

图 8 空白 NPs 对 B16 黑色素瘤细胞存活率的影响

（n＝6）

Fig 8 Effects of blank NPs on survival rate of B16

melanoma cells（n＝6）
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体瘤的生长及其抑瘤作用机制，为进一步的临床应用提

供理论依据。
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