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摘 要 目的：探索靶向叶酸受体的多西他赛（DTX）纳米粒的制备方法。方法：利用叶酸活性酯与壳聚糖分子上的氨基反应，制

得叶酸偶联壳聚糖（FA-CTS）；再通过离子交联法，将DTX作为模型药物，制备叶酸偶联壳聚糖载DTX（FA-CTS/DTX）纳米粒。以

载药量、包封率、粒径和跨距为指标，采用星点设计-效应面法优化搅拌速率、DTX加入量、壳聚糖-三聚磷酸钠（CTS-STPP）的质量

比，并进行验证。利用激光粒度分析仪测定纳米粒粒径大小及分布，在磷酸盐缓冲液中对载药纳米粒进行体外释药试验。结果：

最优处方（处方量为 2.5 mg）为搅拌速率为 1 300 r/min、DTX 加入量为 0.58 μg，CTS-STPP 的质量比为 5.55。所制备的 FA-CTS/

DTX纳米粒平均粒径为（232.8±0.43）nm、包封率为（86.74±0.60）％、载药量为（25.29±3.21）％、跨距为0.039±1.02；30 min内累

积释药40.22％，随后缓慢释放，24 h内累积释药80.25％。结论：成功制备具有缓释作用的FA-CTS/DTX纳米粒。
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Preparation of Docetaxel-loaded Folate-conjugated Chitosan Nanoparticles
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Guangzhou Medical University，Guangzhou 510095，China；2.College of Pharmacy，Jinan University，Guang-
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ABSTRACT OBJECTIVE：To explore the preparation method of Docetaxel（DTX）-loaded folate-conjugated chitosan nanoparti-

cles. METHODS：Folate-conjugated chitosan（FA-CTS）was prepared through amino reaction of folic acid active ester and chitosan

molecules；FA-CTS/DTX nanoparticles were prepared with ion cross-linking technique using DTX as model material. Using

drug-loading amount，entrapment efficiency，particle size and span as index，central composite design-response surface methodolo-

gy was used to optimize stir speed，adding amount of DTX，mass ratio of chitosan-sodium tripolyphosphate（CTS-STPP）. The vali-

dation test was repeated. The particle size and size distribution were determined by laser scattering particle analyzer. FA-CTS/DTX

nanoparticles release in phosphate buffer in vitro was determined. RESULTS：The optimal formulation（formulation amount of 2.5

mg）was as follows：stir speed at 1 300 r/min，0.58 μg DTX，mass ratio of CTS-STPP was 5.55. Mean particle size of FA-CTS/

DTX nanoparticles was （232.8± 0.43） nm，entrapment efficiency was （86.74± 0.60）％，drug-loading amount was （25.29±

3.21）％ and span was 0.039±1.02. 40.22％ of nanoparticles were released within 30 min and then released slowly；accumulative

release rate was 80.25％ within 24 h. CONCLUSIONS：FA-CTS/DTX nanoparticles with the sustained release effect could be pre-

pared successfully with the method.
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快，药物很难进入胶束的疏水性内核，导致胶束的载药量和包

封率降低。

本研究显示，β-CD-PPP共聚物作为疏水性药物载体，具有

较低的临界胶束浓度和较高的载药量，而且能缓慢地释放药

物，作为新型给药载体具有良好的应用前景。
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多西他赛（Docetaxel，DTX）是新一代紫杉烷类抗肿瘤药
物，其作用机制是加快微管蛋白聚合成微管的速度并抑制微
管解聚，形成稳定的非功能性维管束，从而破坏肿瘤细胞的有
丝分裂[1-2]。DTX抗肿瘤活性强且抗肿瘤谱广，目前已在临床
应用于乳腺癌、卵巢癌、非小细胞肺癌等的治疗，单独用药及
联合用药均有显著疗效。DTX水溶性差，临床上所用的注射
剂常使用聚山梨酯 80和乙醇作增溶剂，易引起严重过敏反应
及正常组织的细胞毒性，从而限制了其应用。

自从发现叶酸（FA）受体在绝大多数恶性肿瘤细胞中大量
表达而在正常细胞中几乎未见表达的特性以来，靶向FA受体
成为了肿瘤药物靶向性传递研究的热点[3]。FA对FA受体具有
高度亲和性，可利用这一特性将FA作为抗肿瘤药物的靶向配
体。壳聚糖（Chitosan，CTS）是甲壳素的脱乙酰基产物，是带正
电的天然多糖，具有无毒、无刺激性、无致敏性的性质，且具有
良好的生物相容性和生物降解性。近年来CTS作为一种新型
药物辅料在生物医用材料及基因、药物载体等领域得到越来
越广泛的应用，尤其在缓释、靶向给药的应用方面[4]。本文选
择CTS为基质，制备了靶向FA受体的FA偶联CTS载DTX纳
米粒（FA-CTS/DTX纳米粒），现介绍如下。

1 材料
1.1 仪器

Mastersizer 2000激光粒度分析仪（英国马尔文公司）；

85-2A恒温磁力搅拌器（江苏金坛市环宇科学仪器厂）。

1.2 药品与试剂

FA-CTS/DTX纳米粒[广州医科大学附属肿瘤医院自制，

批 号 ：20130812、20130817、20130902，包 封 率 ：（86.74 ±

0.60）％，载药量：（25.29±3.21）％]；CTS（MYM生物科技有限
公司，脱乙酰度：≥95％，分子质量：161.16 kDa）；DTX原料药
（江苏恒瑞医药股份有限公司，批号：626111003，含量：

101.0％）；FA（批号：20101001，含量：≥97.0％）、三聚磷酸钠
（STPP，批号：20090405，含量：≥95％）和 N-羟基丁二酰亚胺
（NHS，批号：20110201）均购自成都市科龙化工试剂厂；N，N′-

二环己基碳二亚胺（DCC，上海晶纯生化科技股份有限公司，

批号：48623）；无水二甲基亚砜（DMSO，美国Amresco公司）；

其余试剂均为分析纯，水为超纯水。

2 方法与结果
2.1 CTS纳米粒的制备

依据离子交联法，称取适量CTS溶于 1％醋酸溶液中，得
3 mg/ml CTS 醋酸水溶液，用 10 mol/L氢氧化钠溶液调 pH 至
5.0，过 0.45 μm 滤膜。称取适量 STPP 溶于超纯水配制成 2

mg/ml STPP 溶液，过 0.45 μm 滤膜。CTS 持续磁力搅拌作用
下，将 STPP 溶液缓慢滴入 CTS 醋酸水溶液中，磁力搅拌 10

min，得到具有蓝色乳光的CTS纳米粒。

2.2 FA活性酯的制备

称取 FA 0.3 g、DCC 0.282 g、NHS 0.156 g，溶于 10 ml

DMSO中，室温避光反应过夜，过滤除去反应副产物二环己基
脲，滤液在搅拌下逐滴滴入冰冷的含 30％丙酮的无水乙醚溶
液中，得黄色沉淀，再用无水乙醚洗2次，真空干燥，即得。

2.3 FA-CTS冻干粉末的制备

称取CTS 20 mg，溶于5 ml醋酸-醋酸钠缓冲液中，搅拌下
缓慢加入1 ml FA活性酯的DMSO溶液（20 mg/ml），30 ℃下避
光反应16 h后，调pH至9.0。将沉淀出的FA-CTS用蒸馏水洗

涤数遍后，重新溶于1％醋酸溶液，通过SepHadex G-10凝胶柱

进行分离，除去未反应的游离FA，洗脱液为1％醋酸溶液，流速

1.5 ml/min。采用紫外-可见分光光度计在363 nm波长处检测

洗脱过程，收集第一个流出的峰，冷冻干燥后即得FA-CTS冻

干粉末，备用[5]。

2.4 FA-CTS/DTX纳米粒混悬液的制备

将 FA-CTS 冻干粉末溶于 1％醋酸溶液中得 3 mg/ml

FA-CTS溶液。称取处方量DTX粉末溶于适量无水乙醇中，超

声至完全溶解，得DTX无水乙醇溶液。将两者混合，持续搅拌

下，缓慢加入 2 mg/ml STPP 溶液，搅拌 30 min，得到 FA-CTS/

DTX纳米粒混悬液。

2.5 包封率与载药量的测定[6]

精密移取适量 FA-CTS/DTX 或 CTS/DTX 于 1.5 ml EP 管

中，845×g离心 10 min，精密吸取上清液及未经离心处理的纳

米粒溶液适量，采用高效液相色谱法测定DTX含量，即得包封

药物含量和纳米粒总药物含量。按公式计算包封率＝（包封

药物含量/纳米粒总药含量）×100％；载药量＝（包封药物含量/

纳米粒质量）×100％。

2.6 粒径与跨距的测定

取FA-CTS/DTX纳米粒混悬液，使用激光粒度分析仪测定

其粒径和跨距。

2.7 星点设计-效应面法优化FA-CTS/DTX纳米粒制备工艺[7]

在预试验的基础上，选取对纳米微球性质影响较显著的3

个因素作为考察对象，即搅拌速率 X1（r/min）、DTX 加入量 X2

（μg）、CTS-STPP的质量比X3。以载药量、包封率、粒径和跨距

为指标，根据星点设计-效应面法[8]，每个因素取5个水平，包括

中心点、析因设计点、极值点，其中各因素的极值点设置为（处

方量为 2.5 mg）：X1为 300～2 000 r/min，X2为 0.1～1 μg，X3为

1～8。星点设计因素水平见表1，试验结果见表2。

表1 星点设计因素水平

Tab 1 Factors and levels in the central composite design

因素

X1，r/min

X2，μg

X3（mg/mg）

水平
-1.732

300

0.1

1（1.25 ∶1.25）

-1

660

0.29

2.50（2.5 ∶1）

0

1 150

0.55

4.50（2.0 ∶0.45）

1

1 640

0.81

6.52（2.17 ∶0.33）

1.732

2 000

1

8（2.22 ∶0.28）

表2 星点设计试验结果

Tab 2 Results of central composite design

序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15～20

X1

-1

1

-1

1

-1

1

-1

1

-1.732

1.732

0

0

0

0

0

X2

-1

-1

1

1

-1

-1

1

1

0

0

-1.732

1.732

0

0

0

X3

-1

-1

-1

-1

1

1

1

1

0

0

0

0

-1.732

1.732

0

载药量
（Y1），％

15.21

16.01

15.98

16.22

16.32

21.13

17.76

22.32

19.77

25.76

19.61

25.87

15.03

19.89

25.01

包封率
（Y2），％

59.81

60.18

56.38

61.21

73.21

80.21

79.95

81.62

65.21

73.56

72.68

78.89

50.86

75.32

86.56

平均粒径
（Y3），nm

429.0

418.6

440.2

452.9

250.1

248.6

289.1

330.8

263.6

268.1

298.1

350.2

561.7

276.7

230.5

跨距
（Y4）

0.781

0.774

0.807

0.796

0.202

0.186

0.227

0.198

0.605

0.310

0.112

0.206

0.981

0.232

0.131
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2.8 模型的预测和拟合
以 Y1、Y2、Y3、Y4作为指标，采用Design-Expert 8.0.6软件分

别对各因素各水平进行多元线性回归和二项式拟合。结果显
示，多元线性回归方程为：Y1＝11.286 17+3.029 88×10－3 X1+

4.048 36X2+0.800 56X3（R2＝0.268 9，P＞0.05）；Y2＝47.271 48+

4.130 12×10－3 X1+4.623 54X2+4.256 43X3（R2＝0.453 8，P＜0.05）；

Y3＝447.822 12+7.331 52×10－3 X1+71.971 95X2－39.649 41X3

（R2＝0.544 6，P＜0.05）；Y4＝1.013 65－8.366 69 × 10 － 5 X1 +

0.069 415X2－0.129 44X3（R2＝0.592 4，P＜0.05）。二项式方程
为：Y1＝－8.541 9 + 0.012 028X1 + 27.038 17X2 + 6.413 14X3－

8.103 24×10－4 X1X2+1.057 21×10－3 X1X3+0.402 4X2X3－5.789 92×

10－6 X1
2－21.506 99X2

2－0.781 79X3
2（R2＝0.848 2，P＜0.01）；

Y2＝－ 20.733 23 + 0.058 105X1 + 56.465 57X2 + 19.936 2X3 －

8.703 48×10－4 X1X2+4.404×10－4 X1X3+2.572 92X2X3－2.412 09×

10－5 X1
2－56.256 75X2

2－1.952 86X3
2（R2＝0.983 0，P＜0.01）；

Y3＝1 064.040 92－0.202 39X1－688.767 18X2－204.794 72X3+

0.066 327X1X2+4.810 13×10－3 X1X3+18.461 61X2X3+6.574 64×

10－5 X1
2+541.623 19X2

2+16.559 59X3
2（R2＝0.989 5，P＜0.01）；

Y4＝2.436 94－1.263 19×10－3 X1－0.346 69X2－0.515 60X3－

1.700 68×10－5 X1X2－3.426 74×10－6 X1X3－2.682 67×10－3 X2X3+

5.236 57×10－7 X1
2+0.403 39X2

2+0.043 414X3
2（R2＝0.958 3，P＜

0.01）。

比较方程发现，采用二项式方程拟合的R2均高于多元线
性回归方程，其中Y2、Y3、Y4的R2均大于 0.9，表明拟合度更好；

同时，二项式方程的P均小于0.01，表明可信度高，因此本文采
用二项式方程进行拟合。

以二项式方程拟合的数学模型为基础，使用 Design-Ex-

pert 8.0.6软件描绘三维效应面图。由于三维效应面图只能表
达含有两个自变量的函数，因此本试验固定其中一个影响较
小的自变量，设置其值为中心点值，其余两个自变量对应相应
考察指标，代入目标函数方程，绘制三维因变量效应图。由四
个二项式方程可以看出，X1前的系数均相对较小，即X1对 4个
考察指标的影响较小，故采用X2和X3对4个考察指标作三维效
应面图。载药量、包封率与X2、X3的三维效应面预测图见图1，

粒径、跨距与X2、X3的三维效应面预测图见图2。

由图1可知，当X3和X2较小时，载药量和包封率均较小；随

着两者的增大，包封率和载药量亦逐渐变大；而X3和X2超过一

定值时，包封率和载药量又有不同程度的降低。由图 2可知，

当X2增加时，粒径和跨距均较大；当X3较小时，粒径和跨距均

较大，随着X3的增大，粒径和跨距逐渐降低。综合各种因素，

确定最优处方工艺 X1＝1 300 r/min，X2＝0.58 μ g，X3＝5.55

（2.12 ∶0.38）。

2.9 最优处方验证试验

按照最优处方制备FA-CTS/DTX纳米粒3批，测定纳米粒

的载药率、包封率、粒径和跨距。最优处方验证试验结果见

表3。

表3 最优处方验证试验结果（n＝3）

Tab 3 Results of validation test of optimal formulation（n＝

3）

指标
载药量，％
包封率，％
粒径，nm

跨距

预测值
25.56

89.16

212.84

0.043

测定值
25.29±3.21

86.74±0.60

232.8±0.43

0.041±0.001 5

误差，％
1.06

2.71

9.38

4.65

2.10 FA-CTS/DTX纳米粒的体外释药试验

采用动态透析法，精密称取FA-CTS/DTX纳米粒 1.0 mg，

混悬于 2.0 ml磷酸盐缓冲液，置于透析袋中，将透析袋置于大

烧杯中，加20 ml 磷酸盐缓冲液，将烧杯置于（37±0.5）℃恒温

水浴，100 r/min搅拌24 h。分别于0.08、0.17、0.33、0.5、1、2、4、

8、12、24 h取释药介质 1 ml，然后补加等量新鲜介质。将取出

的释药介质过0.45 μm微孔滤膜后取续滤液，测定其中DTX的

含量，计算累积释药率，绘制释药曲线。结果显示，FA-CTS/

DTX纳米粒在30 min内的累积释药率为40.22％，随后缓慢释

放，24 h内的累积释药率为80.25％。累积释药曲线见图3。

3 讨论
CTS是具有大量氨基基团的离子聚合物，本研究利用氨

基与FA活性酯反应形成酰胺键，制备了FA-CTS，再采用离子

交联法与 STPP 反应形成了 FA-CTS/DTX 纳米粒。试验中发

现，FA-CTS/DTX纳米粒的包封率和载药量随CTS的分子质量

增大而提高，主要是因为分子质量大的CTS分子链较长，物理

包裹作用强。体外释药试验证明，该纳米粒具有一定的缓控

释能力，但在30 min内的累积释药率为40.22％，这可能归因于

吸附在纳米粒表面的药物分子与纳米粒相互作用力较弱，容

易从表面脱落；30 min后曲线变平缓，可能是由于药物基质的

溶蚀降解，药物经载体材料的水溶性孔道以扩散方式释放[8]。

综上，采用离子交联法制备FA-CTS/DTX，试验条件温和，

所得的纳米粒粒径均匀，具有一定的缓释能力。

图3 FA-CTS/DTX纳米粒的体外累积释药曲线

Fig 3 Drug release curves of FA-CTS/DTX nanoparticles in

vitro
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图2 粒径、跨距与X2、X3的三维效应面预测图

Fig 2 Three-dimensional response surface plot of particle

size and span with X2 and X3
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帕立骨化醇亚微乳注射液的处方和工艺研究
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中图分类号 R943 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2014）29-2743-04
DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2014.29.18

摘 要 目的：确定帕立骨化醇亚微乳注射液的处方和制备工艺。方法：以粒径为评价指标，筛选制备亚微乳的均质压力（700～

1 200 bar）和次数（6～14次）；以含量为评价指标，筛选亚微乳的pH（4.0～9.0）；以外观和杂质总量为评价指标，筛选灭菌温度和时

间（115 ℃、30 min；121 ℃、15 min；126 ℃、3 min）；以外观、粒径、包封率为评价指标，筛选亚微乳油相的组成[大豆油-中链甘油三

酸酯（15 ∶ 0～0 ∶ 15）]、卵磷脂用量（0.6％～1.8％）、泊洛沙姆188用量（0.2％～0.6％）；以Zeta电位和外观为评价指标，筛选油酸钠

用量（0～0.1％）；以pH和杂质总量为评价指标，筛选维生素E用量（0～0.08％）。按确定的工艺和处方制备的亚微乳注射液，分别

在4、25、40 ℃下放置6个月，观察其理化性质变化。结果：优选处方和工艺为15％油相[大豆油-中链甘油三酸酯（7.5 ∶ 7.5）]，1.5％
卵磷脂，0.5％泊洛沙姆188，0.1％油酸钠，0.08％维生素E，2.25％甘油；均质前调节至pH 8.0，900 bar压力下均质10次，再于121 ℃
灭菌15 min。所制亚微乳注射液在4、25 ℃下6个月内理化性质各指标无明显变化，40 ℃下放置6个月样品的pH和Zeta电位略有

下降，粒径和总杂质量有所增大。结论：该制剂处方合理，工艺可行，在4～25 ℃下质量稳定。

关键词 帕立骨化醇；亚微乳；处方；工艺

Study on the Formulation and Preparation Technology of Paricalcitol Submicroemulsion Injection
LAN Jie，GUAN Lu-han，ZHU Xue-lin（Chongqing Huapont Pharmaceutical Co.，Ltd.，Chongqing 401121，Chi-
na）

ABSTRACT OBJECTIVE：To determine the formulation and preparation technology of Paricalcitol submicroemulsion injection.

METHODS：Using particle size as index，homogenization pressure（700-1 200 bar）and times（6-14 times）of submicroemulsion

were screened；using content as index，pH of submicroemulsion was screened（4.0-9.0）；using appearance and total content of im-
purity as index，sterilization temperature and time were screened（115 ℃ for 30 min；121 ℃ for 15 min；126 ℃ for 3 min）；using
appearance，particle size and entrapment efficiency as index，the components of oil phase [soybean oil-median chain triglyceride
oil（15 ∶ 0-0 ∶ 15）]，the amount of lecithin（0.6％-1.8％）and poloxamer 188（0.2％-0.6％）were screened；using Zeta-potential and
appearance as index，the amount of sodium oleate was screened（0-0.1％）；using pH and total content of impurity as index，the
amount of vitamin E was screened（0-0.08％）. The physicochemical property of submicroemulsion injection prepared by technology
and formulation were observed after stored for 6 months at 4，25 and 40 ℃. RESULTS：The optimal formulation was as follows：
15％ oil phase [soybean oil-median chain triglyceride oil（7.5 ∶ 7.5）]，1.5％ lecithin，0.5％ poloxamer 188，0.1％ sodium oleate，
0.08％ vitamin E，2.25％ glycerin. The optimal preparation technology was as follows：pH value was adjusted to 8.0 before homog-
enization；coarse emulsion was homogenized for 10 cycles with pressure of 900 bar；the submicroemulsion was sterilized by auto-
claving for 15 min at 121 ℃. Prepared submicroemulsion injection was kept stable at 4 ℃ and 25 ℃ within 6 months. However，at
40 ℃，the pH value and Zeta potential decreased slightly within 6 months，meanwhile particle size and impurities amount in-
creased obviously. CONCLUSIONS：The formulation is reasonable and preparation technology is feasible. Paricalcitol submicro-
emulsion injection is stable at 4-25 ℃.
KEYWORDS Paricalcitol；Submicroemulsion；Formulation；Preparation technology
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