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壳聚糖修饰的雷公藤甲素聚乙二醇-聚乳酸纳米粒的制备及质量评价

李静1，周英1，徐秀玲2，王海南1，3* ，魏颖慧2* ，郭曼曼2，李范珠2
( 1. 贵州大学生命科学学院，贵阳 550025; 2. 浙江中医药

大学药学院，杭州 310053; 3. 国家食品药品监督管理总局，北京 100053)

摘要:目的 制备壳聚糖修饰的雷公藤甲素聚乙二醇-聚乳酸纳米粒，并对其质量进行评价。方法 通过降解反应合成低相对
分子质量壳聚糖，采用黏度测定法和酸碱滴定法测定其黏均相对分子质量和脱乙酰度; 以聚乙二醇-聚乳酸为载体材料，低相
对分子质量壳聚糖为修饰剂，采用乳化溶剂挥发法制备壳聚糖修饰的雷公藤甲素聚乙二醇-聚乳酸纳米粒; 并比较壳聚糖修饰
前后纳米粒的性质; 以纳米粒形态、粒径、Zeta电位、包封率、载药量及体外释放度为指标评价其质量。结果 壳聚糖的黏均相
对分子质量为 20 000，脱乙酰度为 90% ; 经壳聚糖修饰后，纳米粒的粒径和 Zeta电位均增大，包封率几无变化; 所制备的纳米
粒外观呈圆形或类圆形，平均粒径、Zeta 电位、包封率和载药量分别为( 202. 62 ± 1. 52 ) nm、( 0. 17 ± 0. 12 ) mV、( 58. 20 ±
2. 43) %和( 1. 25 ± 0. 13) %。体外释放实验表明，纳米粒体外释放 t1 /2为 1. 1 h，在 10. 0 h累积释放率达到 74. 0%。结论 壳
聚糖修饰对纳米粒的粒径及 Zeta电位影响较大; 制备的纳米粒包封率较高，粒径小，体外释放具有一定缓释特征。
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Preparation and Evaluation of Triptolide-Loaded Chitosan /PEG-PLA Nanoparticles
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ABSTRACT: OBJECTIVE To prepare triptolide-loaded chitosan /polyethylene glycol-polylactic acid ( PEG-PLA) nanoparticles and
to evaluate their quality. METHODS Low molecular weight chitosan was obtained by degradation reaction，and the viscosity-average
molecular weight and degree of deacetylation were determined by viscometry and acid-base titration method，respectively. The PEG-
PLA nanoparticles were prepared by emulsification solvent evaporation method with chitosan as modifying agent. Then，the influence of
modification of chitosan on the nanoparticles was investigated. The morphological characteristics，particle size，Zeta potential，encap-
sulation efficiency，drug loading and release in vitro of the prepared nanoparticles were evaluated. RESULTS The viscosity-average
molecular weight and degree of deacetylation of chitosan were 20 000 and 90%，respectively. The particle size and Zeta potential of the
nanoparticles increased after the modification of chitosan，while the encapsulation efficiency was almost the same. The shape of the pre-
pared nanoparticles was spherical，and the mean particle size，Zeta potential，encapsulation efficiency and drug loading were
( 202. 62 ± 1. 52) nm，( 0. 17 ± 0. 12) mV，( 58. 20 ± 2. 43) % and ( 1. 25 ± 0. 13) %，respectively. The release profiles showed that
the accumulated release rate of the nanoparticles was 50. 0% at 1. 1 h and reached 74. 0% at 10. 0 h. CONCLUSION Chitosan
modification can affect the particle size and Zeta potential. The nanoparticles show a certain sustained release characteristics with well-
distributed particle size as well as high entrapment efficiency.
KEY WORDS: triptolide; chitosan; PEG-PLA nanoparticle; quality evaluation

雷公藤甲素 ( triptolide，TP) 是从卫矛科雷公藤
属雷公藤( Tripterygium wilfoidii Hook. F) 根部提取分
离的含有 3 个环氧基的二萜内酯类化合物，是临床
常用药物雷公藤多苷片的主要有效成分之一，主要

用于治疗增殖性肾小球肾炎、肾病综合征、紫癜性及
狼疮性肾炎等肾脏疾病［1］。但 TP 水溶性差，治疗

窗窄，半衰期短，对消化系统、泌尿生殖系统和血液
系统等具有较大的毒副作用［2］，限制了其在临床肾

脏疾病治疗中的应用。
纳米粒作为药物输送载体，具有降低药物毒副

作用、靶向给药、增加疗效等优点。如 Li 等［3］将叶
酸化学键合至紫杉醇纳米粒表面，结果表明，该纳米
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粒能提高紫杉醇的肿瘤靶向性，明显降低化疗期间

全身毒性反应，增加了对肿瘤细胞杀伤作用。壳聚
糖( chitosan，CS) 是目前发现的唯一的天然碱性多
糖，具有良好的生物相容性、生物可降解性、低免疫
原性及低毒副作用等优点，且研究发现低相对分子

质量壳聚糖具有良好的肾靶向性［4］，但以低分子量

壳聚糖为载体材料的纳米粒体外释药行为难以控

制［5］。聚乙二醇-聚乳酸( polyethylene glycol-polylac-
tic acid，PEG-PLA) 也是一种常用的载体材料，所制
备的纳米粒具有良好的缓释作用［6］。因此，本实验
以 PEG-PLA 为载体材料，壳聚糖为修饰剂，制备了
壳聚糖修饰的雷公藤甲素聚乙二醇-聚乳酸纳米粒
( triptolide-loaded chitosan /PEG-PLA nanoparticles，
CS /TP-NPs) ，并对其进行了初步的质量评价。

1 材料和仪器
1. 1 药品与试剂

CS 原料( 上海伯奥生物科技有限公司，Mw =
650 000，90%脱乙酰度) ; 低相对分子质量 CS ( 自
制，Mη = 20 000，脱乙酰度为 90% ) ; PEG-PLA( 济南
岱罡生物工程有限公司，Mw = 10 000，其中 PEG 嵌
段 Mw = 2 000) ; 雷公藤甲素( 深圳振强生物技术有
限公司，纯度 ＞ 98%，批号 101115 ) ; 雷公藤甲素对
照品 ( 中国食品药品检定研究院，批号 111567-
200502) ; Poloxamer 188( 德国 BASF公司，批号 WP-
WA544C) ; 其他试剂均为分析纯。
1. 2 仪器

Agilent 1200 高效液相色谱仪( 美国 Agilent 公
司) ; CP225D 电子天平( 德国 Sartorius 公司) ; JEM-
1200EX透射电子显微镜( 日本 Jeol 公司) ; Nano － ZS
型粒径分析仪( 英国 Malvern 公司) ; HJ － 6B 多头磁
力加热搅拌机( 江苏金坛市金伟实验仪器厂) ;

HZ －9212S恒温振荡器( 江苏太仓市科教器材厂) ;
DZG －6050 真空干燥箱( 上海森信实验仪器有限公
司) ; TGL －16B高速台式离心机( 上海安亭科学仪器
厂) ; DL5M低速冷冻离心机( 湖南长沙凯达科学仪器
有限公司) ; 99 －ⅡDN 型超声波细胞粉碎机( 宁波新
芝生物科技股份有限公司) ; FJ －200高速分散均质机
( 上海标本模型厂) ;透析袋( 美国 Viskase公司，截留相
对分子质量 7 000) ; ATS 高压均质机( 加拿大 ATS 公
司) ; Labconco冷冻干燥机( 美国 Labconco公司)。

2 实验方法
2. 1 低相对分子质量 CS 的合成及相对分子质量、

脱乙酰度的测定

2. 1. 1 低相对分子质量 CS 的合成 前处理: 取 CS
原料适量分散于 80 倍( mL·g －1 ) 5. 0%的醋酸中，自
然溶胀 3 h 后磁力搅拌溶解，滤过，滤液用 5
mol·L －1氢氧化钠溶液调节 pH至 11时，析出胶状絮
凝物，用蒸馏水洗至中性。所得絮状物重复上述纯化
操作流程 2次，收集絮凝物分别用无水乙醇和丙酮脱
水数次，45 ℃真空干燥 4 h，收集干燥物备用。
降解反应: 参照文献［7］并稍加修改，取上述干

燥物 10. 0 g溶于 1 500 mL体积分数 0. 45%盐酸中，
置于55 ℃水浴中搅拌2 h后，加入15 mL 30%过氧化
氢调节浓度至 0. 3%，搅拌反应 2 h 后，滴加 5 mol·
L －1氢氧化钠溶液调节 pH至 11 终止反应，4 000 r·
min －1离心，用蒸馏水将沉淀洗至中性，并抽滤除去多

余水分，收集沉淀，冷冻干燥，过筛，备用。
2. 1. 2 黏均分子质量及脱乙酰度的测定 黏均分
子质量的测定: 采用黏度测定法［8］，根据 Mark-Hou-
wink方程计算壳聚糖的黏均分子质量:
［η］ = 0. 006 589 Mη

0. 88

式中［η］为特性黏度( dL·g －1 ) ; Mη为黏均分

子质量( Daton) 。
脱乙酰度( degree of deacetylation，DD) 的测定:

采用酸碱滴定法［9］，以甲基橙-苯胺蓝为指示剂，按
下式计算壳聚糖的 DD:

DD% =
( cHClVHCl － cNaOHVNaOH ) × 0. 016

mchitosan × 9. 94%
×100%

式中 cHCl为盐酸标准溶液的浓度( mol·L －1 ) ;

cNaOH为氢氧化钠标准溶液的浓度( mol·L －1 ) ; VHCl为

加入盐酸标准溶液的体积( mL) ; VNaOH为滴定消耗氢

氧化钠标准溶液的体积( mL) ; 0. 016 为与 1 mL 1
mol·L －1 HCl溶液相当的氨基质量( g) ; mChitosan为干

燥至恒重壳聚糖的质量( g) ; 9. 94%为理论氨基含量。
2. 2 纳米粒的制备
称取处方量的 TP 和 PEG-PLA 溶于二氯甲烷溶

液中构成有机相，在 1 500 r·min －1磁力搅拌下，将有

机相缓慢加入到 30 g·L －1poloxamer 188水溶液的水
相中;探头超声 2 min( 360 W，工作 2 s，停 1 s) ，得到
的初乳经 FJ －200高速分散均质机分散后磁力搅拌 3
h，挥去有机溶剂，再经 900 bar高压均质，循环 10 次，
将此初乳分散至一定体积的分散介质中( 10 g·L －1

poloxamer 188，2 mg·mL －1壳聚糖，5 mL·L －1醋酸) ，

得到带有蓝色乳光的 CS /TP-NPs混悬液。
2. 3 CS修饰前后纳米粒的性质比较

CS修饰的纳米粒( CS /TP-NPs) 即按“2. 2”项
·107·
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下方法制备; 未修饰的纳米粒( TP-NPs) 制备方法同
“2. 2”，但在分散介质中不添加壳聚糖。以粒径、包
封率、Zeta电位为指标考察壳聚糖修饰剂对纳米粒
的影响。
2. 4 分析方法的建立
2. 4. 1 HPLC色谱条件 色谱柱: Hypersil ODS2 柱
( 4. 6 mm × 200 mm，5 μm) ; 流动相: 甲醇-水( 43 ∶
57) ; 流速: 1. 0 mL·min －1 ; 柱温: 25 ℃ ; 检测波长:
218 nm; 进样量: 20 μL。
2. 4. 2 方法专属性 分别取 TP 对照品、空白纳米
混悬液和 CS /TP-NPs 混悬液适量，甲醇溶解，按
“2. 4. 1”项下 HPLC色谱条件测定。
2. 4. 3 线性范围 精密称取减压干燥至恒重的 TP
对照品 5. 0 mg，置于 10 mL量瓶中，用甲醇溶解并稀
释至刻度，得质量浓度为 500. 00 μg·mL －1的 TP 对
照品贮备液。分别精密量取 0. 25，0. 50，1. 00，2. 00，
4. 00 mL，用甲醇稀释至 10 mL，摇匀，得质量浓度分
别为 12. 50，25. 00，50. 00，100. 00，200. 00 μg·mL －1

的系列溶液，按“2. 4. 1”项下 HPLC色谱条件测定，以
峰面积( A) 对质量浓度( ρ) 进行线性回归。
2. 4. 4 精密度实验 取 TP 对照品贮备液，配制成
质量浓度分别为 12. 50，50. 00，200. 00 μg·mL －1的

低、中、高 3 个浓度的对照品溶液，按“2. 4. 1”项下
HPLC色谱条件测定，分别于 1 d 内测定 5 次，连续
测定 5 d。
2. 4. 5 重复性实验 取同一批次制备的 CS /TP-NPs
混悬液 6份，精密量取 1 mL至 10 mL量瓶，用甲醇稀
释至刻度。按“2. 4. 1”项下 HPLC色谱条件测定。
2. 4. 6 稳定性实验 取 CS /TP-NPs 混悬液放置于
室温下，于 0，2，4，8，12，24 h 分别按“2. 4. 1”项下
HPLC色谱条件测定。
2. 4. 7 回收率实验 精密量取已知含量 CS /TP-
NPs 1. 0 mL，分别精密加入质量浓度为 500. 0 μg·
mL －1TP对照品贮备液 0. 25、1. 00、4. 0 mL，置于 10
mL量瓶中，加入甲醇适量超声，并稀释至刻度，配制
成低、中、高 3 个质量浓度的溶液。经 0. 22 μm微孔
滤膜滤过，取续滤液按“2. 4. 1”项下色谱条件进行
测定，计算加样回收率。
2. 5 纳米粒的质量评价
2. 5. 1 纳米粒外观形态考察及粒径和 Zeta 电位的
测定 吸取少量采用最优工艺制备的 CS /TP-NPs
混悬液滴至铜网上，静置 2 min 后用滤纸片吸干，再
滴加 2. 0% 磷钨酸溶液负染 2 min，自然挥干，用
JEM －1200EX透射电子显微镜观察纳米粒的形态。

采用 Nano-ZS型粒径分析仪测定平均粒径、多分散
系数( polydispersity，PDI) 及 Zeta电位。
2. 5. 2 包封率与载药量测定 精密量取 CS /TP-NPs
混悬液 1 mL于具塞离心管中，13 000 r·min －1离心

40 min，取上清液经 0. 22 μm 微孔滤膜滤过，取续滤
液按“2. 4. 1”项下色谱条件测定游离 TP的含量;取沉
淀用蒸馏水洗涤，真空冷冻干燥后精密称定 CS /TP-
NPs总重量。另精密量取 CS /TP-NPs混悬液 1 mL置
于 10 mL量瓶中，加入甲醇适量超声，并稀释至刻度，
经 0. 22 μm 微孔滤膜滤过，取续滤液按“2. 4. 1”项下
色谱条件测定 CS /TP-NPs 混悬液中 TP 的总含量。
按下式计算 CS /TP-NPs 的包封率( encapsulation effi-
ciency，EE) 和载药量( drug loading，DL) :

EE% = ( W0 － W1 ) /W0 × 100%
DL% = ( W0 －W1 ) /Wt × 100%
式中，W0 : CS /TP-NPs 中的总药物量; W1 : CS /

TP-NPs中游离药物量; Wt : CS /TP-NPs的总重量。
2. 5. 3 体外释放实验 分别精密量取 TP 溶液和
CS /TP-NPs混悬液 4. 0 mL，置于预先处理好的透析
袋中，密封后置于 300 mL 含体积分数 20%乙醇的
pH 7. 4 PBS缓冲液中，于( 37 ± 0. 5 ) ℃恒温水浴振
荡( 75 r·min －1 ) ，定时取样 1. 0 mL，并立即补加等
量同温释放介质，样品按“2. 4. 1”项下 HPLC色谱条
件测定，计算累积释放率，绘制体外释放曲线。

3 结 果
3. 1 CS相对分子质量和脱乙酰度的测定
测得“2. 1. 1”项下 CS 的 Mη为 20 000，DD 为

90%。
3. 2 分析方法的建立
按“2. 4. 1”项下 HPLC 色谱条件测定，TP 的保

留时间为 6. 9 min，辅料和溶剂对药物测定均无干
扰，专属性良好，见图 1。在 12. 5 ～ 200 μg·mL －1

内，TP标准曲线方程为 A = 57. 330ρ － 301. 783，r =
0. 999 9，表明 TP在 12. 5 ～ 200 μg·mL －1内与峰面

积呈良好的线性关系。
按“2. 4. 4”项下方法测定精密度，测得低、中、

高 3 个浓度的 TP对照品溶液的日内精密度 RSD分
别为 1. 84%，1. 05%，1. 70%，日间精密度 RSD分别
为 1. 67%，1. 51%，2. 69%。按“2. 4. 5”项下方法测
定重复性，测得 RSD 为 1. 93%。按“2. 4. 6”项下方
法测定稳定性，考察室温对 TP 稳定性的影响，测得
RSD为 2. 04%。按“2. 4. 7”项下方法测定加样回收
率，低、中、高 3 个浓度溶液的平均回收率分别为
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97. 6%、99. 7%、98. 6%，RSD 分 别 为 1. 80%、
1. 22%、1. 93%。平均回收率均在 97%以上，满足
方法学要求。
3. 3 CS修饰前后纳米粒的性质比较

CS修饰对纳米粒的性质影响结果见表 1。由
表 1 可知，CS 修饰 TP-NPs 后，纳米粒的粒径增大，
Zeta电位转为正值，但包封率几无变化。
3. 4 纳米粒的质量评价
3. 4. 1 CS /TP-NPs外观形态考察、粒径及 Zeta电位
的测定 由透射电镜照片可知，CS /TP-NPs 呈圆形
或类圆形，大小及分布较均匀，粒子之间未见粘连和

聚集现象; CS /TP-NPs 的平均粒径为 ( 202. 62 ±
1. 52) nm，PDI 为 ( 0. 232 ± 0. 009 ) 、Zeta 电位为
( 0. 17 ± 0. 12) mV，见图 2，3。
3. 4. 2 CS /TP-NPs 包封率与载药量 CS /TP-NPs
的包封率和载药量分别为 ( 58. 20 ± 2. 43 ) % 和
( 1. 25 ± 0. 13) %。
3. 4. 3 体外释放实验 在含体积分数 20%乙醇的
pH 7. 4 PBS缓冲液中，TP 在释放介质中释放很快，
由体外释放曲线直接提取参数得 t1 /2为 0. 6 h，至
2. 5 h药物已基本释放完全，累积释放率达 99. 9%。
CS /TP-NPs前期释放具有一定的突释现象，t1 /2为
1. 1 h，随后释放曲线渐趋平稳，缓慢释放，在 10. 0 h
累积释放率达到 74. 0%，显示出一定的缓释特征。
体外释放曲线见图 4。

4 讨 论
4. 1 CS常压烘干易结块，硬度大，不易粉碎，而采
用冷冻干燥或乙醇脱水后真空干燥效果较好，与文

献［10］报道一致。CS 在干燥过程中，随着溶剂及
水分的蒸发，CS较为伸展的分子链由于脱溶剂化而
不断卷曲，分子链之间的缠绕或结合趋于紧密。常

图 1 空白 NPs( A) ，TP 对照品( B) ，CS /TP-NPs( C) 的高效
液相色谱图

Fig. 1 HPLC Chromatograms of blank nanoparticles ( A) ，TP
standard solution ( B) ，CS /TP-NPs ( C)

表 1 TP-NPs和 CS /TP-NPs的特性 . n = 3，珋x ± s
Tab. 1 Characteristics of TP-NPs and CS /TP-NPs. n = 3，珋x ± s

Type of nanoparticles Particle size /nm PDI Encapsulation efficiency /% Zeta potential /mV

TP-NPs 287. 3 ± 8. 7 0. 208 ± 0. 017 40. 9 ± 1. 94 － 4. 33 ± 0. 21

CS /TP-NPs 302. 9 ± 5. 1 0. 260 ± 0. 019 38. 5 ± 2. 83 0. 14 ± 0. 13

图 2 CS /TP-NPs透射电镜照片( × 100 000)
Fig. 2 TEM Photograph of CS /TP-NPs ( × 100 000)

图 3 CS /TP-NPs粒径分布
Fig. 3 Particle size distribution of CS /TP-NPs
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图 4 TP和 CS /TP-NPs体外释放曲线 . n = 3，珋x ± s

Fig. 4 In vitro release profiles of TP and CS /TP-NPs. n = 3，

珋x ± s

压烘干时水分蒸发慢，分子链得到了充分卷曲和缠

绕，因此形成的 CS 颗粒较粗; 真空干燥促进了 CS
分子链的运动，分子间的缠绕或结合减少，因此真空

干燥后的 CS较疏松; 冷冻干燥时水分升华逸出，在
CS中间留下小孔，因此冷冻干燥后的 CS较膨松。
4. 2 本实验中 CS以直接吸附的方式修饰 TP-NPs，
相关文献［11］表明，以直接吸附方式修饰纳米粒
时，CS可通过静电作用吸附在纳米粒表面。本实验
结果显示，未修饰 CS 的 TP-NPs 为负电性，经 CS 修
饰后逆转为正电性，此结果也证实了 CS 已经修饰
至纳米粒表面; 经 CS 修饰后纳米粒的粒径增大，其
原因可能是 CS 修饰增加了纳米粒的黏性，从而使
其更容易发生聚集或 CS 修饰至纳米粒后，使纳米
粒表面增加了一层 CS薄膜，从而使粒径增大。
纳米粒制备过程中，在 PEG-PLA和水相固定的

情况下，随着有机相体积的减少，有机相黏度增大，

有机相向水相中扩散的速率减慢，从而使药物从有

机相向水相中扩散的阻力增大，包封率增大; 但有机

相黏度过大，会使纳米粒的粒径和多分散指数增

大［12］。当 PEG-PLA 和有机相体积固定时，随着水
相体积增大，药物从有机相向水相中扩散的阻力减

小，包封率下降。此外，在处方因素固定的情况下，
随着均质次数的增加，初乳在长时间的剪切力下形

成了更细小的乳滴，纳米粒粒径减小，包封率几无

变化。
4. 3 释放介质的选择需综合考虑药物的溶解性以
及对体液的模拟，TP 为难溶性药物，在普通的释放
介质( 生理盐水、PBS 缓冲液) 中溶解度极小，无法
准确测定其释放度。文献［13］报道，TP在含有一定
乙醇的 PBS 缓冲液中溶解性能较好。故本实验选
用含体积分数 20%乙醇的 pH 7. 4 PBS 缓冲液作为
释放介质。

由于药物在纳米粒中可能有多种存在方式，如

包封于纳米粒内，吸附纳米粒的表面或浅层，因此会

对纳米粒的释药行为有不同影响。本实验中，纳米
粒在 1. 1 h累计释放率达到了 50%，可能是存在于
表面或浅层药物的快速释放; 而 1. 1 ～ 10. 0 h 释放
相对缓慢，可能是由于包封于纳米粒内的 TP 通过
纳米粒微孔的扩散较困难，其释放主要依赖于聚合

物的降解。此外，聚合物的相对分子质量、纳米粒的
粒径、包封率及载药量等都可能会对药物释放产生
一定的影响［13］。
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