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以叶酸修饰的乳酸羟基乙酸共聚物为载体的
紫杉醇靶向纳米粒的构建与评价

吴燕，田姗，孔健，徐荣

（空军总医院药学部，北京　１００１４２）

摘要：目的　以叶酸修饰的生物可降解材料乳酸羟基乙酸共聚物（ＰＬＧＡＰＥＧＦＯＬ）为载体，构建紫杉醇靶向纳米粒并进行评
价。方法　采用乳化分散法，以溶液稳定性、粒径和包封率为评价指标，通过考察乳化剂的用量、有机相种类、水相与有机相
比例、聚合物分子量、药载比、剪切速度等因素对纳米粒制备的影响，确定最优处方和制备工艺，并对纳米粒的形态、粒径、Ｚｅｔａ
电位、包封率及载药量进行评价。结果　合成了载体 ＰＬＧＡＰＥＧＦＯＬ；制备的紫杉醇靶向纳米粒为均匀球形粒子，粒径为
（８８．２±６．７）ｎｍ，Ｚｅｔａ电位为（５６．５±４．２）ｍＶ，包封率为（９２．９±３．２）％，载药量为（４．８±１．３）％。结论　纳米粒制备方法简
便易行，重现性好。制备的纳米粒大小均匀，粒度分布较窄，包封率和载药量较高。
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　　肿瘤多药耐药（Ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＭＤＲ）和
化学药物对肿瘤组织的低选择性是临床上化疗失

败的主要原因［１］。紫杉醇（ｐａｃｌｉｔａｘｅｌ，ＰＴＸ）是被美
国食品药品监督管理局（ＦＤＡ）及欧洲药品管理局
（ＥＭＡ）批准的用于治疗乳腺癌和卵巢癌的一线化
学药物。其难溶于水（＜６ｍｇ·Ｌ－１），口服生物利
用度差［２］。临床以聚氧乙烯蓖麻油和乙醇溶解后

给药，给药后存在严重过敏反应、肾毒性、神经毒

性、心脏毒性等不良反应，使其临床应用受到限

制［３－４］。为了解决紫杉醇溶解性和探索逆转肿瘤多

药耐药性的新途径，我们以叶酸修饰的生物可降解

材料乳酸羟基乙酸共聚物（ＰＬＧＡＰＥＧＦＯＬ）为载
体，以泊洛沙姆（ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ６８）、卵磷脂和双十二烷
基二甲基溴化铵（ＤＤＡＢ）为乳化剂来构建紫杉醇靶
向纳米粒。探索叶酸介导的载药系统在叶酸主动

靶向能力、长循环纳米粒的被动靶向作用、Ｐｌｕｒｏｎｉｃ
Ｆ６８克服耐药作用，三者协同增效后临床应用的可
行性；希望在靶向缓释技术改善肿瘤治疗现状的应

用基础研究方面取得一些重要的创新性成果。

１　仪器与材料
紫外分光光度计（型号：ＵＶ２４０１，日本岛津）；

高效液相色谱仪（美国Ａｇｉｌｅｎｔ）；傅里叶变换红外光
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谱仪（型号：Ｎｉｃｏｌｅｔ５７００，美国热电公司）；核磁共振
谱仪（ＢＲＵＫＥＲＡＶＩＩＩ５００１ＨＮＭＲ）；电子分析天平

（型号：ＢＳ１１０Ｓ，Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ）；１０Ｋ超滤离心管（美国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）；ＬＣ４０１６型低速离心机（上海资一仪器

设备有限公司）；冷冻干燥机（北京四环科学仪器

厂）；纳米粒度仪（型号：Ｗｉｎｎｅｒ８０２，济南微纳）；透

射电子显微镜（型号：ＪＥＭ１４００ｐｌｕｓ，日本 ＪＥＯＬ）；

Ｂ２５高速剪切机；紫杉醇（江苏红豆杉药业有限公

司，含量９９．４％）；聚乳酸羟基乙酸共聚物（ＰＬＧＡ，

端羧基，７５∶２５，Ｍｒ＝１．１万，济南岱罡生物工程有限

公司）；Ｈ２ＮＰＥＧＮＨ２（Ｍｒ＝２０００，嘉兴博美生物技
术有限公司）；双十二烷基二甲基溴化铵（ＤＤＡＢ，美

国Ｓｉｇｍａ公司）；ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ６８（德国 ＢＡＳＦ公司）；溶

血卵磷脂（ＭＳＰＣ，上海艾伟特）；Ｎ，Ｎ＇二环己基碳二

亚胺（ＤＣＣ）、Ｎ羟基琥珀酰亚胺（ＮＨＳ，Ｆｌｕｋａ公

司）；叶酸（ＦＯＬ，Ｓｉｇｍａ）；乙腈为色谱纯。

２　方法与结果
２．１　叶酸修饰载体ＰＬＧＡＰＥＧＦＯＬ的合成［５－６］

２．１．１　ＰＬＧＡＰＥＧＮＨ２的合成　取５ｇＰＬＧＡ溶于
二氯甲烷中，加入２０６ｍｇＤＣＣ和１１５ｍｇＮＨＳ，于室

温在氮气中活化２４ｈ（ＰＬＧＡ／ＮＨＳ／ＤＣＣ摩尔比为

１∶２∶２）。将合成溶液加至冰冷的二乙醚中进行过滤

和沉淀，并将活化的 ＰＬＧＡ于真空中完全干燥。将

溶有活化的ＰＬＧＡ（１ｇ）的８ｍＬ二氯甲烷溶液，滴

加至２ｍＬ溶有２．１ｇＨ２ＮＰＥＧＮＨ２的二氯甲烷溶
液中，边加边缓慢搅拌。在氮气中反应６ｈ（ＰＬＧＡ／

Ｈ２ＮＰＥＧＮＨ２摩尔比为１∶５），通过加入冰冷的二
乙醚进行沉淀。对沉淀的胺端基二嵌段共聚物

（ＰＬＧＡＰＥＧＮＨ２）进行过滤和干燥。
２．１．２　ＰＬＧＡＰＥＧＦＯＬ的合成　取５００ｍｇＰＬＧＡ

ＰＥＧＮＨ２、１３ｍｇＦＯＬ和１３ｍｇＤＣＣ，溶于５ｍＬ二甲
基亚砜（ＤＭＳＯ）中，室温反应７ｈ，然后加入５０ｍＬ
蒸馏水，３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心。弃去沉淀，取上清液

进行透析和干燥，即得ＰＬＧＡＰＥＧＦＯＬ。

２．２　叶酸修饰载体ＰＬＧＡＰＥＧＦＯＬ的表征

２．２．１　ＰＬＧＡＰＥＧＦＯＬ的红外光谱检测　图１红

外光谱图显示：ＰＬＧＡＰＥＧＦＯＬ除显示了乳酸羟基
乙酸共聚物的全部吸收峰以外，还在１６２７ｃｍ－１和
１５７７ｃｍ－１新出现了苯环骨架振动引起的特征吸收
峰［７］，说明叶酸成功连接到乳酸羟基乙酸共聚物高
分子链上［８］。

图１　叶酸修饰ＰＬＧＡＰＥＧＦＯＬ的红外光谱

２．２．２　ＰＬＧＡＰＥＧＦＯＬ的１Ｈ核磁共振检测　从图
２及氢质子峰归属显示，叶酸修饰乳酸羟基乙酸共
聚物的制备成功［９］。

图２　叶酸修饰乳酸羟基乙酸共聚物的１Ｈ核磁共振谱图

２．３　紫杉醇纳米粒的制备
２．３．１　乳化剂用量的影响　固定有机相为二氯甲
烷，水相与有机相的比例为 ２∶１（ｖ／ｖ），药载比为
１∶１０（ｗ／ｗ），考察加入乳化剂的用量对制剂稳定性
的影响。结果表明，乳化剂用量分别为 ＭＳＰＣ
０．０１％（ｗ／ｖ）、ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ６８０．１％（ｗ／ｖ）、ＤＤＡＢ
０．４％（ｗ／ｖ）时，乳化剂用料较少且所制备的纳米粒
包封率较高、粒径较小。具体见表１。
２．３．２　有机相种类的影响　固定水相与有机相的
比例为２∶１（ｖ／ｖ），药载比为１∶１０（ｗ／ｗ），乳化剂用
量分别为 ＭＳＰＣ０．０１％（ｗ／ｖ）、ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ６８０．１％
（ｗ／ｖ）、ＤＤＡＢ０．４％（ｗ／ｖ），考察不同有机相种类
（二氯甲烷、丙酮、乙酸乙酯）对纳米粒包封率和粒

径的影响。结果表明，相同条件下二氯甲烷制备的

制剂包封率较高且粒径较小，故选择二氯甲烷作为

有机相溶剂。具体见表２。
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表１　乳化剂用量对纳米粒包封率和粒径的影响

ＭＳＰＣ

（ｗ／ｖ）／％

ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ６８

（ｗ／ｖ）／％

ＤＤＡＢ

（ｗ／ｖ）／％

包封率／

（％，ｘ±ｓ）

粒径／

（ｎｍ，ｘ±ｓ）

０．００５ ０．１０ ０．４ ８０．３±１．７ １６６．２±１２．４

０．０１０ ０．１０ ０．４ ９２．５±２．９ ８９．１±６．２

０．０２０ ０．１０ ０．４ ９１．８±３．３ ８２．１±５．４

０．０１０ ０．０５ ０．４ ８７．７±２．３ １３９．０±９．３

０．０１０ ０．１０ ０．４ ９２．５±２．９ ８９．１±６．２

０．０１０ ０．２０ ０．４ ９２．６±３．６ １０７．２±７．０

０．０１０ ０．１０ ０．２ ８２．３±２．５ １８０．２±１４．１

０．０１０ ０．１０ ０．４ ９２．５±２．９ ８９．１±６．２

０．０１０ ０．１０ ０．６ ９３．０±３．８ ８６．２±５．３

表２　有机相种类对纳米粒包封率和粒径的影响／ｘ±ｓ

有机相种类 包封率／％ 粒径／ｎｍ

二氯甲烷 ９２．５±２．９ ８９．１±６．２

丙酮 ８５．３±４．４ １７８．９±５．２

乙酸乙酯 ９０．４±３．８ １３０．１±３．１

２．３．３　水相与有机相比例的影响　固定有机相为
二氯甲烷，药载比为１∶１０（ｗ／ｗ），乳化剂用量分别
为ＭＳＰＣ０．０１％（ｗ／ｖ）、ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ６８０．１％（ｗ／ｖ）、
ＤＤＡＢ０．４％（ｗ／ｖ），考察不同水相与有机相比例
（Ｗ／Ｏ分别为１∶１、２∶１、３∶１，ｖ／ｖ）对纳米粒包封率和
粒径的影响。结果表明，随着 Ｗ／Ｏ的减小，纳米粒
包封率增加，但同时粒径明显增大。综合考虑，选

择Ｗ／Ｏ（２∶１，ｖ／ｖ）来制备纳米粒。具体见表３。

表３　水相与有机相比例对纳米粒包封率和粒径的影响／ｘ±ｓ

水相与有机相比例（Ｗ／Ｏ，ｖ／ｖ） 包封率／％ 粒径／ｎｍ

１∶１ ９４．１±１．５ ２０２．０±７．３

２∶１ ９２．５±２．９ ８９．１±６．２

３∶１ ８５．５±２．９ ６３．１±４．８

２．３．４　聚合物分子量的影响　固定有机相为二氯
甲烷，水相与有机相的比例为２∶１（ｖ／ｖ），药载比为
１∶１０（ｗ／ｗ），乳化剂用量分别为 ＭＳＰＣ０．０１％（ｗ／
ｖ）、ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ６８０．１％（ｗ／ｖ）、ＤＤＡＢ０．４％（ｗ／ｖ），
考察不同分子量（Ｍｒ分别为１．１、２．５、４．５万）聚合
物对纳米粒包封率和粒径的影响。结果表明，随着

ＰＬＧＡ分子量的增加，包封率无明显变化，粒径明显
增大。故选择Ｍｒ＝１．１万的 ＰＬＧＡ作为载体材料。
具体见表４。

表４　聚合物分子量比例对纳米粒包封率和粒径的影响／ｘ±ｓ

聚合物分子量／万 包封率／％ 粒径／ｎｍ

１．１ ９２．５±２．９ ８９．１±６．２

２．５ ９１．８±３．５ １６９．７±９．０

４．５ ９２．２±３．９ ２２０．１±７．４

２．３．５　药载比的影响　固定有机相为二氯甲烷，
水相与有机相的比例为２∶１（ｖ／ｖ），乳化剂用量分别
为ＭＳＰＣ０．０１％（ｗ／ｖ）、ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ６８０．１％（ｗ／ｖ）、
ＤＤＡＢ０．４％（ｗ／ｖ），考察不同药载比（１∶８、１∶１０、
１∶１２，ｗ／ｗ）对纳米粒径和包封率的影响。结果表
明，随着药载比的减小，包封率逐渐增加，但同时粒

径也逐渐增大。综合考虑，选择药载比（１∶１０，ｗ／ｗ）
来制备纳米粒。具体见表５。

表５　药载比对纳米粒包封率和粒径的影响／ｘ±ｓ

药载比（ｗ／ｗ） 包封率／％ 粒径／ｎｍ

１∶８ ９３．６±２．１ １５２．６±５．５

１∶１０ ９２．５±２．９ ８９．１±６．２

１∶１２ ８７．７±４．５ ７１．４±４．２

２．３．６　剪切速度的影响　固定水相与有机相的比
例为２∶１（ｖ／ｖ），药载比为１∶１０（ｗ／ｗ），乳化剂用量
分别为ＭＳＰＣ０．０１％（ｗ／ｖ）、ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ６８０．１％（ｗ／
ｖ）、ＤＤＡＢ０．４％（ｗ／ｖ），考察不同剪切速度（１０
０００、１３０００、１６０００ｒ·ｍｉｎ－１）对纳米粒径和包封率
的影响。结果表明，随着剪切速度的增大，粒径逐

渐减小，但包封率先增大后减小，故选择１３０００ｒ·
ｍｉｎ－１的剪切速度来制备纳米粒。具体见表６。

表６　剪切速度对纳米粒包封率和粒径的影响／ｘ±ｓ

剪切速度／ｒ·ｍｉｎ－１ 包封率／％ 粒径／ｎｍ

１００００ ８４．２±４．０ １４４．５±６．２

１３０００ ９２．５±２．９ ８９．１±６．２

１６０００ ８７．３±４．５ ６３．１±４．８

２．４　最优处方工艺验证　根据上述试验结果，确
定最优处方和制备工艺为：采用乳化分散法，精密
称取１００ｍｇＰＬＧＡＰＥＧＦＯＬ、１０ｍｇ紫杉醇和２５ｍｇ
ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ６８，加入２５ｍＬ二氯甲烷，超声溶解后作
为油相；精密称取５ｍｇＭＳＰＣ、２５ｍｇＰｌｕｒｏｎｉｃＦ６８和
２％ ＤＤＡＢ水溶液１０ｍＬ，加入４０ｍＬ蒸馏水，水浴
加热（６５℃）溶解后作为水相。在高速剪切机搅拌
下将油相缓慢加至水相中形成 Ｏ／Ｗ乳液，滴加完
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毕后继续高速剪切３～５ｍｉｎ。将该乳剂在磁力搅
拌下加入适量的水，继续搅拌过夜使二氯甲烷完全

挥发。将所得纳米粒混悬液先低速离心（１０００ｒ·
ｍｉｎ－１，２０ｍｉｎ）除去大颗粒聚集物，再置超滤管中离
心（３５００ｒ·ｍｉｎ－１，３０ｍｉｎ），收集沉淀，冷冻干燥
即得。

２．５　冷冻干燥工艺考察　为了得到分散性和流动
性较好的粉末，分别考察了不加冻干保护剂、加入

甘露醇、蔗糖两种不同冻干保护剂，以及加入不同

浓度冻干保护剂（３％、５％、７％，ｗ／ｖ）对冻干产物外
观和流动性的影响。结果表明，加入５％蔗糖时，得
到的冻干产物为流动性较好的淡黄色粉末。

２．６　纳米粒形态观察　取冻干的纳米粒适量，加
蒸馏水稀释至适宜浓度，取１～２滴纳米粒胶态混
悬液置于铜网上，用１．５％磷钨酸溶液染色，室温晾
干，于透射电子显微镜下观察纳米粒的形态并拍

照。从图３中可以看出，制备的纳米粒为球形粒
子，大小均匀。

图３　载药纳米粒透射电镜图（１．５％磷钨酸溶液染色）

２．７　纳米粒粒径和 Ｚｅｔａ电位测定　称取适量冻
干纳米粒，加一定量的蒸馏水稀释，取１ｍＬ溶液
加入纳米粒度仪的样品池中，测定粒径及粒度分

布。结果表明，纳米粒的平均粒径为（８８．２±
６．７）ｎｍ，粒度分布较窄。见图 ４，Ｚｅｔａ电位
（５６．５±４．２）ｍＶ。
２．８　纳米粒载药量和包封率的测定
２．８．１　色谱条件　色谱柱：Ｃ１８柱（ＶｅｎｕｓｉｌＸＢＰ１５０
ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：乙腈∶水 ＝５０∶５０；检

图４　纳米粒的粒径及粒度分布图

测波长：２２７ｎｍ；柱温：２５℃；流速：１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１；
进样量：１０μＬ。
２．８．２　系统适用性试验　取本品适量，以流动相
配制成１００ｍｇ·Ｌ－１的溶液，平行配制６份，作为供
试品溶液进行测定。主峰峰面积的 ＲＳＤ＝
０．６５２％，主峰保留时间的 ＲＳＤ＝０．０６９％，主峰的
拖尾因子＜２．０，主峰的理论塔板数＞３０００，结果表
明，该方法系统适用性良好。

２．８．３　专属性　在选定的色谱条件下，处方中的
辅料不干扰主药的测定。

２．８．４　方法的精密度　为了验证方法的精密度进
行了进样精密度、重复性和中间精密度试验。（１）
进样精密度：取本品适量，以流动相配制成 １００
ｍｇ·Ｌ－１的溶液，作为供试品溶液，连续进样６针。
其ＲＳＤ＝０．０６４％，结果表明，该方法进样精密度良
好。（２）重复性：取本品适量，以流动相配制成１００
ｍｇ·Ｌ－１的溶液，平行配制６份，作为供试品溶液。
分别进行ＨＰＬＣ测定，其ＲＳＤ＝０．９９４％，结果表明，
该方法重复性良好。（３）中间精密度：取重复性试
验中所制备的６份同一浓度的供试品溶液作为供
试品；分别取６份供试品溶液和１份对照品溶液，在
不同时间，由不同的实验人员连续进行测定，结果

表明本方法具有良好的中间精密度 （ＲＳＤ＝
０．７９１％）。
２．８．５　线性范围　取本品约１０ｍｇ，精密称定，置５０
ｍＬ量瓶中，加流动相溶解并稀释至刻度，摇匀，配成
２００ｍｇ·Ｌ－１的母液，精密量取母液１、２、３、４、５、６、７
ｍＬ，分别置１０ｍＬ量瓶中，加流动相稀释至刻度，摇
匀，制成相当于检测浓度的２０％、４０％、６０％、８０％、
１００％、１２０％、１４０％溶液，依法测定，记录峰面积，以
峰面积对浓度绘制回归曲线。结果表明，浓度在２０～
１４０ｍｇ·Ｌ－１范围内线性关系良好，其回归方程为：
Ｙ＝２０．１７７４Ｘ－４．５１４３，Ｒ２＝０．９９９９。
２．８．６　溶液稳定性　取本品约１０ｍｇ，精密称定，
置１００ｍＬ量瓶中，加流动相溶解并稀释至刻度，摇
匀，配制成１００ｍｇ·Ｌ－１的供试品溶液，测定了连续
８ｈ的溶液稳定性。结果表明，溶液在８ｈ之内可保
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持稳定（ＲＳＤ＝０．１９９％）。
２．８．７　回收率　准确称取空白纳米粒９份，每份
１００ｍｇ，依次加入 ＰＴＸ标准溶液配制成浓度为
８０％、１００％、１２０％的供试品溶液各３份，分别测定
其含量，将实测值与理论值比较，计算回收率。结

果表明，三个浓度的平均回收率分别为 １００．４％、
１０１．１％、１００．７％，９个回收率数据的 ＲＳＤ为
０．４３１％，回收率良好。具体见表７。

表７　回收率试验结果

序号 加入量／ｍｇ 测得量／ｍｇ 回收率／％ 平均回收率／％

１

２

３

４．０

４．０

４．０

４．０１

４．０３

４．０１

１００．２

１００．８

１００．２

１００．４

４

５

６

５．０

５．０

５．０

５．０３

５．０７

５．０６

１００．６

１０１．４

１０１．２

１０１．１

７

８

９

６．０

６．０

６．０

６．０６

６．０４

６．０２

１０１．０

１００．７

１００．３

１００．７

２．８．８　检测限和定量限　采用信噪比法对方法的
检测限和定量限进行了测评：检测限为 ０．２ｍｇ·
Ｌ－１（信噪比３∶１）；定量限为０．４ｍｇ·Ｌ－１（信噪比
１０∶１）。
２．８．９　载药量和包封率的测定［１０］　称取冻干样品
适量分散于蒸馏水中，加入适量乙腈超声使纳米粒

完全溶解，测定 ＰＴＸ含量（Ｗ包），按下式计算纳米
粒的载药量（ＤＬ％）与包封率（ＥＥ％）：

载药量（ＤＬ％）＝Ｗ包／Ｗ总 ×１００％
包封率（ＥＥ％）＝Ｗ包／Ｗ药 ×１００％
式中Ｗ包：纳米粒中包裹药物量（ｍｇ）；Ｗ总：纳

米粒的总重量（ｍｇ）；Ｗ药：投入的总药量（ｍｇ）。
取３批冻干样品依法测定，包封率为（９２．９±

３．２）％，载药量为（４．８±１．３）％。
３　讨论
３．１　制备纳米粒的方法选择　预实验采用乳化溶
剂挥发法，用超声波细胞粉碎机进行探头超声制备

纳米粒。此方法每次制备体积很小（２ｍＬ），操作繁
琐，且由于超声探头在溶液中的位置无法精密控

制，导致重现性差。而乳化分散法制备体积较大
（５０～１００ｍＬ），简便易行，重现性好，故选择此法制
备纳米粒。

３．２　乳化剂的选择
３．２．１　ＭＳＰＣ的选择　ＭＳＰＣ是普通磷脂在磷脂酶
Ａ２的作用下失去一分子脂肪酸链所得的产物，具有

很好的水分散性，适于制备 Ｏ／Ｗ 型乳状液［１１］。

ＭＳＰＣ乳化油脂的能力是普通磷脂的５倍左右，且
在高温、低温下的乳化稳定性都大于普通磷脂［１２］，

因此本研究选择ＭＳＰＣ作为乳化剂。
３．２．２　ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ６８的选择　聚氧乙烯聚氧丙烯
聚氧乙烯三嵌段共聚物（商品名为 Ｐｌｕｒｏｎｉｃｓ），是美
国ＦＤＡ批准的药用辅料，在药物制剂领域通常作为
乳化剂［１３］。Ｐｌｕｒｏｎｉｃ嵌段共聚物在体内外均能显著
提高多药耐药肿瘤细胞对抗肿瘤药物的增敏作用，

并促进药物跨过血脑屏障和肠屏障［１４］。细胞研究

发现，ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ６８是多药耐药蛋白 Ｐ糖蛋白的有
效抑制剂［１５］。因此，试验选择 ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ６８作为乳
化剂，同时用于逆转肿瘤的多药耐药性，以提高药

物的疗效。

３．２．３　ＤＤＡＢ的选择　ＤＤＡＢ作为乳化剂制备的
纳米粒子带有阳离子电荷，有利于纳米粒与阴离子

黏多糖富集的生物组织发生电荷相互作用，从而有

利于对纳米粒的滞留和摄取［１６］。所以本研究选择

ＤＤＡＢ作为乳化剂来制备纳米粒。
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