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摘要 }目的  探讨以三甲基壳聚糖为材料制备胸腺五肽纳米粒的制备条件 ∀方法  离子胶凝法制备胸腺五肽三甲基壳聚糖

纳米粒 k×³x2×� ≤ 2�°lo用球面对称设计优化制备条件 o以粒径和包封率为评价指标 o考查 ×� ≤浓度 k÷t l!海藻酸钠浓度

k÷u l!×³x加入量 k÷v l三个指标对制备条件的影响 o将实验结果用数学方法处理并进行方程模型拟合 o根据拟合方程及由此

绘制的反应曲面图 k� ¶̈³²±¶̈ ≥∏µ©¤¦̈ ° ²̄·l考察指标的最优值和各因素相对应的最佳取值范围 ∀结果  以优化条件制得纳米

粒粒径 ttsqy ±°o药物包封率 z{q{h ∀结论  制备方法简便 o具有工业化生产的可行性 ∀
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  壳聚糖 ≈t 是甲壳素脱乙酰化的产物 o具有跨黏膜的吸收

促进作用 ∀但在中性和碱性环境中 o壳聚糖失去电荷 o失去

其吸收促进作用 ∀三甲基壳聚糖 k×� ≤l
≈u2w 是壳聚糖的衍生

物 o它和壳聚糖一样能打开紧密连接 !促进细胞旁路转运 o且

在中性及碱性环境中均具有吸收促进作用 ≈x  ∀

合成多肽胸腺五肽 k×³xlo其氨基酸序列与胸腺生成素

µ的第 vu ∗ vy位的五肽片段相同 o具有胸腺生成素 µ自身

的免疫学活性 o被认为是胸腺生成素 µ的活性部位 ∀肽类药

物虽然具有生理功能上的高效性和专一性 o但如果采用口服

给药 o它们大多数没有治疗活性 ~而采用注射给药时 o由于它

们的生物半衰期极短 o又必需反复注射 o给患者带来很多痛

苦和不便 ∀纳米粒近年来被认为是靶向内吞 o也可以通过细

胞旁路穿过肠道黏膜而被吸收 ∀而当微粒的粒径小于 ts

Λ°时 o可作为给药系统的有效载体 ∀根据文献报道 o纳米粒

的粒径在 ws ∗ uss ±°时 o既可以通过细胞旁路 o也可以被 �

细胞摄取并通过小肠上皮细胞间隙 ° ¼̈̈ µ氏结区域进入门脉

系统 ≈y  ∀由于粒径过小会使包封率及载药量减小 o失去临床

应用的可能 o因此本实验拟将微粒的粒径控制在 uss ±°以

下 ∀本实验以合成的三甲基壳聚糖为载体 o制备载胸腺五肽

的三甲基壳聚糖纳米粒 o采用球面设计优化制备条件 ∀

1  实验材料与仪器

三甲基壳聚糖 k自制 l~胸腺五肽 k四川源基制药有限公

司 l~其余试剂均为市售分析纯产品 ∀

�°utt⁄≥¤µ·²µ¬∏¶电子天平 k美国双杰兄弟有限公司 l~

≤¬±·µ¤ts¨紫外可见分光光度计 k��≤ ≥¦¬̈±·¬©¬¦∞ ∏́¬³° ±̈·l~

{x p u型恒温磁力搅拌器 k巩义市英峪予华仪器厂 l~≤×� p

ts�∂ °日本岛津高效液相色谱 ~贝克曼 �¯̄ ª̈µ¤ uu� 台式高

速离心机 ~�¤±² ≥½|ss激光纳米粒度测量仪 ∀

2  实验方法

2q1  ×³x2×� ≤ 2�°的制备

本实验选用沉淀胶凝法制备胸腺五肽三甲基壳聚糖纳

米粒 k×³x2×� ≤ 2�°lo取适量 ×³x加入适宜浓度的三甲基壳

聚糖溶液中 o在磁力搅拌的情况之下用针管滴加海藻酸钠溶

液适量 o滴加完毕之后在继续搅拌即得 ×³x2×� ≤ 2�°∀
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2q2  试验设计

根据单因素实验结果 o以所制备的纳米粒粒径和包封率

为评价指标 o选择对 ×³x2×� ≤ 2�°性质影响较显著的 v个因

素为考察对象 o即 ×� ≤浓度 k÷t l!海藻酸钠浓度 k÷u l!×³x

加入量 k÷v l∀三因素安排的实际水平见表 t∀根据球面设

计原理 ≈z 设计的各次实验安排见表 u∀

表 1  球面设计中自变量及其水平

Ταβ 1  �±§̈ ³̈ ±§̈ ±·√¤µ¬¤¥̄ ¶̈¤±§·«̈ ¬µ̄ √̈¨̄¶¬±√ ¶̈·¬ª¤·̈§¬± ·«̈

¦̈±·µ¤̄ ¦²°³²¶¬·̈ §̈ ¶¬ª±

ƒ¤¦·²µ
ƒ¤¦·²µ¯̈ √¨̄ ¬± ¦²§̈ §©²µ°

p v p t s t v

÷t sqx sq|u tqx uqs{ uqx

÷u sqx sq|u tqx uqs{ uqx

÷v u uqwu w xqx{ y

2q3  粒径及包封率的测定

采用激光粒度测定仪测定粒径 ∀

将制得的 ×³x2×� ≤ 2�°胶体溶液 tx sss µ# °¬±
pt
kwε l

条件下离心 u «o用 � °�≤测定上清液中 ×³x的含量 o按下式

计算包封率 k∞∞h l
≈{ 

}

∞∞h � ≈k¬·2¬©l r ¬·  ≅ tssh

式中 ¬·为胶体溶液中 ×³x的总量 o¬©为上清液中的游离

×³x的量 ∀

3  结果

3q1  实验设计安排及结果

根据球面设计三因素五水平 o实验安排和粒径 !包封率

的值见表 u∀粒径 !包封率均标准化为 s ∗ t间的 /归一值 0 o

各指标 /归一值 0求算几何平均数 o得总评 /归一值 0 k�√ µ̈¤̄¯

⁄ ¶̈¬µ¤¥¬̄¬·¼o�⁄l∀

表 2  三因素实验设计及实验结果

Ταβ 2  ∞¬³̈ µ¬° ±̈·¤̄ §̈ ¶¬ª± ©²µ·«µ̈¨©¤¦·²µ¶¤±§ ¬̈³̈ µ¬° ±̈·¤̄ µ̈¶∏̄·¶

�²q
×� ≤

rk°ªr°�l

������×∞

rk°ªr°�l
×³xr°ª ⁄t r±° ∞∞t rh ⁄u r±° ∞∞u rh �⁄

t sq|u sq|u uqwu ts{qu yxqu sq|tt| sqvsw sqxuyx

u sq|u sq|u xqx{ tsyq| yxqv sq|tx| sqvsy sqxu|w

v sq|u uqs{ uqwu tx{q| yzq{ sqzxvw sqvxy sqxtz|

w sq|u uqs{ xqx{ tysqv zvqz sqzw|t sqwzw sqx|x|

x uqs{ sq|u uqwu utvqy zyqv sqx{ux sqxuy sqxxvx

y uqs{ sq|u xqx{ utyqw {sqy sqxzv{ sqytu sqx|uy

z uqs{ uqs{ uqwu utsqz ztqw sqx|ty sqwu{ sqxsvu

{ uqs{ uqs{ xqx{ ut{q| {vqt sqxyx| sqyyu sqytut

| sqx tqx w tsuqw x{qv sq|vss sqtyy sqv|u|

ts uqx tqx w v{{qs y|qw sqsvzx sqv{{ sqtusy

tt tqx sqx w ttzq| zvqu sq{{ty sqwyw sqyv|y

tu tqx uqx w tswq{ z|q{ sq|uux sqx|y sqzwtx

tv tqx tqx u ttsqx zyqt sq|swz sqxuu sqy{zu

tw tqx tqx y tvuq{ {wqv sq{vxs sqy{y sqzxy{

tx tqx tqx w ts|qz {squ sq|szu sqysw sqzwsu

3q2  模型拟合

采用 ≥×�×�≥×�≤�统计学处理软件 o将实验结果用多元

三次方程模型进行拟合 o得出粒径 !∞∞和综合指标以及各因

素之间关系的方程 ∀

≥��∞ � vstq{wxy p uz{qx|w÷t n vvqwtvv|÷u p w|qztu|÷v

n twxquyzs÷t

u
p wtqvzsu÷t ÷u n sqxvwvux÷t ÷v n ttqwty||

÷u

u
n sqtxuv|x÷u ÷v n yqt{wwxv÷v

u
n sqyvw|{t÷t ÷u ÷v

� � sq|xwyw

∞∞ � tvqvst{u n ytq|zzwx÷t n tzqxtwuz÷u p sq{vt|yx

÷v p tyq{uvu÷t

u
p yqw{wvv÷t ÷u n sqz||ysy÷t ÷v p wqtzvuw

÷u

u
n tquvys|y÷u ÷v p sqtxw|st÷v

u
n sqvzyu{x÷t ÷u ÷v

� � sq||tvx

�⁄ � p sq wuxtsu n tq v|zuyt÷t n sq tuxt|u÷u p

sqssuttw÷v p sqwz|xws÷t

u
p sqsuz|zv÷t ÷u n sqsttsuu÷t ÷v

p sqswxzws÷u

u
n sqsutyvx÷u ÷v p sqssvuzs÷v

u
p sqsstuwy÷t

÷u ÷v

� � sq|xy |u

其中 ÷t o÷u o÷v
分别为三甲基壳聚糖浓度 !海藻酸钠浓

度 !×³x加入量 ∀从拟合度可以看出 o几项指标均能用多元

方程较好地拟合 ∀

3q3  反映面的优化

根据各指标的拟合方程 o固定一个因素的水平 o分别绘

制各考察指标与另外两个实验因素的三维反应曲面图 o分别

见图 to图 u和图 v∀由曲面图综合考虑判断 o确定在试验范

围内 o各指标值为最优时的各因素最佳取值范围 k点 lo结果

见表 v∀
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图 1  粒径作为考察指标固定一个因素 o考察另两个因素的反映曲面图

Φιγ 1  °µ̈§¬¦·̈§µ̈¶³²±¶̈ ¶∏µ©¤¦̈¶²©¶¬½̈ ¤¶¤©∏±¦·¬²± ²©·«̈ ©²µ°∏̄¤·¬²± √¤µ¬¤¥̄ ¶̈

k�l÷t与 ÷u o÷v � x~k�l÷t与 ÷v o÷u � tqx~k≤l÷u与 ÷v o÷t � tqx

k�l÷t ¤±§÷u o÷v � xok�l ÷t ¤±§÷v o÷u � tqxok≤l ÷u ¤±§÷v o÷t � tqx

图 2  包封率作为考察指标固定一个因素 o考察另两个因素的反映曲面图

Φιγ 2  °µ̈§¬¦·̈§µ̈¶³²±¶̈ ¶∏µ©¤¦̈¶²©∞∞ ¤¶¤©∏±¦·¬²± ²©·«̈ ©²µ°∏̄¤·¬²± √¤µ¬¤¥̄ ¶̈

k�l÷t与 ÷u o÷v � x~k�l÷t与 ÷v o÷u � tqx~k≤l÷u与 ÷v o÷t � tqx

k�l÷t ¤±§÷u o÷v � xok�l ÷t ¤±§÷v o÷u � tqxok≤l ÷u ¤±§÷v o÷t � tqx

图 3  总归一值作为考察指标固定一个因素 o考察另两个因素的反映曲面图

Φιγ 3  °µ̈§¬¦·̈§µ̈¶³²±¶̈ ¶∏µ©¤¦̈¶²©�⁄ ¤¶¤©∏±¦·¬²± ²©·«̈ ©²µ°∏̄¤·¬²± √¤µ¬¤¥̄ ¶̈

k�l÷t与 ÷u o÷v � x~k�l÷t与 ÷v o÷u � tqx~k≤l÷u与 ÷v o÷t � tqxk�l÷t ¤±§÷u o÷v � xok�l ÷t ¤±§÷v o÷u � tqxok≤l ÷u ¤±§÷v o÷t � tqx

表 3  预测各因素最佳取值范围 k点 l

Ταβ 3  °µ̈§¬¦·̈§ ²³·¬°∏° µ¤±ª̈ ¶k³²¬±·¶l ²©·«̈ ¬±§̈ ³̈ ±§̈ ±·

√¤µ¬¤¥̄ ¶̈

� ¶̈³²±¶̈ √¤µ¬¤¥̄¨
°µ̈§¬¦·̈§²³·¬°∏° µ¤±ª̈ k³²¬±·l

≤×� ≤ ≤� ª̄¬±¤·̈ ≤×³x

≥¬½̈ sqx2tqx tqs2tqx uqs2xqx
∞∞ tqx2uqs tqs2uqs wqs2yqs

�⁄ tqs2uqs tqx2uqx wqs2yqs

3q4  优化条件吻合性实验

根据优化结果 o预测最优制备条件为 }三甲基壳聚糖浓

度为 tqx °ª# °�
pt
o海藻酸钠浓度为 tqx °ª# °�

pt
o×³x加

入量为 x °ªo在此条件下各指标的预测值见表 wo按该条件

制备三批胸腺五肽三甲基壳聚糖纳米粒样品 o测定各指标平

均值 o结果见表 w∀计算载药量 ⁄�� k总的 ×³x量 p上清液

中的 ×³xl r载体材料的量 o为 tzqxth ∀ � ·̈¤电位值为 wtqu

°∂ ∀所制备纳米粒粒径分布及电镜照片分别见图 wo图 x∀
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表 4  优化条件制备纳米粒各指标的预测值和实测值

Ταβ 4  ≤²°³¤µ¬¶²± ²©·«̈ ²¥¶̈µ√ §̈¤±§³µ̈§¬¦·̈§∂ ¤̄∏̈ ¶²©·«̈

µ̈¶³²±¶̈ √¤µ¬¤¥̄ ¶̈²© ±¤±²³¤µ·¬¦̄¨ ³µ̈³¤µ̈§ ∏±§̈ µ·«̈ ²³·¬°∏°

¦²±§¬·¬²±

� ¶̈³²±¶̈ √¤µ¬¤¥̄ ¶̈
°µ̈§¬¦·̈§

µ̈¶³²±¶̈

�¥¶̈µ√ §̈

µ̈¶³²±¶̈
�¬¤¶rh 3

≥¬½̈ r±° tszqv ttsqy 2vqs{

∞∞rh z|q{ z{q{ 2tqux

�√ µ̈¤̄¯§̈ ¶¬µ¤¥¬̄¬·¼ sqzv{w sqzut{ 2uqux

�²·̈}3 �¬¤¶º¤¶¦¤̄¦∏̄¤·̈§ ¤¶k³µ̈§¬¦·̈§ √¤̄∏̈ p ²¥¶̈µ√ §̈ √¤̄∏̈ l r³µ̈2

§¬¦·̈§√¤̄∏̈ ≅ tssh

图 4  ×³x2×� ≤ 2�°电镜照片

Φιγ 4  ×«̈ ×∞� °¬¦µ²ªµ¤³«²©×³x2×� ≤ 2�°

图 5  粒径分布测定结果

Φιγ 5  � ¶̈∏̄·¶²©¶¬½̈ §¬¶·µ¬¥∏·¬²± §̈ ·̈µ°¬±¤·¬²±

  从表 w中可以看出 o优化后的各指标实测值与预测值相

吻合 o优化后的胸腺五肽三甲基壳聚糖纳米粒的各考察指标

均比较理想 o说明优化成功 ∀

4  讨论

4q1  用壳聚糖制备纳米粒的方法有乳化胶联法 !喷雾干燥

法 !乳滴聚结法 !沉淀胶凝法等 ≈|2ts 
o ×³x为多肽类药物 o在

对其进行操作的过程中要求条件不可剧烈 o而沉淀胶凝法条

件温和 o易于得到均一 !可调整粒径范围的纳米粒 o因此本试

验中选用沉淀胶凝法制备 ×³x2×� ≤ 2�°o利用带正电的三甲

基壳聚糖和带负电的胶凝剂作用 o形成胶体分散系统 ∀

4q2  预试验中发现 ×� ≤ 2�°上清液与 ×³x2×� ≤ 2�°上清液

及 ×³x对照液的紫外吸收光谱相似 o均在 ×³x的最大吸收波

长 uzx ±°处有吸收 o因此选用 � °�≤法检测其含量 ∀
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