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Box-Behnken 响应面法优化姜黄素氧化锌纳米粒的制备工艺 
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摘要：目的  优化姜黄素氧化锌纳米粒(ZnO-Curcumin nanoparticles，ZnO-Cur NPs)的制备工艺。方法  利用姜黄素分子

上的基团可以与氧化锌纳米粒(ZnO nanoparticles，ZnO NPs)表面的羟基形成氢键及配位键，来制备 ZnO-Cur NPs，通过单

因素考察后，以载药量为指标，以制备温度、pH、空白 ZnO NPs 与姜黄素的投料比为响应因子，采用 Box-Behnken 响应面

法优化 ZnO-Cur NPs 的制备工艺。结果  ZnO-Cur NPs 的优化制备工艺为温度 90.3 ℃，pH=8.93，ZnO NPs 与姜黄素的

投料比为 1∶2。在此工艺条件下制备的 ZnO NPs 载药量可达 29.33%，与预测值 30.15%的相对误差为 0.60%。结论  优

化所得 ZnO-Cur NPs 制备工艺稳定、可行，适用于该制剂的制备，同时也说明建立的回归模型合理。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To optimize the preparation process of ZnO-Curcumin nanoparticles(ZnO-Cur NPs). METHODS  
The groups on the curcumin molecule could form hydrogen bonds and coordination bonds with the hydroxyl groups on the 
surface of zinc oxide nanoparticles, which be used to prepare ZnO-Cur NPs. Based on the results of the single-factor tests, the 
preparation process of ZnO-Cur NPs was optimized by Box-Behnken response surface methodology with drug loading efficiency 
as the indicator, and temperature, pH and ratio of blank ZnO NPs to curcumin as the response factors. RESULTS  The 
optimized preparation process of ZnO-Cur NPs included preparation temperature of 90.3 ℃, pH=8.93, and ratio of ZnO NPs to 
curcumin was 1∶2. Under this process condition, the drug loading efficiency of ZnO-Cur NPs was 29.33%, and the relative error 
with the predicted value(30.15%) was 0.60%. CONCLUSION  The optimized preparation process of ZnO-Cur NPs is stable 
and feasible, and it is suitable for the preparation of ZnO-Cur NPs. Meanwhile, the established regression model is reasonable. 
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氧化锌纳米粒(ZnO nanoparticles，ZnO NPs)
由于其稳定性、生物相容性[1]和安全性[2]而被广泛

应用于纳米载体[3]领域，递送各种物质，包括药物、

基因、蛋白质和成像剂等[4-6]。由于 ZnO NPs 本身

所特有的被动靶向功能和对 pH 的敏感性可以改

变药物在体内的分布，所以它已被用作优异的抗

肿瘤靶向药物传递载体[7-9]。 
姜黄素是从姜黄中提取出来的一种邻甲氧基

苯酚衍生物[10]，广泛的临床试验表明，姜黄素对

各种人类疾病包括癌症、心血管疾病、炎症性肠

炎、阿尔茨海默病[11-13]等具有高度的治疗潜力，

剂量递增试验表明，姜黄素的安全剂量高达每天

12 g[14]，然而姜黄素作为生物药剂学分类系统中典

型的 4 类药物，其低水溶性和低生物利用度，体

内代谢快速等原因，使得姜黄素在实际应用中受

到限制。因此，开发一种有效的药物传递系统，

使姜黄素以活性形式靶向于肿瘤部位，并克服药

动学的局限性，能极大地提高姜黄素的抗肿瘤疗

效和它的临床应用价值。 
本研究拟开发一种由 ZnO NPs 负载姜黄素的

纳米制剂(ZnO-Curcumin nanoparticles，ZnO-Cur 
NPs)，增强姜黄素的溶解度和稳定性，以及 ZnO 
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NPs 固有的肿瘤靶向性可以改善姜黄素的治疗

适 用 性 。 并 采 用 Box-Behnken 响 应 面 法 优 化

ZnO-Cur NPs 的制备工艺，为后续的研究提供参考。 
1  仪器与试剂 

岛津 LC-10A 型高效液相色谱仪(SPD-10A 检测

器、N2000 工作站，岛津)；DF-101S 集热式恒温

加热磁力搅拌器(上海力辰邦西仪器科技有限公

司)；万分之一天平(德国 Sartorius)；悬臂式搅拌器

(IKA 集团)；KQ-250B 型超声波清洗器(昆山市超

声仪器有限公司)；低速台式大容量离心机(无锡

市瑞江分析仪器有限公司)。 
姜黄素原料药(西安凌丰生物技术有限公司，

批号：20180806；纯度：98.0%)；姜黄素对照品(中
国食品药品检定研究院，批号：110823-201706；

纯度：98.7%)；硝酸锌(天津市风船试剂有限公司)；
其余试剂均为分析纯。 
2  方法与结果 
2.1  ZnO-Cur NPs 的制备 
2.1.1  空白 ZnO NPs 的制备及表征  准确称取 5 g 
ZnNO3 于 100 mL 烧杯中，加入 50 mL 的 50%丙三

醇水混合溶剂溶解，用 2 mol·L−1NaOH 溶液缓慢

滴 定 至 pH=11 ， 滴 定 的 同 时 超 声 并 搅 拌 制 备

Zn(OH)2 胶体，然后将制备好的 Zn(OH)2 胶体于

125 ℃加热 30 min，冷却至室温静置过夜后，倾析

上清液，即得空白 ZnO NPs 混悬液。 
2.1.2  ZnO-Cur NPs 的制备及表征  取制备好的

空白 ZnO NPs 混悬液于 100 mL 三颈瓶中，加入适

量的用特定溶剂溶解的姜黄素饱和溶液，一定温

度下反应一段时间后，2 000 r·min−1 离心 5 min，

弃上清液，用 2 mL 的 DMSO 洗涤 2 次，2 mL 乙

醇洗涤 1 次后，即得 ZnO-Cur NPs。 
采用透射电镜(transmission election microscope，

TEM)、动态光散射(dynamic light scattering，DLS)
表征 2 种纳米粒子的表面形态和粒径，见图 1、表

1。多数 ZnO-Cur NPs 呈不规则的类球形，且均匀

分布，平均粒径约为 50 nm。此外，ZnO-Cur NPs
的 TEM 图上呈现出清晰的核/壳结构。推测 ZnO
为内层核，姜黄素为外层壳。姜黄素能钝化每个

纳米粒的表面，从而成功合成粒径极小的球形纳

米粒，并防止纳米粒聚集。 
DLS 测定纳米粒在水中的流体力学直径，结

果见表 1。因为纳米粒的表面积很大，表面能很高，

所以裸露的 ZnO NPs 非常容易聚集，故流体力学

直径较大。 
 

 
 

图 1  ZnO NPs(a)、ZnO-Cur NPs(b)的 TEM 图 
Fig. 1  TEM of ZnO NPs(a) and ZnO-Cur NPs(b) 

 

表 1  样品的 ζ 电位和水化粒径  
Tab. 1  ζ potentials and hydrodynamic sizes of the samples  

样品 ζ 电位/mV 水化粒径/nm 多分散指数 

ZnO NPs +18 354 0.429 

ZnO-Cur NPs −22 89 0.188 
 

2.2  ZnO-Cur NPs 载药量的测定 
2.2.1  色谱条件  采用 HPLC 测定姜黄素的含量。

Diamonsil C18 色谱柱(4.6 mm×250 mm，5 μm)；流

动相：乙腈-pH 2.8 冰醋酸水溶液(90∶10)；流速：

0.8 mL·min−1；柱温：30 ℃；检测波长：430 nm；

进样量：20 μL。 
2.2.2  溶液的制备  对照品溶液的制备：精密称

取姜黄素对照品 0.02 g 于 100 mL 量瓶中，加乙腈

定容至刻度制成每 1 mL 含 200 μg 的对照品溶液，

即得。 
供试品溶液的制备：精密称取 ZnO-Cur NPs 

0.02 g，置 100 mL 量瓶中，用冰醋酸溶解后，加

流动相稀释至刻度，摇匀，即得。 
2.2.3  标准曲线的制备  精密吸取“2.2.2”项下

对照品溶液，稀释至 0.5，1，2，4，8，16，32 μg·mL−1，

在 430 nm 下测吸光度，以对照品浓度为横坐标(x)，
峰面积为纵坐标(y)，进行线性回归。得回归方程

为 y=123 706x+22 174(r2=0.999 9)。 
2.2.4  方法学考察  仪器精密度 RSD 为 1.89%；

0.5，4，32 μg·mL−1 的对照品日内 RSD 分别为

1.57%，1.28%，1.01%，日间 RSD 分别为 1.53%，

1.39%，1.39%；供试品 24 h 内吸光度稳定，测定

应在 24 h 内完成；重复性试验 RSD 为 2.88%(n=6)；
ZnO-Cur NPs 加样回收率为 101.21%，RSD 为

1.46%(n=9)。 
2.2.5  载药量的测定  取“2.2.2”项下供试品溶

液，按“2.2.1”项下色谱条件进样 20 μL，按下述

公式计算载药量[15]。载药量=纳米粒中的姜黄素质

量/ZnO-Cur NPs 总质量×100%。 
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2.3  单因素试验 
在预试验的基础上，分别对 ZnO-Cur NPs 的

制备过程中影响载药量的 5 个主要影响因素(不同

溶剂的姜黄素饱和溶液、空白 ZnO NPs 与姜黄素

的投料比、制备温度、制备 pH、制备时间)进行逐

一考察。 
2.3.1  不同溶剂制备的姜黄素饱和溶液对载药量

的影响  精密移取空白 ZnO NPs 混悬液 5 mL(约
含 ZnO NPs 0.4 g)，共 5 份，按“2.1.2”项下方法

制备 ZnO-Cur NPs，其中制备温度为 70 ℃，制备

pH 为 11，制备时间为 60 min，用乙醇、丙三醇、

DMSO、三氯甲烷、pH=11 的 NaOH 水溶液制备

姜黄素饱和溶液，分别取上述饱和溶液并按与空

白 ZnO NPs 1∶1 的投料比制备 ZnO-Cur NPs，再

按“2.2.5”项下方法测定载药量。当溶剂为 DMSO
时，载药量最大。由此分析可能是由于姜黄素在

DMSO 中饱和浓度最高所致。故确定制备姜黄素

饱和溶液的溶剂为 DMSO 来进行后续的试验优

化。结果见图 2。 
2.3.2  空白 ZnO NPs 与姜黄素的投料比对载药量

的影响  精密移取空白 ZnO NPs 混悬液 5 mL(约
含 ZnO NPs 0.4 g)，共 5 份，按“2.1.2”项下方法

制备 ZnO-Cur NPs，其中姜黄素饱和溶液的溶剂为

DMSO，制备温度为 70 ℃，制备 pH 为 11，制备

时间为 60 min，空白 ZnO NPs 与姜黄素的投料比

分别为 3∶1，2∶1，1∶1，1∶2，1∶3。再按“2.2.5”

项下方法测定载药量。在空白 ZnO NPs 与姜黄素

的投料比为 3∶1~1∶2 时，载药量随体系中姜黄

素质量的增加而升高，当姜黄素质量为 ZnO NPs
的 2 倍时，载药量达到最大并趋于稳定。由此分

析可能是，随着姜黄素质量增大，吸附与解吸附

在 1∶2 时达到动态平衡。故选择 1∶1~1∶3 为投

料比进行后续的试验优化。结果见图 2。 
2.3.3  制备温度对载药量的影响  精密移取空白

ZnO NPs 混悬液 5 mL(约含 ZnO NPs 0.4 g)，共 5
份，按“2.1.2”项下方法制备 ZnO-Cur NPs，其中

姜黄素饱和溶液的溶剂为 DMSO，空白 ZnO NPs
与姜黄素的投料比为 1∶2，制备 pH 为 11，制备

时间为 60 min，制备温度分别为 30，50，70，90，

120 ℃。再按“2.2.5”项下方法测定载药量。在

30~90 ℃时，载药量随着温度的升高而升高，当温

度升高至 90 ℃时，载药量达到最大，当温度继续

升高时，载药量降低。由此分析可能是由于温度

升高，药物分子的热运动加强，温度越高，分子

的热运动越快，越有利于配位键和氢键的形成，

载药量就越高，但当升温至 120 ℃时，高温导致

姜黄素不稳定，结构被破坏，也有可能高温导致

ZnO NPs 团聚，比表面积减小，载药量降低。故

选择制备温度为 85~95 ℃进行后续的试验优化。

结果见图 2。 
2.3.4  制备 pH 对载药量的影响  精密移取空白

ZnO NPs 混悬液 5 mL(约含 ZnO NPs 0.4 g)，共 5
份，按“2.1.2”项下方法制备 ZnO-Cur NPs，其中

姜黄素饱和溶液的溶剂为 DMSO，空白 ZnO NPs
与姜黄素的投料比为 1∶2，制备温度为 90 ℃，制

备时间 60 min，制备 pH 分别为 7，8，9，10，11，

12。再按“2.2.5”项下方法测定载药量。在 pH=7~9
时，载药量随着 pH 的升高而升高，当 pH 增至 9
时，载药量达到最大，并逐渐趋于稳定。由此分

析可能是由于姜黄素分子两端具有 2 个羟基，在

碱性条件下发生电子云偏离的共轭效应，更有利

于 ZnO NPs 与姜黄素分子上的羟基形成氢键或配

位键，载药量增大。故选择制备 pH 为 8~10 进行

后续的试验优化。结果见图 2。 
2.3.5  制备时间对载药量的影响  精密移取空白

ZnO NPs 混悬液 5 mL(约含 ZnO NPs 0.4 g)，共 5
份，按“2.1.2”项下方法制备 ZnO-Cur NPs，其中

姜黄素饱和溶液的溶剂为 DMSO，空白 ZnO NPs
与姜黄素的投料比为 1∶2，制备温度为 90 ℃，制

备 pH 为 9，制备时间分别为 10，20，40，60，80 min。

再按“2.2.5”项下方法测定载药量。在制备时间

为 40 min 时，载药量达到最大，延长制备时间后

载药量有下降趋势。故确定制备时间为 40 min 进

行后续的试验优化。结果见图 2。 
2.4  Box-Behnken 响应面法优化试验 
2.4.1  方案设计及试验结果  参考文献及前期单

因素试验结果，确定制备姜黄素饱和溶液的溶剂

为 DMSO，制备时间为 20 min，以载药量为指标，

制备温度(A)、制备 pH(B)、空白 ZnO NPs 与姜黄

素的投料比(C)为因素，设置低、中、高 3 个水平(分
别编码−1，0，1)进行试验，因素与水平见表 2。

将表 2 数据输入 Design-Expert 8.0.6 软件，生成 17
组试验方案。Box-Behnken 设计与结果见表 3。 
2.4.2  模型的建立及显著性检验  利用 Design- 
Expert.V8.0.6 软件对表 3 的数据进行分析，方差分

析结果见表 4。 
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图 2  各因素对 ZnO-Cur NPs 载药量的影响 
Fig. 2  Efficiency of various factors on curcumin-loaded of ZnO-Cur NPs  

 
表 2  因素与水平 
Tab. 2  Factors and levels 

因素 
水平 

−1 0 1 

A/℃ 85 90 95 

B 8 9 10 

C 1∶1 1∶2 1∶3 

 

表 3  Box-Behnken 设计与结果 
Tab. 3  Box-Behnken design and results 

试验号 A B C 载药量/% 

1 1 −1 0 16.60 

2 −1 −1 0 14.90 

3 0 −1 −1 8.55 

4 1 1 0 15.15 

5 0 0 0 30.10 

6 −1 0 1 13.65 

7 0 0 0 29.30 

8 0 0 0 29.80 

9 0 0 0 30.50 

10 0 1 −1 5.10 

11 0 −1 1 15.15 

12 0 1 1 12.60 

13 1 0 −1 9.05 

14 −1 1 0 13.05 

15 0 0 0 30.00 

16 −1 0 −1 5.60 

17 1 0 1 14.45 

表 4  方差分析结果 
Tab. 4  Results of variance analysis 

方差来源 离均差平方和 自由度 均方 F 值 P 值 

模型 1 305.29 9 145.03 576.38 <0.000 1

A 8.10 1 8.10 32.19 0.000 8

B 10.81 1 10.81 42.97 0.000 3

C 94.88 1 94.88 377.05 <0.000 1

AB 0.04 1 0.04 0.16 0.702 0

AC 1.76 1 1.76 6.98 0.033 4

BC 0.20 1 0.20 0.80 0.399 5

A2 226.77 1 226.77 901.21 <0.000 1

B2 248.10 1 248.10 986.01 <0.000 1

C2 597.63 1 597.63 2 375.09 <0.000 1

残差 1.76 7 0.25  
失拟项 0.99 3 0.33 1.71 0.302 2

纯误差 0.77 4 0.19  
总离差 1 307.05 16       

标准偏差 0.50 决定系数 0.998 7 

均值 17.27 校正拟合度 0.996 9 

变异系数 2.90 预测拟合度 0.987 0 

预测残差平方和 17.04 信噪比 63.476 9 
 

模型的 F=576.38、P<0.000 1，表明回归方程

拟合度良好，失拟项 P=0.302 2>0.05，失拟项不显

著，表明差异无统计学意义，说明数据中没有异

常点，可以用于 ZnO-Cur NPs 的处方优化。以载

药量为响应值时，一次项 C 对试验结果有极显著

的影响(P<0.000 1)；一次项 A，B 对试验结果有高
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度显著的影响(P<0.01)；交互项 AC 对试验结果有

显著影响(P<0.05)，二次项 A2、B2、C2 对试验结

果 有 极 显 著 的 影 响 (P<0.000 1)。 决定系数达到

0.998 7，校正拟合度值和预测拟合度值分别为

0.996 9 和 0.987 0，两者值接近且其差值处于有意

义的范围内，说明所得的回归方程能够显著地表示

本次试验中各因素对载药量的影响。 
根据试验结果，以载药量(Y)为响应值对制备

时间(A)、制备 pH(B)、空白 ZnO NPs 与姜黄素的

投料比(C)进行多元线性回归和二次多项式方程拟

合 ， 得 回 归 方 程 ： Y = 2 9 . 9 4 + 1 . 0 1 A − 1 . 1 6 B + 
3.44C+0.10AB−0.66AC+0.22BC−7.34A2−7.68B2− 
11.91C2。见表 5。 

 
表 5  二阶多项式回归系数 
Tab. 5    Regression coefficients of the second-order 
polynomial equations 

因素 估算系数 自由度 标准偏差 置信下限 置信上限
方差膨胀

因子 

截距 29.94 1 0.22 29.41 30.47

A 1.01 1 0.18 0.59 1.43 1 

B −1.16 1 0.18 −1.58 −0.74 1 

C 3.44 1 0.18 3.02 3.86 1 

AB  0.10 1 0.25 −0.49 0.69 1 

AC −0.66 1 0.25 −1.26 −0.07 1 

BC 0.22 1 0.25 −0.37 0.82 1 

A2 −7.34 1 0.24 −7.92 −6.76 1.01 

B2 −7.68 1 0.24 −8.25 −7.10 1.01 

C2    −11.91 1 0.24 −12.49 −11.34 1.01 
 

载药量的实际值和预测值见图 3，实际值与预

测值具有高度相关性(R2=0.998 7)，表明研究范围

内的试验数据与模型吻合良好。另一方面，进行

残差分析以确认模型的充分性，通过观察残差的

正态概率和残差与预测响应完成。残差落在一条

直线上，表明误差是正常分布的。此外，残差图

与预测响应图中的无结构模式表明该模型是充分

的，并且模型没有显示任何违反独立性或恒定方

差假设。 
2.4.3  响应面分析  以 A、B、C 为自变量，Y 为

因变量，固定 1 个自变量，改变另外 2 个自变量，

应用 Design-Expert 8.0.6 软件分析另外 2 个自变量

与因变量对应的关系。A、B、C 对 Y 的响应面图

及等高线图见图 4。 
由图 4 可直观地看出各因素交互作用对载药

量的影响，3D 曲面图曲线越陡峭，表明该因素对

载药量的影响越大，则相应表现为响应值变化的

大小，从等高线图可看出存在极值的条件应在圆

心处。从响应面 3D 图可以看出，对载药量影响最

大的是空白 ZnO NPs 与姜黄素的投料比和 pH，其

次是制备温度，方差分析结果也正与此相吻合，3
个因素相对应的 P 均<0.05，均达到了显著水平。

从等高线图可知，AC 的等高线图为椭圆形，表示

AC 间交互作用显著，AB、BC 等高线图为圆形，

表示 AB、BC 间交互作用不显著，与表 4 的方差

分析结果相符。 

 
图 3  残差分析图 
Fig. 3  Residual analysis diagram 

 

2.4.4  验证试验  通过 Design-Expert.V 8.0.6 软件

对模型求解方程，得到最优工艺条件：取制备好

的空白 ZnO NPs 混悬液 5 mL 于 100 mL 三颈瓶中，

加入 10 mL 的姜黄素饱和 DMSO 溶液，pH=9(最
优 pH 为 8.93，根据实际情况调整为 9)，90.3 ℃下

反应 20 min 后，2 000 r·min−1 离心 5 min，弃上清

液，用 2 mL 的 DMSO 洗涤 2 次，2 mL 乙醇洗涤

1 次后，即得 ZnO-Cur NPs。在该条件下 ZnO-Cur 
NPs 的载药量达到最大值 30.15%。按最优处方制

备 3 批 ZnO-Cur NPs，分别测定其载药量，计算相

对误差，结果显示，ZnO-Cur NPs 的载药量平均值

为 29.33%(RSD=1.58%，n=3)，与模型预测值 30.15%
的相对误差为 0.60%，表明该工艺条件稳定、可靠，

同时也说明建立的回归模型合理。 
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图 4  响应面及等高线图 
Fig. 4  Response surface and contour diagrams 

 

3  讨论 
在制备空白 ZnO NPs 时，溶剂种类对空白 ZnO 

NPs 的形态及粒径影响很大，醇类溶剂由于羟基

的存在可以抑制氧化锌晶体的生长[16]，相较于乙

醇[17]，丙三醇具有较多的羟基，在与 ZnO NPs 作

用时，有更大的作用力，Zn(OH)2 胶体表面被丙三

醇 分 子 中 的 烷 基 基 团 所 覆 盖 ， 更 有 效 地 降 低

Zn(OH)2 的聚合速率，抑制 ZnO 粒子的生长[18]。

同时由于高温更有助于 Zn(OH)2 胶体快速、完全

形成 ZnO NPs，因此选择高沸点、多羟基的丙三

醇作为反应溶剂。本研究制备的 ZnO-Cur NPs，除

了静电吸附作用及范德华力外，姜黄素分子上的
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羰基和酚羟基还可以同 ZnO NPs 表面的羟基形成

氢键，而酚羟基还可以与锌离子形成配位键，使

姜黄素与 ZnO NPs 牢牢地结合在一起。本研究制

备的 ZnO-Cur NPs 相较于其他的姜黄素制剂而言，

ZnO 对于肿瘤细胞选择性使 ZnO-Cur NPs 表现出

更高的抗癌性和抗菌活性。 
对于多元线性回归，普通的试验设计与优化

方法[19-20]，都未能给出直观的图形，因而也不能

凭直觉观察其最优点，虽然能找出最优值，但难

以直观地判别优化区域。而响应面分析法[21-23]可

以将体系的响应作为一个或多个因素的函数，建

立连续变量曲面模型，对影响试验指标的各因子

水平及其交互作用进行优化和评价，可快速有效

地确定多因子系统的最佳条件。 
在 ZnO-Cur NPs 的工艺优化中，选择 Box- 

Behnken 设计[24]而不是中心复合设计[25]，一方面，

在同样可以高效估计一阶和二阶系数的前提下，

Box-Behnken 设计的设计点通常较少，运行成本比

具有相同数量因子的中心复合设计的运行成本低；

另一方面，可以确保所有因子不会同时设置在高水

平。因此采用 Box-Behnken 响应面法对 ZnO-Cur 
NPs 的制备工艺进行设计优化更合理。 
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