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摘　要:为提高依托泊苷制剂的水溶性和稳定性,采用星点设计Ｇ效应面法优化依托泊苷纳米混合

胶束(ETPmPEGＧPLA/P１２３)的处方工艺.在单因素试验基础上,以投药量、mPEGＧPLA 所占质

量比和水化体积为自变量,以依托泊苷包封率、载药量以及粒径为因变量,进行３因素５水平的星

点设计Ｇ效应面法实验,采用荧光探针法测定临界胶束浓度(CMC),并对所制备的胶束制剂进行理

化性质和释放行为的评估.结果表明,ETPmPEGＧPLA/P１２３胶束制剂的最优处方工艺如下:

mPEGＧPLA 与P１２３质量比为３８∶６２,投药量为５mg,水化体积为６mL;采用最优处方制得的混

合胶束的包封率为８７．４％,载药量为４．１９％,粒径为１１５．６nm,PDI为０．２１６,Zeta电位为－１６．３
mV;荧光探针法测定的CMC值为１．７×１０－３g/L,mPEGＧPLA/P１２３胶束稳定性良好;体外释放实

验中,依托泊苷可从胶束中缓慢而持续地释放,在４８h内释放量可达８０％.采用优化处方制得的

ETPmPEGＧPLA/P１２３纳米混合胶束,能显著增加依托泊苷的溶解度,胶束制剂稳定性好,且有一

定的缓释作用,可为进一步拓宽依托泊苷新型制剂的应用范围提供理论依据.
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Abstract:Inordertoenhancetheaqueoussolubilityandstabilityofetoposidepreparation,thecentralcompositedesignＧ
responsesurfacemethodwasusedtooptimizetheprescriptiontechnologyofetoposidenanoＧmixedmicelles(ETPmPEGＧPLA/

P１２３)．Basedontheresultsofsinglefactortest,centralcompositedesignＧresponsesurfacemethodofthreefactorsandfive

levelswascarriedouttooptimizetheprescriptiontechnologywithdrugdosage,themassratioofmPEGＧPLAandhydration



河 北 科 技 大 学 学 报 ２０２１年

volumeasindependentvariables,andtheentrapmentefficiency,drugloadingandparticlesizeasdependentvariables．The

criticalmicelleconcentration(CMC)wasdeterminedbyfluorescenceprobemethod,andthephysicochemicalpropertiesand

releasebehaviorofthepreparedmicellepreparationswereevaluated．TheresultsshowedthattheoptimalprescriptionofETP

mPEGＧPLA/P１２３micellepreparationwasthatmPEGＧPLA∶P１２３＝３８∶６２,thedrugdosagewas５mg,andthehydration

volumewas６mL．Afteroptimization,theentrapmentefficiencyanddrugloadingwere８７􀆰４％and４􀆰１９％,theparticlesize

was１１５􀆰６nm,PDIwas０􀆰２１６,andZetapotentialwas－１６􀆰３mV．TheCMCvaluewas１􀆰７×１０－３g/L,somPEGＧPLA/

P１２３micelleshadhighstability．Invitroreleaseexperiments,etoposidecouldbereleasedfrom micellesslowlyandcontinuＧ

ously,upto８０％ within４８h．TheoptimizedETPmPEGＧPLA/P１２３nanoＧmixedmicelleswereabletoenormouslyimprove

theaqueoussolubilityofetoposide,andthemicellepreparationhadgoodstabilityandacertainslowＧreleaseeffect．Theresults

ofthisstudycouldprovidetheoreticalguidanceforfurtherbroadeningtherangeofapplicationofnewetoposidepreparations．

Keywords:pharmaceutics;etoposide;P１２３;micelles;UPLC;thinfilm hydration method;centralcompositedesignＧ

responsesurfacemethod

　　鬼臼毒素是从小蘖科鬼臼属植物华鬼臼的根和茎中提取的木脂类抗肿瘤成分.由鬼臼毒素结构改造而

得的衍生物依托泊苷(etoposide,ETP)作为一种临床常用化疗药物,对于肺癌、白血病、淋巴瘤、睾丸肿瘤、神
经母细胞瘤等多种恶性肿瘤均有治疗作用[１].研究发现,依托泊苷能与拓扑异构酶Ⅱ结合,形成牢固的药Ｇ酶Ｇ
DNA复合物,阻碍TopoⅡ对DNA的修复[２Ｇ３].然而,依托泊苷在临床应用中存在水溶性差(１５３mg/L)、易代谢

失活、生物利用度低以及剂量限制性血液毒性等问题[４Ｇ５].此外,市售的依托泊苷注射液中添加的辅料如无

水乙醇、苯乙醇、聚山梨酯８０等,也可能引发机体的超敏反应[６].因此,构建依托泊苷新型给药系统,对增加

依托泊苷的溶解性、提高其生物利用度和靶向缓释特性具有重要意义.
胶束制剂可以改变活性物质原有的药代动力学和生物分布,在提高药效、降低药物毒性方面具有独特优

势[７Ｇ１１].近年来,国内外科研人员在对依托泊苷的研究中发现其胶束制剂的抗肿瘤作用明显优于依托泊苷

注射液,但对胶束本身的稳定性和载药量仍有待深入研究.本研究以普郎尼克P１２３和甲氧基聚乙二醇Ｇ聚

乳酸(mPEGＧPLA)共同作为载体材料制备负载ETP的混合胶束制剂.普朗尼克P１２３是由亲水性的聚氧

乙烯嵌段和疏水性的聚氧丙烯嵌段构成的两亲性共聚物,具有安全、易降解、无免疫原性、良好生物相容

性[１２]、免于被肝脏和肾脏清除和高载药[１３]性能等优点.甲氧基聚乙二醇Ｇ聚乳酸中的聚乙二醇能提供胶束

微粒间的空间位阻[１４],提高纳米载药体系的稳定性.聚乳酸(PLA)因水分子间的排斥作用,促使疏水链间

相互吸引而缔合,为脂溶性药物提供疏水内腔,提高胶束的载药量和稳定性.
本研究采用薄膜水化法制备依托泊苷纳米混合胶束,通过单因素考察与星点设计Ｇ效应面法优化处方,

建立 mPEGＧPLA/P１２３比例、投药量和水化体积３个因素对胶束包封率、载药量和粒径的函数关系,并对制

备的新型胶束制剂进行粒径、电位、临界胶束浓度等理化性质的评估,以及差示扫描量热分析和释放行为考

察,为进一步研究依托泊苷新型制剂的应用提供理论依据.

１　实验材料

１．１　主要仪器

ACQUITYUPLC色谱仪,PDA 检测器,Empower３．０化学工作站(美国 Waters公司提供);Standby
sartoriusME/SE系列微量电子天平(赛多利斯科学仪器有限公司提供);HJＧ４D数显恒温测速磁力加热搅

拌器(金坛市友联仪器研究所提供);GAOKE旋转蒸发仪(巩义市英峪高科仪器厂提供);SHZＧD(Ⅲ)循环水

式真空泵(巩义市予华仪器有限责任公司提供);DZFＧ６０２０型真空干燥箱(宁波市江南仪器厂提供);

JPCQ１０２８型数控超声波清洗机(武汉嘉鹏电子科技有限公司提供);SHAＧB水浴恒温振荡器(国旺仪器公

司提供);MilliＧQ纯水系统(美国 Millipore公司提供);LabTechUV２１００紫外Ｇ可见分光光度仪(北京莱伯

泰科有限公司提供);HHＧS６数显恒温水浴锅(金坛市金南仪器制造有限公司提供);ZETASIZER Nano
series纳米粒度电位仪(英国马尔文仪器有限公司提供);HITACHIFＧ７００荧光光谱仪(日立公司提供);

ZNCLＧTS加热套(巩义市英裕仪器公司提供);RC８CD 溶出仪,RZQＧ８D 取样收集系统(天大天发公司提

供);DSC１差示扫描量热仪(瑞士梅特勒托利多公司提供).

０９３
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１．２　试药

依托泊苷(批号为 EC２２００９４,质 量 分 数 为 ９８％),安 耐 吉 化 学 试 剂 有 限 公 司 提 供;P１２３(批 号 为

MKBQ０３０５V),Sigma公司提供;甲氧基聚乙二醇Ｇ聚乳酸(济南岱罡生物科技有限公司提供);乙腈,色谱

纯,天津市大茂化学试剂厂提供;甲醇、丙酮、无水乙醇,均为分析纯;水为超纯水.

２　方法与结果

２．１　ETPmPEGＧPLA/P１２３的制备

采用薄膜水化法制备负载依托泊苷的 mPEGＧPLA/P１２３共聚物胶束.将一定量的 mPEGＧPLA,P１２３
和ETP溶解于适量甲醇中,搅拌至溶解(１０００r/min,１５min).使用旋转真空蒸发器至甲醇完全蒸发并形

成干燥药膜,之后真空干燥过夜以除去残留的有机溶剂.再加入适量超纯水,超声处理,于５０℃恒温振荡

１h后,通过０．４５μm 滤膜过滤,除去未包封的药物和共聚物的聚集体,得到ETP胶束制剂.

２．２　色谱条件

WatersBEHC１８色谱柱(１００mm×２．１mm,１．７μm),检测波长为２８４nm(ETP),流动相为乙腈/水(二

者体积比为５０∶５０),体积流量为０．３mL/min,柱温为３５℃,进样量为１μL.

２．２．１　专属性试验

以“２．２”项下色谱条件分别对 mPEGＧPLA/P１２３空白胶束溶液和 ETPmPEGＧPLA/P１２３载药胶束溶

液进样.结果如图１所示,在２８４nm 波长下,辅料对依托泊苷的含量测定无干扰.

图１　依托泊苷纳米混合胶束的 UPLC色谱图

Fig􀆰１　UPLCchromatogramsofetoposideloadednanoＧmixedmicelles

２．２．２　线性关系考察

精密称取１０mg依托泊苷,放入１０mL容量瓶中,乙腈定容,制得质量浓度为１０００μg/mL的依托泊苷

储备液.将质量浓度依次稀释至８０,４０,２０,１０,５μg/mL,进样.以样品质量浓度为横坐标,峰面积为纵坐

标作图,得到线性回归方程为y＝２．０２９９x＋２．１０９,R２＝０．９９９９.在５~８０μg/mL范围内,依托泊苷的线性

关系良好.

２．３　ETP载药量和包封率的测定

精密吸取０．２mLETPmPEGＧPLA/P１２３胶束溶液,放入１０mL容量瓶中,用乙腈稀释至刻度,摇匀,

即为所得供试品溶液.按“２．２”项下色谱条件进样,将所得峰面积带入线性方程,根据稀释倍数计算 ETP

mPEGＧPLA/P１２３胶束溶液中ETP的含量.

ETP载药量＝胶束中ETP含量/(胶束中ETP含量＋载体材料总量)×１００％,

ETP包封率＝胶束中ETP含量/ETP的投药量×１００％.

２．４　单因素考察

２．４．１　投药量

固定载体材料 mPEGＧPLA和P１２３各５０mg,有机溶剂为甲醇,水化体积４mL,其他条件与２．１项下一

致,考察投药量为２,４,６,８,１０mg时对胶束包封率、载药量和粒径的影响,结果见表１.

１９３
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表１　投药量对包封率、载药量和粒径的影响

Tab．１　Effectofdosageonencapsulationefficiency,

drugloadingandsize
投药量∕mg 包封率∕％ 载药量∕％ 粒径∕nm

２ ９５．１ １．８７ １２２．３０
４ ９３．５ ３．６１ １１８．００
６ ８２．９ ４．７４ １１４．４０
８ ６５．２ ４．９６ １０３．６０
１０ ３５．７ ３．４５ ９３．６１

由表１可知,随着投药量的增加,包封率和粒径均

呈下降趋势,载药量则先升高后降低.故对投药量项

进行后续星点设计Ｇ效应面法分析.

２．４．２　mPEGＧPLA所占质量比

固定载体材料(mPEGＧPLA 与 P１２３)总量为１００
mg,投药量为４mg,其他条件不变,考察 mPEGＧPLA
占载体材料总量为０．２,０．３,０．５,０．７和０．８时,对胶束

包封率、载药量和粒径的影响,结果见表２.

表２　mPEGＧPLA 占比对包封率、载药量和粒径的影响

Tab．２　EffectoftheproportionofmPEGＧPLAonencapsulationefficiency,

drugloadingandsize

mPEGＧPLA占比 包封率/％ 载药量/％ 粒径/nm
０．２ ９２．８ ３．５８ ９３．１７
０．３ ９０．６ ３．５０ １０９．９０
０．５ ８２．５ ３．１９ １１６．００

０．７ ８８．９ ３．４３ １１７．７０
０．８ ７８．０ ３．０２ １０９．００

由表２可知,随着 mPEGＧPLA 占比的增加,包封率和载药量先降再升,而粒径呈现先升后降的趋势.
因此,将 mPEGＧPLA与P１２３的比例作为后续处方优化考察因素之一.
２．４．３　有机溶剂种类

固定载体材料m(mPEGＧPLA)∶m(P１２３)＝３∶７(３０mg∶７０mg),投药量为４mg,其他条件不变,考
察有机溶剂分别为甲醇、乙腈和丙酮时对胶束包封率、载药量和粒径的影响,结果见表３.

表３　有机溶剂种类对包封率、载药量和粒径的影响

Tab．３　Effectofthetypesoforganicsolventonencapsulationefficiency,

drugloadingandsize
有机溶剂种类 包封率/％ 载药量/％ 粒径/nm

丙酮 ８６．１ ３．３３ １１５．７０
甲醇 ９０．３ ３．４９ １１８．００
乙腈 ８７．２ ３．３７ １１７．２０

由表３可知,有机溶剂的改变,对包封率、载药量和粒径均无显著影响.由于丙酮挥发性和毒性较强,乙
腈沸点较高,故本实验选取甲醇作为有机溶剂.
２．４．４　超声时间

固定载体材料m(mPEGＧPLA)∶m(P１２３)＝３∶７(３０mg∶７０mg),投药量为４mg,有机溶剂为甲醇,
其他条件不变,考察超声时间为５,１０,２０,３０,６０min时,对胶束包封率、载药量和粒径的影响,结果见表４.

表４　超声时间对包封率、载药量和粒径的影响

Tab．４　Effectofultrasonictimeonencapsulationefficiency,

drugloadingandsize
超声时间/min 包封率/％ 载药量/％ 粒径/nm

５ ８５．６ ３．３１ １２１．７０
１０ ８６．１ ３．３３ １１５．２０
２０ ８８．５ ３．４２ １１７．６０

３０ ８５．４ ３．３０ １１７．３０
６０ ８７．１ ３．３７ １１４．５０

由表４可知,随着超声时间的增加,仅粒径略有下降,当超声时间达到１０min后,粒径基本不变.故选

取１０min为本实验的超声时间.

２．４．５　水化体积

固定载体材料m(mPEGＧPLA)∶m(P１２３)＝３∶７(３０mg∶７０mg),投药量为４mg,有机溶剂为甲醇,
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超声时间为１０min,其他条件不变,考察水化体积为２,４,６,８,１０mL时,对胶束包封率、载药量和粒径的影

响,结果见表５.

表５　水化体积对包封率、载药量和粒径的影响

Tab．５　Effectofthevolumeofwateronencapsulationefficiency,

drugloadingandsize

水化体积/mL 包封率/％ 载药量/％ 粒径/nm
２ ８６．５ ３．３４ １２７．６０
４ ９３．３ ３．６０ １１９．００
６ ９０．２ ３．４８ １０８．５０

８ ８８．５ ３．４２ １０２．５０
１０ ８１．３ ３．１５ ８７．５０

由表５可知,随着水化体积的增加,会导致胶束粒径减小,而包封率和载药量则呈先升后降的趋势.因

此,将水化体积作为后续处方优化考察因素之一.

２．５　星点设计Ｇ效应面法优化处方

在单因素考察基础上,通过星点设计Ｇ效应面法优化 ETP mPEGＧPLA/P１２３胶束.以投药量(X１)、

mPEGＧPLA占比(X２)和水化体积(X３)作为３个自变量,建立对依托泊苷纳米胶束包封率(Y１)、载药量

(Y２)和粒径(Y３)的函数关系.利用DesignExpert１０(３２Ｇbit)软件进行３因素５水平的CCD中心组合实

验设计,各因素的取值范围如下:投药量２~１０mg,mPEGＧPLA 占比０．３~０．７,水相体积２~１０mL.各水

平取值见表６,实验安排及结果见表７.

表６　星点设计的因素和水平

Tab．６　Factorandlevelforcentralcompositedesign

因　素 编码
水　平

－１．６８２ －１ ０ １ １．６８２

投药量/mg X１ ２．００ ３．６２ ６．００ ８．３８ １０．００
mPEGＧPLA占比 X２ ０．３０ ０．３８ ０．５０ ０．６２ ０．７０
水化体积/mL X３ ２．００ ３．６２ ６．００ ８．３８ １０．００

表７　星点设计的结果

Tab．７　Resultsofcentralcompositedesign

试验号 X１/mg X２ X３/mL Y１/％ Y２/％ Y３/nm

１ ６．００(０)　 ０．３０(－１．６８２) ６．００(０) ８４．００ ４．７８ １０８．９０
２ １０．００(＋１．６８２) ０．５０(０) ６．００(０) ３６．１０ ３．４９ １１４．１０
３ ６．００(０) ０．５０(０) ６．００(０) ６９．５０ ４．００ １１６．２０

４ ６．００(０) ０．５０(０) １０．００(＋１．６８２) ６１．３０ ３．５５ ８７．６１
５ ８．００(＋１) ０．６２(＋１) ８．３８(＋１) ３５．２０ ２．８７ １０２．３０
６ ６．００(０) ０．５０(０) ６．００(０) ７１．５０ ４．１１ １１０．７０
７ ６．００(０) ０．５０(０) ６．００(０) ７３．２０ ４．２１ １１６．９０
８ ２．００(－１．６８２) ０．５０(０) ６．００(０) ９１．００ １．７９ １２３．６０

９ ６．００(０) ０．７０(＋１．６８２) ６．００(０) ８１．００ ４．６３ １２１．２０
１０ ６．００(０) ０．５０(０) ６．００(０) ７１．２０ ４．１０ １１４．７０
１１ ８．３８(＋１) ０．３８(－１) ３．６２(－１) ３１．４０ ２．５７ １０５．５０
１２ ６．００(０) ０．５０(０) ６．００(０) ６８．９０ ３．９７ １１７．１０
１３ ８．３８(＋１) ０．６２(＋１) ３．６２(－１) ２８．４０ ２．３２ １１２．５０

１４ ８．３８(＋１) ０．３８(－１) ８．３８(＋１) ４５．８０ ３．７０ １１２．４０
１５ ３．６２(－１) ０．３８(－１) ８．３８(＋１) ９３．６０ ３．２８ ９６．５１
１６ ３．６２(－１) ０．６２(＋１) ３．６２(Ｇ１) ９２．００ ３．２２ １２４．４０
１７ ３．６２(－１) ０．６２(＋１) ８．３８(＋１) ８４．００ ２．９５ １１７．７０
１８ ３．６２(－１) ０．３８(－１) ３．６２(－１) ９４．５０ ３．３１ １１９．４０
１９ ６．００(０) ０．５０(０) ６．００(０) ７６．４０ ４．３８ １１５．９０

２０ ６．００(０) ０．５０(０) ２．００(－１．６８２) ６０．４０ ３．５０ １０９．５０
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根据DesignExpert１０(３２Ｇbit)软件对各因素及指标进行多元线性及二项式拟合,确定最优处方参数.

统计结果显示,二次多项式回归模型是描述各因素与指标关系的最佳模型,数学模型如下:

Y１＝７１．７８－２２．９８X１－２．９８X２＋０．３９X３＋０．２５X１X２＋２．７０X１X３－

０．９０X２X３－４．７８X２
１＋２．４３X２

２－３．８８X２
３(r２＝０．９８００,P＜０．０１);

Y２＝４．１３＋０．１１X１－０．１６X２＋０．０６X３－０．０５X１X２＋０．１６X１X３－

０．０３X２X３－０．７３X２
１＋０．１０X２

２－０．２４X２
３(r２＝０．９６９３,P＜０．０１);

Y３＝１１６．８０－７．０１X１＋２．０７X２＋３．０４X３＋０．７７X１X２－０．４５X１X３－

０．４５X２X３＋２．１７X２
１－０．４１X２

２＋０．２１X２
３(r２＝０．８８４２,P＜０．０１).

方差分析见表８—表１０.

表８　ETP包封率回归模型方差分析

Tab．８　VarianceanalysisforregressionmodelonentrapmentefficiencyofETP

变异来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值

模型 ８０４０．４４ ９ ８９３．３８ ５４．３８ ＜０．０００１

X１ ７２１０．４５ １ ７２１０．４５ ４３８．９２ ＜０．０００１

X２ １２０．２１ １ １２０．２１ ７．３２ ０．０２２１

X３ ２．０７ １ ２．０７ ０．１３ ０．７３０１

X１X２ ０．５０ １ ０．５０ ０．０３ ０．８６５０

X１X３ ５８．３２ １ ５８．３２ ３．５５ ０．０８８９

X２X３ ６．４８ １ ６．４８ ０．３９ ０．５４４０

X２
１ ３２８．６８ １ ３２８．６８ ２０．０１ ０．００１２

X２
２ ８２．７６ １ ８２．７６ ５．０４ ０．０４８６

X２
３ ２１６．２２ １ ２１６．２２ １３．１６ ０．００４６

残差 １６４．２８ １０ １６．４３

失拟项 １２７．０１ ５ ２５．４０ ３．４１ ０．１０２３

纯误差 ３７．２７ ５ ７．４５

总和 ８２０４．７２ １９

表９　ETP载药量回归模型方差分析

Tab．９　VarianceanalysisforregressionmodelonloadingcapacityofETP

变异来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值

模型 ９．３３０ ９ １．０４０ ３５．１０ ＜０．０００１

X１ ０．１５０ １ ０．１５０ ５．１０ ０．０４７６

X２ ０．３５０ １ ０．３５０ １１．９４ ０．００６２

X３ ０．０４５ １ ０．０４５ １．５２ ０．２４５１

X１X２ ０．０１８ １ ０．０１８ ０．６１ ０．４５２５

X１X３ ０．２１０ １ ０．２１０ ７．１５ ０．０２３３

X２X３ ０．００７ １ ０．００７ ０．２４ ０．６３２１

X２
１ ７．６３０ １ ７．６３０ ２５８．３３ ＜０．０００１

X２
２ ０．１５０ １ ０．１５０ ５．０７ ０．０４８０

X２
３ ０．８３０ １ ０．８３０ ２７．９６ ０．０００４

残差 ０．３００ １０ ０．０３０

失拟项 ０．１８０ ５ ０．０３７ １．６２ ０．３０４５

纯误差 ０．１１０ ５ ０．０２３

总和 ９．６３０ １９
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表１０　ETP胶束粒径回归模型方差分析

Tab．１０　VarianceanalysisforregressionmodelonmicellessizeofETP

变异来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值

模型 ９３７．６３ ９ １０４．１８ ８．４８０ ０．００１３

X１ ６７１．４２ １ ６７１．４２ ５４．６６０ ＜０．０００１

X２ ５８．２５ １ ５８．２５ ４．７４０ ０．０５４５

X３ １２６．４１ １ １２６．４１ １０．２９０ ０．００９４

X１X２ ４．８０ １ ４．８０ ０．３９０ ０．５４５７

X１X３ １．６２ １ １．６２ ０．１３０ ０．７２４０

X２X３ １．６２ １ １．６２ ０．１３０ ０．７２４０

X２
１ ６７．９７ １ ６７．９７ ５．５３０ ０．０４０５

X２
２ ２．４１ １ ２．４１ ０．２００ ０．６６７３

X２
３ ０．６２ １ ０．６２ ０．０５１ ０．８２６２

残差 １２２．８３ １０ １２．２８

失拟项 １０１．１０ ５ ２０．２２ ４．６５０ ０．０５８５

纯误差 ２１．７３ ５ ４．３５

总和 １０６０．４７ １９

由表８—表１０可知,各模型P＜０．０００１,表明以上二次多项式方程的显著性极高,也显示了独立变量

X１,X２和X３对因变量Y１,Y２和Y３的影响;失拟项均大于０．０５,说明各回归方程与其实验结果拟合度良好,
使用二项式数学模型预测的实验数据结果可取.

根据二项式拟合方程绘制因素对各指标影响趋势的三维效应面与等高线图,描述各独立变量(投药量、

mPEGＧPLA占比、水化体积)对因变量(包封率、载药量和粒径)响应的影响,结果如图２所示.

图２　因素对考察指标的响应面图和等高线图

Fig􀆰２　Effectsoffactorsonresponsesurfaceandcontourplotsofeachevaluationindex

２．６　最优处方的验证试验

为获得最大的包封率、载药量及最小粒径,使用 DesignＧExpert软件评估了独立变量对响应影响的显著

性,使用响应面图确定了制备胶束的最佳条件.最优处方:m(mPEGＧPLA)∶m(P１２３)＝３８∶６２,投药量为
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５mg,水化体积为６mL.预测此条件下胶束的包封率为８６．０５％,载药量为４．２１％,粒径为１１８．０５nm.根

据最佳条件将预测值与最新制备的３批ETPmPEGＧPLA/P１２３胶束的实验值进行比较,以证明该模型的适

用性,结果见表１１.

表１１　最优处方验证结果

Tab．１１　Verificationofoptimizedformulation

样品 包封率/％ 载药量/％ ETP质量浓度/(mg􀅰mL－１) 粒径d/nm

１ ８９．００ ４．２６ ０．７４２ １１６．８

２ ８５．８０ ４．１２ ０．７１６ １１４．６

３ ８７．４０ ４．１９ ０．７２８ １１８．３

平均值 ８７．４０ ４．１９ ０．７２９ １１６．６

RSD值/％ １．７７ １．６７ １．７９０ １．６

由表１１可知,该胶束实际的平均包封率为８７．４％,平均载药量为４．１９％,粒径为１１６．６nm,该方法的实

验值与预测值的绝对值均小于５％.结果表明,该数学模型预测的实验数据结果可取.

３　ETPmPEGＧPLA/P１２３混合胶束制剂理化性质

３．１　胶束粒径及Zeta电位

利用Zetasizer粒度仪测定ETPmPEGＧPLA/P１２３胶束的粒径和Zeta电位.将２．１项下胶束溶液用超

纯水适当稀释,滤膜过滤,测定其电位和粒径(d),结果见图３和图４.

图３　依托泊苷胶束粒径分布

Fig􀆰３　Particlesizesdistributionofmicelle

　
图４　依托泊苷胶束Zeta电位分布

Fig􀆰４　Zetapotentialofmicelle

由图３和图４可知,ETPmPEGＧPLA/P１２３胶束粒径分布均一,平均粒径为１１５．６nm,PDI为０．２１６,

Zeta电位为－１６．３mV.

３．２　临界胶束浓度

在室温下,使用芘作为荧光探针,通过荧光分光光度计,测定 mPEGＧPLA/P１２３混合胶束的临界胶束浓

度(CMC).将适量芘溶解在丙酮中,然后分别加入到９个１０mL容量瓶中,并在氮气下蒸发丙酮.将以超

纯水稀释的质量浓度分别为６．４×１０,３．２×１０２,１．６×１０３,８×１０３,４×１０４,２×１０５,１×１０６,５×１０６,２．５×１０７

图５　mPEGＧPLA/P１２３的CMC曲线

Fig．５　CMCcurveofmPEGＧPLA/P１２３

μg/mL的空白胶束溶液加入上述容量瓶中,稀释至刻

度,使混合胶束溶液中芘的最终浓度保持在５×１０－７

mol/L.将所得溶液于４５ ℃恒温振荡２h,冷却到室温

过夜平衡.采用荧光分光光度计测定各浓度溶液中芘的

荧光激发光谱,发射波长为３９０nm,激发波长的范围为

３００~３６０nm,发射波长和激发波长的狭缝宽度均为５
nm,记录３３７．２nm 和３３４．８nm 处的荧光强度I３３７．２和

I３３４．８.以I３３７．２和I３３４．８的强度比与聚合物浓度(c)的对数

作图,CMC值为拐点处曲线的切线与低浓度点上水平切

线的交点,结果见图５.由图５可知,mPEGＧPLA/P１２３
空白胶束的CMC为２．５×１０－３g/L,该临界胶束质量浓
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度与 mPEGＧPLA(１．７×１０－３g/L)相近,低于 P１２３(CMC 为５×１０－２g/L).因此,在体内稀释条件下,

mPEGＧPLA/P１２３混合胶束具有更高的稳定性和保证胶束完整性的能力.

３．３　热性能

采用差示扫描量热仪测定天然依托泊苷、mPEGＧPLA/P１２３空白胶束、依托泊苷和 mPEGＧPLA/P１２３
的物理混合物以及ETPmPEGＧPLA/P１２３载药胶束的热性能,以空标准铝坩埚为空白对照.温度扫描设

图６　DSC图

Fig．６　DiagramofDSC

定为４０~２００℃,速度为２０℃/min,结果

见图６.图６中,a—d分别为天然依托泊

苷、mPEGＧPLA/P１２３ 空 白 胶 束、ETP
mPEGＧPLA/P１２３载药胶束以及依托泊苷

和 mPEGＧPLA/P１２３的物理混合物的热分

析图.
由图６可知,天然依托泊苷在１８９ ℃

时出现放热峰,此为依托泊苷的特征峰;在
空白胶束中,５８ ℃处出现一个放热峰,当
其与依托泊苷物理混合后,在５８℃和１８５
℃处出现两者的叠加峰,说明依托泊苷以

晶体形式存在;在载药胶束中,未发现依托

泊苷的特征峰,表明胶束内部的依托泊苷

可能 处 于 分 散 的 无 定 形 或 无 序 结 晶 相

形式.

３．４　体外释放行为

采用动态透析袋法研究依托泊苷在不同制剂中的体外释放行为.将依托泊苷注射液、依托泊苷原料药

溶液以及负载依托泊苷的胶束溶液置于透析袋(截留Mw＝３５００)中,然后放入２００mL释放介质(含有０．５％

图７　依托泊苷的体外释放行为

Fig．７　ReleasebehaviorofETP

十二烷基硫酸钠的磷酸盐缓冲溶液)中,恒温保持在(３７±
０．５)℃,并以１００r/min搅拌.分别于１,３,５,７,９,１２,２４,３６,

４８h时收集样品２mL ,并以同等体积空白释放介质替换,最
后通过 UPLC测定释放的ETP浓度,计算累计释放率.释放

曲线如图７所示.
由图７可以看出,在１~５h内,依托泊苷注射液和原料药

溶液释放速率较快,在７h已达到释放末期,累计释放率均在

８０％以上;与之相比,依托泊苷胶束溶液释放缓慢,此时释放率

仅为３０％左右;当释放时间为４８h时,胶束制剂中依托泊苷的

最大释放率达到８２％,因此ETPmPEGＧPLA/P１２３胶束制剂

符合缓释制剂的特点.

４　结　论

１)临界胶束浓度(CMC)是衡量两亲性聚合物胶束性能的主要指标之一,反映了胶束制剂的稀释稳定

性.CMC值越小,形成胶束的聚合物所需浓度越低,胶束的结构也更稳定.一般而言,与混合胶束相比,单

一聚合物形成的胶束受其链段限制,常出现载药量较低和稳定性较差等问题.本实验成功制备了以P１２３
和 mPEGＧPLA为载体的依托泊苷纳米混合胶束.普朗尼克P１２３是一种结构简单、安全性高的多功能药用

辅料,以P１２３自组装形成的胶束,具有较高的包封率和载药量[１５],但其稳定性较差,且随保存时间的延长,

粒径变大、PDI增加.而 mPEGＧPLA的加入显著增强了该胶束的稳定性[１６].实验结果表明,该混合胶束的

临界胶束质量浓度(２．５×１０－３g/L)与 mPEGＧPLA(１．７×１０－３g/L)相近,低于P１２３(CMC为５×１０－２g/L),

表明与P１２３相比,mPEGＧPLA/P１２３混合胶束具有更高的自身稳定性、完整性和抗稀释能力.

２)载药胶束制剂的释放采用动态透析袋法.为满足漏槽条件,选择磷酸盐缓冲液(pH 值为７．４,０．５％十
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二烷基硫酸钠)为释放介质考察依托泊苷聚合物胶束的体外释放特性.由于依托泊苷在PBS水溶液中的溶

解度极低,为了使释放介质中药物浓度远低于其饱和浓度[１７](即维持漏槽条件),采用添加表面活性剂的方

法提高药物的溶解度.药物释放实验中常用的释放介质包括磷酸盐(PBS)缓冲溶液[１８Ｇ１９]、含 Tween８０的

PBS溶液[２０Ｇ２１]以及含十二烷基硫酸钠(SDS)的PBS溶液[２２]等.实验结果表明,依托泊苷在以上３种释放介

质中的溶解度分别为０．３６,１,２．５mg/mL.本实验选用含SDS的磷酸盐缓冲溶液研究疏水药物依托泊苷的

释放行为.相较于传统制剂,ETPmPEGＧPLA/P１２３胶束在７h内的释放率仅为３０％.因此,该胶束制剂

具有显著的缓释作用,可延长依托泊苷的血液循环时间,维持血药浓度,增加药物在肿瘤细胞中的累积率.

３)本研究以P１２３和 mPEGＧPLA共同作为载体材料,采用薄膜水化法制备了负载ETP的纳米混合胶

束制剂,通过单因素考察与星点设计Ｇ效应面法优化处方,对制备的新型胶束制剂进行了理化性质评估.研

究结果表明,以 mPEGＧPLA/P１２３为载体材料制备的ETP胶束制剂,在水溶性、安全性、缓释性、稳定性和

载药量等方面均具有显著优势,是一种极具应用前景的纳米制剂.

今后,关于ETPmPEGＧPLA/P１２３纳米胶束制剂的药代动力学、组织分布以及抗肿瘤活性与机制方面

还有待作进一步的研究.
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