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阿昔洛韦-乙交酯-丙交酯共聚物毫微粒制备工艺的优化选择

徐　颖 ,周世文　　(第三军医大学附属新桥医院临床药理基地 ,重庆 400037)

提　要　目的:筛选制备阿昔洛韦-乙交酯-丙交酯共聚物毫微粒(ACV-PLGA-NP)的优化工艺。方法:单

因素试验初选制备 ACV-PLGA-NP的 pH 值范围 、聚乙烯醇(Polyviny l alcohol , PVA)浓度范围 、PLGA 分子量 、

药物及丙酮浓度范围。按均匀设计表设计实验 , 进行结果预测及验证。结果:优化工艺与 PLGA 分子量及丙

酮浓度无关 , pH 值为 1.5 , PVA 浓度为 50 mg/ml , ACV 浓度为 0.8 mg/ ml。按优化条件制备的 ACV-PLGA-

NP 平均包封率为 61.00%, 载药量为 6.79%。结论:按照均匀设计法优选的条件制备 ACV-PLGA-NP ,其目

标量在预测值范围内。
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Optimization of the technological process to prepare acyclovir poly(DL-lac-
tic-co-glycolic acid)nanoparticles
XU Ying , ZHOU Shi-wen 　(Base of Clinical Pharmacology , Xinqiao Hospital , Third M ilitary Medical University , Chongqing

400037 , China)

Abstract　Objective:To optimize the technological process for the preparation of acyclovir

poly (DL-lact ic-co-gly colic acid)nanoparticles(ACV-PLGA-NP).Methods:The range of pH val-

ue , the concentration were preliminarily determined w ith sing le factor test.ACV-PLGA-NP was

prepared w ith spontaneous emulsification solvent diffusion and the 5 facto rs and 9 levels for the

preparation of ACV-PLGA-NP were selected w ith uniform design U9(9
6) test.Results:The

molecular w eight of PLGA and the concentration of acetone w ere not related to the optimizat ion of

the technological process.The pH value w as 1.5 , the concentration of PVA was 50 mg/ml and

the concentration of ACV was 0.8 mg/ml.Using these conditions , a white colloidal solution was

obtained , in w hich the drug loading w as 6.79% and drug embedding ratio w as 61.00%

.Conclusion:The target variables of ACV-PLGA-NP prepared wi th the optimized technological

process are w ithin the predicted limi ts.
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　　研究证明 ,毫微粒具有明显的肝脏靶向性和体内

延效作用
[ 1 , 2]
。核苷类抗病毒药阿昔洛韦(ACV)对乙

型肝炎病毒有抑制作用
[ 3]
。但 ACV 水溶性较差 ,肝

脏分布少 。为了提高 ACV 在肝脏内的浓度 ,将其包

封于高分子载体中 ,制成聚合物毫微粒(纳米级的颗

粒 ,NP)。本研究选用可在体内生物降解的乙交酯-丙

交酯共聚物(PLGA)[ 4 ,5]为药物载体制备 ACV-PLGA-

NP ,就其制备工艺的优化选择进行研究。

1　材料与方法

1.1　主要试剂与仪器
PLGA 由中国科学院成都有机所合成 , PVA 购自 Sigma 公

司 ,药用 ACV 购自上海第六制药厂 , ACV 对照品购自中国药

品生物制品检定所 , Sarto rius 电子天平 , 磁力加热搅拌器 ,

Olympus光学显微镜 , Hitachi超速冷冻离心机 , Shimadzu 紫外

分光光度计 ,Millipore 超纯水机 , JEM 透射电镜 , AMRAY 扫描

电镜 ,电导率仪。

1.2　载药工艺的选择
根据下列公式计算 ACV-PLGA-NP 的包封率(AR)和载药

量(DL):
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AR=
W-Ws

W
×100%

DL=
W-Ws
WPLGA

×100%

W:ACV 加入量;Ws:上清液中 ACV 的量;WPLGA:PLGA

加入量。

ACV 分别加入到有机相或者是水相中制备 ACV-PLGA-

NP。选择适当溶剂溶解 ACV-PLGA-NP。

1.3　单因素试验初选制备工艺
1.3.1　载药毫微粒制备方法[ 6] 　　PLGA 中加入二氯甲烷和

丙酮 ,得混溶液;ACV 的水溶液用 0.1 mo l/ L HCl和 0.1 mol/ L

NaOH 溶液调 pH 值 , 电磁搅拌下加入上述混溶液 , 继续搅拌 4

h , 0.1 mol/ L NaOH 调 pH 至 7.0 ,再搅拌 0.5 h。

1.3.2　分别选择不同的 pH 值 , PVA 浓度 , ACV 及 PLGA 浓

度 , PLGA分子量和丙酮加入量制备 ACV-PLGA-NP , G3 玻砂

漏斗抽滤 ,超速冷冻离心 , 测定上清液的紫外吸收值。

1.4　均匀设计法优选制备工艺
1.4.1　因素和水平的确定及实验表的安排　据文献及单因素

试验结果 ,制备 ACV-PLGA-NP 时影响其粒径分布及载药性能

的主要因素是:pH 值(X1)1-6、PLGA 分子量(X2)20 000 及 50

000 、PVA浓度(X 3)10 ～ 50 mg/ ml、ACV 浓度(X4)0.4 ～ 0.8

mg/ml、丙酮浓度(X5)0.05 ～ 0.45 ml/ ml , 各取 9 水平 , PLGA

分子量采用拟水平法 , 见表 1。按均匀设计表 U 9(9
6)设计试

验 ,见表 2。

　　各种条件制备 6 份(其中有 1 份为未加 ACV 的空白)。

1.4.2　测定未包封 ACV 的量　　超速冷冻离心(4°C ,

156 200×g)1 h 后的上清液各取 1.0 ml于 10.0 ml容量瓶

中 ,蒸馏水定容 , 再取 5.0 ml稀释到 10.0 ml容量瓶中 , 以未加

阿昔洛韦者为空白 , 252 nm 处测吸收值。

1.4.3　测定胶体溶液中 ACV 的量取胶体溶液 5.0 ml于玻璃

蒸发皿中 , 水浴挥干溶剂 , 加入甲醇溶解 、过滤 、洗涤 , 定容于

25.0 ml容量瓶中 , 取 2.0 ml于 10.0 ml容量瓶中 , 测 252 nm

处吸收值。

1.4.4　测定胶体溶液的 Zeta电位[ 7]　　取胶体溶液适量于透

析袋中 , 蒸馏水透析 , 多次换水至电导值低于 50 μΨ后移入 U

型管中 ,以相同电导值的氯化钾溶液为辅助液 , 插入铂电极 , 接

通稳压电源 , 调节电压至 30 V ,电泳 30 min后测量溶胶移动距

离。根据溶胶移动方向判断胶体微粒电性 ,并按下式计算 Zeta

电位:

其中 , Zeta为胶体动电位(mV), π为圆周率 , η与ε分别是

介质在测定温度下的粘度和绝对介电常数 , E 是电位梯度(V/

cm)=外加电压/电压间距离 , v是电泳速度(cm/ s)=溶胶移动

距离/时间。

1.5　统计学分析及结果验证
1.5.1　多元逐步回归分析[ 8] 　　选用医用统计程序包 SPM R

之 SRA-1对均匀设计结果进行逐步回归分析。

1.5.2　结果预测及验证　　根据多元逐步回归分析的结果确

定制备 ACV-PLGA-NP的优化条件并进行目标量的区间估计。

按优化条件进行实验 ,平行试验 5次。

1.5.3　电子显微镜观察制备的 ACV-PLGA-NP　　按优选工

艺制备 ACV-PLGA-NA , G3 玻砂漏斗抽滤得胶体溶液。滴少

量于电镜专用铜网上 , 10 min 后用 2%磷钨酸负染 10 min , 透射

电镜下观察;取少量胶体溶液涂布于载玻片上 , 室温下自然干

燥 15 min , 吸去上清 ,乙醇脱水 ,包涂金粉 , 用扫描电镜观察。

2　结果

2.1　载药工艺的选择
ACV 加到有机相中 , 其包封率低于 ACV 加到水相中。 二

甲亚砜及四氢呋喃在紫外 252 nm 处吸收度极高 ,乙腈 、甲醇在

紫外 252 nm 处吸收度较低 ,阿昔洛韦在乙腈中溶解性较差 , 选

用甲醇作为毫微粒的溶剂。

2.2　单因素试验筛选制备工艺水平
pH 值在 1.0～ 6.0 范围内较佳 , ACV 的包封率较高;PVA

水溶液浓度宜为 10～ 50 mg/ml;PLGA 的分子量 Mw=20 000

与 Mw=50 000 成球性及包封率皆优;阿昔洛韦及 PLGA 浓度

范围分别为 0.40 ～ 0.80 mg/ml及 4.0 ～ 8.0 mg/ ml;丙酮浓度

范围大约在 0.05 ～ 0.50 ml/ml。

2.3　均匀设计表试验结果及数据处理
根据 ER、DL 及Zeta电位平均值计算均匀设计结果目标量

Y=20%ER+40%DL-40%Zeta ,见表 3。
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　　将表 2 及表 3 数据输入计算机 , 利用医用统计程序包

SPM R之多元逐步回归程序 SRA-1 回归 , 得相关系数矩阵表 ,

见表 4。

查 F 检验的F 临界值表 , F0.05 , 3 , 5 , =5.31 , 回归方程显著

(P<0.05)。

2.4　结果预测和验证
由回归方程与相关系数矩阵可见 , X1 的系数为负 , 在条件

优化时 ,根据表 2 的数据 ,宜取下限值 , X3 和X4 的系数为正 , 表

明其取值宜大 , X2 及 X5 与 Y 间相关性差 , 在逐步回归分析时

被去除 ,表明在所取值范围内 , 对结果影响不大 , 可选择一适中

的值 , X 2 可定为 20 000 , X5 可选为 0.1 ml/ml。经综合考虑 ,

ACV-PLGA-NP 制备的优化条件为 X1 =1.5 , X3 =50 , X4 =

0.80 , 将各取值代入方程 , 得 Y=20.941。 Y的区间估计为 Y=

Y±U 2·S , 查表得 U 2(0.01)=2.57 , 则 Y的预测范围为 17.137

4 ～ 24.744 6。

按照优化条件制备的 ACV-PLGA-NP 平均包封率为

61.00%,载药量为 6.79%, Zeta 电位-15.27 mV ,目标量平均

得分为 21.03 , 在预测范围内。

ACV-PLGA-NP的扫描电镜照片见图 1。

透射电镜下可见极有立体感的小圆球体 ,粒径小于 1 μm;

扫描电镜下可见白色的小圆球体 ,粒径小于 1μm。

图 1　ACV-PLGA-NP 的扫描电镜照片

Fig 1　Scanning electron micrograph of ACV-PLGA-NP

3　讨论

采用广泛应用的水包二氯甲烷(或三氯甲烷)的乳

化溶剂蒸发法
[ 9]
不能用于制备小于 1 μm 的毫微粒 ,

尽管使用高速匀化机强力搅拌所制备的毫微粒其粒径

最小也有 1.2 ～ 1.5μm 。我们采用改进的溶剂蒸发技

术 ,将丙酮加入到溶有多聚物的有机相中 ,即使不用高

速强力匀化 ,所制备的球体粒径亦为亚微米级 。丙酮

从有机相到水相快速扩散引起两相间表面张力显著减

少及自发性混合 ,从而使亚微米型的 PLGA 载药毫微

粒生成。

均匀设计是方开泰将数论用于试验设计所创立的

一种多因素试验设计方法 ,试验次数与各因素所取的

水平数相等 ,用均匀设计安排试验可大大减少试验次

数。均匀设计一经问世 , 大量应用于药学研究设计

中[ 10] 。我们选用均匀设计法减少试验次数 ,按照均匀

设计法优选的制备条件制备 ACV-PLGA-NP ,其目标

量在预测值范围内。

毫微粒表面的 Zeta 电位将影响物理稳定性和载

药性能。Zeta 电位值越高 ,胶体粒子越不容易凝聚 ,

胶体溶液越稳定。PLGA-NP 及 ACV-PLGA-NP 粒子

荷负电 , 在碱性条件下 ,ACV 分子中的酚羟基 ,醇羟

基与 NaOH成盐后 ,ACV 主要以阴离子形式存在 ,游

离分子只占极少数。PLGA-NP 及 ACV-PLGA-NP 粒

子易于吸附少量的电中性游离 ACV 分子 ,故吸附率

低 ,载药量小;当 pH 值降低时 ,游离 ACV 分子比例增

大 ,故吸附率增大 ,载药量增大 。按优化条件所制备的

ACV-PLGA-NP 平均包封率为 61.00%, 载药量为

6.79%,Zeta电位-15.27 mV 。
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2 　结果

新鲜血小板 4 种主要磷脂的总量为 71.4 μg/ ml , 各自含量

依次为 PC >PE >PS >PI。 22℃水平振摇保存 3 d、5 d , 4 种

磷脂的总量分别下降 5.8%, 31.8%;保存 5 d PC , PE , PS , PI 的

下降具有统计学意义(P< 0.01)。

血小板-80℃保存 1、3 、6 月 , 4 种磷脂总量比新鲜血小板

分别减少了 33.3%、34.6%、36.3%, P <0.01;3 者之间相比

较 ,磷脂改变差异不显著(P >0.05)[ 3] 。

血小板聚集功能改变:22℃保存 24 h , 血小板 PAG 下降约

50%;保存 72 h , PAG 降至 10%以下;保存 96 h 的血小板对

ADP诱导无明显的聚集反应。与对照组相比较 , -80℃保存的

血小板融化后 PAG 显著下降(P < 0.01), 即使增加 ADP浓度

也不能提高 PAG , 血小板在-80℃冰冻保存 1 、3 、6 月 , PAG 分

别为 9.2%、9.7%、10.9%, 3 者之间差异不显著(P >0.05)。

3　讨论

保存期间血小板膜脂质结构发生了变化 ,血小板活化和细

胞溶解使磷脂释放到血浆中。实验显示 , 22℃保存血小板 , 随

保存时间延长 ,磷脂丢失呈持续状态 , 血小板聚集功能亦表现

为持续下降。 -80℃冰冻保存血小板 ,冻融后磷脂减少约 1/ 3 ,

但是随着保存时间延长 , 磷脂的丧失却没有增加 , 而是保持在

一相对稳定的水平 , 同时反映血小板功能的 PAG 的变化趋势

与磷脂的改变极为相似。提示:①血小板磷脂丧失与血小板功

能下降有密切关系。 ②-80℃冰冻保存血小板 , 其损伤主要来

自冻-融过程 ,与保存时间长短无明显关系。

贮存期间血小板磷脂丧失的机制目前还不完全明确 ,有以

下几种可能:①提前消耗。某些非生理性刺激 , 如采集技术 、贮

存容器 、保存介质 、保存温度等影响 , 引起血小板活化 , 释放颗

粒 ,进而聚集 , 脂质被提前消耗。 ②酶的作用。如血小板释放

磷脂酶 、脂质酶或受白细胞污染等使血小板膜脂质消耗或丢

失。③脂质过氧化作用。在贮存期间血小板内源性抗氧化物

(如谷胱甘肽)逐渐耗尽 ,使得氧分子能够对无保护功能的脂质

进行过氧化反应 ,最终导致脂链破碎 。由于维持血小板生理功

能的花生四烯酸前体缺乏 ,以及能破坏生物膜的脂肪酰基醛生

成 ,使血小板膜脂质双层稳定性下降 , 磷脂丧失[ 4] , 最终导致血

小板止血功能下降 ,存活时间缩短。血小板的活化使磷脂 PS 、

PE在脂质膜外侧暴露形成血小板第三因子(PF 3)。 PF 3 能大

大加快凝血酶产生的速度 ,引起血小板广泛聚集。

防止 PSL 发生已成为输血工作亟待解决的问题。据报道 ,

使用抗氧化剂如维生素 E 和硒蛋氨酸 , 能抑制脂质过氧化作

用 ,延长血小板的保存时间[ 5] 。在制备中减少白细胞污染有助

于提高血小板贮存质量。

关键词　血小板贮存损伤;磷脂;高效液相色谱分析;血小

板聚集功能

中图法分类号　R318.52;R331.143 　文献标识码　B

参考文献

[ 1] 　Kawasaki T , Kambayashi J , Mori T , et al.Analy sis of platelet

phospholipids by high performance liquid chromatography [ J] .

Thrombosis Research , 1984 , 36(4):335-338.

[ 2] 　王凤君 ,赵　云 , 谢尔凡 ,等.高效液相色谱法测定生物样品

中磷脂含量[ J].第三军医大学学报 , 1996 , 18(1):67-68.

[ 3] 　成小玲 , 林武存 , 黎汝青 ,等.储存损伤对血小板超微结构和

聚集功能的影响[ J].重庆医学 , 2000 , 29(2):106-110.

[ 4] 　Seghatchian J M J , Krailadsiri P.The platelet storage lesion[ J]

.Transfusion M edicine Reviews , 1997 , 11(2):130-134.

[ 5] 　Klinger M H F.The storage lesion of platelets:ultrastructural and

functional aspects[ J].Ann Hematol , 1996 , 73(2):103-106.

(编辑　王　红)

256 第 三 军 医 大 学 学 报 第 3 期


