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熊果酸（Ursolic acid，UA）属于五环三萜类化合物，

具有广泛的药理活性，如抗肿瘤、抗氧化、抗炎、抗高脂

血症等，但由于其水溶性差、生物利用度低，使得该化合

物的应用受到极大限制 [1-2]。多柔比星（Doxorubicin，

DOX）是从链球菌色素代谢物中分离出来的一种蒽环类

化合物，被认为是最有效的化疗药之一，是诸多类型癌
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摘 要 目的：制备熊果酸（UA）/Pluronic F127（PF127）/聚乙二醇维生素E琥珀酸酯（TPGS）-多柔比星（DOX）混合纳米胶束，并对

其进行表征和体外释药特性研究。方法：采用薄膜水化法制备UA/PF127/TPGS纳米胶束；以UA包封率为指标，结合单因素试验

结果，通过L9（34）正交试验设计对处方中的UA投药量、PF127与TPGS的摩尔比、水化温度、水化体积进行优化并验证。在琥珀酰

化TPGS的基础上，合成TPGS-DOX，与UA/PF127/TPGS混合制备UA/PF127/TPGS-DOX混合纳米胶束，考察其外观、粒径、临界

胶束浓度（PF127/TPGS），采用透析袋扩散法考察其体外释药行为。结果：UA/PF127/TPGS纳米胶束的最优制备工艺为UA投药

量 8 mg、PF127与 TPGS 的摩尔比 3 ∶ 7、水化温度 50 ℃、水化体积 4 mL，所得纳米胶束中 UA 的平均包封率为 89.00％（RSD＝

0.43％，n＝3）。在此基础上所制 UA/PF127/TPGS-DOX 混合纳米胶束溶液澄清且带有乳光；呈类球形且大小均匀，平均粒径为

（115.00±9.42）mm；PF127/TPGS（摩尔比3 ∶7）的临界胶束浓度为0.001 3％。该混合纳米胶束中UA、DOX的体外释放均较其原料

药或对照品明显减缓，胶束中两种药物的释药过程均符合Weibull方程。结论：本研究成功制备了UA/PF127/TPGS-DOX混合纳

米胶束，其粒径均匀且系统稳定性好，并具有较好的缓释效果。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To prepare Ursolic acid（UA）/Pluronic F127（PF127）/TPGS-doxorubicin（DOX）mixed nanomicelles，

and to characterize it and study its in vitro release behavior. METHODS：UA/PF127/TPGS nanomicelles were prepared by thin film

hydration method. Using encapsulation efficiency of UA as index，combined with the results of single factor tests，L9（34）

orthogonal test was used to optimize drug dosage of UA，molar ratio of PF127 to TPGS，hydration temperature and hydration

volume，validation test was performed. On the basis of succinylated TPGS，TPGS-DOX was synthesized and mixed with UA/

PF127/TPGS to prepare UA/PF127/TPGS-DOX mixed nanomicelles，the appearance，particle size and critical micelle concentration

（PF127/TPGS） were investigated. The drug release behavior was examined by dialysis bag diffusion method. RESULTS：The

optimal preparation technology of UA/PF127/TPGS nanomicelles was as follows as drug dosage of UA 8 mg，molar ratio of PF127

to TPGS 3 ∶ 7，hydration temperature 50 ℃，hydration volume 4 mL. Average encapsulation efficiency of UA in nanomicelles was

89.00％（RSD＝0.43％，n＝3）. The prepared UA/PF127/TPGS-DOX mixed nanomicelles solution was clear with opalescence. The

nanomicelles were spherical and uniform in size；average particle size was（115.00±9.42）nm；critical micelle concentration of

PF127/TPGS（molecular ratio 3 ∶ 7）was 0.001 3％ . The in vitro drug release of UA and DOX in the mixed nanomicelles was

significantly slowed down，compared with raw materials or substance control. The drug release process of the two drugs in the

nanomicelles conformed to Weibull equation. CONCLUSIONS： UA/PF127/TPGS-DOX mixed nanomicelles are successfully

prepared with uniform particle size，good stability and good sustained-release effect.
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症临床治疗的一线用药[3]。DOX水溶性好，但长期使用

会导致多药耐药，而有研究表明，UA可抑制上述多药耐

药性，两药联用具有一定的协同作用[4]。

Pluronic F127（PF127）是一种ABA型的三嵌段共聚

物，由聚环氧乙烷-聚环氧丙烷-聚环氧乙烷（PEO-PPO-

PEO）构成[5]。在各种类型的Pluronics中，PF127在生物

医学领域中的应用最为广泛，其由PPO疏水性嵌段构成

的内核可作为疏水性药物的微环境，PEO亲水性嵌段则

可防止结合蛋白质的吸附和聚集[6]。聚乙二醇维生素E

琥珀酸酯（TPGS）具有两亲性，被美国FDA认定为安全

的药用辅料，可作为增溶剂、增塑剂、乳化剂、稳定剂等

应用于药物制剂中[7-8]；此外，TPGS也可用于前体药物的

合成，可与其他共聚物形成混合载体以提高药物的溶解

度、渗透性及稳定性，从而实现缓释、控释及靶向作用，

以促进药物的吸收[9]。本研究将疏水性药物UA包载于

PF127和TPGS形成的混合胶束（TPGS-PF127）内核中，

初步尝试制备 UA/PF127/TPGS，并优化其制备处方工

艺 [10]；同时参考文献方法 [11]，在琥珀酰化 TPGS 的基础

上，利用其末端羧基与亲水性药物DOX上的氨基结合，

合成 TPGS-DOX；又将上述 TPGS-DOX 与 TPGS-PF127

作为共同载体，制备UA/PF127/TPGS-DOX混合纳米胶

束，并对其进行表征以及体外释药行为考察，以期为该

制剂的后续体内代谢研究奠定基础。

1 材料
1.1 仪器

e2695型高效液相色谱（HPLC）仪（美国 Waters 公

司）；R-205B型旋转蒸发仪、W202B型恒温水浴锅（上海

申胜生物技术有限公司）；TGL-16C型离心机（上海安亭

科学仪器厂）；HJ-6A型数显恒温磁力搅拌器（金坛市荣

华仪器制造有限公司）；BT25S型分析天平（德国Sartori-

us公司）；UV9100型紫外-可见分光光度计（北京莱伯泰

科仪器股份有限公司）；470型傅里叶红外变换光谱仪

（美国Nicolet公司）；400型核磁共振光谱仪（美国Bruker

公司）；JEM-2100型透射电子显微镜（日本 JEOL公司）；

Zetasizer Nano-ZS90型纳米粒度及Zeta电位分析仪（英

国Malvern公司）。

1.2 药品与试剂

UA对照品（长沙麓园生物科技有限公司，批号：LY-

UA-20141218012，纯度：≥98％）；UA原料药（南京道斯

夫生物科技有限公司，批号：141202R，纯度：＞98％）；盐

酸多柔比星对照品（DOX·HCl，北京华奉联博化学材料

有限公司，批号：HF150728，纯度：＞98％）；PF127（德国

BASF公司，批号：140215）；TPGS（上海阿拉丁生化科技

股份有限公司，批号：T110277）；琥珀酸酐（SA）（国药集

团化学试剂有限公司，批号：20150128）；二环己基碳二

亚胺（DCC，批号：Z23A6Y9）、N-羟基琥珀酰亚胺（NHS，

批号：Z31A8N42796）均购自上海源叶生物科技有限公

司；透析袋（截留分子量：8 000～14 400 Da，美国Sigma

公司）；0.22 μm微孔滤膜（天津市领航实验设备股份有

限公司）；甲醇、乙腈均为色谱纯，乙醇、三乙胺（TEA）、

二甲基亚砜（DMSO）等其余试剂均为分析纯，水为纯化

水。

2 方法与结果
2.1 UA含量测定

采用HPLC法测定。

2.1.1 色谱条件 色谱柱：Dikma Diamonsil C18（250 mm×

4.6 mm，5 μm）；流动相：乙腈-0.5％磷酸水溶液（85 ∶ 15，
V/V）；检测波长：210 nm；流速：1.0 mL/min；柱温：25 ℃；

进样量：20 μL。

2.1.2 溶液的配制 ①UA贮备液：精密称取UA对照品

4.01 mg，用乙醇溶解并定容至 10 mL量瓶中，得质量浓

度为 401.00 μg/mL的UA贮备液。②供试品溶液：精密

称定处方量UA原料药，固定摩尔比的 PF127、TPGS以

及一定量的TPGS-DOX，用乙醇溶解，旋转蒸发挥去有

机溶剂，于室温真空干燥箱中静置过夜，得透明干燥的

含药薄膜。将上述薄膜用适量水进行水化，于适宜温度

水浴中以 700 r/min搅拌 30 min，冷却至室温，即得UA/

PF127/TPGS-DOX 混合纳米胶束供试品溶液。③阴性

对照溶液：按“2.1.2②”项下方法制备不含 UA、DOX 的

空白胶束溶液，即得阴性对照溶液。

2.1.3 专属性考察 分别取“2.1.2”项下UA贮备液、供

试品溶液、阴性对照溶液各适量，按“2.1.1”项下色谱条

件进样分析，记录色谱图，详见图 1。结果显示，在该色

谱条件下，UA峰形较好，保留时间约为 14.9 min；DOX

在此波长下无吸收，TPGS、PF127等对 UA 的测定无干

扰，表明本方法专属性良好。

2.1.4 线性关系考察 分别取“2.1.2①”项下UA贮备液

适量，用乙醇稀释，制得质量浓度分别为 40.10、100.25、

200.50、300.75、401.00 μ g/mL 的系列对照品溶液，按

“2.1.1”项下色谱条件进样分析，记录色谱图。以待测物

质量浓度为横坐标（c，μg/mL）、其峰面积为纵坐标（A）进

行线性回归，得线性回归方程为 A＝6 127.2c－99 354

图1 高效液相色谱图（UA定量分析）

Fig 1 HPLC chromatograms（UA quantitative analy-

sis）
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（R2＝0.999 2）。结果，UA 检测质量浓度的线性范围为

40.10～401.00 μg/mL。

2.1.5 定量限与检测限考察 取“2.1.4”项下40.10 μg/mL

的UA对照品溶液适量，用乙醇逐级稀释，并按“2.1.1”项

下色谱条件进样分析。当信噪比为10 ∶ 1时，得UA定量

限为 2.23 μg/mL；当信噪比为 3 ∶ 1时，得 UA 检测限为

0.808 μg/mL。

2.1.6 精密度、准确度、重复性、加样回收率和稳定性试

验 参照 2015年版《中国药典》（四部）要求[12]进行精密

度、准确度、重复性、加样回收率和稳定性试验。结果，

精密度、准确度、重复性、加样回收率均符合药典相关规

定，供试品溶液在室温下放置24 h基本稳定。

2.2 DOX含量测定

采用HPLC法测定。

2.2.1 色谱条件 色谱柱：Dikma Diamonsil C18（250

mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：磷酸缓冲液[500 mL 水中

加入磷酸 0.68 mL、十二烷基硫酸钠（SDS）1.44 g]-乙腈-

甲醇（500 ∶ 500 ∶ 60，V/V/V）；检测波长：254 nm；流速：1.0

mL/min；柱温：25 ℃；进样量：20 μL。

2.2.2 溶液的配制 ①DOX 贮备液：精密称取 DOX·
HCl对照品4.00 mg，用pH 7.4的磷酸盐缓冲液（PBS，含

20％乙醇）溶解并定容至100 mL量瓶中，制得质量浓度

为 40.00 μg/mL（以 DOX·HCl 质量计，下同）的 DOX 贮

备液。②供试品溶液：按“2.1.2②”项下方法制备供试品

溶液。③阴性对照溶液：按“2.1.2③”项下方法制备阴性

对照溶液。

2.2.3 专属性考察 分别取“2.2.2”项下 DOX 贮备液、

供试品溶液、阴性对照溶液各适量，按“2.2.1”项下色谱

条件进样分析，记录色谱图，详见图 2。结果显示，在该

色谱条件下，DOX 峰形较好，保留时间约为 10.5 min；

UA在此波长下无吸收，TPGS、PF127等对DOX的测定

无干扰，提示本方法专属性良好。

2.2.4 线性关系考察 取“2.2.2①”项下DOX贮备液适

适量，用乙醇稀释，制得质量浓度分别为 4.00、8.00、

16.00、32.00、40.00 μg/mL的系列对照品溶液，按“2.2.1”

项下色谱条件进样分析，记录色谱图。以待测物质量浓

度为横坐标（c，μg/mL）、其峰面积为纵坐标（A）进行线性

回归，得线性回归方程为 A＝2585 080c－29 936（R2＝

0.999 9）。结果，DOX 检测质量浓度的线性范围为

4.00～40.00 μg/mL。

2.2.5 定量限与检测限考察 取“2.2.4”项下40.00 μg/mL

的UA对照品溶液适量，用乙醇逐级稀释，并按“2.2.1”项

下色谱条件进样分析。当信噪比为 10 ∶ 1时，得DOX定

量限为2.263 μg/mL；当信噪比为3 ∶ 1时，得DOX检测限

为0.608 μg/mL。

2.2.6 精密度、准确度、重复性、加样回收率和稳定性试

验 参照 2015年版《中国药典》（四部）要求[12]进行精密

度、准确度、重复性、加样回收率和稳定性试验。结果，

精密度、准确度、重复性、加样回收率均符合药典相关规

定，供试品溶液在室温下放置24 h基本稳定。

2.3 UA包封率和载药量测定

精密量取所得 UA/PF127/TPGS-DOX 混合纳米胶

束溶液适量，经 0.22 μm微孔滤膜滤过后，取续滤液，用

乙醇稀释，以 12 000 r/min 离心 10 min，取上清液，按

“2.1.1”项下色谱条件进样测定，并采用标准曲线法计算

其被包封的 UA 含量（m 包封）；精密量取 UA/PF127/TP-

GS-DOX混合纳米胶束溶液适量，不经滤过处理，同法

离心后取上清液，按“2.1.1”项下色谱条件进样测定，并

采用标准曲线法计算UA的总量（m 总）。包封率（％）＝

（m 包封/m 总）×100％，载药量（％）＝[m 包封/（m 投药+m 载体）]×

100％（式中，m 投药为UA投药量，m 载体为载体总量）[13-14]。

2.4 UA/PF127/TPGS纳米胶束处方工艺优化

采用薄膜水化法[15]制备UA/PF127/TPGS纳米胶束：

称取一定量的 UA 原料药以及一定摩尔比的载体材料

PF127、TPGS（载体材料共100 mg），置于同一100 mL茄

型瓶中，加入适量有机溶剂使其充分溶解，于45 ℃下旋

转蒸发1 h以挥干有机溶剂，残渣于室温真空干燥箱中静

置过夜，即得透明干燥的含药薄膜。将上述含药薄膜用

一定量的水进行水化后，于一定温度水浴中以700 r/min

搅拌30 min，冷却至室温，即得。

2.4.1 单因素试验 参考现有研究[13]，以纳米胶束溶液

澄清程度为指标，对有机溶剂种类进行考察；以UA包封

率为考察指标，对UA投药量、PF127与TPGS的摩尔比、

水化温度、水化体积等进行单因素考察。各因素水平均

平行操作3次，结果见表1、表2（表1中，“++”表示澄清，

“+”表示较澄清，“－”表示浑浊）。由表 1、表 2可见，以

乙醇作为溶剂，可获得澄清的纳米胶束溶液；当UA投药

量为 8 mg、PF127与TPGS的摩尔比为 3 ∶ 7、水化温度为

37 ℃、水化体积为 4 mL 时，所得 UA/PF127/TPGS 纳米

胶束的包封率相对较高。

图2 高效液相色谱图（DOX定量分析）

Fig 2 HPLC chromatograms（DOX quantitative ana-

lysis）
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表1 不同有机溶剂对纳米胶束溶液澄清程度的影响

Tab 1 Effects of different organic solvents on clarifi-

cation degree of nanomicells solution

溶剂
氯仿
乙醇

澄清程度
+

++

溶剂
乙腈
丙酮

澄清程度
－

－

表 2 不同因素对UA/PF127/TPGS纳米胶束包封率的

影响（x±±s，n＝3）

Tab 2 Effects of different factors on encapsulation ef-

ficiency of UA in UA/PF127/TPGS nanomi-

celles（x±±s，n＝3）

UA投药量，
mg

2

4

6

8

10

包封率，
％

79.61±3.37

82.67±4.55

91.14±4.79

91.72±2.59

54.94±6.71

PF127与TPGS
的摩尔比

10 ∶0
7 ∶3
5 ∶5
3 ∶7
0 ∶10

包封率，
％

72.63±4.26

75.11±2.78

88.72±6.59

89.58±3.53

86.07±7.07

水化温度，
℃

25

37

50

65

包封率，
％

76.78±3.83

91.72±3.59

83.71±5.64

80.56±3.86

水化体积，
mL

2

4

6

8

包封率，
％

52.01±3.57

91.72±5.59

49.50±3.76

55.85±2.99

2.4.2 正交试验 在单因素试验的基础上，以UA投药

量（A）、PF127与 TPGS 的摩尔比（B）、水化温度（C）、

水化体积（D）为考察因素，以 UA 包封率为考察指标，

采用 L9（34）表进行正交试验，每个因素取 3个水平。因

素与水平见表 3，正交试验设计与结果见表 4，方差分析

结果见表5。

表3 因素与水平

Tab 3 Factors and levels

水平

1

2

3

因素
A，mg

4

6

8

B

7 ∶3
5 ∶5
3 ∶7

C，℃
37

50

65

D，mL

3

4

5

表4 正交试验设计与结果

Tab 4 Design and results of orthogonal test

试验号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

K1

K2

K3

R

A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

81.810

85.022

87.006

5.196

B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

81.432

84.930

87.476

6.044

C

1

2

3

2

3

1

3

1

2

82.945

85.575

85.317

2.630

D

1

2

3

3

1

2

2

3

1

81.434

86.774

85.630

5.340

包封率，％
73.78

85.25

86.40

83.82

82.87

88.38

86.69

86.67

87.65

由表4、表5可见，4个因素对UA包封率的影响程度

依次为 B＞D＞A＞C；除因素 C 外，其余因素对试验结

果的影响均有统计学意义（P＜0.05）；最优处方工艺为

A3B3C2D2，即 UA 投药量为 8 mg、PF127与 TPGS 的摩尔

比为3 ∶7、水化温度为50 ℃、水化体积为4 mL。

表5 方差分析结果

Tab 5 Results of variance analysis

因素
A

B

C

D

误差

偏差平方和
86.816

98.617

21.654

80.567

7.693

自由度
2

2

2

2

2

均方
43.408

49.308

10.827

40.283

0.855

F

50.783

57.686

12.666

47.128

P

＜0.05

＜0.05

＞0.05

＜0.05

2.4.3 验证试验 按“2.3.2”项下最优处方工艺平行制

备 3批 UA/PF127/TPGS 纳米胶束，并按“2.1”项下方法

测定UA含量，再按“2.3”项下方法计算UA包封率和载

药量，结果见表6。

表6 验证试验结果

Tab 6 Results of validation tests

试验
1

2

3

平均值
RSD，％

包封率，％
88.68

89.42

88.91

89.00

0.43

载药量，％
6.57

6.62

6.59

6.59

0.38

2.5 TPGS-DOX的合成与表征

2.5.1 合成 取相同质量的 TPGS、SA，通过开环反应

合成琥珀酰化的TPGS-SA。精密称定或量取TPGS-SA

574.82 mg、DOX·HCl 对照品 307.51 mg、DCC 222.63

mg、NHS 124.38 mg、TEA 150 μL，置于适量 DMSO 中，

在氮气保护下室温反应24 h。所得产物作透析处理后，

依次用 DMSO、水清洗，冷冻干燥，即得红色粉末状的

TPGS-DOX[11]。TPGS-DOX的合成过程见图3。

图3 TPGS-DOX的合成过程

Fig 3 Synthetic route of TPGS-DOX

TPGS

SA

TPGS-SA

DMSO
室温反应24 h

DHS，DCC，TEA
DMSO

DOX

TPGS-DOX
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2.5.2 表征 ①红外光谱：称取DOX·HCl对照品、TP-

GS-DOX 各 10 mg，采用傅里叶红外变换光谱仪检测，

其红外光谱分别见图 4A、4B；对照 TPGS 红外图谱（图

4C[16]）判定反应是否成功。结果，DOX 在 3 300～3 500

cm－1处可见其氨基的特征吸收峰（双峰），而该双峰在

TPGS-DOX 的红外光谱中消失；TPGS 在 1 738、1 108

cm－1处分别可见羰基和醚键的特征吸收峰，而上述吸收

峰在TPGS-DOX的红外光谱中均有所减弱（见图4画圈

处），提示UA的氨基已与TPGS中的羧基连接成功。

②氢谱（1H-NMR）：称取 DOX·HCl 对照品、TPGS、

TPGS-DOX各适量溶于DMSO-d6中，使用核磁共振光谱

仪检测，其氢谱见图 5。由图 5可见，DOX 在 3.99、5.45

ppm处有特征吸收峰；TPGS在 3.51 ppm处有特征吸收

峰；TPGS-DOX 的氢谱包含 TPGS 的特征吸收峰，且在

8.0～8.1 ppm处存在酰胺键的特征吸收峰，但DOX的特

征吸收峰变小，提示DOX已通过酰胺键与TPGS结合。

③HPLC 定性分析：取 DOX·HCl 对照品、TPGS-

DOX各适量，按“2.2”项下方法测定，记录色谱图，见图

6。由图 6可见，DOX 的保留时间约为 10.5 min，而 TP-

GS-DOX 的保留时间约为 9.4 min，且未见游离 DOX 的

色谱峰。

2.6 UA/PF127/TPGS-DOX混合纳米胶束的制备及表征

2.6.1 制备 分别精密称取UA原料药 8 mg、PF127 78

mg、TPGS 21.4 mg 以及 TPGS-DOX 0.6 mg，置于同一

100 mL茄型瓶中，加乙醇 5 mL使其充分溶解，在 45 ℃

下旋转蒸发 1 h以挥去有机溶剂，残渣于室温真空干燥

箱中静置过夜，即得透明干燥的含药薄膜。取上述含药

薄膜适量，于50 ℃水浴条件下加水4 mL进行水化。在

700 r/min 转速下恒速搅拌 30 min，冷却至室温，即得

UA/PF127/TPGS-DOX混合纳米胶束溶液。

2.6.2 形态观察与粒径测定 取“2.6.1”项下所得 UA/

PF127/TPGS-DOX混合纳米胶束溶液适量，滴至铺有碳

膜的铜网上，用 2.0％磷锡酸溶液染色，自然干燥，使胶

束粒子在铜网上浓缩沉积，于透射电子显微镜下观察其

形态并拍照 。 室温条件下 ，取上述 UA/PF127/TP-

GS-DOX混合纳米胶束溶液适量，用水稀释后，采用纳

米粒度及Zeta电位分析仪检测其粒径。结果，所得UA/

PF127/TPGS-DOX混合纳米胶束溶液澄清且带有乳光；

镜下呈类球形，且大小均匀、分散良好；平均粒径为

（115.00±9.42）mm，详见图7、图8。

2.6.3 临界胶束浓度（CMC）测定 采用 I2探针增溶的

紫外 -可见分光光度法以紫外 -可见分光光度计检

测 PF127/TPGS 水溶液 I2 吸光度随其浓度（浓度为

A.外观 B.透射电子显微镜图

图7 UA/PF127/TPGS-DOX混合纳米胶束的外观及透

射电镜图

Fig 7 Appearance and TEM of UA/PF127/TPGS-

DOX mixed nanomicelles

图4 红外光谱图

Fig 4 FTIR spectra
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Fig 5 1H-NMR spectra
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Fig 6 HPLC chromatograms（DOX qualitative analy-
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0.000 01％～0.1％）变化的趋势图。结果，摩尔比为3 ∶ 7
的PF127/TPGS水溶液的CMC为 0.001 3％，介于PF127

（0.003 5％）和 TPGS（0.03％）之间，且系统稳定性较好

（临界胶束浓度越低，胶束越稳定[17]），详见图9。

2.7 体外释药特性研究

采用透析袋扩散法检测。取按最优处方工艺制得

的 UA/PF127/TPGS-DOX 混合纳米胶束溶液、UA 原料

药、DOX·HCl对照品各 8 mL，分别装入透析袋中，以含

20％乙醇的PBS为释放介质（总体积为50 mL），于37 ℃

下以 100 r/min恒速振摇。分别于释放的 0.25、0.5、1、2、

4、6、8、10、12、24、36、48、72 h取样 2 mL（取样后补充同

体积释放介质），经 0.45 μm微孔滤膜滤过后，再分别按

“2.1.1”“2.2.1”项下色谱条件进样测定。采用标准曲线

法计算其中UA、DOX的含量，计算累积释放率（Q），并

绘制体外释药曲线，再分别用零级动力学、一级动力学、

Weibull、Higuchi、Niebergull、Hixcon-Crowell、Ritger-

Peppas 等方程对其体外释药行为进行拟合，结果见图

10、表7。

由图 10可见，UA、DOX 体外释药迅速，分别约于

12、6 h释放完全，而UA/PF127/TPGS-DOX混合纳米胶

束中 UA、DOX 的释放均明显放缓。由表 7可见，UA/

PF127/TPGS-DOX 混合纳米胶束中药物的体外释药过

程均符合 Weibull 方程（UA、DOX 的 R2分别为 0.960 2、

0.919 3）。

3 讨论
DOX抗瘤谱较广，是一种重要的化疗药，但由于其

慢性毒性（可导致心脏、肝脏、大脑和肾脏损伤）和急性

毒性（恶心、呕吐、心律失常等）导致其应用受到了一定

的限制[18]。UA来源于天然产物，具有抗多药耐药以及

保肝护肝、保护心血管的功效[19-20]。Zong L 等[4]研究发

现，UA不仅可提高DOX的疗效，而且还能逆转细胞对

DOX 的多药耐药。因此，本研究选择DOX 和UA作为

模型药物，制备 UA/PF127/TPGS-DOX 混合纳米胶束，

以期为两药联合治疗癌症提供理论支持。

3.1 色谱条件的优化

本研究首先建立了检测 UA 和 DOX 质量浓度的

HPLC法。在前期研究中，本课题组考察了不同流动相

比例、检测波长、流速、柱温等因素对其定量分析的影

响。结果发现，检测 UA 时以流动相为乙腈-0.5％磷酸

水溶液（85 ∶ 15，V/V）、检测波长为 210 nm、流速为 1.0

mL/min、柱温为 25 ℃，检测DOX时以流动相为磷酸缓

冲液（500 mL水中加入磷酸0.68 mL、SDS 1.44 g）-乙腈-

甲醇（500 ∶ 500 ∶ 60，V/V/V）、检测波长为 254 nm、流速为

1.0 mL/min、柱温为25 ℃，两者的色谱峰峰形均较好，且

方法学考察结果符合2015年版《中国药典》（四部）的相

关要求[12]。

3.2 混合纳米胶束载体的选择

混合纳米胶束是近年来研究的热点之一，其可通过

不同嵌段共聚物来协同发挥包载药物的药理作用，可提

高胶束的稳定性和药物的包封率，可优化胶束的粒径分

布，并延长载药系统在体内的滞留时间[21]。PF127是一

种多功能材料，在水溶液中能自发聚集形成胶束，将难

溶性药物包裹于其中，可明显提高药物的溶解性和稳定

性[5-6]。但 PF127的CMC较高，当用溶剂稀释时易发生

不稳定的现象；而当其与TPGS共同构成混合载体时，所

得混合胶束的CMC明显降低；加之TPGS结构中含有芳

香环，可使混合胶束的疏水核体积增大，难溶药物更易

进入胶束的疏水核内，从而提高了药物的包封率和载

药量 [15]。鉴于此，本课题组选择 PF127和TPGS为混合

载体制备混合纳米胶束。

图9 PF127/TPGS CMC的测定结果

Fig 9 Determination results of CMC of PF127/TPGS

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

ab
so

rb
an

ce

－5 －4 －3 －2 －1 0

Log[PF127/TPGS]％

图10 体外释药曲线

Fig 10 in vitro drug release curves
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表7 UA/PF127/TPGS-DOX混合纳米胶束中两种药物

体外释药曲线的拟合结果

Tab 7 Drug release curve fitting results of UA and

DOX from UA/PF127/TPGS-DOX mixed na-

nomicelles in vitro

拟合模型
零级动力学

一级动力学

Weibull方程

Higuchi方程

Niebergull方程

Hixcon-crowell方程

Ritger-peppas方程

药物
UA

DOX

UA

DOX

UA

DOX

UA

DOX

UA

DOX

UA

DOX

UA

DOX

拟合方程
Q＝2.902t+19.980

Q＝0.363t+12.308

ln（100－Q）＝－0.054t+4.366

ln（100－Q）＝－0.005t+4.471

ln[ln（1/1－Q）]＝0.879lnt－2.037

ln[ln（1/1－Q）]＝0.460lnt－2.617

Q＝0.049t1/2+0.246

Q＝3.610t1/2+6.545

（1－Q）1/2＝－0.195t+8.906

（1－Q）1/2＝－0.020t+9.358

（1－Q）1/3＝－0.067t+4.293

（1－Q）1/3＝－0.007t+4.440

lnQ＝0.742lnt+2.442

lnQ＝ 0.024lnt+2.230

R2

0.661 3

0.643 2

0.750 7

0.687 9

0.960 2

0.919 3

0.871 8

0.828 2

0.706 4

0.666 3

0.721 2

0.673 1

0.936 8

0.467 4
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3.3 混合纳米胶束的制备及体外释药特征分析

本研究曾采用薄膜水化法、自组装法、透析法、乳化

溶剂挥发法以及纳米沉淀法制备混合纳米胶束，由于薄

膜水化法制备的胶束的包封率、载药量、粒径均优于其

他方法，故选择该法首先制备了包载单药的UA/PF127/

TPGS纳米胶束，将疏水性药物UA包载于纳米胶束的疏

水内核中；并通过正交试验优化 UA/PF127/TPGS 的处

方工艺，制得了包封率较高的 UA/PF127/TPGS 纳米胶

束。随后，将TPGS琥珀酸化，利用其末端羧基与DOX

上的氨基进行键合反应，形成酰胺键；通过 IR、1H-NMR、

HPLC 法证实 TPGS-DOX 已被成功合成。根据上述最

优处方工艺，将 UA、PF127、TPGS 与 TPGS-DOX 混合，

进一步制备了UA/PF127/TPGS-DOX混合纳米胶束，并

对其理化性质进行了一系列的表征和体外释药特性研

究。在进行 UA/PF127/TPGS-DOX 纳米胶束体外释药

特性研究时，溶出介质的选择至关重要，故本研究在

2015年版《中国药典》（四部）[12]和已有文献[22]的基础上，选

用含 20％乙醇的PBS作为溶出介质。体外释药特性研

究结果显示，与单一 UA、DOX 比较，UA/PF127/TP-

GS-DOX混合纳米胶束中两药的释放均明显减缓，提示

其具有一定的缓释特性；同时，UA/PF127/TPGS-DOX混

合纳米胶束中两种药物的体外释药行为符合Weibull方

程，提示其释药与溶液渗透所致扩散和载体松弛分散这

一双重因素有关[23]。

综上所述，本研究利用PF127和TPGS自身特点，实

现了对疏水性UA和亲水性DOX的共同装载，构建了混

合载药纳米胶束，为溶解性差异较大的药物联用提供了

新的设计思路。但本研究仅进行了胶束的处方工艺优

化和体外释药行为的研究，仍有待后续进一步开展体内

药动学与药效学分析，为其临床应用奠定基础。
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