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摘要：　采用离子交联法制备反式白藜芦醇纳米粒（ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ），通过Ｂｏｘ?Ｂｅｈｎｋｅｎ效应面法优化制备工艺．

从包封率、粒径、Ｚｅｔａ电位、载药量、纳米粒形态、缓释作用、稳定性等方面对ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ进行体外评价．结果表

明：ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ粒径为（８５．３８±１．６９）ｎｍ，Ｚｅｔａ电位为（１９．９３±３．２５）ｍＶ，包封率为（８８．３１±０．５９）％，载药量

为（５．９６±１．６０）％；纳米粒形态呈圆形；ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ具有良好的缓释作用，释放过程较为平稳，突释现象不明

显；肠内菌对ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ及反式白藜芦醇（ｔ?Ｒｅｓ）几乎无代谢作用，肝脏代谢酶对ｔ?Ｒｅｓ具有强烈的代谢作用，

而ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ可以有效地保护药物，减慢其代谢速率；ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ可明显改善ｔ?Ｒｅｓ溶解度差、生物利用度低

的缺点．
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　　反式白藜芦醇（ｔ?Ｒｅｓ）是一种天然的非黄酮类多酚化合物，存在于葡萄、虎杖、花生等多种植物中，

是一种植物抗毒素．迄今为止的研究表明，ｔ?Ｒｅｓ具有抗肿瘤
［１?３］、保护心血管系统［４?６］、抗氧化［７］等多种

药理作用，具有很大的药用价值和市场前景．然而，在实际运用中，ｔ?Ｒｅｓ存在以下３个主要缺点：１）在

水溶液中溶解度低，ｔ?Ｒｅｓ在体内的溶出速率受限
［８］；２）ｔ?Ｒｅｓ经口服进入胃肠道时，在代谢酶作用下发

生葡萄糖醛酸化和硫酸化等Ⅱ相代谢反应，从而失去药理活性
［９］；３）ｔ?Ｒｅｓ半衰期短，代谢迅速，量效不

相关，导致其无法在体内停留足够的时间并充分发挥药效［１０?１１］．以上问题导致国内外已上市的以ｔ?Ｒｅｓ

为有效成分的保健食品的单位剂量较高，其在体内的生物利用度极低，且以ｔ?Ｒｅｓ作为药物开发的制

剂，经口服给药途径进入体循环的药物质量浓度远低于其发挥生物学作用的有效质量浓度，导致临床无

效．因此，如何增加ｔ?Ｒｅｓ的溶解度，提高其口服生物利用度，并在体内维持较高水平的稳态血药质量浓

度成了亟待解决的问题．本文运用纳米载体技术，以生物可降解材料壳聚糖为药物载体，将ｔ?Ｒｅｓ制成

反式白藜芦醇纳米粒（ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ），对ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ的制备进行优化，并对其进行体外评价．

１　材料与方法

１．１　仪器、试剂与材料

１）仪器：１２００型高效液相色谱仪（图像二极管阵列（ＤＡＤ）检测器，美国安捷伦公司）；紫外可见分

光光度计（日本岛津公司）；ＢＳＡ１２４Ｓ型电子天平（德国赛多利斯科学仪器有限公司）；ＨＨＳ１１?２Ｓ型恒

温水浴锅（上海跃进医疗器械厂）；磁力加热搅拌器（江苏省金坛市友联仪器研究所）；ＮａｎｏＢｒｏｏｋＯｍｎｉ

型多角度纳米粒度与高灵敏度Ｚｅｔａ电位分析仪（美国布鲁克海文仪器公司）；ＪＥＭ?１２００ＥＸ型透射电子

显微镜（日本电子株式会社）；５４３０Ｒ型台式高速冷冻离心机（德国艾本德公司）；ＲＣ?８０６Ｄ型溶出试验

仪（天津市天大天发科技有限公司）；ＯＭ２２０型智能鼓风干燥箱（上海欧迈科学仪器有限公司）；ＫＱ?

５００Ｅ型超声仪（江苏省昆山市超声仪器有限公司）；ＪＲ９２?ＩＩＤＮ型超声波细胞破碎仪（浙江省宁波市新

芝生物科技股份有限公司）；ＬＲＨ系列生化培养箱（上海一恒科学仪器有限公司），ＩｎｆｉｎｉｔｅＭ２００型多

功能酶标仪（瑞士帝肯公司）；厌氧培养袋、氧气发生剂（日本三菱瓦斯化学株式协会）．

２）试剂与材料：反式白藜芦醇（纯度＞９８．５％），甲醇、乙腈（色谱纯），其余的试剂均为市售分析纯；

ＳＤ雌性大鼠，６只，普通级，体质量为２００～２５０ｇ，购于福建省闽侯县吴氏实验动物贸易有限公司．

１．２　狋?犚犲狊?犖犘狊的制备

采用离子交联法制备ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ．称取２０ｍｇ壳聚糖（ＣＳ），缓慢加入２０ｍＬ质量分数为０．５％的醋

酸溶液，室温下搅拌至溶解，用２ｍｏｌ·Ｌ－１的ＮａＯＨ溶液调节溶液ｐＨ值至４．０，制得１ｍｇ·ｍＬ
－１的

壳聚糖溶液；向壳聚糖溶液中加入４ｍｇ·ｍＬ
－１的ｔ?Ｒｅｓ的乙醇溶液和质量分数为０．５％的吐温?８０，另

取５ｍｇ三聚磷酸钠（ＴＰＰ）溶于１０ｍＬ超纯水中，可得０．５ｍｇ·ｍＬ
－１的ＴＰＰ溶液；将ＴＰＰ溶液以０．２

表１　效应面因素水平表

Ｔａｂ．１　Ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄ

水平

因素

Ａ

ρ（ＴＰＰ）／ｍｇ·ｍＬ
－１

Ｂ

ｐＨ

Ｃ

狋／ｓ

－１ ０．４ ３．５ ０

０ ０．５ ４．０ ３０

１ ０．６ ４．５ ６０

ｓ－１的滴速加入溶有ｔ?Ｒｅｓ的壳聚糖溶液中，交联搅拌一

定时间，超声后，可得ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ溶液．

１．３　犅狅狓?犅犲犺狀犽犲狀效应面法优化

根据前期ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ制备方法中的单因素爬坡实验

结果，选取对ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ粒径影响较为显著的３个因素

Ａ～Ｃ，即ＴＰＰ的质量浓度ρ（ＴＰＰ）、ＣＳ的ｐＨ 值、超声

时间狋，并在这３个水平上进行优化研究．响应面因素水

平表，如表１所示．

１．４　狋?犚犲狊?犖犘狊的体外评价

１．４．１　包封率的测定　将ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ溶液置于超滤离心管中，于３５００ｒ·ｍｉｎ
－１离心３０ｍｉｎ，所得滤

液经０．２２μｍ微孔滤膜过滤．采用高效液相色谱仪测定其峰面积犛，计算溶液中游离白藜芦醇的质量浓

度．包封率η的计算公式为η＝
ρ０－ρ１

ρ０
×１００％．式中：ρ１ 为游离白藜芦醇的质量浓度；ρ０ 为未包封前白藜

芦醇的质量浓度．

１．４．２　粒径与Ｚｅｔａ电位的测定　将ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ溶液用超纯水溶解稀释至溶液澄清透明，通过多角度
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纳米粒度与高灵敏度Ｚｅｔａ电位分析仪直接测定ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ的粒径和电位．

１．４．３　形态观察　将ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ溶液用超纯水溶解稀释至溶液澄清透明，超声３ｍｉｎ后滴在碳膜上，

静置１０ｍｉｎ后用滤纸吸干，自然晾干后，采用透射电镜观察拍摄的纳米粒形态．

１．４．４　载药量的测定　将ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ溶液置于培养皿中，冷冻干燥４８ｈ后，可得絮状白色固体．精确

称取５ｍｇ经冷冻干燥后得到的固体ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ，用适量甲醇溶解，置于１０ｍＬ容量瓶中，甲醇定容至刻

度，超声破碎１５ｍｉｎ；经０．２２μｍ微孔滤膜过滤，弃粗滤液，取续滤液进行色谱分析．ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ载药量

犙的计算公式为犙＝ρ犞／犿．式中：ρ为溶液中药物的质量浓度，可根据标准曲线计算获得；犿为称取的纳

米粒质量；犞 为溶液体积．

１．４．５　不同释放介质中的释放度实验　采用透析法评价纳米粒在不同释放介质中的释放特性．精确吸

取８ｍＬｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ溶液，装入预处理好的透析袋（相对分子质量为１４０００）中，分别将透析袋置于４００

ｍＬ人工胃液
［１２］、人工肠液［１２］和人工唾液［１３］中，设定温度为３７℃，搅拌速度为１００ｒ·ｍｉｎ－１．分别在不

同的时间点定时取出２ｍＬ释放介质，并即时补充等量空白释放介质．采用高效液相色谱法测定ｔ?Ｒｅｓ?

ＮＰｓ的质量浓度，计算ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ的体外累计释放率并绘制累计释放曲线，以等量的ｔ?Ｒｅｓ为对照组，

同法检测．

１．４．６　肠内菌代谢稳定性实验　取大鼠粪便适量，按１ｇ∶４ｍＬ的比例将粪便与厌氧培养液混合，用

玻璃棒研碎、搅拌均匀，经纱布过滤后可得含大鼠肠内菌的培养液．向装有２．５ｍＬ含肠内菌培养液的

培养皿中加入５００μＬ的ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ溶液，将培养皿置于厌氧培养袋中，放入厌氧发生剂和氧气指示剂，

密封，于３７℃下恒温培养．分别在不同的时间点取出培养袋，于培养皿中取样１ｍＬ，并向样品中加入９

倍量的乙酸乙酯进行萃取，涡旋，于１００００ｒ·ｍｉｎ－１下离心１０ｍｉｎ；取上清液，通过高效液相色谱法检

测ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ的质量浓度，并以等量的ｔ?Ｒｅｓ为对照组，同法检测．

１．４．７　肝匀浆代谢稳定性实验　取大鼠肝脏，称量，在冰浴下剪碎后，加入３倍量的Ｋｒｅｂｓ?Ｈｅｎｓｅｌｅｉｔ

缓冲液，用超声细胞破碎仪制成肝匀浆；在６０００ｒ·ｍｉｎ－１，４℃的条件下，离心２０ｍｉｎ，所得上清液即

为大鼠肝匀浆液；采用ＢＣＡ蛋白试剂盒测定肝匀浆蛋白的质量浓度．取３００μＬｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ溶液，加入

适量肝匀浆溶液（肝匀浆蛋白在孵育液中的ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ终质量浓度为１ｍｇ·ｍＬ
－１）和ｐＨ值为７．４的

Ｋｒｅｂｓ?Ｈｅｎｓｅｌｅｉｔ缓冲液，反应终体积为６ｍＬ，于３７℃下恒温孵育．分别在不同的时间点取样０．５ｍＬ，

并在样品中加入等量冰乙腈终止反应，涡旋混匀后，于１００００ｒ·ｍｉｎ－１下离心１０ｍｉｎ；取上清液，用高

效液相色谱法检测ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ的质量浓度，并以等量的ｔ?Ｒｅｓ为对照组，同法检测．

２　实验结果与分析

２．１　犅狅狓?犅犲犺狀犽犲狀效应面法设计结果

２．１．１　拟合方程　以犢（粒径）为考察指标，进行１７次优化实验．Ｂｏｘ?Ｂｅｈｎｋｅｎ实验设计及其响应值，

如表２所示．

表２　Ｂｏｘ?Ｂｅｈｎｋｅｎ实验设计及其响应值

Ｔａｂ．２　Ｂｏｘ?Ｂｅｈｎｋｅｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｐｏｎｓｅｖａｌｕｅ

实验号

Ａ

ρ（ＴＰＰ）／
ｍｇ·ｍＬ

－１

Ｂ

ｐＨ

Ｃ

狋／ｓ

犢

犱／ｎｍ 实验号

Ａ

ρ（ＴＰＰ）／
ｍｇ·ｍＬ

－１

Ｂ

ｐＨ

Ｃ

狋／ｓ

犢

犱／ｎｍ

１ ０．５ ３．５ ６０ １１３．０９±３．２３ １０ ０．６ ３．５ ３０ １５６．１８±３．２９

２ ０．６ ４．５ ３０ １５０．９１±２．８７ １１ ０．４ ４．０ ６０ １０８．９１±１．７７

３ ０．５ ４．０ ３０ ９９．４６±１．７７ １２ ０．５ ４．５ ６０ １０２．６３±９．００

４ ０．４ ３．５ ３０ １３２．６４±６．２７ １３ ０．５ ４．０ ３０ ９０．９１±２．９２

５ ０．５ ４．０ ３０ ８３．３４±１．５３ １４ ０．６ ４．０ ６０ １３５．９３±２．１２

６ ０．４ ４．０ ０ １３６．５０±４．５１ １５ ０．６ ４．０ ０ １６６．１４±４．０９

７ ０．５ ３．５ ０ １５０．７０±１．７１ １６ ０．５ ４．５ ０ １４２．８６±６．０６

８ ０．５ ４．０ ３０ １０１．９７±０．８７ １７ ０．５ ４．０ ３０ ９９．７０±４．９２

９ ０．４ ４．５ ３０ １４５．３６±２．０５

　　利用软件Ｄｅｓｉｇｎ?Ｅｘｐｅｒｔ８．０对表２的实验结果进行分析，以粒径为因变量，拟合方程为
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犢 ＝＋１９８９．０３－２５６３．８０Ａ－６２５．０８Ｂ－１．０６Ｃ－８９．９４ＡＢ－０．２１ＡＣ－０．０３８ＢＣ＋

３０３７．２８Ａ２＋８３．５７Ｂ
２
＋０．０１２Ｃ

２，　　犘＝０．０００６，　犚
２
＝０．９５５９．

２．１．２　效应面优化与预测　由拟合方程的相关系数犚
２＝０．９５５９可知：该方程对纳米粒粒径的拟合度

良好，总模型方程具有统计学意义（犘＜０．０５）；失拟项结果不显著，表明未知因素对实验结果干扰很小，

提示实验结果可靠，可用来预测ｔ?ＲｅｓＮＰｓ的粒径．回归模型的方差分析，如表３所示．表３中：犉为Ｆ

检验的统计值．

表３　回归模型的方差分析

Ｔａｂ．３　Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｍｏｄｅｌ

方差来源 总平方和 自由度 均方 犉 犘

模型 １０１９８．８５ ９ １１３３．２１ １６．８４０ ０．０００６

Ａ ９１９．３０ １ ９１９．３０ １３．６６０ ０．００７７

Ｂ １３．９３ １ １３．９３ ０．２１０ ０．６６２９

Ｃ ２２９０．３９ １ ２２９０．３９ ３４．０４０ ０．０００６

ＡＢ ８０．８９ １ ８０．８９ １．２００ ０．３０９２

ＡＣ １．７１ １ １．７１ ０．０２５ ０．８７８０

ＢＣ １．３７ １ １．３７ ０．０２０ ０．８９０７

Ａ２ ３８８４．２６ １ ３８８４．２６ ５７．７２０ ０．０００１

Ｂ２ １８３７．９９ １ １８３７．９９ ２７．３１０ ０．００１２

Ｃ２ ５５６．１８ １ ５５６．１８ ８．２７０ ０．０２３８

残差 ４７１．０４ ７ ６７．２９ － －

失拟项 ２２４．８０ ３ ７４．９３ １．２２０ ０．４１１８

纯误差 ２４６．２４ ４ ６１．５６ － －

总离差 １０６６９．８９ １６ － － －

　　分别以ＴＰＰ的质量浓度（Ａ）、ＣＳ的ｐＨ值（Ｂ）、超声时间（Ｃ）为响应因子，以粒径（犢）为响应值，绘

制三维响应面图和等高线图，各因素间两两交互作用对粒径影响的效应面，如图１所示．

由图１可知：因素Ａ，Ｂ交互作用的等高线图最圆，犢 随着二者的增大出现先减小后增大的趋势，与

单因素考察实验结果较一致，说明Ａ，Ｂ的交互作用对粒径的影响最小；相比之下，因素Ｂ，Ｃ与因素Ａ，

　　　（ａ）Ａ，Ｂ交互作用的响应面图　　　　　　　　　　　　（ｂ）Ａ，Ｂ交互作用的等高线图　

　　　（ｃ）Ａ，Ｃ交互作用的响应面图　　　　　　　　　　　　（ｄ）Ａ，Ｃ交互作用的等高线图　

４７７ 华 侨 大 学 学 报 （自 然 科 学 版）　　　　　　　　　　　　　　２０１９年
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　　（ｅ）Ｂ，Ｃ交互作用的响应面图　　　　　　　　　　　　（ｆ）Ｂ，Ｃ交互作用的等高线图

图１　各因素间两两交互作用对粒径影响的效应面图

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｕｒｆａｃｅｄｉａｇｒａｍｏｆｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｆａｃｔｏｒｓｏｎｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅ

Ｃ交互作用对粒径的影响较大．由图１（ｃ），（ｄ）可知：随着ＴＰＰ的质量浓度升高，犢 呈现先降低后升高的

趋势，当ＴＰＰ达到适合质量浓度时，犢 具有最小值；随着超声时间的不断增加，犢 呈现出一定的上升趋

势．因此，在制备纳米粒的工艺中，超声时间对犢 有显著影响，且对其他因素起到一定的作用．

根据实验结果选定适当的评价范围，可得到最优制备方法．由软件预测可知：当ＴＰＰ的质量浓度为

０．５２ｍｇ·ｍＬ
－１，ｐＨ值为４．０，超声时间为４８．０９ｓ时，纳米粒的最小粒径为８５．１３ｎｍ．

２．２　优化工艺的验证

为了验证最优制备方法及模型的准确性，考虑实际操作的可实施性，将各处方因素进行微调，即

ＴＰＰ的质量浓度为０．４８ｍｇ·ｍＬ
－１，ｐＨ值为４．０，超声时间为５２ｓ．按照上述方法平行制备３组纳米

粒，并进行粒径、电位和形态等方面的测定，可得纳米粒的粒径为（８５．３８±１．６９）ｎｍ，电位为（１９．９３±

３．２５）ｍＶ，包封率为（８８．３１±０．５９）％，载药量为（５．９６±１．６０）％．此时，通过透射电镜观察显示纳米粒

形态呈圆形，粒径与激光粒度仪测得结果相符．ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ的粒径表征，如图２所示．图２中：犐为强度．

　　　（ａ）粒径分布图　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）透射电镜照片

图２　ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ的粒径表征

Ｆｉｇ．２　Ｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ

图３　不同介质中ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ和ｔ?Ｒｅｓ的体外释放曲线

Ｆｉｇ．３　犐狀狏犻狋狉狅ｒｅｌｅａｓｅｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ

　　ａｎｄｔ?Ｒｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｄｉａｓ

２．３　不同释放介质中的释放度

以药物累计释放度（ε）为纵坐标，释放时间（狋１）为

横坐标，绘制ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ及ｔ?Ｒｅｓ在不同介质中的体

外释放曲线，如图３所示．由图３可知：ｔ?Ｒｅｓ在３种介

质中释放迅速，４ｈ内的药物释放量均大于８０％；ｔ?

Ｒｅｓ?ＮＰｓ的释放速度则明显慢于原料药，前８ｈ药物

释放相对较快，３种介质的累计释放率为４０％～

５０％，在７２ｈ时释放完全．因此，ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ具有良好

的缓释作用，释放过程较为平稳，突释现象不明显．

２．４　肠内菌代谢的稳定性

根据ｔ?Ｒｅｓ的峰面积，计算ｔ?Ｒｅｓ和ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ在
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肠内菌液中的不同时间点（狋２）的代谢剩余率δ１，如表４所示．肠内菌实验相关的高效液相色谱图，如图４

所示．图４中：狋′为色谱柱流出物的流出时间．由表４，图４可知：ｔ?Ｒｅｓ，ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ在大鼠离体肠道菌群

中几乎不代谢，可说明肠道菌群不参与ｔ?Ｒｅｓ的生物转化代谢．

表４　ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ和ｔ?Ｒｅｓ在肠内菌液中的代谢剩余率

Ｔａｂ．４　Ｍｅｔａｂｏｌｉｃｒｅｓｉｄｕａｌｒａｔｅｏｆｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓａｎｄｔ?Ｒｅｓｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｂａｃｔｅｒｉａ

样品
狋２／ｈ

０ ０．５ １ ２ ４ ８ １２ ２４

δ１（ｔ?Ｒｅｓ）／％ １００．００ ９６．４１ ９７．３９ ９４．８６ ９６．４１ ９２．７０ ９８．７９ １０３．２１

δ１（ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ）／％ １００．００ ９３．２５ ９７．８３ ９４．８６ ９３．７７ ９３．８９ １００．９３ ９８．０１

　　 （ａ）ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ　　　　　　　　　　　　　　　　 　　　（ｂ）ｔ?Ｒｅｓ　　　

图４　肠内菌实验相关的高效液相色谱图

Ｆｉｇ．４　Ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｏｆｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｂａｃｔｅｒｉａｔｅｓｔ

２．５　肝匀浆代谢的稳定性

ｔ?Ｒｅｓ和ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ在肝匀浆中不同时间点（狋３）的代谢剩余率（δ２），如表５所示．肝匀浆实验相关

的高效液相色谱图，如图５所示．由表５，图５可知：ｔ?Ｒｅｓ在肝匀浆中温孵３６０ｍｉｎ后，其代谢剩余率为

２．２２％，代谢作用强烈；而ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ在肝匀浆中温孵３６０ｍｉｎ的代谢剩余率为８３．７７％．因此，将ｔ?Ｒｅｓ

制成纳米粒剂型可以有效地保护药物，减慢其代谢速率．

表５　ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ和ｔ?Ｒｅｓ在肝匀浆中的代谢剩余率

Ｔａｂ．５　Ｍｅｔａｂｏｌｉｃｒｅｓｉｄｕａｌｒａｔｅｏｆｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓａｎｄｔ?Ｒｅｓｉｎｌｉｖｅｒｈｏｍｏｇｅｎａｔｅ

样品
狋３／ｍｉｎ

０ ５ １５ ３０ ６０ １２０ ２４０ ３６０

δ２（ｔ?Ｒｅｓ）／％ １００．００ １０４．６５ ９１．９１ ８５．６８ ７９．８３ ５４．５８ ３１．１０ ２．２２

δ２（ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ）／％ １００．００ １００．４７ ９６．１２ ９３．６３ ８９．４８ ８９．８８ ８８．３３ ８３．７７

　 （ａ）ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 （ｂ）ｔ?Ｒｅｓ　　

图５　肝匀浆实验相关的高效液相色谱图

Ｆｉｇ．５　Ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｏｆｌｉｖｅｒｈｏｍｏｇｅｎａｔｅｔｅｓｔ

３　讨论

由于ｔ?Ｒｅｓ在水溶液中的溶解度极低，直接将其在人工胃液等释放介质中进行释放度实验不符合

６７７ 华 侨 大 学 学 报 （自 然 科 学 版）　　　　　　　　　　　　　　２０１９年
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漏槽条件．在预实验时，考察了多种表面活性剂对释放度实验的影响，结果显示以质量分数为０．５％的

吐温８０为表面活性剂时，粒子中的药物释放较为完全，故将其作为释放介质．

本产品预计在后期开发成为含服液，含服液在口腔中会有部分停留时间，释放出的药物会通过口腔

粘膜直接吸收入血．因此，在释放介质的考察中添加了人工唾液，以考察药物在口腔中的溶出率，为类似

剂型的体外考察提供新思路．

在实验中发现，ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ在人工胃液和人工肠液中释放得较为完全，而在人工唾液中累计释放量

较低．在人工唾液的配比中，氯化钠、磷酸氢二钠、磷酸二氢钾、柠檬酸、碳酸氢钾、氯化镁和氯化钙分别

为１０．００，２．３０，２．５０，０．１５，１５．００，１．５０，１．５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１，故推测人工唾液中的无机离子可能会影响药

物的释放．因为溶液中的离子与纳米粒骨架材料壳聚糖的带电基团有结合作用，离子种类和质量浓度的

增加导致其与纳米粒上带电基团的结合力和屏蔽作用增强，顺带改变了纳米粒内部和外部的渗透压，使

水分不易渗入粒子内部，从而降低药物的释放速率和程度．

对缓释制剂进行药物释放机制及数学模型的研究有助于预测其在体内的释放行为．对ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ

的累计释放曲线进行４种释药数据模型（零级动力学、一级动力学、Ｈｉｇｕｃｈｉ方程和Ｋｏｒｓｍｅｙｅｒ?Ｐｅｐｐａｓ

方程）拟合可知，Ｋｏｒｓｍｅｙｅｒ?Ｐｅｐｐａｓ方程符合其体外释放规律．在Ｋｏｒｓｍｅｙｅｒ?Ｐｅｐｐａｓ方程中，当拟合参

数狀≤０．４５０时，制剂的释药机制为Ｆｉｃｋ扩散；当０．４５０＜狀＜０．８９０时，制剂的释药机制为ｎｏｎ?Ｆｉｃｋ扩

散；而当狀≥０．８９０时，制剂的释药机制为骨架溶蚀
［１４］．在人工胃液、人工肠液、人工唾液等介质中，

Ｋｏｒｓｍｅｙｅｒ?Ｐｅｐｐａｓ拟合方程的狀值分别为０．４６４，０．４６３，０．４２９．由此可知，ｔ?Ｒｅｓ?ＮＰｓ在人工胃液和人

工肠液中的释放机制为Ｆｉｃｋ扩散和骨架溶蚀的共同作用，在人工唾液中的释放机制为Ｆｉｃｋ扩散．

在代谢的稳定性实验中，部分检测时间点存在ｔ?Ｒｅｓ代谢剩余率大于１００％的情况，究其原因可能

有以下２点．１）ｔ?Ｒｅｓ在一定的时间内发生轻微降解；２）在代谢溶液中，由于代谢反应的进行不断生成

相关杂质，而降解物质或相关杂质的极性与ｔ?Ｒｅｓ相近，故降解峰或杂质峰与主峰同时出峰，导致峰面

积增大．此问题可在后续实验中借助液相色谱?质谱（ＬＣ?ＭＳ）联用仪等进行进一步的分析验证．

以口服给药途径进入体内的药物经胃肠道吸收后，经毛细血管进入肝门静脉，在肝脏发生首过效应

或首过代谢．在此途径中，大部分药物会在肠道菌群和代谢酶的催化下发生不同程度的生物转化．因此，

在药物代谢领域研究的药物体外代谢模型主要以肝脏和肠道为基础，其中，最常用的肠道菌群代谢研究

为粪便温孵法，肝脏代谢研究为肝匀浆孵育法．文中借助药物代谢领域的研究方法，考察了ｔ?Ｒｅｓ及其

制剂在肠道菌群和肝匀浆中的稳定性．实验结果表明，肠道菌群不参与白藜芦醇及其制剂的代谢；在肝

匀浆中温孵３６０ｍｉｎ的ｔ?Ｒｅｓ代谢剩余率为２．２２％，制剂中的ｔ?Ｒｅｓ代谢剩余率为８３．７７％，证明将ｔ?

Ｒｅｓ制成纳米粒剂型可以有效地保护药物，减慢其代谢速率．该方法可用于评价制剂对药物的保护作

用，有助于预测其在体内的代谢行为，为制剂的体外代谢评价提供新思路．

ｔ?Ｒｅｓ的生物利用度问题是制约其临床应用的瓶颈．目前，国内外改善ｔ?Ｒｅｓ生物利用度的主要制

剂学手段是将其制成壳聚糖纳米粒［１５］、自微乳化给药系统［１６］、共晶技术［１７］、纳米乳［１８］及脂质体［１９］等．

壳聚糖纳米粒这一制剂学手段在提高生物利用度方面的应用最为广泛．ｔ?Ｒｅｓ的相关制剂学文献均将重

点放在制剂的制备及理化性质上，而未对其进行稳定性研究．文中不仅进行制备方法的优化研究，还补

充了该制剂的体外评价，完善已有研究的不足，为相关研究提供参考．

文中将药物代谢领域的研究方法应用于制剂学领域，对所得产品进行评价是一种新尝试．该方法可

用于评价制剂对药物的保护作用．通过体外代谢稳定性实验预测其在体内的代谢行为，节省了人力、物

力，提高了药物剂型开发的速率和成功率，为制剂的体外代谢评价提供新思路．然而，由于实验仅针对壳

聚糖纳米粒，样本量过少而无法评判方法对于其他剂型的普适性和稳定性，还需在后续的工作中多进行

不同剂型的体外代谢稳定性研究，进一步完善该方法．
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［１７］　ＺＨＯＵＺｈｅｎｇｚｈｅｎｇ，ＬＩＷａｎｙｉｎｇ，ＳＵＮＷＪ，犲狋犪犾．Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｃｏｃｒｙｓｔａｌｓｗｉｔｈｅｎｈａｎｃｅｄｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙａｎｄｔａｂｌｅｔａｂｉｌｉｔｙ

［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃｓ，２０１６，５０９（１／２）：３９１?３９９．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｉｊｐｈａｒｍ．２０１６．０６．００６．

［１８］　ＴＳＡＩＭＪ，ＬＵＩＪ，ＦＵＹＳ，犲狋犪犾．Ｎａｎｏｃａｒｒｉｅｒｓｅｎｈａｎｃｅｔｈｅｔｒａｎｓｄｅｒｍａｌｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙｏｆｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ：犐狀?狏犻狋狉狅ａｎｄ

犻狀?狏犻狏狅ｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＣｏｌｌｏｉｄｓａｎｄＳｕｒｆａｃｅｓＢ：Ｂｉｏｉｎｔｅｒｆａｃｅｓ，２０１６，１４８：６５０?６５６．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｏｌｓｕｒｆｂ．２０１６．０９．

０４５．

［１９］　ＶＩＪＡＹＡＫＵＭＡＲ Ｍ Ｒ，ＶＡＪＡＮＴＨＲＩＫＹ，ＢＡＬＡＶＩＧＮＥＳＷＡＲＡＮＣＫ，犲狋犪犾．Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ，ｂｉｏｄｉｓｔｒｉｂｕ

ｔｉｏｎ，犻狀狏犻狋狉狅ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙａｎｄｂｉｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｏｆｖｉｔａｍｉｎＥＴＰＧＳｃｏａｔｅｄｔｒａｎｓｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌｌｉｐｏｓｏｍｅｓ［Ｊ］．Ｃｏｌｌｏｉｄｓ

ａｎｄＳｕｒｆａｃｅｓＢ：Ｂｉｏｉｎｔｅｒｆａｃｅｓ，２０１６，１４５：４７９?４９１．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｏｌｓｕｒｆｂ．２０１６．０５．０３７．

（责任编辑：钱筠　　英文审校：刘源岗）
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