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摘  要: 目的:采用星点设计 -效应面法优选白藜芦醇固体脂质纳米粒的处方。方法: 采用星点设计 -效应面优化

法筛选处方, 以白藜芦醇包封率及载药量作为评价指标, 考察脂质用量、表面活性剂用量、药物量对评价的影响。采用热

高压均质法制备白藜芦醇固体脂质纳米粒。结果:热高压均质工艺能有效制备固体脂质纳米粒 ,优选的最佳处方为单硬

脂酸甘油酯用量为 415%、泊洛沙姆用量为 6%、白藜芦醇投药量为 0145% , OD值与理论值偏差 - 41 12%。结论:星点设
计 -效应面法能有效优选 RES -SLN处方。
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Abstrac t: Ob jective: To optim ize the form ula o f re svera tro l-loaded so lid lipid nanopartic les( RES-SLN ) . Methods: RES-SLN

w as prepareded by ho t-h igh pre ssure homogeniza tion technique. Central composite design /response su rface m e thodo logy w as ap-

p lied to screen RES-SLN pre scription. Independent var iables w ere lipid conten ,t Po loxam e r 188 ( F68) conten t and RES con ten.t

Resu lts: The optimum prescription w as the fo llow: G lyce ro lM ono stea rate ( GM S) 415% , F68 6% , RES 01 45% . The pa rtic le size
o f RES-SLN was about 100nm. The bias wa s -41 12% . Conclus ion: Cental composite design-re sponse su rface m e togo logy is suc-
cessflu lly used to op tim ize the fo rmu la tion o f RES-SLN.
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 白藜芦醇 ( Resveratro,l RES)具有广泛的生物学活

性,有广泛抗癌和防癌作用,在致癌作用的 3个主要阶

段均具有化学防癌活性,认为是目前除紫杉醇外最有

希望的抗癌剂之一 [1 ]。国内常用均匀设计和正交设计

进行优化,该两种方法虽然实验次数较少,但实验精度

不够, 多用线性数学模型, 预测性较差。国外常用集数

学和统计学方法于一体的效应面优化法 ( Response

su rface methodo logy, RSM )进行优化, 实验设计采用星

点设计 ( C entral composite design, CCD) ,其特点是各实

验点距中心点的距离相等, 自变量的极端水平为实验

所允许的极大极小值,一次设计即可获得较佳条件,用

非线性数学模型拟合复相关系数较高,预测性好 [2 - 3 ]。

1 实验材料

Agilent 1100高效液相色谱仪( DAD检测器、Agilent 
101 02色谱工作站)、BP211D 电子天平 (  德国)、超声
波清洗仪 ( 上海必能信)、NanoGenizer型高压均质机
(苏州微流纳米生物技术有限公司 )、M illipo re超滤离
心管 (M icrocon YM - 10, MWCO 为 10kDa,

USA)。白藜芦醇原料药 (纯度 971 1% ,桂林莱茵生物药

业有限公司 )、白藜芦醇对照品 (批号 111535 - 200502,

含量测定用,中检所提供 )、泊洛沙姆 188(注射用, 南京

威尔 )、单硬脂酸甘油酯 ( CP,广东汕头西陇化工厂 )、乙

腈 (色谱纯, F isher)、甲醇 (色谱纯,天津四友 )。

2 实验方法

21 1 RES -SLN的制备

热高压均质法:称取处方量的泊洛沙姆 188( F68)、

单硬脂酸甘油脂 ( GMS )及 RES。GMS置烧杯中,水浴

加热熔融。RES置烧杯中, 加无水乙醇适量, 使溶解。

将 GMS加入到药物中,搅拌,水浴保温,制得油相。 F68

置烧杯中,加约 80mL水,水浴加热,搅拌使溶解,制得水

相。将油相缓慢加入到水相中, 超声分散形成乳浊液,

加水至 100mL,过高压均质机, 140M Pa压力下循环至透

明,冷却至室温,用 0. 45Lm滤膜过滤,即得。

21 2 包封率及载药量测定

游离 RES含量 (W F )测定:精密吸取 RES -SLN混

悬液, 置超滤离心管中 (MWCO为 10kDa, M illipore ),

离心 ( 12000 r /m in) 10m in, 精密吸取滤液 11 0mL, 置
25mL棕色量瓶中,加甲醇至刻度,即得。注入色谱仪,

测定。RES - SLN总药量 (WT )测定: 精密吸取 RES -

SLN混悬液 11 0mL, 置 100mL棕色容量瓶中, 加甲醇

适量,水浴加热至溶液澄清, 放冷至室温,用甲醇稀释

至刻度,吸取适量混悬液,离心 ( 12000 r /m in) 10m in, 取
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滤液, 即得。注入色谱仪, 测定。

包封率 =
(WT - WF )

W T

@ 100% ;

载药量 =
(WT - WF )

W s

@ 100%

W T为 RES -SLN中总药量,WF为游离药物量,W s

为制备时药物与载体材料的总量。

21 3 实验设计
在预试验基础上考察选择 F68的用量、GMS用

量、RES投料量做为考察因素。根据星点设计的原理,

每因素设五水平, 用代码值 -A、- 1、0、1、A来表示

(三因素星点设计的 A= 11 732)。代码值所代表的实
际操作物理量见下表。

表 1 因素代码水平及对应物理量

因素
水平及代码值

- 1. 732 - 1 0 + 1 + 1. 732

X 1 ( GM S% , W /V) 3. 00 3. 85 5. 00 6. 15 7. 00
X2 ( F68% , W /V ) 4. 00 4. 85 6. 00 7. 15 8. 00
X3 ( RES%, W /V ) 0. 20 0. 26 0. 35 0. 44 0. 5

  本实验是以纳米粒的包封率和载药量为指标。数
据处理方法为 /归一值0, 各指标均标准化为 0~ 1间

的 /归一值0,各指标的 /归一值0求算几何平均数, 得
总评/归一值0, 即 OD = ( d1d2, dn )

1 /n ( n为指标数 ),

对于取值越小越好的因素和取值越大越好的因素采用

Hassan方法进行数学转换求 /归一值0。

d i=
yi -ym in
ym ax -ym in

; OD i = ( d
i
1 @ d i2 )

1 /2

21 4 星点设计实验结果
见表 2。

表 2 实验设计及效应值

实验号
GM S%
( X

1
)

F68%
( X

2
)

RES%
(X
3
)

包封率

(% )

载药量

(% )
d
*
1 值 d

* *
2 值 OD值

1 3. 85 4. 85 0. 26 81. 53 5. 16 0. 82 0. 49 0. 63

2 6. 15 4. 85 0. 26 80. 49 3. 26 0. 80 0. 31 0. 50

3 3. 85 7. 15 0. 26 87. 77 5. 55 0. 88 0. 53 0. 68

4 6. 15 7. 15 0. 26 89. 42 3. 63 0. 89 0. 35 0. 56

5 3. 85 4. 85 0. 44 84. 75 8. 69 0. 85 0. 83 0. 84

6 6. 15 4. 85 0. 44 75. 28 5. 03 0. 75 0. 48 0. 60

7 3. 85 7. 15 0. 44 90. 05 9. 24 0. 90 0. 88 0. 89

8 6. 15 7. 15 0. 44 92. 62 6. 18 0. 93 0. 59 0. 74

9 3. 00 6. 00 0. 35 87. 05 9. 09 0. 87 0. 87 0. 87

10 7. 00 6. 00 0. 35 87. 05 4. 15 0. 87 0. 40 0. 59

11 5. 00 4. 00 0. 35 77. 55 5. 07 0. 78 0. 49 0. 61

12 5. 00 8. 00 0. 35 90. 04 5. 89 0. 90 0. 56 0. 71

13 5. 00 6. 00 0. 2 86. 89 3. 34 0. 87 0. 32 0. 53

14 5. 00 6. 00 0. 5 84. 29 7. 66 0. 84 0. 73 0. 79

15~ 20 5. 00 6. 00 0. 35 66. 00 4. 32 0. 66 0. 41 0. 52

  注: * d1为包封率的归一值 ( ym in为 0, ym ax为 100 ); * * d2为载药量的归一值 ( ym in为 0,

ymax为 10145)。

21 5 模型拟合
应用 sta tistica 61 0软件以 OD值为因变量对各因

素进行多元线性回归和二项式拟合分析。

21 51 1 多元线性拟合  多元线性回归方程为 Y =

01 6260 - 01 07057X1 + 01 02892X2 + 01 9261X3; 拟合度

( R)为 01 9062。
21 51 2 多元二次方程拟合 多元二次拟合方程如下:

Y= 31 8252 - 01 6714X
1
- 01 3692X

2
- 21 2167X

3
+

01 0510X2
1 + 010345X2

2 + 51 8464X2
3 + 01 0088X1X2 -

01 1583X1X3,拟合度 ( R)为 01 9951。

图 1 总评归一值 ( OD )对 GMS用量

( X1 )和 RES用量 ( X3 )的预测效应面

图 2 总评归一值 ( OD)对 GM S用量

( X 1 )和 F68用量 ( X2 )的预测效应面

图 3 总评归一值 ( OD)对 F68用量

( X 2 )和 RES用量 ( X 3 )的预测效应面

21 51 3 拟合结果 二元非线性方程拟合度较高,最终
选择二元非线性方程拟合, 并绘制效应面图。效应面

响应值较高的公共区域即为优选区域, 在图上选取较

佳处方范围: GM S用量 21 5% ~ 410%; F68用量 51 5%

~ 81 5% ; RES用量 01 45~ 01 55%。

21 6 工艺参数优化和预测
考虑到工业生产中的实际情况, 故把实验选取

RES - SLN最优处方为: GM S用量 31 5%、F68用量
6%、RES用量 01 45%。验证实验结果: 表面积平均粒

径为 125nm; 平均包封率为 91% ( RSD为 2113%, n =
3) ,平均载药量为 101 0% ( RSD为 11 74%, n = 3) ; OD

预测值为 01 97, 平均真实 OD值为 0193;偏差 (% ) =

( 01 93 - 01 97) /01 97 @ 100% = - 41 12%。

结果表明,所建立的数学模型具有良好的预测性,

所选工艺条件重现性好。

3 讨 论

测定包封率常用透析法、膜分离技术 (膜滤、超滤 )、

低温超速离心、凝胶柱色谱法。凝胶层析法操作繁琐,但

结果准确;低温超速离心时纳米粒有可能因凝聚而破坏;

透析法测定费时,游离药物的分离明显受到透析膜的影

响,导致包封率测定结果比实际值偏高 [4 - 8]。RES含量测

定方法学研究实验中,采用超滤离心法测定包封率,结果

显示超滤膜对游离 RES的测定无显著影响。
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