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正交优化聚乳酸-羟基乙酸纳米粒的制备*★

薛 静，黄岳山

Preparation of orthogonal optimized paclitaxel-loaded polylactide-co-glycolide nanoparticles

Xue Jing, Huang Yue-shan

Abstract
BACKGROUND: Polylactide-co-glycolide (PLGA) nanoparticles or nano-preparation of biodegradable microspheres for sustained
release or targeted delivery system have been studied for almost 30 years, considered as a hot spot of research. The system can
control the particle size, delay drug degradation, prolong drug release time, conduct targeted release, reduce drug toxicity and
irritation.
OBJECTIVE: To explore the preparation method of the drug-loaded nanoparticles on particle size, encapsulation efficiency and
other effects, and to determine the optimal preparation conditions using paclitaxel as a model drug and PLGA as the coating
material.
METHODS: PLGA nanoparticles were prepared using emulsion-solvent evaporation technique. The particle size of nanoparticles
was measured, and the encapsulation efficiency and drug loading of the nanoparticles were calculated. The preparation
techniques of nanoparticles were optimized by orthogonal method.
RESULTS AND CONCLUSION: Through orthogonal test, the preparation techniques of nanoparticles were optimized. The
optimization parameters are 15 minutes ultrasonic emulsification, 1% concentration of emulsifier, organic to water ratio of 1: 25,
temperature 25 ℃. Under these conditions, the prepared nanoparticles size was 217.6 nm, drug loading was 1.79%,
encapsulation efficiency was 85%. The preparation process is simple, stable and optimized. The paclitaxel-PLGA appropriate
nanoparticles can be prepared at a high entrapment efficiency and suitable particle size.

Xue J, Huang YS.Preparation of orthogonal optimizated paclitaxel-loaded polylactide-co-glycolide nanoparticles. Zhongguo Zuzhi
Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(42):7824-7828. [http://www.crter.cn http://en.zglckf.com]

摘要

背景：聚乳酸-羟基乙酸纳米粒或纳米微球用于制备生物降解型缓释或定向给药体系已经研究了近 30年，是国内外研究的热

点。该体系能够控制粒径大小、延缓药物降解、延长药物释放时间、靶向释放、降低药物毒性和刺激性等。

目的：以紫杉醇为模型药物、聚乳酸-羟基乙酸为包裹材料，探索载药纳米粒的制备条件对粒径、包封率等的影响，确定最

佳制备工艺条件。

方法：采用乳化-溶剂挥发法制备聚乳酸-羟基乙酸纳米粒，以粒径、包封率和载药量等为观察指标，通过正交设计法优化纳

米粒制备工艺条件。

结果与结论：通过正交实验设计，优化了制备工艺条件，其最佳条件是超声乳化时间为 15 min，乳化剂浓度为 1%，油水相

比为 1∶25，合成温度为 25 ℃。在此条件下进行实验，制备出的载药纳米粒粒径为 217.6 nm，载药量 1.79%，包封率 85%。

该制备工艺简单、稳定，优化制备条件，可制备出包封率高、粒径适宜的紫杉醇-聚乳酸-羟基乙酸纳米粒。

关键词：聚乳酸-羟基乙酸；紫杉醇；纳米粒；正交实验；缓释
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0 引言

近几十年来，人们对一类新型的给药系

统——纳米给药系统(NDDS)的研究赋予极大

关注[1-3]。纳米给药系统是指药物与药用材料一

起形成的粒径为10~000 nm的纳米级药物输送

系统。作为一种药物传递和控释的载体,纳米粒

子基体可以溶解包裹药物,或通过吸附、交联、

共价结合等方式使得药物附着于粒子的表面
[4-8] 。 聚 乳 酸 - 羟 基 乙 酸 (Poly(lactide-co-
lycolide),PLGA)纳米粒或纳米微球用于制备生

物降解型缓释或定向给药体系已经研究了近30
年，是国内外研究的热点。该体系能够控制粒

径大小、延缓药物降解、延长药物释放时间、

靶向释放、降低药物毒性和刺激性等[9]。

紫杉醇具有强大的抗癌活性，是治疗乳腺

癌的一线药物，同时还表现出抗非小细胞肺癌、

卵巢癌、子宫内膜癌、结肠癌、头颈部癌、食

管癌、生殖细胞肿瘤、淋巴瘤、黑色素瘤的活

性[10]。然而，紫杉醇水溶性差，目前主要是以

聚羟乙基蓖麻油为增溶剂来增加其水溶性，但

存在超敏反应等副作用，限制了紫杉醇的用量

和给药速度，从而影响了紫杉醇的治疗效果[11]。

PLGA共聚物是一种生物相容性良好的可降解

材料[12-14]，见图1，在体内降解生成的乳酸单体

可作为能量代谢物质参与三酸循环，不引起明

显的炎症性反应、免疫反应和细胞毒性反应，
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是抗癌药物理想的载体材料[15-20]。PLGA已被美国FDA
批准用于药物输送系统。纳米载体系统较传统载体具有

载药量大、使用方便、在体内易降解吸收等特点，采用

具有生物降解性的PLGA作为包裹脂溶性药物微球的载

体材料，已经越来越多地引起学者们的广泛关注。

H O C C H R O H

O

R
n

以往的研究多集中于单一制备工艺对紫杉醇-

PLGA纳米粒性状的影响，而对于纳米粒制备工艺的综

合考察则较少有文献报道。采用具有生物降解性的

PLGA作为包裹生长因子类药物微球的载体材料，已经

越来越多地引起学者们的广泛关注。制备微球的常用

方法包括：复乳溶剂挥发法、相分离法、喷雾干燥法

等。本实验采用目前最为常用的复乳溶剂挥发法来制

备微球，其制备过程中有诸多因素对微球的相关性状，

如包封率[21]、载药量[22]、突释以及粒径等有显著的影

响[23-24]。本实验以紫杉醇为模型药物、PLGA为包裹材

料，采用乳化-溶剂挥发法，首先以粒径为指标，通过

单因素实验探索影响粒径的主要因素，再用正交实验

法，综合考察各工艺因素对纳米粒粒径、包封率、释放

率等的影响，从而达到制备工艺优化的目的，为紫杉醇

-PLGA缓释载药纳米微球的制备打下前期基础。

1 材料和方法

设计：单一样本观察。

时间及地点：实验于2009-10/2010-04在华南理工

大学生物学院生物材料实验室完成。

材料：

实验：

PLGA载药纳米粒的制备：准确称取一定量的PLGA和紫

杉醇，溶于有机溶剂中，组成有机相，缓慢加到含乳化剂

的水相溶液中，超声乳化一段时间，所得的泛蓝色乳光的

乳液在磁力搅拌下蒸去有机溶剂，使有机溶剂挥发完全，

所得纳米粒分散体于3 000 r/min离心除去大颗粒杂质，上

悬液在12 000 r/min下高速冷冻离心20 min，沉淀加水重

新分散，洗涤3次，最后所得沉淀超声分散在50 mL的蒸

馏水中，冷冻干燥48 h，即得淡黄色粉状[25]。

单因素考察：以PLGA载药纳米粒的制备方法为基

础，采用单因素考察法对乳化剂含量(C1)、油相种类

(S2)、超声时间(t1)、挥发时间(t2)、水相与油相体积比

(W:O)以及聚合物质量浓度(C2)等因素进行考察，以筛

选制备粒径适中的工艺。

各因素水平见表1。实验中考察主要因素时其余因

素全部选择水平2。

PLGA载药纳米粒制备条件的优化：以PLGA为载体，

紫杉醇为模型药物，采用乳化-溶剂挥发法制备纳米粒，

通过一系列单因素实验摸索可知，影响载药纳米粒合成

实验的主要因素有乳化剂浓度、超声乳化时间、有机溶

剂挥发时间、水油相比等。在大量单因素实验基础上，

确定了L9(34)正交实验水平和因素，见表2。
紫杉醇-PLGA纳米粒表面形态学的评价：

PLGA载药纳米粒粒度和粒径分布的测定：称取

50 mg冻干后的纳米粒超声分散于蒸馏水中，用动态激

光粒度分布仪测定纳米粒的粒径大小及分布。

PLGA载药纳米粒外形的观察：取少量紫杉醇-

PLGA缓释纳米粒放置于贴有双面胶的金属板上，喷金

制成扫描电镜标本，观察其外形。

试剂与仪器 来源

紫杉醇(纯度> 9.5%) 云南汉德生物技术有限公司

PLGA(L∶G=50∶50，Mw=15 000) 东医疗器械研究所

分析纯番茄红素 上海融禾公司

乙腈(HPLC级) Sigma公司

甘油、Tween-80、Span-80、丙酮、 国药集团化学试剂有限公司

乙酸乙酯、二氯甲烷、聚乙烯醇 江苏宏华仪器厂

恒温磁力搅拌器(HJ-3)
超声波仪(SK8200LH) 上海科导超声仪器有限公司

电子天平(BS124S) 特勒-托利多仪器有限公司

冷冻干燥机(FD-1C) 北京德天佑仪器有限公司

高速搅拌器(JB90-D) 上海素映仪器仪表有限公司

高速离心机(CR21G) 日本日立公司

动态激光粒度分布仪(LB550) 日本HORIBA公司

扫描电镜(JSM-6490LA) 日本 JEOL公司

(R=H:乙交酯，R=CH3:丙交酯)

表 1 单因素考察实验方案
Table 1 Single factor test program

Level C1 S2 t1 (min) t2 (h) W:O C2
[g.(mol/L)-1]

1 2% Dichloromethane 5 4 10:1 10
2 1% Acetone 8 6 50:1 50
3 0.5% Acetidin 10 8 25:1 25
4 0.25% Dichloromethane

+ ethanol 12 10 100:1 100

表 2 L9(34)正交实验水平因素表
Table 2 L9(34) orthogonal test factors

No. A water-oil phase
volume ratio

B ultrasonic
time (min)

C
volatilization
time (h)

D emulsifier
concentration

(%)

1 5:1 5 6 1
2 25:1 10 8 0.5
3 50:1 15 10 0.025

图 1 PLGA的分子结构式
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PLGA载药纳米粒载药量和包封率的测定：纳米粒药物

的包封率和载药量采用高效液相色谱法测定[26]。首先，

准确称量紫杉醇，乙腈溶解，配置一系列浓度C的标准

溶液，在227 nm处测得峰面积A，以峰面积对浓度进行

线性回归，得标准曲线方程：A=0.039 2C+0.010 8，
R2=0.999 4(n=5)，检测范围：100~100 000 μg/L。然

后，准确称量载药纳米粒3 mg，1 mL二氯甲烷溶解，

氮气吹干后加入5 mL乙腈萃取紫杉醇，用0.22 μm滤器

过滤制得的待测样品于HPLC仪上测定。所有HPLC测定

条件均为：Diamond ODS C18柱，流动相为乙腈∶水=50∶
50，流速为1 mL/min，柱温为25℃，检测波长为227 nm，

进样量为20 μL。紫杉醇的保留时间为10 min，空白纳

米粒在此无干扰。

纳米粒药物的包封率和载药量采用高效液相色谱

法测定[26]。

纳米粒的载药量(Drug loading)是指单位质量纳米

粒中所含药物的量，其定义式为：

%100(%) ×=
纳米粒重量

纳米粒中所含药物重量
载药量

纳米粒的药物包封率(encapsulation efficiency)是
指单位体积或质量纳米粒中被载入纳米粒中的药物量

与体系中药物总量之比。其定义式：

%100% ×=
纳米粒中理论投药量

纳米粒中实际药物量
）包封率（

缓释性能研究：采用动态透析袋技术考察药物体外释

放行为 [27]。精密称取一定量的样品，分散于 5 mL
PBS(pH=7.4)缓冲溶液中，装入预先处理好的透析袋

中，两端扎紧，放入装有适量体积pH=7.4磷酸盐缓冲溶

液的具塞玻璃瓶中，在温度(37.0±0.5) ℃、搅拌速度

120 r/min的条件下进行释放。

分别于2，4，8，13，18，24，32，48，64，81，
100和120 h取样10 mL，同时补充同温等量新鲜PBS
液，继续振荡。

主要观察指标：样品高速离心后取上清液，用1 mL
二氯甲烷萃取紫杉醇，氮气吹干后用乙腈溶解，过

0.22 μm滤膜制成HPLC待测样，高效液相色谱法测定药

物含量。

2 结果与讨论

2.1 单因素条件对PLGA纳米粒制备的影响 在

PLGA空白纳米粒的制备过程中，影响粒径的主要因素

为乳化剂含量、超声时间、水油相比、聚合物含量等

因素。见图2~7。

Figure 2 Volume ratio of water phase and oil phase
图 2 水相与油相体积比影响

Figure 3 Emulsifier content
图 3 乳化剂含量影响

Figure 4 Type of organic phase
图 4 有机相种类影响

a: PLLA b: MMS/PLLA

Figure 5 Ultrasonic time
图 5 超声时间影响

a: PLLA b: MMS/PLLA
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综合以上单因素实验，可得出满足纳米粒粒径在

200~300 nm之间的工艺条件为：在室温下，以一定的

搅拌速度和滴加速度，选择常用无毒的乳化剂，浓度在

0.3%~1%，丙酮为有机相，超声时间8~12 min、挥发时间

6~10 h、水油相比> 25，聚合物质量浓度<60 g·(mol/L)-1。
2.2 正交实验优化载药纳米粒制备工艺 以PLGA为载

体，紫杉醇为模型药物，采用乳化溶剂挥发法制备纳米

粒，通过一系列单因素实验摸索可知，影响载药纳米粒

合成实验的主要因素有乳化剂浓度、超声乳化时间、有

机溶剂挥发时间、油水相比等。以载药纳米粒的粒径和

载药率为目标值，正交实验安排、结果及分析见表3。

从表3可以看出，以纳米粒粒径为目标值时，由极

差大小排出的因素主次顺序为B1＞C1＞D1＞A3或者B2
＞C1＞D1＞A3，而以载药量为目标值时，因素主次顺序

为B2＞D3＞A2＞C3，综合分析两个目标值可知，因素B
无论是在粒径指标还是载药量指标中均处于最主要影

响因素，直观图表明B2最好，因素D在纳米粒粒径指标

中处第三位，但在载药量指标中处第二，而因素C虽在

纳米粒粒径指标中出第二，但却是最弱的载药量指标影

响因素，所以综合评价因素D＞C，从图表中显示，因

素D的水平1和水平3的载药量相差较大而纳米粒粒径相

差较小，所以D1较佳；因素C的水平1和水平3的载药量

相差较大而纳米粒粒径相差较小，所以C3较佳；因素A的
水平2和水平3的载药量相差较大而纳米粒粒径相差较小，

所以A2较佳。由上述分析可得，载药纳米粒合成优化的工

艺条件为B2D1C3A2，即超声乳化时间为10 min，挥发时

间10 h，乳化剂浓度为1%，油水相比为1∶25。在此条

件下进行实验，制备出的载药纳米粒粒径为217.6 nm，

载药量1.79%，高效液相色谱法测得包封率为85%。

2.3 PLGA载药纳米粒的形态 采用最优化的工艺条

件制备出的载药纳米粒粒径分布见图8。从下图可以看

出，载药纳米粒的粒径较小，符合给药条件，粒径分布

较窄，并且较为均匀。

在金相显微镜和扫描电镜下观察，见图9，10。PLGA
载药纳米粒成球规整，表面比较光滑，大小适中，分散

比较均匀。

Figure 6 Volatile time
图 6 挥发时间影响

a: PLLA b: MMS/PLLA

Figure 7 Polymer concentration
图 7 聚合物质量浓度影响

a: PLLA b: MMS/PLLA

Figure 8 Particle size distribution
图 8 粒径分布图

Figure 9 Metallurgical microscope graphs (×1 000)
图 9 金相显微镜照片(×1 000)

表 3 正交实验安排、结果及分析
Table 3 Devise, results and analysis of orthogonal test

No. A B C D Particle size
(nm)

Drug loading
(%)

1 1 1 1 1 178 0.8
2 1 2 2 2 196 0.55
3 1 3 3 3 357 0.78
4 2 1 2 3 210.3 1.10
5 2 2 3 1 217.6 1.79
6 2 3 1 2 243.1 0.64
7 3 1 3 2 207.1 1.01
8 3 2 1 3 209.1 1.75
9 3 3 2 1 231.3 0.65
K1 731 595.4 630.2 626.9 K=2 049.5 particle size
K2 671 622.7 637.6 646.2
K3 647.5 831.4 781.7 776.4
R 27.8 78.7 50.5 49.8
T1 2.13 2.91 3.19 3.24

T=9.07 drug loadingT2 3.53 4.09 2.3 2.2
T3 3.41 2.07 3.58 3.63
R 0.47 0.67 0.43 0.48
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2.4 载药纳米粒的缓释性能 分别在不同时间间隔点

定时取样并补充相同体积释放介质。高效液相色谱法测

定药物含量，见图11。结果表明，PLGA载药纳米粒释

放具有时相性，前期释药有一定的突释，后期则具有明

显的缓释特性，5 d后药物释放率可约达80%。

3 讨论

PLGA控缓释材料可用于包裹紫杉醇，用正交试验

优化后的条件超声乳化时间为10 min，挥发时间10 h，
乳化剂浓度为1%，水油相比为25∶1，制备出的载药

纳米粒粒径为217.6 nm，载药量1.79%，载药纳米粒

子表面是规整圆球状，纳米粒在前几天有明显的突释，

此后缓慢释药，最终药物释药率在80%以上。正交优

化试验发现纳米粒合成工艺参数中超声时间和表面活

性剂浓度对纳米粒粒径和载药量影响较大，综合选择

各参数最优水平可获得性能优良的载药纳米粒。
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Figure 11 Paclitaxel release curve from the nanoparticles
图 11 药物释放曲线

Figure 10 Scanning electron microscope graphs
图 10 扫描电镜照片
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