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摘 要 目的 制备金丝桃苷混合纳米胶束（Hyp-F127/TPGS）并优化其制备工艺，考察其肠吸收特性。方法 采用薄膜分散法制备

Hyp-F127/TPGS。在单因素实验和Plackett-Burman实验设计的基础上，结合Box-Behnken响应面法，以包封率和载药量为考察指

标，以F127-TPGS质量比、水化时间、Hyp投药量为因素，优化其制备工艺并验证；观察按最优工艺所制Hyp-F127/TPGS的外观、微

观形态并测定其粒径、多分散性指数（PDI）和Zeta电位；考察空白胶束（F127/TPGS）的临界胶束浓度（CMC）、Hyp-F127/TPGS的体

外释放行为和初步稳定性，利用大鼠在体单向肠灌流模型评价Hyp-F127/TPGS肠吸收特性。结果 Hyp-F127/TPGS的最优制备工

艺为：F127-TPGS 质量比 2 ∶ 1、水化时间 2 h、Hyp 投药量 9 mg；3次验证实验结果显示，所制 Hyp-F127/TPGS 的包封率为（87.20±

0.99）％，载药量为（5.02±1.20）％，与预测值的偏差分别为0.92％和2.39％。按最优工艺所制胶束为黄色澄清透明溶液，具有良好

的丁达尔效应；透射电子显微镜下呈球形，形态完整且分布均匀，粒径为（15.02±0.16）nm，PDI 为 0.092±0.031，Zeta 电位为

（－6.67±1.47）mV；F127/TPGS的CMC为21 μg/mL，Hyp-F127/TPGS在4 ℃下存放4周的稳定性良好；Hyp-F127/TPGS和Hyp对

照品的累积释放率分别为（66.30±2.93）％（96 h）、（99.24±0.27）％（60 h）；Hyp-F127/TPGS和Hyp对照品在各肠段均有吸收，主要

吸收部位分别为空肠和十二指肠，前者的药物吸收速率常数和表观吸收系数均显著高于后者（P＜0.05或P＜0.01）。结论 优化所

得Hyp-F127/TPGS制备工艺稳定、可行；所制Hyp-F127/TPGS具有缓释效果，并在一定程度上促进了Hyp的肠吸收。

关键词 金丝桃苷；混合纳米胶束；制备工艺；肠吸收特性；Plackett-Burman设计；Box-Behnken响应面法；单向肠灌流模型

Study on the preparation of hyperoside mixed nanomicelles and its intestinal absorption
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ABSTRACT OBJECTIVE To prepare hyperoside mixed nanomicelles （Hyp-F127/TPGS） and optimize its preparation

technology，and to investigate its intestinal absorption characteristics. METHODS Hyp-F127/TPGS was prepared by thin film

dispersion method. Based on single factor test and Plackett-Burman design，combined with Box-Behnken response surface method，

the preparation process was optimized and validated using entrapped efficiency（EE）and drug loading（DL）as evaluation indexes，

F127-TPGS mass ratio，hydration time and the amount of Hyp as factors. The appearance and microscopic morphology of

Hyp-F127/TPGS obtained by the optimal technology were observed，and the particle size，polydispersity index（PDI）and Zeta

potential were also determined. The critical micelle concentration（CMC）of blank micelle（F127/TPGS），in vitro release behavior

and preliminary stability of Hyp-F127/TPGS were investigated，and absorption characteristics of Hyp-F127/TPGS were investigated

by in situ unidirectional intestinal perfusion model. RESULTS The optimal preparation technology of Hyp-F127/TPGS included

F127-TPGS mass ratio of 2 ∶ 1，hydration time of 2 h，and Hyp amount of 9 mg. Results of three validation tests showed that the

EE of Hyp-F127/TPGS was（87.20±0.99）％，and the DL was（5.02±1.20）％，deviations from predicted values were 0.92％ and

2.39％. The micelles prepared by optimal technology were yellow，clear and transparent solution，with good Tyndall effect；under

transmission electron microscope，they were spherical，complete and evenly distributed；the particle size was（15.02±0.16）nm，

the PDI was 0.092±0.031，and the Zeta potential was（－6.67±1.47）mV. The CMC of F127/TPGS was 21 μg/mL，Hyp-F127/

TPGS was stable after 4 weeks of storage at 4 ℃，and the cumulative release rates of Hyp-F127/TPGS and Hyp control were

（66.30±2.93）％（96 h）and（99.24±0.27）％（60 h），respectively. Hyp-F127/TPGS and Hyp reference were absorbed in each

intestinal segment，and the main absorption sites were jejunum

and duodenum respectively；drug absorption rate constant and

apparent absorption coefficient of the former were significantly

higher than those of the latter （P＜0.05 or P＜0.01）.

CONCLUSIONS The optimized preparation technology of

Hyp-F127/TPGS is stable and feasible；prepared Hyp-F127/

TPGS shows a sustained-release effect，which promotes the
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金丝桃苷（hyperoside，Hyp）为天然黄酮类化合物，

广泛存在于各种植物体内，具有治疗心血管疾病、抗氧

化应激、抗肿瘤、抗炎等作用[1]。但该成分水溶性差、口

服吸收不佳、生物利用度低，极大影响了其临床疗效，也

限制了其开发应用[2]。有学者指出，探讨药物在肠道内

的吸收情况是评价生物利用度、改良剂型、提高临床疗

效的有效手段 [3]。将 Hyp 制成新剂型来改善其肠道吸

收，对提高Hyp生物利用度、增强疗效具有重要意义。

作为一种新型给药系统，纳米胶束在水中能自组装

形成“核-壳”结构，从而实现对脂溶性药物的包载，是提

高难溶性药物口服吸收的有效途径 [4]。普朗尼克 F127

（pluronic F127，F127）是一种 ABA 型三嵌段共聚物，因

具有优异的生物相容性、能增加蛋白的稳定性且不具有

肌毒性和免疫毒性，现已被广泛应用于生物医学领

域[5]。聚乙二醇 1000维生素E琥珀酸酯（D-α-tocopheryl

polyethylene glycol 1000 succinate，TPGS）是具有代表性

的两亲性维生素E琥珀酸酯衍生物，是美国食品药品监

督管理局（U.S. Food and Drug Administration，FDA）批

准的安全药物辅助剂之一，在给药系统中应用广泛 [6]。

TPGS具有表面活性剂的特性，可提高水溶性较差药物

的溶解度，并可通过抑制P糖蛋白（P-glycoprotein，P-gp）

外排泵来增强机体对药物的吸收能力[7]。本研究首次将

Hyp载入F127和TPGS中，并采用Plackett-Burman（PB）

实验设计和 Box-Behnken 设计（Box-Behnken Design，

BBD）响应面法优化 Hyp 混合纳米胶束（Hyp-F127/TP-

GS）的制备工艺，并对其进行质量评价；同时，通过大鼠

在体单向肠灌流模型来评价Hyp-F127/TPGS的肠道吸

收特性，为Hyp制剂的进一步研发和应用提供参考。

1 材料
1.1 主要仪器

本研究所用主要仪器有 LC-15 型高效液相色谱

仪[岛津企业管理（中国）有限公司]、Zetasizer Nano ZS90

型激光粒度仪（英国 Malvern 公司）、SpectraMax Para-

digm型多功能酶标仪[美谷分子仪器（上海）有限公司]、

JEM-1200EX 型透射电子显微镜（transmission electron

microscope，TEM）（日本 JEOL公司）、DF-101Z型集热式

恒温加热磁力搅拌器（上海科升仪器有限公司）、

KQ-500B型超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）、

Sigma 4K15型台式高速冷冻离心机（德国Sigma公司）、

MD200-2型氮吹仪（杭州奥盛仪器有限公司）、RE-52AA

型旋转蒸发器（上海亚荣生化仪器厂）、BS100-1A型恒

流泵（保定思诺流体科技有限公司）等。

1.2 主要药品与试剂

Hyp对照品（批号AF2020041503，纯度≥98％）购自

成都埃法生物科技有限公司；F127（批号RA0213008）、

TPGS（批号RJ0210731）均购自西安瑞禧生物科技有限

公司；尼罗红（批号S15GS161316）购自上海源叶生物科

技有限公司；磷酸二氢钾（批号 20190219）、无水磷酸氢

二钠（批号 20200106）、氯化钾（批号 20190215）、氯化钠

（批号20200210）均购自国药集团化学试剂有限公司；乙

腈、甲醇、磷酸均为色谱纯，其余试剂均为分析纯，水为

蒸馏水。

1.3 实验动物

本研究所用实验动物为 SPF级雄性 SD大鼠，月龄

为 2～3个月，体质量为 180～220 g，购自长春市亿斯实

验动物技术有限责任公司，动物生产许可证号为SCXK-

（吉）2020-0002。本研究方案经长春中医药大学动物伦

理委员会审核批准，批准号为2021199。

2 方法与结果
2.1 Hyp-F127/TPGS的制备

采用薄膜分散法制备 Hyp-F127/TPGS。分别将一

定量的Hyp对照品、F127和TPGS溶于丙酮中，超声（功

率250 W，频率50 kHz，下同）溶解5 min，置于100 mL茄

形瓶中，于45 ℃水浴中减压旋转蒸发以去除有机溶剂，

直至在瓶壁形成一层均匀、蜂窝状的薄膜。将茄形瓶置

于真空干燥器（室温）中静置过夜，加入自行配制的 pH

（7.4± 0.1）磷酸盐缓冲液（phosphate buffered saline，

PBS）3 mL，于 50 ℃下搅拌水化，再于 4 ℃下以 10 000

r/min离心 10 min，取上清液，经 0.22 μm微孔滤膜滤过，

即得。同法制备不含Hyp的空白胶束（F127/TPGS）。

2.2 Hyp含量测定

2.2.1 色谱条件 色谱柱为Agilent ZORBAX Eclicpase

Plus C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为乙腈-0.1％磷

酸溶液（18 ∶ 82，V/V）；检测波长为360 nm；柱温为30 ℃；

流速为1 mL/min；进样量为10 µL。

2.2.2 溶液的制备 （1）对照品溶液：精密称取Hyp对

照品，加甲醇制成质量浓度为 0.100 5 mg/mL 的 Hyp 对

照品溶液。（2）供试品溶液与空白胶束溶液：精密移取所

制 Hyp-F127/TPGS 200 μL，置于 10 mL 量瓶内，加甲醇

适量，超声处理10 min，甲醇定容，摇匀，经0.22 µm微孔

滤膜过滤，即得。精密移取所制 F127/TPGS，同法制备

空白胶束溶液。

2.2.3 方法学考察 参照 2020年版《中国药典》（四部）

相关通则进行方法学考察[8]。

（1）专属性考察：分别按“2.2.2”项下方法制备对照

品、供试品和空白胶束溶液，按“2.2.1”项下色谱条件进

样测定并记录色谱图，结果见图1。由图1所示，在该色

谱条件下，Hyp 色谱峰峰形较好，且 F127和 TPGS 对其

intestinal absorption of Hyp to a certain extent.

KEYWORDS hyperoside；mixed nanomicelles；preparation technology；intestinal absorption characteristics；Plackett-Burman

design；Box-Behnken response surface method；unidirectional intestinal perfusion model
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测定无干扰。（2）线性关系考察：精密吸取“2.2.2（1）”项

下 Hyp 对照品溶液，加入甲醇制成质量浓度分别为

80.40、50.25、25.125、10.05、5.025、1.005 µg/mL的系列对

照品溶液。取“2.2.2（1）”项下对照品溶液和上述系列对

照品溶液，按“2.2.1”项下色谱条件进样测定，以峰面积

为纵坐标（Y）、Hyp质量浓度为横坐标（X）绘制标准曲线，

得 Hyp 的线性回归方程为 Y＝20 893X－2 396.5（R2＝

0.999 9），提示Hyp检测质量浓度的线性范围为 1.005～

100.50 μg/mL。（3）精密度考察：按“2.2.2（2）”项下方法制

备供试品溶液，再按“2.2.1”项下色谱条件平行进样6次，

得Hyp峰面积的RSD为0.25％（n＝6），表明该方法精密

度良好。（4）重复性考察：按“2.2.2（2）”项下方法平行制

备6份供试品溶液，再按“2.2.1”项下色谱条件进样测定，

记录峰面积并代入线性回归方程计算含量，得Hyp含量

的RSD为0.97％（n＝6），表明该方法重复性良好。（5）稳

定性考察：取“2.2.2（2）”项下供试品溶液，分别于室温下

放置0、2、4、6、8、10、12、24、48 h时按“2.2.1”项下色谱条

件进样测定，得Hyp峰面积的RSD为 0.68％（n＝9），表

明该样品在室温下放置 48 h内稳定性良好。（6）加样回

收率试验：平行取 9 份经稀释的已知质量浓度的

Hyp-F127/TPGS 溶液（0.02 mg/mL）各 1 mL，按质量比

0.5 ∶ 1、1 ∶ 1、1.5 ∶ 1分别加入Hyp对照品溶液 0.1、0.2、0.3

mL，按“2.2.2（2）”项下方法制备供试品溶液，再按

“2.2.1”项下色谱条件进样测定。每个质量浓度样品平

行制备 3份，测得平均加样回收率为 100.35％（RSD＝

1.01％，n＝9），表明该方法准确度良好。

2.3 包封率和载药量测定

按“2.2.2（2）”项下方法制备供试品溶液，再按

“2.2.1”项下色谱条件进样测定，计算包封率（entrapped

efficiency，EE）：[EE（％）＝胶束中Hyp的质量/Hyp投药

量×100％]。

将Hyp-F127/TPGS置于－80 ℃冰箱中预冻 3 h，放

入冷冻干燥机（温度＜－40 ℃，真空度＜20 Pa）12 h后

取出，称定质量，即得胶束冻干粉。称取上述胶束冻干

粉 2 mg，置于 10 mL量瓶内，加入适量甲醇超声 10 min

以破坏胶束结构，甲醇定容，摇匀，经 0.22 μm微孔滤膜

滤过，按“2.2.1”项下色谱条件进样测定，计算载药量

（drug loading，DL）：[DL（％）＝冻干胶束中Hyp的质量/

冻干胶束的质量×100％][9－10]。

2.4 PB实验设计优化Hyp-F127/TPGS制备的主要影

响因素

2.4.1 PB实验设计 参考现有研究[11－12]，以EE为考察

指标，对F127-TPGS质量比、聚合物质量浓度（以固体材

料总量计）、Hyp投药量、水化温度、水化时间进行单因

素考察，各因素水平均平行操作 3 次。最终确定

F127-TPGS质量比为2 ∶1、聚合物质量浓度为50 mg/mL、

Hyp投药量为 9 mg、水化温度为 50 ℃、水化时间为 2 h，

以进行后续PB实验设计。根据单因素考察结果，利用

Mintab 18软件设计PB实验，以EE（Y）为响应值，对影响

胶束的 5个因素[F127-TPGS质量比（A）、聚合物质量浓

度（B）、Hyp投药量（C）、水化温度（D）、水化时间（E）]进行

显著性验证。每个因素设计2个水平，即高水平（+1）和低

水平（－1），高水平约为低水平的1.5～2倍。PB实验设计

的因素与水平见表1，实验设计的安排与结果见表2。

表1 PB实验设计的因素与水平

水平
－1

+1

A

2 ∶1
4 ∶1

B/（mg/mL）

40

60

C/mg

9

15

D/℃
25

50

E/h

1

2

表2 PB实验设计的安排与结果

试验号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

A

4 ∶1
4 ∶1
4 ∶1
2 ∶1
4 ∶1
2 ∶1
4 ∶1
2 ∶1
2 ∶1
2 ∶1
2 ∶1
4 ∶1

B/（mg/mL）

40

40

60

60

40

60

60

60

40

40

40

60

C/mg

9

9

15

9

15

15

9

9

15

9

15

15

D/℃
25

50

25

50

50

25

25

50

50

25

25

50

E/h

1

2

2

1

2

2

1

2

1

2

1

1

Y/％
79.35

71.73

65.69

86.94

65.70

75.32

79.68

82.71

83.18

79.84

80.50

73.46

2.4.2 数据分析 采用 Minitab 18软件根据表 2实验

结果进行回归分析，得到回归方程为 Y＝0.770 08－

0.044 07A + 0.002 92B － 0.030 33C + 0.002 78D －

0.035 10E。该模型的R 2为0.983 8，表明其拟合度良好；图1 Hyp含量测定专属性考察的高效液相色谱图
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0

U
/m

V
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t/min

A.对照品溶液

8

6

4

2

0

U
/m

V
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t/min

B.供试品溶液
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t/min

C.空白胶束溶液
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校正决定系数（R 2
adj）为 0.970 3，说明该模型能够适用于

97.03％的效应值。由方差分析结果（表 3）可知，F检验

的P＜0.001，说明该模型在统计学上具有显著性，能准

确预测具有显著性的影响因素。采用Minitab 18软件绘

制标准化效应的帕累托（Pareto）图（图2A）和正态图（图

2B）（正态图中不显著指标无标记），结合方差分析结果

可知，对EE影响较大的因素依次为F127-TPGS质量比、

水化时间、Hyp投药量（P＜0.001），而水化温度和聚合物

质量浓度对EE无显著影响（P＞0.05）。

2.5 BBD响应面法优化Hyp-F127/TPGS的制备工艺

2.5.1 BBD实验设计 在PB实验的基础上，以EE（Y1）

和DL（Y2）为评价指标，固定水化温度为50 ℃、聚合物质

量浓度为 50 mg/mL，选择其余 3个对EE有显著影响的

因素[即F127-TPGS质量比（A）、水化时间（B）、Hyp投药

量（C）]进行3因素3水平的分析实验。BBD实验设计的

因素与水平见表4，实验设计的安排与结果见表5。

2.5.2 BBD实验设计数据分析 使用Design-Expert 12

软件对表5数据进行统计分析，得到Y1和Y2的二次多项

式回归方程分别为：Y1＝88.70+1.79A－2.73B－1.99C－

1.48AB－5.63AC+2.26BC－12.90A 2－6.18B 2－19.75C 2

（R 2＝0.996 3，R 2
adj＝0.991 6），Y2＝5.04－0.31A+0.20B+

0.74C +0.23AB－0.67AC +0.42BC－0.77A 2－0.66B 2－

1.21C 2（R 2＝0.992 9，R 2
adj＝0.983 8）。对回归方程进行

方差分析，结果如表 6、表 7所示，两个模型的P均小于

0.000 1，说明该模型具有统计学意义。失拟项的 P＞

0.05，说明模型拟合度良好。EE、DL的R2
adj分别为0.991 6、

0.983 8，说明此模型与真实数据拟合程度良好，具有指

导意义，可用于分析和预测最优工艺。采用 Design-

Expert 12软件绘制等高线图和三维响应面图，结果见图

3、图 4。由图 3、图 4所示，A与C的交互作用较强，等高

线图呈明显椭圆形。根据Design-Expert 12软件对上述

二次多项式回归方程求解，确定最优工艺为：F127-TPGS

质量比1.923 ∶1、水化时间2.014 h、Hyp投药量9.349 mg。

在此条件下，模型预测的EE为88.00％，DL为5.14％。

2.6 最优处方工艺的验证

根据软件预测结果，结合实际工艺的可行性，最终

以 F127-TPGS 质量比 2 ∶ 1、水化时间 2 h、Hyp 投药量 9

mg进行3次验证实验。结果显示，3次验证实验得EE为

（87.20±0.99）％，DL 为（5.02±1.20）％，与模型预测值

的偏差分别为 0.92％和 2.39％，表明所得最优处方工艺

稳定、可行。

2.7 Hyp-F127/TPGS的质量评价

2.7.1 形态观察 Hyp-F127/TPGS 呈黄色，澄清透明；

在激光照射下，溶液中可见一条明显的光路，具有良好

的丁达尔效应（图5A）。将样品稀释至1 mg/mL，取10 μL

图2 PB实验设计的标准化效应Pareto图和正态图
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表4 BBD实验设计的因素与水平

水平
－1

0

1

A

1 ∶1
2 ∶1
3 ∶1

B/h

1

2

3

C/mg

6

9

12

表5 BBD实验设计的安排与结果

试验号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

A

1 ∶1
3 ∶1
2 ∶1
1 ∶1
2 ∶1
2 ∶1
3 ∶1
2 ∶1
1 ∶1
3 ∶1
2 ∶1
2 ∶1
2 ∶1
2 ∶1
1 ∶1
2 ∶1
3 ∶1

B/h

1

1

2

2

3

2

2

2

3

3

3

1

1

2

2

2

2

C/mg

9

9

9

12

6

9

12

9

9

9

12

6

12

9

6

9

6

Y1/％
69.18

75.42

89.82

58.29

60.27

88.45

50.91

86.96

66.78

67.10

59.73

70.34

60.75

87.75

49.93

90.50

65.06

Y2/％
3.90

2.96

5.14

4.93

2.32

5.02

2.86

4.94

3.81

3.78

4.45

2.72

3.17

4.97

1.92

5.13

2.52

表3 PB实验设计的方差分析结果

来源
模型
A

B

C

D

E

残差误差
总离差

自由度
5

1

1

1

1

1

6

11

调整后的偏差平方和
0.049 3

0.023 3

0.000 1

0.011 0

0.000 1

0.014 8

0.000 8

0.050 1

调整后的平均偏差平方和
0.009 9

0.023 3

0.000 1

0.011 0

0.000 1

0.014 8

0.000 1

F

72.86

172.12

0.75

81.55

0.69

109.20

P

＜0.001

＜0.001

0.419

＜0.001

0.439

＜0.001
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滴于铜网上，静置 10 min后吸走多余样品，再滴加磷钨

酸染液 10 μL 负染 1 min，吸走多余染液，晾干，置于

TEM 下观察，可见 Hyp-F127/TPGS 呈球形，不粘连，形

态完整且分布均匀（图5B）。

2.7.2 粒径、多分散性指数及 Zeta 电位测定 取 Hyp-

F127/TPGS适量，加水适量稀释，采用激光粒度仪测定

该纳米胶束的粒径、多分散性指数（polydispersity index，

PDI）和Zeta电位。结果显示，纳米胶束的粒径为（15.02±

0.16）nm，PDI 为 0.092±0.031，Zeta 电位为（－6.67±

1.47）mV，详见图6。

2.7.3 临界胶束浓度测定 将 F127/TPGS 加 PBS制备

成质量浓度为500、100、50、10、5、1、0.5、0.1 μg/mL的胶束

溶液。取脂溶性尼罗红适量作为荧光标记物，用丙酮溶

解后制备成浓度为1×10－5 mol/L的尼罗红溶液。在棕色

西林瓶内加入上述尼罗红溶液 0.1 mL，用氮吹仪吹干，

使丙酮挥发完全。每个西林瓶内分别加入配制好的

0.1～500 μg/mL胶束溶液2 mL，在避光条件下室温搅拌

12 h以上，用酶标仪测定荧光强度（激发波长550 nm，发

射波长 630 nm），结果见图 7。由图 7可知，曲线呈“S”

形，其中尼罗红的荧光强度随胶束质量浓度的增加而增

强，两拐点处切线交点即为F127/TPGS的临界胶束浓度

（critical micelle concentration，CMC），为 21 μg/mL，提示

其具有较强的热力学稳定性[13]。

2.7.4 初步稳定性实验 取 3份Hyp-F127/TPGS，置于

4 ℃冰箱中储存 4周，分别于放置第 0、3、5、7、14、21、28

天时观察其外观状态，按“2.3”项下方法测定其 EE 和

图3 各因素对EE影响的等高线图和三维响应面图
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表6 BBD实验设计的方差分析结果（Y1）

方差来源
回归模型
A

B

C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

残差
失拟项
纯误差
合计

平方和
3 005.48

25.60

59.49

31.68

8.76

126.68

20.48

700.73

160.58

1 642.04

11.04

2.55

8.49

3 016.52

自由度
9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

16

方差
333.94

25.60

59.49

31.68

8.76

126.68

20.48

700.73

160.58

164 2.04

1.58

0.849 5

2.12

F

211.83

16.24

37.72

20.10

5.56

80.35

12.99

444.48

101.86

1 041.57

0.400 4

P

＜0.000 1

0.005 0

0.000 5

0.002 9

0.050 5

＜0.000 1

0.008 7

＜0.000 1

＜0.000 1

＜0.000 1

0.701 6

表7 BBD实验设计的方差分析结果（Y2）

方差来源
回归模型
A

B

C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

残差
失拟项
纯误差
合计

平方和
19.81

0.744 2

0.324 0

4.40

0.207 0

1.78

0.705 6

2.48

1.83

6.22

0.141 6

0.108 2

0.033 4

19.95

自由度
9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

16

方差
2.20

0.744 2

0.324 0

4.40

0.207 0

1.78

0.705 6

2.48

1.83

6.22

0.020 2

0.036 1

0.008 3

F

108.80

36.80

16.02

217.34

10.24

88.12

34.89

122.63

90.69

307.33

4.32

P

＜0.000 1

0.000 5

0.005 2

＜0.000 1

0.015 1

＜0.000 1

0.000 6

＜0.000 1

＜0.000 1

＜0.000 1

0.095 7
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DL。结果显示，Hyp-F127/TPGS放置 4周，其外观无明

显变化，仍为黄色澄清透明溶液，无絮状沉淀析出，且与

第 0天相比，EE、DL 变化不大，说明 Hyp-F127/TPGS 在

低温下储存较为稳定。结果见表8。

2.7.5 体外释放实验 采用透析法进行体外释放研

究[14]。精密称定含Hyp 5 mg的Hyp-F127/TPGS冻干粉，

加 PBS 溶胀并定容至 5 mL，制备成 1 mg/mL 的胶束溶

液。精密称定Hyp对照品5 mg，同法制得相同质量浓度

的 Hyp 混悬液。分别取上述溶液各 2 mL 置于透析袋

（截留分子量为 8 000～14 000 Da）内，随后置于装有释

放介质（PBS）50 mL的锥形瓶内。由于Hyp为难溶性药

物，故为使其达到漏槽条件，需加入 1％聚山梨酯 80溶

液作为表面活性剂 [15]。将锥形瓶置于摇床中振摇

（37 ℃，100 r/min），分别于 0.5、1、1.5、2、4、6、8、10、12、

图4 各因素对DL影响的等高线图和三维响应面图

图5 Hyp-F127/TPGS的外观和TEM图

A.外观 B. TEM图

图6 Hyp-F127/TPGS的粒径和Zeta电位
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24、32、48、60、72、96 h时取样 500 μL，同时补充相同体

积的释放介质。取样溶液按“2.2”项下方法测定溶液中

Hyp 的含量，再按下式计算各时间点的累积释放率

（Qn）：Qn（％）＝（Ve ∑
i＝0

n－1

Ci+V0Cn）/M 药（式中，Ve为释放介质

的置换体积，Ci为第 i次取样时取样溶液中的药物浓度，

V0为释放介质体积，Cn为第 n次取样时释放介质中的药

物浓度，M 药为胶束中Hyp的含量），采用Origin 2019软

件绘制累积释放曲线，再分别进行零级动力学、一级动

力学和Higuchi方程拟合。每组样品平行制备 3份。结

果显示，Hyp混悬液在 60 h内基本释放完全，累积释放

率达到（99.24±0.27）％；Hyp-F127/TPGS胶束溶液的释

放明显减缓，96 h 内的累积释放率为（66.30±2.93）％，

且更符合 Higuchi 方程（R 2＝0.905 8），说明该胶束具有

缓释作用，能延长药物作用时间。结果见图8、表9。

表9 Hyp-F127/TPGS体外释放模型拟合结果

拟合模型
零级动力学
一级动力学
Higuchi方程

拟合方程
Qn＝0.558 t+26.543

Qn＝61.218（1－e－0.123 t）

Qn＝6.271 t1/2+14.733

R 2

0.733 3

0.890 7

0.905 8

2.8 大鼠在体肠吸收实验

2.8.1 供试溶液的制备 参照孙慧园等 [16]方法配制

Krebs-Ringer’s（K-R）营养液。分别称取 Hyp 对照品和

Hyp-F127/TPGS 冻干粉适量，用 K-R 营养液定容至 50

mL，制备成含 Hyp 30 μg/mL 的 Hyp 溶液和 Hyp-F127/

TPGS溶液。

2.8.2 灌流液中Hyp含量的测定 精密吸取供试溶液

或流出液 200 μL置于 2 mL EP管内，加甲醇 800 μL，于

4 ℃下以10 000 r/min离心10 min，取上清液，过0.22 μm

微孔滤膜，取续滤液，按“2.2.1”项下色谱条件进样测

定。参照2020年版《中国药典》（四部）相关通则进行方

法学考察[8]。结果显示，Hyp检测质量浓度的线性范围

为 1.251～125.1 μ g/mL，其回归方程为 Y＝16 701X－

4 089.4（R 2＝ 0.999 8）；方法精密度、重复性、稳定性（24 h）

均良好，灌流液中的内源性物质对Hyp无干扰。

2.8.3 大鼠在体单向肠灌流实验 取“2.8.1”项下供试

溶液 50 mL 置于离心管内，于（37.0±0.5）℃水浴中预

热。选择健康雄性 SD大鼠，禁食、不禁水 18～24 h，称

定质量后，腹腔注射 20％乌拉坦溶液（6.5 mL/kg）麻醉，

沿其腹中线剪开约 3 cm，分离肠段（空肠自幽门 15 cm

处往下约 10 cm，回肠自盲肠上行 20 cm 处往下约 10

cm），在肠段两端切口，并插入3 mm玻璃管结扎。先用

37 ℃生理盐水清理盲肠内容物，再排净生理盐水，更换

K-R营养液，打开恒流泵以0.2 mL/min灌流15 min以平

衡肠段，再换成预热好的供试溶液平衡 30 min，最后在

灌注口换上已知质量的装有供试溶液 5 mL的EP管进

行灌注，同时在出液口换上已知质量的EP管收集流出

液。每隔 15 min更换一次灌注口的EP管，同时收集流

出液，称定质量并计算灌流前后EP管质量差异。实验

共灌注 90 min。将供试溶液和流出液按“2.8.2”项下方

法进行处理并分析。在整个实验过程中，大鼠腹部需覆

盖用生理盐水浸润的脱脂棉以避免腹膜中液体蒸发和

热量损失。大鼠处死后，将各肠段剪下，测量其长度与

内径[17－18]。

2.8.4 Hyp-F127/TPGS 溶液稳定性考察 按“2.8.1”项

下方法平行制备Hyp-F127/TPGS溶液5份，置于（37.0±

0.5）℃水浴锅中，分别于 0、30、60、90、120 min各取样 1

mL，按“2.8.2”项下方法处理并分析。结果表明，在

（37.0±0.5）℃下，Hyp-F127/TPGS溶液中Hyp的含量在

2 h内无明显变化（RSD＝1.06％，n＝5），稳定性良好。

2.8.5 肠壁物理吸附考察 剪取清洗后的相应肠段各

10 cm，用玻璃管将黏膜层翻出，分别置于 30 μg/mL 的

Hyp-F127/TPGS供试溶液中，在（37.0±0.5）℃水浴中恒

表 8 Hyp-F127/TPGS的初步稳定性考察结果（x±±s，

n＝3）

储存时间/d

0

3

5

7

14

21

28

EE/％
87.99±1.44

87.72±0.86

86.78±2.50

86.75±1.94

86.07±1.25

85.89±1.20

85.13±1.41

DL/％
5.12±0.10

5.09±0.08

5.04±0.09

4.97±0.13

4.94±0.07

4.96±0.12

4.87±0.27

6×106

5×106

4×106

3×106

2×106

1×106

0

荧
光

强
度

－4.0 －3.0 －2.0 －1.0 0

胶束浓度的对数值

图7 F127/TPGS的CMC测定结果

图8 Hyp和Hyp-F127/TPGS的体外释放曲线（x±±s，％％，

n＝3）
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温孵育，分别于0、2 h取样，按“2.8.2”项下方法处理并分

析，计算剩余率（即孵育2 h时后Hyp-F127/TPGS供试溶

液中Hyp含量相对于0 h时供试溶液中Hyp含量的百分

比）。上述实验重复操作 5次。结果显示，2 h内十二指

肠、空肠、回肠、结肠对Hyp基本无吸附，详见表10。

表10 各肠段对Hyp-F127/TPGS中Hyp吸附情况（x±±

s，n＝5）

肠段
十二指肠
空肠

剩余率/％
98.77±0.88

99.31±0.75

肠段
回肠
结肠

剩余率/％
98.95±0.97

98.05±0.60

2.8.6 各肠段吸收情况 取 SD 大鼠 40只，随机分为

Hyp十二指肠组、Hyp空肠组、Hyp回肠组、Hyp结肠组、

Hyp-F127/TPGS 十二指肠组、Hyp-F127/TPGS 空肠组、

Hyp-F127/TPGS回肠组、Hyp-F127/TPGS结肠组，每组5

只。按照“2.8.3”项下方法进行操作，并每隔15 min取样

1次，共灌注 90 min，按“2.8.2”项下方法进行处理并分

析。参照质量法[19]，按下式计算药物吸收速率常数（Ka）和

药物表观吸收系数（Papp）：Ka＝（1－
Cout

Cin

×
Vout

Vin

）×
v

π2L
，

Papp＝

－v×ln（
Cout

Cin

×
Vout

Vin

）

2πrL
[式中，Vin和Vout分别为灌入和

收集的供试溶液体积（mL），v为灌流速度（0.2 mL/min），Cin

和 Cout 分别为供试溶液和流出液中药物的质量浓度

（μg/mL）；L和 r分别为被灌流肠段的长度（cm）和横截面

半径（cm）]。采用SPSS 20.0软件对数据进行统计分析，

数据以 x±s表示，采用单因素方差分析比较组间差异，

P＜0.05表示差异具有统计学意义。

结果显示，Hyp和Hyp-F127/TPGS在整个肠段均有

吸收，且在十二指肠、空肠吸收较好。制备成纳米胶束

后，Hyp-F127/TPGS 在各肠段的 Ka 和 Papp 均显著高于

Hyp（P＜0.05或P＜0.01），其中空肠为Hyp-F127/TPGS的

主要吸收部位。结果见表11。

表11 Hyp和Hyp-F127/TPGS在不同肠段的吸收参数

（x±±s，n＝5）

肠段

十二指肠
空肠
回肠
结肠

Hyp

Ka/（×10－2/min）

8.80±0.52

8.19±0.42

5.07±0.55

5.59±0.65

Papp/（×10－2 cm/min）

1.36±0.04

1.16±0.25

0.90±0.04

0.61±0.06

Hyp-F127/TPGS

Ka/（×10－2/min）

10.01±0.22a

11.83±1.08a

9.80±0.33a

8.44±1.86a

Papp/（×10－2 cm/min）

1.80±0.06a

2.01±0.04a

1.69±0.56b

1.40±0.04a

a：与Hyp比较，P＜0.01；b：与Hyp比较，P＜0.05

3 讨论
口服是最为常见的给药方式，肠吸收是其主要吸收

途径[20]。以往的研究结果表明，Hyp作为黄酮苷类成分

在各肠段均有吸收，如Li等[21]研究发现，Hyp在小鼠体

内的口服药动学特征为达峰时间短，绝对口服生物利用

度仅为 1.2％，提示口服吸收差，推测其原因可能与Hyp

自身结构及其吸收过程有关。纳米胶束是一种新型给

药系统，其亲脂性内核的存在增加了低水溶性分子的溶

解度，并提供了控制药物释放的可能性；而亲水外壳能

够保护药物免受调理素吸附的影响，防止药物与等离子

体成分相互作用，从而具有一定的体内长循环特性[22]；

此外，较小的粒径延长了药物在血液循环中的停留时

间，增强了其被细胞摄取和跨越上皮屏障的能力[23]。

F127由聚环氧乙烷-聚环氧丙烷-聚环氧乙烷{poly-

ethylene oxide-poly[oxy（methyl-1，2-ethanediyl）]-poly-

ethylene oxide]，PEO-PPO-PEO}组成，其中 PPO 是疏水

段，占嵌段共聚物的30％；PEO是亲水段，占嵌段共聚物

的 70％。F127具有低CMC（0.003 1％，m/m）、优良的生

物相容性和令人满意的安全性，是理想的胶束载体[5，24]。

然而，因F127相对亲水的特性，对P-gp外排泵的影响很

小，不利于药物的跨膜运送[25－26]。因此，为了充分利用

该材料的优势并克服上述缺点，由 F127和另一种具有

生物修饰性的亲脂性共聚物组成的混合胶束值得进一

步研究。TPGS作为一种有效的生物反应调节剂，能够

抑制P-gp外排泵，减少药物从细胞流出，增强药物通过

细胞屏障的能力[27]。但有研究指出，TPGS的CMC相对

较高（0.02％，m/m），这可能导致TPGS胶束在血浆中解

离 [28]。同时，本课题组结合预实验和相关研究报道发

现，当 F127比例较高时，胶束 CMC 相对较低，更为稳

定 [27，29]。因此，本研究首先采用薄膜分散法制备

Hyp-F127/TPGS，通过 PB 实验设计联合 BBD 实验设计

优化得胶束最优制备工艺为：F127-TPGS质量比2 ∶ 1、水
化时间 2 h、Hyp投药量 9 mg。3次验证实验结果表明，

Hyp-F127/TPGS的EE为（87.20±0.99）％，DL为（5.02±

1.20）％，与预测值相近，证明该制备工艺稳定、可行。按

上述工艺所制Hyp-F127/TPGS粒径小、形态完整、分布

均匀且能缓慢释放药物。

郝旭亮等[30]研究表明，Hyp在大鼠胃肠部均有吸收，

但在肠部吸收效果更好。基于此，本研究采用大鼠在体

单向肠灌流模型，以更好地模拟体内肠道环境，避免胃

内容物排出及消化管运动的影响，较好地反映药物在小

肠内吸收情况[31]。由实验结果可知，Hyp-F127/TPGS在

肠灌流液中稳定性良好，且在各肠段无吸附现象。和

Hyp 对照品相比，Hyp-F127/TPGS 的 Ka和 Papp均显著升

高；主要吸收部位由十二指肠变为空肠。同时，结合前

期体外释放研究结果表明，Hyp-F127/TPGS体外释放缓

慢且肠吸收较高，说明制备成混合胶束后，Hyp能被胃

肠壁摄取，吸收有所提高，可为Hyp制剂的进一步研发

提供实验数据和理论基础。但本研究仅考察了肠壁对

Hyp吸收的影响，因冲洗了肠道内容物，对于肠道菌群

的影响尚有待验证。因此，本课题组正在进行肠道菌群

对Hyp吸收的影响研究，以更好地阐明Hyp-F127/TPGS

的体内过程；此外，本课题组在后续研究中会进一步考

察大鼠灌胃Hyp-F127/TPGS后的生物利用度，以验证制

剂的合理性。
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