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也摘要页 目的 设计一种新型淫羊藿苷修饰的普鲁兰聚合物袁通过化学连接和物理包埋的方式高效装载淫羊藿苷袁制备一种具

有缓释性的纳米球形载体袁并对其性能进行初步探讨遥 方法 淫羊藿苷通过丁二酸酐作为连接臂接枝亲水性普鲁兰形成淫羊藿苷修

饰的普鲁兰聚合物,通过傅里叶红外光谱对终产物鉴定遥 采用透析法制备负载淫羊藿苷的普鲁兰纳米粒遥 测量空白纳米粒和载药纳

米粒的粒径和 Zeta电位袁利用透射电镜观察其形貌袁并测定其在不同 pH 条件下的体外药物释放行为遥 结果 纳米粒具有规则的形

态尧均匀的尺寸遥 空白纳米粒电位为+2.23 mV袁载药纳米粒电位为+3.98 mV曰空白纳米粒平均粒径为 122 nm袁载药纳米粒粒径为

190 nm遥纳米粒能明显延长淫羊藿苷的缓释作用时间袁在 pH 6.8的酸性条件下更有利于淫羊藿苷的释放遥结论 通过两亲性聚合物

自组装行为袁成功制备了尺寸均匀的纳米粒遥 通过聚合物化学连接方式丁二酸将中药单体淫羊藿苷连接普鲁兰制备为纳米递送系

统袁淫羊藿苷的普鲁兰纳米递送系统该系统能使疏水性药物成为纳米型的水溶性药物袁药物具有缓释性袁并在弱酸度环境下可以定

向释放遥
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To design and preliminarily explore a novel icariin-modified pullulan polymer for efficient loading of
icariin via chemical linkage and physical encapsulation, so as to prepare a nanospherical carrier with sustained release properties
and investigate its performance. Methods Icariin was grafted onto hydrophilic pullulan via succinic anhydride as a linker arm to
form icariin-modified pullulan polymers, and the end products were identified by Fourier infrared spectroscopy. The dialysis method
was used to prepare icariin-loaded pullulan nanoparticles. The particle size and zeta potential of the blank and drug-loaded
nanoparticles were measured, and their morphology was observed using transmission electron microscopy, and their in vitro drug
release behavior was determined under different pH conditions. Results The nanoparticles had regular morphology, uniform size, and
homogeneous dimensions. The potential of blank nanoparticles was +2.23 mV, and that of drug-loaded nanoparticles was +3.98 mV;
the average particle size of blank nanoparticles was 122 nm, and that of drug-loaded nanoparticles was 190 nm. The nanoparticles
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一种新型负载淫羊藿苷的普鲁兰纳米粒制备及其性能研究
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could significantly prolong the sustained release time of epimedium glycosides, and it was more favorable for icariin release in the
acidic condition of pH 6.8. Conclusion Nanoparticles with uniform size were successfully prepared by amphiphilic polymer self-
assembly behavior. The Chinese medicine monomer icariin connected with pullulan was prepared as a nano-delivery system through
the polymer chemical linkage mode of succinic acid, and the pullulan nano-delivery system loaded with icariin could make the
hydrophobic drug into a nano type of water-soluble drug, and the drug had a slow-release and could be directed to be released
under the environment of weak acidity.

也运藻赠憎燥则凿泽页 icariin, pullulan polysaccharide, nanodelivery system, drug release, chemical connection, ischemic heart dis鄄
ease

缺血性心脏病是一种需要长期治疗的慢性疾

病袁因此袁药物治疗是一种关键的治疗方法[1]遥 缺血

性心脏病是全球主要死因袁根据世界卫生组织的估

计袁2016 年有>900 万人死亡[2]遥淫羊藿苷是从中药植

物淫羊藿中提取的单体渊图 1冤袁研究发现袁淫羊藿苷

对缺血性心脏病有显著作用[3]袁可增加心血管血流

量袁促进造血功能袁扩张血管以降低血压[4-5]遥 在临床实

践中常用于治疗动脉粥样硬化尧脑缺血等疾病[6-7]遥
研究表明袁淫羊藿苷通过改善炎症反应和氧化应激尧
调节细胞增殖和凋亡尧抑制血管内皮细胞损伤和细

胞衰老以及动员干细胞分化和迁移等方式袁 对心血

管疾病具有广泛的保护作用[8]遥 由于淫羊藿苷的首

过效应和水溶性差袁导致其生物利用度低袁在临床应

用中受到限制[9]遥 因此袁将淫羊藿苷纳米化制备成水

溶性的淫羊藿苷纳米药物袁能够提高其在体内的递

送效率袁是提高其生物利用度的理想选择[10]遥

普鲁兰由重复的麦芽三糖单元组成遥 麦芽三糖

的每个吡喃糖环通过 琢-渊1,4冤糖苷键连接袁一个麦

芽三糖单元通过 琢-渊1,6冤糖苷键连接到另一个麦芽

三糖单元[11]遥 每个麦芽三糖单元有 9 个 OH 基团袁可
以用具有不同官能团的基团代替[12]遥 普鲁兰具有生

物可降解性尧无毒尧易修饰等特性袁作为药物载体有

广泛的研究[13]遥丁二酸酐是常用的连接臂袁将疏水性

的淫羊藿苷通过丁二酸酐连接臂和亲水性的普鲁

兰接枝形成两亲性的聚合物渊图 2冤遥 两亲性聚合物

可以在自组织过程中形成纳米粒袁纳米粒在疏水性

药物负载及定位递送方面具有独特的优势[14]遥 与肿

瘤组织相似袁心肌缺血区具有类似的通透性和滞留

功能增强的通透性和滞留效应渊enhanced perme鄄
ability and retention effect袁EPR冤袁由于纳米级的小

尺寸效应袁 纳米粒可以通过被动靶向将药物递送到

心肌缺血组织[15-16]遥 因此袁将淫羊藿苷包载到普鲁兰

纳米递送系统中可以通过靶向作用提高生物利用

度袁更好地发挥其治疗心肌缺血病的作用遥
两亲性聚合物纳米粒子属于纳米胶体体系袁是

一种新型的药物载体袁具有较高的载药能力和独特

的体内靶向作用[17]遥 聚合物纳米粒由于其两亲性可

以自组装形成核壳结构曰核部分可以用作疏水药物

的容器袁外壳可以保护药物袁提高药物的稳定性袁并
形成水溶性的悬浮颗粒袁并达到缓释效果[18-19]遥 提高

基于蛋白质和基因的生物治疗药物的稳定性袁 并降

低化疗药物的全身毒性[20]遥 心肌缺血病灶组织缺血

缺氧袁是弱酸性环境袁淫羊藿苷纳米递送系统被动靶

向病灶组织袁可以加速在病灶组织心肌细胞外释放袁
增强疏水性药物淫羊藿苷进入细胞的效率遥因此袁本
研究设计了淫羊藿苷的疏水改性普鲁兰多糖聚合

物袁自组装负载淫羊藿苷袁通过化学连接和物理包埋

的方式提高其载药能力袁通过纳米技术提高其组织靶

向和心肌细胞聚集效力袁提高淫羊藿苷的治疗效力遥
1 材料与方法

1.1 试剂和仪器

丁二酸酐渊纯度 99%袁货号院S24348袁上海源叶

生物科技有限公司冤曰4-二甲氨基吡啶 渊纯度 99%袁
货号院D109207冤尧普鲁兰渊纯度 99%袁货号院P121048冤
均购自阿拉丁控股集团曰淫羊藿苷渊纯度 95%袁货
号院S24348袁上海麦克林生化科技冤曰Malvem 激光粒

度分析仪渊英国马尔文仪器有限公司冤曰紫外可见分

光光度计渊北京莱伯特科仪器有限公司冤曰傅里叶红

外光谱仪 NEXUS670渊美国尼力高公司冤遥

图 1 淫羊藿苷化学结构图

Fig.1 The chemical structure d of icariin

1386



湖南中医药大学学报 http://hnzyydxxb.hnucm.edu.cn圆园24 年第 44 卷

1.2 普鲁兰的羧化

称取 3.20 g 普鲁兰尧0.50 g 琥珀丁二酸酐尧0.60 g
4-二甲氨基吡啶于 250 mL 圆底烧瓶中袁加入 35 mL
二氯甲烷袁在 50 益的圆底烧瓶中冷凝回流袁反应 2 h遥
将反应物置于旋转蒸发仪中袁温度调至 40 益袁放置

12 h袁得到白色固体遥 将白色固体转移至透析袋中袁
随后用去离子水透析两天袁白天每 2 h 换去离子水

1 次遥 将滤液冷冻干燥得到羧基化的普鲁兰袁称重遥
1.3 淫羊藿苷修饰的普鲁兰聚合物的合成

分别称取 3 份 0.4 g 羧化普鲁兰尧0.03 g N-羟
基琥珀酰亚胺尧0.03 g 4-二甲氨基吡啶袁加至 250 mL
圆底烧瓶中袁并向其加入 10 mL 二甲基亚砜袁恒温加

热渊30 益冤袁磁力搅拌器充分搅拌 12 h曰取 100 mg
淫羊藿苷标准品放置于15 mL试管中袁加入 5 mL二甲

基亚砜充分溶解袁将溶解混合物倒入圆底烧瓶中袁室
温下搅拌反应 48 h遥 透析袁每 2 h 换 1 次水袁直至无

任何气味遥 然后将透析得到的溶液倒入培养皿袁冷
冻干燥成粉末袁得到产物遥
1.4 傅里叶红外光谱

将淫羊藿苷尧普鲁兰尧羧化普鲁兰和淫羊藿苷修

饰的普鲁兰聚合物样品在研磨碗中研磨成粉末袁并
与干燥的 KBr 粉末混合曰将每一种都压制成薄膜进

行红外扫描袁扫描的范围设定为 400~4000 cm-1遥
1.5 淫羊藿苷修饰的普鲁兰纳米粒的制备

称取 20 mg 淫羊藿苷修饰的普鲁兰聚合物于

小烧杯中袁再称取 5 mg 淫羊藿苷溶于适量二甲亚

砜中袁放入小烧杯中袁将烧杯置于恒温加热磁力搅

拌器上袁混合搅拌 5 min 后袁加入 5 mL 蒸馏水袁在
25 益下搅拌 15 min 后停止搅拌遥 然后将反应物盛

于 3 kDa 透析袋中袁于去离子水中透析 24 h袁每 2 h
换 1 次水袁直至无二甲亚砜气味袁得到物理包埋淫羊

藿苷的纳米粒遥 20 mg 淫羊藿苷修饰的普鲁兰聚合

物通过上述方法透析得到淫羊藿苷修饰的普鲁兰

纳米粒遥
1.6 动态光散射

取纳米粒样品 2 mL袁用微孔滤膜过滤袁用超声

波清洗机超声分散袁将其倒入烧杯中袁打开动态光

散射仪袁将样品放置于样品池中袁并将其放入散射

仪中袁用动态光散射仪测定纳米粒子样品的粒径和

电位遥
1.7 透射电镜

将纳米粒子溶解于去离子水中袁浓度为 1 mg/mL袁
取制成的纳米粒子溶液 1 mL 滴在涂铜网上袁放置

于烘箱中干燥至无水珠袁然后通过 Tecnai F20 透射

电子显微镜观察其形态特征遥
1.8 体外药物释放量

本实验利用 PBS 模拟人体内生理环境袁取纳米

粒子 5 mg袁溶于 10 mL 的 PBS 中袁将其平均分为两

份袁每份 5 mL袁装入截留量为 3 000 Da 透析袋袁再
将透析袋分别放入 50 mL pH=7.4 的 PBS 缓冲液

中袁在预定时间间隔取样渊Tn袁n=0尧1尧2尧4尧8尧12尧24尧

图 2 淫羊藿苷疏水修饰普鲁兰聚合物合成示意图

Fig.2 Schematic diagram of the synthesis of hydrophobic
modified pullulan polymer of icariin
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48尧72 h冤袁每次取样 3 mL 溶液袁同时加入同等 3 mL
的 PBS 缓冲液遥 然后用紫外分光光度计在最大吸收

波长处测量溶液的吸光度袁测得淫羊藿苷浓度袁然后

将其带入下列公式中袁计算药物释放百分率渊Q豫冤院

Q%=
渊Cn伊V

n

t=0移Ci冤
渊W np伊LC%冤

其中袁W np要纳米粒子的重量袁Cn要Tn 时的样品

浓度袁V要释放介质的总体积曰V n要样品取样量曰Ci要
Ti 处的样品浓度渊i=0尧1尧2尧4尧5尧12尧24尧48 h袁V 0 和 C0
均等于零冤遥
1.9 纳米粒中淫羊藿苷的释放

精确量取载药纳米粒溶液放入透析袋渊4~8 kDa袁
截取分子量冤中袁并分别置于 37 益的 pH 7.4尧pH 6.8
的 25 mL 的 PBS渊释放介质冤中透析袁在预定的时间

间隔渊Tn袁n=0尧0.5尧1尧2尧4尧8尧12尧24尧48 h冤取 2 mL 的

释放介质进行采样袁并补充等量的溶液袁用紫外分光

度法测定在 270 nm 波长处溶液吸光度值袁淫羊藿

苷释放百分比(Q%)按前述公式计算遥
2 实验结果

2.1 纳米材料红外分析

普鲁兰与淫羊藿苷结合制成纳米粒院一方面袁从
淫羊藿苷标准样品的红外光谱来看袁主要特征峰出现

在 3 440尧2 960尧2 840尧1 650尧1 600尧1 350尧1 260尧
1 180 cm-1遥 3 440 cm-1 是淫羊藿苷中酚羟基的伸缩

振动峰遥 由于分子中含有大量的羟基袁出现了缔合

现象袁产生了一个强而宽的吸收峰遥 2 960尧2 840 cm-1

是淫羊藿苷中甲基的伸缩振动峰遥 光谱 1 650 cm-1

是淫羊藿苷中的 C=C 伸缩振动峰值袁1 600 cm-1

是 C=O 拉伸振动峰袁因 C=C 和 C=O 的共轭效

应使其峰值有所降低曰1 260 cm-1 是酚 C要O 伸缩

振动峰值遥 上述峰在淫羊藿苷修饰的普鲁兰聚合物

光谱中有所体现遥 另一方面袁聚合物与羧化普鲁兰相

比多了碳碳双键与酚羟基遥 从淫羊藿苷修饰的普鲁

兰聚合物光谱来看袁与普鲁兰羧化红外光谱相比袁在
1 650 cm-1处存在过量的 C=C伸缩振动峰袁1 260 cm-1

是酚 C要O 伸缩振动峰值遥 淫羊藿苷修饰的普鲁兰

光谱中有特征官能团的波峰袁碳碳双键与酚羟基的

波峰袁淫羊藿苷修饰的普鲁兰合成是成功的遥 详见

图 3遥

2.2 纳米粒的尺寸与形态

通过动态光散射仪测得袁如图 4 所示袁淫羊藿苷

修饰的普鲁兰纳米粒电位为 2.23 mV渊图 4A冤,物理

负载淫羊藿苷纳米粒电位为 3.98 mV渊图 4D冤曰淫羊

藿苷修饰的普鲁兰纳米粒尺寸为 122 nm渊图 4B冤袁
物理负载淫羊藿苷纳米粒电位为 190 nm渊图 4E冤遥
因为载药的缘故袁物理包埋药物后袁纳米粒尺寸增

大遥 采用透射电镜观察纳米粒形态遥 如图 4F 所示袁
两种纳米粒纳米形状规则袁呈现为均匀的球形袁分
散均匀遥
2.3 72 h药物释放率

由图 5 可知袁游离淫羊藿苷在 12 h 内释放率达

到了 78.67%袁淫羊藿苷修饰的普鲁兰纳米粒在 72 h
内释放率为 20.84%袁物理负载淫羊藿苷纳米粒在

72 h 内释放率达到 52.80%袁由于物理负载淫羊藿苷

纳米粒内层负载淫羊藿苷药物袁可以使纳米粒的释

药量增加袁与游离药物相比袁物理负载淫羊藿苷纳米

粒能明显延长淫羊藿苷的缓释作用时间袁增强治疗

效果遥 淫羊藿苷修饰的普鲁兰纳米粒袁由于化学连

接袁药物释放更加缓慢遥
2.4 不同 pH下纳米粒在 72 h内药物释放率

如图 6 所示袁在 pH 6.8 的缓冲溶液中物理负载

淫羊藿苷纳米粒 72 h 内累积药物释放量达到了

68.55%袁淫羊藿苷修饰的普鲁兰纳米粒药物释放量

30.56%袁在 pH 7.4 的缓冲溶液中物理负载淫羊藿苷

纳米粒的药物释放量为 52.80%袁淫羊藿苷修饰的普

鲁兰纳米粒药物释放量 20.84%遥 由此说明在 pH
6.8 的酸性条件下更有利于淫羊藿苷的释放袁化学连

接方式负载的药物释放呈现长效缓释性遥

图 3 纳米材料的红外光谱图

Fig.3 The Infrared Spectrum of the nanomaterials
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图 4 纳米颗粒的电位渊A袁D冤尧尺寸渊B袁E冤和电镜图渊C袁F冤
Fig.4 The potential (A, D), dimensions (B, E) and electron microscopy (C, F) of nanoparticle

A B C

D E F

3 讨论

负载淫羊藿苷的聚合物纳米颗粒可以提高药物

的载药量袁通过化学连接和物理包埋显著提高了药

物包埋效率遥淫羊藿苷是疏水性药物袁体内递送效力

低袁通过制备纳米递送系统可以显著提高其递送效

率遥 本项目通过疏水性的淫羊藿苷对普鲁兰进行疏

水化修饰袁得到双亲性的负载淫羊藿苷的普鲁兰聚

合物遥淫羊藿苷在连接到亲水性的普鲁兰上后袁可以

显著提高淫羊藿苷的水溶性袁提高其递送效率袁并且

淫羊藿苷修饰普鲁兰聚合物的合成路线简单易行袁
红外验证了其结构遥 使用透析法使其自组装聚合物

纳米粒袁纳米粒是由亲水性的普鲁兰多糖为骨架作

为纳米粒的外壳袁疏水性药物淫羊藿苷为内核的

壳-核球形结构袁透视电镜下展示均匀的球形遥 淫羊

藿苷修饰的普鲁兰聚合物自组装形成纳米粒出现疏

水性空腔袁空腔可以进一步装载淫羊藿苷袁可以提高

药物负载效率袁通过载药量的测定袁显示了较高的包

封率和载药量遥 物理包埋和化学连接两种方式负载

淫羊藿苷形成的纳米粒袁在药物释放过程中展现不

同的释放特征遥纳米粒在病灶的药物释放袁对于心肌

缺血病而言袁病灶的弱酸性环境袁对于递送到病灶的

纳米粒中物理包埋的药物可以促使其在细胞外释

放袁药物以游离的方式通过扩散进入细胞内发挥作

用遥 化学连接的药物在到达病灶袁有少量药物释放袁

图 5 72 h 药物释放率

Fig.5 Drug release rate at 72 h

图 6 不同 pH下纳米粒在 72 h内药物释放率

Fig.6 Drug release rate of nanoparticles at different
pH within 72 h
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在病灶时间的延长袁材料逐步降解后袁持续发挥作

用遥 纳米粒负载的药物具有缓释性袁在血浆循环过

程中较少释放袁特别是化学连接的药物组织的纳米

载体袁在血浆运行过程中不释放袁从而高效的节约

了用药成本遥 在病灶酸性环境中袁物理包埋的药物

快速释放袁化学连接的药物缓慢释放袁实现定位释放

药物袁从而提高治疗效率袁节约药物成本的目标遥 本

项实验内容验证了淫羊藿苷纳米递送系统的高载药

量和独特的释放特点遥 因此袁本研究设计的纳米粒

针对心肌缺血病的治疗药物淫羊藿苷袁主要是提高

其递送效率袁及维持其长效作用遥 该纳米递送系统

是一种在心肌缺血性疾病新型的中药单体运输系

统袁一种新型的治疗策略遥
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