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三七总皂苷壳聚糖纳米粒冻干粉的制备工艺研究
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摘要:为提高三七总皂苷壳聚糖纳米粒(PNS-NPs)的稳定性,采用冷冻干燥法制备冻干粉并优化其冻干

工艺.通过离子凝胶法制备 PNS-NPs,以再分散性、粒径分布及微观形态及药物渗漏率为指标,进行全面

实验和配伍实验筛选最优冻干工艺.结果表明: PNS-NPs冻干粉最佳制备工艺为预冻时间 12 h、冻干保护

剂为 2. 5%蔗糖 + 2. 5%海藻糖.在该条件下制得的冻干粉分散性好、无粘连,扫描电镜显示其微观形貌

呈球形;分散后粒径为(138. 30 ± 3. 15) nm,相比于冻干前原液有所增加,但各组分药物渗漏率均未超过

5% . PNS-NPs冻干粉有望成为 PNS纳米新剂型.
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0 引言

三七总皂苷(Panax notoginseng saponins,PNS)
是我国重要药用植物三七的主要活性成分之一,具
有活血化瘀、消炎镇痛[1]、抗肿瘤[2]、抗炎、抗衰

老[3]等药理作用,广泛用于心脑血管疾病防治. 但
PNS 在临床应用上还存在不足,如口服制剂存在疗

效缓慢、胃肠道稳定性差、黏膜透过性低等问题,生
物利用度低[4];PNS注射制剂可能引发急性胃炎、皮
疹、过敏性休克等过敏反应[5-6],存在一定的安全隐

患.为解决上述问题,通过纳米技术研发新型 PNS
口服制剂以提高 PNS 口服生物利用度是目前的重

点研究方向之一.因纳米载体表面能较高,在分散剂

中易聚集、沉降,且内含药物易泄漏,稳定性较差.目
前,采用冷冻干燥法制备纳米载体冻干粉是提高其

稳定性的常用方法.吴超群等[7]采用沉淀-高压匀质

法制得甘草总黄酮纳米混悬液,为改善其稳定性,采
用冷冻干燥法进一步固化成冻干粉. 王翀等[8]采用

离子凝胶法制备 5-氟尿嘧啶壳聚糖纳米粒混悬液,
并通过优化冻干工艺得到稳定性良好的壳聚糖纳米

粒冻干粉.
本文采用离子凝胶法制备三七总皂苷壳聚糖纳

米粒(PNS-NPs),以甘露糖、蔗糖、葡萄糖和海藻糖

为单一冻干保护剂,两两配伍为混合冻干保护剂,以
冻干粉的再分散性、复溶后的粒径分布、微观形态及

PNS主要成分渗漏率为指标,考察冻干保护剂种类、
浓度及配伍对 PNS-NPs 冻干粉的影响,旨在为其临

床应用提供实验基础.

1 实验材料

1. 1 实验试剂

三七总皂苷原料药(云南三七科技药业有限公

司),三七总皂苷混合标准品(中国食品药品检定研究

院),水溶性低分子量壳聚糖(实验室自制,相对分子

质量约为 6 000 Da,脱乙酰度≥93%),甘露醇、海藻

糖、氯化钠、葡萄糖、三聚磷酸钠(阿拉丁生化科技股

份有限公司),蔗糖(生工生物工程股份有限公司).

1. 2 实验器材

FD-1-50 冷冻干燥机(北京博医康实验仪器有

限公司),URH-11-10T 超纯水制造系统(四川优普

超纯科技有限公司),BSA124S-CW分析天平、PB-10
pH计(赛多利斯科技有限公司),MS-M-S10 磁力搅

拌器(大龙兴创实验仪器有限公司),HL-2S 恒流泵
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(上海青浦沪西仪器厂有限公司),DW-HL388 超低

温冷冻储存箱(中科美菱低温科技股份有限公司),
UFC500396 超滤离心管(Millipore),S-3400N扫描电

镜(HITACHI),Zetasizer Nano ZS 纳米激光粒度仪

(Malvern),高效液相色谱仪(Waters).

2 实验方法

2. 1 PNS-NPs的制备

称取适量水溶性低分子量壳聚糖溶于超纯水配

制成 1 mg·mL - 1的溶液,经 0. 45 µm 微孔滤膜过

滤;另配制 1 mg·mL - 1的三聚磷酸钠水溶液,经
0. 22 µm微孔滤膜过滤备用.上述壳聚糖溶液的 pH
值用1 mol·L - 1乙酸溶液调节至 4. 0,加入一定量

PNS原料药搅拌至充分混匀.在磁力搅拌条件下,通
过恒流泵以 16 mL·min - 1的滴加速度向其中缓慢

滴加适量三聚磷酸钠溶液,在室温下搅拌 1 h,即得

具明显淡蓝色乳光的 PNS-NPs混悬液[9-10] .

2. 2 预冻时间的考察

冻干粉的质量与样品的预冻时间长短密切相

关,预冻时间过短易出现喷瓶现象,而预冻时间过长

则效率过低且造成资源浪费.因此,首先对预冻时间

进行考察.方法如下:取适量新制 PNS-NPs 纳米粒

悬液至样品瓶中,于 - 80 ℃超低温冰箱中分别预冻

2、4、8、12、24 h后立即进行冷冻干燥 48 h.观察冻干

样品的状态,选取合适的预冻时间.

2. 3 冻干保护剂类型和浓度对冻干粉的影响

冻干保护剂的类型和浓度直接影响样品冻干效

果,本研究选取常用的甘露醇、蔗糖、海藻糖和葡萄

糖作为冻干保护剂,每种保护剂均设 4 个浓度水平,
进行 2 因素 4 水平的全面试验. 根据表 1 进行分组

试验,具体操作如下:取新鲜制备的 PNS-NPs 纳米

混悬液适量置于样品瓶中,加入等体积 2 倍预设浓

度的冻干保护剂,混匀后移至 - 80 ℃超低温冰箱中

预冻 12 h,然后立即冷冻干燥 48 h.对照组则以超纯

水替代冻干保护剂溶液,其他条件一致.所得冻干粉

加入原体积超纯水震摇,考察冻干粉的复溶性.
表 1 试验分组表 %

类型
浓度

浓度 1 浓度 2 浓度 3 浓度 4
甘露醇 1 3 5 7
 蔗糖 1 3 5 7
葡萄糖 1 3 5 7
海藻糖 1 3 5 7

2. 4 冻干保护剂配伍对冻干粉的影响

单种冻干保护剂通常各有优缺点,因此可将 2
种或多种保护剂按一定比例组成混合保护剂,以达

到优于单种冻干保护剂的效果.本文选取甘露醇、蔗
糖、海藻糖和葡萄糖这 4 种冻干保护剂进行两两配

伍(甘露醇 +蔗糖、甘露醇 +海藻糖、甘露醇 +葡萄

糖、蔗糖 + 海藻糖、蔗糖 + 葡萄糖、葡萄糖 + 海藻

糖),组成不同的混合保护剂. 各混合保护剂均由

2 种质量分数均为 5%的单种保护剂以 1: 1 的比例

混合.冻干操作方法同 2. 3 节中所述.

2. 5 冻干粉的表征

2. 5. 1 粒径和分散度分析 选取复溶性良好的冻

干粉样品,加入原体积纯水复溶并超声分散,用
Malvern Zetasizer Nano ZS 测定其粒径和分散度;以
新制 PNS-NPs纳米混悬液为对照,计算样品粒径变

化率,计算公式为:粒径变化率 = ((sn - s0) / s0 - 1) ×
100% ,其中 sn 为待测样品粒径,s0 为冻干前样品原

液粒径.
2. 5. 2 冻干粉微观形貌表征 在全面试验、粒径和

分散度分析的基础上,选取最优工艺制备 PNS-NPs
冻干粉进行微观形貌表征. 样品制备参照 I. Nalla-
muthu等[11]的方法并稍作修改:冻干粉加入原体积

超纯水震摇复溶,超声分散 5 min;取适量复溶液滴

于硅片上,喷金后扫描电镜观测.

2. 6 药物渗漏率的测定

2. 6. 1 色谱条件 Agilent Eclipse XDB-C18 色谱柱

(250 mm ×4. 6 mm,5 µm),以乙腈(A)-水(B)为流

动相梯度洗脱(0 ~ 20 min,20%A;20 ~ 45 min,20% ~
46% A;45 ~ 55 min,46% ~ 55% A;55 ~ 60 min,
55%A),流动速度为 1. 5 mL·min - 1,进样量为

25 µL,检测波长为 203 nm,柱温为 25 ℃ [12] .
2. 6. 2 PNS 标准曲线的绘制 称取适量 PNS 混合

标准对照品,配制 1 mg·mL - 1的储备液.然后吸取

适量储备液,分别配置质量浓度为 50、100、200、
250、400、500 µg·mL - 1的对照品溶液,进样并测定

峰面积.以峰面积对对照品浓度作图并进行线性回

归,得 PNS中各组分线性回归方程及线性范围.
2. 6. 3 渗漏率的测定 通过高效液相色谱法测定

最优条件下制备的 PNS-NPs 冻干粉药物包封率(以
R1、Rg1、Re、Rb1 和 Rd 计),并与冻干前原液比较,
考察在该条件下药物渗漏情况,渗漏率计算公式为:
渗漏率 = (LE0 - LE1) / LE0 × 100% ,其中 LE0为冻干前

纳米混悬液的包封率,LE1为最优工艺下制备的冻干

粉的包封率.
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包封率测定的方法如下[13]:往冻干粉中加入原

体积溶液复溶,取适量移至超滤离心管 (MW =
5 000 D),13 000 rpm离心 15 min,取滤液测定游离药

物含量;冻干前混悬液包封率测定则直接超滤离心后

测定.另取 1份 PNS-NPs混悬液加入适量甲醇和稀盐

酸裂解纳米粒,供测定总药量用.包封率计算公式为:
包封率 = (药物总量 -游离药量) /药物总量 ×100% .

2. 7 统计学方法

本文计量数据以 x ± s 表达,组间差异采用 t 检
验分析,以 P < 0. 05 表示在统计学意义上具有显著

性差异,处理软件为 origin 2018.

3 结果与分析

3. 1 预冻时间对冻干粉的影响

不同预冻时间对冻干粉的影响如表 2 所示.当样

品预冻时间低于 4 h时,冻干过程中出现明显的喷瓶

现象,样品喷至样品瓶口;当预冻时间达 8 h 时未出

现喷瓶现象,但样品出现上浮现象;当样品预冻时间

为 12 h和 24 h时,样品无上浮也没有出现喷瓶现象.
综合考虑冻干效果和效率,选择样品预冻时间为 12 h.

表 2 预冻时间对冻干粉的影响

预冻时间 / h 现象
2   出现喷瓶
4   出现喷瓶
8   出现上浮,无喷瓶
12   无上浮,无喷瓶
24   无上浮,无喷瓶

3. 2 冻干保护剂配伍对冻干粉的影响

保护剂的类型及其浓度对冻干粉再分散性的影

响如图 1 所示. 当保护剂质量分数为 1%时,以蔗

糖、甘露醇、葡萄糖和海藻糖为保护剂组均无法用原

体积超纯水震摇分散成均一胶体溶液. 其中蔗糖组

震摇后存在肉眼可见的颗粒状不溶物;甘露醇、葡萄

糖和海藻糖组则震摇后存在片状不溶物. 当保护剂

质量分数为 3%时,各组均呈肉眼可见粒状不溶物.
当保护剂质量分数达 5%时,蔗糖组和海藻糖组震

摇后可迅速分散成具淡蓝色乳光的胶体溶液,甘露

醇和葡萄糖组则呈片状不溶物. 当保护剂质量分数

升至 7%时,海藻糖组呈粒状不溶物,蔗糖、甘露醇

和海藻糖组震摇后则均呈片状不溶物,粘连严重.

图 1 冻干保护剂的类型和浓度对冻干粉的影响

3. 3 冻干保护剂配伍对冻干粉的影响

以蔗糖、甘露醇、葡萄糖和海藻糖为保护剂,两
两配伍组成的混合保护剂对冻干粉再分散性影响如

图 2 所示.甘露醇与其他 3 种冻干保护剂配伍制备

的冻干粉均无法震摇分散均匀. 其中甘露醇 +海藻

糖组震摇后呈片状不溶物,甘露醇 +蔗糖组和甘露

醇 +葡萄糖组呈颗粒状不溶物;蔗糖 +海藻糖组、蔗
糖 +葡萄糖组、海藻糖 +葡萄糖组冻干粉加入超纯

水震摇后分散性良好,立即恢复成稳定的胶体溶液.

图 2 冻干保护剂配伍对冻干粉的影响

3. 4 粒径和分散度测定

在全面实验中,5%的蔗糖组( a)和 5%海藻糖

组(b)再分散性良好;在冻干保护剂配伍实验中,蔗
糖 +葡萄糖组(c)、蔗糖 +海藻糖组(d)、海藻糖 +
葡萄糖组(e)再分散性良好. 选取上述样品进行粒

径和分散度测定,结果如表 3 所示.

表 3 冻干保护剂冻干粉对粒径和分散度的影响

组别 粒径 / nm 粒径变化率 / % 分散度
蔗糖组     139. 30 ± 0. 96 25. 95   0. 140 ± 0. 008    

海藻糖组     184. 87 ± 3. 75 67. 15   0. 192 ± 0. 010    
蔗糖 +葡萄糖组     193. 90 ± 7. 50 75. 32   0. 175 ± 0. 021    
蔗糖 +海藻糖组     138. 30 ± 3. 15 25. 05   0. 158 ± 0. 012    

葡萄糖 +海藻糖组     641. 50 ± 45. 82 480. 02   0. 834 ± 0. 120    
冻干前原液     110. 60 ± 2. 45 0. 00   0. 152 ± 0. 009    
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  葡萄糖组 + 海藻糖组冻干复溶后粒径增加

480. 02% ,且分散度达到 0. 834,这表明该组样品复

溶后形成的混悬液稳定性差、易聚沉.海藻糖组与蔗

糖 +葡萄糖组冻干粉复溶后粒径和分散度均显著增

加(P < 0. 05),蔗糖组和蔗糖 +海藻糖组复溶后粒

径与冻干前原液相近,且分散度与原液在统计学意

义上无显著性差异(P > 0. 05).
各样品复溶后粒径分布如图 3 所示.由图 3 可

知:海藻糖组与蔗糖 +葡萄糖组冻干粉复溶后粒径

分布相比于蔗糖组和蔗糖组 +海藻糖组明显加宽,
且蔗糖组 +海藻糖组粒径分布比蔗糖组更为集中.
因此,以 2. 5%蔗糖 + 2. 5%海藻糖为混合冻干保护

剂制备的 PNS-NPs冻干粉质量最佳.

图 3 冻干粉复溶粒径分布图

3. 5 冻干粉微观形态观察

扫描电镜结果显示,以 2. 5%蔗糖 + 2. 5%海藻

糖 为混合冻干保护剂制备的PNS-NPs冻干粉复溶

后呈球形(见图 4),粒度均匀、无粘连, 符合冻干工

艺要求.

图 4 PNS-NPs冻干粉扫描电镜图(20 000 倍)

3. 6 渗漏率的测定

在上述色谱条件下,PNS 主要组分分离效果良

好,其色谱图如图 5 所示.
分别以 PNS标准对照品中 R1、Rg1、Re、Rb1 和

Rd组分浓度为横坐标,对应峰面积为纵坐标,绘制

各组分标准曲线(见图 6).

图 5 PNS色谱图

图 6 PNS主要成分的标准曲线图
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  通过标准曲线求得冻干前、后超滤液中 PNS 含

量,并计算得最优条件下制备的 PNS-NPs 冻干粉中

各组分渗漏情况,结果见表 4.
表 4 最优冻干粉中药物组分渗漏率 n = 3

组分 渗漏率 / %
R1 2. 55 ± 0. 62
Rg1 1. 66 ± 0. 35
Re 1. 90 ± 0. 41
Rb1 0. 52 ± 0. 09
Rd 1. 24 ± 0. 24

  表 4 结果表明:该制备工艺下 PNS 主要组分渗

漏率较低. 其中 Rb1 渗漏率最低仅为 ( 0. 52 ±
0. 09)% ;渗漏最多的组分为 R1,其渗漏率达到

(2. 55 ± 0. 62)% ;各组分渗漏率均低于 5% ,符合

冻干粉制备工艺要求.

4 结论

本文研究了样品预冻时间、冻干保护剂种类、浓
度及配伍对 PNS-NPs冻干粉的影响,结果表明上述

因素对冻干粉的再分散性均有一定的影响. 在冷冻

干燥前,样品需充分预冻以发生玻璃化作用,预冻时

间长则玻璃化转变温度高,样品稳定性好,不易出现

喷瓶现象.综合预冻效果和预冻效率,确定样品在

- 80 ℃预冻时间为 12 h.
通过全面实验和保护剂配伍实验筛选出再分散

性良好的冻干粉制备工艺,并对所筛选工艺下制备

的冻干粉进行粒径和分散度分析,进一步筛选出最

优工艺,并通过扫描电子显微镜对最优工艺条件下

制备的冻干粉进行微观形貌分析.当单以蔗糖、甘露

醇、葡萄糖或海藻糖为保护剂时,仅 5%蔗糖和 5%
海藻糖组冻干粉可复溶,且海藻糖组冻干前后粒径

变化较大,相比于冻干前粒径增加 67. 15% .以蔗糖

为保护剂时冻干效果较好的原因可能是蔗糖的大量

羟基在脱水过程中与壳聚糖形成氢键,起到保护壳

聚糖纳米粒结构的作用.此外,蔗糖可参与壳聚糖玻

璃态的形成.当以葡萄糖为冻干保护剂时,PNS-NPs
冻干粉无法复溶,推测其原因是葡萄糖具有较高的

分子流动性,影响冻干保护效果[14] . 而以甘露醇为

冻干保护剂效果不佳的原因可能是甘露醇形成结

晶,促进了纳米粒的聚集和融合,对纳米粒的骨架架

构起到破坏作用[15] .在以蔗糖、甘露醇、葡萄糖和海

藻糖两两配伍组成的混合保护剂中,蔗糖 +葡萄糖

组、蔗糖 +海藻糖组和海藻糖 +葡萄糖组冻干粉可

复溶,其中均有蔗糖或海藻糖存在,这与采用单种冻

干保护剂的结果相符. 且蔗糖 +海藻糖组具有与冻

干前原液最接近的粒径分布及分散度,应是蔗糖与

海藻糖在冻干过程中产生了协同作用. 因此,以
2. 5%蔗糖 + 2. 5%海藻糖为混合冻干保护剂制备

PNS-NPs冻干粉效果较佳,所得冻干粉在复溶性、再
分散性、形貌、药物渗漏率等方面均符合要求,有望

成为 PNS新剂型.
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The Study on Preparation Technology of Lyophilized Powder of
Panax Notoginseng Saponin Chitosan Nanoparticles

CAI Xianfeng,XIE Zhen,ZI Pengpeng,XU Xianzhu,YOU Qinghui,WANG Manying*

(College of Life Science,Key Laboratory of the Conservation and Sustainable Utilization for Subtropical Plant Resources of Jiangxi Prov-

ince,Jiangxi Normal University,Nanchang Jiangxi 330022,China)

Abstract:To improve the stability of panax notoginseng saponin chitosan nanoparticles ( PNS-NPs), freeze-dried
powder is prepared by freeze-drying method and its freeze-drying process is optimized. PNS-NPs are prepared by ion
cross-linking method. The optimal lyophilization process is performed by comprehensive experiments and compatibil-
ity experiments with re-dispersibility,particle size distribution,microscopic morphology and drug leakage rate. The
results show that the optimal preparation process of PNS-NPs lyophilized powder is 12 h pre-freezing time and
2. 5% sucrose + 2. 5% trehalose mixed protective agent. The lyophilized powder prepared by this condition has good
dispersibility and no adhesion. Scanning electron microscopy result shows that the microscopic morphology is spheri-
cal. The particle size after dispersion is (138. 30 ± 3. 15) nm,which is increased compared with the original solu-
tion before lyophilization,but the drug leakage rates don’t exceed 5% . PNS-NPs freeze-dried powder is expected to
become a new nano-drug formulation of PNS.
Key words:panax notoginseng saponins;chitosan;lyoprotectant;lyophilized powder
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