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　 　 ［摘要］ 　目的 　建立药物测定方法 ，并制备共载阿霉素和依克立达的 PLGA 纳米粒 。方法 　利用紫外分光光度法（UV）
和高效液相色谱法（HPLC）分别建立阿霉素和依克立达的测定方法 ；采用纳米沉淀法制备共载纳米粒 ，通过调节两药的投药

比 ，优化处方 ，考察纳米粒的粒径 、形态 、包封率 、载药量以及体外释放 。结果 　阿霉素在 １ ～ ４０ μg／ml浓度范围内线性关系良
好 ，标准曲线回归方程为 A ＝ ０ ．０２１C＋ ０ ．００２ ，r＝ ０畅９９９ ５ ；依克立达在 ０ ．５ ～ １００ μg／ml浓度范围内线性关系良好 ，标准曲线

回归方程为A ＝ １２０ ７４２ ．４６２ ６C＋ １ ９７４ ．５７０ ４ ，r＝ １ ．０００ ０ ；通过处方优化 ，共载纳米粒的粒径约为 ５０ nm ，分布均一 ，呈圆形 ，

阿霉素和依克立达的包封率分别为 ５６ ．５８％ 、５１ ．６６％ ，载药量分别为 １ ．４８％ 、１ ．８５％ ，两药摩尔比约为 １ ∶ １ ；体外释放缓慢 。

结论 　分别建立了方便快捷 、结果准确 、重复性好的阿霉素和依克立达的检测方法 ，并且制备了分散性好 、粒径较小的纳米

粒 ，为后续实验提供基础 。
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Preparation and characterization of co唱delivery of doxorubicin and elacridar in
nanoparticles
CHEN Dazhong ，GAO Jie ，XIE Fangyuan ，ZHANG He ，LU Ying ，ZOU Hao ，ZHONG Yanqiang （School of Pharmacy ，Sec唱
ond Military Medical University ，Shanghai ２００４３３ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To establish methods for the determination of doxorubicin and elacridar ，and prepare PLGA nano唱
particles for the co唱delivery of doxorubicin and elacridar ．Methods 　 Ultraviolet spectrophotometry （UV） and high performance
liquid chromatography （HPLC） were used to establish the determination method of doxorubicin and elacridar ，respectively ；co唱
delivery nanoparticles system was prepared by nanoprecipitation method ，and optimizing the prescription was by adjusting the
dosage ratio of the two drugs to investigate the particle size ，morphology ，encapsulation efficiency （EE） ，drug loading （DL ）
and in v itro release ．Results 　 The linearity of doxorubicin was better in the rang of １ to ４０ μg／ml ，A ＝ ０ ．０２１C ＋ ０ ．００２ ，r ＝
０ ．９９９ ５ ；the linearity of elacridar was better in the rang of ０ ．５ to １００ μg／ml ，A ＝ １２０ ７４２ ．４６２ ６C ＋ １ ９７４ ．５７０ ４ ，r ＝ １ ．０００ ０ ；

the particle size was about ５０ nm ；transmission electron microscope （TEM ） showed that nanoparticles were round in shape and
had a good dispersion ；EE of doxorubicin and elacridar were ５６ ．５８％ 、５１ ．６６％ ，respectively ，DL of doxorubicin and elacridar
were １ ．４８％ 、１ ．８５％ ，respectively ，the molar ratio of two drugs was about １ ∶ １ ；the nanoparticles released slowly in v itro ．Con唱
clusion 　 The established methods of doxorubicin and elacridar were convenient and efficient ，accurate and repeatable ．The
Co唱delivery nanoparticles system was well dispersionand smaller size ，which could be used for further studies ．
　 　 ［Key words］ 　 doxorubicin ；elacridar ；nanoparticles ；UV ；HPLC

　 　肿瘤是当前人类健康主要的威胁之一 ，临床治

疗效果不理想 ，常常出现复发和转移 。有研究显示 ，

肿瘤干细胞（cancer stem cells ，CSCs）是肿瘤发生 、

发展 、耐药 、复发和转移的关键因素［１］
。因此 ，靶向

杀伤 CSCs 为肿瘤的治疗提供了新的思路 。 CSCs
具有多药耐药 （multidrug resistance ，MDR）的特
点 ，产生耐药的主要原因是 CSCs过表达 ABC 转运
蛋白 ，该转运蛋白能够将进入细胞内的化疗药物排

出细胞外 ，从而降低了药物的治疗效果［２ ，３］
。因此 ，

抑制 ABC转运蛋白的过表达能够降低 CSCs 的耐
药性 ，更好地发挥化疗药物的抗肿瘤作用 。依克立

达（elacridar ，ELC ）是第三代 P唱糖蛋白 （P唱glyco唱
protein ，P唱gp）抑制剂 ，能够抑制 ABC 转运蛋白
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ABCB１和 ABCG２［４唱６］
。 有研究发现 ，将 ELC 和化

疗药物联用能够提高肿瘤细胞对化疗药物的敏感

性 ，增强药物对肿瘤的抑制作用［７ ，８］
。 Planting 等［９］

对 ELC和阿霉素 （doxorubicin ，DOX ）联合治疗晚
期实体瘤进行了临床 Ⅰ期研究 ，研究结果显示 ，ELC
在体内外都可抑制 P唱gp的活性 ，且副作用较小 ，与

DOX 联用时 ，虽然在一定剂量下 ，药物的相互作用

增加了对血液系统的毒性 ，但能够使得 DOX 对大
多数肿瘤类型具有理想的临床治疗效果 。然而普通

的联用策略存在很多缺陷 ，往往无法达到协同比例 ，

不能发挥最佳的治疗效果 。纳米给药系统的出现为

药物联用策略提供了新的方法 ，利用纳米载体可以

将两种药物同时递送到肿瘤部位 ，使得两种药物对

肿瘤的治疗实现同步化 。

　 　本研究采用聚乳酸聚乙醇酸共聚物（PLGA ）为
纳米载体 ，共载DOX 和 ELC两种药物 ，对纳米粒的

制备工艺以及药物的含量测定进行研究 。

1 　仪器与材料

1 ．1 　仪器 　 MS２０５DU 十万分之一电子天平（瑞士

Mettler Toledo 公司） ，高效液相色谱仪 LC唱２０A（日
本岛津公司） ，C１８反相色谱柱（迪马公司 ，２５０ mm ×

４ ．６ mm ，５ μm ） ，透射电子显微镜 （日本 JEOL 公
司） ，Zetasizer nano ZS 激光粒度分析仪 （英国

Malvern公司） ，超纯水系统（美国 Barnstead公司） ，

SK ３３００LH 超声波清洗器（上海市科导超声仪器有

限公司） ，高速离心机（德国 Eppendorf 公司） ，冷冻

干燥机（美国 Labconco 公司） ，紫外分光光度计（上

海天美科学仪器有限公司） ，MaxQ６０００恒温振荡培

养箱（美国 Thermo公司） 。

1 ．2 　材料 　盐酸阿霉素（大连美仑有限公司） ，依克

立达（南京康满林化工实业有限公司） ，PLGA （Mw
２４ ０００ ～ ３８ ０００ ，美国 Sigma公司） ，D唱α唱生育酚聚乙
二醇 １０００琥珀酸酯（TPGS ，美国 Sigma 公司） ，超

滤离心管 （NMWL １００００ ，德国默克公司） ，透析袋

（MWCO ３５００ ，上海绿鸟科技发展有限公司） ，透析

管（MWCO ８ ０００唱１０ ０００ ，美国 Spectra／Por 公司） ，

甲醇和乙腈是色谱纯（美国 Sigma公司） ，其余试剂

均为分析纯（国药集团化学试剂有限公司） 。

2 　方法与结果

2 ．1 　阿霉素含量测定方法的建立
2 ．1 ．1 　 储备液的配制 　 精密称取 DOX 原料药
５ mg置２５ ml容量瓶中 ，用 ９０％ 乙腈水溶液定容至

刻度线 ，配制成浓度为２００ μg／ml的储备液 。

2 ．1 ．2 　特异性实验 　 分别制备以下样品 ：A 、空白

纳米粒提取液 ；B 、精密量取 DOX标准品 ；C 、空白纳
米粒加 DOX提取液（具体制备过程为 ：A 、取 １００ μl
空白纳米粒加 ９００ μl ９０％ 乙腈水溶液 ，超声 ，离心 ，

取上清 ；B 、精密量取一定量的 DOX 标准品溶液 ，并

用 ９０％ 乙腈水溶液稀释至 １０ μg／ml ；C 、取 １００ μl
空白纳米粒加入适量 DOX 标准品溶液 ，补加 ９０％

乙腈水溶液至 １ ml ，使 DOX 的浓度为 １０ μg／ml ，超
声 ，离心 ，取上清液） ，以 ９０％ 乙腈水溶液为空白对

照在 ２００ ～ ８００ nm 波长范围内利用紫外分光光度
计进行波长扫描 ，记录光谱图 ，见图 １ 。结果显示 ，

DOX在 ４８０ nm波长处有较大吸收 ，且空白纳米粒

无干扰 ，因此选择 ４８０ nm为检测波长 。

图 1 　 DOX特异性考察光谱图
A ．空白纳米粒提取液 ；B ．DOX 标准品 ；C ．空白纳米粒加 DOX 提取液

2 ．1 ．3 　标准曲线的建立 　 分别精密量取 DOX 储
备液 ２５ 、５０ 、１００ 、３００ 、５００ 、１ ０００ μl置 ５ ml容量瓶
中 ，用 ９０％ 乙腈水溶液定容至刻度线 ，配制成浓度

为 １ 、２ 、４ 、１２ 、２０ 、４０ μg／ml 的系列标准溶液 ，以

９０％ 乙腈水溶液为空白对照在 ４８０ nm 波长下测定
各标准溶液的吸光度值 。以吸光度值 A 对 DOX 的

质量浓度 C（μg ／ml）进行线性回归 ，其回归方程为

A ＝ ０ ．０２１ C＋ ０ ．００２ ，r ＝ ０ ．９９９ ５ ，标准曲线见图 ２ ，

结果表明 ，在 １ ～ ４０ μg／ml浓度范围内DOX 的浓度
与吸光度值的线性关系良好 。

2 ．1 ．4 　精密度和准确度的测定 　 以 ２００ μg ／ml储
备液为母液分别配制低（２ μg／ml） 、中（１０ μg ／ml） 、

０２２
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图 2 　 DOX的标准曲线

高（２０ μg／ml）３ 个浓度 ，每个浓度 ５ 份样品 。按照

“２ ．１ ．３”中的测定方法 ，在同一天内不同时间点测定

３个浓度的吸光度值 ，考察其日内精密度 ；连续测定

３ d ，考察其日间精密度 。并将测定的浓度与理论浓

度作比较 ，考察方法的准确度 。

　 　实验结果显示 ，DOX低 、中 、高 ３个浓度的日内

精密度分别为 １ ．０２％ 、１ ．４４％ 、０ ．５９％ ，准确度在

１００％ ～ １０３％ 之间 ；日间精密度分别为 １畅５６％ 、

１畅２３％ 、０畅８２％ ，准确度在 １００％ ～ １０５％ 之间 ，变化

值均在允许范围内 ，表明该紫外分光光度法符合样

品的体外测定要求 。

2 ．1 ．5 　 提取回收率试验 　 取空白纳米粒和

２００ μg／ml储备液配制提取回收率实验样品 ，分别配

制低（２ μg／ml） 、中（１０ μg／ml） 、高（２０ μg／ml） ３个

浓度 ，每个浓度 ５份样品 。按照“２ ．１ ．３”中的测定方

法测定样品的吸光度值 ，计算回收率 。 结果显示 ，

低 、中 、高 ３ 个浓度的回收率分别为 ９８ ．２２％ 、

１００ ．６６％ 、９９ ．７２％ ，且 RSD ＜ ３％ ，因此该测定方法

符合实验要求 。

2 ．2 　依克立达含量测定方法的建立
2 ．2 ．1 　 色谱条件 　 色谱柱 ：C１８ 反相色谱柱

（２５０ mm × ４ ．６ mm ，５ μm ） ；流动相 ：甲醇唱水（７０ ∶

３０ ，pH ＝ ３ ．０ ） ；检 测 波 长 ：２５７ nm ；流 速 ：

１ ．２ ml／min ；柱温 ：３５ ℃ ；进样量 ：２０ μl 。
2 ．2 ．2 　 储备液的配制 　 精密称取 ELC 原料药
５ mg置 ５０ ml容量瓶中 ，用甲醇定容至刻度线 ，配制

成浓度为１００ μg ／ml的储备液 。

2 ．2 ．3 　特异性实验 　 分别制备以下样品 ：A 、空白

纳米粒提取液 ；B 、精密量取 ELC标准品 ；C 、空白纳
米粒加 ELC提取液（具体制备过程为 ：A 、取１００ μl
空白纳米粒加 ９００ μl ９０％ 乙腈水溶液 ，超声 ，离心 ，

取上清液 ；B 、精密量取一定量的 ELC 标准品溶液 ，

并用 ９０％ 乙腈水溶液稀释至 １０ μg ／ml ；C 、取１００ μl
空白纳米粒加入适量 ELC 标准品溶液 ，补加 ９０％

乙腈水溶液至 １ ml ，使 ELC的浓度为 １０ μg／ml ，超
声 ，离心 ，取上清液） ，依次取样 ２０ μl 进样检测 ，记

录色谱图 ，见图 ３ 。从图中可以看出 ELC 在该色谱
条件下保留时间约为 ５ min ，峰形良好 ，纳米材料对

ELC的色谱峰没有影响 。

图 3 　 ELC特异性考察色谱图（tR表示保留时间）

A ．空白纳米粒提取液 ；B ．ELC 标准品 ；C ．空白纳米粒加 ELC 提取液

2 ．2 ．4 　标准曲线的建立 　分别精密量取 ELC储备
液 ２５ 、５０ 、１２５ 、２５０ 、５００ 、１ ０００ 、２ ５００ 、５ ０００ μl置
５ ml容量瓶中 ，用 ９０％ 乙腈水溶液定容至刻度线 ，

配制成浓度为 ０ ．５ 、１ 、２ ．５ 、５ 、１０ 、２０ 、５０ 、１００ μg／ml
的系列标准溶液 ，按照“２ ．２ ．１”项下条件取样检测峰

面积 。以峰面积 A 对 ELC 的质量浓度 C（μg／ml）
进行 线 性 回 归 ，其 线 性 回 归 方 程 为 A ＝

１２０ ７４２ ．４６２ ６C＋ １ ９７４ ．５７０ ４ ，r ＝ １ ．０００ ０ ，标准曲

线见图 ４ ，结果表明 ，ELC 在浓度为 ０ ．５ ～

１００ μg／ml范围内与峰面积呈良好的线性关系 。

2 ．2 ．5 　精密度和准确度的测定 　取 ELC储备液分
别配制低（１ μg／ml） 、中（５ μg ／ml） 、高（５０ μg ／ml）３

图 4 　 ELC的标准曲线

个浓度 ，每个浓度 ５份样品 。按照“２ ．２ ．１”中的色谱

条件 ，在同一天内不同时间点测定 ３ 个浓度的峰面

１２２
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积 ，考察其日内精密度 ；连续测定 ３ d ，考察其日间精
密度 。并将测定的浓度与理论浓度做比较 ，考察方

法的准确度 。

　 　实验结果显示 ，ELC低 、中 、高 ３ 个浓度的日内

精密度分别为 １ ．７０％ 、１ ．３５％ 、１ ．５３％ ，准确度在

９８％ ～ １００％ 之间 ；日间精密度分别为 １畅７９％ 、

１畅１５％ 、１畅４２％ ，准确度在 ９９％ ～ １０２％ 之间 ，变化

值均在允许范围内 ，符合 HPLC 体外样品测定
要求 。

2 ．2 ．6 　提取回收率试验 　取空白纳米粒和 ELC储
备液分别配制低 （１ μg／ml ） 、中 （５ μg／ml ） 、高
（５０ μg／ml）３ 个浓度 ，每个浓度 ５ 份样品 。 按照

“２ ．２ ．１”中的色谱条件测定样品的峰面积 ，计算回收

率 。结果显示 ，低 、中 、高 ３ 个浓度的回收率分别为

９８ ．６３％ 、９８ ．７８％ 、９９ ．２２％ ，且 RSD ＜ ２％ ，该测定

方法符合实验要求 。

2 ．3 　共载 DOX和 ELC PLGA 纳米粒的制备
2 ．3 ．1 　制备工艺 　采用纳米沉淀法制备载药纳米

粒［１０ ，１１］
。精密称取一定量的盐酸阿霉素溶于 N ，N唱

二甲基甲酰胺（DMF）中 ，在搅拌下加入足量的三乙

胺脱盐酸 ，再称取 PLGA 、TPGS 和 ELC溶于 DMF
中 ，超声使其溶解 ，并与脱盐酸后的 DOX 混合 ；在

搅拌下 ，用 １ ml注射器将上述混合溶液缓慢加入到
１００ ml ０ ．０３％ （W ／V ）的 TPGS 水溶液中 ，搅拌５ h 。
透析除去有机溶剂 ，并将纳米混悬液倒入超滤离心

管中 ，３ ５００ r／min离心 １５ min ，去离子水洗涤并离

心 ３次 ，除去未包裹的药物和多余的 TPGS ，得到共

载纳米粒 ，４ ℃储存备用或者冷冻干燥保存 。

2 ．3 ．2 　包封率和载药量的测定 　 取一定量的纳米

混悬液倒入超滤离心管中超滤离心 ，３ ５００ r／min ，

离心 １５ min ，再用去离子水洗涤后离心 ，重复 ３次 ，

得到去除游离药物的纳米粒 ，将其定量至 ３ ml ，取

２００ μl纳米粒加入到 ８００ μl ９０％ 乙腈水溶液中超声
１０ min ，破乳 ，过 ０ ．４５ μm 微孔滤膜 ，分别用 UV 法
和 HPLC法测定 DOX和 ELC的含量 ；再取 ２ ．５ ml
纳米粒冷冻干燥 ，称得纳米粒的质量 。 包封率

（EE）＝ 纳米粒包载药物的质量／投药量 × １００％ ；载

药量（DL）＝纳米粒包载药物的质量／载药纳米的总

质量 × １００％ 。

2 ．3 ．3 　处方优化 　 根据前期体外细胞学实验筛选

出 DOX与 ELC对肝癌细胞和肝癌干细胞的协同比
例摩尔比为 １ ∶ １ ，因此通过改变 DOX 与 ELC的投
药比例 ，达到协同比例 。分别固定 DOX 与 ELC 的
投药量 ，改变另一个药物的投药量 ，通过比较包封

率 、载药量以及协同比例选出最佳处方 。表 １ 显示

了不同组别下载药纳米粒的粒径（size） 、多分散系
数（PDI）和 Zate 电位 。 由表 ２ 结果可知 ，当固定

DOX 的投药量 ，降低 ELC的投药量时 ，ELC的载药
量降低 ；固定 ELC 的投药量 ，降低 DOX 的投药量
时 ，DOX 的包封率变化不明显 ，但载药量由 ４ ．０５％

降到 １ ．７６％ 。最终 ，当 DOX 和 ELC的投药质量比
为 ２ ．５ ∶ ３ 时 ，两药的包封率和载药量分别为

５６畅５８％ 、５１畅６６％ 和 １畅４８％ 、１畅８５％ ，且药物摩尔比

约为 １ ∶ １ ，满足实验的后续要求 。

表 1 　处方优化各组纳米粒的
粒径 、PDI和 Zeta电位（珚x ± s ，n＝ ３）

DOX ∶ ELC
（m ∶ m）

粒径
（nm） PDI Zeta电位

（ mV）
５ ∶ ５ ５５ 圹．４１ ± ４ ．０４ ０ .．０９１ ± ０ ．０３２ － ２０ $．８３ ± １ ．５６

５ ∶ ４ ６０ 圹．６７ ± ７ ．６２ ０ .．１２５ ± ０ ．０４２ － １９ $．９０ ± ２ ．３６

５ ∶ ２ 妹．５ ６２ 圹．１２ ± １ ．２１ ０ .．１３２ ± ０ ．００８ － １７ $．７７ ± ３ ．３５

２ 鲻．５ ∶ ２ ．５ ５５ 圹．０６ ± ２ ．９０ ０ .．０９８ ± ０ ．０４２ － ２４ $．８２ ± ２ ．２７

２ 鲻．５ ∶ ３ ４７ 圹．７８ ± ４ ．６８ ０ .．１６９ ± ０ ．０２９ － １５ $．６０ ± ０ ．９１

表 2 　处方优化各组纳米粒的包封率和载药量（珚x ± s ，n＝ ３）

DOX ∶ ELC
（m ∶ m）

DOX
EE（％ ） DL （％ ）

ELC
EE（％ ） DL（％ ）

DOX ∶ ELC
（mol ∶ mol）

５ ∶ ５ 1７３ 槝．０１ ± ２９ ．６８ ４ 烫．１４ ± ０ ．９０ ３８ =．１８ ± １ ．４３ ２ ]．１３ ± ０ ．４６ １ ∶ ０ I．５２

５ ∶ ４ 1７５ 槝．１２ ± ６ ．２０ ４ 烫．７２ ± ０ ．４４ ３２ =．１１ ± ２ ．９８ １ ]．６９ ± ０ ．０４ １ ∶ ０ I．３２

５ ∶ ２ 1．５ ６７ 槝．５９ ± ５ ．１８ ４ 烫．０５ ± ０ ．４８ ５３ =．７ ± １ ．３４ １ ]．７５ ± ０ ．０２ １ ∶ ０ I．３９

２ d．５ ∶ ２ ．５ ６７ 槝．２３ ± １５ ．８５ １ 烫．７６ ± ０ ．３６ ５０ =．６６ ± ７ ．７３ １ ]．２９ ± ０ ．２２ １ ∶ ０ I．７４

２ d．５ ∶ ３ ５６ 槝．５８ ± ９ ．５８ １ 烫．４８ ± ０ ．０４ ５１ =．６６ ± ９ ．２４ １ ]．８５ ± ０ ．２４ １ ∶ １ I．１０

2 ．3 ．4 　 粒径分布和形态学考察 　 取共载纳米粒

１００ μl ，用去离子水稀释至 １ ml ，用 Zetasizer nano
ZS 激光粒度分析仪测定其粒径和 Zate电位 。由图

５可知共载纳米粒的粒径在 ５０ nm 左右 ，Zate 电位

分布在 － １６ mV 附近 。采用该方法制备出的纳米

粒粒径均一 ，分布均匀 ，符合后续实验的要求 。

　 　将纳米粒用 ２％ 磷钨酸负染法进行染色后 ，置

于透射电镜下观察其形态 。如图 ６ 所示 ，纳米粒分
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图 5 　纳米粒粒径分布图（A）和电位分布图（B）

布均匀 ，呈圆形 ，空白纳米粒的粒径为 ９０ nm 左右 ，

共载纳米粒的粒径在 ５０ nm 左右 ，结果与 Zetasizer
nano ZS激光粒度分析仪测定结果一致 。

图 6 　空白纳米粒（A）和共载
纳米粒（B）的透射电镜图

2 ．3 ．5 　共载纳米粒体外释放试验 　取 １ ml 新制备
的共载纳米粒置透析管中 ；PBS 缓冲溶液中加入
０ ．１％ 吐温唱８０ ，并用磷酸将其 pH 值分别调至
pH７畅４和 pH５畅５ ，以模拟血液环境和肿瘤微环境的

pH 值 ；再将含有共载纳米粒的透析管分别置于

２０ ml不同 pH 值的 PBS缓冲溶液中 ，置恒温振荡培

养箱中 ，温度和振荡速度分别为 ３７ ℃ ，１００ r／min 。
分别在 ０ ．５ 、１ 、２ 、４ 、６ 、８ 、１０ 、１２ h以及 １ 、２ 、３ 、４ 、５ 、６ 、

７ d时间点处取释放介质 ２ ml ，并补加２ ml相对应的
释放介质 ，测定各时间点的样品浓度 ，计算药物的累

积释放率并绘制释放曲线 。

　 　图 ７是共载纳米粒的体外释放曲线图 。图 ７A
显示的是共载纳米粒中 DOX 在 pH５ ．５ 和 pH７畅４
条件下的释放趋势 ，从图中可以看出其释放趋势较

为一致 ，但在 pH５ ．５ 条件下的释放速率较快 ，累积

释放率明显高于在 pH７畅４ 条件下的释放率 ，约在

５ d后达到释放平台 ，DOX 在 pH５ ．５和 pH７畅４条件
下７ d 后的累积释放率分别为（６７畅４２ ± ３畅４４）％ 和

（５５畅６２ ± １畅７４）％ ；由图 ７B可知共载纳米粒中 ELC
在 pH５畅５ 和 pH７畅４ 条件下的累积释放率约在 ５ d
后达到释放平台 ，但在 pH５畅５条件下的累积释放率
较高 ，释放较快 ，ELC 在 pH５畅５ 和 pH７畅４ 条件下
７ d 后的累积释放率分别为 （４８畅４１ ± １畅１４ ）％ 和

（４４畅２１ ± ２畅３０ ）％ 。 综合分析得出 ，在 pH５畅５ 和
pH７畅４条件下 ，共载纳米粒中 DOX 的释放速度均
快于 ELC的释放速度 ，且 ７ d后 DOX 的累积释放

图 7 　共载纳米粒的体外释放曲线图
A ．DOX ；B ．ELC

率也高于 ELC 的累积释放率 ；此外 ，DOX 和 ELC
在 pH５畅５条件下的释放速度均比 pH７畅４ 条件下
快 ，表明共载纳米粒在血液环境（pH７畅４ ）中释放缓
慢 ，能够降低药物的毒性 ，而在肿瘤微环境（pH５畅５）
中释放较快 ，能提高肿瘤中药物的蓄积 ，增强药物的

杀伤作用 。

3 　讨论

　 　当前肿瘤治疗是肿瘤研究的热点领域 ，如何彻

底地治愈肿瘤成为研究的关键 。本研究利用纳米材

料共载化疗药物和 P唱gp抑制剂联用的策略 ，通过抑
（下转第 ２５１页）
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量 、反应温度 、反应时间等［９ 、１０］
。 为使测定结果可

靠 ，笔者对显色反应条件 ，包括 ５％ 苯酚溶液用量 、

硫酸加入量 、显色温度和规定温度下水浴时间等进

行考察 ，各考察因素对测定结果均有一定影响 。实

验时 ，应注意严格按考察选定的条件进行试验 。苯

酚唱硫酸法对有机物十分敏感 ，供试品溶液制备和测

定过程应注意避免有机物的污染 ，如不宜使用易产

生纤维的物质擦拭移液管口 、烧杯和比色皿等 。另

外 ，应注意硫酸的纯度 ，笔者实验时曾用某厂的分析

纯硫酸 ，加入参比管后参比液本应无色的却显微红

色 ，经更换其它厂家硫酸后实验得以继续 ，提示硫酸

中的杂质对显色反应有影响 。

　 　综上所述 ，通过方法学效能指标（线性关系 、稳

定性 、重复性 、回收率等）的验证 ，表明苯酚唱硫酸法

可以用于蒲地灌肠液总多糖的含量测定 ，且技术操

作简单 ，稳定性好 ，经济可行 ，结果准确可靠 。
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制 P唱gp的活性 ，降低细胞对化疗药物的外排作用 ，

增加化疗药物在肿瘤细胞内的蓄积 ，以期达到更好

的抑制肿瘤的效果 。

　 　本研究首先建立了DOX 和 ELC两种药物的体
外分析方法 ，为纳米粒的包封率和载药量的测定提

供了研究基础 。采用纳米沉淀法成功制备了共载

DOX 和 ELC的 PLGA 纳米粒 ，其粒径在 ５０ nm 左
右 ，分布均匀 ，通过处方优化 ，使纳米粒包载的两种

药物达到最佳协同比例 。后续药效学研究还需通过

体外细胞实验和体内抗肿瘤实验进一步考察 。
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