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　 　 ［摘要］ 　目的 　制备依托泊苷壳聚糖胶束 ，并研究壳聚糖对依托泊苷肠吸收的促进作用 。方法 　 用透析法制备依托泊

苷壳聚糖胶束 ，建立依托泊苷 HPLC含量测定方法 ，测定了其包封率与载药量 ；采用大鼠在体肠循环实验 ，研究不同剂量壳聚

糖对依托泊苷全肠段和各个肠段吸收的影响 。结果 　壳聚糖胶束平均粒径为 １３９ ．５ nm ，多分散系数为 ０ ．５６９ ；依托泊苷标准

曲线为 A ＝ ８ ４３６ ．８C － ４ ９６３ ．８ ，r ＝ １ ．０００ ０ ，日内 、日间精密度符合要求 ；包封率为 （４７ ．３ ± ２ ．８４）％ ，载药量为 （１ ．１０ ±

１畅２７）％ ；随着壳聚糖浓度的增加 ，依托泊苷在全肠段的单位面积吸收量有不同程度的增加 ；壳聚糖对依托泊苷的吸收促进作

用存在着肠道特异性 ，作用大小顺序 ：回肠 ＞空肠 ＞十二指肠 。结论 　在十二指肠 、空肠和回肠 ，壳聚糖都不同程度促进了药

物的吸收 ，且在空肠和回肠有显著性的影响 。
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Preparation of the etoposide chitosan micelle and the effect of chitosan on etopo唱
side intestinal absorption
CHEN Song ，WANG Yujie ，WANG Huan ，YUAN Yongfang （Department of Pharmacy ，Shanghai Ninth People′s Hospital ，
Shanghai ２０１９９９ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To prepare the etoposide chitosan micelle ，and investigate the effect of chitosan on etoposide intes唱
tinal absorption ．Methods 　 The etoposide chitosan micelle was prepared by dialysis ．The drug encapsulation efficiency and drug
loading efficiency were determined by HPLC ．The intestine in rats was cannulated for in situ recirculation ．The effects of dif唱
ferent chitosan doses on the intestinal drug absorption and the effects of chitosan on the drug absorption at different intestinal
locations were studied ．Results 　 The average particle size of etoposide chitosan micelle was １３９ ．５ nm ．The multi唱dispersion co唱
efficient was ０ ．５６９ ．The standard curve of etoposide was A ＝ ８ ４３６ ．８ C － ４ ９６３ ．８ ，r＝ １ ．０００ ０ ．The intra唱and inter唱day preci唱
sion values meetthe requirement ．The drug encapsulation efficiency was （４７ ．３ ± ２ ．８４ ）％ and drug loading efficiency was
（１ ．１０ ± １畅２７）％ ．With the increase of the chitosan concentration ，the absorption capacity of the unit area in the whole intestine
was increased in different degrees ．Chitosan exhibits its effects on etoposide absorptionat different intestinal sections in the fol 唱
lowing order ：ileum ＞ jejunum ＞ duodenum ．Conclusion 　 Chitosan promoted etoposide absorption induodenum ，jejunum and ile唱
um ，especially in jejunum and ileum ．

　 　 ［Key words］ 　 chitosan ；etoposide ；intestinal absorption

　 　依托泊苷主要用于治疗小细胞肺癌 、淋巴瘤 、睾

丸肿瘤 、急性粒细胞白血病 ，对卵巢癌 、乳腺癌 、神经

母细胞瘤亦有效 。目前临床剂型有注射剂和口服固

体制剂（胶囊剂） ，但由于其水溶性差 、溶出慢而导致

常规口服制剂的生物利用度差 。 而且依托泊苷为

P唱糖蛋白底物 ，在肠吸收过程中会发生 P唱糖蛋白外

排现象 ，这也是造成口服制剂生物利用度低的原因

之一［１ ，２］
。而壳聚糖及其衍生物对难溶性药物能起

到增溶作用 ，且对药物跨上皮黏膜细胞的透过能力

有很强的促进作用 ，是一种较为安全和有效的吸收

促进剂［３ ，４］
。因此 ，我们制备了依托泊苷壳聚糖胶

束 ，并采用在体肠循环法研究壳聚糖对依托泊苷肠

吸收的促进作用 。

1 　仪器与材料

1 ．1 　 仪器 　 高效液相色谱仪 （LC唱１０AT ，岛津公
司） ；TOLEDO ３２０ pH 计（METTLER TOLEDO ） ；
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HL唱２B型数显恒流泵（上海沪西分析仪器厂） ；HH唱
２数显恒温水浴锅（国华电器有限公司） ；Zetasizer
激光粒度仪（马尔文公司） 。

1 ．2 　 材料 　 依托泊苷（上海现代制药股份有限公

司 ，纯度 ９９ ．８％ ） ；壳聚糖（南通绿神生物工程有限

公司） ；氯化钠 、氯化钾 、氯化钙 、氯化镁 、磷酸氢二

钠 、葡萄糖 、碳酸氢钠 、硫酸镁 、磷酸（分析纯 ，均购自

国药集团化学试剂有限公司） ；甲醇（高效液相纯 ，购

自国药集团化学试剂有限公司） ；Hanks 缓冲液
（pH６畅８） ：每１ ０００ ml含 NaCl ８ ．０ g 、KCl ０ ．４ g 、
CaCl２ ０ ．１４ g 、MgCl２ · ６H２ O ０ ．１０ g 、Na２ HPO４ ·

７H２O ０ ．０９ g 、葡萄糖 １ ．０ g 、NaHCO３ ０ ．３５ g 、Mg唱
SO４ · ７H２ O ０ ．１ g 、KH２ PO４ ０ ．０６ g ，用 １ ．０ mol／L
H３ PO４调节 pH 至 ６畅８ ；雄性 SD 大鼠 ，体质量 ２００

～ ３００ g（中国药科大学动物房） 。

2 　实验方法

2 ．1 　依托泊苷壳聚糖胶束的制备 　 精密称取壳聚

糖 １２ mg ，将其溶解在纯水中 ，超声 ３０ min 使分散
均匀 ，逐步将一定量的依托泊苷二甲基甲酰胺溶液

加入到壳聚糖溶液中 ，超声 ３０ min ，将混合物装入
透析袋中 ，放入去离子水中透析过夜 ，透析结束后移

出袋内胶束溶液 ，过 ０ ．８ μm滤膜 ，即得 。

2 ．2 　粒径考察 　取“２ ．１”项下制备的依托泊苷壳聚

糖胶束 ，加 ３ 倍体积纯水稀释 ，于 ２５ ℃ 下 ，使用

Zetasizer激光粒度仪测定粒径及多分散性 。

2 ．3 　依托泊苷的含量测定
2 ．3 ．1 　色谱条件 　色谱柱 ：Diamonsil C１８ （２５０ mm
× ４ ．６ mm ，５ μm） ；流动相 ：甲醇唱水（５５ ∶ ４５ ，V ／V ） ；

检测波长 ：２８５ nm ；流速 ：１ ml／min ；柱温 ：２５ ℃ ；进

样量 ：２０ μl 。
2 ．3 ．2 　依托泊苷标准曲线的绘制 　 精密称取依托

泊苷１１畅３ mg ，置 １００ ml容量瓶中 ，用甲醇定容至刻

度 ，分别从中移取 ０ ．１ 、０ ．５ 、１ 、２ 、４ 、５ ml置 １０ ml容
量瓶中 ，用甲醇定容至刻度 ，得到 １ ．１３ 、５ ．６５ 、１１ ．３ 、

２２ ．６ 、４５ ．２ 、５６ ．５ μg／ml 系列浓度溶液 ，分别进样 ，

记录依托泊苷峰面积 A ，以依托泊苷浓度 C（μg／ml）
为横坐标 ，依托泊苷峰面积 A 为纵坐标 ，进行线性

回归 ，得到回归方程 。

2 ．3 ．3 　精密度 　 取“２ ．３ ．２”项制备的 １ ．１３ 、１１ ．３ 、

５６ ．５ μg／ml浓度的溶液 ，分别进样 ５次 ，并连续 ５ d
每日各测定一次 ，考察该方法测定依托泊苷含量的

精密度 。

2 ．3 ．4 　包封率与载药量的测定 　 将透析法制备后

的依托泊苷壳聚糖胶束溶液过 ０ ．８ μm 滤膜 ，分别

于过膜前后精密移取依托泊苷壳聚糖胶束溶液

１ ml ，以甲醇溶解并稀释至 １０ ml ，用 HPLC 法测定
载药胶束中药物的峰面积 ，经标准曲线计算胶束中

药物的浓度及含量 ，按下式计算包封率和载药量 ：

　 　包封率（DEE） ＝ 过膜后药物含量／过膜前药物

含量 × １００％

　 　载药量（DLE） ＝ 胶束中实测药量／载药胶束总

量 × １００％

2 ．4 　在体肠循环实验
2 ．4 ．1 　药物在肠循环液中的稳定性 　 用新鲜配制

的 Hanks 缓冲液（pH６畅８）模拟大鼠肠循环液 ，并用

其配制一定浓度的依托泊苷壳聚糖溶液 ，于 ３７ ℃水

浴 ，分别在 ０ 、０ ．５ 、１ 、１ ．５ 、２ h取点 ，测定药物浓度的

变化 ，考察药物在肠循环液中的稳定性 。

2 ．4 ．2 　药物在各个肠段的物理吸附 　 将大鼠的 ４

个空白肠段各剪取约 １０ cm ，将其翻转后置于 ５０ ml
用 Hanks 缓冲液（pH６畅８）配制的一定浓度的依托
泊苷壳聚糖胶束溶液中 ，于 ３７ ℃孵化 ２ h ，取出肠段
后 ，测定孵化前后溶液的浓度和各个肠段的面积 ，计

算各个肠段单位面积的物理吸附量 。

　 　 ４个空白肠段的选取如下 ：①十二指肠段 ：离幽

门 １ cm处开始选取 ；②空肠段 ：离幽门 １５ cm 处开
始选取 ；③回肠段 ：距离盲肠上行处 ２０ cm 开始选
取 ；④结肠段 ：从盲肠后段开始选取 。

2 ．4 ．3 　 大鼠在体肠循环实验方法［５ ，６］
　 为了研究

药物是否具有特定部位吸收 ，将禁食 ２４ h（自由饮
水）的大鼠用 ２０％ 乌拉坦（０ ．６ ml／１００ g）腹腔注射
麻醉 ，背部固定在手术台上 ，沿腹部正中线切开约

３ cm的开口 。在十二指肠上部剪一 V 形开口 ，插入

带有特制玻璃插管的硅胶管 ，并用细线扎紧 ，再往下

约 １０ cm 处剪一 V 形口 ，插入另一硅胶管 ，用细线

扎紧 。打开恒流泵 ，通入生理盐水冲洗肠管 。同样

的方法分别在空肠 、回肠 、结肠的上下段进行插管 。

等排掉生理盐水后 ，将每个肠段插管的进口和出口

分别置于 ５０ ml容量瓶中 ，进口浸入液面以下 ，出口

在液面以上 ，容量瓶中装有 Hanks 缓冲溶液
（pH６畅８）配制的一定浓度的 ２５ ml依托泊苷壳聚糖
胶束溶液且容量瓶置于 ３７ ℃水浴中 。打开恒流泵

开始循环 ，并记时 ，过 ２ h 后 ，停止回流 ，用空白

Hanks缓冲液冲洗各个循环管道 ，用 ５０ ml 容量瓶
接收冲洗液 ，合并剩余肠循环液 ，并用空白 Hanks
缓冲液定容到 ５０ ml ，样品处理后 ，进样 。撤掉装置

后 ，测定各个循环肠段的面积 ，比较各个肠段的单位

面积药物吸收量 ，单位面积药物吸收量按下式计算 ：

　 　 I ＝ （２５ × C１ － ５０ × C２ ）／S

４４２
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　 　其中 ，I ：单位面积药物吸收量（μg／cm２
） ；C１ ：回

流前药液的浓度 （μg／ml） ；C２ ：回流后药液的浓度

（μg／ml） ；S ：肠段的面积（cm２
） 。

　 　实验装置见图 １ 。

图 1 　大鼠肠循环原理图
１ ．容量瓶 ；２ ．恒流泵 ；３ ．加热装置 ；４ ．大鼠

2 ．4 ．4 　不同浓度的壳聚糖对依托泊苷肠吸收的影
响 　 分别配制壳聚糖浓度为 ０ ．１％ 、０ ．６％ 、１％

（W ／V ）的依托泊苷壳聚糖胶束 ，用 Hanks 缓冲液
（pH６畅８ ）稀释胶束溶液至依托泊苷浓度为
５０ μg／ml ，并用 Hanks缓冲液（pH６畅８）配制成浓度
为５０ μg／ml 的依托泊苷溶液（即不含壳聚糖的依托

泊苷溶液）作为对照 ，采用“２ ．４ ．３”项下方法 ，比较循

环前后药液中药量的减少量（即吸收量） ，循环结束

后 ，测量全肠段的面积 ，比较不同浓度的壳聚糖对依

托泊苷肠吸收的影响 。

2 ．4 ．5 　壳聚糖对依托泊苷各肠段吸收的促进作用
　配制壳聚糖浓度为 ０ ．６％ （W ／V ）的依托泊苷壳聚

糖胶束 ，用 Hanks缓冲液（pH６畅８）稀释胶束溶液至
依托泊苷浓度为 ５０ μg ／ml ，并用 Hanks 缓冲液
（pH６畅８）配制成浓度为 ５０ μg／ml 的依托泊苷溶液
（即不含壳聚糖的依托泊苷溶液）作为对照 ，采用

“２ ．４ ．３”项下方法 ，比较循环前后药液中药量的减少

量（即吸收量） ，循环结束后 ，测量各肠段的面积 ，比

较壳聚糖对依托泊苷在各肠段吸收的促进作用 。

3 　结果

3 ．1 　粒径 　由图 ２可见 ，平均粒径为 １３９ ．５ nm ，多

分散系数 ０ ．５６９ 。

图 2 　依托泊苷壳聚糖胶束粒径分布

3 ．2 　含量测定
3 ．2 ．1 　标准曲线的绘制 　按照“２ ．３ ．２”项下方法测

定 ，以依托泊苷峰面积（A）为纵坐标 ，依托泊苷浓度

（C）为横坐标 ，得到回归方程 A ＝ ８ ４３６畅８ C －

４ ９６３ ．８ ，r ＝ １ ．０００ ０ ，结果表明依托泊苷在５ ．０５ ～

７０ ．７ μg／ml的浓度区间内线性良好 。

3 ．2 ．2 　精密度实验 　取 １ ．１３ 、１１ ．３ 、５６ ．５ μg／ml浓
度的溶液 ，日内差每隔 ２ h 进样一次 ，共测 ５次 ；日

间差每日测定一次 ，连续测定 ５ d 。结果表明 ，日间 、

日内精密度均符合要求 ，RSD ＜ ２％ （表 １） 。

表 1 　依托泊苷的日内和日间精密度（珚x ± s ，n＝ ５）

药物浓度
（ρB ／μg · ml － １ ）

精密度（％ ）

日内 日间

１ 7．１３ ９８  ．８６ ± １ ．１ ９９ 珑．１１ ± １ ．３

１１ `．３ ９９  ．２３ ± ０ ．４ ９９ 珑．２４ ± １ ．２

５６ `．５ ９８  ．７８ ± ０ ．２ ９９ 珑．０５ ± １ ．０

3 ．2 ．3 　包封率与载药量 　按“２ ．３ ．４”项下公式计算

得到依托泊苷壳聚糖胶束的包封率为 （４７ ．３ ±

２畅８４）％ ，载药量为（１ ．１０ ± １ ．２７）％ 。

3 ．3 　在体肠循环吸收实验的结果
3 ．3 ．1 　 药物在肠循环液中的稳定性 　将 ５０ ml供
试液置于循环装置中 ，在与实验相同的条件下循环

２ h ，结果表明药物在实验时间内在肠循环液中的含
量没有明显变化（表 ２） 。

表 2 　药物在肠循环液中的稳定性（珚x ± s ，n＝ ３）

时间
药物含量（％ ）

０ h ０ a．５ h １ h １ 缮．５ h ２ h
循环前 ９９ 照．３２ ± ０ ．１７ ９９  ．６４ ± ０ ．２３ ９９ =．０１ ± ０ ．２６ ９９ q．３４ ± ０ ．０７ ９９ ゥ．５４ ± ０ ．１８

循环后 ９９ 照．７４ ± ０ ．２０ ９９  ．５３ ± ０ ．２７ ９８ =．８３ ± ０ ．０９ ９９ q．１１ ± ０ ．３５ ９９ ゥ．７４ ± ０ ．２０
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3 ．3 ．2 　药物在各肠段的物理吸附 　表 ３结果表明 ，

各肠段对药物无物理吸附 ，基本可以排除药物在各

肠段的物理吸附对实验的干扰 。

表 3 　药物在各肠段的物理吸附（珚x ± s ，n＝ ３）

肠段 吸附前药物含量（％ ） 吸附后药物含量（％ ）

十二指肠 ９９ 潩．１３ ± ０ ．６２５ ９９ #．４３ ± ０ ．４７５

空肠 ９９ 潩．４５ ± ０ ．１５ ９９ #．２９ ± ０ ．１９

回肠 ９９ 潩．３８ ± ０ ．００５ ９ ９９ #．６４ ± ０ ．００７ ５

结肠 ９９ 潩．２１ ± ０ ．７８ ９９ #．０９ ± ０ ．５３

3 ．3 ．3 　不同浓度的壳聚糖对依托泊苷肠吸收的影
响 　实验结果见表 ４ 。

表 4 　不同浓度的壳聚糖对
依托泊苷肠吸收的影响（珚x ± s ，n ＝ ５）

壳聚糖浓度（％ ，W ／V ） 单位面积药物平均吸收量（μg ／cm２ ）

０ @４ d．５ ± ０ ．１６

０ @．１０ ７ V．２３ ± ２ ．４９

０ @．６０ １２ V．２３ ± １ ．８８

１ @．００ １１ V．１４ ± ２ ．５１

　 　结果表明 ，随着壳聚糖浓度的增加 ，依托泊苷的

单位面积吸收量有着不同程度的增加 ，当壳聚糖浓

度增加到 ０畅６０％ （W ／V ）时 ，单位面积吸收量达最

高 ，与不含壳聚糖的依托泊苷的吸收相比有显著性

差异（P＜ ０畅０５） ，但与壳聚糖浓度 １ ．００％ （W ／V ）相

比没有显著性差异 。

3 ．3 ．4 　壳聚糖对依托泊苷在不同肠段吸收的影响
　实验结果见表 ５ 。

表 5 　壳聚糖对依托泊苷在
不同肠段吸收的影响（珚x ± s ，n＝ ５）

肠段
单位面积药物平均吸收量（μg ／cm２ ）

０ ％ 壳聚糖浓度 ０ 技．６０％ 壳聚糖浓度

十二指肠 ５ 垐．５２ ± ２ ．２９ ５ L．９１ ± ２ ．２８

空肠 ５ 垐．３３ ± ２ ．１８ １２ L．３４ ± ２ ．５８

回肠 ４ 垐．９８ ± ２ ．８６ １８ L．１５ ± ４ ．４７

结肠 ０ A０

　 　结果表明 ，在十二指肠 、空肠和回肠 ，壳聚糖都

不同程度促进了药物的吸收 ，且在空肠和回肠较不

含壳聚糖的依托泊苷的吸收存在显著性差异（P ＜

０畅０５） ，表明壳聚糖对依托泊苷在空肠和回肠处的促

吸收作用较强 ，且在回肠段的促吸收作用大于空

肠段 。

4 　结论

　 　近年来研究发现壳聚糖具有较好的生物黏附

性 、促吸收效应和酶抑制载体作用等特性 。而随着

对壳聚糖 C２唱NH２ ，C３唱仲 OH 和 C６唱伯 OH 活性基
团的改性研究的深入 ，人们发现其衍生物具有更强

大的生物黏附性 、促吸收和酶抑制载体的功用 。壳

聚糖的生物黏附性可以延长药物在吸收部位的停留

时间 ；增强与吸收黏膜的结合产生较大药物浓度梯

度从而利于药物的吸收 ；药物固定在特殊区域 ，改善

或提高药物的生物利用度 。对于大多数吸收促进剂

来说 ，细胞毒性是明显的 ，而关于壳聚糖的安全性则

得到相反的结果［７］
。 Carreno唱Gomez 等［８］利用一系

列的显微镜技术研究了 pH６ ．０ ～ ６ ．５ 的壳聚糖（脱

乙酰化程度为 ８０％ ）溶液对 Caco唱２细胞单层的结构
和功能的影响 ，结果表明壳聚糖对紧密结构的通透

性有瞬间影响而不影响细胞的生存力 。壳聚糖能轻

微地扰动浆膜 ，但这种影响是可逆的 。

　 　本研究选取壳聚糖 ，制备了依托泊苷壳聚糖胶

束 ，在前期实验中比较了 ３ 种聚合物胶束常用的制

备方法［９］
：直接溶解法 、透析法 、水包油乳化溶剂蒸

发法 ，最终选择了包封率与载药量较高的透析法 。

该法制备工艺简单 ，平均粒径为 １３９ ．５ nm ，多分散

系数 ０ ．５６９ ，包封率为 （４７ ．３ ± ２ ．８４）％ ，载药量为

（１ ．１０ ± １ ．２７）％ 。并对该胶束的肠吸收做了全面的

研究 ，发现壳聚糖对依托泊苷的促吸收作用存在着

肠道特异性 ，作用大小顺序 ：回肠 ＞ 空肠 ＞ 十二指

肠 ，其中在空肠和回肠 ，壳聚糖促进依托泊苷吸收作

用显著 ，因 P唱糖蛋白在肠道内的分布有一定规
律［１０ ，１１］

，在肠道下端的分布较为密集 ，所以实验结

果间接表明壳聚糖可能具有 P唱糖蛋白抑制作用 。

接下来仍需要进一步深入研究 ，如 ：①如何进一步提

高胶束的包封率与载药量 ；② 实验将通过在循环液

中加入 P唱糖蛋白抑制剂 ，多药耐药相关蛋白 ２

（MRP２）抑制剂 ，能量抑制剂等 ，进一步考察壳聚糖

促进依托泊苷吸收的机制 ，希望能找到壳聚糖及其

衍生物在胃肠道的吸收机制 。
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