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摘要：为改善葛根素的理化性质，提高其水溶性、膜渗透性和生物利用度，采用亚临界水-反溶剂法制备了葛根

素纳米粒。采用 SEM、DSC、FTIR 对其进行了表征。通过纳米粒度及 Zeta 电位分析仪考察了不同因素对葛根

素纳米粒粒径和多分散指数（PDI）的影响。通过体外释放和透皮实验探究了葛根素纳米粒体内外性能。结果表

明，在液料比（mL∶g）220∶1、亚临界水温度 125 ℃、提取时间 20 min、亚临界水与接收溶剂（含稳定剂的

超纯水）体积比为 1∶1、稳定剂为质量分数 0.08%的乳糖的最佳工艺条件下，制得的葛根素纳米粒平均粒径为

89.94 nm，得率为 94.01%。葛根素纳米粒凝胶的 12 h 累积释放率为 90.0%，48 h 累积释放率升至 96.7%，葛根

素纳米粒凝胶的释放过程符合一级释放模型。葛根素纳米粒凝胶的 12 h 累积渗透量为 1323.64 μg/cm2，其药代

动力学参数比葛根素有所改善，半衰期延长，峰质量分数降低。 
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Preparation of puerarin nanoparticles in subcritical water-antisolvent  
and its in vitro and in vivo properties 
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Abstract: In order to improve the physicochemical properties of puerarin and enhance its water solubility, 

membrane permeability and bioavailability, puerarin nanoparticles were prepared by subcritical 

water-anti-solvent method, and characterized by SEM, DSC, and FTIR. The effect of different factors for 

preparation of puerarin nanoparticles on the particle size and polydispersity index (PDI) of puerarin 

nanoparticles were evaluated via nanoparticle size and Zeta potential analyzer. The in vitro and in vivo 

properties of puerarin nanoparticles were analyzed through in vitro release and transdermal experiments. 

The results showed that under the optimal process conditions of liquid-material ratio (mL∶g) 220∶1, 

subcritical water temperature 125 ℃, extraction time 20 min, volume ratio of subcritical water to 

anti-solvent (ultrapure water containing stabilizer) 1∶1, and lactose with a mass fraction of 0.08% as 

stabilizer, the prepared puerarin nanoparticles exhibited an average particle size of 89.94 nm, a yield of 

94.01%. The puerarin nanoparticles gel had a cumulative release rate of 90.0% within 12 h and up to 96.7% 

within 48 h with the release process conforming to the first-order release model, and a cumulative 

permeability of 1323.64 μg/cm2 at 12 h. Its pharmacokinetic parameters were improved compared with 

those of puerarin, with the half-life prolonged and the peak mass fraction decreased. 

Key words: puerarin; subcritical water; nanoparticles; transdermal absorption; pharmacokinetic parameters; 

drug materials 
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葛根素是葛根提取物的主要活性成分，具有多

种药理作用，包括抗氧化、抗炎、调节血液循环、

抑制血小板聚集、扩张血管和降低心肌耗氧量等药

理活性[1]。葛根素口服给药时，在肠道中被 β-葡萄

糖苷酶迅速水解为苷元后吸收，再经肝脏 CYP450

酶和 UGT 酶代谢后失活，之后代谢产物主要通过肾

脏和肝脏排泄。这些因素共同导致了葛根素在体内

具有代谢快、半衰期短的缺点[2-3]。此外，葛根素的

异黄酮结构导致其水溶性和渗透性较差，限制了其

临床应用[3]。为改善难溶性药物的溶解性，研究人

员尝试了多种方法，包括使用助溶剂、调节 pH 以

及制备固体分散体、包合物和纳米制剂（纳米悬浮

剂、纳米粒、纳米脂质体、微乳剂等）[2]。其中，

纳米化是一种很有前景且广泛采用的提高药物水溶

性和生物利用度的方法，具有改善药物半衰期和负

载能力等功效[4-5]。目前，纳米粒的制备方法主要有

自上而下法和自下而上法两种。自上而下法一般是通

过研磨过程将大颗粒减小到纳米级颗粒[6-7]，其方法

简单，但所得颗粒形状不规则，而且制备小颗粒的

效果有限。相比之下，自下而上的方法可以精细控

制产品的形态和结晶度[8]。目前，已开发出许多不

同的纳米粒制备技术，如溶剂-反溶剂沉淀法、超临

界流体法、喷雾干燥法等[9-10]。其中，溶剂-反溶剂沉

淀法是一种常用方法，具有操作简单、低成本、高

效益、易推广等优点[11]。然而，这种制备方法通常

使用有机溶剂，对环境污染较大[12]。这些局限性促

使研究人员致力于开发替代有机溶剂的绿色溶剂，

如使用超临界二氧化碳和亚临界水。亚临界水是通

过将温度提高到水的沸点以上、临界点（374 ℃）

以下，并调节系统压力使其保持液态来实现的[13]。

亚临界水的溶解性随温度的升高而提高，可作为非

极性有机化合物的溶剂 [14]。亚临界水-反溶剂法主

要是以亚临界水代替有机溶剂与反溶剂（通常是

水）混合，利用两相极性和介电常数差异诱导溶质

快速沉淀，从而实现纳米粒的可控制备[15]。在反溶

剂介质中，溶解性较差的成分会迅速脱溶，瞬间沉

淀[15-16]。SAYYAR 等[17]将亚临界水与反溶剂沉淀法

相结合，开发了一种制备姜黄素（疏水性成分）纳

米粒的绿色方法。与传统的溶剂-反溶剂沉淀法相

比，通过亚临界水-反溶剂法处理获得的纳米粒不含有

机溶剂，提高了纳米药物生产的经济效益[18]。因此，

亚临界水-反溶剂工艺是一种低成本、环境友好的制

备药物纳米粒的技术。 

本文拟采用亚临界水-反溶剂法来制备葛根素

纳米粒，考察影响其粒径的因素，探究其体内外性

能。以期改善葛根素的理化性质，提高其水溶性和

膜渗透性，从而提高其生物利用度。 

1  实验部分 

1.1  试剂与仪器 

葛根素（质量分数 98%），陕西东禾福生物科技

有限公司；甲醇（色谱纯）、NaCl、聚乙烯吡咯烷酮

K30（PVPK-30）、氮酮，AR，国药集团化学试剂有

限公司；冰醋酸，色谱纯，天津市科密欧化学试剂

有限公司；乳糖，AR，盛世天元生物科技有限公司；

羟丙基甲基纤维素（HPMC），AR，山东光大科技

发展有限公司；聚乙二醇 4000（PEG-4000）、十二

烷基硫酸钠（SDS），AR，天津博迪化工股份有限

公司；卡波姆 980，药用辅料，上海昌为辅料技术

有限公司；丙三醇，AR，西陇科学股份有限公司；

肝素钠，AR，天津市北联精细化学品开发有限公司；

超纯水（电阻率 18.2 MΩ·cm），自制。 

UV-6000 型紫外-可见分光光度计（UV-Vis），

上海元析仪器有限公司；KQ-100 型超声波清洗仪，

福洋超声仪器有限公司；Nicolet iS10 型傅里叶变换

红外光谱仪（FTIR），美国 Thermo Fisher Scientific

公司；DSC 204 F1 Phoenix 型差示扫描量热仪

（DSC），德国 Netzsch 公司；戴安 U3000 型高效

液相色谱仪（HPLC），戴安中国有限公司；Zetasizer 

Nano ZS90 型纳米粒度及 Zeta 电位分析仪（DLS），

英国马尔文仪器有限公司；JSM-7500F 型场发射扫

描电子显微镜（SEM），日本电子株式会社。 

1.2  方法 

1.2.1  葛根素纳米粒的制备 

按照液料比（mL∶g，下同）为 220∶1，称取

1 g 葛根素加入 220 mL 超纯水，转移至实验室自制

的加压提取器中，将压力设置为 0.5 MPa，升至设定

温度 125 ℃开始计时，保温保压 20 min 后，打开取

样口将釜中的溶液匀速加入含反溶剂（接收溶剂）

（质量分数 0.08%乳糖超纯水溶液）的收集器中，

最后以 500 r/min 转速搅拌 1 h，得到葛根素纳米粒

混悬液（质量分数为 0.45%）。 

1.2.2  凝胶的制备 

在体积均为 100 mL 葛根素混悬液（将葛根素

以液料比为 220∶1 直接溶于超纯水中制得）和葛根

素纳米粒混悬液中加入卡波姆 980（质量分数为

0.7%）和丙三醇（体积分数为 5%），制备了葛根素

凝胶和葛根素纳米粒凝胶。 

1.2.3  定量检测标准曲线的绘制 

使用 UV-Vis 对葛根素进行定量检测，检测波长

为 250 nm。以吸光度（A）为纵坐标 y，葛根素质量

浓度（ρ，mg/L）为横坐标 x，得到线性回归方程为

y=0.0764x–0.02（R2=0.9991）。葛根素在质量浓度

3~10 mg/L 表现出良好的线性关系。 
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使用 HPLC 对葛根素进行定量检测。色谱柱

（Supersil ODS，5 µm×4.6 mm×250 mm）的温度设

定为 25 ℃。流动相为甲醇和质量分数 0.2%乙酸水

溶液（体积比 65∶35），流速为 1.0 mL/min。进样

量为 25 μL，检测波长为 250 nm。以峰面积（A'）
为纵坐标，质量浓度（ρ′，mg/L）为横坐标，得到

线性回归方程为 y=9.1071x–0.1393（R2=0.9988）。葛

根素在质量浓度为 0.1~80 mg/L 表现出良好的线性

关系。 

1.2.4  葛根素纳米粒得率的计算 

移取葛根素纳米粒混悬液 1 mL 至 500 mL 容量

瓶中，甲醇定容，用紫外-可见分光光度计进行吸光

度 检 测 ， 将 结 果 代 入 标 准 曲 线 方 程 （ y ＝

0.0764x–0.02）计算葛根素质量浓度，根据式（1）

计算葛根素纳米粒得率: 

 / % 100
VW

m
    

 
 （1） 

式中：W 为葛根素纳米粒得率，%；ρ为样品溶液

中葛根素的质量浓度，mg/L；V 为制得葛根素纳米

粒混悬液的总体积，mL；m 加入葛根素的质量，g。 

1.3  结构表征与性能测试 

1.3.1  粒径和多分散指数（PDI）的测定 

使用纳米粒度及 Zeta 电位分析仪测定纳米粒粒

径和 PDI。测试前，所有样品均用超纯水稀释 10 倍。

测量温度 25 ℃，平衡时间 120 s，平行测定 3 次，

结果取算数平均值。 

1.3.2  SEM 测试 

将葛根素纳米粒混悬液滴加到硅片上，风干后

黏贴到导电胶上，照灯烘干。作为对照，葛根素直

接黏贴到导电胶上，进行喷金，用 SEM 观测形态。

低位二次电子（LEI）模式，工作电流 20 μA，电子

加速电压 5.0 kV。 

1.3.3  DSC 测试 

采用 DSC 分析葛根素和葛根素纳米粒的特性。

氮气气氛，流速 20 mL/min，升温速率 5 ℃/min，

温度范围 25~200 ℃。 

1.3.4  FTIR 测试 

KBr 压片法，波数范围 4000~400 cm–1，分辨率

2 cm–1，扫描次数 32 次。 

1.4  因素实验 

探讨装置中液料比、温度、时间、溶剂与反溶

剂体积比、稳定剂类型及质量分数等因素对混悬液

中葛根素纳米粒的影响。 

按照 1.2.1 节的制备方法和步骤，保持温度

（125 ℃）和时间（20 min）不变，在无反溶剂的条

件下，考察液料比（160∶1、180∶1、200∶1、220∶1、

240∶1）对葛根素纳米粒粒径的影响。 

按照 1.2.1 节的制备方法和步骤，保持液料比

（220∶1）和时间（20 min）不变，在无反溶剂的

条件下，考察亚临界水温度（120、125、130、135、

140 ℃）对葛根素纳米粒粒径的影响。 

按照 1.2.1 节的制备方法和步骤，保持液料比

（220∶1）和温度（125 ℃）不变，在无反溶剂的

条件下，考察反应时间（10、15、20、25、30、35 min）

对葛根素纳米粒粒径的影响。 

按照 1.2.1 节的制备方法和步骤，保持液料比

（220∶1）、温度（125 ℃）和时间（20 min）不变，

考察溶剂与反溶剂体积比（1∶1、1∶2、1∶3、1∶

4、1∶5）对葛根素纳米粒粒径的影响。 

按照 1.2.1 节的制备方法和步骤，保持液料比

（220∶1）、温度（125 ℃）和时间（20 min）、稳

定剂质量分数（0.2%）不变，考察反溶剂中稳定剂

类型（乳糖、HPMC、PVPK-30、PEG-4000、SDS）

对葛根素纳米粒粒径的影响。 

按照 1.2.1 节的制备方法和步骤，保持液料比

（220∶1）、温度（125 ℃）和时间（20 min）不变，

考察反溶剂中稳定剂质量分数（0.04%、0.08%、

0.20%、0.40%）对葛根素纳米粒粒径的影响。 

1.5  体内外性能评价 

1.5.1  体外释放实验 

采用透析袋法 [19]测定药物的体外释放行为，

各取葛根素纳米粒凝胶和葛根素凝胶 4 mL（相当

于葛根素 11.12 mg），将两者分别装入经过预处理

的透析袋内，浸泡在 100 mL 生理盐水溶液中，并

在 37 ℃下以 150 r/min 进行搅拌，于 0.5、1、1.5、

2、3、4、6、8、10、12、24、36、48 h 从每个样

品池中取 3 mL 样品，再加入 3 mL 的生理盐水透析

液，样品过 0.45 μm 滤膜，经甲醇稀释，再经 UV-Vis

检测，计算各个时刻葛根素的质量浓度。最终，计

算累积释放率，构建释药曲线，同时进行模型（零

级释放模型、一级释放模型、Higuchi 模型）拟合，

通过决定系数（R2）大小确定最佳的释放模型。 

1.5.2  体外透皮实验 

以鼠皮为半透膜，采用 Franz 扩散池法[20]考察

葛根素纳米粒透皮吸收性能。取葛根素凝胶和葛根

素纳米粒凝胶各 3 mL（相当于葛根素 8.34 mg），加

入氮酮作促渗剂。加入到供给池，真皮层朝向接收

液并与其相接，于 0.5、1、2、4、6、8、10、12、

24 h 取样 1 mL，再加入 1 mL 接收液，根据式（2）

计算单位面积累积渗透量（J，μg/cm2），以 J 为纵

坐标、时间（t，h）为横坐标，构建药物累积渗透

曲线，拟合线性回归方程： 

 0n iV V
J

S
   

     （2） 
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式中：V 为接收池体积，mL；V0 为取样体积，mL；

S 为有效经皮吸收面积，cm2；ρn 为第 n 个取样点测

得的接收液中的药物质量浓度，mg/L；ρi 为第 n–1

个取样点测得的接收液中的药物质量浓度，mg/L。 

1.5.3  体内药代动力学 

选健康雄兔（1.0~1.5 kg）9 只（青岛大任富城

畜牧有限公司）用于体内实验，实验前禁食 12 h，

禁水 6 h。所有的实验步骤遵循《实验动物护理和使

用指南：第八版》，ISBN-10：0-309-15396-4，由青岛

科技大学动物伦理委员会批准。研究随机分为 3 组，

每组 3 只：A 组通过透皮途径接收葛根素纳米粒凝

胶；B 组通过注射途径接收葛根素原料药；C 组通

过口服途径接收葛根素原料药。在用药后 0.5、1、2、

4、6、8、10、12 和 24 h 从心脏采集 2 mL 血液样本，

并将其置于涂有硫酸肝素钠（质量分数为 1%）的离

心管中。血液样本以 12000 r/min 的转速在 4 ℃低温

环境下离心 15 min，然后保存在–20 ℃下。使用 HPLC

对血浆中的葛根素质量浓度进行定量（同 1.2.3 节）。 

以血液中药物的质量浓度为纵坐标、时间为横

坐标构建药时曲线，通过 DAS 2.0 软件对数据进行

分析处理。 

1.6  数据处理 

使用 SPSS 软件进行统计学分析，使用 t 检验来

评估不同组之间的显著性，P<0.05 表示差异显著，

实验数据以“算术平均值±标准差”形式体现，结果

讨论时，以算术平均值表示。 

2  结果与讨论 

2.1  因素实验结果 

2.1.1  液料比的影响 

液料比是影响葛根素纳米粒粒径和多分散性的

关键参数。图 1 为液料比对葛根素纳米粒粒径的影响。 
 

 
 

图 1  液料比对葛根素纳米粒粒径的影响 
Fig. 1  Effect of liquid-to-material ratio on particle size of 

puerarin nanoparticles 
 

从图 1 可以看出，当液料比从 180∶1 增加到

220∶1 时，葛根素纳米粒的粒径持续减小。当液料

比为 220∶1 时，葛根素纳米粒的粒径最小，为 79.40 

nm。这是因为，较低的葛根素含量可有效减小颗粒

尺寸并缩小尺寸分布范围，而较高的含量则会导致

较高的颗粒生长率和颗粒间的聚集。然而，当液料

比提高至 240∶1 时，葛根素含量降低，导致形成的

晶核数量减少，从而减少了晶核之间的碰撞机率，

溶质更有可能附着在已经形成的晶核上，从而加速

药物晶体的生长，并增大葛根素纳米粒的粒径

（94.07 nm）。因此，选择 220∶1 作为使用亚临界

水制备葛根素纳米粒的最佳液料比。 

2.1.2  亚临界水温度的影响 

亚临界水温度主要影响颗粒的形成过程，其对

药物溶解度、成核和过饱和度都有影响。图 2 为亚

临界水温度对葛根素纳米粒粒径的影响。 

 

 
 

图 2  亚临界水温度对葛根素纳米粒粒径的影响 
Fig. 2  Effect of subcritical water temperature on particle 

size of puerarin nanoparticles 

 
从图 2 可以看出，随着亚临界水温度的上升，葛

根素纳米粒粒径先减小后增大，温度为 125 ℃时，

葛根素纳米粒平均粒径最小，为 85.83 nm。这是因为，

温度变化对粒径有双重反作用，一方面，随亚临界水

温度的提高，葛根素的溶解性也随之提升，导致溶液

的过饱和程度提高，根据成核理论，溶解度的升高导

致溶质的高过饱和度和低临界能垒，从而导致成核速

率的提高，同时随着温度的升高，颗粒扩散也会增加，

从而导致颗粒粒径减小；另一方面，较高的温度会导

致较高的颗粒生长率和颗粒间的聚集，加速凝聚并促

进较大颗粒的产生。因此，选择 125 ℃作为使用亚

临界水制备葛根素纳米粒的最佳温度。 

2.1.3  提取时间的影响 

图 3 为提取时间对葛根素纳米粒粒径的影响。 

从图 3 可以看出，当提取时间≤20 min，随时

间的延长，葛根素纳米粒粒径从提取时间 10 min 的

115.60 nm 逐渐减小到 93.03 nm，继续延长提取时

间，葛根素纳米粒粒径又逐渐增大。这是因为，较

短的提取时间会导致葛根素溶解不完全，引起粒径

变大；随着提取时间的增加，葛根素完全溶解，达
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到过饱和度，晶体成核速率加快，析出纳米粒；而

随着提取时间的进一步增加，沉淀晶体颗粒之间的

碰撞和聚集加速，导致葛根素纳米粒粒径又增大。

因此，选择 20 min 作为使用亚临界水制备葛根素纳

米粒的最佳提取时间。 
 

 
 

图 3  提取时间对葛根素纳米粒粒径的影响 
Fig. 3  Effect of extraction time on particle size of puerarin 

nanoparticles 
 

2.1.4  溶剂与反溶剂体积比的影响 

表 1 为溶剂与反溶剂体积比对葛根素纳米粒粒

径和 PDI 的影响。 
 

表 1  溶剂与反溶剂体积比对葛根素纳米粒粒径和 PDI

的影响 
Table 1  Effect of solvent-to-anti-solvent volume ratio on 

nanoparticles size and PDI of puerarin 
nanoparticles 

V(溶剂)∶V(反溶剂) 粒径/nm PDI 

1∶1 98.70±1.68 0.363 

1∶2 99.80±3.13 0.612 

1∶3 89.50±1.50 0.824 

1∶4 70.40±2.62 1.000 

1∶5 159.70±2.35 0.540 

 

从表 1 可以看出，当 V(溶剂)∶V(反溶剂)由 1∶1

降至 1∶3，葛根素纳米粒粒径由 98.70 nm 变为

89.50 nm，增加反溶剂的比例会导致粒径减小[21-22]。

这是因为，接收溶剂少导致不能迅速稀释瞬间形成

的大量晶核，引发晶核之间的碰撞，进而团聚成大

颗粒。但当 V(溶剂)∶V(反溶剂)从 1∶3 降至 1∶5，

葛根素纳米粒粒径先变小后增大，当 V(溶剂)∶V(反

溶剂)=1∶4 时，葛根素纳米粒粒径为 70.4 nm。这

可能是因为，溶剂与反溶剂极易混合不均匀，影响

了药物的成核速率，当 V(溶剂)∶V(反溶剂)=1∶4

时，溶质过饱和度急剧升高，引发爆发式成核，生

成大量小尺寸晶核，而由于反溶剂过量导致溶剂扩

散速率过快，新生成的晶核无法稳定生长，反而通

过奥斯特瓦尔德熟化溶解重组，最终形成亚稳态的

小颗粒；当 V(溶剂)∶V(反溶剂)=1∶5 时，溶剂体系

的介电常数 /极性显著改变，溶质溶解度进一步降

低，但此时由于溶质含量被过度稀释，过饱和度反

而下降，导致成核速率骤降，少量晶核通过定向聚

集或 二 次生 长形 成 大颗 粒， 且 粒径 分布 广泛

（PDI=0.540），与不加反溶剂相比并没有优势。综

合粒径分布及粒径大小，选择 V(溶剂 )∶V(反溶

剂)=1∶1。 

2.1.5  稳定剂的影响 

为了使纳米混悬液保持稳定，常在接收溶剂中

加入适量稳定剂，稳定剂可以降低体系的自由能和

颗粒的界面张力，其稳定机制包括静电稳定和空间

稳定，能够为纳米混悬液中的纳米粒子之间提供空

间或电荷排斥所需要的稳定作用。合适的稳定剂和

加入量能稳定纳米混悬液中的纳米粒，防止纳米粒

聚集和沉淀。表 2 为质量分数 0.2%的稳定剂对葛根

素纳米粒粒径和 PDI 的影响。 

 
表 2  稳定剂对葛根素纳米粒粒径和 PDI 的影响 

Table 2  Effect of stabilizer on particle size and PDI of puerarin 
nanoparticles 

稳定剂 粒径/nm PDI 

无稳定剂 94.60±1.45 0.384 

乳糖 140.40±1.93 0.458 

HPMC 277.30±3.58 0.641 

PVPK-30 19.73±2.70 0.597 

PEG-4000 132.40±4.16 0.580 

SDS 205.90±2.38 0.652 

 
从表 2 并结合实验情况，以 PVPK-30 为稳定剂时，

体系呈稀胶体溶液状，已严重影响葛根素纳米粒混悬液

状态，由于纳米粒粒径过大，不能通过 0.45 μm 膜，过

膜后测得粒径（19.73 nm）严重失真；以 HPMC 为稳

定剂的混悬液中的颗粒粒径则增大到 277.30 nm。因此，

初步选择乳糖、PEG-4000、SDS 为稳定剂。 

表 3 为乳糖、PEG-4000、SDS 3 种稳定剂的质

量分数对葛根素纳米粒粒径和 PDI 的影响。 

从表 3 可以看出，在混悬液添加质量分数

0.08% 的 乳 糖 后 ， 葛 根 素 纳 米 粒 的 粒 径 减 至

83.80 nm，且粒径分布较窄（PDI=0.819）。这是因

为，乳糖分子吸附在颗粒表面，降低了颗粒的表面

能，从而有效阻止了葛根素纳米粒的生长和聚集。

但当反溶剂中的乳糖质量分数过高（0.20%、0.40%）

时，颗粒之间的黏附力增加也会导致纳米粒聚集。

此外，经实际测试，乳糖还表现出最佳的长期稳定

效果，在室温下储存 7 d 后，使用质量分数 0.08%

乳糖稳定的混悬液获得的葛根素纳米粒粒径为

100.90 nm。 
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表 3  稳定剂的质量分数对葛根素纳米粒粒径和 PDI 的

影响 
Table 3  Effect of mass fraction of stabilizer on particle size 

and PDI of puerarin nanoparticles 

稳定剂 稳定剂质量分数/% 粒径/nm PDI 

0.04 96.20±1.67 0.702 

0.08 83.80±2.30 0.819 

0.20 141.60±2.42 0.554 

乳糖 

0.40 124.10±3.73 0.761 

0.04 100.40±2.08 0.769 

0.08 127.70±3.21 0.319 

0.20 142.20±4.49 0.532 

PEG-4000 

0.40 134.40±3.16 0.391 

0.04 187.20±1.15 0.499 

0.08 179.80±2.54 0.419 

0.20 270.90±3.19 0.630 

SDS 

0.40 141.60±2.27 0.408 

 
2.1.6  验证实验 

按照制备葛根素纳米粒最佳条件，即液料比

220∶1、亚临界水温度 125 ℃、提取时间 20 min、

溶剂与反溶剂体积比为 1∶1、稳定剂为质量分数

0.08%的乳糖，进行 3 次平行实验，结果如表 4 所示。 
 

表 4  实验验证 
Table 4  Experimental verification 

序号 
得率/ 

% 
平均得率/% 

粒径/ 
nm 

平均粒径/ 
nm 

预测值/ 
nm 

标准差/
% 

1 91.39 94.01±2.68 85.51 89.94±3.83 78.675 4.26

2 96.75  92.20    

3 93.87  92.10    

  
从表 4 可以看出，葛根素纳米粒的平均得率为

94.01%，平均粒径为 89.94 nm，与预测值 78.675 nm

相差不大，标准差为 4.26%。 

2.2  葛根素纳米粒的表征 

2.2.1  SEM 分析 

图 4 为葛根素和葛根素纳米粒的 SEM 图。 
 

 
 

图 4  葛根素（a）和葛根素纳米粒（b）的 SEM 图 
Fig. 4  SEM images of puerarin (a) and puerarin 

nanoparticles (b) 
 

从图 4 可以看到，葛根素具有不规则的块状结

构，颗粒大小为微米级，尺寸分布较广（图 4a）。

而葛根素纳米粒呈球形，大小分布均匀（图 4b）。

减小颗粒尺寸可增加表面吉布斯自由能，从而提高

药物颗粒的溶解速率，改善通过生物膜的药物输送。 

2.2.2  DSC 分析 

图 5 为葛根素和葛根素纳米粒的 DSC 曲线。 
 

 
 

图 5  葛根素和葛根素纳米粒的 DSC 曲线 
Fig. 5  DSC curves of puerarin and puerarin nanoparticles 

 

从图 5 可以看出，葛根素在玻璃化转变温度

（Tg）179.25 ℃有显著的熔点峰，尖锐且强，表明

其以稳定的晶体形式存在；葛根素纳米粒的 Tg 为

160.58 ℃，相比于葛根素有所降低。这是因为，熔

点与微观结构中物质间的作用力大小有关，熔点降

低说明纳米粒的微观结构发生了改变，主要是超分

子组装层面的变化，熔点降低符合 Thomson-Gibbs

方程[23]，意味着纳米粒粒径减小导致表面原子比例

升高，晶体完整性下降。相比于葛根素，葛根素纳

米粒的熔点峰峰强显著降低、熔距增长，表明葛根

素纳米粒的结晶度下降。这是因为，葛根素部分区

域从完整晶态向亚稳态或无定形态转变，可能形成

表面非晶层包裹的核-壳结构。药物的物理状态转变

为无定形态会导致能量状态升高和无序度增加，从

而提高其溶出率[24]。 

2.2.3  FTIR 分析 

图 6 为葛根素和葛根素纳米粒的 FTIR 谱图。 
 

 
 

图 6  葛根素（a）和葛根素纳米粒（b）的 FTIR 谱图 
Fig. 6  FTIR spectra of puerarin (a) and puerarin 

nanoparticles (b) 
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从图 6 可以看出，3400 cm–1 处为—OH 的伸缩

振动吸收峰；1630 cm–1 处为 C==O 键的伸缩振吸收

峰；1560~1350 cm–1 处的吸收峰为芳环骨架的伸缩

振动；1280~1050 cm–1 处的吸收峰为 C—O—C 键的

伸缩振动，符合葛根素结构。葛根素和葛根素纳米

粒在 4000~400 cm–1 处的吸收峰的形状和位置相同，

表明葛根素和葛根素纳米粒的官能团结构没有差

异。说明在用亚临界水处理前后，葛根素的分子结

构没有发生变化。 

2.3  葛根素的体内外性能分析 

2.3.1  体外释放性能 

图 7 为葛根素凝胶和葛根素纳米粒凝胶的体外

释放曲线。表 5 为模型（零级释放模型、一级释放

模型、Higuchi 模型）拟合方程结果。 
 

 
 

图 7  葛根素凝胶和葛根素纳米粒凝胶的体外释药曲线 
Fig. 7  In vitro drug release curves of puerarin and puerarin 

nanoparticles gels 
 

从图 7 可以看出，在 0.5~48 h 内，葛根素纳米

粒凝胶的累积释放率始终超过葛根素凝胶。12 h 后，

纳米粒凝胶的累积释放率达到 90.0%，而葛根素凝胶

的累积释放率仅为 40.0%。48 h 后，葛根素纳米粒凝

胶的累积释放率继续升至 96.7%，而葛根素凝胶的累

积释放率约为 50%。 
 

表 5  体外释放模型拟合 
Table 5  In vitro release model fitting 

组别 释放模型 拟合方程 R2 

零级 Q=1.7789t+31.6955 0.7116 

一级 Q=92.1265(1–e–0.1644t) 0.9748 

葛根素纳米

粒凝胶 

Higuchi Q=14.5881t1/2+12.1200 0.9163 

零级 Q=0.8642t+20.1463 0.6099 

一级 Q=47.8081(1–e–0.2359t) 0.9799 

葛根素凝胶 

Higuchi Q=7.3646t1/2+9.8871 0.8481 

注：Q 为累积释放量，%；t 为释放时间，h 或 min。 
 

从表 5 可以看出，葛根素凝胶和葛根素纳米粒

凝胶的释放过程均符合一级释放模型，方程为 Q= 

47.8081(1–e–0.2359t)，R2=0.9799 和 Q=92.1265(1–e–0.1644t)，

R2=0.9748，即药物释放速率取决于药物含量。采用

亚临界水-反溶剂法对葛根素进行纳米化可以减小粒

径，提高葛根素在水中的溶解速率。相比之下，葛根

素的水溶性差，药物溶解率低，导致释放率较低。 

2.3.2  体外透皮分析 

图 8 为葛根素凝胶和葛根素纳米粒凝胶的体外

透皮曲线。 
 

 
 

图 8  葛根素凝胶和葛根素纳米粒凝胶的体外透皮曲线 
Fig. 8  In vitro transdermal absorption curves puerarin and 

puerarin nanoparticles gels 
 

从图 8 可以看出，在 0.5~24 h 内，葛根素纳米粒

凝胶的累积渗透量均高于葛根素凝胶。12 h 时，葛根

素纳米粒凝胶的累积渗透量为 1323.64 μg/cm2，而葛

根素凝胶的累积渗透量为 894.22 μg/cm2。在 24 h 内，

葛根素纳米粒凝胶的累积渗透量是葛根素凝胶的

1.8 倍。王丹等[25]以月桂氮酮为促渗剂、卡波姆 980

为凝胶基质制备葛根素经皮给药系统，发现葛根素

凝胶在改良 Franz 扩散池中 32 h 对离体鼠皮的累积

渗透量为 335.18 μg/cm2，远小于本文葛根素纳米粒

凝胶的累积渗透量。表明纳米化对药物透过生物膜

屏障有利，改善了葛根素生物利用度。 

2.3.3  体内药代动力学 

图 9 为葛根素注射剂和葛根素纳米粒凝胶药时

曲线，表 6 为其药代动力学参数。葛根素属于生物

制药分类系统（BCS）的第四类，在水中的溶解性

和渗透性较差。 

结果表明，葛根素纳米粒凝胶的药动学过程与

双室模型相符，而葛根素注射剂的药动学过程则与

三室模型相符，两者的血液中药物的质量浓度达峰

时间（Tmax）分别为 0.083 和 8.000 h，后者是前者

的 96 倍。葛根素纳米粒凝胶缓慢、平稳地释放药物

大大延长了葛根素在体内的作用时间。葛根素注射

剂的分布半衰期（t1/2α）和消除半衰期（t1/2β）均为

0.165 h；而葛根素纳米粒凝胶的药代动力学曲线显

示，血液中药物的质量浓度的变化更为渐进，t1/2α
为 2.463 h，t1/2β为 4.023 h，分别是葛根素注射剂的 15

倍和 24 倍。表明药物纳米化可以改变葛根素的特

性，克服其消除快、半衰期短的问题。葛根素注射

剂的药代动力学曲线显示出很高的药峰质量浓度
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（ρmax=95.829 mg/L）。然而，以往有研究发现[27]，

过量摄入葛根素可导致溶血，症状的发生和严重程

度取决于摄入的剂量和持续时间。 
 

 
 

图 9  葛根素注射剂和葛根素纳米颗凝胶剂药时曲线 
Fig. 9  Dosage curves of puerarin injection and puerarin 

nanoparticles gel  
 

表 6  葛根素注射剂和葛根素纳米粒凝胶的药代动力学

参数 
Table 6  Pharmacokinetic parameters of puerarin injection 

and puerarin nanoparticles gel 

参数 单位 葛根素注射剂 葛根素纳米粒凝胶剂 

t1/2α h 0.165±0.031 2.463±0.108 

t1/2β h 0.165±0.031 4.023±0.288 

t1/2γ h 1.979±0.560 — 

Tmax h 0.083±0 8.000±0 

ρmax mg/L 95.829±2.843 4.253±0.171** 

AUC(0−t) mg·h/L 85.493±1.285 53.333±2.159** 

AUC(0−∞) mg·h/L 99.379±2.781 56.482±2.452** 

MRT(0−t) h 1.326 9.282** 

MRT(0−∞) h 1.564 10.254** 

注：“*”表示数据差异显著（P<0.05）；“**”表示数据差

异非常显著（P<0.01）；“—”代表无；AUC(0−t)代表给药时间 t
时药时曲线下面积；AUC(0−∞)代表药时曲线下面积；MRT(0−t)为给

药时间 t 时平均滞留时间；MRT(0−∞)为平均滞留时间。 
 

因此，通过透皮途径给药的葛根素的血浆含量

仍然很低，无法测量。因为葛根素口服给药的达峰

时间（Tmax）大概在 0.5 h[26]，而该剂量条件下口服

给药 0.5、1.0 h 后的血浆样品在该液相条件下出峰

时间 9.4 min 附近无响应（图 10），因此，不再对口

服给药进行测试。 
 

 

 

图 10  口服给药 0.5 h（a）和 1 h（b）HPLC 谱图 
Fig. 10  HPLC chromatograms of oral administration 0.5 h (a) 

and 1.0 h (b) 
 

图 11 为葛根素注射剂与葛根素纳米粒凝胶剂

给药后血浆样品的照片。 
 

 
 

a 的上行为葛根素纳米粒凝胶剂，下行葛根素注射剂；b 的左三

为葛根素注射剂，右三为葛根素纳米粒凝胶剂 

图 11  葛根素注射剂与葛根素纳米颗粒凝胶剂给药后血

浆样品的照片 
Fig. 11  Photos of plasma samples after puerarin injection 

and puerarin nanoparticle gel administration 
 

从图 11 可以看出，这种不良反应与葛根素注射

剂引起溶血的临床报告一致。经皮给药葛根素纳米粒

的 ρmax 为 4.253 mg/L，明显低于原料药注射剂的

（95.829 mg/L）。但两者的 AUC(0−∞)差异不显著，葛

根素原料药注射剂的 AUC(0−∞)为 99.379 mg·h/L，仅

为葛根素纳米粒（56.482 mg·h/L）的 1.76 倍。葛根

素注射剂的 MRT(0−∞)为 1.564 h，明显小于葛根素纳

米粒凝胶剂（10.254 h），说明纳米粒凝胶剂能使药物

在体内停留更长时间，有助于实现药物的缓释效果。

家兔的药动学参数结果整体表明，纳米化极大地促进

了葛根素的透皮吸收，有利于其透皮应用。 

3  结论 

利用亚临界水-反溶剂法成功制备了均匀的葛
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根素纳米粒。考察了影响粒径的因素，探究其体内

外性能。 

（1）葛根素纳米粒制备的最佳条件为：液料比

220∶1、亚临界水温度 125 ℃、提取时间 20 min、

溶剂与反溶剂体积比为 1∶1、稳定剂为质量分数

0.08%的乳糖，此工艺条件下制得的葛根素纳米粒平

均粒径为 89.94 nm，平均得率为 94.01%。 

（2）葛根素纳米粒凝胶的 12 h 累积释放率为

90.0%，48 h 累积释放率升至 96.7%；葛根素纳米粒

凝胶的释放过程均符合一级释放模型，方程为

Q=92.1265(1–e–0.1644t)，R2=0.9748；葛根素纳米粒的

凝胶的 12 h 累积渗透量为 1323.64 μg/cm2。 

本文制备的葛根素纳米粒具有良好的透皮吸收

特性，其生物利用度优于葛根素。亚临界水-反溶剂法

为制备葛根素纳米粒提供了一种高效可行的方法。 
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