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紫杉醇温敏凝胶的制备、体外表征及其药代动力学研究
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摘要: 局部药物递送成为防止癌症术后复发的新策略, 温敏凝胶是一种典型的局部给药制剂。本研究拟制备一

种新型紫杉醇温敏凝胶以用于癌症术后化疗防止复发, 并考察凝胶中药物粒径对体外释放和体内吸收速率的影响。

分别采用介质研磨法、高压均质、气流粉碎和筛分法制备不同粒径紫杉醇混悬液; 以泊洛沙姆为凝胶基质, 卡波姆为

生物黏附剂, 通过Box-Behnen Design优化设计紫杉醇温敏凝胶处方。对温敏凝胶的形貌、黏度、流变学性质及黏附

性进行表征, 重量损失法考察温敏凝胶溶蚀与释放之间存在的关系, 并在大鼠体内进行药代动力学研究。获得了粒

径为 350 nm、800 nm、3 μm、9 μm的紫杉醇混悬液, 并以 19%泊洛沙姆 407、4%泊洛沙姆 188、0.1%卡波姆制备紫杉

醇温敏凝胶, 其相变温度为 30～35 ℃, 体外释放和凝胶溶蚀之间存在良好线性关系。药代动力学研究中, 药-时曲

线下面积 (AUC0-t) 随粒径减小呈增大趋势。本研究制备的紫杉醇温敏凝胶在人体温度下可迅速转变为凝胶, 具有

良好黏附性, 体外释放速率与粒径大小密切相关, 随粒径减小呈增大趋势, 将为用于防止癌症术后复发提供数据支

持。动物福利和实验过程均遵循军事医学研究院动物伦理委员会的规定。
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Abstract: Local drug delivery is a new strategy to prevent postoperative recurrence of cancer, thermosensitive

gel is a typical topical drug delivery system. In this study, a novel paclitaxel thermosensitive gel (PTG) was

prepared to prevent recurrence after chemotherapy for cancer, the effects of drug particle size on release and

absorption rate in vivo were investigated. Paclitaxel suspensions with different particle sizes were prepared by

medium grinding, high pressure homogenization, air crushing and screening. Using poloxamer as the gel matrix

and carbomer as the biological adhesive, Box-Behnen was used to optimize the formulation of PTG. The

morphology, viscosity, rheological properties and biological adhesion of thermosensitive gel were characterized.

The relationship between dissolution and release of thermosensitive gel was investigated by weight loss method,

pharmacokinetics was studied in rats. The paclitaxel suspensions with the particle sizes of 350 nm, 800 nm, 3 μm

and 9 μm were prepared, 19% poloxamer 407, 4% poloxamer 188 and 0.1% carbomer were used to prepare PTG.

The phase transition temperature of thermosensitive gel was 30 to 35 ℃ , there was a good linear relationship
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between in vitro release and gel dissolution. In the pharmacokinetic study, area under the curve (AUC0-t) increased

with the decrease of particle size. In general, the PTG prepared in this study can rapidly change into gel under

human body temperature, provided with good adhesion. The release rate in vitro is closely related to the particle

size, the release rate increased with the decrease of particle size. This study provides data support for preventing

postoperative recurrence of cancer. The animal welfare and experimental process in this paper follow the

regulations of the Animal Ethics Committee of the Academy of Military Medical Sciences.
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大多数早或中期局部原发性肿瘤首选的治疗方法

是手术切除[1], 但由于传统手术中原发肿瘤的完全切

除困难, 残留肿瘤细胞/组织可能进一步发展, 导致肿

瘤复发和/或远处转移[2,3]。为阻止肿瘤切除的术后复

发, 患者术后通常会接受辅助化疗, 这种化疗是全身性

治疗, 化疗药物杀死癌细胞的同时患者身体也经历药

物带来的不良反应, 对患者身体健康造成伤害[4]。近

年局部药物递送成为防止癌症术后复发的新策略, 与

全身治疗相比, 局部药物传递更具优势, 增加了给药部

位的药物浓度, 全身不良反应较小且易于给药[5]。温

敏凝胶是一种能随环境温度变化而产生溶胶-凝胶相

变的制剂, 当温度较低时, 是流动性的溶胶状, 人体温

度时变为半固体凝胶状[6], 且有一定黏附性, 能延长药

物在局部的滞留时间, 在给药部位形成高浓度的药物

储库, 持续释放药物[7]。相对于肿瘤术后全身给药治

疗, 温敏凝胶负载药物在肿瘤切除后的肿瘤腔内直接

给药, 既减小了全身给药带来的不良反应, 也减少了药

物浪费[8]。

紫杉醇是从红豆杉中提取的天然抗肿瘤药物, 已

在乳腺癌、卵巢癌和部分头颈癌和肺癌的临床治疗中

发挥作用[9]。上市制剂主要有紫杉醇注射液和白蛋白

结合型注射用紫杉醇[10], 由于紫杉醇是水不溶性药物,

前者将紫杉醇溶于聚氧乙烯蓖麻油和无水乙醇混合制

得[11], 但聚氧乙烯蓖麻油易引起严重过敏反应, 需在给

药前进行抗过敏预处理, 使患者被动接受大剂量激素

而带来不良反应; 后者虽不需进行抗过敏处理, 但在治

疗乳腺癌的临床试验中发现了较高的感觉神经病变

率, 且整体价格比紫杉醇注射液贵, 增加了患者经济负

担。因此, 拟将紫杉醇制备成局部给药制剂以用于肿

瘤疾病术后复发的治疗, 但紫杉醇水溶性差[12]的特点

限制了其在局部的药物浓度的提高, 拟通过减小粒径、

增大比表面积增加难溶性药物的溶解度[13]。

本研究利用介质研磨法和高压均质法获得了粒径

为 350、800 nm的紫杉醇混悬液[14-16], 通过气流粉碎和

筛分法获得了 3、9 μm的紫杉醇, 将其与泊洛沙姆 407、

泊洛沙姆 188和卡波姆结合构建含不同粒径的紫杉醇

温敏凝胶系统, 考察了紫杉醇温敏凝胶的形貌、黏度变

化、流变学性质及体外释放, 并通过药代动力学研究考

察了其在大鼠体内的吸收与代谢。

材料与方法

仪器 高速剪切机 (德国布鲁克公司)、球磨机 (华

尔宝机械有限公司)、液滴性状分析仪 (德国KRÜSS公

司)、Nano-ZS90粒度仪 (英国 Malvern公司)、程控型恒

温浴槽 (德国 Julabo公司)、磁力搅拌器 (德国Chemtron

公司)、高压均质机 (ATS Engineering公司)、超微粉气

流粉碎机 [诺泽流体科技 (上海) 有限公司]、自动溶出

仪 (天津天大天发科技公司)、JSM-7900F场发射扫描

电子显微镜 (scanning electron microscope, SEM; 日本

电子株式会社)、透射电镜 (transmission electron micro‐

scope, TEM; 日本 Hitachi 公司)、旋转黏度计 (德国

Brookfield 公司)、流变仪 (美国 Thermo 公司)、质构仪

(上海保圣科技有限公司)、恒温振荡器 (天津欧诺仪器

股份有限公司)、涡旋仪 (美国 Scientific industries 公

司)、Aglilent 1200 液相色谱 -Agilent G6460 质谱联用

仪 (美国安捷伦公司)、高速冷冻离心机 (美国 Sigma

公司)。

试剂 紫杉醇 (批号20200401, 纯度: 98%, 无锡紫

衫药业); 羟丙基纤维素 [hydroxypropyl methyl cellulose,

HPMC; 批号NPE-0013, 亚什兰化学贸易 (上海) 有限公

司]、聚维酮 (polyvinyl pyrrolidone k 30, PVP k 30; 批号

G91897PT0)、泊洛沙姆407 (批号GND02121B)、泊洛沙

姆188 (批号GND17221B) (德国BASF公司);羟丙纤维素

(hydroxypropyl cellulose, HPC-SL; 批号NOC0211, 日本

曹达株式会社);羧甲基纤维素钠 (carboxymethylcellulose

sodium, CMC-Na; 批号 TF78200401, 湖南九典宏阳

制 药有限公司); Tween-80 (TW-80; 批号 20190402)、

Tween-20 (TW-20; 批号20190402)、乙酸 (分析纯, 批号

20200921) (国药集团化学试剂有限公司); 十二烷基硫

酸钠 (sodium dodecyl sulfate, SDS; 批号 WXBC1167V,

上海麦克林生化科技有限公司)、卡波姆 ( 批号

0102177011, 美国 Lubrizol 公司)、乙腈 (色谱纯 , 批号

193730, Fisher Chemical 公司)、地西泮 (批号 140708,

山东信谊制药有限公司)。
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实验动物 SD (Sprague-Dawley) 大鼠, 雄性, SPF

级, 体重200～220 g, 北京维通利华实验动物技术有限

公司, 许可证号 SCXK (京) 2016-0011。

制备不同粒径紫杉醇

介质研磨法 称取处方量的紫杉醇、稳定剂

(PVP k 30、SDS) 加入蒸馏水中 , 高速剪切机剪切

1 min, 所得含药混合液加入到球磨机进料斗中, 研磨

腔中填充 65% 的氧化锆珠作为研磨介质循环研磨

40 min, 制得紫杉醇粒径约为 350 nm的紫杉醇纳米晶

混悬液。

高压均质法 称取处方量的紫杉醇、稳定剂

(PVP k 30、SDS) 于蒸馏水中, 高速剪切机剪切 1 min,

所得含药混合液在 200 bar的压力下在高压均质机中

循环 20 min, 制得紫杉醇粒径约为 800 nm的紫杉醇纳

米晶混悬液。

气流粉碎 利用气流粉碎机将紫杉醇原料药粉碎

成粒径为3 μm的颗粒。

筛分 将紫杉醇原料药过60目筛, 粒径约为9 μm。

接触角和表面张力测定 药物系统中常用的空间

稳定剂包括非离子型聚合物 , 如 HPMC、PVP k 30、

HPC-SL、CMC-Na、TW-80、TW-20; 电荷稳定剂主要是

离子型表面活性剂如SDS、多库酯钠 (DOSS)[17]。稳定

剂的主要功能之一是疏水性药物的润湿剂, 可通过稳

定剂与药物表面的润湿性初步筛选稳定剂种类, 润湿

性可通过接触角和表面张力来评价。紫杉醇是疏水性

药物, 可通过测量稳定剂与药物间的接触角和表面张

力来选择润湿性较好的稳定剂。

将紫杉醇药物粉末置于样品池, 铺平表面, 使表面

均匀平滑。在接触角仪中选择座滴法, 将上述稳定剂

溶液分别滴下, 在液滴与紫杉醇粉体接触的瞬间拍照

并记录接触角。将稳定剂溶液置于接触角仪注射器

中, 选择悬滴法, 液体滴下, 记录表面张力数据。

粒径大小及稳定性考察 紫杉醇混悬液 50 μL加

水稀释 300倍, 马尔文粒径仪设置折射率为 1.560, 吸

光度为 0.010, 测量温度为 25 ℃, 平行测量 3次取平均

值, 记录粒径及多分散系数 (polydisperse index, PDI),

分别考察0、5、10、15天的粒径变化。

紫杉醇颗粒形态观察 取 10 μL不同粒径的紫杉

醇混悬液滴于TEM专用铜网上, 室温下自然晾干, 滴

加 10 μL的 3%磷钨酸负染 2 min, 用滤纸吸去多余的

染液, TEM在加速电压为 80.0 kV下观察纳米晶体的

形态。

冷法制备空白凝胶 称取处方量的卡波姆于蒸馏

水中 , 4 ℃放置过夜 , 加入处方量的泊洛沙姆 407 和

188, 轻轻搅拌, 使固体粉末分散在蒸馏水中, 4 ℃放置

12 h, 使其完全溶胀。

胶凝温度和胶凝时间的测定 将 10 mL凝胶溶液

倒入西林瓶中, 放入搅拌子, 设置水浴温度程序, 10 ℃

上升到 40 ℃, 升温速率为 1 ℃·min-1, 30 ℃后每个温度

点设置平衡时间 2 min, 150 r·min-1磁力搅拌, 观察搅拌

子转动情况。当搅拌子停止转动时记录温度, 即为胶

凝温度。将装有凝胶溶液的西林瓶放入 37 ℃水浴槽

中, 150 r·min-1磁力搅拌, 观察搅拌子转动情况, 记录西

林瓶放入水浴中到搅拌子停止转动的时间, 即为胶凝

时间。

Box-Behnen Design优化空白凝胶 在单因素试

验基础上, 采用Box-Behnen Design优化空白凝胶, 选

择泊洛沙姆 407、泊洛沙姆 188、卡波姆的浓度作为考

察因素, 胶凝温度和时间作为响应值, Design-Expert软

件设计试验。设置泊洛沙姆407、泊洛沙姆188、卡波姆

的浓度范围分别为 17%～21%、1%～5%、0.1%～0.3%,

并对结果进行多元回归拟合。以胶凝温度 33～35 ℃、

胶凝时间 60～90 s为拟合范围得到最优处方。根据模

型拟合出的最优处方量制备紫杉醇温敏凝胶, 确定最

终的泊洛沙姆407、泊洛沙姆188和卡波姆浓度。

不同粒径紫杉醇温敏凝胶的制备 按照冷法制备

空白凝胶方法, 将 350 nm、800 nm、3 μm、9 μm的紫杉

醇混悬液加入空白凝胶中制成含药温敏凝胶, 并调整

最终紫杉醇的含药量为10 mg·g-1。

紫杉醇温敏凝胶的表征

观察凝胶形貌 取适量冻干凝胶粉末, 喷金处理,

利用SEM观察凝胶孔径和形貌。

温度-黏度变化 利用旋转黏度计测定 4种粒径

紫杉醇温敏凝胶在10～40 ℃的黏度变化。选择29#转

子, 转速 100 r·min-1, 升温速度 1 ℃·min-1, 每 10 s测量

1个数据, 测定黏度发生突变时的温度。

流变学性质 温敏凝胶具有黏性液体和弹性固体

两种流变学性质, 黏性液体性质用流变学参数损耗模

量G″表示, 弹性固体性质用流变学参数储能模量G'表

示。G'又称为弹性模量, 指材料在发生形变时, 由于弹

性形变而储存能量的大小, 反映材料弹性; G″又称黏

性模量, 指材料在发生形变时, 由于黏性形变而损耗的

能量大小, 反映材料黏性[18]。当G'和G″相等时, 发生

相变, 此时温度即为胶凝温度[19]。使用赛默飞Mars 40

流变仪, 测量模具: 25 mm 平行板。在固定应变幅度

1%、频率1 Hz、升温速度1 ℃·s-1条件下, 考察不同粒径

紫杉醇温敏凝胶在 10～40 ℃时随温度升高的G″和G'

变化。

黏附性及凝胶强度 质构仪测得的质构曲线最大

峰值为凝胶的破断力, 达到破断力所产生的形变量为
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破断距离。按照公式计算凝胶强度: X =
1
n∑k = 0

n Wk·Lk

[X: 凝胶强度 (g·cm); W: 破断力 (g); L: 破断距离 (cm);

n: 检测平行样数; k: 检测平行样序号]。通过积分计算

样品在横坐标以下部分质构曲线与横坐标的面积大小

来表示黏附性的强弱。负面积表示凝胶在探头返回作

用时黏着于探头所做的功, 在一定程度上可表征凝胶

的黏附性。

紫杉醇混悬液的体外释放 采用 2020版《中国药

典》溶出度与释放度测定法中第二法桨法测定 , 以

0.5% SDS-磷酸盐缓冲液 (PBS, pH 7.4) 为溶出介质 ,

溶 出 介 质 体 积 为 900 mL, 转 速 100 r·min-1, 温 度

(37 ± 0.5) ℃。取 1 mL紫杉醇混悬液 (约 15 mg·mL-1),

分别在 5、10、15、20、25、30、40、50、60、90、120、150、

180 min取样 5 mL, 同时补充 5 mL空白释放介质。样

品用 0.25 μm微孔滤膜过滤, 取续滤液, 稀释后HPLC

测定。计算紫杉醇的累积释放百分率。

紫杉醇温敏凝胶的溶蚀与释放 采用重量损失法

测紫杉醇温敏凝胶的溶蚀与释放, 称取1 g紫杉醇温敏

凝胶 (mg) 于 10 mL西林瓶中, 称量空瓶重量和加入凝

胶后瓶与凝胶的总重 (m0); 将装有凝胶的西林瓶置于

恒温振荡器中, 37 ℃平衡 20 min, 使其完全成胶; 再加

入 5 mL已预热至 37 ℃的 PBS (pH 7.4) 溶液作为释放

介质 ; 转速为 100 r·min-1, 每隔 30 min 将全部介质取

出, 称量西林瓶与剩余凝胶的总重 (mt), 再加入 5 mL

释放介质; 样品用 0.22 μm滤膜过滤, 取续滤液, HPLC

法测定紫杉醇含量并计算累积溶蚀率和累积释放率,

绘制凝胶释放曲线和溶蚀曲线, 并考察其相关性。

累积溶蚀率 = (m0 - mt)/mg × 100% (m0为瓶与凝胶

的总重, mt为各时间剩余凝胶与瓶的总重, mg为加入的

凝胶的实际重量)

累积释放率 = ∑X i /X0 × 100% (Xi为各时间点释

放出的紫杉醇的质量 , X0为释放前凝胶中紫杉醇的

总量)

紫杉醇含量测定HPLC方法条件 色谱条件: 色

谱柱 : Waters Symmetry C8 (4.6 mm × 250 mm, 5 μm);

流动相 : 乙腈-水 (60∶40); 检测波长 : 228 nm; 流速 :

1.0 mL·min-1; 进样量: 20 μL; 柱温: 30 ℃。

紫杉醇温敏凝胶药代动力学研究

动物实验过程 30只雄性大鼠随机分为 5组, 每

组 6只, 分别是 350 nm、800 nm、3 μm、9 μm紫杉醇温

敏凝胶组以及空白组, 给药前禁食 12 h, 自由饮水; 每

只大鼠背部皮下注射温敏凝胶各 0.2 mL, 空白组注射

0.2 mL生理盐水, 注射完成后, 分别在 1、2、3、4、5、6、

8、10、12、24、36、48、72、96、120、144、168、192、216 h于

眼底静脉丛取血 0.5 mL, 置于肝素钠预处理的离心管

中, 振摇使血样与抗凝剂充分接触, 再将血样在冷冻离

心机中 4 ℃下 14 000 r·min-1离心 10 min, 取上层血浆

在-20 ℃下冷冻保存 ; 采用液相色谱-质谱联用

(LC-MS) 测量血浆中紫杉醇的含量。动物福利和实验

过程均遵循军事医学研究院动物伦理委员会的规定。

LC-MS 色谱条件[20] 色谱柱 : CAPCELL PAK

C18 2.1 mm × 100 mm, 5 μm; 流动相: A: 0.1%乙酸-乙

腈 = 70∶30; B: 0.1%乙酸-乙腈 = 10∶90; 进样量: 5 μL;

柱温: 25 ℃; 内标: 地西泮。

质谱条件 离子极性: 正离子; 离子化方式: 气动

辅助电喷雾离子化 (ESI); 离子检测。方式: 多反应监

测 (MRM); 检测对象: 紫杉醇 ([M+Na]十, m/z 876.3→
307.9, 内标 ([M+Na]十, m/z 285.2→193.1); 碎裂电压分

别为: 190和 28 V; 碰撞能量: 紫杉醇 28 V、内标 55 V,

干燥气流速: 9 L·min-1; 雾化室压力: 25 psi; 干燥气温

度: 350 ℃, 毛细管电压: 4 000 V。

对照品及内标溶液配制 ① 对照品溶液配制: 精

密称取 PTX (paclitaxel) 对照品 15 mg, 置于 100 mL容

量瓶中, 加入 90%乙腈溶解并定容, 量取 1 mL上述溶

液于 100 mL容量瓶中, 加 90%乙腈溶解并定容; 制成

1 500 ng·mL-1对照品溶液。② 内标溶液配制: 精密称

取地西泮 10 mg于 100 mL容量瓶中, 加 90%乙腈溶解

并定容 , 量取 1 mL 上述溶液于 100 mL 容量瓶中 , 加

90% 乙腈溶解并定容 ; 量取 10 mL 于 100 mL 容量瓶

中, 加 90%乙腈溶解并定容, 制成 100 ng·mL-1地西泮

溶液作为内标。

样品处理方法 取血浆样品 50 μL置于 1.5 mL离

心管中, 加入 10 μL地西泮溶液 (100 ng·mL-1), 再加入

190 μL乙腈, 混合涡旋 1 min, 于 4 ℃、14 000 r·min-1离

心 10 min, 取 90 μL上清液于样品管中, 按照LC-MS色

谱条件进样分析。

专属性考察 取 40 μL空白血浆, 加入 10 μL紫杉

醇 溶 液 (500 ng·mL-1) 和 10 μL 内 标 地 西 泮 溶 液

(100 ng·mL-1), 经上述“样品处理方法”处理, 得到模拟

大鼠血浆样品; 样品按照 LC-MS条件进行测定, 观察

内源性杂质和代谢产物对紫杉醇含量测定的影响。

标准曲线绘制 取空白血浆 40 μL置于 1.5 mL离

心管中, 加入 10 μL紫杉醇系列标准溶液, 浓度分别为

10、50、150、200、300、450、600、1 000、1 500 ng·mL-1, 再

加入 10 μL 地西泮溶液 (100 ng·mL-1), 加入 190 μL 乙

腈, 混合涡旋 1 min, 于 4 ℃、14 000 r·min-1离心 10 min,

取上清液于样品管中 , 按照 LC-MS 色谱条件进样

分析。

药动学参数计算方法 将获得的不同时间点血药
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浓度数据利用DAS 3.0软件处理, 分别计算各组温敏

凝胶中紫杉醇的最大血药浓度 (Cmax)、达峰时间 (Tmax)、

药-时曲线下面积 (AUC0-t), 采用 SPSS 22.0软件进行 t

检验分析。

统计学分析 数据以 x̄ ± s表示, 两组间数据比较

采用 Student's t检验, 当P < 0.05时表示差异具有统计

学意义。

结果

1 稳定剂与紫杉醇的接触角和表面张力

空间稳定剂和电荷稳定剂可充分润湿药物粒子,

通过形成静电斥力和产生高能屏障, 抑制结晶生长, 从

而抑制具有高表面自由能的纳米级药物粒子发生聚

集[21]。不同种类稳定剂与紫杉醇的接触角和表面张力

如表 1所示, 当接触角小于 90°时说明稳定剂与紫杉醇

间有较好润湿性[22], 其中 SDS 的接触角为 72°且表面

张力为 (33.38 ± 1.27) mN·m-1, 是所有考察稳定剂中表

面张力最小的 , 所以选择 SDS 作为电荷稳定剂 ,

HPC SL、PVP k 30、TW-80作为空间稳定剂; 在后续实

验中, 需通过粒径的稳定性来考察稳定剂或组合是否

适合与紫杉醇通过介质研磨获得紫杉醇混悬液。

2 稳定剂的筛选

固定空间稳定剂含量为 1%, 电荷稳定剂含量为

0.5%, 紫杉醇含量为5%, 介质研磨法进行研磨, 制备紫

杉醇纳米晶混悬液, 将混悬液放置在室温下, 以粒径和

PDI为指标考察纳米晶在 15天内的粒径稳定性, 筛选

稳定剂。结果显示, PVP k 30/SDS的组合在 0、5、10、

15天的粒径分别为 348.9、346.1、349.5、347.9 nm, 粒径

无明显变化 , PDI 为 0.153 ± 0.05, 分散性较好。HPC

SL/SDS、TW-80/SDS作为稳定剂制备的混悬液较 0天

相比, 粒径分别增加了 235和 151.6 nm, 粒径不能保持

相对稳定。综上, PVP k 30、SDS分别作为空间稳定剂

和电荷稳定剂可有效阻止纳米药物颗粒的聚集, 使得

纳米晶粒径保持相对稳定的状态。

3 不同粒径紫杉醇的形貌及大小

结果显示 , 紫杉醇纳米晶颗粒表现不同形态

(图 1), 350 nm组为棒状粒子, 且表面较为光滑, 分布较

为均匀; 800 nm组为细长杆状粒子, 但大小和均一性

较差; 3 μm组也是细长杆状粒子, 且表面较为光滑, 分

布较为均匀; 9 μm组是杆状粒子, 但分布较为无序。

不同紫杉醇混悬液 (350 nm、800 nm、3 μm、9 μm)

测得的粒径大小、PDI和电位值如表2所示。

44 Box-Behnen Design 优化凝胶处方

通过Box-Behnen Design 设计三因素三水平试验。

因素 X1 (泊洛沙姆 407) 分别为 17%、19%、21%; 因素

X2 (泊洛沙姆 188) 分别为 1%、3%、5%; 因素 X3 (卡波

姆) 分别为0.1%、0.2%、0.3%。

Table 1 Contact angle and surface tension of different stabilizers.

HPMC: Hydroxypropyl methyl cellulose; HPC SL: Hydroxypropyl

cellulose; PVP k 30: Polyvinyl pyrrolidone k 30; CMC-Na: Car‐

boxymethylcellulose sodium; TW-80: Tween-80; TW-20: Tween-

20; SDS: Sodium dodecyl sulfate; DOSS: Docusate sodium

Stabilizer
HPMC
HPC SL
PVP k 30
CMC-Na
TW-80
TW-20
SDS
DOSS

Contact/°
116.8
68.35

123.05
109.65
70
51.65
72

107.85

Surface tension/mN·m-1

40.05 ± 1.45
53.27 ± 6.57
40.67 ± 1.25
77.76 ± 5.06
45.30 ± 1.35
41.89 ± 1.47
33.38 ± 1.27
43.25 ± 0.40

Figure 1 Transmission electron microscope (TEM) images of

paclitaxel nanocrystals. The results of paclitaxel of 350 nm (A),

800 nm (B), 3 μm (C), and 9 μm (D) were shown. Scale bar: 500

nm (A), 1 μm (B), 2 μm (C, D)

Table 2 Data on particle size, polydisperse index (PDI) and potential of paclitaxel suspension with different particle sizes

Group

350 nm
800 nm

3 μm
9 μm

D(10)

213.67
498.00

0.63
2.36

D(50)

388.33
841.33

3.05
9.31

D(90)

694.00
1 476.67

23.31
33.49

Size-Ave/nm

351.06 ± 0.45
798.83 ± 17.52

3.1 ± 0.03
9.3 ± 0.12

PDI

0.16 ± 0.01
0.15 ± 0.06
7.43 (span)
3.34 (span)

Surface charge/mV

-29.23 ± 0.75
-27.5 ± 0.60
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采用 Design-Expert 8.06 软件对因变量与各响应

值的关系进行多元线性回归拟合, 得多元线性回归方

程 Y = 85.97 - 2.94 X1 + 1.03 X2 - 0.75 X3, 多元线性回

归拟合模型进行方差分析见表3、4。模型拟合, P < 0.05

表示具有统计学显著性意义, 模型拟合较好, 且失拟项

(lack of fit) P > 0.05即失拟项不显著。考虑到患者给

药的时间及夏季室温下的储存条件, 因此确定胶凝温

度在 33～35 ℃, 胶凝时间在 60～90 s, 得出最优处方

预测: X1 (泊洛沙姆 407): 19%, X2 (泊洛沙姆 188): 4%,

X3 (卡波姆): 0.1%。

5 紫杉醇温敏凝胶的表征

5.1 扫描电镜观察凝胶形貌 采用场发射 SEM观察

凝胶形貌 (图 2), 凝胶内部有大量三维多孔网状结构,

该结果为药物在体内的贮存和输送提供了结构

基础。

5.2 温度--黏度变化 四种粒径的紫杉醇温敏凝胶黏

度均在 30～35 ℃范围内发生较大改变 , 凝胶发生相

变 , 由溶液状变为半固体状 , 直接表现为黏度上升。

350 nm、800 nm、3 μm、9 μm紫杉醇温敏凝胶出现黏度

突跃时的温度分别为 33.9、33.0、32.4、32.1 ℃, 也反映

了Box-Behnen Design模型拟合出的最优处方量满足

紫杉醇温敏凝胶制备的需求。

5.3 流变学性质 从流变学曲线可看出 (图 3), 随温

度升高, 储能模量G'和损耗模量G″都逐渐升高, 且G'

变化速度明显大于G″, 说明随温度升高, 凝胶溶液逐

渐从液体溶胶状态变为半固体水凝胶状态。当 G'和

G″相等时 , 可知胶凝温度。350 nm、800 nm、3 μm、

9 μm紫杉醇温敏凝胶的胶凝温度分别为 32.31、32.32、

32.29、32.26 ℃。当温度升至 35 ℃, G'和G″均逐渐趋

于稳定, 且G'大于G″, 凝胶可以半固体状态黏附在给

药部位, 增加在局部的滞留时间。

5.4 黏附性和凝胶强度 质构仪测得的 350 nm、

Table 3 Design and results of Box-Behnen Design

Poloxamer

407 (factor

X1)/%

17
17
17
17
19
19
19
19
19
19
19
19
19
21
21
21
21

Poloxamer

188 (factor

X2)/%

5
3
3
1
1
3
3
3
3
5
3
5
1
3
3
5
1

Carbomer

(factor X3)/%

0.2
0.3
0.1
0.2
0.3
0.2
0.2
0.2
0.2
0.3
0.2
0.1
0.1
0.3
0.1
0.2
0.2

Gelation

temperature

(response 1)/℃

44.4
39.2
38.1
37.4
30.9
33.8
31.5
31.2
32.1
32.8
31.4
36
31
30
27.8
28.1
26.1

Gelation time

(response 2)/s

96
113
104
40
67
66
62
61
63

117
62
67
42
48
35
42
39

Table 4 Analysis of variance and response surface regression

model. **P < 0.01, ***P < 0.001 (statistically significant values at a

95% confidence level)

Source

Model
Factor X1

Factor X2

Factor X3

Residual
Lack of fit
Pure error
Cor total

Sum of

square

309.79
276.12
33.62
0.045

40.69
36.19
4.5

350.48

Degree of

freedom

3
1
1
1
13
9
4
6

Mean

square

103.26
276.12
33.62
0.045
3.13
4.02
1.12

F-value

32.99
88.21
10.74
0.014

3.57

P-value

< 0.000 1***

< 0.000 1***

0.006**

0.906 4

0.116 1

Figure 2 TEM of paclitaxel thermosensitive gel (PTG). The

results of PTG of 350 nm (A), 800 nm (B), 3 μm (C), and 9 μm

(D) were shown. Scale bar: 100 μm (A, C), 10 μm (B, D)

Figure 3 Rheological properties of PTG with different particle

sizes. The results of PTG of 350 nm (A), 800 nm (B), 3 μm (C),

and 9 μm (D) were shown
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800 nm、3 μm、9 μm紫杉醇温敏凝胶的黏附力分别为

(456.34 ± 3.38)、(476.5 ± 7.08)、(647.04 ± 2.09)、(763.2

± 0.46) gf·sec, 凝胶强度分别为 (124.23 ± 10.15)、

(127.84 ± 15.19)、(134.36 ± 10.89)、(141.65 ± 7.63)

g·cm。随粒径的增大, 黏附性逐渐增大且凝胶强度也

随之增大。

5.5 紫杉醇混悬液的体外释放 不同粒径的紫杉醇

混悬液体外释放行为 (累积释放率) 如图 4 所示 ,

350 nm组在 30 min可达到 88.86%, 800 nm组在 60 min

达到 84.75%, 3 μm 和 9 μm 组在 180 min 分别达到

21.57%和 16.80%。结果表明, 减小粒径可显著提高紫

杉醇的释放速率。

5.6 重量损失法考察紫杉醇温敏凝胶的溶蚀与释

放 紫杉醇温敏凝胶的释放和溶蚀行为如图 5所示,

350 nm组的释放速率最快, 4 h可达 92.68%累积释放

率 ; 800 nm 组在 4.5 h 累积释放率为 92.72%; 3 μm、

9 μm 组在 5.5和 7 h内的累积释放率分别为 6.46% 和

4.01%, 凝胶完全溶蚀但药物未在介质中完全溶解。

空白凝胶基质的溶蚀时长为 3 h, 含药凝胶的溶蚀

时间均大于空白凝胶。9 μm紫杉醇温敏凝胶的溶蚀

时间最长, 7 h才能溶蚀完全; 350 nm组的温敏凝胶溶

蚀时间最短, 为 4 h; 800 nm、3 μm组的溶蚀时间介于

两者之间。溶蚀时间的差异表明药物的加入显著影响

凝胶的溶蚀过程, 且粒径大小会影响溶蚀速度。

350 nm、800 nm、3 μm、9 μm紫杉醇温敏凝胶溶蚀

和紫杉醇释放的相关系数 R2分别为 0.912 9、0.967 5、

0.974 8、0.972 4, 存在良好线性关系, 凝胶在溶蚀的同

时也伴随着紫杉醇的释放。

6 紫杉醇温敏凝胶药代动力学研究

6.1 标准曲线 用加权最小二乘法 (W = 1/C2) 进行回

归计算, 以紫杉醇浓度为横坐标, 紫杉醇峰面积与内标

地西泮峰面积之比为纵坐标, 所得直线回归方程即为

标准曲线: y = 0.000 2x - 0.002 (R2 = 0.998 2)。结果表

明血浆在 10～1 500 ng·mL-1有良好线性关系, 相关系

数R2大于0.99。

6.2 专属性 紫杉醇和内标地西泮溶液分析结果可

知紫杉醇和地西泮的保留时间分别约为 1.109 和

1.209 min。分别提取紫杉醇和内标的离子峰后进行

分析, 内源性杂质和代谢产物不干扰测定。

6.3 紫杉醇温敏凝胶体内药动学 紫杉醇温敏凝胶

药代动力学研究结果如图 6, 达到最大吸收浓度的时

间分别为 : 350 nm 组 , (34.00 ± 4.90) h; 800 nm 组 ,

96 h; 3 μm 和 9 μm 组 , (132.00 ± 20.08) 和 (164.00 ±

23.60) h。达峰时间随粒径增大而延长, AUC0-t 的变化

也与粒径有明显相关性 : 350 nm > 800 nm > 3 μm >

9 μm (表5)。

讨论

温敏凝胶可随环境温度改变而使自身状态发生改

变, 这种特殊优势可延长药物在体内的停留时间, 使局

部的药物浓度增高, 提高生物利用度, 实现在疾病发生

部位直接给药, 拓展了药物的应用范围, 具有很好临床

应用前景。本研究分别获得了 350 nm、800 nm、3 μm、

Figure 6 Concentration-time curve of PTG injected into the back

of rats (n = 6, x̄ ± s). PTX: Paclitaxel

Table 5 Pharmacokinetic parameters of PTG injected into the back of rats. n = 6, x̄ ± s. *P < 0.05, ***P < 0.001 vs 9 μm PTG

Parameter
Tmax/h
Cmax/μg·mL-1

AUC0-t/μg·h·mL-1

350 nm PTG
34.00 ± 4.90***

317.25 ± 38.64***

27 369.01 ± 2 032.39***

800 nm PTG
96.00***

209.21 ± 22.50***

23 388.52 ± 2 434.44***

3 μm PTG
132.00 ± 20.08*

127.10 ± 28.28***

15 591.31 ± 2 920.50

9 μm PTG
164.00 ± 23.60
78.72 ± 4.14

13 212.58 ± 1 257.20

Figure 4 Cumulative release of paclitaxel suspension (PS) with

different particle sizes (n = 3, x̄ ± s)

Figure 5 Cumulative release rate (A) and dissolution rate (B) of

PTG with different particle sizes. n = 3, x̄ ± s
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9 μm的紫杉醇, 体外释放实验结果表明粒径是影响药

物释放行为的关键因素, 350 nm和 800 nm紫杉醇在介

质中的释放速度显著快于 3 μm和 9 μm组。药物粒径

越小其暴露于介质中的比表面积越大, 因而加速了溶

解, 也说明通过介质研磨和高压均质得到的紫杉醇混

悬液显著提高了紫杉醇在介质中的释放速率。紫杉醇

温敏凝胶的溶蚀与释放也存在良好线性关系, 温敏凝

胶中紫杉醇的释放主要是通过凝胶的溶蚀来实现, 高

含水量的凝胶基质在介质中逐渐溶蚀, 同时束缚在凝

胶三维网状结构中的药物随之释放到介质中, 而紫杉

醇的释放速率主要是由粒径决定。在相同时间内, 随

粒径增大, 凝胶的溶蚀率逐渐减小, 结合凝胶强度结果

也可看出这是由于小粒径的紫杉醇温敏凝胶的凝胶强

度较小, 在同一时间受到释放介质的侵蚀加快; 另一方

面, 紫杉醇粒径越大, 越能形成更为牢固的立体网状结

构。随凝胶的溶蚀, 小粒径紫杉醇扩散到介质中完全

溶解释放, 而大粒径紫杉醇由于自身溶解度的限制, 在

凝胶溶蚀的同时, 只将紫杉醇扩散到介质中而无法完

全溶解。

由于粒径大小不同而引起的释放速度差异在体内

药代动力学实验中也有类似的结果, 紫杉醇在大鼠体内

达到 Cmax 的时间由快到慢分别是 350 nm、800 nm、

3 μm、9 μm, 350 nm紫杉醇温敏凝胶达到最大血药浓度

的时间为 (34.00 ± 4.90) h, 而市售紫杉醇注射达到最大

血药浓度的时间仅为 10 min[21]。紫杉醇注射液进入大

鼠体内后血浆中的紫杉醇浓度呈快速下降趋势, 在体内

的消除半衰期较短, 只有 3.7 h, 相较而言, 350 nm紫杉

醇温敏凝胶可在局部滞留更长时间, 形成药物储库缓慢

释放药物。结果显示AUC0-t也呈同样变化趋势, 更进一

步佐证粒径越小释放得越快。一方面是由于350 nm紫

杉醇和 9 μm紫杉醇相比, 粒径减小增大了药物颗粒的

表面积, 使溶出速率加快, 达到最大吸收浓度的时间加

快; 另一方面是由于 9 μm紫杉醇温敏凝胶药物颗粒较

大, 形成了更牢固的三维网状结构, 黏度更大, 所以在局

部的滞留时间更长, 达峰时间也越长。此外, 由于粒径

的减小, 释放速率加快, 紫杉醇以纳米晶颗粒存在进入

血液循环的量也相应增加。

黏度和流变学性质的结果也证明了紫杉醇温敏

凝胶在 30～35 ℃时可发生相变 , 既能使紫杉醇温敏

凝胶在室温下是流动状态, 方便给药, 也有利于药物

的储存和运输。良好的黏附性和凝胶强度使得紫杉

醇温敏凝胶可滞留在肿瘤切除后的手术腔内, 通过局

部给药达到杀死残留癌细胞的目的, 进一步提高乳腺

癌、卵巢癌等术后辅助治疗疗效, 从而降低癌症复发

率和病死率。
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