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Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ响应面优化厚朴酚 －
分离乳清蛋白自组装纳米粒制备工艺及体外评价

邓鸿丹１，张倩１，刘芳１，杨璐萍１，吴学渊２，张芮苑１

（１．成都中医药大学药学院西南特色中药资源国家重点实验室，四川 成都 ６１１１３７；
２．成都农业科技职业学院，四川 成都 ６１１１３０）

　　摘要：目的 运用Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计－效应面法优化厚朴酚－分离乳清蛋白自组装纳米粒（ｍａｇｎｏｌｏｌｗｈｅｙｐｒｏｔｅｉｎｉ
ｓｏｌａｔｅｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ）的制备工艺参数，对其进行制剂表征及抗氧化、抗菌作用评价。方法 采用去溶剂

化法制备ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ，以包封率为评价指标，运用单因素结合 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计 －效应面法优化其制备工艺参
数，对优化出的ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ进行形貌、粒径、电位等理化性质表征，并评价其１，１－二苯基 －２－三硝基苯肼（１，
１－Ｄｉｐｈｅｎｙｌ－２－ｐｉｃｒｙｌｈｙｄｒａｚｙｌ，ＤＰＰＨ）自由基清除能力、抑制大肠杆菌性能。结果 优化出的最佳制备工艺参数为反溶

剂／溶剂体积比１２∶１、乳清蛋白／厚朴酚投料比１２∶１、探超时间１．５ｍｉｎ；所制得的ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ外观澄清、透明、微
泛蓝光，透射电镜下观察纳米粒呈球形，平均粒径为（２２７．３３±０．０２）ｎｍ，ζ电位为（－２３．６±０．０２）ｍＶ，包封率为
（９８．５７±０．４６）％，载药量为（８．５７±０．００１）％，多分散指数（ｐｏｌｙｄｉｓｐｅｒｓｉｔｙｉｎｄｅｘ，ＰＤＩ）为（０．１３６９±０．２６）％；ＭＡＧ－
ＷＰＩ－ＮＰｓ具有ＤＰＰＨ自由基清除作用、大肠杆菌抑制作用，且较游离药物作用强。结论 研究制备了一种天然食品级自

组装ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ，该制剂制备方法简单、安全无毒，明显改善厚朴酚水溶性差、生物利用度低的缺点，为临床厚朴
酚应用奠定制剂基础。
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　　中药厚朴是木兰科植物厚朴 ＭａｇｎｏｌｉａｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓＲｅｈｄ．ｅｔ
Ｗｉｌｓ．或凹叶厚朴 Ｍ．ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓＲｅｈｄ．ｅｔＷｉｌｓ．ｖａｒ．ｂｉｌｏｂａＲｅ
ｈｄ．ｅｔＷｉｌｓ．的干燥干皮、根皮及枝皮，具有下气除满、燥湿消
痰之功［１］，被广泛用于临床。厚朴酚（ｍａｇｎｏｌｏｌ，ＭＡＧ）是厚朴
主要有效成分之一，具有抗菌、抗炎、抗氧化、抗肿瘤等多种药

理活性［２］，但ＭＡＧ系疏水性联苯酚类化合物［３］，难溶于水，水

中溶解度仅为１１．６μｇ·ｍＬ－１，限制了其在疾病防控中的应
用。目前，厚朴酚常被制备成固体分散体［４］、固体脂质体纳米

粒［５］、脂质体［６］等剂型以提高其生物利用度。

随着纳米技术的兴起，自组装纳米粒（ｓｅｌｆ－ａｓｓｅｍｂｌｅｄ
ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ，ＳＡＮ）因其对疏水性药物包封率高、药物泄漏少，
且通过分子间非共价键形成的纳米微粒粒径小、结构稳定等优

点［７］，已成为目前研究热点之一［８］。近年来，以蛋白作为 ＳＡＮ
载体的纳米载药技术为难溶性药物递送提供了一系列研发策

略，能有效提高药物生物利用度［９］。分离乳清蛋白（ｗｈｅｙｐｒｏ
ｔｅｉｎｉｓｏｌａｔｅｓ，ＷＰＩ）作为一种天然自组装动物蛋白［１０］，营养价值

高、易于消化并表现出良好的生物相容性和功能特性［１１］，被广

泛用作载体材料。与其他蛋白质相比，ＷＰＩ还具有良好的乳化
性能，以ＷＰＩ为载体包封疏水性化合物形成的纳米粒，具有更
小的粒径、更高的包封率、稳定性和物理化学性质等［１２］。本研

究利用ＷＰＩ的药理活性和结构特性优势，将 ＭＡＧ结合到 ＷＰＩ
的疏水区域，无需引入其他交联剂或有毒试剂，制备厚朴酚 －
分离乳清蛋白自组装纳米粒（ｍａｇｎｏｌｏｌ－ｗｈｅｙｉｓｏｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ－
ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ），通过Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计－效
应面法筛选提供了一种简单安全的处方工艺，制备出包封率较

高、水溶性好的天然食品级 ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ，以提高厚朴酚
生物利用度，并利用ＷＰＩ载体的药辅合一特性，实现协同增效
作用，为临床上广泛开发应用难溶性药物ＭＡＧ奠定基础。
１　仪器与试药
１．１　仪器

ＥｓｓｅｎｔｉａＬＣ－１６高效液相色谱仪和 Ｐｒｏｍｉｎｅｎｃｅ－ｉＬＣ－
２０３０Ｃ３Ｄ（日本 ＳＨＩＭＡＤＺＵ公司）；ＣＰＡ２２５Ｄ型电子天平（美
国奥豪斯仪器有限公司）；ＳｐｅｃｔｒａＭＡＸＰｌｕｓ３８４型酶标仪（美
谷分子仪器有限公司）；ＵＰＨ－Ⅱ －１０Ｔ型优普超纯水制造系
统（成都超纯科技有限公司）；ＪＥＭ－１４００ｐｌｕｓ型透射电子显微
镜（日本电子株式会社）；ＷＨ６２０型加热磁力搅拌器
（ＷＩＧＧＥＮＳ公司）；ＳＣＩＥＮＴＺ－１０Ｎ真空冷冻干燥机（宁波新芝
生物科技股份有限公司）；Ｂｉｏｓａｆｅｒ９００－９２型超声波细胞破碎
仪（南京赛飞生物科技有限公司）；ＳＣＩＥＮＴＺ－１０Ｎ型冷冻干燥
机（宁波新芝生物科技股份有限公司）；ＮａｎｏＢｒｏｏｋ９０Ｐｌｕｓ
ＰＡＬＳ粒度仪（美国 Ｂｒｏｏｋｈａｖｅｎ公司）；ＨＴ７８００型透射电子显
微镜（日立公司）。

１．２　试剂与试药
厚朴酚（纯度：９８％，成都德思特生物技术有限公司，批号

Ｐ１９３６０５０）；厚朴酚对照品（纯度：９８％，成都德思特生物技术
有限公司，批号ＤＳＴ２００７０１－０３５）；分离乳清蛋白（纯度：８０％，
上海源叶生物科技有限公司，批号 ＳＯ９ＨＳ１９３９４１）；ＤＰＰＨ（纯
度：８０％，西安道生化工科技有限公司，批号 Ｒ０５１７２７），临床分
离大肠杆菌由成都农业科技职业学院实验室提供，乙腈和甲醇

为ＨＰＬＣ级，无水乙醇为ＡＲ级，购自成都科隆化学品有限公司。
２　方法与结果
２．１　ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ的制备

参考ＺＨＯＵ等［１３］报道的去溶剂化法制备 ＭＡＧ－ＷＰＩ－

ＮＰｓ。称取４８ｍｇ分离乳清蛋白超声溶于１６ｍＬ超纯水中，完
全溶解后冰箱放置过夜以充分水化，为反溶剂相；将４ｍｇ厚朴
酚充分溶于１ｍＬ无水乙醇中，为溶剂相。在缓慢搅拌的同时，
使用注射器将厚朴酚乙醇溶液以１ｍＬ·ｍｉｎ－１的速率缓慢滴
入分离乳清蛋白溶液中，恒温磁力搅拌至乙醇完全除去后，在探针

超声仪上匀化（功率９００Ｗ，振幅１０％，开２ｓ、关３ｓ，循环２ｍｉｎ），
最后过０．２２μｍ微孔滤膜以分离游离厚朴酚，即得ＭＡＧ－ＷＰＩ－
ＮＰｓ溶液。同法制备未载厚朴酚的空白ＷＰＩ－ＮＰｓ。
２．２　包封率、载药量的测定
２．２．１　包封率的测定　厚朴酚难溶于水，未包封的厚朴酚常
以游离药物的形式存在于纳米制剂中，故通过滤过的方式除去

游离厚朴酚。具体操作方法为取过膜前 ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ共
１００μＬ，加入９００μＬ甲醇超声３０ｍｉｎ破坏纳米粒，采用ＨＰＬＣ
测得的药物质量浓度为加入药物总量（Ｗｔ）；取过０．２２μｍ微
孔滤膜后的ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ溶液１００μＬ，同上法处理后测得
的质量浓度为被包封药物的量（Ｗｅ），包封率按下列公式求得。

包封率＝Ｗｅ／Ｗｔ
２．２．２　载药量的测定　将ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ溶液冷冻干燥成
粉末后，储存于干燥器中备用。取 ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ冻干粉
（Ｗ总）适量，加入甲醇超声破坏纳米粒，冷却后加甲醇定容，采
用ＨＰＬＣ测得的质量浓度为冻干粉中药物的量（Ｗ药），载药量
按下列公式求得。

载药量＝Ｗ药／Ｗ总
２．２．３　厚朴酚ＨＰＬＣ含量测定　（１）色谱条件：色谱柱为 Ｈｙ
ｐｅｒｓｉｌＧＯＬＤ５ＵＭ柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相为甲
醇－水－乙腈（５０∶２０∶３０）；检测波长２９４ｎｍ；柱温３０℃；进
样体积１０μＬ；保留时间１５ｍｉｎ；体积流量为１．０ｍＬ／ｍｉｎ。

（２）对照品溶液的制备：取厚朴酚对照品２．００ｍｇ，精密称
定，置于容量瓶中，用甲醇溶解并稀释至刻度线，摇匀，０．２２
μｍ微孔滤膜滤过，即得质量浓度为１ｍｇ／ｍＬ的厚朴酚对照品
母液。

（３）供试品溶液的制备：取 ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ溶液 １００
μＬ，加入９００μＬ甲醇超声３０ｍｉｎ以破坏纳米粒，过０．２２μｍ
微孔滤膜，即得供试品溶液，空白溶液同法制备。

（４）方法学考察：①专属性考察：分别取空白ＷＰＩ－ＮＰｓ供
试品溶液、ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ供试品溶液和厚朴酚对照品溶液
按２．２．３（１）项下色谱条件进行测定，色谱图见图１。结果空白
ＷＰＩ－ＮＰｓ供试品溶液未出现干扰峰，且厚朴酚色谱峰峰型良
好，供试品与对照品溶液出峰时间一致，表明该色谱方法专属

性良好。

②线性关系考察：精密吸取２．２．３（２）项下配制的对照品
溶液适量，用甲醇稀释配制成质量浓度分别为１０００、５００、２５０、
１２５、６２．５０、３１．２５、１５．６３μｇ／ｍＬ一系列对照品溶液，按２．２．３
（１）项下色谱条件进行测定，记录峰面积。以对照品溶液质量
浓度为横坐标（Ｘ），对应的峰面积为纵坐标（Ｙ），得厚朴酚线
性回归方程Ｙ＝１２５７８Ｘ－６５０２７，Ｒ２＝０．９９９１，表明厚朴酚在
１５．６３～１０００μｇ／ｍＬ线性关系良好。

③精密度实验：取质量浓度为１２５μｇ／ｍＬ的对照品溶液，
连续测定６次，厚朴酚峰面积的ＲＳＤ为０．０４％，表明仪器精密
度良好。

④重复性实验：按２．２．３（３）项下方法平行制得６份供试
品溶液，再按２．２．３（１）项下色谱条件进样分析，结果显示厚朴
酚质量分数的ＲＳＤ为０．０７％，表明该方法重复性良好。
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图１　空白ＷＰＩ－ＮＰｓ溶液（Ａ）、ＭＡＧ对照品溶液（Ｂ）
和ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ供试品溶液（Ｃ）的ＨＰＬＣ图

⑤稳定性实验：取２．２．３．４项下供试品溶液适量，在室温
下放置０、６、１２、２４、４８ｈ，按２．２．３．１项下色谱条件进样测定厚
朴酚含量，计算厚朴酚峰面积ＲＳＤ为０．１３％，结果显示供试品
溶液在４８ｈ内稳定性良好。

⑥加样回收率实验：取２．２．３（３）项下供试品溶液适量，分
别加入浓度为１５．６３、１２５、５００μｇ／ｍＬ厚朴酚对照品溶液，按
２．２．３（１）项下色谱条件进样测定，计算厚朴酚的加样回收率，
结果显示厚朴酚的平均回收率为９９．２６％，ＲＳＤ为０．５９％，可
见本实验回收率良好。

２．３　单因素实验考察ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ制备工艺
２．３．１　反溶剂／溶剂体积比　根据前期预实验结果，首先固定
分离乳清蛋白／厚朴酚投料比１０∶１，磁搅转速４００ｒ／ｍｉｎ、探超
（４５Ｗ、２ｍｉｎ）。考察反溶剂／溶剂体积比为４∶１、８∶１、１２∶１、
１６∶１、２０∶１时对ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ包封率和粒径的影响，结果
见表１。由表１可知，当反溶剂／溶剂体积比小于４∶１时，体系
中含有较大比例的乙醇，包封率较低；随着反溶剂／溶剂体积比
增加至８∶１及以上时，包封率显著增大；当反溶剂／溶剂比超
过１６∶１时，体系中较低的乙醇含量不能提供足够的去溶剂化
能，即无法较好地排出蛋白结合空腔中的水使更多的厚朴酚进

入其内，故包封率出现降低。本实验结果表明，反溶剂／溶剂体
积比对 ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ包封率影响较大，选择反溶剂／溶剂

体积比为８∶１～１６∶１进行后续Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计优化实验。
表１　反溶剂／溶剂体积比考察 （ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

反溶剂／溶剂体积比 包封率／（％） 粒径／（ｎｍ）

４∶１ ４７．０５±０．０６ ２４１．８６±０．０１
８∶１ ７６．３８±０．３２ ２４８．４３±０．０２
１２∶１ ８６．３８±０．０３ ２７４．３７±０．０１
１６∶１ ８１．９７±０．０２ ２８７．００±０．０２
２０∶１ ７８．９９±０．０１ ２８８．８７±０．０２

２．３．２　分离乳清蛋白／厚朴酚投料比　固定反溶剂／溶剂体积
比１２∶１、磁搅转速为４００ｒ／ｍｉｎ、探超（４５Ｗ、２ｍｉｎ）。考察分
离乳清蛋白／厚朴酚投料比为６∶１、８∶１、１０∶１、１２∶１、１４∶１对
ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ包封率和粒径的影响，结果见表２。随着分
离乳清蛋白／厚朴酚投料比不断增大，纳米粒包封率呈增加的
趋势，粒径无明显变化。当投料比为１２∶１～１６∶１时，纳米粒
包封率趋向平稳，包封率在９１．０１％ ～９２．５０％，但粒径逐渐变
大，同时考虑到乳清蛋白／厚朴酚投料比影响纳米粒的载药量，
故选择乳清蛋白／厚朴酚投料比为 １０∶１～１４∶１进行后续
Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计优化实验。

表２　分离乳清蛋白／厚朴酚投料比考察（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

分离乳清蛋白／厚朴酚投料比 包封率／（％） 粒径／（ｎｍ）

８∶１ ５３．６３±０．０３ ２４８．８０±０．０４
１０∶１ ５８．７３±０．００ ２７５．６３±０．０２
１２∶１ ９２．５０±０．０５ ２６０．５７±０．０３
１４∶１ ９２．６１±０．８９ ２９０．５７±０．０１
１６∶１ ９１．０１±０．０４ ３５９．９３±０．０３

２．３．３　探超时间　固定反溶剂／溶剂体积比１２∶１、分离乳清
蛋白／厚朴酚投料比１０∶１、磁搅转速４００ｒ／ｍｉｎ、探超功率为４５
Ｗ。考察探超时间０、１、３、５、７ｍｉｎ对ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ包封率
和粒径的影响，结果见表３。探超１ｍｉｎ与不超声相比，包封率
略降低，粒径因为超声强烈的剪切作用而变小；但探超３ｍｉｎ
时，较长的探超时间破坏了纳米体系的稳定性使药物泄漏，导

致包封率明显降低，故选择探超时间 ０～３ｍｉｎ进行进一步
优化。

表３　探超时间考察 （ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

探超时间／（ｍｉｎ） 包封率／（％） 粒径／（ｎｍ）

０ ９２．５３±０．０８ ３８０．８０±０．０９
１ ９９．６７±０．１１ ２７６．４３±０．０４
３ ９１．１５±０．０２ ２６２．５７±０．７１
５ ９１．２０±０．０８ ２３９．６０±０．０２
７ ９１．１１±０．０２ ２３９．２７±０．０１

２．３．４　磁搅转速　固定反溶剂／溶剂体积比１２∶１、分离乳清
蛋白／厚朴酚投料比１０∶１、探超（４５Ｗ、２ｍｉｎ）。考察磁搅转速
２００、４００、６００、８００ｒ·ｍｉｎ－１对ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ包封率和粒径
的影响，结果见表４。磁搅转速对包封率和粒径影响相对较
小，故选择磁搅速度为４００ｒ／ｍｉｎ。

表４　磁搅转速考察（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

磁搅转速／（ｒ／ｍｉｎ） 包封率／（％） 粒径／（ｎｍ）

２００ ９３．２１±０．０３ ２６９．９７±０．０１
４００ ９５．５１±０．０４ ２６２．５３±０．０５
６００ ９４．８４±０．０１ ２６３．４０±０．０５

２．３．５　超声功率　固定反溶剂／溶剂体积比１２∶１、分离乳清
蛋白／厚朴酚投料比１０∶１、磁搅转速４００ｒ／ｍｉｎ、探针超声时间
２ｍｉｎ。考察超声功率４５、９０、１８０Ｗ对ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ包封
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率和粒径的影响，结果见表５。超声功率在１０Ｗ时得到最优
包封率和粒径，故选择超声功率为１０Ｗ。

表５　超声功率考察 （ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

超声功率／（Ｗ） 包封率／（％） 粒径／（ｎｍ）

０ ９０．２８±０．０４ ２８１．２７±０．０３
１０ ９５．１９±０．０１ ２４０．２０±０．０２
３０ ９１．５８±０．０７ ２４７．００±０．０３
５０ ９０．８９±０．０８ ２７０．７３±０．０２

２．４　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计优化ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ制备工艺
２．４．１　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计试验　基于单因素试验结果，选择
对 ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ制备过程中影响较大的３个参数作为考
察因素，分别为反溶剂／溶剂体积比（Ｘ１）、分离乳清蛋白／厚朴
酚投料比（Ｘ２）和探超时间（Ｘ３），因单因素试验发现各因素对粒
径影响较小，且粒径均符合标准，故以包封率（Ｙ）作为评价指
标，每个因素设置３水平，以代码值表示：－１（低水平）、０（中水
平）、＋１（高水平）。因素与水平及试验安排与结果见表６。

表６　响应面试验因素水平

水平
因素

Ｘ１／（％） Ｘ２ Ｘ３／（％）

－１ ８ １０ ０
０ １２ １２ １
１ １６ １４ ３

２．４．２　回归模型建立及方差分析　经 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ１０拟合
后设计结果见表７，符合２次多项回归方程：Ｙ＝９７．８６－０．２８６
２Ａ－０．５２８７Ｂ＋１．８５Ｃ－０．２８００ＡＢ＋３．９５ＡＣ＋０．１０７５ＢＣ－
８．１４Ａ２＋１．９９Ｂ２－６．０９Ｃ２，其显著性检验结果见表８，结果显
示该模型Ｆ＝７０．４，Ｐ＜００００１（极显著），表明此方程的回归
模型拟合良好，具有统计学意义；且模型的变异系数为１．０２，
失拟项Ｐ＝００５１２＞０．０５（不显著），表明该模型具有较好实验
稳定性；决定系数和校正决定系数分别为０．９８９１、０．９７５０，表
明模型具有良好的拟合程度；以上数据表明，该模型可用于预

测和分析ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ的最佳制备工艺。
表７　Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计及结果

实验号 Ｘ１／（％） Ｘ２值 Ｘ３／（％） 包封率／（％）

１ ８ １２ １．５ ９２．２６
２ １６ １２ １．５ ９１．５１
３ ８ １６ １．５ ９２．４７
４ １６ １６ １．５ ９０．６０
５ ８ １４ ０ ８５．０３
６ １６ １４ ０ ７７．２９
７ ８ １４ ３．０ ８２．０６
８ １６ １４ ３．０ ９０．１３
９ １２ １２ ０ ９３．５１
１０ １２ １６ ０ ９１．５３
１１ １２ １２ ３．０ ９５．７７
１２ １２ １６ ３．０ ９４．２２
１３ １２ １４ １．５ ９８．５６
１４ １２ １４ １．５ ９７．５８
１５ １２ １４ １．５ ９８．２５
１６ １２ １４ １．５ ９７．３７
１７ １２ １４ １．５ ９７．５６

２．４．３　响应面优化与预测　根据拟合结果，绘制三维效应曲
线图，各因素交互作用的三维效应面图和二维等高线图如插页

ⅩⅩⅤ图２所示，其中固定１个因素，绘制另外２个因素的交互作
用对包封率的影响情况。响应面图能直观反映交互作用对响

应值的影响程度，由图中可知，反溶剂／溶剂体积比与探超时间
的响应面陡峭，表明二者对ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ包封率的影响明
显（Ｐ＜００５）。

表８　响应面二次回归模型的方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值 显著性

Ｍｏｄｅｌ ５５８．０４ ９ ６２．００ ７０．４ ＜０．０００１ 
Ａ－溶剂比 ０．６５５５ １ ０．６５５５ ０．７４４３ ０．４１６９
Ｂ－投药比 ２．２４ １ ２．２４ ２．５４ ０．１５５１
Ｃ－探超时间 ２７．４５ １ ２７．４５ ３１．１７ ０．０００８ 
ＡＢ ０．３１３６ １ ０．３１３６ ０．３５６１ ０．５６９５
ＡＣ ６２．４９ １ ６２．４９ ７０．９５ ＜０．０００１ 
ＢＣ ０．０４６２ １ ０．０４６２ ０．０５２５ ０．８２５３
Ａ２ ２７９．１２ １ ２７９．１２ ３１６．９２ ＜０．０００１ 
Ｂ２ １６．６４ １ １６．６４ １８．８９ ０．００３４ 
Ｃ２ １５６．３９ １ １５６．３９ １７７．５７ ＜０．０００１ 
残差 ６．１７ ７ ０．８８０７ 　
失拟项 ５．１１ ３ １．７０ ６．４９ ０．０５１２
净误差 １．０５ ４ ０．２６２６ 　
总和 ５６４．２１ １６ 　 　 　

　　注：Ｐ＜００１，差异有统计学意义；相关系数 Ｒ２为０．９８９１，调整复相关

系数Ｒ２ａｄｊ为０．９７５０，变异系数为１．０２％。

２．４．４　处方验证　根据软件预测得到最佳制备工艺为反溶
剂／溶剂体积比为１２∶１、分离乳清蛋白／厚朴酚投料比为１２∶
１、探超时间为１．５ｍｉｎ，平行制备３批 ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ，测定
最佳制备工艺条件下的３个批次的包封率、粒径和 ＰＤＩ，与预
测值相比较，计算实际值与预测值之间的偏差，结果见表９。３
个批次的平均相对偏差为０．９９％，可知实测值与预测值的结
果相近且验证实验的重复性较好，证明使用 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设
计－效应面法优化ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ制备工艺结果可靠。

偏差＝（实际值－预测值）／预测值
表９　处方的验证试验（ｎ＝３） 单位：％

批次 包封率 实测值 预测值 偏差

１ ９７．９２ ９８．５７±０．４６ ９８．９９ ０．９９％
２ ９８．９９
３ ９８．８０

２．５　ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ制剂表征
２．５．１　纳米粒形态观察　由插页ⅩⅩⅤ图３可知，优化后的纳米
粒外观澄清透明，微泛蓝光。使用 ＴＥＭ观察纳米粒的微观形
貌，用滴管吸取少量ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ并滴加于专用铜网上，
使用２．０％磷钨酸钠负染色，自然挥干后观察，ＴＥＭ图显示纳
米粒呈规则圆球状。

２．５．２　粒径、ζ电位的测定　按最优处方制备的 ＭＡＧ－
ＷＰＩ－ＮＰｓ，对其进行粒径和电位测定，结果见插页ⅩⅩⅥ图４、插
页ⅩⅩⅥ图５。平行３组实验后 ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ的平均粒径为
（２２７．３３±０．０２）ｎｍ；多分散指数 ＰＤＩ为（０．１３６９±０．２６）％；ζ
电位值为（－２３．６０±０．０２）ｍＶ。结果表明，优化后的纳米粒直
径在２００ｎｍ左右，且分布均一，体系带负电荷，呈现良好的稳
定性。

２．５．３　纳米粒红外光谱分析　采用傅里叶变换红外吸收光谱
仪（ｆｏｕｒｉｅｒｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｆｒａｒｅｄｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ，ＦＴＩＲ）进行红外光谱
表征［１４］，研究其红外吸收特性，扫描范围为５００～４５００ｃｍ－１。

０８
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记录数据，通过解析ＭＡＧ、ＷＰＩ、ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ以及ＭＡＧ－
ＷＰＩ复合物红外光谱的差异，判断厚朴酚是否成功负载在ＷＰＩ
上。结果如插页ⅩⅩⅥ图６，ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ与ＷＰＩ存在相似的
ＦＴＩＲ光谱，表明 ＷＰＩ和 ＭＡＧ之间没有形成新的共价键。
ＭＡＧ结构中存在酚羟基，在 ＦＴ－ＩＲ图中 ３１５３．５４ｃｍ－１和
１２３０．１６ｃｍ－１分别是 －ＯＨ和 Ｃ－Ｏ的伸缩振动峰，１６３６．５４
ｃｍ－１是苯环骨架Ｃ＝Ｃ的伸缩振动峰；ＷＰＩ主要成分有 α－乳
清白蛋白和β－乳球蛋白，ＦＴ－ＩＲ图中在３００３．１１ｃｍ－１处观
察到，由于脂族基团的Ｃ－Ｈ拉伸引起的几个特征峰，证实了
其存在；由于Ｏ－Ｈ键的伸缩，在３２００～３６００ｃｍ－１范围内的
ＷＰＩ光谱中出现了一个强峰，当 ＭＡＧ被包封到 ＷＰＩ后，
３２８８．６６ｃｍ－１处的这种 Ｏ－Ｈ拉伸振动略微移动到３２９１．２１
ｃｍ－１，这表明ＷＰＩ和ＭＡＧ之间形成了氢键；图中 Ｃ－Ｏ基团
的拉伸振动在１６００～１７００ｃｍ－１区域出现酰胺 Ｉ吸收带轨，并
且在添加ＭＡＧ后，该吸收带没有显著移动，同时随着 ＭＡＧ的
加入，１５００～１６００ｃｍ－１区域的酰胺Ⅱ吸收带从１５４１．５６移动
到１５３９．６６ｃｍ－１，表明ＷＰＩ和ＭＡＧ的Ｃ－Ｎ和Ｎ－Ｈ基团之
间存在相互作用，此外，还发现添加 ＭＡＧ后酰胺Ⅰ和Ⅱ带的
相对强度发生了变化，这表明ＷＰＩ和ＭＡＧ的结合之间可能存
在静电排斥或疏水相互作用，证明通过自组装形成了纳米粒。

综上，可以得出结论，纳米粒的成功制备是通过 ＭＡＧ和 ＷＰＩ
分子间的非共价作用力自组装形成。

２．５．４　储存稳定性　将 ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ分别置于室温２５
℃（３５ｄ）和冰箱４℃（３５ｄ）条件下，记录粒径和ＰＤＩ值随储存
时间的变化情况，结果见表１０。可知纳米粒在室温６ｄ内粒
径、ＰＤＩ几乎无变化，从第７天开始粒径和 ＰＤＩ的增长变化速
率明显加快但肉眼未见纳米粒团聚现象，到第７天开始出现不
溶性微粒。纳米粒在４℃冰箱内放置３５ｄ内粒径和 ＰＤＩ较
稳定。

表１０　ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ在室温（２５℃）和４℃条件下的
储存稳定性（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

ｔ／
（ｄ）

室温／２５℃

平均粒径 ＰＤＩ

ｔ／
（ｄ）

４℃

平均粒径 ＰＤＩ

０ ２２１．７７±０．３７ １０．１３±０．３２ ０ ２２６．６７±０．０１ １６．８３±０．２２
３ ２３３．５７±０．０２ ４．４７±１．１５ ７ ２５４．７０±０．０４ １９．４３±０．０９
６ ２５８．９３±０．０２ １２．４３±０．１３ １５ ２５９．７０±０．０１ １５．８７±０．２１
７ ３１０．３３±０．０４ ２１．７０±０．１８ ２５ ２５７．０３±０．０５ １７．７７±０．３１
３５ ３６７．３３±０．０８ ２５．１０±０．０６ ３５ ２６１．８３±０．０５ ２１．６０±０．１４

２．６　１，１－二苯基－２－三硝基苯肼（１，１－Ｄｉｐｈｅｎｙｌ－２－ｐｉｃ
ｒｙｌｈｙｄｒａｚｙｌ，ＤＰＰＨ）法测定ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ抗氧化活性

参考谢小丽等［１５］方法并根据实验稍作修改，称取３９．４ｍｇ
ＤＰＰＨ加入１０ｍＬ无水乙醇中，超声２ｍｉｎ使其完全溶解，制备
成１０ｍｍｏｌ／Ｌ的ＤＰＰＨ母液并避光密封保存于４℃冰箱。用
无水乙醇将 ＤＰＰＨ母液稀释成 ０．１ｍｍｏｌ／Ｌ，分别吸取 ２ｍＬ
０５、１、２、４、８、１６、３２ｍｇ／ｍＬ质量浓度的各样品溶液加入到２
ｍＬＤＰＰＨ溶液（０．１ｍｍｏｌ／Ｌ）中，充分混匀，室温避光静置３０
ｍｉｎ，采用紫外可见分光光度计在５１７ｎｍ处测定吸光值（Ａ１）。
以２ｍＬ无水乙醇替代样品溶液测定吸光度 Ａ０，再以２ｍＬ无
水乙醇替代 ＤＰＰＨ溶液并测定吸光度 Ａ２，以 Ｖｃ作为阳性对
照，每个质量浓度的各样品和对照均重复３次，取平均值。

ＤＰＰＨ自由基清除率按以下公式计算。
ＤＰＰＨ自由基清除率＝［１－（Ａ１－Ａ２）／Ａ０］×１００％
结果见图７，ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ有一定清除 ＤＰＰＨ自由基

的能力，在０～１ｍｇ／ｍＬ质量浓度范围内，ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ对
ＤＰＰＨ自由基清除能力均随着质量浓度的增加而提高，清除率
可达到８２．５８％，远高于游离药物，但低于ＶＣ。

图７　ＤＰＰＨ自由基清除能力

２．７　ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ抗大肠杆菌作用研究
２．７．１　牛津杯扩散法测ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ抑菌活性　活化大
肠杆菌并制成菌悬液，利用细胞计数板计算菌悬液浓度，并校

正至１０６ＣＦＵ／ｍＬ备用。在无菌条件下，用已灭菌的培养基制
成平板，待冷却凝固后，分别加入２００μＬ菌悬液，用无菌涂布
器涂布均匀，冷却干燥待用。设 ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ组（１ｍｇ／
ｍＬ）、ＭＡＧ组（１ｍｇ／ｍＬ），以去离子水为空白对照组。在制备
好的平板中均匀放置３只无菌牛津杯，每只加入对应组溶液
１００μＬ，每组平行３次，置于恒温培养箱中３７℃条件下培养２４
ｈ，测量记录抑菌圈直径大小。结果如插页ⅩⅩⅥ图 ８所示，
ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ（１ｍｇ／ｍＬ）抑菌圈直径为（１．９５±０．０１）ｃｍ，
ＭＡＧ（１ｍｇ／ｍＬ）抑菌圈直径为（１．４１±０．０１）ｃｍ，空白对照组
抑菌圈直径为（０．５±０．０１）ｃｍ，表明 ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ较游离
ＭＡＧ有明显抑菌效果。
２．７．２　ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ抗菌 ＭＩＣ值测定　参考周蕙祯
等［１６］并根据实验稍作修改，用试管２倍稀释法，测定 ＭＡＧ－
ＷＰＩ－ＮＰｓ对临床分离大肠杆菌的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）［１７］。
采用牛津杯抑菌法，方法同２．７．１，制备 ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ（１
ｍｇ／ｍＬ），２倍稀释，将载有不同浓度的 ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ溶液
１００μＬ，分别加入牛津杯中，置于恒温培养箱中３７℃条件下培养
２４ｈ，测定抑菌圈直径。结果表示，抑菌圈直径与ＭＡＧ－ＷＰＩ－
ＮＰｓ的质量浓度呈正相关，测得结果ＭＩＣ浓度为０．２５ｍｇ／ｍＬ。
３　讨论

厚朴的主要活性成分之一厚朴酚，是一种具有广泛药理活

性的多酚类化合物，研究表明厚朴酚可以抗菌［１８］、抗癌［１９］、抗

炎［２０］、抗氧化［２１］等，对神经［２２］、心血管［２３］和呼吸系统等［２４］均

有明显的药理作用，极具开发价值，但厚朴酚水溶性差、生物利

用度低等缺点严重限制了其临床应用［２５］。在本研究中，创新

性设计了一种新型自组装纳米粒，以期促进厚朴酚开发应用。

ＳＡＮ区别于普通纳米粒的突出优点是对疏水性药物包封率
高、药物泄漏少，能使难溶性药物的溶解度增加，且提高药物的

包封率和载药量［２６］。ＳＡＮ是在选择性溶剂中通过非共价键作
用，如氢键、范德华力以及弱离子键作用，自发缔结成热力学稳

定的纳米微粒。在体内环境中，ＳＡＮ拥有比其他微粒分散体
系更稳定，粒径更小、体内滞留时间更长等特点［２７］。在初步实

验中，选择了天然食品级自组装材料分离乳清蛋白（ＷＰＩ）作为
载体，ＷＰＩ是从蛋白质含量高于９０％的奶酪中获得的一种重
要副产品，其拥有良好的乳化性和优越的结构性能，已被广泛

用作包封的载体材料［２８］。
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在本研究中，采用去溶剂化法制备 ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ，利
用单因素考察结合 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计－效应面法成功优化了
其制备工艺参数，以期将ＭＡＧ更好包裹在ＷＰＩ中来提高其水
溶性和生物利用度。在体外药效研究发现，ＭＡＧ与 ＷＰＩ形成
的自组装纳米粒在抗氧化、抗大肠杆菌方面都具有明显的抑制

作用，且与游离 ＭＡＧ相比具有显著性差异，这可能与本研究
选用的ＷＰＩ载体有关，研究表明，多酚可以通过共价键和非共
价键与蛋白质相互作用，促进蛋白质之间的交联，从而改善其

抗菌、抗氧化等性能［２９］。ＷＰＩ还因其具有抗菌、抗炎和免疫调
节等广泛的药理活性［３０］可与厚朴酚起到协同增效作用。

ＮＥＡＧＵＣ等［３１］利用ＷＰＩ为载体制备了蛋白－多酚复合物，发
现多酚与 ＷＰＩ的主要结合力为疏水作用，且在自组装过程中
采用探针超声可以促进多酚进入 ＷＰＩ内部，使之结合更加紧
密，并表现出更好的抗氧化性和防降解能力。本实验响应面结

果中亦发现探超时间与溶剂比的交互因素突出；在 ＴＥＭ下观
察到ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ呈球形或类球形分布，证实了 ＭＡＧ与
ＷＰＩ自组装成功，此外图中观察到其外侧可能为双层结构，
ＭＡＧ可能经过层层扩散渗透，具有缓释效果和一定的防降解
能力；同时ＦＴ－ＩＲ数据证实了 ＭＡＧ和 ＷＰＩ的疏水作用，ＷＰＩ
内核通过疏水性相互作用在特定条件下形成具有 ｃｒｏｓｓ－β－
折叠结构的有序聚合物，以达增溶、提高生物利用度的目的，且

ＭＡＧ作为疏水化合物，通过强疏水相互作用与ＷＰＩ契合，从而
使纳米颗粒结构更加紧凑。

综上，本实验创新性将厚朴酚与分离乳清蛋白自组装，通

过单因素实验结合Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计－效应面法筛选制备了
一种绿色安全、无毒无害的 ＭＡＧ－ＷＰＩ－ＮＰｓ，制备简单、工艺
成熟，不仅解决厚朴酚溶解性差、生物利用度低的制剂难题，同

时与分离乳清蛋白载体相辅相成、协同增效，充分发挥厚朴酚

的治疗活性作用，在广泛应用治疗多种疾病上有巨大的应用前

景，为厚朴酚综合利用和临床应用开发奠定基础。
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Box -Behnken响应面优化厚朴酚-
分离乳清蛋白自组装纳米粒制备工艺及体外评价

（正文见 77 -82 页）

图 2　各因素对综合评分的效应面和等高线图

图 3　MAG-WPI -NPs的外观（A）和 TEM图（B ×20 000）



第 43 卷　第 9 期
2 0 2 5 年 9 月

中　华　中　医　药　学　刊
CHINESE　ARCHIVES　OF　TRADITIONAL　CHINESE　MEDICINE

Vol.43 No.9
Sep.2 0 2 5

ⅩⅩⅥ

图 4　MAG-WPI -NPs 粒径图 图 5　MAG-WPI -NPs ζ电位图

图 6　MAG-WPI -NPs的 FT -IR图

A.空白对照组 B.MAG（1 mg/mL）组 C.MAG-WPI -NPs（1 mg/mL）组
图 8　牛津杯抑菌法抗菌能力


