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环孢素 Ａ白蛋白纳米粒的制备、体外释放及
大鼠药代动力学评价
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摘　要　以人血白蛋白为载体，制备环孢素 Ａ白蛋白纳米粒（ＣｙＡＨＳＡ），考察其包封率、载药量、粒径、Ｚｅｔａ电位、
ｐＨ、渗透压、形态、稀释稳定性等理化性质，并以透析法研究其体外释药特性。结果表明，所制得的ＣｙＡＨＳＡ纳米粒载药
量为１４７％，包封率为 ８５８％，动态光散射法测定其粒径为 ２４０５ｎｍ，Ｚｅｔａ电位为 －３２０ｍＶ，ｐＨ为 ７０，渗透压为
３１４７ｍＯｓｍｏｌ／ｋｇ。透射电镜照片表明该纳米体系为规整的球形结构。ＣｙＡＨＳＡ纳米制剂比市售环孢素Ａ注射剂（山地
明）具有更优越的稀释稳定性，且二者皆具有缓释特性，并呈现零级释药特征。ＣｙＡＨＳＡ和山地明注射剂同剂量（７ｍｇ／
ｋｇ）静脉注射后，二者体内过程均符合二房室模型，与山地明注射剂相比，ＣｙＡＨＳＡ的药物清除率和药物从中央室的消除
速率常数ｋ１０均有显著下降，ＡＵＣ显著提高（Ｐ＜００５）。ＨＳＡ纳米粒能够高效负载 ＣｙＡ，同时克服了山地明注射剂中增
溶剂（聚氧乙烯蓖麻油）的不良反应，有望开发成为环孢素的新一代制剂。
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　　第３代高效免疫抑制剂环孢素 Ａ（ＣｙＡ）是一
种从丝状真菌培养液中分离出的由１１个氨基酸残
基组成的环肽，主要用于器官移植或组织移植后排

异反应的防治和自身免疫性疾病的治疗［１］。由于

其水中溶解度小于７３μｇ／ｍＬ，目前临床使用的环
孢素Ａ注射剂（山地明）处方中采用６５％以上的聚
氧乙烯蓖麻油（ＣｒｅｍｏｐｈｏｒＥＬ）作为增溶剂，而此
辅料易导致超敏反应和肝肾毒性等［２］。因此，开

发不含ＣｒｅｍｏｐｈｏｒＥＬ的环孢素Ａ注射制剂具有重
要意义。

人清血白蛋白（ＨＳＡ）是人血浆中最丰富的蛋
白质，具有化学性能稳定、免疫原性小、生物相容性

好、体内半衰期长等特点［３］，且由于其多肽链上带

有较多极性基团及疏水性氨基酸，对７０％小分子
药物、特别是难溶性药物具有高度的亲和力，且可

发生可逆结合［４］，因此，人清血白蛋白作为药物载

体材料受到日益关注。然而目前报道的白蛋白纳

米粒或微粒的制备方法主要有：乳化凝聚法、去溶

剂化法、ｐＨ凝聚法等［５］，但存在使用大量油相或

有机溶剂、需要化学交联剂或加热变性固化、仅适

合水溶性药物包封递送等缺陷。

药物结合白蛋白纳米（ｎａｂ）技术由美国生命
科学公司开发，主要以白蛋白为载体材料，实现水

难溶性且具有高蛋白结合率药物的递送［６］。目

前，紫杉醇结合白蛋白纳米粒（Ａｂｒａｘａｎｅ）已获得
ＦＤＡ批准上市［７］。本研究参照 ｎａｂ技术开发了
ＣｙＡ的白蛋白纳米粒，并以山地明注射剂为对照，
考察了其理化性质及大鼠药代动力学行为。

"

　材　料

１１　药品与试剂
环孢素Ａ（纯度＞９８％，台山市化学制药有限公

司）；环孢素Ｄ（ＣｙＤ，纯度９９％，福建科瑞药业有限
公司）；人血清白蛋白注射液（２０％，奥地利 Ｂａｘｔｅｒ
ＡＧ公司）；山地明注射剂（本实验室自制，每毫升
含ＣｙＡ５０ｍｇ，ＣｒｅｍｏｐｈｏｒＥＬ６５０ｍｇ，３２９％无水乙
醇，适量氮气）；乙腈、甲醇（色谱纯，江苏汉邦科技

有限公司）；５％葡萄糖注射液（山东华鲁制药有限
公司）；肝素钠（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；其他试剂均为
市售分析纯；实验用水为双蒸水。

１２　仪　器
Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ３０００ＨＳ粒径仪（英国Ｍａｌｖｅｒｎ公司）；

ｐＨＳ２５Ｂ型数字酸度计（上海大普仪器有限公司）；
ＳＭＣ３０渗透压摩尔浓度测定仪（天津天河医疗仪器
有限公司）；Ｈ７０００透射电子显微镜（日本日立公
司）；ＬＣ２０１０Ｃ高效液相色谱仪（日本岛津公司）；
ＦＡ２００４型电子天平（上海精密仪器厂）。
１３　动　物

健康ＳＤ雄性大鼠，体重（２２０±３０）ｇ，南京市
江宁区青龙山动物繁殖场提供，动物合格证号：

ＳＣＸＫ（苏）２００９０００１。

#

　方　法

２１　ＣｙＡＨＳＡ纳米粒冻干粉的制备
将人血白蛋白注射液以水稀释至５ｍｇ／ｍＬ，量

取１０ｍＬ，逐滴滴加 ＣｙＡ的乙醇溶液（４０ｍｇ／ｍＬ）
２５０μＬ，冰浴下探头超声３０ｍｉｎ，双蒸水透析过夜，
０８μｍ滤膜过滤，即得载药纳米粒溶液，－２００℃
低温冰箱放置预冻２４ｈ后，冷冻干燥２４ｈ即得下
纳米粒冻干粉。

２２　包封率和载药量测定
采用 ＲＰＨＰＬＣ法测定纳米粒溶液 ＣｙＡ含

量［８］。色谱条件：色谱柱为 ＨｅｄｒａＯＤＳ２Ｃ１８
（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），流动相为甲醇水
（９０∶１０），流速为１ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为６０℃，检测波
长为２０６ｎｍ，进样量为 ２０μＬ。ＣｙＡ标准溶液在
０１～２０μｇ／ｍＬ的范围内线性良好，标准曲线为：
Ａ＝４０６２×１０３ｃ－２５３３×１０３（ｒ＝０９９９９）。精
密称取载药纳米粒冻干粉１０ｍｇ，以５％葡萄糖水
溶液复溶，精密量取 ＣｙＡＨＳＡ纳米混悬液５０μＬ
至１０ｍＬ量瓶，甲醇稀释定容至刻度，测定 ＣｙＡ含
量，按下列公式计算包封率和载药量。包封率

（ＥＥ，％）＝载入胶束的药物量／投药量×１００，载药
量（ＤＬ，％）＝载入胶束的药物量／载药胶束量×１００。

由于ＣｙＡ在水介质中溶解度非常低，和载入
纳米粒的药物量（＞２ｍｇ／ｍＬ）相比可以忽略不计。
因此纳米粒水溶液中的游离 ＣｙＡ含量在计算包封
率和载药量时未加考虑。

２３　粒径、Ｚｅｔａ电位、ｐＨ及渗透压的测定
ＣｙＡＨＳＡ纳米粒冻干粉以５％葡萄糖溶液稀

释至药物质量浓度为 ０５ｍｇ／ｍＬ，测定其粒径、
Ｚｅｔａ电位、ｐＨ及渗透压。
２４　形态学研究

取ＣｙＡＨＳＡ纳米粒冻干粉，以 ５％葡萄糖溶

０４２
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液复溶稀释至药物质量浓度０５ｍｇ／ｍＬ，磷钨酸负
染法染色，透射电镜观察形态。

２５　稀释稳定性考察
称取一定量的ＣｙＡＨＳＡ冻干粉末及山地明注

射剂，以５％葡萄糖溶液复溶稀释至ＣｙＡ质量浓度
分别为０５，１，１５，２ｍｇ／ｍＬ，于室温放置，不同时
间点取复溶溶液适量，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，目
测离心管底部有无沉淀，并精密吸取上清液

５０μＬ，甲醇稀释至一定浓度，照“２２”项下方法测
定 ＣｙＡ含量，并以 ０ｈ时溶液中 ＣｙＡ含量为
１００％，计算各时间点纳米粒稀释液中 ＣｙＡ的百分
含量，以药物浓度降低幅度超过５％认为纳米溶液
发生明显不稳定现象。

２６　体外释放实验
采用溶剂置换法考察 ＣｙＡＨＳＡ的体外释放

动力学。具体操作为：精密称取 ＣｙＡＨＳＡ冻干
品，５％葡萄糖溶液溶解稀释至 ＣｙＡ质量浓度为
０５ｍｇ／ｍＬ，取１ｍＬ置于预先在释放介质中平衡
１２ｈ的透析袋内（ＭＷＣＯ＝７０００），两端扎紧后，置
盛有ｐＨ７４ＰＢＳ释放介质１００ｍＬ的烧杯中，在水
浴恒温振荡器转速８０～１００ｒ／ｍｉｎ和（３７±０５）℃
下进行实验。于设定时间点取样，最后用 ＰＢＳ（ｐＨ
７４）１００ｍＬ彻底更换透析袋外的释放液。精密
量取释放溶液５ｍＬ于西林瓶冻干，用甲醇１ｍＬ涡
旋提取３ｍｉｎ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液
按“２２”项下色谱条件下测定ＣｙＡ的浓度，以各点
累积释放百分率的平均值对时间绘制释放曲线。

２７大鼠体内药代动力学研究
２７１　全血样品处理　在１０ｍＬ具塞玻璃离心管
中加入相同质量浓度（６０μｇ／ｍＬ）、相同体积
（５０μＬ）的环孢素 Ｄ内标液，挥干后精密移取
５００μＬ全血置离心管中，涡旋１ｍｉｎ混匀，加入氢氧
化钠溶液（０１ｍｏｌ／Ｌ）０５ｍＬ，涡旋３ｍｉｎ；加入乙醚
５ｍＬ，涡旋５ｍｉｎ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；取乙醚层
４ｍＬ于５０℃水浴挥干；再次加入乙醚１ｍＬ，涡旋
２ｍｉｎ，５０℃水浴挥干；残渣用甲醇 １００μＬ和
２５ｍｍｏｌ／ＬＨＣｌ的混合溶液（１∶１）复溶，涡旋２ｍｉｎ，
然后加入正己烷０４ｍＬ，涡旋１ｍｉｎ，３５００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ，取下层２０μＬ进样，进行ＨＰＬＣ色谱分析。
２７２　方法学考察　色谱条件与“２２”项大致相
同，流动相改为乙腈甲醇水（５７∶２５∶１８）。取大鼠
空白全血０５ｍＬ，加入 ＣｙＡ甲醇标准溶液及环孢

素内标液内标各２０μＬ，涡旋３０ｓ后，其余按样品
预处理及测定方法进行操作，记录样品峰与内标峰

的峰面积Ａｓ、Ａｉ和峰面积之比（Ｒ＝Ａｓ／Ａｉ），对全血
ＣｙＡ浓度进行线性回归，得全血样品的回归方程
Ｒ＝２９０８×１０－１ｃ＋００２，在０２～１２０μｇ／ｍＬ范围
内线性良好，相关系数ｒ２＝０９９９６，生物样品的萃取
回收率大于７５％，最低检测限为００６２５μｇ／ｍＬ，方
法回收率（９９７±２１）％，日内精密度小于５３％，
日间精密度小于８２％。
２７３　给药方法　选取ＳＤ大鼠１２只，禁食１２ｈ，
自由饮水，随机分成２组，每组雌雄各半，按给药剂
量７ｍｇ／ｋｇ各组分别尾静脉注射ＣｙＡＨＳＡ和山地
明注射剂（药物浓度均为１ｍｇ／ｍＬ），给药后分别
于５，１０，２０，４０ｍｉｎ，１，２，４，８，１２，２４，３６ｈ时间点于
眼底静脉丛取血。全血置于肝素钠试管中，按样品

预处理及测定方法进行操作，记录Ａｓ和Ａｉ，计算大
鼠全血在不同时间的药物浓度。

２７４　数据处理　根据 ＣｙＡＨＳＡ和山地明注射
剂在大鼠全血中 ＣｙＡ浓度，采用药代动力学软件
Ｗｉｎｎｏｎｌｉｎ５１计算药代动力学参数。各参数之间
采用统计学软件 ＳＰＳＳ１５０进行 ｔ检验，分析差
异性。

!

　结果与讨论

３１　环孢素Ａ白蛋白纳米粒冻干粉的制备
制备的环孢素 Ａ白蛋白纳米粒溶液通过冻干

复溶，载药量达（１４７±０１）％，包封率达（８５８±
５７）％，且制备工艺简单，避免油相、表面活性剂及
化学交联剂的加入，大大提高了制剂产品的安全性。

其负载药物原理可能是由于在高剪切条件下，白蛋

白产生的氧化巯基残基相互交联形成新的二硫化

键，从而形成包裹有药物的稳定的白蛋白纳米粒［９］。

３２　粒径、Ｚｅｔａ电位、ｐＨ值及渗透压值测定
ＣｙＡＨＳＡ纳米粒粒径为（２４０５±３１）ｎｍ，多

分散系数为０１４１±００１４，表明其粒径大小符合
２０１０年版《中华人民共和国药典》静脉注射制剂要
求，且分布较为均匀。

ＣｙＡＨＳＡ纳米粒 Ｚｅｔａ电位为 －（３２０±
０６）ｍＶ，这可能是由于带负电荷的白蛋白分子
包裹于纳米粒子表面，使其纳米粒表面带负电。

一般而言，当 Ｚｅｔａ电位的绝对值大于３０ｍＶ时，
纳米粒间存在较大的排斥力，而有利于纳米溶液

１４２
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的稳定并促使纳米粒粒径大小均一［１０］。ＣｙＡ
ＨＳＡ纳米粒较大的 Ｚｅｔａ电势绝对值预示其可能
具有良好的物理稳定性。

ＣｙＡＨＳＡ纳米粒溶液 ｐＨ为７０±０１时，渗
透压为（３１４７±１５）ｍＯｓｍｏｌ／ｋｇ，接近人体正常的
体液渗透压（３００～３４０ｍＯｓｍｏｌ／ｋｇ），均符合人体
静脉给药要求。

３３　形态学考察
透射电镜图见图１。ＣｙＡＨＳＡ纳米粒为规则

球形结构，粒径分布均匀，大约为 ２００ｎｍ，小于动
态光散射实验所得到的载药纳米粒在溶液中的粒

径（２４０ｎｍ）。这可能是由于 ＴＥＭ样品制备过程
中的干燥过程引起纳米粒表面的塌陷所致。

Ｆｉｇｕｒｅ１ＴＥＭｉｍａｇｅｏｆｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅＡｌｏａｄｅｄｈｕｍａｎｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ
（ＣｙＡＨＳＡ）ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

３４　稀释稳定性考察
由于目前环孢素Ａ注射剂（山地明）在临床上

主要用输液介质生理盐水或者５％葡萄糖按１∶２０
或１∶１００比例稀释后静脉滴注（即质量浓度为０５
～２５ｍｇ／ｍＬ），因此本研究以５％葡萄糖溶液为稀
释介质，考察了ＣｙＡＨＳＡ纳米溶液药物质量浓度分
别为０５，１０，１５，２０ｍｇ／ｍＬ时的稳定性（２５℃）。
结果显示，ＣｙＡＨＳＡ冻干品复溶溶液稳定性随着
质量浓度降低，稳定性显著延长，质量浓度为

０５ｍｇ／ｍＬ时稳定长达７ｄ（表１），远远高于市售制
剂，能够满足临床静脉滴注注射剂稳定性的要求。

Ｔａｂｌｅ１ＤｉｌｕｔｉｏｎｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＣｙＡＨＳＡａｎｄＳａｎｄｉｍｍｕｎｅｉｎ５％ｄｅｘｔｒｏｓｅ

ｃ（ＣｙＡＨＳＡ）／
（ｍｇ／ｍＬ）

Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ／ｄ
ＣｙＡＨＳＡ Ｓａｎｄｉｍｍｕｎｅ

２０ ３ ２
１５ ４ ２
１０ ５５ ３
０５ ７ ４

３５　体外释放实验
ＣｙＡ难溶于水，漏槽虽然可以通过有机溶剂、

表面活性剂等增加其溶解度，但该类添加剂本身可

能对药物的释放动力学和递药载体的稳定性存在

潜在的影响［１１］。本研究采用整体溶剂置换法以满

足释放所需的漏槽条件。经检测，ＣｙＡ在 ＰＢＳ（ｐＨ
７４）中饱和溶解度为（２４３±０１８）μｇ／ｍＬ，在整
个释放过程中，ＣｙＡ质量浓度始终保持在００３～
０７７μｇ／ｍＬ之间，小于其在释放介质中的饱和溶
解度的１／３，即ＣｙＡ从白蛋白纳米粒中的释放满足
漏槽条件，药物的释放不受释放介质中药物浓度的

影响。但释放介质中药物浓度较低，测定有一定的

难度。故本文采用先冻干再用少量有机溶剂溶解

环孢素Ａ从而解决难以测定的问题。
ＣｙＡＨＳＡ纳米粒和市售制剂的累积释放曲线

如图２所示。ＣｙＡＨＳＡ纳米粒在释药初期没有明
显的突释现象，表明药物并没有吸附在纳米粒表

面，而是完全包裹于纳米粒中。ＣｙＡＨＳＡ纳米粒
释药速度略快于山地明注射剂，２４ｈ累积释药量
分别为２３９％和１８５％（Ｐ＜００５）。由于山地明
注射液３７℃在３６ｈ出现明显的沉淀物，因此体外
释放仅考察了２４ｈ，而ＣｙＡＨＳＡ纳米粒在３７℃较
为稳定，因此体外释放考察了１４４ｈ。ＣｙＡＨＳＡ纳
米粒在９６ｈ前药物基本以相对恒定速度释放，９６ｈ
以后药物的释放速度逐渐减小，表现为释放曲线的

后段逐渐趋于平缓。

—●—ＣｙＡＨＳＡ；—○—Ｓａｎｄｉｍｍｕｎｅ
Ｆｉｇｕｒｅ２　ＣｕｍｕｌａｔｉｖｅｒｅｌｅａｓｅｏｆＣｙＡｆｒｏｍｔｈｅＣｙＡｌｏａｄｅｄＨＳＡｎａｎｏｐ
ａｒｔｉｃｌｅｓａｎｄＳａｎｄｉｍｍｕｎｅａｔ３７°Ｃ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

３６　大鼠体内药代动力学研究
由于ＣｙＡ在红细胞、粒细胞及淋巴细胞中分

布较多［１２］。因此，本研究测定全血样品中 ＣｙＡ的
浓度来评价 ＣｙＡ制剂的大鼠血液药代动力学行

２４２
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为。大鼠全血药物浓度时间曲线如图３所示。

—●—ＣｙＡＨＳＡ；—○—Ｓａｎｄｉｍｍｕｎｅ
Ｆｉｇｕｒｅ３　ＷｈｏｌｅｂｌｏｏｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｉｍｅｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆＣｙＡａｆｔｅｒｉｎｔｒａｖｅ
ｎｏｕｓｌｙａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＣｙＡｌｏａｄｅｄＨＳＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓａｎｄＳａｎｄｉｍ
ｍｕｎｅｔｏｒａｔｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

使用Ｗｉｎｎｏｎｌｉｎ５１药代动力学软件对大鼠体
内的药代动力学数据按二室模型进行分析，药代动

力学参数如表 ２所示。与山地明相比，ＣｙＡＨＳＡ
在大鼠体内的ＡＵＣ０∞有显著提高（Ｐ＜００５），ＡＵＣ
升高的原因为ＣｙＡ经ＨＳＡ包载后，ＣｙＡ清除率ＣＬ
和药物从中央室的消除速率常数ｋ１０均有显著下降
（Ｐ＜００５），从而提高了ＣｙＡ的利用率。

Ｔａｂｌｅ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｍｅａｎｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆＣｙＡ
ｆｒｏｍＣｙＡＨＳＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓａｎｄＳａｎｄｉｍｍｕｎｅａｆｔｅｒａｓｉｎｇｌｅ７ｍｇ／ｋｇｉｖ
ｄｏｓｅｉｎｒａｔｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ｐａｒａｍｅｔｅｒ ＣｙＡＨＳＡ Ｓａｎｄｉｍｍｕｎｅ
ｋ１０／（１／ｈ） ００７±００１ ００９±００１
ｋ１２／（１／ｈ） ０２８±０１４ ０４３±０１１
ｋ２１／（１／ｈ） ０３４±０２４ ０２９±００７
ＣＬ／（Ｌ／ｋｇ／ｈ） ００９±００１ ０１２±０００
ＡＵＣ０ｔ／（ｍｇ／Ｌ·ｈ） ５４０７±３４２ ４０８８±１４９
ＡＵＣ０∞／（ｍｇ／Ｌ·ｈ） ７５２１±７６３ ５６７８±１８９

Ｐ＜００５ｖｓＳａｎｄｉｍｍｕｎｅ

$

　结　论

本研究以白蛋白为载体材料成功制备了 ＣｙＡ
的新型纳米制剂，该制剂具有较高的载药量、包封

率及优越的稀释稳定性和缓释能力，大鼠药代动力

学结果表明与市售山地明注射剂相比，ＣｙＡＨＳＡ
纳米粒ＡＵＣ显著提高，且该制剂由于避免表面活
性剂ＣｒｅｍｏｐｈｏｒＥＬ所带来的毒性与变态反应而具

有更高的安全性。该产品有望成为一种新的山地

明替代用品。
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