
学 报
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　２０１９，５０（３）：３０８－３１６

　收稿日期　２０１９０３０７　　通信作者　Ｔｅｌ：０５１０－８５１９７７６９　Ｅｍａｉｌ：ｚｉｇｇｙｙａｎｇ＠１６３ｃｏｍ

基金项目　国家自然科学基金资助项目（Ｎｏ８１６０３０６０）；江苏高校品牌专业建设工程资助项目（ＮｏＰＰＺＹ２０１５Ｂ１４６）
＃林霞，李娜对本论文的贡献相同

口服胰岛素肠溶聚合物脂质杂化纳米粒的制备与评价
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摘　要　为了提高胰岛素的口服生物利用度，本研究以聚乙二醇聚乳酸共聚物（ＰＥＧＰＬＡ）为高分子载体材料、磷脂ｓ７５为
脂质材料、ＥｕｄｒａｇｉｔＬ１００为肠溶材料制备口服胰岛素肠溶聚合物脂质杂化纳米粒（ＩＮＳＮＰｓＬ１００），并对其体内外性能进行
评价。采用Ｗ／Ｏ／Ｗ复乳溶剂挥发法制备胰岛素聚合物脂质杂化纳米粒（ＩＮＳＮＰｓ），以包封率、粒径和释药行为为评价指
标，采用单因素法对处方进行优化；将最优 ＩＮＳＮＰｓ与肠溶材料 Ｅｕｄｒａｇｉｔ Ｌ１００混合制备成 ＩＮＳＮＰｓＬ１００，并对其形态、体
外释放及健康大鼠灌胃后的降血糖作用进行评价。以最优处方制备的 ＩＮＳＮＰｓ包封率为（６２１８±４５１）％，平均粒径为
（２２５２±９４３）ｎｍ，多分散系数为０１９１±００６８，Ｚｅｔａ电位为 －（１４８４±１２６）ｍＶ。包裹肠溶材料后所制备的 ＩＮＳＮＰｓ
Ｌ１００，在ｐＨ１０盐酸溶液中２ｈ累积释放量为８０１％，在ｐＨ６８的磷酸盐缓冲液中６ｈ累积释放量为６７３１％。将所制备
的ＩＮＳＮＰｓＬ１００经口给予健康大鼠（３８ＩＵ／ｋｇ）后，具有明显的持续降血糖作用，３５ｈ时血糖浓度可降至初始值的７６％。
实验结果表明，本研究所制备的ＩＮＳＮＰｓＬ１００可有效减缓胰岛素在胃液中的释放速度，提高蛋白在胃肠道中的稳定性，为
多肽、蛋白类药物口服给药提供了新的研究思路。
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　　糖尿病已成为目前全球最严重的健康问题之
一，根据国际糖尿病联合会的数据，全球成年糖尿

病患者人数在 ２０１７年已经达到 ４２５亿，预计到
２０４５年将达到６２９亿。而中国是糖尿病患者最
多的国家，约有 １１４亿糖尿病患者［１］。胰岛素

（ＩＮＳ）是一种广泛应用于糖尿病患者的生物大分
子药物，其半衰期短，脂溶差，不易穿透生物膜，长

期以来一直以注射给药为主。这种给药方式不仅

顺应性差，还会出现一些不良反应（如耐药和注射

部位炎症、硬结等）［２］。

为此，许多国内外学者致力于ＩＮＳ非注射剂型
的研究与应用，如口服制剂、鼻用制剂、肺部给药系

统等［３－６］。自诺和诺德公司宣布放弃口服胰岛素

研发后，目前仅有 Ｄｉａｓｏｍｅ公司的 ＨＤＶＩ和
Ｏｒａｍｅｄ公司的 ＯＲＭＤ０８０１胰岛素胶囊进入Ⅲ期
临床试验［７－８］。目前，关于胰岛素口服给药系统的

研究主要集中于脂质体、纳米粒、胶囊、微球、乳剂

等［９］。其中，纳米粒作为蛋白多肽类药物的口服

给药载体时，由于其不仅能防止药物被消化道内的

强酸和消化酶降解，而且在肠道中纳米粒可以以整

体形式被Ｐｅｙｅｒ淋巴结上的Ｍ细胞吞噬，通过肠黏
膜上的淋巴系统吸收，或者通过细胞间通道吸

收［１０］，已成为胰岛素口服给药系统的研究热点之

一。近年来，研究发现将胰岛素包载于聚合物脂
质杂化纳米粒中，可有效控制药物释放，且可获得

较高的包封率［１０］。Ｓｕｎ等［１１］以胰岛素油酸钠复
合物和聚乳酸羟基乙酸共聚物（ＰＬＧＡ）制备的纳
米粒口服生物利用度为３７７％。但当以亲水性载
体材料制备纳米粒时，载体易溶解于组织液中，无

法控制蛋白药物在胃肠道中缓慢释放；以疏水性材

料为载体时，由于胰岛素的高度亲水性，二者相容

性差、包封率低，且很容易引起突释，仍无法控制药

物在胃肠道中缓慢释放［１２］。因此，研究一种可在

胃肠道中稳定缓慢释放并有效吸收的口服胰岛素

制剂仍是目前多肽蛋白药物口服给药系统亟需解

决的问题。

本研究拟以两亲性高分子载体ＰＥＧＰＬＡ为聚
合物载体材料，以磷脂 ｓ７５为脂质材料、制备胰岛
素聚合物脂质杂化纳米粒（ＩＮＳＮＰｓ），再将 ＩＮＳ
ＮＰｓ与肠溶材料ＥｕｄｒａｇｉｔＬ１００混合，制备胰岛素口
服肠溶聚合物脂质杂化纳米粒（ＩＮＳＮＰｓＬ１００）；以
包封率、粒径和体外释放为评价指标进行处方优

化，并对最优处方进行健康大鼠降血糖作用评价，

旨在探索出一种在胃肠道中可缓慢释放、生物利用

度较高的胰岛素口服给药系统，为口服胰岛素提供

新的研究思路。

!

　材　料

１１　药品与试剂
胰岛素（ｉｎｓｕｌｉｎ，ＩＮＳ，江苏万邦生化医药有限公

司，效价２７ＩＵ／ｍｇ，批号１８０６Ａ１１）；胆酸钠（ｓｏｄｉｕｍ
ｃｈｏｌａｔｅ，ＳＣ，上海阿拉丁生化科技股份有限公司）；单
甲氧基聚乙二醇聚乳酸共聚物（ｍＰＥＧ５０００
ＰＬＡ１４８０８，ＰＥＧＰＬＡ，山东济南岱罡生物科技有限公
司）；单、双硬脂酸甘油酯（ｇｅｏｌｅｏｌｍｏｎｏａｎｄｄｉｇｌｙｃｅｒ
ｉｄｅｓＮＦ，ＧＭＤ，批号１５８６６１法国Ｇａｔｔｅｆｏｓｓｅ公司）；磷
脂ｓ７５（德国Ｌｉｐｏｉｄ公司）；泊洛沙姆１８８（Ｐｏｌｏｘａｍｅｒ
１８８，德国巴斯夫公司）；聚丙烯酸树脂 Ｌ１００（Ｅｕｄ
ｒａｇｉｔ Ｌ１００，德国Ｅｖｏｎｉｋ公司）；邻苯二甲酸羟丙甲
基纤维素酯５５（ＨＰ５５，信越化学工业株式会社）；胃
蛋白酶和胰酶（上海麦克林生化科技有限公司）；乙

腈为色谱纯，其他试剂均为市售分析纯。

１２　仪　器
高效液相色谱系统（Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０，美国安捷伦

公司）；ＪＹ９２Ⅱ型超声波细胞粉碎机（宁波新芝生
物科技股份有限公司）；Ｔ１８高速剪切分散机（德国
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ＩＫＡ公司）；超速冷冻离心机（天美科学仪器有限
公司）；ＳＵ１５１０扫描电子显微镜（日本日立株式会
社）；ＮＩＣＯＭＰＴＭ ３８０ＺＬＳ动态光散射粒度测定仪
（美国ＰＳＳ公司）；冷冻干燥机（北京四环科学仪器
厂有限公司）；ＭＸＳ涡旋仪（美国 Ｓｃｉｌｏｇｅｘ公司）；
ＢＳＡ２４Ｓ电子天平（德国赛多利斯公司）；ｐＨ计（瑞
士ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）；血糖仪（三诺生物传感股
份有限公司）。

１３　动　物
ＳＰＦ雄性 ＳＤ大鼠，（２５０±２０）ｇ，购于昭衍

（苏州）新药研究中心有限公司，动物生产许可证

号 ＳＣＸＫ（苏）２０１８０００６，动物质量合格证编号
Ｎｏ．２０１８０６７３０， 伦 理 审 核 编 号 ＪＮ．
Ｎｏ２０１８０４３０Ｓ０２５０５３１［７１］。

&

　方　法

２１　胰岛素经口肠溶聚合物脂质杂化纳米粒
（ＩＮＳＮＰｓＬ１００）的制备
２１１　胰岛素聚合物脂质杂化纳米粒（ＩＮＳＮＰｓ）
的制备　采用 Ｗ／Ｏ／Ｗ复乳溶剂挥发法制备 ＩＮＳ
ＮＰｓ。称取适量胰岛素和胆酸钠，溶解于００１ｍｏｌ／Ｌ
盐酸溶液作为内水相。精密称取适量 ＰＥＧＰＬＡ和
脂质超声溶解于乙酸乙酯中作为油相。另配制

１％ Ｐｏｌｏｘａｍｅｒ１８８水溶液作为外水相。将内水相
边涡旋边注入油相中，涡旋０５ｍｉｎ，然后冰水浴探
针式超声３ｍｉｎ，功率４０％，形成Ｗ／Ｏ初乳。再将
初乳在高速搅拌下注入外水相中，８０００ｒ／ｍｉｎ搅
拌０５ｍｉｎ，然后常温水浴探针式超声６ｍｉｎ，超声
功率６０％，形成 Ｗ／Ｏ／Ｗ的复乳。３７℃下将所得
复乳减压旋转蒸发至乙酸乙酯挥发完全，即得胰岛

素聚合物脂质杂化纳米粒 （ＩＮＳＮＰｓ）。
２１２　ＩＮＳＮＰｓＬ１００的制备　将ＩＮＳＮＰｓ与１０％
肠溶材料水溶液等体积混匀，再加入适量２ｍｏｌ／Ｌ
盐酸溶液使之沉淀，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收
集沉淀，冷冻干燥，即得ＩＮＳＮＰｓＬ１００。
２２　ＩＮＳＮＰｓ的粒径、多分散系数（ＰＤＩ）及Ｚｅｔａ电
位的测定

将ＩＮＳＮＰｓ用去离子水稀释至适当浓度，采用
动态光散射粒度测定仪测定粒径、ＰＤＩ及 Ｚｅｔａ
电位。

２３　载药量和包封率的测定
２３１　色谱条件 　Ｃ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，

５μｍ，美国安捷伦公司），流动相：０２ｍｏｌ／Ｌ无水
硫酸钠溶液（ｐＨ２３）乙腈（７３∶２７），检测波长：
２１４ｎｍ，流速：１ｍＬ／ｍｉｎ，柱温：４０℃，进样量：
２０μＬ，胰岛素的浓度采用外标法以峰面积定量。
２３２　载药量的测定 　精密称取适量 ＩＮＳＮＰｓ
Ｌ１００于１０ｍＬ量瓶中，加入ｐＨ６８磷酸盐缓冲液
１ｍＬ使包衣材料溶解，再加入乙腈２ｍＬ超声使纳
米粒溶解，用００１ｍｏｌ／Ｌ盐酸稀释至刻度。１５０００
ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液，进样，测定峰面积。
按外标法计算出胰岛素的浓度，按公式（１）计算载
药量：

载药量 ＝（胰岛素浓度 ×１０ｍＬ）／ＩＮＳＮＰｓ
Ｌ１００的质量×１００％ （１）
２３３　包封率的测定 　取新制备的ＩＮＳＮＰｓ溶液
６ｍＬ，超高速离心机离心１ｈ，转速３００００ｒ／ｍｉｎ，以
分离未游离的胰岛素，收集上清溶液。胰岛素含量

用ＨＰＬＣ法测定，按公式（２）计算纳米粒包封率
（ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＥＥ）：

包封率（％）＝（投入胰岛素总量 －上清液中
游离胰岛素量）／投入胰岛素总量×１００ （２）
２４　ＩＮＳＮＰｓＬ１００的体外释放

将冻干的ＩＮＳＮＰｓＬ１００２０ｍｇ分散于 ｐＨ１０
的介质４５ｍＬ中，于３７℃、１００ｒ／ｍｉｎ水浴摇床中
释放，２ｈ时加入０２ｍｏｌ／Ｌ磷酸钠溶液１５ｍＬ，调
ｐＨ为６８。即溶出条件为３７℃，１００ｒ／ｍｉｎ，０～２ｈ
在ｐＨ１０盐酸介质中，２～８ｈ在ｐＨ６８的溶出介
质中，分别于５ｍｉｎ和１、２、２２５、２５、２７５、３、４、６、
８ｈ取出溶出介质２００μＬ，并补充等体积的新鲜溶
出介质２００μＬ，采用 ＨＰＬＣ测定游离胰岛素含量，
绘制累积药物释放曲线。

２５　ＩＮＳＮＰｓ的表面形态
将少量冻干后的纳米粒和包裹肠溶材料的纳

米粒涂在导电硅胶黏性面，然后真空喷金，在扫描

电子显微镜下观察粒子的外貌形态。

２６　ＩＮＳＮＰｓＬ１００在人工胃液中的稳定性试验
参照《中华人民共和国药典》（２０１５年版）四

部０９２１附注，配制人工胃液（ＳＧＦ）。
分别称取ＩＮＳＮＰｓ和ＩＮＳＮＰｓＬ１００５０ｍｇ各３

份，分别分散于装有人工胃液５ｍＬ的离心管中，再
将离心管置３７℃、１００ｒ／ｍｉｎ水浴摇床孵育。分别
于５ｍｉｎ、１ｈ和２ｈ，采用ＨＰＬＣ法测定人工胃液中
ＩＮＳＮＰｓ和ＩＮＳＮＰｓＬ１００的胰岛素浓度，计算胰岛
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素百分含量。

２７　ＩＮＳＮＰｓＬ１００在人工肠液中的稳定性试验
参照《中华人民共和国药典》（２０１５年版）四

部０９２１附注，配制人工肠液（ＳＩＦ）。
分别称取 ＩＮＳＮＰｓ、ＩＮＳＮＰｓＬ１００和 ＩＮＳＮＰｓ

＋Ｅｕｄｒａｇｉｔ Ｌ１００物理混合物５０ｍｇ各３份，分别
分散于装有人工肠液５ｍＬ的离心管中，再将离心
管置于 ３７℃、１００ｒ／ｍｉｎ水浴摇床孵育。分别于
５ｍｉｎ、３ｈ和６ｈ测定人工肠液中 ＩＮＳＮＰｓ和 ＩＮＳ
ＮＰｓＬ１００的胰岛素浓度，计算胰岛素百分含量。
２８　健康大鼠经口给药降血糖试验

将２４只雄性ＳＤ大鼠随机分成４组，实验组每
组６只，给药前禁食不禁水１２ｈ。阳性对照组：皮
下注射胰岛素注射液，参考文献［１１］给药剂量设
定为１ＩＵ／ｋｇ；阴性对照组：灌胃给予复溶后的空白
纳米粒（ＮＰＬ１００）；实验组 Ａ：灌胃给予复溶后的
ＩＮＳＮＰｓ，参考文献［１１］给药剂量设定为３８ＩＵ／ｋｇ；
实验组 Ｂ：灌胃给予用 １％的羧甲基纤维素钠
（ＣＭＣＮａ）混悬的ＩＮＳＮＰｓＬ１００，２０ＩＵ／ｋｇ。于给药
前０ｈ和给药后０５、１、１５、２、２５、３、３５、４、４５、
５、５５、６、８和１０ｈ尾静脉取血，采用血糖仪测定大
鼠的血糖浓度。

以血糖浓度下降百分比绘制血糖下降百分比
时间曲线，血糖下降百分比＝ｔ时血糖浓度／０时血
糖浓度×１００％。

$

　结　果

３１　ＩＮＳＮＰｓＬ１００处方优化
前期试验研究显示内水相与油相体积比为

１∶５，油相与外水相体积比为１∶８时，所制备的纳米
粒粒径最小。因此，确定 Ｗ／Ｏ／Ｗ体积比为１∶５∶
４０条件下进行其他处方因素的优化。
３１１　胰岛素与胆酸钠物质的量比的确定　胰岛
素具有高度亲水性，脂溶性差，采用传统的Ｗ／Ｏ／Ｗ
法所制备的纳米粒ＥＥ很低，不足２０％。据文献报
道，将胰岛素与胆酸钠制备成脂质复合物，能显著改

善胰岛素的脂溶性，从而能提高纳米粒的ＥＥ［１３－１４］。
因此，本研究以胆酸钠为脂质复合物材料，制备胰岛

素胆酸钠脂质复合物，以提高 ＥＥ。对胰岛素与胆
酸钠的物质的量比进行了考察，胰岛素与胆酸钠的

物质的量比对ＩＮＳＮＰｓ的粒径和ＥＥ的影响如图１
所示。结果显示，随着胆酸钠比例的增加，纳米粒的

ＥＥ逐渐增加，粒径逐渐减小，当胰岛素与胆酸钠的
物质的量比为１∶２２５时，所制备的纳米粒ＥＥ最高
为７５９８％，粒径最小。继续增加胆酸钠比例时，ＥＥ
不再增加，粒径反而增大。因此，确定胰岛素与胆酸

钠的物质的量比为１∶２２５。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｉｎｓｕｌｉｎ（ＩＮＳ）／ｓｏｄｉｕｍｃｈｏｌａｔｅ（ＳＣ）ｍｏｌａｒ
ｒａｔｉｏｏｎｔｈｅｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅａｎｄｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ（ＥＥ）ｏｆｉｎｓｕｌｉｎ
ｌｏａｄｅｄｐｏｌｙｍｅｒｌｉｐｉｄｈｙｂｒｉｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ（ＩＮＳＮＰｓ）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

３１２　ＰＥＧＰＬＡ质量浓度的确定　对 ＰＥＧＰＬＡ
在油相中的质量浓度（２０、３０、４０ｍｇ／ｍＬ）进行了考
察，ＰＥＧＰＬＡ对纳米粒的粒径和 ＥＥ的影响如图２
所示。由图２可知，随着ＰＥＧＰＬＡ质量浓度增加，
ＥＥ无明显增加的趋势，尽管ＰＥＧＰＬＡ质量浓度为
２０ｍｇ／ｍＬ时 ＥＥ较高，但粒径较大。综合考虑 ＥＥ
和粒径，优选ＰＥＧＰＬＡ质量浓度为３０ｍｇ／ｍＬ。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｍｅｔｈｏｘｙＰＥＧｐｏｌｙ（Ｄ，Ｌｌａｃｔｉｄｅ）（ＰＥＧＰＬＡ）
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅａｎｄＥＥｏｆＩＮＳＮＰｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

３１３　胰岛素质量浓度的确定　对内水相中胰岛
素质量浓度（１０、１５、２０ｍｇ／ｍＬ）进行考察，其对
ＩＮＳＮＰｓ粒径及 ＥＥ的影响如图３所示，随着胰岛
素质量浓度的增加，ＥＥ逐渐增加。但由于胰岛素
在００１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ中的质量浓度大于 ２０ｍｇ／ｍＬ
后便不易迅速溶解，因此确定内水相中胰岛素质量

浓度为２０ｍｇ／ｍＬ。
３１４　脂质材料的确定　比较了磷脂 ｓ４５、ｓ７５和
ＧＭＤ３种脂质对ＩＮＳＮＰｓ的ＥＥ和粒径的影响，结
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果如图４Ａ所示。结果显示，由 ＧＭＤ制备的纳米
粒ＥＥ最高，粒径最小。将所制备的３种 ＩＮＳＮＰｓ
参照“２１２”项下方法以 ＥｕｄｒａｇｉｔＬ１００为肠溶材
料分别制备成 ＩＮＳＮＰｓＬ１００肠溶制剂后，对其体
外药物释放进行评价，结果如图４Ｂ所示。结果显
示，以磷脂ｓ７５为脂质材料所制备的ＩＮＳＮＰｓＬ１００
在人工肠液（ｐＨ６８磷酸盐缓冲液）中药物释放速
度最慢，以 ＧＭＤ为脂质材料所制备的 ＩＮＳＮＰｓ
Ｌ１００在人工肠液（ｐＨ６８磷酸盐缓冲液）中药物
释放速度最快。因此确定以磷脂 ｓ７５为脂质材料
制备ＩＮＳＮＰｓＬ１００。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅＩＮＳｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅａｎｄＥＥｏｆ
ＩＮＳＮＰｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｌｉｐｉｄｏｎｔｈｅｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅａｎｄＥＥｏｆＩＮＳＮＰｓ（Ａ）ａｎｄｉｎｖｉｔｒｏｄｒｕｇｒｅｌｅａｓｅｆｒｏｍＩＮＳＮＰｓＬ１００ｉｎＨＣｌ（ｐＨ１０，０２ｈ）ａｎｄｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ６８，２８ｈ）ａｔ３７°Ｃ（Ｂ）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
ＧＭＤ：ＧｅｏｌｅｏｌｍｏｎｏａｎｄｄｉｇｌｙｃｅｒｉｄｅｓＮＦ

３１５　磷脂 ｓ７５与 ＰＥＧＰＬＡ质量比的确定　由
于脂质材料与聚合物材料的比例不同，导致载体与

胰岛素的相互作用不同，有机相黏度也不同，进而

影响ＩＮＳＮＰｓ的粒径、ＥＥ和药物释放速度。因此，
本研究考察了磷脂 ｓ７５与 ＰＥＧＰＬＡ的质量比对
ＩＮＳＮＰｓ的 ＥＥ和粒径影响，结果如图 ５Ａ所示。
由图５Ａ可知，随着磷脂 ｓ７５与 ＰＥＧＰＬＡ的质量
比的增加，ＥＥ呈现先增加后不变或微降的趋势。
当磷脂ｓ７５与ＰＥＧＰＬＡ的质量比为１∶１０时ＥＥ最
高，为７０２４％，粒径最小，为１５３３ｎｍ。

以ＥｕｄｒａｇｉｔＬ１００为肠溶材料，将上述 ＩＮＳＮＰｓ
制备成 ＩＮＳＮＰｓＬ１００肠溶制剂，进一步评价磷脂
ｓ７５与ＰＥＧＰＬＡ的质量比对药物释放的影响，结果
如图５Ｂ所示。图 ５Ｂ显示，随着脂质比例的增
加，释放减慢。当磷脂 ｓ７５与 ＰＥＧＰＬＡ的比例为
１∶５时，释放最为缓慢，ｐＨ１０盐酸溶液中２ｈ的累
积释放量小于１０％，ｐＨ６８磷酸盐缓冲液８ｈ的
累积释放为６７３１％。由于纳米粒在体内释放越
慢越有利于提高胰岛素在胃肠道中的稳定性，进而

提高其生物利用度，故确定脂质材料为磷脂ｓ７５及

其与ＰＥＧＰＬＡ的质量比１∶５。
根据上述研究结果，最终确定胰岛素与胆酸钠

的物质的量比为１∶２２５，ＰＥＧＰＬＡ的质量浓度为
３０ｍｇ／ｍＬ，胰岛素质量浓度为２０ｍｇ／ｍＬ，脂质材
料为磷脂 ｓ７５与 ＰＥＧＰＬＡ的比例为 １∶５，即磷脂
ｓ７５的质量浓度为６ｍｇ／ｍＬ。
３１６　肠溶材料的确定　本研究选用肠溶制剂常
用的两类肠溶材料，包括纤维素酯类 ＨＰ５５和聚
丙烯酸树脂类ＥｕｄｒａｇｉｔＬ１００，分别制备胰岛素肠溶
制剂（ＩＮＳＮＰｓＨＰ５５和 ＩＮＳＮＰｓＬ１００），评价肠溶
材料种类对胰岛素肠溶制剂药物释放的影响，结果

如图 ６Ａ所示。结果显示，ＩＮＳＮＰｓＨＰ５５在 ｐＨ
１０盐酸水溶液中，２ｈ时累积释放量高达５０％；而
ＩＮＳＮＰｓＬ１００在ｐＨ１０盐酸水溶液中２ｈ的累积
释放量仅为 ８０１％，释放速度显著低于 ＩＮＳＮＰｓ
ＨＰ５５。在 ｐＨ６８磷酸缓冲液中 １ｈ时，ＩＮＳＮＰｓ
ＨＰ５５药物累积释放量已达 ８０％以上，ＩＮＳＮＰｓ
Ｌ１００的释放速度显著低于ＩＮＳＮＰｓＨＰ５５。由此可
见，ＩＮＳＮＰｓＬ１００在人工胃液和人工肠液中的药物
释放速度均显著低于ＩＮＳＮＰｓＨＰ５５。因此，确定以
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ＥｕｄｒａｇｉｔＬ１００为肠溶材料，制备胰岛素肠溶制剂。
３１７　ＥｕｄｒａｇｉｔＬ１００浓度的确定　由于 Ｅｕｄｒａｇｉｔ
Ｌ１００浓度（即肠溶材料与ＩＮＳＮＰｓ的质量比）可直
接影响肠溶材料对 ＩＮＳＮＰｓ的包载作用，因此，本
研究以药物释放速度为评价指标，对ＥｕｄｒａｇｉｔＬ１００
浓度进行了考察，结果如图６Ｂ所示。结果显示，
当ＥｕｄｒａｇｉｔＬ１００浓度为２％时，所制备的 ＩＮＳＮＰｓ
Ｌ１００在ｐＨ１０盐酸水溶液中５ｍｉｎ时的药物累积

释放已达到 ７０％以上，几乎无肠溶作用。随着
ＥｕｄｒａｇｉｔＬ１００浓度的增加，ＩＮＳＮＰｓＬ１００在人工胃
液和人工肠液中的药物释放速度逐渐降低。当

ＥｕｄｒａｇｉｔＬ１００浓度增加至１０％时，在 ｐＨ１０盐酸
水溶液中２ｈ时的药物释放量不足８％，在ｐＨ６８
缓冲液中也具有明显的缓释效果。因此，最终确定

ＥｕｄｒａｇｉｔＬ１００浓度为１０％。

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅＬｉｐｏｉｄｓ７５／ＰＥＧＰＬＡ（ｍ／ｍ）ｒａｔｉｏｏｎｔｈｅｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅａｎｄＥＥｏｆＩＮＳＮＰｓ（Ａ）ａｎｄｉｎｖｉｔｒｏｄｒｕｇｒｅｌｅａｓｅｆｒｏｍＩＮＳＮＰｓＬ１００
ｉｎＨＣｌ（ｐＨ１０，０２ｈ）ａｎｄｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ６８，２６ｈ）ａｔ３７°Ｃ（Ｂ）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｆｉｇｕｒｅ６　 ＩｎｖｉｔｒｏｄｒｕｇｒｅｌｅａｓｅｆｒｏｍＩＮＳＮＰｓｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｎｔｅｒｉｃｍａｔｅｒｉａｌｓ（Ａ）ａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＥｕｄｒａｇｉｔＬ１００（Ｂ）ｉｎ
ＨＣｌ（ｐＨ１０，０２ｈ）ａｎｄｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ６８，２８ｈ）ａｔ３７°Ｃ（Ｂ）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

３２　ＩＮＳＮＰｓＬ１００的表征
采用优化后的处方制备ＩＮＳＮＰｓＬ１００，并对其

粒度分布、ＥＥ、体外药物释放进行系统评价。
３２１　粒度分布及 Ｚｅｔａ电位的测定　采用动态
光散射粒度测定仪测定最优处方制备的 ＩｎｓＮＰｓ
和ＩＮＳＮＰｓＬ１００复溶后的粒度分布及其 Ｚｅｔａ电
位，结果显示，ＩｎｓＮＰｓ的平均粒径为 ２２５２ｎｍ，
ＰＤＩ为 ０１９１，Ｚｅｔａ电位为 －１４８４ｍＶ。ＩＮＳＮＰｓ
Ｌ１００经人工肠液复溶后的平均粒径为２７８０ｎｍ，
多分散系数为０５９６，Ｚｅｔａ电位为 －１３２１ｍＶ，均
较新制备的ＩＮＳＮＰｓ略有增加。
３２２　载药量与包封率的测定　采用 ＨＰＬＣ测得
冻干后的ＩＮＳＮＰｓＬ１００载药量为８３４μｇ／ｍｇ，ＥＥ

为６２１８％。
３２３　形态学观察　采用扫描电镜对 ＩＮＳＮＰｓ经
肠溶衣包裹前后的表面形态进行观察，如图 ７所
示。图７Ａ为按最优处方制备的 ＩＮＳＮＰｓ的外观
形态，呈现为淡蓝色胶体体系。图７Ｂ为经冻干后
ＩＮＳＮＰｓ的表面形态，可明显观察到大量球形粒
子，且分散性良好。而上述 ＩＮＳＮＰｓ经 Ｅｕｄｒａｇｉｔ
Ｌ１００肠溶材料包裹后所制备的ＩＮＳＮＰｓＬ１００肠溶
制剂，呈片块状，表面仅可观察到少量球形纳米粒

子（图７Ｃ箭头所示）。上述结果表明，经 Ｅｕｄｒａｇｉｔ
Ｌ１００肠溶材料包裹后，可将大部分 ＩＮＳＮＰｓ包裹
于肠溶制剂内部。
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Ｆｉｇｕｒｅ７　ＰｈｏｔｏｐｉｃｔｕｒｅｓｏｆＩＮＳＮＰｓｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ａ），ａｎｄｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ
ｏｆＩＮＳＮＰｓ（Ｂ）ａｎｄＩＮＳＮＰｓＬ１００（Ｃ）ｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

３２４　ＩＮＳＮＰｓＬ１００体外释放　为模拟药物口服
给药后在胃中及从胃进入小肠中的释放，分别考察

了ＩＮＳＮＰｓ和ＩＮＳＮＰｓＬ１００在ｐＨ１０盐酸水溶液
（０～２ｈ）和ｐＨ６８磷酸盐缓冲液（２～８ｈ）的药物
释放，释放曲线如图 ８所示。结果显示，ＩＮＳＮＰｓ
在ｐＨ１０盐酸水溶液中，５ｍｉｎ时已释放９４２％，
最大累积释放量为 ９５８３％；ＩＮＳＮＰｓＬ１００在 ｐＨ
１０的盐酸水溶液中２ｈ的累积释放量为８０１％，
在ｐＨ６８的磷酸盐缓冲液 ８ｈ的累积释放量为
６７３１％，较ＩＮＳＮＰｓ有明显的肠溶缓释效果。

Ｆｉｇｕｒｅ８　ＩｎｖｉｔｒｏｄｒｕｇｒｅｌｅａｓｅｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆＩＮＳＮＰｓａｎｄＩＮＳＮＰｓＬ１００
ｉｎＨＣｌ（ｐＨ１０，０２ｈ）ａｎｄｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ６８，２ ８ｈ）ａｔ
３７°Ｃ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

３２５　ＩＮＳＮＰｓＬ１００在人工胃液和人工肠液中的
稳定性　为进一步确证 ＩＮＳＮＰｓＬ１００能提高在胃
肠道中的稳定性，本研究对 ＩＮＳＮＰｓＬ１００和 ＩＮＳ

ＮＰｓ在ＳＧＦ和ＳＩＦ中的稳定性进行了评价，结果如
图９所示。

图９Ａ显示，ＩＮＳＮＰｓ在人工胃液中５ｍｉｎ后
胰岛素浓度已低于检测限，表明ＩＮＳＮＰｓ中的胰岛
素可迅速被胃蛋白酶降解，胃稳定性差。而 ＩＮＳ
ＮＰｓＬ１００在３７℃的人工胃液中孵育２ｈ后仍未溶
解，胰岛素百分含量高达７５３６％，胰岛素降解百
分比不足２５％。与ＩＮＳＮＰｓ相比，ＩＮＳＮＰｓＬ１００在
ＳＧＦ中的稳定性显著提高，这是由于 ＩＮＳＮＰｓ在人
工胃液中胰岛素释放速度快，５ｍｉｎ时已释放大部
分药物，导致所释放的胰岛素迅速被胃蛋白酶降

解，稳定性差；而ＩＮＳＮＰｓＬ１００在人工胃液中药物
释放速度慢，大部分胰岛素被包载于肠溶制剂内

部，可有效避免胃蛋白酶的降解，稳定性显著提高。

图９Ｂ显示，ＩＮＳＮＰｓ在人工肠液中稳定性差，５
ｍｉｎ后胰岛素浓度已低于检测限。而ＩＮＳＮＰｓＬ１００
在人工肠液中３７℃孵育５ｍｉｎ后胰岛素含量约为
５０％，６ｈ后胰岛素含量仍为３９２８％，稳定性显著提
高。此外，研究发现，ＩＮＳＮＰｓ与ＥｕｄｒａｇｉｔＬ１００的物
理混合物在人工肠液中初始稳定性较好，孵育５ｍｉｎ
时胰岛素含量约为４０％；但３ｈ时，胰岛素含量已降
至１０％以下，这可能是由于ＥｕｄｒａｇｉｔＬ１００可以抑制
胰酶活性，从而提高胰岛素稳定性。与 ＩＮＳＮＰｓ相
比，ＩＮＳＮＰｓＬ１００可显著提高胰岛素在人工肠液中
的稳定性，这可能是由于以下两方面原因：一方面是

由于ＥｕｄｒａｇｉｔＬ１００可能会抑制胰酶活性，使稳定性
提高；另一方面可能是由于将ＩＮＳＮＰ制备成肠溶制
剂后，粒径增大，在人工肠液中药物释放速度明显变

慢，进而提高了胰岛素的稳定性。

上述结果表明，与 ＩＮＳＮＰｓ相比，ＩＮＳＮＰｓ
Ｌ１００可显著提高胰岛素在人工胃液和人工肠液中
的稳定性，有望提高胰岛素口服降血糖作用。

Ｆｉｇｕｒｅ９　ＳｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＩＮＳＮＰｓＬ１００，ＩＮＳＮＰｓＬ１００ｉｎｓｉｍｕｌａｔｅｄｇａｓｔｒｉｃｆｌｕｉｄ（ＳＧＦ）（Ａ），ａｎｄｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＩＮＳＮＰｓ，ＩＮＳＮＰｓＬ１００，ｐｈｙｓｉｃａｌｍｉｘｔｕｒｅ
ｏｆＩＮＳＮＰｓａｎｄＥｕｄｒａｇｉｔＬ１００（ＩＮＳＮＰｓ＋Ｌ１００）ｉｎｓｉｍｕｌａｔｅｄｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｆｌｕｉｄ（ＳＩＦ）（Ｂ）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
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３３　ＩＮＳＮＰｓＬ１００对健康大鼠的降血糖作用
以皮下注射胰岛素溶液为阳性对照组，对

ＩＮＳＮＰｓ、ＩＮＳＮＰｓＬ１００、空白肠溶纳米粒（ＮＰｓ
Ｌ１００）经口给予健康大鼠后的降血糖作用进行了
评价，结果如图１０所示。结果显示，经皮下注射给
予大鼠胰岛素溶液后，血糖浓度迅速下降，１５ｈ
降至最低水平，４ｈ后恢复至正常血糖浓度，降血
糖作用约持续了４ｈ。经口给予大鼠空白肠溶制剂
（ＮＰｓＬ１００）后，无明显降血糖作用，表明本研究所
使用的载体材料对血糖无明显作用。经口给予

ＩＮＳＮＰｓ的大鼠在给药后２ｈ血糖浓度出现略微降
低，在２５ｈ血糖浓度降至最低，为初始血糖浓度
的９４％，几乎无明显降血糖作用；经口给予 ＩＮＳ
ＮＰｓＬ１００的大鼠在２ｈ血糖浓度开始降低，２５ｈ
血糖浓度为初始浓度的９１％，于３５ｈ降至最低，
为初始浓度的７６％，具有明显的降血糖作用，且降
血糖作用约持续了８ｈ。此外，经口给予 ＩＮＳＮＰｓ
和ＮＰｓＬ１００后０５ｈ血糖浓度均出现异常升高现
象，可能是由于在大鼠尾静脉取血时对动物造成一

定的刺激所导致的应激反应。

Ｆｉｇｕｒｅ１０　Ｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆｐｌａｓｍａｇｌｕｃｏｓｅｌｅｖｅｌｖｅｒｓｕｓｔｉｍｅｉｎｈｅａｌｔｈｙｒａｔｓ
ａｆｔｅｒｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＩＮＳｓｏｌｕｔｉｏｎａｔｄｏｓｅｏｆ１ＩＵ／ｋｇ，ａｎｄ
ａｆｔｅｒｏｒａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＩＮＳＮＰｓ，ＩＮＳＮＰｓＬ１００ａｎｄＮＰｓＬ１００ａｔ
ｄｏｓｅｏｆ３８ＩＵ／ｋｇ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

上述结果表明，与皮下注射胰岛素溶液相比，

ＩＮＳＮＰｓＬ１００降血糖作用持续时间更久，具有明显
的缓释效果。与ＩＮＳＮＰｓ相比，ＩＮＳＮＰｓＬ１００降血
糖作用更优。这与体外释放结果及在人工胃液和

人工肠液中的稳定性结果相一致。将胰岛素制备

成ＩＮＳＮＰｓ，直接灌胃后，由于药物在胃中释放速
度极快，５ｍｉｎ即可达到９０％以上，导致所释放的
胰岛素在胃蛋白酶作用下快速失活，从而导致无明

显的降血糖作用。而对于ＩＮＳＮＰｓＬ１００，其在胃液

中释放速度极慢，２ｈ时释放量不足８％，从而使胰
岛素在胃中稳定性大幅度提高；经胃排空作用进入

肠段后，肠溶载体逐渐溶解，释放出 ＩＮＳＮＰｓ，由于
其粒径增大，药物释放速度减慢，肠中稳定性提高，

可保证部分在胰岛素 ＩＮＳＮＰｓ凭借脂质材料的亲
脂性，以整体形式进入体循环，逐渐释放胰岛素，发

挥持续降血糖作用。

+

　讨　论

胰岛素与其他大分子蛋白质多肽类药物一样，

受到细胞间紧密连接（１～５ｎｍ）的限制，不能穿透
细胞旁通路。ＩＮＳＮＰｓ在肠道的吸收主要有两种
基本机制，一种是纳米粒黏附于肠上皮黏液层（由

杯状细胞产生）通过细胞间通道吸收；另一种是通

过跨细胞途径的渗透（Ｍ细胞内吞作用；被动扩散
通过肠细胞、纤毛细胞）［１１］。

本研究使用安全无毒的两亲性聚合物载体材

料ＰＥＧＰＬＡ和脂质材料磷脂 ｓ７５作为胰岛素纳米
粒的载体。这种杂化系统具备两种载体材料的优

势：一方面高分子载体 ＰＥＧＰＬＡ的亲水性链段
ＰＥＧ可提高载体与胰岛素的相容性和分散性，疏
水性链段ＰＬＡ则控制胰岛素的释放速率，从而可
有效地调控载体的亲疏水性、药物释放速率和载药

率［１５］；另一方面，脂质材料磷脂 ｓ７５能增加纳米粒
药物的脂溶性，提高纳米粒在小肠黏膜上的吸收和

转运［１６］；同时，由于胰岛素与胆酸钠形成脂溶性复

合物可使胰岛素脂溶性增加，显著提高了纳米粒的

ＥＥ与稳定性［１１］。在此基础上，本研究以 Ｅｕｄｒａｇｉｔ
Ｌ１００为肠溶载体，将纳米粒包载于肠溶载体中，进
一步避免胃液对纳米粒或胰岛素的破坏作用，使纳

米粒在小肠段释放，以提高口服胰岛素的生物利用

度［１１］。本研究制备的 ＩＮＳＮＰｓＬ１００在 ｐＨ１０的
盐酸中的释放明显低于 ＩＮＳＮＰｓ，降血糖效果也较
ＩＮＳＮＰｓ更为显著，作用时间更长，生物利用度
更高。

-

　结　论

本研究采用乳化溶剂挥发法制备了一种基于

聚合物（ＰＥＧＰＬＡ）脂质（磷脂）杂化纳米粒的口
服胰岛素肠溶制剂（ＩＮＳＮＰｓＬ１００）。当胰岛素与
胆酸钠物质的量比为１∶２２５，脂质材料为磷脂 ｓ７５
与ＰＥＧＰＬＡ质量比为 １∶５时，所制备的 ＩＮＳＮＰｓ

５１３



学 报　ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　２０１９，５０（３）：３０８－３１６ 第５０卷

Ｌ１００经复溶后平均粒径为 ２７８０ｎｍ，ＥＥ为
６２１８％；在可显著降低人工胃液中药物释放量，
２ｈ仅释放８０１％，显著提高胰岛素胃中稳定性；在
人工肠液环境中可缓慢释药。健康大鼠经口给予

ＩＮＳＮＰｓＬ１００后，与ＩＮＳＮＰｓ相比，具有明显的持续
降血糖作用。本研究结果表明，本研究所设计的基

于聚合物脂质杂化纳米粒的口服肠溶制剂在蛋白
多肽类药物的口服递送中具有良好的应用前景。
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