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摘要摘要：：目的 探讨转铁蛋白（Tf）修饰的聚乳酸 - 羟基乙酸共聚物（PLGA）作为药物递送系统负载芬太尼结构类

似物阿拉斯汀的制备条件，并评估纳米制剂的体外稳定性、生物相容性及防滥用性能。方法 采用分步合成法合

成 PLGA - Tf@Era，考察 PLGA - Tf与阿拉斯汀的质量比对粒径和聚合物分散性指数（PDI）的影响。采用透射电子显微镜检测 PLGA -
Tf@Era 的形貌，采用马尔文激光粒度仪检测粒径，采用十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳银染试验进行结构表征。体外检测

PLGA - Tf@Era 7 d 内在不同介质［水、磷酸盐缓冲液（PBS）、胎牛血清（FBS）、RPMI - 1640 培养基］中的稳定性，在乙醇和酸性水溶液

（pH 5. 1）中的提取率，以及 25，50，100，200，400 µg / mL PLGA - Tf@Era 溶血的发生情况。结果 制备 PLGA - Tf@Era 的最优条件为

PLGA - Tf 与阿拉斯汀的质量比为 10∶1，平均粒径为 122 nm，包封率为 82. 20%，载药量为 14. 82%。结构表征试验结果显示，Tf 和阿

拉斯汀成功装载。透射电子显微镜检查结果显示，PLGA - Tf@Era形态规整，呈圆球形或类球形，分散性良好，无团聚现象。体外检测结

果显示，PLGA - Tf@Era 7 d内在不同介质（水、PBS、FBS、RPMI - 1640培养基）中的粒径和 PDI均无明显变化，能维持形态不变；给药

浓度低于 100 µg / mL 时的溶血发生率较低，生物安全性较好；PLGA - Tf@Era在酸性水溶液（pH 5. 1）和乙醇中提取 12 h后的提取率

仍低于 21%。结论 合成的 PLGA - Tf@Era粒径适宜、载药量高、性能稳定，可用于防止芬太尼类药物的滥用。

关键词关键词：：聚乳酸 -羟基乙酸共聚物；转铁蛋白；阿拉斯汀；溶血率；体外稳定性；防滥用
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AbstractAbstract：：Objective To investigate the preparation conditions of transferrin （Tf） - modified poly （lactic - co - glycolic acid）
copolymer（PLGA） as a drug delivery system loaded with fentanyl analogues erastin，and to evaluate the stability，biocompatibility，
and abuse - deterrent properties of the nanosystem in vitro. Methods The PLGA - Tf@Era was synthesized by the stepwise
synthesis method. The effect of the mass ratio of PLGA - Tf to erastin on particle size and polydispersity index （PDI） was
investigated. The morphology of PLGA - Tf@Era was detected by transmission electron microscopy. The particle size was detected by
the Malvern laser particle size analyzer，and the structure was characterized by the sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide gel
electrophoresis silver staining test. The stability of PLGA - Tf@Era in different media［water，phosphate - buffered saline（PBS），

fetal bovine serum （FBS），RPMI - 1640 medium］ within 7 d was detected in vitro，the extraction rate in ethanol and acidic
aqueous solution （pH 5. 1） and the incidence of hemolysis of 25，50，100 200，400 µg / mL PLGA - Tf@Era were detected.
Results The optimal preparation conditions for PLGA - Tf@Era were as follows：the mass ratio of PLGA - Tf to erastin was 10∶1，
the average particle size was 122 nm，the encapsulation efficiency was 82. 20%，and the drug loading was 14. 82%. The structural
characterization test results showed that Tf and erastin were successfully loaded. Transmission electron microscopy examination
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芬太尼是一种合成的亲脂性苯基哌啶阿片类激动

剂，主要用作镇痛和全身麻醉的辅助用药［1］。芬太尼起

效快，脂溶性较高，能快速渗透血脑屏障，治疗指数是

吗啡的 80～100倍，易诱发嗜睡、呕吐等药品不良反应

（ADR）［2］。目前，芬太尼类药物滥用已成为全球的公共

卫生问题［3 - 5］。开发具有防滥用性能的芬太尼类制剂对

改善其ADR，降低滥用风险具有积极作用。通过纳米制

剂技术将药物结合在载体表面或直接将药物包裹在载

体内部，制备防滥用制剂，是麻醉类药品防滥用的发展

方向。将芬太尼类麻醉药品制成纳米制剂，可精准控制

药物的释放速率，减少药物在其他非靶器官的分布，从

而减少患者潜在的成瘾性和ADR风险。聚乳酸 -羟基

乙酸共聚物（PLGA）是美国食品和药物管理局（FDA）批

准使用的药物递送载体，也是目前广泛使用的可生物

降解材料之一，其生物相容性良好［6 - 9］。转铁蛋白（Tf）
是血浆中存在的含铁蛋白，以复合物的形式转运体内

的铁，能靶向血脑屏障中高表达的转铁蛋白受体 1
（TfR1）。将 Tf偶联脂质体或纳米颗粒是目前开发脑靶

向治疗药物的主要策略［10 - 12］。PLGA作为载体有高分

子聚合物特性，在水和乙醇中呈黏稠状，可进一步减缓

芬太尼类麻醉药品的释放速度。Tf的修饰作用赋予了

该纳米制剂脑靶向功能，提高了生物利用度，进一步降

低了滥用风险。芬太尼为管制药品［13 - 14］，获取难度较

大，其结构为 4 - 丙酰苯胺取代哌啶类结构。阿拉斯汀

的结构与芬太尼的结构有相似之处，中心有一个哌嗪结

构，在哌嗪结构的两边有取代的芳香环，两者主要官能

团在空间结构上也有相似之处。阿拉斯汀在水中的溶解

度为 0. 25 mg / mL，与芬太尼的溶解度（0. 20 mg / mL）相
似。故本研究中以 Tf修饰的 PLGA为药物载体，负载芬

太尼类似物阿拉斯汀，制成能防止常用溶剂快速提取

的纳米新剂型，并评估其体外稳定性、生物相容性、防

滥用性能。现报道如下。

1 材料与方法

1. 1 仪器与试药

仪器：ZEN3700型马尔文激光粒度仪（英国Malvern
公司）；ELX800型多功能酶标仪（美国Bio - Rad公司）；

FA2004型分析天平（美国Mettler Toledo公司，精度为万

分之一）；HGZF - II - 101 - 3型电热恒温鼓风干燥箱

（上海跃进医疗器械有限公司）；SZCL - 3B2型数显智

能控温磁力搅拌器（巩义予华电器有限责任公司）；

Neofuge型高速离心机（上海力申科学仪器有限公司）；

ESMB1型迷你金属浴（上海翌圣生物科技有限公司）；

HT7700型透射电子显微镜（日本Hitachi公司）。

试药：快速银染试剂盒（碧云天生物技术有限公

司，产品编号为 POO17S）；BCA蛋白定量测定试剂盒

（北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司，产品编号为

BCA02）；PLGA（相对分子质量为 7 000～17 000，产品

编号为 S28517），牛血清Tf（产品编号为 40103ES60），均

购自上海翌圣生物科技股份有限公司；1 -乙基 -（3 -
二甲基氨基丙基）碳二亚胺盐酸盐（产品编号为

E106172），N - 羟基丁二酰亚胺（NHS，产品编号为

H109330），阿拉斯汀（产品编号为E126853），均购自上

海阿拉丁生化科技股份有限公司；N，N -二异丙基乙胺

（上 海 麦 克 林 生 物 科 技 有 限 公 司 ，产 品 编 号 为

N807281）；胎牛血清（FBS，产品编号为 E600001），

RPMI - 1640培养基（产品编号为 E600028），磷酸盐缓

冲液（PBS，产品编号为E607008），均购自上海生工生物

工程股份有限公司。

1. 2 方法

1. 2. 1 合成

PLGA - Tf：将 PLGA（83 mg）、NHS（4. 8 mg）和 1 -
乙基 -（3 -二甲基氨基丙基）碳二亚胺盐酸盐（8. 0 mg）
溶于 5 mL二氯甲烷，室温下搅拌 24 h，离心（转速为

10 000 r / min）10 min，弃上清液，得乳白色胶状固体。用

乙醚 -甲醇（1∶1，V / V）洗涤 3次，45 ℃真空干燥，得白

色胶状物 PLGA - NHS。将 PLGA - NHS溶于 2 mL二甲

基亚砜（DMSO），边搅拌边依次加入 2 mg牛血清 Tf、
5 mL N，N -二异丙基乙胺，50 ℃下搅拌 24 h。反应结束

后，取下层溶液透析 12 h（相对分子质量 3 500），得淡黄

色液体PLGA - Tf，- 60 ℃冷冻干燥，得冻干粉，备用。

PLGA - Tf@Era：将 1 mg PLGA - Tf溶于 1 mL水中，

将 0. 1 mg阿拉斯汀溶于 3 mL DMSO中，室温下搅拌

24 h，透析 12 h（相对分子质量 3 500），得白色纳米颗粒

PLGA - Tf@Era。

results showed that PLGA - Tf@Era had a regular morphology，appearing spherical or quasi - spherical，with good dispersibility and
no agglomeration phenomenon. The in vitro test results showed that the particle size and PDI of PLGA - Tf@Era in different media
（water，PBS，FBS，RPMI - 1640 medium） did not show significant changes within 7 d，and the morphology remained unchanged.
When the drug concentration was below 100 µg / mL，the incidence of hemolysis was low，and the biological safety was good. The
extraction rate of PLGA - Tf@Era was still lower than 21% after 12 h of extraction in the acidic aqueous solution（pH 5. 1） and
ethanol. Conclusion The synthesized PLGA - Tf@Era has suitable particle size，high drug loading capacity，and stable performance，
which can be used to prevent the abuse of fentanyl - like drugs.
Key wordsKey words：：poly（lactic - co - glycolic acid） copolymer；transferrin；erastin；hemolysis rate；in vitro stability；anti - abuse
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1. 2. 2 形貌表征

使用马尔文激光粒度仪测定 PLGA - Tf@Era的水

合粒径及其分布。参数设置：温度为 25 ℃，溶剂为水溶

液，时间为 60 s。室温下精密量取 10 µL PLGA - Tf@Era
水溶液（质量浓度为 1 mg / mL），分散在 2 mL去离子水

中，吸取 1 mL置粒径皿中，将粒径皿放入检测凹槽内检

测粒径和分布。使用透射电子显微镜测定PLGA - Tf@Era
的形貌。精密量取 10 µL PLGA - Tf@Era水溶液（质量浓

度为 100 µg / mL）滴在铜网中央，自然风干水分，置电

镜样品槽中，观察并拍摄样品。

1. 2. 3 红外光谱（IR）检测

取干燥的阿拉斯汀、PLGA - Tf、PLGA - Tf@Era各
2 mg，加入 100 mg光学溴化钾（KBr），在研钵中研匀，放

入压片机中压成均匀透光的薄片，置样品池中，考察 IR
图谱，扣除背景，选择三点矫正法矫正其基线。

1. 2. 4 银染表征

BCA定量：精密量取PLGA - Tf@Era水溶液2. 5 µL，
置酶标条中，分别加入蛋白标准液 0，1，2，4，6，8，
10 µL，加入 200 mL BCA检测液，充分摇匀，在 37 ℃摇

床上孵育 30 min，待其颜色稳定后转移至多功能酶标

仪，于 570 nm波长下检测其吸光度，通过标准液建立标

准曲线，计算PLGA - Tf@Era中Tf的浓度。

PLGA - Tf@Era的结构表征：将PLGA - Tf@Era以体

积比 4∶1加入 5 × loading buffer，混匀，置 97 ℃金属浴进

行蛋白变性 10 min，以 5 µg的上样量在 12. 5%变性聚

丙烯酰胺凝胶中进行电泳（电压为 120 V，电流为

120 mA，时间为 3 h），电泳结束后取出凝胶，依次经过

固定、30%乙醇溶液洗涤、水洗涤、增敏、银染、显色、银

染终止液洗涤，然后取出凝胶，平铺在成像仪平台上，

设置自动曝光程序后拍照。

1. 2. 5 载药量与包封率测定

溶液制备：精密量取 PLGA - Tf@Era水溶液 10 µL，
加去离子水 2 mL，作为供试品溶液。取阿拉斯汀 10 mg，
精密称定，置 10 mL容量瓶中，加蒸馏水适量，超声（功

率为 350 W，频率为 40 kHz）使溶解，放冷，用蒸馏水定

容至10 mL，摇匀，即得每1 mL含1 mg的标准贮备液。

标准曲线：精密量取标准贮备液适量，分别用水稀

释成每 1 mL含阿拉斯汀 20，60，80，100，120，140 ng的
线性标准溶液。以蒸馏水为空白对照，分别进样500 µL，
用紫外分光光度计在室温下于 212 nm波长处测定吸光

度。以线性标准溶液质量浓度为横坐标（X，ng / mL）、吸

光度为纵坐标（Y）进行线性回归，得回归方程 Y =
0. 014 5 X + 0. 001 7（r = 0. 999 6，n = 7）。

包封率、载药率测定：精密量取 PLGA - Tf@Era水
溶液 500 µL，置微量比色皿中，室温下于 212 nm波长处

测定阿拉斯汀的吸光度，通过标准曲线计算纳米载体

包封的阿拉斯汀的质量，记作W1；将制备的总 PLGA -
Tf@Era冷冻干燥24 h，精密称定质量，记作W2；收集透析

液中纳米载体未包封的阿拉斯汀的质量，冷冻干燥 24 h
后与包封的阿拉斯汀的质量之和记作W3。按公式计算

载药量和包封率，载药量（%）= W1 / W2 × 100%，包封率

（%）= W1 / W3 × 100%。

1. 2. 6 形态稳定性考察

取1 mg PLGA - Tf@Era，精密称定，均匀分散于2 mL
去离子水、PBS（pH 7. 4）、FBS、RPMI - 1640培养基中，

室温下每 48 h测定粒径与聚合物分散性指数（PDI）。

以水为介质，可考察在无其他干扰因素的情况下，

PLGA - Tf@Era自身的稳定性；以 PBS为介质，其 pH值

和渗透压与人体血液相近，可更好地模拟体内的电解

质环境；以FBS为介质，其通常用于细胞培养，富含多种

蛋白质和其他生物分子，可评估 PLGA - Tf@Era在含有

多种生物大分子的复杂介质中的稳定性和相容性；以

RPMI - 1640培养基为介质，其广泛用于哺乳动物细胞

培养，含有细胞生长所需的氨基酸、糖类、维生素等多

种成分，可模拟 PLGA - Tf@Era在细胞培养中或体内环

境中的稳定性。

1. 2. 7 不同溶剂中提取率测定

参考《阿片类口服固体仿制药防滥用药学研究技

术指导原则（试行）》（2023年（第 18号），通过可提取性

研究评估纳米制剂的防滥用性能，考察 PLGA - Tf@Era
在乙醇及酸性水溶液（pH 5. 1）中的提取率。取 5 mg
PLGA - Tf@Era，精密称定，分别用 2 mL乙醇、酸性水

溶液（pH 5. 1）均匀分散，放置 3，6，12 h后离心（转速

为 12 000 r / min）10 min，取上清液，用紫外分光光度计测

定上清液中阿拉斯汀的含量。

1. 2. 8 溶血率测定

采用小鼠摘眼球方式取血，与肝素钠抗凝剂（1∶10，
V / V）混匀，4 ℃条件下离心（转速为7 000 r / min）5 min，
弃上清血浆部分，得小鼠红细胞。取红细胞 200 µL，
用生理盐水按体积比 1∶1混合洗涤 3次，离心（转速

为 7 000 r / min）5 min，用生理盐水将红细胞稀释至

2%浓度。37 ℃温度下与不同质量浓度（25，50，100，
200，400 µg / mL）的PLGA - Tf@Era溶液孵育细胞 12 h，
采用酶标仪于 405 nm波长处测定吸光度（A2）。以曲拉

通（X - 100，溶血率为 100%）作为阳性对照组（吸光度

计为A1），以PBS（0 µg / mL）作为阴性对照组。按公式计

算溶血率，溶血率（%）= A2 / A1 × 100%。

1. 3 数据处理

所有试验平行测定 3次，结果以X ± s表示。组间比

较采用 GraphPad Prism 8. 3软件进行单因素方差分析

（One - way ANOVA）。P < 0. 05为差异有统计学意义。
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2 结果

2. 1 结构表征

PLGA - Tf IR图中，3 500～3 100 cm - 1波数出现

N—H伸缩振动峰，1 680～1 630 cm - 1波数出现 C＝O
伸缩振动峰，这是由于Tf的氨基和PLGA的羧基形成了

酰胺键，表明 Tf在 PLGA上成功偶联；PLGA - Tf@Era
IR图中，1 680 cm - 1波数出现C＝O伸缩振动峰，1 150～
1 060 cm - 1 波数出现 C—O—C伸缩振动峰，800～
600 cm - 1波数出现C—Cl伸缩振动峰，表明Tf和阿拉斯

汀成功装载。详见图 1。采用紫外分光光度计验证纳米

颗粒的合成，发现 Tf在 275 nm波长处有紫外吸收峰，

PLGA - TF@Era在 275 nm波长处也有特征峰出现，表明

Tf成功连接。详见图 2。通过十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯

酰胺凝胶电泳（SDS - PAGE）银染试验发现，PLGA -
Tf@Era 和 Tf 均在 70 000 处出现条带，表明 PLGA -
Tf@Era中含有Tf。详见图3。

透射系数 / %80
60
40
20
0

PLGA - Tf
阿拉斯汀

PLGA - Tf@Era

4 000 3 000 2 000 1 000 400波数 / cm - 1

图1 红外光谱图

Fig. 1 Infrared spectrogram
吸光度3

2

1

0
200 400 600 800λ / nm

PLGA - Tf@Era
Tf

图2 紫外光谱图

Fig. 2 Ultraviolet spectrogram

PLG
A -
Tf@ E
ra

PLG
A -
TfTf

250 000
150 000
100 000

70 000
50 000
40 000
35 000

图3 十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳银染图

Fig. 3 Silver - stained image of SDS - PAGE

采用 TEM对 PLGA - Tf@Era进行观察，发现其形态

规整，呈圆球形或类球形，平均粒径约为 122 nm，分散

性良好，无团聚现象。详见图 4 A。采用马尔文激光粒度

仪检测发现，PLGA - Tf@Era的水合粒径约为150 nm，这
是受纳米粒表面水分子影响，使水合粒径略大于 TEM
观测的粒径。详见图4 B。

50 nm

A

10 100 1 000 10 000
粒径 / nm

I / %
40
30
20
10
00. 1 1

B
A. 透射电镜图 B. 粒径测定图

图4 PLGA - Tf@Era的形貌表征

A. Transmission electron microscopy image B. Particle size measure‐
ment image

Fig. 4 Morphological characterization of PLGA - Tf@Era

2. 2 形态稳定性评价

由图 5可知，PLGA - Tf@Era 7 d内在不同介质（水、

PBS、FBS、RPMI - 1640培养基）中的粒径和PDI均无明

显变化，能维持形态不变；值得注意的是，PLGA - Tf@Era
表面的 Tf与血清蛋白粘连，在刚加入 FBS时 PLGA -
Tf@Era会发生聚集，PDI也上升到 0. 39，但 2 d后 PDI降
低，后期保持稳定，这可能是由于血清蛋白析出。表明

PLGA - Tf@Era在水及药物转运过程的介质中均有良好

的稳定性，可用于下一步的体内试验。

2. 3 安全性评价

由图 6可知，当 PLGA - Tf@Era的给药浓度低于

100 µg / mL时，红细胞基本不发生溶血；当给药浓度升

至 400 µg / mL时，溶血率约为 20%，且 PLGA - Tf@Era
在人体内发生溶血的概率随给药浓度的增大而升高。

可见，当给药浓度低于 100 µg / mL时的溶血发生率较

低，表明PLGA - Tf@Era的生物安全性较好。

2. 4 可提取性评估

由表 1可知，乙醇对阿拉斯汀的提取率普遍高于酸

性水溶液（pH 5. 1），且提取率随提取时间的延长而升

高；经乙醇提取12 h后，提取率仍低于21%，表明PLGA -
Tf@Era有制备成芬太尼防滥用剂型的潜力。
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3 讨论

3. 1 PLGA - Tf@Era 处方研究

合成方法选择：在 PLGA - Tf@Era的合成过程中，

曾采用溶剂挥发一锅法进行合成，以丙酮为溶剂时，所

得纳米颗粒的粒径均大于 1 000 nm，PDI大于 0. 4，不符

合后续试验要求。调整试验方案，采用分步合成法，先

在PLGA上化学键合Tf，形成PLGA - Tf药物载体，再以

DMSO为反应溶剂对阿拉斯汀进行装载。所得粒径为

120 nm，纳米颗粒分布均匀。故选择 1. 2项下 PLGA -
Tf@Era合成方法。

阿拉斯汀用量选择：固定 PLGA - Tf用量为 1 mg，
DMSO用量为 3 mL，反应温度为室温，反应时间为 24 h，
油水体积比为 3∶1时，考察阿拉斯汀投入质量分别为

0. 1，0. 5，1. 0，1. 5，2. 0 mg对 PLGA - Tf@Era的包封率、

粒径、PDI的影响。结果显示，当阿拉斯汀投入量为

0. 1～1. 5 mg时，PLGA - Tf@Era的粒径介于150～226 nm
波长，适合在血液中转运；当阿拉斯汀投入量为 0. 1～
1. 0 mg时，PDI低于 0. 3，表明 PLGA - Tf@Era有良好的

均匀度和分散性；当阿拉斯汀投入量为 0. 1～2. 0 mg
时，包封率随阿拉斯汀投入量的增加而降低，当投入量

为 0. 1 mg时的包封率最高（82. 20%），此时载药率为

14. 82%。因此，选择阿拉斯汀投入量为 0. 1 mg，即

PLGA - Tf -阿拉斯汀质量比为10∶1作为最佳投料比。

3. 2 方法评价

本研究中采用分步合成法制备了 PLGA - Tf纳米

递药系统，成功装载芬太尼类似药物阿拉斯汀，形成

PLGA - Tf@Era纳米制剂，并通过 IR、紫外光谱及 SDS -
PAGE银染试验对结构进行表征。发现 PLGA - Tf@Era
在电子显微镜下呈均匀的球形，粒径为 120 nm，分散均

匀，在不同介质（水、PBS、FBS、RPMI - 1640培养基）中

均能保持较好的稳定性，生物相容性良好，且在酸性水

溶液（pH 5. 1）和乙醇中有良好的防提取性能。PLGA -
Tf纳米递药系统的构建，为防止芬太尼类药物滥用剂

型的开发提供了新思路，后续将进一步研究 PLGA -
Tf@Era纳米制剂的体内组织分布、长期和短期毒副作

用，并进行体内安全性评价。
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图5 PLGA - Tf@Era在不同介质中的粒径和PDI
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Fig. 5 The particle size and PDI of PLGA - Tf@Era NPS in
different media
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图6 PLGA - Tf@Era的溶血率测定结果（n = 3）
Fig. 6 Determination results of hemolysis rate of PLGA -

Tf@Era（n = 3）

表1 不同溶剂对PLGA - Tf@Era中阿拉斯汀的提取率

（%，n = 3）
Tab. 1 Extraction rates of erastin from PLGA - Tf@Era by

different solvents（%，n = 3）

溶剂

乙醇

提取时间

3 h
6 h
12 h

提取率

17. 63
18. 44
20. 41

溶剂

酸性水溶液（pH 5. 1）
提取时间

3 h
6 h
12 h

提取率

4. 04
4. 41
6. 02
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