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胡椒碱作为胡椒科植物胡椒的主要生物碱成分［1］，
其药理学作用广泛，可减轻炎性反应，保护心血管系

统，调节糖脂代谢，抗肿瘤等［2 - 3］。但胡椒碱原料药溶解

度低、生物利用度差，限制了其在临床和药物制剂中的

应用［4］。纳米结构脂质载体（NLC）作为一种新型给药系

统，由液体脂质、固体脂质和乳化剂构成，改变了其晶

格结构，可提高药物的包封率［5 - 7］。还具有良好的生物

相容性，可实现药物缓控释［8 - 9］。近年来，叶酸受体介导

的靶向传递成为靶向药物递送的研究热点［10］，在人体

正常细胞转化为恶性肿瘤细胞的过程中，叶酸受体呈

高表达，利用叶酸受体在肿瘤细胞与正常细胞中的这

种表达差异可实现药物的靶向递送。壳聚糖是一种带

正电荷的聚阳离子碱性多糖，具有良好的细胞亲和性

和可降解性［11 - 12］。本研究中设计并制备了一种具有主

动靶向能力的纳米结构脂质载体，并对其理化性质进

行了表征，考察了其在不同 pH介质中的释放性能。现

报道如下。

1 材料与方法

1. 1 仪器与试药

仪器：UltiMate 3000型高效液相色谱仪、尼力高
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摘要摘要：：目的 制备叶酸 -壳聚糖修饰的胡椒碱纳米结构脂质载体（FA - CS - PIP - NLC），并评价其体外释放性能。方法 通过叶酸与

壳聚糖反应、纯化后得叶酸 - 壳聚糖复合物（FA - CS），以胡椒碱为模型药物，采用溶剂注入法制备胡椒碱纳米结构脂质载体（PIP -
NLC），采用电荷吸附法制备 FA - CS - PIP - NLC，并考察其形态特征、粒径、分散系数、Zeta电位、包封率、载药量，以及在不同 pH 介

质中的体外释药特性。结果 制备的 FA - CS - PIP - NLC 呈球形或近球形，粒径为（130. 6 ± 3. 7）nm，分散系数为 0. 26 ± 0. 01，Zeta
电位为（2. 9 ± 1. 2）mV，包封率为（89. 63 ± 2. 07）%，载药量为（1. 28 ± 0. 33）%，在 pH 7. 4和 pH 5. 5磷酸盐缓冲液中 48 h的胡椒碱累

计释放率分别为 65. 42%和 69. 73%。结论 所制备的 FA - CS - PIP - NLC粒径小，稳定性好，包封率高，缓释性能良好。
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Preparation and in Vitro Release Study of Folic Acid - Chitosan Modified Piperine
Nanostructured Lipid Carriers

CHU Lin1，LI Mengting1，HE Ning1，CHEN Qi2，XU Weiping1，2

（1. College of Pharmacy，Anhui University of Traditional Chinese Medicine，Hefei，Anhui，China 230012； 2. The First Affiliated Hospital of University

of Science and Technology of China · Anhui Provincial Hospital，Hefei，Anhui，China 230001）

AbstractAbstract：：Objective To prepare folic acid - chitosan modified piperine nanostructured lipid carrier（FA - CS - PIP - NLC），and
to evaluate its in vitro release properties. Methods Folic acid - chitosan complex （FA - CS） was prepared by reacting and
purifying folic acid with chitosan. Piperine was used as a model drug to prepare piperine nanostructured lipid carrier（PIP - NLC）
by solvent injection method. FA - CS - PPI - NLC was prepared by the charge adsorption method，and its morphological
characteristics，particle size，dispersion coefficient，Zeta potential，encapsulation efficiency，drug loading capacity，and in vitro release
characteristics in different pH release media were investigated. Results The prepared FA - CS - PPI - NLC was spherical or
nearly spherical，with a particle size of（130. 6 ± 3. 7） nm，a dispersion coefficient of 0. 26 ± 0. 01，a Zeta potential of（2. 9 ±
1. 2） mV，an encapsulation efficiency of （89. 63 ± 2. 07）%，and a drug loading capacity of （1. 28 ± 0. 33）% . The cumulative
release rates of FA - CS - PIP - NLC in phosphate buffer solutions （ pH 7. 4 and pH 5. 5） release medium for 48 h were
65. 42% and 69. 73%，respectively. Conclusion The prepared FA - CS - PPI - NLC has a small particle size，good stability，high
encapsulation efficiency，and good sustained release properties.
Key wordsKey words：：piperine；folic acid；chitosan；nanostructured lipid carriers；in vitro release properties

36



2024年 12月 5日 第 33卷第 23期

Vol. 33，No. 23，December 5，2024 China Pharmaceuticals
•药学论著•

Pharmacy Articles

6700型傅里叶红外光谱仪（美国 Thermo Fisher公司）；

EN3690型 Malvern激光粒度仪（英国 Malvern公司）；

FA1004B型电子天平（上海越平科技仪器有限公司，精

度为万分之一）；KS - 250DE型超声波清洗器（昆山洁

力美超声仪器有限公司，功率为250 W，频率为40 kHz）；
DF - 101S型集热式恒温加热磁力搅拌器（上海力辰邦

西仪器科技有限公司）；HT7700型透射电子显微镜（日

本 Hitachi 公司）；DSC 214 Polyma 型差示扫描量热

（DSC）仪（德国Netzsch公司）。

试药：胡椒碱对照品（纯度不低于 98%，批号为

C04N8Y47251），胡椒碱原料药（批号为C10841635），壳

聚糖（CS，相对分子质量为 50 000，批号为C15014843），

N - 羟基丁二酰亚胺（NHS，批号为 C14959279），1 -
（3 -二甲氨基丙基）- 3 -乙基碳乙二胺盐酸盐（EDC，
批号为 C15438285），叶酸（批号为 082017004），双硬脂

酸甘油酯（批号为D855622），均购自上海麦克林生化科

技有限公司；大豆卵磷脂（批号为A10IS222435），中链

甘油三酯（批号为Y27S9C71262），均购自上海源叶生物

科技有限公司；甲醇为色谱纯，其余试剂均为分析纯。

1. 2 方法

1. 2. 1 叶酸 - 壳聚糖修饰的胡椒碱纳米结构脂质载

体（FA - CS - PIP - NLC）制备

叶酸 -壳聚糖复合物（FA - CS）合成：取叶酸适量，

加二甲基亚砜（DMSO）溶解，以EDC和NHS为催化剂，

按摩尔比叶酸 - EDC - NHS（1∶1∶1）进行反应，得红棕

色的叶酸活性酯溶液。磁力搅拌条件下将此溶液缓慢

加入壳聚糖的醋酸溶液中反应 24 h，反应结束后，用氢

氧化钠调 pH至 9，并在相对分子质量为 3 500的透析袋

中透析，分别用 pH为 7. 4的磷酸盐缓冲液（PBS）和超纯

水透析 3 d，早晚换液 1次，冷冻干燥，即得淡黄色海绵

状的FA - CS。所有操作均在避光条件下进行。

FA - CS红外光谱表征：分别取叶酸、壳聚糖、FA - CS
粉末各适量，通过溴化钾压片法进行红外光谱测定。考

察叶酸是否成功对壳聚糖进行修饰。

胡椒碱纳米结构脂质载体（PIP - NLC）制备：采用

溶剂注入法制备 PIP - NLC。分别取 3 mg胡椒碱原料

药、20 mg大豆卵磷脂、10 mg中链甘油三酯、30 mg双硬

脂酸甘油酯，置 25 mL烧杯中，加 5 mL无水乙醇，置

80 ℃恒温水浴磁力搅拌器中搅拌、溶解，作为油相；取

吐温 80适量，置 50 mL烧杯中，加 25 mL纯化水，置

80 ℃恒温水浴磁力搅拌器中搅拌、溶解，作为水相。在

搅拌状态下，用一次性注射器将油相缓慢注入相同温

度的水相中，继续加热搅拌（转速为 800 r / min）至乙醇

完全除尽，结束后室温搅拌（转速为 200 r / min），冷却

固化，即得。

FA - CS - PIP - NLC制备：采用电荷吸附法［13］制
备 FA - CS - PIP - NLC。取 FA - CS粉末适量，溶于醋

酸溶液中，用 1 mol / L氢氧化钠调 pH至 5. 0，在室温搅

拌（转速为 250 r / min）条件下，将FA - CS溶液以 1∶1的
体积比缓慢滴入制备好的PIP - NLC溶液中，持续搅拌

0. 5 h，即得。

FA - CS - PIP - NLC DSC仪验证：分别取胡椒碱对

照品、空白 NLC冻干粉、PIP - NLC冻干粉、FA - CS -
PIP - NLC冻干粉、胡椒碱对照品 -空白NLC冻干粉物

理混合物（2∶1，m / m）约 5 mg，精密称定，置DSC坩埚中

压制后，以空坩埚为对照进行测试。设置仪器参数：加

热速率为 10 ℃ / min，扫描温度为 30～300 ℃。由DSC热

图初步判断胡椒碱是否包载于纳米脂质载体中。

1. 2. 2 胡椒碱含量测定

1）色谱条件

色谱柱：依利特Hypersil ODS2柱（200 mm × 4. 6 mm，

5 μm）；流动相：甲醇 -水（77∶23，V / V）；流速：1 mL / min；
检测波长：343 nm；柱温30 ℃；进样量：10 μL。

2）溶液制备

取胡椒碱对照品 2. 5 mg，精密称定，置 25 mL容量

瓶中，加甲醇定容，即得质量浓度为 100 μg / mL的对照

品贮备液。

3）方法学考察

线性关系考察：取对照品贮备液，加甲醇稀释成质

量浓度分别为 1，5，10，20，50，100 μg / mL的系列溶液，

超声 10 min，0. 45 μm微孔滤膜滤过，按拟订色谱条件

进样测定，以质量浓度（C，μg / mL）为横坐标、峰面积

（A）为纵坐标进行线性回归，得回归方程A = 1. 204 0 C -
0. 526 9（R2 = 0. 999 9，n = 6）。结果表明，胡椒碱的质量浓

度在1～100 μg / mL范围内与峰面积线性关系良好。

精密度试验：精密量取质量浓度分别为 5，50，
100 μg / mL的胡椒碱对照品溶液适量，按拟订色谱条

件于 1 d内连续进样测定 3次或同一时间段连续进样测

定3 d，记录峰面积。结果日内精密度试验的RSD分别为

0. 38%，0. 72%，0. 23%（n = 3），日间精密度试验的RSD分

别为0. 79%，0. 24%，0. 10%（n = 3），表明仪器精密度良好。

重复性试验：取胡椒碱对照品适量，精密称定，依

法制备质量浓度为 100 μg / mL的胡椒碱对照品溶液，

平行 5份，按拟订色谱条件进样测定，记录峰面积。结果

的RSD为0. 18%（n = 5），表明方法重复性良好。

加样回收试验：精密量取对照品贮备液（质量浓度

为 100 μg / mL）适量，置 10 mL容量瓶中，加 2 mL空白

NLC，用甲醇稀释成质量浓度分别为 5，20，100 μg / mL
的供试品溶液，各平行 3份，按拟订色谱条件进样测定，

记录峰面积。结果回收率分别为 100. 21%，104. 58%，
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101. 41%，RSD分别为 1. 63%，1. 69%，0. 72%（n = 3），表

明方法准确度良好。

1. 2. 3 FA - CS - PIP - NLC性能考察

包封率和载药量测定：采用超滤离心法测定 FA -
CS - PIP - NLC的包封率和载药量。于截留相对分子质

量为 10 000的离心管内管中加入 0. 5 mL FA - CS -
PIP - NLC，离心（转速为 800 r / min）10 min，取出离心

管外管滤液，0. 45 μm微孔滤膜滤过，按拟订色谱条件

进样测定，根据所得峰面积计算游离药物量（W游）；另

取1 mL FA - CS - PIP - NLC，置5 mL容量瓶中，加甲醇

定容，超声破乳 10 min，过膜，按拟订色谱条件进样测

定，根据所得峰面积计算总药量（W总）。按公式计算包

封率和载药量，包封率（%）=（W总 - W游）/ W总 ×
100%，载药量（%）=（W总 - W游）/ W × 100%。式中，W
为所用载体材料和胡椒碱的总质量。平行测定 3次，取

平均值。

形态特征：取适量新鲜制备的FA - CS - PIP - NLC
溶液，置铜网上，室温干燥 2～3 min，用滤纸吸干铜网边

缘的多余液体，再用 1%磷钨酸染色，自然晾干，置透射

电子显微镜下观察形态。

粒径分布及分散系数 Zeta电位测定：用超纯水稀

释 PIP - NLC和 FA - CS - PIP - NLC溶液至较低浓度，

采用Malvern激光粒度仪分别测定其粒径分布、分散系

数及Zeta电位。

稳定性考察：将 PIP - NLC和 FA - CS - PIP - NLC
溶液置室温（25 ℃）条件下贮藏 0，7，15，30 d，分别取样

测定其粒径和包封率，并观察 PIP - NLC和 FA - CS -
PIP - NLC溶液的稳定性。

体外释放度考察：采用动态透析法考察 FA - CS -
PIP - NLC的体外释放度。分别取PIP - NLC和FA - CS -
PIP - NLC溶液各 2 mL，置已预处理好的透析袋（截留

相对分子质量为 7 000 000）中，扎紧袋口，分别用 40 mL
含 0. 5%吐温 80的 pH 5. 5 PBS（模拟肿瘤内部环境）和

pH 7. 4 PBS（模拟体液环境）作为释放介质，恒温

（37 ℃）振荡，分别于 0. 5，1，2，4，6，8，12，24，36，48 h时

取出 1 mL释放介质，并迅速补足相同体积的释放介质，

取出的介质经 0. 45 μm微孔滤膜滤过，按拟订色谱条件

进样测定，根据峰面积计算不同取样点的累积释放率

（Q），绘制体外释放曲线。Q（%）=（V0Cn + Vi∑
i = 1

n - 1
Ci）/ W ×

100%。式中，V0为释放介质的总体积，Cn为 n取样点测

得释放介质中的胡椒碱质量浓度（mg / mL），Vi为取样

体积，Ci为各时间点的胡椒碱质量浓度（mg / mL），W为

胡椒碱总含量（mg）。

2 结果

2. 1 FA - CS 的红外光谱表征

叶酸在波数为3 545，1 695，1 604，1 543 cm- 1处有特

征吸收峰，分别对应其羧基、氨基、苯环的振动（图1 A）；

壳聚糖在波数为 1 081 cm - 1处出现C— O— C结构较

强的吸收峰，在波数为 1 645 cm - 1处出现 — NH2的吸

收峰，进一步证实了其分子中的氨基结构（图 1 B）；当

叶酸与壳聚糖偶联后，在波数为 1 650 cm - 1波数处出现

新的吸收峰，这是由于叶酸的羧基和壳聚糖发生了氨

基反应，在波数为 1 608，1 511 cm - 1处也出现苯环的特

征吸收峰，进一步证实了叶酸成功对壳聚糖进行了修

饰（图1 C）。

2. 2 FA - CS - PIP - NLC 的 DSC 验证

胡椒碱对照品、胡椒碱对照品 - 空白NLC物理混

合物（2∶1，m / m）在 131 ℃出现特征吸热峰，而其他样

品在 131 ℃未出现特征吸热峰，表明 PIP以无定形状态

被包裹于载体中，而不是以晶体形式存在。详见图2。
2. 3 FA - CS - PIP - NLC 的包封率和载药量

FA - CS - PIP - NLC的平均包封率为（89. 63 ±
2. 07）%，表明 FA - CS修饰的纳米脂质载体对胡椒碱

有良好的包封效果；平均载药量为（1. 28 ± 0. 33）%，表

明制备的载药纳米脂质载体的理化性质较理想。

2. 4 FA - CS - PIP - NLC 的形态特征

制备的 FA - CS - PIP - NLC溶液呈淡蓝色乳光，

透射电子显微镜外观形态为球形或近球形颗粒，粒径

小，分散性良好，且无聚集与粘连现象。详见图3。

A. 叶酸 B. 壳聚糖 C. 叶酸 - 壳聚糖

图1 红外光谱图

A. Folic acid B. Chitosan C. Folic acid - chitosan
Fig. 1 Infrared spectra
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2. 5 FA-CS-PIP-NLC的粒径、分散系数与Zeta电位

未修饰的PIP - NLC的平均粒径为（135. 3 ± 9. 1）nm，
分散系数为0. 17 ± 0. 01，Zeta电位为（- 15. 8 ± 0. 6）mV；
经 FA - CS修饰后的 FA - CS - PIP - NLC的平均粒径

为（130. 6 ± 3. 7）nm，分散系数为 0. 26 ± 0. 01，Zeta电位

为（2. 9 ± 1. 2）mV。详见图 4。修饰后的粒径比修饰前略

有缩小，电位也由负变正，推测是由于 FA - CS层带正

电荷，胡椒碱纳米脂质载体带负电荷，两者在静电力的

作用下导致结合更紧密。

2. 6 FA - CS - PIP - NLC 的稳定性考察

随着贮藏时间的增加，PIP - NLC在 25 ℃的粒径和

包封率波动较大；而 FA - CS - PIP - NLC在 25 ℃的粒

径和包封率波动不大，表明其稳定性较好。详见表1。
2. 7 体外释放度考察与模型拟合

48 h后，胡椒碱原料药在弱酸和弱碱环境中的体外

释放率分别为 70. 71%和 55. 23%；PIP - NLC和 FA -
CS - PIP - NLC在弱酸环境中的体外释放率分别为

71. 33%和69. 73%，在弱碱环境中的体外释放率分别为

74. 19%和 65. 42%。表明修饰后的FA - CS - PIP - NLC
不论在弱酸还是弱碱环境中，其缓释性能都优于修饰

前。详见图 5。另外，FA - CS - PIP - NLC在弱碱环境中

的体外释放率较弱酸环境慢，表明FA - CS修饰后的制

剂在体液环境中能发挥更佳的缓释作用，但当到达肿

FA - CS - PIP - NLC

PIP - NLC

空白NLC

胡椒碱对照品

胡椒碱对照品 -空白NLC物理
混合物（2∶1，m / m）

50 100 150 200 250 300T / ℃
图2 差示扫描量热图

Fig. 2 Differential scanning calorimetry

500 nm

图3 FA - CS - PIP - NLC溶液的透射电子显微镜图（× 10 000）
Fig. 3 Transmission electron microscopy image of FA - CS -

PIP - NLC solution（ × 10 000）

表1 PIP - NLC和FA - CS - PIP - NLC的稳定性考察结果

（X ± s，n = 3）
Tab. 1 Stability investigation results of PIP - NLC and FA -

CS - PIP - NLC（X ± s，n = 3）

时间

0 d
7 d
15 d
30 d

PIP - NLC
粒径（nm）
135. 3 ± 9. 1
136. 6 ± 6. 1
141. 7 ± 5. 8
208. 7 ± 49. 4

包封率（%）

84. 47 ± 0. 31
82. 67 ± 0. 23
75. 33 ± 0. 12
72. 16 ± 2. 15

FA - CS - PIP - NLC
粒径（nm）
130. 6 ± 3. 7
132. 7 ± 2. 2
136. 1 ± 5. 1
139. 6 ± 2. 5

包封率（%）

88. 23 ± 0. 13
85. 22 ± 0. 43
84. 47 ± 0. 31
81. 30 ± 0. 36

体外释放率 / %80
70
60
50
40
30
20
10
00 10 20 30 40 50 t / h

胡椒碱原料药（pH 5. 5）
胡椒碱原料药（pH 7. 4）

体外释放率 / %
80

60

40

20

00 10 20 30 40 50 t / h

PIP - NLC（pH 5. 5）
FA - CS - PIP - NLC（pH 5. 5）
PIP - NLC（pH 7. 4）
FA - CS - PIP - NLC（pH 7. 4）

图5 胡椒碱原料药、PIP - NLC、FA - CS - PIP - NLC在不同

pH介质中的体外释放曲线（X ± s，n = 3）
Fig. 5 In vitro release curves of PIP raw materials，PIP - NLC，

and FA - CS - PIP - NLC in media with different pH values

（X ± s，n = 3）
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总计数70 00060 00050 00040 00030 00020 00010 0000
Zeta电
位 / mV
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A1，A2. PIP - NLC B1，B2. FA - CS - PIP - NLC
图4 FA - CS - PIP - NLC的粒径和Zeta电位

A1，A2. PIP - NLC B1，B2. FA - CS - PIP - NLC
Fig. 4 Particle size and Zeta potential of FA - CS - PIP - NLC
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瘤内部环境时，药物释放速率显著加快，推测可能是由

于在 pH较低的肿瘤微环境中，FA - CS质子化后溶于

水，而在弱碱性环境中难以溶解，导致 FA - CS外壳与

纳米脂质载体表面结合紧密，药物较慢透过壳聚糖层，

使药物释放缓慢。

采用 Origin 2021软件对 FA - CS - PIP - NLC在

pH 5. 5和 pH 7. 4 PBS中的体外释放率进行模型拟合，

结果见表 2。由相关系数（R2）可知，不论是在弱酸性还

是弱碱性环境中，FA - CS - PIP - NLC的释放都更符合

Ritger - Peppas 方程拟合结果（R2 分别为 0. 983 3，
0. 961 5）。此外，Ritger - Peppas拟合方程中扩散系数均

低于 0. 45，表明胡椒碱在制剂中的释放遵循 Fickian扩
散规律［14］。
表 2 FA - CS - PIP - NLC在不同 pH介质中的释放动力学

拟合结果

Tab. 2 Release kinetics fitting results of FA - CS - PIP -
NLC in media with different pH values

释药模型

零级动力学方程

一级动力学方程

Higuchi方程

Ritger - Peppas方程

pH 5. 5 PBS
拟合方程

Q = 0. 736 3 t + 44. 030 8
Q = 63. 607 6（1 - e - 1. 443 4 t）
Q = 6. 866 1 t1 / 2 + 33. 721 7
Q = 47. 341 6 t0. 111 8

R2

0. 273 6
0. 929 7
0. 529 6
0. 983 3

pH 7. 4 PBS
拟合方程

Q = 0. 739 2 t + 39. 080 0
Q = 59. 692 2（1 - e - 1. 027 3 t）
Q = 6. 845 7 t1 / 2 + 28. 866 1
Q = 41. 080 8 t0. 133 9

R2

0. 307 4
0. 939 3
0. 576 8
0. 961 5

3 讨论

本研究中通过叶酸与壳聚糖反应并纯化后得到黄

色的FA - CS复合物，其制备过程分为两步。第一步，叶

酸与碳化二亚胺盐酸盐（EDC·HCl）反应，生成 EDC活

性酯，但EDC活性酯在弱酸溶液中溶解性差，在水溶液

中不稳定，会很快水解为原有的羧基，故添加 NHS与
EDC活性酯形成稳定的中间体叶酸活性酯结构，以提

高催化效率；第二步，中间体与壳聚糖主链上的氨基反

应，生成 FA - CS。但在实际反应过程中，由于壳聚糖的

分子内和分子间存在氢键作用，使其一般只溶于稀酸，

而不溶于多数有机溶剂，且壳聚糖一旦遇到碱性溶液

就会立即析出而形成凝胶，而叶酸在酸性水溶液中的

溶解度差，故在制备过程中要使叶酸活性酯和壳聚糖

在醋酸缓冲液中发生均相反应［15］，保证反应顺利进行。

其次，采用电荷吸附法制备 FA - CS - PIP - NLC，操作

方法简便，重复性较好。所制备的 FA - CS - PIP - NLC
表面带正电荷，体系稳定，分散性良好，这是由于壳

聚糖在酸性溶液中带正电荷，可通过静电相互作用

与带负电纳米结构脂质载体结合，在纳米结构脂质

载体表面形成一层保护膜，从而提高其稳定性，避免

聚集。

综上所述，本研究中制备的 FA - CS - PIP - NLC

大小均一，分散性良好，在不同环境中均有一定缓释作

用，可为后续进一步试验奠定基础。
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