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响应面法优化 PLA-α-细辛脑纳米粒的制备工艺 
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摘要：目的  使用响应面法优化聚乳酸(polylactic acid，PLA)-α-细辛脑纳米粒的工艺条件。方法  利用 Plackett-Burman

实验设计对纳米粒制备过程中的各种自变量进行预筛选。筛选出的自变量通过中心复合实验设计法进一步优化工艺，以

期得到具有理想粒径、载药量及包封率的纳米粒。结果  最佳工艺处方如下：PLA 浓度 14.76 mg·mL1，α-细辛脑药物浓

度 4.89 mg·mL1，PVA 浓度 1%，油水比 1∶2。制备的 PLA-α-细辛脑纳米粒圆整、粒径均一，平均粒径 265.4 nm，多分

散系数为 0.038，载药量 12.40%，包封率 55.86%，与预测值相对误差较小。结论  响应面法能够有效地优化 PLA-α-细辛

脑纳米粒的制备，工艺稳定可行。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To optimize formulation of PLA-α-asarone nanoparticles(NP) by response surface methodology 
(RSM). METHODS  Plackett-Burman design for independent variables was firstly conducted to prescreen various formulations 
and process variables during the development of NP. Selected primary variables were further optimized by central composite 
design. This process lead to an optimum formulation with desired particle size, drug loading and encapsulation efficiency. 

RESULTS  Optimum formulation was as follows: PLA concentration 14.76 mg·mL1, α-asarone concentration 4.89 mg·mL1, 

PVA concentration 1% and volume ratio of oil-water 1∶2. These prepared PLA-α-asarone nanoparticles had round surface and 

uniform size with average particle size of 265.4 nm, PDI index of 0.038, drug loading efficiency of 12.40% and encapsulation 
efficiency of 55.86%, relative errors of these parameters were small by comparing with the bias values. CONCLUSION  The 
study demonstrates the feasibility that response surface methodology can be used to optimize the formulation and process 
variables to achieve favorable responses for PLA-α-asarone nanoparticles. 
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α-细辛脑是天南星科植物石菖蒲 Acorus 

tatarinowii Schott 的主要活性成分之一，研究表明

其具有多种药理活性，包括神经保护[1]，抗氧化[2]，

抗癫痫[3-4]，解痉[5]以及呼吸系统疾病的治疗[6]等。

目前，α-细辛脑主要通过口服给药及静脉注射来治

疗疾病。由于 α-细辛脑较强的疏水性，临床使用

的 α-细辛脑胶囊剂或片剂绝对生物利用度较低[7]，

严重影响其疗效。而注射剂制备时加入的吐温、

丙二醇等助溶剂则是导致过敏性休克等严重不良

反应的重要原因之一[8-9]。为了解决上述问题，经

皮给药制剂[10]、亚微乳[11]、脂质体[12]等新型给药

系统研究颇多，虽有所成效，但这些方法由于制

备工艺复杂而不利于产业化。 

纳米粒作为药物控释传递的载体具有特殊的

重要性[13]，如实现靶向性给药、缓释药物、提高

难溶性药物与多肽药物的生物利用度、降低药物

的不良反应等。目前响应面法是 常见的优化工

艺 的 研 究 方 法 之 一 [14-16] 。 本 实 验 在 利 用

Plackett-Burman 筛选试验的基础上使用中心复合

实验设计(central composite design，CCD)法优化自

变量，以聚合物分散性指数 (polymer dispersity 

index，PDI)、粒径、载药量(DL)及包封率(EE)为
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因变量，通过考察聚乳酸(PLA)、药物浓度、有机

相与水相体积比、聚乙烯醇(PVA)浓度等自变量对

处方工艺的影响，旨在得到具有理想粒径、载药

量及包封率的 α-细辛脑纳米粒，以期改善药物的

生物利用度，延长药效，减少给药剂量，降低药

物毒性。 

1  仪器与试药 

1.1  仪器 

SM-1000D 超声波细胞破碎仪(南京舜玛仪器

设备有限公司)；HJ-6A 六联数显控温磁力搅拌器

(江苏金运市金城国胜实验仪器厂)；Allegra 64R 

高速冷冻离心机(美国贝克曼库尔特有限公司)；I-6 

冷 冻 干 燥 机 ( 德 国  Ehrisa 公 司 ) ； Zetasizer 

Nano-ZS90 粒度分析仪(英国马尔文有限公司)；

S-4800 型场发射扫描电镜(日本日立公司)；Agilent 

1100 高效液相色谱仪(美国 Agilent 科技有限公

司)。 

1.2  试药 

α-细辛脑对照品(中国食品药品检定研究院，

批号：100298-201203，纯度 100%)；细辛脑原料

药(湖北艺康源化工有限公司提供，批号：130104，

纯度>98%)；PLA(山东医疗器械研究所，Mr：

10 000 Da，批号：14011105)；PVA 1788(上海阿拉

丁试剂有限公司)；甲醇、乙腈为色谱纯，水为重

蒸水，丙酮、二氯甲烷为分析纯。 

2  方法与结果 

2.1  纳米粒的制备 

PLA-α-细辛脑纳米粒由乳化溶剂挥发法制

得。精密称取一定量 α-细辛脑原料药和 PLA 溶于

一定体积的有机溶剂(二氯甲烷∶丙酮=9∶1)中作

为有机相(内相)，适量 PVA 溶于水作为水相(外

相)，将有机相用注射器缓缓注入不断搅拌的水相

中，滴毕，继续搅拌 2 min 后于超声波细胞破碎仪

在一定功率下超声一定时间，磁力搅拌器搅拌 6 h

以上挥去有机溶剂后，5 000 r·min1 预离心 5 min

除去沉淀，离心液再以 21 000 r·min1 离心 45 min

得纳米粒沉淀，该沉淀用重蒸水洗涤 3 次以除去

PVA，适量水分散，冷冻干燥 48 h 得粉末状样品。 

2.2  实验设计 

2.2.1  因素筛选实验设计  通过预实验确定了影

响 PLA-α-细辛脑纳米粒形成的各自变量范围。通

过 Plackett-Burman 试验初步确定多个自变量中主

要因素，本实验选取 PLA 浓度(XA，mg·mL1)、药

物浓度(XB，mg·mL1)、水相体积(XC，mL)、PVA

浓度(XD，%，有机相体积为 1 mL)、超声功率(XE，

W)及超声时间(XF，min)为自变量，PDI、粒径、

DL 和 EE 为因变量。因素编码水平见表 1。 

表 1  Plackett-Burman 实验因素水平及编码 

Tab. 1  The factor level and coding in design Plackett- 
Burman. 

水平 
因  素 

XA XB XC XD XE XF 

1 10 3  2 1 400 2 

 1 30 9 10 2 800 4 

2.2.2  工艺优化实验设计  在 Plackett-Burman 筛

选实验基础上，选择 4 个 重要的影响因素，利

用 CCD 法设计实验，预测 佳制备工艺，得到理

想的响应值(包括 PDI、粒径、DL 和 EE)。优化实

验设计由 4 因素 3 水平的 27 个实验方案组成，因

素编码水平见表 2(该表根据 Plackett-Burman 实验

结果设计)。 

表 2  CCD 中主要因素水平及编码 

Tab. 2  The factor level and coding in central composite 
design 

主要因素 
水平 

1 0 1 

XA/PLA 浓度/mg·mL1 10 20 30 

XB/药物浓度/mg·mL1  3  6  9 

XC/PVA 浓度/%  1   1.5  2 

XD/水相体积/mL  2 6 10 

2.3  纳米粒的理化性质 

2.3.1  粒径和 PDI 的测定  取冻干纳米粒适量，

均 分散于重蒸水中，采用粒度分析仪 25 ℃测定

平均粒径及 PDI。其中 PDI 表示纳米粒的多分散

系数，PDI 越小说明粒径越均一，一般情况下认为

PDI<0.3，表示纳米粒粒径较均一。 

2.3.2  DL 与 EE 的测定  精密称取样品 10 mg 至

10 mL 量瓶中，加 2 mL 乙腈溶解，超声 2 min 以

使纳米粒降解释放出药物，甲醇定容，使用 HPLC

色谱仪检测样品中药物浓度[17]。以下列公式计算

DL 和 EE：DL/%=纳米粒中药物质量/纳米粒质量× 

100%；EE/%=纳米粒中药物质量/投入总药量× 

100%。 

2.3.3  纳米粒的表面形貌  取 优工艺下制得的

PLA-α-细辛脑纳米粒样品粉末少许，用导电胶将

其固定在样品台上，使用日立离子溅射装置喷金
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数十秒后，用扫描电子显微镜(SEM)观察形态。 

2.4  工艺优化结果 

2.4.1  筛选试验  根据 Plackett-Burman 设计的 12

组实验，可以预筛选 6 个自变量在 高和 低水

平时对因变量的影响大小。12 组预筛选实验的输

入变量和实验响应值见表 3。实验响应值包括 PDI、

粒径、DL、EE，由以下公式确定相关相应系数：

Y=k0+k1XA+k2XB+k3XC+k4XD+k5XE+k6XF。其中，XA

为 PLA 浓度(mg·mL1)；XB为药物浓度(mg·mL1)；

XC 为水相体积(mL)；XD 为 PVA 浓度(%)；XE 为超

声功率(W)；XF为超声时间(min)，均为编码值。每

个响应值 Y 都可用一个独立的多项式表示。 

表 3  Plackett-Burman 设计方案及其响应值   

Tab. 3  The initial input factor levels and experimental 
responses in screening design Plackett-Burman. 

序

号 

输入变量 实验响应值 

XA XB XC XD XE XF PDI 粒径/nm DL/% EE/%

 1 10 9 10 2 400 2 0.172 378.3 12.84 27.05

 2 30 9 10 1 400 2 0.080 302.3 9.22 40.28

 3 10 9  2 2 800 2 0.098 318.4 13.09 27.83

 4 30 9  2 1 400 4 0.014 275.8 14.10 61.08

 5 10 9 10 1 800 4 0.090 278.6 12.79 26.93

 6 10 3  2 1 400 2 0.033 279.3 10.90 47.19

 7 30 3 10 2 800 2 0.273 400.6 4.77 52.24

 8 30 9  2 2 800 4 0.038 309.4 13.85 60.28

 9 10 3 10 1 800 4 0.034 299.9 8.04 35.07

10 30 3  2 1 800 2 0.100 301.4 6.58 71.52

11 30 3 10 2 400 4 0.168 376.4 5.30 58.02

12 10 3  2 2 400 4 0.006 306.0 11.59 50.36

运用程序 Design-Expert 8.0.5软件对响应值与

各因素进行一次回归拟合并对实验结果进行方差

分析(ANOVA)，相应的回归系数见表 4。由表 4

可知，水相体积、PVA 浓度、超声时间对 PDI 和

粒径有显著影响(P<0.05)。PDI 和粒径都随着水相

体积和 PVA 浓度的增大而增大，随着超声时间的

延长而减小，但是可以发现，本实验中 PDI 均<0.3，

表明：虽然自变量对 PDI 有影响，但不同条件制

得的纳米粒粒径均较均一。DL 随着 PLA 浓度和

水相体积的增加而减小，而药物量的增加使 DL 增

大。由表 4 可知，PLA 浓度、药物浓度和水相体

积对 EE 影响显著。随着 PLA 量的增加，EE 增大，

而药物和水相体积的增加都会使 EE 减小。显然，

水相体积对 PDI、粒径、DL、EE 都有显著影响；

PLA 和药物浓度对 DL 和 EE 有显著影响；PVA 浓

度和超声时间虽然都对 PDI 和粒径有影响，但是

PVA 浓度对粒径影响更大。此外，虽然超声时间

对粒径和 PDI 的影响均具有显著性，但是超声过

程中随着超声时间的延长，溶液起泡越来越严重，

严重影响了超声效率，5 min 的超声时间已达到

大限度，所以，后期的实验设计中将超声时间设

为 5 min，而不将其定为自变量。因此，由 Plackett- 

Burman 筛选实验选出的 重要的 4 个自变量包括

水相体积、PLA 浓度、药物浓度以及 PVA 浓度。 

表 4  Plackett–Burman 筛选实验，PDI, 粒径, DL 和 EE

的回归系数 

Tab. 4  The Regression Coefficients in Screening Design 
Plackett-Burman for PDI, Particle size, DL, and EE. 

系数 
实验响应值 

PDI 粒径/nm DL/% EE/% 

k0 0.0921) 318.871) 10.261) 46.491) 

k1 0.020 8.78 1.291) 10.751) 

k2 0.010 8.40 2.391) 5.911) 

k3 0.0441) 20.481) 1.431) 6.561) 

k4 0.0341) 29.321) 0.016 0.52 

k5 0.013 0.82 0.40 0.84 

k6 0.0341) 11.181) 0.69 2.14 

注：1)P<0.05。 

Note: 1)P<0.05 

2.4.2  CCD 优化试验  通过上述 Plackett-Burman

实验筛选出的 4 个实验因素，CCD 实验设计能够

进一步以 少的实验次数评价实验因素及其之间

的相互影响对响应值的贡献。实验中，通过调节

自变量范围，CCD 能提供获得高 DL、高 EE 及小

粒径及 PDI 纳米粒的模型。CCD 详细实验设计方

案及其实验结果见表 5。 

运用程序 Design-Expert 8.0.5软件对实验结果

进行分析，每个响应值相应的回归系数分别见表

6。回归方程如下 Y=α0+αAXA+αBXB+αCXC+αDXD+ 

αABXAB+αACXAC+αADXAD+αBCXBC+αBDXBD+αCDXCD+ 

αA
2XA

2+αB
2XB

2+αC
2XC

2+αD
2XD

2。XA 为 PLA 浓度

(mg·mL1)；XB 为药物浓度(mg·mL1；XC 为水相体

积(mL)；XD 为 PVA 浓度(%)，均为编码值。每个

响应值 Y 都可用一个独立的多项式表示。 

2.4.3  自变量对粒径的影响  由自变量对粒径影

响的模型系数表明，此回归方程拟合程度高。完

整模型的 R2 值为 0.898 4，说明该模型能够解释

89.84%响应值的变化，结果表明：粒径与 PLA 浓

度、水相体积和 PVA 浓度高度相关，且均为正相关。 
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表 5  CCD 设计方案及其响应值  

Tab. 5  Central Composite Design for Four Factors at 
Different Levels 

序 

号 

输入变量 实验 

设计 

实验响应值 

XA XB XC XD PDI 粒径/nm DL/% EE/%

1 10 3 2 1 24 

factorial 
design 

0.013 256.2 11.96 51.66

2 30 3 2 1 0.106 264.6 6.24 69.36

3 10 9 2 1  0.049 263.8 14.40 30.20

4 30 9 2 1  0.071 275.2 13.49 58.56

5 10 3 10 1  0.078 283.5 7.55 32.31

6 30 3 10 1  0.067 320.9 4.42 47.57

7 10 9 10 1  0.022 302.5 12.30 25.80

8 30 9 10 1  0.032 292.1 9.29 40.30

9 10 3 2 2  0.040 276.7 13.54 58.53

10 30 3 2 2  0.066 302.5 7.58 81.86

11 10 9 2 2  0.066 299.1 12.40 26.17

12 30 9 2 2  0.129 316.0 14.30 61.93

13 10 3 10 2  0.003 329.2 6.19 26.47

14 30 3 10 2  0.197 376.7 4.79 51.50

15 10 9 10 2  0.112 328.6 12.44 26.09

16 30 9 10 2  0.053 321.7 9.85 42.71

17 10 6 6 1.5 Star 
design 

0.062 301.3 12.66 33.29

18 30 6 6 1.5 0.116 340.0 7.18 42.28

19 20 3 6 1.5  0.071 326.6 5.52 43.23

20 20 9 6 1.5  0.093 310.2 11.61 37.60

21 20 6 2 1.5  0.027 292.0 11.14 48.45

22 20 6 10 1.5  0.174 314.2 8.25 35.82

23 20 6 6 1  0.096 293.3 9.70 41.94

24 20 6 6 2  0.046 314.4 9.08 39.25

25 20 6 6 1.5 center 
points 
(n=3) 

0.069 303.8 9.32 40.63

26 20 6 6 1.5 0.049 299.3 9.38 40.87

27 20 6 6 1.5  0.058 300.4 9.30 40.99

2.4.4  自变量对 DL 的影响  由自变量对 DL 影响

的模型系数可以看到，完整模型的 F 值是 8.58，P

值<0.000 3，表明拟合程度较高。结果表明：PLA

浓度、药物浓度、水相体积和 PVA 浓度对 DL 均

具有显著影响，DL 与 PLA 浓度、水相体积及 PVA

浓度呈负相关，与药物浓度呈正相关。从药物浓

度与水相体积和 PVA 浓度的相互作用来看，改变

药物浓度，DL 的相应变化非常显著，说明药物与

水相体积和 PVA 浓度的相互作用有利于获得高的

DL，而药物和 PLA 的相互作用可能会减小 DL。 

2.4.5  自变量对 EE 的影响  由自变量对 EE 影响

的模型系数可以看到，完整模型的 F 值是 15.84，

P 值<0.000 1，具有非常高的拟合程度。结果表明：

PLA 浓度、药物浓度、水相体积和 PVA 浓度均是

对 EE 有显著影响的主要因素，EE 与 PLA 浓度呈

正相关，而与药物浓度、水相体积和 PVA 浓度呈

负相关。通过改变 PLA 和药物浓度，EE 相应的变

化显著。PLA 浓度增加能够显著增加 EE，而药物

浓度的增加则会减小 EE。此外，由表 5 可以发现，

所有实验结果的 PDI 均<0.3，表明制得的纳米粒较

均一，参考文献[18]，忽略自变量对纳米粒 PDI

的影响，不再对其进行考查。 

2.5  验证试验 

本实验制备的 PLA-α-细辛脑纳米粒在后续的

研究中主要用于鼻腔给药治疗脑部疾病。对于鼻

腔给药而言，由于给药量较低，因此纳米粒的粒

径与纳米粒的载药量是更重要的指标。运用

Design-Expert 8.0.5 软件，参照文献[18]，采取不

同权重的方式(粒径的权重为 0.4，DL 的权重为

0.4，EE 的权重为 0.2)，优选出综合 佳工艺。所预

测出的 佳处方工艺为 PLA 浓度 14.76 mg·mL1，

α-细辛脑药物浓度 4.89 mg·mL1，PVA 浓度 1%，

油水比 1∶2。按照 佳工艺条件重复 3 次试验，

将预测值与实测值进行比较并计算偏差，结果见

表 7。偏差=(预测值实测值)/预测值×100%。 

表 6  CCD 优化实验、粒径、DL、EE 及综合指标的回归系数 

Tab. 6  The regression coefficients in central composite- 
design, P values, R2, and adjusted R2 for full model of 
particle size, DL, EE and comprehensive indicators 

相关系数 
实验响应值 

粒径/nm DL/% EE/% 综合指标

α0 309.451) 9.241) 39.401) 6.78 

αA 9.381) 1.461) 10.311) 0.28 

αB 1.54 2.351) 6.291) 0.54 

αC 17.081) 0.046 0.931) 0.034 

αD 17.961) 1.671) 8.791) 0.91 

αAB 6.761) 0.72 0.871) 0.30 

αAC 2.28 0.301) 1.561) 0.11 

αAD 0.32 0.035 2.111) 0.031 

αBC 1.76 0.151) 0.961) 0.054 

αBD 7.471) 0.351) 3.861) 0.28 

αCD 1.42 0.131) 1.121) 0.054 

αA
2 7.061) 0.73 1)0.90 0.47 

αB
2 4.81 0.631) 1.731) 0.15 

αC
2 9.741) 0.201) 1.911) 0.58 

αD
2 10.491) 0.50 3.451) 0.69 

R2 0.898 4 0.909 2 0.948 7 0.838 2 

Adjusted R2 0.779 8 0.803 2 0.888 8 0.649 5 

CV 3.98 13.37 10.48 9.38 

注：1)P<0.05；CV变异系数。 

Note: 1)P<0.05; CVcoefficient of variation. 
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制备所得 PLA-α-细辛脑纳米粒外观圆整，粒

径均一，PLA-α-细辛脑纳米粒粒径分布图见图 1， 

PLA-α-细辛脑纳米粒 SEM 图见图 2。其平均粒径

为 265.4 nm，PDI 指数 0.038。 佳工艺实测 DL 

12.40%，EE 55.86%，粒径、DL 和 EE 三者响应值

的偏差分别为0.84%、1.47%和1.45%，表明这

三者的实验值与预测值吻合良好，所建立的模型

合理有效，验证试验结果见表 7。PDI 指数为

0.038<0.3，证明该工艺制备的纳米粒粒径均一。 

 
图 1   PLA-α-细辛脑纳米粒粒径分布图 

Fig. 1  Particle size distribution of PLA-α-asarone 
nanoparticles. 

 

 
图 2  PLA-α-细辛脑纳米粒 SEM 图 

Fig. 2   TEM images of PLA-α-asarone nanoparticles. 

表 7  验证试验结果 

Tab. 7  The results of verification test 

序号 粒径/nm DL/% EE/% 

1 263.8 12.68 57.17 

2 265.4 12.22 55.23 

3 267.0 12.30 55.18 

STDEVP 1.3 0.20 0.93 

平均值 265.4 12.40 55.86 

预测值 263.2 12.22 55.06 

偏差/% 0.84 1.47 1.45 

3  讨论 

本实验通过实验设计考察了纳米粒制备过程

中的多种因素对响应值(粒径、DL 和 EE)的影响。

与 Box-Behnken 效应面法[19]及星点设计-效应面

法[20]优化 α-细辛脑纳米粒一样，均可以生成一种

特殊的数学模型来说明自变量是如何影响因变量

的，同时预测出影响产物生成的 佳自变量。但

本实验中选取的评价指标比 Box-Behnken 效应面

法及星点设计-效应面法优化 α-细辛脑纳米粒的评

价指标更多，根据指标的重要性，采用不同权重

的方式优选出综合 佳工艺为本实验的特点之

一。但是由于载体 mPEG-PLGA 的亲水性更强，

制备方法的不一样，Box-Behnken 效应面法 佳工

艺制备的 α-细辛脑长循环纳米粒具有更小的粒径

和更高的包封率。 

采用多项式回归方程对结果进行分析显示，

PLA 浓度、水相体积和 PVA 浓度是粒径的关键影

响因素，而 PLA、药物浓度、水相体积和 PVA 浓

度对 DL 和 EE 都有重要影响。根据优选出的 佳

工艺条件，PLA 浓度为 14.76 mg·mL1，药物浓度

为 4.89 mg·mL1，PVA 浓度为 1%，油水比为 1∶2，

制备所得 PLA-α- 细辛脑纳米粒平均粒径为

265.4 nm，PDI 指数为 0.038，载药量为 12.40%，

包封率为 55.86%，与预测值误差较小。本实验中

优化的纳米粒的包封率较低，仅为 55.86%，原因

之一与其 优工艺的选择权重的设置有关；另一

方面，与其载体 PLA 的关系密不可分，预实验载

体的选择中发现，载体 PLGA(聚乳酸-羟基乙酸)

具有较高的包封率，而其载药量较低(<5%)，考虑

到鼻腔给药的剂量较低， 终选择了载药量相对

较高，包封率较低的 PLA 作为纳米粒的载体。 
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