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响应曲面法优化中空介孔羟基磷灰石
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摘要:以碳酸钙为模板ꎬ在 １４０℃、碱性水溶液中制备出球形度良好且粒度均匀的中空介孔羟基磷灰石微球ꎬ并采用溶剂浸

渍法负载上模型药物姜黄素ꎬ利用扫描电子显微镜、透射电子显微镜、氮气吸附－解吸附、傅里叶变换红外光谱等仪器对微球及
其载药体系进行表征ꎮ 通过三因素三水平的 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ 实验设计(ＢＢＤ)对微球包载姜黄素的工艺处方进行优化ꎮ 研究发
现ꎬ当姜黄素 / ＨＭＡＰｓ 质量比为 １９􀆰 ９５ ∶１、载药时间为 ５􀆰 ８ ｈ、超声时间为 １􀆰 ４８ ｈ 时为最优处方工艺ꎬ此时载药量理论预测值
为 ７３􀆰 ４３％ꎮ
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　 　 姜黄素(Ｃｕｒｃｕｍｉｎ)主要来源于姜科植物姜黄

(Ｃ.ｌｏｎｇａ Ｌ.)根茎、郁金(Ｃｕｒｃｕｍａ ａｒｏｍａｔｉｃａ Ｓａｌｉｓｂ.)
块根、莪术(Ｃ. ｚｅｄｏａｒｉａ(Ｂｅｒｇ.)Ｒｏｓｃ.)根茎和天南星

科植物菖蒲(Ａｃｏｒｕｓ ｃａｌａｍｕｓ Ｌ.)根茎等ꎬ传统医学认

为其具有通经止痛、行气活血等药效[１]ꎮ 现代研究

表明ꎬ姜黄素是一种植物多酚[２]ꎬ作为姜黄的主要

药理活性成分[３]ꎬ其具有良好的抗肿瘤、降血脂、抗
炎、利胆、抗氧化等作用[４]ꎮ 但由于其水溶性极差

导致其具有口服生物利用度低、代谢和排泄快等缺

点ꎬ极大地限制其在临床上的应用[５－６]ꎮ 因此ꎬ研发

姜黄素新剂型ꎬ寻找增加其溶解并提高生物利用度

的包载材料ꎬ成为姜黄素广泛应用亟待解决的问题ꎮ
中空介孔羟基磷灰石微球(Ｈｏｌｌｏｗ ｍｅｓｏｐｏｒｏｕｓ

ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓꎬＨＭＡＰｓ)作为一种新型

载体ꎬ兼具空心和介孔 ２ 种优点ꎮ 羟基磷灰石

(ＨｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅꎬＨＡＰ)是牙齿和骨骼的主要无机成

分[７－８]ꎬ具有良好的生物活性、相容性、降解性[９]ꎬ且
无毒无刺激ꎬ并有良好的机械性能等优势[１０]ꎮ 其自

身不仅有抑菌作用[１１]ꎬ是一种抗癌药物[１２]ꎬ还是一

种优异的基因和药物的载体[１３]ꎮ 所以笔者采用中

空介孔羟基磷灰石微球包载姜黄素ꎬ以增加其溶解

并提高生物利用度ꎬ并利用 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ 实验设计

(Ｂｏｘ－ Ｂｅｈｎｋｅｎꎬ ＢＢＤ) 对其负载的工艺处方进行

优化[１４－１５]ꎮ

１　 实验材料

１􀆰 １　 试剂

姜黄素(麦克林)ꎬ通拓色谱技术(天津)有限公

􀅰７６１􀅰
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司生产ꎻ氯化钙ꎬ天津市化学试剂供销公司生产ꎻ碳
酸钠ꎬ天津市科密欧化学试剂有限公司生产ꎻ聚苯乙

烯磺酸钠ꎬ西格玛奥德里奇(上海)贸易有限公司生

产ꎻ十二水合磷酸氢二钠ꎬ天津市鼎盛鑫化工有限公

司生产ꎻ乙酸乙酯ꎬ天津市元立化工有限公司生产ꎻ
柠檬酸ꎬ天津市北方天医化学试剂厂生产ꎻ各试剂均

为分析纯ꎬ水为超纯水(Ｍｉｌｌｉ－Ｑ Ａｃａｄｅｍｉｃ)ꎮ
１􀆰 ２　 仪器

Ｐｈｅｎｏｍ Ｐｒｏ 扫描电子显微镜ꎻＪＥＯＬ－１００ＣＸ－Ⅱ
透射电子显微镜ꎬ日本电子株式会社生产ꎻＴｅｎｓｏｒ ２７
傅里叶变换红外光谱ꎻＡｇｉｌｅｎｔ Ｃａｒｙ ６０ 紫外分光光度

计ꎻＫＹＣ １００Ｃ 恒温振荡仪ꎬ上海福玛实验设备有限

公司生产ꎻＱＴ２０６０ 超声清洗机ꎻＳＸ－２－１０ 马弗炉ꎻ
ＧＢ / Ｔ １１１６５ 精密 ｐＨ 计ꎬ美国 Ｍｅｔｔｌｅｒ 公司生产ꎻ
Ｍｅｔｔｌｅｒ ｔｏｌｅｄｏ ＸＳ１０５ 型电子天平ꎬ美国 Ｍｅｔｔｌｅｒ 公司

生产ꎻＡｎｋｅ ＴＧＬ－１６Ｇ 高速台式离心机ꎮ

２　 实验方法

２􀆰 １　 中空介孔羟基磷灰石微球的合成

２􀆰 １􀆰 １　 模板球的合成

在三口烧瓶中加入 ２００ ｍＬ 超纯水、一定量聚苯

乙烯磺酸钠和氯化钙ꎬ另在烧杯中加入 ２００ ｍＬ 超纯

水、一定量聚苯乙烯磺酸钠和碳酸钠 [ ｎ ( Ｃａ２＋ ) ∶
ｎ(ＣＯ２－

３ )＝ １ ∶１]ꎬ超声 １０ ｍｉｎꎬ将碳酸钠溶液快速倒

入中速搅拌的氯化钙溶液中ꎬ室温下反应 １􀆰 ５ ｈꎬ离
心水 洗 ３ 次ꎬ ６０℃ 干 燥 １２ ｈꎬ 得 到 模 板 球 碳

酸钙[１６－１７]ꎮ
２􀆰 １􀆰 ２　 复合微球的合成

称取 １ ０００ ｍｇ 合成的碳酸钙于烧瓶中ꎬ加入

１２ ｍＬ 超纯水和适量氨水ꎬ使其 ｐＨ 为 １１􀆰 ５ꎮ 中速

磁力搅拌下ꎬ滴加 １２ ｍＬ 十二水合磷酸氢二钠溶液

(按照 Ｃａ / Ｐ 物质的量比为 １􀆰 ６７ ∶ １)ꎬ滴完后ꎬ保持

ｐＨ 为 １０􀆰 ５ꎬ３０℃中速搅拌反应 ０􀆰 ５ ｈꎮ 再将反应液

倒入反应釜ꎬ置于马弗炉中 １４０℃反应 ３ ｈꎬ离心水

洗 ３ 次ꎬ６０℃ 干燥 １２ ｈꎬ得到复合微球 ＣａＣＯ３ ＠
ＨＡＰ [９]ꎮ
２􀆰 １􀆰 ３　 模板球的去除

称取 ５００ ｍｇ 复合微球于 ５０ ｍＬ、ｐＨ ６􀆰 ００ 的柠

檬酸溶液中ꎬ置于 ３０℃ 恒温振荡器中震荡浸泡

２４ ｈꎬ离心水洗 ３ 次ꎬ６０℃干燥 １２ ｈꎬ得到中空介孔

羟基磷灰石微球[１８－１９]ꎮ
２􀆰 ２　 姜黄素 / ＨＭＡＰｓ 载药体系的制备

采用溶剂浸渍法将姜黄素负载到 ＨＭＡＰｓ 上:
称取 ２􀆰 ５ ｍｇ ＨＭＡＰｓꎬ加入到 ５ ｍＬ、１２ ｍｇ / ｍＬ(姜黄

素的最大溶解度)的姜黄素乙酸乙酯溶液中(姜黄

素 / ＨＭＡＰｓ 质量比为 ２４ ∶１)ꎬ超声分散 １ ｈꎬ避光密

封[２０]ꎬ置于 ３０℃ 恒温振荡器中震荡 ６ ｈ 后ꎬ 于

１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ吸取上清液ꎬ用紫外分光

光度法于 ４３０ ｎｍ 处测定其吸光度ꎬ计算 ＨＭＡＰｓ 的

载药量 ＤＬ:
ＤＬ ＝ [(Ｍ总 － Ｍ游离) / (Ｍ总 － Ｍ游离 ＋ ＭＨＭＡＰｓ)] × １００％

(１)

式中:ＤＬ 为姜黄素的载药量ꎻＭ总 为加入的姜黄素

的总质量ꎻＭ 为游离离心后上清液中姜黄素的质

量ꎻＭＨＭＡＰｓ为加入的载体材料 ＨＭＡＰｓ 的质量ꎮ

３　 结果与讨论

３􀆰 １　 中空介孔羟基磷灰石微球的表征

３􀆰 １􀆰 １　 电镜分析

ＣａＣＯ３、 ＣａＣＯ３ ＠ ＨＡＰ、 ＨＭＡＰｓ 和 姜 黄 素 ＠
ＨＭＡＰｓ 扫描电镜图如图 １ 所示ꎮ 由图 １(ａ)中可以

看出ꎬ模板球 ＣａＣＯ３ 的球形度均匀、表面光滑ꎮ 对

图 １(ａ)和图 １(ｂ)进行对比发现ꎬ复合微球 ＣａＣＯ３

＠ ＨＡＰ 表面不光滑ꎬ说明羟基磷灰石包裹在了模板

微球 ＣａＣＯ３ 上ꎻ由图 １(ｃ)可以看出ꎬ微球 ＨＭＡＰｓ 球
形度良好且已中空ꎬ壳层均匀ꎬ尺寸约为 ２ ~ ３ μｍꎬ
　 　 　 　 　 　 　

(ａ)ＣａＣＯ３ (ｂ)ＣａＣＯ３＠ ＨＡＰ

(ｃ)ＨＭＡＰｓ (ｄ)ＨＭＡＰ

(ｅ)姜黄素 / ＨＭＡＰｓ

图 １　 不同样品的电镜图
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外壳厚度为 ２２２ ｎｍꎻ观察图 １ ( ｅ) 可见ꎬ姜黄素 /
ＨＭＡＰｓ 载药微球球形度仍良好ꎻ从图 １(ｄ)中可以

看出ꎬ微球球形度良好ꎬ且其表面堆叠的羟基磷灰石

颗粒样结构清晰可见ꎮ
３􀆰 １􀆰 ２　 氮气吸附－解吸附

利用 ＢＥＴ 测定 ＨＭＡＰｓ 微球的表面积、孔容量

和孔径分布ꎬ结果如图 ２ 所示ꎮ 从图 ２ 中可以看出ꎬ
ＨＭＡＰｓ 微球的吸附－脱附等温线属于 ＩＶ 型等温线ꎬ
介孔材料典型的吸附等温线即是 ＩＶ 型等温线ꎬ并且

在脱附和吸附等温线之间存在 １ 个明显的滞后环ꎬ
说明所制备的 ＨＭＡＰｓ 微球具有介孔结构以及相对

较窄的孔径分布ꎮ ＢＥＴ 结果表明ꎬＨＭＡＰｓ 微球的比

表面积为 ５６􀆰 ００７ ｍ２ / ｇꎬＢＪＨ 计算得到的孔体积为

０􀆰 ４０９ ｃｍ３ / ｇꎬ平均孔径为 ４􀆰 ８９１ ｎｍꎮ

图 ２　 氮气吸附－解吸附等温线

３􀆰 １􀆰 ３　 傅里叶变换红外光谱

利用傅里叶变换红外光谱对微球及载药体系进

行表征ꎬ结果如图 ３ 所示ꎮ 由图 ３ 中谱线 １ 可以看

出ꎬ７４５ ｃｍ－１处有 ＣａＣＯ３ 的特征吸收峰ꎬ表明合成的

ＣａＣＯ３ 为球霰石晶形ꎮ 对比图 ３ 中谱线 １ 和谱线 ２
发现ꎬ谱线 ２ 除了 ７４５ ｃｍ－１处 ＣａＣＯ３ 的吸收峰ꎬ同时

在 １ ０４０ ｃｍ－１处出现了羟基磷灰石介孔材料的特征

吸收峰ꎬ证明以 ＣａＣＯ３ 为模板合成了 ＣａＣＯ３＠ ＨＡＰ
复合微球ꎮ

１—ＣａＣＯ３ꎻ２—ＣａＣＯ３＠ ＨＡＰꎻ３—ＨＭＡＰｓ

图 ３　 傅里叶变换红外光谱图

对比图 ３ 中谱线 ２ 和谱线 ３ 发现ꎬ去除模板球

后的谱线 ３ 中ꎬ７４５ ｃｍ－１处 ＣａＣＯ３ 的特征吸收峰消

失不见ꎬ表明去除了 ＣａＣＯ３＠ ＨＡＰ 复合微球中球霰

石晶形的 ＣａＣＯ３ 模板球ꎬ得到了中空介孔的 ＨＭＡＰｓ
微球ꎮ
３􀆰 ２　 ＨＭＡＰｓ 载药实验及 ＢＢＤ 设计

选择姜黄素 / ＨＭＡＰｓ 质量比、载药时间、超声时

间进行单因素实验ꎬ得到最优实验条件为姜黄素 /
ＨＭＡＰｓ 质量比为 １６ ∶１ꎬ载药时间为 ６ ｈꎬ超声时间为

１􀆰 ０ ｈꎬ再利用 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ 实验设计方案对微球包

载姜黄素的工艺处方进行优化ꎮ
３􀆰 ２􀆰 １　 实验设计

利用 Ｄｅｓｉｇｎ － Ｅｘｐｅｒｔｓ ８􀆰 ０􀆰 ６ 软件中的 Ｂｏｘ －
Ｂｅｈｎｋｅｎ 模型进行实验设计与数据分析ꎮ 首先进行

单因素实验考察ꎬ在此基础上ꎬ以姜黄素载药量为响

应值(Ｙ)ꎬ３ 个自变量参数设置为:姜黄素 / ＨＭＡＰｓ
质量比(Ａ)、载药时间(Ｂ)、超声时间(Ｃ)ꎮ 以前期

的单因素考察实验最优值为中心值进行 ３ 因素 ３ 水

　 　 　 　 　 　 　表 １　 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ 实验设计结果

因素
水平

低值 中心值 高值

姜黄素 / ＨＭＡＰｓ 质量比(Ａ) １２ １６ ２０

载药时间(Ｂ) ３ ６ ９

超声时间(Ｃ) ０􀆰 ５ １ １􀆰 ５

表 ２　 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ 实验设计结果

序号
自变量 载药量 / ％

Ａ Ｂ Ｃ Ｙ

１ １６ ６ １ ６７􀆰 ４０

２ １６ ６ １ ６６􀆰 １５

３ １６ ６ １ ６５􀆰 ６０

４ ２０ ３ １ ６３􀆰 ２１

５ １６ ３ ０􀆰 ５ ５６􀆰 ９３

６ ２０ ６ ０􀆰 ５ ７１􀆰 ４９

７ １６ ３ １􀆰 ５ ５８􀆰 ３５

８ １２ ６ １􀆰 ５ ６０􀆰 ８８

９ １６ ９ ０􀆰 ５ ６４􀆰 ５９

１０ ２０ ９ １ ６６􀆰 ５２

１１ ２０ ６ １􀆰 ５ ７３􀆰 ２９

１２ １６ ９ １􀆰 ５ ６２􀆰 ７１

１３ １６ ６ １ ６８􀆰 ８８

１４ １２ ６ ０􀆰 ５ ６０􀆰 ２７

１５ １６ ６ １ ６６􀆰 ５８

１６ １２ ３ １ ４７􀆰 ３７

１７ １２ ９ １ ５２􀆰 ３７
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平实验设计ꎬ结果如表 １ 所示ꎬ其中析因部分实验次

数为 １２ 次ꎬ中心点重复实验次数为 ５ 次ꎬ结果如

表 ２ 所示ꎮ
利 用 Ｄｅｓｉｇｎ － Ｅｘｐｅｒｔｓ ８􀆰 ０􀆰 ６ 软 件 中 Ｂｏｘ －

Ｂｅｈｎｋｅｎ 模型对 １７ 个设计实验的结果进行分析ꎬ在
原有方程基础上ꎬ去除不显著项ꎬ得到二次拟合方程

为:Ｙ ＝ ６６􀆰 ９２ ＋ ６􀆰 ７０Ａ ＋ ２􀆰 ５４Ｂ ＋ ０􀆰 ２４Ｃ － ０􀆰 ４２ＡＢ ＋
０􀆰 ３０ＡＣ－０􀆰 ８３ＢＣ－１􀆰 ８６Ａ２ －７􀆰 ７０Ｂ２ ＋１􀆰 ４２Ｃ２ꎬ包含常

数项、一次项以及二次项(含交互作用项)ꎮ
回归方程各项的方差分析结果如表 ３ 所示ꎮ 二

次回归模型的总 Ｆ 值为 ３７􀆰 ４５ꎬＰ<０􀆰 ０００ １ꎬ表明该

方程显著性为极显著ꎮ 并且失拟项 Ｆ ＝ １􀆰 ５９ꎬ明显

小于 Ｆ０􀆰 ０５[Ｆ０􀆰 ０５(３ꎬ２) ＝ １９􀆰 ２]ꎬ说明模型拟合度优异ꎻ
失拟项 Ｐ 值为 ０􀆰 ３２４ ２(>０􀆰 ０１)ꎬ即拟合模型失拟度

不显著ꎬ表明使用该方程进行的拟合效果很好ꎬ因
此ꎬ该 ＢＢＤ 模型适用于 ＨＭＡＰｓ 负载姜黄素工艺处

方的研究优化ꎮ
表 ３　 回归方程各项的方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值 显著性

总回归 ６８９􀆰 ７１ ９ ７６􀆰 ６３ ３７􀆰 ４５ <０􀆰 ０００１ ∗∗∗

Ａ－Ａ ３５９􀆰 ３９ １ ３５９􀆰 ３９ １７５􀆰 ６５ <０􀆰 ０００１ ∗∗∗

Ｂ－Ｂ ５１􀆰 ６２ １ ５１􀆰 ６２ ２５􀆰 ２３ ０􀆰 ００１５ ∗∗

Ｃ－Ｃ ０􀆰 ４８ １ ０􀆰 ４８ ０􀆰 ２３ ０􀆰 ６４４５ 　

ＡＢ ０􀆰 ７２ １ ０􀆰 ７２ ０􀆰 ３５ ０􀆰 ５７１１ 　

ＡＣ ０􀆰 ３６ １ ０􀆰 ３６ ０􀆰 １７ ０􀆰 ６８８７ 　

ＢＣ ２􀆰 ７３ １ ２􀆰 ７３ １􀆰 ３３ ０􀆰 ２８６３ 　

Ａ２ １４􀆰 ５４ １ １４􀆰 ５４ ７􀆰 １１ ０􀆰 ０３２２ ∗

Ｂ２ ２４９􀆰 ４６ １ ２４９􀆰 ４６ １２１􀆰 ９２ <０􀆰 ０００１ ∗∗∗

Ｃ２ ８􀆰 ４５ １ ８􀆰 ４５ ４􀆰 １３ ０􀆰 ０８１６ ∗

残差 １４􀆰 ３２ ７ ２􀆰 ０５ 　 　 　

失拟项 ７􀆰 ７９ ３ ２􀆰 ６０ １􀆰 ５９ ０􀆰 ３２４２ 不显著

误差项 ６􀆰 ５３ ４ １􀆰 ６３ 　 　 　

总误差 ７０４􀆰 ０３ １６ 　 　 　 　

３􀆰 ２􀆰 ２　 响应曲面分析与优化

通过 ＢＢＤ 模型的实验设计和拟合优化ꎬ得到该

实验模型的等高线和响应曲面图ꎬ结果如图 ４ ~图 ６
所示ꎮ 由图 ４ 可以看出ꎬ姜黄素 / ＨＭＡＰｓ 质量比与

载药时间交互作用显著ꎬ对载药量变化影响显著ꎻ由
图 ５ 可以看出ꎬ姜黄素 / ＨＭＡＰｓ 质量比与超声时间

交互作用不明显ꎬ但对载药量变化影响显著ꎻ由图 ６
可以看出ꎬ载药时间与超声时间交互作用非常显著ꎬ

但对载药量变化影响不大ꎮ 经分析可以看出ꎬ该实

验载药量存在最大值ꎬ进一步通过软件计算分析可

知ꎬ中空介孔羟基磷灰石负载姜黄素的最优工艺处

方为:姜黄素 / ＨＭＡＰｓ 质量比为 １９􀆰 ９５ ∶１ꎬ载药时间

为 ５􀆰 ８ ｈꎬ超声时间为 １􀆰 ４８ ｈꎮ

(ａ)等高线

(ｂ)响应曲面

图 ４　 姜黄素 / ＨＭＡＰｓ 质量比与载药时间

对载药量影响的等高线和响应曲面图

(ａ)等高线

(ｂ)响应曲面

图 ５　 姜黄素 / ＨＭＡＰｓ 质量比与超声时间

对载药量影响的等高线和响应曲面图
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(ａ)等高线

(ｂ)响应曲面

图 ６　 载药时间与超声时间对载药量影响的

等高线和响应曲面图

３􀆰 ３　 验证实验

以 ＢＢＤ 模型得到的最优处方工艺为实验条件ꎬ
进行 ３ 次验证实验ꎬ结果如表 ４ 所示ꎮ 由表 ４ 可以

看出ꎬ计算得到的平均载药量为 ６９􀆰 ９４％ꎬ与 Ｂｏｘ－
Ｂｅｈｎｋｅｎ 模 型 预 测 值 ７３􀆰 ４３％ 的 吻 合 度 高 达

９５􀆰 ２５％ꎬ证实了该模型准确可靠ꎮ 因此ꎬ采用响应

曲面法优化得到的中空介孔羟基磷灰石微球负载姜

黄素的实验参数是可行的ꎬ具有一定的实用价值ꎮ
表 ４　 验证实验结果

实验编号 １ ２ ３ 平均值 预测值

姜黄素载药量 / ％ ６８􀆰 １６ ７１􀆰 ９３ ６９􀆰 ７３ ６９􀆰 ９４ ７３􀆰 ４３

４　 结论

采用中空介孔羟基磷灰石微球包载姜黄素ꎬ并
利用响应曲面法对 ＨＭＡＰｓ 负载姜黄素的工艺处方

进行优化ꎮ 通过实验和 ＢＢＤ 模型计算分析得最优

工艺处方:姜黄素 / ＨＭＡＰｓ 质量比为 １９􀆰 ９５ ∶１ꎬ载药

时间为 ５􀆰 ８ ｈꎬ超声时间为 １􀆰 ４８ ｈꎬ模型预测载药量

可达 ７３􀆰 ４３％ꎮ 在最优处方工艺实验条件下进行验

证实验ꎬ得到载药量为 ６９􀆰 ９４％ꎬ与 ＢＢＤ 模型预测的

吻合度高达 ９５􀆰 ２５％ꎬ说明该模型合理有效ꎬ为载体

负载药物的研究及姜黄素在中药制剂中的广泛应用

开拓了新思路ꎮ
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