吉林大学硕士学位论文                    第一章                                     前言


第一章  前  言
一、维生素D的研究进展

维生素D是人体重要的骨代谢调节激素之一，其主要作用是调节骨钙内环境的稳定，维生素D在体内要转化为有活性的1, 25 (OH) 2D3才能形式发挥作用，而1, 25 (OH) 2D3 的生物学活性由其细胞内维生素D受体介导。研究表明维生素D受体(VDR)基因与肠道钙吸收、骨质代谢相关，被认为是研究骨和钙代谢疾病的候选基因。目前已研究清楚维生素D受体基因突变可导致Ⅱ型维生素D依赖性佝偻病，但有关维生素D受体基因与维生素D缺乏性佝偻病的研究国内外还不多。
1. 维生素D受体结构及功能
维生素D受体（vitamin D receptor,VDR)是含有427个氨基酸的核内生物大分子，为类固醇激素/甲状腺激素受体超家族成员，本质上是一种配体依赖因子[1]VDR通常分为四个功能区，或从氨基端到接基端分别化分为A, B, C, D,E,F六个区域:(1) N端区(A/B区):该区由24个氨基酸组成，具有不依赖于配体的转录激活功能AF-1区域。(2) D NA结合区(C区、DBD):该区包含第24-89氨基酸残基，高度保守，人、大鼠、鸡之间VDRDNA结合区的同源性为98.5%。其主要功能为参与DNA序列识别，含有2个直接介导受体与靶基因相互作用的富含半肤氨酸残基的“锌指结构，’，每个锌指结构形成一个。α-螺旋，两个α-螺旋相互垂直构成与DNA结合的核心。另外DNA结合区也部分参与二聚体的形成。(3)铰链区(D区):也称抗原决定区，该区可能与核定位有关。Miyamoto等[2]认为铰链区在维持VDR功能结构完整性亦很重要，他们研究时发现，VDR的ABC区和甲状腺激素受体(TR)的DEF区嵌合体不能与VDR的反应元件结合，但增加VDR本身的D区后可使嵌合体与VDR反应元件相结合，并激活转录活性。(4)激素结合区(E/F区、LBD):即配体结合区。包括从182位氨基酸残基到羧基末端第427位氨基酸残基，此区功能较多:①与激素相结合:②与视黄酸X受体(RXR)发生异二聚作用，VDR-RXR二聚体形成后能增强受体与靶基因上反应元件的结合力VDR上的第241-263位氨基酸残基高度保守，这个区域与VDR和RXR等核蛋白相互作用有关。③此区还具有形成配体依赖的转录激活/抑制功能区AF-2 (activation function-2 domain). AF-2位于LBD403-427氨基酸残基之间，此区域内的Leu417和G1u420是介导配体刺激的转录激活的关键点，并决定AF-2的功能[3]。
维生素D受体在多种组织中均能表达，在细胞内VDR与1, 25 (OH) 2D3激素信号分子结合成激素-受体复合物，该复合物与靶基因特定DNA序列上的激素反应元件结合，从而对结构基因的表达产生调节，因而VDR本质上是一个配体依赖的转录因子，它与1, 25 (OH) 2D3一起在调节机体钙磷代谢、细胞增殖与分化以及免疫功能等方面起重要作用。
2. 维生素D受体基因及其多态性
人类V DR基因位于12号染色体长臂1区3带上，全长约75kb，共有11个外显子和数个内含子[4]。5`端非编码区包括外显子IA、1B和1C，另外8个外显子(外显子2-9)编码VDR分子的结构部分。引物延伸和S1核酸酶图谱分析显示有多个转录起始位点，外显子lB和1C不同的剪接可产生3种不同的mRNA。外显子1C的3'端还有一段与视黄酸诱导VDR产生有关的内含子。
VDR基因由于存在单个碱基的中性突变，应用聚合酶链反应-限制性长度片段多态性(PCR-RFLP)方法分析VDR基因具有明显的多态性，目前已发现的限制性内切酶位点有Bsm I、Apa I、Taq I、Fok I、Tru9 I，根据是否存在这五种酶切位点分别形成B/b, A/a,T/t, F/f, TR/tr等位基因，B, A, T, F, TR表示缺乏这五种内切酶位点，相应b, a, t,f, tr表示存在这五种酶切位点。其中Bsm I、Apa I酶切位点均分别位于3'端的内含子8[5、6]， 其多态性不影响VDR的氨基酸序列，TaqI 酶切位点位于3'端的外显子9上，其多态性是由于第352个密码子上的同义突变造成的，由ATT突变ATC，两者均为异亮氨酸的密码子[5]，是唯一已发现位于编码区内的酶切位点。FOK I酶切位点位于5'外显子上，为起始密码子ATG突变ACG，这个位点多态性可产生两种VDR分子。最近新发现的Tru9酶切位点位于内含子8上，距外显子8的+443bp处由A突变为G[7]。另外近年来研究发现，在3'端还存在poly-A尾微卫星重复序列多态性，根据poly-A中的重复次数分为L型(A>=18)和S型(A<18) [8]。目前应用于疾病研究较多的酶切位点主要是Bsm I . Apa I . Taq I .Fok 1这四个。
3.VDR基因多态性与肠道钙吸收
肠道钙吸收受饮食钙摄入量、血清1, 25 (OH) 2D3和甲状旁腺激素的调节，随着对VDR基因的研究进展，有研究表明肠道钙吸收是VDR等位基因的一个调节点，Dawson等[9]研究发现，在低钙摄入量情况下，BB基因型的钙吸收率低于bb型，而在高钙摄入时这一遗传效应不明显。Wishart等[10]对99名接近绝经健康妇女的肠道钙吸收与VDR基因多态性、饮食钙摄入量、血清1, 25 (OH) 2D3的关系研究时发现bbaaTT单倍体和as基因型个体中钙吸收率较高，并且VDR基因多态性和饮食钙摄入量、血清1, 25 (OH) 2D3,一样是影响肠道钙吸收的独立因素。Gennari等[11]对120名绝经后高加索妇女小肠钙吸收与VDR基因型关系进行了分析，也发现在BB和tt基因型中，肠道钙吸收分别明显低于bb和TT。但也有研究结果与此不同，Laaksonen等[12]对24位绝经前和69位绝经后芬兰妇女的VDR基因Bsm I位点多态性与肠道钙吸收及冬季25 (OH) D水平关系进行了研究，结果发现BB基因型的钙吸收最高，25( OH)D 水平也最高。而Fracis [13]，和Kinyamu[14]等未发现VDR基因多态性与肠道钙吸收的关系。
4.V DR基因多态性与骨质代谢
人们通过研究反映骨形成和骨吸收的生化指标与VDR基因的关系来研究骨质代谢与VDR基因的关系，Morrison等[15]首先研究发现BB和aa基因型平均骨钙素水平分别比bb和AA基因型高。1999年Zanza等[16]研究VDR基因Bsm I位点多态性与高加索婴儿骨代谢生化指标的关系时也发现BB基因型的脱氧吡啶啉及I型胶原氨基端肽(INTP)水平最高。这表明BB基因型有着较高的骨代谢水平。2001年Lorentzon等[17]对99名健康高加索女孩VDR基因多态性(包括Bsm I、Apa I、Taq I、Fok I四个位点)与骨钙素水平关系进行了研究，结果发现仅VDR基因Apa I位点多态性与骨钙素水平相关，aa基因型最高，AA最低。Sheehan等[18]对118名健康爱尔兰成人进行研究发现tt基因的血清骨钙素较Tt和TT基因型分别高29%和40%，表明tt基因型有着较高的骨代谢率。另外，Eccleshall等[19]研究时也发现，ff基因型的骨吸收指标I型胶原氨基端肽 比FF基因型高35%。但也有些研究结果并未发现VDR基因型与骨质更新的关系[20、21]。
5.VDR基因多态性与骨密度
首先报道VDR基因与骨密度(BMD)有关的是Morriso。等人[22]，他们的研究表明VDR基因多态性与骨密度相关联，其中bb基因型比BB基因型的BMD高15%，在健康个体中这些等位基因的影响占BMD遗传因素的75%，认为VDR基因多态性可以预测BMD。随后Gross等[23]对100位墨西哥血统的美国绝经后妇女腰椎BMD与VDR基因Fok I位点研究时发现，ff基因型的BMD比FF基因型低12.8%o Ghoi等[24]对韩国绝经后妇女研究时也有类似的发现。但也有不同的研究结果:美国的Hustmyer[25]、法国的Garnero[26]、朝鲜的Lim[27]及我国的赵金秀等[28]均未发现VOR基因型多态性与BMD的关系。
6.VDR与佝偻病
6.1 VDR基因与Ⅱ型遗传性维生素D依赖性佝偻病
Ⅱ型遗传性维生素D依赖性佝偻病是一种常染色体隐性遗传病，目前己研究清楚其病因是由于VDR基因突变所致。已发现存在的突变位点有[29] G33D, H35Q, K45E, F471, R50Q,R80Q, R270L, 1314S, R319C, R73STOP, Q152STOP, Y295STOP。这些突变可造成[30]：①激素与VDR结合能力下降或丧失;② VDR与DNA的亲和力下降或丧失，③ VDR与RXR形成二聚体的能力下降。这些使得细胞对1, 25 (OH) 2D3不敏感而产生佝偻病。
6.2 V DR基因与维生素D缺乏性佝偻病
维生素D缺乏性佝偻病的发病涉及机体维生素D的缺乏、肠道钙吸收的降低及骨骼钙盐沉积减少，而这些都与VDR基因多态性有关。因而国内外学者推测VDR基因型可能与维生素D缺乏性佝偻病有关。另外已研究清楚的VDR基因与Ⅱ型遗传性维生素D依赖性佝偻病的关系也为两者的关系提供了一定的依据。但目前国内外对两者关系的研究尚未深入开展。Fischer等[31]对尼日利亚的105位活动性营养性佝偻病儿童和居住于同一地区的94位正常 儿童的VDR基因BsmI 、ApaI 、Taq I、FokI 四个酶切位点进行了对比研究，发现在佝偻病组ff基因型频率较正常儿童组低，而FF基因型相对较高。但未发现Bsm I、Apa I、Taq I这三个酶切位点与营养性佝偻病的相关性。同样我国卢华君等[32]研究昆明汉族儿童VDR基因FokI 位点多态性(起始密码子多态性)与维生素D缺乏性佝偻病的相关性时也发现维生素D缺乏性佝偻病患儿与FF型VDR基因相关。。王光等[33]对114例1-2岁中、重度激期营养性佝偻病患儿及100例健康儿童的VDR Bsm I 酶切位点多态性进行了对比，发现佝偻病组b等位基因频率为83%, B等位基因频率为17%，而正常对照组b等位基因频率为95%, B等位基因频率为5%，两组等位基因频率分布存在明显差异(p<0.05 )。并且发现在佝偻病组中不同基因型其临床症状和体征出现的频率不同，骨骼改变和X线bb在基因型中出现的频率较其他基因型明显低，另外佝偻病患儿不同基因型对维生素D3的治疗效果也不同，bb型疗效显著，Bb和BB基因型疗效不佳。而李筠等[34]同样用Bsm I内切酶对30例营养性佝偻病患儿及202例正常儿童研究时并未发现VDR基因与营养性佝偻病的关联性。因此VDR基因多态性与维生素D性佝偻病的关系还值得进一步探讨。
7.维生素D受体基因敲除小鼠模型
为了研究VDR的功能及VDR与佝偻病的关系，1997年Yoshizawa等和Li等应用基因打靶技术建立了VDR基因敲除小鼠模型。Yoshizawa等[35]是通过敲除VDR外显子2建立了缺失第一锌指结构的模型，他们研究发现VDR基因完全敲除(VDR-/-)小鼠在断奶前生长发育没有缺陷，但断奶后即出现脱发、低钙血症、严重骨骼畸形等表现，这些与人类HVDDR-Ⅱ表现极为类似，而杂和子(VDR+/-)和野生型的小鼠断奶前后均无异常表现。但与人类不同的是，VDR基因完全敲除(VDR-/-)小鼠在出生后15周死亡，并在雌性小鼠中出现子宫发育不良和卵泡生成障碍。Li等[36]，则是通过敲除小鼠VDR基因外显子3(编码第二锌指结构)建立了VDR缺陷模型，纯合子VDR-/-的小鼠在出生时表型无异常，并能正常生存到至少6月，但它们在21天时即出现低钙血症，同时甲状旁腺激素水平开始升高，甲状旁腺的体积也渐增大，35天左右出现佝偻病和骨软化症。
Amling等[37]利用VDR基因敲除模型研究了VDR在小鼠骨代谢方面的作用，他们对骨矿物质平衡受损的VDR-/-的小鼠和应用高钙、磷和乳糖保持骨矿物质平衡VDR-/-的小鼠的骨骼进行了组织形态学和生物力学方面的比较，结果发现在存在低钙血症的VDR-/-的小鼠中由于类骨质的显著增多导致骨体积增大，成骨细胞的数量也显著增多，但破骨细胞的数量无明显改变，对髓板的检测发现其血管和基质增多，生物力学检查显示这些小鼠的骨折机率增高，而在骨矿物质保持平衡的VDR-/-的小鼠中，骨骼组织形态学和生物力学与同窝出生的在同样条件下喂养的野生型小鼠无明显差别。研究显示在VDR-/-的小鼠出生后十余天即给予钙磷和乳糖丰富的食物可以防止骨骼异常的形成。这些结果表明VDR在骨骼生长方面的作用主要是调整肠道钙吸收。
Erben等[38]也通过基因打靶技术建立了缺失VDR DNA结合区第一锌指结构但携带了由自身VDR基因启动子调节的lacZ报告基因的小鼠模型。研究发现在胎儿期和出生后，lacZ报告基因广泛的在骨骼、小肠、肾脏、皮肤、大脑、心脏和甲状旁腺表达。VDR基因完全敲除(VDR-/-)小鼠则出现类似于人类HVDDR-Ⅱ的典型表现，给予这些小鼠高钙、磷和乳糖可使其血钙、磷和甲状旁腺激素浓度维持正常，但肾脏排泄钙明显增多。
总之，通过研究VDR基因敲除小鼠发现，VDR缺陷可引起小鼠佝偻病，但VDR的功能及VDR与佝偻病的关系还有待于进一步研究。
8.维生素D受体基因多态性作用的可能机制
VDR基因多态性影响VDR功能的机制目前还不太清楚，除FokI 酶切位点会影响VDR多肽链的长短外，其余多态性位点并不影响氨基酸的排列顺序。Farrow认为蛋白质的合成受3'端非翻译区的调控，该区域碱基顺序的内在信息通过AUUUA拷贝或polyA尾影响mRNA的稳定性，在此区域的碱基发生任何突变都会影响VDR基因的调控而影响VDR的表达、如改变受体数量、影响增强子对靶位点的亲和力。Bsm I和Apa I酶切位点均位于3'非翻译区，并且与polyA多态性具有连锁不平衡，故认为VDR基因多态性可能从转录水平上影响VDR蛋白质的表达，从而对VDR的数量和活力产生影响，进而对所调节的基因产生影响。Morrison等研究就发现Bat型与较高的基因表达相关。但近年来有研究表明VDR基因多态性并不影响VDR的功能及VDR mRNA的稳定性[39]。因此有人推测VDR基因可能通过附近与其连锁的的基因而影响骨代谢的一系列过程。因此要完全了解维生素D受体与佝偻病的关系，还必须进一步对以下方面进行更深入的研究:(1)进一步研究VDR及其基因的结构与功能，这将有助于了解VDR基因与佝偻病的确切关系。(2)进一步研究VDR基因与其他和骨钙代谢有关的基因的关系，以了解他们在佝偻病发病中的作用及相互关系。
二、维生素D市场状况
目前，在国际上维生素D的研究已经成为“营养基因组学”的新兴热点，其生物合成途径的基础研究也日新月异。　
天然维生素D是仅由光合生物合成的一类脂溶性的强抗氧化剂。一般是从植物油(大豆、菜籽、棉籽、米糠、玉米、葵花籽、红花籽等油)精炼过程中脱臭馏出物中提取。它们主要在叶绿体中合成，对叶绿体的膜系统起着一定的稳定作用，同时有较高的抗氧化特性。但不同植物组织中生育酚的总量和成分差异很大。早在20世纪60～70年代，研究者就通过放射性同位素标记技术研究生物合成，到80年代已基本上阐明高等植物的生物合成途径及其在叶绿体中的合成位点，光合生物通过一系列的酶促反应合成。
在欧美、日本，早在四五十年代就有天然维生素D的生产。随着维生素D用途的不断扩大和人们对绿色食品、有机食品的逐步青睐，天然维生素D的需求量不断递增。据报道，在美国市场上与维生素D相关的产品有数百种之多。美国约有1/3的人经常服用维生素D，全美维生素D的需求量以每年4%～5%的增长速度一直延续到2004年。
三、维生素D静脉注射纳米乳剂
针对脂溶性维生素而言，将维生素D制备成静脉注射纳米乳剂不但可以增加药物稳定性，还可提高药物的生物利用度，增加淋巴靶向性。
作为药物载体的静脉乳剂起源于用作胃肠外营养支持的静脉脂肪乳剂。早在上世纪二十年代，日本学者曾用蓖麻油为原料、卵磷脂为乳化剂，首先制成脂肪乳剂试用于动物；美国五十年代推出了以棉花籽油为基础的Lipomul并应用于病人。但是以上乳剂均因严重毒性而未能推广。1964年，美国停止生产和应用脂肪乳剂。此后20多年，Intralipid在世界各地得到了广泛应用，德、法、日、美等发达国家相继发展了本国的脂肪乳剂。目前，世界上至少已有20多种脂肪乳剂面市。我国亦于80年代末与瑞典Kabi公司合资，大量生产Intralipid供临床应用[40]。
近年来，由于静脉脂肪乳剂在临床上的成功应用，静脉乳剂作为药物载体越来越引起人们的重视[41]。乳剂注射后能定向进入淋巴循环，富集在区域淋巴结内，并有缓慢释放药物的功能。由于使用了安全性较好的乳化剂且药物部分包裹在油相中，可以降低药物的毒性和刺激性。我国已自主研制出具有中国特色的载药静脉乳剂，如：鸭胆子油静脉乳剂和康莱特注射液（薏苡芢油静脉乳剂）等。这些药物的研制成功为国内静脉乳剂的研制打下坚实的基础，药物的应用也扩展到麻醉（如异丙酚静脉乳剂）、抗炎（前列腺素E1脂肪乳注射液、醋酸地塞米松静注乳剂）、治疗疟疾（如蒿甲醚静脉乳剂）等许多领域。
对于载药的静脉乳剂，其原辅料的选择、制备工艺、乳剂稳定性评价的研究方法日趋成熟，本文制备维生素D静脉注射纳米乳剂对其原辅料的选择、制备工艺、乳剂稳定性进行考察。
静脉乳剂的原辅料应达到静脉注射规格，但至今临床公认的副反应少的是静脉注射用大豆油。常用的乳化剂很多，但只有符合静注规格的大豆卵磷脂和蛋黄卵磷脂以及F-68实际应用于临床。
实验室制备静脉乳剂可以使用超声波法、高速捣碎搅拌法、胶体磨法、高压乳匀机法、高压射流（层流）乳化法、微孔滤膜乳化法等。其中高压乳匀机法具有制备粒径较小、粒径分布均匀，适宜工业化生产等优点[42]。在制备工艺中影响乳剂粒径大小的因素有初乳的制备温度、高压匀化的压力和次数等。本文对上述因素进行考察。乳剂属于热力学不稳定体系，乳剂稳定性重点考察项目有粒径大小及分布、zeta电位、pH值及药物含量变化。
虽然静脉乳剂的制备工艺已趋于成熟，但乳剂热力学不稳定的特点限制了乳剂的贮存时间。为提高乳剂的稳定性，近年来出现了冻干乳剂和喷雾干燥乳剂的研究。这也提示我们：随着静脉乳剂研究的不断深入、研究的领域不断扩展，静脉乳剂会呈现出诱人的开发和研究前景。
第二章  处方前研究
　　处方前研究是设计安全、有效和稳定的药物制剂的前提。本章测定了维生素D几个重要理化参数，作为选择静脉乳剂最佳处方和制备工艺以及静脉乳剂质量控制的依据。
1仪器与药品
1.1 仪器
Mini Spin高速离心机                             德国EPPENDORF公司
ULTROSPEC 4300pro紫外分光光度计           瑞典Amersham Biosciences
KS—600超声波细胞粉碎机                            宁波科生仪器厂
1.2 药品
维生素D （纯度99.2%）                                   迪马公司
维生素D对照品                              中国药品生物制品检定所
注射用大豆油                               铁岭北亚药用油有限公司
甲醇（色谱纯）                                      天津康科德公司
其他试剂均为分析纯。
2 方法与结果
2.1 维生素D的理化性质测定
2.1.1 维生素D的测定方法的建立
2.1.1.1 对照品溶液的制备

精密称取维生素D对照品49.48mg，置25ml量瓶中，用正己烷溶解并稀释至刻度，作为对照品备用液。精密吸取对照品备用液1ml，置25ml量瓶中，用无水乙醇稀释至刻度，作为对照品溶液。

2.1.1.2 供试品溶液的制备  

精密称取供试品0.28726g置100ml量瓶中，用正己烷溶解并稀释至刻度，作为供试品的备用液，再精密吸取1ml置25ml量瓶中，用无水乙醇稀释至刻度，作为供试品溶液。
2.1.1.3 紫外最大吸收波长的选择

取上述对照品及供试品溶液，用无水乙醇作空白，在200-800nm的波长范围内进行紫外扫描，波长间隔为4nm。结果，对照品溶液在275.0nm波长处有最大的吸收，供试品溶液在274.8nm的波长处有最大吸收，故确定275.0nm作为测定波长。紫外光谱图见图2-1。
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图2-1 维生素D的紫外扫描图谱
2.1.1.4 线性关系试验

精密吸收对照品溶液0.5、1.0、1.5、2.0、2.5ml置25ml量瓶中，加无水乙醇稀释至刻度，摇匀，参照紫外分光光度法(《中国药典》2000年版二部附录IVA)测定在285nm波长处测定吸光度，以吸光度(A)对浓度(C)进行线性回归,回归方程为：A=0.1802C＋0.007170，r=0.9998，结果表明在40-198μg·ml-1间呈良好的线性关系,结果见表2－1。

               表2－1 维生素D线性关系测定结果
	浓度(μg·ml-1)  39.584   79.168   118.752   158.336   197.920

	吸收值       0.1843   0.3586   0.5530    0.7198    0.8957


2.1.2 表观油水分配系数的测定
按照药典2000版二部附录，配制pH值分别为5.0、6.5、7.5、8.0的磷酸盐缓冲溶液。分别精密称取维生素D 0.201g、0.238g、0.250g于具塞三角瓶中，各加入水饱和的正辛醇40ml溶解，配制成3个浓度的维生素D正辛醇溶液。分别量取5.0ml的上述正辛醇溶液于50ml的具塞三角瓶中，向各浓度的维生素D正辛醇溶液中加入45ml的磷酸盐缓冲液。放置在恒温水浴振荡器中，25℃时100 rpm振摇使分配达到平衡。紫外测定分配前和分配后正辛醇相中的药物浓度，按照分配系数的公式
P=C辛醇/C水
计算维生素D在不同pH值条件下的正辛醇－水分配系数。测定结果见表2-2。
表2-2 维生素D油水分配系数（P）的测定
	 
	P
	logP
	logP±SD

	pH5.0
	样品1
	418.9
	2.622
	2.618±0.003512

	
	样品2
	411.8
	2.615
	

	
	样品3
	415.9
	2.618
	

	PH6.5
	样品1
	427.1
	2.630
	2.629±0.005132

	
	样品2
	419.6
	2.623
	

	
	样品3
	429.5
	2.633
	

	pH7.5
	样品1
	416.1
	2.619
	2.643±0.021378

	
	样品2
	457.2
	2.660
	

	
	样品3
	446.5
	2.650
	

	pH8.0
	样品1
	412.5
	2.615
	2.617±0.004041

	
	样品2
	411.9
	2.615
	

	
	样品3
	418.5
	2.622
	


由试验结果可见，维生素D是脂溶性药物，其油水分配系数较大。药物在pH值为7.5时的油水分配系数大于其他pH值的油水分配系数。
制备乳剂时需将药物溶解于油相, 较大的油水分配系数有利于药物的溶解。乳剂放置制备和贮存中，药物会在油相、水相和界面相中分配达到平衡，较大的油水分配系数有利于药物分配在油相中，使乳剂起到缓慢释药的作用。因此，pH7.5时维生素D油水分配系数较大的测定结果为静脉乳剂pH值的调节提供了一个有力的依据。
2.1.3 维生素D稳定性
精密称取维生素D对照品0.5mg，以无水乙醇制成0.5mg·ml-1的溶液，分别用0.1mol·L-1的NaOH 和HCL溶液调节药物溶液使成为不同pH值的体系。测定各pH值条件下、不同取样时间的药物含量（C）,结果见表2－3，并以浓度对pH值作图，结果见图2－2。

表2-3 不同pH时维生素D的降解
	PH2.0
	t（d）
	0
	1
	2
	3
	4

	
	C（mg·ml-1）
	0.4386
	0.4343
	0.4316
	0.4285
	0.4248

	PH2.5
	t（d）
	0
	1
	2
	3
	4

	
	C（mg·ml-1）
	0.4426
	0.4381
	0.4345
	0.4302
	0.4261

	PH3.0
	t（d）
	0
	1
	2
	3
	4

	
	C（mg·ml-1）
	0.4452
	0.4419
	0.4387
	0.4315
	0.4293

	PH3.5
	t（d）
	0
	1
	2
	3
	4

	
	C（mg·ml-1）
	0.4488
	0.4459
	0.4394
	0.4336
	0.4307

	PH4.0
	t（d）
	0
	1
	2
	3
	4

	
	C（mg·ml-1）
	0.4523
	0.4481
	0.4435
	0.4379
	0.4318

	PH4.5
	t（d）
	0
	1
	2
	3
	4

	
	C（mg·ml-1）
	0.4556
	0.4493
	0.4465
	0.4399
	0.4352

	PH5.0
	t（d）
	0
	1
	2
	3
	4

	
	C（mg·ml-1）
	0.4569
	0.4521
	0.4489
	0.4435
	0.4393

	PH5.5
	t（d）
	0
	1
	2
	3
	4

	
	C（mg·ml-1）
	0.4632
	0.4615
	0.4535
	0.4512
	0.4483

	PH6.0
	t（d）
	0
	1
	2
	3
	4

	
	C（mg·ml-1）
	0.4768
	0.4727
	0.4650
	0.4641
	0.4588

	PH6.5
	t（d）
	0
	1
	2
	3
	4

	
	C（mg·ml-1）
	0.4861
	0.4811
	0.4783
	0.4758
	0.4666

	PH7.0
	t（d）
	0
	1
	2
	3
	4

	
	C（mg·ml-1）
	0.4885
	0.4812
	0.4809
	0.4761
	0.4713

	PH7.5
	t（d）
	0
	1
	2
	3
	4

	
	C（mg·ml-1）
	0.4989
	0.4938
	0.4912
	0.4898
	0.4765

	PH8.0
	t（d）
	0
	1
	2
	3
	4

	
	C（mg·ml-1）
	0.4896
	0.4812
	0.4706
	0.4700
	0.4691

	PH8.5
	t（d）
	0
	1
	2
	3
	4

	
	C（mg·ml-1）
	0.4635
	0.4512
	0.4416
	0.4398
	0.4335

	PH9.0
	t（d）
	0
	1
	2
	3
	4

	
	C（mg·ml-1）
	0.4512
	0.4461
	0.4367
	0.4216
	0.4119

	PH9.5
	t（d）
	0
	1
	2
	3
	4

	
	C（mg·ml-1）
	0.4368
	0.4135
	0.3915
	0.3889
	0.3841

	PH10.0
	t（d）
	0
	1
	2
	3
	4

	
	C（mg·ml-1）
	0.4106
	0.4005
	0.3960
	0.3701
	0.3615

	PH10.5
	t（d）
	0
	1
	2
	3
	4

	
	C（mg·ml-1）
	0.4026
	0.4031
	0.3918
	0.3789
	0.3697

	PH11.0
	t（d）
	0
	1
	2
	3
	4

	
	C（mg·ml-1）
	0.3915
	0.3845
	0.3706
	0.3605
	0.3554

	PH11.5
	t（d）
	0
	1
	2
	3
	4

	
	C（mg·ml-1）
	0.3816
	0.3776
	0.3746
	0.3638
	0.3567

	PH12.0
	t（d）
	0
	1
	2
	3
	4

	
	C（mg·ml-1）
	0.3794
	0.3700
	0.3655
	0.3617
	0.3522

	PH12.5
	t（d）
	0
	1
	2
	3
	4

	
	C（mg·ml-1）
	0.3668
	0.3541
	0.3512
	0.3564
	0.3497

	PH13.0
	t（d）
	0
	1
	2
	3
	4

	
	C（mg·ml-1）
	0.3556
	0.3561
	0.3468
	0.3490
	0.3359
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图2-2 不同pH值时维生素D的浓度
实验结果表明：维生素D的pH值为7.5左右时，维生素D最稳定。维生素D在酸性条件下，浓度变化不大；在碱性条件下，浓度变化较大，说明维生素D耐酸不耐碱。

3 讨论
3.1 用摇瓶法测定药物的油水分配系数时，由于维生素D的脂溶性较大，在振荡过程中，药物大部分进入油相，油水两相中药物浓度相差大，分析误差会变大，导致P值测定不准确。为了减少误差，将正辛醇/水的比例定为1：9，从而提高维生素D在水相中的溶解量。 

3.2 维生素D的pH值为7.5左右时，维生素D最稳定。维生素D在酸性条件下，浓度变化不大；在碱性条件下，浓度变化较大，说明维生素D耐酸不耐碱。
4 小结
4.1 维生素D属于脂溶性药物，经测定其表观油水分配系数较大（logP值均大于1.5）。不同pH值时测定的表观油水分配系数不同，在试验范围内，pH值为7.5时其表观油水分配系数最大，logP=2.643。油水分配系数大，有利于药物在注射用豆油中的溶解，有利于静脉乳剂的制备。
4.2 紫外定量测定了维生素D在注射用豆油中的溶解度，测定结果不能达到处方要求。故需采用混合乳化剂以达到目的。
4.3 以水溶性增溶剂为辅料制备了维生素D的注射液，试验结果表明，在不同pH条件时，维生素D在水溶液中的降解速度不同。水溶液的pH值为7.5时，维生素D最稳定。这个结果为静脉乳剂pH调节提供依据，同时pH7.5也是维生素D有最大油水分配系数的pH值，有利于维生素D分布在乳剂的油相中。
第三章 乳剂的处方及制备工艺研究
1 仪器与药品
1.1 仪器
NS1001L纳米匀质机                                意大利Niro Soavi

LS13320激光粒度分析仪                         美国BECKMAN COULTER

MILLI-Q超纯水系统                                  美国密理博公司
MiniSpin高速离心机                                  德国Eppendorf

高压蒸汽灭菌器                                  西班牙J.R.SELECTA

RE-52AA旋转蒸发仪                              上海亚荣生化仪器厂
FA—2004十万分之一天平                             上海天平仪器厂
752紫外可见分光光度计                        上海光谱仪器有限公司
SHB-3循环水式真空泵                              郑州长城科贸公司
高速组织捣碎机                                 江苏盐城实验仪器厂
KS—600超声波细胞粉碎机                            宁波科生仪器厂
1.2 药品
注射用卵磷脂（Lipoid E80，批号101037-9/25）                  德国
注射用大豆卵磷脂（批号：041026）                     上海太伟药业
注射用大豆油                               铁岭北亚药用油有限公司
维生素D                                           浙江新昌制药厂
药用甘油（药用级）                           烟台晨芳股份有限公司
实验中其他试剂均为分析纯
实验中所用水均为注射用水
2 方法与结果
2.1乳化设备的选择

使用不同的乳化设备可以得到粒径不同的乳剂[43]，在相同制备条件下使用研磨法、超声法、组织捣碎机法、高压乳匀法制备乳剂，在光学显微镜下观察各乳剂的粒径，结果显示各种方法制备的乳剂粒径由小到大的顺序为：高压乳匀法（<1μm）<超声法（0.5μm ～2μm ）<组织捣碎机法（2μm ～5μm ）<研磨法(5μm～10μm)。因此，选择纳米乳匀机作为制备终乳的设备，以组织捣碎机作为制备初乳的设备。
2.2乳剂亲水亲油平衡(HLB)值的确定
采用离心稳定参数法，取50毫升离心管分别装入待测乳剂30毫升，以2000r/min离心10分钟[44]，分别测量原乳剂的稀释液和分离后下液层液体在波长285nm的吸光度值，计算离心稳定参数Ke[45]，结果见表2-1。乳化剂的HLB值为11时,乳剂的离心稳定参数Ke最小,即乳化剂的最佳HLB值为11。
Ke ={|(A0-A)|/A0}×100%

A0为原乳剂的稀释液在某一波长的吸光度。
A为原乳剂经离心后离心管下层经同倍稀释后在同一波长的吸光度。
	水
平
	
	因         素
	

	
	A 乳化剂用量（%）
	B 乳化时间/min
	C乳化温度/℃

	1

2

3
	0.6

1.2

1.8
	5

10

15
	50

60

70


2.3最佳乳化条件的选择
2.3.1试验设计

表3-1 因素水平表
选择对制备乳剂有较大影响的3个因素为指标，即乳化剂用量、搅拌时间、乳化温度，每个因素选择3个水平，见表3-1,采用L9(34) 正交表设计试验，稳定性结果见表3-2。
2.3.2纳米乳剂物理稳定性评价
按照“2.2” 项下离心稳定参数法，算得ke值，结果见表3-2。得到最佳乳化条件为：乳化剂用量为1.2％，最佳乳化时间是10分钟，最适乳化温度为70℃。
表3-2 正交实验方案及结果
	试验号
	A
	B
	C
	D（误差）
	Ke（%）

	1
	1
	1
	1
	1
	82.87

	2
	1
	2
	2
	2
	79.73

	3
	1
	3
	3
	3
	82.30

	4
	2
	1
	2
	3
	74.72

	5
	2
	2
	3
	1
	71.90

	6
	2
	3
	1
	2
	76.87

	7
	3
	1
	3
	2
	77.93

	8
	3
	2
	1
	3
	78.03

	9
	3
	3
	2
	1
	86.57

	K1
	2.449
	2.355
	2.413
	2.378
	

	K2
	2.235
	2.297
	2.345
	2.325
	

	K3
	2.425
	2.455
	2.351
	2.321
	

	R
	0.071
	0.053
	0.029
	0.022
	


2.3.3验证试验:

按照“2.2.3”选定的最佳乳化条件，制备乳剂所得的离心稳定参数Ke为71.90％。粒度分布结果见图3-1。将纳米乳剂在4000r·min-1的条件下离心10分钟[46]，结果没有分层现象。
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图3-1粒度分布结果

2.4纳米乳剂处方
处方I：注射用大豆油10.0g，蛋黄磷脂1.2g，甘油2.5g，维生素D 1.0g，助乳化剂1.5ml，加入注射用水至100ml。
处方II：注射用大豆油10.0g， 混合乳化剂1.2g(HLB值为11)，甘油2.5g，维生素D1.0g，助乳化剂1.5ml，加入注射用水至100ml。
2.5纳米乳剂制备
处方I：按照上述处方量取可溶性成分、助乳化剂于烧杯中，加入部分水70℃水浴中搅拌至溶解，作为水相。量取处方剂量注射用大豆油与1.0克维生素D于小烧杯中在70℃水浴中搅拌至溶解，作为油相。将油水两相混合。使用高速组织捣碎机搅拌1min(8000转·分钟-1)。镜检得初乳，以注射用水定溶至100ml,调节pH值为7.5，再过纳米匀质机7次，121℃灭菌30min。
处方II：在注射用油中加入维生素D 1.0克作为油相，可溶性成分与水混合作为水相，将油水两相混合（HLB值为11）。使用研钵进行研磨，以注射用水定容至100ml，调节pH值为7.5，使用超声波细胞粉碎机进一步乳化，通过纳米匀质机7次得到维生素D纳米乳剂，再用高压蒸汽灭菌器121℃灭菌30min。
2.6纳米乳剂粒径大小与分布测定
用注射用水将待测样品稀释至适当倍数，采用LS13320激光粒度分析仪对处方I及处方II及灭菌后的乳剂进行测试分析。

2.7纳米乳剂的粒径与分布测试结果
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a.纳米乳I                         b.纳米乳 II
                    图3-2 纳米乳I与纳米乳II粒度分布图
表3-3 纳米乳I与纳米乳II粒度分布表
	处方I
处方II

	粒径(nm)  均值(nm)   标准偏差(nm)   d10(nm)      d90(nm)

	
	765

  141     
	494         665        238

  139          24        112
	      2.013   

       173


图3-2（a）（b）表明，在相同实验条件下, 处方II（b图）制得的纳米乳剂平均粒径在141nm，标准偏差为±24nm粒度分布呈单峰，说明该处方制得的纳米乳分散体系乳滴分布较均匀。处方I（a图）制得的纳米乳粒径分布在两个区域，一个峰集中在412nm，占粒子总数的80.4%；另一个峰集中在2019nm，占粒子总数的19.4%，该纳米乳不仅粒子大小不均匀，而且分布较宽，说明该处方并不完善，如乳化剂的种类及用量，处方中其他成分的配比等，需要大量实验筛选出各组分最佳处方剂量。故对处方II做进一步的考察。
2.8高压匀化压力的优选
照2.4处方II制备初乳，以纳米均质机制备终乳剂。调节纳米乳匀机的一级阀和二级阀至不同压力制备乳剂，其中二级阀最大调节压力为120bar，一级阀最大调节压力为1200bar。
制备的乳剂以LS13320激光粒度分析仪测定粒径，测定时用注射用水将待测样品稀释至适当倍数。结果见表3-4。
表3-4 纳米乳II在不同压力下的粒度分布数据表
	压 力
(bar)
	X±SD

（nm）
1st
	X±SD

（nm）
2ed
	X±SD

（nm）
3th
	X±SD

（nm）
4th
	X±SD

（nm）
5th
	X±SD

（nm）
6th
	X±SD

（nm）
7th

	600
	419±421
	352±251
	235±121
	146±51
	143±58
	147±50
	149±46

	800
	304±351
	283±204
	209±106
	146±36
	146±36
	146±38
	146±37

	1000
	317±360
	261±207
	195±68
	142±34
	142±31
	141±40
	141±24

	1200
	265±315
	204±179
	168±61
	142±25
	140±28
	139±29
	137±24
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 图3-3 纳米乳II（乳化4次）在不同压力下的粒度分布曲线图

    乳剂的粒径随着匀化压力的增大而降低、粒径的分布随着压力的增大而趋于集中。在上述压力下制备的乳剂均符合中国药典对静脉乳剂粒径的要求。考虑粒径及其分布范围，选择匀化压力为1000bar进行乳剂的制备。
2.9高压匀化次数的优选
照2.4处方II制备初乳，以纳米均质机制备终乳剂。分别调节纳米乳匀机的二级阀压力为100 bar、一级阀压力为1000 bar；对初乳进行匀化，匀化不同的次数。每次匀化的乳剂以LS13320激光粒度分析仪测定粒径，测定时用注射用水将待测样品稀释至适当倍数。结果见表3-5。
表3-5 纳米乳II（1000bar压力）不同乳化次数的粒度分布数据表 

	 乳化次数
   (1000bar)
	平均粒径
 (nm)
	SD

(nm)
	均 值
(nm)

	初乳
	2301
	1916
	1695

	 第一次
	317
	360
	196

	第四次
	142
	43
	134

	 第七次
	141
	24
	139
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图3-4 纳米乳II（1000bar压力）不同乳化次数粒度分布曲线图
对于静脉注射用乳剂，其粒径大小对于乳剂的安全使用是很重要的。人体最细的血管直径为2μm，注射入血的乳剂粒子适宜的范围是0.4μm～1μm，这个范围与人体血液中乳糜微粒的大小相近。若同时考虑乳剂放置过程中乳滴变大的趋势，制备乳剂的粒径应控制在0.5μm以下较适宜。由上述的试验结果可见，在相同压力（1000bar）下, 乳剂的粒径随着匀化次数的增大而降低、粒径的分布随着压力的增大而趋于集中。但乳化次数达4次以上时，粒度大小及分布已无明显改善，因此，纳米乳匀次数定为4次。乳匀4次后增加匀化的次数对乳剂的平均粒径影响不大。可能是因为在上述压力下制备乳剂，乳剂的粒径已经趋于分散稳定，再增加匀化次数，会增加粒子的碰撞机会，增加小粒子合并的可能，因此应避免匀化次数过多。
根据匀化压力及匀化次数的试验结果，本试验以纳米均质机制备终乳剂时，选择的匀化压力为1000bar，匀化次数为4次。
2.10乳剂pH值及灭菌条件的确定
以2.4处方II制备乳剂，分别用0.1mol·L-1的NaOH和HCl溶液调节pH值为5.0、6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、8.5、9.0。不同pH值的乳剂于高压灭菌锅中121℃灭菌30分钟，考察灭菌前后乳剂的pH值、酸值、外观及粒径变化。其中酸值以KOH mg·g-1乳剂计算（结果见表3-6）。

表3-6 不同pH的乳剂在灭菌前后的变化

	
	灭菌前
	灭菌后
	灭菌后镜像观察

	
	pH
	酸值
	pH
	酸值
	

	pH5.0
	5.01
	0.512
	5.21
	0.503
	显微镜视野下少数几个500-1000nm油滴

	Ph6.0
	6.00
	0.455
	5.76
	0.463
	显微镜视野下无大油滴

	pH6.5
	6.54
	0.420
	6.42
	0.427
	显微镜视野下无大油滴


	pH7.0
	7.02
	0.391
	6.23
	0.419
	显微镜视野下无大油滴

	pH8.0
	7.97
	0.353
	7.53
	0.376
	显微镜视野下无大油滴

	pH8.5
	8.51
	0.234
	7.86
	0.282
	显微镜视野下少数几个500-1000nm油滴

	pH9.0
	9.17
	0.217
	7.93
	0.251
	显微镜视野下可见500-1000nm油滴
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               c 灭菌前                           d 灭菌后
   图3-5 灭菌前及灭菌后（121℃，30min）纳米乳II的粒度分布图
热压灭菌121℃、30分钟后乳剂的各项指标变化见上表：只有pH5.0的乳剂灭菌后pH值较灭菌前高，其他乳剂灭菌后pH值均降低。有研究发现[50]温度范围在5℃-90℃之间时，磷脂的水解速率与温度的关系遵循阿仑尼乌斯方程。灭菌后，乳剂的pH值降低也反映了磷脂及油相水解后脂肪酸的形成。
在121℃下灭菌后表面未见到漂浮的油滴，结果表明调节乳剂的pH值7.5，乳剂可以耐受121℃的热压灭菌。
2.11不同pH值对乳剂zeta 电位的影响
乳剂是热力学不稳定体系，zeta电位是影响乳剂物理稳定性的重要因素。zeta电位的大小主要是由处方中乳化剂的量来决定，同时乳剂的pH值也可以很大程度地影响zeta电位，并影响乳剂的稳定性。
使用COULTER DELSA 440SX zeta电位及粒径测定仪测定不同pH值条件下乳剂的zeta电位（送沈阳药科大学检测）。测定结果见表3-7。
表3-7 不同pH值时乳剂的zeta电位
	pH
	Zeta potential（mV）

	6.0
	-21

	6.5
	-23

	7.0
	-29

	7.5
	-35

	8.0
	-36
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图3-6 不同pH值时乳剂的zeta电位
由试验结果可见：随着pH值的升高，zeta电位的绝对值增加，这是由磷脂离子化程度的改变引起的。zeta电位的增加，可以加强乳滴之间的静电斥力，这是增加乳剂物理稳定性的内在原因。调节乳剂至不同pH值可以改变乳剂的zeta电位，从而影响乳剂的稳定性。
2.12乳剂的pH值及灭菌条件的确定
综合前述试验结果维生素D 的灭菌条件及最适pH值，确定灭菌前调节乳剂的pH值为7.5，这个pH值范围即有利于乳剂中药物的稳定，又保持乳滴之间有足够的静电斥力，使乳滴在存放和运输过程中不易聚集。
根据试验结果，乳剂可以耐受121℃、30分钟的热压灭菌，将此条件作为乳剂的最终灭菌条件。
2.13乳剂的处方及制备工艺的确定
取注射用油10克，加入维生素D 1.0克，在搅拌下混合使其分散均匀，70℃保温作为油相，可溶性成分与70℃水混合作为水相，将油水两相混合（HLB值为11）。使用研钵进行研磨，以注射用水定容至100ml，在高速组织捣碎机中制备初乳。初乳转移至纳米均质机中，分别在1000bar的压力下循环4次。以0.1mol·L-1的NaOH调节乳剂的pH值为7.5，0.8μm的微孔滤膜过滤后灌装于100ml的输液瓶中充氮气，加塞、压盖后热压灭菌121℃、30分钟。灭菌后以冷水喷淋让乳液迅速降至室温。制备过程中全程通氮气保护。
3 讨论
3.1 图3-2（a）（b）表明，在相同实验条件下, 处方II（b图）制得的纳米乳剂平均粒径在141nm，标准偏差为±24nm粒度分布呈单峰，说明该处方制得的纳米乳分散体系乳滴分布较均匀。处方I（a图）制得的纳米乳粒径分布在两个区域，一个峰集中在412nm，占粒子总数的80.4%；另一个峰集中在2019nm，占粒子总数的19.4%，该纳米乳不仅粒子大小不均匀，而且分布较宽，说明该处方存在问题，如乳化剂的种类及用量，处方中其他成分的配比等，需要大量实验筛选出各组分最佳处方剂量。
3.2 表3-4可见，在600bar, 800bar, 1000bar, 1200bar压力下乳化相同次数，乳剂的粒径随着匀质压力的增大而降低、粒径的分布随着压力的增大而趋于集中。在上述压力下制备的乳剂均符合中国药典2000版对静脉乳剂粒径的要求。考虑粒径及其分布范围，1000bar以上无明显变化（图3-3），选择匀化压力1000bar进行乳剂的制备。
3.3 表3-5和图3-4可见，在相同压力（1000bar）下, 乳剂的粒径随着匀化次数的增大而降低、粒径的分布随着压力的增大而趋于集中。但乳化次数达4次以上时，粒度大小及分布已无明显改善，因此，纳米乳匀次数定为4次。
3.4 表3-6说明热压灭菌121℃、30分钟后乳剂的各项指标的变化，只有pH5.0的乳剂灭菌后pH值较灭菌前高，其他乳剂灭菌后pH值均降低。有研究发现温度范围在5℃-90℃之间时，磷脂的水解速率与温度的关系遵循阿仑尼乌斯方程。灭菌后，乳剂的pH值降低也反映了磷脂及油相水解后脂肪酸的形成。
图3-5表明，按照处方II剂量，在1000bar乳化7次制备的纳米乳在121℃时灭菌30min, 对乳剂的粒度及分布状况无影响，为该纳米乳剂应用于静脉注射给药奠定了良好基础。
3.5 为确保静脉注射纳米乳剂成乳的稳定性，首先应该确定适宜的亲水亲油平衡值，而水包油型乳剂中乳化剂的HLB值在8－16之间，本文应用离心稳定常数法确定了最佳的比例HLB值为11。
3.6 在制备乳剂的影响因素中，影响大小主次顺序(R)为：乳化剂用量(0.071)>搅拌时间(0.053)>乳化温度(0.029)。本实验采用正交法筛选出制备初乳的最佳处方及方法。避免了沿用传统脂肪乳剂处方造成的不稳定的现象。
4 小结
4.1 选择乳化剂的种类和浓度是制备稳定乳剂的关键。本章测定了符合注射用要求的一些物质，确定混合乳化剂使用的最佳配比。同时考察了乳化次数、乳化剂用量、乳化温度及乳化压力。 

4.2通过单因素考察，优化了维生素D静脉乳剂的制备工艺；以正交试验法优化了静脉乳剂的处方。
第四章 乳剂的理化性质考察
乳剂的质量与乳剂的物理化学稳定性息息相关。评价乳剂的稳定性是评价其质量的重要环节，也是决定乳剂贮存期的基本因素。本章节测定了维生素D静脉乳剂的几个重要的物理化学参数，并考察了维生素D静脉乳剂的稳定性。
1．仪器与药品

1.1 仪器

LS13320激光粒度分析仪                        美国BECKMAN COULTER

MILLI-Q超纯水系统                                 美国密理博公司
MiniSpin高速离心机                                 德国Eppendorf 
COULTER DELSA 440SX zeta电位仪          美国BROOKHAVEN仪器公司
SNB-1数字粘度计                            上海精密科学仪器公司

HH型恒温水浴箱                                   江苏中大仪器厂

SKP-1型电热恒温培养箱                     湖北省黄石市医疗器械厂

PHS-3B 精密pH计                         上海精密科学仪器有限公司
KS—600超声波细胞粉碎机                          宁波科生仪器厂

1.2 药品

维生素D注射用乳剂（自制 ）

维生素D对照品（纯度为99.2%）              中国药品生物制品检定所
康莱特注射液 （批号041010）                浙江康莱特药业有限公司

鸦胆子注射液                                 沈阳药科大学制药厂

Intralipos20％力基脂肪乳注射液

（批号12B0004SD-1）                        广州绿十字药业有限公司

葡萄糖注射液（批号0112290403）              青州尧王制药有限公司
2方法与结果
2.1物理性质的考察
2.1.1 粒径测定
取自制维生素D乳剂及市售康莱特乳剂、鸦胆子静脉乳剂、Intralipos脂肪乳注射液各0.5ml，以5％葡萄糖注射液稀释至20ml，采用LS13320激光粒度分析仪测定。测定结果见表4-1和图4-1。
表4-1 维生素D静脉乳剂及几种市售乳剂的粒径分布

	  名称
	平均粒度
（μm）
	粒径范围
（μm）
	RSD%

	VE 静脉乳
	0.141
	0.117～0.165
	1.71

	康莱特乳剂
	0.184
	0.096～0.411
	37.5

	鸦胆子静脉乳剂
	0.553
	0.148～2.920
	60.8

	Intralipos 脂肪乳注射液
	0.380
	0.093～1.261
	52.4
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图4-1 维生素D乳剂的粒径分布

    由自制乳剂及三种市售乳剂的粒径测定结果，维生素D乳剂的粒径符合中国药典对静脉注射用乳剂的规定。同市售乳剂相比，维生素D乳剂的粒径均好于康莱特静脉乳剂、鸦胆子乳剂和Intralipos脂肪乳剂。
2.1.2 zeta电位测定
取自制维生素D乳剂0.1ml，以5％葡萄糖注射液稀释至20ml，于COULTER DELSA 440SX zeta电位及粒径测定仪中测定zeta电位（由沈阳药科大学测定）。
灭菌后测定自制乳剂zeta电位均值为-36mv。
2.2乳剂物理稳定性的考察
2.2.1 振摇试验 

各取15ml乳剂，充氮、密封于25ml的试管中，于25℃恒温水浴振荡器里，100rpm振摇，分别在12h、24h、48h、72h取样，测定各取样时间下乳剂的离心稳定性参数及显微镜下观察>2μm油滴个数（1600倍油镜下观察10个视野）。结果见表3-2
表4-2 振摇试验中不同振摇时间时乳剂的稳定性参数
	时间/小时
	0
	12
	24
	48
	72

	VE 静脉乳
	Ke
	0.336
	0.334
	0.338
	0.341
	0.343

	
	>2μm油滴个数
	0
	0
	0
	0
	0

	康莱特乳剂
	Ke
	0.229
	0.231
	0.238
	0.238
	0.245

	
	>2μm油滴个数  
	0
	0
	0
	1
	3


试验结果说明，连续振摇对试验乳剂的离心稳定性参数影响不大，长时间连续振摇有大油滴产生，乳剂应避免长期剧烈振荡。

2.2.2 高温和光照试验
乳剂充氮、密封，分别于40℃、60℃、4500lx的条件下放置10天，分别于0天、5天和10天考察乳剂的外观、粒径及分布、粘度。试验结果见表4-3。

表4-3 乳剂在40℃,60℃及4500lx的影响因素试验的结果
	时间（天）
	粒径（nm）
	外 观
	 粘性（mpa.s）

	0
	141±24
	白
	1.58

	40℃ 5
	149±26
	白
	1.56

	40℃ 10
	149.5±30
	白
	1.62

	60℃ 5
	151±32
	白
	1.59

	60℃ 10
	150±30.5
	微黄
	1.64

	Illuminate 5
	163±36
	白
	1.58

	Illuminate 10
	164±35.6
	白
	1.58


各试验条件下放置，乳剂的粒径及粘度无明显变化。60℃放置9天后，乳剂颜色开始变黄，可能有磷脂水解或油的水解发生。因此乳剂贮存应避免高温。
光线的照射可以引起油脂的酸败，加速油脂和磷脂的水解。虽然在本试验条件下没有看出乳剂外观的太大变化，但长时间贮存时应避光。
2.2.3 加速试验
由于乳剂属于热力学不稳定体系，按照药典规定，加速试验可在30℃条件下进行。乳剂在30℃条件下放置6个月，考察0月、1月、2月、3月、6月时的乳剂物理性质。试验结果见表4-4。

表4-4 加速6个月试验乳剂的物理性质
	时间（月）
	粒径（nm）
	外 观
	粘 性（mpa.s）

	0 
	141±24
	白
	1.58

	1 
	149±26
	白
	1.62

	2 
	150.5±28
	白
	1.63

	3 
	151±30
	白
	1.60

	6 
	152±34.6
	白
	1.66


加速试验6个月的考察可见，在加速试验条件下，乳剂的物理性质稳定。各项指标均未见明显变化。
2.3 乳剂质量标准的确定
2.3.1 乳剂中药物提取方法的考察
2.3.1.1 提取溶剂的选择
分别以丙酮：水（50：50）、甲醇：水（50：50）、无水乙醇作为提取溶剂，考察各体系做提取溶剂时辅料对药物测定的干扰。结果表明以无水乙醇作为提取剂，在药物的出峰位置，辅料没有干扰。
2.3.1.2 提取时间的选择
以无水乙醇作为提取溶剂，考察乳剂中药物在超声15分钟、20分钟、25分钟时提取情况。结果说明从超声20分钟开始，测定乳剂中药物的浓度基本不变，说明超声20分钟，乳剂中药物基本提取完全。
2.3.1.3 加样回收率的测定
按《中药新药质量标准研究的技术要求》各取已知含药量为2.06mg·ml-1的维生素D乳剂0.25ml于10 ml容量瓶中，再分别加入对照品溶液（1.0 mg·ml-1）0.4ml，0.5ml，0.6ml于上述容量瓶中，用无水乙醇稀释并定容至刻度，混匀。超声提取20分钟，使提取完全。提取后的溶液在转速为4000rpm的离心机中离心20分钟。取上清夜，用0.22μm微孔滤膜过滤，取续滤液，在275nm检测波长下用紫外法测定。测定结果见表4-5。
表4-5 维生素D含量测定回收率
	序号
	测定浓度(mg·ml-1)
	对照品量(mg)
	回收率％
	RSD％

	1
	0.916
	0.40
	100.3
	0.68

	2
	0.913
	0.40
	99.7
	

	3
	1.015
	0.50
	100.0
	

	4
	1.007
	0.50
	98.4
	

	5
	1.111
	0.60
	99.3
	

	6
	1.117
	0.60
	100.3
	


    上述试验结果说明，含量测定方法可行。
2.3.1.4 乳剂中药物含量测定方法的确定
精密吸取维生素D乳剂0.25ml于10ml容量瓶中，以无水乙醇稀释至刻度，混匀。超声20分钟，使提取完全。提取后的溶液在4000rpm下离心20分钟。取上清液，用0.22μm微孔滤膜过滤，取续滤液，在275nm检测波长下用紫外法测定。
2.4  乳剂化学稳定性的考察
2.4.1 影响因素试验
自制乳剂，充氮、密封，分别于40℃、60℃、4500lx的条件下放置10天，分别于0天、5天和10天取样，考察乳剂中药物的含量变化。结果见表4-6。

表4-6 高温、光照影响因素放置10天维生素D乳剂的含量和pH变化
	时间（天）
	浓度（mg·ml-1）
	pH

	0
	2.06 0
	7.50

	5（40℃）
	2.06 0
	7.38


	10（40℃）
	2.05 1
	7.27

	5（60℃）
	2.05 6
	7.11

	10（60℃）
	2.05 4
	7.02

	5（light testing）
	2.06 5
	7.13

	10（light testing）
	2.06 2
	6.97


由试验结果可见：乳剂在上述试验条件下放置，维生素D的含量在贮存期内较稳定，没有大的变化。60℃放置时，pH值随放置时间的延长而降低，说明有磷脂水解或油的水解发生。40℃放置时，pH值也在逐渐降低。维生素D乳剂不适宜在高温条件下贮存。
2.4.2 加速试验
  乳剂属于热力学不稳定体系，按照药典规定，加速试验可在30℃条件下进行。乳剂在30℃、相对湿度75％条件下放置6个月，考察0月、1月、3月、6月时的含量变化。试验结果见表4-7。
表4-7 加速试验6个月维生素D乳剂中药物的含量和pH的变化
	t（month）
	c（mg·ml-1）
	pH

	0
	2.06
	7.32

	1
	2.06
	7.29

	2
	2.04
	7.20

	3
	2.06
	7.25

	6
	2.02
	7.24


3 讨论
3.1 乳剂中乳滴的凝聚主要是重力作用引起的，这个现象一般是可逆的。我们对各温度下测定电导后的乳剂进行振摇，测定其电导值，结果表明再分散性好，基本与0时测定值一致。根据预测，乳剂中的乳滴在重力作用下很快达到分配平衡，不同粒径的乳滴分布在乳剂的不同部位，但乳滴间由于存在较大的静电力（-36mv）而互相排斥，因此聚集的乳滴不易合并，经振摇后可重新分散均匀。本试验制备的乳剂粘度较小，这可能是乳滴凝聚时间较短的原因。
3.2 目前还没有评价乳剂稳定性的完善的方法。升温加速试验的结果以Arrhenius公式推算储存期，只能代表乳剂中药物的化学稳定性，通常并不能完全反应乳剂在常温贮存的稳定性。乳剂的稳定性试验应结合多种加速试验法，如蒸汽灭菌、激烈振摇及冷冻－融化循环试验，因为这些同乳剂可能遇到的灭菌、运输及贮存的实际条件比较接近。
3.3 乳剂在加速试验条件下的粒径大小及分布、pH、粘度、外观及含量的测定结果显示，乳剂在30℃，相对湿度75％条件下放置6个月，性质稳定，各项指标检测均未见明显改变。

4 小结

按照优化处方制备维生素D静脉乳剂，考察静脉乳剂的物理和化学性质。结果表明维生素D静脉乳剂的理化性质符合中国药典对静脉乳剂的规定。模拟乳剂运输和贮存条件，以康莱特静脉乳剂为对照，考察维生素D静脉乳剂在振摇、冻融循环条件的离心稳定性，结果表明维生素D静脉乳剂对照乳剂有基本一致的稳定性。在高温、光照条件下放置10天，考察维生素D静脉乳剂的物理和化学性质，确定了乳剂的贮存条件为：低温（不能冻结）、避光保存。在30℃加速条件下放置6个月，考察静脉乳剂的物理和化学稳定性，结果表明乳剂在上述试验条件下物理化学指标未见明显变化，乳剂的稳定性良好。
第五章 全文结论
维生素D静脉乳剂具有较好防治佝偻病的作用。因此开发维生素D制剂具有很大的科研和市场价值。
由于维生素D具有不溶于水、油水分配系数大的特点，本文将维生素D制剂定位于O/W型的静脉乳剂。采用混合乳化剂，用离心稳定参数法，以乳剂亲水亲油平衡(HLB)值的确定，成功地测定出混合乳化剂的最佳配比。
以粒径分布（或稳定参数）为评价指标考察了乳剂的制备工艺，确定了初乳的制备温度、高压匀化压力、高压匀化次数、乳化剂的加入方式。通过对乳剂zeta电位的考察，确定了乳剂pH值的调节范围及乳剂的灭菌条件，在单因素考察的基础上，以正交试验法对乳剂的处方进行优化，确定了乳剂的处方及制备工艺。
对此法制备的乳剂与市售的几种静脉乳剂的物理稳定性进行了对比。自制乳剂的粒径均好于康莱特注射液等其他几种乳剂。从振摇试验、冻融试验的结果看，自制乳剂与康莱特乳剂具有相近的稳定性。通过影响因素的试验发现，虽然高温试验过程中乳剂的粒径、粘度、含量的变化均不大，但pH值随放置时间的延长而降低，说明乳剂耐受高温的能力较差。30℃的加速试验结果表明，放置6个月，乳剂的各项检测指标均无明显变化，乳剂较稳定。
综上所述，本文研制的维生素D乳剂不仅物理、化学性质稳定，而且具有药效好，毒性低的特点。这不仅为维生素D制剂的进一步开发奠定了基础，也为难溶性固体药物制剂开发了新思路。
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摘    要
目的：研究维生素D静脉纳米乳剂的处方及制备工艺，并对其稳定性及理化性质进行考察评价。方法：采用离心稳定参数法，以乳剂亲水亲油平衡(HLB)值的确定，成功地测定出混合乳化剂的最佳配比。用紫外分光光度法测定其含量，以粒径分布（或稳定参数）为评价指标考察了制备工艺对乳剂粒径的影响。参照zeta电位的测定结果，确定了乳剂的pH值和灭菌条件，并以正交试验法对乳剂的处方进行优化。采用加速试验对制备乳剂的稳定性和影响因素进行了考察。结论：本实验研究的维生素D静脉纳米乳剂理化性质稳定，具有良好的开发前景。
关键词：维生素D，纳米乳剂，粒度分布，静脉注射
Abstract

Objection:To research the prescription and preparation technics of vitamin Dnano-emulsion for injection,and estimate the stability and physics-chemistry quality. Methods:To adopt the method of centrifugal stabilization parameter, confirm the emulsion HLB,succeed to determine the best proportion of the mixed emulsion.Adopt UV prismatic luminosity to determine the content, review the emulsion granule infection of preparation technics according to the stabilization parameter. Consult the result of zeta potentiometer to pH value and sterilization condition of the emulsion. Optimize the prescription of the emulsion by orthogonal test.Review the stability and infection factor of the emulsion by speedup test. Conclusions:The vitamin D nano-emulsion for injection physics-chemistry tranquilization and have favorable exploitation foreground.

Key words: Vitamin D,nano-emulsion, Granularity distributing, Vein injection
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