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[bookmark: _Toc428177671][bookmark: _Toc18447][bookmark: BKQY]前  言
本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起草。
请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别这些专利的责任。
本文件由中国生物材料学会提出。
本文件由中国生物材料学会标准工作委员会归口。
本文件起草单位：国家纳米科学中心等
本文件主要起草人：张东慧等。

[bookmark: _Toc14816819][bookmark: _Toc29179]引   言
递送用纳米载体材料，包括脂质体、胶束等，在抗肿瘤药物以及非病毒载体基因药物领域的研究和开发，已成为当前国际医药学界的前沿和热点，是纳米科技中最接近产业化、最具发展前景的方面之一。
2019年爆发的COVID-19新型冠状肺炎疫情期间，美国Moderna公司成功研发了mRNA疫苗，这是一种脂质体包裹的核酸疫苗，属于以脂质体作为递送材料的新型疫苗。截至目前，我国已经有50多个以纳米材料作为递送载体的医药产品上市，涉及到的递送用纳米材料主要包括多种脂质体（活性成分包括阿糖胞苷、阿霉素、长春新碱、伊立替康、两性霉素B等）、PEG化胶束（活性成分包括紫杉醇、多西他赛、多柔比星、伊立替康等）、氧化铁纳米颗粒、共轭高分子蛋白以及白蛋白结合型纳米分散分子。我国在递送用纳米载体材料领域的研究正处于从量的增加到质的转变关键阶段，未来将有更多产品陆续上市。
包封率是评价递送用纳米载体材料质量和工艺优劣的重要指标。包封率是指纳米载体材料包封的有效成分量与有效成分总量的比值。包封率测定的关键是分离游离的有效成分，超滤法是一种有效的分离游离分子的方法，但是目前仍缺乏利用超滤法表征递送用纳米载体材料的方法标准。
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递送用纳米载体材料包封率表征 超滤法
[bookmark: _Toc354142463][bookmark: _Toc354142628][bookmark: _Toc338685858][bookmark: _Toc343596937][bookmark: _Toc374444821][bookmark: _Toc398301038][bookmark: _Toc354142268][bookmark: _Toc358964228][bookmark: _Toc338604799][bookmark: _Toc342665738][bookmark: _Toc342589524][bookmark: _Toc338060691][bookmark: _Toc7967][bookmark: _Toc338754585][bookmark: _Toc340491279][bookmark: _Toc428177672][bookmark: _Toc338060634]范围
[bookmark: _Toc374444822][bookmark: _Toc354142269][bookmark: _Toc398301039][bookmark: _Toc358964229][bookmark: _Toc354142464][bookmark: _Toc428177673][bookmark: _Toc354142629][bookmark: _Toc338060692][bookmark: _Toc338685859][bookmark: _Toc338060635][bookmark: _Toc342665739][bookmark: _Toc342589525][bookmark: _Toc338604800][bookmark: _Toc338754586][bookmark: _Toc343596938][bookmark: _Toc340491280]本文件提供了利用超滤法评估递送用纳米载体材料的包封率时应遵循的步骤和注意事项。
本文件适用于分析纳米胶束、脂质体和白蛋白等递送载体材料包封率的测量，其它递送用纳米载体材料可参照执行。
[bookmark: _Toc12074]规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB/T 50902—2013 医药工程基本术语标准
[bookmark: _Toc398301040][bookmark: _Toc354142270][bookmark: _Toc354142465][bookmark: _Toc12306][bookmark: _Toc428177674][bookmark: _Toc358964230][bookmark: _Toc354142630][bookmark: _Toc374444823]术语和定义
下列术语与定义适用于本文件。
[bookmark: OLE_LINK4][bookmark: OLE_LINK5]3.1
包封率 encapsulation efficiency
包封的有效成分的量与递送用载体材料中有效成分总量的比值。
[来源：纳米药物质量控制研究技术指导原则（试行）2021，有修改]
3.2
超滤法 Centrifugal ultrafiltration method
利用超滤膜将水、盐及小分子滤过，将一定大小的大分子、病毒或纳米颗粒等截住，从而和小分子分离的方法。
注1：是分离游离成分与包封有效成分的一种常用分离方法，常通过离心等方式实现；
注2：超滤膜的孔径有多种，可根据被截留的分子大小而选择。
3.3
离心 centrifugation
利用物质的密度等方面的差异，用旋转所产生的离心力使颗粒或者溶质沉淀发生沉降而将其分离、浓缩、提纯和鉴定的一种方法。
[来源：GB/T 50902—2013, 2.2.6]
3.4
递送用纳米载体材料 Nano-carrier Materials for Delivery
可包封或负载有效成分，并用于有效成分递送的纳米材料。
注1：按载体材料的种类和结构等，递送用纳米载体材料包括但不限于脂质体（Liposomes）、聚合物纳米粒（Polymeric nanoparticles）、聚合物胶束（Polymeric micelles）、白蛋白结合纳米粒（Protein-bound nanoparticles）、无机纳米粒（Inorganic nanoparticles）等。
注2：有效成分包括但不限于药物分子。
3.5
载体类纳米药物 Carrier-based Nanomedicines
是指以天然或合成的高分子聚合物（以下简称聚合物）、脂质材料、蛋白类大分子、无机材料等作为药物递送的载体材料，基于特定的制备工艺，将原料药包载、分散、非共价或共价结合于纳米载体形成的具有纳米尺度的颗粒。
注：	载体类纳米药物可通过高压均质法、薄膜分散法、溶剂注入法、乳化溶剂扩散法、乳化溶剂蒸发法等工艺制备。
[来源：纳米药物质量控制研究技术指导原则（试行）2021]
[bookmark: _Toc399190722][bookmark: _Toc399190723][bookmark: _Toc399190715][bookmark: _Toc399190725][bookmark: _Toc399190713][bookmark: _Toc399190719][bookmark: _Toc399190720][bookmark: _Toc399190699][bookmark: _Toc399190721][bookmark: _Toc29674]原理
4.1  总则
超滤法是将递送用纳米载体材料包封的有效分子和游离有效成分分离的有效方法。将适量的负载了有效成分的递送用纳米载体材料完全溶解在适当的配伍溶液中，制备成负载了有效成分的递送用纳米载体材料水分散体系。取适量该溶液用于有效成分总量的检测。将其余部分转移至超滤系统中，在一定压力下，使全部或部分溶液透过超滤膜。离心是一种最常见的加压方式，它是利用旋转所产生的离心力使溶液中的水分子及游离药物分子等发生加速沉降，从而穿透超滤膜，进而将其分离的一种方法（见图1）。选择适当的药物含量检测仪器测量超滤膜下方下清溶液中游离有效成分的量，以及负载了有效成分的递送用纳米载体材料水分散体系中药物总量，通过包封率计算公式，可计算得到包封的有效成分的量与负载了有效成分的递送用纳米载体材料中总有效成分量的比值，即包封率。
[image: 微信图片_20241130174350]
图1　 超滤法原理示意图
4.2  有效成分含量测定
根据有效成分的性质，采用相应检测仪器对释放有效成分进行含量检测，释放出的有效成分浓度应位于检测仪器的检测限之内。
对于有紫外吸收的有效成分可采用紫外光谱仪或高效液相色谱仪（HPLC）进行含量的检测。为提高实验精度，建议采用高效液相色谱仪（HPLC）进行有效成分含量的测定。
对于有荧光的有效成分可用荧光光谱仪进行有效成分的定量测定。
金属元素顺铂等有效成分含量的测定一般采用电感耦合等离子体质谱即ICP-MS进行测定，并计算有效成分的量。
4.3  包封率的计算公式
包封的有效成分的量与基于递送用纳米材料的制剂中有效成分总量的比值。
包封率=（递送用纳米载体材料中包封的有效成分的量/基于递送用纳米载体材料的制剂中包封的有效成分量和未包封的有效成分的总量）×100%
      =（1-液体介质中未包封的有效成分的量/基于递送用纳米载体材料的制剂中包封的与未包封的有效成分总量）×100%
[bookmark: _Toc1955]仪器和试剂
5.1  离心机
离心力或转速、离心时间、温度可调的离心机。
5.2  超滤离心管
通常有不同材质（如：聚醚砜、三醋酸纤维素、再生纤维素和Hydrosart）和不同截留分子量的超滤离心管，可根据有效成分性质和要求的不同灵活选用。
5.3  配伍溶液
根据基于递送用纳米材料的制剂种类和性质的不同，通常选择5%葡萄糖、氯化钠注射液等。
5.4  药物含量检测仪器
根据有效成分性质选择适当的检测仪器。通常采用的检测仪器包括高效液相色谱仪（HPLC）、紫外光谱仪、荧光光谱仪和电感耦合等离子体质谱即ICP-MS等。
5.5  样品制备
将适量的基于递送用纳米材料的制剂完全溶解在适当的配伍溶液中，制备成基于递送用纳米材料的制剂水分散体系。
[bookmark: _Toc21993]测试步骤
6.1  超滤分离
6.1.1  将适量的5.5中制备的基于递送用纳米材料的制剂溶液加入到超滤离心管中。
6.1.2  适当的转速或离心力、离心时间和离心温度，启动离心机。
6.2  检测药物含量
根据游离有效成分性质选择适当的检测仪器，检测药物含量。
6.2.1  若5.5中制备的基于递送用纳米材料的制剂溶液中有效成分含量已知，根据测试需求可直接使用已知有效成分的含量。
6.2.2  若5.5中制备的基于递送用纳米材料的制剂溶液中有效成分含量未知或根据测试需求可对其进行适当处理使包封的有效成分完全释放后，进行定量检测。
[bookmark: _Toc6455]数据分析及结果表达
根据定量检测的结果，记录有效成分总量和游离有效成分的量，根据4.3中的公式计算包封率。
[bookmark: _Toc9629]不确定度
对得到的包封率的不确定度进行评价，应包括以下所列来源：
有效成分在超滤离心管的半透膜上的吸附是主要的误差来源；
通过假定5.5中制备的基于递送用纳米材料的制剂水溶液分散体系中游离有效成分的浓度和超滤离心后下清液中游离有效成分的浓度相等，引起的误差；
测量仪器校准和测量的重复性引入的不确定度。对于校准过且维护良好的仪器，上述原因对不确定度的贡献很小。
[bookmark: _Toc7021]测试报告
测试报告应包含以下信息：
1. 检测报告编号；
送检样品名称、送检日期和检测项目；
送样人姓名，单位，地址，及联系方式；
仪器型号、测试方法及条件（超滤离心管的型号；离心机的转速或离心力、离心时间、温度；所用配伍溶液；有效成分含量检测仪器的型号及检测条件）；
检测结果和必要的说明（附原始数据）；
本标准中未明确的操作步骤和注意事项，可能对测试结果产生的影响；
检测报告负责人签名、检测报告的日期、检测实验室名称及地址。
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（资料性）
递送用纳米载体材料包封率测量示例

A.1  通则
本附录提供了一个利用超滤法表征以聚合物纳米胶束为载体的纳米制剂包封率的示例。
A.2  样品制备
某聚合物胶束型纳米制剂，含有小分子有效成分A（A分子量大于500，小于700）。取该制剂适量，加5%葡萄糖注射液溶解，制成每1 mL中含有约3.0 mg A的均匀溶液。
A.3  仪器
利用高效液相色谱（型号：岛津LC 20AT））检测有效成分含量。利用4 mL的Merck Millipore超滤离心管（Amicon Centrifugal，截留分子量30 K）和离心机（型号：艾本德5804R）分离游离有效成分和包封的有效成分。
A.4  测试步骤
1. 取250 μL A.2中制备的溶液，用5%葡萄糖稀释4倍后，利用高效液相色谱仪检测该溶液中有效成分A的总量，得到峰面积为a（27556311，见图A.1）。
另取1 mL A.2中制备的溶液置于超滤离心管中，设置离心力为7200×g，离心温度25℃，离心时间20 min。
取b)中的下清滤液，利用高效液相色谱仪检测该下清溶液中有效成分A的含量，即游离有效成分的含量，其峰面积为b（10389953，见图A.2）。
A.5  测试结果
图A.1和图A.2分别是测得的A.2中制备的均匀溶液和A.4 c)中得到的下清滤液的高效液相色谱图。
[image: ]
A.2中制备的均匀溶液的高效液相色谱图
[image: ]
A.4 c)中得到的下清滤液的高效液相色谱图
[bookmark: _Toc200460990]A.6 包封率计算
根据4.3中包封率的计算公式计算包封率。
包封率=（微粒制剂中包封的有效成分的量/微粒制剂中包封与未包封的有效成分总量）×100%
=（1-游离有效成分浓度/有效成分总浓度）×100%
=（1-b/4a）×100%
=（1-10389953/4×27556311）×100%
= 90.57%
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