
摘要

本文研究了生物降解聚合物纳米粒载药系统。论文对纳米粒的制

备、表征，载药纳米粒的体外药物释放行为、体外抑瘤活性和药代动

力学等进行了研究。具体内容摘要如下：

1．载阿霉素壳聚糖纳米粒

(1)通过对一系列影响壳聚糖纳米粒粒径因素的研究，确定了

以离子交联法制备粒径较小壳聚糖纳米粒的最佳条件。在最佳条件下

制得的纳米粒粒径最小，体积平均粒径为183nm，粒径分布较集中，

可满足纳米粒载药体系的要求。经TEM观察，粒子成球性好。红外

光谱研究显示，壳聚糖分子的氨基与TPP的磷酸基之间有较强的静

电结合作用。

(2)采用先使阿霉素与TPP形成复合物，再将其包封于壳聚糖

纳米粒中的方法可使阿霉素包封率大幅度提高。确定了制备高包封率

载阿霉素壳聚糖纳米粒的最佳条件。在优化条件下制备的壳聚糖载阿
霉素纳米粒，阿霉素包封率为82．73％，载药量17．2％，纳米粒体积平

均粒径为193rim，粒子成球性好，粒径分布均匀。纳米粒表面电位值

为+52．1mV，粒度稳定性好，长时间放置粒径无变化。

(3)载阿霉素壳聚糖纳米粒的体外释放研究表明：阿霉素的体

外释放呈三段模式，先是初期的快速释放，接着是一近匀速释放，

最后是缓慢和持续的长时间释放。按Higuchi方程能较好地描述壳聚
糖纳米粒的体外释放曲线，纳米粒具有良好的缓释作用。阿霉素用量、

壳聚糖脱乙酰度及分子量对纳米粒阿霉素释放速度有影响。

(4)用四唑盐(MTT)比色法研究了载阿霉素壳聚糖纳米粒的

体外抑瘤活性，与阿霉素注射剂相比，载阿霉素壳聚糖纳米粒可提高

阿霉素的生物利用度。

2．载紫杉醇聚乳酸(PLA)和聚乙交酯丙交酯(PLGA)纳米粒

(1)研究了制各PLA和PLGA纳米粒的二元溶剂分散法。研究

中用浊点滴定法阐明了乙醇加入丙酮溶液中对纳米粒粒径和产率的

影响。研究表明纳米粒产率随丙酮溶液中乙醇量的增加而提高，并当

乙醇量接近PLA、PLGA浊点时达最大，而纳米粒粒径却随丙酮溶液

中乙醇量的增加而减小，并当乙醇量接近PLA、PLGA浊点时达最小。

确定了制各PLA和PLGA聚合物纳米粒的最佳条件，在优化条

件下，不同聚合物制备的纳米粒产率均大于90％，平均粒径在



130～180nm之间，并有较窄的粒度分布。

PLA、PLGA聚合物纳米粒达临界絮凝点(CFPT)时，电解质

Na2SO。浓度都大于O．7mol／L，远高于血液中电解质的浓度，说明它

们都能在血液电解质浓度下稳定存在。对纳米粒脂肪酶降解的研究表

明：随着聚合物分子中羟基乙酸比例的增大，聚合物纳米粒降解速度

加快：酶浓度增加，纳米粒降解速度也加快；纳米粒的酶降解是在纳

米粒表面和内部同时发生的，纳米粒的降解为均相降解。

(2)研究确定了制备载紫杉醇聚合物纳米粒的最佳条件。在优

化制备条件下，用不同分子量、共聚比的聚合物制各的载紫杉醇纳米

粒的紫杉醇包封率均可达90％，并具有较高载药量。

不同聚合物制备的载紫杉醇纳米粒粒径与空白纳米粒粒径相近，

其平均粒径均在130～180nm之间，并有较窄的粒度分布。DSC分析

说明紫杉醇在纳米粒中是以分子分散的无定形状态状态存在。载紫杉

醇纳米粒稳定性研究表明，纳米粒能长期稳定分散存在，长期放置后

其粒径及其分布均无明显改变。

由于PLA、PLGA聚合物分子中羧基的存在，载紫杉醇纳米粒和

空白纳米粒的表面电位均为负值。经DSPE—PEG修饰后，由于PEG

长链对纳米粒负电性的掩蔽作用，纳米粒表面电位减小，纳米粒的粒

径略有增大的趋势。

(3)载紫杉醇纳米粒的体外释放研究表明纳米粒具有较好的缓

释作用，按Higuchi方程更能较好地描述载紫杉醇纳米粒的体外释放

曲线。用不同聚合物或不同表面活性剂用量制各的载紫杉醇纳米粒均

可连续地以不同的速度释放紫杉醇。

(4)用四唑盐比色法研究了载紫杉醇纳米粒的体外抑瘤活性，

与紫杉醇注射剂相比，载紫杉醇纳米粒可提高紫杉醇的生物利用度，

紫杉醇包封于纳米粒后其活性没有降低，而且可以从纳米粒中逐渐释

放出来而在更长的时间内作用于癌细胞。另外采用载紫杉醇纳米粒的

形式给药，无需使用对人体有不良副作用的聚羟乙基蓖麻油

(CremophorEL)，更加有益于紫杉醇的临床应用。
(5)以市售的紫杉醇注射剂为对照品，测定计算了载紫杉醇纳

米粒于小鼠体内的药代动力学参数。结果表明：在同样的紫杉醇剂量

条件下，载紫杉醇长循环纳米粒具有较高的消除半衰期，其消除半衰

期为6．38h，而载紫杉醇普通纳米粒和紫杉醇注射剂分别为2．11h和

O．71h。由于DSPE—PEG对纳米粒表面的修饰，载紫杉醇长循环纳米



粒可延长紫杉醇体内循环时问。
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Abstract

Biodegradable polymeric nanoparticles as drug delivery systems

have been investigated in this dissertation．The preparation and character

of nanoparticles，the in vitro drug release，cytostatic activity and in vivo

pharmacokinetics of drug，loaded nanoparticles were studied．The

research WaS mainly concerned with the following aspects．

1．Doxorubicin．10aded chitosan nanoparticles

(1)111e chitosan nanoparticles were prepared by the ion cross—linked

method．The optimum conditions for preparing smaller nanoparticles

were determined．At the optimum conditions，the nanoparticles obtained

had the smallest size．The mean diameter of nanoparticles was l 83nm

with a narrow distribution．From the observation of transmission electron

microscopy(TEM)，the nanoparticles exhibited a spherical shape．IR

spectra of nanoparticles showed that there was linkage between

phosphoric group of TPP and ammonium ion of chitosan，which was the

reason ofthe formation ofnanoparticles．
f21 The encapsulation efficiency of doxornbicin was enhanced

greatly by the formation of doxorubicin-TPP complex firstly．In the

preparation of doxorubicin．10aded nanoparticles，doxorubicin was formed

doxorubicin．即P complex firstly,and then loaded into nanoparticles．The
optimum conditions to preDare doxorubicin-loaded nanoparticles with

high encapsulation efficiency were determined．The encapsulation

emciency of doxorubicin WaS 82．75％．and drug loading was 17．2％．The

nanoparticles were round in shape with mean diameter of 1 93nm．The

zeta potential of nanoparticles was+52．1mv．The nanoparticles were

stable and had no change in size during a 10ng period．
f3、The in vitro release of doxornbicin—loaded chitosan nanoparticles

demonstrated that the release behavior of doxorubicin exhibited a

triphasic pattem characterized by a fast initial release，followed by a

constant release and then a slower and continUOUS release．The

nanoparticles had rather good doxorubicin sustained release．111e Higuchi

equation could well described the in vitro release curve of nanoparticles．

The release speed of doxornbicin from nanoparticles was influnced by the



amount of doxorubicin，the deacetylation degree and molecular weight of

chitosan．

f41 The cytostatic activity of doxorubicin．10aded chitosan

nanoparticles was analyzed by the MTr method．Compared wi血the

control doxorubicin injection．the doxorubicin。loaded chitosan

nanoparticles could not only maintain the bioactivity of doxorubicin but

alSO enhance its bioavailabilitv-

2．Paclitaxel-loaded polylactide(PLA)and poly(DL-lactide—CO-glycolide)

fPLGA)nanoparticles

(1)A binary solvent dispersion method has been investigated in the

preparation of nanoparticles of PLA and PLGA．The effects of ethanol on

the nanoparticle size and yield have been examined by using of cloud

point titration method．It was found that the yield of nanoparticles
increased with increase of ethanol in mixmre with acetone and attained a

maximum value near the cloud point，whereas the size of nanoparficles

decreased with increase of ethanol in the solution with acetone and

attained a minimum value near the cloud point．

The optimum conditions for preparing polymeric nanoparticles were

determined．The yield of nanoparticles was above 90％with the average
size being ranged in l 30-1 80nm for bom PLA and PLGA．

At the critical flocculation point(CFPT)of PLA and PLGA

nanoparticles，the concentration of electrolyte Na2S04 was above

0．7mol／L。which was much higher than the concentration of electrolyte in

blood．It proved that nanoparticles COuld be stable at the concentration of

electrolyte in blood．The results of enzyme degradation of the polymeric

nanoparticles showed that the speed of degradation increased with the

increase of glycolide part in polymer and the increase of enzyme
concentration．111e enzyme degradation happened both on the surface of

nanoparticles and inner them，which was a process of homogenous

degradation．

(2)The optimum conditions for preparing paclitaxel—loaded

nanoparticles were alSO determined．At the optimum conditions，the

encapsulation efficiency of paclitaxel—loaded nanoparticles with higher

drug loading was up to 90％．

The size of paclitaxel．10aded nanoparticles was similar to that of

V



drug—flee nanoparticles，whose mean size ranged from 130nm to 1 80nm．

The differential scanning calorimetry(DSC)analysis of paclitaxel-loaded

nanoparticles showed that paclitaxel was in an amorphous phase of a

molecular dispersion in the nanoparticles．The nanoparticles were stable

and had no change in size and distribution during a long period．

Since the existence of carboxylic groups，the zeta potential of both

drug—loaded nanoparticles and drug—flee nanoparticles were negative．

After modified by DSPE．PEG the surface charge of nanoparticles

decreased since the long chain of PEG masked the negative charge

present in the nanoparticles．In addition，the size of nanoparticles had a

trend of increase．

f31 The in vitro release of paclitaxel—loaded nanoparticles

demonstrated that nanoparticles had rather good sustained release．The

Higuchi equation could well described the in vitro release curve of

nanoparticles．Paclitaxel．10aded nanoparticles prepared with different

polymer or different concentration of surfactant could continuously
release paclitaxel at different speed．

(4)The cytostatic activity of paclitaxel—loaded nanoparticles was

analyzed by the MTT method．Compared with the control paclitaxel

injection，the paclitaxel—loaded nanoparticles could not only maintain the

bioactivity of paclitaxel but also enhance its bioavailability．In addition，it

is helpful to the use of paclitaxel in clinic by its incorporation into

nanoparticles，which avoids the use of Cremophor EL with side effect．

f51 Pharrnacokinetics was evaluated in mice after invo injection of

paclitaxel，which was formulated in Cremophor EL or in drug—loaded

nanoparticles．At the same content of paclitaxel，long-circulating

nanoparticles could stay in the blood circulation for a longer time，with

Tl，2 B6．38h，against T1／2 B2．1 1h of conventional nanoparticles and Tl／2B

0．7 1 h of paclitaxel injection．Since the modification of DSPE-PEG

long—circulating nanopartMes could greatly increase the circulation time

ofpaclitaxel in blood stream．

KEY WORDS：nanoparticles，chitosan，doxorubicin，paclitaxel，PLA，
PLGA
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第一章绪论

不同药物对疾病有不同的治疗机制和治疗效果，所以药物的选用十分重要。

然而即使是好药，如果没有合适的剂型，或不能通过有效途径到达体内需要的患

部，也不可能有效地发挥其功能和达到良好的治疗效果。因此必须选择合适的药

物载体、药物剂型及给药途径，使机体能有效地吸收药物。以口服药物为例，我

们知道，人体服用一种药物后，只有当体内的血药浓度(血液中的药物浓度)达

到一定值后，这种药物才能起到治疗的作用。这一特定的药物浓度被称为最小血

药浓度。而当血药浓度增加到一定值后，药物就有可能对人体正常的组织和器官

产生毒副作用。此时的血药浓度被称为最大血药浓度。最大血药浓度和最小血药

浓度之间的浓度范围被称为有效治疗血药浓度(也即为治疗窗)。血药浓度应在

治疗窗内维持一段时间，才能起到治疗的作用。理想的药物释放行为是在给药后，

体内的血药浓度能够长期稳定的维持在治疗窗内，才能起到有效的治疗作用。但

传统的药物制剂采用一般的药物载体，在服药后的开始阶段，血药浓度会随机体

对药物的吸收而慢慢增高，最高时可能超过中毒极限浓度，然后随着药剂中药物

的释放，血药浓度逐渐下降，降到最低有效浓度之下就失去治疗作用【l J。因此，

为了维持体内必需的血药浓度，只能采用一日数次定时服药或注射，如图1．1所

刁斤。

昔育药／1，八、幅翼
．／、＼控制释放／ 、寸溯8用／ 、，

厂、甲／／2＼，／
f，＼＼。：二．一次服用尤擐楸厦把圜

时问

1-中毒极限浓度 2-最低有效浓度

图1．1服用传统药物制剂后的血药浓度变化

每天几次定时服药是十分不方便的，对长期服药者更是一种精神负担。另外

在传统的给药方式中，药物进入人体后，在作用于病变部分的同时，也不可避免

地对其它组织和器官的正常细胞造成侵害，如用于癌症治疗的细胞毒性药物在杀

伤癌细胞的同时，它会产生全身严重的毒副作用，使化疗药物的临床应用受到很

大的限制。因此研究新型药物释放体系，使药物能充分发挥药效，用药时能保证

血药浓度维持恒定，最大程度地减少药物对身体的毒副作用一直是人们研究的热

血药浓度
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门课题，其中的一个重要方向就是药物纳米粒载体释放系统12,3I。

1．1药物纳米粒载体释放系统的定义和优点

药物纳米粒载体释放系统是将纳米技术和纳米材料应用于药学领域产生的，

它是以纳米粒(Nanoparticles，NP)作为药物载体的一种药物输送形式。国际上

一般公认O．1～100nm为纳米尺度空间，100～1000nm为亚微米体系，而在药物传

输系统领域一般将纳米粒的尺寸界定在1～1000nm[41，显然，该范围包括了大小

在100nm以上的亚微米粒子，因此也可称为毫微米。所以，纳米粒是粒度在纳

米级的(1～1000nm)固态胶体微相，它是纳米球(Nanospheres，NS)、纳米囊

(Nanocapsules，NC)、纳米胶束(Naromieelle，NM)、纳米脂质体(Nano—liposomes，

NL)和纳米乳剂(Nano—emulsion，NE)的统称。在药物纳米粒载体系统中，药

物以粉末或溶液的形式或分散包埋于纳米粒中，或吸附结合于纳米粒表面。

药学领域纳米粒的研究早于“纳米技术”概念的出现，1976年，Birrenback

等【5】首先提出了纳米粒和纳米囊的概念；1979年Couvrenr等‘61用纳米粒进行抗癌

药物载体的研究，到20世纪90年代纳米粒载体的研究已成为药学领域的研究热

点之一。

20多年来的大量研究表明，纳米粒作为药物载体具有以下显著优点【『”。

(1)增加药物的吸收

由于纳米粒高度分散，表面积大，并具有特殊的表面性能(如生物粘附性、

电性、亲和性等)，有利于增加药物在吸收部位的接触时间和接触面积，加之纳

米粒对药物具有明显的保护作用，故可提高药物的吸收和生物利用度‘8，9】。

(2)控制药物的释放

由于载体材料的种类与性能(如分子量和比例)的不同，制备纳米粒的工艺

不同以及纳米粒的结构不同等，可以使药物具有不同的释药速度。

(3)改变药物的体内分布特征

纳米粒进入体内后由于网状内皮系统的吞噬作用，可靶向于吞噬细胞丰富的

肝脏、脾脏、肺和淋巴组织等，特别小纳米粒还可进入骨髓组织。纳米粒经抗体

介导、配体介导或磁场介导等，可主动靶向靶组织，是抗肿瘤肿瘤药物的良好载

体[10-121。

(4)提高药物的稳定性

纳米粒载体可以提高药物的稳定性，避免药物在到达病灶前被降解，这一点

对基因药物和具有生物活性的药物特别重要[13-15】。

(5)改变药物的膜转运机制

纳米粒可以增加药物对生物膜的透过性，如增加药物对血脑屏障和细胞膜的
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通透性等，有利于药物对一些特殊部位的治疗【l6】。

(6)用于抗肿瘤药物的载体

纳米粒作为抗肿瘤药物的治疗，主要是为了通过纳米粒的作用，改变药物在

体内的分布和药物动力学特性，提高药物对肿瘤部位的靶向性，从而提高疗效，

并降低毒副作用。另一方面，肿瘤部位的细胞通透性处于亢进状态，抗癌药物在

血液循环中存在的时间越长，越有利于肿瘤的治疗[17,18I。

鉴于有以上的优点，药物纳米粒载体释放系统是一种非常有前途的给药体

系，已经引起人们广泛的研究兴趣。其中，在纳米粒作为抗肿瘤药物的载体方面

已经做了不少的研究工作，所涉及的抗肿瘤药物包括：5．氟尿嘧啶，阿霉素，甲

氨喋呤、米托蒽醌，放线菌素D，阿克拉霉素，长春胺，顺铂和碳铂等【l 9】。从各

种抗肿瘤药物进行的动物实验结果来看，药物与纳米粒结合后，大多数都可以改

变药物的体内过程，使药物在体内的滞留时间延长，提高了对肿瘤的抑制率，与

游离药物相比，有的可以提高疗效50％以上【20‘221。

1．2药物纳米粒载体高分子材料

为使药物纳米粒载体系统具有以上所述功能，作为药物载体的材料起着关键

作用。与传统药物制剂中起保持药物制剂成形作用的赋形剂(如明胶和乳糖)不

同，在药物纳米粒释放体系中的药物载体材料需起到对药物缓释、导向、延长寿

命及用药简便的作用，因此对材料的要求更高。药物纳米粒载体系统所用的载体

材料有天然的有机材料和无机材料及合成的有机材料和无机材料，高分子材料和

非高分子材料，生物降解材料和非生物降解性材料。传统药物载体大多是无机物

质，但在药物纳米粒载体系统中，由于高分子材料具有的优良性能，使它在药物

载体中显示了越来越重要的地位。

过去曾普遍认为生物惰性材料是用于人体内的最理想材料，但随着生物降解

高分子的发展，发现生物降解高分子具有更理想的生物相容性。由于生物降解高

分子材料在体内可以降解，降解产物能被机体吸收或代谢，不存在体内累积的危

险，因此生物降解材料比生物惰性材料更安全、可靠，从而逐渐取代了生物惰性

材料，成为在体内使用的首选材料。

实际上，对于作为药物释放体系载体的高分子材料有一定的要求，它们的性

能应该满足以下条件：

(1)具有生物相容性和生物降解性，即载体高分子材料能在体内降解为小

分子化合物而被机体代谢、吸收或排泄[23】。如果不能降解，则需要在药物释放后

通过手术取出[241。

(2)高分子材料的降解产物须无毒和不产生炎症反应【2”。
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(3)高分子材料的降解必须发生在一个合理的期间126j，而药物的释放速度

也可通过控制载体材料的降解速度予以控制。

此外，高分子材料的可加工性、可消毒性、力学性能以及来源保证、价格高

低也是影响材料最终能否实际应用的重要因素。

最初，天然的生物降解高分子明胶，壳聚糖，白蛋白等被广泛地用作药物载

体。近年来随着合成生物降解高分子材料的迅猛发展，与天然生物降解高分子相

比，它们降解速度可控、可调，具有更好的机械性能，因此有逐渐取代天然的生

物降解高分子材料之势。

常用的药物载体材料见表1．1[27-291。

表1．1常用的药物栽体高分子材料

生物降解性高分子 非生物降解性高分子

明胶

甲壳素或壳聚糖

白蛋白

胶原

脂肪族聚酯

聚氰基丙烯酸烷基酯

聚酸酐

聚酰胺

其它聚酯类

聚乙烯醇

聚醋酸乙烯酯

聚苯乙烯

聚硅氧烷橡胶

聚丙烯酸酯

聚乙烯

聚甲基丙烯酸酯

聚氨基甲酸酯

聚四氟乙烯

除了上述这些高分子材料外，还有许多『F处于实验研究阶段的材料也被用于

载药纳米粒的研究，相信随着研究工作的深入和发展，会有越来越多的高分子材

料可供选择。

1．2．1壳聚糖载体材料

早在1811年，法国人H．bracormot从菌类中提取了一种类似纤维素的物质。

由于它大量存在于低等动物，特别是节肢动物的甲壳中，故称甲壳素(Chitin)，

又名壳蛋白、几丁质。甲壳素脱除乙酰基后，称为可溶性甲壳质(Chitosan)，又

名可溶性甲壳素、脱乙酰几丁质或壳聚糖13⋯。

1．2．1．1壳聚糖的结构和性质

壳聚糖是一种天然生物高分子聚合物，其化学名称为聚．(1，4)一2一胺基一2-

脱氧一B—D一葡萄糖p1321。在化学结构上与纤维素十分相似，差别仅在于纤维素分

子链中c一2上的羟基被胺基所取代，如图1．2所示。由图可见，由于壳聚糖中游

离氨基的存在，其反应活性要比原来的甲壳素强得多，这正是壳聚糖受到广泛应

用的主要原因。
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作为天然多糖中唯一的碱性多糖，在酸性条件下，壳聚糖是一种线性高分子

电解质，其溶液具有一定的粘度。壳聚糖的分子量越大，溶液的浓度越高，粘度

就越大。壳聚糖因含有游离氨基，其氮原子上还有一对未结合的电子，使氨基呈

弱碱性，能结合一个氢离子，从而使壳聚糖成为带正电荷的电解质。壳聚糖的氨

基属于一级氨基，氨基上的氢较活泼，在中性介质中壳聚糖能与芳香醛或脂肪醛

形成西佛碱(Schiff's base)。因此，壳聚糖可用具有双官能团的醛或酸酐等交联，

其交联产物不易溶解，溶胀也小，性质较稳定口”。

另外，壳聚糖还具有许多独特的生物功能。有抗菌消炎，促进伤口愈合，抗

酸，抗溃疡，降血脂和降胆固醇等多种作用，同时还具有很强的凝血作用，经硫

酸化后，能转变成肝索类似物而起到抗凝血作用【34，3”。随脱乙酰基程度的提高，

壳聚糖血液相容性也有所改善，当脱乙酰度达90％时，表现出较好的血液相容性。

一礤H巍OH。蜱CH20=；>：『H。魁OH。一． ． 甲 l

一嘲H戮．NHCOC。H3蜂CH20斟H。砗巍NHCOC。心一
中 ．

一移H NH2。鼎CH,zOH。眵H NH2。一
(1)纤维素：(2)甲壳素；(3)壳聚糖

图1-2分子结构图

(2)

(3)

1．2．1．2壳聚糖作为药物载体的优点

壳聚糖作为一种天然高分子材料已用于药物载体的研究，这是因其具有以下

优点：

(1)壳聚糖是取之不尽的天然高分子聚合物。其前体甲壳素在自然界的资

源非常丰富，每年地球上的自然生成量可达10“吨，是地球上仅次于纤维素的

最丰富的天然聚合物。
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(2)壳聚糖具有良好的生物降解性和生物相容性。它可以被壳聚糖酶、溶

菌酶、蜗牛酶等水解，水解的最终产物氨基葡萄糖是生物体内大量存在的一种成

分，因此无毒。由于壳聚糖在体内可以被降解，不会有蓄积作用，降解产物也不

与体液反应，对组织无排异性，因而具有良好的生物相容性。

(3)壳聚糖在酸性环境下的正电性对肿瘤的治疗很有意义，因为肿瘤细胞

具有比正常细胞表面更多的负电荷，因此载药壳聚糖在酸性环境中对肿瘤细胞表

面具有选择性吸附和电中和作用[36]o

(4)壳聚糖还具有直接抑制肿瘤细胞的作用，通过活化免疫系统显示抗痛

活性，与现有的抗癌药物合用可增强后者的抗癌效果。

1．2．1．3壳聚糖作为药物载体的应用

由于壳聚糖作为药物载体的诸多优越性，其在药物载体上的应用已引起各国

学者的重视，壳聚糖纳米粒在以下方面的应用正日益展丌。

(1)药物缓释和控释作用

药物包封于壳聚糖纳米粒后，其释放主要决定于壳聚糖的生物降解和溶蚀，

因此药物的释放明显延长。Janes等口71伟ij备了多柔比星壳聚糖纳米粒，体外药物

释放实验表明，在前2h内药物释放达17％，随后2d药物释放仅增加4．5％。Calvo

等【381用聚环氧乙烷一聚环氧丙烷共聚物等交联的壳聚糖纳米粒，用于破伤风类毒

素的口服给药载体，抗原释放缓慢，18d后有20％的破伤风类毒素被释放。梁桂

嫒等【39】采用乳化交联法及先制各自蛋白微球再在其表面固定壳聚糖的方法制备

了两种5一氟尿嘧啶壳聚糖微球，体内释放实验表明，在pH7．4磷酸靛缓冲溶液中，

微球具有显著的缓释作用。

(2)增加药物的吸收作用

壳聚糖纳米粒已被证实能有效地增强药物通过鼻腔和肠道粘膜上皮的吸收。

Femandez等【40】对糖尿病兔进行鼻腔给药，结果表明在同样的给药剂量下，胰岛

素壳聚糖纳米粒组比对照组的降血糖作用更加强烈和持久。Mooren等14lJ研究了

泼尼松龙壳聚糖纳米粒通过小肠上皮粘膜的情况，结果表明，壳聚糖纳米粒能提

高药物通过上皮细胞的通过率。这是因为壳聚糖本身是一种安全有效的吸收促进

剂，且能够粘附于粘膜上皮，增加药物与上皮组织的接触时间，减少药物清除，

从而提高药物的生物利用度。

(3)增加药物靶向性和降低药物的毒副作用

研究表明，肿瘤细胞具有比正常细胞表面更多的负电荷，因此壳聚糖所带的

正电荷对肿瘤细胞表面具有选择性吸附和电中和作用。此外，壳聚糖还具有直接

抑制肿瘤细胞的作用，并通过活化免疫系统促进人体抗肿瘤作用，从而与抗肿瘤

药发挥协同作用。对多柔比星壳聚糖纳米粒的研究表明，肿瘤细胞对纳米粒具有
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选择性吞噬作用，从而增加疗效，降低药物外周毒副作用吲。Mitra等㈣对右旋

糖酐．多柔比星壳聚糖纳米粒用于肿瘤靶向释放研究，结果右旋糖酐一多柔比星壳

聚糖纳米粒不但减少外周毒副作用，还能大大提高对实体瘤的治疗效果。

(4)提高药物稳定性

随着重组DNA技术的发展，基因工程蛋白质和多肽类药物的大规模生产已

成为现实，与传统的化学合成药物相比，肽类药物具有毒副作用小的特点，但此

类药物在胃肠道中极易被蛋白水解酶水解，仅限于注射给药，再者肽类药物在循

环系统中生物半衰期较短，需多次注射，另外多数肽类药物通过生物屏障的能力

较差。而用壳聚糖纳米粒作为这类药物的载体后，由于药物外面包覆壳聚糖而不

容易被破坏，因此可用于鼻腔、眼部及胃肠道给药，显著提高药物的稳定性【39,43]。

(5)基因运载工具

利用壳聚糖可浓缩DNA，且形成小的分散颗粒(最大粒径为lOOm)的特
点，将壳聚糖DNA纳米粒复合物用于基因运载，经验证纳米粒复合物能有效转

染HeLa细胞m]。Roy等【451的研究结果表明，壳聚糖DNA纳米粒能够转染

HEK293，IB3及THE细胞。Mao等H6l将氯喹包封于壳聚糖DNA纳米粒中，进

一步提高了DNA的转染效率。

因此，作为一种具有广阔前景的新型药物载体，壳聚糖纳米粒可携带多种药

物，可用于器官靶向，胞内靶向等药物传递系统或口服，眼用和透皮制剂中。另

外，它还可用作为固定化酶载体，还可与合成高分子制成敏感性水凝胶膜而用作

药物释放载体【4”。

但在国内，对于壳聚糖载体材料的研究的重点还是在壳聚糖载药微球的研

究，而且国内外仍非常缺乏对影响纳米粒粒径的因素的研究和报道14”。
1 2．2聚乳酸、聚乙交脂一丙交酯共聚物载体材料

1．22．1聚乳酸、聚乙交脂一丙交酯共聚物的结构和性质

聚乳酸(polylactic acid，PLA)及乳酸／羧基乙酸共聚物聚乙交酯一丙交酯

(polylactic—CO—glycolic acid，PLGA)是典型的合成可降解聚合物，也是结构最

简单的线性聚羟基脂肪酸酯。它们的分子结构通式为{-OCH(R)COj：n。式中R为．CH3

时是聚乳酸，R为．CH3和H时是聚乙交酯．丙交酯【lj。

PLA由丙交酯开环聚合制各，降解后生成乳酸，常用的聚合方法是本体熔

融聚合，即用有机金属化合物如辛酸亚锡、氯化锌等为催化剂，在140。C～170

℃下聚合。PLA分子中有一个不对称的碳原子，因此有两种光学异构体，可形

成四种不同构型的聚合物：两种立体规整性构型，右旋聚乳酸和左旋聚乳酸(D

构型和L构型)，可表示为D．PLA和L-PLA；一种外消旋构型的聚乳酸表示为

DL—PLA；第四种是内消旋构型，在实际中很少使用。其中DL—PLA分子中的不

对称碳链为非规整结构，是无定形聚合物，Tg约65。C，降解和吸收速度较快，
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一般为3～6个月。这种聚乳酸有利于药物均匀分布在基质中，因此非常适用于

作为药物载体材料。

以PLA为主结构与其他聚合物共聚可大大改善聚合物材料的物理性能，最

成功的共聚物是乳酸与羟基乙酸形成的无规共聚物PLGA。PLGA的性能变化与

组成不是简单的线性关系，因为两种单体无规共聚后破坏了原均聚物的分子规整

性，结晶度大大降低乃至完全失去结晶性。组成各为50％的共聚物分子，达到最

大限度的无规结构，完全变成无定形态，因此各种性能变化出现转折，如降解速

度最快，比两个均聚物降解速度快得多【7 J。

脂肪族聚酯高分子的降解机制主要是水解反应，故聚合物的降解速度与材料

的吸水率或水膨胀程度密切相关。而高分子材料的吸水程度又与材料的亲疏水性

和材料的形态关，因此不同的聚酯降解速度不同，同种聚酯亦会由于构型的不同

而具有不同的降解速度。例如L．PLA具有结晶性，降解速度要慢于无定形的

DL—PLA；相反，结晶性的聚羟基乙酸(PGA)却具有相当快的降解速度。因此

通过改变共聚物的组成，控制其结晶性、溶解性可有效地调节材料的降解速度，

得到性能优异的PLGA共聚物1．49。”l。

1．2．2．2 PLA和PLGA作为药物载体的优点：

PLA和PLGA作为药物载体主要有以下优点：

(1)PLA和PLGA在体内的代谢是通过聚酯水解，首先被降解为乳酸和羟

基乙酸，然后通过体内三羧酸循环变为二氧化碳和水，其吸收和代谢机理已经明

确并具有可靠的生物安全性，因而PLA和PLGA已被美国FDA批准用于临床。

(2)PLA和PLGA具有可调节的物理和力学性能，即通过两种单体的无规

共聚、嵌段共聚以及通过选择不同的立体异构和不同配比，可得到一系列性能随

结构变化的材料。

1．2．2．3 PLA和PLGA作为药物载体的应用

由于PLA和PLGA具有良好的生物相容性，生物可降解性以及性能的可调

控性，它们作为药物载体的报道已有不少。

(1)解决易分解药物的口服给药问题

肽类、蛋白类、酶类、疫苗等药物，易被胃肠道酸碱物质和各种消化酶分解，

临床应用只能采取肠道外给药途径。制成PLA和PLGA纳米粒可保护被包裹药

物不被破坏，加之适当的包衣，更可有效控制纳米粒的在体内的降解【5。54J。

(2)作为蛋白质类药物鼻腔给药的载体

将蛋白质抗体模型药物破伤风毒素包裹于含聚乙二醇的PLA纳米粒中15”，

放射标记后大鼠鼻腔给药，血液中的放射活性可在至少48h内维持高放射性。

(3)延长药物体内半衰期
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A[1emannl561制备14C．沙伏噻平PEA纳米球，大鼠肌内注射后5．4天，体内放

射性物质的量可达最初浓度的50％，血浆放射活性保持稳态水平可达7天以上。

静脉注射后，药物持续缓慢释放。而注射游离药物溶液后不足l天，即有50％

药量被消除。Allemann把抗肿瘤药lnPcFl6包裹到PLA纳米粒子和聚乙二醇

(PEG)修饰的PLA纳米粒子中，给小鼠静脉注射后，发现前者的血药浓度较

低。

(4)改变药物体内转运，加速药物体内降解

Fawazl571给兔分别静脉灌注相当于10mg．k94的吲哚美辛游离水溶液或PLA

纳米囊，肝脏巨噬细胞对纳米囊的捕获增加，促进了吲哚美辛的肠肝循环，导致

胆汁药物浓度增加及药物的胆汁排泄增加，促进了药物的总体消除。 ’

(5)改变药物体内分布

Nadakaf”】以PLA为A块，聚氧化乙二醇为B块组成了ABA3块式复合聚合

物纳米粒，将黄体酮作为模型药物研究其体内药动学及体内分布。研究表明，纳

米粒具有体内长循环特性，肝脏、肾脏对纳米粒的摄取减少，肝脏、肾脏中药物

分布降低。

(6)提高药物生物利用度

Fawazl591发现，家兔直肠给予单剂量10mg·kg。的吲哚美辛纳米囊混悬液与

水溶液相比，药物吸收更完全，生物利用度更高。Lerouxl601的研究与此相似，将

HⅣ．1蛋白酶抑制剂CGP一57813制成PLA和PLGA纳米粒小鼠静脉注射，与对

照溶液相比，血药浓度一时间曲线下的面积增大2倍。Kim等【6l】制备了载有硝苯

地平的PLGA(50：50)共聚物纳米粒子，粒子直径在120-210 nln范围内，与硝

苯地平的对照溶液相比，纳米粒剂型药物的高峰浓度下降，相对生物利用度明显

增加。潘妍等【62】制备了载有胰岛素的PLGA纳米粒，粒子平均粒径149．6nm，胰

岛素包封率42．8％，药物相对生物利用度较高。类似的研究还有许多，共同的结

果都表明用PAL和PLGA为载体材料可制备粒径适宜的纳米粒，而且载药纳米

粒的生物利用度均有所提高。但在PLA和PLGA纳米粒的制备产率，有关如何

提高药物包封率，PLA和PLGA载药纳米粒药物释放性能方面的研究还很少甚

至尚未见报道。

(7)降低药物不良反应

非甾体类抗炎药胃肠道刺激明显，将双氯芬酸钠和吲哚美辛制成PLA纳米

囊【6”，大鼠静脉给药后，药物胆汁排泄增加，但未发现药物肠肝循环对粘膜的损

伤。胃部给药后，可见对胃部粘膜的明显保护作用。将家兔给予吲哚美辛溶液或

纳米囊混悬液进行对比，纳米囊对直肠刺激有良好的保护作用。伯氨喹毒性大，

安全性差，将伯氨喹PLA纳米粒分别给健康小鼠和感染小鼠静脉注射，两组小

9
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鼠均耐受良好f㈣。

1．3药物纳米粒载体系统的类型及制备方法

药物纳米粒载体系统由药物和纳米粒共同组成，纳米粒是药物的载体，药物

通过溶解、包裹作用位于纳米粒子内部，或者通过吸附、附着或键合作用位于纳

米粒子表面。因此，药物纳米粒载体系统可分为贮存式、基体式和附着式三种形

式[65】(见图1．3)。

贮存式 基体式 附着式

圈1．3药物纳米粒裁体系统的三种形式

贮存式结构的药物集中在纳米粒内部，其外部是纳米粒载体材料膜；基体式

结构的药物均匀地分散于纳米粒内，其药物可以是单分散，也可以一定的聚集态

结构分散于纳米粒基体中；附着式结构药物则是吸附或键合于纳米粒表面。

常用的两种将药物负载到纳米粒中的方法是：(1)在制各纳米粒的同时，将

药物负载到纳米粒上；(2)将纳米粒制备好以后，再将它们浸泡在药物的溶液中，

使药物吸附在纳米粒的表面。相对于吸附的方法，包裹方法的载药能力更好些。

具体来说，药物和聚合物之阳J的相互作用，纳米粒的制备过程，以及药物和聚合

物材料的相容性等因素决定了纳米粒的载药能力。

1．3．1纳米粒的类型

作为药物载体的纳米粒因所用材料、制备方法的不同，可有多种类型：

(1)纳米脂质体

粒径控制在100nm左右并用亲水性材料如聚2,--醇进行表面修饰的纳米脂

质体在静脉注射后兼具“长循环(10ngcirculation)”和“隐形(stealthy)”或“立

体稳定(stereo—stable)”的特点，对减少肝脏巨噬细胞对药物的吞噬、提高药物

靶向性、阻碍血液蛋白质成分与磷脂等的结合、延长体内循环时间等具有重要作

用。纳米脂质体也作为改善生物大分子药物的口服吸收以及其他给药途径吸收的

载体，如透皮纳米柔性脂质体和胰岛素纳米脂质体等[65-67】。

(2)固体脂质纳米粒

与磷脂为主要成分的脂质体双分子层结构不同，固体脂质纳米粒(solid lipid

nanoparticle，SLN)是由多种类脂材料如脂肪酸、脂肪醇及磷脂等形成的固体颗

粒，其性质稳定、制备较简便，具有一定的缓释作用，主要适合于难溶性药物的

包裹，被用作静脉注射或局部给药达到靶向定位和控释作用的载体【68。70】。

0
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鼠均耐受良好【⋯。

1．3药物纳米粒载体系统的类型及制备方法

药物纳米粒载体系统山药物和纳米粒共同组成，纳米粒是药物的载体，药物

通过溶解、包裹作用位于纳米粒子内部，或者通过吸附、附着或键合作用位于纳

米粒子表面。因此，药物纳米粒载体系统可分为贮存式、基体式和附着式三种形

式f65】(见图1．3)。

⑥⑨0
贮存式 基体式 附着式

圈1．3药物纳米粒载体系统的三种形式

贮存式结构的药物集中在纳米粒内部，其外部是纳米粒载体材料膜：基体式

结构的药物均匀地分散于纳米粒内，其药物可以是单分散，也可以一定的聚集态

结构分散于纳米粒基体中；附着式结构药物则是吸附或键合于纳米粒表面。

常用的两种将药物负载到纳米粒巾的方法是：(1)在制备纳米粒的同时，将

药物负载到纳米粒上；(2)将纳米粒制各好以后，再将它们浸泡在药物的溶液中，

使药物吸附在纳米粒的表面。相对于嗷附的方法，包裹方法的载药能力更好些。

具体来说，药物和聚合物之间的相互作用，纳米粒的制备过程，以及药物和聚合

物材料的相容性等因素决定了纳米粒的载药能力。

1．3．1纳米粒的类型

作为药物载体的纳米粒因所用材料、制备方法的不同，可有多种类型：

(1)纳米脂质体

粒径控制在100rim左右并用亲水性材料如聚乙二醇进行表面修饰的纳米脂

质体在静脉注射后兼具“长循环(10ng circulation)”和“隐形(stealthy)”或“立

体稳定(stereo．stable)”的特点，对减少肝脏巨噬细胞对药物的吞噬、提高药物

靶向性、阻碍血液蛋白质成分与磷脂等的结合、延长体内循环时间等具有重要作

用。纳米脂质体也作为改善生物大分子药物的口服吸收以及其他给药途径吸收的

载体，如透皮纳米柔性脂质体和胰岛素纳米脂质体等165-67]。

(2)固体脂质纳米粒

与磷脂为主要成分的脂质体双分子层结构不同，固体脂质纳米粒(solid lipid

nanoparticle，SLN)是由多种类脂材料如脂肪酸、脂肪醇及磷脂等形成的固体颗

粒，其性质稳定、制备较简便，具有一定的缓释作用，主要适合于难溶性药物的

包裹，被用作静脉注射或局部给药达到靶向定位和控释作用的载体陋”】。

包裹，被用作静脉注射或局部给药达到靶向定位和控释作用的载体168-70]。
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(3)纳米囊和纳米球

主要由聚乳酸、聚丙交酯乙交酯、壳聚糖、明胶等生物降解高分子材料制备。

可用于包裹亲水性药物也可包裹疏水性药物[71,721。根据材料的性能，适合于不同

给药途径，如静脉注射的靶向作用、肌内或皮下注射的缓控释作用，口服给药的

纳米囊和纳米球也可用非降解性材料，如乙基纤维素、丙烯酸树脂等。

(4)聚合物胶束

这是近几年正在发展的一类新型的纳米粒载体。它是有目标地合成水溶性嵌

段共聚物或接枝共聚物，使之同时具有亲水性基团和疏水性基团，在水中溶解后

自发形成高分子胶束(polymeric micelles)，完成对药物的增溶和包裹。因为其

具有亲水性外壳及疏水性内核，适合于携带不同性质的药物，亲水性的外壳还具

备“隐形”的特点【731。目前研究较多的是聚乳酸与聚7．--醇的嵌段共聚物，而壳

聚糖及其衍生物因其优良的生物降解特性正在受到密切关注【7“。

1．3．2纳米粒的制备方法

纳米粒的制备根据所用载体材料的不同、药物的不同及载药形式的不同等可

采用不同的方法。主要可以归纳为两大类：一类是由单体通过聚合反应直接制备

的化学方法，如乳液聚合；另一类由高分子材料通过分散的方法获得，如溶解(或

熔融)分散法、机械粉碎法等物理方法。其中一些方法己在非纳米级微粒载体的

制备中得到广泛应用，

1．3．2．1单体聚合法制备聚合物纳米粒

通常，可以通过三种聚合方法制备聚合物微粒，即：乳液聚合法、分散聚合

法和悬浮聚合法。因为乳液聚合法所得的微粒粒径比较的小，可小于1000nm，

而其它两种制备方法所得的粒子的粒径比较大，乳液聚合法是使用的最多的制备

聚合物纳米粒的一种方法。

乳液聚合法是一种经典的、常用的高分子合成方法，系将2种互不相溶的溶

剂在表面活性剂的作用下形成微乳液，在微乳滴中单体经成核、聚结、团聚后得

到纳米粒子，它是制各纳米粒的重要方法。乳液聚合法既适用于连续的水相，也

适用于连续的有机相。在连续的水相中乳液聚合的典型制备方法如下：首先将单

体溶于水相以进入乳化剂胶束，形成出乳化剂分子稳定的单体液滴，然后通过引

发剂或高能辐射在水相中引发聚合。聚甲基丙烯酸甲酯、聚烷基异氰酸酯、聚丙

烯酸类共聚物纳米粒均可通过此方法制备。以有机相作为连续相的乳液聚合法制

备纳米粒也已有报道，但由于需用大量的有机溶剂和有毒的表面活性剂，因而应

用受到限制。乳液聚合法中影响粒子大小的因素包括pH、乳化剂和稳定剂种类

及用量、单体浓度等口”。

1．3．2．2分散法制备纳米粒

因为聚合反应不可能百分之百的反应完全，因而单体聚合法制得纳米粒不可
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避免带有未反应的单体或其它聚合反应物。此外聚合反应中所使用的引发剂，表

面活性剂等也会混杂在所得的纳米粒中。而这些物质的存在必然会对生物体带来

一定危害，所以必须通过复杂的纯化过程将它们除去。因此，近年来如何通过分

散法将天然的聚合物或合成的聚合物制备纳米粒，引起了人们的极大兴趣。因为，

采用这种方法制备的聚合物纳米粒可以有效的避免单体聚合法制备纳米粒的缺

点。分散法制备纳米粒主要有以下几种方法：

(1)凝聚分散法

一些大分子如明胶、阿拉伯胶、壳聚糖、海藻酸钠或两亲性的聚合物等采用

单凝聚法或复凝聚法制备纳米粒。例如，将含有壳聚糖一PEG嵌段共聚物的水溶

液与聚阴离子化合物的水溶液混合，由于相反电荷的结合凝聚成纳米粒口“。两亲

性的壳聚糖一PEG嵌段共聚物和聚乳酸一聚7,_--醇嵌段共聚物，即可以在水中直

接形成纳米胶束。

(2)高压均质法

第一代纳米均质技术是利用球磨设备对药物一表面活性剂溶液进行充分研

磨，通常需要数小时甚至数天。第二代技术系利用高压均质设备，在高压下

(1．5×105kPa以上)将微粉化药物一表面活性剂溶液挤出通过直径约251an的孔

隙，由于被挤流体在孔隙中的动压瞬问极大地增加，而在挤出孔隙时则其静压迅

速减小，在室温条件下发生水的剧烈沸腾，产生气穴现象和爆裂，这种爆裂力足

以使药物微粉进一步崩碎，经过10～20次循环，可得到粒子大小在100～1000nm，

固体含量1 0％～20％的纳米混悬剂177J。

(3)熔融分散法

主要用于固体脂质纳米粒的制备。将药物溶解在熔融类脂材料中，在表面活

性剂的水溶液中分散和乳化。将得到的粗乳高压匀化成O／W型乳剂，冷却至室

温，脂质固化即得。也可将药物溶解在熔融脂质中，待脂质一药物混合物固化后，

置于液氮或干冰中研磨。在低于脂质熔点5～10"C的温度下将得到的粉末分散于

表面活性剂水溶液中，高压匀化后冷冻干燥或喷雾干燥即得【_78】。

(4)溶剂蒸发法

该法采用聚合物和药物的有机溶液与水在乳化剂存在下形成稳定乳液，经高

压匀乳或超声后，在连续搅拌及一定温度和压力条件下蒸去溶剂即得纳米粒混悬

液。

此法制备纳米粒的报道最早始于60年代。制造过程实际上是分两步进行的，

先形成液滴，再除去溶剂。常用的方法是：根据包囊高分子材料的性质制成油包

水(W／O)或水包油(O／W)的乳液体系，再通过稳定剂在液滴表面形成一层保

护层，以减少乳液液滴间的相互凝集。常用的乳化稳定剂有聚乙烯醇、明胶、司

12
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班、吐温等。由于乳液液滴的大小直接决定最终纳米粒的尺寸，因此乳化剂的选

择和用量相当重要。有时可选用两种以上的乳化剂，使之产生协同作用而提高稳

定效果。

溶剂的除去有抽提及蒸发两种方式，两者都是溶剂从液滴向周围介质扩散的

过程，所以抽提速度和蒸发速度对最终形成的纳米粒的表面形态有一定影响，而

纳米粒的大小及表面形态对药物释放性能将有很大的影响。用抽提的方法，因溶

剂扩散速度快，纳米粒表面会呈现多孔性；用蒸发的方法，溶剂扩散速度慢，可

形成相当光滑的表面。影响粒子大小的因素有乳化剂、相比例、搅拌速度、蒸发

速度等176,791。搅拌速度对乳液液滴的形成有重要影响，通常是在均质器内高速搅

拌或在强的超声波下形成微乳液，而后再除去溶剂形成粒径为纳米级的的纳米

粒。

一般来说，水包油乳液体系对水溶性药物的包裹不甚理想，油包水乳液体系

对亲脂性药物也不理想。近来发展了一种双乳液技术，是通过形成水包油包水

(W／O／W)或油包水包油(O／W／O)乳液体系提高药物的包封率。通过选择合适

的制备参数，溶剂蒸发法可以在很宽的粒径范围内制备纳米粒，现已成为应用最

普遍的纳米粒制备技术。

(6)乳化／溶剂扩散法

该法是溶剂蒸发法的改进方法。以丙酮或甲醇为“水相”，以水不溶有机溶

剂如二氯甲烷或氯仿为“油相”，在乳化剂存在下，由于大量“水相”的迅速扩

散将“油相”分散成微细液滴，在蒸发溶剂后形成固体纳米粒。该方法不需要均

乳或超声，故称为“低能乳化”[76]o

这是一种制备纳米粒的新方法。典型例子有：将聚乳酸(PLA)溶于丙酮，

将药物溶于油相，然后将所形成的丙酮．油体系注入含有表面活性的水中。由于

丙酮迅速穿透界面，大大降低了界面张力，自发形成纳米液滴，使在水中不能溶

解的聚乳酸逐渐向界面迁移、沉积，最终形成纳米粒。这种方法有重复性好、药

物包裹量大、粒径均匀的优点。

(7)超临界技术

将聚合物或药物溶解在超临界液体中，当该液体通过微小孔径的喷嘴减压雾

化时，随着超临界液体的迅速汽化，即析出固体纳米粒【80J。该法曾用于相对分子

量在10，000以下的聚乳酸纳米粒的制备，但不适合于更大的聚乳酸。因为大多

数药物和载体材料在超临界液体中不溶解，有时可以应用所谓“超l临界反溶剂

(anti．solvent)”技术，即将聚合物或药物溶解在可与超临界液体相混溶的“反

溶剂”中，同时雾化，在高压下超临界流体可以完全吸收“反溶剂”，而析出纳

米粒子。超临界技术比较复杂，工艺控制难度大。
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1．4药物纳米粒载体系统的释药机制

制备载药纳米粒的目的之一就是希望药物能以可预测的方式从纳米粒中释

放出来。尽管对载药纳米粒的物理化学性能及其药物释放行为已经进行了深入的

研究，但是载药纳米粒药物释放的机制还是不是很明确，目前比较容易被接受的

有扩散控制模型、化学反应控制模型、溶胀控制模型等三种模型[81。831。

1．4．1扩散控制模型

扩散控制模型主要用于非生物降解聚合物纳米粒包埋药物的情况，在这种体

系中，药物通过聚合物的扩散速率是速率控制步骤。将这一体系简化后，可以得

到这种体系的药物释放机理的模型。药物释放过程一般都遵循菲克扩散定律

(Fick’S law ofdiffusion)，其表达式如下：

J—D％ (1)

其中，，为药物通用量，D为扩散系数，dc／dx为药物浓度梯度。药物释放的

推动力是制剂与其周围环境的药物浓度差，药物在这种推动力作用下从含有高浓

度药物的聚合物中扩散到周围环境，从而达到释药的目的，通过调节扩散系数D

可实现药物控制释放。

如果扩散系数和聚合物的壁厚是定值，而且药物的浓度梯度是线性变化的，

方程(1)可以简化为以下形式：

d：D—AC—m (2)
三

上是纳米粒聚合物壁的厚度。因此药物是线性释放的，即药物释放是一个零

级释放的过程。

但是由于药物在纳米微粒中的分散情况和扩散途径不一样，药物的释放机制

又有所不同，也有许多的简化模型：

(1)药物溶解在高分子基质中并以溶液扩散机制释出。

(2)药物分散在高分子基质中并通过溶液扩散机制释出。

(3)药物溶解在高分子基质中通过制剂中充水的微孔道扩散释出。

(4)药物分散在高分子基质中但通过制剂中充水的微孔道扩散释出。

对于不同的情况，可应用不同的扩散机理加以解释。通过改变高分子材料的

种类、药物浓度、制剂孔隙率，孔道形状等可得到不同的释药速率，起到控制释

放的作用。

1．4．2化学反应控制模型

化学反应控制模型主要应用于可降解载药高分子纳米粒。在这种体系中，药

物也是均匀的分散在聚合物纳米粒中，但它和扩散控制模型不一样的地方是：即

认为可降解的纳米粒在药物释放的过程中，它的体积会变小，而扩散控制模型的

14
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则不会改变。在化学反应控制模型中生物降解型纳米粒在酶的攻击下发生表面浸

蚀或团块崩解，药物逐渐或迅速释放出来。如脂质体在溶酶体中被酯酶降解，从

而释放出药物。图1．4是可降解高分子载药纳米粒药物释放的示意图。

药物～ ．··．

＼．裔··一溉。
●● ●

Tirce 0 Tiine T

图1．4生物降解纳米粒药物释放模型

Hopfenberg等‘州建立了一个理想的表面腐蚀的药物释放模型。在这种模型中

有一个腐蚀常数k。药物的释放速率和腐蚀常数及纳米粒的表面积有关。如果纳

米粒的表面积的腐蚀是时间的线性函数，那么我们就可以得到零级释放的载药纳

米粒。

具体的来说，对于可降解的载药纳米粒，药物的释放速率和以下几个因素有

关：

(1)药物和聚合物之间的相互作用力；

(2)药物从聚合物中扩散的能力和速率；

(3)纳米粒载体材料的降解速率。

因此，可降解纳米粒药物释放过程实际上主要是由扩散和降解这两种过程共

同控制的。如果药物的扩散速率远大于聚合物基体的降解速率，药物的释放是遵

循扩散的机制的。否则的话，是遵循降解的机制的。

从化学的观点来看，这种载药体系又可分为三种不同的类型：

(1)水溶性高分子通过可降解的交联键形成水不溶的高分子基质，包埋药

物后遇水或酶，交联键断裂使之重新可溶，从而释到85l。这种类型的聚合物体系

往往会溶胀，然后迅速释放出水溶性的药物，但水不溶性的药物或大分子药物的

分子将可能与高分子体系的大分子相互缠结，难于扩散释出，其释药速率将大大

降低。

(2)水不溶性高分子基质包埋药物后，遇水时因侧基的水解、离子化等原

因而变成水溶性高分子，溶解后释放出所包埋的药物。这种类型的释药体系中的

高分子降解溶蚀只发生在侧基上，其分子量变化不大。

(3)水不溶性高分子基质包埋药物后遇水时高分子主链断裂降解成水可溶

性的小分子物质从而释药。对这一体系的基本要求是其降解产物应是无毒的，如

聚丙交酯即属于这一类。
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1．4．3溶胀控制模型

在这一体系中，药物是溶解或者分散在聚合物的基体中，当外部环境中的溶

剂渗透到纳米粒中的时候，纳米粒发生膨胀，药物便从中释放出来。因此溶剂的

渗透能力决定了药物的释放速率。

实际上，上述三种模型并不能涵盖所有的药物纳米粒释放体系，而且在实际

过程中，往往是几种方式共存。表1．2、1．3列出了药物从纳米粒中释放的释放方

式以及影响因素，从中不难看出药物的释放是一个比较复杂的过程，需要针对具

体的药物、给药系统(或纳米粒材料)以及给药途径具体地分析f8“。

表1．2药物从纳米粒载体系统中的释放方式

编号 释放方式

1 膜渗透性控制：pH、热、微波、磁性

2 扩散

3 离子交换：离子扩散和浸滤

4 表面浸蚀

5 整体崩裂：酶攻击

表1．3影响药物从纳米粒载体中释放的因素

影响因素 影响内容

药物 在纳米粒中位置；分子量；理化性质：浓度；药物／载体作月j

纳米粒 材料类型和量：粒子大小和密度；交联或聚合的程度和性质：

辅料的存在

环境pH：离子强度；极性：酶的存在：温度

对药物纳米粒载体系统的释药机制的研究，目前还主要集中在载药纳米粒体

外药物释放行为的研究，有以下几种研究方法：(1)生物膜隔离的扩散池法；(2)

透析袋透析法；(3)反相透析法；(4)超速离心法；(5)超滤法；(6)离心一超

滤联用的方法。由于简单方便，透析袋透析法是目前应用的最多的方法。

1．5阿霉素药物系统

1．5．1阿霉素的结构和药理作用

阿霉素(Doxorubicin，DOX)，又名多柔比星、亚德里亚霉素(Adriamycin)，

系由链霉素(Streptomyces peucetius var．caesius)发酵培养所得的葸环类

(Anthracyclines)抗肿瘤抗生素m881，其结构见图1．5。

16
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图1．5阿霉素的化学结构

阿霉素为红橙色结晶，熔点205℃，产品多以盐酸盐形式存在，盐酸阿霉素

易溶于水、甲醇，微溶于极性小的有机溶媒中。

阿霉素具有广泛的抗肿瘤作用。临床证明，对急、慢性粒细胞白血病和急、

慢性淋巴细胞白血病，多发性骨髓瘤，恶性淋巴瘤，MH-134肝癌，睾丸癌，乳

腺癌，甲状腺癌，尤文氏瘤及肾母细胞瘤的疗效最好，对膀胱癌，神经母细胞瘤，

软组织肉瘤，头颈部肿瘤，支气管肺癌，胃肠癌及食道癌等亦有一定疗效。

阿霉素的抗肿瘤作用机理是抑制核酸，特别是DNA的合成。阿霉素分子通

过主动转运机制易于通透细胞膜进入细胞内，然后很快与细胞核结合。阿霉素分

子可插入DNA分子中，与DNA形成一稳定的复合物，导致DNA、RNA及蛋白

质合成之抑制及DNA双螺旋体不能卷曲，从而对肿瘤细胞造成破坏。

1．5．2阿霉素常规用药的局限性

一直以来，阿霉素在癌症化疗中主要都是以其盐酸盐形式静脉注射给药，但

是因为对癌细胞和人体健康细胞的非特异性，使它在杀伤癌细胞的同时，也产生

了全身严重的毒副作用。而且存在明显的疗效．剂量依赖关系，即加大药物剂量

能明显提高疗效，但增加剂量，势必增加全身的毒性反应，使其临床应用受到很

大的限制。

阿霉素的主要毒性、副作用有以下几点189]：

(1)对免疫功能具有抑制作用；

(2)骨髓毒性；

(3)心脏毒性；

(4)阿霉素还可引起恶心、呕吐、脱发、口炎、皮疹、发热等。

1．5．3载阿霉素纳米粒系统

鉴于阿霉素常规用药方式的局限性，要增强其在癌症化疗中的作用并降低全

身毒副作用，必须研究开发新的给药途径。近二、三十年来，纳米粒在药物控释

体系中的应用越来越多，已显示出极大的优势和良好的前景，因此有许多科技工

作者将载阿霉素纳米粒体系作为阿霉素新的用药方式的突破口，并且已经取得了

初步成效。

17
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将阿霉素包载于纳米粒上，相对于游离阿霉素在癌症化疗方面有了显著改

善。主要表现在以下几个方面[901：

(1)阿霉素纳米粒可使癌细胞的耐药性显著降低，药效比水针剂增加了10

倍【9”。在阿霉素聚丙烯酸甲酯纳米粒与游离阿霉素对单核癌细胞系V-937的抗肿

瘤活性比较研究中，以细胞生长抑制核DNA合成抑制为指标，阿霉素纳米粒细

胞毒性提高了3倍，90％细胞生长抑制需游离阿霉素与阿霉素纳米粒分别是

O．05l，0．01899／mL，相同药物浓度，纳米粒在细胞中量愈多，则药物活性愈高，

细胞对阿霉素纳米粒的摄取量远较游离阿霉素量大。

(2)阿霉素纳米粒可改变阿霉素的消除动力学，游离阿霉素消除半衰期是

23．7±7．7h，消除曲线下面积为8．6±2．8嵋．mg～．h，阿霉素纳米粒消除半衰期则

延长为85．9±19．2h，消除曲线下面积为29．6--+6．699．m91．hml。

(3)阿霉素纳米粒在降低阿霉素心脏毒性时，对肝脏转移瘤的疗效也得以

提高[93,94]。将网状细胞肉瘤M5076接种到CSTBL／6小鼠体内，考察游离阿霉素

与阿霉素纳米粒对肝脏转移瘤的活性，给药后，阿霉素纳米粒较阿霉素大大降低

了转移数目，使小鼠成活率显著提高。药动学数据表明，肝脏对阿霉素纳米粒有

强大摄取能力，这些靶向分布作用使肝脏成为有效的药物贮库，增加了对肝脏肿

瘤细胞的作用强度与作用时间。

(4)通过将阿霉素包载于具有靶向性的纳米载体上，可将药物直接送达需

要目标部位，使目标部位的药量大大增加，从而减少需药量，减少阿霉素毒副作

用。天津大学的常津【95】制备出了阿霉素免疫磁性纳米粒(AIMN)，还设计出在

给药部位近端和远端进行99MTc“标记的AIMN的体内磁靶向定位试验，结果表

明，AIMN具有超顺磁性特性，在给药部位近端和远端磁区均能产生放射性富集，

富集强度为给药量的60％～65％，同时其在脏器的分布显著减少，从而证实了

AIMN具有较强的磁靶向定位功能。

目前，载阿霉素纳米粒体系正在加强其实用性的研究。Kattan等人【9州在法国

进行了阿霉素．聚氰基丙烯酸异己酯纳米粒的临床研究，发现该纳米粒体系可以

通过改变药物的体内分布，增加阿霉素的细胞毒性，而使心脏毒性降低。该研究

同时还进行了人体药物动力学研究。

1．6紫杉醇药物系统

1．6．1紫杉醇的结构和药理作用

紫杉醇(Paclitaxel，商品名为Tax01)是Wani等最早从短叶红豆杉树皮中提

取得到的一个具有紫杉烷环的二萜类化合物，分子式为C47H5lNOl4，分子量

853．9。紫杉醇具有复杂而独特的结构(见图1．6)，人工合成十分困难，现在主
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要从生长缓慢的紫杉树的树皮中提取197，981。

4斗戡
图1．6紫杉醇的化学结构

紫杉醇为白色或灰白色结晶性粉末，熔点216～217。C，水溶性很差，亲脂

性较强，可溶于甲醇、乙醇和丙酮等有机溶剂中。

紫杉醇的抗肿瘤作用机制是通过诱导和促使微管蛋白聚合成微管，同时抑制

所形成微管的解聚，产生稳定的微管束。使微管束的正常动态再生受阻，细胞在

有丝分裂时不能形成正常的有丝分裂纺锤体，从而抑制了细胞分裂和增殖。紫杉

醇主要用作治疗卵巢癌、乳腺癌及非小细胞肺癌。

1．6．2紫杉醇常规用药的局限性

由于紫杉醇的水溶性非常差，口服制剂的吸收性差，临床上主要通过静脉滴

注给药199]。一直以来其市售制剂为紫杉醇的聚羟乙基蓖麻油(Cremophor EL)

与无水乙醇的l：1(体积比)溶液，临床应用前用生理盐水稀释5～20倍。这种

用药方式存在许多问题【l”】。

(1)起增溶作用的Cremophor EL有许多毒副作用：

(2)市售制剂稀释后临床使用浓度为O．3～1．2mg／mL，此浓度下紫杉醇会

逐渐缓慢从溶液中沉淀，因此稳定性差，必须稀释后立即使用：

(3)乙醇和CremophorEL可以溶出聚氯乙烯输液袋和输液管中的增塑剂。

1．6．3载紫杉醇纳米粒系统

鉴于紫杉醇现行用药方式中存在的问题，研究不含Cremophor EL并能提高

紫杉醇生物利用度的其它给药途径具有重要的意义，其中载紫杉醇纳米粒的研究

主要有下述不同载体材料。

(1)紫杉醇白蛋白纳米粒

白蛋白具有良好的生物相容性与生物降解性，紫杉醇白蛋白纳米粒不像传统

紫杉醇注射剂那样含大量表面活性剂，也无人体抗原性，不会在临床上引起十分

严重的过敏问题：同时由于可改变药物的体内分布特征，增加了药物对肿瘤的治

疗效果¨J。

(2)紫杉醇固态脂质纳米粒

shanna⋯1用磷脂为载体材料制各载紫杉醇纳米粒，发现纳米粒低温下长时
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问放置不变，体外抗肿瘤活性有所提高。陈大兵【1021以硬脂酸为载体材料制备紫

杉醇脂质纳米粒，用两种不同表面活性剂所制备的载药纳米粒粒径分别为104nm

和220rim，紫杉醇包封率分别为47％年EI 75％，它们的体内紫杉醇消除半衰期均

高于市售紫杉醇注射剂。

(3)紫杉醇PLGA纳米粒

Mu【∞31用维生素E TPGS为表面分散剂制备了载紫杉醇PLGA纳米粒，纳米

粒粒径范围为300至800nm，纳米粒体外紫杉醇释放实验说明紫杉醇释放速度与

所选用表面分散剂有关，但未对载紫杉醇纳米粒的体外药敏性能进行研究。

Wangll041用PLOA与一低分子量物质聚合的共聚物制备了载紫杉醇微粒，微粒释

药速度快，以扩散控制为主。

(4)紫杉醇聚己内酯(polycaprolactone，PCL)纳米粒

Kim[105l用PCL制备了载紫杉醇纳米粒，纳米粒粒径小于100nm，载药率大

于20％，研究表明该纳米粒在水中具有良好的悬浮稳定性和高的载药率，可用作

为紫杉醇的给药途径。

虽然载紫杉醇纳米粒体系的研究已有一些，但从报道的研究工作来看还存在

紫杉醇包封率低，药物渗漏，纳米粒稳定性等问题有待进一步研究解决。

1。7本课题的研究意义和主要研究内容

癌症是现代人类健康的第二大杀手，据世界卫生组织报道，目前全世界每年

新增癌症患者900万人，死于癌症的人数500力．人。到2020年，全世界新增癌

症人数将达到2000万人，死于癌症的患者将超过1200万人，人类面临着严峻挑

战。我国由癌症引起的死亡率在所有病因中居第2位，占17．9％，且人口众多，

近几年来癌症发病率呈上升趋势，是癌症威胁比较大的国割“J。

目前临床对癌症的治疗主要采用手术和化疗的方法，其效果一直不尽人意。

特别是在化疗过程中，大量采用具有全身毒副作用的细胞毒性药物，在杀伤癌细

胞的同时也对正常细胞构成伤害，不仅使疗效无法全部发挥，也给病人带来巨大

痛苦。因此，改变投药的途径、变换药物的剂型及新的药物的研制等各种各样的

尝试从未有过间断，其中癌症化疗药物的替代给药方式的研究已越来越得到各国

科技工作者的重视。

近几十年来，人们将药物纳米粒释放体系概念引入抗癌药研制中，通过将药

物与一定的药物载体结合制得具有控制释放性能和一定靶向性的新的给药体系，

给癌症的治疗带来了一场新的革命。虽然这一工作大部分尚处于实验室研究阶

段，但也有一些已有望取得临床实验的成功。

我国鉴于癌症对人民健康的严峻威胁，也投入了大量的人力物力进行控释抗
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癌药物的研制。本课题正是在国家863高技术项目“纳米药物载体治疗技术——

人体恶性肿瘤”(2001AA218011)资助下进行的抗癌药物纳米粒载体的研究。

尽管以生物降解高分子材料为主体的载药纳米粒自九十年代以来一直是研

究的热点，各国的科学家在这个领域取得了非常有意义的结果。但是到目前为止，

仍然存在着许多问题没有得到解决，限制了药物纳米粒释放体系的进一步发展。

这些问题主要体现在以下几个方面。

(1)纳米粒的制备方法

纳米粒的制备方法主要通过乳液聚合和沉淀法来制备，在制备过程中聚合反

应中所使用的引发剂，一些表面活性剂等也会混杂在所得的纳米粒中。而这些物

质的存在必然会影响到载药纳米粒的使用安全性，并给生物体带来一定危害。在

目前纳米粒的制备方法中都忽视了纳米粒的产率问题，而对于那些成本较高的合

成高分子载体材料，低的纳米粒产率将决定到该材料的实际应用。

(2)生物药物的包埋

目前制备纳米粒的材料主要是合成的聚酯类聚合物。此类聚合物是亲脂性

的，具有良好的生物相容性和生物可降解性。但此类材料亲水性比较差，因此在

负载基因、蛋白等具有生物活性的亲水性药物时，容易破坏它们的结构，从而使

它们失去生物活性。

(3)药物的包封率和稳定性

当前纳米粒的药物包封率还不能完全满足应用的要求，载药量不高。同时纳

米粒的储存稳定性不好，特别是载药脂质体，其负载的药物会从脂质体内渗透出

来。因此发展一种有效的方法来提高纳米粒的载药量和储存稳定性是当前载药纳

米粒的一个研究课题。

(4)纳米粒的表面性质和靶向行为

纳米粒的表面性质对纳米粒在体内的循环时间和靶向行为有着重要的影响。

但目前纳米粒的靶向作用机理仍不清楚，纳米粒的表面性质对纳米粒与人体免疫

系统的相互作用的影响也还不清楚。

(5)载药纳米粒的体内药物缓释行为和药物的传输机制

由于人体内存在着多种酶和蛋白，而这些物质对载药纳米粒的药物释放速

度，对纳米粒基体的降解都有着很大的影响，但这方面的研究还有待进一步深入。

同时载药纳米粒能否通过血脑屏障也是一个非常重要的研究课题。

为此我们希望通过我们的研究工作能够部分解决前述的一些问题，或者提供

解决问题的新思路和方法，为今后进一步的研究和开发工作奠定基础。因此，我

们分别选择了两类代表性的载药材料，一种是具有许多独特的物理化学特性和生

物功能的壳聚糖，一种是己被美国FDA批准用于临床的脂肪族聚酯PLA和

21



博士学位论文 第一章绪论

PLGA；选择了一种水溶性药物阿霉素，一种脂溶性药物紫杉醇，分别开展载阿

霉素壳聚糖纳米粒和载紫杉醇PLA、PLGA纳米粒的研究。研究工作主要包括以

下内容：

(1)空白(不载药)壳聚糖纳米粒和载阿霉素壳聚糖纳米粒的制备

以壳聚糖、三聚磷酸钠为基本原料，采用离子交联法制备空白壳聚糖纳米粒，

以减小粒径为目的，探讨多种因素对纳米粒平均粒径的影响，并从红外光谱角度

对反应机理进行初步研究：在空白壳聚糖纳米粒制备的基础上，进行包载抗癌药

物阿霉素的研究，以获得高包率的载阿霉素壳聚糖纳米粒为目标，研究载药纳米

粒制备方法，深入研究多种因素对载阿霉素壳聚糖纳米粒包封率的影响。

(2)载阿霉素壳聚糖纳米粒的性能研究

对最佳条件下制备的载阿霉素纳米粒进行体外释放实验研究，分析其药物释

放过程，并考察阿霉素初始用量、壳聚糖脱乙酰度、分子量等因素对控释效果的

影响，从而为进一步设计具有不同释放要求的纳米粒载体提供参考；研究载阿霉

素壳聚糖纳米粒的体外抑瘤活性。

(3)空白(不载药)PLA、PLGA纳米粒和载紫杉醇纳米粒的制备

研究制备空白(不载紫杉醇)PLA、PLGA纳米粒的新方法，以解决纳米粒

制备过程中材料损失大，纳米粒产率低的问题，研究纳米粒的生物降解性能；对

载紫杉醇纳米粒进行表面修饰，通过物理吸附方法使一定的亲水性表面活性剂接

到载紫杉醇纳米粒的表面，以延长其在体内的循环时间。

(5)载紫杉醇PLA、PLGA纳米粒的性能研究

研究载紫杉醇PLA、PLGA纳米粒的体外释放性能，分析其药物释放过程，

并考察不同共聚比，不同分子量和不同表面活性剂用量对载紫杉醇纳米粒释放紫

杉醇速度的影响，为进一步设计具有不同释放要求的纳米粒载体提供参考；研究

载紫杉醇PLA、PLGA纳米粒的体外抑瘤活性和药物代谢动力学。
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第二章壳聚糖纳米粒的制备与表征

壳聚糖具有无毒、良好的生物相容性(包括血液相容性、组织相容性和免疫

性)及可生物降解吸收等特点，被广泛应用于固定化酶、药物释放载体、人工透

析膜、吸收缝合线、伤口涂敷料、人造皮肤等生物医药领域【l07】。近年来，壳聚

糖微球、纳米粒载药系统也得到了一定的研究。由于壳聚糖纳米粒粒径小，且有

较好的亲水性，适合作为亲水性药物的载体，也有望成为一些蛋白、多肽和基因

类药物的载体，人们对它的研究更为重视。

在制备载药壳聚糖纳米粒之前，本章先进行了空白(不载药)纳米粒的研究。

基于离子交联法的基本原理，考虑到在酸性条件下壳聚糖是表面带有正电荷的聚

合物大分子，三聚磷酸钠(sodiumtripolyphosphate，TPP)在水溶液中带有负电

荷，由于静电作用二者易交联凝聚成纳米级微粒，通过控制一定条件可以得到合

乎要求的壳聚糖纳米粒。实验中以减小粒径为目的，考察了壳聚糖和TPP浓度、

壳聚糖脱乙酰度、搅拌速度、pH值、温度、保温时间、电解质、表面活性剂等

多种因素对壳聚糖纳米粒平均粒径的影响，以得到最佳制备条件。并对纳米粒的

形成机理，纳米粒的形态作了研究。

2．1实验部分

2．1．1试剂、材料及仪器

不同分子量、不同脱乙酰度壳聚糖(医药级，浙江玉环海洋生物有限公司)；

聚醚Pluronic F．68(医药级，ICN Biomedicals Inc．Aurora,Ohio)；吐温一80(化学

纯，汕头市光华化学厂)；三聚磷酸钠(分析纯，上海医药试剂公司)；其它试剂

均为分析纯，水为二次蒸馏水。

78．1型磁力加热搅拌器(江苏省金坛市正基仪器有限公司)；SHZ-C型循环

水式多用真空泵(河南省巩义市英屿予华仪器厂)；PHS一3C型精密pH计(上

海雷磁仪器厂)；电子天平(瑞士生产)；MASTERSIZER2000激光散射粒度分析

仪(英国马尔文仪器有限公司)；AVATAR 360红外光谱仪(美国Nicolet公司)；

H．800透射电镜(日本日立公司)。

2．1．2实验内容

2．1．2．1壳聚糖醋酸溶液的配制

称取一定量的壳聚糖样品(如无特殊说明，所用壳聚糖的脱乙酰度为95％)

于大烧杯中，根据选定的浓度加入定量的蒸馏水，再加入冰醋酸，使醋酸浓度为

1％(v／v)。加热上述溶液，并不断搅拌促进壳聚糖溶解。最后趁热抽滤，得到所

需的壳聚糖醋酸溶液，保存于容量瓶中，以备后用。
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2．1．2．2壳聚糖纳米粒的制备

采用离子交联法制备壳聚糖纳米粒，即配制一定浓度的TPP水溶液，磁力搅

拌下，逐滴滴加4mLTPP溶液于20mL一定浓度的壳聚糖醋酸溶液中，反应10min，

即得到壳聚糖纳米粒混悬液。

2．1．2．3纳米粒平均粒径的测定

纳米粒平均粒径在马尔文仪器公司MASTERSIZER 2000激光散射粒度分析

仪上测定。取纳米粒混悬液适量，加去离子水稀释到合适的浓度后用激光散射粒

度分析仪测定平均粒径和多分散度。

2．1．2．4纳米粒表面形态研究

将壳聚糖纳米粒的混悬液滴到电镜制样铜网上，干燥后，用1％的磷钨酸钠

溶液染色15分钟，再干燥后，使用透射电镜(TEM)对其表面形态进行观察并

拍摄照片。

2．1．25纳米粒红外光谱

将纳米粒混悬液均匀涂于玻璃板上，干燥后制成膜，与壳聚糖样品分别进行

红外光谱分析。

2．2结果与讨论

2．2．1壳聚糖纳米粒制备方法选择

近年来，壳聚糖纳米粒作为许多种抗癌药物和生物大分子(如蛋白质、DNA)

的控释载体，其制备方法的研究也受到重视，现已有以下几种制备方法。

(1)共价交联法1108】

将药物溶解或分散于壳聚糖醋酸溶液中，混合均匀后，将此溶液加入到含有

表面活性剂(如HLB值较小的司盘类)的有机溶剂中，经搅拌或超声处理，形

成W／O型乳液，再用戊二醛，甲醛等进行化学交联，通过离心，纯化即可制得

壳聚糖纳米粒。该法是常用的制备方法，对于疏水性药物可将其首先溶于有机溶

液中，然后再分散于壳聚糖醋酸溶液中，形成o／w乳液，再将O／W乳液滴加到

有机相中制成O／W／O型复乳后再交联的方法制备。

(2)沉淀法或凝聚法t109】

在壳聚糖醋酸溶液中，加入吐温一80等表面活性剂作为分散剂，将硫酸钠溶

液滴入搅拌的壳聚糖溶液中，超声处理，通过溶液的浊度来判定微粒的形成，所

得微粒粒径介于微球与纳米粒之间。壳聚糖纳米粒也可以通过羧甲基纤维素钠

(CMC)与壳聚糖起复凝聚作用而制备。

(3)喷雾干燥法【11 0J

将药物、壳聚糖溶于冰醋酸一水一丙酮中得到不同浓度的壳聚糖溶液，在惰性
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的热气流中进行喷雾干燥，在干燥过程中冰醋酸一水一丙酮迅速蒸发，从而形成壳

聚糖微球。

(4)模板聚合法

南京大学的胡勇等【“1佣一种新的方法制备了壳聚糖．聚丙烯酸(PAA)纳米

粒。将壳聚糖溶解于丙烯酸(AA)溶液中，在N2保护，70℃下用K2S208引发

丙烯酸以壳聚糖为模板产生聚合，所得聚合物PAA的羧基与壳聚糖的氨基交联，

导致壳聚糖高分子链卷曲而成纳米粒。该方法反应条件温和，纳米粒粒度小，分

布均匀，并且具有一定的pH敏感性。

(5)乳滴聚结法⋯2】

将壳聚糖溶液加入药物溶液中，加入乳化剂，经高速搅拌得乳剂A；同样将

NaOH溶液加入乳化剂，经高速搅拌得乳剂B。然后将A和B两种乳剂混合，

经搅拌而发生乳滴聚结，离心从而得到壳聚糖纳米粒。

上述制备方法虽然各有特点，但是也存在一些问题。如共价交联法，使用大

量的有机溶剂和表面活性剂，而且戊二醛，甲醛等化学交联剂具有细胞毒性以及

对大分子的灭活作用；沉淀法和喷雾干燥法得到的产物粒径偏大，分布不均匀，

结果重现性差；模板聚合法条件苛刻，过程复杂。因此，近年来有人将离子交联

法[113,114J弓I／X壳聚糖纳米粒制备过程，产生了良好的效果。

离子交联的原理是壳聚糖分子中存在大量的氨基，在酸性条件下其表面带有

正电荷，一些聚阴离子(如三聚磷酸盐(TPP)阴离子、硫酸葡聚糖、海藻酸钠

等)在水溶液中带有负电荷。控制一定的条件下使二者相互混合，利用壳聚糖的

游离氨基与阴离子发生分子问或分子内交联反应而制得壳聚糖纳米级微粒(反应

示意过程如图2．1)。该方法过程简单，作用时间短，条件温和，不使用有机溶剂，

得到的纳米粒粒径小，分布均匀，且结果重现性较好。同时，由于静电相互作用

是一种弱作用力，不涉及热交联过程中的高温及化学交联过程中的共价键形成，

因而对所包载药物，尤其是生物制品的性质无较大影响。

0 0 O

·一}～}一}一扩一秦寨霾·哺阳～P～p—P一国嘭—_弪爱墨
f I } 弼幂程
礴撇堪猎毽撇

图2．1壳聚糖纳米粒制备过程

离子交联法制备壳聚糖纳米粒中虽已有报道，但大多集中在纳米粒的应用

上，对纳米粒制备过程中影响纳米粒形成的因素研究的较少，有的因素甚至还没
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有研究。基于此，本文利用酸性条件下壳聚糖高分子链上带『F电的氨基与TPP

分子中带负电的磷酸基的静电相互作用来制备壳聚糖纳米粒，深入详细地研究各

反应因素对壳聚糖纳米粒粒径的影响，以期得到较为理想的结果，

2．2．2影响壳聚糖纳米粒粒径的因素

2．22．1壳聚糖、TPP浓度对纳米粒粒径的影响

壳聚糖与TPP的反应主要是带正电的氨基与带负电的磷酸基的静电相互作

用，因此二者的浓度不同，也即反应中二基团的不同比例会对形成的纳米粒的粒

径有较大影响。同时，作为高分子溶液，壳聚糖浓度对溶液粘度和高分子链的状

态有影响，也就会造成纳米粒粒径的不同。所以研究中首先考察了不同浓度下壳

聚糖与TPP反应生成纳米粒的平均粒径差异，据此得出较佳的浓度条件。

实验中，先配制了不同浓度的壳聚糖溶液和TPP溶液，发现在不同的浓度

范围内壳聚糖与TPP混合后分别可得到清亮溶液、纳米粒或大颗粒聚集物。即

当两者浓度都低时，几乎没有凝聚物出现，溶液清亮；当两者浓度都高时，则生

成大粒径凝聚物；只有当两者浓度在一定范围时才能生成纳米粒。以此为基础，

配制了浓度为2．5，3，4，5，7，10mg／mL的壳聚糖醋酸溶液和浓度分别为1，

1．5，2．5，4，5mg／mL的TPP溶液，室温下反应10min得到纳米粒混悬液，分别

对其进行粒度分析，所得到的平均粒径值见表2．1。

表2．1壳聚糖、TPP浓度对纳米粒粒径的影响

由表2．1数据可见，壳聚糖、TPP溶液浓度对形成的纳米粒的平均粒径有较

大影响，不同浓度得到的结果差异很大，且规律性不是很强。壳聚糖纳米粒粒径

并不是随着壳聚糖和TPP浓度的增大就一定增大，而是呈现出不太规则的变化，

这说明壳聚糖纳米粒粒径除与壳聚糖和TPP的浓度有关外，还与反应体系中氨

基、磷酸基比例、壳聚糖溶液粘度、壳聚糖高分子链的状态等多种因素有关。综

合考虑减小粒径和有适当浓度的壳聚糖、TPP以形成较大量纳米粒以利于对药物

的包封，取壳聚糖浓度5mg／mL，TPP浓度2．5mg／mL，二者在该浓度条件下反应
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得到的纳米粒平均粒径为265nm，比较小。

2．2．2．2壳聚糖、TPP溶液体积比对纳米粒粒径的影响

从壳聚糖、TPP浓度对纳米粒粒径的影响实验知道，壳聚糖纳米粒粒径不仅

与两者的浓度有关，而且与两者在混合溶液中的相对含量有关，因此有必要进一

步研究壳聚糖与TPP相对用量对壳聚糖纳米粒粒径的影响。实验中固定壳聚糖

溶液体积为20 mL，改变TPP溶液的体积，所得实验结果见图2．2。

当TPP溶液体积小于1mL时生成的粒子量少，溶液近清亮，粒径难以检测

出，所以图中未标示出。而当TPP体积大于lmL时，由图可见，壳聚糖纳米粒

粒径先略为增大，然后再随TPP体积的增加先减小再增大，在TPP溶液体积为

4mL时，壳聚糖纳米粒粒径接近最小值。这进一步说明，只有当壳聚糖和TPP

的用量比在一定范围时，壳聚糖纳米粒粒径才能获得最小值。从图中可看出，当

TPP用量在3～5mL时，也就是壳聚糖和TPP的配比控制在3：1～8：1时，可以

得到粒径较小和稳定性好的纳米粒。

图2．2 TPP用量对纳米粒粒径的影响

2．2．2．3壳聚糖脱乙酰度对纳米粒粒径的影响

壳聚糖是甲壳素脱乙酰基的产物，脱乙酰度越大，分子链上-NH2含量越高，

相应的壳聚糖酸性溶液qb-NH3+越多，即与TPP发生离子键联的位点越多，更易

凝聚成粒径较小的纳米粒。同时，若壳聚糖脱乙酰度小，分子中．NHCOCH3基多，

空间位阻较大，也不易形成粒径较小的纳米粒。

实验中，选择四种同一分子量，脱乙酰度分别为83％、86％、91％、95％的

壳聚糖样品以选定的浓度(5mg／mL)配成醋酸溶液，分别与2．5mg／mLTPP溶液

在室温下反应10min得到壳聚糖纳米粒混悬液，分别对其进行粒度分析，结果见

图2．3。
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图2．3壳聚糖脱乙酰度对纳米粒粒径的影响

由图2．3可见，随着壳聚糖脱乙酰度增大，得到的纳米粒平均粒径呈减小趋

势，证明了上述分析的合理性。为此，为制备较小粒径的纳米料，应选用95％

脱乙酰度的壳聚糖。

2．2．2．4壳聚糖分子量对纳米粒粒径的影响

壳聚糖是一种天然大分子聚合物，其分子量变化范围大，不同分子量壳聚糖

制各的纳米粒粒径可能会有所不同。实验中用同一脱乙酰度但不同分子量的壳聚

糖制备了纳米粒，由图2．4可见，随着壳聚糖分子量的增加，壳聚糖纳米粒粒径

略有增大。

图2．4壳聚糖分子量对纳米粒粒往的影响

壳聚糖分子量增加，其分子链增长，与TPP结合形成纳米粒时分子链的弯

曲缠绕较难进行，所以生成的纳米粒粒径会增大。而另一方面，壳聚糖分子量大，

其分子链上的．NH3+数目多，与TPP结合的位点多，两者之间能较紧密结合形成

粒径较小的纳米粒。所以，在两方面因素的综合作用下纳米粒粒径随壳聚糖分子

量的增加略有增大，但变化不是太大。

2．2J2．5搅拌速度对纳米粒粒径的影响

壳聚糖纳米粒制备是一个离子交联凝聚过程，因此搅拌速度对形成的纳米粒
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的平均粒径及其粒径分布存在影响。增大搅拌速度，有利于纳米粒的均匀分散，

防止纳米粒的聚集。另外，壳聚糖高分子溶液的粘度较大，增大搅拌速度也有利

于纳米粒的形成。

实验中，用壳聚糖醋酸溶液与TPP溶液在选定的浓度于常温下反应10min，

控制不同的搅拌速度，考察其对纳米粒平均粒径的影响，结果见表2．2。

表2．2搅拌速度对纳米粒拉径的影响

搅拌速度(r／min) 平均粒径(LLm)

200～300

500～600

700～800

900～1000

2．127

0．699

0．265

研究发现，低速下粒子聚集严重，在进行粒度分析时，超声分散后纳米粒粒

径仍为2．127“m，其平均粒径远大于高速搅拌下的情况。由表2．2数据可以看出，

随搅拌速度增大，平均粒径呈减小趋势。考虑到若搅拌速度过快，能量增高，粒

子间碰撞加剧，有可能破坏已形成的纳米粒，所以选定所有纳米粒制备过程中搅

拌速度为700～800r／min。

2．22．6搅拌时问对纳米粒粒径的影响

纳米粒分散于介质中形成分散溶胶，该溶胶的高分散性和不均匀性使得分散

物系具有特殊的光学性质即丁达尔效应。丁达尔效应与分散粒子的大小及投射光

线波长有关。当分散粒子的直径大于投射光波波长时，光投射到粒子上就被反射。

分散粒子的直径小于投射光波波长时，光波可以绕过粒子而向各个方向传播，发

生散射，散射出来的光即所谓乳光(opalescence)。由于纳米粒直径比可见光的

波长要小得多，纳米粒分散体系就以光散射为主。

散射光强度与投射光波长的4次方成正比，即波长越短的光越易被散射(散

射得越多)。因此，当用白光照射时，由于蓝光波长(九～450nm)较短，较易

被散射，故纳米粒分散物系常呈浅蓝色111”。

实验中得到的壳聚糖纳米粒混悬液可以观察到丁达尔效应。随着TPP加入壳

聚糖溶液中，两、三分钟即可见到乳光产生，溶液泛蓝，说明该反应能够较快地

进行，实验数据(图2．5)也表明反应很快就能达到完成，纳米粒粒径随搅拌时

间的延长基本不变。为使反应较为充分，将反应时问定为10min，同时乳光的产

生也能大致说明产物的粒径处于纳米级。
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图2．5搅拌时间对纳米粒粒径的影响

2．2．2．7 TPP滴加速度对纳米粒粒径的影响

壳聚糖与TPP的离子交联反应虽是一个比较快速的过程，但TPP滴加速度

太快对纳米粒粒径必有影响。

图2．6 TPP滴加速度对纳米粒粒径的影响

由图2．6可见，TPP滴加速度越快，壳聚糖纳米粒粒径越大。当滴加速度小

于1滴／秒时，滴加入壳聚糖溶液中的TPP溶液在搅拌下能快速分散开，因此可

生成粒径小的纳米粒。随TPP滴加速度的增大，滴加入壳聚糖溶液中的TPP溶

液不能及时分散开，局部TPP浓度大而与壳聚糖形成大粒径的纳米粒。当TPP

滴加速度大于5滴，秒时，溶液中甚至可观察到大粒径的颗粒物。

2．2．2．8 pH值对纳米粒粒径的影响

在壳聚糖纳米粒制备过程中，主要是壳聚糖分子中的带正电氨基与TPP分

子中带负电磷酸基的静电相互作用，作为高分子电解质，溶液pH值对壳聚糖分

子的带电性质势必存在影响。据文献报道，壳聚糖分子的pKa值为6．3【1161，欲使

其带正电，溶液的pH值必须小于6．3。随着pH值降低，溶液酸度增加，壳聚糖

以正电性的存在的机会增加，同时溶液粘度减小，有可能使形成的纳米粒的粒径
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减小。Y3#t"，经测定2．5mg／mL的TPP溶液的pH值为9．15，呈碱性，若壳聚糖

溶液的pH值过低，随着TPP加入其中，溶液体系的pH值发生变化，也有可能

影响纳米粒的形成。

图2．7壳聚糖溶液pH值对纳米粒粒径的影响

实验中，用精密pH计测定所配制壳聚糖1％醋酸溶液的pH为3．98，加醋酸

调节pH值使其降低，发现随着醋酸加入量的增多，pn值变化缓慢。即使当溶

液pH调为2．0时，其平均粒径为270nm，与pH3．98时的平均粒径265nm相差

不大，说明壳聚糖溶液pH值对纳米粒粒径影响不大。

产生上述结果的原因为，壳聚糖醋酸溶液具有pH缓冲性质，醋酸的加入量

在一定范围内对pH值的改变不大；pH值为3．98时，壳聚糖中的氨基基本以-NH3+

的形式存在，随着pH值降低，溶液酸度增加，壳聚糖链上-NH3+的数目却很少

增加，因此纳米粒的粒径基本不变，所以壳聚糖配成1％醋酸溶液使用即可。

2．2．2．9温度对纳米粒粒径的影响

壳聚糖与水水合后，其分子链由于布朗运动可形成球形胶束，溶液粘度较大，

流动呈非牛顿型。随温度升高，布朗运动加快，分子链间的氢键减弱，使流动呈

牛顿型，有利于较小纳米粒的形成。同时温度升高，可为壳聚糖分子与TPP的

结合提供更多的能量，二者能较紧密地结合，使壳聚糖高分子链卷曲成更小粒径

的纳米粒。因此，可以预计随温度的升高纳米粒粒径会减小。

实验中，在不同的温度条件下制备出壳聚糖纳米粒，对其进行粒度分析，结

果见图2．8。

由图2．8可见，随着温度的升高，纳米粒粒径呈减小趋势。在60℃时平均粒

径值达到最小(183rim)，这主要是由于壳聚糖从有序态(螺旋结构)变到无序

态(无规线团)的转变温度(T。)为62。C【11。”。温度接近Tm时，壳聚糖中的无

序分子即活化分子显著增多，这种活化分子更易与TPP反应，紧密结合生成较

小粒径的纳米粒。若温度继续升高至70℃时，得到的纳米粒混悬液存在微量肉

眼可见的絮状物，说明有少量纳米粒发生了聚集，这可能由于温度过高，粒子间
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碰撞加剧，为部分纳米粒凝聚提供了机会。所以，从减小纳米粒粒径角度考虑，

选用60 oc为最佳反应温度。

图2．8温度对纳米粒粒径的影响

2．2．2．10保温时间对纳米粒粒径的影响

考虑到壳聚糖从有序态变到无序态的转变温度为62℃，若在60 oc下对壳聚

糖溶液保温一段时间，对其高分子链的溶解状态会有一定影响，从而对纳米粒粒

径造成影响。

研究中，先让壳聚糖溶液在60℃下保温一定时间，再滴加TPP溶液形成纳

米粒，对不同保温时间得到的纳米粒进行粒度分析，结果见图2．9。

图2．9保温时间对纳米粒粒径的影响

由图2．9可知，随着保温时间延长，纳米粒平均粒径呈增大趋势。这可能是

因为60。C下壳聚糖从有序态到无序态的转变较快，而随着时间的延长，壳聚糖

分子有足够的时间碰撞，分子问氢键作用增强，相互结合机会变大，使形成的纳

米粒粒径稍有增大。除此保温过程中少量水分挥发，使壳聚糖溶液粘度增大也会
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造成生成较大粒径的纳米粒。因此，实验中不将壳聚糖溶液先置于水浴中保温，

而是在选定的温度下直接滴加TPP进行反应。

2．2．2．11电解质对纳米粒粒径的影响

实验中壳聚糖纳米粒是用离子交联法制备，其关键在于正负电性基团的静电

相互作用，因此，反应介质(水)中电解质的存在有可能会影响到纳米粒的形成、

大小及其粒度分布。为此，将不同量的NaCl溶解于壳聚糖醋酸溶液中，60℃下

滴加TPP制备壳聚糖纳米粒，对得到的纳米粒进行粒度分析，结果见图2．10。

由图2．10可知，加入NaCl，纳米粒的平均粒径呈增大趋势，当NaCl浓度

大于0．5mol／L时平均粒径值基本不变。同时实验发现，滴加完TPP继续搅拌10min

过程中，溶液依然清澈，无色，无泡抹，反应完放置10min左右，溶液才开始泛

蓝并变浑浊(出现乳光)，最后浑浊程度较不加NaCl制得的纳米粒混悬液更大。

相比较不加n『aCl的制备过程(滴加TPP片刻即出现乳光)可知，加入NaCl延

迟了壳聚糖与TPP的反应。

图2．1 0电解质对纳米粒粒径的影响

出现上述现象的原因在于，加入一定量的盐离子后，搅拌过程中盐的正负离

子(Na+，CI’)会将带有相反电荷的氨基正离子与磷酸基负离子包覆起来阻碍了

壳聚糖与TPP静电结合，所以搅拌10min内体系依然未出现乳光。待停止搅拌

后，壳聚糖与仲P才慢慢开始相互作用，但此时体系没有达到搅拌时的均匀状
态，因而形成的纳米粒粒径分布不均，有较大粒子出现，使平均粒径值偏高。同

时由于实验中所用壳聚糖相对较少，当NaCl浓度大于0．5mol／L时，NaCl的这

一效应与其量的多少没有太大关系，所以在该浓度范围内得到的纳米粒平均粒径

值相差不大。

2．2．2．12表面活性剂对纳米粒粒径的影响

实验制备的纳米粒大多数粒径在100～200nm之问，具有较高的比表面积，

与周围介质有着物理界面，在热力学上存在不稳定性。表面活性剂可以改变体系
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界面状态，对形成的纳米粒起到分散和稳定作用。

表面活性剂的分散、稳定作用机理主要有以下几点⋯gJ：

(1)形成双电层分散剂多为离子化电解质，其离子部分可被吸附在粒子

质点的表面，这样在粒子．液体界面形成带电层。在液相中，此电层又吸引周围

介质带相反电荷的离子，从而形成双电层，使粒子颗粒相互排斥，所以增强了纳

米粒体系的稳定性。

(2)物理屏蔽作用 表面活性剂能将纳米粒表面包围起来，形成吸附层，

使纳米粒颗粒之间产生物理障碍，造成空间位阻，从而阻止颗粒相互接触，不产

生聚集现象。

(3)氢键作用表面活性剂分子本身具有带正电和带负电的部分，通过氢

键的作用力，使周围的水分子产生定向排列。依靠氢键的作用，在纳米粒子附近

建立起附加的缓冲层，使体系粘度上升，利于纳米粒分散的稳定性。

(4)偶极作用在电场的作用下，非离子型表面活性剂分子内部的正负电

中心发生偏移，成为偶极分子。偶极分子的一端沿着纳米粒子表面定向排列，另

一端朝向液相，从而阻止粒子间的接触，起到保护粒子的稳定作用。

鉴于纳米粒的形成过程是正负电荷的相互作用，为避免电荷干扰，故选用非

离子型表面活性剂，它可以通过吸附在纳米粒表面产生物理屏蔽或是产生偶极作

用对纳米粒起到分散和稳定作用。

实验选用吐温．80、聚醚F一68两种非离子型表面活性剂来考察其对粒径的影

响。吐温．80，即聚氧乙烯(20)失水山梨醇单油酸酯，HLB值为15。聚醚F一68

是美国Wyandott公司开发的Pluronic型表面活性剂，HLB值为29，二者的亲水

基团均为聚氧乙烯链，都有较好的亲水性lu91。聚醚F．68是FDA批准可以静脉

注射的表面活性剂之一，具有很高的生物耐受性，也是药剂学中常用的表面活性

剂。

实验中分别在室温(20℃)与40"C下对不同浓度吐温罐O、聚醚F一68的影响

进行探讨，结果见表2．3和表2．4。

表2．3室温(20"{2)下表面活性剂对纳米粒粒径的影响
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由表2．3可见，同一温度条件下使用吐温一80制得的纳米粒粒径大于F一68制

得的纳米粒的粒径，同一种表面活性剂浓度小时制得的纳米粒粒径较大。与吐温

一80相比，F．68为一更加优良分散剂，它吸附在粒子表面，其高度水化的聚氧乙

烯链以螺旋卷曲状伸向水相中，形成很好的立体能垒，从而防止了聚集，对纳米

粒的分散性较吐温一80稍好。因此，浓度低时，表面活性剂量少，不同表面活性

剂的性能差异得以体现，用两种不同表面活性剂所制纳米粒粒径相差比较大；而

浓度高时，表面活性剂量多，可充分包围住纳米粒子防止粒子间聚集，所以用两

种不同表面活性剂所制纳米粒粒径相差不大。

表2．4 4012下表面活性荆对纳米粒粒径的影响

由表2．4可见，升高温度，纳米粒粒径显著减小，两种不同表面活性剂所制

纳米粒粒径趋于相近。这主要是因为温度升高时，如前所述温度使纳米粒粒径减

小的原因成为主要因素，与之相比不同表面活性剂分散能力的差异影响不大，从

而使两种不同表面活性剂所制纳米粒粒径结果较为相近。

但是，综合两表数据可见，无论是室温还是在加热情况下，表面活性剂的加

入都使纳米粒粒径略有增大，说明在单纯的离子交联过程中已可得到分散的粒径

较小的纳米粒，粒子间聚集并不严重，而吸附有表面活性剂后粒径反而会增大。

这是因为经测定壳聚糖纳米粒表面电位为+47．30mv，其表面带有一定量的正电

荷，粒子间存在静电排斥力而使纳米粒能稳定分散存在。

2．2．3纳米粒表面形态及粒径分布分析

制得的纳米粒样品经磷钨酸钠染色后用透射电镜(TEM)观察表面形态(放

大8万倍)，电镜照片见图2．11。

由图可见，纳米粒形状规则，具有一个比较清晰的球形结构，大小分布均匀。

未染色纳米粒的TEM照片上粒子为白色，染色后粒子中间为白色，周围为黑色，

是因为染色物质未能进入粒予内部。部分粒子有聚集现象，是因为粒径处于纳米

级，具有较高的比表面积(经测定为54．1704m2／g)，存在热力学不稳定因素。
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图2．tl空白壳聚糖纳米粒TEM照片

纳米粒粒径分布见图2．12，其体积平均粒径为183nm，粒径分布较集中，多

在100～200 rim之间，能够满足纳米粒载药体系的要求。
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图2．12纳米粒粒度分布图

2．2．4纳米粒红外光谱分析

壳聚糖纳米粒与壳聚糖样品的红外光谱见图2．13。

壳聚糖IR图上，3434cm。处为．NH2与一OH伸缩振动产生的重叠的吸收峰，

而在壳聚糖纳米粒的IR图上，该峰由3434 cmo移至3399 cm～，并且变宽，说

明氢键加强了。另外，制成纳米粒后，壳聚糖IR图上1644 crfl。1处的肩峰消失，

在1630 cm‘1处出现了一个新的突峰，并且-NH2的变形振动峰由1602 cm。1移至
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了1534 cm～。Knaul[120】在进行壳聚糖与NaH2P04结合的R研究中也得到了与

上述情况相似的结果，被认为是由于磷酸基与氨基的结合而产生的光谱变化。根

据实验事实和参照Knaul的结论，可以认为纳米粒形成过程中，TPP的磷酸基与

壳聚糖的氨基结合，从而使分子间的作用加强而凝聚成纳米粒。

_慵v柏-_栩I■-时《糕I-一重)

图2．13壳聚糖纳米粒(1)与壳聚糖(2)的红外光谱

2．3小结

(1)通过对一系列影响壳聚糖纳米粒粒径因素的研究，表明了壳聚糖和TPP

的浓度及用量、壳聚糖脱乙酰度、滴加TPP溶液时壳聚糖溶液温度、滴加TPP

溶液速度、搅拌速度等因素对壳聚糖纳米粒粒径影响较大；壳聚糖溶液pH、壳

聚糖溶液在60"C下的保温时间、壳聚糖分子量对壳聚糖纳米粒粒径影响不大；

而表面活性剂、电解质的加入会使壳聚糖纳米粒粒径增大。

(2)确定了以离子交联法制备粒径较小壳聚糖纳米粒的最佳条件：壳聚糖

脱乙酰度95％，浓度5mg／mL(1％醋酸溶液)，用量20mL；TPP浓度2．5 mg／mL，

用量4mL；TPP溶液以1滴，秒的速度滴加入60℃壳聚糖溶液中，在700～800r／min

搅拌速度下反应10min。方法过程简单，不使用有机溶剂和表面活性剂。

在最佳条件下制得的纳米粒粒径最小，体积平均粒径为183nm，粒径分布也

较集中，能够满足纳米粒载药体系的要求。

(3)经TEM观察，粒子成球性好，大小分布均匀，说明粒子间的凝集以及

小粒子的布朗运动与碰撞导致粒子粒径分布范围变宽不是很严重。

(4)红外光谱研究显示，壳聚糖分子的氨基与TPP的磷酸基之间有较强的

3嚣；|罐萎豁
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静电结合作用，这正是两者能凝聚成纳米粒的原因。
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第三章载阿霉素壳聚糖纳米粒的制备及体外释药研究

作为药物载体的纳米粒除了要求其粒径较小且呈球形外，纳米粒对药物的包

封率和载药率也是衡量纳米粒载药系统是否可行的重要指标。虽然对纳米粒载药

系统的药物包封率和载药率没有统一的规定，但在纳米粒载药系统的研究中人们

总是期望在纳米粒粒径尽可能小的前提下，为了减少药物的损失，药物的包封率

尽可能高，同时有一定的载药量。但通常的情况是纳米粒粒径减小其对药物的包

封率就会下降，即两者是相矛盾的。当然即使如此，多数情况下首先要考虑的还

是纳米粒粒径，为了不被体内免疫系统识别吞噬，延长其体内循环作用时间，纳

米粒粒径最好应小于200nm，其分布也以越集中越好，因此纳米粒粒径的大小是

决定其可否作为药物载体的首要的决定性条件。

正是基于此，在前一章中详细研究了空白壳聚糖纳米粒的制备条件，获得了

粒径小于200nm的壳聚糖的纳米粒。在此基础上，本章首先将研究如何将阿霉

素包载于纳米粒上，并在保证纳米粒粒径无大的变化的前提下尽可能提高其对阿

霉素的包封率。

载药纳米粒作为药物传递和释放的载体，其中的药物能否释放出来，是快还

是慢，以何种形式释放，是否具有缓释或控释作用，也是纳米粒载药系统可否应

用的关键因素之一。为此，本章还对壳聚糖纳米粒对所包载阿霉素的体外释放性

能进行了研究，并探讨了不同因素对纳米粒体外释放性能的影响。

3．1实验部分

3，1．1试剂、材料及仪器

注射用盐酸阿霉素(10mg／瓶，深圳万乐医药有限公司)；阿霉素标准品(湖

南省药检所)；壳聚糖(医药级，浙江玉环海洋生物有限公司)；透析袋(DM．16，

截留分子量3500，北京华美生物材料有限公司)；三聚磷酸钠(分析纯，上海医

药试剂公司)；其它试剂均为分析纯，水为二次蒸馏水。

磷酸盐缓冲溶液(Phosphate Buffer Solution，PBS，pH7．4，0．1mol／L)：称取

磷酸二氢钾(KH2P04)1．369，加入O．1mol／L的氢氧化钠溶液79mL，蒸馏水稀

释到200mL，得到pH7．4的O．1mol／L的缓冲溶液。

78—1型磁力加热搅拌器(江苏省金坛市正基仪器有限公司)；GSY-II型电热

恒温水浴锅(北京市医疗设备厂)：TGL．16G型冷冻离心机(上海玉成干燥设备

有限公司)：756MC型紫外可见分光光度计(上海分析仪器厂)；PHS．3C型精密

pn计(上海雷磁仪器厂)；MAsTERslzEI也000激光散射粒度分析仪(英国马尔
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文仪器有限公司)；DELSA440SX表面电位与粒度分析仪(美国COULTER仪器

公司)：H．800透射电镜(只本日立公司)。

3．1．2实验内容

3．1．2．1阿霉素的测定Il 21】

称取10mg阿霉素标准品溶于50mL蒸馏水中，待完全溶解后定容至100mL，

配制成100lag／mL的阿霉素溶液。再从配好的溶液中分别取0．5 mL，1．0 mL，

2．0mL，3．0mL，4．0mL，5．0mL，6．0mL溶液于100mL容量瓶中，加蒸馏水稀释

至刻度，则所配制的阿霉素标准溶液的浓度分别为O．599／mL，199／mL，21．tg／mL，

3t．tg／mL，4肛g／mL，51xg／mL，6I_tg／mL。用紫外可见分光光度计于阿霉素的最大吸

收波长485nm(紫外可见扫描结果见图3．1)处分别测定一系列标准溶液的吸光

度值，做标准曲线，并进行线性回归分析。得线性回归方程为：Y=0．008+0．0173C

(FO．9993)，线性范围为0．5～61．tg／mL。

实验中计算包封率值所用到的阿霉素浓度均由线性回归方程得出。

图3．1阿霉素紫外可见扫描结果图

3．1．2．2阿霉素．TPP复合物的形成

取lmg阿霉素溶于盛有4mL2．5mg／mLTPP溶液的10mL棕色容量瓶中，混

匀，置于恒温水浴中于50。C下保温5min，阿霉素即可与TPP形成复合物。

3．1．2．3壳聚糖载阿霉素纳米粒的制备

磁力搅拌下，将上述制得的阿霉素．TPP复合物溶液用滴管以1滴／秒的速度

逐滴滴加到20mL5mg／mL的壳聚糖1％醋酸溶液中，40℃下反应10rain，即得到

壳聚糖载阿霉素纳米粒混悬液。因为阿霉素易发生光降解反应，以上操作须避光

进行。

3．1．2．4纳米粒阿霉素包封率、载药量的测定

将载阿霉素壳聚糖纳米粒混悬液于冷冻离心机上(4℃)13000rpm离心
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30min。纳米粒经洗涤冷冻干燥后称重。上清液用蒸馏水稀释至一定体积，其中

阿霉素含量以标准曲线法用紫外一可见分光光度计于阿霉素的最大吸收波长

485nm处测定(在此波长下除阿霉素外其它物质基本无吸收)。所有吸光度值以

相同条件下制备的空白壳聚糖纳米粒离心后的上清液为参比。

纳米粒阿霉素包封率(EE)与纳米粒阿霉素载药量(DL)按下式计算：

EEf％)：盟×100％(3-1)
、

％

DL惭1：Wo-we×100％(3-2)
酽。

式中，Wo表示加入阿霉素的总量，W。表示上清液中阿霉素量，WI。表示所

得纳米粒质量。

3．1．2．5载阿霉素纳米粒平均粒径和表面形态分析

纳米粒平均粒径在马尔文仪器公司MASTERSIZER 2000激光散射粒度分析

仪上测定。取载阿霉素纳米粒混悬液适量，加去离子水稀释后用激光散射粒度分

析仪测定平均粒径和多分散度。

将载阿霉素壳聚糖纳米粒的混悬液滴到电镜制样铜网上，干燥后，用1％的

磷钨酸钠溶液染色15分钟，再干燥后，使用透射电镜(TEM)对其表面形态进

行观察并拍摄照片。

3．1．2．6载阿霉素纳米粒表面电位分析

取纳米粒混悬液适量，加去离子水稀释后用COULTER公司的DELSA440SX

表面电位与粒度分析仪测定表面电位。

3．1．2．7载阿霉素纳米粒粒度稳定性分析

对制各的载阿霉素纳米粒放置5、15、30、45天，分别进行粒度分析，比较

平均粒径值的变化。

3．1．2．8载阿霉素纳米粒的体外释放实验

取一定量载阿霉素纳米粒于透析袋中，加入2mLPBS缓冲溶液后封严，放

入盛有18mLPBS缓冲溶液的释放池中。恒温(37"C)持续搅拌下定时取样，同

时补充等量生理盐水。用紫外可见分光光度计于485nm处测定样品中的阿霉素

含量，进而计算出阿霉素的累积释放率。所有吸光度值均以未载药纳米粒同样条

件下的PBS缓冲溶液为参比。

3．2结果与讨论

3．2．1壳聚糖纳米粒包药机理

酸性条件下壳聚糖是表面带有『F电荷的聚合物大分子，TPP在水溶液中带有

4
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负电荷，由于静电作用二者易交联成纳米级微粒，因此制备壳聚糖载阿霉素纳米

粒的关键问题是如何将阿霉素包载于纳米粒上。

常用的载药方法有包裹药物、在溶液中吸附药物和通过化学反应将药物与载

体材料键合等方法。Mitra[m1先将阿霉素通过碳氮双键与经氧化的葡聚糖结合，

再将它们的复合物包载于壳聚糖纳米粒中，阿霉素包封率可达60～65％。化学键

合药物虽有可能获得较高的药物包封率，但由于存在化学反应对药物活性的影

响，反应中所用化学试剂对人体的毒害，并且有时以化学键与载体相连的药物难

以游离药物释放出来等原因，使这种载药方式的实际应用受到限制。但仅仅将药

物包裹或分散于纳米粒中就要得到高的包封率有时是相当困难的，因此如何提高

药物包封率是纳米粒载药系统研究中又一关键问题。

实验中先采用了一些不同的方法制备载阿霉素壳聚糖纳米粒，测定了它们各

自的阿霉素包封率。

方法1：lmg阿霉素先溶于壳聚糖醋酸溶液中，然后按制备纳米粒的条件滴

加TPP溶液入其中，经检测纳米粒阿霉素包封率为18．03％。

方法2：lmg阿霉素先与一定量硫酸葡聚糖溶液混合几分钟，再加入壳聚糖

醋酸溶液中，然后再按制备纳米粒的条件滴加TPP溶液入其中，经检测纳米粒

阿霉素包封率为25．05％。

方法3：lmg阿霉素先与多聚磷酸溶液混合几分钟，再加入壳聚糖溶液中，

然后再按制备纳米粒的条件滴加Ⅱ’P溶液入其中，经检测纳米粒阿霉素包封率

为22．65％。

可以看出，不论以上那种方法阿霉素的包封率都不高。从蒽环类药物阿霉素

的结构式(图1．2)可知阿霉素分子中含有碱性基团-NH2，在酸性条件下分子带

有正电荷的一NH3+，与同样带正电荷的壳聚糖分子之间存在电荷排斥力，因此要

想将阿霉素包载于壳聚糖纳米粒上是非常困难的。为了解决这一问题，Kevin等

[1231提出了两种途径，一种是在纳米粒产生之前先形成壳聚糖_5可霉素复合物，但

可以想象壳聚糖与阿霉索的复合效率会很低，实际实验中阿霉素的复合率只有

1．4％(w／w)，所以即使与壳聚糖复合的阿霉素最后进入了纳米粒中，绝大部分

的阿霉素还是在复合过程中损失掉了。另一种途径与我们的实验一样，即先用聚

阴离子掩蔽阿霉素的正电性，然后加入壳聚糖溶液中，再滴加TPP形成载药纳

米粒。但从实验结果来看，用硫酸葡聚糖(见图3．2)或多聚磷酸两种聚阴离子

先与阿霉素混合后，纳米粒的阿霉素包封率虽有所提高，但也仅能分别达到

25．05％和22．65％，仍有大量阿霉素损失掉了，效果仍不理想。
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飚{
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图3．2硫酸葡聚糖化学结构图

经过理论上的分析与试验，发现先让阿霉素与TPP溶液在一定条件下反应

一段时问形成复合物，再将阿霉素一TPP复合物溶液滴加到壳聚糖溶液中，所得

纳米粒包封率可大幅度提高到80％以上。这是由于阿霉素与TPP在一定条件下

能较紧密地结合在一起，充分掩蔽阿霉素的正电性，这种结合了阿霉素的TPP

再通过静电作用与壳聚糖生成纳米粒过程中很少有阿霉素的泄漏，其效果要比以

硫酸葡聚糖或多聚磷酸两种聚阴离子为桥将阿霉素带入纳米粒方法好得多，因此

最终可获得高包封率的纳米粒。

3，2．2阿霉素一TPP复合物形成过程中阿霉素包封率影响因素

3．2．2．1 pH值对纳米粒阿霉素包封率的影响

经测定O．25％TPP溶液的pH为9．15，实验中用稀醋酸调节其酸度，在不同

pH值下进行阿霉素与其的结合反应，发现TPP溶液pH值对纳米粒包封率有较

大影响。结果见图3．3。
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图3．3 pH值对阿霉素包封率的影响

由图3．3可知，当TPP溶液pH为8．0时，纳米粒包封率最大，大于80％；

pH大于8．0时随着TPP溶液pH的增大，纳米粒包封率迅速下降；pH小于8．0

时随着TPP溶液pH的减小，纳米粒包封率也下降，但下降的较为缓慢。从阿霉

素的pKa为8．2我们可知，只有当TPP溶液pH小于8．2时，阿霉素的氨基在溶

液中才能主要以带丁F电性的一NH3+形式存在，这样才能与TPP上的带负电荷的磷

酸根基团较好的结合而使纳米粒有最高的包封率。当pH大于8．2后，阿霉素分
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子中所带一NH3+迅速下降，与TPP的结合极大的减少，这直接导致纳米粒包封率

的大大下降。而当pn小于8．0时，随着TPP溶液pH的减小，溶液酸度增加，

溶液中H+浓度增大，其和TPP磷酸根阴离子的结合与阿霉素和TPP磷酸根阴离

子的结合发生竞争，从而使阿霉素与TPP结合的机率下降，最终使阿霉素的包

封率有所降低。另外在较低pH下，TPP磷酸根阴离子的减少，也可能造成其与

壳聚糖结合生成纳米粒量的减少，也促使纳米粒包封率下降。

3．2．2．2温度对纳米粒阿霉索包封率的影响

阿霉素与TPP的结合是一个静电相互作用的过程，不同恒温温度对这种结

合程度必然有影响，从而造成纳米粒包封率的不同。一般而言，阿霉素与TPP

结合越紧密，继而与壳聚糖形成纳米粒后包载的药物就会越多，损失就越小，从

而使包封率也就越高。

实验中先将1lng阿霉素溶于TPP溶液在不同温度下恒温反应3 rain，再在常

温下与壳聚糖溶液反应生成壳聚糖纳米粒，考察恒温温度对纳米粒包封率的影

响。实验结果见图3．4。

枣

§

图3．4温度对阿霉素包封率的影响

由图3．4可见，相对于TPP溶液的pH来说，温度对阿霉素包封率的影响要

小得多。温度小于50℃时，阿霉素包封率随温度的升高增加不大。当温度高于

50。C后，随温度的继续升高阿霉素的包封率不再变化。这是因为在一定温度范围

内，温度的增加，可为阿霉素与TPP结合提供更多的能量，使两者能较紧密地

结合从而提高纳米粒的包封率。阿霉素虽对热稳定，但考虑到高温长时间对阿霉

素的稳定性可能会有一定影响，确定50。C为较佳恒温温度。

3．2．23时间对纳米粒阿霉素包封率的影响

在50。C下将阿霉素与TPP溶液反应不同时间，比较时间对纳米粒包封率的

影响，所得实验结果如图3．5。
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图3．5阿霉素一TPP复合物形成过程中时同对阿霉素包封率的影响

从图3．5可看出，随时间的延长，纳米粒包封率很快由0．5min时的66％增

自II!I 3min时的80％以上。此后，反应时间再增加，纳米粒包封率变化不大，在

图中为一近似水平的直线。这说明阿霉素与TPP的结合较快，反应3min后基本

已到最大值，因此阿霉素与TPP溶液反应的时间可确定为3min。

3．2．3载阿霉素纳米粒形成过程中阿霉素包封率影响因素

3．2．3．1温度对纳米粒阿霉素包封率的影响

上一章已讨论过温度对空白纳米粒粒径有一定影响，本章对当TPP结合了一

定量阿霉素后，再与壳聚糖溶液发生反应时，过程中不同温度下得到的纳米粒的

包封率进行了研究。

实验中，先将lmg阿霉素溶于TPP溶液在50。C下恒温3min后再与壳聚糖在

不同的温度下反应，得到纳米粒混悬液，其包封率值随温度的变化趋势见图3．6。

图3．6栽阿霉素纳米粒形成过程中温度阿霉素包封率的影响

由图3．6可见，随着温度的升高，纳米粒阿霉素包封率呈下降趋势。这是由

于虽然与耶P的结合掩蔽了阿霉素的部分正电荷，但其正电性依然存在，加入

到壳聚糖溶液中依然会有一定的静电排斥力，这一作用在常温下(20℃)不明显，

以致包封率较高(83．12％)。当温度为40。C时，包封率已略有下降(82．73％)，
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说明排斥力已有所增强。温度继续升高，排斥作用越来越明显，使部分阿霉素不

能包裹于壳聚糖纳米粒中，包封率下降较多。

从上一章的实验结果知在60。C时，纳米粒的平均粒径达到最小(183rim)，而

此时包封率只有72％左右。因此，综合考虑温度对纳米粒粒径和阿霉素包封率的

影响，可选择40。C为制备载阿霉素纳米粒的最佳温度，在此温度下所形成的纳

米粒不仅粒径小于200nm，且有较高的阿霉素包封率。

3．2．3．2阿霉素用量对纳米粒阿霉素包封率的影响

实验中取不同量的阿霉素与TPP形成复合物后，40。C下与壳聚糖溶液反应

生成载阿霉素纳米粒，对其包封率值进行分析，考察阿霉素用量对包封率的影响，

结果见图3．7。
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圈3．7阿霉素用量对阿霉素包封率的影响

出图3．7可见，随着阿霉素用量的增加，包封率呈增加趋势。这一现象与目

前随着药物用量的增加，包封率降低的已有文献报道相反。可能的原因是相对于

阿霉素而言，TPP的量是大量的，在一定范围内增加的阿霉素可与TPP结合而

带入纳米粒中，因此纳米粒包封率增加。但是，实验发现当阿霉素量达到1．2mg

时，阿霉素与TPP混合一段时间后会有片状黑色沉淀物产生，且随阿霉素量的

继续增加沉淀物也增多，这说明阿霉素与11PP的结合具有饱和性。

因此从图中看阿霉素用量在1．2mg时虽然包封率最高，但此时已有少量沉淀

物产生，会影响纳米粒的生成与粒径分布，故确定1．0mg为较佳阿霉素用量。

3．2．3．3阿霉素用量对纳米粒载药率的影响

在纳米粒载药系统的研究中，为了减少药物的损失人们总是期望药物的包封

率尽可能高，同时有一定的载药量以保证其疗效，减少载药纳米粒的用量，因此

载药率也是衡量药物载体系统的一个指标。
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图3．8阿霉素用量对栽药率的影响

由图3．8可看出，随着阿霉素用量的增加，载药率也增加。当阿霉素用量为

1．0mg时，纳米粒载药率为17．02％。因为当TPP、壳聚糖浓度一定时，两者结合

形成的纳米粒载体的量是基本不变的，而随阿霉素用量的增多，结合进入纳米粒

的阿霉素量增大，所以纳米粒的载药率提高。相对来说纳米粒阿霉素包封率值较

高，而载药量较低，主要是由于纳米粒的主要部分是包封材料壳聚糖和TPP，而

药物阿霉素所占比例偏小。另外，纳米粒粒径小，表面积大，药物的渗漏也会影

响其载药率。

3．23．4壳聚糖脱乙酰度对纳米粒阿霉素包封率的影响

实验中配制相同分子量不同脱乙酰度的壳聚糖溶液，常温下分别与阿霉素

．TPP复合物反应制得载药纳米粒，得到的包封率随脱乙酰度的变化见图3．9。

图3．9壳聚糖脱乙酰度对阿霉素包封率的影响

由图3．9可见，随壳聚糖脱乙酰度增大，纳米粒包封率略为减小。这是因为

壳聚糖脱乙酰度增大，分子链上．NH3+含量高，即正电性提高，虽有利于其与TPP

的结合形成纳米粒，但对加入的阿霉素的排斥力也增强，致使部分阿霉素不能包

裹于纳米粒中，造成纳米粒包封率下降。

上一章已讨论过壳聚糖脱乙酰度对空白纳米粒粒径的影响，知道脱乙酰度越
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高纳米粒粒径越小，本章的研究表明壳聚糖脱乙酰度高其纳米粒包封率却有所下

降，二者存在矛盾。综合两方面的因素可以发现，壳聚糖脱乙酰度对粒径的影响

较大，而对包封率的影响则相对较小，83％和95％脱乙酰度壳聚糖纳米粒的包

封率分别为86．32％，83．12％，相差不大。因此，除特别申明外，研究中仍选用

95％脱乙酰度的壳聚糖进行实验。

3．2．3．5壳聚糖分子量对纳米粒阿霉素包封率的影响

由空白壳聚糖纳米粒的制备实验可知，壳聚糖分子量对纳米粒粒径影响不

大。95％脱乙酰度下，不同分子量的壳聚糖制备的纳米粒包封率见图3．10。
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图3．111壳聚糖分子量对纳米粒包封率的影响

由图可知，纳米粒包封率随壳聚糖分子量的变化也基本不变。这是因为在相

同浓度下，具有同一脱乙酰度的壳聚糖，其-NH3+的数目大体一致，因此它们与

TPP的交联作用力也基本相当，对所加入的阿霉素的排斥力也相近，所以纳米粒

的包封率差不多。

3．2．3．6壳聚糖溶液pH值对纳米粒阿霉素包封率的影响

实验中用稀醋酸调壳聚糖溶液至不同的pH值，然后再滴加TPP和阿霉素的

混合液，所得纳米粒的包封率值见图3．11。

图3．11壳聚搪溶液pH值对纳米粒包封率的影响
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由图可见，壳聚糖溶液pn值发生变化，但纳米粒阿霉素包封率基本维持不

变。这再次说明了在pH4．0的情况下，壳聚糖中的_NH2基本与．H+结合以-NH3+

的形式存在，随pH的降低一NH3+量不再增加。因此，壳聚糖对阿霉素的静电排

斥力不再增加，纳米粒的阿霉素包封率也就保持不变。

3．2．3．7搅拌时间对纳米粒阿霉素包封率的影响

壳聚糖纳米粒形成的速度非常快，在几分钟内就可生成，而且其粒径在一定

时间内没有变化。搅拌时问对纳米粒阿霉素包封率的影响则见图3．12，从图中可

看出，随搅拌时间的延长，纳米粒阿霉素包封率略有降低。这是因为壳聚和TPP

的结合能与阿霉素与TPP的结合竞争，壳聚糖分子链长，其与TPP结合的位点

多，结合力强。所以，随着时间的延长，壳聚糖分子可将与TPP结合的阿霉素

替换下来，而使纳米粒的阿霉素包封率下降。
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图3．12搅拌时间对纳米粒阿霉素包封率的影响

3．2．3．8搅拌速度对纳米粒阿霉素包封率的影响

搅拌速度加快，壳聚糖纳米粒阿霉素包封率呈下降趋势。因为，壳聚糖与

TPP的离子交联作用要强于阿霉素与TPP之间的作用，在高速搅拌情况下可拆

散阿霉素与TPP的结合，取而代之的是壳聚糖与TPP的结合，这就使纳米粒的

阿霉素包封率减小。由于搅拌速度低时，纳米粒的粒径过大，所以在制备载阿霉

素纳米粒时仍选择适中的搅拌速度，即700～800 r／min，这样既可以获得粒径小

于200nm的载阿霉素纳米粒，又能保证纳米粒具有较高的阿霉素包封率。

表3．1搅拌速度对纳米粒阿霉素龟封率的影响

搅拌速度(r／rain) 包封率(％)

200～300

500～600

700～800

900～1000

1100～1200

82．45

82．32

82．03

80．57

78．43
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3．2 4载阿霉素壳聚糖纳米粒粒径和形态分析

上一章已研究过空白纳米粒制备的最佳条件，对影响平均粒径的因素有了较

多的考虑。本章在载阿霉素壳聚糖纳米粒的制备中，除了先使阿霉素与TPP溶

液反应几分钟外，唯一改变的条件是纳米粒制备时的温度为40。C，对该条件下

制得的载阿霉素壳聚糖纳米粒进行粒度分析，其体积平均粒径193nm，粒度分布

图见图3．13。

同样在此条件下制备的空白纳米粒体积平均粒径为195nm，与载阿霉素壳聚

糖纳米粒粒径几乎一致。这说明制备载阿霉素壳聚糖纳米粒的过程不会改变纳米

粒的粒径，纳米粒载阿霉素后粒径也不会增大。因为相对于高分子壳聚糖(样品

分子量60万)来说，阿霉素分子(分子量579．99)很小，对形成纳米粒的粒径

无影响。
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图3．1 3载阿霉素壳聚糖纳米粒粒度分布图

同样对40。C下制得的载阿霉素壳聚糖纳米粒进行TEM观察(放大倍数8万

倍)，电镜照片见图3．14。

图3．14栽阿霉素壳聚糖纳米粒T蹦照片
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由图可见，包载阿霉素后，除纳米粒颜色稍深外，其它与空白纳米粒一致，

成球性好，粒径分布较均匀。

3．2．5载阿霉素壳聚糖纳米粒表面电位分析

测定纳米粒的表面电位有助于我们预测纳米粒胶体体系的贮存稳定性。一般

来说，当纳米粒的表面电位的绝对值大于25mV时，由于静电力的排斥作用，纳

米粒就可以以一种稳定的形态存在，不会发生聚集。纳米粒的表面电位不仅会影

响纳米粒的稳定性，还会影响其与体内物质的静电作用力。由于体内的因素较为

复杂，经典胶体科学中的扩散双电层理论很难描述纳米粒与体内物质的吸引与排

斥。较为一致的看法是，负电荷表面往往使纳米粒相对于正电荷或中性表面在体

内更易被清除。表面带正电的粒子易与细胞膜上的负电荷相互吸引，所以细胞容

易粘合并有可能摄取这种粒子，这一点对实体瘤的治疗很有意义。通过对静脉注

射给药的分析可以看出，正电性的粒子相对负电性粒子而言，能与许多种血液成

分相互作用，这使得静脉注射给药后，药物分布和在器官中积累模式发生了改变。

同时，能与细胞或膜发生反应的正电性纳米粒体系有望发展一些新的给药方式，

如粘膜给药。

本实验选用壳聚糖纳米粒作为载阿霉素体系，壳聚糖在酸性条件下表面即带

有大量正电荷，制得的载药壳聚糖纳米粒样品经表面电位与粒度分析仪测定，其

表面电位为+52．ImV(见图3．15)。这说明由于-NH3+的存在，纳米粒表面带有正

电荷，表面电位较大，有利于纳米粒混悬液的稳定。同时，带正电荷的纳米粒对

给药后纳米粒在体内的分布也有利。

图3．15载阿霉素壳聚糖纳米柱袁面电位图

3．2．6载阿霉素壳聚糖纳米粒粒度稳定性分析

稳定性实指某种性质(如分散相浓度、颗粒大小、体系粘度和密度等)有一

定程度的不变性。在此主要以聚集稳定性表征，系指体系的分散度是否随时问变

化而言。例如体系中含一定数目的细小微粒，由于某种原因，团聚在一起形成一

个大粒子并不再被拆散开，这时体系的分散度降低，这称为体系的聚集稳定性变
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差，反之，若体系中的细小粒子长时间不团聚，则体系的聚集稳定性好⋯”。

对40。C下制各的载阿霉素壳聚糖纳米粒进行粒度稳定性分析，考虑其平均

粒径随放置时间的变化，结果见表3．2。

由表3．2数据可见，随放置时间的延长，纳米粒的平均粒径没有太大变化，

说明粒度稳定性较好，放置过程中粒子问无聚集现象。这主要是因为粒子带正电，

表面电位值较高(+52．1mV)，有利于纳米粒混悬液的稳定。
表3．2纳米粒粒度稳定性数据

时间(d) 平均粒径(rim)

O

5

15

30

45

193

192

195

194

190

3．2．7载阿霉素壳聚糖纳米粒靶向性分析

由于大小不同的药物(制剂)具有不同的穿透能力，可以在体内到达不同的

部位，因此通过控制药物(制剂)颗粒的大小，可以达到一定的药物靶向目的。

微粒或纳米粒系统主要被网状上皮细胞丰富的肝、脾、肺、骨髓等吸收，作为外

来异物被巨噬细胞吞噬。颗粒的粒径直接影响其体内分布，比如粒径<51．tin的微

粒可以通过肺，粒径<300rim的纳米粒可以进入血液循环，粒径<100rim的纳米

粒能进入骨髓。要使纳米粒不被肝脏和脾脏的窦状小管截留，其粒径最好要小于

200nm。但并不是纳米粒粒径越小越好，在粒径小于70nm时，纳米粒在肝脏的

聚集现象已较为明显【l”1。

实验中，40℃下制备的纳米粒的粒度数据为Df4，3]=193nm，d(0．1)=65nm，

a(0．5)=128nm，d(0．9)=o．292nm，可见体积平均粒径193rim，50％的纳米粒的粒径

小于128rim，绝大部分纳米粒的粒径在300nm以下。说明纳米粒基本上均可进

入血液循环，大部分纳米粒不会被肝脏和脾脏的窦状小管截留，可延长其在体内

的循环时间，其包载的药物进入除免疫系统之外的肿瘤病变部位的机会增加。

当然，尽管纳米粒系统有一定的靶向性，但这种靶向性只是被动的，为了提

高其主动靶向性，可以通过制成单克隆抗体导向纳米粒或对纳米粒表面改性等手

段实现。

3．2．8载阿霉素壳聚糖纳米粒的体外释药研究

纳米粒中药物的释放机制一般认为有三种：(1)扩散，即药物由进入纳米粒

的介质溶解后，经纳米粒中的孔道而扩散到介质中，这一过程基本上是物理过程，

而纳米粒表面药物的溶解及扩散则是造成药物突释的原因；(2)纳米粒载体材料
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的溶蚀，溶蚀的速率取决于材料的性质、介质的组成、pn值、体积和温度等，

是物理化学过程；(3)纳米粒载体材料的降解，在此过程中纳米粒载体材料发生

水解或在酶的作用下酶解(化学反应及生化反应)，使药物释放出来。

对可生物降解壳聚糖纳米粒来说在体内药物的释放是一个比较复杂的过程，

往往是几种释放方式共存，既有药物的扩散，又有纳米粒在酶的攻击下发生表面

浸蚀或团块崩解，药物逐渐或迅速释放出来，需要针对具体的药物及给药途径具

体分析。由于体内药物释放研究的复杂性，本文只进行了载阿霉素壳聚糖纳米粒

的体外释放研究，以期为纳米粒在体内的释放行为提供一定的预见，同时比较不

同载药纳米粒的释药差异和对药物释放机理作一定的探讨。

3．2．8．1载阿霉素壳聚糖纳米粒体外释放过程分析

对前述最佳条件下制备的载阿霉素纳米粒在PBS缓冲液中进行体外释放研

究，结果见图3．16。

由图3．16可以看出，阿霉素的释放在最初几小时内有一快速释放，12小时

其累积释放率超过10％，24小时至72小时内阿霉素接近匀速释放，72小时后阿

霉素的释放变得非常缓慢，其最大累积释放累为25．36％。初期阿霉素的快速释

放，归因于吸附在纳米粒表面阿霉素的快速溶解和扩散，这对药物的快速起效是

有利的。初期累积释放量不大，说明结合在纳米粒表面的药物比较少，绝大部分

药物位于纳米粒内部，因此纳米粒可具有良好的缓释作用。中期阿霉素的近匀速

释放是包裹在纳米粒内部的阿霉素通过纳米粒中孑L隙的扩散所致。最后仍有相当

量的阿霉素留在纳米粒中释放不出来，这说明阿霉素被壳聚糖分子与TPP紧密

包封于纳米粒中，要使这部分阿霉素释放出来需要壳聚糖纳米粒的溶蚀或壳聚糖

分子的降解。但由壳聚糖纳米粒稳定性实验中可知，壳聚糖纳米粒的粒径在几十

天内未发生变化，这说明在没有酶存在下壳聚糖纳米粒的溶蚀或壳聚糖分子的降

解是极其缓慢的，因此药物的释放主要靠药物的缓慢溶渗作用而使阿霉素释放率

变化很慢。

图3．16栽阿霉素纳米粒体外阿霉素外释放曲线
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为了探讨壳聚糖纳米粒的体外释放机制，分别按零级释放模型、一级释放模

型以及Higuchi方程拟合其体外释放曲线，即将阿霉素的累积释放百分率O对时

间t，ln[1-Q】对t，以及Q对t尼进行进行回归分析，其结果分别为：

零级动力学方程：

Q=9．7432+O．09911(r=0．8539)

一级动力学方程：

ln[1一Q】=一O．0914一O．0016t(r=一0．9001)

Higuchi方程：

Q：4．0562+1．9242t％(，：0,9698)

由体外释放机制研究可看出：4小时内阿霉素的平均累积释放百分率Q与时

间成一定线性关系(r=0．9897)，表明阿霉素在4小时内的体外释放基本符合零

级动力学过程，即恒速释药，说明壳聚糖纳米粒具有一定的控释效果。此外，按

Higuchi方程更能较好地描述壳聚糖纳米粒的体外释放曲线，即阿霉素的释放量

与时间的平方根成直线关系，这符合水不溶性骨架的释药性能。

3．2．8．2阿霉素用量对纳米粒体外释放的影响

前面已经讨论过阿霉素用量对包封率的影响，随着阿霉素用量增加，包封率

增大。被包进纳米粒的阿霉素的量增多，必然会对纳米粒释放性能造成影响。

实验中对不同阿霉素用量(O．4mg，0．6 mg，0,8 mg，1．0 mg)制备的纳米粒

进行了体外释放研究，考察累积释放率随时间的变化，结果见图3．17。

时问m
1-1 omg；2-o 8mg；3-O．6m94-04mg

图3．17阿霉素初始用量对体外释放的影响

由图3．17可见，在开始的约12h内，四种纳米粒的释放情况较为一致，都

有一个较快速释放阿霉素的过程，这是源于吸附在纳米粒表面阿霉素的快速扩

散。在随后的时间内，开始产生明显差别，阿霉素用量越大，亦即纳米粒中包裹

的药物越多，释放越快。到72h后，释放都变得缓慢，最终阿霉素用量越大的累
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积释放越多。

产生这一现象的主要原因在于近匀速释放阶段药物浓度梯度的差别。如前所

述，中期阿霉素的近匀速释放是包裹在纳米粒内部的阿霉素的扩散所致，阿霉素

用量大的纳米粒内夕}阿霉素浓度差别大，扩散的驱动力也就大，使阿霉素得以快

速释放。阿霉素用量越多的纳米粒，随着药物的释放其遗留在基体中的孔道越多，

又会提高剩余药物的释放速度。因此，阿霉素用量越大，释放越快。同时，由于

没有降解酶存在，后期阿霉素很难释放出来，使其累积释放率达到一较大值后基

本维持不变。

3‘2．8．3壳聚糖脱乙酰度对体外释放的影响

前面研究了壳聚糖脱乙酰度对纳米粒粒径、包封率的影响，在此对分子量为

60万具有不同脱乙酰度(deacetylation degree，DD)壳聚糖制备的载药纳米粒的

体外释放进行研究，结果见图3．16。

时阳Jm

脱己酰度：1-95％；2-91％；3-86％；4-83％

图3．1 8壳聚糖脱乙酰度对体外释放的影响

由图3．18可见，脱乙酰度不同，壳聚糖纳米粒药物的释放速度也不同。12

小时时，脱乙酰度95％的壳聚糖纳米粒阿霉素释放率为12％，而脱乙酰度83％

的壳聚糖纳米粒阿霉素释放率只有6％。此后随时间的延长，脱乙酰度的大的壳

聚糖纳米粒药物释放速度相对增加较快，使不同脱乙酰度壳聚糖纳米粒药物累积

释放量差距增大。

产生上述现象的原因在于，相同分子量的壳聚糖分子其脱乙酰度越大，分子

链上-NH3+的含量越高，即正电性越高，因此对同样带正电的阿霉素的排斥作用

会更强，使阿霉素与纳米粒的结合相对较弱，阿霉素的释放速度也因此较快。这

就使我们用不同脱乙酰度的壳聚糖制备释药速度不同的纳米粒成为可能。

3．2．8．4壳聚糖分子量对体外释放的影响

壳聚糖是一种大分子天然聚合物，其分子量变化范围大，不同分子量壳聚糖
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制备的载阿霉素纳米粒可能会有不同的药物释放性能。由图3．19可见，随着壳

聚糖分子量的增加，壳聚糖载阿霉素纳米粒药物释放速度下降。在开始的12小

时内，三种纳米粒的释药速度相近，这是因为三种纳米粒的粒径相差不大，比表

面积相似，位于纳米粒表面或表层的药物的量和扩散速度相近。此后，随着释药

时间的延长，三种纳米粒累积药物释放率的差异增大。到144小时时，由分子量

分别为80万、60万和34万的壳聚糖制备的载药纳米粒其累积释放率分别是

20．6％、25．5％和34．7％，壳聚糖分子量越小，其纳米粒累积阿霉素释放率越大。

由于相同脱乙酰度壳聚糖中．NH3+的量是一样的，因此影响它们释药速度不同的

原因应是分子量大小的不同，也即分子链长短的不同。分子量大的壳聚糖，其分

子链长，与TPP交联缠绕更加紧密，其自身分子链内基团的相互作用也大，因

此形成的纳米粒渗透性差，纳米粒对药物的包封更加紧密，所以药物的释放速度

相对较慢。

叫间m

分子量：1-80万2-60]ji3-34万

图3．19壳聚糖分子量对体外释放的影响

3．3小结

(1)通过实验研究发现先使阿霉素与TPP形成复合物，再将其包封于壳聚

糖纳米粒中可使阿霉素包封率大幅度提高，确定了制备高包封率载阿霉素壳聚糖

纳米粒的最佳条件：

形成阿霉素．TPP复合物过程：温度50。C，保温时间3min，体系pH值8．0，

阿霉素用量1．0mg；载阿霉素纳米粒形成过程：除温度为40℃外其它条件与制备

空白壳聚糖纳米粒相同。

(2)在最佳条件下制备的壳聚糖载阿霉素纳米粒，阿霉素包封率为82．73％，

载药量17．2％，纳米粒体积平均粒径为193rim，粒子成球性好，粒径分布均匀，

且具有一定的靶向性。纳米粒表面电位值为+52．1mV，粒度稳定性好，长时间放
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置粒径无变化。

(3)通过对载阿霉素壳聚糖纳米粒的体外释放研究，表明阿霉素的体外释

放呈三段模式。在最初几小时内阿霉素有一快速释放，12小时其累积释放率可

达10％，24小时至72小时内阿霉素接近匀速释放，72小时后阿霉素的释放变得

非常缓慢。初期阿霉素的快速释放对药物的快速起效是有利的，初期累积释放量

不大，说明结合在纳米粒表面的药物比较少，绝大部分药物位于纳米粒内部，因

此纳米粒具有良好的缓释作用。中期阿霉素的近匀速释放说明将药物包裹于纳米

粒中起到了一定的控释效果。最后仍有相当量的阿霉素留在纳米粒中释放不出

来，说明阿霉素与纳米粒载体的结合比较紧密，也体现了较好的包载效果。按

Higuchi方程能较好地描述壳聚糖纳米粒的体外释放曲线，即阿霉素的释放量与

时间的平方根成直线关系，符合水不溶性骨架的释药性能。

考察了阿霉素用量、壳聚糖脱乙酰度及分子量对药物释放的影响，结果显示，

不同条件下制备的纳米粒的阿霉素释放速度有较大差别，表明可根据实际需要制

备具有不同释放阿霉素速度的壳聚糖纳米粒。
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第四章二元溶剂分散法制备PLA、PLGA纳米粒的研究

由于聚乳酸(polylactic acid，PLA)及聚乙交酯．丙交酯(polylactic．CO—glycolic

acid，PLGA)具有良好的生物相容性，生物可降解性、性能的可调控性，且其

吸收和代谢机理已经明确并具有可靠的生物安全性，PLA和PLGA已被美国FDA

批准用于药物输送系统，因而它们作为药物载体的报道已有不少。

尽管制各PLA、PLGA微粒的技术已较成熟，但其纳米粒制备技术仍处于研

究之中。目前，虽然制备PLA、PLGA纳米粒的方法已有几种，如乳化溶剂挥发

法，透析法，相转移．界面沉淀法等，但所有这些方法对制备过程中影响纳米粒

粒径的因素都未做详细和深入的研究，且都忽视了一点，即由于纳米粒子的极大

表面积易引起粒子聚集而使纳米粒的产率不高。本章研究了一种在水相中制备

PLA、PLGA纳米粒的新方法——二元溶剂分散(BsD)法，对影响纳米粒粒径

和产率的因素进行了研究，该方法的PLA和PLGA两种聚合物的纳米粒产率均

大于90％，纳米粒平均粒径在130～180hm之间。

4．1实验部分

4．1．1试剂、材料及仪器

不同分子量和共聚比的PLA和PLGA(成都航利生物材料研究所)；90％水

解度和500聚合度的PVA．124为日本进口分装；聚醚Pluronic F-68(医药级，ICN

Biomedicals Inc．Aurora，Ohio)：脂肪酶(北京华美生物工程公司)；其它试剂均为

分析纯，水为二次蒸馏水。

78—1型磁力加热搅拌器(江苏省金坛市正基仪器有限公司)；756MC型紫外

可见分光光度计(上海分析仪器厂)：SHZ—C型循环水式多用真空泵(河南省巩

义市英屿予华仪器厂)；ALV-5000／E光散射测定仪；TGL．16G型冷冻离心机(上

海玉成干燥设备有限公司)；PHS．3C型精密pH计(上海雷磁仪器厂)；

MAsTERsIzER 2000激光散射粒度分析仪(英国马尔文仪器有限公司)；H一800

透射电镜(R本日立公司)。

4．1．2实验内容

4．1．2．1 PLA和PLGA纳米粒的制备

将0．29 PLA或PLGA溶于由不同量丙酮和乙醇组成的8mL二元溶剂中，搅

拌下将所得聚合物溶液以每秒一滴的速度滴加入40mL 1％F一68水溶液中，控制

搅拌速度为300r／min。滴加完后，减压除去丙酮和乙醇，得纳米粒混悬液。将所

得纳米粒混悬液先于1000r／min低速离心除去大颗粒聚集物，再在16000r／min速

度下冷冻离心25rain，沉淀用25mL蒸馏水洗涤。将沉淀物超声分散于50mL蒸
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馏水中，真空下冷冻干燥得纳米粒。纳米粒产率由下式计算：

纳米粒产率=面妄譬器PLGA×·。。％PLA或 质量

4．1．2．2粒径和粒径分布

MASTERSIZER 2000激光散射粒度分析仪测定纳米粒平均粒径和粒径分

布。冻干纳米粒粒径经超声分散于蒸馏水后测定。

4．1．2．3 PLA和PLGA浊点的测定

用滴定法测定乙醇滴加入PLA、PLGA丙酮溶液中出现混浊时的浊点，具体

步骤如下：2mL不同浓度的PLA或PLGA丙酮液置于20mL试管中。摇动下连

续滴加乙醇至丙酮溶液剐出现混浊，即PLA或PLGA刚刚开始沉淀时为终点。

由此获得相应条件下PLA或PLGA达浊点时，乙醇占PLA或PLGA丙酮一乙醇

混合溶液的体积分数6p(eth)’。

4．1．2．4纳米粒的稳定性评价

纳米粒在电解质中的稳定性通过加入等量、但不同浓度的Na2S04溶液进行

评价。将O．5mL的纳米粒混悬液加入到2．5mL(浓度从肌0．9mol／L)的Na2S04

溶液中，摇匀，15分钟后，用紫外可见分光光度计在400rim处测试溶液的浑浊

度。临界絮凝点(CFPT)为浑浊度突然增加时的电解质浓度。

4．1．2．5纳米粒的酶降解

用蒸馏水配制浓度为O．01％和O．02％的脂肪酶水溶液。

取纳米粒混悬液2 mL，加入l 5／．tL脂肪酶水溶液，用ALV-5000／E光散射测

定仪，观察散射光强随浓度的变化情况，每隔一定时间记录一次光强。同时观察

粒子尺寸变化情况。测试条件：角度30度，温度25℃。

4．2结果与讨论
4．2．1 PLA、PL(3A纳米粒制备方法选择

目前，有关PLA、PLGA微球的制备方法已有较多的研究和报道，而有关

PLA、PLGA纳米粒的制备方法却不多，方法的分类也不太明确和科学。综合国

内外文献，我们认为除通过调整微球制备工艺参数以期制备粒径符合要求的纳米

粒外，目前PLA、PLc渔纳米粒的制备方法主要有以下三种：

(1)乳化溶剂挥发法1"125,126】

对于脂溶性药物，直接将其溶于PLA、PLGA的二氯甲烷溶液中，再将此有

机相加入含有乳化剂的水相，经高速搅拌或超声乳化方式制成O／W乳状液，最

后挥发除去有机溶剂二氯甲烷，PLA、PLGA固化成纳米粒；对于水溶性药物，

则将药物的水溶液或缓冲溶液加至PLA、PLGA的二氯甲烷溶液中，搅拌成W／O

乳状液。再将此初乳液加到含有乳化剂的水溶液中，经高速搅拌乳化得到W／O／W
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型复乳。最后经挥发除去有机溶剂二氯甲烷、离心、洗涤和干燥可得到所需纳米

粒。

(2)透析法【“¨

将药物和PLA、PLGA溶于有机溶剂(二甲基甲酰胺、二甲基乙酰胺、二甲

基亚砜等)中，转移入透析管，将透析管置于蒸馏水中透析一定时间，即可获得

载药纳米粒。

(3)相转移．界面沉淀法【l剁

将药物和PLA、PLGA溶于丙酮等有机溶剂中构成有机相，搅拌下将其加入

含有表面活性剂的水相中，挥发除去有机溶剂即得纳米粒。

目前，在PLA、PLGA纳米粒制备中，应用的最多的是乳化溶剂挥发法。该

方法的优点是对于水溶性和脂溶性药物都适用，通过控制水相和有机相两相体积

比、聚合物浓度、表面活性剂种类等因素有时能获得良好的药物包封率，但缺点

是需用较多的有机溶剂及高速匀化设备或高功率超声分散仪，所得纳米粒粒径较

大且粒径分布宽。透析法可制各粒径较小、分布窄的纳米粒，但需用到一些特殊

的有机溶剂，且耗时长。相转移一界面沉淀法不需要使用高速匀化设备或高功率

超声分散仪，可获得粒径较小且分布范围窄的纳米粒。

因此，通过分析比较，实验先选用相转移．界面沉淀法作为PLA、PLGA纳

米粒的制备方法，并通过研究工作对它进行了改进，提出了二元溶剂分散法，详

细研究了多种因素对纳米粒粒径和产率的影响。

4．2．2乙醇的加入对纳米粒粒径和产率的影响

实验中先采用文献报道【12踟的方法制备PLA、PLGA纳米粒，发现不论是聚

合物材料为何种，在滴加聚合物丙酮溶液于水相中，生成纳米粒的同时总会有不

少量的PLA、PLGA聚集成团，也就是说有不少量的PLA、PLGA没有生成纳米

粒而损失浪费掉了。由于PLA和PLGA是合成所得，成本较高，所以如需实际

应用必须尽可能减少它们的损失。

经过实验研究发现，如果在PLA、PLGA丙酮溶液中加入一定量的乙醇、甲

醇，再将其滴入水中制备纳米粒时可明显减少颗粒团状物的量，即乙醇、甲醇的

加入能提高纳米粒的产率，降低聚合物材料的损失。考虑到甲醇的毒性可能会影

响纳米粒在载药系统上的应用，选择了乙醇进行深入详细的研究。

60
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表4．1一般制备方法PLA、PL(]A纳米粒的产率

共聚比(LA／GA)：聚合物中乳酸与与羟基乙酸的比例

4．2．2．1乙醇的加入对纳米粒产率的影响

为阐明乙醇加入丙酮中对纳米粒产率的影响，用PLA和PLGA进行了以下

研究。实验中，先将PLA、PLGA溶于由乙醇和丙酮组成的二元溶剂，再将聚合

物溶液滴加分散于水相。用不同乙醇体积分数(妒(eth))的乙醇和丙酮混和溶液，

制备了三种不同共聚比的PLA、PLGA纳米粒。图4．1是纳米粒产率与丙酮中加

入的乙醇量々O(eth)值的关系图。由图可见，不同的聚合物条件下纳米粒产率均随

乙醇体积分数的增大而提高，并当PLA，PLGA(75／25)和PLGA(50／50)的伊(em)

分别为45％，40％和20％时产率达虽大值。

●(eth)1％

一PLA(Mw25000)；2-PLGA(75／25 Mwl5000)；

3-PLGA(50／50 Mwl5000、

图4．1妒(eth)对纳米粒产率的影响

由于乙醇较丙酮的极性大，其在水中的分散速度大于丙酮，二元溶剂中乙醇

浓度的增加可加快PLA或PLGA液滴的扩散速度。那么是否伊(eth)可持续增加

呢，实际上是不可能的，由于PLA、PLGA在乙醇中的溶解度较小，因此当妒(eth)
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增加到一定程度时，PLA或PLGA会从乙醇和丙酮的混和溶液中沉淀出来，不

可能再滴加于水相中制备纳米粒。因此需先滴定测定乙醇滴入PLA或PLGA丙

酮溶液中，出现PLA、PLGA沉淀时的乙醇体积分数，即伊(eth)’值。实验测定

了几种聚合物在它们各自不同浓度下的妒(eth)’，结果见图4．2。由图4．2可见，

对于同一种聚合物妒(eth)7值随PLA和PLGA浓度的增大较缓慢的下降，但同

一种浓度下不同聚合物的口O(eth)7有较大差异。聚合物PLA体系中的妒(eth)’值

高于PLGA(75／25)和PLGA(50／50)体系中的(p(eth)’。这差异正是纳米粒产

率达最大值时PLA(Mw25000)体系中乙醇体积分数(45％)，大于PLGA(75／25)

体系中乙醇体积分数(40％)和PLGA(50／50)体系中乙醇体积分数(20％)的

原因。

P(M：‘P5。LA¨o
r

P．LL6ALA1 o 2 P A(忱2 5 000P (M w 50 o)．-L(ⅣⅣ2 O

3．P LG Af7 5125．N■1 5 00 0)

4-PLG^(5 O堵0 MⅣ1 6 000’

图4．2 PLA或PLGA浓度和妒(eth)’的关系

当PLA或PLGA溶液滴加分散于水溶液时，由于乙醇和丙酮迅速地穿越两

相界面，显著地降低了界面张力，自发形成纳米级PLA或PLGA液滴。在这过

程中，由于乙醇与PLA和PLGA的相溶作用力低于丙酮，乙醇优先由液滴中向

水中扩散。然后丙酮开始扩散，迅速地穿越两相界面，而处于液滴中的PLA或

PLGA则由于乙醇和丙酮的扩散而去溶剂化，使疏水的聚合物分子暴露于水环境

下开始沉积，最后是PLA或PLGA完全固化形成纳米粒。随妒(e伽值增加，聚

合物溶液中乙醇含量增大，PLA和PLGA溶液的分散更易于进行，PLA或PLGA

微液滴中溶剂的扩散速度加快，可产生更多纳米级的液滴并快速形成PLA和

PLGA纳米粒而使纳米粒产率增大。

因此，总是期望用较高缈(cm)值的二元溶剂制备PLA和PLGA纳米粒。但

(p(eth)有一上限值，也就是前面所述的当乙醇量不断增加至PLA或PLGA开始

沉淀时的(p(eth)’。所以，实验中妒(etll)与“p(etla)’的比值X(X=(p(eth)／fO(eUa)
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7)与纳米粒产率有关。经测定，在丙酮和乙醇二元溶液中PLA(Mw25000)、

PLGA(75／25，Mw 15000)和PLGA(50／50，Mw 15000)的rp(eth)’值分别为

45．95％，42．86％，23．08％。

X

“““”w2．5000)3 P LGA赫5015。07：?i嚣：⋯””· ( ．w*1 50001

图4．3 x值和纳米粒产率的关系

图4．3是由纳米粒产率对x值作图而得。从中可见纳米粒产率随x值增加而

提高，并当x接近1．0时达最大值。x=l时意味着二元溶剂组成与达到PLA或

PLGA浊点时组成一样的极限条件。这表明制备不同聚合物纳米粒，纳米粒产率

最高时二元溶剂的组成为其浊点时的组成。

4．2．2．2乙醇的加入对纳米粒粒径的影响

研究中还发现，乙醇的加入不仅可提高纳米粒产率而且对纳米粒也有较大影

响。为此用不同乙醇体积分数(tp(eth))的乙醇和丙酮混和溶液，制备了分子量

均为15000的三种不同共聚比的PLA和PLGA纳米粒。图4．4是纳米粒平均粒

径与二元溶剂的(a(eth)值的关系图，在所有实验中聚合物浓度‘^)(PLA)或m

(PLGA)均固定为2．5％。从图中可看出纳米粒粒径均随tp(eth)的增加而减小，并

于PLA、PLGA(75／25)和PLGA(50／50)的妒(eth)分别为55％，40％和20％时

粒径达最小值。妒(e∞值从0增加到20％，PLGA(50／50)纳米粒平均粒径由191nm

降到162nm，随着(O(eth)值从0增加到最大值，PLGA(75／25)和PLA纳米粒的

平均粒径分别由271nm减小到170rim，231rim减小到13lnm。这同样是由于乙

醇的亲水性较丙酮大，随二元溶剂中乙醇浓度的增大可加速分散过程中PLA或

PLGA乳滴的分散，有利于纳米粒的快速形成并避免因小粒子的聚集而导致较大

粒径纳米粒的产生。
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图4．4 p(eth)和纳米粒粒径的关系

4．2．3不同种类PLA、PLGA纳米粒的二元溶剂分散法制备

对于不同聚合物PLA、PLGA，其二元溶剂体系有不同的口O(eth)’值，因此

用它们制备纳米粒时分别具有不同的极大q’(eth)值。实验中在不同聚合物各自最

大的tp(eth)条件下，制备了聚合物纳米粒，结果见表4．2，图4．5。从表4．2，图

4．5可看出，所有聚合物纳米粒的平均粒径均小于180nm并具有较窄的粒径分布，

这可说明采用二元溶剂分散法制备纳米粒基本不受共聚比和聚合物种类等因素

的影响。聚合物分子量和共聚比的差异对纳米粒粒径无显著影响，只是随聚合物

分子量的增加聚合物纳米粒粒径略有增大。

表4．2二元溶剂分散法制备的PLA和PL6A纳米粒的性质
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图4．5二元溶剂分散法制备的PLA、PLGA纳米粒粒径分布图

纳米粒产率和PLA或PLGA分子量的关系见图4．6。从图中可见，PLGA纳

米粒产率随分子量增加缓慢降低，而PLA的分子量对其纳米粒产率有较大影响。

当PLA的分子量大于15000后，其亲水性较差，则其有机相溶液在水中的分散

性差，在分散过程中由于纳米粒的聚集导致其产率急剧下降。聚合物中较亲水部

分随羟基乙酸链段的增加而增大，因此减少了纳米粒聚集的可能性从而使纳米粒

产率提高，这是相同分子量但不同共聚比聚合物纳米粒产率差异的原因。在同一

共聚比下，纳米粒产率随分子量的增加而降低，这是由于在分散过程中，大分子

量聚合物液滴的分散速度较慢，使粒子凝聚的可能性增加。即使这样，二元溶剂

分散法不论聚合物为何种，当其分子量小于15000时均仍能得到高产率(95％)

的PLA和PLGA纳米粒。

术

静
址

1矿Mw

1-PLA；2-PLGA(75125)；3-PLGA(5015∞

图4．6纳米粒产率和PLA或PLGA分子量的关系

4．2，4表面活性剂对纳米粒制备的影响

因在溶剂扩散挥发过程中，溶液体积逐渐减小而引起分散液滴的粘度增加。

这可能使液滴在溶剂挥发的早期阶段发生凝聚和团集而影响纳米粒粒径和产率。
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通过加一种分散稳定剂于水相，在液滴表面形成一薄薄的保护层可减小它们的凝

聚。实验中选取了F一68和PVA两种表面分散剂，固定水相体积，研究分别改变

分散稳定剂F一68和PVA浓度的影响，实验结果分别见表4．3和表4．4。由表4．3

可知PLA、PLGA纳米粒粒径随F一68浓度增加变化不大，但纳米粒产率却随F．68

浓度的增加而上升。这是因为在低F一68浓度时一些乳化液滴聚集成大粒子而非

纳米粒，但随F．68浓度的增加，覆盖在液滴表面的F一68分子增多，从而能有效

的防止液滴的凝聚而生成大粒径的粒子。

表4．3 F-68质量分数时纳米粒制备的影响·

+PLGA(50／50)，PLGA(75／25)和PLA分了量均是15000

从表4．4可看出，对于PVA所得聚合物纳米粒与F一68有相似的结果，这进

一步说明了纳米粒形成是非常快速的，不同分散稳定剂对其粒径和产率的影响基

本相同。

表4．4 PVA质量分数对纳米粒制备的影响·

+PLGA(50／50)，PLGA(75／25)和PLA分子量均是15000

4．2．5搅拌速度对纳米粒粒径的影响

研究中选取了几种不同聚合物，在它们各自最佳的q，(eth)条件下，研究了不

同搅拌速度对纳米粒粒径和产率的影响。

表4．5搅拌速度对纳米粒粒径的影响·

+PLGA(50／50)，PLGA(75／25)和PLA分子量均是15000
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在较低搅拌速度下，所得不同聚合物纳米粒粒径较大，纳米粒产率也较低。

当搅拌速度增加到300 r／min后，随搅拌速度的继续增大，纳米粒粒径和产率基

本不再变化。这是因为，在低速搅拌时，滴入水中的聚合物溶液完全分散于整个

水相的时间较长，同时搅拌速度低也使形成的聚合物液滴较大，因此生成的纳米

粒粒径较大并伴随有大颗粒物的生成致使纳米粒产率低。当搅拌速度达到一定值

后，滴入水中的聚合物溶液能快速均匀分散于整个水相，而只要液滴分散开了其

生成纳米粒速度是很快的，所以能得到粒径小且产率高的纳米粒，并且不再随搅

拌速度的增加而变化。

4．2．6聚合物浓度对纳米粒粒径的影响

在分子量均为15000的不同聚合物的各自最佳纳米粒制备条件下进行实验，

研究了不同聚合物浓度对纳米粒粒径的影响

t0(r,octrR．c4蛳
1月^2月@矸瑾-3只印t田∞

4．7聚合物浓度对纳米粒粒径的影响

聚合物浓度低时，丙酮乙醇溶液粘度低，表面张力小，分散速度快，有利于

有机相的快速扩散和挥发，因此生成纳米粒粒径小。随聚合物浓度增大，丙酮乙

醇溶液粘度增大，表面张力也变大，不利于聚合物溶液在水相中的分散，故而生

成的纳米粒粒径较大。当聚合物的浓度大到一定值后，就有可能形成大的聚集体

而不是纳米微粒。在实验中，浓度大于3％的聚合物溶液滴加到水相中，形成的

纳米粒粒径大于200nm，同时有非纳米的絮状沉淀出现。因此必须控制聚合物丙

酮乙醇溶液的浓度，才能得到理想的纳米微粒。

所以，为了制备获得较小粒径的纳米粒，需选择较小的聚合物浓度。

4．2．7聚合物溶液滴加速度对纳米粒形成的影响

在制备纳米粒的过程，随着聚合物溶液逐渐滴加到水相中，体系的颜色由无

色变为淡蓝色，随着滴加量的增加，颜色也逐渐加深，说明在滴加的过程中形成

67
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了纳米粒。聚合物溶液滴入水相中即立刻快速分散，其中的PLA、PLGA则固化

形成纳米粒，这是一个十分快速的过程，但聚合物溶液滴加速度太快对纳米粒的

形成必有影响。

图4．8聚合物溶液滴加速度对纳米粒粒径的影响

实验中选取PLA(Mwl5000)进行研究，由图4-8可见，聚合物溶液滴滴加

速度越快，纳米粒粒径越大。当滴加速度小于2滴，秒时，滴加入水相中的聚合

物溶液在搅拌下能快速分散开，因此可生成粒径小的纳米粒。随聚合物溶液滴滴

加速度的增大，滴加入水相中的聚合物溶液不能及时分散开，局部聚合物浓度大

而形成大粒径的纳米粒。当聚合物溶液滴滴加速度大于4滴／秒时，可观察到水

面上出现一薄层聚合物膜，经搅拌而形成团状物。所以，聚合物溶液滴加速度太

大不仅生成的纳米粒粒径大，而且其产率也会下降。

4．2．8温度对纳米粒粒径的影响

在室温左右时，纳米粒粒径受温度变化的影响不大，这是因为聚合物液滴分

散和纳米粒形成的速度很快。而温度稍高时，升高水相的温度，可以有效的降低

水的表面张力，使乙醇和丙酮的扩散速度增加，同时，升高温度也降低了聚合物

溶液的粘度，有利于其分散成更小的液滴，从而形成粒径较小的纳米粒。这一解

释和实验结果是一致的。实际上从表4．6中数据也可看出，室温下制备的纳米粒

粒径与稍加热时制备的纳米粒粒径小不了多少，也可获得小于200rim的纳米粒。

温度再升高，接近丙酮沸点时，由于丙酮的快速挥发，聚合物液滴甚至来不

及扩散就有聚合物析出，因此生成的纳米粒不仅粒径大而且产率低(有明显大颗

粒团状物出现)。
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表4．6温度对纳米粒粒径的影响

温度／'C PLGA(50／50)PLGA(75／25)PLA

4．2．9有机相挥发方式对纳米粒粒径的影响

聚合物溶液滴加于水相中，由于丙酮和乙醇与水能互溶，为使聚合物能完全

析出生成纳米粒需除去大部分丙酮。丙酮的挥发除去可在搅拌下自然挥发除去，

也可通过旋转发器减压挥发除去。实验中研究了两种方式对纳米粒粒径的影响。

表4．7有机相挥发方式对纳米粒粒径的影响

粒径／rim

聚合物 自然挥发 减压挥发

由表可见，丙酮挥发方式对纳米粒粒径没什么影响，无论用那种方式都可获

得相同大小的纳米粒。这是因为PLA、PLGA在水中不溶解，聚合物溶液滴加入

水相后，经短时间的搅拌有机溶剂扩散开后，PLA、PLGA纳米粒就基本完全形

成。挥发方式的不同只对丙酮的除去速率产生较大差异，而对聚合物纳米粒的形

成却没有影响。

4．2．10相比对纳米粒粒径的影响

在有机相中聚合物浓度固定的情况下，改变水相与有机相的相比(水相／有

机相)，研究其对纳米粒粒径的影响。

相比

1-叫M“5∞姑2 pLGA(75／50,Mwl5000)

图4．9相比对纳米粒粒径的影响
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由图4．9可知，随相比的的减小，聚合物纳米粒粒径变大。在有机相聚合物

浓度不变的情况下，相比减小，也就是起分散作用的连续水相体积减少，相对来

说聚合物的量有所增加，因此难免造成对聚合物液滴分散的不利，同时单位体积

内聚合物液滴增多聚集的可能性加大，这就使生成的纳米粒粒径变大。

4．2．”PLA、PLGA纳米粒稳定性的表征

由于在体内循环的纳米粒环境介质不是单一的水，成分较复杂，血液中有大

量的电解质，因此有必要考察纳米粒在电解质中的行为，特别是稳定性能。

PLA、PLGA纳米粒在不同电解质浓度下的稳定性，可以通过在纳米粒水溶

液中加入电解质NaaS04来表征。从图4．10可看出，纳米粒的稳定性和临界絮凝

点(CFPT)随着聚合物中羟基乙酸链段的增加稍有所降低，但它们CFPT点时

的电解质Na2S04浓度都大于0．7mol／L。

≤

№2so．浓度"nd C
1-PLA(Mwl5000)；2*PLGA(75f25,MwI目000)；

3-PLGA(50／50．,,X-¨5000)

图4．10不同聚合物纳米粒在电解质中的稳定性

对于聚合物纳米粒，粒子表面有表面活性剂存在是纳米粒在水溶液中稳定，

不易凝聚的原因。由于F．68是水溶性表面活性剂，在有电解质存在时，其在水

中的溶解性会降低。这是因为加入电解质后，F一68中较亲水性的聚氧乙烯链段

溶剂化程度降低，水分子会被挤走，从而使链段问产生吸引而引起凝聚最终使纳

米粒沉淀析出。三种聚合物纳米粒CFPT点时的电解质Na2S04浓度都大于

0．7mol／L，远高于血液中电解质的浓度，说明它们都能在血液电解质浓度下稳定

存在。

4．2．1 2纳米粒的脂肪酶降解研究

PLA、PLGA等脂肪族聚酯由于可方便地通过控制组成、分子量、结晶度等

参数来调节降解速度，因而降解速度可控，产品性能多样，是目前应用最广泛的

生物降解高分子。

生物降解高分子通常是因为其分子主链中含有不稳定的化学键，从而可因外
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界环境的影响，由于主链上键的断裂，而逐步分解成小分子物质，以至被机体吸

收。生物降解高分子的降解主要是包括水解，以及由于酶的存在而促进的水解，

即酶解两种方式。对于脂肪族聚酯的水解降解已有很多报导，其中包括在酸性环

境下的酸催化机理、在碱性环境下的碱催化机理以及自催化机理等【12州31】。但关

于聚酯的酶解报道并不多，酶与聚酯的具体作用机制还不十分清楚，但通常认为

酶分子只有在与聚酯分子发生充分接触时，才能有效地发挥作用，因此材料的表

面大小对于酶降解有非常重要的影响。

研究中以PLA、PLGA等脂肪族生物降解高分子为材料制备纳米粒，研究纳

米粒在脂肪酶作用下的降解行为，并且对不同脂肪族聚酯高分子在酶作用下的降

解行为进行了比较。

4_2．12．1不同聚合物纳米粒酶降解的比较

散射光强与单位体积的纳米粒子的数目成正比，所以散射光强的减小表明纳

米粒的数目在减少。由于在测试过程中，纳米粒的大小没有变化，表明没有聚集

现象发生。图4．11为PLA均聚物和PLGA共聚物纳米粒在加入脂肪酶(O．01％)

后，散射光强随时间的变化曲线。由于散射光强随时间而减小，可以说明，聚合

物纳米粒在酶的作用下发生了降解。从图4．11中还可看出，PLA均聚物纳米粒

降解速度最慢，PLGA(75／50)纳米粒降解速度居中，PLGA(50／50)纳米粒降

解速度最快。即随着聚合物分子中羟基乙酸比例的增大，聚合物纳米粒降解速度

加1央。

孚
j

时问／min

1-pLA(Mwl5000)；2-PLGA(75／25，Mwl5000)；

3-PLGA(50150，Mwl5000)

图4．11不同聚合物纳米粒酶降解建座．比较

一般情况下在酶降解时需要酶分子必须与降解材料充分接触，对于脂肪族聚

酯，酶的作用部位是酯键。虽然酶降解的具体作用机制到目前为止还不完全清楚，

但从PLA和PLGA的结构看，主要差别在于PLA的主链上含有甲基侧基，而随
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分子中羟基乙酸比例的增加甲基侧基的数目减少。因此对于PLA分子，大分子

酶在与酯键作用时受到的空间位阻大，有效接触较少，因此其纳米粒降解速度慢；

随聚合物分子中羟基乙酸比例的增加，聚合物亲水性增大，大分子酶在与酯键作

用时受到的空间位阻减小，有效接触面积增大，因此其纳米粒降解速度加快，所

以PLGA(50／50)纳米粒降解的最快。另外从PLGA材料的性能来看，PLGA是

乳酸与羟基乙酸两种单体无规共聚后的产物，破坏了原均聚物的分子规整性，结

晶度大大降低乃至完全失去结晶性。PLGA组成中乳酸与羟基乙酸各为50％的共

聚物分子，达到最大限度的无规结构，完全变成无定形态，其各种性能变化出现

转折，也使其降解速度比PLA要快得多。

4．2．1212不同酶浓度对PLGA纳米粒降解行为的比较。

图4．12为不同酶浓度对PLGA(75／25，Mwl5000)纳米粒的酶降解行为比

较。由于在酶降解过程中，酶被逐渐的消耗，因此只有在酶加入量增加的条件下，

才可以补充酶的消耗而使降解更为彻底。从图4．12中可看出，在不加入脂肪酶

的情况下，纳米粒在实验时间范围内基本没有降解。当酶浓度为O．01％时，纳米

粒降解程度大约为30％，而当酶的浓度增加到0．02％时，纳米粒子降解可以达到

近40％。同时随着酶浓度的增加，纳米粒子的降解速度也明显加快，表明聚合物

纳米粒表现出对于酶浓度的依赖性。这是因为酶浓度增加，其与聚合物分子中酯

键接触的机会加大，所以纳米粒降解速度加快。

术
—j

图4．12不同酶浓度聚合物纳米粒酶降解速度比较

4．2．12．3纳米粒结构与酶降解机制的探讨

从纳米粒的成形过程看，纳米粒是由于高分子聚合物溶液中的有机溶剂向水

中扩散而成的，因此可以认为所得到的纳米粒子只是一种高分子聚集体，其虽然

具有一定的密度，但其密度并不很大，实际上是介于溶液线团与固体之间的物质。

因此从总体上看，其结构比较疏松。由于在酶降解实验中，没有明显观察到纳米
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粒在酶降解过程中粒径的变化。而如果酶的降解发生在纳米粒的表面，则纳米粒

的粒径应该逐渐减小。因此可以认为纳米粒的酶降解是在纳米粒表面和内部同时

发生的，即纳米粒的降解为均相降解，这与文献的报道【132j是一致的，即当水的

渗透速率快于高分子链的水解时，发生均相降解。由于纳米粒的结构有一定疏松

性，酶分子可以进入其内部，作用于聚合物分子链上的酯键，从而使得聚合物材

料降解，纳米粒也就随之消失。

4．3，】、结

本章研究用二元溶剂分散法制备不同分子量、共聚比的PLA、PLGA聚合物

纳米粒，考察了该制备方法对纳米粒产率、粒径的影响，并对纳米粒的稳定性和

在酶作用下的降解进行了研究。

(1)用浊点滴定法阐明了乙醇加入丙酮溶液中对纳米粒粒径和产率的影响。

研究表明纳米粒产率随丙酮溶液中乙醇量的增加而提高，并当乙醇量接近PLA、

PLGA浊点时达最大，而纳米粒粒径却随丙酮溶液中乙醇量的增加而减小，并当

乙醇量接近PLA、PLGA浊点时达最小。因此，可通过滴定测定PLA、PLGA浊

点，从而确定制备具有较高产率和较小粒径的聚合物纳米粒的最优二元溶剂组

成。

(2)制备PLA和PLGA聚合物纳米粒的最佳条件是：最优二元溶剂组成，

聚合物浓度2．5％，相比(1％F．68水溶液／聚合物有机相)5，搅拌速度300 r／min，

聚合物溶液滴加速度1滴／秒，室温。在此优化条件下，不同聚合物制备的纳米

粒产率均大于90％，平均粒径在130～180nm之间，并有较窄的粒度分布。

(3)PLA、PLGA聚合物纳米粒CFPT点时的电解质Na2S04浓度都大于

0．7mol／L，远高于血液中电解质的浓度，说明它们都能在血液电解质浓度下稳定

存在。

(4)对纳米粒脂肪酶降解的研究表明：随着聚合物分子中羟基乙酸比例的

增大，聚合物纳米粒降解速度加快；酶浓度增加，其与聚合物分子中酯键接触的

机会加大，纳米粒降解速度加快；纳米粒的酶降解是在纳米粒表面和内部同时发

生的，即纳米粒的降解为均相降解。
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第五章载紫杉醇纳米粒的制备、修饰及体外释药研究

紫杉醇是一种从紫杉树的树皮中分离的二萜类化合物，FDA批准可用于卵

癌和乳腺癌的治疗【”31。由于水溶性差，临床上将紫杉醇用聚羟乙基蓖麻油

(Cremophor EL)增溶于无水乙醇中制成市售制剂。临床应用前需要预先稀释，

这时因溶剂的转换，紫杉醇易析出沉淀。并且Cremophor EL可引起体内组胺释

放，造成病人出现药物性皮疹、呼吸急促，支气管痉挛和低气压等过敏反应。另

外Cmmophor EL还可以溶出聚氯乙烯塑料管和输液袋中的增塑剂，导致更严重

的过敏反应发生。即便同时应用氢化可地松，过敏反应的发生率仍达到10％一

30％t1”1。

为了解决上述问题，研究不含Cremophor EL并能提高紫杉醇生物利用度的

其它液体制剂成为当前的热点。其中包括合成紫杉醇的易溶性前体药物，采用质

脂体纳米粒和微粒等。因纳米粒包封药物后，其体内分布不再决定于药物本身的

物理化学性质，而更多地取决于载体系统的性质，载紫杉醇纳米粒的研究更引人

注目。本章研究工作的目标就是研制不使用Cremophor EL，而用生物降解聚合

物PLA、PLOA纳米粒为载体，具有一定体内长循环性质和靶向作用并可提高紫

杉醇抗肿瘤活性的纳米粒载体输送系统。

5．1实验部分
5．1．1试剂、材料与仪器

不同分子量和共聚比的PLA和PLGA(成都航利生物材料研究所)；Pluronic

F．68(医药级，ICNBiomedicalsInc．Aurora,Ohio)；PEG—DSPE(日本油脂株式会

社)；90％水解度和500聚合度的PVA一124为日本进口分装；98％紫杉醇(湖南

洪江华光生物科技有限公司)；透析袋(DM．16，截留分子量3500，北京华美生

物材料有限公司)；其它试剂均为分析纯，水为二次蒸馏水。

78．1型磁力加热搅拌器(江苏省金坛市正基仪器有限公司)；756MC型紫外

可见分光光度计(上海分析仪器厂)；SHZ-C型循环水式多用真空泵(河南省巩

义市英屿予华仪器厂)；TGL．16G型冷冻离心机(上海玉成干燥设备有限公司)：

电子天平(瑞士生产)：MASTERSlZER 2000激光散射粒度分析仪(英国马尔文

仪器有限公司)；5600LV型扫描电镜(SEM)分析仪(日本JEOL电子公司)；

TAC71DX型热分析仪(美国Perkin Elmer公司)；DELSA 440SX表面电位与粒度

分析仪(美国COULTER仪器公司)；BT8100高效液相色谱仪(德国Biotronic公司)；

BT8200紫外可见检测器(德国Biotronic公司)。
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5．1．2实验内容

5．1．21载紫杉醇纳米粒的制备

载紫杉醇纳米粒的制备与空白聚合物纳米粒的制备基本相似。20mg紫杉醇

先溶于lmL丙酮中，加0．29PLA或PLGA充分搅拌使其溶解，再加丙酮和乙醇

至8mL，稍搅匀后立即滴加上述溶液于40mL 1％F．68水溶液中。滴加完后继续

搅拌15min，减压蒸发除去丙酮和乙醇，得载紫杉醇纳米粒混悬液。将所得纳米

粒混悬液液先于1000 r／min低速离心除去大颗粒聚集物，再在16000 r／min速度

下离心25min，沉淀用25mL蒸馏水洗涤。将沉淀物超声分散于50mL蒸馏水中，

真空下冷冻干燥得纳米粒。

表面修饰载紫杉醇纳米粒的制备除在I％F一68水溶液加入l％的PEG—DSPE

外，其它与上相同。

5．1．2．2纳米粒中紫杉醇含量的测定113目

纳米粒中紫杉醇含量由高效液相色谱法(HPLC)测定。准确称取一定量纳

米粒溶于lmL二氯甲烷中，然后加入3mL 50％(v／v)乙腈水溶液并充分混合，

室温下磁力搅拌挥发二氯甲烷至溶液透明清亮。取样用HPLC测定紫杉醇含量。

高效液相色谱条件：ODS—C18柱(250×4．6mm，粒径5rtm)，流动相乙腈：

水=50：50(v／v)，流速1．0mL／min，进程量61al，检测波长227nm。在0．03~4．8I_tg／mL

时，紫杉醇浓度(c)与HPLC的响应值(紫杉醇峰面积Y)之间成良好的线性

关系。回归方程为：Y≥．1．076+6．418C(r--0．9994)，方法平均回收率为

97．92％(RSD。1．86％，n251。

紫杉醇纳米粒包封率(EE)和载药率(DL)计算公式如下：EE％=蒜黼糯圳。％(5-1)％2瓢丽丽厨丽磊厢。1”o％
(5—2)

5．1．2．3纳米粒粒径和粒径分布

MASTERSIZER 2000激光散射粒径分析仪(Malvem lnstmmems Ltd．Malvem，

UK)测定纳米粒平均粒径和粒径分布。冻干纳米粒粒径经超声分散于蒸馏水后

测定。

5．1．2．4纳米粒形态

用5600LV型扫描电镜(sEM)分析仪对纳米粒形态进行观察。

5．1．2．5差示扫描量热法(DSC)分析

纳米粒中紫杉醇物理状态由DSC分析确定，用Perkin Elmer公司的

TAC71DX型热分析仪测定。温度范围：20℃到300℃，升温速度：lO。C／min，
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氮气保护。

5．1．2．6表面电位分析

取纳米粒混悬液适量，加去离子水稀释后用COULTER公司的DELSA440SX

型表面电位与粒度分析仪测定表面电位

5．1．2．7载紫杉醇纳米粒体外释放研究

将透析袋于蒸馏水中浸泡24h以后，置于释放池的中间，固定。取一定量载

紫杉醇纳米粒于透析袋中，加2mL30％(v／v)乙醇水溶液。透析袋外部充满18mL

30％(v／v)乙醇水溶液释放液。每隔一定时间取1001．tl释放液，然后再补充100此

释放液。用HPLC法测定不同时间点释放液中紫杉醇的含量。

5．2结果与讨论

5．2．1载紫杉醇纳米粒的载药机理

载药纳米粒的制备需考虑其粒径外，还需考虑一个很重要的因素——药物包

封率。药物包封率越高，意味着在制备过程中药物的损失越小，因此在载药纳米

粒的制备中，根据不同药物的成本高低，有时药物的包封率是衡量方法好坏的首

选指标。PLA、PLGA纳米粒的制备方法在前一章中已进行了详细的研究，获得

了粒径合适且产率高的纳米粒，因此载药纳米粒的制备就以此为基础进行研究，

以期同时得到高包封率且粒径小的纳米粒。

常用的载药方法有包裹药物、在溶液中吸附药物和通过化学反应将药物与载

体材料键合等方法。从溶液中吸附药物，载药纳米粒药物包封率和载药率都不会

高；通过化学反应将药物与载体材料键合要求药物和载体材料具有某些特征的官

能团，而且化学反应对药物活性很可能会有影响，药物的释放也是个问题。由于

紫杉醇是一种脂溶性药物，而使载紫杉醇纳米粒的制备可与空白纳米粒的制备相

似。该过程的载药机理是当有机相滴入水相时，随着有机溶剂的不断扩散和挥发，

PLA、PLGA快速形成纳米级颗粒并被表面活性剂所稳定。由于紫杉醇在水中的

溶解度很小，PLA、PLGA纳米粒形成的同时紫杉醇也析出而使大部分紫杉醇被

包封于聚合物所形成的纳米粒中，纳米粒紫杉醇包封率可达90％。

5．2．2同一分子量不同共聚比聚合物对紫杉醇包封率的影响

为考察同一分子量不同共聚比的聚合物是否均能用于作为紫杉醇的纳米粒

载体，实验对此进行了研究。从图5．1中可看出，同一分子量(Mwl5000)下，

PLA、PLGA(75／25)和PLGA(50／50)三种不同共聚比的聚合物纳米粒的紫杉

醇包封率相差不大，三者均大于90％。这说明不同共聚比的聚合物纳米粒均可用

于载紫杉醇。
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PLA PLGA(75／25)

图5．1不同共聚出聚合物纳米粒的包封率

5．2。3同一共聚比不同分子量聚合物对紫杉醇包封率的影响

为进一步考察聚合物种类对纳米粒紫杉醇包封率的影响，研究中用不同分子

量的PLA和PLGA(50／50)聚合物制备了载紫杉醇纳米粒，实验结果见图5．2。

由图5．2可知，对于PLGA(50／50)，当其分子量由7500增加25000时，纳米粒

紫杉醇包封率变化不大，均大于90％；对于PLA，当其分子量为25000时，纳

米粒紫杉醇包封率已小于90％，当其分子量为40000时，纳米粒紫杉醇包封率下

降到只有60％多。这是因为对于不同分子量聚合物，其紫杉醇包封率与纳米粒本

身的产率是相关的。上一章研究结果表明，在分子量7500到25000的范围内，

PLGA(50／50)纳米粒产率相差不大，而当分子量大于15000后，PLA纳米粒产

率却下降较快。纳米粒产率的下降自然造成被其包封的紫杉醇量减小，部分紫杉

醇进入大颗粒聚合物粒子中，而使载紫杉醇纳米粒包封率下降。

述

蓍

1旷^M

1-PLA；2-PLGA(50／50)

图5．2不同分子量聚合物纳米粒的包封率
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5．2．4有机相与水相相比对紫杉醇包封率的影响

图5．3显示相比(O／W)对紫杉醇包封率的影响，从图中可清楚地看出，增

大水相的体积，维持有机相体积不变时，聚合物(PLA)纳米粒紫杉醇包封率逐

渐下降。上一章的研究已知道，在水相体积不变时减小有机相体积，即减小O／W

比可获得较小粒径的纳米粒。因此随O／W的减小，纳米粒紫杉醇包封率下降，

一方面是因水相体积增大有利于形成较小的有机相分散液滴，较小液滴具有较大

的比表面积，紫杉醇直接分散到水相中沉积的可能性增加：另一方面是纳米粒粒

径减小，其本身对药物的包封能力也下降。

图5．3不同相比对纳米粒包封率的影响

5．2．5表面活性剂用量对紫杉醇包封率的影响

表面活性剂具有亲水端和亲脂端，对难溶于水的有机物，具有增溶作用。在

纳米粒的形成过程中，表面活性剂上的亲脂链端与有机相结合，其亲水端指向外

水相，将有机相液滴分散于水相中。此时原溶于有机相中的药物紫杉醇同样可与

表面活性剂的亲脂端作用而较稳定地存在于有机相中，因此可以预见表面活性剂

的加入会增加紫杉醇的包封率，实验结果(图5．4)证实了这一点。

在其它条件固定不变的情况下，随表面活性剂浓度的增加，紫杉醇包封率逐

渐加大。表面活性剂浓度到达1％时，其在有机相液滴表面的分布可能已到达一

极大值，所以再继续增加其浓度，紫杉醇包封率基本不变。此外，上一章的研究

表明随表面活性剂浓度的增大，纳米粒产率略有升高，这也可纳米粒包封率有所

增大。
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连

簧
励

图5．4表面活性荆用量与纳米粒包封率的关系

5．2．6搅拌速度对紫杉醇包封率的影响

搅拌速度对纳米粒紫杉醇包封率的影响见图5．5，从图中可看出，纳米粒紫

杉醇包封率随搅拌速度的增大，先是增加再逐渐减小。PLA、PLGA纳米粒的制

备实验结果已表明搅拌速度低时，纳米粒产率低，这是搅拌速度低时纳米粒紫杉

醇包封率较小的主要原因。PLA、PLOA纳米粒的制备实验结果也表明随搅拌速

度的增加，纳米粒粒径略有下降，而纳米粒粒径的减小将导致紫杉醇包封率的下

降，这是随搅拌速度增加到一定程度紫杉醇包封率下降的原因之一。另外，搅拌

速度的增加到一定程度后，势必造成其对有机相液滴的拢动力和剪切力加大，破

坏其均匀完整的形状，这样对紫杉醇在有机相液滴中的稳定存在以至于纳米粒的

本身的稳定存在都是不利的，所以这也会使纳米粒紫杉醇包封率下降。

堡

嚣
埘

表5．5搅拌SKtl．对纳米粒包封率的影响

5．2．7温度对紫杉醇包封率的影响

温度对紫杉醇包封率的影响见图5．6，从图中可知温度对紫杉醇包封率的影

响不大，随温度的改变，纳米粒紫杉醇包封率几乎不变。这是因为一方面温度增

加，加快了有机相在水相中的扩散速度和有机相自身的挥发速度，有利于形成较
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小的纳米粒而使紫杉醇包封率下降；另一方面，有机相挥发速度的加快可使纳米

粒的形成速度加快，这能使紫杉醇在未扩散于水相沉淀前就被形成的聚合物纳米

粒包裹，所以纳米粒包封率提高。上述两方面的原因互相牵制，抵消，两者综合

作用的结果使温度对纳米粒包封率的影响不大。

窭

i

图5．6温度与包封率的关系

5．2．8紫杉醇量对纳米粒包封率和载药率的影响

研究中固定聚合物量不变，改变紫杉醇的加入量，发现紫杉醇量对纳米粒包

封率和载药率有较大影响。

由表5．1可见，对于分子量为15000的PLA、PGA(75／25)和PLGA(50／50)

三种聚合物，纳米粒包封率和载药率的变化趋势是一致的，即随紫杉醇量的增加，

纳米粒载药率增加，但其包封率都下降。因此要想得到载药率和包封率均高的纳

米粒是不可能的。考虑到紫杉醇来源不易和价格高，为了减少紫杉醇的损失，应

尽可制各包封率高的纳米粒。当然载药率太低的纳米粒，在临床对癌症的治疗中

要达到与载药率高的纳米粒的一样效果势必会需要较大的量，所以紫杉醇的加入

量也不能太少。综合考虑，确定紫杉醇的加入量为20mg，此时，PLA、PLGA

(75／25)和PLGA(50／50)的包封率分别是92％、92％和93％，载药率分别是

9．2％、9％和．3％。．2 9

表5．1栽紫杉醇纳米粒的包封率与栽药率

5．2．9载紫杉醇纳米粒粒径和形态分析

不同聚合物载紫杉醇纳米粒的粒径及其粒径分布见表5．2和图5．7。从中可
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看出，对于不同聚合物材料，载紫杉醇纳米粒的粒径与载紫杉醇前(表4．2)无

显著差异，并具有较窄的粒径分布，这可说明紫杉醇的存在对纳米粒粒径没有影

响。因为相对于构成纳米粒基体的聚合物材料来说，紫杉醇在纳米粒中的量比较

少的。

表5．2栽紫彩醇PLA、PLGA纳米粒的粒径

，。，■上渊i_{巨 ㈠
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I-PLA；2．PLGA【50／50)：3-PLGA【75／25)

图5．7裁紫杉醇PLA、PLGA纳米粒粒径分布图

从图5．7也可知，绝大部分纳米粒的粒径在300nm以下。说明纳米粒基本上

均可进入血液循环，大部分纳米粒不会被肝脏和脾脏的窦状小管截留，可延长其

在体内的循环时间，其包载的药物进入除免疫系统之外的肿瘤病变部位的机会增

加，具有一定的靶向性。

图5．8是载紫杉醇纳米粒的SEM图，由图可见PLA和PLGA(50／50)两种

聚合物的纳米粒形状相似，所有纳米粒均呈均匀的球形，表面较平整。
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PLA PLGA(50／50j

图5．8栽紫杉醇PLA、PLGA纳米粒S删图

5．2．10载紫杉醇纳米粒的I)SC分析

药物从聚合物纳米粒中释放出来的过程是相当复杂的，不但和载体的性质

(降解性、分子量、结晶性以及玻璃化转变温度等)密切相关，还和药物在聚合

物中的形态有关。为了对药物的释放行为有一个更为深入的了解，有必要对紫杉

醇在纳米粒中的分布进行研究。

DSC分析可提供药物在纳米粒中理化状态的定性和定量信息，主要从放热

和吸热过程的变化判断这些信息。有关的热变化包括熔解，重结晶，分解，热容

的变化等。DSC分析可用于比较同一材料不同样品的相似或差异，观察添加剂

对材料热性质的影响。通过药物、聚合物材料和载药纳米粒的DSC分析，可以

了解药物在聚合物基体中的状态。药物在聚合物基体中的状态为分子分散无定形

态或结晶态，药物不同的状态在体外释放过程中可表现出各自相关的特性。如果

药物在聚合物纳米粒中以分子分散的无定形态存在，熔解吸热峰将检测不到。溶

剂扩散法中由于纳米粒形成的速度极快，药物在纳米粒的状态应是无定形分子分

散态。与结晶态相比无定形态药物具有较高的热力学活性，因而具有特殊的药学

性质，如药物溶解性的增加有助于提高其生物活性。实验中，纯紫杉醇、纯聚合

物材料、空白纳米料、紫杉醇和聚合物物理混合物、载紫杉醇纳米粒的DSC分

析分别见图5．9、5．10。由于物理混合和载2．5％紫杉醇纳米粒的紫杉醇熔解吸热

峰检测不到(因仪器灵敏度不够)，制备了紫杉醇载药率10％左右的纳米粒以供

DSC分析。作为比较，用10％和5％比例的紫杉醇与聚合物的物理混合样作了实

验(图5．9)。
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藏废／℃

1．纯紫杉醇；2-10％紫杉醇和90％PLA混合物；

3-5％紫杉醇和95％PLA混合物；4-2．5％紫杉醇和97．5％PLA混合物；

圈5．9纯紫杉醇及紫杉醇与PLh．混合物的DSC图

从图中可看出，纯紫杉醇晶体在223．0。C处有一宽的熔解吸热峰，而紫杉醇

晶体和PLA聚合物混合样的吸热峰则向低熔点处移动，其中10％混合样的吸热

峰位于216．O℃，5％混合样的吸热峰位于209．0。C处。从图5．10可知，在150～250

℃之间，不同聚合物材料和空白纳米粒没有吸热峰出现。同样在此温度范围内，

载紫杉醇纳米粒(载药率9．2％)也没有出现紫杉醇的熔解吸热峰。因此，这说

明紫杉醇在纳米粒中不是以晶体的形态存在，而是以分子分散的无定形状态存

在。

温度虎
1-PLA：2-PLGA；3-PLA窄白纳米粒；4-PLGA空白纳米粒；5．载9．2％紫杉醇PLA纳米粒

图5．10空白纳米粒及载紫杉醇纳米粒的DSC图

繁蓬暮砸IIIl薯盘

口正藿菩警嚣l琏
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5．2．11载紫杉醇纳米粒的表面电位分析

几乎所有分散于液体中的纳米粒都带有表面电荷。表面电位是描述这一电荷

的一重要参数，它能说明胶体悬浮液的稳定性。表面电位越大，粒子表面同种电

荷的排斥力也越大，粒子越能稳定地分散于水中而不聚集。即表面电位的绝对值

越大，纳米粒就越稳定。因此对作为药物输送载体的纳米粒，我们总是期望其能

有一较大的表面电位。表5．3是不同聚合物(同一表面活性剂浓度下同一分子量

不同共聚比)空白纳米粒和载紫杉醇纳米粒表面电位的比较，从中可看出载药与

否对纳米粒表面电位的影响不大，同一聚合物空白纳米粒和载药纳米粒的表面电

位相近。所有纳米粒的表面电位均为负值，这是由于纳米粒表面聚合物链段上存

在的羧基离子化成羧酸根的原故。较高的纳米粒表面电位有利于其在溶液中的稳

定性。

表5．3空白纳米粒与载紫杉醇纳米粒的表面电位

图5．11是表面活性剂F．68对纳米粒表面电位的影响，从表中可看出随着表

面活性剂含量的增加，纳米粒表面电位绝对值减小。这是因为F一68表面活性剂

是以疏水的聚氧丙烯端结合在纳米粒表面，亲水的聚氧乙烯端指向水中，因此掩

蔽了纳米粒的负电位表面，使纳米粒表面电位上升。纳米粒电位随表面活性剂的

增加而提高，当表面活性剂在纳米粒表面到达极大值后，再增加表面活性剂量，

纳米粒表面电位不再增加。

是
脚

幂

图5．1 1表面活性剂浓度对纳米粒表面电位的影响

另外从表5．3是也可看出在同一表面活性浓度下用同一分子量但不同共聚比

的聚合物制备的纳米粒，其表面电位的大小顺序是由PLA、PLGA(75／25)到

PLGA(50／50)的顺序逐渐减小。之所以如此是因为聚合物中较疏水部分量是按
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PLA、PLGA(75／25)到PLGA(50／50)的顺序依次减小，因此PLA与表面活

性剂的结合相对较牢固，表面活性剂对纳米粒负电位的掩蔽较强，其表面电位也

就较大。
5．2．1 2载紫杉醇纳米粒稳定性分析

载紫杉醇纳米粒长时间留样观察。载紫杉醇纳米粒O．159加生理盐水25mL，

超声分散，于有塞试管内密封保存，定期取样进行粒径考察。定期取样lmL，

稀释至10mL于450nm处测其吸光度。

从表5．4可看出放置60天后，紫杉醇纳米粒粒径变化不大，其吸光度值基

本保持不变，表明纳米粒分散体未发生絮凝，聚集等现象，说明纳米粒分散体能

长期稳定存在，外观、色泽、粒径及其分布均无明显改变。
表5．4纳米粒稳定性实验

5．2．1 3载紫杉醇纳米粒的表面修饰

普通的纳米粒载体系统由于网状内皮系统(retieuloendothelial system，RES)

的摄取，纳米粒在体内的消除速率较快且使所载药物主要用于肝脏和脾脏，极大

地限制了纳米粒的应用，因此延长纳米粒在体内的循环时间具有重要的意义。首

先，长循环纳米粒将使所载药物在血液循环中的滞留时间延长，这样药物能更好

地发挥全身治疗作用。其次，长循环纳米粒将增强药物在病灶部位的疗效。肿瘤

等病变部位的上皮细胞处于一种渗漏状态，由于纳米粒在体内的循环时间延长，

其装载的药物进入肿瘤等病变部位的机会增加。因此，长循环纳米粒的作用是降

低了RES对药物的摄取，实际上增加了对病变部位的靶向性，宏观的效果是明

显改善疗效II⋯。

深入的研究表明：不考虑纳米粒粒径的影响，血液中血浆蛋白(调理蛋白)

和纳米粒的相互作用是导致纳米粒被RES吞噬的根本原因。血浆蛋白会很快地

吸附到纳米粒的表面，然后人体的免疫系统很快地将它们识别出来，并将它们作

为异物排出体外f136】。为减少这种排斥作用，必须减少血浆蛋白和纳米粒的相互

作用。而蛋白和纳米粒的相互作用主要取决于纳米粒表面的亲水亲脂性和表面电

负性。

首先，纳米粒表面的亲水性与亲脂性将影响到纳米粒与调理蛋白吸附结合力
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的大小，从而影响到吞噬细胞对其吞噬的快慢。一般而言，纳米粒的表面亲脂性

越大则其与调理蛋白的结合力越强，吞噬细胞对其的吞噬作用也就越强。其次，

纳米粒表面电荷影响到纳米粒与体内物质如调理素的静电作用。由于体内的因素

较为复杂，经典胶体科学中扩散双电层难以描述纳米粒与体内物质的吸引和排

斥。但较为一致的看法是，相对于负电性或中性表面，正电性表面往往使纳米粒

在体内更易被清除，而中性表面最适合用于延长纳米粒在体内的循环时间。所以

说，纳米粒的表面性质决定纳米粒在体内的命运。

一般来说，PLA、PLGA聚合物形成的纳米粒，其表面为疏水性的且都带负

电荷。因此要制备能在体内长循环的载药纳米粒，必需改变粒子表面的疏水性能，

降低表面负电荷。由此也可知在对纳米粒进行表面修饰时，选用非离子性的表面

活性剂最佳。

粒子表面改性方法主要有：用亲水性高分子或表面活性剂对粒子表面进行修

饰；合成含有亲水性高分子链段的可生物降解共聚物。研究中我们通过物理吸附

的方法使一定的亲水性表面活性剂接到纳米粒的表面。

实际上在纳米粒的制备过程中，表面活性剂F．68在一定程度上已起到对纳

米粒表面修饰的作用，但它不是一种很好的修饰材料。在所有报道的能够有效地

减弱血浆蛋白和纳米粒相互作用的材料中，聚乙二醇(PEG)是效果最好的1124,13刀。

不过由于PEG的亲水性较强，直接通过吸附作用将其吸附到疏水性的纳米粒表

面，其吸附量少、吸附作用力弱，难以起到好的修饰作用。通过比较，我们选择

了DSPE．PEG作为纳米粒的表面修饰剂。它一端的二硬脂酰磷脂酰乙醇胺

(DSPE)亲脂性较强，另～端的PEG链为亲水性的长链。在对聚合物纳米粒表

面修饰时，它的DSPE端可以插到纳米粒里面，柔顺的PEG长链留在纳米粒表

面。PEG长链可以吸附大量的水分子，从而在纳米粒的表面形成一层水分子的

空间位阻，减少体内巨噬细胞对纳米粒的吞噬，从而延长纳米粒于血液中的循环

时间。

表5．5是经DSPE—PEG修饰后纳米粒与未修饰纳米粒的表面电位和粒径的比

较。从表中可看出，DSPE—PEG修饰前后，纳米粒的表面电位与粒径均有所变化，

这表明DSPE—PEG确实结合到纳米粒表面上了。经DSPE—PEG修饰的纳米粒，

由于其表面PEG长链的存在进一步掩蔽了纳米粒的负电性，纳米粒表面电位减

小，纳米粒的粒径也略有增大的趋势。

表5．5 DSPE-PEG修饰前后纳米粒表面电位与粒径的比较
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5．2．1 4载紫杉醇纳米粒的体外释药研究

纳米粒的体外药物释放与其体内药物动力学参数有很大的相关性，故在做体

内实验以前，必须先考察体外药物释放特性。

药物的溶出介质常用的有人工胃液，人工肠液，O．1mol／L盐酸、pH7．4的磷

酸盐缓冲液。个别难溶性的药物可加少量十二烷基磺酸钠(SDS，O．5％以下)，

异丙醇，乙醇(不得超过30％)。由于紫杉醇在水中的溶解度极小，当用普通溶

出介质时，溶出液中只有痕量的紫杉醇。在溶出介质中加入吐温-80，SDS后情

况仍没有什么变化。根据药典，把溶出介质换为30％乙醇水溶液后，紫杉醇可以

以一定的速度缓慢地释放。紫杉醇纳米粒和释放液之间为截留分子量3500的半

透膜，紫杉醇分子可以自由通过。

同一分子量不同共聚比聚合物纳米粒的体外紫杉醇释放曲线见图5．12。由图

可见，早期三种聚合物纳米粒中紫杉醇均有一定程度的突然释放，在第一天内有

近5％的紫杉醇释放出来。但这和传统的纳米粒载药体系的药物释放行为还是不

一样的，传统的纳米粒载药体系因为在纳米粒表面吸附了大量的药物，因此有一

个暴释的过程，其释放量占所载药物总量的20％80％不等。在我们这个体系，
比较弱的突释现象说明纳米粒表面吸附的药物比较少，绝大部分的药物被包裹在

纳米粒的内部了。因此这些纳米粒具有较好的缓释作用。

随着时间的延长，紫杉醇释放速率慢慢降低，在一个月左右时累积释放率的

增大已非常缓慢。三种聚合物中，PLGA(50／50)纳米粒的释药速度最快，1个

月时紫杉醇累积释放率可达60％；PLA纳米粒的释药速度最慢，1个月时其紫杉

醇累积释放率为42％。

蓬
甜
辎
啦
鞋

瞄

时问，天

1-PLA(Mwl5000)；2-t：1．．GA(75／25，Uwl5000)；

3-PLGA(50／50，Mwl,r．r．r．r．r．r．r．r．r．5000)

图5．12不同共聚比对纳米粒体外释药物影响

这些释放行为的不同，应该是和聚合物的化学组成有关。如前所述，药物从
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聚合物纳米粒中的释放机理有三种：药物的扩散，纳米粒的溶蚀以及聚合物的降

解。由于聚合物材料的亲水性差，降解速度慢，药物的释放主要按扩散机理进行。

初期三种聚合物的较快速释放主要是因纳米粒表面和近表面紫杉醇的扩散所致，

三种聚合物纳米粒的粒径相近，所以它们的释药速度也相差不大。然后，由于三

种聚合物亲水性的差异，即结构中含羟基乙酸链段多的聚合物PLGA(50／50)

亲水性最强，而不含羟基乙酸的PLA亲水性最弱，它们的释药速度也发生差异。

PLGA(50／50)聚合物纳米粒的亲水性最强，因此包封在纳米粒内部的紫杉醇可

通过释放液渗入其中形成的孑L道较快地释放出来，而PLGA(75／25)和PLA聚

合物纳米粒的释药速度则依次降低。此外，聚合物中乳酸含量高，聚合物的结晶

度较大，形成的纳米粒比较致密，紫杉醇从纳米粒中扩散出来和水向纳米粒内部

的渗透会更困难，所以PLA纳米粒在三种聚合物纳米粒中释药速度最慢。当然

随着纳米粒通过扩散释药的进行，聚合物也可能发生一定程度的降解，与PLA

相比PLGA的降解更易进行。但在没有酸、碱或水解酶的催化作用存在下，三种

聚合物的降解速度是很慢的，其降解需数月至一年的时间【l”】。所以当聚合物纳

米粒释药达到一定程度后，由于聚合物在室温中性溶液中降解速度的缓慢，紫杉

醇的累积释放率也增加缓慢，这一缓慢释放过程将持续很长时间。当然，聚合物

在体内的降解要快得多，其释药速度也会较快。

为了探讨PLA、PLGA纳米粒的体外释放机制，分别按零级释放模型、一级

释放模型以及Higuchi方程拟合其体外释放曲线，即将紫杉醇的累积释放百分率

Q分别对时间t，tn[1．Q】对t，以及Q对f扎进行进行回归分析。以，值为评价标

准，比较各拟合曲线的优劣，r值越大，拟合程度越好，其结果分别为：

零级动力学方程：

PLA．． g=9．4093+1．3139t(r=0．9228)

PLGA(75／25)： Q=10．3485+1．5299t(r=O．92781

PLGA(50／50)： Q=12．0046+1．9079t(r=O．9307)

一级动力学方程：

PLA：ln[1一gJ=-0．0974—0．0176t(r=一0．9469)

PLGA(75／25)：In[1一翻=_o．1056—0．0217t(r=-0．9568)

PLGA(50／50)：In[1一Q]=一O．1182一O．0303t(r=一O．9671)

Higuchi方程：

PLA：Q：0．741 3+8．2080t5(，：0．9870)

PLGA(75／25)：O=0．3732+9．5182t必(r=0．9882)
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PLGA(50／50)：Q=一0．3220+11．8317t必(r=0．9881)

由体外释放机制研究可得出：5天内紫杉醇的平均累积释放百分率Q与时间

成一定线性关系，PLA、PLGA(75／25)和PLGA(50／50)的相关系数r分别是

0．9913、0．9918和0．9930，表明紫杉醇在5天内的体外释放基本符合零级动力学

过程，即恒速释药，说明PLA、PLGA纳米粒具有一定的控释效果。此外，按

Higuchi方程更能较好地描述纳米粒的体外释放曲线，即紫杉醇的释放量与时间的

平方根成直线关系，这符合水不溶性骨架的释药性能。

图5．13、图5．14分别是同一共聚比，但不同分子量的聚合物纳米粒释放曲

线。它们的形状与图5．14中的曲线相似，只是释药速度快慢的差异。从图中可

看出，对于共聚比相同但分子量不同的聚合物纳米粒，药物的释放速率均随聚合

物分子量的减小而增大。这是因为聚合物分子量小，分子链的长度较短，亲水性

较强，其聚集而成的纳米粒没有分子量大链长的聚合物形成的纳米粒那样紧密，

因此对药物的束缚较小一些，药物较易释放，其释药速度较快。分子量大的聚合

物，分子链较长，对药物的束缚较大，由于药物的释放是由表及里的扩散机制，

即表层的药物先释放，里层的药物需扩散至表层才能释放出来，所以其释药速度

较慢。

时间，灭

1-删翮∞：2_M5∞旺3_M槲0000

图5．13 PLA分子量对释放率的影响

击、糌疆棼嚣磺
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时『口J，无

1-Mwl5000；2-ML“25000

图5．14 PLGA分子量对释放率的影响

图5．15是不同表面活性剂浓度下制各的载紫杉醇纳米粒的体外释药曲线图，

从中可看出表面活性剂浓度高的载紫杉醇纳米粒其紫杉醇释放速度较快。这是因

为表面活性浓度高，载紫杉醇纳米粒表面更具亲水性，其在乙醇水溶液中更容易

分散，乙醇水溶液的渗透性也加强，使紫杉醇的释放速度更快。另一方面，表面

活性浓度高，其增溶作用也可能有益于紫杉醇在乙醇水溶液中溶解度的增加和溶

解，因而有助于紫杉醇的释放。

时目，夭

1-o S％：2-1％：3-’．5％

图5．15表面活性剂量对释放率的影响

药物控释体系希望药物能在一段时间内，比如几小时，几天，几个月甚至更

长的时间，连续的释放药物以增加药物的疗效，以提高药物的生物利用度。从上

述纳米粒的体外释放研究可知，不同共聚比，不同分子量和不同表面活性剂用量

制备的纳米粒均可连续地以不同的速度释放紫杉醇，这就为纳米粒的I㈤末应用提

供了多种多样的选择。实际应用中可通过控制适当的共聚比，合适的聚合物分子
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量和适量的表面活性剂量获得理想的纳米粒体内紫杉醇释放速度，达到对疾病的

最佳治疗效果。

5．3小结

本章研究了载紫杉醇纳米粒的制各，考察了多种因素对纳米粒紫杉醇包封率

和载药率的影响，并对载紫杉醇纳米粒的稳定性、表面电位和表面修饰进行了研

究，用DSC法分析了紫杉醇在纳米粒中的存在形态，研究了载紫杉醇纳米粒的

体外释放。

(1)制备载紫杉醇聚台物纳米粒的最佳条件是：最优二元溶剂组成，聚合

物浓度2．5％，相比(1％F．68水溶液／聚合物有机相)5，搅拌速度300 r／min，聚

合物溶液滴加速度1滴／秒，室温，紫杉醇用量为PLA或PLGA的十分之一。在

此优化条件下，对于不同分子量、共聚比的聚合物制各的载紫杉醇纳米粒紫杉醇

包封率均可达90％，并具有较高载药率。

(2)不同聚合物制备的载紫杉醇纳米粒粒径与空白纳米粒相近，其平均粒

径均在130--180rim之间，并有较窄的粒度分布。DSC分析说明紫杉醇在纳米粒

中不是以晶体的形态的存在，而是以分子分散的无定形状态状态存在。载紫杉醇

纳米粒稳定性研究表明，纳米粒能长期稳定分散存在，长期放置后其粒径及其分

布均无明显改变。

(3)由于PLA、PLGA聚合物分子中羧基的存在，载紫杉醇纳米粒和空白

纳米粒的表面电位均为负值。经DSPE—PEG修饰后，由于纳米粒表面存在的PEG

长链对纳米粒负电性的掩蔽作用，纳米粒表面电位减小，而纳米粒的粒径略有增

大的趋势。

(4)通过对载紫杉醇纳米粒的体外释放研究，表明早期三种聚合物纳米粒

中紫杉醇均有一定程度的比较弱的突然释放，因此这些纳米粒具有较好的缓释作

用。随着时间的延长，紫杉醇释放速率慢慢降低，由于聚合物在室温中性溶液中

降解速度的缓慢，紫杉醇的累积释放率也增加缓慢。按Higuchi方程更能较好地

描述载紫杉醇纳米粒的体外释放曲线，这符合水不溶性骨架的释药性能。

不同共聚比，不同分子量和不同表面活性剂用量下制备的载紫杉醇纳米粒均

可连续地以不同的速度释放紫杉醇，可为纳米粒的临床应用提供多种多样的选

择。
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第六章载药纳米粒体外抑瘤活性研究

药物纳米粒载体系统是否能用于临床，除其具有～定的载药率和药物的可释

放外，还需进行一系列试验考察其抑瘤效率，是否具有生物毒性等。其中药物纳

米粒载体系统的体外抑瘤效率是一非常重要的指标，其好坏直接关系到所研制的

药物纳米粒载体系统能否应用于实际。因此有必要对此进行专门的实验研究。

抗癌药物敏感性试验方法繁多，大体上可分为体外与体内两大类方法，每种

方法各有其优缺点和局限性，其中体外方法有以下几种：(1)美蓝法；(2)染料

排斥试验法；(3)生长曲线测定法；(4)集落形成试验法；(5)四唑盐(MTT)

比色法；(6)三磷酸腺苷生物发光法等。大量实验研究表明，四唑盐比色法与临

床有相当好的相关性，研究中选用此法对载紫杉醇纳米粒和载阿霉素壳聚糖纳米

粒的体外抑瘤活性进行了研究。

6．1实验部分
6．1．1试剂、材料与仪器

试剂、材料：

RPMll640培养基(干粉，美国Hyclone公司产品)；胰蛋白酶(美国Gibeo

公司产品)：胎牛血清(美国Hyclone公司产品)；MTT(德国Biomol公司产品)

二甲基亚砜(DMsO，分析纯)。

MTT溶液：称取250mgMTT，放入小烧杯中，加50mlPBS(0．01mol／L，pH7．4)

在电磁搅拌机上搅拌30min，用O．20／um的微孔滤器除菌，分装，4。C保存。

含10％胎牛血清RPMll640培养液，O．25％胰蛋白酶。

市售紫杉醇注射剂(北京四环制药厂)，盐酸阿霉素注射剂(10mg／瓶，深圳

万乐医药有限公司)；自制载紫杉醇纳米粒，载阿霉素壳聚糖纳米粒。

仪器：

96孔培养板，可调移液管，吸管，离心管，计数板，C02孵箱，显微镜，

振荡混合仪，酶联免疫检测仪。

6．1．2实验内容

6．1．2．1细胞复苏和培养

(1)将冻存于液氮中的细胞取出，直接放入37℃～40。C水浴中，并不时摇

动令其尽快融化。

(2)在无菌操作下打开冻存管，用吸管将细胞悬液注入离心管并缓慢滴加

10倍以上的培养液，混合后500～1000r／min低速离心，除去上清液，再重复用培

养液洗一次。
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(3)用培养液适当稀释后，接种培养瓶，在37。C下C02孵箱中培养，次日

更换一次培养液。

(4)待细胞长满培养瓶后，加入O．25％胰蛋白酶，37。C消化，加培养液吹

打，1：2传代，长满后一瓶用于实验检测，另一瓶继续传代培养。

6．1．2．2载紫杉醇PLA、PLGA纳米粒体外抑瘤活性实验【139】

(1)接种细胞：用0．25％胰蛋白酶消化单层人肺癌NCI—H69培养细胞，再

用10％胎牛血清的RPMll604培养液配成单个细胞悬液，以每孔103～104个细胞

接种于96孔培养板中，每孔体积200I．tL。

(2)培养细胞：待细胞贴壁后，每孔分别加入不同浓度的市售紫杉醇注射

剂，空白PLA、PLGA纳米粒和载紫杉醇PLA、PLGA纳米粒试液。将培养板移

入C02孵箱中，在37。C，5％C02及饱和湿度条件下，培养一定时间。

(3)显色：培养完成后，每孔加入MTT溶液20止，37℃下继续孵育4h，

终止培养，1000r／min离心5min，小心吸弃孔内培养上清液。每孔加入

150pLDMSO，振荡10rain，使结晶物充分溶解。

(4)比色：选择490nm波长，在酶联免疫检测仪上测定各孔光吸收值，记

录结果。计算细胞存活率和死亡率。细胞存活率=蔫蒹豢×·。。％csm
细胞死亡鞫一器器×100％(6-z)

6．1．2．3载阿霉素壳聚糖纳米粒体外抑瘤活性实验[1391

(1)接种细胞：用0．25％胰蛋白酶消化单层人黑素瘤A375培养细胞，再用

10％胎牛血清的RPMll604培养液配成单个细胞悬液，以每孔103～104个细胞接

种于96孔培养板中，每孔体积200ItL。

(2)培养细胞：待细胞贴壁后，每孔分别加入不同浓度的阿霉素针剂，空

白壳聚糖纳米粒，载阿霉素壳聚糖纳米粒试液，将培养板移入C02孵箱中，在

37。C，5％C02及饱和湿度条件下，培养一定时间。

(3)显色：培养完成后，每孑L)JH入MTT溶液209L，37℃下继续孵育4h，

终止培养，1000r／min离心5min，小心吸弃孔内培养上清液。每孔加入

1509LDMSO，振荡10min，使结晶物充分溶解。

(4)比色：选择490nm波长，在酶联免疫检测仪上测定各孔光吸收值，记

录结果。计算细胞存活率和死亡率。
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6。2结果与讨论
6．2．1四唑盐比色法实验原理

四唑盐比色法是一种检测细胞存活和生长的方法[1391。显色剂四唑盐是一种

能接受氢原子的染料，化学名为3．(4，5一二甲基噻唑．2)-2，5．二苯基四氮唑溴盐，商

品名是噻唑蓝，简称为MTT。活细胞线粒体中的琥珀酸脱氢酶能使外源性的MTT

还原为难溶性的蓝紫色结晶物(Formazan)并沉积在细胞中，而死细胞无此功能。

二甲基亚砜(DMs0)能溶解细胞中的紫色结晶物，用酶联免疫检测仪在490nm

波长处测定其光吸收值，可间接反映活细胞数量。在一定细胞数范围内，MTT

结晶物形成的量与细胞数成正比。四唑盐比色法已广泛用于一些生物活性因子的

活性检测，大规模的抗肿瘤药物筛选，细胞毒性试验以及肿瘤放射敏感性测定等。

四唑盐比色法的特点是灵敏度高，重复性好，操作简便，经济、快速、易自动化，

无放射性污染，与其他检测细胞活力的方法(如细胞计数法等)有良好的相关性。

6．2．2载紫杉醇纳米粒的体外抑瘤活性

用四唑盐比色法研究了临床应用的紫杉醇注射剂，载紫杉醇纳米粒和空白纳

米粒的体外抑瘤活性。细胞培养液中紫杉醇浓度为0．0251．tg／mL至25“g／mL，此

浓度范围是紫杉醇在人体血浆中可存在的范围。

图6．1是紫杉醇注射剂体外抑瘤活性实验结果。由图6．1可见，当紫杉醇浓

度为2599／ml时，NCI．H69细胞培养24小时时其存活率大幅下降，72小时后细

胞生长几乎完全被抑制。但有趣的是细胞在2．599／mL紫杉醇浓度下培养24小时，

其存活率无变化，而在0．2599／mL和0．025ttg／rnL紫杉醇浓度下存活率却减少近

20％。此后，随着时间的增加，在这三种浓度下细胞的存活率均下降，到172小

时实验结束时彼此之间相差不大，仍有35,-40％左右的细胞未被杀死。

蓬

燕
壮
盈
嚣

时间／4,时

-25pglmL；2-2 5pg／mL；3-0 25陶fmk4加025pg／mL

图6．1注射剂紫杉醇浓度与细胞存活率的关系

由于紫杉醇注射剂中的表面活性剂Cremophor EL具有某些生物活性，所以
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实验中也考察了其对NCI—H69细胞的影响。从图6．2中可看出，当CremophorEL

浓度为2．2mg／mL时(此浓度为紫杉醇浓度为25¨g／mL时溶液体系中存在的

Cremophor EI浓度)，24小时时细胞存活率下降25％，到72小时时细胞存活率

仅有10％，120小时以后细胞的生成几乎完全被抑制。而当Cremophor EL在低

浓度(0．22mg／mL至0．0022mg／mL间)下，细胞长时间培养后存活率不变。结

合图6．1和图6．2实验结果可知，紫杉醇浓度为25I_tg／mL时细胞存活率的迅速下

降不仅有紫杉醇的作用，而且Cremophor EL也起了作用。那么为什么细胞在

2．51ag／mL紫杉醇浓度下培养24小时其存活率无变化呢?这是因为已有报道

”40，141]表明Cremophor EL在一定浓度范围内又能抑制紫杉醇的细胞毒性，提高

细胞的存活率，这正是2．599／mL紫杉醇浓度下(对应Cremophor EL浓度为

O．22mg／mL)细胞存活率反而要大于0．25“g／mL和O．02599／mL紫杉醇浓度下细胞

存活率的原因。

芒

搀
忙
翟
昂

时间仆时
1-2 2m咖L，2_0 22mglmL；3-0 022mg／mL；4-0 0022mg／mL

图6．2 Cremophor EL浓度与细胞存活率的关系

图6．3是NCI-H69细胞在载紫杉醇纳米粒中培养的存活率变化曲线图。由图

可见，空白PLGA(50／50)聚合物纳米粒对细胞没有毒性，这可从细胞存活率

一直保持近100％看出，这说明了聚合物材料本身没有细胞毒性。不同紫杉醇浓

度下，载紫杉醇PLGA(50／50)纳米粒的细胞存活率变化趋势基本一致，均随

时间的延长细胞存活率下降，彼此之间存活率相差不大。与图6．1中紫杉醇注射

剂溶液中NCI．H69细胞存活率变化相比，可以发现细胞存活率下降速度明显减

慢，如在0．25肚g／mL紫杉醇浓度下，7天(168小时)时细胞存活率仍有46％，

但在更长培养时间条件下PLGA(50／50)载紫杉醇纳米粒可达到与商用紫杉醇

注射剂类似的抑制细胞生长效率，11天时细胞存活率为37％。PLA载紫杉醇纳

米粒对NCI．H69细胞的抑制作用与PLGA(50／50)载紫杉醇纳米粒非常相似，

也是随着时间的增加，细胞存活率逐渐下降。但仔细比较不同聚合物载紫杉醇纳
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米粒，可发现PLGA(50／50)载紫杉醇纳米粒体系时中细胞存活率下降速度稍

快，这与PLGA(50／50)纳米粒中紫杉醇释放速度较快有关，前面的研究已证

实了这一点。

述

燕
肄
盘
最

时间厌
1-空白纳米粒；2-2．51母／mL．PLGA：
3-0 251Jg／mL．PLGA；4-2 51ag／mL．PLA

图6．3载紫杉醇纳米粒细胞存活旱变化曲线图

从上述实验结果中可知，培养时间和紫杉醇浓度对紫杉醇的体外细胞毒性起

着重要作用，随着培养时间的增加，细胞毒性增大，这与紫杉醇的作用机制是相

一致的。

载紫杉醇纳米粒的优点也可从实验结果中看出，即紫杉醇包封于纳米粒后其

活性没有降低，而且可以随着紫杉醇从纳米粒中逐渐释放出来而在更长的时间内

作用于癌细胞，因此载紫杉醇纳米粒可提高紫杉醇的生物利用度。紫杉醇从纳米

粒中持续不断地释放出来，避免了游离紫杉醇的分解，不仅可在一定时间内维持

紫杉醇浓度而且可减少紫杉醇的损失。另外采用载紫杉醇纳米粒的形式给药，无

需使用对人体有不良副作用的Cremophor EL，也更加有益于紫杉醇的临床应用。

此外，抗肿瘤药物以包封于纳米粒中的方式给药还具有如下好处：(1)纳米粒可

吸附在细胞膜上，使细胞表面的药物浓度增加形成药物浓度差而使药物不断进入

细胞内；(2)具有吞噬活性的肿瘤细胞可吞噬聚合物纳米粒而使药物在肿瘤细胞

内部释放，这样有益于提高药物在肿瘤细胞内的作用浓度，减少药物的损失【l 421。

6．2．3载阿霉素纳米粒的体外抑瘤活性

图6．4是人黑素瘤A375细胞在O．1扯g／mL至1001xg／mL阿霉素浓度范围培养

的死亡率对比图。空白壳聚糖纳米粒条件下，细胞死亡率近似为零，说明制备壳

聚糖纳米粒的材料对细胞无毒性，纳米粒本身也不能杀死细胞。比较载阿霉素壳

聚糖纳米粒和阿霉素注射剂培养条件下细胞的死亡率，可知细胞死亡率均随阿霉

素浓度的提高而增加，同样浓度条件下载阿霉素壳聚糖纳米粒的死亡率低于阿霉
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素注射剂培养下的死亡率，是否阿霉素包封于壳聚糖纳米粒后其生物活性降低了

昵?但考虑到上述实验是在细胞培养仅72小时时测得死亡率，而在此时间内载

阿霉素壳聚糖纳米粒中仅有部分的阿霉素释放出来，因此实际上阿霉素的活性是

没有降低的。

阿霉素浓度

1—0'pg／mL；2—1pg／mL；3·10pg／mL；4·100pg／mL

B．空白纳米粒：C-载阿霉紊纳米粒：D-阿霉豢针剂

图6．4不同阿霉素浓度细胞死亡率比较图

图6．5是相同阿霉素浓度(5岭，mL)下，阿霉素注射剂和载阿霉素壳聚糖纳

米粒细胞死亡率随培养时间的变化图。由图可见，在阿霉素注射剂体系下培养的

细胞很快达到高的死亡率，而在载阿霉素壳聚糖纳米粒体系下培养的细胞初期同

样时间内的死亡率虽较低，但在较长时间内死亡率却比前者更高。这说明一方面

壳聚糖纳米粒中的阿霉素是缓慢释放出来的，另一方面壳聚糖纳米粒有可能被

A375细胞吞噬，阿霉素在细胞内部逐渐释放，避免了其在细胞外面的分解，具

有更高的生物利用度。

妻
齄
献
翟
最

时间厌
1一阿霉素针剂；2-1坷霉素纳米粒

图6．5阿霉素针剂与阿霉素纳米粒对比实验
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因此，载阿霉素壳聚糖纳米粒的优点也同样可从实验结果中看出，即阿霉素

包封于纳米粒后其活性没有降低，而且可以随着阿霉素从纳米粒中逐渐释放出来

而在更长的时间内作用于癌细胞。阿霉素从纳米粒中长时问连续不断地释放出

来，可避免阿霉素在体内的快速代谢，不仅可保证阿霉素浓度在一定时间范围内

的恒定并且可减少阿霉素的损失，所以载阿霉素壳聚糖纳米粒可提高阿霉素的生

物利用度。

6．3小结

用四唑盐比色法研究了载紫杉醇纳米粒和载阿霉素壳聚糖纳米粒的体外抑

瘤活性。

研究结果表明，与紫杉醇注射剂相比，载紫杉醇纳米粒可提高紫杉醇的生物

利用度，紫杉醇包封于纳米粒后其活性没有降低，而且可以从纳米粒中逐渐释放

出来而在更长的时间内作用于癌细胞。另外采用载紫杉醇纳米粒的形式给药，无

需使用对人体有不良副作用的Cremophor EL，更加有益于紫杉醇的临床应用。

同样，与阿霉素注射剂相比，载阿霉素壳聚糖纳米粒也可提高阿霉素的生物

利用度，阿霉素从载阿霉素壳聚糖纳米粒中逐渐释放出来，可避免阿霉素在体内

的快速代谢，不仅可在一定时间范围内维持阿霉素的浓度并且可在较长的时间范

围内抑制癌细胞的生长。
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第七章载紫杉醇纳米粒的药代动力学研究

目前临床使用的紫杉醇制剂为以Cremophor EL(50％，v／V)增溶的无水乙醇

溶液，临用前稀释至所需浓度后静脉滴注。为进一步研究载紫杉醇纳米粒在体内

的药代动力学特征，我们采用同样静脉注射的方法，经单剂量给药后，对载紫杉

醇纳米粒和紫杉醇市售注射剂在动物体内的药代动力学进行了比较，以考察载紫

杉醇纳米粒特有的药代动力学特征。

研究以正常昆明小鼠为实验对象，尾静脉注射单剂量的载紫杉醇纳米粒，测

定各时间点的紫杉醇血药浓度，绘制药．时曲线。以紫杉醇市售注射剂为对照，

考察载紫杉醇纳米粒在小鼠体内的药代动力学特征以及表面修饰对延长紫杉醇

在血液中循环时间的影响。

7．1实验部分
7．1．1试剂、材料与仪器

紫杉醇注射剂(北京四环制药厂)；98％紫杉醇原料药(湖南洪江华光生物

科技有限公司)；PluronicF．68(医药级，ICNBiomedicalsInc．Al】rora，Ollio)：叔

丁基甲醚(美国Sigma公司)：DSPE—PEG(日本油脂株式会社)；所有其它试剂

均为市售分析纯。

78—1型磁力加热搅拌器(江苏省金坛市正基仪器有限公司)； SHZ．C型循

环水式多用真空泵(河南省巩义市英屿予华仪器厂)；TGL一16G型冷冻离心机(上

海玉成干燥设备有限公司)：电子天平(瑞士生产)；1100系列高效液相色谱仪

(美国Agilent Technologies)。
7．1．2实验内容

7．1．2．1载紫杉醇纳米粒的制备

(1)载紫杉醇长循环纳米粒的制各：20mg紫杉醇先溶于lmL丙酮中，加

0．29PLA充分搅拌使其溶解，再加丙酮和乙醇至8mL，稍搅匀后立即滴加上述溶

液于含1％DSPE．PEG的40ml 1％F．68水溶液中。滴加完后继续搅拌15min，减

压蒸发除去丙酮和乙醇，得长循环载紫杉醇纳米粒混悬液。

(2)载紫杉醇普通纳米粒的制备除不加DSPE．PEG外，其它同上。

7．1．2．2游离紫杉醇溶液的配制

取紫杉醇注射剂(6mg／mL)用生理盐水稀释至lmg／mL。

7．1．2．3纳米粒小鼠体内药物动力学参数的测定

昆明小鼠(20+_．29)30只，随机分为3组，每组10只小鼠，三组小鼠以10mg／kg

的剂量静脉分别注射紫杉醇注射剂、载紫杉醇普通纳米粒、载紫杉醇长循环纳米
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粒，然后眼眶取血，3000rpm离心，取血清于一20*0冰箱中保存。

血清药物浓度测定方法“43，川J：于100¨L血清中加入50rtg／mL地西泮甲醇溶

液1001xL，振荡90s，混匀加入2．0mL叔于基甲醚振荡2 min，离心。将上层有

机相于50℃水浴中氮气吹干，再用流动相溶解，用高效液相法测定药物浓度。

色谱条件：ODS．C18柱(250)<4．6mm，粒径5pma)，流动相甲醇：乙腈：水=30：40：30

(v／v)，流速1．0mL／min，迸样量69L，检测波长227nm。

7．1．2．4数据处理方法

血药浓度数据用中国药理学会数学药理委员会编制的3P87药动学程序进行

处理。

7．2结果

7．2．1三种给药方式体内血药浓度的测定

紫杉醇注射剂、载紫杉醇普通纳米粒和载紫杉醇长循环纳米粒体内血药浓度

见表7．1，药时曲线如图7．1。

表7．1三种注给药方式的血药浓度

时间／h 注射剂 普通纳米粒 长循环纳米粒

-．a

E

翌

划
《

图7．1三种给药方式的药时曲线

100
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7．2．2紫杉醇注射剂药代动力学参数计算

当权重为1／C时，一室模型和二室模型拟合判据见表7．2。根据二室模型拟

合的药代动力学参数见表7_3，计算值和实测值之比较见表7．4。

表7．2注射剂一室模型和二室模型拟合判据

表7．3注射剂二室模型拟合的药代动力学参数

参数 单位 数值

A vedmL 27．6302

n l，11 16．4304

B p．g／mL 5．1333

13 1／11 0．9750

tv2 a h 0．04

tl?2B h 0，71

K21 l／h 3．3965

K12 l／h 9．2923

K10 l／h 4．7166

AUC(¨g／mL)·h 6．95

表7．4注射剂二室模型计算值与实测值比较

堕!望!皇 竺盘!丛竖：坐!! 堡型坐塞：型蔓! 型丛竖：里蔓! 唑
0 32．78 32．76 0．02 0．05

0．5 3．09 3．16 ．0．07 ．2．28

1 2．15 1．94 0．21 9．95

2 0．58 0．73 -0．15 ．25．91

4 0．22 0．10 0．12 52．78

Ceal：计算值；Cob。：实测值；D：差值

7．2．3载紫杉醇普通纳米粒药代动力学参数计算

当权重为1／C时，一室模型和二室模型拟合判据见表7．4。根据二室模型拟

合的药代动力学参数见表7．5，计算值和实测值之比较见7．6。

表7．4普通纳米粒一室模型和二室模型粕【A判据

10l
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表7．5普通纳米粒二室模型拟舍的药代动力学8-1t

参数 单位 数值

A vg／mL 28．4604

a l／11 6．5997

B ug／mL 1．9583

B 1／h 0．3279

tl／2 a h 0．11

tl／2 B h 2．1l

K21 1／h 0．7317

K12 l／h 3．2380

Klo l／h 2．9579

AUC (pedmL)·h 10．28

表7．6普通纳米粒二室模型计算值与实测值比较

堕间!!￡盘坐g：坐生：! ￡!型M墨：!堑：!业g：!生： 型堑
0 30．43 30．42 0．01 0．04

0．5 2．66 2．71 -0．05 -1．96

1 1．94 1．45 0．49 25．28

2 0．75 1．02 -0．23 -35．52

4 0．51 0．53 -0．02 -3．43

8 O．23 0．14 0．09 38．23

C衄1：计算值；C。b。：实测值：D：差值

7．2．4载紫杉醇长循环纳米粒药代动力学参数计算

当权重为1／C时，一室模型和二室模型拟合判据见表7．7。根据二室模型拟

合的药代动力学参数见表7．8，计算值和实测值之比较见7．9。

表7．7长循环纳米粒一室模型和二室模型拟合判据

袁7．8长循环纳米粒二室模型拟合的药代动力学参数

参数 单位 数值

A Ixg／mL 32．7767

d 1／h 6．5469

B pg／mL 1．6401

13 1／11 0．1086

tit2 n h 0．11

tl／2B h 6．38

K2， 1／h 0．4154

K” 1／h 4．5285

K-o 1／h 1．7115

AUC(ug／mL)·h 20．1 1
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表7．9长循环纳米粒二室模型实测值与计算值比较

时f日q／h cob。mg·mL～Ccai／!ttg·mL-1 D／ttg·mL-1 19／。／o

O 34．27 34．42 —0．15 —0．04

0．5 2．74 2．80 -0．06 -2．00

l 2．05 1．52 0．53 25．94

2 1．17 1．32 ．0．15 ．12．82

4 0．85 1．06 -0．21 —24．97

8 0．73 0．69 0．04 5．76

16 0．34 0．29 0．05 15．13

C。d：计算值；Cob。：实铡值；D：差值

7。3讨论

7．3．1紫杉醇血药浓度测定方法的改进

生物样品中紫杉醇的HPLC检测方法，文献报道常以Sep—Pak小柱固相萃取

或用乙腈提取后直接进样，用外标法或内标法测剧14 51。在实际应用中，发现外

标法稳定性差，影响精密度。采取固相萃取法，虽然有简便快速的优点，但测样

费用高，不适合大量样品的测定。用乙腈提取后，内源性杂质较多，干扰含量测

定。

在实验中通过比较几种溶剂的萃取效率，发现二氯甲烷的萃取率小于50％，

乙酸乙酯对紫杉醇虽有较高的萃取率，但内源性杂质多，干扰测定。而用叔丁基

甲醚为萃取剂，提取血清中的紫杉醇，提取液吹干后溶解进样用内标法测定，具

有提取率高(大于90％)，操作步骤简单，内源性杂质对测定无干扰的优点。在

紫杉醇浓度0．06-121．tg／mL时，紫杉醇浓度(C)与HPLC的响应值(紫杉醇与内

标峰面积之比Y)之间成良好的线性关系。回归方程为：Y=0．0166+0．0957C

(F0．9997)，方法平均回收率为90．92％(RSD=1．69％，n=5)。
7．3．2三种给药方式的药代动力学参数分析

载紫杉醇长循环纳米粒一室模型拟合的R值和AIC分别为O．9986和

14．7706，二室模型拟合的R值和AIC分别为0．9998和-2．5545。由以上数据可以

看到，二室模型拟合的R值大于一室模型拟合的R值，而其AIC值小于一室模

型的AIC值，因此采用二室模型是正确的。同样，对于紫杉醇注射剂和载紫杉

醇普通纳米粒静脉注射后的血药数据用二室模型拟合的R值较大而AIC较小，

因此它们的药代动力学数据也采用二室模型拟合。

以市售的紫杉醇注射剂为对照品，测定计算了载紫杉醇纳米粒于小鼠体内的

药代动力学参数。由实验结果可知，PLA纳米粒包裹紫杉醇后对紫杉醇的药代

动力学产生了显著的影响，特别是消除半衰期。经DSPE-PEG修饰的长循环纳

米粒的消除半衰期(Tl，2。6．38h)高于普通纳米粒消除半衰期(Tl，2。2．1lh)，更高
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于紫杉醇注射剂消除半衰期(Tl，2。0．71h)。紫杉醇注射剂的Klo较普通纳米粒和

长循环纳米粒的Klo大得多，说明使用注射剂后紫杉醇从中央室消除的较快，而

普通纳米粒和长循环纳米粒则依次减慢【l“1。此外，注射剂药时曲线的曲线下面

积AUC(6．95)小于普通纳米粒(10．28)和长循环纳米粒(20．11)。这都说明：

在同样的紫杉醇剂量条件下，普通纳米粒和长循环纳米粒可在体内较长时间保持

较高浓度，即可在一定程度上延长体内循环时问，提高紫杉醇的生物利用度，其

中以长循环纳米粒的效果更为显著。

载紫杉醇纳米粒由于其内紫杉醇的逐渐释放，具有较大的消除半衰期。而长

循环纳米粒较普通纳米粒效果更为显著，有更长的体内循环时间，是因其表面

DSPE．PEG的存在。DSPE．PEG是一种常用的辅助表面活性剂，它一端的二硬脂

酰磷脂酰乙醇胺(DSPE)为亲脂性基团，另一端的PEG链为亲水性长链。在

PLA纳米粒的表面上，DSPE可以插入到纳米粒内部，柔顺的PEG长链留在纳

米粒的表面。PEG长链的柔顺性使纳米粒的空间结构时刻发生着变化，从而使

免疫系统难以对其产生有效的识别。PEG长链上的亲水位点还可吸附大量的水

分子从而在纳米粒的表面形成一层水分子膜，减少体内巨噬细胞对纳米粒的吞

噬，从而延长纳米粒于血液循环系统内的驻留时间，增加癌组织对纳米粒的摄取。

正常组织中血管上皮细胞的间隔为100nm左右，而癌组织由于生长速度比正常

组织快，上皮细胞间的孔隙比正常组织的大，处于渗漏状态。这样紫杉醇纳米粒

较易从毛细血管中穿越上皮细胞，到达癌组织，从而有利于提高疗效。PEG亲

水性的长链结构对载紫杉醇纳米粒的修饰作用也使纳米粒得到隐形，使免疫细胞

难于对其产生有效的识别从而使纳米粒对非RES器官的靶向性增加，实际上是

增加了紫杉醇对病变部位的靶向性。

7．4小结

以市售的紫杉醇注射剂为对照品，测定计算了载紫杉醇纳米粒于小鼠体内的

药代动力学参数。结果表明：在同样的紫杉醇剂量条件下，载紫杉醇长循环纳米

粒具有较高的消除半衰期，其消除半衰期为6．38h，而载紫杉醇普通纳米粒和紫

杉醇注射剂分别为2．1lh和O．71h。紫杉醇注射剂的Klo较普通纳米粒和长循环纳

米粒的K10大得多，说明使用注射剂后紫杉醇从中央室消除的较快，而普通纳米

粒和长循环纳米粒则依次减慢。出于DSPE-PEG对纳米粒表面的改性，载紫杉

醇长循环纳米粒可延长紫杉醇体内循环时间。
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第八章结论

论文研究了生物降解聚合物纳米粒载药系统。在大量的文献整理的基础上，

论文选择了天然生物降解高分子材料壳聚糖和合成生物降解高分子材料PLA、

PLGA，水溶性抗癌药物阿霉素和脂溶性抗癌药物紫杉醇，分别开展载阿霉素壳

聚糖纳米粒和载紫杉醇PLA、PLGA纳米粒的研究。论文对纳米粒的制备、表征，

载药纳米粒的体外药物释放行为、体外抑瘤活性和药代动力学进行了研究。

论文的主要研究工作和结论为：

1．载阿霉素壳聚糖纳米粒

(1)通过对一系列影响壳聚糖纳米粒粒径因素的研究，确定了以离子交联

法制备粒径较小壳聚糖纳米粒的最佳条件：壳聚糖脱乙酰度95％，浓度5mg／mL

(1％醋酸溶液)，用量20mL；TPP浓度2．5 mg／mL，用量4mL：TPP溶液以ld／s

的速度滴加入60℃壳聚糖溶液中，在700～800r／rain搅拌速度下反应10min。

在最佳条件下制得的纳米粒粒径最小，体积平均粒径为1 83nm，粒径分布也

较集中，可满足纳米粒载药体系的要求。经TEM观察，粒子成球性好，大小分

布均匀，说明因粒子间的凝集以及小粒子的布朗运动与碰撞而导致粒子粒径分布

范围的变宽不是很严重。红外光谱研究显示，壳聚糖分子的氨基与TPP的磷酸

基之间有较强的静电结合作用，这正是两者能凝聚成纳米粒的原因。

(2)采用先使阿霉素与TPP形成复合物，再将其包封于壳聚糖纳米粒中的

方法可使阿霉素包封率大幅度提高，确定了制备高包封率载阿霉素壳聚糖纳米粒

的最佳条件：

形成阿霉素一TPP复合物过程：温度50℃，保温时间3min，体系pH值8．0，

阿霉素用量1．0mg；载阿霉素纳米粒形成过程：除温度为40"C夕1"其它条件与制备

空白壳聚糖纳米粒相同。

在优化条件下制备的壳聚糖载阿霉素纳米粒，阿霉素包封率为82．73％，载

药量17．2％，纳米粒体积平均粒径为193nm，粒子成球性好，粒径分布均匀，且

具有一定的靶向性。纳米粒表面电位值为+52．1mV，粒度稳定性好，长时间放置

粒径无变化。

(3)载阿霉素壳聚糖纳米粒的体外释放研究表明：阿霉素的体外释放呈三

段模式。在最初几小时内阿霉素有一快速释放，12小时其累积释放率可达10％，

24小时至72小时内阿霉素接近匀速释放，72小时后阿霉素的释放变得非常缓慢。

初期阿霉素的快速释放对药物的快速起效是有利的，初期累积释放量不大，说明

结合在纳米粒表面的药物比较少，绝大部分药物位于纳米粒内部，因此纳米粒具
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有良好的缓释作用。中期阿霉素的近匀速释放说明将药物包裹于纳米粒中起到了

一定的控释效果。最后仍有相当量的阿霉素留在纳米粒中释放不出来，说明阿霉

素与纳米粒载体的结合比较紧密，也体现了较好的包载效果。按Higuchi方程能

较好地描述壳聚糖纳米粒的体外释放曲线，即阿霉素的释放量与时间的平方根成

直线关系，符合水不溶性骨架的释药性能。

研究了阿霉素用量、壳聚糖脱乙酰度及分子量对药物释放的影响，结果显示，

不同条件下制备的纳米粒的阿霉素释放速度有较大差别，表明可根据实际需要制

备具有不同释放阿霉素速度的载阿霉素壳聚糖纳米粒。

(4)用四哗盐(MTT)比色法研究了载阿霉素壳聚糖纳米粒的体外抑瘤活

性。与阿霉素注射剂相比，载阿霉素壳聚糖纳米粒可提高阿霉素的生物利用度，

阿霉素从载阿霉素壳聚糖纳米粒中逐渐释放出来，可避免阿霉素在体内的快速代

谢，不仅可在一定时间范围内维持阿霉素的浓度并且可在较长的时间范围内抑制

癌细胞的生长。

2．载紫杉醇聚合物纳米粒

(1)论文研究了制备不同分子量、共聚比的PLA、PLGA聚合物纳米粒的

二元溶剂分散法，考察了该制备方法对纳米粒产率、粒径的影响，并对纳米粒的

稳定性和在酶作用下的降解进行了研究。

研究中用浊点滴定法阐明了乙醇加入丙酮溶液中对纳米粒粒径和产率的影

响。研究表明纳米粒产率随丙酮溶液中乙醇量的增加而提高，并当乙醇量接近

PLA、PLGA浊点时达最大，而纳米粒粒径却随丙酮溶液中乙醇量的增加而减小，

并当乙醇量接近PLA、PLGA浊点时达最小。因此，可通过滴定测定PLA、PLGA

浊点，从而确定制备具有较高产率和较小粒径的聚合物纳米粒的最优二元溶剂组

成。

确定了制备PLA和PLGA聚合物纳米粒的最佳条件是：最优二元溶剂组成，

聚合物浓度2．5％，相比(1％F-68水溶液／聚合物有机相)5，搅拌速度300 r／min，

聚合物溶液滴加速度1滴／；眇，室温。在此优化条件下，不同聚合物制备的纳米

粒产率均大于90％，平均粒径在130～lS0rtm之间，并有较窄的粒度分布。

PLA、PLGA聚合物纳米粒达CFPT点时，电解质Na2S04浓度都大于

O．7mol／L，远高于血液中电解质的浓度，说明它们都能在血液电解质浓度下稳定

存在。对纳米粒脂肪酶降解的研究表明：随着聚合物分子中羟基乙酸比例的增大，

聚合物纳米粒降解速度加快；酶浓度增加，其与聚合物分子中酯键接触的机会加

大，纳米粒降解速度也加快；纳米粒的酶降解是在纳米粒表面和内部同时发生的，

即纳米粒的降解为均相降解。

(2)研究了载紫杉醇纳米粒的制备，考察了多种因素对纳米粒紫杉醇包封
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率和载药量的影响，并对载紫杉醇纳米粒的稳定性、表面电位和表面修饰进行了

研究，用DSC法分析了紫杉醇在纳米粒中的存在形态。

制备载紫杉醇聚合物纳米粒的最佳条件是：最优二元溶剂组成，聚合物浓度

2．5％，相比(1％F．68水溶液／聚合物有机相)5，搅拌速度300 r／min，聚合物溶

液滴加速度1滴／秒，室温，紫杉醇用量为PLA或PLGA的十分之一。在此优化

条件下，对于不同分子量、共聚比的聚合物制备的载紫杉醇纳米粒紫杉醇包封率

均可达90％，并具有较高载药量。

不同聚合物制备的载紫杉醇纳米粒粒径与空白纳米粒相近，其平均粒径均在

130～180nm之间，并有较窄的粒度分布。DSC分析说明紫杉醇在纳米粒中不是

以晶体的形态的存在，而是以分子分散的无定形状态状态存在。载紫杉醇纳米粒

稳定性研究表明，纳米粒能长期稳定分散存在，长期放置后其粒径及其分布均无

明显改变。

由于PLA、PLGA聚合物分子中游离羧基的存在，载紫杉醇纳米粒和空白纳

米粒的表面电位均为负值。经DSPE．PEG修饰后，由于PEG长链对纳米粒负电

性的掩蔽作用，纳米粒表面电位减小，而纳米粒的粒径略有增大的趋势。

(3)载紫杉醇纳米粒的体外释放研究表明：早期三种聚合物纳米粒中紫杉

醇均有一定程度的比较弱的突然释放，因此这些纳米粒具有较好的缓释作用。随

着时间的延长，紫杉醇释放速率慢慢降低，由于聚合物在室温中性溶液中降解速

度的缓慢，紫杉醇的累积释放率也增加缓慢。按Higuchi方程更能较好地描述载

紫杉醇纳米粒的体外释放曲线，这符合水不溶性骨架的释药性能。

用不同聚合物或不同表面活性剂用量制备的载紫杉醇纳米粒均可连续地以

不同的速度释放紫杉醇，可为纳米粒的临床应用提供多种多样的选择。

(4)用四唑盐比色法研究了载紫杉醇纳米粒的体外抑瘤活性。研究结果表

明，与紫杉醇注射剂相比，载紫杉醇纳米粒可提高紫杉醇的生物利用度，紫杉醇

包封于纳米粒后其活性没有降低，而且可以从纳米粒中逐渐释放出来而在更长的

时间内作用于癌细胞。另外采用载紫杉醇纳米粒的形式给药，无需使用对人体有

不良副作用的Cremophor EL，更加有益于紫杉醇的临床应用。

(5)以市售的紫杉醇注射剂为对照品，测定计算了载紫杉醇纳米粒于小鼠

体内的药代动力学参数。结果表明：在同样的紫杉醇剂量条件下，载紫杉醇长循

环纳米粒具有较高的消除半衰期，其消除半衰期为6．38h，而载紫杉醇普通纳米

粒和紫杉醇注射剂分别为2．11h和0．71h。由于DSPE—PEG对纳米粒表面的修饰，

载紫杉醇长循环纳米粒可延长紫杉醇体内循环时间。
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授权公告目：2004—4—28
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1．纳米药物载体治疗技术一一人体恶性肿瘤．国家863高技术项目

(2001AA218011)．2001年1月

2．特异性高分子纳米载体材料的研究开发．湖南省科委工业攻关计划项目
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3．高纯酯型培儿茶素单体及其异构体衍生物．国家中小企业创新基金项目
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1．周春山，钟世安，蒋新宇等．天然酯型儿茶素单体的分离与提取．评审结论：

国际先进、国内领先水平．湖南省科委鉴定，2001年11月

2．周春山，彭密军，蒋新宇等．高纯金尼泊甙酸的分离提取．评审结论：国际先
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五、著作

1．医科大学化学．北京：化学工业出版社，2003．(编写下册第十六章)
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