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! ! 摘要：目的* 采用 CD E D E 溶剂挥发法制备硫酸长春新碱 FGH! 微球，评估添加剂碳酸锌对微球形态及药物释放

速率的影响。方法* 测定硫酸长春新碱在 I 种不同 JK 条件下的降解规律，选定适合药物体外释放最适宜介质条件。在

微球制备过程中添加 / 种不同量（L D L MN 、-,N ）的碳酸锌，对其和不添加碳酸锌的硫酸长春新碱 FGH! 微球进行表

征及体外释放测定。结果* 碳酸锌可明显增加微球中药物的稳定性，+3 A 的体外释放测定结果显示，添加碳酸锌的微

球累积释药量都达到 2,N 以上，而未添加碳酸锌的微球释药量仅为（MI? / O -? -）N 。添加 -,N 碳酸锌对提高微球药物

稳定性的作用优于 MN 碳酸锌。结论* 添加碳酸锌对于制备硫酸长春新碱 FGH! 微球是必要的，能改善药物在 FGH! 微

球内部酸性微环境中的稳定性，明显减少其药物降解量。
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& & 近年来，以可降解生物材料为囊材制备载药微

球的研究和应用越来越广泛，其中又以合成高分子

材料具有质量稳定、降解速度可调节等突出优点而

受到重视。目前被大量用于微球控释系统的合成高

分子材料主要有乳酸 ’ 羟基乙醇酸共聚物（ !"#$）

和聚乳酸（!"$） 等，且已有一些采用 !"#$ 的控缓

释微球制剂，如 "()*+, -.)+/ 上市。但是 !"#$ 微球

中存在着低 )0 的酸性微环境［1，2］，因此以 !"#$ 为

囊材包载一些酸性条件不稳定的药物就成为难点。

长春新碱是提取自夹竹桃科植物长春花的生物

碱，常 用 其 硫 酸 盐———硫 酸 长 春 新 碱 （ 34,5*46/4,.
6(789/.，:;< ），是应用广泛的一种细胞毒类抗肿瘤

药物，曾用于 包 括 神 经 细 胞 瘤、脑 瘤、肺 癌、恶 性

黑色素瘤和艾滋病相关 =9)+64 肉瘤等在内的实体瘤

和血液肿瘤的治疗。有研究证实，增加 :;< 在肿瘤

组织的浓度和延长给药时间可明显改善药物的抗肿

瘤效果［>］。由于其具有明显的剂量限制性神经毒性，

全身给药常在癌症患者引起不可接受的毒性副反应，

大大限制了其在临床上的应用［?］。:;< 是一种化学

性质不稳定的药物，其在水溶液和有机溶剂中都易

降解，这也是冻干粉针剂是其目前唯一剂型的重要

原因 之 一，尤 以 其 降 解 动 力 学 受 )0 变 化 影 响 最

大［@］。一些弱碱盐，如碳酸锌、氢氧化镁、碳酸镁

和碳酸钙等可以不同程度的克服 !"#$ 微球内酸性

微环境的影响，提高对 )0 值敏感药物的稳定性。其

中以碳酸锌碱性适中，能起平缓改 善 !"#$ 微 球 内

酸性的作用，因此应用较多［A］。本研究试图通过把

:;< 制备成缓释微球制剂，实现肿瘤组织局部的高

浓度持续给 药，从 而 达 到 提 高 抗 肿 瘤 效 果 的 目 的。

同时探索通过添加弱碱盐碳酸锌克服微球微环境的

不利影响，以期提高 !"#$ 微球中 :;< 的稳定性。

材料和方法

试剂& :;<（纯度 B CDE ，上海康爱生物制品有

限 公 司 ）， !"#$（ FG@H，HHHIDH，HHH，@H：@H，

中国科 学 院 成 都 有 机 化 学 研 究 所 ）， 碱 式 碳 酸 锌

（J7(K9），乙腈、二氯甲烷、石油醚、甲醇等试剂均

为分析纯或色谱纯级。

仪 器 & JA L 1H 乳 匀 机（ J7(K9），搅 拌 机（ M=$，

德国），十万分之一天平（ !*.5469 瑞士），高效液相

色谱仪（#476+,，法国），空气浴振荡器（0NO ’ ;，

哈尔滨 东 联 电 子 厂），扫 描 电 镜（ !0M"M!P Q" ’ >H

RPRF，荷 兰 ）， 激 光 粒 度 分 析 仪 （ F973.*, P 7+,S
T.U，英国）。

微球制备& 将 2HH VS !"#$ 溶于 ? V7 乙腈 W二氯

甲烷（1W1）混合溶剂中，同时加入一定比例的碱式

碳酸锌，振荡 分 散，然 后 加 入 @HH !7 :;< 水 溶 液，

高速乳匀形成 G L X 型初乳，迅速将初乳转入搅拌的

含司班 DH 的 液 体 石 蜡 中，2HH * L V4, 持 续 搅 拌 ? Y，

固化微球，加入石油醚和少量无水乙醚继续搅拌 1@
V4, 萃取残留有机溶剂，然后抽滤收集微球，真空干

燥器中干燥 ?D Y 后待检。

原料药在不同 $% 条件下的降解试验& 为了选定

用作体外释放的最佳介质，把相同浓度的药物置于 ?
种不同 )0 的 磷 酸 盐 缓 冲 液 中（ )0 2% H、?% D、A% D
和 Z% ?），于空气浴振荡器中（>Z [ 1）\、（Z@ [ 1）

* L V4, 振荡，每种 )0 值条件分别做 ? 组平行，在一

定时间间隔取样并用高效液相法测定药物含量，共

取样 A 次。计算出不同 )0 条件下药物降解半衰期。

微球表面形态及其粒径分析 & 将干燥后的微球

置于金属片上，真空喷金处理后，用扫描电镜考察

微球形态及表面特征。微球分散在纯水中经超声处

理后激光粒度分析仪检测微球平均粒径及粒径分布。

包封率和载药量的测定 & 精密称取 1@ VS 微球，

加入 1 V7 二氯甲烷，待 !"#$ 充分溶解后，用高效

液相流动相萃取药物，萃取过程中通入 ]2，使二氯

甲烷 完 全 挥 发，定 容 后 过 滤 处 理，萃 取 液 经 0!";
分析。包封率 ^ （ 微球药物含量 L 投药量） _ 1HHE ；

载药量 ^ （ 微球药物含量 L 微球质量） _ 1HHE 。

体外释放实验& 精密称取 1@ VS 微球包于透析袋

后投入小三角瓶中，释放介质为 D V7 磷酸盐缓冲液

溶液（)0 ?% D，含 H% H2E 叠氮钠），于空气浴振荡器

中（>Z [ 1）\、（Z@ [ 1）* L V4, 振荡，每种微球释放

同时做 ? 组平行样。于固定时间间隔取 H% @ V7 样并

补加等量新鲜 !‘P。

高效液相定量分析药物 & 采用高效液相色谱法

测定药物，"9T$7749,5. 紫外检测器，aF; 反相色谱柱

（;1D，?% A _ 1@H VV，H% @ !V），流动相（ 甲醇 W磷酸

盐 溶 液 3 L 3 ^ AH W ?H，)0 Z% H ），1 V7 L V4,， 柱 温

?H\，紫外检测波长 2CA ,V，样品均经 H% 22 !V 滤

膜过滤。

统计学处 理 & 实 验 数 据 以 均 数 [ 标 准 差 表 示，

样本均数间比较采用 ! 检验，> 种微球的释放采用方

差分析，以 " b H% H@ 表示差异有显著性。
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结! ! 果

不同 $% 值对 &’( 降解的影响! "#$ 在不同 %&
值 ’() 中的降解速度及其降解产物有明显差异。第 *
天取样的 &’+# 检测结果显示，在 %& ,- .、/- 0 和 1- ,
的 ’() 中 "#$ 已分别减少到（2.- / 3 0- 1）4、（1- , 3
5- 6）4和（*2- 5 3 5- 5）4，每个色谱图上 "#$ 峰面积

都不同程度减小，而且出现了降解产物的峰。在 %& 1- ,
的溶液中，"#$ 峰之前出现 / 个小的降解产物峰（峰 6
和峰 ,）；在 %& /- 0 溶液中，谱图上其 "#$ 降解产物峰

（峰 /）面积大于 "#$ 峰，也即大部分药物已降解（图

5）。每一组样品的药物降解速率按准一级反应拟合得出

"#$ 在 %& /- 0、,- .、*- . 和 1- , 条件下降解 704 分别

需要 /- 5、.6- 0、/7- * 和 1- 1 8（图 /）。, 种 %& 介质的

降解速率间差异有显著性（! 90- 05.2）。
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图 )# "#$ 及其降解产物的高效液相色谱

*+, )# &’+# :;<=>?@=A<?>B =C "#$ ?D8 E@B 8FA<?8?@E=D %<=8G:@B
H- %& ,- .，@ 9 08；(- %& /- 0，@ 9 *8；#- %& ,- .，@ 9 *8；I- %& 1- ,，@ 9 *8
峰 5 为 "#$，峰 /、6、, 为 "#$ 的降解产物

’F?J 5 EB "#$，%F?J /，6，?D8 , ?<F @;F 8FA<?8?@E=D %<=8G:@B
!

! ! 微球形态学及粒径分析! 扫描电镜下可见微球呈

圆整球形，表面光滑，无黏连；添加碳酸锌的微球表

面附着少量颗粒（图 6）。粒径分析结果显示，未添加

碳酸锌、添加 74 和 504 碳酸锌微球的平均粒径分别

为（/.- 62 3 0- .5）、 （/.- 5/ 3 0- **） 和（/1- 21 3
0- 20）!>，6 组间差异无显著性（! K 0- 07）；其粒径

分布也较均匀，204粒径范围分别为（57- 1. 3 /- *2）L
（*,- 16 3 ,- /,）!>、 （55- /5 3 5- ,1）L（7.- 0, 3
/- 17）!> 和（7- 5/ 3 /- 01）L（75- ,* 3 6- /6）!>。

微球载药量及包封率 ! 未添加碳酸锌、添加 74
和 504 碳酸锌微球的包封率分别为（12- 0 3 5- 0）4 、

（1,- , 3 5- ,）4 和（1*- * 3 5- 0）4 ；载 药 量 分 别 为

（6- , 3 0- /）4 、（6- 5 3 0- /）4 和（6- 0 3 0- 5）4 ；6
组间的包封率和载药量差异均无显著性（! K 0- 07）。

微球的体外释放 ! 添加不同量碳酸锌的微球释

放曲线表现为 6 相释放，起始为突释，最初 /, ; 内

添加 74 和 504 碳 酸 锌 的 两 种 微 球 释 放 量 分 别 为

（/*- / 3 5- 0）4 和（/.- / 3 0- .）4 ，随后释药速率变

慢，到第 6 周时总释药量分别达（7.- 1 3 5- 6）4 和

（*0- . 3 5- /）4 ，第 6* 天总释药量分别为（1*- 5 3
5- 0）4 和（.6- . 3 5- 0）4 ；不添加碳酸锌的微球体

外释放曲线则表现为两相释放，起始为突释，最初



硫酸长春新碱 !"#$ 微球的制备及其性质

!"#% $% &"% ’ & !"#$$

’( ) 释放量为（’(% * + ,% -）. ，此后释放速率逐渐

减慢，第 ’, 天释放量为（(-% / + ,% 0）. ，第 */ 天

释放量为（1(% ’ + ,% ,）. ；* 种 微 球 的 释 放 量 差 异

有显著性（! 2 0% 0’,(）（ 图 (）。
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图 %$ 硫酸长春新碱在不同 34 值环境中降解曲线（" 2 *）
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图 !$ 硫酸长春新碱的扫描电镜图（ J , 000）

&’( !$ IKL <M976C =? !"#$ M<B8=C3)686C（ J , 000）

$% NOP 微球；H% 含 1. Q>OR* 的 NOP 微球；O% 含

,0. Q>OR* 的 NOP 微球

$% NOP M<B8=C3)686C；H% NOP M<B8=C3)686C B=E6>B93E
CD@9;6: S<;) 1. Q>OR* ；O% NOP M<B8=C3)686C B=E6>E
B93CD@9;6: S<;) ,0. Q>OR*
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图 "$ NOP 微球的体外释放曲线

&’( "$ #" $%&’( 86@69C6 BD8A6C =? NOP M<B8=C3)686C
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采用可降解生物材料制备抗癌药物的控缓释微

球制剂已有许多研究，其中使用较广泛、研究较多

的是聚酯材料如 !"$ 和 !"#$，目前包囊过的化疗药

物包括氟尿嘧啶、顺铂、多柔比星和丝裂霉素喜树

碱等［- T ,0］。本研究制备的 NOP 长效缓释微球主要用

于治疗肾母细胞瘤、脑胶质瘤及艾滋病相关 U93=C<VC
肉瘤等。

本研究采用 W X R X R 乳化溶剂蒸发法制备了水溶

性药物 NOP 的 !"#$ 微球，选用混合溶剂乙腈和二

氯甲烷（,Y,） 作为分散 相。由 于 NOP 是 易 溶 于 水

的药物，为了获得较高的包封率，所以采用 W X R X R
法及液体石蜡作为连续相。而选用石蜡作为连续相，

则必需选择与其不混溶的有机溶剂作为分散相，单

独使用乙腈不能确保在微球形成过程中获得稳定的

乳滴，同 时 加 入 二 氯 甲 烷 则 有 助 于 形 成 稳 定 的 乳

滴［,,］。

NOP 在水溶液和有机溶剂中都容易降解，尤其

以 34 对其降解动力学的影响最大［*］。N6>:8<7 等［1］

研究发现，NOP 在 G0Z 条件下 34 (% G 左右最稳定，

而且 NOP 在不同 34 条件下的色谱行为具有较为明

显的特征。为了研究 NOP 在 *-Z条件下的体外稳定

性以及选定最适于测定 NOP 微球的体外释放介质，

本研究测定了 NOP 在 ( 个不同 34 值，即 ’% 0、(% G、

/% G 和 -% ( !HI 条件下 NOP 的降解规律，结果发现

NOP 在 34 (% G 的 !HI 中最稳定，半衰期长达 G* :，

与 N6>:8<7 等［1］的结论一致。因此，在本研究中选择

34 (% G 的 !HI 作为微球的体外释放介质。

本研究制备的 * 种微球从表面形态来看，不添

加碳酸锌的微球表面光滑规则，而添加碳酸锌的微

球表面可见一些颗粒状附着物，并且随着加入量的

增加，表面附着物也相应增多，推测为碳酸锌。因

为碳酸锌不溶于有机溶剂，所以在微球中是以一种

小颗粒状散布于微球内部和表面。粒径分析结果显

示，* 种微球的平均粒径和粒径分布接近，差异无显

著性。

有证据表明，!"#$ 微球中存在着酸性微环境，

34 值 可 低 达 * 以 下［,，’］，这 无 疑 对 于 包 囊 其 中 的

NOP 原料药的稳定性产生影响。微球中酸性微环境

的主要形成机理是 !"#$ 水解过程中酸性产物的聚

集，因此微球中药物的降解主要是发生在释放过程



中 国 医 学 科 学 院 学 报

!"#$$ $ ()*+, $--.

中。喜树碱在 !" # $ 的酸性条件下稳定，包囊在 %&’
() 微球中检测其体外释放量，酸性微环境的喜树碱

聚集失活量明显少于添加了碱式盐的微球，提示 %&’
() 的酸性微环境使其稳定性大大提高，可以达到稳

定持续释放药物的目的［*］。与此相反，+,- 在 !" #
./ 0 的环境中降解很快，为了减少这种不利影响，在

微球制备过程中，在囊材的溶液中加入弱碱盐碳酸

锌，可提高微球内部 !" 值以增加 +,- 稳定性，减

少药物降解。从微球药物释放结果来看，添加碳酸

锌的微球在 12 3 的检测中，总释放量显著高于未添

加碳酸 锌 的 微 球， 且 "%&, 色 谱 图 上 未 见 明 显 的

+,- 降解产物峰。这说明添加碳酸锌提高了微球内

环境的 !" 值，增加了药物的稳定性。此外，从添加

了碳酸锌的微球总释药量来看，仍然有少部分药物

发生了降解，这一现象的原因可能在于碳酸锌的添

加量没有达到最优，需要选用多个不同量的碳酸锌

作添加剂以筛选出最优添加量；且碳酸锌在微球中

的分布是不均一的，微球内部碳酸锌分布较少或局

部位置仍因 %&() 降解产物而使药物降解。

综上所述，本研究采用 45 6 5 6 溶剂挥发法成功

制备了载 +,- 的 %&() 微球，并通过添加碳酸锌提高

了微球内部酸性微环境的 !" 值，减少了药物降解，

增加了药物释放量，这一制备方法简单实用。此外，

添加 789 （: 5 :） 碳酸锌优于添加 $9 （: 5 :） 碳酸

锌的效果。
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