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海藻酸钠 /壳聚糖缓释微球的制备及性能
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摘要: 利用海藻酸钠 ( SA )聚阴离子及壳聚糖 ( CS)聚阳离子电解质的性质, 以顺铂 ( DDP)为模型药, 采用

乳化交联法制备海藻酸钠 - DDP缓释微球, 根据静电吸附原理合成 SA /DDP /CS复合载药微球. 研究微球对药

物分子的包载能力及释药特性. 结果显示, 制备的微球圆整, 载药微球表面致密且分散性好, 微球粒径在

11. 0~ 58. 8 m之间,采用原子吸收分光光度计对载药微球的载药率、药物包封率和药物体外释放性质进行了

测试和分析, 结果表明载药微球缓释效果明显,减少了药物的投放量和投放次数,降低了毒副作用.
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顺铂 ( DDP)属细胞周期非特异性药物, 可抑

制细胞的 DNA复制过程并损伤其细胞膜结构, 有

较强的广谱抗癌作用
[ 1]
. 但是 DDP对人体正常细

胞和癌细胞无选择性, 并有肾毒性、消化道反应和

骨髓抑制等严重毒副作用, 使其应用受到限制
[ 2]
.

同时 DDP的抗癌活性不仅依赖于药物浓度的高

低,而且与暴露时间的长短有密切关系. 理想的剂

型应是能将 DDP选择性地输送到靶器官, 达到有

效浓度并维持较长时间
[ 3- 4]

, 因此对 DDP控释的

有关研究成为其抗癌应用研究的一个热点
[ 5- 7 ]

.海

藻酸钠 ( SA )是一种天然的具有生物活性、生物降

解性的聚阴离子多糖
[ 8]
. 壳聚糖 ( CS)是具有氨基

的碱性多糖,具有良好的生物降解性、生物相容性,

是一种无毒的聚阳离子电解质
[ 9]
. 阴阳聚电解质

可通过静电吸附形成沉淀
[ 10 ]

.因此, 本文利用乳化

交联法制备了海藻酸钠载顺铂的药物微球,并在微

球表面利用静电吸附技术制备 SA /DDP /CS. 考察

了缓释微球的形态、粒径、载药率、药物包封率和药

物体外释放行为.

1 实验部分

1. 1 仪器与药品 美国热电公司 M6型原子吸收

分光光度计;中国丹东市百特仪器有限公司, BT -

9300H型激光粒度分布仪; 美国 PE公司的 Spec

trum One型傅里叶红外光谱仪; 日本日立 ( H I

TACH) S530型扫描电镜.海藻酸钠: 医用级, 青岛

晶岩生物制品有限公司; 壳聚糖: 脱乙酰度 90% ,

医用级,济南海得贝生物工程有限公司生产; DDP:

原料药,购自 S igma公司;其他试剂均为分析纯.

1. 2 SA /DDP药物微球的制备 取液体石蜡,加

Span- 80、Tw een- 80于三颈瓶中 40 水浴, 高速

乳匀 10m in,加入含有顺铂的 4% (w )海藻酸钠作

为水相, 搅拌 30m in. 逐滴加入氯化钙溶液后继续

乳匀 3 h, 用石油醚和异丙醇充分洗涤, 离心分离,

40 干燥即得载顺铂海藻酸钠微球粉末. 制备过

程如图 1所示. 将上述制得的 SA /DDP微球与一定

浓度的壳聚糖溶液孵育 30m in后离心, 收集微球,

用同样浓度的壳聚糖溶液清洗 1次,再用水洗涤 2

次后 40 干燥,即得 SA /DDP /CS复合微球.

1. 3 测试 采用美国 PE公司的 Spectrum One型

傅里叶红外光谱仪测试壳聚糖微球样品的红外光

谱 ( IR) ,以此为基础对海藻酸钠、壳聚糖静电吸附

机理进行分析; 用日本日立 (H ITACH ) S530型扫描

电镜 ( SEM )对载顺铂微球进行形貌和粒度观察,

用 BT- 9300H型激光粒度分布仪测试载药样品的

粒度分布. 利用美国热电公司 M6型原子吸收分光
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光度计测试载顺铂复合微球的载药率和药物包封

率.

图 1 乳化交联法制备 SA /DDP微球示意图

F ig. 1 Schem atic representa tion o f prepara tion o f SA /DDP

m icrospheres by em ulsion cross- linking m ethod

分别取平行样品 3个, 精确称量载药微球 10

mg,用 w = 65%浓硝酸 2mL加热 80 至完全溶

解,定容至 100 mL, 用原子吸收分光光度计测试

SA /DDP /CS复合微球中 Pt
2+
含量, 计算出 DDP含

量,参照 2005年版 中华人民共和国家药典 规

定
[ 11]

,根据 ( 1) , ( 2)式计算 SA /DDP /CS载药微球

的载药率和包封率:

载药率 = (微球内药量 /微球总质量 ) 100%,

( 1)

药物包封率= (微球内药量 /加入的总药量 )

100% . ( 2)

1. 4 载药微球药物体外释放性质 考察复合微球

中所载药物顺铂在 pH值为 7. 4的 PBS介质中的释

放性能.各取平行样品 3个,精确称取载药复合微球

10mg,装入 12. 5mm透析袋中, 将透析袋两头扎牢

使微球不外漏,置于装有 pH值为 7. 4的 20mL PBS

缓冲溶液的试管中,盖好盖子. 37 水浴恒温振荡,

定时取出 PBS并换入等量新鲜的 PBS,用原子吸收

分光光度计测定取出的溶液中 Pt
2+
浓度, 计算出

DDP含量,并绘制累积释药量-时间曲线.

2 结果与讨论

2. 1 红外光谱分析 用红外光谱仪对 DDP, CS,

SA微球及载药微球 ( SA /DDP /CS)进行分析.

图 2为顺铂、壳聚糖、海藻酸钠微球、SA /DDP /

CS自组装载药微球的红外谱图.在 CS的红外光谱

(图 2 ( b) )中, 3 440 cm
- 1
处宽峰是 OH伸缩振动

吸收峰与 NH 伸缩振动吸收峰重叠而增宽的多

重吸收峰; 1 629 cm
- 1
处为 NH2的对称弯曲振动

吸收峰; 1 421 cm
- 1
处吸收峰是 CH2的变形吸收

峰.图 2( c)是 SA微球的红外光谱, 1 615 cm
- 1
是羰

基的特征吸收峰; ( a )为顺铂的红外光谱, 1 307,

801 cm
- 1
处的吸收峰为顺铂的特征峰; ( d)为包 1

层壳聚糖的载药微球的红外谱图, 1 562 cm
- 1
出现

了 NH
+
3 的反对称变形振动吸收峰, 由原来壳聚

糖中 NH 2的弯曲振动吸收峰 1 629 cm
- 1
向低波

数移动 67 cm
- 1
, SA的羰基对称伸缩振动峰在 1

631 cm
- 1
,由原来的 1 615 cm

- 1
向高波数移动 16

cm
- 1
,证明了海藻酸钠的 COO

-
与壳聚糖的

NH2通过静电作用形成了聚阴阳离子复合物,静电

吸附过程如图 3所示.

图 2 顺铂 ( a)、壳聚糖 ( b)、海藻酸钠微球 ( c)、SA /

DDP /CS自组装载药微球 ( d)的红外光谱图

F ig. 2 IR spectra of DDP ( a), CS ( b), SA m icrospheres

( c), SA /DDP /CS m icro spheres ( d)

2. 2 自组装微球的形貌和粒度分布 以顺铂为模

型药物,采用乳化法得到的海藻酸钠载药微球,其扫
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描电镜形貌如图 4( a)所示. 图 4( a)表明, 实验所得

海藻酸钠载药微球的球形度较好,微球球径大多在

10~ 50 m之间,分散性较好. 自组后的装载药微球

形貌如图 4( b)所示,球径较未组装前变化不明显,

但有少量微球之间有粘连现象, 这可能是静电吸附

以及干燥过程中分子间团聚形成的结晶形貌.

载药微球样品的激光粒度分布如图 5所示. SA /

DDP微球图 5( a)的中粒径 D 50为 21. 0 m,大部分分

布在 6. 5~ 46. 5 m (D 10 ~D 90 )范围内; SA /DDP /CS复

合微球的激光粒度分布如图 5( b), D 50为 31. 7 m,大

部分分布在 11. 0~ 58. 8 m (D 10 ~D 90 )范围内,粒径较

SA /DDP载药微球略有增大.

图 3 SA和 CS静电吸附示意图

F ig. 3 The electrostatic absorption effec t of SA and CS

图 4 SA /DDP微球 ( a)、SA /DDP /CS自组装载药微球 ( d)的 SEM照片

F ig. 4 SEM im ages of drug loaded SA /DDP m ic rospheres( a), SA /DDP /CS( b)

图 5 SA /DDP( a)和 SA /CS /DDP( b)微球的激光粒度分布图

F ig. 5 Laser partic le- size distributing graphs of ( a) SA /DDP m icrosphe res, SA /CS /DDP com pos item ic rospheres ( b)
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2. 3 载药率和药物包封率 表 1是 SA /DDP, SA /

DDP /CS复合微球的载药率和药物包封率数据列

表.从表中数据可以看出, SA /DDP, SA /DDP/CS复

合微球的载药率分别为 21. 32% , 19. 93%, 药物包

封率分别为 82. 67% , 77. 28%, 表明包覆 CS层后,

载药量下降.这可能是在静电吸附过程中离心、水

洗及转移损失一定的药物. 总体数据和未组装前的

SA微球载药量 ( 21. 32% )比较,下降不大, 较理想.

表 1 复合微球的载药率和药物包封率

Tab. 1 Contents o fDDP load ing ra tio and encapsu la tion e ffic ien

cy o f com posite m icrospheres ( m ean SD, n = 3)

载药

微球

理论载

药率 /%

载药

率 /%

药物包封

率 /%

SA /DDP 25. 79 21. 32 1. 45 82. 67 1. 86

SA /DDP /CS 25. 79 19. 93 1. 62 77. 28 2. 42

2. 4 载药微球的体外药物释放实验 图 6是

DDP, SA /DDP和 SA /DDP /CS在 pH 值为 7. 4的

PBS中的体外释放曲线图. 由图可知 DDP的溶解

速度快,在 1h时有约 92%的 DDP通过透析袋溶解

在 PBS溶液中, 3h后溶液中 DDP含量基本无变

化. SA /DDP 和 SA /DDP /CS的累计释放量达到

50%的时间分别约为 17 h和 22 h.在 24 h内 2种微

球中 DDP的释放量均较高, 其累积释放量分别为

65%和 57% . 24 h后 2种微球的 DDP释放量明显

减少, 到 48 h时 2种微球的累积释放量分别为

83%和 73% ,经过静电吸附后, 载药微球的释放速

率与未包覆 CS的微球比较,累计释放量下降较大,

释放平稳,初期暴释现象有所减少. CS使得微球厚

度增加,微球的表面细孔部分关闭, 导致多层膜渗

透性下降,减缓了药物分子的释放速率, 从而有效

延长释放时间.

3 结 论

以 SA和 CS为复合载体,顺铂为模型药制备出

以 SA为内层, CS为外层的载药 SA /DDP /CS复合微

粒,粒径分析和 SEM形态观察结果表明复合微球的

直径较 SA /DDP微球略有增加, 球型规整, 分散性

好,载药率和包封率较 SA /DDP微球低,体外药物释

放时间明显延长,具有良好的缓释效果,减少了药物

的投放量和投放次数,降低了毒副作用.

图 6 样品的体外 DDP释放曲线

F ig. 6 In vitro DDP re lease cu rves o f sam ples ( m ean

SD, n = 3)
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Abstract: To study the insect- resistantmechan ism of transgen icChIFN - tobacco, the protease activity of

tobacco budw orm a fter feeding on fresh tobacco leaves, tobacco vo latile components, and the epiderm al trichome

density w ere investigated in the current case. The results show ed that insects had a sm aller quantity of transgen ic

tobacco leaves, w hich may resu lt in less body endocrine protease and low er activity. Compared w ith the w ild type

(WT, control) , the T0 and T1 generat ion of transgenic tobacco demonstrated an obv iously higher contents of Du

va triend io l and 4, 8, 13 - Duvatriene- 1, 3 - dio.l The density of trichome in transgen ic tobacco leaves w as

49. 2% h igher thanWT. It possib ly happened when some transcription factors w ere activated by ChIFN - and

bind the c is- regu latory e lem ents o f trichome deve lopm ent- related genes, increased the expression o f the tri

chom e- re lated genes, consequently led to the secret ion of terpeno id, wh ichm ay be ascribed to thema in mecha

n isms of the transgenicChIFN - gene tobaccos.

K ey words: ch icken interferon gamma; transgenic tobacco leaves; trichom e; terpeno id; insect- resistant

mechanism
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Preparation and property of a lg inate /ch itosan m icrospheres for con trolled releasing

WANGH ong l,i CHEN Feng le,i CHEN Tao, HU Xue me,i L I Zh,i X IN Y ing

( Schoo l o f Pharm acology, ChengduM edical Co llege, Chengdu 610083, China)

Abstract: A lg inate ( SA ) and Chitosan ( CS) w ere an ion and cation po lye lectrolyte, respect ive ly. U sing c is

- D iamm ined ichlorop la tinum ( DDP) as the model drug, m icrospheres loaded w ith DDP were prepared by

crosslinking- emulsion method. E lectrostat ic absorption techn ique w as used to prepare DDP m icrospheres coated

w ith CS. The drug loaded in SA /CS /DDPm icrospheresw as observed by SEM, and the results indicated that these

m icrospheres show ed dense surface and excellent sphere- form ing ab ility, and the sizes o fm icrospheres are in

the range of 11. 0 58. 8 m. In addit ion, the drug loading ratio and effic iency as w e ll as drug re leasing curves

w ere also invest igated in v itro, and the resu lts show ed that SA /DDP /CS m icrospheres displayed an excellent drug

contro lled releasing.

K ey w ords: alginate; ch itosan; cis- diamm ined ichlorop latinum; contro lled release
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