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摘要 为研究对三聚磷酸钠 ×°°交联的壳聚糖纳米粒的表面游离氨基与纳米粒的性质之间的关联性 采用胶

体滴定法测定壳聚糖纳米粒表面氨基游离率 考察表面游离氨基的数量及离解程度对纳米粒粒径 !电位 !形态及对

药物包封率和体外释药特性的影响 并阐述这种变化机制 ∀结果表明 随 ×°°浓度增加 表面游离氨基逐步减少 在

一定 ×°°浓度范围内 纳米粒粒径减小 表面 电位降低 稳定性也随之下降 粒子易聚集 释药速度和程度也随

之降低 但药物包封率未受到影响 随着 升高 表面游离氨基离解程度降低 纳米粒粒径亦随之减小 表面 电

位降低 ∀酸性介质提高纳米粒的释药速度和程度 在中性和碱性介质中纳米粒的释药速度和程度明显降低 ∀交联

程度和 影响表面游离氨基的数量或离解程度 进而影响纳米粒的体积相转变 溶胀 收缩过程 等重要性质 ∀表

面游离氨基与纳米粒性质间有密切的联系 ∀

关键词 壳聚糖 纳米粒 游离氨基 理化性质
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  主动靶向给药系统即用某种具有特殊亲和力的

载体把药物定向输送到靶器官 !靶细胞发挥作用 从

而减少药物全身分布 减少用药剂量和给药次数 降

低其不良反应 ∀治疗药物对靶细胞特异性定位分布
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是药学领域的一个极富科技意义的挑战 ∀壳聚糖纳

米粒  ≤≥2°由于具有良好

生物相容性及生物可降解性 因而在药剂学中的应

用日趋广泛 ≈ ∀ ≤≥2°表面游离氨基使其具有许

多特殊功能 可进行多功能基化学反应和立体结构

修饰 如将具有主动寻靶作用的单抗或配体通过化

学修饰与之相结合 获得具有定位传输功能的主动

靶向制剂 ≈ ∀ ≤≥2°制备大多采用化学交联法和

离子凝胶法 ≈
前者是通过交联剂与壳聚糖中氨基

化学键合 后者通过阴离子与带正电氨基的静电作

用而发生物理交联反应 ∀在两种制备方法中 被结

合的氨基将失去了靶向修饰的能力 ≈ ∀因此 明确

表面游离氨基的数量及解离程度 了解这些因素与

≤≥2°其他重要特性之间的关系 是设计 ≤≥2°

主动靶向制剂必须解决的问题 ∀

本实验以普遍采用的离子凝胶法制备 ≤≥2°

研究凝聚剂浓度及纳米粒分散介质 对表面游离

氨基的数量及离解程度的影响 同时测定纳米粒形

态 !粒径 !表面电位 !稳定性 !药物包封率 以阿霉素

为模型药 及释药动力学等重要性质 了解表面游

离氨基与纳米粒其他重要特性之间的联系 为设计

≤≥2°主动靶向给药系统提供有效的调控方法 ∀

材料与方法

仪器与设备  高效液相色谱仪 包括 • 

泵和 • 紫外检测器 • 公司 

∞ 2  透射电子显微镜 点分辨率 1 

晶格分辨率  1 日本电子株式会社 

马尔文粒度仪 英国  √公司  2

超声波匀质仪 天津奥特赛恩斯仪器有限公

司 超滤离心管  • 德国 ≥∏公司 ∀

药品与试剂  壳聚糖 脱乙酰度   ≥

公司 盐酸阿霉素 ¬∏ ⁄÷  

中国药品生物制品检定所 三聚磷酸钠 ∏

×°°天津市化学试剂一厂 聚乙

烯硫酸钾 ≈√∏∏ °∂ ≥链

节相对分子量以 ≤  ≥计算为 1≥公

司 苯甲胺蓝 上海化学试剂公司  1醋酸盐

缓冲液 取醋酸钠 1 加冰醋酸 1 再加水

稀释至   1磷酸盐缓冲液 取磷酸二

氢钾 1 加 1 # 
氢氧化钠溶液  

再用水稀释至   1碳酸盐缓冲液 1

# 
碳酸钠和 1 # 

碳酸氢钠以 Β

体积比混合 甲醇 !乙腈为色谱纯 其他试剂均为

分析纯 ∀

ΧΣ2ΝΠσ及载药 ΧΣ2ΝΠσ的制备  应用离子凝

胶法制备壳聚糖纳米粒 ∀在室温搅拌条件下 将不

同质量浓度 ×°°溶液 1  1 1 1

 # 

与  # 

壳聚糖溶液 溶于 

醋酸中 以体积比 Β混合 通过阴阳离子的静电

作用自发形成纳米粒 超声分散  得系列空白

≤≥2°混悬液 ∀另称取适量 ⁄÷  加到壳聚糖溶液

中 ⁄÷  质量浓度为 1 # 

同法制备得系

列载药 ≤≥2°混悬液 ∀

胶体滴定测定 ΧΣ2ΝΠσ表面游离氨基 ≈  用双

蒸水配制 1 # 


°∂ ≥标准溶液 ∀精密移

取  壳聚糖溶液 按上述方法制备系列空白

≤≥2°液 定容至  ∀精密移取  置于锥形

瓶中 加入 1 ×指示剂  Λ摇匀后用

°∂ ≥标准溶液滴定至溶液由蓝色变为紫红色 并

在  内不褪色即为终点 ∀另移取双蒸水  做

空白实验 ∀记录样品滴定与空白滴定所消耗 °∂ ≥

的体积差 ∃ς ∀另精密移取  # 
空白壳聚

糖溶液  定容  从中移取  同法滴

定 记为 ∃ς 每批样本平行测定 次 ∀ ≤≥2°表

面氨基游离率为 ≤≥2°表面游离氨基摩尔数与等

量壳聚糖溶液中总游离氨基摩尔数的百分比 即 

∃ς ∃ς ≅  ∀

ΧΣ2ΝΠσ形态 !粒径和电位分析  取少量 ≤≥2

°混悬液 倍稀释 滴至铺有碳膜的铜网上 静

置  再滴加 磷钨酸负染  在透射电子

显微镜下观察其形态 ∀另取纳米粒液适量 用激光

粒度分析仪测定纳米粒的平均粒径及 电位 ∀每

组重复实验 批 ∀

πΗ对 ΧΣ2ΝΠσ表面游离氨基及物理性状的影

响  取系列 ≤≥2°液各  搅拌条件下缓慢滴

加 1 # 


溶液 调至  111

1111时搅拌  超声分散  测定

纳米粒的粒径 !电位变化 ∀取  11环境下

1 # 


×°°交联 ≤≥2°电镜下观察形态 ∀

每组重复实验 批 ∀

阿霉素壳聚糖纳米粒 (∆ΞΡ 2ΧΣ2ΝΠσ)包封率的

测定  移取载药 ≤≥2° 加到超滤管中 

  # 
离心  取离心液 稀释 倍 

 °2°≤法测定含量 计算游离药物量 Ω游 ⁄÷ 

的包封率  Ω总  Ω游  Ω总 ≅  Ω总表示药物

总投放量 ∀取  # 
的 ⁄÷  标准溶液  

加到超滤管中 同法操作 测定离心液中的药物浓
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度 计算回收率 ∀每组重复实验 次 ∀

阿霉素含量分析方法  按文献 ≈方法稍

加改进  °≤色谱条件 流动相为甲醇 2乙腈 21

# 
乙酸钠溶液 2冰醋酸 ΒΒΒ色谱

柱   ÷ ≤ 柱  Λ 1  ≅  

公司 检测波长  柱温  ε 流

速  # 

进样量为  Λ∀ 标准曲线

制备 精密称取 ⁄÷  对照品 用 甲醇 2水配成质

量浓度为  # 
的储备液 ∀再配制终质量浓

度为 11和 1 # 
的系列标

准溶液 °≤法测定含量 ∀以浓度 Χ对峰面积 Α

作线性回归 ∀并将  # 
的储备液做 倍

稀释实验 计算回收率 ∀

体外释药实验  精密移取各载药纳米粒  

加入筒状透析袋中 用透析夹子夹住两端 悬浮于

 介质溶液 水  1醋酸钠缓冲液  1

磷酸盐缓冲液  1碳酸钠缓冲液 中  ε 水

浴摇床 分别于 11和

 取外液  同时补充等量介质 ∀ °≤法测

定含量 计算释放的游离药物总量及各时间点纳米

粒的累积释放率 ∀以下式计算 累积释放率  透

析外液药物总量 纳米粒液中药物总量  ≅  ∀

精密取  游离阿霉素水溶液 同纳米粒中药物

含量  1 # 

按同法透析 考察该透析条

件的回收率 ∀

结果

1  纳米粒表面游离氨基数量与粒径和电位的关系

≤≥2°的表面游离氨基在酸性介质中被质子

化为 2


用标准聚阴离子 °∂ ≥直接滴定表面

游离氨基 ∀由表 可见 随着 ×°°的质量浓度增

加 壳聚糖中的 2

数明显减少 表明 ×°°阴离

子与壳聚糖 2

基团分子间和分子内的交联是

≤≥2°形成的关键 通过控制 ×°°阴离子与壳聚

糖 2

的比例可得到不同表面氨基游离率的 ≤≥2

°∀随着表面游离氨基数量的减少 ≤≥2°粒径

和 电位相应减少和降低 ∀

2  表面游离氨基的离解程度对 ΧΣ2ΝΠσ物理性状

的影响

2. 1  纳米粒的形态特点  在透射电子显微镜下 

 时纳米粒呈球形或类球形 结构紧密 大小较

均一 图 而  1负染剂磷钨酸也调至相应

 时纳米粒粒径变小 形态不规则 易粘连 聚集

成团 图 ∀

2. 2  粒径变化  壳聚糖氨基质子化与介质中

≈

密切相关 可通过调节溶液 改变 ≤≥2°

表面游离氨基的离解程度 ∀随着溶液的 增加 

氨基质子化程度降低 粒径减少 表面游离氨基数越

多 粒径减小的趋势越明显 图 ∀表面游离氨基

数少 随着 增加 ≤≥2°体系很不稳定 尽管在

形态学观察时粒径变小 但此时纳米粒极易聚集 激

Ταβλε 1   ∏ ∏

2ν  ξ ? σ

≤ 

×°°# 

 ∏

 ∏

°



2
∂

   

1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

1 1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1

Φιγυρε 1  ×  ≤≥2°   ≤  

 ≤  1
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Φιγυρε 2  ⁄√  

  ∏ ∏

ν 

光粒径测定仪测定的结果粒径呈增大趋势 最终溶

液发生絮凝 ∀

2 . 3  电位变化  表面电荷性质是纳米粒体系稳定

性的关键指标 ∀由图 可见 游离氨基数越多 且质

子化程度高 电位越高 随着溶液 值升高 氨

基质子程度降低 电位显著下降 纳米粒易聚

集 沉淀 这与上述实验现象一致 ∀

Φιγυρε 3  √ 

     ∏  

∏ν 

3  ΤΠΠ浓度对 ∆ΞΡ 2ΧΣ2ΝΠσ包封率的影响

3 . 1  标准曲线  方法学考察结果表明 在 1 ∗

 # 
内浓度 Χ对峰面积 Α呈良好的线性关

系 其回归方程 Χ  1  ≅ 
 

Α  1 ρ

1 ∀ ⁄÷  的 个质量浓度 11

# 

的平均回收率为 1 ? 1 日内 !

日间变异均小于  ∀  # 


⁄÷  储备液 

倍稀释实验的回收率为 1 ? 1 ∀

3 . 2  包封率  以不同质量浓度 ×°°溶液 1

111和  # 

交联 ⁄÷  纳米粒

的包封率分别为 1 ? 1 1 ? 1 

1 ? 1 1 ? 1 1 ? 1 

1 ? 1 ∀可见 表面游离氨基数对 ≤≥2°

的包封率无明显影响 ∀  # 


⁄÷  标准液的

回收率为 1 ? 1 ∀

4  表面游离氨基对 ∆ΞΡ 2ΧΣ2ΝΠσ体外释药的影响

游离的 ⁄÷  溶液在水中  内能完全透出 回

收率达到 1 符合释放要求 图 ∀载药纳

米粒的释药过程均表现为 在  内释药较快  

后释放趋于平缓 具有一定的缓释效果 随着交联剂

浓度的提高 表面游离氨基减少 纳米粒的释药速度

和释放量进一步减少 ∀ 1 # 


×°°交联纳

米粒  内累积释放率达到 1 ? 1 1

# 


×°°交联纳米粒  内累积释放率为

1 ? 1 1 # 


×°°交联纳米粒

 内累积释放率为 1 ? 1 ∀以累积释

放率 Θ和时间 τ拟合方程 释药曲线均符合对数

正态分布模型 ∀ 111 # 


×°°交

联 ⁄÷  纳米粒释药的对数正态分布方程分别为 

Θ1  1  1  τρ 1 Θ1 

1  1  τρ 1 Θ1  1  

1  τρ 1 ∀

Φιγυρε 4  ∞×°°  

  ∏ ∏∏   ⁄÷  2≤≥2°
ν  
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图 考察了 1 # 


×°°交联纳米粒

在酸性 !中性和碱性条件下的表面游离氨基的质子

化程度对药物释放度的影响 ∀在  1醋酸钠缓

冲液中 纳米粒  内释药 1 ? 1  

内释药达到 1 ? 1 ∀在  1磷酸盐

缓冲液和  1碳酸钠缓冲液中药物的释放速度

和释放量均减少  内累积释药分别为 1 ?

1和 1 ? 1  内累积释药分别

为 1 ? 1和 1 ? 1 ∀  内游离

⁄÷  在上述 种缓冲液中均能完全透出 符合释放

要求 ∀

讨论

壳聚糖 ≤≥是一种天然聚氨基多糖 

在酸性条件下氨基被质子化而溶解 荷正电 ∀离子

凝胶法是制备壳聚糖纳米粒最常用的方法 壳聚糖

分子链上的氨基阳离子和聚阴离子通过静电作用发

生分子内和分子间的交联而生成 ≤≥2°≈ 壳聚糖

浓度一定时 ×°°浓度增加 氨基阳离子与 ×°°聚阴

离子的分子间静电作用增强 导致纳米粒球体由开

始的疏松结构逐步变成紧密结构 成球越来越容易 

粒径变小 ∀ ×°°浓度增加到一定程度时即产生沉

淀 由于大量的壳聚糖分子链与 ×°°交联在一起或

球体表面的游离氨基进一步与 ×°°交联而产生粒

子聚集 ∀此外 随着 ×°°浓度增加 纳米粒表面游

离氨基数量减少 其表面电荷逐渐下降也是粒子聚

集的重要原因之一 ∀本实验在透射电镜下观测到

≤≥2°粒径小于在激光粒度分析仪测得的粒径 这

是由于采用电镜检测 样品经过稀释分散 而 ≤≥溶

液本身具有一定黏度 微粒易聚集 使激光粒度分析

仪测得的粒径偏大 ∀

×°°交联 ≤≥2°为纳米水凝胶体系 凝胶的重

要性质之一就是具有一定的溶胀度 水凝胶中结合

水的量主要取决于分子链中极性基团的数量 改变

聚合物的极性或聚合物的荷电性均能显著改变水凝

胶的溶胀度 ≈ ∀对于荷电水凝胶 它的收缩 !溶胀

的体积相转变过程与水性介质的 等因素有很大

关系 ∀壳聚糖分子链中含有 依赖可电离的氨基

团 的变化可促进或抑制氨基解离而改变凝胶体

系的电性和溶胀行为 ≈ ∀本实验证实 ≤≥2°在不

同的 介质中存在明显的溶胀 2收缩过程 ∀纳米粒

随着介质 值的升高 凝胶粒子呈收缩趋势 表现

为粒径减小 且表面游离氨基数量越多 收缩变化越

明显 ∀文献 ≈报道 壳聚糖 在  ∗ 之间 取

决于壳聚糖本身的脱乙酰程度 在   1时 

有 的氨基质子化 随着溶液 升高 氨基离

解程度降低 电位降低 稳定性差 表面游离氨

基数量少的 ≤≥2°由于表面电荷少 增加溶液 

值 即使 ≤≥2°体积相转变为收缩过程 但由于

电位降低接近零 粒子易聚集 !沉淀 ∀

≤≥2°释药存在凝胶粒子溶胀扩散和溶胀 2崩

塌的体积相转变两个过程 ≈ ∀本文所制备的 ≤≥2

°影响表面游离氨基数量的直接原因是 ×°°的

用量 即参与反应的 ×°°用量越大 游离氨基数越

少 ∀实际上 ×°°的用量直接影响了水凝胶型颗粒

的交联度 从而影响其溶胀 !药物释放性质 ∀交联度

低的 ≤≥2°表面游离氨基多 由于氨基阳离子与

×°°聚阴离子的分子间静电小 粒子大而结构疏松 

药物容易从纳米粒中扩散出来 释药速度快和释药

程度高 粒子溶胀 2崩塌的体积相转变也较容易 ∀固

定交联程度的纳米粒在酸性释药环境中 质子化程

度高 粒子易于溶胀 相反 在中性和碱性介质中 纳

米粒表面游离氨基质子化程度降低 粒子较难溶胀 

药物扩散和体积相变速度减慢 释药的速度和程度

减缓 ∀此外 在中性和碱性介质环境中 粒子稳定性

下降而产生絮状沉淀 粒子的形态变化也是影响药

物释放原因之一 ∀

运用现代分子设计思想和先进合成技术对 ≤≥2

°表面进行修饰 使其具有靶器官 !靶组织和靶细

胞所要求的选择性 是壳聚糖靶向制剂研究的发展

趋势 ∀ ≤≥2°表面游离氨基是其化学修饰的最佳

位点 ∀本实验首次从 ×°°交联 ≤≥2°表面游离氨

基角度探讨其与粒径 !形态 !稳定性 !包封率和释药

行为等性质的关系 为进一步研究 ≤≥2°的表面修

饰及其反应介质条件 !预测其药剂学特征等提供了

实验依据和参考指标 ∀

Ρ εφερενχεσ

≈ ≥  ∏ √×   

√  2 2  

∏√ ≈ ≤    

≈ ≠  ∏¬    ° 

ιν ϖιτρο √∏   

≈  °  



≈ ≤ ⁄ ≠  ° ± ≥ 2

  2∏ 2Ο2∏2Ν2

 √√≈ ≤ ° √ 中国药

科大学学报    

≈ °    ≤ ≥∞  

##林爱华等 壳聚糖纳米粒表面游离氨基与纳米粒特性研究



  ≤ 22  √  

2 ⁄  ιν ϖιτρο 

≈ °     

≈ 2 × ≤√ ∞ ≥   

°  

 √≈ ≤

≥   

≈ ≠  ±   ∏≥÷  •   ≥∏  

 √     

∏ ∏≈ ≤≤   中

国中药杂志    

≈ ≤  ƒ ° ≥  •  ±   ≥ 

¬   ∏∏

≈ ∏ √ ≥×  ≥

华中科技大学学报 医学版    

≈ ∏ ≥≠  ≤ ÷ ±   ≠  ⁄ 

   ∏ ≈  × 

√ ≥∞ 天津师范大学学报 自然科学版 

  

≈ ÷∏≠   ⁄∏≠   ≥∏ 

∏      ∏

≈ • ∏ √ ≥∞ 武汉大学学

报 #理学版    

≈ °±   °∏现代药剂学  ≈  

 ≤   ≥  ×

°   

≈    ±     ×∏2 ∂   ≤2⁄
  

  ≈ ≤  

  

#书  评 #
人类进入 世纪后 由于以基因组学为代表的生命科学 !组合化学 !高通量筛选和信息技术的飞速发展 各种类别

然不同的新型药物和生物技术产品不断问世 ∀同时 由于发现了 ≤÷ 抑制剂类非抗心率失常药物所致的 ±  ×间期延

长 中药马兜铃酸及其代谢产物引起的急性肾功能衰竭 以及基因治疗产品导致白血病等新的严重的药物不良事件 如何

科学地预测和评价新药 !中药及生物技术产品 以及其他新的化学物质对人类健康危害的可能 提供它们的应用对人类健

康可能产生的潜在安全影响的科学依据 即系统的药物安全性评价 实为决定新药能否进入市场 !应用于人体的前提与决

定性关键因素 ∀

应当指出 在浩若翰海的种种涉及安全评价的方法 !技术和文献之中 最为重要的基础工作 就是药物在不同实验动

物中的毒性病理学的检查和诊断 ∀据此 我们可以观察和测定化学物质对机体引起的损害 发病机理以及对机体全身的

影响 ∀无论是急性毒性试验 !长期毒性试验 !致畸试验 !还是致癌试验 其病变的发现 部位的确定 病因的探索均需基于

毒性病理学的检查和诊断 ∀而且 试验的周期越长 毒性病理学检查的结果就越为重要 ∀虽然 药物安全性评价涉及到药

物毒性损害的剂量 !药效毒性安全比 !毒性作用靶细胞 !毒性作用持续时间 !蓄积毒性及药物结构与毒性强弱关系等多项

试验内容 ∀但是 最终为这些试验提供根本依据 科学地描述这些结果的 多数仍然是毒性病理学试验诊断和报告 ∀据此

所判定的药物造成病理性损伤的部位 !程度 !性质和预后等最基本的问题 可为药物的安全性评价提供最重要的依据 ∀如

果说毒性病理学检测和试验的标准和水平左右着整个安全性评价工作的水平 是并不为过的 ∀

笔者欣喜的看到由日本财团法人 /食品农医药品安全性评价中心 0与中科院上海药物研究所 /药物安全评价研究中

心 0共同努力 历时两年多 编写出版的 5图解毒性病理学 6一书 ∀这是一本理论与实际并重 !图文并茂的好书 ∀尤其是这

本书登载了动物机体各个系统的 !多达 余幅的病理照片 其区分为多个章节 !逐一详细地介绍了实际病例 !病因分析和

诊断 !鉴别诊断的方法 是一本内容广泛 !理论知识丰富 !试验依据充分和实用性强的毒性病理学指导参考用书和良好的

教材 ∀此外 本书还按照动物种类及其病变部位 具体指导如何切片 !制片等技术和手法 对于实验操作也有很大的指导

意义 ∀

笔者欣然推荐 本书可作为一部毒性病理学专业人员案头实不可少的参考书 也是对于从事安全评价工作和动物病

理工作的教学 !研究和试验人员的极有价值的参考教材 ∀对于从事医学 !药学 !兽医学 !动物学等领域的人员等也有很大

的指导作用 ∀相信本书的出版 对于我国毒性病理学的进步将会起到重要的推动作用 亦可望为保证人民用药安全有效

发挥其不可替代的作用 ∀

中国药品生物制品检定所  所长

中国工程院  院士  桑国卫  
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