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［摘　要］　目的　以壳聚糖为载体材料，多柔比星为模型药物，制备脑内局部给药缓释微球。方法　以液体石蜡
为油相，Ｌ抗坏血酸棕榈酸酯为交联剂，司盘８０为乳化剂，采用乳化化学交联技术制备多柔比星脑用微球。用动态透析
法检测微球的体外释放特性。结果　多柔比星／壳聚糖的质量比为１９的载药微球形态良好，粒径分布较为均匀，平均
粒径为（９．４１±２．４３）μｍ，载药量为（８．４９±０．３７）％，包封率为（７０．５６±４．２３）％。体外释放具有良好的缓释效果。结
论　所优化的制备工艺稳定，适用于多柔比星壳聚糖脑用微球的制备。
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　　壳聚糖（ｃｈｉｔｏｓａｎ，ＣＨ）是自然界存在的唯一带正
电荷碱性多糖，具有良好的生物相容性和生物可降解

性，而且有抗菌抗炎、促进伤口愈合和直接抑制肿瘤细

胞的作用。壳聚糖作为药物载体可以控制药物释放、

延长药物疗效、降低药物毒副作用［１，２］。

多柔比星（ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ）是一种蒽环类抗生素，单
一用药对多种肿瘤有广谱的抑制作用；但其不能穿过

血脑脊液屏障而进入大脑及中枢神经系统，限制其在
治疗颅内恶性肿瘤的应用。本实验试以壳聚糖作为药

物载体制备多柔比星脑内局部给药缓释微球并研究其

体外释药特点，以期实现多柔比星用于治疗颅内恶性

肿瘤，避开血脑脊液屏障，提高颅内肿瘤局部的药物
浓度，延长作用时间，减少药物的全身不良反应［３，４］。

１　材料　
１．１　药品与试剂　盐酸多柔比星（浙江海正药业股
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［作者简介］　王增寿（１９６７－），男，浙江温州人，主任药

师，硕士，从事医院药学工作。电话：０５７７－８８８１６２５７，Ｅｍａｉｌ：
ｗａｎｇｚｓ＠ｍａｉｌ．ｗｚ．ｚｊ．ｃｎ。

份有限公司）；壳聚糖（脱乙酰度８５％、黏度１００，山东
阿波罗集团有限公司）；轻质液状石蜡（药用，江西德

成制药有限公司）；Ｌ抗坏血酸棕榈酸酯（符合 ＦＡＯ／
ＷＨＯ质量标准，北京国人逸康科技有限公司）；司盘
８０（化学纯，中国医药公司北京采购供应站）；正丁醇
（分析纯，上海试剂总厂）；无水乙醚（分析纯，宜兴市

第二化学试剂厂）。

１．２　仪器　光学显微镜（ＢＡＵＳＣＨ＆ＬＯＭＢ）；Ｓ３０００ｎ
扫描电镜（日本 ＨＩＴＡＣＨ公司），ＴＵ１９０１双光束紫外
可见分光光度计（北京普析通用仪器有限责任公司）；

ＤＦ１０１Ｓ集热式磁力加热搅拌器（常州国立实验设备
研究所）。

２　方法与结果　
２．１　壳聚糖微球的制备　
２．１．１　空白微球的制备　用０．７％（Ｖ／Ｖ）的醋酸配制
３％（ｇ／Ｖ）的壳聚糖溶液２０ｍＬ作为水相。取１００ｍＬ
液体石蜡，加３ｍＬ乳化剂司盘８０置烧杯中搅匀，作
为油相。在１０００ｒ·ｍｉｎ１搅拌下，缓缓将水相滴入油
相中，制成Ｗ／Ｏ型乳剂，搅拌乳化１ｈ后，缓慢加入Ｌ
抗坏血酸棕榈酸酯粉末 ２００ｍｇ交联固化，搅拌固化
１ｈ升温至６０℃继续搅拌５ｈ；冷却后，３５００ｒ·ｍｉｎ１

·０２７· ＨｅｒａｌｄｏｆＭｅｄｉｃｉｎｅＶｏｌ２６Ｎｏ７Ｊｕｌｙ２００７



离心１５ｍｉｎ，倾去上清液，沉淀加正丁醇乙醚（１１）
液２０ｍＬ溶解剩余的交联剂，抽滤，用正丁醇、乙醚冲
洗微球各３次，抽干，５０℃干燥１２ｈ，得空白微球。
２．１．２　含药微球的制备　将盐酸多柔比星溶解于
３％（ｇ／Ｖ）的壳聚糖醋酸溶液中，作为水相，随后制备
方法同空白微球。

２．２　微球的粒径及形态　取微球少许，用液体石蜡分
散，在带标尺的光学显微镜下观察干态微球的球形及

分散性，选择具有代表性的区域，测定４００个粒子，计
算平均粒径。将干燥的微球均匀散在样品平台上，用

导电胶固定后喷金，电压加至 １５ｋＶ，用扫描电镜
（ＳＥＭ）观察微球表面形态。
２．３　光谱扫描　取盐酸多柔比星、含药微球和空白微
球适量分别溶于５％醋酸溶液中，以醋酸液作空白对
照，将３种供试液于４００～６００ｎｍ波长内光谱扫描。
光谱扫描图谱表明，在４７８ｎｍ处多柔比星、含药微球
均有最大吸收，而空白微球无吸收，对测定无干扰，故

可用分光光度法测定微球中多柔比星的含量，选择

４７８ｎｍ为测定波长。
２．４　标准曲线的绘制　精密称取盐酸多柔比星原粉
２１．３４ｍｇ，用５％醋酸溶液溶解并定容成含多柔比星
２．５，５．０，１０．０，１５．０，２０．０，３０．０μｇ·ｍＬ１的标准液，
用紫外分光光度计在选定波长处测定吸光度（Ａ）值。
以Ａ值对浓度（Ｃ，μｇ· ｍＬ１）进行线性回归，结果Ｃ＝
４０．１０９９Ａ－１．１４３０，ｒ＝０．９９９９１（ｎ＝５），结果表明
多柔比星浓度在２．５～３０．０μｇ·ｍＬ１范围内，浓度与
吸光度线性关系良好。

２．５　回收率测定　精密称取适量盐酸多柔比星原粉
１份，加入９份空白微球，充分混合均匀，照“２．４”项下
操作，分别配成含多柔比星２．５，１５，３０μｇ·ｍＬ１三种
样品，测定其含量，计算回收率。结果平均回收率为

９８．６２％，ＲＳＤ＝１．０５６％（ｎ＝３）。
２．６　载药量及包封率的测定　精密称取含药微球
１００ｍｇ，用 ５％醋酸溶液使其完全溶解并定容至
１００ｍＬ，精取该液１ｍＬ，用甲醇定容至１０ｍＬ，在波长
４７８ｎｍ处测定 Ａ值，用标准曲线方程求出浓度，按下
列公式计算药物载药量及包封率：载药量 ＝微球中多
柔比星含量／微球重量 ×１００％；包封率 ＝微球中药物
重量／投入的总药量 ×１００％。多柔比星／壳聚糖的质
量比是影响微球的载药量和包封率主要因素。本实验

在保持壳聚糖浓度不变，多柔比星／壳聚糖的质量比分
别为１３，１６，１９的条件下制备壳聚糖微球，所得
微球的载药量和包封率见表１。从表１中可看出：随
着多柔比星／壳聚糖的质量比的增大，载药量逐渐增

大，但包封率却呈下降之势。因此合适的多柔比星／壳
聚糖的质量比确定需综合考虑微球的载药量和包封

率，在使微球载药量尽可能高的同时，也要保证其较大

的包封率以减少多柔比星的损失。

　　表１　多柔比星与壳聚糖的质量比对微球载药量和包封
率影响　 ％，ｘ±ｓ

多柔比星／壳聚糖 载药量 包封率

１３ １４．９８±０．５７ ５５．６５±２．５５
１６ １０．５３±０．２９ ５９．５９±３．４８
１９ ８．４９±０．３７ ７０．５６±４．２３

２．７　体外释放实验　精密称取已知含量的多柔比星
壳聚糖微球１０ｍｇ共计５０份，分别装于用ｐＨ值＝７．２
的磷酸缓冲液浸泡过的透析袋中，袋的两端用无色细

尼龙绳扎紧。将此５０份样品同时置于装有 ｐＨ值 ＝
７．２的磷酸缓冲液 ５００ｍＬ的带盖锥形瓶中，塞紧瓶
盖，于（３７±１）℃水浴中，５０ｒ·ｍｉｎ１磁力搅拌。分别
于投药后０．２５，１，２，３，４，５，７，９，１１，１４ｄ从锥形瓶中
每个时间点随机取出 ５只透析袋。每次取样后用
５００ｍＬ新鲜的ｐＨ值＝７．２磷酸缓冲液替换锥形瓶中
的缓冲液。将取出的样品袋用磷酸缓冲液冲洗掉吸附

在透析袋外表面的多柔比星，剪开透析袋，用适量的

５％醋酸将袋中微球完全溶解并定容至２５ｍＬ，于４７８
ｎｍ处测定Ａ值，用标准曲线方程求出浓度，求出每个
取样点５只透析袋中多柔比星的平均含量。每个取样
点多柔比星的溶出量即等于微球中多柔比星总的含量

减去每个取样点透析袋中多柔比星的平均含量，从而

可得到多柔比星的累计释放百分率。多柔比星／壳聚
糖的质量比分别为１３，１６，１９的载药微球的体
外释药实验结果见图１。三种不同质量比载药微球体
外释药曲线均可分为两部分，前部分曲线陡直释药迅

速，０．２５ｄ时累计释药量分别达到３６．７１％，３１．４２％
和２５．２６％，突释效应显著；后部分曲线平缓，并且随着
时间的延长释放速度逐渐减慢，到１４ｄ后分别仍有
５．４３％，１５．５３％和２３．７２％未释放，表现出多柔比星
壳聚糖微球良好的缓释性能。

２．８　多柔比星壳聚糖微球的制备工艺选择　
２．８．１　分散递质的选择　有机分散递质对反相乳化
交联产物微粒的成球性影响很大。笔者实验了不同的

有机分散递质，结果表明：液体石蜡是比较理想的分散

递质，具体实验果见表２。
２．８．２　交联剂的选择　文献报道甲醛、戊二醛、Ｌ抗
坏血酸棕榈酸酯均可作为壳聚糖微球制备的交联剂。

本实验单因素实验结果表明：甲醛的交联能力较弱，制

备的微球缓释效果不理想；戊二醛的交联能力强，但制
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备的微球不溶于酸性溶液，导致无法测定微球中多柔

比星的含量；以 Ｌ抗坏血酸棕榈酸酯为交联剂，当 Ｌ
抗坏血酸棕榈酸酯壳聚糖为１３（ｇ／ｇ）时，所制备
的微球在ｐＨ值＝７．２的磷酸缓冲液中不仅具有良好
的缓释效果，而且在５％醋酸溶液中具有很好的溶解
性能。因此本实验选用 Ｌ抗坏血酸棕榈酸酯为交联
剂。

图１　载药微球的体外释放曲线　
　　─■─多柔比星／壳聚糖（１３）微球；─▲─多柔比星／壳
聚糖（１６）微球；─×─多柔比星／壳聚糖（１９）微球

表２　有机分散递质对壳聚糖微球的影响　

分散递质 空白微球色泽及形态

液体石蜡 浅黄色，光滑球体，数量多

正己烷 土黄色，有大小不均的少量球体存在

苯甲酸乙酯 黄色，无定型固体

２．８．３　壳聚糖浓度的选择　壳聚糖浓度主要是影响
反相乳化交联产物的成球性，同时也影响微球的粒径

分布百分比、微球载药量和包封率。本实验比较不同

的壳聚糖浓度，结果表明：３％的壳聚糖是制备微球较
理想的浓度，具体实验结果见表３。

表３　壳聚糖浓度对微球制备的影响　

浓度（ｇ／Ｖ）／％ 微球外观质量

１ 产物呈不定形

２ 球形不佳，成球率低

３ 球形好，表面较光滑，成球率高

４ 球形较好，表面较光滑，成球率高，溶液黏

度大

２．８．４　乳化时间与搅拌速度的选择　乳化时间与搅
拌速度对反相乳化交联产物的粒径及分布均匀性影响

很大。本实验比较不同的乳化时间与搅拌速度，实验

结果显示：乳化时间一定时，速度增加则粒径减小，粘

连情况减轻；速度一定时，乳化时间延长，则粒径小的

微球所占比重增加，分散性较好，球形较好。综合考虑

微球粒径过小将影响载药量及包封率，而乳化时间增

长则影响产率，故选择条件为转速１０００ｒ·ｍｉｎ１，乳
化时间６０ｍｉｎ。
２．８．５　交联时间的选择　从加入交联剂 Ｌ抗坏血酸

棕榈酸酯开始计时，先于室温反应１ｈ，再升温至６０℃
继续反应，定时取样一小滴反应液用光学显微镜观察，

结果见表４。由表４可知，加入 Ｌ抗坏血酸棕榈酸酯
后，在升温之前交联反应进行得较慢，升温后反应开始

加速；１ｈ后乳液已开始出现破乳，３ｈ后颗粒物基本
成球形，到５ｈ时反应基本完成，此时微球表面光滑平
整，大小较均匀。这说明升温至６０℃后再反应５ｈ即
可。

表４　交联时间对壳聚糖微球制备的影响　

加热交联

时间／ｈ
反应现象和微球形态

０ 红色乳液，乳滴大小均匀

１ 红色乳液，多数乳滴颜色变深，有少量沉淀

３ 反应体系上层呈红色澄清溶液，深红色微球

基本成型

５ 反应体系呈红色澄清溶液，深红色微球结构

清晰，壁厚

７ 反应体系呈红色澄清溶液，深红色微球结构

清晰，壁厚

２．９　微球的大小与形态　由光学显微镜观察可见多
柔比星／壳聚糖的质量比分别为１３，１６，１９的载
药微球球形圆整、深红色、分散性良好、粒径大小均匀呈

偏正态分布。载药微球粒径分布情况见图２和表５。微
球的扫描电镜图片显示微球球形圆整，表面较粗糙，较

少有药物的微晶体存在，表明药物已被包裹。表面细微

结构显示微球表面有分布不规则的微小孔洞存在。

图２　载药微球的粒径分布直方图　
　　Ａ．多柔比星／壳聚糖／（１３）；Ｂ．多柔比星／壳聚糖／（１
６）；Ｃ．多柔比星／壳聚糖／（１９）
　　　　　表５　载药微球粒径大小及分布 ｘ±ｓ

多柔比星／
壳聚糖

微球平均粒径／
μｍ

直径６～１４μｍ的微球
占总数的百分数／％

１３ ９．３７±２．６２ ８９．００
１６ ９．２９±２．５６ ９０．００
１９ ９．４１±２．４３ ９１．５０

２．１０　多柔比星／壳聚糖的理想值　由载药微球体外
释药实验结果可知，随着微球中壳聚糖比例的升高，其

缓释效果越来越明显，综合载药微球的粒度、粒度分
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布、载药率、包封率等各方面的因素，多柔比星／壳聚糖
的质量比理想值为１９。
３　讨论　

Ｌ抗坏血酸棕榈酸酯在本实验条件下被空气中的
氧气氧化生成脱氢抗坏血酸棕榈酸酯，然后进一步与

壳聚糖或多柔比星中的氨基葡萄糖的氨基缩合交联，

生成壳聚糖脱氢抗坏血酸棕榈酸酯、壳聚糖脱氢抗
坏血酸棕榈酸酯多柔比星、多柔比星脱氢抗坏血酸
棕榈酸酯等缩合物，使载药微球固化成形，进一步提高

了微球缓释效果［５］。温度升高，可使上述反应加快；

当水浴温度为６０℃，反应５ｈ即可得到大小较均匀、
表面光滑平整深红色脑用多柔比星壳聚糖缓释微球。

由于微球表面存在微孔，在多柔比星壳聚糖缓释

微球体外释药实验初期水分子迅速进入微孔溶解多柔

比星脱氢抗坏血酸棕榈酸酯缩合物，使其迅速释放，
故微球在释药初期具有比较明显的突释效应。随着壳

聚糖吸水溶胀，在微球表面形成了亲水凝胶层，关闭了

药物分子迅速释放通道，药物释放只能通过骨架慢慢扩

散或通过壳聚糖的降解慢慢释放；随着释药时间的延

长，微球表面亲水凝胶层逐渐增厚，微球释药面积逐渐

缩小，导致微球释药速度越来越小［６］。因此，本实验制

备的载药微球体外释药曲线表现为先陡后平的特征。

本研究采用乳化化学交联技术制备多柔比星脑用

微球，简单易行，具有较高的使用价值。本研究的微球

脑内局部给药，其突释效应可使给药后短时间内获得较

高的药物浓度；而随后的缓释又可以延长药物在脑内的

治疗时间，提高药物疗效，减少药物的不良反应。
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卡维地洛与庚醇减少低氧再供氧

心肌细胞凋亡及坏死的研究

曾玉杰１，冯义柏２，于世龙２，柯元南１，王　勇１，李宪伦１，朱丹丹１，李志远１
（１．北京中日友好医院心内科，１０００２９；２．华中科技大学同济医学院附属协和医院心内科，武汉　４３００２２）

［摘　要］　目的　研究卡维地洛（ｃａｒｖｅｄｉｌｏｌ，ＣＶＤ）、庚醇（ｈｅｐｔａｎｏｌ，ＨＴ）对不同时间低氧再供氧心肌细胞坏死、凋亡
的影响。方法　利用锥虫蓝染色技术和流式细胞仪分别观察低氧后不同时间再供氧细胞坏死、凋亡情况，观察ＣＶＤ、ＨＴ
对其的影响。结果　对照组（未给药）正常和低氧３０ｍｉｎ时凋亡指数差异无显著性（Ｐ＞０．０５），再供氧１ｈ凋亡指数为
２７．４％，与正常时比较差异有极显著性（Ｐ＜０．０１）。坏死的心肌细胞在再供氧２ｈ后差异有极显著性（Ｐ＜０．０１）。运用
ＣＶＤ、ＨＴ后凋亡指数在再灌注１ｈ时分别较对照组减少了５５．１１％和２１．５３％。结论　ＨＴ和ＣＶＤ通过不同的作用可以
减少低氧再供氧心肌细胞的死亡和凋亡。
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