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要!通过壳聚糖与三聚磷酸钠的离子交联作用制备了具有拮抗庆大霉素耳毒性功效的庆

大霉素!水杨酸复方壳聚糖纳米粒'用紫外分光光度计&纳米粒度仪和
8̀:/

电位仪&透射电子显微

镜&扫描电子显微镜&傅里叶变换红外光谱仪和
?

射线衍射仪等考察了壳聚糖纳米粒的粒径&

H8:/

电位&形态&载药能力及体外释放行为'结果显示复方纳米粒为球形$平均粒径为
"*.D

%庆大霉素

与水杨酸的包封率分别为"

B#')"g*')"

#

e

和"

>*'A=g*'#=

#

e

$载药量分别为"

!"'#=g#'*)

#

e

和

"

!>'!=g*'">

#

e

%在体外释放试验中$庆大霉素和水杨酸的释放都符合双指数动力学方程$实现了

两者同时缓慢释放'这预示复方纳米粒可能具有拮抗庆大霉素耳毒性的功效$同时纳米粒的缓释

效果也有望降低庆大霉素肾毒性的产生'
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庆大霉素"

_8.:/D5E5.

$

_O

#是典型的氨基糖苷

类药物$主要用于治疗革兰氏阴性菌感染$但时有

_O

不良反应的报道$如!耳毒性&肾毒性等'目前

普遍认为
_O

的耳毒性是由于其螯合
8̂

!f从而催

化自由基的产生而产生$自由基对耳毛细胞有损害

作用(

#<)

)

$使用自由基清除剂可以抑制
_O

耳毒
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性(

!<"

)

'水杨酸"

K/&5E

;

&5E/E5R

$

KJ

#是很强的自由基

消除剂$相关药理与临床实验证明
KJ

类药物对
_O

耳毒性具有良好的拮抗效果(

=

)

'如代洪等(

@

)使用

KJ

拮抗
_O

耳毒性$结果显示
KJ

能明显减轻
_O

的耳毒性'目前使用
KJ

拮抗
_O

耳毒性主要是通

过分别注射
_O

和
KJ

来实施'因为自由基活性极

强$一旦产生就会与附近的生命大分子作用$所以自

由基清除剂必须在自由基附近$并且能以较快的速

度抢先与自由基结合$而分别注射
_O

与
KJ

$会导

致两者在体内吸收分布的协同性降低$从而降低了

KJ

的拮抗效果%另外$研究还发现$

_O

的肾毒性与

其在体内的血药浓度过高有关'为了解决上述问

题$复方纳米粒可能是一个良好的选择!即同时将

_O

与
KJ

包埋于纳米粒中$实现
_O

与
KJ

在体内

同时缓慢释放$增强两者的协同性$拮抗
_O

耳毒

性%而且利用纳米粒的缓释作用$降低
_O

肾毒性'

壳聚糖"

125:%9/.

$

1K

#是甲壳素经强碱水解或

酶解脱去乙酰基得到的高分子碳水化合物(

A<B

)

$

1K

具有良好的生物相容性和生物降解性(

#*

)

$通过使用

1K

游 离 的 氨 基 与 三 聚 磷 酸 钠 "

K%R5,D

:-5

F

%&

;F

2%9

F

2/:8

$

IPP

#离子交联可以制备纳米粒'

实验证明$普通微米级粒子注入体内后$在体内迅速

被单核吞噬细胞系统中的巨噬细胞所吞噬$造成其

在体内循环时间短"静脉注射后的平均半衰期为

!

"

=D5.

#'

K:%-D

等(

##

)研究发现直径小于
#**.D

的壳聚糖"

125:%9/.

$

1K

#纳米粒子被巨噬细胞吸收

的量可以明显减少'

O5:-/

等(

#)

)将葡聚糖 阿霉素

结合物包裹在直径
#**.D

的
1K

纳米粒子中$结果

表明含该结合物的
1K

纳米粒子疗效优于游离的结

合物$预期寿命更长'因此$如果将
_O

包埋到纳米

粒内$可望增加其在体内的预期停留时间'笔者用

1K

与
IPP

离子交联$制备了
_O

+

KJ

+

1K

复方纳米

粒$通过正交试验确定了复方纳米粒的最佳制备工

艺$并对其进行了表征和体外释放研究'

!

!

实验部分

!?!
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仪器和试剂

I8E2/5H%

透射电子显微镜"

P25&5

F

9

公司$荷

兰#%

I8E-/5#*

扫描电子显微镜"

P25&5

F

9

公司$荷

兰#%

=b?

+

==*

,

傅里叶变换红外光谱仪"

(5E%&8:

公

司$美国#%

(/.% K̀B*

纳米粒度和
8̀:/

电位仪

"

O/&78-.

公司$英国#%

K25D/RH,?Qb@***?

射线

衍射仪"

K25D/RH,

制作所$日本#%

b̂[#

冷冻干燥

机%激光粒度分析仪
QSKC[)**>

%

I_[#@

高速离

心机%

I@[

新世纪紫外分光光度计%

AG̀ [1

恒温空

气震荡器'

壳聚 糖 "

1K

$脱 乙 酰 度
B=e

以 上$分 子 量

>*Lb

$购自浙江金壳生物化学有限公司#%庆大霉

素原料药"

_O

$购自华北制药集团华栾有限公司#%

水杨酸原料药"

KJ

$购自武汉市合中生化制造有限

公司#%三聚磷酸钠"

IPP

$购自浙江省温州市东升化

工试剂厂#%其余试剂为分析纯'

!?"

!

X&

"

E:

"

%E

复方纳米粒最佳制备工艺筛选

#')'#

!

_O

!

KJ

!

1K

复方纳米粒的制备

将
1K

溶于
#e

的醋酸溶液中$配制一定浓度的

_O

和
KJ

溶液$缓慢加入到
1K

溶液中$用
(/VG

调至适宜
F

G

值'在
A**-

+

D5.

磁力搅拌下$将

IPP

滴入上述
1K

溶液中$得
_O

+

KJ

+

1K

复方纳米

粒混悬液'将此混悬液于
#@***-

+

D5.

高速离心

!*D5.

$收集沉淀物$冷冻干燥'

#')')

!

_O

!

KJ

!

1K

复方纳米粒包封率与载药量的

测定

!!

取适量的
KJ

+

_O

+

1K

复方纳米粒混悬液$于

#@***-

+

D5.

下离心
!*D5.

$收集上清液$采用紫外

双波长法分别在
)">.D

和
)BA.D

测定上清液中

_O

和
KJ

的含量'用空白纳米粒进行校正'

_O

和
KJ

的包封率与载药量的计算式为

包封率
#

0

,

0

0

0

\

#**e

$ "

#

#

载药量
#

0

,

0

0

0

.

\

#**e

$ "

)

#

式中!

0

为
_O

"或
KJ

#总的投药量%

0

0

为上清液中游

离
_O

"或
KJ

#的量%

0

.

为冷冻干燥后的纳米粒质量'

#')'!

!

_O

!

KJ

!

1K

复方纳米粒工艺优化

取
1K

与
IPP

的质量比"

3

#&投药量"

V

#以及

1K

溶液的
F

G

值"

F

#为因素$每个因素取
!

个水平$

按正交设计
M

B

"

!

"

#表安排实验"见表
#

#'

3

中
1K

与
IPP

的浓度均为
)D

3

+

DM

%

V

为
_O

与
KJ

的混

合溶液$其比例为
#'*]#'=

$分别考察
_O

与
KJ

的

载药量
)

个指标$得到最佳制备工艺'

表
!

!

正交设计因素水平表

水平
因素

3 V

+

DM F

+

F

G

# " #'* "'=

) = )'* ='*

! @ !'* ='=

!?@

!

X&

"

E:

"

%E

纳米粒表征分析

用激光粒度分析仪测定纳米粒的粒径分布$用

8̀:/

电位仪测定纳米粒的表面
8̀:/

电位%用透射电

镜"

I-/.9D5995%.8&8E:-%.D5E-%9E%

F;

$

ICO

#和扫

描电子显微镜"

KE/.8&8E:-%.D5E-%9E%

F;

$

KCO

#观

察纳米粒 形态'使 用傅里 叶变 换红外光谱 仪

"

%̂,-58-:-/.90%-D 5.0-/-8R9

F

8E:-%

F

2%:%<D8:8-

$

#*#
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Î<SQ

#和
?<

射线衍射仪"

?<-/

;

R500-/E:5%.

$

?Qb

#

分别对
1K

&

_O

&

KJ

及纳米粒进行表征'

!?A

!

X&

"

E:

"

%E

纳米粒的体外释放实验

采用透析法考察复方纳米粒的缓释效果'取适

量经冷冻干燥后的复方纳米粒$溶于
=DM

F

GA'"

磷

酸盐缓冲液中$装入透析袋内$悬浮于
=*DM

F

GA'"

磷酸盐缓冲液$于
!Aj

转速为
#**-

+

D5.

的恒温空气

震荡箱中进行透析$在固定时间取样
=DM

$同时补加

相同量介质$测定样品中的
_O

与
KJ

含量$计算累积

释放百分率"

J\!

#$使用空白纳米粒进行校正'

"

!

结果和讨论

"?!

!

X&

"

E:

"

%E

复方纳米粒的制备及工艺优化

纳米粒的包封率和载药量主要取决于
1K

与

IPP

的比例$溶液的
F

G

值和投药量'只有
1K

与

IPP

的比例适当$较大的投药量$适宜的
F

G

值$才

能使纳米粒得到较大的包封率和载药量(

#!<#=

)

'根据

上述原则设计正交实验$最终得到的最佳工艺配方

为!

1K

与
IPP

的浓度为
)'*D

3

+

DM

$质量比为
=]#

$

投药量为
!DM

$

1K

溶液的
F

G

为
=

'在最佳工艺

条件下制备的复方纳米粒$测得
_O

与
KJ

的包封率

分别为"

B#')"g*')"

#

e

和 "

>*'A=g*'#=

#

e

$载药量

分别为"

!"'#=g#'*)

#

e

和"

!>'!=g*'">

#

e

"

J\!

#'

"?"

!

X&

"

E:

"

%E

纳米粒的表征分析

由粒度分布图"见图
#

#可以看出$复方纳米粒的

平均粒径为
"*.D

左右%从
ICO

观察到纳米粒的形

态是球形"见图
)

"

/

##$粒径在
@*.D

左右$从
KCO

观

察到的纳米粒和从
ICO

观察到的相仿"见图
)

"

N

##$

与使用激光粒度仪测定的结果基本相符'所制备的

小粒径纳米粒具有特殊的优越性$可以延长药物在体

内的循环时间$提高药物的生物利用度'复方纳米粒

的
8̀:/

电位为
f!*')=D$

"见图
!

#$说明复方纳米粒

具有较厚的双电子层$稳定性良好(

#@

)

'

图
!

!

X&

"

E:

"

%E

纳米粒的粒径分布

图
"

!

X&

"

E:

"

%E

纳米粒的
MY&

图

图
@

!

X&

"

E:

"

%E

纳米粒的
L'.(

电位图

!!

图
"

为
1K

&

KJ

&

_O

和
_O

+

KJ

+

1K

复方纳米粒

的
ÎSQ

图谱$从图
"3

线可以看出$

#@*#'AED

[#为

1K

氨基吸收峰$

#*A>ED

[#和
#*!#ED

[#分别是

1

!

*

VG

和
1

@

*

VG

的
1

*

V

伸缩振动的吸收峰$

!")@ED

[#为*

VG

伸缩振动峰与*

(G

)

振动吸收

峰而增宽的多重吸收峰$在
#@=BED

[#附近并没有出

现酰胺
5

谱带峰$这可能是因为使用的
1K

的脱乙酰度

较高所致'

图
"V

线为
_O

+

KJ

+

1K

复方纳米粒的红外图

谱$在
1K

的
#@*#'AED

[#的氨基吸收峰上位置出现

了
#@!A'>ED

[#和
#=")'BED

[#

)

个裂分吸收峰$

这是因为
1K

的氨基与
_O

或者
KJ

的*

VG

结合

所致$在
#*A>ED

[#和
#*!#ED

[#的
1

!

*

VG

与

1

@

*

VG

的
1

*

V

峰出现了红移$可能是
1K

的

*

VG

与
_O

的*

(G

)

或 者*

VG

以 及
KJ

的

*

VG

产生了氢键的作用力$使得
1

*

V

键之间的作

用力减弱所致'

)*#
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图
A

!

%E

"

-

#&复方纳米粒"

.

#&

X&

"

/

#和

E:

"

&

#的傅里叶红外图谱

图
"F

线和图
"/

线分别为
_O

和
KJ

的红外

图谱$但从图
"V

线中均未明显发现这两者的特征

吸收峰$这可能表明
KJ

和
_O

的量相对较少所致'

图
B

!

E:

"

-

#&

%E

"

.

#&

X&

"

/

#和纳米粒"

&

#的
ZNQ

图谱

图
=

为
1K

&

KJ

&

_O

和
_O

+

KJ

+

1K

复方纳米

粒的
?Qb

图谱$从图上可以看到
KJ

有很强的晶体

吸收峰"见图
=3

线#%

1K

呈现弱晶体特征$于
##k

和

)*k

有
)

个吸收峰"见图
=V

线#%

_O

的为无定性"见

图
=F

线#'当
KJ

与
_O

被包埋进纳米粒后$

1K

的晶型减弱$并且几乎看不到
_O

与
KJ

的特征峰

"见图
=/

线#$这可能说明在制得的复方纳米粒中$

_O

&

KJ

可能较好地分散进入了
1K

纳米粒中'

"?@

!

X&

"

E:

"

%E

复方纳米粒的体外释放试验

图
@

为
_O

+

KJ

+

1K

复方纳米粒的体外释放曲

线'

_O

和
KJ

的释放过程包括
)

个阶段!第
#

个阶

段是吸附在纳米粒表面的药物快速释放$在前
#2

大约释放了
!*e

的药物%第
)

个阶段药物的缓慢释

放是由于药物的扩散作用和聚合物的降解$在
A)2

大约有
B*e

的药物从纳米粒进行了释放'

图
D

!

纳米粒中的
X&

与
E:

在
F

$C?A

磷酸缓冲液中体外释放曲线"

0]@

#

在前期的释放过程中$可能是由于
KJ

的分子量

比
_O

小$

KJ

的释放速度要快一些$而这对
KJ

拮抗

_O

耳毒性是有益的!即当
_O

释放时$其周围环境

中已存在部分
KJ

$可有效拮抗
_O

产生的自由基'

药物释放模型方程常见的有零级动力学方程&

一级动力学方程&

G5

3

,E25

释药方程以及双指数动

力学方程'分别使用上述四种模型模拟
_O

与
KJ

的释放过程$结果见表
)

'

从表
)

可以看出$

_O

+

KJ

+

1K

复方纳米粒中

_O

与
KJ

的释放行为与双指数动力学方程的拟合

度最高$说明
_O

与
KJ

的释放行为并不是一个单

一的释放过程'

表
"

!

X&

与
E:

的体外释放动力学

模型
KJ _O

拟合方程
T

拟合方程
T

零级动力学
N

:

\*'>BA='f""'#@B

*'A!!)

N

:

\*'B!>#'f!A'B>#

*'A@!"

一级动力学方程
&.

"

#[N

:

+

N

h

#

\[*'*!#)0[*'@=@B *'>>BB &.

"

#[N

:

+

N

h

#

\[*'*)A)0[*'="# *'>A#"

G5

3

,E25

方程
N

:

\B'B"A'

#

+

)

f)A'@B# *'>AAB N

:

\B'A"B'

#

+

)

f)#'"*! *'>BA>

双指数动力学方程
#[N

:

\*'@)*@8X

F

"

[*'")##'

#

f

*'!!B)8X

F

"

[*'*)=A'

#

*'B>=)

#[N

:

\*'A")B8X

F

"

[*'#@))'

#

f

*'#A>@8X

F

"

[*'**"A'

#

*'BA">

!*#

第
##

期
!!!!!!!

季金苟$等!庆大霉素!水杨酸!壳聚糖复方纳米粒的制备及体外释放



 http://qks.cqu.edu.cn

!!

一般认为$

KJ

与
_O

的注射剂量比大于
#'*]

#')

时$

KJ

能有效拮抗
_O

产生的耳毒性(

#A

)

$在本

复方纳米粒
A)2

内的释药过程中$

KJ

与
_O

的释

放量比均大于
#'*]#'*

$在理论上可以满足拮抗庆

大霉素耳毒性的效果'

@

!

结
!

论

通过
1K

与
IPP

的离子交联作用制备出了

_O

+

KJ

+

1K

复方纳米粒$纳米粒的平均粒径为

"*.D

左右%

ICO

观察到的纳米粒为球形%制备的

纳米粒
_O

与
KJ

的包封率分别为 "

B#')"g

*')"

#

e

和 "

>*'A=g*'#=

#

e

%

ÎSQ

和
?Qb

证明

_O

和
KJ

可能发生了较好地包埋%

_O

和
KJ

在体

外释放试验都符合双指数动力学方程$两者在体外

释放前期有少量突释现象出现$而后同时进行缓慢

释放$这预示复方纳米粒可能能较好地拮抗庆大霉

素的耳毒性$同时
_O

的缓释效果有望避免体内血

药浓度过高的现象$从而有效抑制
_O

肾毒性的

产生'
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