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纳米微粒用作药物传递和控制释放系统的载

体 , 已受到广泛关注[1- 4]。但目前 , 纳米载体输送系

统仍有缺陷[5]:①现用载体材料多为合成型高分子 ,

体内降解缓慢或难以降解 ; ②常用于纳米粒表面

亲水性修饰的聚乙二醇( poly ethylene glycol, PEG)

或聚氧化乙烯( poly ethylene oxide, PEO)本身不能

两亲多糖纳米胶束作为药物缓释载体的制备及释药研究
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摘 要 :【目的】合成葡聚糖接枝聚乳酸 (DEX- g- PLA)两亲多糖共聚物 , 检测其纳米胶束的相关参数 , 初步

探讨其纳米胶束在药物缓释方面的应用。【方法】采用偶联法合成DEX- g- PLA。用透射电子显微镜观察所形成

胶束的形态 ;用动态光散射仪观察纳米胶束有效粒径的变化。体外药物释放实验考察其对不同水溶性药物的缓

释作用。MTT法考察其生物相容性。【结果】DEX- g- PLA纳米胶束 , 呈球形 , 粒径在 50 ～190 nm之间 , 其有效

粒径随聚乳酸含量的增加而增大。载药纳米胶束对疏水性维生素 B2 的缓释效果优于亲水性的 5-氟尿嘧啶。

MTT结果显示该纳米胶束具有良好的生物相容性。【结论】DEX- g- PLA纳米胶束具有良好的生物相容性 , 对疏

水性药物的缓释作用优于亲水性药物 , 有望成为新型药物缓释载体。
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Preparation and Drug Controlled- release of Biodegradable Amphiphilic Polysacchar ide

Nano- micelles as Drug Delivery Systems
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Abstract: 【Objective】To investigate the preparation of polylactide- grafted dextran copolymer (DEX- g- PLA) ,

and to detect their correlative parameters and explore the application of nano- micelles for drug controlled- release.

【Methods】 The polylactide - grafted dextran copolymer (DEX-g-PLA) was synthesized in a bulk lactide

polymerization reaction using dextran derivative as macroinitiator and stannous octoate as catalyst. The surface

morphology of the resulting nano- micelles was characterized by transmission electron microscopy and particle size

was measured by dynamic light scattering. The controlled- release of drugs of different water- solubility was tested by

in- vitro release studies, and the biocompatibility of nano- micelles was measured by MTT assay in vitro. 【Results】

The DEX- g- PLA nano- micelles were of round or elliptical shape and their average diameters ranged from 50 nm to

190 nm, which were increased with the increase of content of PLA in micelles. The in- vitro release studies indicated

that the release of hydrophobic vitamin B2 from nano- micelles was obviously more sustained than that of hydrophilic

5- Fluorouracil. MTT assay suggested that DEX- g- PLA nano- micelles were of fine biocompatibility. 【Conclusion】

The release of hydrophobic drugs from the biocompatible micelles of DEX- g- PLA is obviously more sustained than

that of hydrophilic drugs, suggesting it would be a promising carrier for drug delivery systems.
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被降解 ,上述材料的连续使用容易产生毒性。天然

多糖材料具有可生物降解和生物相容性好等优

势 , 可有效避免或降低纳米载体潜在的毒性作用
[6]。我们以源自天然的可生物降解的葡聚糖为原

料 , 合成葡聚糖接枝聚乳酸 (polylactide- grafted

dextran copolymer,DEX- g- PLA)共聚物 , 考察DEX-

g- PLA纳米胶束的生物相容性 ,并初步探讨载药纳

米胶束对不同水溶性药物的缓释规律。

1 材料与方法

1.1 材 料

5- 氟尿嘧啶 ( 5- fluorouracil., 5 - Fu; 上海 旭

东) ;维生素 B2( vitamin B2, VitB2;北京 怡康盛达) ;

乳酸、丙交酯、癸酸(天津大茂试剂厂 , 分析纯) ;辛

酸亚锡 ( USA, Alfa) ; 透析袋 (截止相对分子质量

Mr=5 000～8 000, 广州 东征 ) ; 培养基 RPMI 1640

( USA, Gibco) , 噻唑蓝 (MTT, Sigma) , 小鼠成纤维

细胞 L- 929 为我实验室保存。

1.2 DEX- g- PLA 的合成及表征

将一定量丙交酯、癸酸和辛酸亚锡置于 50

mL容量瓶中 ,氩气保护下搅拌反应 8 h。冷却至室

温 , 过滤干燥 , 得端羧基聚乳酸。将一定量端羧基

聚乳酸和羰基二咪唑置于氩气保护下反应 3 h;加

入葡聚糖的二甲基亚砜溶液继续高温反应 6 h。反

应产物经过滤干燥 , 得粉末状葡聚糖接枝聚乳酸

共聚物。以溴化钾压片法制样 ,对反应产物共聚物

行红外光谱表征 , 扫描次数为 32 次 , 分辨率为 4

cm-1。

按不同葡聚糖 ( dextran)和 (聚乳酸 (polylactic

acid, PLA)反应质量比 , 重复上述实验 , 根据不同

的投料比例 , 合成 3 批 DEX- g- PLA样品 , 分别标

记为样品 a, b, c。采用红外光谱法分别测定 3 批样

品中的 PLA含量[ 7 ]。

1.3 DEX- g- PLA 胶束的形态特征

将制成一定浓度的DEX- g- PLA胶束溶液 , 滴

于铜网上 , 用质量分数 1%的磷钨酸溶液负染色 ,

采用透射电子显微镜(日本电子株式会社 )观察所

形成胶束的形态。

1.4 DEX- g- PLA 胶束有效粒径的检测

分别将上述 3 批不同聚乳酸含量的 DEX- g-

PLA(样品a、b、c) , 配成质量浓度为 1.4 mg/mL 的

胶束溶液 ,于 25.0 ℃下 ,动态光散射测定其有效粒

径 ,比较不同 PLA含量样品的有效粒径的变化。

1.5 载药胶束的制备和性能测定

1.5.1 不同载药胶束的制备 以 5- Fu 为亲水性

模型药物 , 分别将 3 批不同 PLA含量的 DEX- g-

PLA样品和 5- Fu 溶于 2 mL蒸馏水中 , 55 ℃水浴

预热 6 h,室温静置 24 h。取 2 mL上述 5- Fu/胶束

溶液置于透析袋中 ,于 100 mL蒸馏水中透析 6 h,

得 5- Fu/Dex- g- PLA胶束溶液 ,置 4 ℃保存备用。

以 VitB2为疏水性模型药物 , 按照上述实验操

作 , 制得 VitB2/Dex- g- PLA胶束溶液 , 置 4 ℃保存

备用。

1.5.2 不 同 载 药 胶 束 的 药 物 包 封 率 测 定

用 UV- 3150 双光束分光光度计 (日本 岛津 )在波

长 200～400 nm 之间扫描 5- Fu 标准液的紫外光

谱。紫外分光光度计(上海棱光精密仪器厂)测定

5- Fu/胶束的透析液在 270 nm 波长处的吸光度

( A270) , 根据 5- Fu 溶液的标准曲线[C(mg/mL) = -

0.00136 + 0.02402×A270 ( n = 5, r = 0.99988) ]计

算透析液中 5- Fu 含量 ,求得 5- Fu 胶束的包封率。

配制不同浓度的 VitB2 标准溶液 , 根据 VitB2
标准溶液的 A274 值 , 得 VitB2 溶液的标准曲线 [C

(mg/mL) = - 5.45119×10- 4 + 0.02158×A274 ( n = 5,

r = 0.99933) ]。紫外分光光度计测定 VitB2/胶束的

透析液在 274 nm 波长处的吸光度 ( A274) , 根据

VitB2 溶液的标准曲线计算透析液中 VitB2 的含

量 ,求得 Vit B2胶束的包封率。

包封率 =(药物总量―透析液中的药物含量) /

药物总量×100 %。

1.5.3 不同载药胶束体外释药实验 取 5 - Fu/

DEX- g- PLA胶束溶液 5 mL装入透析袋中 , 置于

25 mL PBS(pH 7.4)中 , 于 37 ℃恒温静置透析 , 间

隔一定时间取出透析液 , 同时补充 25 mL缓冲液 ,

保持透析袋外液体积不变 , 紫外分光光度计测定

透析液的 A270。将 3 批样品重复上述实验操作 3

次 , 根据标准曲线计算不同时间的药物释放量 , 再

计算累积释放量并绘制体外释放曲线。分别取 3

批 VitB2/Dex- g- PLA胶束溶液参照上述方法 , 重复

实验 3 次 , 以均数±标准差为参数绘制药物体外释

放曲线。

1.6 体外细胞毒性实验(MTT 比色法)

分别将 3 种不同 PLA含量的 DEX- g- PLA(样

品 a、b、c) 以 RPMI 1640 培养液配成相同浓度的

溶液 ;选用对数生长期的传代小鼠成纤维细胞 L-
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929, 以 1.0×104 个/孔接种于 24 孔板内 , 加入完全

培养液 , 置于 37 ℃、体积分数 5% CO2培养箱内孵

育 , 24 h 后弃去原培养液 , 加入上述含 DEX- g-

PLA样品的 RPMI 1640 培养液与 L- 929 细胞共孵

育培养 , 检测各实验材料对 L- 929 细胞生长曲线

的影响。其中 , D为不含多糖衍生物的细胞悬液,

阴性对照组 , E 为 RPMI 1640 培养液 , 空白对照

组。

2 结 果

2.1 DEX- g- PLA 红外光谱表征

葡聚糖 ( DEX)的红外光谱在 990 cm-1、1 600

cm-1、2 900 cm-1和 3 400 cm-1处存在特征吸收峰 ,

在 1 750 cm-1处无羰基吸收峰 , 而 DEX- g- PLA的

红外光谱除了在 990 cm-1、1 600 cm-1、2 900 cm-1

和 3 400 cm-1 处出现葡聚糖的特征吸收峰以外 ,

在 1 750 cm-1处还存在明显的羰基吸收峰 (箭头

所示 , 图 1) , 证实聚乳酸支链的存在 , 提示葡聚糖

接枝聚乳酸共聚物形成。

2.2 不同聚糖接枝聚乳酸共聚物中聚乳酸含量

共聚物中聚乳酸的百分比含量 , 随反应前聚

乳酸用量的增加而增大(表 1)。

2.3 不同浓度 DEX- g- PLA 溶液的胶束化形态

临界胶束浓度之上的共聚物溶液 (样品 a), 自

组装形成纳米微球结构 , 呈圆形或椭圆形 , 粒径约

20 ～50 nm左右(图 2) ;临界胶束浓度以下的共聚

物溶液未能胶束化形成纳米微球,呈均质胶冻状。

2.4 不同葡聚糖接枝聚乳酸胶束的有效粒径分

布

不同聚乳酸含量的 DEX- g- PLA胶束 , 其有效

粒径不同;且随着 DEX- g- PLA中聚乳酸含量的增

加 , 纳米胶束的有效粒径随之增大 , 自 44.6 nm增

至 189.2 nm。

2.5 不同载药胶束的药物包封率

紫外法重复测定 3 批 5- Fu/DEX- g- PLA纳米

胶束透析液中 5- Fu 含量 ,算得 3 批 5- Fu/DEX- g-

PLA( a, b, c)的 5- Fu 包封率分别为 8.8%, 9.3%,

10.5%。同法 , 测得 3 批 VitB2/DEX- g- PLA ( a, b,

c)的 VitB2包封率分别为 58.7%, 60.8%, 61.5%。

2.6 载 5-氟尿嘧啶胶束的药物释放实验

纳米胶束所包载的 5- 氟尿嘧啶在最初 10 h

内迅速释放 , 达药物总量的 70 %左右 , 随后药物

释放速度减缓 ,最终到达平衡。但 3 种不同聚乳酸

含量的 DEX- g- PLA样品的 5- Fu 释放曲线相似 ,

随聚合物胶束中聚乳酸含量的增加 , 5- Fu 的释放

无明显减缓趋势(图 3)。

图 1 聚乳酸接枝葡聚糖的红外光谱图

Fig.1 The Infra Red (IR) spectra of dextran and DEX-

g- PLA graft copolymer

表 1 不同反应比例聚糖接枝聚乳酸共聚物中聚乳酸含量

Table 1 Different percentages of PLA in DEX-g-PLA

resulting from different ratios of reactants

1) md(reactants): dosage of reactants; 2) w(compositions ): mass

fraction in DEX- g- PLA

a

b

c

PLA

0.5

1.0

1.5

DEX

2.0

2.0

2.0

PLA

21.45

33.55

50.22

DEX

78.55

66.45

49.78

Md (reactants) 1) / g w(compositions) 2) / %
Sample

图 2 水溶液中葡聚糖接枝聚乳酸纳米胶束电镜照片

Fig.2 Transmission electron micrograph of DEX - g -

PLA nano- micelles in aqueous solutions (Bar=20 nm, ×

200 000)
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2.7 载维生素 B2胶束的药物释放实验

纳米胶束所包载的 VitB2逐渐释放, 逐渐到达

平衡。且随着 DEX- g- PLA中聚乳酸含量的增大 ,

其药物释放速度逐渐减缓(图 4)。

2.8 体外细胞毒性实验

从各组的细胞生长曲线 (图 5)可见 , 随着培

养天数的增加, A值逐渐升高, 4 d 后细胞增殖趋

势变缓 ; 3 组不同聚乳酸含量的两亲多糖材料对

L- 929 细胞相对增殖率的影响与阴性对照组差异

无统计学意义( P >0.05)。

3 讨 论

纳米粒子是指其粒径尺寸在 10 ～100 nm的

固体颗粒 , 具有超微小体积 , 能够穿透组织间隙并

极易被细胞吸收, 可通过人体最小的毛细血管,在

医药领域已显示广泛的应用前景。

纳米材料的生物安全性是近年来备受关注的

研究领域[8], 良好的生物相容性是纳米材料用于医

药领域的首要必备条件。本研究使用的 PLA是美

国 FDA 批准用于临床试验的可生物降解高分子聚

合物 , 在体内代谢终产物是 CO2 和 H2O, 对人体无

毒性,生物相容性极佳。然而聚乳酸作为纳米药物

缓释载体 , 还存在诸如粒子表面疏水 , 亲水性差 ,

细胞亲和性不佳等缺陷。国内外多采用PEG、PEO

等对聚乳酸纳米微粒进行亲水性改性 , 已有较多

文献报道[9,10]。但 PEG等本身不能被生物降解 ,长期

作用于人体 ,可能产生不利的副作用。本研究采用

天然亲水性多糖葡聚糖进行接枝聚合改性 , 葡聚

糖具有可完全生物降解、生物相容性好等优点 , 所

形成的两亲多糖衍生物可在水溶液中自组装形成

稳定的球形纳米微粒, 粒径在 50 ～190 nm之间。

经细胞生长曲线证实 , 基于葡聚糖改性修饰的聚

乳酸微粒对 L929 细胞的生长无抑制作用 , 显示出

良好的生物相容性。

3 批不同聚乳酸含量的两亲多糖衍生物 , 其纳

米胶束有效粒径 , 随着聚乳酸含量增加呈增高趋

势。由于两亲接枝共聚物在水溶液中是通过分子

间和分子内疏水缔合作用自组装形成胶束的 [11],

疏水性的聚乳酸被亲水性的葡聚糖包裹而构成胶

束的核心 , 胶束有效粒径的变化可能与作为胶束

内核的疏水性聚乳酸的空间位阻有关。

理想的药物缓释制剂不仅可有效的减少给药

次数 , 而且还可保证给药间期平稳的血药浓度。

图 3 载 5- 氟尿嘧啶胶束的药物释放曲线

Fig.3 Cumulative releasing curves of 5 - Fu from 5- Fu

encapsuled nano- micelles in vitro

图 4 载维生素 B2胶束的药物释放曲线

Fig.4 Cumulative releasing curves of Vit B2 from VitB2

encapsuled nano- micelles in vitro

图 5 不同两亲多糖材料对 L- 929 细胞生存曲线的影响

Fig.5 Growth - curves of L - 929 cells incubated with

nano- micelles in vitro

A: sample A group; B: sample B group; C: sample C group; D:

negative control group without nano- micelles; E: blank group
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Venkatraman等[12 ]研究了 PLA- PEG- PLA三嵌段共

聚物胶束对不同水溶性药物的缓释作用 , 认为其

三嵌段共聚物胶束对疏水性药物的效果更佳。本

实验分别考察不同 PLA含量及不同水溶性药物对

缓释效果的影响 , 结果显示 , DEX- g- PLA接枝共

聚物胶束对疏水性的 VitB2 的负载效率明显高于

亲水性药物 5- Fu, 对 VitB2的缓释效果也优于 5-

Fu, 与 Venkatraman 的结论相似 , 而且载药纳米胶

束的药物负载效率和药物缓释效果 , 都随着 PLA-

g- DEX中的疏水性聚乳酸链段含量的增大而更明

显 , 可能与 VitB2 更易于吸附结合聚乳酸链段有

关 ;而 5- Fu 的缓释效果则不如维生素 B2 明显 , 且

不同聚乳酸含量对 5- Fu 的释放效果无显著性改

变 , 可能与 5- Fu 的水溶性较明显、较难吸附包裹

于胶束的疏水性核心有关。因此 ,如何进一步提高

两亲多糖纳米胶束作为 5- Fu 等亲水性药物的缓

释药物载体的研究有待于继续深入进行。
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中山大学附属第一医院神经外科 8 月初在神经内科帕金森病治疗中心大力支持和核磁共振室协助下 , 开展了 1 例帕金森

病( PD)病人的脑深部慢性电刺激手术 ,局麻术中测试病人临床症状改善明显。因做脑深部慢性电刺激的 PD病人手术后要先观

察 1 个月的早期反应 , 于 9 月 6 日正式开机启动脑起搏器 , 调整参数观察疗效 , 病人的症状完全缓解 , 开机前不能穿衣服、扣扭

扣、下蹲和行走不稳 ,开机后病人立即能够很好地完成上述动作 ,并能慢跑 ,病人和家属都非常满意。该病人手术的成功 ,填补了

附一院立体定向功能手术的空白 ,标志 PD治疗已经进入了一个崭新的时期 ,达到国际先进水平。

脑深部慢性电刺激( DBS),又称脑起搏器治疗 PD在上世纪末开始应用于临床 ,是目前世界上最好的治疗 PD方法。它克服

了毁损手术的缺点 , 对于双侧症状的患者可一期手术 , 治疗效果持久 , 副作用少 , 不破坏脑的神经核团 , 为将来有更好的治疗手

段提供了物质基础。

(刘金龙)

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

·简 讯·

附属第一医院首例脑深部慢性电刺激治疗帕金森病成功
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