
 ［基金项目］济宁医学院科研项目（ＪＹ２０１３ＫＪ０２２）；济宁
医学院科研项目（ＪＹ２０１３ＫＪ０１０）

济宁医学院学报２０１６年８月第３９卷第４期　ＪＪｉｎｉｎｇＭｅｄＵｎｉｖ，Ａｐｒｉｌ２０１６，Ｖｏｌ３９，Ｎｏ．４

ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００９７６０．２０１６．０４．００３

正交试验优化甲氨蝶呤壳聚糖蒙脱土缓释微球的
制备工艺及其体外释放研究
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（济宁医学院药学院，日照２７６８２６）

　　摘　要　目的　优选一种新型药物缓释体系甲氨蝶呤（ＭＴＸ）蒙脱土（ＭＭＴ）壳聚糖（Ｃｓ）载药微球的制备
工艺。方法　以Ｃｓ、ＭＭＴ原料，采用反相悬浮聚合法制得一种新型药物缓释体系，以载药量为评价指标，以投药
比、复合材料用量、乙醇用量、油水比为影响因素，采用正交试验 Ｌ９（３

４）设计对制备条件进行优选，利用马尔文

激光粒度仪测定器粒径和电位；通过体外释放实验探讨了载药微球在同模拟肠液中释放液中的释药规律。结果
　最佳制备工艺为：药比为２∶１，复合材料用为３０％，乙醇占总体积的１／１２，油水比为５∶１；最优工艺制得的载药
微球平均粒径为５５７．４ｎｍ，载药量为３１．６％，Ｚｅｔａ电位２０．８ｍＶ。结论　采用最佳工艺制备的微球黄载药量较
高，形态和粒径较均匀，该缓释体系在模拟肠液中具有明显的缓释作用。
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　　伴随着新制剂的开发，壳聚糖（Ｃｓ）微球已经
成为缓控释制剂、靶向制剂等新剂型研究的热

点［１５］。据报道包含消炎药、抗癌药、生化制剂等

的Ｃｓ载药微球已经被制得［６８］。但由于Ｃｓ分子中
含有大量亲水基团，在实际操作中其机械性能和抗

水性差。近年来国内外学者主要通过与高分子接

枝或共混的方法来改性 Ｃｓ［９１０］，而用无机材料对
Ｃｓ改性的研究较少［１１１３］。本文利用天然黏土矿物
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质ＭＭＴ制备ＣｓＭＭＴ插层纳米复合材料来改善其
性能［１４］，探索它作为新型药物缓释载体的可行性。

１　材料和方法

１．１　材料
ＴＵ１９０１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）；马尔文激光粒度仪

（英国马尔文公司）；岛津 Ｉｒｐｒｅｓｔｉｇｅ２１红外分光光
度计（日本岛津公司）；ＫＱ５００ＤＢ型数控超声波清
洗器（昆山市超声仪器有限公司）；ＤＺＦ６０２０型真
空干燥器（上海博迅实业有限公司医疗设备厂）；

ＳＨＢＢ型循环水式多用真空泵（郑州长城科工贸
有限公司）。

Ｃｓ（脱乙酰度９０％，济南海得贝海洋生物工程
有限公司）；甲氨蝶呤（ＭＴＸ）原料药（９９７％，北京
亚希尔化工科技有限公司）；醋酸（分析纯，天津市

富宇精细化工有限公司）；Ｓｐａｎ８０（分析纯，天津市
大茂化学试剂厂）；石油醚（分析纯，天津市富宇精

细化工有限公司）；异丙醇（天津市广成化学试剂

有限公司）；ＭＭＴＫ１０（比表面积２４０
#

／ｇ，上海紫
一试剂厂）；戊二醛（ｗ＝０．２５，分析纯，天津市科密
欧化学试剂有限公司）。

１．２　实验方法
１．２．１　ＣｓＭＭＴ复合材料的制备　将精密称取４ｇ
Ｃｓ溶于１９６ｍｌ体积分数为 ２％的醋酸溶液中，用
０．１ｍｏｌ／Ｌ的氢氧化钠溶液调节溶液 ｐＨ为 ５．０。
精密称取２．５ｇＭＭＴ分散在１００ｍｌ蒸馏水中，超声
分散１．５ｈ。将 Ｃｓ溶液缓慢加入 ＭＭＴ悬浮液中，
控制滴速为５０ｍｌ／ｈ，并大力搅拌。将混合物６０℃
反应２４ｈ，产物用蒸馏水洗涤直到洗涤用水的 ｐＨ
呈中性。抽滤，将得到的固体６０℃真空干燥４８ｈ。
干燥后用研钵研磨成粉末备用。

１．２．２　ＭＴＸＭＭＴＣｓ载药微球的制备　１．０ｇＣｓ
溶于５０ｍｌ体积分数为２％的醋酸溶液中，配制成
Ｃｓ溶液，加入已制备的ＣｓＭＭＴ复合材料０．４ｇ，超
声分散１ｈ使分散均匀。再取０．２ｇＭＴＸ溶于２０ｍｌ
无水乙醇，将其加入上述溶液中，磁力搅拌２ｈ。取
２００ｍｌ石蜡与８ｍｌＳｐａｎ８０混合搅拌３０ｍｉｎ，将上述
制得的复合溶液逐滴加入该混合体系中，超声分散

３０ｍｉｎ，缓慢加入戊二醛（体积分数 ２５％ ）４ｍｌ，
６０℃下搅拌交联反应 ３ｈ。产物 ３５００ｒ离心分离
３０ｍｉｎ，加入石油醚洗涤弃去上层，用质量分数为
２％的亚硫酸氢钠浸泡１ｈ，用异丙醇洗涤，抽滤得

产物，３０℃真空干燥２４ｈ即得载药微球。
１．２．３　ＭＴＸ标准曲线的绘制　以模拟胃液（ｐＨ＝
１．２的盐酸溶液）和模拟肠液 （ｐＨ＝７．４的磷酸盐
缓冲溶液）为溶剂分别配制浓度为４．００、８．００、１２．
００、１６．００、２０．００、２４．００μｇ／ｍｌＭＴＸ标准溶液。再
分别以模拟胃液、模拟肠液为空白溶液，在２００～
３５０ｎｍ进行紫外扫描，确定 ＭＴＸ的最大吸收波长
分别为３０６ｎｍ和３０３ｎｍ，绘制标准曲线如图１，标
准曲线方程为：

Ｙ＝０．０４６０８Ｘ－０．０２９１２，Ｒ２＝０．９９９９（模拟胃液）
Ｙ＝０．０４８９６Ｘ＋０．００７０３，Ｒ２＝０．９９９９（模拟肠液）

图１　ＭＴＸ的标准曲线

１．２．４　微球载药量的测定　精确称取０．０３ｇ载药
微球，置于３０ｍｌ，ｐＨ＝１．２的盐酸溶液中，３７℃搅
拌８ｈ，过滤，取 １０ｍｌ滤液于 １００ｍｌ容量瓶中，定
容，测定其吸光度，确定 ＭＴＸ的浓度，根据公式
（１）计算载药量。

载药量＝微球中药物质量
称取的微球质量

　　　　　（１）

１．２．５　设计正交试验　实验影响因素有 ＣｓＭＭＴ
复合材料用量：ｍ（ＣｓＭＭＴ）／ｍ（Ｃｓ）、投药比：ｍ
（Ａｓｐ）／ｍ（Ｃｓ）、乙醇用量：Ｖｅｔｈａｎｏｌ／Ｖ（ｗ＋ｏ）、水
油体积比：Ｖｗ／Ｖｏ、交联剂用量：Ｖｇｌｕｔａｒａｌ／Ｖｗ、乳化
剂用量：ＶＳｐａｎ８０／Ｖｏ、搅拌速率等，其中前４者影
响程度较大［１４］。设计正交试验 Ｌ９（３

４）采考察合

成条件对载药微球结构和载药量的影响，探索载药

微球制备的最佳条件，因素水平间表１。
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表１　因素水平

水平
因素

ｍ（ＣｓＭＭＴ）／ｍ（Ｃｓ） ｍ（ＭＴＸ）／ｍ（Ｃｓ） Ｖｅｔｈａｎｏｌ／Ｖ（ｗ＋ｏ） Ｖｗ／Ｖｏ

１ ０．１ １．００ １／１２ １／７

２ ０．３ １．５０ １／９ １／５

３ ０．５ ２．００ １／６ １／３

１．２．６　表征　１）红外表征：用ＦＷ４Ａ型压片机溴
化钾压片后，利用岛津 Ｉｒｐｒｅｓｔｉｇｅ２１红外分光光度
计进行表征，分辨率０．５～１ｃｍ，波数范围４０００～
４００ｃｍ１。２）微球平均粒径及电位测量：采用马尔
文激光粒度仪（英国马尔文公司）测量载药微球粒

径。用异丙醇为分散介质将产物分散后分别进行

电位和粒径的测量。３）微球的显微形态表征：采
用麦克奥迪 ＢＡ３００９透射偏光显微镜观察微球的
形态。

１．２．７　体外释放实验　称取０．３ｇ载药微球，加
入到２００ｍｌ已预热的模拟释放液中（在盐酸缓冲
液和磷酸盐缓冲液中分别测定），密封，３７℃磁力
搅拌。每隔一定时间取样５ｍｌ，同时用已预热的５
ｍｌ释放液介质补充，在最大吸收波长下，测其吸光
度，通过公式（２）计算累积释放量。

Ｅｒ＝
Ｖｅ∑
ｎ－１

ｉ
Ｃｉ＋Ｖ０Ｃｎ
ｍｄｒｕｇＤ

　　　　（２）

其中：Ｖｅ为释放介质置换体积；Ｖ０为起始释放液体
积；Ｃｉ为第ｉ次置换时释放液中的药物浓度；ｎ为
置换介质的次数；ｍｄｒｕｇ为杂化微球的质量；Ｄ为杂
化微球载药量。

２　结果和讨论

２．１　正交实验结果分析
设计正交实验 Ｌ９（３

４），载药微球的质量可通

过微球的载药量来衡量［１３］。载药量越高越优，质

量越好。实验结果见表２。
分析表１的实验结果可知，各因素对载药微球

质量的影响次序为：投药比＞复合材料用量＞乙醇
用量＞油水比。确定载药微球的最佳制备方案为
实验６，即：ＣｓＭＭＴ复合材料占Ｃｓ质量的３０％，投
药比为２∶１，乙醇占总体积的１／１２，油水比为５∶１，
在此条件下制得载药微球载药量为３１．６％。

表２　正交实验结果

因素
ｍ（ＣｓＭＭＴ）
／ｍ（Ｃｓ）

ｍ（ＭＴＸ）／
ｍ（Ｃｓ）

Ｖｅｔｈａｎｏｌ
／Ｖ（ｗ＋ｏ） Ｖｗ／Ｖｏ 载药量

（％）

实验１ ０．１ １．００ １／１２ １／７ １４．６１

实验２ ０．１ １．５０ １／９ １／５ １６．８６

实验３ ０．１ ２．００ １／６ １／３ ２８．００

实验４ ０．３ １．００ １／９ １／３ １０．０５

实验５ ０．３ １．５０ １／６ １／７ ２０．６５

实验６ ０．３ ２．００ １／１２ １／５ ３１．６０

实验７ ０．５ １．００ １／６ １／５ ９．３５

实验８ ０．５ １．５０ １／１２ １／３ ７．８０

实验９ ０．５ ２．００ １／９ １／７ １８．００

Ｋ１ １９．８２３ １１．３３７ １８．００３ １７．７５３

Ｋ２ ２０．７６７ １５．１０３ １４．９７０ １９．２７０

Ｋ３ １１．７１７ ２５．８６７ １９．３３３ １５．２８３

Ｒ ９．０５０ １４．５３０ ４．３６３ ３．９８７

２．２　微球的表征
２．２．１　平均粒径及电位　最优制备工艺制得的载
药微球平均粒径为５５７．４ｎｍ，电位为２０．８ｍＶ。

图２　载药微球平均粒径测量图

图３　载药微球电位测量图

２．２．２　红外谱图表征　ＭＭＴ的特征吸收峰为
３６２０ｃｍ处的 Ａｌ－Ｏ－Ｈ的伸缩振动，Ｓｉ－Ｏ在
１０８８，１０４３和 ４８２ｃｍ处的伸缩振动，ＡｌＡｌＯＨ在
９３２ｃｍ处的伸缩振动，５４１ｃｍ的Ａｌ－Ｏ－Ｓｉ的伸缩
振动。在ＭＴＸ的红外谱图上，１６１５ｃｍ为 －ＯＨ的
伸缩振动为羧基的振动。Ｃｓ红外图谱上在 ３４２０
ｃｍ处是羟基的伸缩振动，而在１５９９ｃｍ处为 ＮＨ２

·９３２·
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的伸缩振动吸收峰。从 ＭＴＸＭＭＴＣｓ缓释体系的
红外谱图上可知，缓释体系中不仅含有 ＭＭＴ特征
峰，如在１０００～１１００ｃｍ范围强的 Ｓｉ－Ｏ－Ｓｉ骨架
振动吸收峰，Ｓｉ－Ｏ，Ａｌ－Ｏ在４００～６００ｃｍ的弯曲
振动吸收峰，和甲氨蝶呤的特征峰，比如在１６１５ｃｍ
的羧基振动，以及壳聚糖的特征峰，在１５９９ｃｍ处
ＮＨ２的伸缩振动吸收峰。而且出现一些新的吸收
峰，如１３００和１２００ｃｍ处的吸收峰，并且有些基团
吸收峰发生迁移。这是由于 ＭＴＸ上的羧基和氨
基，与ＭＭＴ片层上的 －Ｓｉ－ＯＨ和 －Ａｌ－ＯＨ形成
了氢键，同时与Ｃｓ上的氨基、羟基也发生了化学反
应的缘故。红外光谱结果表明，ＭＴＸ已成功载入
ＭＭＴＣｓ微球中，３者之间通过氢键或化学键相连。
见图４。

图４　ＭＴＸ，ＭＭＴ，Ｃｓ和载药微球的红外光谱图

２．２．３　微球显微照片　由图５可以看出该制备方
法制得的载药微球成球性好，粒度分布较均匀。

图５　载药微球的显微照片

２．４　载药微球的体外释药研究
图６是载药微球在模拟肠液中的释放曲线。

图６　载药微球在模拟肠液中的释放曲线

图６为 ＭＴＸＭＭＴＣｓ载药微球和 ＭＴＸ原料
药在模拟肠液中的释放情况，由图６可以 ＭＹＸ原
料药累计释放量很快就达到了６０％以上，而 ＭＴＸ
ＭＭＴＣｓ载药微球在 ６ｈ后累计释放量才达到
６０％，ＭＴＸＭＭＴＣｓ缓释微球在模拟肠液中具有缓
释作用。

３　结论

１）以ＭＴＸ、Ｃｓ和 ＭＭＴ为复合载体，通过优化
合成条件，成功制得 ＭＴＸＭＭＴＣｓ载药微球，该制
备方法制备的载药微球成球性好、粒径分布均匀、

载药量高。

２）确定载药微球的最佳制备条件为：ＣｓＭＭＴ
复合材料占Ｃｓ质量的３０％，投药比为２∶１，乙醇占
总体积的１／１２，油水比为５∶１，在此条件下制得载
药微球载药量为３１．６％。
３）ＭＴＸＭＭＴＣｓ缓释体系在模拟肠液中具有

缓释作用释放。
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