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ｐＨ 敏感性叶酸修饰羧甲基壳聚糖 / ＣａＣＯ３

混合纳米球作为药物载体的研究
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摘要:以叶酸为靶向基团ꎬ将其连接到羧甲基壳聚糖(ＣＭＣＳ)上ꎬ制得偶联叶酸的羧甲基壳聚糖(ＦＣＭＣ)ꎬ在 ＦＣＭＣ 溶液中

碳酸钙自组装形成一种具有靶向性的 ＦＣＭＣ / ＣａＣＯ３ 混合纳米球ꎮ 同时对纳米球结构进行表征ꎬ并对比了修饰叶酸前后混合纳

米粒理化性能ꎮ 在此基础上ꎬ将亲水性药物二甲双胍作为模型药物ꎬ对 ２ 种载体的包封率、载药量及释放行为进行了对比研究ꎮ
结果表明ꎬＦＣＭＣ / ＣａＣＯ３ 混合纳米球大小均一ꎬ分散性良好ꎬ碳酸钙的引入使得纳米球对亲水性药物包封率较高ꎬ该纳米球对药

物的释放具有较好的 ｐＨ 敏感性和缓控释放能力ꎬ是潜在的智能药物给药系统基质材料ꎮ
关键词:羧甲基壳聚糖ꎻ叶酸ꎻ碳酸钙ꎻ二甲双胍ꎻｐＨ 敏感性
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　 　 药物智能给药系统(ＳＤＤＳ)由于能够改变体内

药物动力学和体内药物生物分布ꎬ从而显著增强药

物治疗效果ꎬ同时能够减少药物全身副作用ꎬ近年来

成为药物制剂学广泛研究的热点[１]ꎮ 聚合物 /无机

物混合粒子在制备过程中不会涉及有机溶剂和表面

活性剂的使用ꎬ因此ꎬ将其应用到 ＳＤＤＳ 的研究受到

人们的重视[２－３]ꎮ 在众多无机材料中ꎬ碳酸钙具有

很好的生物相容性和生物降解性ꎬ同时具有 ｐＨ 敏

感性ꎬ从而引起人们极大的兴趣[４]ꎮ 羧甲基壳聚糖

(ＣＭＣＳ)是一种水溶性的壳聚糖衍生物ꎬ具有良好

的生物相容性和生物可降解性ꎬ适用于生物医药领

域[５－７]ꎮ 使用多糖聚合物调控 ＣａＣＯ３ 结晶ꎬ并将其

应用到 ＳＤＤＳ 得到广泛的应用ꎮ
由于叶酸(ＦＡ)与叶酸受体(ＦＲ)具有很高的亲

和性ꎬＦＲ 在许多肿瘤细胞的表面高度表达ꎬ如肺、乳
腺、胰腺等肿瘤细胞ꎬ而在人体正常组织和细胞中低

表达[８－１０]ꎮ 在药物载体中叶酸分子的低水溶性也可

用作疏水部分和靶向基团发挥作用[１１]ꎮ
笔者采用简易的自组装方法在水溶液中制备出

一种具有靶向性的 ＦＣＭＣ / ＣａＣＯ３ 混合纳米球ꎮ 同

时利用 ＦＴ－ＩＲ、ＸＲＤ、ＳＥＭ、ＢＥＴ 等测试手段对微粒

进行表征ꎬ研究了微球的结晶性ꎬ并以亲水性药物

ＭＥＴ 为模型药物ꎬ考察了药物的载药量、包封率及

不同 ｐＨ 条件下 ＭＥＴ 的释放机制ꎮ

􀅰５３１􀅰
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１　 实验部分

１􀆰 １　 实验原料

羧甲基壳聚糖(ＣＭＣＳꎬＭｗ ＝ １􀆰 ０×１０５ꎬ脱乙酰度

≥９０％ꎬ羧化程度≥８０％)ꎬ上海源叶生物科技有限

公司生产ꎻ叶酸(ＦＡ)、无水氯化钙(ＣａＣｌ２)和无水碳

酸钠(Ｎａ２ＣＯ３)ꎬ分析纯ꎬ上海麦克林生化科技有限

公司生产ꎻ１－(３－二甲氨基丙基) －３－乙基碳二亚胺

盐酸盐(ＥＤＣ􀅰ＨＣｌ)、Ｎ－羟基琥珀酰亚胺(ＮＨＳ)ꎬ分
析纯ꎬ上海阿拉丁试剂生产ꎻ其余试剂都是国产分

析纯ꎮ
Ｌａｍｄａ ３５ 紫外可见分光光度计ꎬ美国 Ｐｅｒｋｉｎ－

Ｅｌｍｅｒ 公司生产ꎻＴＧＬ－１６ 高速台式离心机ꎬ湖南湘

仪实验室仪器开发有限公司生产ꎻ１７００ 傅里叶红外

光谱仪ꎬ美国 Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ 公司生产ꎻＰＷ １７１０ 广角

Ｘ 射线衍射光谱仪、 Ｚｅｔａ 电位粒度分析仪ꎬ美国

Ｂｒｏｏｋｈａｖｅｎ 公司生产ꎻＪＳＭ－７００１Ｆ 扫描电子显微镜ꎬ
日本电子株式会社生产ꎮ
１􀆰 ２　 叶酸修饰的羧甲基壳聚糖(ＦＣＭＣ)的制备

将精确称取的 ０􀆰 ５ ｇ ＦＡ(１􀆰 １ ｍｍｏｌ)溶于 １５ ｍＬ
无水 ＤＭＳＯ 并磁力搅拌 １ ｈ 充分溶解ꎬ依次加入过

量的 ＥＤＣ􀅰ＨＣｌ 和 ＮＨＳ[ｎ(ＦＡ) ∶ｎ(ＥＤＣ) ∶ｎ(ＮＨＳ)＝
１ ∶ １􀆰 ５ ∶ １􀆰 ５]ꎬ常温反应 ５ ｈꎬ使叶酸活化ꎮ ＣＭＣＳ
４００ ｍｇ 溶于 ３０ ｍＬ ｐＨ ５􀆰 ０ 的醋酸缓冲溶液中ꎬ将活

化的叶酸逐滴加入到 ＣＭＣＳ 溶液中ꎬ避光常温反应

１６ ｈꎮ 用 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＮａＯＨ 溶液逐滴调节 ｐＨ 到

９􀆰 ０ꎬ用 ＰＢＳ 缓冲溶液透析 ３ ｄꎬ用去离子水透析

３ ｄꎬ冷冻干燥得到黄色粉末状固体 ＦＣＭＣꎮ
１􀆰 ３　 ＦＣＭＣ / ＣａＣＯ３ 混合纳米球的制备

将 １０ ｍｇ 制备的 ＦＣＭＣ 溶于 ４ ｍＬ 水中ꎬ充分溶

解后将定量 ０􀆰 ０２ ｍｏｌ / Ｌ ＣａＣｌ２ 溶液滴加到上述溶液

中ꎬ室温搅拌 ２ ｈꎬ 然 后 向 溶 液 中 滴 加 等 量 的

０􀆰 ０２ ｍｏｌ / Ｌ Ｎａ２ＣＯ３ 溶液ꎬ室温反应 ２４ ｈꎮ 将所得溶

液离心收集沉淀ꎬ在真空干燥箱中 ４０℃干燥过夜得

产物ꎮ 为了比较ꎬ相同条件下制备了 ＣＭＣＳ / ＣａＣＯ３

混合纳米球和纯碳酸钙ꎮ
１􀆰 ４　 二甲双胍药物载药量及包封率测定

取 ５ ｍＬ 二甲双胍盐酸盐水溶液(１００ μｇ / ｍＬ)ꎬ
将 １０ ｍｇ 的空白微球加入其中ꎬ室温震荡搅拌 １６ ｈꎮ
随后将混合溶液离心分离ꎬ并用去离子水多次洗涤

沉淀ꎮ 收集所有水溶液ꎬ溶液中的药物质量即为药

物损失量ꎮ 以水为背景去除水吸光度ꎬ药物的浓度

由紫外可见分光光度计测定ꎮ 测量载药量(ＬＣ)和

包封率(ＥＥ)ꎬ每个样品做 ３ 个平行样测量取平均

值ꎬ表示为平均值±标准偏差(ＳＤ)ꎮ
ＬＣ 和 ＥＥ 的计算式如下:

ＬＣ ＝ [(Ｍ１ － Ｍ２) / Ｍ０] × １００％ (１)
ＥＥ ＝ [(Ｍ１ － Ｍ２) / Ｍ１] × １００％ (２)

式中:Ｍ１ 为药物的投料量ꎻＭ２ 为药物损失量ꎻＭ０ 为

载药纳米粒的总质量ꎮ
１􀆰 ５　 药物体外释放行为

将 １０ ｍｇ 载药纳米球 ( ＣＭＣＳ / ＣａＣＯ３、 ＦＣＭＣ /
ＣａＣＯ３)分别分散在 ＰＢＳ 缓冲液 (０􀆰 ０１ ｍｏｌ / ＬꎬｐＨ
７􀆰 ４ 和 ５􀆰 ０)中ꎮ 将溶液装入透析袋(截留分子质量

为 １􀆰 ４×１０４ ｇ / ｃｍ３)中ꎬ并分别浸入 ２５ ｍＬ ｐＨ 为 ７􀆰 ４
和 ５􀆰 ０ 的 ＰＢＳ 缓冲液的玻璃瓶中ꎬ在恒温 ３７℃振荡

箱中进行药物释放ꎮ 在预定的时间间隔ꎬ取出 ３ ｍＬ
的透析液并补加相应 ｐＨ 的等量新鲜 ＰＢＳ 溶液ꎮ 通

过紫外可见分光光度计在波长 ２３３ ｎｍ 处测定吸光

度ꎬ以相应的 ＰＢＳ 溶液扣背景ꎬ并根据相应 ｐＨ ＰＢＳ
溶液的标准曲线得出 ＭＥＴ 浓度ꎬ计算得出 ＭＥＴ 的

累积释放量ꎮ

２　 分析与讨论

２􀆰 １　 ＦＣＭＣ / ＣａＣＯ３ 混合纳米球的表征

２􀆰 １􀆰 １　 ＳＥＭ 表征结果

叶酸偶联前后混合纳米球的形态如图 １ 所示ꎮ
由图 １( ａ)可以看出ꎬ试样呈方形叠块状ꎮ 由图 １
(ｂ)、图 １( ｃ)可以看出ꎬＦＣＭＣ / ＣａＣＯ３ 试样分散性

较好ꎬ大小均一ꎬ平均粒径为 ２０７ ｎｍꎮ

(ａ)ＣａＣＯ３ (ｂ)ＣＭＣＳ / ＣａＣＯ３

(ｃ)ＦＣＭＣ / ＣａＣＯ３

图 １　 ＣａＣＯ３、ＣＭＣＳ / ＣａＣＯ３ 和 ＦＣＭＣ / ＣａＣＯ３ 的

扫描电镜图

２􀆰 １􀆰 ２　 ＦＴ－ＩＲ 的表征结果

ＣＭＣＳ、 ＦＣＭＣ、 ＣＭＣＳ / ＣａＣＯ３、 ＦＣＭＣ / ＣａＣＯ３ 的

􀅰６３１􀅰
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ＦＴ－ＩＲ 谱图如图 ２ 所示ꎮ 由图 ２ 中谱线 １ 可以看

出ꎬ３ ４４２ ｃｍ－１处的特征峰为羟基伸缩振动和氨基伸

缩振动重叠形成的吸收峰ꎬ１ ６２７ ｃｍ－１和 １ ３２７ ｃｍ－１

处分别为伯胺 Ｎ—Ｈ 弯曲振动和 Ｃ—Ｏ 伸缩振动ꎮ
由图 ２ 中谱线 ２ 可以看出ꎬＦＡ－ＣＭＣＳ 在 １ ５７９ ｃｍ－１

处 出 现 仲 胺 振 动 吸 收 峰ꎬ 说 明 有 酰 胺 键

(—ＣＯＮＨ—)生成ꎬ证明 ＦＡ 与 ＣＭＣＳ 成功偶联到一

起ꎮ 由于氢键的减少ꎬ在 １ ０２８ ｃｍ－１处可以明显看

出有 １ 个尖锐的吸收带[１２]ꎮ 在图 ２ 谱线 ３ 中ꎬ出现

ＣＭＣＳ 部分和碳酸钙的信号峰ꎮ ２ ９２７ ｃｍ－１处为羧

甲基壳聚糖 Ｃ—Ｈ 伸缩振动ꎬ７１３ ｃｍ－１和 ８７４ ｃｍ－１处

为方解石的伸缩振动ꎬ７４７ ｃｍ－１处为球霰石的特征

吸收峰ꎮ 在图 ２ 谱线 ４ 中ꎬ２ ９２７ ｃｍ－１处吸收峰较

强ꎬ说明有机物的含量相对较高ꎬ除含有方解石和球

霰石的吸收峰外ꎬ在 １ ５９０ ｃｍ－１ 处出现酰胺键

(—ＣＯＮＨ—)特征吸收峰ꎬ１ ０２８ ｃｍ－１处的峰也同时

出现ꎬ９２９ ｃｍ－１ 处为叶酸 Ｏ—Ｈ 振动吸收峰ꎬ表明

ＦＣＭＣ / ＣａＣＯ３ 是由方解石、球霰石和 ＦＣＭＣ 组成ꎮ

１—ＣＭＣＳꎻ２—ＦＣＭＣꎻ３—ＣＭＣＳ / ＣａＣＯ３ꎻ４—ＦＣＭＣ / ＣａＣＯ３

图 ２　 ＣＭＣＳ、ＦＣＭＣ、ＣＭＣＳ / ＣａＣＯ３、
ＦＣＭＣ / ＣａＣＯ３ 的红外光谱图

２􀆰 １􀆰 ３　 ＸＲＤ 的表征结果

ＦＣＭＣ / ＣａＣＯ３ 和 ＣＭＣＳ / ＣａＣＯ３ 的 ＸＲＤ 图谱如

图 ３ 所示ꎮ 圆圈和倒三角分别代表方解石和球霰石

的衍射峰ꎮ 由图 ３ 可以看出ꎬ２ 种纳米粒均具有方

解石(ＰＤＦ＃８３－０５７８)和球霰石(ＰＤＦ＃３３－０２６８)２ 种

晶相ꎬ说明大分子羧甲基壳聚糖的存在可以调节产

物的晶相形成ꎬ与 ＳＥＭ 表征结果一致ꎮ

１—ＦＣＭＣ / ＣａＣＯ３ꎻ２—ＣＭＣＳ / ＣａＣＯ３

图 ３　 ＣＭＣＳ / ＣａＣＯ３、ＦＣＭＣ / ＣａＣＯ３ 的 ＸＲＤ 谱图

２􀆰 １􀆰 ４　 ＢＥＴ 氮气吸附分析

叶酸修饰后 ＦＣＭＣ / ＣａＣＯ３ 混合纳米球仍具有

高比表面积和较大孔容和较小孔径ꎬ如表 １ 所示ꎮ
ＢＥＴ 分析结果如图 ４ 所示ꎮ 由表 １ 可以看出ꎬ
ＦＣＭＣ / ＣａＣＯ３ 的比表面积为 ２７􀆰 ０６ ｍ２ / ｇꎮ 从孔径分

布分析结果可知ꎬ试样存在介孔结构ꎬ２ 种试样的孔

直径为 ３􀆰 ４４ ｎｍ 和 ３􀆰 ８４ ｎｍꎬ表明在 ＦＡ 修饰前后孔

径变化不明显ꎬ而这种介孔结构可以为抗癌药物提

供潜在的负载空间ꎮ
表 １　 ＦＡ 修饰前后混合纳米球结构参数

样品 ＣＭＣＳ / ＣａＣＯ３ ＦＣＭＣ / ＣａＣＯ３

孔径 / ｎｍ ３􀆰 ４４ ３􀆰 ８４

比表面积 / ( ｍ２􀅰ｇ－１) ２８􀆰 ０９ ２７􀆰 ０６

孔体积 / ( ｃｍ３􀅰ｇ－１) ０􀆰 ０７１ ０􀆰 １０１

图 ４　 ＦＣＭＣ / ＣａＣＯ３ 的 Ｎ２ 吸 / 脱附等温线

２􀆰 ２　 纳米球的载药性能评估

ＦＣＭＣ / ＣａＣＯ３ 装载 ＭＥＴ 前后试样的超声分散

液稀释后ꎬ利用 ＵＶ－Ｖｉｓ 测得的紫外吸光度曲线如

图 ５ 所示ꎮ 由图 ５ 可以看出ꎬＭＥＴ 装载到 ＦＣＭＣ /
ＣａＣＯ３ 后ꎬ溶液的紫外吸光度曲线在波长 ２３３ ｎｍ 处

有显著的药物吸收峰出现ꎬ而在空白载体上在波长

２３３ ｎｍ 处没有峰ꎬ表明小分子药物 ＭＥＴ 有效地载

入到纳米粒中ꎮ

１—ＭＥＴ 溶液ꎻ２—ＦＣＭＣ / ＣａＣＯ３ꎻ３—ＭＥＴ＠ ＦＣＭＣ / ＣａＣＯ３

图 ５　 ＦＣＭＣ / ＣａＣＯ３ 担载 ＭＥＴ 前后溶液

ＵＶ－Ｖｉｓ 对比

ＭＥＴ 的包封率和载药量如表 ２ 所示ꎮ 由表 ２

􀅰７３１􀅰
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可以看出ꎬ混合纳米球的 ｚｅｔａ 电位均为负电位ꎬ这是

由于羧甲基壳聚糖含有—ＣＯＯＨ 基团ꎮ 混合纳米球

的包封率都不低于 ８０％ꎬ高效的 ＭＥＴ 加载归因于纳

米球的介孔吸附性能和 ＣＭＣＳ 的—ＣＯＯ—与二甲双

胍盐酸盐的—ＮＨ３＋的静电相互作用ꎬ从而将药物载

入混合纳米球ꎮ 叶酸分子的疏水性在一定程度上也

提高了 ＭＥＴ 的包封效率ꎮ
表 ２　 载药纳米球对 ＭＥＴ 的包封率和载药量

样品 Ｚｅｔａ 电位 / ｍＶ 载药量 / ％ 包封率 / ％

ＣＭＣＳ / ＣａＣＯ３ －１８􀆰 ３±０􀆰 ７ ３􀆰 ９±０􀆰 ４ ８０􀆰 ４５±５􀆰 ２

ＦＣＭＣ / ＣａＣＯ３ －１５􀆰 ４±０􀆰 ９ ４􀆰 ２±０􀆰 ２ ８３􀆰 ３２±３􀆰 １

２􀆰 ３　 体外释放

不同 ｐＨ 条件下ꎬＭＥＴ 从 ２ 种载药纳米球中释

放情况如图 ６ 所示ꎮ 由图 ６ 可以看出ꎬ随释放介质

ｐＨ 的降低ꎬ药物的释放速率增加ꎮ 在 ＦＣＭＣ / ＣａＣＯ３

混合纳米球释放曲线中ꎬ酸性条件下(ｐＨ ５􀆰 ０)药物

释放明显加速ꎬ２４ ｈ 后超过约 ８１％的药物得到释

放ꎬ而在 ｐＨ ７􀆰 ４ 情况下仅有约 ３９％的药物释放ꎬ说
明酸性条件有利于纳米粒对药物进行释放ꎬ这是因

为酸性条件下无机成分 ＣａＣＯ３ 的溶解度增加ꎬ有利

于药物的释放ꎬ所以在低 ｐＨ 的癌细胞环境ꎬ这种载

药系统更有利于实现加速癌细胞内药物交付ꎮ

１—ＣＭＣＳ / ＣａＣＯ３ ｐＨ ５􀆰 ０ꎻ２—ＦＣＭＣ / ＣａＣＯ３ ｐＨ ５􀆰 ０ꎻ

３—ＣＭＣＳ / ＣａＣＯ３ ｐＨ ７􀆰 ４ꎻ４—ＦＣＭＣ / ＣａＣＯ３ ｐＨ ７􀆰 ４

图 ６　 ＭＥＴ 在 ＣＭＣＳ / ＣａＣＯ３ 和 ＦＣＭＣ/ ＣａＣＯ３ 中的

释放曲线

３　 结论

(１)在水溶液中通过简易的方法成功制备出

ＦＣＭＣ / ＣａＣＯ３ 混合纳米球ꎬ平均粒径约 ２０７ ｎｍꎮ
(２)ＦＣＭＣ / ＣａＣＯ３ 混合纳米球通过静电相互作

用及介孔吸附作用对亲水性的 ＭＥＴ 能够有效加载ꎬ
包封率达到约 ８３％ꎮ

(３)ＦＣＭＣ / ＣａＣＯ３ 混合纳米球作为亲水性药物

二甲双胍的运输载体ꎬ对药物的释放具有优良的缓

控释放能力和 ｐＨ 敏感性ꎬ期望其能作为智能靶向

给药系统应用于治疗和预防癌ꎮ
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