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摘要:合成了生物素化果胶衍生物并通过乳化超声法制备了纳米粒子ꎻ以目标药物阿霉素为研究对象ꎬ考察了不同条件下

纳米粒子包封率和载药量的变化情况ꎮ 通过红外光谱仪和元素分析仪对生物素化果胶粒子的化学组成及结构进行了表征ꎻ用
粒度分析仪和扫描电子显微镜分析了生物素化果胶粒子的形貌和尺寸ꎻ通过紫外分光光度计确定了生物素化果胶粒子的包封
率和载药量ꎮ 结果表明ꎬ合成的生物素化果胶纳米粒呈现较规则的球形结构ꎬ粒度分布较均一ꎬ平均粒径为(１９０􀆰 ２±３７􀆰 ０) ｎｍꎬ
生物素取代度为 ３７％ꎬ包封率为(８４􀆰 ５８±０􀆰 ７８)％ꎬ载药量为(１２􀆰 ６９±０􀆰 ３７)％ꎮ
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　 　 靶向治疗是近年来肿瘤治疗的研究热点[１]ꎮ
大量研究证实ꎬ将抗癌药物包载于纳米粒中可以改

变药物体内分布、代谢等特点ꎬ为选择性治疗肿瘤提

供一种新的思路和方法ꎬ构建具有细胞选择性的纳

米载体是提高实体瘤治疗效果的可行途径[２－３]ꎮ 目

前ꎬ药物载体材料主要是高分子材料ꎬ包括天然高分

子材料和合成的高分子材料ꎮ 其中天然高分子材料

因其自身的可降解性、良好的生物相容性以及可从

体内安全消除等特性受到研究者们的青睐ꎬ而多糖

类作为药物载体的研究一直备受关注[４]ꎮ
果胶是一种天然多糖ꎬ由于其具有无毒、生物可

降解、来源广泛及成本低等特点ꎬ广泛应用于医疗行

业[５－７]ꎮ 更重要的是ꎬ果胶结构中富含—ＣＯＯＨ、
—ＯＨ 等基团ꎬ很容易连接上不同的基团使其性质

和作用发生巨大变化ꎬ生成具有生物活性的衍生物ꎬ
而将靶向配体接枝到自身结构中ꎬ则会具有组织靶

向性[８]ꎮ 值得一提的是ꎬ由于肿瘤细胞表面具有过

度表达多种维生素的受体ꎬ加上维生素具有非免疫

原性、低分子质量、多种化学接枝基团ꎬ且经济、廉价

易得等原因使得维生素广泛应用于靶向基团的配体

研究中[９]ꎮ 生物素即维生素 Ｈ(ｂｉｏｔｉｎ)ꎬ是分子质量

为 ２４４ 的小分子营养物质ꎬ人体几乎所有的细胞表

面都具有表达这种小分子营养物的受体ꎻ而肿瘤细

胞的快速生长ꎬ需要大量营养物质ꎬ其细胞表面往往

会过度表达生物素的特异受体ꎬ与正常组织和细胞

相比ꎬ具有较高的生物素结合能力[１０]ꎮ 因此ꎬ将生

物素受体作为一种特异识别的靶点ꎬ对药物载体进

行生物素修饰ꎬ使其达到靶向杀死肿瘤细胞的效果ꎮ
阿霉素(ＤｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎꎬＤＯＸ)是一种用于治疗实

体肿瘤的高效广谱抗肿瘤药物[１１]ꎬ但在临床应用中

存在很大的副作用ꎬ如对消化道、心脏的不良反应以

及骨髓抑制等ꎮ 因此ꎬ研究制备具有可靶向运输、缓
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释药物和减少毒副作用的载药纳米粒子具有重要

意义ꎮ
笔者以果胶和生物素为原料ꎬ通过酯化反应ꎬ合

成了生物素化果胶衍生物(ＢＩＯ－ＰＥＣ)ꎬ如图 １ 所

示ꎮ 通过乳化超声法制备出了生物素化果胶纳米球

(ＢＩＯ－ＰＥＣ－ＮＰ)ꎬ利用 ＦＴＩＲ、ＳＥＭ、Ｚｅｔａ 电位与激光

粒度仪、倒置金相显微镜等测试手段对纳米粒进行

了表征ꎬ并以 ＤＯＸ 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 ＤＯＸ 的释放机制ꎮ

图 １　 生物素化果胶多糖衍生物的合成路线图

１　 实验部分

１􀆰 １　 实验原料

果胶ꎬ梯希爱(上海)化成工业发展有限公司生

产ꎻ生物素ꎬ上海思域化工科技有限公司生产ꎻ阿霉

素ꎬ上海思域化工科技有限公司生产ꎻ１－(３－二甲氨

基丙基)－３－乙基碳二亚胺盐酸盐(ＥＤＣ􀅰ＨＣｌ)ꎬ分析

纯ꎬ北京百灵威科技有限公司生产ꎻ４－二甲氨基吡

啶(ＤＭＡＰ)ꎬ分析纯ꎬ上海阿拉丁生化科技股份有限

公司生产ꎻ二甲基亚砜(ＤＭＳＯ)ꎬ分析醇ꎬ天津市光

复精细化工研究所生产ꎻ其余试剂均为国产分析纯ꎮ
１􀆰 ２　 生物素化果胶衍生物(ＢＩＯ－ＰＥＣ)的制备

在 １５０ ｍＬ 单口烧瓶中加入 ５０ ｍＬ 无水 ＤＭＳＯ、
生物素(１ ｍｍｏｌ)、ＥＤＣ􀅰ＨＣｌ (１􀆰 ２ ｍｍｏｌ) 和 ＤＭＡＰ
(０􀆰 １ ｍｍｏｌ)ꎬ室温反应 ２ ｈꎬ然后加入不同量的果

胶ꎬ继续在室温下反应数天ꎮ 将反应液放入透析袋

(截留分子质量为 ８ ０００ ~ １４ ０００)中ꎬ在 ２ Ｌ 去离子

水中透析 ３ ｄꎬ前 ６ ｈ 每 １ ｈ 更换 １ 次去离子水ꎬ然后

每 １２ ｈ 更换 １ 次ꎬ直到透析结束ꎮ 将透析袋中的溶

液进行冷冻干燥ꎬ得到白色粉末状固体 ＢＩＯ－ＰＥＣꎮ
１􀆰 ３　 生物素化果胶纳米粒(ＢＩＯ－ＰＥＣ－ＮＰ)的制备

采用乳化超声法制备 ＢＩＯ－ＰＥＣ－ＮＰ[１２]ꎬ取 １００ ｍｇ
ＢＩＯ－ＰＥＣꎬ溶于 １０ ｍＬ 去离子水中ꎬ配成 １％的果胶

溶液ꎬ备用ꎮ 将 ２ ｍｇ 双(２－乙己基)磺基丁二酸钠

(ＡＯＴ)溶解于 ４ ｍＬ 油酸中ꎬ充分溶解后ꎬ在高速搅

拌下ꎬ将配制好的果胶溶液缓慢滴加 ３００ μＬꎬ探头

超声形成微乳体系ꎬ备用ꎮ 取 ３００ μＬ 氯化钙正丙醇

溶液(０􀆰 ０１ ｇ / ｍＬ)分散于 ４ ｍＬ 油酸中制成固化液ꎬ
将微乳液缓慢滴加到固化液中ꎬ超声固化ꎬ离心分

离ꎮ 沉淀分别用 ５０％乙醇与无水乙醇清洗、离心

后ꎬ真空干燥得 ＢＩＯ－ＰＥＣ－ＮＰꎮ
１􀆰 ４　 阿霉素 /生物素化果胶载药纳米粒 (ＤＯＸ /
ＢＩＯ－ＰＥＣ－ＮＰ)的制备及载药量、包封率测定

配制阿霉素水溶液(１００ μｇ / ｍＬ)ꎬ取 １０ ｍＬꎬ向
药物溶液中加入 ６ ｍｇ ＢＩＯ－ＰＥＣꎬ室温振荡搅拌 ２ 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溶液中的药物含量即为药

物损失量ꎮ 以空白 ＢＩＯ－ＰＥＣ－ＮＰ 扣除背景ꎬ药物的

浓度由紫外－可见分光光度计测定ꎮ 测定载药量

(ＬＣ)和包封率(ＥＥ)ꎬ每个样品进行 ３ 个平行样测

量并取平均值ꎬ用平均值±标准偏差(ＳＤ)表示ꎮ ＬＣ
和 ＥＥ 的计算公式为:

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

式中:Ｍ１ 为药物的投入量ꎻＭ２ 为药物损失量ꎻＭ０ 为

载药微粒的总质量ꎮ
１􀆰 ５　 药物体外释放行为

将 ２ ｍｇ 的载药纳米粒分别分散在 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)中并分别浸入

２０ 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

４８０ ｎｍ 处测定吸光度ꎬ以相应的 ＰＢＳ 溶液扣除背

景ꎬ并根据相应 ｐＨ 的 ＰＢＳ 溶液的标准曲线得出

ＤＯＸ 浓度ꎬ计算 ＤＯＸ 的累积释放量ꎮ

２　 分析与讨论

２􀆰 １　 ＢＩＯ－ＰＥＣ－ＮＰ 的表征

２􀆰 １􀆰 １　 ＳＥＭ 表征结果

ＢＩＯ－ＰＥＣ－ＮＰ 的扫描电镜图如图 ２ 所示ꎮ

图 ２　 ＢＩＯ－ＰＥＣ－ＮＰ 扫描电镜图

􀅰９２１􀅰
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从图 ２ 中可以看出ꎬ制备的纳米粒子的粒径在

２００ ｎｍ 左右ꎬ形态近似球形ꎬ大小较均一ꎮ
２􀆰 １􀆰 ２　 ＦＴＩＲ 的表征结果

生物素化果胶多糖衍生物的合成是通过酯化反

应进行合成ꎬ如图 １ 所示ꎮ 以 ＥＤＣ 作脱水剂和耦合

剂ꎬＤＭＡＰ 为催化剂ꎬ将生物素连接到果胶多糖上合

成生物素化果胶多糖衍生物ꎮ 以果胶多糖为对照ꎬ
衍生物的红外光谱图如图 ３ 所示ꎮ

１—ＰＥＣꎻ２—ＢＩＯ－ＰＥＣ

图 ３　 果胶多糖及生物素化果胶多糖衍生物的

ＦＩ－ＩＲ 图谱

从图 ３ 中可以看出ꎬ果胶多糖由于有较多的羟

基ꎬ在 ３ ４４１ ｃｍ－１左右处有较强的伸缩振动吸收峰ꎬ
Ｎ—Ｈ 伸缩振动峰在此处也有较强的吸收ꎬ故将生

物素接枝到果胶多糖后ꎬ所得到的衍生物在此处呈

现出 Ｏ—Ｈ 及 Ｎ—Ｈ 伸缩振动峰的叠加而使其明显

增强ꎮ 且随着取代度的增加即羟基的酯化ꎬＯ—Ｈ
处的宽峰变窄ꎬ２ ９２２ ｃｍ－１左右处的—ＣＨ 伸缩振动

峰和 １ ６９２ ｃｍ－１处的 Ｃ􀪅􀪅Ｏ 伸缩振动峰经酯化反应

后得到加强ꎬ说明有酯键形成ꎬ即生物素与果胶多糖

已发生酯化反应ꎮ
２􀆰 １􀆰 ３　 元素分析仪表征结果

元素分析仪可对有机物中的 Ｃ、Ｈ、Ｎ、Ｓ 元素的

质量分数进行定量分析ꎮ 由于果胶分子中不含有

硫ꎬ而生物素分子中含有硫元素ꎬ所以可通过测定

ＢＩＯ－ＰＥＣ－ＮＰ 中 Ｓ 的质量分数ꎬ间接测定产物中生

物素的质量分数ꎮ
生物素化果胶多糖衍生物中生物素的取代度

(ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ)定义为:每 １００ 个无水葡萄糖

残基(ａｎｈｙｄｒｏｇｌｕｃｏｓｅ)上偶联生物素的个数[１３]ꎮ 因

为只有生物素中含有硫元素ꎬ所以通过元素分析仪

测定出产物中含有硫元素的质量分数ꎬ以此测定生

物素的取代度ꎬ具体计算式为:
ＤＳ ＝ (Ｓ 物质的量 / Ａ 物质的量) × １００％

　 　 测试结果如表 １ 所示ꎮ 经计算ꎬＢＩＯ－ＰＥＣ 粒子

中生物素的取代度为 ３７％ꎮ

表 １　 果胶和生物素化果胶多糖衍生物中硫元素质量分数

名称 果胶(原料) 生物素化果胶多糖(产物)

称重 / ｍｇ ２􀆰 ３９ / ２􀆰 ３５ ２􀆰 ２３ / ２􀆰 ３３

ｗ(Ｃ)元素 / ％ ３８􀆰 ０４ / ４０􀆰 ０８ ４３􀆰 １７ / ４２􀆰 ８４

ｗ(Ｈ)元素 / ％ ５􀆰 ４９ / ５􀆰 ８４ ６􀆰 ７０ / ６􀆰 ６６

ｗ(Ｎ)元素 / ％ ０􀆰 ６２ / ０􀆰 ６２ ６􀆰 １９ / ６􀆰 ４５

ｗ(Ｓ)元素 / ％ ０􀆰 ８４ / ０􀆰 ８８ ４􀆰 ７２ / ４􀆰 ７８

２􀆰 ２　 微球的载药性能评估

阿霉素在 ４８０ ｎｍ 紫外检测下ꎬ以各阿霉素溶液

质量浓度(５ ~ ５０ μｇ / ｍＬ)为 Ｘ 轴ꎬ对应吸光度为 Ｙ
轴ꎬ进行线性回归ꎬ得标准曲线ꎮ 求得线性回归方程

为 Ｙ ＝ ０􀆰 ０１９ ５Ｘ＋０􀆰 ０１８ ４ꎬ相关系数 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ２ꎮ
由此测定纳米粒中阿霉素的包封率和载药量ꎮ 以微

球的包封率为优化标准ꎬ经过单因素实验发现ꎬ当加

入 ６ ｍｇ 纳米粒子ꎬ阿霉素药物质量浓度为 １００ μｇ / ｍＬ
时ꎬ微球的包封率最大ꎬ其包封率为 ８４􀆰 ５８％ꎬ载药

量为 １２􀆰 ６９％ꎬ见表 ２ꎮ
表 ２　 ＰＥＣ－ＮＰ、ＢＩＯ－ＰＥＣ－ＮＰ与 ＤＯＸ－ＢＩＯ－ＰＥＣ－ＮＰ的

粒径、电位、包封率及载药量(􀭺Ｘ±ＳＤꎬｎ＝３)

样品 ＰＥＣ－ＮＰ ＢＩＯ－ＰＥＣ－ＮＰ ＤＯＸ－ＢＩＯ－ＰＥＣ－ＮＰ

粒径 / ｎｍ ２３５±３􀆰 ３５ ２８４±２􀆰 ８６ ３２３±３􀆰 ５８

ＰＤＩ ０􀆰 １１±０􀆰 ００９ ０􀆰 １９±０􀆰 ０１６ ０􀆰 ２３±０􀆰 ０１５

电位 / ｍＶ －３０􀆰 ７４±１􀆰 ３２ －２２􀆰 １３±１􀆰 ９６ －１７􀆰 ４５±２􀆰 ３１

包封率 / ％ — — ８４􀆰 ５８±０􀆰 ７８

载药量 / ％ — — １２􀆰 ６９±０􀆰 ３７

用荧光电镜观察载药粒子的载药情况ꎬ如图 ４
所示ꎮ 将干燥的粒子于蒸馏水中分散后在荧光电镜

下观察ꎬ当绿光激发粒子后ꎬ粒子发出红色的荧光ꎮ
证明了阿霉素很好地装载于生物素化果胶纳米

粒中ꎮ

(ａ)未被荧光激发下的

纳米粒显微镜图

(ｂ)荧光激发下的

纳米粒显微镜图

图 ４　 ＤＯＸ－ＢＩＯ－ＰＥＣ－ＮＰ 的荧光显微镜图片

２􀆰 ３　 体外释放

在 ｐＨ ５􀆰 ０ 和 ｐＨ ７􀆰 ４ 下ꎬ载药微球释放阿霉素

􀅰０３１􀅰
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的释药情况如图 ５ 所示ꎮ 由图 ５ 可以看出ꎬ随着溶

液 ｐＨ 的降低ꎬ药物的释放率减小ꎮ 这是由于溶液

酸性的增强ꎬ提高了果胶的凝胶性ꎬ这会降低水分子

的渗入ꎬ从而降低了包裹在果胶层中药物的溶解速

度ꎬ进而药物不易释放出来ꎮ 所以ꎬ在近似中性条件

下ꎬ更有利于药物的释放ꎮ 从图 ５ 中还可以看出ꎬ在
ｐＨ ７􀆰 ４ 条件下ꎬ药物持续释放ꎬ在 ８０ ｈ 内ꎬ药物释放

了近 ８０％ꎬ这对于药物的缓释、持续给药具有重大

的意义ꎮ

１—ＰＥＣ－ＮＰ ｐＨ ７􀆰 ４ꎻ２—ＢＩＯ－ＰＥＣ－ＮＰ ｐＨ ７􀆰 ４ꎻ
３—ＰＥＣ－ＮＰ ｐＨ ５􀆰 ０ꎻ４—ＢＩＯ－ＰＥＣ－ＮＰ ｐＨ ５􀆰 ０

图 ５　 ＤＯＸ 在 ＰＥＣ－ＮＰ 和 ＢＩＯ－ＰＥＣ－ＮＰ 中的

释放曲线

３　 结论

通过酯化反应合成了生物素化果胶衍生物ꎬ并
通过乳化超声法成功制备了生物素化果胶纳米球ꎬ
其大小均一ꎬ分散性良好ꎮ 选取阿霉素为目标药物ꎬ
通过静电相互作用对阿霉素进行有效装载ꎬ其包封

率能达到约 ８４％ꎮ 通过对载药纳米球体外释放药

物的研究发现ꎬ其具有优良的缓控释放能力和 ｐＨ
敏感性ꎬ期望能作为靶向药物载体应用于肿瘤的治

疗中ꎮ
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