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及其在脂质体与药物分离中的应用
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摘要!以葡聚糖 " 万为原料#环氧氯丙烷为交联剂#甲苯为有机分散相#选用合适的分散剂#利用反相悬浮聚合的原理制备

了葡聚糖凝胶微球$ 以微球的球形度"粒径分布范围以及吸水溶胀度等性能为衡量标准#考察了有机分散相的种类"搅拌速度"

实验温度"反应时间以及分散剂的用量对制备效果的影响#确定了最优的制备条件$ 同时#将所制葡聚糖微球应用于脂质体与

药物的分离检测#以测定其凝胶分离性能$ 结果表明#所制交联葡聚糖凝胶微球具有良好的球形度"分散性以及吸水溶胀性#并

具有优良的凝胶过滤分离性能$

关键词!反相悬浮聚合原理%交联葡聚糖凝胶微球%分离性能
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;;交联葡聚糖凝胶过滤介质是由支链葡聚糖分子

在碱性条件下与交联剂发生反应#交联而成的具有

多孔网状结构的天然多糖类高分子聚合物$ 其最早

合成及应用始于 () 世纪 ?) 年代末#最初用于去除

血浆中硫酸铵以及分离相对分子质量在 # ))) Q

() ))) Z4之间的多糖类物质(#)

$ 经过几十年的发

展#交联葡聚糖凝胶过滤介质由于其生物相容性好"

分辨率高"选择性好"应用成本低"便于储存等优点#

已广泛应用于蛋白质"多肽"氨基酸以及多糖类等生

化物质的分离与纯化#可分离相对分子质量几百到

几百万的各种物质(( @=)

$ 葡聚糖凝胶过滤介质是凝

胶过滤层析领域最经典也是用量最大的分离介质#

在生物纯化及工业生产领域有着不可替代的地位$

目前#国内使用的此类介质多依赖于国外进口#价格

昂贵#应用成本较高#国内类似研究产品性能与其相

比还存在一定的差距#亟待提升$ 因此#研究和开发

该类生化分离介质具有很高的实用价值$

笔者利用反相悬浮凝胶聚合原理#以环氧氯丙

烷为交联剂#甲苯为有机分散相#通过筛选分散剂#

制备了交联葡聚糖凝胶微球#并详细研究了其制备

影响因素及过滤分离的性能$

:;实验部分

:?:;仪器与试剂

Eh/[@"D智能磁力加热搅拌器&巩义市予华仪

器责任有限公司生产'%Y352G8,N)2生物显微镜&日
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本尼康公司生产'%立式冷藏层析柜&河南新飞电器

公司生产'%电热恒温干燥箱&天津市天宇实验仪器

有限公司生产'%/4--:P) \b@b28紫外分光光度计

&安捷伦科技公司生产'$

葡聚糖 " 万&国药集团化学试剂有限公司生

产'%甲苯&天津市江天化工技术有限公司生产'%聚

乙酸乙烯酯 ! 万 Q? 万&国药集团化学试剂有限公

司生产'%油酸&国药集团化学试剂有限公司生产'%

环氧氯丙烷&天津市江天化工技术有限公司生产'%

达卡巴嗪&武汉拉那白医药化工有限公司生产'%胆

固醇&北京普博欣生物科技有限公司生产'%磷脂

&天津希恩思生物科技有限公司生产'$

:?<;交联葡聚糖凝胶微球的制备

将水相 () 1[()V葡聚糖溶液加至 (?) 1[三

口烧瓶中#加入 #)) 1[内含 (V聚乙酸乙烯酯和

)T(V油酸的甲苯有机相#机械搅拌均匀#加热至

?)e$ 并向上述溶液中加入 ?T) 1[环氧氯丙烷#反

应 #P 0 后#停止反应#冷却至室温#过滤#收集到的

产物依次经甲苯"乙醇"水"乙醇清洗得到湿态脱水

微球#再经 N)e干燥#得干粉状微球$

:?=;微球表观性能表征

#T!T#;球形度与粒径

将所制葡聚糖凝胶微球均匀分散于 ()V乙醇

水溶液中#用 #) 倍光学显微镜观测其球形度及粒径

大小#用于判断各条件下制备效果的考察$

#T!T(;溶胀度表征

溶胀度的高低与微球浓度和交联度相关#交联

度也影响着微球的孔径$ 制备出来不同吸水量的微

球可以分离不同相对分子质量范围的蛋白或其他生

物大分子(()

#因此用吸水溶胀度来表征微球的分离

适用范围#测定过程为!称取 #T) B微球干粉#置于

(? 1[量筒中$ 向量筒中加入 #) 1[蒸馏水#室温

下溶胀 (" 0#期间间歇搅拌#以确保凝胶完全溶胀#

并记录其溶胀体积$

:?>;交联葡聚糖凝胶微球应用于脂质体与游离药

物的分离

#T"T#;缓冲溶液与样品液的配制

GF=T" <DE缓冲液!称取 PTN)) B磷酸二氢钾

至 # ))) 1[容量瓶#加 !M? 1[)T# 1%5a[$4XF水

溶液溶解#加水稀释定容#得 NMT? 11%5a[GF=T"

<DE缓冲液$

待测样品液!称取 )T!P) B磷脂与 )T)P) B胆固

醇#加适量氯仿溶解并进行旋蒸#静置挥发溶剂$ 然

后将含有约 )T)#) B抗癌药物达卡巴嗪的水相溶液

加入到上述旋蒸瓶中#超声混合即得$

#T"T(;脂质体与游离药物的凝胶过滤分离

分别取所制 ()V" ")V葡聚糖凝胶微球和

E,G04+,LA?) 干胶粉各 #T? B于小烧杯中#加水浸

泡 (" 0$ 将溶胀好的凝胶微球装于 #) 11p

#)) 11含有下挡板的商品化玻璃层析管中#得凝胶

层析柱$ 使用 ? 倍柱体积的 GF=T" <DE 缓冲液过

柱平衡#并保证最后缓冲液面略高于凝胶层面$ 上

样 )T# 1[待测样品液静置 ? 12.#使用 GF=T" <DE

缓冲液过柱洗脱$ 每 )T? 1[洗脱液收集一管$ 将

收集的洗脱液经紫外分光光度计于 !!) .1波长条

件下进行吸光度检测#并绘制分离曲线$

<;结果与讨论

<?:;交联葡聚糖凝胶微球的合成原理

反相悬浮聚合法制备交联葡聚糖凝胶微球的原

理及过程!直链葡聚糖单体分子与高纯水或者碱性

水溶液混合#形成分散均一的多糖溶液$ 然后在搅

拌条件下加入到含有乳化剂的均匀有机油相中#使

葡聚糖分子快速均匀地分散$ 随后加入适量的交联

剂#在碱性环境下#葡聚糖分子上的糖羟基与交联剂

上的活性官能团反应形成网状交联产物#并在分散

剂的作用下聚合成凝胶多孔结构#形成具有网状多

孔结构的聚合物微球$ 其中合适的分散剂能够更好

地降低水相分子与有机油相之间的表面张力#并能

一定程度上防止乳滴之间的聚合#使水相分子在有

机相环境中更好地均匀分散(N)

$ 笔者分别以甲苯

为有机分散相#并与相应的乳化剂配合使用#制得了

不同浓度范围的交联葡聚糖凝胶微球$

<?<;有机分散相制备凝胶微球影响因素考察

以甲苯为有机分散相#聚乙酸乙烯酯为分散剂#

油酸为乳化剂#环氧氯丙烷为交联剂制备了 ()V葡

聚糖凝胶微球#并对搅拌速度"交联固化时间"乳化

剂和分散剂用量等影响因素进行了详细地考察$

(T(T#;搅拌速度与固化时间的考察

搅拌速度直接影响着葡聚糖凝胶微球粒径形成

的大小和分散性#速度越大#所制微球粒径越小且分

布越窄#分散性能越好$ 固化时间对微球球体的形

成以及粒径和孔径的大小与分散性都有一定的影

响$ 按照 #T( 实验步骤#考察了搅拌速度和固化时

间对制备效果的影响#结果如表 # 所示$

结果表明#搅拌速度越大#固化时间越长#所形

成的微球的粒径越小#其微球粒径范围越窄#分散性

能越好$ 按照表 # 中的实验现象#反应体系选择了

*P?*
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;;;;;;;

表 :;搅拌速度及固化时间对葡聚糖微球制备的影响

搅拌速度a

&-*12.

@#

'

固化

时间a0

实验结果&球体形态'

#))) #P ;粒径太小#无法观测到球体

N)) #P ;球体间粘连较为严重#微球粒径在 ()

'

1

左右

P)) #P ;球形度较好#微球粒径 !) Q())

'

1居多

N)) P ;微球粒径不足 ")

'

1

P)) P ;微球球形度较差#粒径t())

'

1

P)) -a12.#固化时间为 #P 0 的反应条件#该反应条

件下制备的微球形态如图 # 所示$

图 #;以甲苯为油相制备的葡聚糖微球

(T(T(;分散剂和乳化剂的影响

良好的分散剂能够较好地降低葡聚糖水相分子

与甲苯有机相之间的表面张力#同时可附着于葡聚

糖乳滴表面#形成一层保护膜#能有效防止乳滴聚

集#使形成的微球更加稳定且分散#其量的多少一定

程度上也影响乳滴的大小及均匀性$ 笔者选用聚乙

酸乙烯酯为分散剂#油酸为乳化剂#分别考察了未加

入油酸与加入油酸&质量分数为 )T(V和 )T"V'(

种状态下所制微球的效果#如图 ( 所示$

&4'不加油酸 &J'质量分数为 )T(V

&3'质量分数为 )T"V

图 (;油酸加入对葡聚糖微球制备的影响

结果表明#不加油酸时#在现行体系下所形成的

微球球形度较好#球体表面光滑#其粒径在 !) Q

())

'

1之间分布%随着油酸加入量的增加#微球的

球体形态发生变化且微球的粒径在不断地减小$ 这

是由于分散剂与乳化剂都具有降低油水两相表面张

力的作用#在一定程度上聚乙酸乙烯酯也可促进乳

化#二者的双重作用导致了球体形态的变化#随着油

酸质量分数的增加#微球的粒径变化也更加明显$

(T(T!;均匀预分散的影响

预分散是指从葡聚糖水相分子与有机相的均匀

分散#此时葡聚糖水相分子经搅拌在有机相中开始

形成乳滴#该乳滴具有不稳定性#在搅拌剪切力的作

用下也在不断地破碎与合并#同时#聚乙酸乙烯酯附

着于乳滴表面#也可防止乳滴之间不断地聚合$ 随

着预分散的进行#乳滴的破碎与聚合以及聚乙酸乙

烯酯在表面的吸附解析达到平衡#此时乳滴粒径也

趋于稳定(M)

$ 因此#预分散时间的长短在一定程度

上影响着微球的粒径大小及球形度的好坏和分散均

匀性$

考察了 # 0和 ! 0分散时间下#葡聚糖微球的制

备效果#结果如图 ! 所示$ 结果表明#当预分散时间

为 # 0时#形成的微球粒径在 !) Q#?)

'

1之间#球

体较大#且粒径分布较为宽泛%预分散时间延长到

! 0后#微球的粒径减小比较明显#且粒径分布也变

得均匀$

&4'# 0 &J'! 0

图 !;预分散时间对葡聚糖微球制备的影响

(T(T";交联剂的影响

为了改善葡聚糖凝胶的成球性能及机械稳定

性#需要在反应过程中加入交联剂#交联反应与葡聚

糖的成球同时进行#交联剂的加入量"加入时间以及

加入方式都影响着葡聚糖微球的成球性能$

笔者分别考察了预分散之前将交联剂与有机分

散相预先混合和预分散之后加入交联剂对制备效果

的影响#如图 " 所示$ 结果表明#在油水两相预分散

之前预先将交联剂加入到有机相中进行反应时#所

制凝胶不成球体或者粒径偏大&?))

'

1左右'$ 预

*=?*



现代化工 第 !" 卷第 ## 期

分散稳定之后加入交联剂环氧氯丙烷所形成的微球

的球形度较好#且球体未有粘连现象#分散较为均

匀$ 主要原因是当交联剂与有机分散相预先混合或

者在体系未预分散稳定之前加入时#交联剂的加入

使体系的黏度增大#乳滴之间的分散能力减弱#易造

成乳滴凝集或合并#形成不规则或大粒径的微球$

一次性加入交联剂时#易造成足量的交联剂分散的

不均匀性#各乳滴间交联度不同#且黏度也相应增

加#易造成球体间的黏连现象%若逐滴加入时#使交

联剂分散更加均匀#避免了球体间交联反应的不均

匀性#所形成的球体分散性更好#粒径分布更窄$

&4'交联剂预先与有机相混合 &J'预分散后加入交联剂

图 ";交联剂对实验结果的影响

<?=;载药脂质体与游离药物的分离效果

脂质体是一种非常好的常用药物载体#可以将

药物包封于脂质体的囊泡中起到缓释"靶向定位"降

低药物毒性及提高药物稳定性的作用$ 药物包埋于

脂质体囊泡的量一般用包封率来表示#其测定需要

先将混合后的脂质体与游离的药物进行有效的分

离#得到单一组分即可进行含药量的测定$ 笔者用

自制葡聚糖凝胶微球将载药脂质体与游离药物达卡

巴嗪进行分离#利用达卡巴嗪的紫外吸光性能测定

分离效果#并与 E,G04+,LA?) 比较#检测凝胶性能$

按照 #T" 实验步骤#所制葡聚糖凝胶微球与AY

E,G04+,LA?) 对载药脂质体与游离药物的分离效果

如图 ? 所示$

#-AYE,G04+,LA?)%(-自制质量分数为 ")V葡聚糖微球%

!-自制质量分数为 ()V葡聚糖微球

图 ?;脂质体和达卡巴嗪在不同类型葡聚糖

凝胶介质中的分离结果

由于载药脂质体与游离药物的相对分子质量或

者分子尺寸大小不同#依据分子排阻理论(#))

#在凝

胶过滤过程中分子尺寸较大的载药脂质体优先被分

离出来#分子较小的达卡巴嗪药物单体后被分离出

来$ 实验中使用 ( 种类型的葡聚糖凝胶过滤介质均

可得到 ( 个分离峰$ 与国外进口 E,G04+,LA?) 相

比#使用自制葡聚糖凝胶微球对于载药脂质体与游

离药物的分离均可得到较为满意的分离度#但在分

离柱效方面存在不足#这与微球的粒径和孔径的分

布范围及球形度有关$ 多孔凝胶微球的粒径和孔径

大小越均一#介质的分辨率就越高#得到的分离峰越

窄#柱效越高%反之#当微球的粒径和孔径分布较宽

时#就会造成分辨率降低#分离峰变宽甚至呈不对称

分离曲线$ 同时#大粒径的凝胶微球#在柱层析时#

阻滞作用较小#流速较快#利于操作#但分辨率较低#

分离峰较宽%小粒径的微球分辨率高#出峰效果好#

但流速慢#柱反压大$

实验用 ! 种凝胶微球的光学显微图如图 P

所示$

&4'AYE,G04+,LA?) &J'自制质量分数为

")V葡聚糖微球

&3'自制质量分数为 ()V葡聚糖微球

图 P;实验用 ! 种葡聚糖凝胶介质光学显微图

其中国外进口产品粒径较均一且溶胀后球形度完

好#自制质量分数为 ()V的葡聚糖凝胶微球经过初筛

后粒径多分布在 !) Q#?)

'

1#溶胀后球形度较好$

总之#自制葡聚糖微球在脂质体与药物分离上

有较好的分离度#能够满足一般生物分子或化合物

的分离$ 但目前与国外进口产品相比在产品性能上

尚有一定的差距#还需进一步的优化#提升自制葡聚

糖凝胶微球的整体质量$

;;;; !下转第 P) 页#
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#-原料罐%(-泵%!-反应器%"-产品分离罐%

?-湿式气体流量计

图 #;加氢改质反应装置

<;结果与讨论

<?:;分子筛种类筛选及改性

重芳烃改质催化剂主要有商品化的 /-基催化

剂和分子筛类催化剂$ Z,9%5工艺中的 /-基催化剂

是由>DD[71178/-,89公司开发(()

#一般使用温度

比较高&??) QP?)e'#对设备及催化剂稳定性要求

高$ \X<公司(!)开发了一种以丝光沸石为载体负

载g,为活性组分的催化剂#该分子筛催化剂使用

条件温和"转化率高$ 分子筛通过添加助剂可以提

高催化剂的活性#改善催化剂的耐热性"抗毒性"机

械强度和使用寿命等性能$ 在选择助剂上要考虑 (

方面因素!

!

金属在催化剂载体上的分散形式%

"

(

种金属之间的相互作用程度$ 助剂改性直接影响催

化剂的使用效果#从实验中可知#分子筛催化剂及添

加助剂的催化剂对均四甲苯有很好的脱除效果#结

果如表 ( 所示$

表 <;不同分子筛的催化性能
V

;;催化剂 N&苯' N&均四甲苯' 均四甲苯转化率

商品/-a>5

(

X

!

=TN) !T)( M#T!

*%X

!

aFhE*@?

"TN) NT?? =?T!

hE*@## !T#) ()T() "#TN

F

#

?TP) #PT#) ?!TP

分子筛* )T!P "TM? N?T=

[4@ca分子筛* )T!" (TP? M(T!

*%a分子筛* )T!N "T)? NNT!

;;注!c代表某种金属$

从表 ( 可知#商品 /-基催化剂和分子筛 *对

均四甲苯的转化率比较高#但 /-基催化剂会生成

苯#不满足调和汽油对苯质量分数 k#V的要求%而

用分子筛*作为活性组分避免了 /-基催化剂的缺

点#在较低的温度下就能有好的活性$ 这是由于分

子筛*具有合适的酸中心#控制了 /-/键的裂解

能力#使 /-/F

!

不至于过多的裂解$ 用 [4@c改

性后的*对均四甲苯具有更高的活性#其他助剂对

活性也有所改善$ 说明添加助剂改变了主催化剂的

表面结构#增加了其表面的活性中心数#从而提高了

均四甲苯的转化活性$

<?<;粘结剂筛选

分子筛类催化剂需要选择合适的粘结剂以便成

型#不同粘结剂对催化活性有较大的影响$

$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$

采用硅
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=;结论

以甲苯为有机分散相#聚乙酸乙烯酯为分散剂#

环氧氯丙烷为交联剂制备了葡聚糖凝胶微球#并系

统考察了搅拌速度"固化时间"预分散时间"交联剂

加入方式"分散剂用量等对所制备微球的影响$

同时#用自制葡聚糖凝胶微球将载药脂质体与

游离药物达卡巴嗪进行分离#利用达卡巴嗪的紫外

吸光性能测定分离效果#并与 E,G04+,LA?) 比较$

自制葡聚糖凝胶微球与国外进口产品相比#在粒径

与孔径分布方面尚存在不足#但仍具有较好的凝胶

过滤性能$
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