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表面改性羧甲基壳聚糖栓塞微球的制备及性能研究
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(江南大学化学与材料工程学院,食品胶体与生物技术教育部重点实验室,无锡２１４１２２)

摘　要　以羧甲基壳聚糖为原料,聚乙二醇二缩水甘油醚为交联剂,通过反相微悬浮聚合方法,制备出粒径在

３００~６００μm 的交联羧甲基壳聚糖微球,再以硝酸铈铵为引发剂,使２Ｇ丙烯酰胺Ｇ２Ｇ甲基丙磺酸在微球表面进行接枝聚

合,得到含离子交换基团(—COOH、—SO３H)的可载药栓塞微球.该微球对抗癌药物盐酸阿霉素载药率２４h内可达

３４􀆰６％,较纯羧甲基壳聚糖微球提高了４９􀆰８％.该微球在介入疗法治疗肿瘤领域具有很好的应用前景.
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　　介入疗法是治疗中晚期肝癌患者的有效方

法[１].它是经导管将含药微球输入靶组织,阻断肿

瘤的供血动脉并缓慢释放药物,从而提高化疗药物

的局部浓度,降低了全身的毒副作用.载药栓塞微

球(也称洗脱微球)可以同时起到物理栓塞和靶向释

放药物的作用,增强疗效[２].目前文献报道的壳聚

糖微球的制备大都使用对人身体有害的醛类交联

剂[３Ｇ４].另外抗癌药物直接包埋于微球之中[５],没有

合适的载药基团,这样既造成了药物的浪费,又使得

微球的载药率偏低.
羧甲基壳聚糖(CCN)是壳聚糖的衍生物[６],是

一种水溶性高分子,由于具有良好的生物相容性而

被广泛应用于化妆品、食品和医药等行业[７Ｇ１０].为

了降低交联剂对人体细胞的毒害作用,同时提高栓

塞微球的载药率和载药速度,本研究以 CCN 为原

料,聚乙二醇二缩水甘油醚(PEGDE)为交联剂,合
成了一种可生物降解的载药栓塞微球,然后通过对

微球表面改性,引入磺酸基团,微球中的负电荷基团

与正电荷的药物阿霉素发生离子交换[１１],从而提高

载药率和载药速度,对微球合成条件、载药机理及释

放动力学等进行了详细研究.

１　实验部分

１􀆰１　试剂与仪器

CCN(脱乙酰度为９１％,取代度为０􀆰８７,分析

纯),青岛海伽生物科技有限公司;PEGDE(聚合度
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为５,工业级),无锡惠隆电子材料有限公司;２Ｇ丙烯

酰胺Ｇ２Ｇ甲基丙磺酸(AMPS,分析纯),上海泰坦科技

股份有限公司;盐酸阿霉素(DOX,分析纯),上海灏

云化工科技有限公司.
数显机械搅拌器(OS２０ＧPro),美国赛洛捷克公

司;全反射傅里叶红外光谱仪(Nicolet６７００),赛默

飞世 尔 科 技 中 国 有 限 公 司;超 景 深 三 维 显 微 镜

(VHX１０００C型),基恩士香港有限公司;紫外分光

光度计(TU１９０１型),北京普西通用仪器责任有限

公司;激光共聚焦显微镜(TCSＧSP８型),德国徕卡

公司;恒温水浴振荡器(SHAＧB),金坛新航仪器厂.

１􀆰２　CCN微球的制备

称取１􀆰０gPEGDE,加入到１０mL质量浓度为

４％ CCN 溶 液 中,常 温 下,磁 力 搅 拌 ２０min.在

２５０mL三口烧瓶中加入４０mL 正庚烷,接着加入

０􀆰２７g乳化剂(占油相总质量１％),其中司班８０为

０􀆰２１６g,吐温６０为０􀆰０５４g,机械搅拌,转速为３００
r/min.３０min后,将上述 CCN 混合液滴入到正庚

烷中,３０℃下交联反应２４h,最后用乙醇破乳、清洗

微球,真空干燥后即得交联CCN微球.

１􀆰３　微球的表面功能化

称取３００mg粒径在３００~４００μm 的 CCN 微

球,放入到１０mL０􀆰６mol/L的 AMPS水溶液中,磁
力搅拌,常温下浸泡１０h后,加入０􀆰０１２４g硝酸铈铵

(占单体总质量１％),通 N２ 保护,升温至５０℃,反
应８h,反应结束后,用蒸馏水清洗微球数次,最后得

到含有磺酸基团的 CCN 微球,即表面功能化可载

药的栓塞微球.
精密称量微球反应前后的质量,根据此变化计

算出微球的接枝率,并以此探究微球的最佳反应条

件,接枝率(G)按照式(１)进行计算.

G(％)＝
W１ －W０

W０
×１００％ (１)

　　式中,G 为接枝率;W１ 为接枝后微球质量,g;

W０ 为接枝前微球质量,g.

１􀆰４　载药微球的制备

将CCN微球置于不同浓度的 AMPS溶液中,
加入质量浓度为１％硝酸铈铵溶液,通 N２ 保护,磁
力搅拌,５０℃下反应８h.然后将清洗干燥后的改性

微球放入２mg/mL阿霉素溶液中,２４h后即得载药

微球.按照式(２)计算微球的载药率(LR).

LR(％)＝
WD

WS
×１００％ (２)

　　式中,WD 为微球中药物的质量,g;WS 为空白

微球的质量,g.

１􀆰５　SEM 表征

将改性微球用超薄切片沿中心切开,切面部位

向上粘在样品台上,喷金处理后观察微球的表观形

貌和切面结构,加速电压为１kV,高真空条件.

１􀆰６　溶胀性能实验

将改性微球加入到溶胀介质中(分别为pH＝
７􀆰４的 PBS、０􀆰９％ 的生理盐水、超纯水),在恒温

(３７±０􀆰５)℃水浴中振荡.每隔１０min取样,用滤

纸吸干微球表面水分,称量后按式(３)计算溶胀率

(Sr).

Sr＝
Ws－Wd

Wd
×１００％ (３)

　　式中,Ws 为微球溶胀态,g;Wd 为微球干燥态

质量,g.

１􀆰７　微球载药后不同时间点的形态

称取一定质量的改性微球置于２mg/mL的阿

霉素溶液中,在恒温(３７±０􀆰５)℃水浴中缓慢振荡,
分别在载药前、载药后１２h和２４h,用超景深三维光

学显微镜对微球进行取样拍照,观察记录不同时间

点载药微球的形态.

１􀆰８　微球内部阿霉素的分布

取数十个载药微球,置于无水乙醇浸泡过的载

玻片上,滴加少量清水使微球均匀分散开,盖玻片周

围密封,使用激光共聚焦显微镜,氩离子光源,激发

波长 为 ４８８nm,对 微 球 表 层 部 分 由 外 向 内 每 隔

２０μm 逐层拍照,观察荧光强度,分析微球内部药物

分布的情况.

１􀆰９　药物负载及释放

称取微球样品２０mg,置于含有１０mL浓度为

２mg/mL的阿霉素溶液中,磁力搅拌,分别在不同

载药时间后测定溶液在４８３nm 处的吸光度,计算微

球的载药量.在２５０mL 烧杯中加入５０mLpH＝
７􀆰４的PBS溶液,再添加精密称量的２５mg载药微

球,控制水浴温度(３７±０􀆰５)℃,慢速磁力搅拌,每隔

一定时间取样５mL,通过紫外分光光度计检测介质

中药物的浓度,并加入相同体积的新鲜释放介质以

维持其总体积不变.

２　结果与讨论

２􀆰１　CCN微球制备条件的优化

CCN分子上含有—NH２ 基团,与PEGDE中的

环氧基团在碱催化下发生开环反应,在反相微悬浮

聚合条件下交联形成微球.然后在铈离子的引发

下,微球表面产生自由基,引发 AMPS聚合,将磺酸

􀅰５１２􀅰
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基团接枝到微球表面,合成路线见图１.

图１　表面改性CCN微球的合成路线

在合成微球的过程中,交联剂的加入量会影响

微球的形状和性能.当PEGDE加入量为１􀆰０g时,
微球分散均匀、外观圆整,且载药过程中形貌稳定.
而当 PEGDE 加入量小于０􀆰６g时,微球外观虽完

好,但在载药过程中易塌陷破损,这是由于PEGDE
用量偏少,导致其交联强度无法维持微球内部的稳

定结构.当PEGDE用量小于０􀆰３g时,微球成球性

差,分散性差,大量粘连团聚,这是由于 PEGDE用

量过少,交联度低,不能形成微球.

２􀆰２　红外光谱分析

图２是纯CCN微球和改性后CCN微球的红外

光谱图.从图２可以看出,在３３００~３５００cm－１处有

强吸收峰,它是CCN—OH 和—NH２ 重叠而成的多

重吸收峰,２８９８cm－１处为 CHOH 的伸缩振动特征

峰,１０６７cm－１和９４２cm－１处为 CCN 糖苷键的特征

吸收峰;改性微球中除保留原 CCN 的特征峰外,还
增加了１３０１cm－１和１１４５cm－１所对应磺酸基团中

S􀪅􀪅O的不对称伸缩振动和对称伸缩振动吸收峰,

１６４９cm－１ 和 １５４５cm－１ 处 所 对 应 的 酰 胺 基 中 的

C􀪅􀪅O和C—N伸缩振动峰,说明含有磺酸基团的

AMPS已成功接枝到了CCN微球上.

图２　纯CCN微球(a)和改性后CCN微球(b)的
红外光谱图

２􀆰３　不同浓度AMPS对改性微球载药率的影响

称取０􀆰３g粒径在３００~４００μm 的微球,放入

１０mL不同浓度的 AMPS水溶液中,在一定条件下

接枝改性,通过计算改性微球的载药率,探索出最适

宜的AMPS浓度,结果见表１.由表１可知,反应初

始,随着单体用量增加,微球的接枝率增大,载药率

也随着增加,当 AMPS用量达到１􀆰２４２g,即浓度为

０􀆰６mol/L时,微球的接枝率和载药率最大.这表明

反应初始随单体用量增加,平均每个自由基引发的

接枝单体数目增多,AMPS与微球反应的几率增

大,接枝率逐渐升高.但达到一定浓度后,单体自聚

反应程度增加,体系黏度逐渐变大,阻碍了 AMPS
分子与微球表面的接枝聚合,因此接枝率逐渐减小.

表１　表面改性羧甲基壳聚糖微球的合成及载药率

样品 CCN微球/g AMPS/g 接枝率/％ 载药率/％

A ０􀆰３ ０􀆰２０７ ６􀆰８ ２６􀆰７

B ０􀆰３ ０􀆰４１４ １１􀆰３ ２９􀆰３

C ０􀆰３ ０􀆰８２８ １８􀆰８ ３２􀆰４

D ０􀆰３ １􀆰２４２ ２３􀆰１ ３４􀆰６

E ０􀆰３ １􀆰６５６ ２０􀆰５ ３３􀆰１

F ０􀆰３ ２􀆰０７０ １４􀆰６ ３０􀆰２

２􀆰４　改性微球在不同介质中的溶胀性能

图３为微球在不同介质中的溶胀率曲线.由图

３可知,改性微球在 PBS(pH＝７􀆰４)中的溶胀率最

大,这 是 因 为 弱 碱 性 条 件 可 以 促 进—COOH 和

—SO３H 的电离,使基团具有更好的亲水性,从而得

到较高的溶胀率.改性微球在生理盐水中的溶胀度

比在蒸馏水中的高,因为改性 CCN 含有磺酸基、羧
基和氨基离子,属于两性离子,生理盐水中的 Na＋ 、

Cl－ 离子对反离子产生屏蔽作用,导致聚合物中的

异性离子相互作用减弱,溶胀度增大,显示两性离子

聚合物的“反电解质效应”.

图３　微球在不同介质中的溶胀率曲线图

２􀆰５　改性微球载药前后的形态

图４(a)是单个空白微球的显微镜图片,可以看

出微球形态非常规整;图４(b)是空白微球剖面的扫

描电镜图,显示凝胶网络结构中存在大量的微孔及

通道,由于PEGDE与 CCN 两种链段结构互穿,使
微球内部结构疏松,产生微孔及通道,有利于药物分

子的扩散;图４(c)和４(d)是微球载药后的超景深显
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微镜图,分别显示负载阿霉素１２h、２４h后微球形

貌,可以明显看到,随着载药时间的延长,微球颜色

逐渐加深,最后变为暗红色,表明对药物阿霉素负载

率逐渐增加.

图４　改性微球的显微镜图

[(a)空白微球;(b)空白微球剖面图;(c)载药后１２h;

(d)载药后２４h]

２􀆰６　改性微球内部阿霉素的分布

用激光共聚焦荧光光谱法研究了阿霉素在微球

中的分布,激发波长为４８８nm,发射波长为５７８nm,
阿霉素呈现红色荧光.对微球表层由外向内每隔

２０μm 逐层拍照,通过荧光强度观察了解药物的分

布,微球中阿霉素的浓度越高,则图中的红色荧光强

度越强.图５是载药微球从外向内的药物分布图.
图５结果显示,红色荧光在微球表层有较强的亮度,
向微球中心逐渐变弱,这表明阿霉素在微球表面有

较多的分布,而在微球内部含量较少.这是因为微

球经改性后,表面上含有大量的—SO３H 基团,可有

效地负载较多的阿霉素.

图５　载药微球从外向内(a)—(f)的药物分布图

２􀆰７　改性微球的载药率随时间的变化

图６是微球在阿霉素溶液(２mg/mL)中的载药

动力学曲线.由图６可知,随着时间的逐渐增加,微

球载药率依次增大,４０h后达到载药平衡.以载药

２４h后为例,纯CCN 微球的载药率达２３􀆰１％,改性

后微球的载药率达３４􀆰６％,较纯 CCN 微球提高了

４９􀆰８％.改性微球具有高载药率和载药速度的原因

是因为磺酸基是强电离基团,与阿霉素反应较快,在
微球中引入了磺酸基团,增加了离子交换载药方式,
使更多的阿霉素分子负载到微球上,直接提高了微

球的载药率.

图６　微球在阿霉素溶液(２mg/mL)中的载药动力学

曲线图

２􀆰８　载药微球的释放性能

图７ 为 不 同 微 球 在 ０􀆰０１mol/L(pH＝７􀆰４,

３７℃)的PBS中累计释放率曲线.由图可以看出,
未改性微球在最初的１８h内药物释放较快,之后慢

慢趋于平缓;而改性微球具有明显的缓释性能,在

２４h时,微球的累计释放率只有３２􀆰７％,约７０h后,
微球的释放率逐渐趋于缓慢,最终的释放率达到

６６􀆰８％,这表明功能化的改性微球具有良好的缓释

效果.其原因主要是 CCN 微球中引入了磺酸基

团,磺酸基团通过电荷吸附药物分子,大大消除了微

球表面因物理吸附而引起的突释,起到了缓释药物

的作用.

图７　不同微球在０􀆰０１mol/L(pH＝７􀆰４,３７℃)的

PBS中累计释放率曲线图

３　结论

以聚乙二醇二缩水甘油醚为交联剂,制备出粒

径在３００~６００μm 的交联 CCN 微球.通过接枝聚

合在微球表面引入含磺酸基团的 PAMPS,增加了
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