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炎症性肠病（ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ，ＩＢＤ）是一
组病因不明的慢性免疫性疾病，其发病机制可能为感
染、饮食等环境因素作用于遗传易感人群，使肠免疫反
应过度亢进导致肠黏膜受损犤 １ 犦。目前的传统治疗方法疗
效不佳，且生物治疗价格又昂贵。青藤碱（ｓｉｎｏｍｅｎｉｎｅ，
ＳＮ）是从防己科植物青风藤及毛青藤的藤茎中提取的
生物碱单体，临床常采用其盐酸盐形式来治疗多种免疫
相关类疾病，如风湿、类风湿关节炎及红斑狼疮等，疗效
显著犤 ２ 犦。研究发现，ＳＮ可抑制小鼠肠道黏膜促炎性因子

的分泌、显著改善结肠的病理状态，具有抗炎、抗溃疡及
免疫调节作用犤 ３ － ４ 犦。但盐酸青藤碱的半衰期短、生物利
用度较低，有胃肠道刺激犤 ５ 犦，临床疗效不佳。结肠释药系
统（ｃｏｌｏｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｒｕｇ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｓｙｓｔｅｍｓ，ＣＤＤＳ）的优点是
可避免口服药物在上消化道被破坏和释放，将药物直接
输送到结肠，再以速释（脉冲）或缓释、控释方式给药，发
挥局部或全身疗效。本研究中采用乳化交联法制备青藤
碱壳聚糖微球，再用液中干燥法在微球表面包裹丙烯酸
树脂，使用正交试验设计优选条件，以制备特异性高的

青藤碱结肠给药微球的设计及体外释放研究
田 亮 １，徐珊珊 １，薛 洁 １，朱丽敏 １，胡 欢 ２△

（１． 上海德济医院·青岛大学第九临床医学院，上海２００３３１； ２． 上海市浦东新区浦南医院，上海２００１２５）
摘要：目的以壳聚糖为囊材，丙烯酸树脂为包衣制备结肠释药微球，并评价其体外释药性能。方法采用乳化交联法制备青藤碱壳聚糖
微球，以粒径分布、载药量、包封率为考察指标，采用正交设计试验优化其制备工艺；将最佳工艺制备的微球用乳化干燥法包裹丙烯酸
树脂肠衣，对所制得微球采用扫描电镜观察形态，并在模拟体内消化道实时ｐＨ变化环境下测试其体外释放能力。结果制备的包肠衣
载药微球在电镜下观察，呈球形，包衣均匀，粒径分布适宜，微球平均粒径为（２３． ５１ ± ７． １２）μｍ，平均包封率为（７５． １１ ± １． ７６）％；微球
在ｐＨ动态药物释放中，前３ ｈ人工胃液（ｐＨ ＝ １． ２）和胃肠混合液（ｐＨ ＝ ４． ５）不释药，在人工肠液（ｐＨ ＝ ６． ８）２ ｈ释药小于７％，在人工
大肠液（ｐＨ ＝ ７． ４）２４ ｈ释药接近６０％，而在含大鼠结肠内容物中２４ ｈ释药可达７０％。结论按此优化处方及工艺制备、用丙烯酸树脂
包衣的青藤碱壳聚糖微球具有良好的形态和包封率，并符合结肠释药的要求，为进一步研究奠定了基础。
关键词：青藤碱；结肠释药系统；壳聚糖；丙烯酸树脂；微球；体外释放
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结肠释药系统应用于ＩＢＤ的治疗。
１ 材料与仪器
１． １ 材料

盐酸青藤碱（西安森弗制药有限公司，批号
２０１００７，含量＞ ９８％）；青藤碱对照品（中国药品生物制
品检定所，批号１１０７７４，含量９９％）；壳聚糖（济南海得
贝海洋生物工程有限公司，脱乙酰度９０． ６％）；丙烯酸
树脂Ⅱ、Ⅲ（上海浦力膜制剂辅料有限公司）；丙酮、乙
醚、冰醋酸、乙酸乙酯、ｓｐａｎ ８０、无水乙醇等均为分析纯，
戊二醛饱和甲苯溶液自行配置。
１． ２ 仪器

ＬＤ － １０１０２１型冷冻干燥机（德国Ｃｈｒｉｓｔ公司）；
ＲＨｂａｓｉｃ － １型磁力搅拌仪（德国ＩＫＡ公司）；Ｓ － ３０００Ｎ
型扫描电镜，Ｕ － ００８０Ｄ型紫外分光光度仪（日本日立
公司）；光学显微镜（日本奥林巴斯公司）；Ｓｈｉｍａｄｚｕ ２００
型电子分析天平（日本岛津公司）。
２ 方法与结果
２． １ 青藤碱壳聚糖微球的制备

采用乳化交联法制备壳聚糖微球。取一定量的壳聚
糖，逐量加入３％醋酸溶液中，４０ ℃水浴加热至溶解，静
置除去气泡后备用。精密称取盐酸青藤碱适量，溶于适
量水中至完全溶解，再与壳聚糖溶液混合均匀作为水
相。将青藤碱壳聚糖溶液缓慢匀速逐滴滴加到５％ ｓｐａｎ
８０的液状石蜡油相中，以不同速度搅拌，乳化１ ｈ后，逐
滴加入戊二醛饱和甲苯溶液，３０ ｍｉｎ后再次加入戊二醛
进一步交联固化３０ ｍｉｎ，之后停止搅拌，以２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
的速率离心５ ｍｉｎ使微球沉降。倾倒上清液，沉淀微球
分别用乙醚、乙酸乙酯清洗数次，丙酮挥干。精确称量所
得微球质量，放入冷冻干燥机中干燥备用。
２． ２ 青藤碱壳聚糖微球的包衣

适量称取丙烯酸树脂Ⅱ、丙烯酸树脂Ⅲ（１ ∶ １，Ｗ ／ Ｗ）
溶于１０ ｍＬ丙酮与甲醇（１ ∶ １，Ｖ ／ Ｖ）的混合溶液中，混
匀备用。称取上述制备好的含药壳聚糖微球按核∶衣＝
１ ∶ １或１ ∶ ２加入到该溶液中，混合均匀。将此混合液逐滴
加入到含５％ ｓｐａｎ ８０的１００ ｍＬ液状石蜡中，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、
４０ ℃搅拌４ ｈ，直至丙酮、甲醇挥发干，停止搅拌，清洗、
干燥同上，并称量微球质量。
２． ３ 粒径测量与表面形态分析

使用目镜含有标尺的光学显微镜分别测量青藤碱
壳聚糖微球及包衣微球，随机测量其中１００个微球的粒
径，取平均值。使用扫描电镜观察微球表面形态，碳带固
定，加速电压２０ ｋＶ，并照相。
２． ４ 青藤碱检测波长选择和标准曲线绘制

称取适量干燥的青藤碱对照品，置５０ ｍＬ容量瓶
中，加乙醇溶解，然后用水稀释至刻度，摇匀，制成１ ｍＬ

含青藤碱０． １ ｍｇ的溶液。按照２０１５年版《中国药典（四
部）》通则０４０１“紫外－可见光分光光度法”犤 ６ 犦，在２００ ～
４００ ｎｍ波长范围内扫描。结果表明，盐酸青藤碱的最大
吸收波长为２６５ ｎｍ。精密称取干燥至恒重的青藤碱对
照品２５． ０ ｍｇ，置５０ ｍＬ容量瓶中，加适量乙醇溶解并
以水稀释至刻度，摇匀，精密量取０． ５，１． ０，２． ０，４． ０，
６． ０，８． ０ ｍＬ，分别置５０ ｍＬ容量瓶中，加水稀释至刻度，
摇匀，按照紫外分光光度法，在２６５ ｎｍ波长处测定吸光
度牗 Ａ 牘，以吸光度对质量浓度牗 Ｃ 牘进行线性回归，得标准
曲线方程Ａ ＝ ０． ０１２ ５ Ｃ ＋ ０． ０１８ ４，ｒ ＝ ０． ９９９ ９ 牗 ｎ ＝ ６ 牘。
同法绘制以人工胃液（ｐＨ ＝ １． ２）、胃肠混合液（ｐＨ ＝
４． ５）、人工肠液（ｐＨ ＝ ６． ８）、人工大肠液（ｐＨ ＝ ７． ４）、ＰＢＳ
液为介质的标准曲线。结果表明，青藤碱质量浓度在
５ ～ ８０ μｇ ／ ｍＬ范围内与各种介质中吸光度均呈良好线
性关系。
２． ５ 微球包封率与载药量测定

精密称取２０ ｍｇ含药微球，加入５０ ｍＬ ＰＢＳ液
（ｐＨ ＝ ７． ４），３７ ℃下在摇床上以１００ ｒ ／ ｍｉｎ的速率操作
４８ ｈ，后超声２ ｍｉｎ，样品以１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ的速率离心，取
上清液过滤。精密量取滤液５ ｍＬ置５０ ｍＬ容量瓶中，加
０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ盐酸稀释至刻度。采用紫外分光光度法在
２６５ ｎｍ波长处测量吸光度，依据标准曲线算出青藤碱
的质量浓度，并计算微球的载药量和包封率。含肠衣微
球可将其外层肠衣先用甲醇洗尽，再测其包封率。载药
量（ＬＥ，％ ）＝微球中青藤碱的质量／微球的质量×
１００％，包封率（ＥＲ，％）＝微球中青藤碱的质量／所投青
藤碱的质量× １００％。
２． ６ 正交试验设计法优化制备工艺

根据试验和文献犤 ６ 犦，选取对微球性质影响最显著
的４个因素为考察对象，即壳聚糖质量浓度牗因素Ａ牘、
水油体积比牗因素Ｂ牘、交联剂用量牗因素Ｃ牘、搅拌速率
牗因素Ｄ牘，每个因素设３个水平（见表１）。

对相关因素及水平采用最佳工艺重复制备２批微
球，取其包封率、载药量及粒径分布百分比的平均值为
指标，采用Ｌ９ 牗 ３４ 牘正交试验设计优选最佳制备工艺条
件，并用Ｚ评分综合评价法犤 ７ 犦，对多指标进行归一化处
理，评价试验结果。计算公式：Ｚｉ ＝（ｘｉ － ｘ ｉ）／ ｓｉ，ｘ ｉ为
指标值，ｘ ｉ为指标均值，ｓｉ为标准差。∑ Ｚｉ ＝∑ Ｚ高优－
∑ Ｚ低优。试验因素水平见表１，正交设计结果见表２。可

水平

１
２
３

因素Ａ
（ｇ ／ Ｌ）
５
１５
２５

因素Ｂ
（Ｖ ／ Ｖ）
１ ∶ ５
１ ∶ １０
１ ∶ １５

因素Ｃ
（ｍＬ）
３
４
５

因素Ｄ
（ｒ ／ ｍｉｎ）
４００
６００
８００

表１ 正交试验因素水平表
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ａ ｂ ｃ ｄ

ａ，ｂ． 青藤碱壳聚糖微球 ｃ，ｄ． 丙烯酸树脂包裹的青藤碱壳聚糖微球
图１ 光镜与扫描电镜下青藤碱壳聚糖微球形态

表３ 含肠衣微球的粒径和包封率（ｎ ＝ ３）
核／衣质量比

１ ∶ １
１ ∶ ２

平均粒径（Ｘ ± ｓ，μｍ）
２０． ７２ ± ８． ０３
２３． ５１ ± ７． ２１

包封率（％）
６７． ６７ ± １． ２０
７５． １１ ± １． ７６

因素编号

１
２
３
４
５
６
７
８
９
Ｋ１
Ｋ２
Ｋ３
Ｒ

Ａ
１
１
１
２
２
２
３
３
３

－ １． ２２
３． ０１
－ １． ８１
４． ８２

Ｂ
１
２
３
１
２
３
１
２
３
－ ２． ２０
２． ５０
－ ０． ３２
４． ７０

Ｃ
１
２
３
２
３
１
３
１
２
３． ０５
－ ０． ６７
－ ２． ４０
５． ４５

Ｄ
１
２
３
３
１
２
２
３
１
－ ０． １０
２． １９
－ ２． １１
４． ３０

包封率
（％）
４９． ９０
７０． ６０
４７． ３１
５０． ７７
７２． ５０
８１． ３１
３７． ０７
６５． ０５
５４． ４７

载药量
（％）
１５． ０１
２０． ５７
１５． １６
１８． ６６
１３． ７１
１９． １７
１４． ５２
１６． ２６
１６． １３

粒径分布
（％）
３８． １１
１１． ２３
２０． ８５
１７． ２３
３９． ４１
２６． ５７
３６． ６１
２９． ２４
２２． ２３

Ｚ
评分
－ ０． １５
０． ９４
－ ２． ０１
－ ０． ６５
１． ０１
２． ６５
－ １． ４０
０． ５５
－ ０． ９６

表２ Ｌ９（３４）正交试验结果

图２ ３７ ℃青藤碱微球及其肠衣微球在不同ｐＨ递质中的释放

未包衣微球
肠衣微球（１ ∶ １）
肠衣微球（１ ∶ ２）

累积释放度／ ％
１００

８０

６０

４０

２０

０
１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ １２ ２４

ｔ ／ ｈ

累积释放度／ ％
１００

８０

６０

４０

２０

０ ｔ ／ ｈ

递质４（１ ∶ １）
递质４（１ ∶ ２）
含结肠液（１ ∶ １）
含结肠液（１ ∶ ２）

６ ７ ８ １２ ２４

图３ 不同核／衣比例肠衣微球在有无大鼠结肠内容物的人工肠
液中（ｐＨ ＝ ７． ４）的释放

见，各因素对微球性质影响的大小顺序为Ｃ ＞ Ａ ＞ Ｂ ＞
Ｄ。得出最优化的试验方案为Ａ２Ｂ２Ｃ１Ｄ２。即微球制备最
佳工艺为壳聚糖质量浓度１５ ｇ ／ Ｌ，水相∶油相体积比为
１ ∶ １０，交联剂３ ｍＬ，搅拌速率为６００ ｒ ／ ｍｉｎ。

优化工艺验证：采用最佳工艺重复制备６批微球，
在干燥状态下呈棕黄色粉末，溶于无水乙醇，在光学显
微镜下观察，微球呈淡黄色，表面光滑，球体均匀，流动
性好，粘连少。扫描电镜下微球表面含有少量的药物结
晶，详见图１。测定微球包封率为（５９． ００ ± １３． ２６）％，载
药量为（１６． １０ ± ４． ５１）％ ，２０ ～ １００ μｍ粒径分布为
（３３． ５８ ± １． ８３）％，平均粒径为（１５． ６１ ± ７． ５０）μｍ。结果
显示，优化工艺制备稳定，重复性好。
２． ７ 肠衣微球评价

采用肠衣丙烯酸树脂包裹优化制备青藤碱壳聚糖微
球，通过光学显微镜和扫描电镜可以观察到，包裹前后微
球粒径明显增加５ ～ １０ μｍ，微球呈不规则球状（图１），
粒径、包封率见表３。
２． ８ 微球体外释放

试验根据模拟胃肠液动态的ｐＨ变化来测试接近

生理状态下微球的体外释放度。将微球精密称量后放入
透析袋中，按释放度测定法犤 ２０１５年版《中国药典（四
部）》通则０９３１“溶出度与释放度测定法”犦操作，注入同
样递质的溶液２ ｍＬ，扎紧袋口。置９８ ｍＬ溶剂中，按如
下时间点进行。递质Ａ：人工胃液（ｐＨ ＝ １． ２），时间１ ｈ；
递质Ｂ：肠胃混合液（ｐＨ ＝ ４． ５），时间２ ｈ；递质Ｃ：人工
肠液（ｐＨ ＝ ６． ８），时间２ ｈ；递质Ｄ：人工大肠液（ｐＨ ＝
７． ４），时间大于２ ｈ。将递质４换为含３％大鼠结肠内容
物来测定其模拟结肠的释放度，其他递质和时间点同
上，１００ ｒ ／ ｍｉｎ，（３７． ０ ± １． ０）℃动态透析，在设定时间
取样，同时补加相同量的稀释液。样品过滤稀释后在
２６５ ｎｍ波长处测定其吸光度，根据标准曲线推算质量
浓度，计算微球累积释放百分数。

结果见图２和图３。可知，未包衣的青藤碱壳聚糖
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微球在前５ ｈ内（ｐＨ ＝ １． ２ ～ ６． ８）释放了将近８０％的药
物。包肠衣微球在模拟胃液中稳定无药物释放，直到ｐＨ＞６
时才开始缓慢释放。数据显示，前３ ｈ ２种不同比例衣材
均未释放，进入ｐＨ ＝ ６． ８肠液中核衣比为１ ∶ １和１ ∶ ２
的微球释药的释放度分别为（８． ９１ ± ０． ３９）％和（６． ７３ ±
０． ２５）％ ，而在ｐＨ ＝ ７． ４ 的肠液中２４ ｈ 后能达到
（５９． ５２ ± １． ２３）％和（５７． １１ ± １． １３）％ 。若５ ｈ 后将
ｐＨ ＝ ７． ４肠液置换成含大鼠结肠内容物肠液，结果表
明，２４ ｈ未含内容物药物释放度分别为（７２． ５４ ±
１． ３３）％和（７０． ３１ ± １． ３６）％。
３ 讨论

目前，已开发的结肠释药系统中时滞型胃排空差，
定位效果差，工艺复杂；ｐＨ依赖型所用肠衣材料一般在
ｐＨ介于６ ～ ７时溶解，因此可能提前释药，且肠道ｐＨ
易受食物和疾病影响，个体差异大犤 ８ 犦。壳聚糖是由甲壳
素经脱乙酰化反应转变成相对分子质量为１２万～ ５９
万的生物大分子，具有良好的生物相容性和生物降解
性，可在结肠被特异性酶降解，同时其生物黏附性可使
其黏附于黏膜表面，从而延长药物作用时间，故将其常
用于结肠释药系统的载体犤 ９ 犦。Ｄｕｂｅｙ等犤 １０ 犦用壳聚糖制成
微球后采用肠溶聚合物包衣制成结肠靶向制剂，发现９ ｈ
后所载药物在结肠浓度最高，并且减少了药物在消化道
的吸收和带来不良反应，具有结肠靶向释药作用。本试
验中采取壳聚糖装载青藤碱，外层包裹丙烯酸树脂肠
衣，制备了ｐＨ依赖型和酶促型相结合的口服结肠定位
微球，利用丙烯酸树脂在胃中不溶，在偏中性的大肠液
中可溶解的特点，将其包裹壳聚糖微球，避免壳聚糖受
到强酸而溶胀的影响。使微球不受消化道介质的影响而
在结肠被特定的菌群和酶降解，从而达到将装载于微球
中的药物在结肠部位释放。并采用正交设计来筛选壳聚
糖微球优化条件，用醛交联法制备的微球电镜观察结果
显示，成球性好，形态圆整，粘连少，包封度达６０％，且
易制备。

结肠释药系统不但要保护所载药物在通过胃和小
肠时不被破坏，而且要使药物在结肠释放，判断是否实
现了结肠定位，是评价的关键。传统的体外溶出试验，由
于不能模拟动态的胃肠道ｐＨ变化和结肠中大量细菌
及内容酶存在的生理环境，而不能准确地预测体内行
为。Ｃｈｏｕｒａｓｉａ等犤 １１ 犦的研究指出，以一定的ｐＨ时间变化
梯度及加入啮齿类动物盲肠内容物的改良法，可弥补传
统方法的不足。结果显示，释放试验中未包肠衣青藤碱
壳聚糖微球，在最初的４ ｈ突释了７３％ ～ ８０％，这并不
符合药物结肠靶向的目的。而包裹丙烯酸树脂的微球，
在ｐＨ ＞ ６． ８才开始释药，可显著阻止青藤碱在肠上段

释放。使用液中干燥法制备的含肠衣壳聚糖微球，根据
核／衣质量比的不同平均粒径可为１９ ～ ２５ μｍ，主要归
因于多聚物浓度增加导致较大的乳化液滴，从而降低了
药物的释放。本试验中将５ ｈ之后的溶液换成ｐＨ ＝ ７． ４
含有３％（Ｗ ／ Ｖ）大鼠结肠内容物来测量微球释放。当
上述溶液中药物的释放度显著提高时，肠衣微球１２ ｈ
释放５０％以上，可推断结肠中含有的一些特异性酶加
速了壳聚糖的生物降解。

本试验中采用乳化醛交联法制备的青藤碱壳聚糖
微球，经丙烯酸树脂肠衣包裹后能特异性地在结肠部位
释放青藤碱，以初步探究中药结肠靶向药物在治疗ＩＢＤ
中应用的可能性，改善中药在吸收和定位方面的问题，
但其治疗价值还需进一步通过动物试验和人体生物利
用度的评价来证实。
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