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　　［摘要］　目的　制备聚电解质逐层组装的壳聚糖海藻酸钠微凝胶，考察体外释放规律，观察体内释放过程。方法　使
用高压静电成囊机制备海藻酸钠壳聚糖微凝胶核心，通过静电吸附原理将聚电解质逐层包裹在微凝胶表面形成包衣层；考察

不同物料比例、包衣层数对体外释药性能的影响；小鼠皮下注射制剂后，制备组织切片观察体内释放过程。结果　海藻酸钠
浓度、氯化钙浓度、聚电解质包衣层数影响脉冲释放时滞以及时滞后释放速度。结论　聚电解质逐层组装的微凝胶脉冲制
剂，体外释药性能可灵活调控，体内释药可见，并且制剂安全，生物相容性好。
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　　随着生物药剂学的发展和某些疾病治疗的特殊
性，越来越需要一种能够准确定时、定量释放药物的
释药系统，它不仅适用于支气管哮喘、心肌梗死、心
绞痛、风湿性疾病、胃溃疡、糖尿病、注意力缺陷综合
征、血胆固醇过多、高血压等具有明显时效药理学特
征的疾病，而且还适用于疫苗的输送［１６］。

　　以往的研究中，我们设计了一种能够自主释放
的新型脉冲释药系统［７］。它由可生物降解高分子构
成的可膨胀核心以及聚电解质包衣层组成，当内部
膨胀导致包衣破裂时，药物大量释放出来。我们对

这种脉冲制剂在体外药物的定时、定量释放，以及在
体内的释放过程开展研究。另外根据临床治疗目
的，对该制剂的释放时滞以及时滞后的释放速度进
行调整，并对影响该制剂释放的影响因素进行分析。
聚电解质包衣层是一种半透膜，它只允许水分子通
过，而微凝胶核心的降解产物和药物分子不能通过，
使这种体系降解和膨胀压共同形成的脉冲制剂有一

个药物不释放的时滞期。本研究考察了聚电解质包
衣层对药物分子渗透性的影响，将为药物和包衣层
厚度的选择提供参考。
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１　试剂和仪器

　　ＦＩＴＣ标记的葡聚糖 （ＦＩＴＣｄｅｘｔｒａｎ，４００００，

２５００００，２００００００，美国Ｓｉｇｍａ公司）；聚烯丙基胺
盐酸盐（ＰＡＨ，５６０００，美国Ｓｉｇｍａ公司）；聚４苯乙
烯磺酸钠（ＰＳＳ，７００００，美国Ｓｉｇｍａ公司）；罗丹明
（ＲＢＩＴＣ，美国Ｓｉｇｍａ公司）；海藻酸钠（化学纯，国药
集团化学试剂有限公司）；壳聚糖（食品级，浙江金壳
生物有限公司）。ＳＨＺ８８台式水浴恒温振荡器（江
苏太仓实验设备厂）；高压静电场微胶囊成型装置
（上海理工大学）；Ｆ７０００荧光分光光度计（日本日立
公司）；８５２恒温磁力搅拌器（上海闵行虹浦仪器
厂）；激 光 共 聚 焦 显 微 镜 （德 国 Ｌｅｉｃａ 公 司）；

ＴＳ５１３６ＭＭ扫描电镜（捷克ＴＥＳＣＡＮ公司）；Ｚｅｔａ
ｓｉｚｅｒｎａｎｏＺＳ，Ｍａｓｔｅｒｓｉｚｅｒ２０００（英国 Ｍａｌｖｅｒｎ公
司）。实验用小鼠购自第二军医大学实验动物中心。

２　方法和结果

２．１　聚电解质包衣层的渗透性考察　将未包衣的微
凝胶、（ＰＳＳ／ＰＡＨ）２、（ＰＳＳ／ＰＡＨ）４、（ＰＳＳ／ＰＡＨ）６包衣
的微凝胶，置于２４孔板中，分别用不同相对分子质量

１ｍｇ／ｍｌ的ＦＩＴＣｄｅｘｔｒａｎ溶液孵育，于摇床上以每分
钟１００转的速度振摇３０ｍｉｎ。分别于不同孔中取少
量微凝胶，在共聚焦显微镜下观察，结果见图１。

图１　聚电解质包衣层的渗透性考察

Ｆｉｇ１　Ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｏｆｌａｙｅｒｓｏｆｃｏａｔｅｄ
ｍｉｃｒｏｇｅｌｓａｎｄｕｎｃｏａｔｅｄｍｉｃｒｏｇｅｌｓ

　　微凝胶在ＦＩＴＣｄｅｘｔｒａｎ溶液中孵育３０ｍｉｎ之
后，未包衣微凝胶内部已经充满ＦＩＴＣｄｅｘｔｒａｎ，随着聚
电解质包衣层数的增多，包衣层的渗透性逐渐降低。
相对分子质量较低的ＦＩＴＣｄｅｘｔｒａｎ更容易通过聚电
解质包衣层，所以同样是（ＰＳＳ／ＰＡＨ）２或者（ＰＳＳ／

ＰＡＨ）４包衣的微凝胶，相对分子质量为４００００的药物

溶液扩散进入微凝胶的含量相比２５００００和２００００００
较高。但是当包衣层数达到１２层（［即（ＰＳＳ／ＰＡＨ）６
包衣］时，低相对分子质量和高相对分子质量的ＦＩＴＣ
ｄｅｘｔｒａｎ都无法通过聚电解质包衣层。

２．２　单因素考察微凝胶的膨胀性能和包衣微凝胶
的释放行为

２．２．１　海藻酸钠浓度对微凝胶核心膨胀性能及聚
电解质包衣微凝胶释放行为的影响　固定壳聚糖浓
度为０．２％，壳聚糖相对分子质量为１０００００，氯化钙
浓度为２％，包衣材料浓度为ＰＳＳ１ｍｇ／ｍｌ（含０．５
ｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ），ＰＡＨ １ ｍｇ／ｍｌ （含 ０．５ ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ），包衣层数为（ＰＳＳ／ＰＡＨ）４，改变海藻酸钠浓
度（１．５％，２．０％，２．５％）分别制备未包衣微凝胶核
心和包衣微凝胶，见图２Ａ、２Ｂ。结果显示，微凝胶核
心的膨胀性能和聚电解质包衣微凝胶的释放行为变

化规律有一定的相关性，随着微凝胶中海藻酸钠浓
度的增加，微凝胶的膨胀性增大，胀破外包衣层的时
间缩短，即时滞较短；时滞后药物的释放速度差异有
统计学意义（ｔ检验，Ｐ＜０．０５）。

２．２．２　壳聚糖浓度和相对分子质量对微凝胶核心膨
胀性能及聚电解质包衣微凝胶释放行为的影响　固
定其他制备条件，改变壳聚糖浓度（０．１％，０．２％，

０．５％）或相对分子质量（２００００，１０００００，２０００００）分
别制备未包衣微凝胶核心和包衣微凝胶，见图２Ｃ～
２Ｆ。结果显示，壳聚糖浓度和相对分子质量对微凝胶
核心的膨胀性能和药物的释放行为没有明显影响。

２．２．３　氯化钙浓度对微凝胶核心膨胀性能及聚电
解质包衣微凝胶释放行为的影响　固定其他制备条
件，改变氯化钙浓度（１％，２％，４％），分别制备未包
衣的微凝胶核心和包衣微凝胶，见图２Ｇ、２Ｈ。结果
显示，随着钙离子浓度的增加，微凝胶的膨胀性能增
大，聚电解质包衣微凝胶的释放时滞减小（ｔ检验，

Ｐ＜０．０５）。

２．２．４　包衣层数对聚电解质包衣微凝胶释放行为
的影响　固定其他制备条件，改变包衣层数制备包
衣微凝胶，见图２Ｉ。结果显示，随着聚电解质包衣层
数的增多，释放时滞延长（ｔ检验，Ｐ＜０．０５）。

２．２．５　包衣液中聚电解质与氯化钠含量比对聚电
解质包衣微凝胶释放行为的影响　固定其他制备条
件，改变包衣液中聚电解质和氯化钠的比例分别为：

１１（ＰＳＳ／ＰＡＨ１ｍｇ／ｍｌ，含ＮａＣｌ１ｍｏｌ／Ｌ）、２１
（ＰＳＳ／ＰＡＨ１ｍｇ／ｍｌ，含 ＮａＣｌ０．５ｍｏｌ／Ｌ）、４１
（ＰＳＳ／ＰＡＨ１ｍｇ／ｍｌ，含ＮａＣｌ０．２５ｍｏｌ／Ｌ）制备包
衣微凝胶进行体外释放实验，见图２Ｊ。结果显示，改
变包衣液中聚电解质和氯化钠浓度的比例，释放行
为变化不明显。
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图２　不同因素对微凝胶膨胀性能及聚电解质包衣微凝胶体外释放行为的影响
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ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｃａｌｃｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ，Ｐ＜０．０５ｖｓｃａｌｃｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ１％；Ｉ：Ｌａｙｅｒｓ，Ｐ＜０．０５ｖｓｕｎｃｏａｔｅｄ；Ｊ：ＲａｔｉｏｏｆＮａＣｌａｎｄｐｏｌｙｅｌｅｃｔｒｏｌｙｔｅｓ．

ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．３　聚电解质包衣微凝胶的体内释放过程观

察［８］　将载ＦＩＴＣｄｅｘｔｒａｎ（２００００００）包衣微凝胶

［海藻酸钠浓度２％，壳聚糖相对分子质量１０００００，

壳聚糖浓度０．２％，氯化钙浓度２％，聚电解质浓度

１ｍｇ／ｍｌ（含 ＮａＣｌ０．５ ｍｏｌ／Ｌ），（ＰＳＳＲＢＩＴＣ／

ＰＡＨ）４］在紫外灯下辐照１５ｍｉｎ，用脱毛膏将小鼠

的侧腹部脱毛，取０．２ｍｌ包衣微凝胶注射于小鼠两

侧腹部皮下。在１、３、４ｈ后，各处死１只小鼠，立即

取下包围在微凝胶周围的皮下组织，切成８μｍ厚的

冷冻切片，在激光共聚焦显微镜下观察聚电解质包

衣微凝胶变化过程。６ｈ后处死１只小鼠，取下包围

在微凝胶周围的新鲜皮下组织，置于４％多聚甲醛

中４℃条件下保存２４ｈ。组织以梯度浓度的乙醇溶

液脱水后，切成４μｍ薄片，ＤＡＰＩ染色，加１滴抗荧
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光淬灭剂，石蜡包埋，在激光共聚焦显微镜下观察药 物的释放情况。结果见图３。

图３　聚电解质包衣微凝胶注射至小鼠皮下后不同时间点的小鼠组织切片图

Ｆｉｇ３　Ｃｏｎｆｏｃａｌｉｍａｇｅｓｏｆｔｉｓｓｕｅｓｅｃｔｉｏｎｓｔａｋｅｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｇｅｌｓｉｎｔｏｍｉｃｅ
ＴｈｅｂｌｕｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｓｄｕｅｔｏＤＡＰＩ，ｗｈｉｃｈｓｅｌｅｃｔｉｖｅｌｙｓｔａｉｎｓｔｈｅｃｅｌｌｎｕｃｌｅｉ．Ｔｈｅｍｉｃｒｏｇｅｌｓｗｅｒｅｌｏａｄｅｄｗｉｔｈ２００００００ＦＩＴＣｄｅｘｔｒａｎ（ｇｒｅｅｎ

ｃｏｌｏｕｒ）ａｎｄｔｈｅＰＡＨｗａｓｌａｂｅｌｌｅｄｗｉｔｈＲＢＩＴＣ（ｒｅｄｃｏｌｏｒ）．Ｕｐｐｅｒ：Ｃｏｎｆｏｃａｌｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ；Ｌｏｗｅｒ：Ｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｂｒｉｇｈｔｆｉｅｌｄ

ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

　　图３可见，聚电解质包衣微凝胶经小鼠皮下注
射后，１ｈ时基本保持圆整形态；３ｈ后包衣微凝胶
开始变形，但是聚电解质膜结构仍然保持完整，药物
仍然储存在制剂内部；４ｈ时，包衣微凝胶已经开始
破裂，并有少量药物释放，推测体内释药时滞应该在

３～４ｈ；６ｈ后，药物几乎全部释放，聚电解质层破
裂，包衣微凝胶结构彻底坍塌，药物释放到皮下组织
中。

　　体内释放时滞（约３～４ｈ）相比该处方的体外释
放时滞（２．６７ｈ）有所延迟，基于微凝胶的软性胶体
囊状结构，分析此现象的原因可能是包衣微凝胶注
射至体内初期，受皮层及组织的外力挤压，球体有所
收缩；而且体内的体液相对体外释放液较少，使微凝
胶经历了压缩失水，再到膨胀的过程，从而延迟了包
衣微凝胶在体内衣膜胀破、药物释放的时间。

２．４　组织刺激性实验　将聚电解质包衣微凝胶注
射于小鼠侧腹部皮下，在６ｈ后处死小鼠，立即取下
包围在微凝胶周围的皮下组织，置于４％多聚甲醛
固定液中４℃条件下保存２４ｈ，组织依次以梯度浓
度的乙醇溶液脱水，然后切成４μｍ薄片，苏木精伊
红（ＨＥ）染色，石蜡包埋后于光学显微镜下观察。
同时，取另１只小鼠注射生理盐水作为对照组。结
果见图４。

　　图４中Ａ２是已经破裂的包衣微凝胶，此时药物
已经释放。注射制剂部位的皮下细胞（Ａ１）与注射生

理盐水的皮下细胞（Ｂ１）相比，未出现任何异常，给药
部位周围组织未出现组织损伤和坏死，也没有炎症反
应以及血管增生，说明制剂安全，生物相容性好。

图４　注射聚电解质包衣微凝胶（Ａ）和生理盐水（Ｂ）６ｈ后，

ＨＥ染色的小鼠皮下组织切片图

Ｆｉｇ４　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｔｉｓｓｕｅｓｅｃｔｉｏｎｓｔａｋｅｎ６ｈａｆｔｅｒ

ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｃｏａｔｅｄｍｉｃｒｏｇｅｌｓ（Ａ）

ａｎｄｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ（Ｂ）

Ａ１：Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｃｅｌｌｓａｒｏｕｎｄｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓｉｔｅｏｆｃｏａｔｅｄｍｉｃｒｏｇｅｌ；

Ａ２：Ｐｏｌｙｅｌｅｃｔｒｏｌｙｔｅｃｏａｔｅｄｍｉｃｒｏｇｅｌｓ；Ｂ１：Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｃｅｌｌｓａ
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３　讨　论

　　本研究考察了高分子材料、聚电解质包衣层数
对微凝胶核心膨胀性能及聚电解质包衣微凝胶释放

行为的影响。结果显示，膨胀压的变化规律和释放
行为规律有相关性。能够产生较高膨胀压的微凝胶
核心，更容易胀破外包衣层，产生的释放时滞相对较
小。低相对分子质量的壳聚糖由于分子结构链较
短，在与海藻酸钠成囊过程中更容易克服高分子之
间的空间位阻，形成致密结构，一定程度上阻碍了微
凝胶的膨胀，高浓度的壳聚糖也起到了同样的阻碍
作用，但是壳聚糖本身具有膨胀性能，尤其是在ｐＨ
７．４环境中，壳聚糖的不溶解性增加了微凝胶的不
稳定因素，更有文献证明，壳聚糖的加入使得微凝胶
的膨胀性增加了３０％［９１０］。因此对壳聚糖浓度以及
相对分子质量考察的实验结果，受到以上２个因素
的影响，在不同的情况下，二者的影响程度大小不
同，难以找出明确的规律。钙离子浓度的增加，增大
了微凝胶的膨胀性能，这是由于在体外释放实验中，
钙离子有与ＰＢＳ溶液中磷酸根离子结合成磷酸钙
络合物的趋势。但是基于体内更复杂的环境，这种
现象在体内释放实验中，尚待证实［１１１２］。由于聚电
解质的机械强度，增加聚电解质包衣层的厚度，能明
显延长时滞，但是相比之下包衣液比例的影响程度
不明显，可能是由于氯化钠的离子强度变化也同时
影响了聚电解质的吸附量。包衣层数和包衣液的比
例都不是影响时滞后释放快慢的主要因素。这是由
于药物储存于微凝胶核心中，药物与微凝胶中高分
子网络结构的关系，影响了时滞后药物释放的快慢。

　　体内考察中，由于微凝胶是内部充满溶液的囊
状结构，在制作切片过程中，应尽量减少脱水和切割
等外力作用对其形态的影响，所以在微凝胶注射至
皮下初期，为观察到真实形态，采取冷冻切片的方
式。在聚电解质包衣微凝胶破裂释放后，为方便观
察药物释放到皮下组织的位置，采用ＤＡＰＩ染色的
石蜡切片。尽管如此，聚电解质包衣微凝胶注射至动
物皮下初期，圆整程度依然受损，这是动物的运动、皮
下组织挤压，以及手术取组织过程中的外力作用所
致。制剂注射３ｈ后，由于体内酶、细胞、组织液等作
用，微凝胶开始变形，但是聚电解质包衣层的机械刚
性使得药物仍然大量贮存于制剂中。６ｈ后，随着微
凝胶内部压力的增大，外包衣层胀破，大量药物释放，
并且药物深入至皮下细胞间隙以及细胞核。该过程
验证了聚电解质包衣微凝胶的理论释放机制。

　　由于聚电解质包衣层是一种半透膜，对于大分子
药物有很大的应用价值。不仅可以根据治疗目的控

制释放，而且可以保护大分子蛋白药物的活性。这一
点，很适合疫苗药物的输送。但是对于相对分子质量

７００００以下的较小分子药物来说有一定的局限［１３］，它
们可以透过聚电解质包衣层，这时需要调整包衣层的
密度或者选择其他分子结构合适的包衣材料。

　　本实验从建立新型脉冲释药系统到确证其结构，
再到验证其体内外释放行为，充分展示了该制剂不依
赖外界因素触发，可定时定量自主释放药物的优点。
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