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奥沙利铂 －壳聚糖 －海藻酸钠 －多壁碳纳米管
复合物的体外缓释行为
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　　摘要：以奥沙利铂为模型药物研究多壁碳纳米管作为缓释载体的可行性，通过水溶性高分子修饰处理羧基化碳纳
米管（ＭＷＣＮＴ—ＣＯＯＨ），改善其表面性质，利用透射电子显微镜表征修饰后的多壁碳纳米管的表面形貌，并且探讨了
奥沙利铂－壳聚糖－海藻酸钠－多壁碳纳米管（ＯＨＰ－ＣＳ－ＳＡＬ－ＭＷＣＮＴ）复合物在人工结肠液中的缓释行为。结
果显示，多壁碳纳米管经过修饰后制备得到的奥沙利铂－壳聚糖－海藻酸钠－多壁碳纳米管复合物缓释效果良好，释
放动力学基本符合 Ｈｉｇｕｃｈｉ模型。说明多壁碳纳米管可作为药物缓释载体材料。
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　　碳纳米管（ＣＮＴｓ）自１９９１年被日本科学家饭岛发现以
来，因其独特的结构和性质受到了广泛的关注，而在生命及医

药科学等领域的应用是碳纳米管领域中的热门话题之一。由

于其中空结构，内部空腔可容纳大量药物，更重要的是碳纳米

管可将其载运的治疗药物与环境隔离，从而在药物的载送过

程中有效避免药物被体内环境所降解或因静电作用产生聚

集，将治疗药物安全载运到细胞内［１］。迄今为止，碳纳米管

已成为全球科学家致力研究的、极有吸引力的、应用前景广泛

的一种新型药物载体［２］。碳纳米管不溶于有机溶剂和水，从

而限制了它在药物载体领域的应用［３］，而功能化修饰碳纳米

管则可改善其溶解性，并可提高其生物相容性，是将碳纳米管

成功用作药物载体的重要举措［４－５］。海藻酸钠（ａｌｇｉｎａｔｅｓｏｄｉ
ｕｍ，ＳＡＬ）和壳聚糖（ｃｈｉｔｏｓａｎ，ＣＳ）是自然界中广泛存在的多
糖，是常见的天然高分子，由于它们具有出色的生物相容性，

近来被广泛地应用于生物医药领域［６］。本研究以１－乙基 －
３（３－二甲基氨基丙基）碳化二亚胺（ＥＤＣ）为相偶联剂，以人
工结肠液（ＲＣＭ）为介质，采用超声辅助法接枝水溶性高分
子，得到修饰的碳纳米管复合物。利用水溶性高分子对碳纳

米管进行化学修饰，一方面可以提高碳纳米管在水中的分散

性，另一方面可以实现缓释和载药功能的结合。

奥沙利铂（ｏｘａｌｉｐｌａｔｉｎ，ＯＨＰ）化学名为（１Ｒ－反式）－（１，
２－环己二胺－Ｎ，Ｎ′）［草酸（２－）－Ｏ，Ｏ′］合铂，属于新的铂
类抗癌药，常用于转移性结直肠癌治疗，结构式见图１。本研
究选择奥沙利铂作为模型药物，水溶性高分子修饰的多壁碳

纳米管（ＳＡＬ－ＭＷＮＴ－ＣＳ）作为药物载体，考察其体外缓释
性能，为进一步研究开发以碳纳米管作为药物载体的缓释制

剂提供依据［７］。

１　材料与方法

１．１　材料
羧基化多壁碳纳米管（ＭＷＣＮＴ—ＣＯＯＨ，直径 １０～

２０ｎｍ，长度１０～３０μｍ，纯度≥９５％，南京先丰纳米科技材料
有限公司）；奥沙利铂原料药（江苏恒瑞医药股份有限公司）；

海藻酸钠（国药集团化学试剂有限公司）；壳聚糖（脱乙酰

度≥９０％，上海伯奥生物科技有限公司）；碳二亚胺盐酸盐
（ＥＤＣ，Ｓｉｇｍａ－ａｌｄｒｉｃｈ公司）；其他试剂均为分析纯。

Ｎｉｃｏｌｅｔ５７００型智能傅立叶红外光谱仪（Ｆｏｕｒｉｅｒｔｒａｎｓｆｏｒｍ
ｉｎｆｒａｒｅｄｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ，ＦＴＩＲ，美国尼高力公司）；ＪＥＭ－１００ＣＸＩＩ
透射电镜（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＴＥＭ，日本电子株
式会社）；Ｓ－３０００Ｎ型扫描电子显微镜（ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉ
ｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＳＥＭ，日本日立公司）；７９ＨＷ－１型恒温加热磁力搅
拌器（上海维城仪器有限公司）；ＫＱ－１００ＫＤＢ型高功率数控
超声波清洗器（江苏省昆山市超声仪器有限公司）；ＲＣ－８溶
出度测试仪（天津天光光学仪器有限公司）。

１．２　方法
１．２．１　海藻酸钠－碳纳米管复合物（ＭＷＣＮＴ－ＳＡＬ）的制备
　量取４０ｍＬ２ｍｇ／ｍＬＭＷＣＮＴ—ＣＯＯＨ混悬液加入 ２５０ｍＬ
圆底烧瓶，超声２０ｍｉｎ，将配制好的２ｍｇ／ｍＬ海藻酸钠水溶
液８０ｍＬ加入上述圆底烧瓶，混合超声４０ｍｉｎ，室温磁力搅拌
１２ｈ，反应完成后离心分离，倒去上清液。剩下的固体反复用
水清洗和离心分离，以除去未包裹在ＭＷＣＮＴ—ＣＯＯＨ上的海
藻酸钠，室温条件下，变色硅胶干燥２４ｈ，得ＭＷＣＮＴ－ＳＡＬ。
１．２．２　海藻酸钠 －多壁碳纳米管 －壳聚糖复合物（ＳＡＬ－
ＭＷＣＮＴ－ＣＳ）的制备　取２ｍｇ／ｍＬＭＷＣＮＴ－ＳＡＬ的磷酸缓
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冲液２０ｍＬ，加入１００ｍＬ圆底烧瓶，超声２０ｍｉｎ，将等量壳聚
糖溶液和适量ＥＤＣ加入上述圆底烧瓶，混合超声２０ｍｉｎ，室
温磁力搅拌１２ｈ，反应完成后离心分离，倒去上清液。剩下的
固体用缓冲溶液反复洗涤，以除去未包裹在产物１上的壳聚
糖，室温条件下变色硅胶干燥２４ｈ，得ＳＡＬ－ＭＷＣＮＴ－ＣＳ。
１．２．３　奥沙利铂－壳聚糖 －海藻酸钠 －多壁碳纳米管复合
物（ＯＨＰ－ＣＳ－ＳＡＬ－ＭＷＣＮＴ）的制备　取３ｍｇ／ｍＬＳＡＬ－
ＭＷＣＮＴ－ＣＳ的磷酸缓冲液１０ｍＬ加入１００ｍＬ圆底烧瓶，超
声１０ｍｉｎ，加入等量奥沙利铂溶液，混合超声 ２０ｍｉｎ，室温磁
力搅拌１２ｈ，反应完成后离心分离，倒去上清液。剩下的固体
用缓冲溶液反复洗涤，以除去未包裹在 ＳＡＬ－ＭＷＣＮＴ－ＣＳ上
的奥沙利铂，室温条件下，变色硅胶干燥２４ｈ，得ＯＨＰ－ＣＳ－
ＳＡＬ－ＭＷＣＮＴ，该纳米管载药率（载药前后 ＳＡＬ－ＭＷＣＮＴ－
ＣＳ的质量差为载药量，载药量与 ＳＡＬ－ＭＷＣＮＴＳ－ＣＳ质量
的比值即为载药率）为（８９±２）％。
１．２．４　测试与表征［８］　ＦＴＩＲ图谱采用 ＦＴＩＲ以溴化钾压片
法测得。复合物的形貌分析在ＴＥＭ电镜上完成。
１．２．５　药物的溶出试验
１．２．５．１　溶出介质的选择　以人工结肠液（模拟结肠环境
的介质，ｐＨ值７．６磷酸盐缓冲液，含３０％大鼠结肠内容物）
为释放介质。人工结肠液的制作参考文献［９］。
１．２．５．２　高效液相色谱法［１０］　高效液相色谱条件：色谱柱
Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为甲醇 －水
（１０∶９０），流速１ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长２５０ｎｍ，柱温２５℃，进样
量２０μＬ。分别取１．０ｍｇ／ｍＬＯＬＰ储备液１．０、２．０、３．０、４．０、
５．０ｍＬ置５０ｍＬ量瓶中，以流动相稀释至刻度，精确量取
２０μＬ注入高效液相色谱仪，测定波长２５０ｎｍ处峰面积（Ａ），
以奥沙利铂溶液质量浓度（Ｃ）对 Ａ进行线性回归，得线性回
归方程：Ａ＝６．９３５Ｃ＋３．５２，ｒ＝０．９９９６，表明在浓度 ２０～
１００μｇ／ｍＬ范围内线性关系良好。
１．２．５．３　体外释放度测定　取样品，采用转篮法，以 ＲＣＭ

１０００ｍＬ为释放介质，在（３７．０±０．５）℃、１００ｒ／ｍｉｎ（ｒ＝
１５ｃｍ）条件下依法操作，在不同时间分别取溶液５ｍＬ过滤，
并及时补加等量介质，以０．４５μｍ微孔滤膜过滤。ＨＰＬＣ法
测定释药量，并计算累积释放度 Ｑ（％）。释放介质中持续通
入 ＣＯ２，以维持 ｐＨ值的稳定和厌氧生理环境，绘制
ＯＨＰ－ＣＳ－ＳＡＬ－ＭＷＣＮＴ复合物的体外释放曲线。
１．２．５．４　释药过程的动力学方程拟合　采用多种数学模型
对溶出结果进行拟合度分析，寻找描述药物释放的最佳模型。

２　结果与分析

２．１　ＳＡＬ－ＭＷＣＮＴ－ＣＳ的表征
对于纯羟基化碳纳米管来说，红外光谱几乎是一条直线，

没有可以辨认的吸收峰。由图２－ｃ可知，ＭＷＣＮＴ－ＳＡＬ在
３４３４．１５ｃｍ－１处存在Ｏ—Ｈ基团的吸收峰。从图２－ｂ可以
看出，海藻酸钠中—ＣＯＯ—的反对称伸缩振动和对称伸缩振
动吸收峰分别位于１６２０～１５００、１５００～１４２０ｃｍ－１之间［１１］；

而海藻酸钠和ＭＷＣＮＴ—ＣＯＯＨ发生交联后，—ＣＯＯ—峰形变
弱且偏移，说明海藻酸钠与ＭＷＣＮＴ—ＣＯＯＨ发生了交联反应
（图２－ｃ）。由图 ２－ｄ可知，ＳＡＬ－ＭＷＣＮＴ－ＣＳ复合物在
２９２３．０３、２８５２．８１ｃｍ－１处分别对应于—ＣＨ３和—ＣＨ２的
Ｃ—Ｈ不对称吸收峰，并且在 １６３７．３４ｃｍ－１附近有强的由
—ＮＨＣＯ— 伸缩振动产生的吸收峰，在１４０１．０８ｃｍ－１附近的
是由—ＣＯＯ—伸缩振动产生的吸收峰，在１１３７．４１ｃｍ－１处为
α－吡喃糖的Ｃ—Ｏ—Ｃ伸缩振动吸收峰，在１０６６．０１ｃｍ－１处
为α－吡喃糖的 Ｃ—Ｏ—Ｈ伸缩振动吸收峰，ＩＲ光谱表明
ＭＷＣＮＴ—ＣＯＯＨ上的—ＣＯＯＨ与壳聚糖的—ＮＨ２在 ＥＤＣ的
作用下，反应生成了—ＮＨＣＯ—。由于 ＭＷＣＮＴ—ＣＯＯＨ结构
复杂及其红外吸收极弱，所以不能准确指认每一个峰的位置

和振动基团，但与纯ＭＷＣＮＴ—ＣＯＯＨ相比，修饰后ＦＴＩＲ的变
化从另外一个角度证明了水溶性高分子成功修饰了

ＭＷＣＮＴ—ＣＯＯＨ［１２］。　

２．２　透射电子显微镜分析［１３］

从图３－ｂ、图３－ｃ可以看出，ＭＷＣＮＴ—ＣＯＯＨ外有复合
物包裹。为了进一步观察，又进行了透射电子显微镜分析。

　　从图４－ａ中可以看出，ＭＷＣＮＴ—ＣＯＯＨ相互缠绕扭结

在一起，分散效果不好；而水溶性高分子修饰的碳纳米管（图

４－ｂ）的分散性明显提高，可以观察到无缠绕的单独碳纳米管
或是以较细的管束形式存在的碳纳米管的形貌。这说明水溶

性高分子的加入提高了碳纳米管在水溶液中的分散，从而达
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到一个良好的稳定分散的效果。另外从图４－ｂ可以较清晰
地看出，与ＭＷＣＮＴ—ＣＯＯＨ相比（图４－ａ），复合物的表面变
得较为粗糙，管径变粗，这表明水溶性高分子已成功修饰至

ＭＷＣＮＴ—ＣＯＯＨ表面。

２．３　ＳＡＬ－ＭＷＣＮＴ－ＣＳ－ＯＨＰ复合物的体外释放曲线
由图 ５可知，ＯＨＰ－ＣＳ－ＳＡＬ－ＭＷＣＮＴｓ复合物和

ＯＨＰ－ＳＡＬ－ＭＷＣＮＴｓ复合物在３７℃、ｐＨ值７．６的 ＲＣＭ溶
液中释放，奥沙利铂累积释放率为 ８３．１％，约释放持续
１４０ｈ。这２种复合物在开始释药时都有暴释现象，这是由于
一部分药物只是简单附着在复合物表面，一旦放入缓冲介质

中，由于复合物内外的药物浓度差，药物很容易从复合物表面

脱离，处于自由扩散状态。而碳纳米管内的药物分子之间排

列紧密，且相互引力较大，更容易与修饰后的 ＭＷＣＮＴ内壁、
外壁产生比较强烈作用，通过相互之间堆积形成紧密的复合

物，而且由于管外被海藻酸钠和壳聚糖水溶性高分子双层包

裹，在ＲＣＭ介质中，水溶性高分子由外而内不断发生溶胀，药
物分子随水溶性高分子的溶胀而不断向外缓慢扩散和溶解。

因此，药物分子的进一步扩散溶解不会很快地发生在自由扩

散阶段初期，而是表现为在“暴释”之后的一段较长时间内较

平缓地增大，释药速率最后也恒定。因而释放较慢，形成缓释

阶段［１４］。

　　从图５还可以看出，ＯＨＰ－ＣＳ－ＳＡＬ－ＭＷＣＮＴｓ复合物
的暴释现象比ＯＨＰ－ＳＡＬ－ＭＷＣＮＴｓ复合物缓和，２０ｈ后两
者的药物释放率分别为５２％、６１％，且ＯＨＰ－ＳＡＬ－ＭＷＣＮＴｓ
复合物中的药物 １００ｈ后已基本完全释放，而 ＯＨＰ－ＣＳ－
ＳＡＬ－ＭＷＣＮＴｓ复合物中的药物１４０ｈ才达到最大释放度，这
进一步说明了ＭＷＣＮＴ—ＣＯＯＨ经海藻酸钠和壳聚糖双重修
饰后具有很好的药物控释载体的性能。

２．４　释放动力学模型拟合
由表１可见，各模型间释放度与时间均有较好的相关性，

经Ｐｅｐｐａｓ方程拟合得时间ｔ的指数ｎ＝０．７７８２，Ｈｉｇｕｃｈｉ方程
拟合说明累计释放度 Ｑ与时间的 １／２次方存在很好的线性
相关，表明 ＳＡＬ－ＭＷＣＮＴ－ＣＳ－ＯＨＰ基本以恒定速率主动
释放，受介质浓度影响较小，符合长效制剂要求［１５］。

表１　各模型拟合方程及拟合相似度数据

模型 拟合方程 ｒ ｎ
零级方程 Ｍｔ／Ｍ∞ ＝０．０６８９ｔ＋０．１５４６ ０．９３５２
一级方程 ｌｎ（１－Ｍｔ／Ｍ∞）＝－０．２２７５ｔ＋０．１８７６ ０．９６５９
Ｈｉｇｕｃｈｉ方程 Ｍｔ／Ｍ∞ ＝０．３１７５ｔ

１／２－０．２１２３ ０．９８３４
Ｒｉｔｇｅｒ－Ｐｅｐｐａｓ方程 ｌｎ（Ｍｔ／Ｍ∞）＝０．７７２２ｌｎｔ－１．６５１ ０．９７２３ ０．７７８２

３　结论

ＦＴ－ＩＲ测试结果显示ＭＷＣＮＴ—ＣＯＯＨ在水溶性高分子
修饰后结构有所改变，证明ＭＷＣＮＴ—ＣＯＯＨ表面成功包裹了
水溶性高分子。ＴＥＭ结果更直观的表明 ＭＷＣＮＴ—ＣＯＯＨ在
水溶性高分子修饰化后，碳纳米管的管径变大，且表面粗糙，

表面明显包覆了聚合物。改性后的碳纳米管在水溶剂中的溶

解性变大，可以较好地分散。ＳＡＬ－ＭＷＣＮＴ－ＣＳ作为载药载
体，对奥沙利铂的载药率为８９％ ±２％。体外释药试验能使
药物缓慢释放，释放时间达 １４０ｈ，累积释放率达到８３．１％。
同时，ＯＨＰ－ＣＳ－ＳＡＬ－ＭＷＣＮＴ释药行为符合 Ｈｉｇｕｃｈｉ模

型，基本以恒定的速率释放药物，符合长效制剂要求。

碳纳米管由于其一维结构在体外被用作生物活性分子

（药物、蛋白质、核酸等）的智能载体，已取得了大量令人振奋

的研究成果。修饰碳纳米管以改善其分散性能及生物相容

性，是将碳纳米管成功用作药物载体的重要举措。试验结果

证明，经过修饰即可有效改善碳纳米管生物相容性。因此，碳

纳米管在载体领域的应用前景越来越开阔。
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　　摘要：以３，７－二氯－８－喹啉羧酸、草酰氯、５－氨基戊酸（Ｑ－５）为原料合成二氯喹啉酸半抗原，再采用碳二亚胺
法将半抗原与载体蛋白［牛血清蛋白（ＢＳＡ）、鸡卵清蛋白（ＯＶＡ）］偶联合成相应的人工抗原。将半抗原用红外（ＩＲ）和
核磁共振（１Ｈ－ＮＭＲ）进行结构表征，通过紫外扫描证明二氯喹啉酸人工抗原（Ｑ－５－ＢＳＡ、Ｑ－５－ＯＶＡ）合成成功，
且Ｑ－５－ＢＳＡ、Ｑ－５－ＯＶＡ的结合比分别为２１∶１、１７∶１。人工抗原的合成为研制二氯喹啉酸多克隆抗体及免疫试
剂盒奠定了基础。
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　　二氯喹啉酸（ｑｕｉｎｃｌｏｒａｃ，３，７－二氯 －８－喹啉羧酸，商品
名快杀稗），是８０年代德国巴斯夫公司研发的激素型喹啉酸类
除草剂，主要用于稻田防治单子叶杂草，对稗草防治效果突出。

但二氯喹啉酸是长残效除草剂，在水田中的降解方式主要是光

解，微生物降解作用非常弱，几乎无水解也不挥发，导致它在土

壤中的残留较大，对后茬蔬菜及旱田作物产生药害［１］。

目前，二氯喹啉酸残留检测的常用方法为仪器分析法，包

括气相色谱法（ＧＣ）和高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）［２－３］。近年
来，免疫分析法以其特异性强、灵敏度高、准确性好、快速方便

等特点在农药残留检测中得到了快速发展［４］。我们拟通过

二氯喹啉酸与氨基戊酸反应增加４个碳链长度的间隔臂合成
半抗原，与载体蛋白偶联获得人工抗原，为进一步建立二氯喹

啉酸免疫分析提供基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试剂　二氯喹啉酸（Ｑ）原药（９５％，新沂中凯农用化
工有限公司产品）、二氯甲烷、草酰氯、Ｎ，Ｎ－二甲基甲酰胺
（ＤＭＦ）、１，４－二氧六环（Ａ．Ｒ．级，国药集团化学试剂有限公
司产品）、５－氨基戊酸、Ｎ－羟基琥珀酰亚胺（ＮＨＳ，Ｂ．Ｒ．级，
国药集团化学试剂有限公司产品）、二环已基碳二亚胺

（ＤＣＣ，Ｂ．Ｒ．级，国药集团化学试剂有限公司产品）、牛血清蛋
白（ＢＳＡ，ＳＩＧＭＡ公司产品）、鸡卵清蛋白（ＯＶＡ，华美生物工
程公司产品）。

１．１．２　仪器设备　旋转蒸发仪（Ｒ２１０，ＢＵＣＨＩ）、红外光谱分
析仪（Ｓｐｅｃｔｒｕｍ６５，ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ）、高效液相色谱－质谱联用仪
（ＨＰＬＣ１１００／ＭＳＤＴｒａｐＳＬ，布鲁克光谱仪器公司产品）、１Ｈ核
磁共振（ＢｒｕｋｅｒＡＭ５００，安捷伦公司产品）等。
１．２　方法
１．２．１　半抗原的合成　合成路线如图１所示。
　　在１００ｍＬ三颈烧瓶中，加入１２１０ｍｇ二氯喹啉酸，并加
入２５ｍＬ无水二氯甲烷和７ｍＬ草酰氯，在磁力搅拌下缓慢滴
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