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替莫唑胺ＰＬＧＡ纳米缓释微球的制备及体外药效研究
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摘　要：目的　制备理想的可用于控制胶质瘤细胞生长进而可抑制胶质瘤的替莫唑胺ＰＬＧＡ纳米缓释微球。方法　用超
声乳化溶剂挥发法制备替莫唑胺ＰＬＧＡ纳米缓释微球。选择测试了四种不同分子量的缓释微球的表面形态特征，并测量

微球直径。检测载药量和包封率，分析制作参数、形态特征以及绘制释放曲线。结果　替莫唑胺ＰＬＧＡ缓释微球是一种结

构稳定、大小均匀的缓释微球。分子量越大，微球直径越大。高分辨光镜及电镜观察，微球表面光滑，无裂隙，微球无明显聚

集，微球大小均匀。不同分子量的ＴＭＺＰＬＧＡ缓释微球最大载药量为１０．２％，包封率都在９０％以上。二氯甲烷残留量为５．

７０‰，达到了颅内安全应用的要求。从释放曲线可以看出，缓释系统中替莫唑胺可以持续释放２周以上，符合间质内化疗所

要求的周期。结论　ＰＬＧＡ非常适合作为制备缓释微球的缓释载体。所制备的替莫唑胺ＰＬＧＡ缓释微球符合生物力学规

律，替莫唑胺虽有突释效应，但药物缓释时间可控。不同分子量及不同载药量的缓释微球均能长时间持续释放替莫唑胺。
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　　胶质瘤生长呈浸润性，术后易复发，尤其是高
级别胶质瘤，几乎１００％复发［１］。研究显示８０％以

上的高级别胶质瘤在距第一次切除瘤腔边缘 ２ｃｍ
内复发，因此有效的局部药物治疗能够灭杀胶质瘤
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细胞，延缓肿瘤复发，延长生存期［２］。替莫唑胺

（ｔｅｍｏｚｏｌｏｍｉｄｅ，ＴＭＺ）是一种新型的含有咪唑四嗪
（ｉｍｉｄａｚｏｔｅｔｒａｚｉｎｅ）环的烷化剂类抗肿瘤药物。替莫
唑胺主要作用于胶质瘤细胞的核酸、蛋白质及肽亲

核区等领域，影响肿瘤细胞分裂的各个时期，具有

广谱抗肿瘤的活性［３］。研究者利用明胶海绵、淀

粉、聚乙醇酸、海藻酸钠、聚乳酸及壳聚糖等物质

作为缓释药物系统的载体都曾获得部分进展，但仍

存在稳定性低、突释现象明显、释放速率不稳定等

不足［４］。借鉴前人研究成果，本实验选用聚乳酸／
羟基乙酸（ｐｏｌｙｌａｃｔｉｃｃｏｇｌｙｃｏｌｉｃａｃｉｄ，ＰＬＧＡ）共聚物
作为制备局部缓释化疗药物系统的载体材料［５］。

本研究使用分子量不同的 ＰＬＧＡ，采用超声乳化 －
溶剂挥发法制备替莫唑胺 －聚乳酸／羟基乙酸
（ＴＭＺＰＬＧＡ）缓释微球系统，力求为新型给药途径
－颅内缓释 ＴＭＺ提供确切详实的研究基础。
１　资料和方法
１．１　药品与试剂

替莫唑胺原料药　武汉思源化工有限公司
聚乳酸／羟基乙酸（ＰＬＧＡ）　山东省医疗器械

研究所

聚乳酸／羟 基 乙 酸 （ＰＬＧＡ），分 子 量 分 别 为
１５０００、２００００、３３０００、３６０００。
１．２　方法
１．２．１　制备缓释微球　应用超声乳化 －溶剂挥
发法制备 ＴＭＺＰＬＧＡ纳米缓释微球。ＴＭＺ晶体溶
于甲醇，ＰＬＧＡ聚合体溶于二氯甲烷，将两种溶液混
合，所获得的溶液中 ＴＭＺ与 ＰＬＧＡ的质量比为１∶９，
所得到的有机溶液在含有聚乙烯醇的溶液中搅拌

乳化，搅拌（８００ｒｐｍ）温度为室温，搅拌 ３０ｍｉｎ后
速度降变为 ３５０ｒｐｍ，直至二氯甲烷及甲醇完全挥
发。蒸馏水清洗得到的微球，过筛，除去不均匀颗

粒，干燥冷冻，样品随机封包，并置于 ０℃冷藏。以
上操作均在避光条件下进行。

１．２．２　高分辨光镜及扫描电镜观察　首先利用
显微镜观察四种不同分子量缓释微球的表面形态

特征，继 而 利 用 ＴＯＳＨＩＢＡ８００Ｓ扫 描 电 镜，电 压
２０ｋＶ，每一规格测量 ３００个微球直径，按公式 ｌ计
算微球平均直径：Ｖｎｉ是每 ５μｍ跨度范围内微球
数目，ｄｉ是在该范围内微球粒径的平均值。

!" !

１．２．３　药物包封率和载药量的测定　精密称取
微球 ５ｍｇ置于 １０ｍＬ量瓶中，加适量二氯甲烷溶
解微球，应用甲醇稀释至固定刻度，并过滤，量取过

滤液１００μＬ稀释至２．５ｍＬ，取其中２０μＬ溶液注入
高效液相色谱仪，详细记录峰面积，利用公式计算出

该缓释微球的载药量和包封率。其中微球的载药量

＝（微球中药物含量／微球重量）×１００％，包封率 ＝
（微球中药物含量／投药量）×１００％。
１．２．４　药物释放曲线的测定　分别于 １ｈ、３ｈ、
６ｈ、１２ｈ、２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ、９６ｈ、１２０ｈ、１６８ｈ、
２４０ｈ、３６０ｈ，４８０ｈ不同时间点取出样品，利用高效
液相色谱法检测缓释微球中剩余的 ＴＭＺ含量，用测
定的微球中剩余的 ＴＭＺ量来计算出缓释微球不同
时间的 ＴＭＺ释放量，进而绘制出不同分子量 ＴＭＺ
ＰＬＧＡ缓释微球的体外环境下释放曲线并进行比较。
１．２．５　二氯甲烷残留率的测定　气相色谱条件：
初始 温 度 ４０℃，并 以 ２０℃／ｍｉｎ的 速 度 升 至
２５０℃，进样口检测器的温度为 ２５０℃。柱前压
５５ｋＰａ．ＦＩＤ检测，色谱柱：ＤＢ６２４（３０ｍ ×０．３２ｎｍ，
１．８μｍ）。顶空条件：传输线温度为 １００℃，定量环
温度为 ９０℃，样品瓶温度 ８０℃，定量环填充时间
０．１５ｍｉｎ，定量环平衡时间为 ０．０５ｍｉｎ，样品瓶平
衡时间１０ｍｉｎ，进样时间为１．０ｍｉｎ。限量的配制：
取二氯甲烷 １．１３μＬ，于 ２００ｍＬ容量瓶中，加二甲
基甲酰胺（ＤＭＦ）至刻度，充分混匀，ｌｍＬ顶空进
样。称量样品加 ＤＭＦｌｍＬ溶解，顶空进样。
２　结果
２．１　ＴＭＺＰＬＧＡ缓释微球理化性质

ＴＭＺＰＬＧＡ缓释微球的制作有严格规范的制备
条件，严格控制温度，采用超声乳化 －溶剂挥发法
制备缓释微球能够获得大小均匀、结构稳定的缓释

微球。分析发现缓释微球的载药量和直径没有直

接相关性，在同等制备条件下，分子量越大的 ＰＬＧＡ
所获得的微球直径越大，不同分子量的 ＴＭＺＰＬＧＡ
的直径分布见表 １。高分辨光镜观察（亚甲蓝染
色），微球表面光滑，无裂隙，微球无明显聚集，微

球直径均匀（见图 １，２）。

表１　不同分子量的ＰＬＧＡ的ＬＡ／ＧＡ比值、微球直径和包封率

实验样品 分子量 ＬＡ／ＧＡ 微球直径（μｍ） 包封率％
Ａ １５０００ ７５∶２５ ３７．４８±１２．５６ ９４．２１±３．５６
Ｂ ２００００ ５０∶５０ ４５．２８±１５．７３ ９５．３４±４．２７
Ｃ ３３０００ ５０∶５０ ６０．９８±１３．８６ ９４．７８±２．９８
Ｄ ３６０００ ２５∶７５ ８４．６５±１７．７４ ９６．１０±３．７６
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图 ２　

２．２　ＴＭＺＰＬＧＡ缓释微球的缓释特性
本实验制备的不同分子量 ＴＭＺＰＬＧＡ缓释微

球最大载药量为 １０．２％，所有缓释微球的包封率
均在 ９０％以上，使制备过程中药物的损失量极少
（不同分子量缓释微球包封率见表 １）。精确控制
ＴＭＺ在缓释微球中的载药量，有利于降低高载药量
导致严重的药物突释现象这一难题［６］。

２．３　ＴＭＺＰＬＧＡ缓释微球的安全性
二氯甲烷残留量测定结果：样品中二氯甲烷残

留量测定为 ５．７０‰，远低于国外文献报道颅内安
全应用所要求的 ３％［７］。

２．４　ＴＭＺＰＬＧＡ缓释微球的释放曲线
研究 ＴＭＺＰＬＧＡ缓释微球的释放曲线表明（见

图 ３，４），该缓释系统中药物 ＴＭＺ可以持续释放 ２
周以上，满足了局部化疗作用时间 ２周以上的要
求［８］。分析研究结果表明，载药量越高，达到药物

完全释放的时间越短（见图 ３）。本研究数据用平
均数 ±标准差表示，应用 ＳＰＳＳ１４．０统计软件，采
用方差分析，发现不同分子量 ＰＬＧＡ载体对微球释
放药物无明显影响（见图 ４）。通过严格控制缓释
微球的载药量，降低突释药量，解决缓释前期突释

现象严重这一关键问题，达到缓释、控释的目的。
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图 ３　不同载药量微球（ＬＡ／ＧＡ＝７５：２５，分子量 １５０００）释放曲线 （ｎ＝３）
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图 ４　不同分子量微球药物释放曲线 （ｎ＝３）

３　讨论
尽管术中磁共振技术、多模态功能神经导航技

术及术中麻醉唤醒电生理检测等技术的应用极大

地促进了胶质瘤手术治疗的发展，新型放疗设备和

放疗手段的出现，以及以替莫唑胺为代表的新型化

疗药物的研发，均对胶质瘤的诊治起到了有效的治

疗作用［９］。临床研究表明，胶质瘤极少发生转移，

８０％以上的胶质瘤于原瘤腔边缘 ２ｃｍ内复发，这
一研究发现为局部化疗用药提供了新方向［１０］。局

部间质内化疗的主要优点在于不需要经过血脑屏

障，直接作用于胶质瘤细胞，并且使瘤腔局部能够

维持有效的化疗药物浓度，该方案能够强烈的抑制

和杀灭瘤腔边缘 ２ｃｍ内的胶质瘤细胞。理想的局
部间质内化疗能达到使肿瘤静止甚至消失、预防复

发的目的［１１］。韩永涛等利用乳化 －溶剂挥发法制
备阿奇霉素 －聚乳酸微球，微球大小均匀，平均直
径为 ２０．８±０．５μｍ，包封率为 ６８．３±１．２８％，具
有缓释作用［１２］；刘善奎等人制备 ＤＮＡ疫苗海藻酸
钠微球则采用了油包水（Ｗ／Ｏ）乳化 －离子交联
法，所获微球球型圆整，实现了可控释药速率，平

均直径为 １２．０３±６．９μｍ，微球聚集不明显，体外
实验显示药物释放速率平稳，与微球载药量呈正

比［１３］；陈建等的制备工艺方法采用全面优化微球

的方案，获得了以壳聚糖为载体的 ＴＭＺ－壳聚糖微
球［１４］。在充分总结前人在相关领域的研究基础

上，本实验采用超声乳化 －溶剂挥发法制备微球缓
释化疗药物系统，本实验所制备的 ＴＭＺＰＬＧＡ缓释
微球，表面光滑圆整，无裂隙，微球无明显聚集，微

球大小均匀，体外环境下药物释放周期达 ２周以
上，药物释放速率趋于平稳（见图 ３、图 ４），完全符
合体内外实验所需。经研究检测所有缓释微球的

包封率均超过 ９０％，载药总量接近投放药物总量，
二氯甲烷残余量为 ５．７０‰，远低于国外文献报道
的 ３％，完全符合颅内安全应用要求。ＴＭＺ稳定存
在于缓释微球中，药物释放后不影响该缓释微球的

稳定性和微球内剩余药物的理化性质［１５］。因此本

实验制备的 ＴＭＺＰＬＧＡ缓释微球系统具有高包封
率、高稳定性、分散性好、不明显聚集、载药量适

中、无明显突释现象、稳定的体外释放速率等优

势。

制备缓释系统所利用的载体物质需要具备以

下特点：⑴强大的载药能力和稳定缓释药物的能
力；⑵结构稳定，纯度高；⑶生物可降解性能好；⑷
理化性质和生物相容性良好，载体本身和降解后产

生的物质无凝血作用、无毒性、无疤痕形 成 作

用［１６］。本实验采用 ＰＬＧＡ（聚乳酸／羟基乙酸）作为
缓释微球载体，作为外科手术缝合材料，ＰＬＧＡ具组
织相容性良好，ＰＬＧＡ的分解产物主要为乳酸和乙
醇酸，三羧酸循环将乳酸代谢为 ＣＯ２和 Ｈ２Ｏ排出
体外，乙醇酸进入三羧酸循环代谢以 ＣＯ２ 和 Ｈ２０
的形式排出体外，或以原形从肾脏排出。另外通过

调节 ＰＬＡ与 ＧＡ的比例，可以调节缓释系统的可降
解时间［１７］。乳酸的疏水性强于甘醇酸，因此高含

量乳酸的 ＰＬＧＡ聚合体有较差的亲水性，吸收水分
少，降解速率慢［１８］。

研究表明 ＰＬＧＡ降解包括 ３个步骤：①随机剪
切链，聚合体分子量明显下降，可溶性单体产物无

法产生；②体积和分子量迅速下降，单体和可溶性
寡聚体形成；③寡聚体片断分解成可溶性单体，整
个聚合体溶解［１９］。以 ＰＬＧＡ为载体的缓释微球中
药物释放相应的也可以分为三个时期：（１）快速释
放期，大部分突释现象发生在这一时期；（２）缓慢
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释放期，聚合体缓慢降解时的药物缓慢释放，这一

时期是维持药物有效浓度、决定缓释时间长短、发

挥药物作用的主要阶段；（３）加快释放期，聚合体
蚀解导致药物浓度出现一个较低的峰值。其中第

一时期药物快速释放是导致缓释微球突释现象的

主要阶段［２０］。

本实验选用四种不同分子量（１５０００，２００００，
３３０００，３６０００）的 ＰＬＧＡ作为载体制备缓释微球体
系，经本实验研究证实不同分子量载体对缓释微球

理化性质的影响无统计学意义。Ｓｈｅｎｄｅｒｏｖａ等以低
中高分子量（粘度分别为 ０．１５、０．５８、１．０７）ＰＬ
ＧＡ制作微球承载 ｌ０羟喜树碱，发现分子量低的微
球释放药物快［２１］。本研究认为：不同研究所得结

论不尽相同，考虑为不同载体的生物学特性及理化

性质不同，例如疏水性药物与 ＰＬＧＡ结合疏散，亲
水性药物与 ＰＬＧＡ结合紧密。选用不同材料作为
载体可能获得相反的结论。由于本实验选择的

ＰＬＧＡ聚合体粘度（代表分子量）差别不大，故未发
现分子量不同的载体明显影响药物释放［２２］。

４　结论
本实验制备的 ＴＭＺ缓释微球系统以不同分子

量的 ＰＬＧＡ为载体，体外释放周期超过 ２周，药物
浓度保持稳定，包封率均高于 ９０％，载药量接近投
放药物总量。ＴＭＺ在缓释微球系统中稳定存在，药
物释放后不影响缓释体系的稳定及微球内剩余药

物的理化性质。二氯甲烷残留量为 ５．７０‰，完全
符合颅内安全应用的要求。

研究表明，本实验制备的纳米缓释微球系统在

缓释、控释及安全应用等方面均符合体外细胞实验

及动物实验要求，能够满足进一步实验需要。
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