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摘要 : 目的 　以喷雾干燥法制备卡莫司汀 ( carmustine, BCNU) 2聚乳酸缓释微球 , 研究工艺条件对微球形态及药物释放的

影响。方法 　将 BCNU、聚乳酸溶解于丙酮、氯仿或乙酸乙酯溶液中 , 控制不同溶液浓度、进口温度 , 以扫描电子显微镜

观察微球形貌 , 以 1 H2NMR分析了不同温度条件对 BCNU稳定性的影响 , 以分光光度法测定微球载药率 , 并研究 BCNU的

缓释特性。结果 　以丙酮为溶剂难以得到球形颗粒 , 不规则形态使其药物释速率较快 , 突释明显。以氯仿或乙酸乙酯为溶

剂则可得到较好的球形颗粒 , BCNU释放突释放较小 , 释放较平缓。在操作条件下 BCNU均具有较好的稳定性 , 包载率可

达 14% ～42%。结论 　喷雾干燥法可以得到高 BCNU包载率的聚乳酸缓释微球 , 以乙酸乙酯为溶剂时效果最佳。
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ABSTRACT:O BJECT IVE　To p repare carmustine (BCNU) 2loaded polylactic acid m icrospheres by sp ray dry method, and to study

the effect of the p rocess technologic on the morphology and drug release behavior1 M ETHOD S　BCNU and polylactic acid were co2
dissolved in acetone, chloroform or ethyl acetate, and then subm itted to sp ray dry1 The morphologies of m icrosphere obtained under

different p rocess condition, such as polymer concentration and inlet temperature of sp ray drier, were observed by TEM1 The stability of

BCNU after the sp ray drying was studied using 1 H2NMR analysis, and the drug release behavior was investigated through

spectrophotometer1 RESUL TS　BCNU2loaded polylactic acid m icrospheres were p repared using chloroform or ethyl acetate as solvent,

while the particles with irregular shape were obtained with acetone as solvent, resulting in the fast release rate of the BCNU from these

m icroshperes1 The drug2loading was ranged from 14% - 42% 1 CO NCL US IO N　BCNU2loaded polylactic acid m ircop sheres can be

p repared using sp ray dry technique with ethyl acetate as solvent1
KEY WO RD S:BCNU; polylactic acid; sp ray dry; m icrosphere; drug release

　　卡莫司汀 ( carmustine, BCNU ) 是治疗脑肿瘤

最常用、最有效的化疗剂 , 全身应用虽然可延长患

者的生存期 , 但因其具有骨髓抑制、肝毒性、肺纤

维化等不良反应 , 在体内的 t1 /2较短 ( t1 /2≈ 14

m in) , 药物的生物利用度低 , 应用受到限制。

近年来间质内缓释化疗引起人们的高度重

视 [ 122 ] , 被认为是治疗恶性脑胶质瘤的有效方法。

以可生物降解聚合物包载化疗药物 , 瘤灶定位注

射 , 可以提高药物的稳定性 , 最大限度地降低药物

的毒副作用 , 提高药物的生物利用度。国内外较多

的研究机构在进行可定位注射化疗制剂的研究与开

发 , 已有一种商品投放市场 [ 3 ]。

常规制备可注射载药聚合物微球的方法有溶

剂 2非溶剂法、O /O 型和 O /W 型乳化溶剂挥发

法 [ 427 ] , 这些方法制备工艺复杂 , 药物包封率较低 ,

难以适应大规模工业化生产。而喷雾干燥法制备工

艺简单 , 产品重复性好 , 是实现可注射微球产业化

的重要方法 [ 8 ]。本实验以喷雾干燥法制备包载
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BCNU的聚乳酸微球 , 研究工艺条件对微球形态及

药物释放行为的影响。

1　材料与仪器

聚乳酸 ( PLA , DL 型 , 相对分子质量为

30 000, 山 东 医 疗 器 械 研 究 所 )。卡 莫 司 汀

(BCNU, 天津金耀药业集团氨基酸公司 )。N 212盐
酸萘乙二胺 (分析纯 ) , 磺胺 (分析纯 )。丙酮、

三氯甲烷和乙酸乙酯均为分析纯。L - 117型喷雾

干燥机 (北京来亨科贸有限公司 ) , XL - 30型扫

描电子显微镜 (荷兰 Philip s公司 ) , 500 MHz液体

核磁共振谱仪 (NMR, Varian公司 ) , UV - 9100

型紫外 2可见光分光光度仪 (北京瑞利分析仪器公

司 ) , 恒温水浴摇床 (哈尔滨东联仪器公司 ) ,

MR1822冷冻离心机 (法国 Jouan公司 )。

2　实验方法

211　载药微球制备

精确称取一定量聚乳酸和 BCNU, 分别共溶于

丙酮、三氯甲烷和乙酸乙酯中 , 使聚乳酸浓度为

10% , BCNU与聚乳酸的重量比为 1∶9。将溶液避

光封装于锥形瓶中 , 电磁搅拌 3 m in后以喷雾干燥

机制备载药微球 , 喷雾干燥机进口温度控制为

20～70 ℃, 出口温度为 30 ℃, 液体流率为 5 mL·

m in
- 1

, 取接收器中的粉粒进行 SEM形貌观察、载

药率测定和药物释放行为研究。

212　药物稳定性分析

取 “211”项下不同温度条件下制备微球 , 溶

于氘代氯仿中 , 以 1
H2NMR 分析喷雾干燥前后

BCNU的核磁谱图 , 研究喷雾干燥对 BCNU稳定性

的影响。

213　载药率与药物释放测试

21311　BCNU分析方法的建立 　BCNU测定方法选

择 : BCNU是对光和热极不稳定的药物 , BCNU对

热极不稳定 , 熔点为 30～32 ℃, 熔融时同时分

解 , 在 pH > 7以上的溶液中也会快速分解 , 在血

液中的半衰期约为 20 m in。由于 BCNU这种特性 ,

常规操作过程中会有 BCNU的分解 , 因此常规的测

定方法不适用于 BCNU缓释剂型载药量测定和药物

释放的测量。本实验按照 B ratton2Marshall比色法

测定 BCNU 的含量 [ 9 ]。具体方法为 : 取 2 mg

BCNU, 先加入 1 mL 无水乙醇使之溶解 , 然后在

50 mL量瓶中加去离子水定容 , 用移液管移取 2

mL溶液加入到 20 mL试管中 , 加入 1 mL 015%磺

胺溶液 (溶剂为 2 mol·L
- 1

HCl) , 轻微振荡后放

入 50 ℃水浴中加热 45 m in, 取出后迅速放入冰水

浴中并加入 012 mL N 212盐酸萘乙二胺水溶液

(3 g·L
- 1 ) , 溶液逐渐变为粉红色 , 静置展色 10

m in, 用可见光 2紫外分光光度计测溶液在 540 nm

处的吸光度。

21312　标准曲线 　准确称取 2124 mg BCNU, 先加

入 1 mL无水乙醇使之溶解 , 然后在 50 mL量瓶中

加去离子水至刻度 , 分别配制 01448, 01224,

01112, 01056, 01028, 01014, 01007, 01003 5,

01001 75和 01000 875 g·L
- 1的标准溶液。分别取

各浓度的标准溶液 2 mL, 依 “21311”方法显色

后 , 在波长 540 nm处分别测定吸光度 , 以吸光度

对质量浓度回归得标准曲线方程为 : Y = 01125 2 +

01912 8ρ, 线性相关系数 r = 01 999 8。

214　载药率测定

10 mg载药微粒溶于 015 mL二氯甲烷中 , 加

入 915 mL乙醇使聚乳酸沉淀 , 在 4 ℃下 , 13 000

r·m in
- 1离心 20 m in后取 012 mL上清液加入到 1

mL 015%磺胺试剂中 , 加入 118 mL去离子水 , 振

荡摇匀后于 50 ℃水浴中加热 45 m in, 取出后迅速

在冰水浴中冷却 , 加入 012 mL N212盐酸萘乙二胺 ,

展色 10 m in后 , 用分光光度计测试样品在 540 nm

处的吸光度 , 与浓度 2吸光度标准曲线对照 , 得

BCNU浓度。载药率以下式计算 :

载药率 =
微粒内药物含量 (mg)
载药微球重量 (mg)

×100% (1)

215　药物释放分析

将 50 mg微球加入到盛有 100 mL磷酸缓冲溶

液的锥形瓶中 ( PBS, pH 714) , 在水浴振荡器中

72 r·m in - 1 , 37 ℃条件下使微球释放药物 , 于固

定时间间隔将溶液混匀 , 取出 5 mL溶液 , 离心后

取纯化水超声清洗 2 次 , 将样品冻干称重 , 以

“114”中所述方法测定微球中的残余药量 , 并推

算出微球的药物释放量。

3　结果与讨论

311　溶剂对微球形貌的影响

不同溶剂条件下制备的载药微球见图 1。由图

1可见 , 以丙酮为溶剂制备的微球呈现不规则的微

粒 , 表面多孔 ; 以氯仿与乙酸乙酯制备的粒子则具

有较好的球形形态 , 粒径为 015～4μm, 而以氯仿

为溶剂制备的微球形态最佳 , 具有较好的粒度分

布。虽然如此 , 因为氯仿属于一类药物溶剂 , 而乙
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酸乙酯为三类药物溶剂 , 即使有微量残留也不具有

明显的毒副作用 , 因此我们选择乙酸乙酯为溶剂进

行下面载药微球制备与释放研究。

图 1　不同溶剂对 BCNU载药微球形貌的影响

A -丙酮 ; B -氯仿 ; C -乙酸乙酯

F ig1 1 　 Influence of solvent on the morphologies of BCNU2

loaded PLA m icrospheres

A - acetone; B - chloroform; C - ethyl acetate

312　聚合物浓度对成球性及产率的影响

控制聚合物的浓度为 1% ～20% , 实验结果见

表 1。由表 1可见 , 随着聚乳酸浓度提高 , 微球的平

均粒径逐渐增大 , 产率提高。当聚乳酸浓度超过

12%时 , 由于聚合物黏度过高 , 产物呈丝状 , 难以

得到球形产品。
表 1　聚合物浓度对产物形态与产率的影响

Tab11　 Influence of PLA concentration on the morphologies and

yield of m icrospheres

C (wt% ) Morphology Yield /%

1 sphere 1812

3 Sphere 3116

5 Sphere 5213

7 Sphere 5814

9 Particle 6016

12 Fiber -

15 Fiber -

20 Fiber -

313　喷雾进口温度对微球形貌与药物稳定性的影

响

不同进口温度条件下制备微球的 SEM照片见

图 2。在实验温度范围内均可得到微球 , 但 20 ℃

条件下制备的微球由于溶剂难以有效去除而粘连严

重。70 ℃条件下制备的呈现椭圆形态 , 这是因为

聚乳酸载药材料的玻璃化转变温度 ( Tg ) 为 50～

60 ℃, 高于此温度使聚乳酸容易变形 , 产物形态

变差。以 50 ℃条件下制备的微球为最佳。

图 2　不同进口温度条件下喷雾干燥法制备微球的 SEM

照片
A - 20 ℃; B - 50 ℃; C - 70 ℃

F ig1 2　 Influence of inlet temperature on the morphologies of

BCNU2loaded PLA m icrospheres

A - 20 ℃; B - 50 ℃; C - 70 ℃

BCNU是一种不稳定药物 , 其熔融温度为 30～

32 ℃, 熔融同时分解 , 因此需要考察喷雾干燥温

度对 BCNU稳定性的影响。将不同温度条件下所得

样品溶于氘代氯仿 , 以 1
H2NMR分析产物的样品结

构 , 结果见图 3。图 3A为纯 BCNU的核磁共振氢

谱 , 图 3B和 C分别是进口温度为 50 ℃和 70 ℃条

件下载药微球的核磁共振谱图。图中 δ = 1156,

5132分别属于聚乳酸载体分子结构单元中甲基和

次亚基的质子吸收峰 , 而δ314～414之间的共振

峰为 BCNU结构中质子的振动吸收峰。由 1
H2NMR

图谱可知 , 在各种实验温度条件下没有发现明显的

其他峰的出现 , 说明 BCNU保持了良好的稳定性 ,

这一方面是由于喷雾干燥过程中药物在高温区驻留

时间极短 , 另一方面是由于聚合物对药物的包载同

样提高了药物的热稳定性。

314　药物与溶剂对载药率的影响

控制不同的 BCNU与聚乳酸的重量比 , 使用不

同的溶剂 , 以分光光度法测定微球的载药率 , 结果

见表 2。由表 2可知 , 溶剂的变化对微球的载药率

影响较小 , 微球的载药率主要取决于药物与聚乳酸

的重量比 , 各种条件下所得粒子的载药率均接近理

论值。这种高载药率是喷雾干燥法制备载药微球的

优势之一。

315　载药微球的药物释放行为

由于 BCNU在 PBS溶液中不稳定 , 在 pH 714

条件下其半衰期不超过 1 h, 因此难以用常规测定

释放溶液中药物浓度方法准确测定 BCNU的药物释
·0461·
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图 3　BCNU 原药 (A ) , 载 BCNU 微球 (进口温度为 50

℃) (B) , 载 BCNU微球 (进口温度为 70 ℃) (C) 核磁

共振谱图

F ig1 3 　1 H2NMR Spectra of BCNU (A ) and BCNU2loaded

PLA m icropheres p repared at inlet temperature of 50 ℃ (B )

and 70 ℃ (C)

表 2　溶剂与药物 2聚合物配比对微球载药率的影响

Tab12　 Influence of solvent and ratio of BCNU to PLA on the

drug2loading efficiency

BCNU /PLA

(w /w)

Theoretic value

/%

Tested value

Acetone /% Chloroform /% Ethyl acetate /%

012 1617 1311 1412 1410

015 3313 3017 3011 2915

018 4414 3513 3912 3719

110 5010 4013 4317 4115

放行为。本实验将微球离心分离后冻干 , 再测定微

球中 BCNU的含量 , 使药物的释放准确可靠。

不同条件下制备的微粒其累积药物释放曲线见

图 4A和 B。由图 4可以看出 , 微球的药物释放周

期可持续 30 d以上。释放明显可分为 2个阶段 ,

即开始的突释阶段和随后的稳定释放阶段。一般认

为初始的突释是由表面或亚表面药物的释放引起 ,

随后的稳定释放受扩散和聚乳酸降解双重控制 , 表

现与聚乳酸降解的相关性。

可生物降解聚合物微球的药物释放行为除与聚

合物的降解速率有关外 , 还与微球的粒径、形态和

表面特性及载药量等因素有关。图 4a为不同溶剂

制备的载药聚乳酸微球的药物释放曲线 , 由图 4A

可以看出 , 以丙酮为溶剂制备的微球释放速率最

快 , 而以乙酸乙酯制备的微球药物释放速率最低 ,

对照图 1可知 , 以丙酮为溶剂制备的产物为不规

则 , 表面多孔 , 这使得粒子释药表面积增大 , 同时

　　

图 4　不同条件下制备微球的药物释放行为
A -不同溶剂 ; -●- -乙酸乙酯 ; -○- - 氯仿 ; -■- - 丙酮 ; B - 不同载药

率 ; -■- - 1410% ; -●- - 3719% ; -○- - 4115%

F ig1 4　Profiles of drug release from different m icrospheres

A - Influence of solvent on the BCNU release p rofiles; -●- - ethyl acetate; -○-

- chloroform; -■- - acetone; B - Influence of drug content on the BCNU release

p rofiles; -■- - 1410% ; -●- - 3719% ; -○- - 4115%

也使聚合物降解速率加快 , 因此释药速率较快。以

氯仿为溶剂制备的微球 , 其药物释放速率快于乙酸

乙酯条件下制备的微球 , 其原因在于前者的微球粒

径较小 , 相对表面积增大 , 使释药速率加快。

图 4B为以乙酸乙酯为溶剂制备的不同载药率微

球的药物释放曲线 , 一般而言 , 载药率越高 , 微球

与释放介质的药物浓度梯度越大 , 使释放速率加快。

图 4中载药率分别为 3719%和 4115%的微球药物释

放速率快于含药量 1410%的微球 , 即由此因素所致 ,

而前两者释放规律基本接近 , 没有显著差异。

综合溶剂毒性、成球性、突释量大小和流动性

各因素 , 得较优处方为溶剂乙酸乙酯、聚乳酸浓度

9% , BCNU与聚乳酸重量比 015, 载药率为 2915%。

316　优化处方制备微球和性质考察

以上述优化处方工艺制备 5批微球 , 测定微球

的系列性质 , 结果见表 3。

优化微球体外释药特征见图 5, 其中 1 d的释

放量约 25% , 具有突释效应 , 这是喷雾干燥法制

备微球药物释放的特征之一。由曲线可知该微球具

有显著的缓释特性 , 在体外释放条件下于不同时间

点用显微镜观察微球的形态变化 : 微球开始数天可

保持完整球形 , 10 d后球表面出现孔洞 , 随时间
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　　表 3　预测值与实验室比较

Tab13　 Comparison of the observed and p redicted values of

m icrospheres character

Response variable
Predicted
response

Observed
response

B ias1)

D rug content/% 2915 2811 4174

Encap sulation efficiency/% 8816 8414 4174

M ean diameter/μm 115 1128 1417

D iameter span 018 019 - 1215

注 : 1)偏差 (B ias/% ) = (预测值 -实测值 ) /预测值 ×100%

Note: 1) B ias/% = ( Predicted Response - Observed Response ) / Observed

Response ×100%

延长 , 微球形态越来越不规则 , 18 d后出现较明

显的溶蚀 , 电子显微镜下微球开始出现严重的粘

连 , 微球与界面的边缘越来越模糊 , 42 d微球出

现破裂 , 释放出现第二次爆释 , 至 46 d后释放基

本完全 , 但累积释放量并没有达到 100% , 这可能

与 BCNU在微球内的分解有关 [ 10 ]。

图 5　优化工艺后微球的体外释药曲线 1n = 5, 珋x ±s

F ig1 5　In vitro drug release p rofile of BCNU from m icrospheres

4　结 　论

以喷雾干燥法可以得到包载 BCNU的聚乳酸微

球 , 微球的形态与溶剂和喷雾干燥进口温度有关 ,

以氯仿和乙酸乙酯在较高温度条件下可以得到分散

　　

性好、分布均匀的载药微球。微球的产率与聚乳酸

浓度相关 , 为 18% ～60%。微球载药率受药物 /聚

乳酸配比的影响 , 载药率为 14% ～42%。药物从

微球中的释放周期可持续 40 d以上 , 药物释放速

率与微球粒径和载药率相关。由于乙酸乙酯毒性

小 , 因此以乙酸乙酯为溶剂 , 喷雾干燥法制备聚乳

酸载药微球是实现工业化的可行路线。
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