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纳米羟基磷灰石／硫酸钙复合人工骨顺铂缓释系统

注射液的制备与研究

郑燕科，张春强，汤燕飞，余佳明，江　摩△，汤善华（解放军第１８４医院，江西鹰潭　３３５０００）

　　【摘要】　目的　研制可注射αＣＳＨｎａｎｏＨＡ／ＰＨＢＶＰＥＧ顺铂释药系统，为骨转移瘤提供新型的局部药物缓

释系统。方法　αＣＳＨｎａｎｏＨＡ／ＰＨＢＶＰＥＧ载顺铂制成可注射用αＣＳＨｎａｎｏＨＡ／ＰＨＢＶＰＥＧｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ缓

释微球，研究其结构、释药特性、可注射性以及力学性能。结果　（１）第１、３、５、７天缓释微球的释药浓度分别为

９７．５、９０．７、８３．２、６８．５μｇ／ｍＬ，第７天后趋于稳定。（２）可注射αＣＳＨｎａｎｏＨＡ／ＰＨＢＶＰＥＧ顺铂释药系统在液固

比为０．７时可注射性强，与此同时缓释药系统随着液固比的增大凝固时间延长。结论　αＣＳＨｎａｎｏＨＡ／ＰＨＢＶ

ＰＥＧ顺铂释药系统具有良好的注射性能和缓释作用。

【关键词】　α半水硫酸钙；　顺铂；　局部药物缓释系统
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　　局部药物缓释系统（ＤＤＳ）因其能在局部达到较高的药物

浓度，同时血药浓度低，不良反应小，为治疗骨转移瘤提供了有

效的治疗用途［１３］。羟基磷灰石（ＨＡ）作为新型生物材料问世

以来，引起了材料学科和医学界的广泛兴趣。ＨＡ因其化学成

分和晶体结构与人体骨骼组织的主要无机矿物成分基本相同，

引入人体后不会产生排异反应，故其作为骨修复替代材料在国

内外广泛应用［４］。其已被动物实验及临床研究证实具有无毒、

无刺激性、良好的生物活性、生物相容性及骨传导性、较高的机

械强度及化学性质稳定等特点［５］。而纳米级羟基磷灰石

（ｎａｎｏＨＡ）与半水硫酸钙（ＣＳＨ）复合体作为一种新型骨修复

材料，无需二次手术其可行性已经得到证实［２］。本研究采用具

有生物活性的ｎａｎｏＨＡ作为载体，外包裹生物相容性好且可

以降解的聚羟基丁酸酯羟基戊酸酯共聚体／聚乙二醇（ＰＨ

ＢＶ／ＰＥＧ），承载顺铂（ｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ），制成 ｎａｎｏＨＡ／ＰＨＢＶ

ＰＥＧｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ 微球，再将ｎａｎｏＨＡ／ＰＨＢＶＰＥＧｃｉｓｐｌａｔｉ

ｎｕｍ与αＣＳＨ复合，作为人工骨材料，对其注射性能、凝固时

间、药物释放等进行研究，以了解其实际应用的可行性和科

学性。

１　材料与方法

１．１　材料　αＣＳＨ（来自Ｓｉｇｍａ公司，γ射线照射灭菌）、二水

硫酸钙（ＣＳＤ）、ｎａｎｏＨＡ晶体（南京海泰纳米材料有限公司），

复合材料以ＣＳＤ等为促凝剂，以生理盐水作为固化液，液／固

比为０．８，αＣＳＨ以水为固化液，液固比为０．３６。聚羟基丁酸

酯羟基戊酸酯共聚物（ＰＨＢＶ）、聚乙二醇（ＰＥＧ）购自华南理

工大学材料学与工程学院。

１．２　方法

１．２．１　ｎａｎｏＨＡｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ 的制备　以质量比２∶１取

ｎａｎｏＨＡ、ｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ，均匀混合，加入适量去离子水，超声波
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分散２５ｍｉｎ，在２６℃磁力搅拌７２ｈ。用去离子水离心洗涤３

次，浆液于－８０℃冻干，磨成粉末，得白色冻干粉ｎａｎｏＨＡ

ｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ
［６］。

１．２．２　载药ｎａｎｏＨＡ／ＰＨＢＶＰＥＧｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ微球的制备

　将ｎａｎｏＨＡｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ白色冻干粉分散于含ＰＨＢＶ的二

氯甲烷中（冻干粉与ＰＨＢＶ的质量比为１∶４），并加入ＰＥＧ

２００００（ＰＥＧ２００００和ＰＨＢＶ的质量比为２∶１）。然后迅速加

入外相水中，其中含０．４％甲基纤维素（４ｇ／Ｌｗ／ｖ），油相与水

相的体积比为１∶１０。剧烈搅拌至二氯甲烷完全挥发，以４０００

ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，过滤，水洗，收集固体冷冻干燥，环氧乙烷

消毒备用［７］。

１．２．３　电镜观察　将少量ｎａｎｏＨＡ、ｎａｎｏＨＡｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ、

ｎａｎｏＨＡ／ＰＨＢＶＰＥＧｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ微球加入无水乙醇溶液中

震荡１５ｍｉｎ，然后将悬浮液移到带微栅膜的铜网上，乙醇挥发。

用ＪＥＯＬＪＥＭ２１００高分辨透射显微镜进行分析。ｎａｎｏＨＡ／

ＰＨＢＶＰＥＧｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ微球铺于铝箔的黏性表面，微球表面

涂金，扫描电镜观察微球大小和表面形态。

１．２．４　ｎａｎｏＨＡ载药效果的测定以及复合材料体外释药实

验　取ｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ、纯ｎａｎｏＨＡ以及载药ｎａｎｏＨＡ各２０ｍｇ

的样品，溶于１ｍＬ的二氯甲烷，加入５ｍＬ的ＰＢＳ溶液剧烈震

荡１０ｍｉｎ，静置１ｈ，然后取上清液，衍生法紫外１００～４００ｎｍ

全波段扫描，先确定ｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ的特征吸收峰为２５４ｎｍ，再

对比纯ｎａｎｏＨＡ以及载药ｎａｎｏＨＡ在２５４ｎｍ处是否存在差

异，以确定ｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ是否已经载入ｎａｎｏＨＡ。在ｃｉｓｐｌａｔｉ

ｎｕｍ的特征吸收峰处运用紫外分光光度计（ＵＶ）检测不同浓

度ｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ的吸光度，并制作标准曲线和回归方程。将制

得载药复合材料９０ｍｇ室温下浸泡于２０ｍＬ生理盐水中，浸

泡２４ｈ。吸除浸出液，用ＰＢＳ冲洗３次，更换ＰＢＳ液，继续浸

泡。于第１、３、５、７、１０、１４、２１、２８天分别取样，每次取５ｍＬ浸

泡液作为检测样品，同时加入５ｍＬ新的生理盐水，用 ＵＶ检

测计算释放药物的质量并绘制释药曲线。

１．２．５　可注射αＣＳＨｎａｎｏＨＡ／ＰＨＢＶＰＥＧｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ的

制备　取２０ｍＬ无菌注射器，样品分为两组，载药组和未载药

组。１．０ｇｎａｎｏＨＡ／ＰＨＢＶＰＥＧｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ微球或者１．０ｇ

ｎａｎｏＨＡ／ＰＨＢＶＰＥＧ微球，１．０ｇαＣＳＨ，０．０５ｇＣＳＤ。以生

理盐水为固化液，并按液固比加入固化液并搅拌，加入固化液

开始计时。迅速搅拌均匀，１ｍｉｎ将浆体注入模具内，并按照

相关标准进行评价材料经过注射器的注射性能，同时评价样品

在不同液固比（ｍＬ／ｇ）下的注射性能
［８］。液固比值分别设定如

下：载药组０．３，０．４，０．５，０．６，０．７；未载药组０．４，０．５，０．６，

０．７，０．８。３０ｓ注射１次，当浆液在注射器上无法注射时定义

为凝固时间。

１．２．６　释放曲线绘制　以标准曲线计算各时间点药物浓度，

用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５绘制ｎａｎｏＨＡ／ＰＨＢＶＰＥＧｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ

释药浓度与时间关系曲线。

１．２．７　人工骨材料注射效果评价标准　人工骨材料注射效果

评价标准分为佳、可、勉强、差和极差５个等级。佳：注射顺利

稳定，材料流畅顺利通过针头；可：注射属顺利但需要施加一定

推助力；材料稳定通过针头；勉强：需要较大推助力方可注射，

材料不能稳定通过针头；差：需要大力方可将材料从针筒推出，

材料在针管中频繁受阻，注射流量极不稳定；极差：材料很难注

射或完全无法注射。

２　结　　果

２．１　电镜观察结果　透射镜下可见ｎａｎｏＨＡ为纳米相晶体

颗粒，尺寸为３０～６０ｎｍ（图１）。

图１　ｎａｎｏＨＡ呈短棒状 （透射电镜２００Ｋ）

　　ｎａｎｏＨＡｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ 由于晶体的凝聚和表面吸附ｃｉｓ

ｐｌａｔｉｎｕｍ以及ｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ颗粒叠加在一起形成二次颗粒大小

在１００～３００ｎｍ，平均粒径为１９９．５ｎｍ（图２）。

　　注：表面吸附大量ｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ。

图２　ｎａｎｏＨＡｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ呈晶体自然凝聚状态

　　注：Ａ 为 ｎａｎｏＨＡ／ＰＨＢＶＰＥＧｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ 微球（扫描电镜×

５００）；Ｂ为高分辨透射显微镜 ｎａｎｏＨＡ／ＰＨＢＶＰＥＧｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ 形

态；Ｃ为ＰＨＢＶＰＥＧｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ微球。

图３　ｎａｎｏＨＡ／ＰＨＢＶＰＥＧｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ微球与

ＰＨＢＶＰＥＧｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ微球形态

　　高分辨透射显微镜以及扫描电镜下可见ｎａｎｏＨＡ／ＰＨ

ＢＶＰＥＧｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ微球大小均匀，表面形态一致，为多孔皱

缩结构，平均粒径为５５．４ｎｍ，ＰＨＢＶＰＥＧ形成缓释膜。微球
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破裂后大微球里面有大量小微球，小微球平均粒径为８．１ｎｍ

（图３）。

２．２　复合材料体外释药效果测定　经实验证实ｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ

的特征吸收峰在２５４ｎｍ，而未载药的ｎａｎｏＨＡ在此处没有特

征吸收峰（图４）。

图４　ｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ的紫外吸收光谱

　　在２５４ｎｍ处测定１０、２０、４０、６０、８０、１００μｇ／ｍＬｃｉｓｐｌａｔｉ

ｎｕｍ的吸光度，得到ｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ的标准曲线，并得其回归方

程犢＝０．０１３８犡＋０．２１２，犚２＝０．９８２（Ｘ为样品浓度，Ｙ为吸光

度）（图５）。

图５　ｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ的标准曲线

　　第１、３、５、７天缓释微球的释药浓度分别为９７．５、９０．７、

８３．２、６８．５μｇ／ｍＬ，第１０天后趋于稳定，体现出缓释微球良好

的缓释性能，见图６。

图６　ｎａｎｏＨＡ／ＰＨＢＶＰＥＧｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ的释药曲线

表１　未载药组和载药组不同液固比下的

　　　注射性能以及凝固时间

项目
未载药组（ｍＬ／ｇ）

０．４ ０．５ ０．６ ０．７ ０．８

载药组（ｍＬ／ｇ）

０．３ ０．４ ０．５ ０．６ ０．７

注射性能 差 勉强 勉强 可 佳 差 差 勉强 可 佳

凝固时间

（ｍｉｎ）
３ ５ ６ １２ ２３ ２ ３ ７ １５ ２５

２．３　注射性能以及凝固时间　生理盐水作为固化液，对于未

载药组，液固比（ｍＬ／ｇ）为０．４时不能注射，而液固比为０．５、

０．６时可以勉强注射，为０．７、０．８时可以注射，０．８时最佳。对

于载药组而言，液固比（ｍＬ／ｇ）为０．３、０．４时不能注射，０．５时

勉强可以注射，０．６、０．７时可以注射，０．７时最佳。凝固时间随

着液固比的变大而变长。见表１。

３　讨　　论

αＣＳＨｎａｎｏＨＡ／ＰＨＢＶＰＥＧｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ释药系统以α

ＣＳＨ为支架，ｎａｎｏＨＡ为载药核心，外包裹可生物降解的ＰＨ

ＢＶ及ＰＥＧ高分子化合物而形成的，其较一般的局部药物缓释

系统有不同的特性，良好的药物缓释功能，药物爆释不明显［９］。

这是由其结构及组成所决定的。ｎａｎｏＨＡ／／ＰＨＢＶＰＥＧ硫酸

庆大霉素微球存在大微球包裹小微球的结构，形成了多级缓释

膜，膜表面存在大小不等的微米级或纳米级的孔隙［１０］，保证水

分的进入和药物的稀释；ｎａｎｏＨＡ的表面效应，吸附药物能力

强；ｎａｎｏＨＡ尺寸效应，ｎａｎｏＨＡ之间纳米级通道；外包裹降

解可调控的高分子聚合物ＰＨＢＶ及ＰＥＧ，并以αＣＳＨ 为支

架［１１］。

ＨＡ和 ＣＳＨ 都是公认的优良成骨材料。有实验证明

ＣＳＨ／ＨＡ复合人工骨具有良好的微孔性是各种蛋白药物的合

适载体［６］。１９８７年Ｆｒａｍｅ等尝试将它们复合以改善单一 ＨＡ

材料注射性能不佳的缺点。实验发现，两材料复合用于犬下颌

骨缺损修复，获得了协同的成骨活性：这种复合材料不仅塑形

性和充填性满意，其成骨性能甚至与 ＨＡ 自体骨相当
［７］。

Ｓｈｉｇｅｒｕ等将这种复合物注射于兔胫骨骨髓内，４周后即见新

骨形成，８周已十分明显。研究所用的复合人工骨系ｎａｎｏＨＡ

与ＣＳＨ 组成，ｎａｎｏＨＡ的晶体尺度与天然骨接近，具有更好

的理化及生物学性能，动物实验已发现该复合物降解时间适

当，具有良好的成骨活性［９］。

本研究研制了一种具有αＣＳＨ／ｎａｎｏＨＡ与ＰＨＢＶ／ＰＥＧ

复合体材料的药物缓释系统，这样的药物缓释系统使得顺铂的

释药时间延长，从ｎａｎｏＨＡ／ＰＨＢＶＰＥＧｃｉｓｐｌａｔｉｎｕｍ的释药

曲线可以看出药物突释不明显。而且在合适的液固比下，药物

具有良好的注射性能。与普通的ｎａｎｏＨＡ／ＰＨＢＶＰＥＧ缓释

系统相比，本研究的缓释系统采用αＣＳＨ／ｎａｎｏＨＡ复合人工

骨，使得顺铂缓释系统具有了比较良好的成骨活性。本研究使

传统的抗肿瘤药物顺铂兼具药物缓释性能以及缓释系统的良

好成骨性能，为骨转移瘤的治疗提供了更为广阔的应用前景。
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现，ＲＳＡ患者绒毛和蜕膜中Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７比值明显低于正常对

照组。Ｔｈ１７和Ｔｒｅｇ细胞来自同样的前体细胞，原始ＣＤ４
＋Ｔ

细胞在ＴＧＦβ和ＩＬ６刺激下分化为Ｔｈ１７细胞而在ＴＧＦβ刺

激下分化为 Ｔｒｅｇ细胞；同时 Ｔｒｅｇ细胞转录因子 Ｆｏｘｐ３和

Ｔｈ１７细胞转录因子ＲＯＲγｔ能够相互抑制对方的功能。因此，

本研究结果提示，Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７平衡失调与自发性流产的发生

有关。

总之，本研究结果表明绒毛和蜕膜中Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７数量和

功能平衡在维持正常妊娠中发挥重要作用，绒毛和蜕膜中

Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７数量和功能失衡可能参与ＲＳＡ免疫发病机制。探

讨绒毛和蜕膜中 Ｔｒｅｇ／Ｔｈ１７细胞数量和功能平衡与 ＲＳＡ发

病机制的关系，将可能为诊断和治疗ＲＳＡ的治疗提供理论和

实验依据。
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