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以羧甲基壳聚糖为载体材料的纳米给药系统

已被用于经皮给药的治疗研究)*$+,。该给药系统具有

控制药物释放，降低毒副作用，延长药物作用时间，

减少给药次数等优点。羧甲基壳聚糖具有良好的生

物相容性、可降解性、不同程度的抗感染作用和较

好的止血活性，是目前具有发展前途的天然高分子

纳米粒载体材料)-,。纳米银是近年来抗菌药物的研究

热点)&,，其抗菌机制独特，广谱杀菌且无耐药性，渗透

性强，能够促进伤口的愈合，细胞的生长及受损细胞

的修复，是最新一代的天然抗菌剂)(,。但银离子一旦

游离，容易经人体创面吸收入血，通过肾脏从尿中大

量排泄的同时，可以在机体的肝、肾、角膜、粘膜组织

和创面上皮处沉积).,，且其粒径小，化学性质活泼，极

易发生团聚，形成带有若干弱连接界面且尺寸较大

的团聚体)/,，从而影响了纳米银粒子的实际应用效

果，因此不适宜直接给药。制成载药纳米微球，既可

以降低其毒性，又可通过羧甲基壳聚糖成分包覆纳

米银离子以防止其被氧化或团聚而失去活性)"$*%,。本

研究采用离子交联法制备羧甲基壳聚糖$纳米银纳

米微球，探讨其制备工艺和载药性能。
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*1*1* 试验试剂 纳米银溶液（张家港耐尔纳米科

技有限公司 & %%% 223），羧甲基壳聚糖（454，浙江

澳兴生物科技有限公司，分子量 6% 万，羧化度

正交法制备羧甲基壳聚糖$纳米银纳米微球
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!"#），三聚磷酸钠（$%%，分析纯），去离子水（自制）。

&'&() 仪器 *+)", 电子天平（梅特勒!托利多有限

公司），-./0"1 超声清洗仪（昆山市超声仪器有限

公司），$2 新世纪紫外可见分光光度计（北京普析通

用仪器有限责任公司），34567 8)/)& 低温高速离心

机，96:;<=>6 粒径分析仪（3;7?6@A 公司），透析袋（透

过 分 子 量 ! """ /&, """，<=BC;）， 药 物 溶 出 仪

（DE&)*，天大天发）。

&() !"

&()(& 纳米微球制备F)G 以 "(0#盐酸为溶剂，配制

,()、2(H 和 !(, CBIC+ 的 E3E 溶液；以 "(0#盐酸为

溶剂，配制 )(!、H(J、,(J、0(2、2(0、J(0 和 !(, CBIC+ 的

$%% 溶液。离子交联法制备空白纳米微球，取一定浓

度的 E3E 溶液 )" C+，超声状态下滴入一定浓度的

$%% 溶液，继续超声 &0 C=A，肉眼观察并记录不同配

方体系的相变状态，体系呈现乳光时为形成纳米微

球混悬液。

&()() 纳米银溶液含量测定方法的确定

&()()(& 测定波长的选择：精密量取 )"" !+ 的纳米

银溶液于 & """ C+ 棕色容量瓶中，用去离子水定

容，配制成含纳米银 0"("" CBI+ 的储备溶液，以去

离子水作空白参比，利用紫外可见分光光度计，在

)""KL"" AC 范围内进行全波长扫描。

&()()() 标准曲线的绘制：用移液管取储备液适量，

精确配制成浓度为 )("" CBI+、,("" CBI+、!("" CBI+、

&"("" CBI+ 的纳米银溶液。以去离子水为参比，在

,&" AC 下使用可见紫外分光光度计测定其吸光度，

每组平行测定 H次，取 H 次平均值，并以浓度 E 对吸

光度 * 作图。

&()()(H 稳定性试验：取浓度为 !("" CBI+ 纳米银溶

液 0" C+，室温避光自然放置，于 "、)、,、2、! M 取纳

米银溶液 H C+，测量其在 ,&" AC 处的吸光度，每组

平行 H 次。

&()()(, 精密度试验：按照 &()()() 项所示方法，取

浓度为 ,(""、2(""、!("" CBI+ 的纳米银溶液 H C+，一

天内重复测定 0次及连续测定 0 5，分别计算日内、

日间变异系数。

&()()(0 准确度试验：随机移取一定体积的纳米银

溶液，经 %NO 缓冲液稀释分别获得精确浓度为 ,(0!

CBI+、J(L0 CBI+ 和 L(), CBI+ 的纳米银溶液。取各浓

度纳米银溶液 H C+，测定其 ,&" AC 处吸光度，每个

浓度测 H 次。将测得的各浓度吸光度值代入回归方

程，计算纳米银溶液的浓度，计算回收率。以回收率

表示准确度。

&()(H 正交试验 选择 E3E 溶液浓度（*），$%% 溶

液滴速（N），纳米银投入量（E）和空白因素（P）为 ,

个试验因素，$%% 溶液浓度为 H(& 项中所选 $%% 溶

液浓度。每个因素设 H 个水平，按照 +

L

（H

,）正交设计

（见表 &），以包封率、纳米微球粒径及多分散系数作

为考察指标，选出最优工艺。设定包封率的权重系

数为 "(,，纳米微球粒径的权重系数为 "(H，多分散

系数的权重系数为 "(H，综合评分Q［"(,RI2&(2JS"(H

（& """/T）I,!0(LU"(H（&/9）I"(!"!］"&""#。将纳米银

溶液加入不同浓度的 )" C+ E3E 溶液中，避光超声

&" C=A，待其完全溶解，超声状态下按照相应滴速滴

入不同浓度的 $%% 溶液 0 C+，继续超声 &" C=A，各

组制得的纳米微球混悬液于 , #，&2 """ @IC=A 离心

&" C=A，取上清液，定容至 )0 C+，稀释 0" 倍，按照

正交试验表分别取 H C+ 溶液测量吸光度，代入标

准曲线计算上清液中纳米银溶液浓度和包封率。

包封率Q（纳米银投入量!上清液中纳米银质

量）I纳米银投入量"&""#。

使用粒径分析仪测量各组试验纳米微球粒径范围

和多分散系数。

&()(, 纳米微球的体外释放试验 结合正交试验

结果，选取综合评分最高的 H 组实验工艺制备出的

纳米微球进行体外释放试验。将各组载药纳米微球

混悬液 &" C+ 置于处理后的透析袋内，扎牢两端，

绑于溶出仪的搅拌桨上。释放条件：VW J(, 的 %NO

缓冲液 0"" C+，HJ $，0" @IC=A，在 &0、H"、,0 C=A、

&、)、H、,、0、2、J、! M 取样 H C+，补充相同体积的介

质。紫外分光光度法测量样品 ,&" AC 处吸光值，平

行 H 次，计算累计释放量，绘制体外释放曲线。每组

工艺选取 H 批样品分别进行测定，结果取平均值。

&()(0 纳米微球体外释放拟合 选择累计释放率

最高组，使用 X@=B=A ! 进行拟合，计算 !

)。

&()(2 纳米微球的贮存稳定性测定 取 H批最优工

艺制备出的纳米银纳米微球样品，避光密封贮存于

,$条件下，于第 "、&、J、&,、H" 5按照&()(H 项中测定

包封率的方法测定纳米微球离心后上清液的吸光

度，代入标准曲线计算纳米银溶液浓度，以纳米银的

析出量表示纳米微球的稳定性。

因素 E3E 溶液浓度 滴速 纳米银投入量 误差项

水平 （CBIC+，*） （<I滴，N） （!+） （P）

& !(, 0 J0"（H" CB） !

) 2(H ) 0""（)" CB） !

H ,() & )0"（&" CB） !

! ! "#$%&'!

"#$ ! "#$%& '( ')*+','-#% (#.*')/

史梦柔，等(正交法制备羧甲基壳聚糖!纳米银纳米微球!

2

"

,LJ



时间!" # $ % & '

吸光度 ()$%$ ()$%* ()$%+ ()$%* ()$%$

()$%( ()$%* ()$%+ ()$%( ()$%+

()$%+ ()$%$ ()$%( ()$%, ()$%(

!"# ()$%(!+)++( ()$%*!+)++( ()$%$!+)++$ ()$%*!+)++$ ()$%(!+)++(

-./01 #2#' #3+, +)(4 +)(& +)+'

! ! "#$%&'()*+,!"#-!"!.

#$% ! &'()*+( ,- (+$%.*.+/ +'(+ ,- 0$0,(.*1'2

3 /0

$)( !"#$%& 选择每个配方中，体系呈现乳

光时所用的最高566溶液的浓度，作为之后正交分析

时所用的 566溶液浓度，此时纳米微粒的交联较充

分。不同配方时体系的相变状态见表 $。

$3$ !"'()*+,-./01-

$3$3( 测定波长的选择 扫描结果见图 (。显示纳米

银溶液在 %(# 78处出现一特征峰。故拟在 %(# 78

处讨论测定纳米银浓度的可行性。

$3$3$ 标 准 曲 线 的 绘 制 得 到 回 归 方 程 9 "

#3(,%(:#+3++'，-$;+3<<<<，结果见图 $。显示纳米银

溶液的浓度与吸光度之间存在线性关系。

$3$3* 稳定性试验 结果见表 *。显示溶液在 '"内

稳定性良好。
$3$3% 精密度试验 结果见表 %。日内日间精密度

均符合含量测定要求。

'3% = > ? @ @ @ @

&3* $ $ > > > @ @

%3$ $ $ $ > > > @

$3' *34 %34 ,3& &3, 43, '3%

:A:（8B!

8C）

566（8B!8C）

1 3 23456789

#$% 3 45$(' +2$0(.+.,0 ,- +5' 2'$6+.,0 (/(+'7

$澄清，#有乳光，@ 有絮状沉淀

DEFGH$ IGJIGKG7FK :LMINFOP > IGJIGKG7FK EJMLGKQG7QGP?IGJIGKG7FK RLEQ

: 3 ";$<=>?@A,89: 07.

;.< 3 =+$0>$2> 6)21',- 0$0,(.*1'2 (,*)+.,0(,89: 07.

: 9 ";$<=BCD!EFGHIJ,3:?:: 7<@7A.

;.< 9 BC D C.( (E'6+2$ ,- 0$0,(.*1'2 (,*)+.,0(,3:F:: 7<@7A.

,3+++

*3$,+

(3,++

S+3$,+

S$3+++

$++3++ %++3++ ,++3++ '++3++ <++3++

光谱扫描曲线

波长!78

(3'

(3&

(3%

(3$

(

+3'

+3&

+3%

+3$

+

+ $ % & ' (+ ($

Q（8B!C）

9
T
K
E
I
T
E
7
E
G

加入量（8B!C） 日内变异系数（!;,） 日间变异系数（!;,）

!"$"（8B!C） -./"U !%$"（8B0C） -./0U

%3## %3##%#3(# (3(% %3##!#3(# (3%<

&3## &3##!#3## #3%( &3(#!#3(# (3((

'3## '3##!#3## #3,$ '3##!#3(# (3,$

1 8 ";$KLM()/+,!"$-!"!.

#$% 8 &'()*+( ,- $66)2$6/ +'(+ ,- 0$0,(*.1'2,!%$-!"!.

$3$3, 准确度试验 结果见表 ,，显示回收率均符

合含量测定要求。

$3* 2345 结果见表 &。利用 .6..$(3# 对正交

试验结果进行方差分析，结果见表 4。

由表 & 可判断出在所选因素水平范围内，各因

素的重要次序为 9VWV:，即羧甲基壳聚糖溶液浓

度V滴速V纳米银投入量。表 4 显示因素 9 有显著性

影响，而因素 W 和 : 不具有显著性影响。选择 9* 作

第 $% 卷天津医科大学学报

序号
配制浓度!

（8B!C）
吸光度

9

测得浓度!

（8B!C）
回收率

!"$"

（8B!C）
-./!&

( %3,' +34+< %3,, <<3*% <<3%(%+3(* +3(*

+34(+ %3,& <<3,&

+34+< %3,, <<3*%

$ 43<, (3$*, 43<& (++3($ (++3(&%+3+4 +3+4

(3$*, 43<& (++3($

(3$*& 43<4 (++3$,

* <3$% (3%$' <3$( <<3&4 <<3&%%+3+& +3+&

(3%$& <3$+ <<3,4

(3%$' <3$( <<3&4

1 G ";$NHO()/+,!"$-!"!.

#$% G &'()*+( ,- 2'6,1'2/ +'(+ ,- 0$0,(*.1'2,!"$-!"!.

%<'



为最优项，可以获得包封率较高，多分散系数较小

的纳米微球。选择 !" 作为最优项，制备的纳米微球

粒径更小。综合评分显示，#$!%&' 为最优工艺。

()* !"#! 选用最优工艺的配方重复试验 $次，

测得包封率分别为 +%),(-、+.)$$-和 +/)0.-。

(), $%&'()*+, 根据正交试验结果，选

取第 *组、第 0组、第 1组工艺制备出的纳米微球

进行体外释放试验，各组释放曲线见图 $。如图可

见第 0 组纳米微球综合评分最高，纳米银释放过

程前 ( 2 内释放出约 ,.-的药量，之后释放比较

平缓，3 2 累计释出 3.-药量。与第 * 组和第 1 组

比较，第 0 组纳米微球释药较完全。

')+ -$%.$%&'/01)*+,234

5 结果见表 3。可见其一级方程拟合较好。

')0 -$%.$%&'6789:;9 结果见

表 1。载药纳米微球在 * !下放置 $. 4 无沉淀，离心

后其上清液中纳米银析出较少，结果显示其 $. 4 内

贮存稳定性良好。

! !"

离子交联法是制备纳米粒的一种常用方法。此

方法的反应条件温和，不使用有机溶剂，且易于得

到均一、可调整粒径范围的纳米粒5/'6。邹竞5%$6等采用

离子交联法制备了壳聚糖载吡虫啉纳米微球，考察

了其载药性能。张桂贤5(6等研究了乳化交联法制备
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羧甲基壳聚糖!醋甲唑胺纳米微球，包封率达 "#$。

本实验采用离子交联法制备载药纳米微球，利用无

毒副作用的 %&& 对羧甲基壳聚糖进行离子诱导凝

胶化而制备纳米粒，方法简单，工艺稳定且制得载

药纳米微球包封率较高，粒径较小，分布均匀，为载

银纳米微球的制备提供了最佳工艺。

本实验中使用 '() *+,*- ./. 溶液，0(" *+,*-

%&& 溶液制备载药纳米微球，药物包封率高于使用

其它两个浓度，可能是较高浓度的 ./. 溶液和较

低浓度的 %&& 溶液在尚未交联完全时就趋向形成

沉淀导致交联不完全。而此水平纳米微球分布较其

它两水平更均匀，可能是由于若 ./. 溶液浓度过

高，反应介质粘度增大，纳米银分散较差，导致在分

散介质中发生团聚而使制得的纳米微球粒径增大

且分布不匀。实验中控制 %&& 溶液的滴速在 " 1,滴，

制备出的载药纳米微球粒径明显小于另外两个水

平，可能是减慢了 %&& 溶液滴入 ./. 溶液中的速

度，使 ./. 与 %&& 交联时间充足而制得载药纳米

微球的粒径更小23'4。

本研究选取了正交试验综合评分最高的 5 组

工艺制得的纳米微球进行体外释放考察，结果显示

评分最高组较其他两组释药更完全且起始释放速

率较快，这可能是由于此工艺制备出的纳米微球粒

径更小23"4。粒径较大的纳米微球，其核心纳米银出现

团聚的现象，释放时要通过载体材料较为困难，影

响了释药效果。

从释放结果可以看出该制剂存在突释现象。在

前 ) 6 释放出约 "7$的药量，之后会缓慢释放。这种

现象也出现在其他纳米微球缓释剂中。这是由于吸

附在纳米微球表面的药物率先大量释放，而包裹入

纳米球中的药物要透过载体材料释放或在载体材

料崩解后释放，所以释放较为缓慢平稳23#4。感染早

期，充足的释药量可以迅速提高血液中药物的浓

度，使血药浓度更快地达到稳态，达到抑菌效果，之

后缓慢释放，可以长时间维持药物有效浓度，减少

给药次数。

在贮藏条件下，纳米微球稳定性良好，57 8 内

纳米银从微球中基本无析出，作为载体的羧甲基壳

聚糖没有出现溶解崩裂等现象，为该制剂今后的应

用提供基础。

该实验证明通过离子交联法可制备出以羧甲

基壳聚糖为载体，载纳米银的纳米微球，其安全性

和局部抗感染作用还需进一步研究。
!"#$
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