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自组装法构建的疏水药物新型口服递送系统及其体内外评价
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　　［摘要］　目的　新设计并合成一种亲水性天冬氨酸多肽衍生物聚（异丙基）天冬酰胺（ＰＩＰＡＡ），考
察ＰＩＰＡＡ能否有效负载含羧基疏水药物形成ｐＨ响应性微球，增加其在肠道ｐＨ条件下的溶出，并提高
其口服生物利用度。方法　以浓磷酸催化Ｄ，Ｌ天冬氨酸在高温条件下聚合成聚琥珀酰亚胺（ＰＳＩ），并
用异丙胺氨解ＰＳＩ得到ＰＩＰＡＡ；ＰＳＩ和ＰＩＰＡＡ结构经红外（ＦＴＩＲ）和核磁（１ＨＮＭＲ）进行谱学表征。采
用透析法制备负载吲哚美辛（ＩＮＤ）的 ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球，并对其形态、粒径、载药量和包封率进行表征；
利用ＦＴＩＲ、１ＨＮＭＲ、差示扫描量热法（ＤＳＣ）和Ｘ射线衍射法（ＸＲＤ）分析ＩＮＤ与ＰＩＰＡＡ分子间的相互
作用及ＩＮＤ分子在微球中的存在形式；体外评价了微球的ｐＨ响应性释药行为；灌胃给予大鼠载药微球
后，高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法测定不同时间点血样中的ＩＮＤ含量；利用角叉菜胶诱导的大鼠足跖肿胀模
型评价ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球的抗炎效果。结果　ＦＴＩＲ和１ＨＮＭＲ图谱证明 ＰＳＩ和 ＰＩＰＡＡ的成功合成。
ＩＮＤ和ＰＩＰＡＡ可以通过静电力、氢键和疏水作用自组装形成形态规整、粒径均一的载药微球，其中 ＩＮＤ
载药量和载药效率高，且ＩＮＤ以无定型形式存在于微球中。该微球在体外表现出良好的 ｐＨ响应性释
药行为。大鼠体内药动学研究表明 ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球组的药时曲线下面积（ＡＵＣ）为 ＩＮＤ组的２．４倍。
在急性足跖肿胀模型中，与生理盐水和 ＩＮＤ相比，ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球可以显著减轻足跖部位的炎症程度
（Ｐ＝０．０４６，Ｐ＝０．００２）。结论　含羧基小分子疏水药物ＩＮＤ与亲水性天冬氨酸多肽衍生物ＰＩＰＡＡ可以
通过多重非共价键作用自组装形成形态规整、粒径均一的 ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球，该递送系统可有效增加
ＩＮＤ在肠道环境的溶出速率，并提高其口服生物利用度和疗效。
　　［关键词］　聚（异丙基）天冬酰胺；自组装；肠道靶向；难溶性药物；ｐＨ响应性
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　　现代医学治疗时，常根据疾病的病理生理学特点、
患者的年龄和疾病状态以及患者用药依从性等因素来

确定合适的给药途径。常见的给药途径有口服、静脉

注射、肌肉注射、皮下注射、直肠给药、经皮给药等；其

中口服给药凭借其安全简便、经济有效、患者依从性好

等优点，成为临床上最常用的给药途径［１－３］。然而，目

前临床使用的大量小分子药物的溶解度极低，导致其

口服生物利用度较低，最终影响疗效，故难以实现口服

应用。提高难溶性药物的溶出是改善其口服生物利用

度的重要手段。药剂学领域，常把难溶性药物制成固

体分散体、微球、纳米粒等不同递送系统，以解决该问

题；而设计并开发高效的口服微粒是当前先进药物递

送系统研发的热点和前沿［４－５］。大量研究表明，微球

递送系统可以显著增加难溶性药物的溶出速率，进而

大大提高其口服生物利用度［６］。然而，胃肠道的生理

和物理屏障是阻碍微粒递送系统吸收的一大难题，因

为这些屏障会明显影响微粒中所负载药物的口服吸

收，导致血药浓度无法满足治疗需要［７－８］。广泛的研

究表明，通过调整微球的理化性质，如粒径［９］、载体材

料性质（ｐＨ响应性、生物可降解性以及黏膜粘附性
等）［１０

－１１］、表面物理化学特性（如表面疏水性和电

荷）［１２］，微球表面修饰靶向基团［１３－１５］和仿生化修饰微

球［１５－１８］，都可以改善微球释药系统的口服吸收。在生

物药剂学分类系统中，大部分疏水药物属于ＢＣＳⅡ类。
因此，递送疏水药物的微粒系统只需增加药物在吸收

部位的溶出即可提高其口服生物利用度。基于这一考

虑，我们课题组尝试构建可在小肠部位选择性释放疏

水药物的ｐＨ响应性微球递送系统。
　　寡聚天冬氨酸是一种氨基酸均聚物，其在生物体
内可以被酶解成天冬氨酸和小肽，进而被清除或作为

营养物质重新利用；因此，天冬氨酸多肽具有良好的生

物可降解性和相容性，常用作构建不同递送系统的载
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体材料［１９］。未开环的聚天冬氨酸即聚琥珀酰亚胺是

一种活性较强的聚酰亚胺，很容易被氨解开环生成胺

基取代的聚天冬酰胺［２０］。利用聚酰亚胺这一特殊的

开环活性，结合课题组前期研究［６］，本研究拟通过异

丙胺氨解聚琥珀酰亚胺合成载体材料，并考察其与羧

基药物的自组装特性和载药性能。

　　本研究以疏水性药物吲哚美辛为模型药物，选用
亲水性天冬氨酸多肽衍生物（ＰＩＰＡＡ）作为载体材料，
通过其与羧基小分子药物间的多重非共价键作用进行

自组装，以构建ｐＨ响应性微球，并探讨其对疏水药物
口服生物利用度和疗效的影响。

１　材料与方法

１．１　主要实验材料
　　Ｄ，Ｌ天冬氨酸（Ｄ１５１４００２）、熊去氧胆酸（ＵＤＣＡ，
Ｅ１７１５０４４）购 自 Ａｌａｄｄｉｎ公 司；吲 哚 美 辛 （ＩＮＤ，
ＢＣＢＫ０２９３Ｖ）、异丙胺、甲灭酸（Ｍｅｆ）和角叉菜胶购自
Ｓｉｇｍａ公司；鲁米诺（Ｌ８１０Ｏ０１）购自Ｊ＆ＫＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；
ＥｕｄｒａｇｉｔＳ１００（Ｓ１００）来源于ＥｖｏｎｉｋＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公司；聚
乙烯醇（ＰＶＡ，Ｌ７８０Ｒ１７）购自ＡｃｒｏｓＯｒｇａｎｉｃｓ公司。
１．２　方法
１．２．１　聚（异丙基）天冬酰胺（ＰＩＰＡＡ）的合成及表征
　　２０ｇＤ，Ｌ天冬氨酸置于５０ｍＬ圆底烧瓶中，其中
加８５％磷酸７．５ｍＬ溶解，１８０℃油浴加热回流、常压
搅拌４ｈ。用适量的二甲基甲酰胺（ＤＭＦ）溶解反应产
物，过滤除去不溶物；将得到的滤液逐渐加入到大量的

去离子水中沉淀产物，抽滤后用去离子水洗涤至中性，

最终得到的固体于６０℃真空烘干，得到聚琥珀酰亚胺
（ＰＳＩ）。然后，将５ｍＬ异丙胺（ＣａＨ２除水）和２６０ｍｇ
干燥的ＰＳＩ分别溶解于５ｍＬＤＭＦ中，将 ＰＳＩ的 ＤＭＦ
溶液缓慢加入到溶有异丙胺的ＤＭＦ溶液中，常温常压
下搅拌１２ｈ；之后将反应液转移至透析袋中，于去离子
水中透析 ７２ｈ，透析液离心后取上清冻干得终产物
ＰＩＰＡＡ。
　　中间产物 ＰＳＩ和终产物 ＰＩＰＡＡ分别溶解于氘代
二甲基亚砜（ＤＭＳＯｄ６）和 Ｄ２Ｏ后，于 Ａｖａｎｃｅ５００

Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ型核磁共振仪上进行１ＨＮＭＲ光谱分析。
同时，取 Ｄ，Ｌ天冬氨酸、ＰＳＩ和 ＰＩＰＡＡ粉末于 Ｐｅｒｋｉｎ
ＥｌｍｅｒＳｐｅｃｔｒｕｍ１００型傅里叶变换红外光谱仪上进行
红外光谱分析。

１．２．２　ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球的制备及表征　　按照不同
的质量比（ＩＮＤ∶ＰＩＰＡＡ＝１０∶１０、１５∶１０、２０∶１０、３０∶１０）

分别称量一定量的 ＩＮＤ和 ＰＩＰＡＡ，各自溶解于 １ｍＬ
ＤＭＳＯ后混匀，置于透析袋中透析２４ｈ得到不同质量
比的ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球。取１ｍＬ含微球的水溶液，采
用马尔文 ＮａｎｏＺＳ９０粒度分析仪测定不同质量比的
ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球的粒径及其分布。将不同质量比的
ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球分散液分别滴于云母片和铜网上，室
温干燥后，利用扫描电镜（ＳＥＭ）和透射电镜（ＴＥＭ）观
察微球形态。

　　按照２０∶１０的质量比分别称取一定量的ＵＤＣＡ和
ＰＩＰＡＡ，各自溶解于 １ｍＬＤＭＳＯ后混匀，置于透析袋
中透析２４ｈ得到 ＵＤＣＡ／ＰＩＰＡＡ微球；同样采用 ＳＥＭ
观察微球形态。

１．２．３　ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球载药量和包封率的测定
　　准确配制一系列浓度梯度的 ＩＮＤ乙醇溶液，以乙
醇为空白对照，于紫外可见光谱仪在 ３１０ｎｍ处测定
ＩＮＤ的紫外吸收，绘制ＩＮＤ的标准曲线。
　　精密称量一定量的不同质量比的 ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微
球溶解于３ｍＬ乙醇中，以乙醇为空白对照，测定３１０ｎｍ
处ＩＮＤ的光密度值。根据ＩＮＤ标准曲线，计算相应的
ＩＮＤ的浓度、载药量和包封率。计算公式如下：
　　载药量（％）＝微粒中药物质量／微粒的质量×１００％
　　包封率（％）＝微粒中药物含量／理论药物含量×１００％
１．２．４　ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球中分子间相互作用力的表征
　　分别取少量ＩＮＤ、ＰＩＰＡＡ和ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球（２０∶１０）
样品，利用傅里叶变换红外光谱仪测定波数 ８００～
４０００ｃｍ－１之间样品的红外光谱图。另取一定量的
ＩＮＤ、ＰＩＰＡＡ以及二者的物理混合物分别溶解于ＤＭＳＯ
ｄ６中，使用 Ａｖａｎｃｅ５００Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ型核磁共振谱仪

测定不同样品的１ＨＮＭＲ谱图。
　　称取一定量的ＩＮＤ、ＰＩＰＡＡ以及质量比分别为５∶１０、
１０∶１０、１５∶１０、２０∶１０和３０∶１０的ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球进行
差示扫描量热（ＤＳＣ）分析。另外，取一定量的 ＩＮＤ、
ＩＮＤ与ＰＩＰＡＡ物理混合物和ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球，进行Ｘ
射线衍射（ＸＲＤ）分析。通过 ＤＳＣ和 ＸＲＤ测定考察
ＩＮＤ在ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球中的存在形式。
１．２．５　ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球的体外释药行为研究　　采
用透析法，分别在ｐＨ＝７．４的 ＰＢＳ和模拟胃肠 ｐＨ值
的释放介质中考察ＩＮＤ、ＩＮＤ／Ｓ１００微球和ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ
微球的释药行为。其中 ＩＮＤ／Ｓ１００微球为阳性微球对
照组，Ｓ１００是美国ＦＤＡ批准的肠溶包衣材料，它是一
种ｐＨ敏感性丙烯酸聚合物。ＩＮＤ／Ｓ１００微球制备方法
如下：４０ｍｇＳ１００和１０ｍｇＩＮＤ分别溶于１ｍＬ无水乙
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醇和 ３ｍＬ二氯甲烷后缓慢混匀作为油相；配制 ２％
ＰＶＡ溶液（ＰＶＡ为乳化剂）作为水相。冰浴条件下迅
速将油相加入 ２０ｍＬ水相，并立即探头超声，每超声
３ｓ停１ｓ，重复５次，功率为７０％。得到的水包油乳液
在室温下搅拌 ４ｈ，溶剂挥发后 １６０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ收集ＩＮＤ／Ｓ１００微球，去离子水清洗３次。
　　准确配制一系列浓度梯度的溶有 ＩＮＤ的 ＰＢＳ
（ｐＨ＝７．４）溶液，以ＰＢＳ溶液为空白对照，测定３１０ｎｍ
处ＩＮＤ的紫外吸收，并绘制ＩＮＤ在ＰＢＳ溶液中的标准
曲线。按照前述方法测定 ＩＮＤ／Ｓ１００和 ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ
微球的载药量，根据载药量计算释放实验所需微球的

量，使３组的ＩＮＤ含量保持一致。
　　将 ＩＮＤ、ＩＮＤ／Ｓ１００微球和 ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球分散
于３００μＬ去离子水中后加入透析袋中，在ｐＨ＝７．４的
ＰＢＳ中释放１８ｈ或在人工胃液中释放 ２ｈ后转移到
ｐＨ＝７．４的ＰＢＳ缓冲溶液中继续释放至４８ｈ。整个释
放过程中，在特定的时间点取出４ｍＬ释放介质，测定
其在３１０ｎｍ处的光密度值，同时补充４ｍＬ新鲜释放
介质。根据标准曲线计算不同时间点，释放介质中

ＩＮＤ的含量，并计算累积释放量和累积释放百分比，绘
制累计释放曲线。

１．２．６　ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球体内药动学研究　　体质
量（２５０±１０）ｇ的 ＳＤ雄性大鼠９只，按随机数字表法
分为３组，每组 ３只，分别灌胃给予 ＩＮＤ、ＩＮＤ／Ｓ１００
微球和 ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球，给药剂量为 ５ｍｇ／ｋｇ（按
ＩＮＤ含量计）。灌胃后不同时间点取血，置于肝素钠
抗凝管中。根据文献［２１］处理血样，以甲灭酸作为内

标，ＨＰＬＣ测定 ＩＮＤ的血药浓度，色谱条件如下：流动
相为乙腈６μｍｏｌ／ＬＨ３ＰＯ４水溶液（５５∶４５，体积比）；
流速１ｍＬ／ｍｉｎ；柱温４０℃；检测波长２４５ｎｍ；进样量
２０μＬ。进而以时间为横轴，ＩＮＤ血药浓度为纵轴绘制
ＩＮＤ药时曲线，并利用ＤＡＳ３．２．８软件计算药时曲线
下面积 ＡＵＣ。其中，ＩＮＤ／Ｓ１００微球为阳性微球对照

组，其制备方法如前所述。

１．２．７　ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球在角叉菜胶诱导的大鼠足跖
肿胀模型中的抗炎效果评价　　体质量（２５０±１０）ｇ的
ＳＤ雄性大鼠２０只，按随机数字表法分为４组，分别为
模型组、ＲａｗＩＮＤ组、ＩＮＤ／Ｓ１００微球组和 ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ
微球组，每组５只。大鼠麻醉后右后肢足跖部位注射
０．１ｍＬ角叉菜胶生理盐水溶液（２％），诱导足跖肿胀
模型。造模０．５ｈ后，分别给大鼠灌胃 ＩＮＤ、ＩＮＤ／Ｓ１００
微球和ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球，给药剂量为５ｍｇ／ｋｇ（按ＩＮＤ
含量计），对照组给予相同体积的生理盐水。６ｈ后在肿
胀部位注射５０μＬ鲁米诺溶液，以ＩＶＩＳＳｐｅｃｔｒｕｍ小动物
活体成像系统进行成像，统计足跖部位自发光强度。

１．３　统计学分析
　　计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，运用 ＳＰＳＳ２０．０软件进行
统计分析，不同组间差异用单因素方差分析，药时曲
线不同组间差异用重复度量的方法进行统计，检验水

准α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＰＩＰＡＡ的制备与表征
　　ＰＩＰＡＡ的合成路线如图１所示，以浓磷酸为催化
剂催化Ｄ，Ｌ天冬氨酸在高温条件下聚合成聚琥珀酰
亚胺（ＰＳＩ），并用异丙胺氨解ＰＳＩ得到ＰＩＰＡＡ。
　　中间产物ＰＳＩ与原料Ｄ，Ｌ天冬氨酸的ＦＴＩＲ图谱
（图２Ａ）对比可以看出，在合成的 ＰＳＩ红外图谱中，
２９７０ｃｍ－１处的次甲基峰和２９２６ｃｍ－１、２８５３ｃｍ－１处
的亚甲基峰大大减弱，而１７９９ｃｍ－１、１７１２ｃｍ－１处环
上羰基的伸缩振动峰明显出现，证明 ＰＳＩ成功合成。
同样，ＰＳＩ的１ＨＮＭＲ图谱（图２Ｂ）也佐证了这一结论，
５．３ｐｐｍ是ＰＳＩ的次甲基质子峰，２．７和３．２ｐｐｍ处是
ＰＳＩ亚甲基的质子峰。此外，８～１０ｐｐｍ之间几乎无质
子峰出现，表明中间产物几乎没有支化结构或者未成

环的结构，从而说明合成的ＰＳＩ线性结构较好。

图１　ＰＩＰＡＡ的合成路线图
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　　图２Ｃ所示为异丙基胺氨解 ＰＳＩ后得到的 ＰＩＰＡＡ
的ＦＴＩＲ图谱，与ＰＳＩ的谱图相比，在１３６８和１３８８ｃｍ－１

处出现了明显的异丙基特征峰，说明 ＰＳＩ经异丙基胺
氨解后成功合成了 ＰＩＰＡＡ。同样地，ＰＩＰＡＡ的１Ｈ
ＮＭＲ谱图（图２Ｄ）也出现了异丙基的质子峰（１．０对
应与异丙基中１、３位碳相连的氢），而在ＰＳＩ核磁谱图
的相应位置未见该质子峰，这一结果佐证了红外结论。

２．２　ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球的制备与表征
　　为考察所合成的亲水性聚合物 ＰＩＰＡＡ能否包载
含羧基小分子疏水药物形成微球，我们以 ＩＮＤ为模型
药物，通过透析法制备了不同质量比（ＭＩＮＤ∶ＭＰＩＰＡＡ＝
１０∶１０、１５∶１０、２０∶１０和３０∶１０）的ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球。
　　本研究使用的ＩＮＤ原料的晶型主要为 γ型，扫描
电镜下表现为片状晶体（图 ３Ａ）。ＩＮＤ溶解于 ＤＭＳＯ
并在去离子水中透析后，ＳＥＭ观察为针状晶体（图３Ｂ）。
ＳＥＭ表征显示 ＩＮＤ和 ＰＩＰＡＡ质量比分别为 １０∶１０、
１５∶１０、２０∶１０的ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球呈现规整的球形，粒
径较为均一，且未见ＩＮＤ针状晶体（图３Ｃ～Ｈ，Ｍ），表

明小分子疏水药物ＩＮＤ几乎完全和ＰＩＰＡＡ自组装形
成微球。而当 ＩＮＤ和 ＰＩＰＡＡ的质量比提高至３０∶１０
时，ＳＥＭ观察发现 ＩＮＤ针状晶体的存在（图 ３Ｉ，Ｊ），
提示 ＰＩＰＡＡ并不能无限制地与 ＩＮＤ自组装；当 ＩＮＤ
增加到一定量后，它更倾向于自身分子堆砌成晶体

而非与 ＰＩＰＡＡ共组装形成微球。另外，高 ＩＮＤ投料
比（２０∶１０）的 ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球的 ＴＥＭ结果（图 ３Ｋ）
显示该微球结构较紧实。当 ＵＤＣＡ作为小分子疏水
药物时，它与 ＰＩＰＡＡ也可以通过自组装得到形态良
好的微球（图３Ｌ），说明 ＰＩＰＡＡ可以作为通用型亲水
载体材料，与多种羧基小分子疏水药物自组装形成

微球释药系统。

　　为了定量分析自组装微球对 ＩＮＤ的负载能力，通
过紫外法检测了不同 ＩＮＤ投料比的微球的载药量和
包封率。结果显示其载药量随着 ＩＮＤ投料比的增加
而增加，最高可达 ５８．７１％，而包封率均在 ８０％以上，
最高可达９０．３３％（图３Ｎ），说明ＰＩＰＡＡ对ＩＮＤ具有极
其优异的负载性能。
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图３　不同投料比的微球的表征

２．３　ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球中分子间相互作用力的表征
　　为了进一步考察 ＩＮＤ和 ＰＩＰＡＡ是通过何种分子
间相互作用力介导自组装形成微球，我们利用 ＦＴ
ＩＲ、１ＨＮＭＲ、ＤＳＣ和 ＸＲＤ进行了表征。由 ＩＮＤ和
ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球的 ＦＴＩＲ谱图（图 ４Ａ）可以看出：由
于羧基阴离子的对称伸缩振动和不对称伸缩振动，

ＩＮＤ在１６０４ｃｍ－１和１３９９ｃｍ－１处有较强的吸收峰；
而在微球中该吸收峰明显减弱，说明ＩＮＤ和ＰＩＰＡＡ之
间存在静电力，该静电力大大减弱了羧基阴离子的对

称伸缩振动和不对称伸缩振动。同时，微球中缺少了

ＩＮＤ的羰基基团的反对称伸缩振动峰和对称伸缩振动
峰（１７１２ｃｍ－１和１６９０ｃｍ－１），仅在１６７４ｃｍ－１处存在
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一个吸收峰，这可能由于ＩＮＤ中的羰基与ＰＩＰＡＡ的酰
胺之间形成了氢键，从而降低了羰基的吸收。另外，

ＩＮＤ、ＰＩＰＡＡ和二者的物理混合物的１Ｈ ＮＭＲ谱图
（图４Ｂ）显示，混合物中ＩＮＤ的信号明显减弱，羧基的
质子峰几乎完全消失，而 ＰＩＰＡＡ部分的信号有所增
强，这说明在 ＤＭＳＯｄ６中 ＩＮＤ与 ＰＩＰＡＡ间仍存在较
强的非共价键相互作用。

　　进一步通过ＤＳＣ和ＸＲＤ检测了ＩＮＤ在微球中的
存在形式。ＤＳＣ结果（图４Ｃ）显示 ＩＮＤ在１６２℃左右
有一明显的吸热峰；然而，在 ＰＩＰＡＡ和投料比为
１０∶１０、１５∶１０、２０∶１０的 ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球的 ＤＳＣ曲线
中未见吸热峰，这表明 ＩＮＤ主要以无定型的分子形式
而非微晶形态存在于微球中；而疏水药物的无定型态

有利于其快速溶出，从而提高口服生物利用度。另外，

ＤＳＣ检测发现投料比为 ３０∶１０的 ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球在
１６０℃左右存在一可见的吸热峰，表明该投料比时，部
分ＩＮＤ无法与ＰＩＰＡＡ自组装于微球中，而以结晶形式
存在。并且，ＩＮＤ和ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球（投料比为３０∶１０）

二者的ＩＮＤ晶体吸热峰的位置不同，可能源于 ＩＮＤ的
不同晶型，这与扫描电镜结果相吻合。而在ＸＲＤ检测
中观察到了相同的结果（图 ４Ｄ）。综合上述结果，我
们选择投料比为２０∶１０的 ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球用于后续
研究。

２．４　ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球的体外药物释放行为
　　为了考察 ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球能否提高 ＩＮＤ溶出，
我们分别在ｐＨ＝７．４的ＰＢＳ和模拟胃肠ｐＨ值的释放
介质中考察了 ＩＮＤ原料、ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ和 ＩＮＤ／Ｓ１００微
球的释药行为。

　　ＩＮＤ在ＰＢＳ中的标准曲线（图５Ａ）的拟合方程为
ｙ＝１１．９７０３４ｘ＋０．０１５１１（Ｒ２＝０．９９９９，ｍｇ／ｍＬ）。在
ｐＨ＝７．４的 ＰＢＳ中，ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ和 ＩＮＤ／Ｓ１００微球可
以迅速释放 ＩＮＤ，几乎在 ２ｈ内完全释放（图 ５Ｂ）。
ＩＮＤ原料则呈现出典型的药物溶解曲线，并且仅有约
６６％的ＩＮＤ溶出，而含有等量ＩＮＤ的ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球
可以实现１００％的 ＩＮＤ溶出；表明 ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球可
以有效提高小分子疏水药物的溶出速率。在模拟胃肠
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的释放介质中的累积释放曲线

图５　ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球的体外释药行为

ｐＨ值的释放介质中，最初 ２ｈ（ｐＨ＝１．２，模拟胃液）
ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ和 ＩＮＤ／Ｓ１００微球几乎均无 ＩＮＤ释放，
这主要由于 ＩＮＤ在该 ｐＨ条件下质子化，溶解度极
低。当 ｐＨ值从 １．２变为 ７．４后，ＩＮＤ迅速从 ＩＮＤ／
ＰＩＰＡＡ和 ＩＮＤ／Ｓ１００微球中释放，在 ８ｈ内几乎完全
释放（图 ５Ｃ）；而 ＩＮＤ原料在 ４８ｈ时仅有约 ４８％溶
出。这些结果表明 ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球除了可以提高
小分子疏水药物的溶出之外，还具有良好的 ｐＨ响应
性释药特性，其与 ＦＤＡ批准的肠溶包衣材料 Ｓ１００具
有相近的效果。此外，可以看出 ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球的
ｐＨ响应性与 ＩＮＤ的解离特性有关。ＩＮＤ的 ｐＫａ约
为４．５，在 ｐＨ＝１．２时，ＩＮＤ羧基质子化从而导致极
低的溶解度；而在 ｐＨ＝７．４时，ＩＮＤ的解离可以显著
增加其溶解度。因此，在 ｐＨ＝７．４时，ＩＮＤ的解离会
导致 ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球的侵蚀和瓦解，实现 ｐＨ响应
性药物释放。

２．５　ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球的体内药动学研究
　　体外释药实验证明 ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球可以提高小
分子疏水药物的溶出和释放，我们进而通过大鼠体内

药动学实验进一步考察 ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球能否提高
ＩＮＤ的口服生物利用度。
　　以甲灭酸为内标，采用内标法，利用ＨＰＬＣ定量分
析了灌胃给予 ＩＮＤ原料药、ＩＮＤ／Ｓ１００和 ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ
微球后，不同时间点大鼠血样中 ＩＮＤ的含量，并绘制
药时曲线，计算药时曲线下面积（ＡＵＣ）。图 ６Ａ为
ＩＮＤ在血样中的标准曲线，其拟合方程为 ＡＩＮＤ／ＡＭｅｆ＝

１．２３３６８Ｃ＋０．６７４１５（Ｒ２＝０．９９８４５，μｇ／ｍＬ）。图６Ｂ为

ＩＮＤ在血样中的典型ＨＰＬＣ谱图（ＩＮＤ浓度８μｇ／ｍＬ），可
以看出 ＩＮＤ和甲灭酸出峰时间分别为 １０ｍｉｎ和
１６ｍｉｎ，二者能够完全分离且无其他干扰。
　　大鼠体内药动学实验结果表明：灌胃给予 ＩＮＤ原
料药、ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ和ＩＮＤ／Ｓ１００微球后，与ＩＮＤ原料药
相比，ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ和 ＩＮＤ／Ｓ１００微球可以显著提高
ＩＮＤ的口服生物利用度（Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０００）（图６Ｃ）。
与此一致，二者与ＩＮＤ原料药的ＡＵＣ值的差异具有统
计学意义（Ｐ＝０．０１，Ｐ＝０．０００）；ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球组
的ＡＵＣ值为ＩＮＤ原料药组的２．４倍（图６Ｄ）。不过，
ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球的口服生物利用度低于ＩＮＤ／Ｓ１００微球。
２．６　ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球的体内药效学评价
　　鲁米诺可以被炎症局部的活性氧氧化转变成激发
态氨基邻苯二甲酸，发出较强的自发光。利用鲁米诺

的发光特性，我们在造模６ｈ后大鼠右后足跖部位注
射鲁米诺进行 ＩＶＩＳ成像，以考察足趾部位的炎症情
况。ＩＶＩＳ成像结果如图７Ａ～Ｄ所示，可以观察到４组
大鼠右后足跖部位均有不同程度的发光，表明足跖部

位出现了炎性反应，急性足跖肿胀模型成功建立。将

各组的发光强度进行量化统计（图７Ｅ），与生理盐水对
照组相比，灌胃给予ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球治疗的大鼠足跖
部位的发光强度显著减弱（Ｐ＝０．０４６）。此外，ＩＮＤ／
ＰＩＰＡＡ微球组足跖部位的发光强度也明显弱于ＩＮＤ原
料药和ＩＮＤ／Ｓ１００微球治疗组（Ｐ＝０．００２，Ｐ＝０．００７），
表明在大鼠急性足趾肿胀模型中，ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球可
显著减轻炎症局部的炎性反应，其效果明显优于 ＩＮＤ
原料药和ＩＮＤ／Ｓ１００微球治疗组。
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图６　ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球的体内药动学研究
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微球对角叉菜胶诱导的足跖肿胀的治疗效果评价
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３　讨论

　　目前，作为药物递送系统研究的聚合物组装体大
多是由非共价键作用力介导两亲性共聚物的自组装制

备，疏水药物主要通过疏水作用负载其中。但是共聚

物较为复杂的分子结构往往会导致其合成复杂、批次

重复性不好、结构表征困难、难以规模化制备等一系列

问题。针对这些问题，基于我们在小分子药物介导的

亲水性聚合物自组装构建高效药物递送系统方面的前

期发现，本研究中我们设计并合成了一种新型的亲水

性载体材料ＰＩＰＡＡ。ＰＩＰＡＡ中酰胺、异丙基等基团与
羧基小分子药物之间存在氢键、静电和疏水作用等多

重非共价键作用力，从而介导自组装微球的形成。与

常用的两亲性共聚物相比，ＰＩＰＡＡ由单一的天冬氨酸
聚合而成，其结构简单、生物相容性较好，且合成容易、

过程易于重复。此外，ＰＩＰＡＡ与羧基小分子药物通过
多重非共价键作用力介导的自组装形成的微球较传统

聚合物自组装体大幅度提高了疏水药物的载药量和包

封率，从而可以减少因载体材料过多而导致的潜在毒

副作用。

　　ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球的体外释药行为表现出明显的
ｐＨ响应特性，与ＩＮＤ／Ｓ１００微球相近，但是二者 ｐＨ响
应性的机制不同。ＩＮＤ／Ｓ１００乳化微球的 ｐＨ响应性
归因于Ｓ１００的ｐＨ敏感性，而 ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球的 ｐＨ
响应性与ＩＮＤ的解离特性有关。ＩＮＤ的酸度系数约为
４．５，在ｐＨ＝１．２的介质中，ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球中的 ＩＮＤ
羧基呈现质子化状态，导致其溶解度极低。而在 ｐＨ＝
７．４的介质中，ＩＮＤ羧基迅速离子化，其溶解度大大增
加；另一方面，ＩＮＤ中羧基的解离极大地削弱了药物与
ＰＩＰＡＡ的分子间作用力，从而导致 ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球
的侵蚀和瓦解，加速药物释放。另外，ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微
球中 ＩＮＤ主要以无定型态存在。因此，口服 ＩＮＤ／
ＰＩＰＡＡ微球后，在肠道ｐＨ条件下微球崩解，其中负载
的ＩＮＤ以分子形式直接游离出来，无须经过药物晶体
的溶解过程，从而可以显著增加 ＩＮＤ的溶出速率，提
高ＩＮＤ的口服生物利用度。这对于降低 ＩＮＤ微球释
药系统的给药剂量，减少 ＩＮＤ引起的胃肠出血事件有
重要的作用。

　　综上所述，本研究合成了一种新型的亲水性多肽
衍生物载体材料ＰＩＰＡＡ，其结构简单，易于合成，且可
以通过多重非共价键作用力与 ＩＮＤ自组装形成微球。
ＩＮＤ／ＰＩＰＡＡ微球可以显著增加所负载小分子疏水药
物的溶出，提高口服生物利用度，进而增强其疗效，并

有望减少 ＩＮＤ引起的胃肠出血事件的发生。此外，
ＰＩＰＡＡ可作为一种通用型载体材料，通过自组装负载
不同结构的含羧基小分子疏水药物，实现多种疾病的

有效口服治疗。
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１０．１０３８／ｎｒｄ３４９９．

［１９］ＹＡＭＡＫＡＷＡＩ，ＫＡＷＡＨＡＲＡＭ，ＷＡＴＡＮＡＢＥＳ，ｅｔａｌ．
Ｓｕｓｔａｉｎｅｄｒｅｌｅａｓｅｏｆｉｎｓｕｌｉｎｂｙｄｏｕｂｌｅｌａｙｅｒｅｄｉｍｐｌａｎｔｕｓｉｎｇ
ｐｏｌｙ（Ｄ，Ｌｌａｃｔｉｃａｃｉｄ）［Ｊ］．ＪＰｈａｒｍＳｃｉ，１９９０，７９（６）：
５０５５０９．ＤＯＩ：１０．１００２／ｊｐｓ．２６００７９０６１０．

［２０］ＸＵＷ，ＬＩＬ，ＹＡＮＧＷＬ，ｅｔａｌ．Ａｍｐｈｉｐｈｉｌｉｃｈｅｘｙｌａｍｉｎｅ
ｍｏｄｉｆｉｅｄｐｏｌｙｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｅ：ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ，ａｎｄ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｎａｑｕｅｏｕｓｍｅｄｉｕｍ［Ｊ］．ＪＭａｃｒｏ
ｍｏｌＳｃｉＰａｒｔＡ，２００３，４０（５）：５１１５２３．ＤＯＩ：１０．１０８１／
ｍａ１２００１９８８９．

［２１］ＺＨＡＮＧＳＹ，ＢＥＬＬＩＮＧＥＲＡＭ，ＧＬＥＴＴＩＧＤＬ，ｅｔａｌ．Ａ
ｐＨｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｓｕｐｒａｍｏｌｅｃｕｌａｒｐｏｌｙｍｅｒｇｅｌａｓａｎｅｎｔｅｒｉｃｅｌａｓ
ｔｏｍｅｒｆｏｒｕｓｅｉｎｇａｓｔｒｉｃｄｅｖｉｃｅｓ［Ｊ］．ＮａｔＭａｔｅｒ，２０１５，１４
（１０）：１０６５１０７１．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎｍａｔ４３５５．

（收稿：２０２００１１９；修回：２０２００２１９）

（编辑　张　维）

３封　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１０）


