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摘要
      目的 研究白屈菜紅碱明膠微球的製備工藝。
      方法 使用被生物降解的明膠做為載體，以液態石蠟為油相，Span-80為乳化劑，之後以正交實驗找出優選的明膠微球製備工藝，以製備白屈菜紅碱明膠微球。之後再測試樣品體外釋放。
    　結果 優選所制的白屈菜紅堿明膠微球形態圓整 ,表面光滑，載藥量為 0.65%，包封率為 72.42%，10～40μm占總數的81.86%。21 h體外釋放 51.49%， 75 h釋放達94.33%。
    　結論 獲得了製備白屈菜紅碱明膠微球較為滿意的工藝，所得白屈菜紅堿明膠微球具有良好的釋放效果。
　　　關鍵字　白屈菜紅堿;明膠;正交設計;微球


























目錄（Contents）
摘要………………………………………………………...…………………………………………..I
前言……………………………………………………………………………………………..………4
1儀器與試劑………………………………………………………………………………………4
2方法與結果
2.1微球的製備………………………………………………………...…………………….4
2.2 微球型態觀察及粒徑測定…………………………………………………...…5
2.3標準曲線的建立………………………………………………………...……………..5
2.4微球載藥量及包封率測定……………………………………………………….6
2.5白屈菜紅碱明膠微球製備工藝的篩選………….……………………….6
2.6 白屈菜紅碱明膠微球體外釋藥試驗……………..……………………….7
3結論………………………………………………………...……………….……………………….8
參考文獻………………………………………………………...………….………………………..9
























前言:
白屈菜紅堿（chelerythrine）主要存在于罌粟科白屈菜的全草，芸香科植物飛龍掌血 [Toddalia asiatica (L.)Lam.]的根、葉。白屈菜紅堿具有多種生物活性，它能誘導細胞凋亡，Steven等[ 1～7 ]在體外實驗中證實白屈菜紅堿對9種腫瘤細胞 (HT29,MCF7,MCF7ADR, DaOY, S Q20B,SCC61, JS Q3, SCC35,LnCaP)表現細胞毒性。此外，白屈菜紅堿還具有抗菌，殺蟲［8］等活性，白屈菜紅堿抑菌試驗證明其對革蘭氏陽性菌和革蘭氏陰性菌均有不同程度的直接抑制作用 ,並能增強白細胞和網狀內皮系統的吞噬能力［9］。但作為藥劑，白屈菜紅堿很少有製劑上市。
微球 (microsphere)是近年來發展的新劑型，藥物製成微球後，因其對特定器官和組織的靶向性及微粒中藥物釋放的緩釋性，已經成為近年來緩、控釋劑型研究的熱點。明膠以其生物可降解，低毒，價格低廉等優點，目前廣泛應用於藥物新劑型微球的研究[10]。本實驗以乳化化學交聯法製備白屈菜紅堿明膠微球，通過正交實驗優化微球的製備工藝，為開發臨床用靶向新製劑提供理論基礎。



1儀器與試劑
　　LC 2010A高效液相色譜系統(日本島津)；AUY電子分析天平(日本島津)；KH5200超聲清洗儀(昆山禾創超聲儀器有限公司)；TGL-16C離心機(上海安亭科學儀器廠)；RE-5A旋轉蒸發儀(上海亞榮生化儀器廠)；95-1磁力攪拌器（上海申生科技有限公司）；DK-S26溫水浴鍋（上海申生科技有限公司）; 101-2AB烘箱（天津泰斯特儀器有限公司）白屈菜紅碱(湖南省晨溪縣漢清生物技術公司); 明膠(化學純,上海明膠廠); 液態石蠟(化學純,西安化學試劑廠); 司盤-80(化學純,西安化學試劑廠);甲醛(分析純,瀋陽化學試劑廠);異丙醇(分析純,西安化學試劑廠); 石油醚(分析純,天津市恒興化學試劑廠);乙醚(分析純,西安化學試劑廠); 磷酸二氫鉀（西安化學試劑廠）。

2方法與結果
2.1微球的製備
　　根據乳化縮聚的原理，微球的製備過程中，以白屈菜紅碱明膠溶液為水相與液態石蠟為油相混合攪拌形成W/O型乳劑。詳細過程如下。
　　白屈菜紅碱明膠溶液的配製：配製適當濃度的明膠溶液後，精密量取適量的溶液，加入適量的白屈菜紅碱，超聲處理後，得到白屈菜紅碱明膠溶液。
　　乳化：精密量取48ml的液態石蠟，加入適當比例的Span-80用磁力攪拌器以固定轉速在50℃下混勻，再緩慢加入相同溫度的白屈菜紅碱明膠溶液。適時取樣並在顯微鏡下觀察。
　　交聯固化的處理：當溶液分散成均勻的W/O型乳劑後，快速移到0℃左右的冰水中進行冰浴，等待乳劑溫度下降至10℃以下時，加入5ml的甲醛交聯固化並調整pH到8～9，攪拌一定時間後，再加入15ml的異丙醇進行脫水，攪拌後抽濾，並先後用石油醚，乙醚洗滌。放置乾燥箱80℃下，乾燥後得到明膠微球。

2.2 微球型態觀察及粒徑測定
　　以蒸餾水為溶劑，使明膠微球在溶液中分佈均勻，取混懸液至於載玻片上，蓋上蓋玻片，用帶標尺的光學顯微鏡放大160倍下，進行微球外觀形態的觀察，並隨機挑選200個微球做粒徑測定，以微球平均粒徑(dr)按公式dr＝Σ(nd)/Σn 來計算。
按最佳工藝處方製備的白屈菜紅碱明膠微球，外觀為淡黃色粉末，用光學顯微鏡與掃描電鏡觀察白屈菜紅碱明膠微球，顯示微球呈球形，表面光滑，粒徑分佈較窄、分散性好，不粘聯或極少粘聯，流動性好。在光學顯微鏡下用測微尺測定 200餘個 ,以每隔5μm粒徑為一單元的微球個數除以總個數得微球
的頻率(%)為縱坐標 ,以粒徑(μm)為橫坐標繪製微球的粒徑長條圖表示細微性分佈 (圖１)。測得微球的粒徑在10～40μm範圍內者占總數的 81.86%。
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圖１ 白屈菜紅碱明膠粒徑分佈長條圖
2.3標準曲線的建立
　　精密秤取27mg的白屈菜紅碱至於25ml容量瓶中，再使用胃蛋白酶醋酸溶液定容，配成1.08mg/ml的白屈菜紅碱溶液，然後吸取該溶液1ml定容至10ml。再取該溶液0.25、0.5、0.65、0.75、1、1.25、1.5ml至於5ml定容瓶，用乙醇定容至刻度。之後在270nm的紫外光測定下得到吸收值，經回歸得到標準曲線：y = 24.415x + 0.9836 ，結果表明是為良好線性關係，如圖2。
圖2


2.4微球載藥量及包封率測定
　　將樣品精密秤取適當的量後，放置於容量瓶，加入胃蛋白酶醋酸溶液定容，置於37℃、72hr。再用10000轉/min 離心10分鐘後，在270nm紫外光測定下，配合標準曲線算出溶液藥物濃度。

微球載藥總重量＝溶液藥物濃度/所秤取的微球重量X微球的總重量X100%
包封率(%)＝微球載藥總重量/所投入的藥劑重量X100%
	
2.5白屈菜紅碱明膠微球製備工藝的篩選
　　根據預試實驗考察的結果，選取影響微球性質較顯著的4個因素作為考察對象，分別為藥物明膠比例(A)、明膠濃度(B)、水油相體積比例(C)及交聯劑用量比例(D)。因素水平見表1。

表1 因素水平
	藥物明膠比例　  明膠濃度　  水油相體積比例　  交聯劑用量比例
          A　　　　　　 B    　        C               D


1         1:10           10% 　         1:4              1%
2         1:15           15% 　         1:6              2%
3         1:20           20%    　      1:8              3%
	
　　根據正交實驗，依照正交表L9(34)，透過正交實驗來選出優選的工藝條件。以白屈菜紅碱明膠微球的跨距（S1）以及包封率（S2）做為綜合指標值的衡量，綜合指標值S=S2-S1越大，微球的質量越好。試驗條件與結果如表2。


表2　　白屈菜紅碱明膠微球正交實驗表與結果
	序號 　 A　　 B     C     D　　粒徑(um)　包封率   S1     S2      S


　1      1     1     1     1　　Ｘ        18.29　 2.0     18.29  16.29
　2      1     2     2     2　　Ｘ        48.60　 2.5     48.6   46.10
　3      1     3     3     3　　18.78      51.63   1.76    51.63  49.87
　4      2     1     2     3    10.72      28.34   1.18    28.34  27.16
　5      2     2     3     1    35         47.43   1.36    47.43  46.07
　6      2     3     1     2    23.699     40.82   1.25    40.82  39.57
　7      3     1     3     2    12.82      36.53   1.56    36.53  34.97
　8      3     2     1     3    13.397     50.55   1.45    50.55  49.10
　9      3     3     2     1    28.347     35.31   1.58    35.31  33.66
K1      112.26   78.42    105.36   95.99
K2      112.8    141.67   106.89   120.54
K3      118.1    123.07   130.91   126.53
R       1.95     21.08    8.52     10.18
	1號微球外型不成圓球形，不易估算粒徑。2號黏滯性過大，微球不易分散均勻，無法估算粒徑。
S1=│d90 – d10 │/ d50（式中，D10、D50和D90分別表示有10%、50%和90%微球的粒徑均小於該值的粒徑）。 ; S2=包封率 ; S=S2-S1



　　對正交實驗的三個因素：藥物明膠比例、明膠濃度、水油相體積比例、交聯劑用量比例，對微球的質量影響進行極差分析，從極差分析結果可以看出影響微球的質量的因素的主次順序為：明膠濃度＞交聯劑用量比例＞水油相體積比例＞藥物明膠比例。最佳工藝為A3B2C3D3。

2.6 白屈菜紅碱明膠微球體外釋藥試驗
採用動態透析法，精密秤取白屈菜紅碱明膠微球 200 mg，裝入透析袋(用前蒸餾水煮沸兩次，每次15min)中，用5mLPBS分散，並紮緊兩端，置 200 mL溶出杯中，加入 100ml PBS(PH7.4的磷酸鹽緩衝液)溶液作為釋放介質 ,在 37℃恒溫溶出儀中100r·min-1轉速旋轉，定時取樣 1 ml，同時補充等量的同溫度的釋放介質。樣液在12000r/min下離心10min，取上清進高效液相測定藥物含量，高效液相色譜條件[12]：
色譜柱：DiamonsilC18柱(150mm×4.6mm 5Fm)；檢測波長：270nm；流動相：乙腈—0．1％磷酸水溶液(25：75)；流速：1．0ml·min-1溫度：室溫，進樣量：30μL。
通過測量計算出白屈菜紅碱明膠微球累積釋藥百分率(Ft)，以(Ft)對相應取樣時間(t)作圖，結果見圖3。取樣時間及累積釋放百分率如表3。
表3 白屈菜紅碱明膠微球體外釋放取樣時間和累積百分率
	取樣編號
	取樣時間（h）
	進樣量（μl）
	累積釋放百分率（%）

	1
	0
	30
	—

	2
	0.083
	30
	—

	3
	0.25
	30
	—

	4
	0.5
	30
	1.03

	5
	1
	30
	1.22

	6
	2
	30
	3.36

	7
	3
	30
	11.54

	8
	5
	30
	20.14

	9
	6
	30
	23.57

	10
	9
	30
	31.05

	11
	21
	30
	51.49

	12
	25
	30
	57.39

	13
	30
	30
	64.32

	14
	33
	30
	74.79

	15
	46
	30
	82.71

	16
	54
	30
	83.36

	17
	75
	30
	94.33



[image: ]                       
圖3　白屈菜紅碱明膠微球體外釋放曲線
結果表明，白屈菜紅碱明膠微球體外累積釋放量在 75 h時可達94.33%，而在前21h才釋放51.49%，具有明顯的緩釋特徵。



3結論
　　常用的微球載體種類分為人工以及天然兩類，明膠屬於天然載體，具有來源豐富、價格低廉、生物排斥性低、製備工藝簡易、釋藥緩慢等特性。
　　透過本次正交實驗，對白屈菜紅碱明膠微球工藝條件的結果進行分析後，得出了最佳工藝條件為：藥物明膠比例1:20明膠濃度15% 水油相體積比例1:8交聯劑用量比例3%。
　　在交聯劑選擇上，為得到以液態石蠟做為油相的穩定的W/O型乳劑，HLB值為4的Span80符合此條件。在加完甲醛後，調整pH至8～9，是因為甲醛在鹼性中較為穩定，不易分解。
　　在微球的製備工藝中，除了本次實驗選擇的條件外，攪拌速度也是相當關鍵的，攪拌速度影響了微球平均的粒徑，快則平均粒徑就小，慢則反之。在冰浴階段時也需要持續進行攪拌，否則溶液容易出現凝固沉澱。攪拌時間也需要有所控制，因為時間長了，增加了微球間互相碰撞的機會，增加了大粒徑微球出現的可能性，所以需要適時的觀察是否已均勻了，以判斷下一階段起始。
　　本次實驗的包封率較低，可能在進行抽濾時，濾紙孔徑過大，導致一些微球被沖下。攪拌速度也可能是影響的原因之一，由於本次實驗都是固定轉速，沒有尋找最佳的攪拌速度，或許找到更佳的攪拌速度以提高包封率。
微球中藥物含量測定時藥物的提取方法主要有以下幾種：第一種是研磨提取法，先把微球研磨成細粉，用適當溶劑提取完全，過濾後測定含量。二是微球溶解法，即把含藥微球置於對藥物溶解度大的溶劑中，將藥物直接提取出來。三是酶解法，用酶 (胃酶、胰酶 )將載體材料的網狀結構破壞後使藥物完全釋放出來，然後再進行測定。通過預試驗發現，研磨法和提取法不能把藥物提取完全，而採用酶解法72h後，顯微鏡下不見微球，提取較完全，故選用酶解法作為藥物提取方法。
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