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同时缓释骨形态发生蛋白和氯己定的功能性壳聚糖温敏凝胶的制备

!"#$%"%&’() (* +,)-&’()%. /0’&(1%) 20#"3(1#)1’&’4#
567"(8#. *(" 9.(: ;#.#%1# <(&0 "0=>!?@ %)7
/0.("0#A’7’)#

马志伟&"，王 荣!，吴织芬&，陈 栋&，张邦乐"，何 炜"，王晓娟!，刘 青&，许 杰&，

朱 浩&

T6 U>3KV-3&"，V6+L 1(CB!，VW U>3K9-C&，MXQ+ 5(CB&，UX6+L Y;CBKZ-"，XQ V-3"，
V6+L [3;(K\:;C!，Z]W ^3CB&，[W \3-& ;C4 UXW X;(&

& 第四军医大学口腔医学院牙周黏膜病科，西安 %&$$"!
! 第四军医大学口腔医学院药剂科，西安 %&$$"!
" 第四军医大学药学系，西安 %&$$"!
& 3%4+*/5%$/ (- 6%*#(7($/(,(12 +$7 8)0(&+, 3#&%+&%&，!(,,%1% (- 9/(5+/(,(12，/"% :()*/" 8#,#/+*2 8%7#0+, ;$#<%*&#/2，=#’+$ %&$$"!，!"#$+

! 3%4+*/5%$/ (- 6"+*5+0(,(12，!(,,%1% (- 9/(5+/(,(12，>"% :()*/" 8#,#/+*2 8%7#0+, ;$#<%*&#/2，=#’+$ %&$$"!，!"#$+

" 90"((, (- 6"+*5+02，>"% :()*/" 8#,#/+*2 8%7#0+, ;$#<%*&#/2，=#’+$ %&$$"!，!"#$+

摘 要 壳聚糖温敏凝胶是一种新型的可注射、在体固化的载体材料，该材料在室温条件下呈生理中性的溶液状态，在 "%_
左右可由溶液转变成水凝胶。该水凝胶对大分子药物具有良好的缓释效能，但对小分子药物缓释效能极差。为制备同时缓释

生长因子重组人骨形态发生蛋白K !（0-2(./3C-4 >:.;C /(C- .(07>(B-C-832 70(8-3C K !，0>YTGK!）和抗菌药物氯己定的功能性壳聚
糖温敏凝胶，将小分子药物氯己定先与!K环糊精制备成包结物，再将 0>YTGK!与!K环糊精‘氯己定包结物共混于壳聚糖温敏凝
胶中，通过 X66IQ粘度测量仪，对比加入目标药物前后系统的流变学性质，并且分别通过高效液相（>3B> 7-0D(0.;C2- )3a:34
2>0(.;8(B0;7><，XGZM）和酶联免疫吸附（-CR<.-K)3CA-4 3..:C(?(0/-C8 ;??;<，QZ]E6）方法测量目标药物的体外释放性质，温敏凝胶
系统的流变学性质几乎未受加入药物的影响。而氯己定从凝胶系统中释放的速度大大减慢，药物持续释放可保持 &月以上。
同时，0>YTGK!也获得较好的缓释效果。通过先行环糊精包结共混的方法，成功制备同时缓释 0>YTGK!和氯己定的功能性温敏
凝胶。
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同时缓释生长因子和抗生素对许多环境的组织

再生有特别的意义。例如，口腔医学领域的牙周组

织再生，既需要生长因子长效发挥作用促进牙周膜

细胞的增殖分化，同时，因为牙周组织所处的环境在

口腔，易受细菌的干扰，也需要抗生素发挥作用。有

研究表明，局部应用抗生素，能够减少牙周组织再生

手术的感染，从而提高牙周组织再生手术的成功率。

这样的组织再生环境还有烧伤的创面、骨髓炎等。

材料的使用方法是否简便、能否方便地应用于

多个领域同样影响材料的开发前景。壳聚糖:甘油
磷酸钠温敏凝胶系统是一种使用方便、可在多个领

域应用的优异的给药系统，近年来受到高度关

注［L M N］。该系统于 ;OOO 年由加拿大蒙特利尔的多
聚体应用研究中心和当地的 7GP6QRI?E<公司的研
究人员最早提出［L］。其主要成分是天然高分子材料

壳聚糖，室温条件下该系统呈生理中性的溶液，当温

度升高到 STU时，该系统可以迅速发生相转变，成
为半固态的水凝胶。该载体材料已经被研究用于关

节修复、肿瘤治疗、长效镇痛等［V］。该凝胶系统对大

分子药物可以发挥较好的缓释效果，可以预计其对

生长因子具有一定的缓释效能，但对小分子的药物

不具有缓释效能［W，X］，所以对抗生素，其缓释效能将

很差。如何针对该缺点进行改进，学者进行了有益

的探索，例如，?5 Y/&#:Z-)*&0"等利用脂质体包裹小
分子药物羧基荧光素（W:（-+%:X）:!-)A$’"@#/$)&.!&*+，
EK），使该药物释放的速率明显减慢，; 周时仅释放
了 ;X[ \ T;[，突释的时间小于 L天。而直接在凝
胶中混入 EK，该药物在 L天之内即释放完毕［X］。这
个方法取得了不错的结果，但制备相对麻烦。

!:环糊精分子是具有环状空筒特殊结构的环状
低聚多糖，含 T 个葡萄糖分子（图 L-!:环糊精分子
结构式），是一种良好的新型药物包合材料。近年来

!:环糊精在药物缓控释方面的应用越来越多
［]］。将

小分子物质包结于环糊精后再共混于壳聚糖温敏凝

胶，是否可赋予壳聚糖温敏凝胶系统缓释小分子物

质的能力，本研究对此进行了探索。

我们将氯己定选做小分子物质的模型，是因为

氯己定是对葛兰氏阳性细菌、葛兰氏阴性细菌、真

菌、病毒都有杀灭作用的广谱杀菌剂，应用非常的广

泛、安全［LL］。并且，由于其分子结构特殊，可方便的

通过紫外分光等方法检测（图 LA 氯己定分子结构
式）。我们同时对加入凝胶的大分子物质重组人骨

形态发生蛋白 ;（)2789:;）的释放进行检测。)2789:
;是具有确切诱导成骨活性的生长因子，其主要生
物学作用是诱导未分化的间充质细胞分化形成骨和

软骨，在修复骨缺损和促进骨愈合方面有重要作用，

但单独局部使用疗效并不理想。因此，通常情况下，

都是与各种形式的载体复合应用。本实验的结果可

为载药凝胶系统的体内使用奠定基础。

图 L !:环糊精（-）和氯己定（A）分子结构式
K*45L 8$#&!/#& .()/!(/)&. $@!: E （̂-）-+% !2#$)2&’*%*+&（A）
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! 材料与方法

! "! 制备!环糊精#氯己定包结物（$%）
［!&，!’］

制备：采用饱和水溶液法，通过正交实验优化

出最佳工艺条件，简述如下，于 !"#、$"%& 双蒸水
中溶入适量!’环糊精（()*%+’,-./)01公司，美国），制
成饱和溶液；将 "234* 氯己定（()*%+’,-./)01公司，美
国）溶于 5"%& 乙醇中，二者的分子摩尔比为 5 6 5，后
者逐滴加入环糊精饱和溶液中，保持溶液温度在

!"#，并搅拌 51，然后快速将溶液冷却至 " 7 4#，静
置，过夜，抽滤，双蒸水与乙醇反复洗 8 遍，3"#蒸
干。获得!’环糊精9氯己定包结物，称重。
鉴定：分别对氯己定、!’环糊精及包结物进行紫

外 光 谱 扫 描（ &+%:.+ 8! ;<9<)= =>?0@/A%?@?/，
B?/C)DE-%?/），对!’环糊精及包结物进行扫描电镜观
察（(’84""F，日本日立公司），对氯己定及包结物进
行红外光谱扫描（傅立叶变换红外光谱仪 GAH/)?/
@/+D=IA/% JDI/+/?. (>?0@/A%?@?/，EK;JFL!!，M/H01?/ 公
司，德国）。

包合率（N&）测定：按参考文献的方法，通过超
声振荡将包结物溶于无水乙醇，然后通过高效液相

色谱法测定包结物中氯己定药物的含量，包合率

（O）P包结物中氯己定的量9包结物重量 Q 5""O。
! "( 制备壳聚糖温敏凝胶［’］

制备：参考文献［8］的方法，通过正交实验优化
出最佳工艺条件，简述如下：将 "24*壳聚糖（()*%+’
,-./)01公司，美国）加入 5R%&乙酸溶液（"25%A-9&）
中。525$*!’甘油磷酸钠（()*%+’,-./)01公司，美国）
溶于 $%&双蒸水中。将两种溶液冰浴 5!%)D，然后
将后者逐滴加入前者并持续搅拌 5!%)D。壳聚糖终
浓度为 $O（! 9"），!’甘油磷酸钠为 !23O（! 9"），溶
液最终 >S为 T25! U "2"3（SJ VV535 >S计，北京哈纳
科技有限公司）。保存于 4#条件下，备用。
! "’ 制备载药凝胶系统
按下列配方将溶液在 4#共混，分别用于后续

实验。

N&"组：壳聚糖温敏凝胶溶液；N&5 组：壳聚糖
温敏凝胶溶液、3%* JW；N&$组：壳聚糖温敏凝胶溶
液、5$%* JW；N&8 组：壳聚糖温敏凝胶溶液、42R%*
氯己定（与 5$%* JW含药相当）；N&4 组：壳聚糖温
敏凝胶溶液、5$%* JW、$"* /1MXB$；N&! 组：壳聚糖
温敏凝胶溶液、5$%* JW、4"* /1MXB$；N&3组：壳聚糖
温敏凝胶溶液、5$%* JW、R"* /1MXB$；各组终体积

$"%&。
对 N&3组形成的凝胶进行扫描电镜观察，过程

简述如下：将 N&3组溶液 5%&置 8T#孵箱，形成稳
定凝胶后，置液氮中。将冻结的凝胶在冷冻干燥机

（&+:0AD0A，美国）中冻干 $41。冻干样品喷金，扫描
电镜（(’84""F，日本日立公司）观察。
! ") 流变学测定
用哈克旋转粘度计（Y<8" YAZA<)=0A，S,,[E）

对 N&"组、N&5组和 N&$组进行测定。按仪器要求
上样，转速设定为 !"/9%)D，首先从室温以 5#9%)D速
率升温至 8R#，测定黏性系数。然后，恒温于 8T#，
其它实验条件相同，测定三组凝胶的黏性系数。本

实验观察加载目标药物后凝胶系统的流变学性质是

否变化。

! "* 稳定性测定
将 N&" 组与 N&5 组、N&$ 组、N&4 组、N&! 组、

N&3组溶液在 4#条件下放置 4周，每周检查外观并
用分光光度计（ &+%:.+ 8! ;<9<J( =>?0@/A%?@?/，
B?/C)DE-%?/）于 3""D%波长，测定 #$ 值。将六组溶
液在 8T#条件下放置，形成凝胶后连续观察 4 周，
每周检查凝胶外观。

! "+ 体外释药测定
体外释药条件模拟体内环境，将 N&5 组、N&$

组、N&8组、N&4组、N&!组、N&3组溶液各 8%&放置
于安剖瓶中，于 8T#孵箱内静置 5$1，获得稳定的凝
胶。分别加入 $%& BM(（>S T24）缓冲液，将含 BM(
缓冲液的安剖瓶置于恒温水浴振荡器（8T#，振荡频
率 3"/9%)D，振幅 $4%%），经过一定的时间间隔，倒出
缓冲液，标记后 \ $"#冻存，待测，另补充 $%&新鲜
BM(缓冲液。N&5 组、N&$ 组以及 N&4 组、N&! 组、
N&3组每天取样，N&8组每 8"%)D取样。

N&5组、N&$ 组、N&8 组样品中的氯己定浓度，
采用高效液相色谱法（SB&W）测定。M?0C%+D高效液
相色谱仪（5$! 二元梯度泵，53R 检测器，8$ [+/+@ZX

(AI@]+/?色谱工作站）；色谱柱为菲罗门公司 W5R柱

（5!"%% Q 423%%，!"%）；流动相为 $"%%A-·&\ 5磷酸

二氢钠水溶液（磷酸调 >S 82!）6甲醇 P 33684；流速：
5%&9%)D；紫外检测波长：$3"D%；进样量：$""&；柱温：
室温。

对 N&4、N&! 和 N&3 组通过 E&J(, 方法测定
/1MXB’$ 的含量。 /1MXB’$ 的 E&J(, 试剂盒购自
Y^N (_=@?%=，JD0。按其操作说明进行测定。
!,- 统计分析
各实验组均重复安排至少 8组，数据统计使用

5!"5马志伟等：同时缓释骨形态发生蛋白和氯己定的功能性壳聚糖温敏凝胶的制备



!"!!#$%$软件（第四军医大学统计教研室），显著性
差异设为 ! & $%$’。

! 结果

! "# !$环糊精%氯己定包结物（&’）的制备与鉴定
最终产物为淡黄色的细小结晶颗粒。扫描电镜

观察到包结物为细针形结晶颗粒，这与!(环糊精的
镜下形态（!(环糊精镜下形态表现为不规则的类立
方体）明显不同（图 )*、)+）。红外光谱扫描显示（图
,），包结物中氯己定苯环的基团特征区吸收峰相对
原药在此区域发生红移，氯己定结构中非极性的苯

环进入了!(环糊精空穴中，形成了新的物相，表明氯
己定与!(环糊精在反应条件下确实形成了包结物。
包结物紫外扫描图谱与氯己定原药的图谱一致，说

明包结物中氯己定未发生化学变化，仅为物理包合

作用（紫外扫描分析结果未列出）。-. 值测定为
（/$%## 0 /%)1）2。

) !(环糊精（*，3 /$$）和!(环糊精4氯己定包结物（+，3 #1$）
扫描电镜照片

5678) !9: ;<=>=7?*;< =@!(A-（*，3 /$$）
*BC DA（+，3 #1$）

图 , !(环糊精、氯己定及包结物的红外扫描图谱
5678, DE =@!(A-，F<G=?<HI6C6B *BC DA

! "! 壳聚糖温敏凝胶及载药凝胶系统制备
单纯壳聚糖温敏凝胶溶液透明，在 ,JK孵箱内

可于 1L6B左右形成稳定的凝胶，呈淡乳白色，凝胶
形态良好。加载包结物后，溶液微浑浊，略带黄色，

在 ,JK孵箱内可于 1L6B左右形成稳定的凝胶，凝胶
略带黄色，状态良好（见图 /*，/C）。
载药凝胶的扫描电镜照片见图 ’*、’+，可见凝

胶的多空隙结构。

图 / 壳聚糖温敏凝胶溶液状态（*），壳聚糖温敏凝胶凝
胶状态（+），共混!(环糊精4氯己定包结物的壳聚糖温敏
凝胶溶液状态（F），共混!(环糊精4氯己定包结物的壳聚
糖温敏凝胶凝胶状态（C）
5678 / M<H ;<=>= =@ ><H?L=NHBN6>6OH <PC?=7HG *> G6QR6C N>*>H
（*），><H?L=NHBN6>6OH <PC?=7HG *> 7HG N>*>H（+），><H?L=NHBN6>6OH
<PC?=7HG S6>< DA G=*CHC *> G6QR6C N>*>H（F），*BC ><H?L=NHBN6>6OH
<PC?=7HG S6>< DA G=*CHC *> 7HG N>*>H（C）

图 ’ 功能性凝胶的扫描电镜照片（*：3 ,$$；+：3 #$$$）
5678’ !9: ;<=>=7?*;< =@ @RBF>6=B*G <PC?=7HG

（*：3 ,$$；+：3 #$$$）

! "( 流变学测定
三组凝胶的黏性系数随温度及时间的变化曲线

如图 T* 和 T+，数据经统计分析，并无显著性差异
（数据未列出）。测定过程中，测定样品中观察到絮

状产物，但并未形成凝胶。这是由于凝胶形成需要

一个稳定的环境，仪器桨片的搅动会阻止凝胶的形

成。载药凝胶系统与单纯的凝胶系统在流变学变化

趋势上并未出现显著性差异，可以认为，本研究中的

加药条件并未对凝胶系统形成凝胶的性质产生影
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响。

图 ! 温度升高（"#$%&’）过程中凝胶黏度的变化（(）以及
恒温 )*#下凝胶黏度随时间的变化（+）
,&-.! /0(’-1 23 4&5625&78 9&70 71%:1;(7<;1 4(;&1= (7 701 ;(71 23
"#$%&’（(）(’= 701 60(’-1 23 4&5625&78 9&70 7&%1 (7 )*#（+）

! "# 稳定性测定
空白凝胶溶液状态的外观和 !"!>>在一月内并

无显著变化；加载环糊精包结物后，溶液变的浑浊，

但温度升高到 ?@#，溶液可恢复清亮。A#下放置
?A0可观察到轻度分层现象，)= 后明显分层。)*#
条件下，无论是否加载药物，溶液都在 B%&’左右形
成稳定的凝胶，凝胶外观在一月内无明显变化，从第

二天起，可观察到有少量液体从凝胶周围析出。

! "$ 体外释放测定
氯己定药物直接加入壳聚糖温敏凝胶，实验条

件下，大约 "?0即释放完毕（图 *，CD)），因此，壳聚
糖温敏凝胶不能直接作为氯己定药物的缓释载体；

但是，与环糊精形成包结物后再加入凝胶，则氯己定

释放速度大大减慢，可缓释达 A>=。包结物的浓度
影响其缓释效果，本实验中，低浓度组（CD"）含 )-$D
的包结物，A>=时，氯己定累积释放（!> E AF"）G；高
浓度组 CD?组含 !-$D的包结物，A>=时，氯己定累积
释放（H* E )FB）G。可见，低浓度的包结物将使氯己
定释放的更慢。

;0IJKL?释放曲线如图 *。CDA组含 >F"%-$D的
;0IJKL?；CD@ 组含 >F?%-$D 的 ;0IJKL?；CD! 组含

图 * 氯己定（(）和 ;0IJKL?（+）体外释放曲线图
,&-.* #$ %&’() 6<%<M(7&41 ;1M1(51 23
60M2;01N&=&’1（(）(’= ;0IJKL?（+）

>FA%-$D的 ;0IJKL?；">= 时，三组分别释放药物的
（!> E )F)）G、（@? E AF"）G、（)! E )F!）G；A>=时，分
别释放药物的（*A E )F!）G、（!) E AF)）G、（@> E
)FB）G。;0IJKL? 的浓度影响其缓释效果，本实验
中，高浓度的 ;0IJKL? 从凝胶中释放的速度较慢。
可见，大分子的生长因子与较小分子的环糊精包结

物从凝胶中释放的特性是有差别的。

% 讨论
壳聚糖L甘油磷酸钠温敏凝胶系统只对大分子

药物有很好的缓控释效果，对小分子药物缓释作用

较差。这是因为这种温敏凝胶含水量大，具有较大

的孔道，小分子药物容易从孔道中逸出。据研究，相

对分子质量为 "F? 万 O "FAB 万的药物在此系统中
能缓慢释放数天，而分子质量小于 ">>>的小分子亲
水性药物在此系统中数小时就完全释放。本实验中

凝胶的扫描电镜照片显示了这种多空隙结构。

氯己定是应用广泛的广谱杀菌药，在口腔医学

领域更备受重视。适当合理的应用氯己定可控制牙

周炎症，提高牙周手术的成功率［"?，")］。氯己定分子

量为 @>@FA@，将其直接混入壳聚糖L甘油磷酸钠温敏

)@>"马志伟等：同时缓释骨形态发生蛋白和氯己定的功能性壳聚糖温敏凝胶的制备



凝胶系统，不能获得药物的缓释，本研究的结果也证

明了这一点。既然直接加入不能达到缓释目的，那

么考虑先将氯己定药物进行处理。

环糊精包结物是新型药物制剂，其用途之一就是

调节药物释放速率。这是因为环糊精分子结构内部

是一个具有一定尺寸的疏水空腔。利用疏水作用力、

氢键和范德华力等作用力可与多种有机物和无机物

结合，形成包结物。包结物中的药物释放出来，需通

过与环糊精解离的过程，或者体内淀粉酶将环糊精水

解开裂后药物客体才能游离出来，从而实现药物缓

释。!!环糊精因为空腔大小适中，应用最为广泛。!!
环糊精与氯己定药物形成包结物以缓释该药物在过

去几年中已有研究［"#］。本研究中，我们同样制备出

!!环糊精$氯己定包结物，并通过扫描电镜观察、红外
光谱、紫外光谱扫描证实了包结物的形成。

在凝胶系统中共混入!!环糊精$氯己定包结物，
通过体外释放实验，证明可以明显减缓氯己定药物

的释放。"%&时，低浓度组大约释放 #’(的氯己定，
相当于局部浓度为 %)*+,$-，高浓度组释放的局部浓
度为 ")’.,$-；#%& 时，低浓度组释放的局部浓度为
%)..,$-，高浓度组释放的局部浓度相当于 +)+/,$-。
我们发现高浓度包结物组释放氯己定药物的速率更

快，这与高浓度包结物的加入使得凝胶体系稳定性

降低，包结物和药物易于释放到凝胶体系之外有关。

凝胶系统中同时加入 01234!+，其缓释该生长因子
的能力符合预期。对于 01234!+，浓度对其释放速
率的影响与包结物不同，高浓度的 01234!+ 相对于
低浓度的 01234!+ 更难从凝胶体系中释放出来，这
可能与大分子物质 01234!+ 与凝胶的支架分子（壳
聚糖）具有高的亲合能力有关。对目标分子在体释

放动力学的详细了解有待进一步的研究，初步的体

外释药结果为进一步进行该系统的体内释药研究奠

定了良好的基础。

流变学测定未观察到加入实验量的包结物对凝

胶系统产生明显影响，但加入包结物后，壳聚糖!甘
油磷酸钠温敏凝胶系统的溶液在低温时不稳定，易

出现分层现象，这与环糊精在低温时溶解度低有关，

因此提示，共混环糊精包结物的凝胶系统应当在配

制后短期内使用。

! 结论
通过先行制备氯己定$!!环糊精包结物，再与壳

聚糖!甘油磷酸钠温敏凝胶系统共混的方法成功制

备了能同时缓释氯己定和 01234!+ 的功能性凝胶，
并且，获得的载药功能性凝胶系统保持原凝胶系统

的流变学性质。对其作为可注射、在体凝固的功能

性凝胶系统的应用研究将进一步展开。
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