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摘 　要 : 制备用于实体肿瘤局部治疗的植入型表阿霉素缓释药膜。采用复乳2溶剂挥发法制备聚乳酸载表阿霉素

缓释微球 ,用交联复合法制备含载药微球的植入型胶原药膜 ;用扫描、透射电镜、共聚焦及粒度仪等考察微球和药

膜的形貌、结构、粒径及体外释放 ;用 H22 肝癌荷瘤动物模型评价其体内抑瘤效果。结果 : 载药微球粒径分布均

匀 ,外观圆整 ,平均粒径为 5181μm ;微球的载药量 4139 % ,包裹率为 3712 % ;10h 内载药微球在模拟体液中的累积释

放率为 35 % ;腹腔注射载药微球与瘤体局部植入胶原药膜对 H22 肝癌均有明显的抑瘤效果 ; 微球注射与药膜植入

两种不同给药方式对 H22 肝癌抑瘤效果也存在显著性差异 ( P < 0105) 。植入型载表阿霉素缓释胶原膜具有良好的

药物局部缓释特性 ,在肿瘤的术后局部治疗方面具有良好的临床应用前景。
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Intratumoral Chemotherapy with an Implantable Collagen Film Impregnated

with Epirubicin2loaded Polylactic Acid Microspheres Inhibits Tumor

Growth in Hepatocellular Carcinoma Xenografts
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Abstract : Drug2releasing implants delivering chemotherapeutic agents can provide promising local therapy to patients

with malignant disorders. The purpose of the present study was to develop implantable collagen film impregnated with

epirubicin2loaded polylactic acid (PLA) microspheres ( EPI2PM) for intratumoral administration in solid tumors. EPI2
PM was prepared by double emulsion2solvent evaporation method , and the microspheres were further incorporated in

biodegradable chemically cross2linked collagen to formulate implantable collagen film. The microspheres were

characterized by scanning electron microscope , transmission electron microscope and laser confocus microscopy. In

vitro release of epirubicin was examined by ultraviolet spectrophotometry. Transplantable murine hepatoma 22 ( H22)

model was used to evaluate the effects of EPI2PM or collagen film impregnated with EPI2PM on murine liver cancer.

The results indicated that the epirubicin was well incorporated and dispersed homogeneously in PLA. The EPI2PM was

uniformly spherical with average diameter of 5181μm , drug loading of 4139 % , and embedding ratio of 3712 %. The

cumulative drug release rate of EPI2PM was 35 % in analog body fluid at the 10h. The tumor growth rate was

significantly inhibited by intraperitonal injection of EPI2PM or intratumoral implantation of collagen film impregnated



with EPI2PM. A significant difference was shown in tumor inhibiting rate between intratumorally implanted group and

intraperitonal injection group ( P < 0105) . These results suggests that the collagen film impregnated with EPI2PM

show potential for localized controlled drug delivery applications and are suitable for postoperative chemotherapy of

cancers.
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引言

化疗是恶性肿瘤常用的治疗方法之一。但常规

化疗时 ,化疗药物难以在肿瘤内部达到有效浓度 ,并

且药物全身分布而易引发系统性毒副反应。当发生

严重不良反应时 , 患者由于顺应性差而被迫中断化

疗。因此 ,研制出新型的抗肿瘤化疗药物 ,或改变现

有化疗药物的剂型和药代动力学特性 ,使之以最适

宜的方式作用于肿瘤组织是提高肿瘤化疗疗效的重

要解决方案。对大多数实体肿瘤而言 ,后者显得尤

为重要[1 - 2 ] 。

药物缓释系统是将化疗药物负载于可降解或不

可降解的赋形剂 ,该系统具有保护药物活性 ,增加药

物稳定性、改变药物在体内的分布 ,增加药物在靶器

官的积累、降低药物的系统分布、提高治疗指数、减

少毒副作用等优点。聚乳酸 (polylactic acid , PLA) 作

为一种具有良好的生物相容性的可降解性高分子材

料 ,以聚乳酸微球作为化疗药物载体已得到广泛应

用[3 ] 。本研究采用复乳2溶剂挥发法 ,以表阿霉素

(epirubicin , EPI)为模型药物 ,以聚乳酸为载体材料

制备表阿霉素缓释微球 ;采用交联复合法制备含载

药微球的植入型缓释胶原药膜 ;考察了微球和药膜

的形貌、粒径、结构、体外释放等特性 ;利用 H22 肝

癌荷瘤动物模型研究了载药微球与药膜的体内抑瘤

效果。

1 　材料和方法

111 　材料

聚乳酸 ( PLA ,DL 型 ,相对分子质量为 50000D)

购自山东省医疗器械研究所 ;表阿霉素 (9912 %) 购

自浙江海正药业股份有限公司 ;Span280 购自国药集

团化学试剂有限公司 ; Tween280 购自广东省汕头市

西陇化工厂 ;聚乙烯醇 ( PVA ,聚合度 500) 购自中国

石化集团四川维尼纶厂 ;胶原由中国医学科学院生

物医学工程研究所提供 (采用牛腱通过胃蛋白酶消

化 ,主要为 I 型胶原) [4 ]
;透析袋购自美国 Greenbird

公司。昆明小鼠 (4～5 周龄) 由厦门大学抗癌研究

中心提供 ;H22 肝癌细胞株由上海药物研究所提供。

112 　方法

11211 　聚乳酸表阿霉素微球的制备及粒径测定

参照 Yang[5 ]等提供的复乳2溶剂挥发法制备载

药微球。初乳乳化剂采用 Span280 和 Tween280 混合

乳化剂。将适量表阿霉素水溶液分散到 PLA 二氯

甲烷溶液中制成初乳 ,然后将其分散在 100mL 1 %

聚乙烯醇的溶液中制成复乳。室温挥发二氯甲烷 ,

以 20000rΠmin 离心 ,水洗 3 次后冷冻干燥成桔红色

粉末 , - 4 ℃低温密闭贮存。将 PLA 载药微球分散

在适量去离子水中 ,用激光粒度分析仪 (LS2POP Ⅲ)

测定粒子的大小。

11212 　植入型表阿霉素缓释药膜的制备

将载药 PLA 微球分散在 014 %的胶原溶液

(0105 %的乙酸为溶剂) 搅拌均匀后 ,铺于培养皿中

置于 37 ℃烘干。以蒸馏水浸泡使膜与培养皿分离 ,

将药膜以 0125 %的甲醛溶液交联 2h ,再将药膜铺于

聚四氟乙烯板表面置于 37 ℃烘干 ,即得载表阿霉素

缓释药膜。

11213 　载药微球、植入药膜的形貌观察

将 PLA 载药微球分散在适量去离子水中 ,分别

用扫描电镜 (LEO21530) 、透射电镜 ( H2600) 以及共聚

焦显微镜 (Leica TCS SP2 SE) 对微球的形态及表面

特征进行观察 ;药膜喷金后用扫描电镜观察其形貌。

11214 　表阿霉素溶液标准曲线的测定

精确配制 4gΠmL、6gΠmL、8gΠmL、10gΠmL、12gΠmL、

14gΠmL 的表阿霉素盐酸 (011mol) 溶液和 PBS 液 ,

用紫外分光光度计 (日本岛津 UV22550) 在 232nm 处

测定表阿霉素的吸光度 ,制定标准曲线。

11216 　载药率和包封率的测定

精确称取 PLA 微球粉末 ,溶于二氯甲烷中 ,用

011mol HCL 萃取 ,离心取上清夜 ,用紫外分光光度

计在 232nm 处测定吸光度 ,得到表阿霉素的浓度 ,计

算微球的载药率和包封率。载药率和包封率按以下

公式计算[6 ]
:载药率 = 表阿霉素的含量Π微球的质量

× 100 % ; 包封率 = 实际载药率Π理论载药率 ×

100 %。
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11217 　载药微球的体外释放

取适量载药微球 ,将其置于 PBS 缓冲液中 ,在

37 ℃,72rΠmin 条件下的恒温振荡 ,定时取样 ,同时立

即补加相同量的 PBS 缓冲液。样品在 232nm 处测

定吸光度 ,根据标准曲线得到表阿霉素的浓度 ,计算

出载药微球累积释放率。

11218 　体内抑瘤实验

荷瘤模型 :取传代第 7d 的 H22 肝癌细胞瘤种 ,

调制瘤细胞浓度为 116 ×107ΠmL ;将 013mL H22 细胞

悬液 (约含瘤细胞 5 ×106 ) 皮下接种于昆明小鼠背

部。待肿瘤体积达 200mm
3时 ,开始用药治疗。

给药方法 :参照文献[7 ] ,将制备的植入式药膜 ,

剪成直径 018mm , 长度 1mm。药膜用内径 018mm 带

内芯的植药针经皮导入瘤体内。对照组行腹腔注射

生理盐水和空白微球 ,治疗组注射 EPI(9mgΠkg) 和等

摩尔浓度的载 EPI 微球。给药 2 周后 ,取肿瘤组织

称瘤重 ;作常规组织切片 ,HE染色 ;光镜下根据肿瘤

坏死灶面积的大小、细胞生长状态、局部淋巴细胞浸

润等指标评价载药微球、药膜的体内抑瘤效果。

113 　统计学处理

实验数据以均数 ±标准差表示 ,采用单因素方

差分析 ,SNK2q 检验进行两两比较 , P < 0105 表示有

显著性差异。

2 　结果

211 　载药微球与药膜的形态学考察及粒径测定

扫描与透射电镜显示 ,聚乳酸载表阿霉素微球

为本体结构 ,紧密排列 ,分散良好 ,球形规则 ,微球之

间有少许粘连 (见图 1 (a) ～ (c) ) 。共聚焦显微镜显

示 ,表阿霉素均匀分散于微球中 ,为基体式结构 (图

1(d) ) 。载药微球与胶原复合后的药膜电镜剖面显

示 ,胶原膜成层状结构 ,微球紧密排列在胶原膜的各

层之间 ,并且被胶原纤维紧紧交织缠绕 ,形成致密的

网络结构 (见图 1 (e) ) 。动态光散射粒径分析仪测

得载药微球的平均粒径为 5181μm(见图 2) 。

图 1 　聚乳酸载表阿霉素微球与胶原药膜的形态。( a)和( b)扫描电镜照片 ;( c)透射电镜照片 ;( d) 激光共聚焦照片 ;

( d)胶原药膜剖面的扫描电镜照片

Fig. 1 　Morphplogy of epirubicin2loaded polylactic acid microspheres. ( a) and ( b) under scanning electron microscope ;

( c) under transmission electron microscope ; ( d) under laser confocus microscopy; ( e) morphplogy of implantable

collagen film impregnated with epirubicin2loaded polylactic acid microspheres observed by scanning electron microscope

212 　载药微球的载药率和包封率的测定

表阿霉素在 232nm 处有最大吸收峰 ,对照标准

曲线 (其回归方程为 y = 0104776 x + 0102418 , r
2

=

0199880)得到表阿霉素的浓度 ,计算微球的载药率

和包封率。优化参数后 ,载药微球以 PLA150mg、表

阿霉素 20mgΠmL 的参数来制备 ,测得载 EPI 微球的

药物包裹率为 4139 % ,载药量 3712 %。

213 　载药微球的体外释放
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图 2 　聚乳酸载表阿霉素微球的粒径与粒径分布

Fig. 2 　Size distribution of epirubicin2loaded polylactic acid

microspheres

从图 3 中可以看出 ,载药微球在 6h 内具有突释

行为 ,释放了 2119 % ,24h 后释放趋于平缓 ,缓释效

果良好。聚乳酸载表阿霉素微球 72h 释放了

3419 % ,具有明显的缓释特性。

图 3 　聚乳酸载表阿霉素微球的体外释放曲线

Fig. 3 　 In vitro release profile of epirubicin2loaded

polylactic acid microspheres

214 　载药微球与药膜的体内抑瘤效果

给药后 2 周 ,空白微球与对照组的瘤重分别为

8123g ±1102g 和 8125g ±1112g ;表阿霉素组、载药微

球组、载微球药膜组的瘤重分别 4130 ±1106、3125 ±

0198、3120 ±0188 ,抑瘤率分别为 6515 %、7016 %、

7515 % ;与空白微球与对照组相比 ,表阿霉素组、载

药微球组和载微球药膜均显示有明显的肿瘤抑制效

果 ( P < 0105) ;SNK2q 检验表明 ,表阿霉素组、载药微

球组与载微球药膜的各组之间的抑瘤率也有显著性

差异 ( P < 0105)见表 1。

215 　病理学检查

病理检查可见对照组瘤细胞结构清楚 ,多边型 ,

呈片状密集分布 ,细胞增殖分裂旺盛 (见图 4 (a) ) ;

表阿霉素注射组可见肿瘤细胞小灶性破坏 (见图 4

(b) ) ;腹腔注射的表阿霉素微球组及瘤内植入的载

表阿霉素药膜组均可见瘤细胞呈明显凝固性坏死 ,

并融合成片状 ,病理结果显示表阿霉素微球及药膜

组对肿瘤瘤组织有较强的体内抑制效果 (见图 4 (c)

和图 4 (d) ) 。

表 1 　载表阿霉素微球与药膜的体内肿瘤抑制效果

Tab. 1 　The inhibiting rate of tumor after administrating

epirubicin2loaded polylactic acid microspheres or implantable

collagen film impregnated with epirubicin2loaded polylactic acid

microspheres

组别 样本数 瘤重Πg 抑瘤率Π%

空白对照组 8 8123 ±1102 —

空白微球组 8 8125 ±1112 —

表阿霉素组 8 5130 ±1106 3 6515

载表阿霉素微球 8 3125 ±0198 3 7016

载药微球药膜组 8 3120 ±0188 3 ▲ 7515

注 : 3 与空白微球组比较 , P < 0105 ; ▲与表阿霉素微球、载药微球药
膜组比较 , P < 0105

3 　讨论和结论

控缓释制剂将传统药物包埋于某种基质或载体

中 ,利用基质的吸附、增粘、支架连接或膜屏障等作

用提高药物稳定性 ,延缓药物释放速度 ,使药物吸收

减慢、作用时间延长、毒性降低。这种新型制剂克服

了传统药物尤其是抗肿瘤药半衰期短、难于长时间

维持有效药物浓度以及缺乏靶向性、全身毒副作用

大、患者耐受性差等缺点 ,是目前抗肿瘤药物研究的

发展趋势之一[2 , 7 - 8 ] 。

PLA 是一类可生物降解的多聚体药物载体 ,具

有良好的生物相容性 ,无免疫原性 ,降解和吸收速度

较快能在体内逐渐降解为 CO2 和水 ,有利于药物均

匀分布在基质中 ,因此非常适合于药物释放系统 ,主

要作药物控缓释的载体和软组织修复材料 ,已成为

近年来控缓释剂研制的常用载体[3 ] 。复乳法是在药

物释放系统中应用很广的一种包囊技术 ,尤其适用

于水溶性的化学类药物[9 - 12 ] 。本研究以表阿霉素盐

酸盐原料药为模型药物 ,根据芯材和囊材的物理化

学性质 ,用复乳法制备载表阿霉素聚乳酸微球的最

佳条件 ,优化参数后载药微球以 PLA150 mg、表阿霉

素 20 mgΠmL 的参数来制备 ,测得载 EPI 微球的药物

包裹率为 4139 % ,载药量 3712 %。

载表阿霉素聚乳酸微球 72h 释放了 3419 % ,具

有明显的缓释效果。但同时可以看到载药微球具有

明显的突释行为 ,6h 释放了 2119 % , 24h 后释放趋
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图 4 　病理学观察经聚乳酸载表阿霉素微球与胶原药膜处理后的肿瘤形态学变化。( a)对照组 ;( b) 表阿霉素组 ;( c)

表阿霉素微球组 ;( d)载药微球药膜组 ( ×200)

Fig.4 　The pathologic microscopic examination of tumor after administratingsaline 019 % saline ( a) , epirubicin ( b) ,

epirubicin2loaded polylactic acid microspheres ( c ) or implantable collagen film impregnated with epirubicin2loaded

polylactic acid microspheres ( d) ( magnification ×200)

于平缓 ,缓释效果良好。载药微球先突释后缓释主

要是因为以下原因 :第一 ,载药微球表面吸附的表阿

霉素在 PBS 液中首先释放出来 ,造成药物的突释。

第二 ,当表面吸附的表阿霉素释放完后 ,微球内部的

表阿霉素通过微球表面的微小孔洞向外扩散 ,并且

随着时间的延长 ,聚乳酸表面出现溶蚀现象以及进

一步的降解致使内部药物缓慢释放到介质中。经甲

醛交联的胶原 PLA 载药微球剖面显示胶原膜成层

状结构 ,微球紧密排列在胶原膜的层与层之间 ,并且

被胶原纤维紧紧交织缠绕 ,形成致密的网络结构 ,对

载药药膜局部植入后的药物稳定释放有重要作用。

本研究采用 H22 肝癌荷瘤动物模型 ,采用腹腔

内注射或瘤内局部植入载表阿霉素微球药膜 ,考察

该新型制剂治疗肝癌的疗效。结果显示 ,用本实验

方法制备的聚乳酸空白微球局部无明显的刺激反

应 ,显示出良好的生物相容性 ,对实体瘤的生长没有

抑制作用 ,证实聚乳酸本身不具备抗肿瘤效应 ;载药

微球及药膜组均显示出较好的抗肿瘤效应。本研究

认为造成二者差别的原因是由于载药微球及药膜的

缓释特性 ,使药物的作用时间较长 ,发挥了较好的局

部抑瘤作用。本研究表明 ,植入型载表阿霉素聚微

球的胶原药膜具有良好的药物局部缓释特性 ,将为

抗肿瘤药物的局部给药提供又一有效手段 ,可望在

肿瘤的术后治疗方面具有良好的临床应用前景。
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