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摘　要：　在前期合成并表征了可控降解抗感染材料
环丙沙星聚氨酯（ＣＦＰＵ）的基础上，建立高效液相色
谱法（ＨＰＬＣ）测定其体外降解释放抗菌药物环丙沙星
的含量；通过制作累积药物释放曲线，考察不同降解介
质及其浓度对药物释放的影响；并对累积药物释放曲
线进行拟合，研究其体外可控降解的药物释放机制。
结果表明建立的 ＨＰＬＣ法简单准确可靠。该材料的
降解具有生物响应性，且符合一级动力学；药物释放是
以Ｒｉｔｇｅｒ－Ｐａｐｐａｓ方程（０．４５＜ｎ＜０．８９）即扩散与骨架
溶蚀相结合的机制进行，在无炎症时以扩散为主，而炎
症发生时反之，且炎症越严重，骨架溶蚀越占优势。
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１　引　言

随着医用内植物在临床上广泛使用，以生物医用
材料为中心的感染（ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌ　ｃｅｎｔｅｒｅｄ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，

ＢＣＩ）日益增多。ＢＣＩ不仅发病率高，且治疗效果差［１］，
因此，有效消除ＢＣＩ，是目前生物医用材料临床应用中
的当务之急。
近年来，以具生物相容性聚合物为载体的抗感染

药物缓释系统成为研究热点。这些药物缓释系统大多
由聚合物与药物经物理共混而成［２－４］，两者之间没有化
学键合，其药物释放是不可控的，不能安全、长效地消
除ＢＣＩ。前文［５，６］报道，本课题组通过分子设计和聚合
物组装，即在聚己内酯（ＰＣＬ）与六亚甲基二异氰酸酯
（ＨＤＩ）缩合体系中加入抗菌药物环丙沙星（ＣＦ），成功
地制备ＣＦ嵌入聚氨酯（ＰＵ）主链的聚氨酯前药（ＣＦ－
ＰＵ）。ＣＦＰＵ本身没有药理活性，没有炎症时相对保
持惰性，炎症发生时，可在炎症酶ＣＥ的作用下，可控
降解释放抗菌药物ＣＦ，且炎症越严重，释放的ＣＦ越
多；从而能有效地消除ＢＣＩ。
本文采用高效液相色谱法，研究 ＣＦＰＵ 分别在

ＣＥ和ＰＢＳ溶液中（相对于有无炎症发生）的降解规
律，并探讨其药物释放机制，为进一步的体内研究打下
基础。

２　材料和方法

２．１　仪器与试剂
ＬＣ－２０Ａ高效液相色谱仪，日本岛津公司；ＳＨＡ－Ｂ

恒温振荡器，常州国华电器有限公司；ＣＦＰＵ 按文献
［５］合成；透析袋，Ｒ－２５－８Ｋ，山东济南皓博生物技术有
限公司；胆固醇酯酶ＣＥ，美国Ｓｉｇｍａ公司；磷酸盐缓冲
液ＰＢＳ，ｐＨ值为７．４，上海Ｓｏｌａｒｂｉｏ生物科技有限公
司；环丙沙星对照品，中国药品生物制品检定所；甲醇，
色谱级，国药集团化学试剂有限公司；三氟乙酸，分析
纯，上海实验试剂有限公司。

２．２　高效液相色谱法
２．２．１　色谱条件
色谱柱为ＡＱ－Ｃ１８柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ；５μｍ）；流

动相为２８／７２（体积比）甲醇－０．０５％三氟乙酸溶液；柱
温为３０℃；检测波长为２７９ｎｍ；流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ；进
样１０μＬ。

２．２．２　对照品溶液的配制
精准称取干燥至恒重的环丙沙星对照品１０ｍｇ，用

流动相溶解并配制成５０ｍＬ浓度为０．２ｍＬ／ｍｇ溶液，
备用。

２．２．３　标准曲线的制备
分别精确吸取上述对照品溶液０．５、１、２、３、４、５、

６ｍＬ，并各自置于不同的５０ｍＬ容量瓶中，用流动相稀
释至刻度配制成系列标准溶液。按上述色谱条件分别
进样１０μＬ，测定其峰面积 ，并以峰面积与相应的对照
品浓度进行线性回归制备标准曲线。

２．２．４　专属性实验
分别精密量取对照品溶液、ＣＦＰＵ降解液、ＰＵ降

解液和流动相各１０μＬ进样分析，记录色谱图。

２．２．５　回收率和精密度测定
精密量取已知浓度的ＣＦ溶液９份，每３份为１组

分成３组，分别加入不同浓度ＣＦ对照液，配制成高中
低３个浓度的ＣＦ溶液。按照前述色谱条件进样测
定，计算加样回收率。再将上述测定回收率的溶液分
别于当天连续测定５次和在此后的连续５ｄ每天测定１
次，计算日内和日间ＲＳＤ。
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２．３　ＣＦＰＵ的体外药物释放
２．３．１　ＣＥ溶液的配制
精确称取ＣＥ粉末０．０３０１ｇ，用ＰＢＳ溶液溶解并

定容于１０ｍＬ容量瓶中，摇匀即得浓度为３．０１ｍｇ／ｍＬ
的ＣＥ储备液，于４℃保存备用。将储备液用ＰＢＳ溶
液进行１０、５０倍稀释后分别得到浓度为０．３０１、０．０６０２
ｍｇ／ｍＬ的ＣＥ溶液。

２．３．２　ＣＦＰＵ的体外降解
精确称取 ＣＦＰＵ 约６ｍｇ，置于事先用０．１ｍｏｌ／Ｌ

ＥＤＴＡ和０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＨＣＯ３ 煮沸３０ｍｉｎ的透析带
内，加入３ｍＬ　ＰＢＳ缓冲液或不同浓度ＣＥ溶液，扎牢，
浸入装有５ｍＬ　ＰＢＳ的试管中，置于恒温振荡器３７℃
水浴中，隔天在透析袋中加入０．１ｍＬ　ＣＥ溶液以维持
酶活性，取降解液分析时补充等量的ＰＢＳ缓冲液，得
到ＣＦＰＵ在ＰＢＳ缓冲液与ＣＥ溶液两种基质中以及在
３种不同浓度的ＣＥ溶液中的降解液。

２．３．３　药物累积释放率计算
按照前述色谱条件，定期取降解液进样分析，由标

准曲线求得相应取样时间的药物浓度，按下式计算药
物累积释放率：

Ｑ＝
∑
ｎ

ｉ＝１
ＣｉＶ

ＷＦ ×１００％

　　式中，Ｑ 为药物累积释放率；Ｃｉ为ＣＦ浓度（ｍｇ／
ｍＬ）；Ｗ 为 ＣＦＰＵ 样品质量（ｍｇ）；Ｖ 为降解液体积
（ｍＬ）；Ｆ为ＣＦＰＵ载药率。

３　结果与讨论

３．１　环丙沙星浓度的测定
３．１．１　ＣＦ的标准曲线

Ａ＝ －１０５４５０．９３３４３＋６２７５８．１８１６７Ｃ （ｒ＝
０．９９９６，ｎ＝７）见图１，结果表明在２～２４μｇ／ｍＬ浓度
范围内线性关系良好。

图１　ＣＦ的标准曲线
Ｆｉｇ　１Ｔｈｅ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　ＣＦ

３．１．２　ＨＰＬＣ谱图
ＣＦＰＵ降解液、ＣＦ对照品溶液、ＰＵ降解液以及流

动相的 ＨＰＬＣ谱图见图２，结果表明流动相及ＰＵ降
解液对色谱峰无干扰。

图２　ＣＦＰＵ降解液、ＣＦ溶液、ＰＵ降解液与空白对照
的 ＨＰＬＣ谱图

Ｆｉｇ　２Ｔｈｅ　ＨＰＬＣ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ＣＦＰＵ，ＣＦ，ＰＵ
ａｎｄ　ｂａｎｋ　ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

３．１．３　方法优势
高、中、低３个浓度的平均加样回收率为１００．１％，

ＲＳＤ为２．０８％；日内精密度ＲＳＤ为１．９０％，日间精密
度ＲＳＤ为１．６７％，表明该测定方法准确度及精密度
高。本课题组曾用 ＵＶ 法来研究 ＣＦＰＵ 的体外降
解［６］，但据文献［７］报道，ＣＦＰＵ在ＣＥ中降解除了释
放游离的 ＣＦ外，还有带有 ＣＦ的碎片，由于二者的
ＵＶ吸收一致，因此 ＵＶ法研究ＣＦＰＵ的体外释药存
在较大的误差。本文建立的 ＨＰＬＣ法，能更准确反映
ＣＦＰＵ的释药情况。

３．２　ＣＦＰＵ体外降解的累积药物释放曲线
３．２．１　降解介质对ＣＦＰＵ体外药物释放的影响
分别取ＣＦＰＵ在ＰＢＳ缓冲液与ＣＥ溶液中的降解

液测定ＣＦ浓度，以累积释药率Ｑ为纵坐标，降解天数
ｄ为横坐标，绘制累积释药曲线（图３）。从图３看出
ＣＦ在ＰＢＳ中只是缓慢微量释放，即在无炎症组织的
正常体液中保持相对惰性；而在ＣＥ溶液中释放速率
明显提高，说明在体内发生炎症时，就会在炎症组织巨
噬细胞分泌的ＣＥ作用下，加快可控降解，释放出ＣＦ。

图３　ＣＦＰＵ在ＰＢＳ和ＣＥ溶液中累积释药曲线
Ｆｉｇ　３Ｔｈｅ　ｃｕｒｖｅｓ　ｏｆ　ａｃｃｕｍｕｌａｔｅｄ　ｄｒｕｇ　ｒｅｌｅａｓｅ　ｏｆ　ＣＦ－

ＰＵ　ｉｎ　ＰＢＳ　ａｎｄ　ＣＥ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ
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３．２．２　ＣＦＰＵ在不同浓度ＣＥ溶液对药物释放的影
响

分别测定ＣＦＰＵ在不同浓度ＣＥ溶液中降解液的
ＣＦ浓度，以累积释药率Ｑ为纵坐标，降解天数ｄ为横
坐标，绘制累积释药曲线（图４）。从图４看出ＣＦ释放
速率随ＣＥ溶液浓度的提高而提高。即ＣＦ的释放量
与炎症的严重程度相匹配，即炎症越严重，巨噬细胞分
泌的ＣＥ也就越多，ＣＦＰＵ降解释放的ＣＦ也就越多，
抗感染力也就越强。

　　　
图４　ＣＦＰＵ在不同浓度溶液中的累积释药曲线

Ｆｉｇ　４Ｔｈｅ　ｃｕｒｖｅｓ　ｏｆ　ａｃｃｕｍｕｌａｔｅｄ　ｄｒｕｇ　ｒｅｌｅａｓｅ　ｏｆ　ＣＦ－
ＰＵ　ｉｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ＣＥ

３．２．３　ＣＦＰＵ的体外药物释放机制
用描述高分子药物释放常用的几个动力学模型，

如零级方程、一级动力学、Ｈｉｇｕｃｈｉ平方根定律、Ｒｉｔ－
ｇｅｒ－Ｐａｐｐａｓ方程、Ｈｉｘｓｏｎ－Ｃｒｏｗｅｌｌ溶蚀方程等，对图
３、４的累积释药曲线进行拟合，结果见表１。
表１中的相关系数Ｒ２ 表明ＣＦＰＵ在ＣＥ中的降

解更接近于一级释放。从反映扩散机制 Ｈｉｇｕｃｈｉ方程
的拟合效果优于反映溶蚀机制的 Ｈｉｘｓｏｎ－Ｃｒｏｗｅｌｌ溶
蚀方程来看，说明本释药机制为扩散与骨架溶蚀相结
合，前者为主、后者为辅的机制。与表１中 Ｒｉｔｇｅｒ－
Ｐａｐｐａｓ方程拟合结果一致：在ＰＢＳ中，ｎ＜０．４５，释药
以扩散为主；在ＣＥ中，０．４５＜ｎ＜０．８９，ＣＥ浓度越大ｎ
越大，说明释药为扩散与骨架溶蚀相结合，但骨架溶蚀
转为优势。Ｒｉｔｇｅｒ－Ｐａｐｐａｓ［８］曾经指出：当（１）ｎ≤０．４５
时，药物释放机制为Ｆｉｃｋｉａｎ扩散；（２）０．４５＜ｎ＜０．８９
时，药物释放机制为ｎｏｎ－Ｆｉｃｋｉａｎ扩散，即扩散与骨架
溶蚀机制相结合；（３）ｎ≥０．８９时，药物释放机制为骨
架溶蚀。
本文只考察降解介质对ＣＦＰＵ的释药的影响，探

讨其在有无炎症发生以及炎症不同严重程度下的释药

情况。其实ＣＦＰＵ的释药还受其本身的结构和形态、
环境的温度、ｐＨ值等多种因素的影响。研究对象是课
题组合成并表征的具有载药率高、分子量大的 ＣＦ－
ＰＵ［５］。

表１　累积释药曲线的拟合
Ｔａｂｌｅ　１Ｆｉｔ　ｌｉｎｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　ｃｕｍｕｌａｔｅｄ　ｄｒｕｇ　ｒｅｌｅａｓｅｒｅ

降解介质 模型 动力学方程 Ｒ２

零级方程 Ｑ＝０．００７９Ｔ＋０．１１８８　 ０．６８５３
一级动力学 ｌｎ（１－Ｑ）＝－０．００９７ｔ－０．１２８４　 ０．７２９６

ＰＢＳ　 Ｈｉｇｕｃｈｉ平方根定律 Ｑ＝０．０５２６ｔ１／２＋０．０５２４　 ０．９０１８
Ｈｉｘｓｏｎ－Ｃｒｏｗｅｌｌ溶蚀方程 （１－Ｑ）１／３＝－０．００３ｔ＋０．９５８３　 ０．７１５０
Ｒｉｔｇｅｒ－Ｐａｐｐａｓ方程 ｌｎＱ＝０．３５６２ｌｎｔ－２．２９５７　 ０．９１６６
零级方程 Ｑ＝０．０２９９ｔ＋０．１９４８　 ０．８９１０
一级动力学 ｌｎ（１－Ｑ）＝－０．０８７５ｔ－０．０４５４　 ０．９９８２

ＣＥ（１） Ｈｉｇｕｃｈｉ平方根定律 Ｑ＝０．１８３７ｔ１／２－０．０１２２　 ０．９９１４
Ｈｉｘｓｏｎ－Ｃｒｏｗｅｌｌ溶蚀方程 （１－Ｑ）１／３＝－０．０１９５ｔ＋０．９５４４　 ０．９８６４
Ｒｉｔｇｅｒ－Ｐａｐｐａｓ方程 ｌｎＱ＝０．５６７９ｌｎｔ－１．８８０７　 ０．９８７７
零级方程 Ｑ＝０．０３０８ｔ＋０．２０９７　 ０．８６８２
一级动力学 ｌｎ（１－Ｑ）＝－０．１００９ｔ－０．０２４２　 ０．９９７３

ＣＥ（２） Ｈｉｇｕｃｈｉ平方根定律 Ｑ＝０．１９１ｔ１／２－０．００８６　 ０．９８４４
Ｈｉｘｓｏｎ－Ｃｒｏｗｅｌｌ溶蚀方程 （１－Ｑ）１／３＝－０．０２１３ｔ＋０．９５２　 ０．９８５１
Ｒｉｔｇｅｒ－Ｐａｐｐａｓ方程 ｌｎＱ＝０．５７０４ｌｎｔ－１．８８７３　 ０．９７５４
零级方程 Ｑ＝０．０３１４ｔ＋０．２２４４　 ０．８５４３
一级动力学 ｌｎ（１－Ｑ）＝－０．１１８２ｔ＋０．０２１６　 ０．９９２８

ＣＥ（３） Ｈｉｇｕｃｈｉ平方根定律 Ｑ＝０．１９６ｔ１／２－０．００１４　 ０．９７９４
Ｈｉｘｓｏｎ－Ｃｒｏｗｅｌｌ溶蚀方程 （１－Ｑ）１／３＝－０．０２３４ｔ＋０．９５１６　 ０．９８７１
Ｒｉｔｇｅｒ－Ｐａｐｐａｓ方程 ｌｎＱ＝０．５８０６ｌｎｔ－１．８２４１　 ０．９７３８

　　根据具体需要还可以合成不同性质的ＣＦＰＵ来进
行研究。实际应用时，必须将ＣＦＰＵ作成医用内植物
的涂层材料，才能发挥其抗感染作用；而一旦制成涂层
后，ＣＦＰＵ的形态将由疏松变得紧密，与介质的接触面
积减少，释药速率将明显降低，但释药趋势不会改变。
本研究的ＣＦＰＵ在ＣＥ中的日释药浓度都＞２μｇ／ｍＬ；
制成涂层之后，释药速率虽会有所下降，但仍在最低抑

菌浓度（ＭＩＣ）之上。本文模拟体内炎症环境进行，因
此将温度和ｐＨ值固定在人体正常生理值，即３７℃和
７．４。

４　结　论

（１）　建立ＣＦ含量测定的 ＨＰＬＣ法，灵敏度高、
重现性好。

２４８１ ２０１１年第１０期（４２）卷



（２）　ＣＦＰＵ能在炎症组织分泌的ＣＥ作用下可控
降解释放出ＣＦ。

（３）　ＣＦＰＵ降解符合一级动力学，药物释放机制
是扩散与骨架溶蚀相结合。
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