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摘　要：建立了离子交联法制备恩诺沙星壳聚糖纳米粒的方法�并优化了工艺条件�以低温超速离心法评价了
恩诺沙星壳聚糖纳米粒包封率。利用透射电子显微镜分析了恩诺沙星壳聚糖纳米粒的显微形态�以透析法测
定其体外释放度。结果表明：恩诺沙星壳聚糖纳米粒呈球形�外观形态饱满�表面光滑�分散性良好�平均粒径
为 （131．1±10．2）ｎｍ�平均包封率51．2％±2．9％。相比恩诺沙星原料药�恩诺沙星壳聚糖纳米粒在1ｈ内减
少约60％药物的释放�24ｈ总释放度为79．9％。说明利用离子交联法制备恩诺沙星壳聚糖纳米粒快速、简
便、操作性强�恩诺沙星壳聚糖纳米粒制剂缓释性能强�适于作为新剂型在水产药物中应用。
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　　恩诺沙星 （ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ�ＥＮＲ）又名乙基环丙沙星�是畜禽和水产动物专用的第3代氟喹诺酮类抗菌
药物�能通过抑制细菌ＤＮＡ螺旋酶来达到抗菌效果�具有杀菌谱广、体内分布广泛、与其他药物无交叉



耐药性等特点 ［1］。通常ＥＮＲ采用粉剂的形式在生产中使用。但由于粉剂等传统剂型存在生物利用度
低、药效期短、肠胃刺激大等缺点 ［2］�且易产生耐药性�导致治疗过程中药物剂量增大、治疗周期延长等
问题 ［3－4］�从而间接造成药物残留等水产品安全隐患。本试验通过改变药物剂型�以期改善ＥＮＲ的口
服生物利用度�降低其毒副作用。壳聚糖纳米粒 （ｃｈｉｔｏｓａｎｎａｎｏｐａｒｔｉｅｌｅｓ�ＣＳ-ＮＰｓ）是一种新型的药物制剂
载体�具有靶向、缓释、增加药物吸收、提高药物稳定性等作用 ［5］�其生物膜的黏着性高�可通过肠
Ｐｅｙｅｒ’ｓ斑吸收而提高药物生物利用度 ［6］�在药物新剂型的研究和开发中得到了广泛的应用。鉴于水产
养殖过程中的养殖和用药模式�壳聚糖纳米粒制剂具有明显的应用前景�目前该种药物剂型在国内外渔
药制剂领域中尚是空白。本文以恩诺沙星为模式药物�采取离子交联法 （ｉｏｎｉｃｇｅｌａｔｉｏｎ）制备 ＥＮＲ-ＣＳ-
ＮＰｓ�评价包封率、体外释放度等指标�为开发具有较强缓释能力的渔药新剂型进行了有益的尝试。
1　材料与方法
1．1　仪器和试剂

ＨｉｔａｃｈｉＨ600透射电子显微镜；ＵＮＩＣＡＮ紫外分光光度计；Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ5417Ｒ型离心机。
ＥＮＲ�含量≥98％�购于山东新阳光动物药业有限公司。ＣＳ�脱乙酰度＞90％；三聚磷酸钠 （ＴＰＰ�化

学纯 ）；冰乙酸 （分析纯 ）等化学试剂均购于国药集团化学试剂有限公司。
磷酸缓冲液 （ＰＢＳ）：用8ｇＮａＣｌ、0．2ｇＫＣｌ、1．44ｇＮａ2ＨＰＯ4和0．24ｇＫ2ＨＰＯ4�用蒸馏水定容至1Ｌ。

1．2　ＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ的优化制备
1．2．1　ＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ的制备

精密称取一定量的ＥＮＲ�溶于20ｍＬＣＳ的1％醋酸溶液�以ＮａＯＨ调节ｐＨ至5。在室温磁力搅拌
下逐滴加入ＴＰＰ溶液8ｍＬ�维持搅拌10ｍｉｎ加以固定�得ＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ混悬液。在制备过程中�以不加
入ＥＮＲ的ＣＳ溶液用同样方法制得空白ＣＳ-ＮＰｓ混悬液。
1．2．2　ＥＮＲ浓度的测定

取ＥＮＲ和空白ＣＳ-ＮＰｓ适量�以0．1ｍｏｌ／Ｌ的盐酸溶解并定量�用紫外分光光度计在200～400ｎｍ
的波长内测定吸光度�计算最大吸收波长和空白干扰。

精确称取10．0ｍｇ恩诺沙星�加少量盐酸溶解�用双蒸水相定容至100ｍＬ棕色容量瓶中�制成恩诺
沙星母液。以上述母液配制10μｇ／ｍＬ、20μｇ／ｍＬ、50μｇ／ｍＬ、100μｇ／ｍＬ、150μｇ／ｍＬ、200μｇ／ｍＬ不同
浓度梯度的ＥＮＲ标准溶液�以分光光度计测定最大吸收波长处的吸光度�并以浓度 （μｇ／ｍＬ）为横坐标�
以吸光度为纵坐标制作ＥＮＲ标准曲线。
1．2．3　ＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ包封率的测定

以低温超速离心法 ［7］测定包封率：取 ＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ混悬液1．0ｍＬ�以高速冷冻离心机在4℃下
18000ｒ／ｍｉｎ离心30ｍｉｎ�分离出载药纳米粒�取上清液3倍稀释后�以1．2．2方法计算上清液中ＥＮＲ
总质量�并按以下公式计算其包封率：

包封率＝（1－上清液中ＥＮＲ总质量／混悬液中加入ＥＮＲ总质量 ）×100％
1．2．4　ＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ制备工艺的优化

参照文献 ［8－9］�以ＣＳ溶液浓度、ＴＰＰ溶液浓度和ＥＮＲ用量为3个影响因素�每个因素选取3个
水平进行Ｌ9（33）正交试验来确定最优化制备工艺。正交试验因素水平表见表1。以各实验组ＥＮＲ-ＣＳ-
ＮＰｓ包封率为评价参数。
1．3　ＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ的质量评价
1．3．1　ＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ的形态观察

取适量ＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ混悬液滴加于铜网上�用2％磷钨酸钠负染�以透射电镜 （ＴＥＭ）观察其形态。
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表1　因素水平表
Ｔａｂ．1　Ｔｈｅｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓ

水平 ＣＳ浓度 （ｍｇ／ｍＬ） ＴＰＰ浓度 （ｍｇ／ｍＬ） ＥＮＲ加入量 （ｍｇ）
1 1．5 1．2 4
2 2 1．5 8
3 2．5 1．8 12

1．3．2　ＥＮＲ-ＣＳ-Ｎｐｓ的粒径与粒度分布
在电子显微镜视野中观察�并通过放大倍数计算、测定粒径和粒度分布�测量的ＥＮＲ-ＣＳ-Ｎｐｓ总个

数大于500个 ［10］。
1．4　ＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ体外释放特性

精密移取ＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ悬液4ｍＬ�加入经超纯水浸泡煮沸后处理过的透析袋中�两端夹紧�放入盛
有20ｍＬＰＢＳ溶液的烧杯中�室温磁力搅拌。分别于0．167、0．5、1、2、4、6、8、12、24ｈ取外液�同时补充
等量ＰＢＳ溶液�以紫外分光光度计测定每批次外液中ＥＮＲ含量�平行测定3次�并按下式计算释放度：

释放度＝ （透析外液累计ＥＮＲ总量／ＮＰｓ混悬液ＥＮＲ总量 ）×100％。
2　结果
2．1　ＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ的制备及其鉴定
2．1．1　ＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ的制备

以1．2．1方法制得ＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ混悬液为带蛋白色乳光的胶体溶液�无团聚和沉淀现象。
2．1．2　ＥＮＲ和空白ＣＳ-ＮＰｓ扫描光谱

ＥＮＲ紫外扫描光谱如图1�ＥＮＲ最大吸收波长在274ｎｍ左右。空白ＣＳ-ＮＰｓ紫外扫描光谱图2�
ＣＳ-ＮＰｓ在274ｎｍ吸光度很小�对ＥＮＲ测定不造成干扰。

图1　ＥＮＲ紫外扫描光谱
Ｆｉｇ．1　ＵｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆＥＮＲ

图2　空白ＣＳ-ＮＰｓ紫外扫描光谱
Ｆｉｇ．2　ＵｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｂｌａｎｋＣＳ-ＮＰｓ

2．1．3　ＥＮＲ标准曲线

图3　ＥＮＲ溶液标准曲线
Ｆｉｇ．3　ＳｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆＥＮＲｓｏｌｕｔｉｏｎ

以274ｎｍ为检测波长�吸光度Ａ值与相应浓度
Ｃ作一元线性回归 （图3）�ＥＮＲ检测浓度在10～200
μｇ／ｍＬ范围内与吸光度Ａ线性关系良好�其回归方
程为Ａ＝0．0151Ｃ＋0．0594�ｒ＝0．9975。
2．1．4　ＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ制备工艺的优化

ＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ制备条件的Ｌ9（33）正交试验设计
如表2。由极差分析 （表3）结果可见：ＴＰＰ的浓度对
药物包封率影响最大�ＣＳ浓度次之�ＥＮＲ用量影响
最小�但3个因素对包封率均无显著性影响。制备
ＥＮＲ0-ＣＳ-ＮＰｓ的最优化条件应为ＣＳ浓度2ｍｇ／ｍＬ�
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ＴＰＰ浓度1．5ｍｇ／ｍＬ�ＥＮＲ用量为8ｍｇ。以此最佳配比制备的ＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ的平均包封率为51．2％±
2．9％。

表2　Ｌ9（33）正交试验结果
Ｔａｂ．2　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＬ9（33）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ

实验组
列 号

ＣＳ浓度 ＴＰＰ浓度 ＥＮＲ用量
包封率 （％ ）

1 1 1 1 20．2
2 1 2 2 42．1
3 1 3 3 25．7
4 2 1 2 29．9
5 2 2 3 46．6
6 2 3 1 33．7
7 3 1 3 21．8
8 3 2 1 34．3
9 3 3 2 36．1
Ｋ1 29．33 23．97 29．40
Ｋ2 36．73 41．00 36．03
Ｋ3 30．73 31．83 31．37

极差 （Ｒ） 7．40 17．03 4．33

表3　方差分析
Ｔａｂ．3　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅ

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值

ＣＳ浓度 92．72 2 46．36 0．47
ＴＰＰ浓度 436．05 2 218．03 2．19
ＥＮＲ用量 69．65 2 34．83 0．35
误差 598．41 2 299．21

　　注：Ｆ0．10（2�2）＝9．00
2．2　ＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ的质量评价
2．2．1　ＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ的形态观察

从图4可知：ＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ呈球形或类球形�外观形态饱满�表面光滑�分散性良好�无粘连现象。
2．2．2　ＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ的粒径和粒度分布

从图5可知：ＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ平均粒径为 （131．1±10．2）ｎｍ�粒度分布范围主要在50～250ｎｍ之间�
其中100～150ｎｍ占39．8％�150～200ｎｍ占33．6％。

图4　ＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ透射电镜照片 （×50000）
Ｆｉｇ．4　ＴＥＭｏｆＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ

图5　ＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ粒度分布
Ｆｉｇ．5　ＦｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ
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图6　 ＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ和ＥＮＲ溶液体外释放特性
Ｆｉｇ．6　ＲｅｌｅａｓｅｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓａｎｄ

ＥＮＲｓｏｌｕｔｉｏｎｉｎｖｉｔｒｏ

2．3　ＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ体外释放特性
ＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ和 ＥＮＲ溶液的24ｈ溶出曲线如

图6。ＥＮＲ溶液在1ｈ内完全溶出�与之相比�ＥＮＲ-
ＣＳ-ＮＰｓ在1ｈ内释放率为41．1％�减缓了约60％药
物的释放�表现出有明显的缓释性；其在2ｈ内总释
放率接近50％�4ｈ内释放率接近60％�24ｈ释放率
接近80％�仍有20％左右ＥＮＲ未释出。
3　讨论
3．1　ＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ的应用价值

现有的渔药剂型在生产实践中存在药效低、毒
副作用强、用药剂量大等局限性�已不能满足目前无公害养殖的生产需要 ［2�11－12］。纳米粒作为新一代
剂型具有良好的缓释、控释能力和靶向能力 ［13－14］�可提高药物口服的生物利用度 ［15］�并能降低用药剂
量和毒副作用。

壳聚糖是甲壳素脱乙酰化的产物�具有良好的生物降解性和生物黏附性�能延长药物在吸收部位的
滞留时间 ［16］�在药物传递系统的研究中具有广泛的应用 ［17－18］。此外�窦志芳等 ［19］提出�壳聚糖还可提
高机体非特异性免疫功能。以壳聚糖为载体材料制备的ＣＳ-ＮＰｓ�原料来源广泛、降解性好、无毒无害�
在高效低毒渔药剂型的开发和应用中具有良好的发展前景 ［20］。
3．2　ＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ的制备方法

ＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ的制备方法有凝聚／沉淀法、乳滴聚结法、离子交联法和反相胶束法等 ［5］。本文采用
的离子交联法主要通过ＣＳ的阳离子基团与ＴＰＰ的阴离子物理交联产生纳米粒。该方法操作简便�条
件温和�产物均一可调�在制备过程中不使用戊二醛等化学交联剂�避免了可能存在的潜在安全隐患。

张俊山等 ［21］指出：ＴＰＰ与ＣＳ分子间的交联是凝胶化过程的关键�因此纳米粒的形成只有在特定的
ＣＳ和ＴＰＰ浓度范围内发生。本文中�当ＣＳ和ＴＰＰ浓度过低或过高时�前者无法形成纳米粒�后者凝聚
过度而产生凝絮�只有在ＣＳ浓度1．0～5．0ｍｇ／Ｌ�ＴＰＰ浓度1．0～3．0ｍｇ／Ｌ时�可观察到明显带乳光的
纳米粒胶体混悬液�证明ＣＳ和ＴＰＰ浓度是影响纳米粒形成及其质量的重要因素。作者在该范围内�以
优化条件制备的ＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ在ＴＥＭ观察下表面光滑圆润�粒度分布范围较小�无粘连现象�平均粒径
131．1ｎｍ�平均包封率达51．2％。
3．3　ＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ的体外释放特点

ＣＳ-ＮＰｓ的体外释药一般经历突释、扩散和降解三个阶段。ＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ在释放初期存在明显的突
释现象�这可能是由悬液中的游离ＥＮＲ及部分在纳米粒表面吸附或镶嵌的ＥＮＲ造成。此后ＥＮＲ-ＣＳ-
ＮＰｓ的释放主要通过渗透和扩散作用�其释药速率平缓�释放均匀�表现出良好的控释性能。在体外释
药试验中�有20％左右的ＥＮＲ最终仍无法释放�但口服给药时�在消化道内多种酶与菌群作用下�纳米
粒可被完全降解并释出药物。

孙红祥等 ［22］对长效恩诺沙星注射液的体内、体外研究表明：相比普通剂型�该剂型体外缓释性能更
为优异�其体内的生物利用度和药物作用时间也均有显著提高�表现出良好的体外、体内相关性。因此�
ＥＮＲ-ＣＳ-ＮＰｓ在体外释药中表现出缓释和控释能力�对该剂型在口服给药中持续传递能力、减少给药剂
量和降低药物毒性方面具一定参考意义。
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