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γ-环糊精金属有机骨架材料提高难溶性药物二氟尼柳的溶出速率

吴碧湲, 周奕先, 潘 昕, 权桂兰*, 吴传斌

(中山大学药学院, 广东 广州 510006)

摘要: 本研究的目的是合成生物相容性优良的新型多孔材料 γ-环糊精金属有机骨架 (γ-cyclodextrin metal-organic

framework, CD-MOF), 并探究其作为药物载体改善难溶性药物体外释放行为。通过 γ-环糊精与钾离子的分子自组

装效应堆积形成骨架结构, 并调控晶体的生长速率, 得到不同粒径的CD-MOF。以难溶性药物二氟尼柳 (diflunisal,

DIF) 为模型药物, 利用浸渍法将药物装载至CD-MOF的孔道。采用扫描电镜、粉末X-射线衍射、N2吸附-解吸附、

傅里叶红外光谱和热重分析等方法对不同尺寸多孔材料进行表征, 并考察载体的细胞毒性和提高难溶性药物溶出

速率的能力。实验结果表明, 合成的CD-MOF呈孔道多样的立方体形貌、粒径均一、比表面积大和细胞毒性小。药

物负载前后载体的形貌和晶型均未改变, 难溶性药物二氟尼柳的溶解度和溶出速率显著提高。
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Improving the dissolution rate of water-insoluble diflunisal
by γ-cyclodextrin metal-organic framework
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Abstract: The aim of this study is to prepare porous γ - cyclodextrin metal-organic framework (CD-MOF)

with good biocompatibility to improve the in vitro release properties of water-insoluble drugs. Different sizes of

CD-MOF were obtained by controlling the self-assembly of γ - cyclodextrin and potassium ion and the rate of

crystal growth. The poorly water-soluble diflunisal (DIF) was selected as the model drug and loaded into the

interior of porous CD-MOF by the impregnation method. The DIF loaded CD-MOF (DIF-MOF) was characterized

by scanning electron microscopy (SEM), powder X-ray diffraction (PXRD), nitrogen adsorption and desorption,

Fourier infrared spectrometer and thermogravimetric analysis. In addition, in vitro cytotoxicity and solubilizing

capability of CD-MOF were investigated. It revealed that the obtained CD-MOF was cubic-like with a narrow size

distribution and high porosity. Negligible cytotoxicity was found after incubation with RAW264.7 cells. Compared

with the pure CD-MOF carrier, the morphology and crystal form of DIF-MOF was not damaged during the drug

loading process. Moreover, the solubility and release rate of water-insoluble DIF from the DIF-MOF were signifi‐

cantly increased.
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口服制剂中的药物只有溶解于胃肠道分泌液中, 才能充分接触胃肠道黏膜实现有效吸收。在生物药剂

学 分 类 系 统 (biopharmaceutic classification system,

BCS) 中, Ⅱ类药物具有低溶解度高渗透性的特点, 其

在体内的吸收受限于药物的溶出速率, 进而影响药物

的生物利用度和治疗效果。BCSⅡ类药物通常以稳定

的晶型存在, 由于晶格能的束缚, 溶解度较差。通过破
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坏晶格结构, 使药物从晶型态转变成无定型态, 可显著

提高药物溶解度和溶出速率。但无定型分子处于高能

状态, 容易转变为稳定的晶型物质, 影响药物的体外溶

出和体内吸收性质[1,2]。为了维持无定型药物的稳定,

可借助多孔材料的多孔特性装载药物分子, 利用孔道

的空间位阻效应限制药物分子的空间取向, 抑制药物

重结晶所需的分子间作用力, 致使无定型药物难以转

变为晶态, 维持较高的溶解性。因此, 多孔材料可作为

难溶性药物的载体 , 有效提高药物溶解度和溶出

速率[3,4]。

金属有机骨架材料 (metal-organic frameworks,

mofs) 是由金属离子和有机配体通过配位键连接而成

的有机-无机杂化多孔材料, 具有规则的孔道结构和

较大的孔隙率。与传统无机或有机多孔材料相比, 具

有更好的孔道可调控性和可修饰性[5]。γ-环糊精金属

有机骨架材料 (γ-cyclodextrin metal-organic framework,

CD-MOF) 由钾离子与 γ-环糊精通过配位键自组装形

成, 不同于其他金属有机骨架材料, CD-MOF的合成过

程避免了苯二甲酸和均苯三甲酸等有潜在毒性有机配

体的使用, 具有良好的生物相容性[6]。CD-MOF具有

多孔道体心结构, 每个晶胞单元内部有一个 1.7 nm球

形空腔, 晶胞单元之间有柱形孔道, 直径为 0.78 nm, 且

形成 CD-MOF的有机配体 γ-环糊精具有桶状疏水空

腔。CD-MOF的多种孔道结构适于大多数客体分子的

装载。目前, CD-MOF主要用于气体存储和分离[7-10],

以及药物递送[11-13]等领域。

作为药物递送载体, 已有相关研究表明CD-MOF

能显著增强难溶性药物布洛芬[12]和阿齐沙坦[14]的溶

解度 , 但尚未有不同粒径 CD-MOF 增加难溶性药物

溶解度差异比较。本研究选用难溶性药物二氟尼柳

(diflunisal, DIF) 为模型药, 采用浸渍法促使药物装载

入CD-MOF孔道中。通过扫描电镜、粉末X-射线衍射

和傅里叶红外光谱等方法表征载药前后的载体形貌和

晶格结构变化, 并探究载体的体外释药性能和细胞毒性,

验证CD-MOF作为难溶性药物增溶载体的应用潜力。

材料与方法

仪器 粉末X-射线衍射仪 (D2 Phaser)、傅里叶红

外光谱仪 (EQUINOX 55) (德国 Bruker 公司); 马尔文

激光粒度分析仪 (Zetasizer Nano ZS 和Mastersizer 2000,

英国马尔文公司); 扫描电镜 (EVO MA10, 卡尔蔡司公

司); 同步热分析仪 (STA 449 F3 Jupiter®, 德国耐驰仪

器制造有限公司); 全自动快速比表面与孔隙度分析

仪 [ASAP2460, 麦克默瑞提克 (上海) 仪器有限公司];

酶联免疫检测仪 (ELX800, 美国伯腾仪器有限公司)。

药品和试剂 DIF 原料药 (批号 : 120502, 质量

分数 99.42%,中国巨化集团公司); γ-环糊精 (γ-cyclo‐

dextrin, γ-CD, 广州泰龙生化科技有限公司); 氢氧化钾

(potassium hydroxide, KOH, 麦克林试剂公司); 十六烷

基三甲基溴化铵 (cetyltrimethyl ammonium bromide,

CTAB, 西格玛试剂公司); 甲醇、异丙醇 (天津大茂化学

试剂厂, 分析纯)。

CD-MOF 的制备 根据文献报道方法[15]制备不

同粒径的 CD-MOF (图 1), 按比例称取 γ-CD 与 KOH

(1∶8, mol/mol) 加入适量去离子水中, 待溶解完全后采

用 0.45 μm滤膜过滤。加入适量甲醇溶液, 充分振摇,

将反应瓶转移至 50 ℃水浴加热 6 h。取出反应瓶, 加

入适量CTAB, 振摇均匀后室温静置过夜, 制得微米级

CD-MOF (CD-MOF-Micro)。加 CTAB 的同时额外加

入适量体积甲醇溶液, 可调节产物粒径, 制得纳米级

CD-MOF (CD-MOF-Nano)。最后, 沉淀物用异丙醇洗

涤, 离心干燥, 制得CD-MOF。

二氟尼柳装载 将DIF完全溶解于无水乙醇, 加

入适量的空白载体, 室温低速搅拌过夜。样品离心, 用

乙醇洗涤, 真空干燥 24 h, 得到载药的 γ-环糊精金属有

机骨架材料 (DIF-MOF)。

二氟尼柳包合物制备 称取适量 γ -CD 和 DIF

(1∶1, mol/mol) 分别完全溶解于定量去离子水和无水

乙醇。将 γ-CD溶液转移至 70 ℃水浴锅搅拌加热, 滴

加DIF乙醇溶液, 反应 4 h后, 取出反应瓶冷却至室温,

转移至 4 ℃冰箱放置 24 h。沉淀物用无水乙醇洗涤 ,

离心干燥, 制得DIF包合物 (DIF-CD)。

样品表征 扫描电镜: 样品粉末分散在样品板上,

喷金处理, 实验加速电压为 20～30 kV; 粉末X-射线衍

射: 扫描范围为 5°～40°, 扫描速度为 0.1 s, 检测温度为

室温; 氮气吸附-解吸附: 实验样品先于 60 ℃下脱气

6 h, 测定温度为 77 K, 由 Brunauer Emmett Teller方程

计算比表面积; 傅里叶红外光谱: KBr压片法制备样

品, 扫描范围为 400～4 000 cm-1; 热重分析: 氮气速率

为 40 mL · min-1, 升温速度为 10 ℃ · min-1, 温度范围为

30～400 ℃。

标准曲线的建立 准确称取 DIF 适量 , 用甲醇

溶解 , 转移至 50 mL 量瓶 , 定容得 DIF 母液。母液依

次用甲醇稀释成质量浓度为 998、479.04、191.62、

76.65、30.66、12.26、4.91、1.96、0.78和0.31 μg·mL-1 DIF

标准溶液, 用高效液相色谱测定含量。以标准溶液浓

度 (C) 为横坐标 , 对应峰面积 (A) 为纵坐标 , 进行回

归分析, 绘制DIF溶液标准曲线。得到的回归方程为

A = 3.36×107C-27 007, r = 0.999 9, 线性范围为 0.31～

479.04 μg·mL-1。
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色谱条件:色谱柱为Gemini-NX·5u C18柱 (250 mm×

4.60 mm, 5 μm); 流动相为 5%醋酸溶液-甲醇 (26∶74,

v/v); 检测波长为 253 nm; 流速为 1 mL · min-1; 柱温为

35 ℃; 进样量为10 μL。

载药量测定 精密称取 DIF-MOF 和 DIF-CD 各

1 mg, 分别溶解于 1 mL超纯水, 0.22 μm滤膜过滤, 按

照建立的高效液相方法测定载药量, 平行3份。

饱和溶解度测定 加适量超纯水溶液于离心管

中 , 分别加入过量 DIF-MOF-Nano、DIF-MOF-Micro、

DIF-CD和DIF, 将离心管放置气浴恒温振荡器 (37 ℃,

100 r·min-1) 24 h, 取上清液, 0.22 μm滤膜过滤, 按照建

立的液相方法测定各样品的饱和溶解度, 平行3份。

药物体外释放 以超纯水为释放介质, 控制溶出

介质温度为 37 ℃, 用透析袋法进行药物释放实验。精

密称取含 1 mg DIF的 DIF-MOF、DIF-CD和 DIF 1 mg

分别装于提前活化处理的透析袋中, 扎紧袋口。将装

有样品的透析袋置于释放介质中, 每隔一段时间取样

1 mL并补加 1 mL新鲜介质, 样液用 0.22 μm微孔滤膜

过滤, 按照建立的高效液相方法在 253 nm处测定不同

时间点药物释放量, 平行3份。

采用 FDA推荐的相似因子 ƒ2对 DIF-MOF-Nano、

DIF-MOF-Micro、DIF-CD和DIF 4组体外释放曲线相

似程度进行检验, 相似因子计算公式如 (1) 所示, 若受

试与参比制剂的溶出曲线间的 ƒ2值不小于 50, 则认为

两者相似, ƒ2值越大两曲线间差异越小, 释药曲线完全

相同时, ƒ2=100; 当小于 50时, 则表明两释药曲线有显

著性差异。

f2 = 50 log{ }é

ë
ê

ù

û
ú1 +

1
n∑t = 1

n

( Rt - Tt)
2

-0.5

× 100 (1)

式中, Rt和Tt分别表示参比制剂和受试制剂于第 t

时间点的累积药物释放量; n代表选取计算时间点数

(n=3～5且R>85%的点不超过1个)。

细胞毒性研究 用含 10% 胎牛血清、1% 双抗的

DMEM培养液培养RAW264.7巨噬细胞, 轻轻吹打使

细胞脱落, 离心沉淀, 弃去上清液。加入适量培养液吹

打制得细胞悬液, 控制细胞数为 1×105个/mL, 接种至

96孔培养板中 (每孔100 μL, 含1×104个细胞, 设置6个

复孔)。将接种细胞的培养板转移至细胞培养箱培养

过夜, 24 h后按照实验设置加入不同浓度的含药培养

液, 放在培养箱中继续培养 24 h, 每孔加 CCK-8试剂

10 μL, 用酶联免疫检测仪测定 450 nm处吸光度值, 根

据公式 (2) 计算巨噬细胞存活率 (CL)。

CL= [(As-Ab)/(Ac-Ab)] × 100% (2)

其中 , As表示实验组吸光度 , Ac表示对照组吸光

度, Ab表示仅含培养基的空白组吸光度。

结果与讨论

1 扫描电镜

借助扫描电镜对载体形貌进行表征。图 2a和 b分

别是CD-MOF-Nano和CD-MOF-Micro的扫描电镜结

果。从图中可见, 合成的CD-MOF呈立方体形貌, 大小

均一且不同粒径级别之间尺寸差异明显。马尔文激光

粒度分析仪测定 CD-MOF-Nano 平均粒径为 530 nm,

而 CD-MOF-Micro平均粒径为 6.085 μm, 与扫描电镜

图尺寸大致一致。合成初始阶段, 钾离子和环糊精在甲

醇水溶液中充分接触, 加热促使钾离子与环糊精配位

形成立方体晶胞单位, 不同晶胞单位之间由于环糊精

次面上羟基与钾离子的配位作用产生堆积效应, 晶体持

续生长, 形成CD-MOF-Micro。在晶体生长阶段, 额外的

甲醇溶剂加入反应瓶中, 可降低晶核接触几率, 晶体生

长速率受限, 从而控制合成CD-MOF-Nano[16]。

2 粉末X-射线衍射

基于晶体物质晶胞中原子、离子或分子数目和

Figure 1 The fabrication process of γ-cyclodextrin metal-organic framework by solvent thermal method
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位置的特异性 , 利用粉末 X-射线衍射技术确定药物

晶型和结构, 区分晶态与非晶态物质, 同时通过对比

特征峰的峰型和位置可推知晶型结构是否发生改变。

图 3a 是不同尺寸 CD-MOF 的粉末 X-射线衍射结果 ,

CD-MOF-Nano和CD-MOF-Micro特征峰均在 2θ=16°

左右, 峰型无明显差异, 表明CD-MOF粒径大小对于

载体晶型和结构影响甚微。图 3b是载药后载体的粉

末X-射线衍射结果, 载体特征峰位置与峰型均无明显

变化, 与晶型药物DIF的特征峰显著不同, 表明DIF以

无定型形态完全装载于孔道中, 且装载过程不会破坏

载体的晶格结构。

3 N2吸附-解吸附

N2吸附-解吸附可用于表征CD-MOF载体的孔径

分布和比表面积。图 4为不同尺寸CD-MOF载药前后

的 N2吸附-解吸附等温线。结果表明, 不论是纳米级

还是微米级载体的等温线, 均属于Ⅰ类N2吸附-脱附

等温线, 即 Langmuir型等温线, 表明其孔组织结构为

微孔型, 测得平均孔径均为 1.20 nm。CD-MOF-Nano

比表面积略高于 CD -MOF-Micro, 分别为 522.47 和

488.30 m2 · g-1, 载药后对应的比表面积值均不同程度

下降, 表明DIF装载于CD-MOF孔道中。而两种粒径

的DIF-MOF吸附等温线与脱附等温线在低压处均不

重合, 可能是因为孔道中的DIF原料药对N2的吸附作

用过强, 进而影响N2解吸附过程。

4 傅里叶红外光谱

傅里叶红外光谱可探究分子结构及DIF与金属有

机骨架之间的作用力, 进一步确证DIF成功装载于MOF

孔道中。图 5a和 b分别为CD-MOF-Nano和CD-MOF-

Micro载药前后, 以及与原料药物理混合物的红外光

谱结果。DIF在 3 123和 1 687 cm-1的吸收峰分别对应

苯环游离羟基和羧酸羰基的特征峰 , 1 223 和 1 198

cm-1的吸收峰均为C-F键的伸缩振动峰。CD-MOF空

白载体在 3 361 cm-1处有游离羟基的伸缩振动峰。而

DIF-MOF的红外光谱中未观察到 DIF原料药的特征

吸收峰, 仅观察到DIF峰强减弱的C=C键伸缩振动峰

和C-H弯曲振动峰, 表明DIF完全装载进CD-MOF孔

道中, 而非游离于载体表面。与空白载体相比, DIF-

MOF的羟基吸收峰增强, 可能是因为DIF羰基与载体

羟基之间存在氢键作用。此外, DIF羰基与钾离子间

存在的强静电作用也有利于药物的装载过程。由此分

Figure 2 The SEM images of nano size γ - cyclodextrin metal -

organic framework (CD-MOF-Nano) (a) and micro size γ - cyclo‐

dextrin metal-organic framework (CD-MOF-Micro) (b)

Figure 3 The powder X-ray diffraction patterns of CD-MOF-Nano and CD-MOF-Micro (a). The powder X-ray diffraction patterns of

diflunisal (DIF) and DIF loaded CD-MOF (DIF-MOF) (b)

Figure 4 Nitrogen adsorption and desorption isotherms of CD-MOF-Nano and DIF-MOF-Nano (a) and CD-MOF-Micro and DIF-MOF-

Micro (b)
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析可知, DIF装载于CD-MOF孔道中是多种作用力的

综合作用。

5 热重分析

借助同步热分析仪分别对 γ-CD、DIF、CD-MOF-

Nano、CD-MOF-Micro 及载药载体 DIF-MOF 进行表

征。随着温度的升高, 物质的物理化学性质发生改变,

进而分析物质成分。图6是6组样品热重分析结果。6

组样品在 100 ℃均有重量损失, 这是因为吸附在样品

表面或孔道中的水分受热蒸发 , 其中 CD-MOF-Nano

重量变化最明显。环糊精在 320～340 ℃降解产生失

重阶梯, 这一降解现象也体现在CD-MOF中, 但是降

解温度前移至 250～320 ℃ , 与环糊精相比 , CD-MOF

热稳定性降低。模型药DIF在 220 ℃开始降解, 而CD-

MOF孔道中DIF降解起始温度后移至 300 ℃, 表明药

物全部装载于孔道中, 而非游离于载体表面, 并且由于

纳米孔道的毛细管作用力限制熔融 DIF 汽化失

重[17,18], 药物降解温度升高, 热稳定性增强。

6 载药量、饱和溶解度和药物释放

借助高效液相色谱法和标准曲线换算, 测得CD-

MOF-Nano 载药量为 17%, 而 CD-MOF-Micro 载药量

为15%。同等质量的载体, 尺寸越小, 比表面积越大, 与

药物分子的接触面更大, 有利于药物装载。因此, CD-

MOF-Nano有更高的载药量。此外, DIF-CD的载药量

仅为 3.6%, 小于CD-MOF的载药量, 可能是CD-MOF

结构中球形空腔和柱形通道为药物装载提供更大的空

间, 以及钾离子的静电作用有利于药物的吸附。

实验测得 DIF 原料药的饱和溶解度为 0.043

mg·mL-1, DIF-CD饱和溶解度为 0.155 mg·mL-1, 与原

料药相比 , 溶解度提高了 3.6 倍。将 DIF 装载于 CD-

MOF 中 , 溶解度得以进一步提高 , CD-MOF-Nano 和

CD-MOF-Micro 的饱和溶解度分别为 4.594 和 1.289

mg·mL-1, 与原料药相比, 溶解度提高了约 100倍和 30

倍, 增溶能力均强于环糊精。

模型药DIF是 pH依赖型难溶性药物, 其溶解度和

溶出速率受 pH影响, 故本研究选择超纯水作为体外溶

出介质, 以透析袋法考察药物的体外释放能力, 实验结

果如图 7所示。结果表明, 装载于CD-MOF的DIF在

1 h内释放量达到 90% 以上, 而原料药的释放量不足

20%, 表明CD-MOF能显著提高药物溶解速率和溶解

度。CD-MOF结构中不仅有环糊精的疏水空腔, 还有晶

胞内部球形空腔和晶胞单位间柱形通道, DIF通过疏

水作用, 氢键等分子间相互作用力可装载于CD-MOF

孔道中, 键能较低, 有利于难溶性药物分子的释放。其

次, 由于晶态药物DIF以无定型态吸附于CD-MOF孔

道中, 并且孔道的空间位阻作用能够维持高能不稳定

Figure 5 The Fourier infrared spectrometer results of DIF, CD-MOF-Nano, DIF-MOF-Nano and the physical mixture of DIF and CD-

MOF-Nano (a) and DIF, CD-MOF-Micro, DIF-MOF-Micro and the physical mixture of DIF and CD-MOF-Micro (b)

Figure 6 The thermal gravity analysis curves of γ - CD, DIF,

CD-MOF-Nano, CD-MOF-Micro, DIF-MOF-Nano and DIF-MOF-

Micro

Figure 7 The cumulative release percentage of DIF from different

sizes of CD-MOF (n = 3, x̄ ± s)
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的无定型态, 自由能大且没有晶格结构束缚, DIF溶出

速率较晶态原料药显著提高。此外, CD-MOF外表面

富含羟基, 呈亲水性, 有利于水分子与孔道中的药物接

触, 促进溶解。而对比不同粒径DIF-MOF的释放行为

可发现微米级DIF-MOF药物释放比纳米级快, 可能是

因为CD-MOF-Nano表面能级大, 分子之间易于团聚,

减弱了与水分子之间的作用, 进而影响药物释放。

为探究不同制剂的释放差异, 本研究以DIF原料

药为参比制剂, DIF-CD、纳米级和微米级DIF-MOF为

受试制剂, 选取的时间点分别为 15、30、45 min和 1、2、

3、4和 5 h。3种受试制剂相似因子 ƒ2计算结果如表 1

所示, ƒ2值均小于 50, 可知 3条释放曲线与DIF释放曲

线相比均有显著性差异, 用 γ-CD或CD-MOF包载难溶

性药物能显著提升其溶出速率, 且CD-MOF的增溶能

力更强。

7 细胞毒性

采用 CCK-8法探究空白载体对巨噬细胞生存率

的影响, 进一步评价CD-MOF的生物相容性, 实验结

果如图 8所示。环糊精是天然的葡萄糖环状低聚物,

生物相容性好, 无细胞毒性, 随着实验剂量的增高, 巨

噬细胞RAW264.7的存活率无显著下降趋势。以环糊

精为原料制备的不同尺寸CD-MOF空白载体, 细胞存

活率有明显区别。在 CD-MOF-Micro 最高质量浓度

100 µg · mL-1作用下 , 巨噬细胞存活率保持在 90% 以

上, 无明显抑制细胞增殖作用, 生物相容性与环糊精相

当。相比而言, CD-MOF-Nano对细胞抑制作用较强,

同等浓度范围内细胞存活率均低于环糊精组和 CD-

MOF-Micro组, 这可能是因为合成过程中引入的分子

调节剂CTAB残留在团聚的纳米粒内部, 简单的离心

洗涤较难清除完全, 进而对细胞产生抑制作用, 后续研

究可通过改变CTAB去除方法以减少残留。

结论

本文采用溶剂热法合成不同粒径的CD-MOF, 制

得CD-MOF-Nano和CD-MOF-Micro均呈立方体形貌,

具有明显晶格结构, 比表面积大, 孔道多样。进一步采

用浸渍法将药物装载于 CD-MOF 的内部孔道 , 粉末

X-射线衍射、N2吸附-解吸附及傅里叶红外光谱等表

征结果显示难溶性药物与载体之间通过多种作用力实

现装载, 且药物负载后CD-MOF的形貌和晶格结构均

无显著性变化。载药体系的溶出速率和溶解度较原料

药显著提高, 有利于改善难溶性药物的生物利用度。

实验结果表明, 空白载体细胞毒性低, 生物相容性好,

进一步表明CD-MOF有望成为难溶性药物的增溶载

体, 并具有良好的体内应用前景。
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