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交联环糊精金属有机骨架负载甲氨蝶呤缓释微粒的制备及

体内外评价
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摘要: 甲氨蝶呤 (methotrexate, MTX) 注射给药的半衰期短, 毒副作用大。为了改善MTX注射给药的缺陷, 本研

究将MTX装载在交联环糊精金属有机骨架 (crosslinked cyclodextrin metal-organic framework, COF) 中, 得到载药微

粒MTX@COF, 采用溶剂蒸发法将阳离子脂质材料 (2,3-二油酰基-丙基)-三甲胺 [(2,3-dioleyl-propyl)-trimethylamine,

DOTAP] 包裹在MTX@COF表面, MTX@COF@DOTAP的微粒形态没有显著改变, 但具有不同的表面电荷特征。

以水和磷酸盐缓冲液 (pH 7.4) 为释放介质考察缓释微粒的体外释放, 并通过大鼠药代动力学评价其体内释放特征。

体外释放结果显示, 在水中MTX、MTX@COF和MTX@COF@DOTAP于 6 h的累积释放量分别为 92.70%、36.31%

和 18.19%; 在磷酸盐缓冲液中 MTX、MTX@COF 和 MTX@COF@DOTAP 于 4 h 的累积释放量分别为 90.82%、

79.37%和 58.30%, 表明MTX@COF可显著延缓MTX的释放, 经DOTAP修饰后的MTX@COF可进一步延缓MTX

的释放。大鼠药代动力学研究结果显示, 皮下注射MTX@COF@DOTAP组与MTX@COF组及MTX组相比, 其平

均滞留时间MRT(0-t)和达峰时间Tmax明显延长, 且MTX@COF@DOTAP组的药时曲线下面积 [AUC(0-t)] 是MTX组的

1.8倍。本研究制备的MTX@COF@DOTAP微粒经皮下注射给药具有一定的缓释效果, 并提高了MTX的生物利用

度, 为MTX的新剂型开发提供一个新的思路。
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Abstract: Methotrexate (MTX) injection has a short half-life and significant toxic side effects. In order to

overcome the demerits of MTX injection, MTX@COF was prepared for subcutaneous injection by loading MTX

in crosslinked cyclodextrin metal-organic framework (COF) in this study. The cationic lipid material (2, 3-dioleoyl-

propyl) -trimethylamine (DOTAP) was then coated on the MTX@COF surface by solvent evaporation. Different

surface charge characteristics were observed in the coated MTX@COF@DOTAP with no significant change in

particle morphology. The in vitro release behaviors of sustained-release particles were investigated in water and

phosphate buffer (pH 7.4), and the in vivo release characteristics were evaluated for pharmacokinetics in rats. The

in vitro release results showed that the cumulative release of MTX, MTX@COF and MTX@COF@DOTAP within
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6 h was 92.70%, 36.31% and 18.19% in water, respectively; the cumulative release of MTX, MTX@COF and

MTX@COF@DOTAP within 4 h was 90.82%, 79.37% and 58.30% in phosphate buffer, respectively; the results

showed that MTX@COF can significantly delay the release of MTX, the modification to MTX@COF by DOTAP

can further delay the release of MTX. Pharmacokinetic studies in rats showed that the mean retention time

[MRT(0-t)] and the time to peak (Tmax) of the subcutaneous injection of MTX@COF@DOTAP group were significantly

prolonged compared with the MTX@COF group and the MTX group. The area under the concentration-time curve

[AUC(0-t)] of the MTX@COF@DOTAP subcutaneous injection group was 1.8 times high as that of the MTX

group. In this study, MTX@COF@DOTAP particles had a certain sustained-release effect, and could prolong the

bioavailability of MTX by subcutaneous injection, which provided a new idea for the development of new MTX

dosage forms.

Key words: crosslinked cyclodextrin metal-organic framework; methotrexate; cationic lipid material; sustained-

release preparation; release in vitro; pharmacokinetics

化疗药物甲氨蝶呤 (methotrexate, MTX) 用于治

疗急性白血病[1,2]、绒毛膜上皮癌[3]和肺癌[4]等, 但注射

用 MTX 存在半衰期短、生物利用度低[5,6]和毒副作用

大等缺陷[7,8]。已有许多关于 MTX 给药系统的研究 ,

用于改善MTX注射给药的缺陷, 目前延缓MTX释放

的给药系统包括植入剂、微球和聚合物胶束等。Liu

等[9]通过热熔挤出法制备MTX缓释植入剂, 可在大鼠

皮下持续释放 15天。Modu等[10]采用O/W溶剂挥发法

制备 MTX 微球 , 可在体外持续释放 30 天 , 明显延缓

MTX的释放。Madhwi等[11]通过甘氨酸系聚乳酸聚合

物胶束递送甲氨蝶呤, 包载在纳米结构中的MTX在大

鼠中生物利用度增加了约 4倍, 保留时间增加了 2倍。

以上方法制备的MTX缓释微粒虽具有显著的缓释效

果, 但制备工艺相对复杂。本研究拟采用溶剂孵育法

将MTX装载入水稳定的新型骨架材料中, 而MTX几

乎不溶于所有的有机溶剂。因此, 制备MTX@COF缓

释微粒是本研究的一个难点。

环糊精金属有机骨架 (cyclodextrin metal-organic

framework, CD-MOF) 是一类新型的多孔超分子材料,

具有比表面积大、负载能力高和生物相容性好等[12,13]

特点, 作为药物载体显示出巨大的发展潜力, 成功包载

了阿齐沙坦[14]、布地奈德[15]、丹皮酚[16]和地塞米松[17]

等药物, 用于改善药物的溶解性、吸收度和实现肺部

递药。但CD-MOF遇水不稳定, 在潮湿环境中会迅速

崩解, 不利于肿瘤药物的递送。基于CD-MOF上的羟

基可进一步修饰和功能化的特点, 采用碳酸二苯酯作

为交联剂, 通过化学反应将碳酸酯键与CD-MOF上的

羟基交联制备交联环糊精金属有机骨架 (crosslinked

cyclodextrin metal-organic framework, COF)。该方法提

高了CD-MOF在水中的稳定性且不影响颗粒的大小和

形状, 在水中放置24 h后仍保持其立方体结构, 拓展了

其在药物递送方面的应用[18]。另外, COF由环糊精组

成, 具有良好的生物相容性, 在生物应用方面具有独特

的优势。研究确证COF具有高度的肺靶向功能, 由靶

头RGD多肽和COF组成的新型肺癌靶向递药系统, 可

以显著抑制肺癌的生长和转移, 降低多柔比星的给药剂

量和毒副作用[19]。作为一种药物储库, COF负载多柔比

星类抗肿瘤药物的能力较环糊精海绵提高了 8倍[18]。

另外, 脂质材料的修饰在延缓药物的释放方面发挥了

很大的作用, 但制备脂质体工艺相对复杂[20-23]。阳离

子脂质材料 (2,3-二油酰基-丙基)-三甲胺 [(2,3-dioleyl-

propyl) -trimethylamine, DOTAP] 是一种非病毒载体 ,

在体内可生物降解, 能通过静电作用与带负离子的基

团相互作用, 是一种良好的缓释材料[24,25]。

本文采用溶剂孵育法将MTX装载在稳定性较好

的COF孔隙中制备MTX@COF载药微粒, 并通过溶剂

蒸发法将 DOTAP包裹在 MTX@COF微粒表面, 延缓

MTX的体内外释药。

材料与方法

仪器 Agilent 1260 高效液相色谱仪、G6460A 三

重四级杆质谱仪 (美国安捷伦科技有限公司); S3400N

扫描电子显微镜 (日本日立公司); Nicolet 6700傅里叶

变换红外光谱仪 (美国赛默飞世尔科技公司); PYRIS 1

热重分析仪 (美国珀金埃尔默公司)。

药品与试剂 γ-环糊精 (γ-CD, 广州泰龙化学有限

公司); 甲氨蝶呤 (纯度 ≥ 98%, 武汉润泽伟业科技有限公

司); 乙腈 (色谱纯)、N,N-二甲基甲酰胺 (N,N-dimethyl

formamide, DMF) (北京百灵威科技有限公司); 碳酸二

苯酯 (diphenyl carbonate, DPC, 99%, 上海阿拉丁生化

科技股份有限公司); 三乙胺 (triethylamine, TEA)、氢氧

化钾、聚乙二醇 20000、盐酸、柠檬酸、无水磷酸氢二

钠、氢氧化钠和生理盐水购自国药集团试剂有限公司,

所有试剂均为分析纯 ; (2,3-二油酰基-丙基)-三甲胺
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(DOTAP, 上海艾伟拓医药科技有限公司)。

实验动物 18只雄性 Sprague-Dawley (SD) 大鼠

购自上海实验动物中心, 体重 250～270 g。所有动物

实验参照中国科学院上海药物研究所“实验动物管理

和使用委员会 (IACUC)”规定, 实验动物的 IACUC审

批号为2020-04-ZJW-27。

色谱条件 色谱柱Dikma Diamonsil C18 (250 mm×

4.6 mm, 5 μm); 保护柱Phenomenex C18 (4 mm×3.0 mm,

5 μm); 流速1 mL·min-1; 柱温25 ℃; 进样量10 μL; 检测

波长 302 nm; 流动相: 乙腈-7.0%枸橼酸溶液-2.0%无

水磷酸氢二钠溶液为10∶10∶80 (v/v/v, pH 6.0)。

交联环糊精金属有机骨架的制备 根据本课题组

前期报道的方法[26]合成 CD-MOF。按照 nCD-MOF∶nDPC

的投料摩尔比为 1∶7, 将收集的 CD-MOF晶体与 DPC

加入到 DMF 中孵育, 以适量 TEA 作为催化剂加速反

应, 400 r·min-1, 80 ℃反应 24 h。交联反应完成后, 冷

却至室温, 加入等体积的 95%乙醇终止反应, 离心, 弃

上清, 沉淀用等体积的纯水和丙酮各洗涤 2次, 最后在

40 ℃真空干燥箱中干燥4 h。

MTX@COF的制备与含量测定 按照MTX∶COF

的投料摩尔比为 5∶1, 称取 MTX 1.80 g, 溶于 30 mL

0.1 mol·L-1碳酸铵溶液, 加入相应质量的 COF, 25 ℃、

400 r·min-1条件下, 搅拌4 h后, 离心, 弃上清。沉淀中加

入适量10%乙酸石油醚溶液, 调节pH, 石油醚洗涤3次

后, 于真空干燥箱40 ℃干燥12 h。称取适量MTX@COF,

加入 1 mol·L-1氢氧化钠溶解COF后, 再加入等量盐酸

溶液中和, 滤过, 按照上述“色谱条件”项下要求测定

MTX含量。MTX的载药量按公式 (1) 计算。

W =
MMTX

MMTX@COF

× 100% (1)

其中, W为甲氨蝶呤的载药量, MMTX为MTX的测

得量, MMTX@COF为MTX@COF的称样量。

MTX@COF@DOTAP的制备 称取MTX@COF

200 mg 于烧杯中 , 少量多次加入 DOTAP 乙醇溶液

(DOTAP 20 mg溶于 0.3 mL无水乙醇) 0.3 mL, 快速搅

拌均匀后于 60 ℃鼓风干燥箱中干燥。包裹后的载药

量同MTX@COF中载药量测定和计算。

粉体表征

扫描电子显微镜 (scanning electron microscope,

SEM) 取少量样品粉末固定于样品台, 喷金, 以加速

电压10 kV进行扫描并采集图像。

热重分析 (thermogravimetric analyzer, TGA) 和差

示扫描量热法 (differential scanning calorimetry, DSC)

将 5～10 mg 样品粉末放入铂金坩埚中 , 设定升温范

围为 25～400 ℃ , 升温速度为 10 ℃ ·min-1, N2 流速为

20 mL·min-1。

傅里叶变换红外光谱 (Fourier transform infrared

spectroscopy, FTIR) 分别将MTX、COF、MTX@COF、

物理混合物MTX&COF (PM) 和MTX@COF@DOTAP

与溴化钾 (1∶100) 混合均匀, 置于压片装置上压制成

均匀透明的薄片。设置扫描参数为红外显微镜光栏

10 μm×10 μm, 光谱范围400～4 000 cm-1, 分辨率4 cm-1。

Zeta电位 分别吸取1 mg·mL-1的待测样品混悬液

(分散介质为纯水) 1 mL, 运用动态光散射法测定COF、

MTX@COF和MTX@COF@DOTAP混悬液的zeta电位。

体外释放研究 分别称取 MTX、MTX@COF 和

MTX@COF@DOTAP (相当于MTX含量1 mg) 于50 mL

离心管中, 加入磷酸盐缓冲介质 (pH 7.4) 30 mL, 置于

50 r·min-1, 37 ℃的恒温摇床, 分别于 0、0.5、1、2、4、6、8

和 12 h取样 1 mL, 并补加等体积溶出介质。吸取样品

溶液, 过滤后, 经HPLC法测定, 记录峰面积, 外标法计

算MTX的累积释放量。

药代动力学考察 18只雄性健康 SD大鼠 (250 ±

20 g) 随机分成3组, 每组6只。于大鼠右侧背部皮下注

射给药, 给药组分别为MTX原料药组、MTX@COF组

和 MTX@COF@DOTAP组, 给药体积约 0.3 mL, 给药

剂量为5 mg·kg-1 (以MTX计)。实验动物在给药12 h前

禁食, 实验期间自由饮水。MTX原料药组、MTX@COF

组和 MTX@COF@DOTAP组分别于给药前和给药后

0.5、1、1.5、2、3、4、6和 8 h眼眶后静脉取血; 血样置肝

素化的离心管中, 3 500 r·min-1离心 10 min, 分离血浆,

冻存待测。

血浆样品前处理 取血浆样品50 μL, 加二硫苏糖

醇 (10 mg·mL-1)、抗氧化剂溶液 (含柠檬酸、抗坏血酸和

二硫苏糖醇, 其浓度均为 100 μg·mL-1) 和内标 (叶酸溶

液 400 ng·mL-1) 各 10 μL, 涡旋 60 s, 加入乙腈 120 μL,

涡旋 120 s, 12 000 r·min-1离心 20 min。将上清液转移

至干净的离心管中, 并在 37 ℃的温和氮气下吹干, 用

50 μL上述抗氧化剂溶液复溶, 并精密移取样品 20 μL,

注入HPLC-MS/MS分析。

HPLC-MS/MS 条件 色谱柱 Phenomenex XB-

C18 (150 mm×4.6 mm, 5 μm); 保护柱 Phenomenex C18

(4 mm×3.0 mm); 流速 0.7 mL·min-1; 柱温 25 ℃; 进样量

20 μL; 流动相为 0.2%甲酸和 0.2%乙酸水溶液 (A)-甲

醇 (B); 梯度洗脱 : 0～2 min, 2% B; 2～5 min, 2%～

70% B; 5～5.9 min, 70% B; 5.9～6 min, 70%～95% B;

6～8 min, 95% B; 8～8.1 min, 95%～2% B; 8.1～13 min,

2% B。采用正离子电喷雾电离模式检测, 检测模式为多

反应监测, 毛细管电压 3.5 kV; 雾化器压力 35 psi; 鞘气

温度 350 ℃; 干燥气体温度 300 ℃; 鞘气和干燥气体的
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流速均为 10 L·min-1。叶酸的检测条件为 m/z 442.1→
295.1, 碰撞能量为12 eV; MTX的检测条件为m/z 455.1→
308.1, 碰撞能量为16 eV。

统计学方法 实验数据以平均值 ± 标准差表示,

样本均数间比较采用 t检验。使用DAS 2.0软件通过

非房室分析来计算分析药代动力学参数。P < 0.05时

被认为具有统计学意义。

结果与讨论

1 载药量与粉体表征

1.1 载药量 COF中的碳酸酯键在强碱环境中易被

破坏, 为准确测定 MTX@COF的载药量, 本研究采用

适量 1 mol·L-1氢氧化钠将其溶解, 加入等量的盐酸调

节, 以保护色谱柱。溶剂孵育法制备的MTX@COF载

药量为 (9.62 ± 0.19)%。COF 超分子中存在氢键、疏

水相互作用和范德华力等多种相互作用 , 使得其对

难溶性药物表现出极强的亲和力。本文采用溶剂孵

育法 , 反应 4 h, 使得 MTX 分子与 COF 充分接触 , 强

亲和力使得 MTX 分子进入 COF 空腔。DOTAP 带正

电, 可以与带负电的载体相互作用, 通过静电吸附作

用可包裹在 MTX@COF 的表面 , 经 DOTAP 修饰后 ,

MTX@COF@DOTAP 载药量为 (9.18 ± 0.04)%, 表明

DOTAP的修饰对MTX@COF的载药量基本无影响。

1.2 SEM 以 CD-MOF 为基础 , DPC 作为交联剂制

备出的COF微粒呈立方结构, 不仅保持了CD-MOF原

本的形态及粒径, 还可以提高粉体在水中的稳定性[18]。

SEM 图中 COF、MTX@COF 和 MTX@COF@DOTAP

粉体粒径均在 2 μm左右, 且COF在负载MTX前后的

形态未发生明显变化, 仍保持立方形态; DOTAP包裹

后 MTX@COF粒子边缘圆润, 可能是由于 DOTAP涂

层紧密贴合在MTX@COF表层所致 (图1A～C)。

1.3 TGA 样品在25～100 ℃时均约有14%的质量损

失, 这可能是由于MTX、MTX@COF和MTX@COF@

DOTAP微粒中的自由水脱水造成的。MTX的主要质

量损失在 230～280 ℃; COF负载MTX后, 在相同温度

下质量损失速率减缓, 且热稳定性高于COF, 表明MTX

被成功载入COF空腔; 而相应物理混合物MTX&COF

(PM) 质量损失速率较COF加快, 可能是由于MTX原

料不受 COF 保护 , 表现出典型的混合物质量损失特

征; DOTAP修饰MTX@COF后, 在相同温度下质量损

失速率较MTX减缓, 但弱于MTX@COF, 可能是由于

DOTAP本身的热稳定性较低所致 (图1D)。

1.4 DSC 采用 DSC 获取负载 MTX 前后的热行为 ,

MTX在132.48 ℃具有显著的吸热峰; 在MTX@COF中,

MTX的吸热峰消失, 此结果表明药物分子以非晶态的

形式分布在COF中 (图 1E); 而物理混合物MTX&COF

(PM) 在137.03 ℃出现小的吸热峰, 表明两种物质之间

相互作用力较弱 , 没有产生新的物质; MTX@COF@

DOTAP 在 156.86 ℃有一个显著的吸热峰 , 可能是

DOTAP固有的吸热分解峰。

1.5 FTIR 在FTIR光谱中, MTX的酰胺键的特征峰在

1 602.84 cm-1 和 1 645.73 cm-1 处 ; MTX@COF 中MTX

在1 602.84 cm-1处的特征峰减弱, 在1 645.73 cm-1的特征

峰转移到 1 640.67 cm-1, 表明MTX被成功负载到 COF

分子空腔中; 而MTX&COF (PM) 中MTX的特征峰与

MTX@COF几乎一致, 可能是测定样品研磨过程中部

分药物被载入 COF 中所致; DOTAP 包裹 MTX@COF

后, MTX在1 640.67 cm-1处的特征峰减弱 (图1F)。

1.6 Zeta 电位 DOTAP 带正电, 可以与带负电的载

体相互作用 , 考察 COF、MTX@COF 及 MTX@COF@

DOTAP zeta 电位的变化 , 评价 DOTAP 的包裹效果。

COF分散在纯水中, zeta电位约为-43 mV, MTX@COF

在纯水中的 zeta电位上升到-16.9 mV, DOTAP修饰后

MTX@COF的 zeta电位上升至-0.04 mV。Zeta电位的

上升表明 DOTAP包裹在 MTX@COF的表面, 改变了

MTX@COF表面的荷电特征。

2 体外释药测定

MTX 体外累积释放曲线表明 MTX@COF 和

MTX@COF@DOTAP的缓释特征。MTX原料药以水

为释放介质, 0.5 h时即释放43.23%, 6 h后达到92.70%,

而MTX@COF在 6 h时仅释放 36.31%, 表明COF负载

MTX后可显著延缓MTX于水中的释放; 经DOTAP进

一步修饰后, MTX@COF@DOTAP在6 h仅释放18.19%

(图 2A), 释放速度进一步延缓。为更好地模拟体内释

放情况 , 采用磷酸盐缓冲液 (pH 7.4) 为释放介质 ,

MTX在磷酸盐缓冲介质中 0.5 h即释放 78.38%, 4 h后

达到 90.82%; MTX@COF 在 0.5 h 释放 43.08%, 4 h 为

79.37%; MTX@COF@DOTAP在0.5 h释放24.95%, 4 h

仅为 58.30%, 表明DOTAP修饰的MTX@COF较MTX

原料药有显著的缓释效果 (图2B)。

3 SD大鼠药代动力学研究

3.1 SD大鼠血浆样品方法学 采用内标法测定血浆

中MTX的含量, 以MTX浓度为横坐标 x, MTX与内标

物的峰面积比值为纵坐标 y, 用加权 (W = 1/x2) 最小

二乘法进行回归运算 , MTX 的线性回归方程为 y =

0.007 0 x + 0.112 1 (r = 0.997 3), 表明该方法在 5.00～

1 000.00 ng·mL-1内有良好的线性关系。最低定量限达

到 5.00 ng·mL-1。低、中、高 3 个浓度的质控样品日内

RSD ≤ 15%, 准确度在 84.93%～95.79% 之间 , 提取回

收率为79.48%～84.35%, 基质效应为97.96%～101.59%,
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符合生物样品分析方法的要求。

3.2 MTX缓释微粒的药代动力学 为评价COF载药

及DOTAP修饰载药微粒MTX@COF后, MTX在体内

的缓释行为, 选择 SD大鼠为动物模型, 采用相同的给

药剂量, 测定其药时曲线 (图 3), MTX@COF@DOTAP

的药代动力学曲线显示出明显的缓释特征。

应用非房室模型计算药代动力学参数 (表 1)。结

果表明, MTX 原料药组皮下注射后, 达峰时间 Tmax仅

为 0.50 h, 平均滞留时间MRT(0-t)为 1.06 h, 药物被快速

吸收分布, 血药浓度迅速下降; MTX@COF组皮下注

射后血液浓度下降相对缓慢, Tmax为 0.67 h, MRT(0-t)延

长至 1.22 h, 表明MTX@COF微粒可延长MTX在体内

的驻留时间; MTX@COF@DOTAP组的Tmax达到1.42 h,

MRT(0-t)延长至 2.36 h, 其中MRT(0-t)较MTX@COF组延

Figure 1 Characterizations of methotrexate (MTX), crosslinked cyclodextrin metal-organic framework (COF), MTX loaded in COF

particles (MTX@COF), physical mixture of MTX and COF particles [MTX&COF (PM) ] and MTX loaded in COF particles coated with

DOTAP (MTX@COF@DOTAP). A, B, C: Scanning electron microscope (SEM) images; D: Thermogravimetric analyzer (TGA) curves;

E: Differential scanning calorimetry (DSC) thermograms; F: Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR)

Figure 2 Release profiles of MTX, MTX@COF and MTX@COF@DOTAP in water (A) and phosphate buffer (B). n = 3,
-
x ± s
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长 1.9倍, 较MTX原料药组延长 2.2倍, 与MTX原料药

相比具有显著性差异 , 表明 DOTAP 修饰 MTX@COF

后, 显著延长MTX在体内的释放时间, 与体外释放结

果一致, 且MTX@COF@DOTAP组AUC(0-t)为MTX组

的 1.8 倍 , 即 DOTAP 修饰 MTX@COF 后可显著提高

MTX的生物利用度。

结论

MTX结构的特殊性导致MTX缓释制剂的开发存

在很大难度。本研究通过溶剂孵育法将MTX装载在

COF中制备MTX@COF, 并用阳离子脂质材料DOTAP

修饰 MTX@COF来制备 MTX 的缓释微粒, 从而达到

MTX的双重缓释效果。本研究分别以水和磷酸盐缓冲

液为释放介质考察缓释微粒的体外释放特征, MTX@

COF和MTX@COF@DOTAP的体外释放结果表明,两

者均有显著的缓释作用, 其中MTX@COF@DOTAP比

MTX@COF的缓释作用更明显。大鼠药代动力学研究结

果显示, 皮下注射后MTX@COF@DOTAP组的MRT(0-t)

比MTX组延长了2.2倍。本研究制备的MTX@COF@

DOTAP微粒可以延长药物在体内的驻留时间, 并能够

有效提高药物的生物利用度, 其缓释机制和应用价值

有待深入研究。
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