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球形碳酸钙/羟基磷灰石的制备及药物控释

钟奇伟,蔡玉荣
(浙江理工大学材料与纺织学院,杭州３１００１８)

　　摘　要:丝胶蛋白调控得到尺寸均一的球形碳酸钙颗粒,并以此为硬模板,辅以水热,制备羟基磷灰石微球.以

盐酸阿霉素为药物模型,用合成的碳酸钙、羟基磷灰石球形颗粒对其分别进行有效负载和可控释放研究,并用体外

实验评价载药颗粒对共培养细胞的影响.用场发射扫描电子显微镜(FEＧSEM)、傅里叶红外吸收光谱(FTＧIR)、X射

线粉末衍射(XRD)、紫外分光光度计和荧光显微镜等对样品进行了检测.结果表明:丝胶有利于碳酸钙球霰石相的

稳定,同时通过离子交换反应可将碳酸钙转化为羟基磷灰石,碳酸钙和羟基磷灰石对盐酸阿霉素最佳负载浓度分别

为８μg/mL和１０μg/mL,羟基磷灰石对药物的控制释放能力更强.体外 HuhＧ７肝癌细胞实验表明载药颗粒对细胞

的增殖有明显抑制作用,证明所制颗粒的药物负载和释放功能.
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０　引　言

骨组织工程[１]在治愈骨缺损时可以避免传统骨

移植存在的供体有限,复杂手术和免疫排斥反应等

问题[２Ｇ３],因此得到广泛的研究.理想的支架材料不

仅需要提供细胞黏附、增殖、分化的临时场所,而且

有对生长因子的强吸附能力.目前研究较多的支架

材料主要有生物活性玻璃[４]、磷酸钙骨水泥[５]、可注

射水凝胶[６]等.
羟基磷灰石(HAP)是脊椎动物天然骨和牙齿

的主要无机成分,因此具有良好的生物相容性和骨

传导性[７],在骨组织工程中常被用作支架材料.同

时,羟基磷灰石具有强吸附性,应用在催化、重金属

吸附和药物缓释等领域[８Ｇ１０].Kasuya等[１１]发现羟

基磷灰石和不同浓度的明胶(１０％~１５％)在动物体

内实验中表现出优异的机械能力和生物降解性,并
能促进新骨的生成.Jun等[１２]将骨形态发生蛋白－
２负载在多孔羟基磷灰石上,在生长因子逐步释放

下促进了新骨形成.

本实验利用丝胶蛋白作为有机调控剂,制备了

尺寸均一的球形碳酸钙颗粒,并以此为硬模板,水热

法合成多孔羟基磷灰石微球.盐酸阿霉素是一种高

效抗癌药,利用碳酸钙和羟基磷灰石微球对盐酸阿

霉素的负载和释放,与 Huh－７肝癌细胞的共培养

表征两种载体材料的药物控释能力.

１　实　验

１．１　实验试剂

丝胶蛋白(分子量≈８０００Da)来自湖州奥特丝

生物化工有限公司;无水氯化钙(CaCl２)、无水碳酸

钠(Na２CO３)、氢氧化钠(NaOH)、十二水合磷酸氢

二钠(Na２HPO４􀅰１２H２O)、浓盐酸(HCl)、磷酸氢

二钾 (K２HPO４)、氯 化 镁 (MgCl２)、磷 酸 二 氢 钾

(KH２PO４)、无水乙醇等试剂均为分析纯,Dio染色

液、CCK－８试剂盒等购于杭州米克化工仪器有限

公司;盐酸阿霉素购于Sigma公司;肝癌 Huh－７细

胞为实验室冻存的细胞.



１．２　碳酸钙微球的制备

室温条件下,将０．２ M 的 CaCl２ 溶液缓慢滴

加到２g/L的丝胶蛋白溶液中,磁力搅拌混合均

匀,用１M 的 NaOH 溶液调节溶液pH 至７.接

着加入０．２M的 Na２CO３ 溶液,４０ ℃水浴机械搅

拌１８０ min. 反 应 结 束 后,将 白 色 悬 浊 液 用

０．２２μm的滤纸抽滤,将所得滤饼用无水乙醇和

去离子水各洗３次,最后将滤饼放入６０ ℃烘箱

中干燥４８h.

１．３　羟基磷灰石微球的制备

准确称取５gNa２HPO４ 􀅰１２H２O 溶解于１５
mL去离子水,完全溶解后用１M NaOH 调节溶液

pH 至９．５.然后加入０．５g球形碳酸钙颗粒,磁力

搅拌并超声３０min,形成悬浊液后置于聚四氟乙烯

反应釜中,在１４０ ℃烘箱中分别反应２、４、８、１６h.
反应完成后,产物用０．２２μm 的滤纸抽滤,将所得

滤饼用无水乙醇和去离子水各洗３次,最后将滤饼

放入６０℃烘箱中干燥４８h.

１．４　碳酸钙和羟基磷灰石微球对盐酸阿霉素的负

载

取浓度为 １０μg/mL 的 盐 酸 阿 霉 素 溶 液 ２０
mL,加入１０mg碳酸钙颗粒,３７℃水浴,１１０r/min
震荡速率下保持２４h.负载完成后,将悬浊液高速

离心,收集上清液,利用紫外可见分光光度计对上清

液检测,差值法计算颗粒上负载上的盐酸阿霉素的

量,用 Origin软件作图,得出两种颗粒对药物的最

佳负载浓度,实验设置３个平行样.羟基磷灰石负

载实验方法和碳酸钙相同.

载药量/％＝M总 －M上清中

M总
×１００ (１)

载药能力(mg/g)＝M总 －M上清中

M总 ＋M材料
(２)

其中M总 表示加入的总药量;M上清中 表示在离心后

在上清 中 的 残 余 药 量;M材料 表 示 载 体 材 料 的 质

量[１３].

１．５　载药碳酸钙和羟基磷灰石微球的体外释放

将载有盐酸阿霉素的颗粒２０mg分散在４０
mL的０．０１ M PBS缓冲液中,３７℃水浴,１１０r/

min震荡速率下保持２４h.在规定的时间内取出

样品,在８０００r/min下离心１５min,吸取０．６mL
上清液用紫外分光光度计测定上清液中盐酸阿霉

素的含量,然后补充０．６mL的 PBS.用 Origin软

件统计药物累积释放量.每个样品设置３组平

行样.

１．６　载药碳酸钙和羟基磷灰石微球体外细胞实验

将碳酸钙和羟基磷灰石微球用紫外线照射４８
h灭菌.然后准确称取两种载药颗粒各１０mg分

别均匀平铺到４８孔板底部.加入处于对数生长

期的 HuhＧ７细胞悬浊液,并补加新鲜完全培养基

至每孔细胞浓度为１．５×１０４cell/mL,实验空白对

照组为不加颗粒的情况下培养,每组实验设置３
个平行样.用 DiO 细胞染色剂和 CCKＧ８试剂盒

表征.

DiO是一种亲脂性膜染料,进入细胞膜后可以

侧向扩散逐渐使整个细胞的细胞膜被染色,在倒置

荧光显微镜下可以直观的观察到细胞的形态和

数量.

CCKＧ８试剂盒是一种基于 WSTＧ８的快速高灵

敏度的试剂盒,主要用于细胞增殖及细胞毒性的检

测.就同一种细胞而言,其颜色深浅程度与细胞数

量成线性关系,颜色越深,说明细胞的数量越多,材
料毒性越小.

１．７　材料表征

样品分析:Hitachi公司 S４８００场发射扫描电

镜分析,ThermoElectron公司 XTRA 型 X射线粉

末衍射仪分析,ThermoElectron的 Nicolet５７００型

傅里叶变换红外光谱,Hitachi公司的 UＧ２９００型紫

外分光光度计,BioＧRad公司的６８０行酶标仪和日

本 Nikon公司的C２型激光共聚焦显微镜.

２　结果与分析

２．１　碳酸钙微球表征

图１是在丝胶蛋白浓度２g/L条件下制备的球

形碳酸钙颗粒.如图１(a)扫描电镜所示,反应过程

中加入丝胶蛋白时,制备了均一分散的球形碳酸钙

颗粒,表面光滑,球形度好.高分辨率扫描电镜观察

到颗粒的表面有很多小孔.图１(b)XRD所示,添
加丝胶蛋白的体系中,碳酸钙的晶型有方解石型

(JCPDS４７Ｇ１７４３),也 有 球 霰 石 型 (JCPDS３３－
０２６８),表明丝胶蛋白有利于球霰石相的稳定.图１
(c)FTＧIR 所示碳酸钙在７１３cm－１、８７７cm－１ 和

１４４０cm－１处吸收峰,分别表示方解石中CO２－
３ 基团

的 O－C－O面内变形振动峰,O－C－O面外变形

振动峰和C－O反对称伸缩振动峰,１０８７cm－１处为

CO２－
３ 基团称伸缩振动峰[１４],同时在７４６cm－１处出

现的吸收峰是球霰石中 O－C－O 面内变形振

动峰.
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图１　碳酸钙微球表征

２．２　羟基磷灰石微球的表征

羟基磷灰石微球是以球形碳酸钙为模版,在

pH 值为９．５的磷酸氢二钠溶液中通过水热反应,
用PO３－

４ 取代碳酸钙中的CO２－
３ ,逐步转换成羟基磷

灰石.模板法合成羟基磷灰石能保持碳酸钙粒子的

尺寸和形貌.
如图２所示,随着反应时间从２h增加到１６h,

颗粒始终保持良好的球形度,尺寸分布在５μm 左

右.随着反应时间的增加,微球表面的粗糙程度增

加,由致密变成疏松多孔状,１６h时微球表面变得

凹凸不平.因此,高温高压下延长水热反应时间可

以增加羟基磷灰石表面粗糙度,增大比表面积.
图３(a)表示不同水热反应时间下得到的羟基

磷灰石微球的 XRD 图.由方解石型 (JCPDS４７Ｇ
１７４３)和羟基磷灰石标准卡片 (JCPDS０９Ｇ０４３２)可

得,反应２h后,有部分碳酸钙逐渐转化成羟基磷灰

石.反应时间进一步增加,羟基磷灰石的衍射峰更

加明显,结晶度高.达到１６h时,绝大部分的碳酸

钙已经转化成羟基磷灰石,还有极少量的方解石残

留.图３(b)FTＧIR所示,在１０３９cmＧ１处的最强

吸收峰表示 PO３－
４ 的伸缩振动峰(υ３)、５６７cm－１、

６０３cm－１处的吸收峰为 PO３－
４ 基团的弯曲振动峰

(υ４).７１３cm－１出吸收峰为未反应完全的方解石

相.由于CO２－
３ 嵌入羟基磷灰石的PO３－

４ 晶格中从

而发生β取代,使得红外光谱中在８７７cm－１(υ２)、

１４４０cm－１、１４９０cm－１(υ３)处出现了CO２－
３ 吸收峰,

表明颗粒为碳酸化的羟基磷灰石[１５].

图２　不同水热时间下制备的羟基磷灰石微球FEＧSEM 图

图３　不同水热时间下制备的羟基磷灰石微球

２．３　药物在碳酸钙和羟基磷灰石微球上的负载行为

图４为盐酸阿霉素在３００~６５０nm的波长范围内

的吸光度分布曲线,可知药物的最大吸收波长为４８０

nm.然后分别配制一系列不同浓度的盐酸阿霉素溶

液,测定其在４８０nm下的吸光度值,计算得到标准工

作曲线方程为Y＝０．０１９８７X－０．００１２９,R２＝０．９９９０３.
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图４　盐酸阿霉素标准工作曲线

在骨修复治疗中,使用的药物高效但昂贵,必须

要提高药物的有效使用率,所以定量研究载体材料

的吸附能力十分必要.载药量和载药能力是评价载

体材料负载能力的两大指标.如图５所示,对于１０
mg的碳酸钙颗粒,当盐酸阿霉素的浓度从１μg/

mL增加到２０μg/mL时,载药量从９５％左右快速

降至２５％.同时,药物浓度从１μg/mL 增加到８

μg/mL时,载药能力直线式上升.浓度继续增加到

２０μg/mL时,载药能力逐渐处于定值.综合载药

能力和载药量,１０mg的碳酸钙负载８μg/mL盐酸

阿霉素是最高效的.

图５　盐酸阿霉素的浓度对碳酸钙药物载

药量和载药能力的影响

如图６所示,对于１０mg的羟基磷灰石颗粒,
当盐酸阿霉素的浓度从１μg/mL增至１０μg/mL
时,羟基磷灰石微球载药量保持在９０％以上,缓慢

下降,载药能力快速上升.当药物浓度继续增至

２０μg/mL,载药量快速下降至５０％,载药能力变

化趋于稳定.综合载药能力和载药量,１０mg的

羟基磷 灰 石 负 载 １０μg/mL 盐 酸 阿 霉 素 是 最 高

效的.

图６　盐酸阿霉素的浓度对羟基磷灰石药物载

药量和载药能力的影响

　　以上分析可知羟基磷灰石对药物负载能力要强

于碳酸钙.由于羟基磷灰石中含有大量的 OH－ 和

PO３－
４ 等,而盐酸阿霉素分子结构中含有带负电荷

的－O－、－NH２ 等化学基团,而且还含有 H＋ ,通

过静电或者氢键对药物具有更优的吸附性能.此

外,羟基磷灰石微球表面的多孔结构使其有更大的

比表面积,能为药物提供更多的附着位点.
２．４　药物在碳酸钙和羟基磷灰石微球上的释放行为

图７为盐酸阿霉素在碳酸钙和羟基磷灰石微球

上的累积释放量随时间变化曲线.盐酸阿霉素在碳

酸钙微球上的释放可分为两个阶段:前期突释和后

期缓慢释放.释放开始至１２h,药物释放量迅速达

到６０％,平均释放速率为１８．３μg/h,有明显的突释

现象.到１６８h,药物释放速度逐渐下降至稳定,平
均释放速率为１．５μg/h,最终释放量达到８９．７％.
对于羟基磷灰石微球,释放开始至１２h,平均释放

速度为１２．３μg/h,释放量达到３６．８％.至９６h,药
物释放速度相对变缓,平均释放速率为 ２．１μg/h,
释放量达到４４．３％.到１６８h时释放量基本达到稳

定,最终释放了８４．３％.当释放时间点在１２h,两者

的释放量有显著差异(p＜０．０５),羟基磷灰石的突

释行为要小的多.如果要进一步减少前期突释,可
以对微球进行表面改性,增加对药物的吸附能力.

图７　载药碳酸钙和羟基磷灰石体外释放曲线
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２．５　载药颗粒的体外细胞实验

图８为 HuhＧ７细胞与载药碳酸钙和羟基磷灰

石微球共培养１、３、７d增殖实验.如图,在培养初期

HuhＧ７细胞轮廓呈椭圆形,没有伪足和触角.培养

１d后,碳酸钙和羟基磷灰石上的细胞绿色荧光稍

弱.３d后,基本只能看到星星点点的亮光,碳酸钙

上的细胞数量要多于羟基磷灰石.７d后,实验组荧

光强度非常弱,细胞基本凋亡.图８(b)是用CCKＧ８
试剂盒定量表征 HuhＧ７细胞的增殖数量.与对照

组相比,载药颗粒对 HuhＧ７细胞的生长有明显抑制

作用.１d后,空白对照组的细胞数量比载药颗粒

上细胞数量多(p＜０．０５).３d后,HuhＧ７细胞在获

得充足的营养后迅速增殖,载药颗粒共培养的细胞

数量减少,因为在释放的盐酸阿霉素作用下被杀

死(p＜０．０１).７d后,空白对照组的细胞数量进一

步增加,而颗粒上的细胞进一步凋亡(p＜０．０１).
其中,在每个时间点,载药羟基磷灰石对肝癌细胞

的抑制效果要好于碳酸钙,主要有两个原因:一是

羟基磷灰石负载的药物量大于碳酸钙,药物释放

量大,对细胞的抑制作用明显;二是羟基磷灰石能

够更好的保持药物的活性,对 HuhＧ７肝癌细胞的

杀伤力更大.

图８　载药颗粒对 HuhＧ７细胞增殖的影响

３　结　论

a)在丝胶蛋白的调控下,得到尺寸均一的球形

碳酸钙颗粒.以其为硬模板,在磷酸根离子过饱和

条件下合成了结晶度好、纯度高的多孔羟基磷灰石

微球.

b)羟基磷灰石的负载能力要强于碳酸钙.且

药物释放过程中,碳酸钙有突释,而羟基磷灰石与药

物通过氢键或者静电作用结合,控制药物释放能力

较强.

c)载药颗粒与 HuhＧ７肝癌细胞共培养７d发

现,两种载药颗粒都对肝癌细胞增殖产生抑制,且羟

基磷灰石的抑制作用更明显.
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PreparationofCaCO３andHydroxyapatiteMicrosphereand
ItsPotentialApplicationinDrugＧControlledRelease

ZHONGQiwei,CAIYurong
(CollegeofMaterialsandTextiles,ZhejiangSciＧTechUniversity,Hangzhou３１００１８,China)

Abstract:SphericalCaCO３ particles werefabricatedinthepresenceofthesilksericinandthen
hydroxyapatite(HAP)microspheres werepreparedbytakingsphericalCaCO３ particlesasthehard
templateviahydrothermalmethod．TheloadandcontrolledreleaseofDOX􀅰HClwereperformedbyusing
doxorubicinhydrochlorideasdrugmodelandapplyingtheobtainedCaCO３andHAPspheresascarries
respectively．TheinfluenceofdrugＧloaded particlesoncellculture wasevaluatedthroughinＧvitro
experiment．Fieldemissionscanningelectronmicroscope(FEＧSEM),Fourierinfraredabsorptionspectrum
(FTＧIR),XＧraydiffractionpattern(XRD),UVspectrophotometerandconfocallaserscanningmicroscopy
wereappliedtocharacterizethesamples．ResultsshowthatvateritephaseofCaCO３canbestabilizedby
silksericin,andCaCO３canbetransformedtoHAPbytheionＧexchangereaction．Fortheloadingofdrug,

theoptimumconcentrationsofDOX􀅰HClforCaCO３andHAPare８and１０μg/mLseparately．HAPhas
strongerabilityforcontrolledreleaseofdrugs．Invitrocellexperimentshowsanobviousinhibitionroleof
loadedＧDOX􀅰HClparticlesforHuhＧ７cellsandpotentialapplicationasdrugcarriers．Thisprovesdrug
loadingandreleasingfunctionsoftheparticles．

Keywords:CaCO３;hydroxyapatite;drugcarrier;loadingandrelease

(责任编辑:许惠儿)

０９６ 　　　　　　　　　　　　　　浙　江　理　工　大　学　学　报 ２０１６年　第３５卷


