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人同种异体骨载异烟肼-壳聚糖缓释微球的制备和体内外释药特性☆ 
张宏其，高琪乐，郭虎兵，李劲松，郭超峰，鲁世金，黄  术 

Preparation and release in vitro and in vivo of isoniazid-chitosan sustained release 
microsphere-loaded human allogeneic bone    

Zhang Hong-qi, Gao Qi-le, Guo Hu-bing, Li Jin-song, Guo Chao-feng, Lu Shi-jin, Huang Shu 

Abstract 
BACKGROUND: Chitosan microspheres are widely used in various drug sustained release systems because of their good 
biocompatibility and antibacterial activity. 
OBJECTIVE: To study the preparation and release in vivo of isoniazid-chitosan microsphere-loaded human allogeneic bone. 
METHODS: After the preparation of the isoniazid-chitosan microspheres (ICMs) by spray-drying process, a 45-day in vitro drug 
release experiment was carried out. Isoniazid-loaded human allogeneic bone grafts (control group) and ICMs-loaded human 
allogeneic bone grafts (experimental group) were respectively implanted into both sides of the iliac in rabbits. The drug release 
characteristics in vivo were determined by high efficiency liquid chromatography. 
RESULTS AND CONCLUSION: The appearances of ICMs were round, smooth and well-dispersed. Their average diameter and 
drug-loading rate were (3.33±0.9) μm and (16.25±1.24)% respectively. There was no burst release in vitro. The release quantity 
was about 20% of total amount at 24 hours, and about 76% at 45 days. The release curve was flat. The drug release was stable. 
Mathematical model was in line with Ritger-Peppas model. In the experimental group, the concentration of isoniazid was slowly 
increased at first 28 days, and then slowly decreased and lasted for more than 56 days in vivo. The concentration range was 
38.05-155.75 µg/g. In the control group, the isoniazid concentration reached a peak 1982.5 ug/g in about 1 week, and the 
isoniazid could not be detected around the bone after 21 days. The ICMs have the characteristics of slow isoniazid releasing both 
in vitro and in vivo, and the release can last for a long time. ICMs-loaded bone can be used as an implanted material, which can 
provide mechanical support and long time local chemotherapy after the operation of bone tuberculosis. 
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摘要 
背景：壳聚糖微球具有良好的生物相容性及抗菌活性，被广泛地运用于各种药物缓释系统中。 
目的：制备人同种异体骨载异烟肼-壳聚糖微球，并分析其体内释药性能。 
方法：用喷雾干燥法制备异烟肼-壳聚糖微球，进行体外 45 d 的药物释放实验。将单独装载异烟肼的异体骨块(对照组)和装

载异烟肼-壳聚糖微球的异体骨块(实验组)分别植入家兔两侧髂骨，采用高效液相色谱法检测药物体内释放情况。 
结果与结论：异烟肼-壳聚糖微球外观呈圆形、表面光滑、分散良好；平均粒径(3.33±0.9) μm，载药率(16.25±1.24)%。体

外药物释放实验显示无突释现象，24 h 释放 20%左右，45 d 释放 76%，释放曲线较平缓，释放稳定；数学模型拟合符合

Ritger-Peppas 模型。实验组异烟肼浓度在前 28 d 内缓慢升高，其后缓慢下降，持续 56 d 以上，浓度 38.50~155.75 µg/g；
对照组异烟肼浓度在 1 周左右达高峰，为 1982.5 µg/g，21 d 后骨块周围药物不能测到。说明异烟肼-壳聚糖缓释微球在体

内外均可以缓慢平稳释放异烟肼，且持续时间长。提示人同种异体骨载异烟肼-壳聚糖缓释微球复合体可以作为骨结核病灶

清除后的一种置入材料，在提供机械支持的同时进行长时间的局部化疗。 
关键词：异烟肼-壳聚糖微球；人同种异体骨；骨结核；复合体；缓释 
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0  引言 
 

在骨与关节结核治疗中，口服药物不易进入

局部病灶之内，且服药时间长、全身不良反应大，

使其临床疗效受到限制[1-2]。因此，临床上需要

一种持续时间长、药物释放平稳、不良反应小的

局部缓释制剂来提高抗结核治疗效果[3]。壳聚糖

微球以其良好的生物相容性及抗菌活性，被广泛

地运用于各种药物缓释系统中[4]。本实验首次将

壳聚糖微球与人同种异体骨块结合起来，旨在设

计一种能用于骨与关节抗痨治疗的载体材料，携

带能稳定释放的抗结核药物，以手术的方法植入

脊柱结核病灶清除后的残腔内，使其在一段时间

内持续释放药物并维持局部较高药物浓度，一方

面填充骨缺损，发挥骨传导及骨诱导作用；另一

方面局部杀灭结核杆菌，促进病灶愈合，防止由

于控制结核不力造成的融合失败。 
 
1  材料和方法 

 
设计：新药研发，随机对照实验。 
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时间及地点：于 2009-10/2011-01 在中南

大学药理学实验室和中南大学动物实验中心完

成。 
材料： 

实验动物：5 月龄雄性家兔 28 只，体质量

(3.0±0.7) kg，由中南大学动物实验中心提供。 
主要试剂：   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

实验方法： 

异烟肼-壳聚糖微球的制备：采用喷雾干燥法

制备异烟肼-壳聚糖微球[5]。取壳聚糖适量加入

1%醋酸溶液中，置磁力搅拌器上充分搅拌  
30 min。避光条件下，称取适量异烟肼晶体，

溶入上述壳聚糖醋酸溶液，充分搅拌。待异烟

肼-壳聚糖醋酸溶液气泡消失后，置喷雾干燥机

进样瓶，避光条件下进行喷雾干燥。喷雾完毕

后，打开回收槽，即可回收异烟肼-壳聚糖初级

微球。工艺条件：药物壳聚糖比例 1∶5、进风

温度 120 ℃、进样速度 3 mL/min、壳聚糖浓

度 2.0%。称取 20 mg 初级微球投入无水乙醇

充分搅拌，让微球充分分散，形成悬浊液。在

搅拌状态下，缓慢滴加50%戊二醛溶液10 mL，
低速搅拌固化 30 min。以抽滤法除去溶剂，再

将所得微球以超纯水抽滤清洗 3 遍。将所得微

球置 45 ℃温箱干燥备用。 
异烟肼-壳聚糖微球的形貌观察和粒径测量：将

少量微球分散于无水乙醇后，滴到载玻片上，

用光学显微镜放大 1 000 倍观察计数。再以电

子显微镜放大 10 000 倍后测量微球直径(样本

数=500 粒)并计算平均粒径。 
异烟肼-壳聚糖微球的载药量：精密称取干燥

的微球 10 mg，加 5 mL pH 值 7.4 的 PBS，再

超声波破碎 2 h。静置 24 h 后，3 000 r/min 条

件下离心 10 min，取上清液，20 倍稀释后，

高效液相色谱法检测异烟肼含量。 
 
 

再固化异烟肼-壳聚糖微球的体外缓释实验：实

验组为异烟肼-壳聚糖微球，对照组为异烟肼晶

体。称取适量样品，令两组样品所含异烟肼量

相等(表1)。将各组样品投入透析袋内，加入PBS
液100 mL，在棕色瓶中加盖密封。37 ℃恒温

振动水浴振荡器中摇动(100 r/min)。定时(0.5，
1，2，3，5，8，12，17，23，30，45 d)从每

个释放瓶内取出液体5 mL，-20 ℃冻存待检，

同时再加同量等温的PBS液于瓶中，继续摇动。

最后用高效液相色谱法，检测样品中异烟肼浓

度，并绘制缓释曲线。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
人同种异体骨与异烟肼-壳聚糖微球、异烟肼晶

体的组装：将 56 块人同种异体骨块称质量后分

别装入 EP 管，用异烟肼壳聚糖微球粉末填满

28 个 EP 管，用异烟肼晶体填满余下的 EP 管，

使微球或异烟肼晶体完全埋没骨块不留空隙。置

EP 管于超声波清洗器振荡 2 h，取出骨块再次

称质量，计算出每块异体骨的含药量，用毛刷小

心扫除部分骨块表面多余的壳聚糖微球或异烟

肼晶体，重新称质量并再次计算骨块的含药量，

重复上述操作直至每一骨块含异烟肼的量相等。 
再用滴定管取取 5 mL 5%壳聚糖溶液均匀

喷洒于壳聚糖微球骨块表面，置骨块于 45 ℃温

箱烘干后取出。将骨块再次以 5%壳聚糖溶液打

湿，投入 8%三聚磷酸钠溶液[6]，5 min 后取出，

再次 45 ℃温箱烘干，接着重复该步骤一次。最

后电镜扫描，观察骨内微球分布。 
载药骨块的体内药物释放实验：将消毒好的异

烟肼-壳聚糖微球骨块植入家兔右侧髂骨，将异

烟肼晶体骨块植入家兔左侧髂嵴。实验动物进

行编号，定期(3 d、1 周、2 周、3 周、4 周、6
周、8 周)分批处死家兔，每次处死 4 只，取植

入骨块周围 0.5 cm 范围内的兔骨 0.5 g。再将所

取标本剪碎后，研钵充分研磨 30 min，再加入生

理盐水 5 mL，再研磨 15 min。然后 4 000 r/min
离心 15 min，取上清液，-20 ℃冻存待检。最

后以高效液相色谱法检测异烟肼浓度。 
主要观察指标：①异烟肼-壳聚糖微球的体 

试剂 来源 

异烟肼(纯度 98%) 
 
 
壳聚糖(脱乙酰化程度 90.2%) 
 
人同种异体骨块 

(30 mm×8 mm×8 mm) 
冰乙酸、戊二醛、无水乙醇、 
乙醚、磷酸二氢钠 

甲醇  

Aladdin Chemistry 
Co. Ltd .Product 
Number:1041151

山东奥康生物科技有

限公司，100821A
山西奥瑞生物材料有

限公司 
市售分析纯 
 
市售色谱纯 

表 1  异烟肼-壳聚糖微球与异烟肼晶体体外释放
实验设计 

Table 1  Design of in vitro tests for release of 
isoniazid-chitosan microspheres (ICMs) 
and isoniazid crystals 

Sample Drug loading 
(%) 

Weight 
(mg) 

Isoniazid 
content (mg)

ICMs 16.25 12.06 1.96 
Isoniazid 
crystals  

98 2 1.96 

载药量=微球中药物总量/微球总质量×100%
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外释放率。②异烟肼-壳聚糖微球的动物体内释放情况。 
统计学分析：采用SPSS 13.0统计软件对各组数据

进行ANOVA单因素方差分析，结果以x
_

±s表示，P < 0.05
为差异有显著性意义。 
 
2  结果 

 
2.1  异烟肼-壳聚糖微球的形态  喷雾干燥法制备的

壳聚糖微球外观形圆，表面光滑，球粒完整，无粘连，

无杂质，见图1；平均粒径 (3.33±0.9) μm，载药率

(16.25±1.24)%。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2.2  异烟肼-壳聚糖微球的体外释放实验  异烟肼-壳

聚糖微球无突释现象，24 h 释放 20%左右；缓释时间

明显延长，45 d 释放 76%，释放曲线较平缓，释放稳

定；45 d 以后释放减慢，曲线更趋于平缓，预计有一部

分体外不能释放，在体内酶的作用才能更好释放。作为

对照的异烟肼晶体，基本在 24 h 内完全释放，见表 2
及图 2。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
按每个取样点药物浓度换算每个点的累积释放率，

按零级释放、一级释放、Higuchi 及 Ritger-Peppas 模

型对微球的累积释放率数据进行拟合，微球体外释药符

合 Higuchi 数学模型，也符合 Ritger-Peppas 数学模型；

从拟合优度来看，更符合后者，回归系数 r=0.994 3，
见表 3。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
2.3  异烟肼-壳聚糖微球体内释放实验  异烟肼-壳聚

糖微球灌注于人同种异体骨块后与之形成了紧密的组

合。电镜下观察见微球能紧密、均匀地分布于人同种异

体骨天然空隙内，而且微球及骨块均未见明显破坏。微

球骨块植入动物体内后，无突释现象，药物呈缓慢、稳

定释放。与异烟肼晶体灌注骨块相比，骨块周围骨组织

里的异烟肼浓度差异有非常显著性意义(P < 0.000 1)。
异烟肼晶体灌注骨块周围异烟肼浓度在1周左右达高峰

1 982.5 µg/g。而微球骨块周围的异烟肼浓度在 28 d 前

缓慢升高，其后缓慢下降，最高浓度 155.75 µg/g，最低

浓度为 38.5 µg/g。药物浓度达异烟肼杀菌浓度(异烟肼最

低抑菌浓度为 0.025~0.05 mg/L，浓度达 10 mg/L 可呈现

杀菌作用，且释放稳定，持续时间长，见表 4 及图 3，4。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1  Optical microscopy (×1 000) and electron 
microscopy (×10 000) images of isoniazid-chitosan 
microspheres 

图 1  异烟肼-壳聚糖微球的光学显微镜及电镜图片 

Figure 2  Release curve of isoniazid-chitosan microspheres 
(ICMs) in vitro 

图 2  异烟肼-壳聚糖微球的体外释放曲线 

表 2  异烟肼-壳聚糖微球与异烟肼晶体的缓释实验结果 
Table 2  Release results of isoniazid-chitosan microspheres and

isoniazid crystals                          (x
_

±s, %)

Time (d) Isoniazid chitosan 
microspheres Isoniazid crystals 

0.5 10.33±1.14 98.78±1.05 
1 15.33±1.08 99.89±1.03 
2 19.68±1.20 / 
3 23.44±1.80 / 
5 27.83±1.76 / 
8 39.72±1.52 / 

12 50.06±1.23 / 
17 59.2±1.63 / 
23 64.45±1.51 / 
30 71.23±1.01 / 
45 85.34±1.27 / 

表 3  异烟肼-壳聚糖微球药物释放模型拟合结果 
Table 3  Fitting results of drug release model of 

isoniazid-chitosan microspheres            

Model Equation k C R2 

Zero-order Q=kt+C 1.686 7 19.956 0.912 3 
First-order ln(100-Q)=kt+C -0.031 8 4.400 3 0.947 5 
Higuchi 
equation 

Q=kt(1/2)+C 12.818 2.232 7 0.991 8 

Ritger-Peppas lnQ=klnt+C 0.475 3 2.669 1 0.994 3 

ICMs 
Isoniazid 

Time (d) 
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表 4  人同种异体骨载异烟肼-壳聚糖微球的体内释放实验结
果 

Table 4  Results of release test in vivo of isoniazid-chitosan 
microspheres (ICMs)-loaded human allogeneic bone  

(x
_

±s, μg/g)

Time 
(d) 

Implantation of human allogeneic 
bones loaded with isoniazid 

crystals 

Implantation of human 
allogeneic bones loaded 

with ICMs 

 3 1 072.50±98.45  78.25±10.28 
 7 1 982.50±102.75 87.75±11.15 
14 170.00±39.16  95.75±10.97 
21 36.75±18.73 125.50±12.66 
28  8.00±5.72 155.75±14.10 
42 0 62.25±13.00 
56 0 38.50±12.71 

Optical microscopy (×1 000) Electron microscopy (×10 000)
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3  讨论 

 
在骨结核的治疗中，由于病灶区域血运差、瘢痕形

成等原因，全身用药难以在病灶区内达到有效杀菌浓

度，容易导致结核复燃；长程、大剂量地口服抗痨药，

也容易损害肝肾功能导致全身不良反应的发生[7]。因此

许多学者尝试应用局部化疗，以减轻不良反应、提高抗

痨效果[8-10]。目前在骨结核清除术中局部用药的形式仍

然过于简单，多数手术医生直接将抗痨药物喷洒于清除

术后的残腔中或将抗痨药物喷洒于明胶海绵、异体骨块

后再植入残腔，这些局部用药方式并不能使抗结核药物

在残腔内维持一个长时间的、有效杀菌浓度，治疗效果

有限。因此，许多研究者试图寻找一种能长时间稳定释

放药物的缓释剂来增强局部化疗的效果。壳聚糖缓释微

球就是近年来研究较多的缓释剂之一。 
壳聚糖缓释微球是指药物溶解或者分散在壳聚糖

溶液中形成的微小球状结构，通过喷雾法可使壳聚糖在

药物颗粒表面固化成一层薄壁包膜，形成粒径    
1~250 μm 的基质型骨架微粒。药物释放需经过壳聚糖

包膜的膨胀、降解、酶解等过程，使药物逐渐溶出，达

到控释、缓释的目的[11]。 
在体外实验中，再固化的异烟肼-壳聚糖微球释放

的时间明显长于异烟肼晶体，释放曲线平缓，释放浓度

也相对稳定。作者考虑原因有以下两点：戊二醛交联再

固化法令微球表面比较松散的壳聚糖分子连接在一起，

使其形成一层坚固的膜，有效加固了微球的强度，延长

其降解时间；当微球侵泡在水溶液中时，必需随着时间

的延长，微球壁才会逐渐膨胀，大分子链因水合而伸展，

壳聚糖分子间的间距逐渐增大，药物才能慢慢溢出。经

过戊二醛固化的壳聚糖微球在水中溶解度下降，完全溶

解更困难，因此药物释出的时间显著延长。 
在体内实验中，人同种异体骨载异烟肼-壳聚糖微

球同样表现出良好的释放曲线，药物释放时间明显长于

单纯灌注异烟肼的异体骨块，药物在周围的骨组织中浓

度也相对恒定。在微球-骨块植入动物体内的早期，骨

块表面大量药物微球直接浸泡在体液中，球壁逐渐膨

胀。由于在微球制备的干燥过程中，水分从微球内部逃

逸，带动药物迁徙到微球表面或近面，故而在释放初期

药物扩散速度较快，释药曲线呈明显上升趋势[12]；随着

时间延长，骨块内不断渗入体液，体内的酶也开始进入

骨块，加速了骨块内部壳聚糖的分解，使药物释放达到

高峰；随着药物微球不断的减少，释药曲线出现下降趋

势，同时随着宿主血管逐渐爬入异体骨块，自体骨组织

缓慢取代异体骨块，骨块内部的药物最终完全进入体

内，药物经体内代谢后浓度逐渐趋向于零。在整个释药

过程中，骨块里的微球没有明显的突释现象，药物呈缓

Figure 3  Scanning electron microscopy images of the 
allogeneic bones loaded with isoniazid-chitosan 
microspheres 

图 3  灌注异烟肼-壳聚糖微球后异体骨块放大 100 倍和
10 000 倍的电镜扫描图 

a: ×100 

b: ×10 000 

Figure 4  Isoniazid concentrations around the bone tissues in
isoniazid-chitosan microspheres-loaded human 
allogeneic bone and isoniazid-loaded human 
allogeneic bone grafts 

图 4  异烟肼-壳聚糖微球与异烟肼晶体灌注骨块周围骨组
织异烟肼浓度 

a: Isoniazid crystals 
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慢、稳定释放，56 d 所取异烟肼-壳聚糖微球骨块周围

组织异烟肼浓度为 38.5 µg/g，仍然达到异烟肼的杀菌

浓度。 
Greene 等[13]曾将壳聚糖复合抗生素涂抹于骨科内

固定装置的表面，并观察到抗生素会从复合涂层中逐渐

释放，达到抑菌效果。由于其并没将壳聚糖复合抗生素

制作成缓释微球，药物释放时间最长只能维持到 96 h，
远低于人同种异体骨载异烟肼-壳聚糖微球的释药时

间。因此认为人同种异体骨载异烟肼-壳聚糖微球具有

良好的生物相容性和稳定释药性，可以作为骨与关节结

核病灶清除后的一种置入材料，在提供机械支持的同时

进行长时间的局部化疗。 
由于条件限制，本实验同样也存在一些不足，比如

使用的人同种异体骨在兔体内排异反应较大、样本量偏

小、抗结核药物单一等。但实验还在继续，相信通过更

多的实验和改进可以令异体骨载药物-壳聚糖微球系统

更加完善，令其在抗结核病的局部化疗中发挥更大的作

用。 
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本文创新性：以“壳聚糖，骨，结核”为检索词检索万

方数据库(2001/2011)，共检索出 0 篇，可见国内对壳聚糖

在骨结核病中应用的研究尚属空白；以“chitosan; bone; 
tuberculosis”为检索词检索 Medline 数据库(2001/2011)，
仅检索出 1 篇，可见国际上对壳聚糖在骨结核病中应用的

研究尚处于起步阶段。实验首次构建了人同种异体骨载异烟

肼-壳聚糖微球复合体，作为骨与关节结核病灶清除后的一

种置入材料，在提供机械支持的同时进行长时间的局部化

疗，为骨结核的治疗提供了一种新的可靠方法。 


