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·研究论文·

氯化钙/三赞胶微胶囊的制备及其对核黄素的控制释放

陆贺港1,李晓雁2,田添1,杨红澎1,吴疆1,黄海东1*

(1.天津农学院农学与资源环境学院,天津
 

300392;
 

2.天津农学院食品科学与生物工程学院,天津
 

300392)

摘要:为实现核黄素在肠道中的可控释放,本研究利用三赞胶的pH响应性,使用滴球法制备三赞胶水凝胶微

胶囊,以核黄素为负载药物,氯化钙为调控因子,研究了微胶囊的物性与释放特性。结果表明:0.3%三赞胶在

0.06
 

mol/L盐酸固定液中可以形成稳定的凝胶结构,添加氯化钙后微胶囊的硬度增加但弹性降低。氯化钙添

加量由0逐渐增加至10%,三赞胶微胶囊在十二指肠中的释放率无显著变化,空肠释放率由42.5%逐渐降低

至24.1%,在氯化钙添加量2%及以上时可在回肠释放,且释放率由21.6%逐渐降低至14.9%。粘度特性与

SEM图像分析表明,添加氯化钙提高三赞胶溶液的粘度,降低微胶囊的孔隙度是控制核黄素释放的主要原因。

本研究通过调整三赞胶微胶囊中的氯化钙添加量,实现了核黄素在肠道中的可控释放,表明可控释三赞胶微胶

囊在口服递送领域具有广阔的应用前景。
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Abstract:
 

Controlled
 

release
 

hydrogel
 

was
 

an
 

ideal
 

delivery
 

carrier.
 

In
 

order
 

to
 

achieve
 

controlled
 

release
 

of
 

ribo-
flavin

 

in
 

intestinal
 

tract,
 

in
 

this
 

work,
 

sanxan
 

microcapsules
 

was
 

prepared
 

using
 

an
 

extrusion
 

dripping
 

method
 

based
 

on
 

the
 

pH-responsiveness
 

of
 

sanxan.
 

Physical
 

and
 

in
 

vitro
 

release
 

properties
 

of
 

sanxan
 

microcapsules
 

was
 

measured,
 

where
 

riboflavin
 

was
 

used
 

as
 

loading
 

drug
 

and
 

calcium
 

chloride
 

as
 

regulatory
 

factor.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

stable
 

sanxan
 

hydrogel
 

was
 

prepared
 

by
 

0.06
 

mol/L
 

HCl
 

fixed
 

solution
 

and
 

0.3%
 

sanxan
 

solution,
 

and
 

the
 

toughness
 

of
 

microcapsules
 

increased
 

but
 

the
 

elasticity
 

decreased
 

after
 

calcium
 

chloride
 

was
 

added.
 

There
 

was
 

no
 

significant
 

change
 

in
 

the
 

release
 

rate
 

of
 

sanxan
 

microcapsules
 

in
 

duodenum,
 

and
 

the
 

release
 

rate
 

of
 

jejunum
 

decreased
 

from
 

42.5%
 

to
 

24.1%,
 

when
 

the
 

addition
 

of
 

calcium
 

chloride
 

increased
 

from
 

0%
 

to
 

10%.
 

Ileum
 

release
 

occurred
 

when
 

calcium
 

chloride
 

supplemental
 

level
 

was
 

2%
 

or
 

above,
 

and
 

the
 

release
 

rate
 

gradually
 

decreased
 

from
 

21.6%
 

to
 

14.9%.
 

The
 

viscosity
 

characteristics
 

and
 

SEM
 

image
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

viscosi-
ty

 

of
 

sanxan
 

solution
 

increased
 

and
 

the
 

porosity
 

of
 

microcapsules
 

was
 

reduced
 

with
 

calcium
 

chloride
 

added,
 

which
 

was
 

the
 

main
 

reason
 

to
 

control
 

the
 

release
 

of
 

riboflavin.
 

Controlled
 

release
 

of
 

riboflavin
 

in
 

intestinal
 

tract
 

was
 

achieved
 

by
 

adjusting
 

the
 

addition
 

amount
 

of
 

calcium
 

chloride
 

in
 

sanxan
 

microcapsules,
 

indicating
 

that
 

con-
trolled

 

release
 

of
 

sanxan
 

microcapsules
 

has
 

broad
 

application
 

prospects
 

for
 

oral
 

delivery.
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  水凝胶是一种可以通过物理或化学交联的方

式,形成三维网络结构的材料,这种材料可以结合

大量水分子,并限制水分子的自由活动,从而降低

溶解或包裹于水凝胶中的物质扩散速度[1],因此

水凝胶材料常用于制备口服递送载体[2]。可以形

成水凝胶的材料主要包括人工合成高分子、蛋白

质及天然多糖等,其中天然多糖为口服递送研究

中的热点材料之一[3],其对生物与环境更加友好,
并且部分多糖能够响应环境的温度、离子或pH
变化,所制备的递送载体可以将人们所需要的药

物通过口服的方式递送至胃肠道中,进行缓慢释

放,这种利用多糖载体进行药物递送的方式在一

定程度上解决了传统片剂、粉剂或胶囊在胃肠道

中释放不稳定和利用率低等缺点。目前已相继开

发出多种能够感应体内环境变化的智能型药物,
如壳聚糖和海藻酸钠等已被广泛用于口服药物递

送中[4,5]。
研究发现,通过调整多糖添加量、调整交联结

构以及修饰某些活性基团等手段,可以改变水凝

胶载体的孔隙度及粘度,结合多糖材料具有的环

境响应性,能够实现药物的可控释放[6]。可控释

型水凝胶载体可以控制药物释放速度与位置,使
其在使用中具有目的性与准确性,从而提高药物

实际吸收与利用率,提升药物对目标区域的治疗

效果,因此可控释多糖载体在药物递送领域中受

到广泛关注,并用于治疗胃肠道营养或给药的局

部缺乏,提高药物在消化道中的吸收与治疗效果。
三赞 胶 (sanxan)是 由 菌 株 Sphingomonas

 

sanxanigenens合成的一种微生物多糖[7],其多糖

分子结构如图1所示,三赞胶多糖平均分子量为

4.08×105
 

Da,分 布 系 数 为1.07[8]。三 赞 胶 于

2020年通过国家审批[9],可以将其用于食品生产

中。在目前,三赞胶材料在口服递送载体研究中

处于早期阶段,但已逐渐表现出开发潜力,如Shi
等[10]利用三赞胶制备出一种可以在肠道中缓慢释

放β-胡萝卜素的递送载体,并且研究发现,添加钙

离子可以显著提高三赞胶载体的稳定性,但对钙

离子对药物的控释作用并未展开研究。

图1 三赞胶多糖结构

Figure
 

1 Molecular
 

structure
 

of
 

sanxan
 

polysaccharide

  核黄素是一种人体必须依赖外界补充的重要

维生素[11],其对肠道益生菌群或小肠上皮细胞的

发育具有促进作用,常用多糖载体如海藻酸钠[12]、
结冷胶[13]及纤维素凝胶[14]等材料可以使核黄素

在肠道中进行缓慢释放,提高核黄素的补充效果。
但随着人体的生长,不同肠道部位对核黄素的需

求量会发生改变[15]。能够实现核黄素在肠道中的

控释可以进一步提高核黄素实际吸收利用效果,
但在目前研究中,研究者并未过多考虑控制核黄

素的释放位置。研究表明[16],提高凝胶稳定性可

以降低负载物的扩散速度,因此本研究利用氯化

钙为调控因子,制备负载核黄素的口服型三赞胶

微胶囊,通过体外消化模拟实验,研究核黄素在肠

道中的释放特性,为治疗肠道区域性核黄素缺乏

提供参考。

1 实验部分

1.1 试剂与仪器

  三赞胶,河北沣川生物科技有限公司;氯化

钙,分析纯,天津市津科精细化工研究所;核黄素,

BR,98%,上海源叶生物科技有限公司;胃蛋白酶

(猪胃粘膜,1∶10000),上海源叶生物科技有限公

司;胰蛋白酶(猪胰,1∶250),上海源叶生物科技

有限公司。

TA.XT
 

plus物性测定仪,英国Stable
 

Micro
 

Systems公司;Brookfield
 

R/S
 

Plus旋转流变仪,
英国Brookfield公司;Phenom

 

Pro扫描电子显微

镜,荷兰Phenom
 

world
 

BV公司;FL970荧光光
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谱仪,上海天美科学仪器有限公司。

1.2 三赞胶水凝胶的制备及其质构特性的

测定

  分别配制质量分数为0.1%~1.0%的三赞胶

去离子水溶液,取三赞胶溶液2
 

mL移至5
 

mL烧

杯中,在三赞胶溶液上方加入3
 

mL盐酸溶液

(0.12
 

mol/L),静置30
 

min,观察三赞胶的状态,
使用物性测定仪评价添加不同氯化钙微胶囊的硬

度与弹性特征[5],TPA测试模式(两次下压),P/

75探头,测试前速度为1
 

mm/s,测试中速度为

1
 

mm/s,测试后速度为1
 

mm/s,应变距离50%,
触发力5

 

g。各处理重复6次。

1.3 三赞胶微胶囊的制备及其形态与质构

特性的变化

  使用滴球法[17]制备含有0%、2%、4%、6%、

8%和10%
 

(W/W
 

sanxan)氯化钙的三赞胶微胶

囊,固定液为盐酸溶液(0.12
 

mol/L),滴口直径为

0.8
 

cm,滴口距离固定液面高度1.5
 

cm,并利用

磁力搅拌器对固定液施加100
 

r/min旋转,微胶囊

形成后在固定液中继续浸泡30
 

min。使用光学显

微镜观察微胶囊的形态,放大倍率为10,使用千分

尺测 定 微 胶 囊 的 最 大 直 径(dmax)和 最 小 直 径

(dmin),利用式(1)计算微胶囊的球形度(F),当F
≥0.95时认为微胶囊具有规则球型外观。

F=
2dmin

dmin+dmax
(1)

  使用物性测定仪测定添加不同氯化钙微胶囊

的硬度与弹性变化,微胶囊4×5摆放于测试台,
TPA测试模式(两次下压),P/75探头,测试参数

与1.2节相同。各处理重复6次。

1.4 微胶囊在体外消化模拟中的释放特性

  配制含有0%、2%、4%、6%、8%和10%氯化

钙(W/W
 

sanxan)的0.3%三赞胶溶液,加入负载

量为3
 

g/g
 

(核黄素/三赞胶)的核黄素搅拌均匀,
使用滴球法制备含有核黄素的三赞胶微胶囊,利
用体外消化模拟系统对微胶囊进行模拟递送[18],
模拟消化液组成如表1所示。体外模拟在遮光条

件下的旋转式振荡器中进行,取微胶囊3颗放入

装有6
 

mL模拟液的玻璃样品瓶中横置震荡,恒温

37
 

℃,转速为120
 

r/min。利用荧光光谱仪测量模

拟液中核黄素的含量[19],各处理重复3次。观察

并计算微胶囊在不同模拟环境中的形态变化及释

放特性。

表1 体外模拟液成分及模拟时间与取样间隔

Table
 

1 In
 

vitro
 

simulate
 

medium
 

composition
 

and
 

simulated
 

time
 

and
 

interval

模拟液 成分 pH 模拟时间/h 取样间隔/min

胃

胃蛋白酶3.2
 

g/L
盐酸(12

 

mol/L)
 

7
 

mL/L

NaCl
 

0.2
 

g/L

1.2 2 30

十二指肠 胃模拟液(V)∶回肠模拟液(V)=3∶7 6.0 1 15

空肠 胃模拟液(V)∶回肠模拟液(V)=3∶7 7.0 1 15

回肠
KH2PO4 6.8

 

g/L

胰蛋白酶10
 

g/L
7.4 1 15

1.5 氯化钙对三赞胶溶液粘度的影响

  分别配制含有0%、2%、4%、6%、8%和10%
氯化钙(W/W

 

sanxan)的0.3%三赞胶水溶液,摇
匀后静置24

 

h,使用旋转流变仪测定三赞胶溶液

的粘度特性,测试模式为旋转斜坡测量,CC
 

40转

子,转速变化为0~200
 

r/min,完成时间60
 

s,恒
温25

 

℃。各处理重复3次。

1.6 氯化钙对微胶囊微观形态的影响

  制备氯化钙添加量为10%和未添加氯化钙的

三赞胶微胶囊,使用Phenom
 

Pro扫描电子显微镜

(Phenom
 

world
 

BV)观察添加氯化钙前后三赞胶

水凝胶的微观形貌,测试前样品经冻干并真空喷

金处理。另外,在体外模拟结束后将氯化钙添加

量为10%的三赞胶微胶囊取出,使用扫描电子显

微镜观察微胶囊的微观形态。

2 结果与讨论

2.1 三赞胶凝胶质构特性

  将三赞胶溶液浸泡于盐酸溶液后,由图2(A)
可以看出,三赞胶可以形成酸凝水凝胶。三赞胶使

用量为0.1%~0.2%时,所形成凝胶稳定性较差,
当三赞胶使用量至0.3%及以上时,凝胶可以稳定

·48·
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存在。质构结果表明(图2B),三赞胶使用量逐渐增

加,其水凝胶的硬度逐渐上升,弹性逐渐降低。当

三赞胶使用量为0.3%时,其形成的水凝胶硬度及

弹性与三赞胶使用量为0.4%时相比无显著差异,
并且已形成稳定的固体,因此使用0.3%三赞胶溶

液制备微胶囊。据报道,含有羧基的多糖分子如三

赞胶在酸性环境中时,因氢离子大量存在,使多糖

中的羧基封闭并造成多糖分子卷曲,进而改变多糖

溶液的状态并使其凝胶化,如海藻酸钠同样可以在

酸性溶液中凝结,但凝胶稳定性较低[20],而三赞胶

是一种新型酸凝胶,形成凝胶所需量相对较低且稳

定性较强,表明三赞胶具有广阔的开发潜力。

图2 不同三赞胶使用量下的溶液凝胶行为(A)及其凝胶硬度与弹性(B)测定

Figure
 

2 The
 

gelation
 

behavior
 

(A)
 

and
 

toughness
 

and
 

elasticity
 

(B)
 

of
 

sanxan
 

hydrogels
 

with
 

different
 

sanxan
 

concentrations

2.2 氯化钙对三赞胶微胶囊特性的影响

  滴球法是制备球型水凝胶的常用方法,三赞胶

微胶囊的制备如图3(a)所示。三赞胶是含有羧基

的阴离子型多糖,因此其凝胶结构可能受阳离子影

响,并影响微胶囊的释放特性[21]。质构数据表明

(图3b),氯化钙添加量为2%、4%、6%、8%和10%
 

(W/W
 

sanxan)时,其硬度分别提高8.0%、16.2%、

24.0%、31.0%和36.7%。微胶囊硬度的变化可能

与氯化钙改变三赞胶的交联结构有关。添加氯化

钙后微胶囊的弹性显著下降7.8%~11.4%,但不

同添加量之间弹性无显著差异。
规则的球型结构可以使微胶囊在消化道中的

释放更加稳定[22]。由图3(c)看出,添加氯化钙前

后,微胶囊的体积与球形度(F)无显著差异,且不

同处理的F 均在0.95以上。但通过光学显微镜

发现[23](图像经过对比度调整与黑白处理),氯化

钙的添加使微胶囊透明度下降,内部辐射状透光

区减少,表明氯化钙可以减少微胶囊的内部孔隙,
进而将影响微胶囊的释放特性。

2.3 核黄素-三赞胶微胶囊的体外消化模

拟研究

2.3.1 形态变化

将核黄素与三赞胶溶液混合后,通过滴球法

可以直接制备负载核黄素的三赞胶微胶囊。体外

消化是研究药物释放的有效手段[24],图4展示出

负载核黄素的三赞胶微胶囊在胃、十二指肠、空肠

及回肠模拟环境中的动态变化,蓝色矩形标记出

微胶囊的破碎位置。微胶囊在胃中经过120
 

min
模拟后,其形态未发生明显变化,表明三赞胶微胶

囊具有酸性稳定性。但三赞胶微胶囊具有的pH
响应性可以使其在中性或近中性的肠道环境中缓

慢溶解。由图4看出,未添加氯化钙的三赞胶微

胶囊在空肠模拟阶段基本溶解完全,随着氯化钙

添加量增加,微胶囊破碎时间由165
 

min
 

(十二指

肠)逐渐推迟至240
 

min
 

(空肠),并且微胶囊的溶

解速度逐渐减缓,回肠模拟结束后微胶囊残留量

逐渐增加,当氯化钙添加量至10%,回肠模拟结束

后微胶囊的残留量最大且未破碎。实验结果表

明,增加氯化钙的添加量可以延长微胶囊的破碎

时间,并延缓微胶囊在模拟肠道中的溶解速度。

2.3.2 释放特性

图5(A)展示出三赞胶微胶囊在不同体外模

拟消化环境中的核黄素释放量。未添加氯化钙

时,三 赞 胶 微 胶 囊 在 胃 中 的 核 黄 素 释 放 率 为

25.2%,胃肠道总释放率为99.5%,并在空肠阶段

结束释放。添加2%~10%氯化钙后,微胶囊在胃

·58·



高 分 子 通 报 2023年

  

图3 不同CaCl2 添加下三赞胶微胶囊的制备及特性:(a)滴球法制备微胶囊;

(b)微胶囊的硬度及弹性;(c)微胶囊的形态特征

Figure
 

3 Preparation
 

and
 

properties
 

of
 

sanxan
 

microcapsules
 

with
 

different
 

CaCl2 added.
 

(a)
 

Preparation
 

of
 

microcapsules
 

by
 

extrusion
 

dripping
 

method;
 

(b)
 

Toughness
 

and
 

elasticity
 

of
 

microcapsules;
 

(c)
 

Morphology
 

of
 

microcapsules.

图4 微胶囊在体外模拟消化系统中的释放图像

Figure
 

4 In
 

vitro
 

digestion
 

images
 

of
 

microcapsules

环境的释放率与未添加氯化钙相比下降4.8%~
6.9%,与未加氯化钙的显著降低,但处理间无显

著差别,并可以使微胶囊递送至回肠阶段,且胃肠

道总释放率逐渐下降。

图5(B)分析了各处理在肠道阶段的释放差

异,可以看出,随着氯化钙添加量的增加,各处理

在十二指肠中的释放率差异并不显著,而在空肠

阶段,0%与2%之间,4%与6%之间差异显著,与
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图5 不同氯化钙添加下微胶囊的释放特性:
 

(A)动态消化图谱;(B)不同肠道中的释放特性

Figure
 

5 In
 

vitro
 

digestion
 

profiles
 

of
 

microcapsules
 

with
 

different
 

CaCl2 added:
 

(A)
 

dynamic
 

profiles;
 

(B)
 

release
 

in
 

different
 

intestinal
 

phases

图4对比发现,0%、2%与4%处理在空肠阶段颜

色较深,与其余处理产生明显差别,而破碎位置也

反映出显著性的关系。递送至回肠结束后未破碎

的10%处理与2%~8%处理相比,释放率显著降

低。另外,整体来看,由于核黄素在胃、十二指肠

和空肠的释放量较大,使回肠的释放低于空肠释

放。实验数据表明,添加氯化钙可以降低微胶囊

在消化道中的释放率,且主要通过降低空肠与回

肠阶段释放率实现微胶囊在肠道中的释放调控,
表明三赞胶微胶囊进行活跃溶解与释放的pH环

境为7.0~7.4。与其他报道相比,本研究实现了

核黄素在肠道中的可控释放,可以调整核黄素在

回肠或空肠中的释放速度,从而调整核黄素在肠

道中的主要吸收位置;并且三赞胶的pH 响应性

与可控释放性为其固有特性,表明三赞胶微胶囊

在其他药物递送中同样具有可控潜力。

2.4 氯化钙对三赞胶溶液粘度的影响

  提高多糖溶液粘度会使其水凝胶的交联结构

更加紧密,从而降低所负载药物的释放速度[25]。
由图6看出,添加氯化钙可以使三赞胶溶液粘度

逐渐增加。与未添加相比,2%、4%、6%、8%和

10%氯化钙添加量(W/W
 

sanxan)的三赞胶溶液

在剪切率为20
 

s-1 时,其粘度分别提高13.4%、

16.5%、18.9%、24.1%和25.5%,除8%与10%
处理外,其余处理间均具有显著差异。实验结果

表明,随着氯化钙添加量的提高,三赞胶溶液的粘

度逐渐增大,导致微胶囊的释放速度减缓,并且由

微胶囊的释放特性可以看出,微胶囊在回肠中的

释放低于空肠的现象,与微胶囊在空肠中逐渐软

化,使微胶囊的粘性提高有关。三赞胶微胶囊在

肠道中释放速度平缓,微胶囊破碎后未发生突释,
表明三赞胶的高粘度使微胶囊具有释放稳定性。

2.5 氯化钙对三赞胶微胶囊微观形态的影响

  水凝胶的网络孔隙变化是影响微胶囊释放的

重要因素[26]。使用10%氯化钙添加量的微胶囊

进行 观 察 以 保 证 SEM 图 像 差 异 的 准 确 性。
图7(a)与7(b)分别展示了氯化钙添加前后三赞

胶微胶囊表面的SEM 图像,可以看出,添加氯化

钙使三赞胶微胶囊网络孔隙大量减少,反映出氯

化钙对三赞胶的分子结构产生影响,图7(c)和

7(d)所展示的氯化钙添加前后微胶囊截面SEM
图像同样证明了这一点。钙离子通过吸引并封闭

合三赞胶中的带电羧基,使三赞胶分子亲水性降

低。研究表明,钙离子可以通过结合多糖之间的

羧基,使分子间产生交联结构[27],从而降低三赞胶

水凝胶的孔隙度(图7e),但三赞胶与氯化钙之间

产生的具体影响需继续研究。分析表明,添加氯

化钙可以降低三赞胶微胶囊的孔隙度,从而控制

其释放速度。
体外模拟递送过程中,三赞胶微胶囊在肠道

中的释放速度平缓无突释现象,侧面表明微胶囊

释放不仅受到水凝胶孔隙度影响,三赞胶的高粘

度在控制释放中也起到关键作用,图7(f)展示出

10%氯化钙添加量的三赞胶微胶囊在300
 

min时

的微观形态,且不同氯化钙添加量的微胶囊均具

有类似结构。可以看出,三赞胶在溶解过程中会

产生大量粘性结构并将核黄素晶体包裹,进而延

缓核黄素的溶出速度。结合粘度测定结果表明,
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图6 不同氯化钙添加下三赞胶溶液粘度变化

Figure
 

6 Viscosity
 

of
 

sanxan
 

solution
 

with
 

different
 

CaCl2 added

图7 三赞胶微胶囊的SEM图像及添加氯化钙对三赞胶的影响。(a)微胶囊表面SEM图像;
(b)添加氯化钙后微胶囊表面SEM图像;(c)微胶囊截面SEM图像;(d)添加氯化钙后微胶囊截面SEM图像;

(e)
 

氯化钙添加前后的三赞胶结构假设;(f)核黄素释放后的微胶囊SEM图像

Figure
 

7 SEM
 

images
 

and
 

structure
 

of
 

sanxan
 

microcapsules
 

with
 

CaCl2 added.
 

SEM
 

images
 

of
 

(a)
 

microcapsule
 

surface,
 

(b)
 

microcapsule
 

surface
 

with
 

CaCl2 added,
 

(c)
 

microcapsule
 

cross-section
 

and
 

(d)
 

microcapsule
 

cross-section
 

with
 

CaCl2 

added;
 

(e)
 

Inferred
 

structure
 

of
 

sanxan
 

after
 

CaCl2 added;
 

(f)
 

SEM
 

images
 

of
 

microcapsules
 

with
 

riboflavin
 

released.
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氯化钙改变三赞胶的粘度与孔隙度是控制微胶囊

释放的主要原因。

3 结论

  本文利用三赞胶的pH 响应性,使用滴球法

制备了一种可以将核黄素递送至肠道的三赞胶水

凝胶型微胶囊,以氯化钙为调控因子,实现了微胶

囊在肠道中对核黄素的控制释放。添加0%~
10%氯化钙后,微胶囊在模拟肠道溶液中的释放

速度逐渐降低,破碎时间由十二指肠逐渐推迟至

空肠阶段。添加氯化钙增加三赞胶溶液的粘度与

微胶囊的硬度,降低微胶囊的孔隙度,是氯化钙控

制三赞胶微胶囊释放速度与位置的主要原因,并
且可控释区域主要位于空肠与回肠。核黄素的可

控释放在优化核黄素的吸收方面具有重要意义。
三赞胶微胶囊具有pH 响应性与释放可控性,在
未来可以将其逐步推广至其他药物或营养递送

中,为口服递送载体的开发提供一种新材料。
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