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缓释双药物载体制备与性能* 
 
鲍玉成，张文龙，王  勇，张  洁，王咏梅(天津市海河医院，天津市呼吸疾病研究所，天津市  300350) 

 

文章亮点： 

1 用聚乳酸-羟基乙酸包载抗结核药物利福平和异烟肼制成大的微米球，置入骨缺损兔体内骨缺损部位可

达到长时间缓释药物，保持病灶部位一定的药物浓度。 

2 缓释双药物载体与兔股骨转子间骨缺损部位生物相容性良好，且促进兔股骨缺损处的骨性愈合。 

3 体外释药结果显示，缓释双药物载体中利福平和异烟肼在前 10 d 释放相对较快，随后开始平稳释放。 

关键词： 

生物材料；生物材料与药物控释；异烟肼；利福平；聚乳酸-羟基乙酸共聚物；缓释；体外；体内；骨结核；
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摘要 
背景：骨结核患者常规用药，病灶处结核药物的有效浓度低，治疗效果差。 

目的：制备一种可直接植入骨结核病灶内的，且具有在骨结核周围组织能够长期保持一定的抗结核药物浓度，

起到提高骨结核的治愈率有效治疗的新型生物材料。 

方法：采用乳剂-溶剂挥发法制备利福平-聚乳酸-羟基乙酸共聚物微球和异烟肼-聚乳酸-羟基乙酸共聚物微

球，利用生物黏合剂 α-氰基丙烯酸烷基酯将 2 种微球加工成长效缓释双组分药物载体，观察缓释双药物载体

体外释药特性；然后将缓释双药物载体置入兔股骨转子间骨缺损部位，观察载药缓释载体植入后不同时间点

药物释放浓度、组织相容性及骨缺损的愈合情况。 

结果与结论：利福平-聚乳酸-羟基乙酸微球平均粒径(240±13) μm，载药率为(26±1.5)%。异烟肼-聚乳酸-羟

基乙酸微球平均粒径(250±10) μm，载药率为(28±1.8)%。利福平、异烟肼，90 d 体外累积释放率可达到 80%

和 90%。90 d 体内释放利福平和异烟肼的浓度可达(0.5±0.4)和(0.6±0.3) μg/g。缓释双药物载体置入兔股骨转

子间骨缺损部位可见筋膜、肌纤维之间出现少量中性粒细胞浸润，59 d 后肌肉组织中性粒细胞明显减少，X

射线平片显示骨缺损明显缩小。提示该载体能够长时间保持骨结核周围组织中一定的药物浓度，弥补血中药

物浓度不足，有望在骨结核手术治疗中提供一种新型的双药物缓释载体。 

 
Dual-drug sustained-release carrier: Preparation and performance  

 
Bao Yu-cheng, Zhang Wen-long, Wang Yong, Zhang Jie, Wang Yong-mei (Tianjin Respiratory Disease 
Research Institute, Tianjin Haihe Hospital, Tianjin  300350, China) 

 
Abstract 
BACKGROUND: During conventional treatment for bone tuberculosis, there is a low effective concentration of 
anti-tuberculosis drugs, and the therapeutic effect is poor. 
OBJECTIVE: To develop a new biomaterial as a slow-release artificial carrier that can be directly implanted into 
the surrounding tissue of bone tuberculosis, maintain a certain anti-tuberculosis drug concentration for a long time, 
thereby playing an effective therapeutic action. 
METHODS: Rifampicin/polylactic acid/glycolic acid microspheres and isoniazid/polylactic acid/glycolic acid 
microspheres were prepared using the emulsion-solvent evaporation method. Using α-cyanoacrylate, a biological 
adhesive, two kinds of microspheres were processed into a long-term slow-release bicomponent drug carrier. 
Then, in vitro release characteristics of the dual-drug sustained-release carrier were observed. After that, the 
dual-drug sustained-release carrier was implanted into rabbit intertrochanteric femur bone defects for observing 
drug release concentrations, histocompatibility and bone defect healing at different time points after drug delivery 
carrier implantation. 
RESULTS AND CONCLUSION: For rifampicin/polylactic acid/glycolic acid microspheres, the mean particle size 
was (240±13) μm, and the drug loading load rate was (26±1.5)%. For isoniazid/polylactic acid/glycolic acid 
microspheres, the mean particle size was (250±10) μm, and drug loading rate was (28±1.8)%. The in vitro 
cumulative release rate could reach 80% for rifampicin and 90% for isoniazid at day 90. The in vivo released 
concentration of rifampicin and isoniazid within 90 days was (0.5±0.4) and (0.6±0.3) μg/g, respectively. There 
were a small amount of infiltrated neutrophils between the fascia and muscle fibers after the drug delivery carrier 
was implanted, and the amount of neutrophils in the muscle were reduced significantly at day 59. X-ray plain film 
showed that bone defects decreased obviously in size. These findings indicate that this dual-drug 
sustained-release carrier can maintain a certain anti-tuberculosis drug concentration in the surrounding tissues of     
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bone tuberculosis, which is expected to provide a new type of dual-drug delivery carrier in the surgical treatment of bone 
tuberculosis. 
Key Words: biomaterials; biomaterials and controlled drug release; isoniazid; rifampicin; polylactic acid-glycolic acid 
copolymer; slow release; in vitro; in vivo; bone tuberculosis; provincial grants-supported paper 
 
Bao YC, Zhang WL, Wang Y, Zhang J, Wang YM. Dual-drug sustained-release carrier: Preparation and performance. 
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0  引言 

 

骨结核在有效抗结核药物的治疗下，行滑膜切除及

病灶清除，并于骨缺损处植入同种异体骨，采用石膏或

牵引的方法使关节制动；脊柱结核行病灶清除，同时行

取髂骨病灶内植骨，椎弓根钉内固定治疗，取得明显的

临床疗效[1-4]。张光铂认为抗结核药物是治疗脊柱结核的

基石[5]，病灶处抗结核药物的有效浓度是取得好的疗效

的保证。 

利福平、异烟肼对结核分枝杆菌有高度选择性，抗

菌作用强是世界卫生组织推荐的结核病化疗方案中的

一线用药。患者常规服用时，药物浓度达不到治疗要求，

尤其是骨结核病灶部位药物浓度更低。而大剂量服用会

引起不便亦会造成肝肾等器官的损伤[6-8]。 

天津市海河医院于2005年8月至2010年12月期间

以异烟肼(0.3 g/次，1次/d)治疗231例结核病患者，结果

占63%的患者服药2 h后血药浓度低于3 mg/L，血药浓

度有效范围为3-5 mg/L[9]。田洪英等[10]对164例住院患

者异烟肼血药浓度的监测结果表明54.3%患者血药浓度

低于其治疗有效浓度，9.8%的患者利福平血药浓度低于

0.5-10 mg/L治疗浓度。王自立等[11-12]对1 102例脊柱结

核椎体硬化骨进行了相关基础与临床研究，发现在硬化

骨壁中抗痨药物利福平浓度仅为(0.47±0.11) μg/g远低

于有效的治疗浓度。抗痨药物不能进到有硬化壁的病灶

中央。 

由于微米球比纳米球大，可以延长药物释放时间，

因此作者拟应用微球技术制备利福平-聚乳酸-羟基乙

酸和异烟肼-聚乳酸-羟基乙酸200-400 μm缓释降解微

球，并将2种含药微球黏结制成双组分药物载体，观察

对兔骨结核的治疗效果。 

 

1  材料和方法 

 

设计：药物体内外释放实验。 

时间及地点：实验于2011年2月至2012年2月在天

津市海河医院完成。 

材料： 

实验动物：4月龄SPF级新西兰兔26只，雌雄不限，

体质量1.8-2.5 kg，由北京华阜康生物科技股份有限公

司提供, 动物许可证号：SCXK(京)2009-0007。 

实验期间，保持动物房室温在22 ℃，相对湿度

60%-70%，早8点至晚8点自动照明。动物自由进食，

自由饮水。实验符合动物伦理学要求。 

缓释双药物载体制备与性能实验的主要试剂及仪器： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

方法： 

异烟肼-聚乳酸-羟基乙酸微球的制备：根据预实验中优

化后的条件[13]，按刘江涛等[14]方法：准确称取异烟肼  

350 mg、聚乳酸-羟基乙酸700 mg，溶解在10 mL二氯

甲烷溶剂中，充分溶解混匀形成油相，超声振荡分散均

匀。在搅拌下将此乳液注入到体积分数0.8%聚乙烯醇水

溶液中，在4 ℃温度下持续搅拌挥发二氯甲烷，固化微

球。将乳液离心分离，得到的微球以PBS反复洗涤后离

心干燥收集微球。光学显微镜下计数不少于500个微球，

标尺测定微球大小。 

利福平-聚乳酸-羟基乙酸微球的制备：采用乳化-溶剂

挥发法制备利福平-聚乳酸-羟基乙酸微球[15-16]。准确称

取利福平和聚乳酸-羟基乙酸溶于二氯甲烷中，充分溶

解混匀形成油相，在超声震荡下均匀分散.将此溶液在高

速搅拌下注入到质量分数为1%的聚乙烯醇水溶液中，

乳化10 min，形成O/W乳液，温和搅拌4 h挥发二氯甲

烷，固化微球。将获得的微球悬浮液离心，收集，用PBS

液洗涤数次后冷冻干燥，在4 ℃冰箱内保存。 

光学显微镜下计数不少于500个微球，标尺测定微

球大小。 

微球的载药率测定：按刘江涛等[14]方法测定微球载药

率。分别称取10 mg异烟肼-聚乳酸-羟基乙酸微球和利

福平-聚乳酸-羟基乙酸微球，溶解于10 mL二氯甲烷中，

试剂及仪器 来源 

利福平(分子式：C43H58N4O12，批准文号：国药

准 字 H21023360) 、 异 烟 肼 ( 分 子 式 ：

C6H7N3O，批准文号：国药准字 H21022351)

利福平、异烟肼化学对照品 

聚乳酸-羟基乙酸(乳酸∶羟基乙醇=80∶20，相

对分子质量 150 000) 

聚乙烯醇(相对分子质量 75 000-79 000，醇解

度为 88%) 

α-氰基丙烯酸烷基酯 

乙腈、甲醇、二氯甲烷 

恒温震荡培养箱 

LC-10A 高效液相色谱仪 

N-2000 色谱工作站 

恒温磁力搅拌器 

光学显微镜  

沈阳红旗制药厂 
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超声搅拌30 min，使微球中的药物完全释放溶解在其

中；之后离心分离，取上清液，用高效液相色谱法检测

药物浓度，计算微球载药率。 

 

 

载药缓释载体制备：分别取异烟肼-聚乳酸-羟基乙酸

微球和利福平-聚乳酸-羟基乙酸微球各100 mg加入   

20 mg的生物医用黏合剂(α-氰基丙烯酸烷基酯)，异烟

肼-聚乳酸-羟基乙酸微球和利福平-聚乳酸-羟基乙酸

微球混合均匀后放入预先用硅油脱模剂处理后的圆形

模具中固化成型，脱模，冻干待用。 

载药缓释载体体外释药特性的测定：准确称取载药载体

60 mg，于一透析袋中，两端扎紧，放于广口瓶中加

pH=7.4的PBS 3 mL润湿后加入30 mL pH=7.4的PBS，

密封放入37 ℃的恒温震荡箱中，定时取样30 mL，每次

取样后须及时将透析袋移入同样的缓冲液30 mL广口瓶

中。高效液相色谱法测定利福平和异烟肼浓度[17]，并以

时间为横坐标，药物累积释放率为纵坐标绘图。 

载药缓释载体体内释药特性的测定：载药缓释载体辐照

灭菌，7.5 MeV电子束一次性照射。将26只新西兰大白

兔用戊巴比妥钠(1 mg/kg)耳缘静脉麻醉后，局部去毛、

消毒、铺巾。无菌条件下，于股骨转子间钻直径6 mm

圆孔，深度约2 mm，孔内置入载药缓释载体40 mg， 缝

合肌筋膜及皮肤。放回笼内饲养并观察。实验兔腹腔注

射青霉素40×104单位，连续3 d。 

于载药缓释载体植入后3，10，17，24，31，38，

45，52，59，66，73，80，87 d各取2只实验兔，以空

气栓塞法处死，在孔半径10 mm处对称取0.5 mg大小组

织4块，分别粉碎后加入5 mL PBS匀浆，400 r/min离心

半径12 cm离心15 min，留取上清液-20 ℃冻存待检。

用高效液相色谱法检测上述实验兔样本中异烟肼、利福

平浓度。 

载药缓释载体组织相容性的测定：取3 d和59 d实验兔

植入部位组织用40 g/L多聚甲醛固定后脱水、浸蜡、行

蜡块包埋，石蜡切片厚度8-10 μm、脱蜡、苏木精染液

染色 3-10 min，去离子水洗 3-5 min，体积分数

0.5%-1.0%盐酸乙醇溶液分化，1-3 s去离子水洗10- 

30 s，温热水洗5-10 min，去离子水充分冲洗，伊红复

染2 min，体积分数95%乙醇和纯乙醇脱水，二甲苯透

明，中性树脂封固。光学显微镜观察。 

X射线检查骨愈合：于载药缓释载体植入后3 d和59 d各

取2只实验兔，麻醉后X射线拍片，观察比较实验兔股骨

转子间空洞愈合情况。投照条件：45 kV，1.2 mA；投照

方法：前后位平片。 

主要观察指标：微球形态、粒径、载药量、体内外

释放情况及骨愈合情况。 

统计学分析：采用SPSS 17.0软件数据处理，实验

数据以x
_

±s表示。 

   

2  结果 

 

2.1  异烟肼-聚乳酸-羟基乙酸微球和利福平-聚乳酸-

羟基乙酸微球的形态  经过成球、干燥等过程后，光镜

下微球分散均匀圆整，球形度较好，粒径范围较窄。光

学显微镜观察显示85%利福平聚乳酸-羟基乙酸微球直

径为200-300 μm，平均粒径(240±13) μm，载药率为

(26±1.5)%，见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    异烟肼聚乳酸-羟基乙酸微球直径200-300 μm，平

均粒径(250±10) μm，载药率为(28±1.8)%，见图2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  载药缓释载体形态  载药缓释载体中异烟肼-聚

乳酸-羟基乙酸微球和利福平-聚乳酸-羟基乙酸微球分

布均匀，见图 3。 

2.3  利福平和异烟肼在体外的释药效率  体外释药结

果显示 2 种药物在前 10 d 释放相对较快，释放量将近

总量的 60%，其后开始平稳释放，90 d 测得利福平和

异烟肼浓度分别为 0.02 和 0.03 mg/L。药物释放曲线见

图 4。 

图 1  异烟肼-聚乳酸-羟基乙酸微球的形态(×10) 

Figure 1  Morphology of isoniazid/polylactic acid/glycolic acid

microspheres (×10) 

注：异烟肼-聚乳酸-羟基乙酸微球分散均匀圆整，球形度较好。

微球载药率=(微球中药物总量/微球总量)×100% 

图 2  利福平-聚乳酸-羟基乙酸微球的形态(×10) 

Figure 2  Morphology of rifampicin/polylactic acid/glycolic 

acid microspheres (×10) 

注：利福平-聚乳酸-羟基乙酸微球分散均匀圆整，球形度较好。
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2.4  利福平和异烟肼在体内的释药效率  体内释药结

果显示，前 31 d 肌肉组织中利福平和异烟肼的浓度较

高可分别达到 4.8 和 4.5 μg/g，均可以抑制或杀死病灶

组织周围的结核杆菌，且在 87 d 时，肌肉组织中利福

平和异烟肼的浓度还可维持在 0.3 μg/g 以上。肌肉组织

中利福平和异烟肼的浓度与时间变化见表 1，2。 

2.5  缓释双药物载体的组织相容性  植入载体后 3 d

和 59 d，肌肉剖面未见明显充血、急性炎症反应。光镜

下可见 3 d 时筋膜、肌纤维之间可见少量中性粒细胞浸

润，未见异物肉芽肿及异物巨细胞反应，见图 5；59 d

后肌肉组织中性粒细胞明显减少，炎症反应基本消失。

说明材料对正常组织无异物反应与周围组织有良好的

相容性，见图 6。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.6  缓释双药物载体对兔股骨转子间骨缺损的影响    

X射线平片显示，载药缓释载体植入后第3天兔股骨转子

间可见一骨空洞，其直径与载药缓释载体植入中对兔子

股骨转子间钻孔直径基本吻合，边缘光滑锐利符合新鲜

骨创伤表现；载药缓释载体植入59 d后兔子股骨转子间

表 1  载药缓释载体植入后不同时间兔注射部位肌肉组织中利

福平浓度 

Table 1  The in vivo released concentration of rifampicin at 

different time after drug carrier implantation (x
_

±s, μg/g)

注：每个时间点检测 2 只兔，每只兔子对称取 4 各部位共取 8 个不同部位。

体内释药结果显示，前 31d 肌肉组织中利福平的浓度较高，可以抑制或杀

死病灶组织周围的结核杆菌，随后肌肉组织中药物的浓度逐渐下降。 

载药缓释载体植入后时间(d) 利福平 

 

 3 

 

13.0±1.1 

10  8.8±1.6 

17  5.9±0.8 

24  5.4±1.0 

31  4.8±0.7 

38  3.8±0.4 

45  3.0±0.5 

52  2.5±0.6 

59  1.6±0.7 

66  1.5±0.5 

73  0.8±0.4 

80  0.5±0.3 

87  0.3±0.4 

图 3  载药缓释载体的形态(×10) 

Figure 3  Morphology of the dual-drug sustained-release 

carrier (×10) 

注：圆形示利福平-聚乳酸-羟基乙酸微球，正方形示异烟肼-聚

乳酸-羟基乙酸微球，长方形示黏合剂 α-氰基丙烯酸烷基酯。光

学纤维镜下异烟肼-聚乳酸-羟基乙酸微球和利福平-聚乳酸-羟

基乙酸微球在载药缓释载体中均匀分布。 

 

图 4  缓释双药物载体体外药物释放曲线 

Figure 4  In vitro drug release profile of the dual-drug 

sustained-release carrier 

注：高效液相色谱法测定利福平和异烟肼浓度。2 种药物在前

10 d 释放相对较快，随后逐渐平稳。 
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表 2  载药缓释载体植入后不同时间兔注射部位肌肉组织中异

烟肼浓度 

Table 2  The in vivo released concentration of isoniazid at 

different time after drug carrier implantation (x
_

±s, μg/g)

注：每个时间点检测 2 只兔，每只兔子对称取 4 各部位共取 8 个不同部位。

体内释药结果显示，前 31 d 肌肉组织中异烟肼的浓度较高，可以抑制或杀

死病灶组织周围的结核杆菌，随后肌肉组织中药物的浓度逐渐下降。 

载药缓释载体植入后时间(d) 异烟肼 

 

 3 

 

14.8±1.2 

10 12.6±1.5 

17  7.4±1.3 

24  5.7±1.2 

31  4.5±1.0 

38  4.0±1.0 

45  2.9±0.6 

52  2.5±0.8 

59  1.8±0.7 

66  1.4±0.7 

73  1.0±0.6 

80  0.6±0.3 

87  0.4±0.3 
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骨空洞的直径较第3天明显缩小，并且空洞边缘模糊，

证明兔子股骨缺损处已有骨性愈合，见图7，8。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

目前用生物降解材料包载一种抗结核药物并制成微球

进行体内释放研究报道很多[18-22]。随着耐药结核传播流行，

结核疫情呈恶化态势，世界卫生组织2050年前全球消灭结

核病的目标形成严峻挑战。世界卫生组织全球结核报告

2010显示，2008年全球新发约44万例多耐药结核，中国更

是27个多耐药/广泛耐药结核高负担国家之一，2009年新增

多耐药结核(10万)数首次超过印度，位列全球第一[23]。单

一用药对耐药结核疗效差。戈朝晖等[24]的研究发现利福平

药物在脊柱结核病灶内无法达到有效杀菌浓，长期低于有

效杀菌浓度的化疗，有可能导致继发性耐药的发生，骨结

核治疗同样面临耐药问题，若治疗不当可引起严重的神经

功能障碍或脊柱畸形，导致疾病迁延复发[25]。甚至引起获

得性耐药。但目前学界对耐药脊柱结核的关注甚少[26-27]。 

为了提高骨结核病灶部位药物浓度，付裕等[28-29]

在病灶清除、冲洗后将链霉素、异烟肼及利福平粉剂直

接放置于病灶骨槽底部，取髂骨块嵌插植骨，置引流管，

逐层缝合切口。药物在新鲜骨病灶中吸收和弥散快，局

部药物浓度高，能够杀死结核杆菌，但是药物维持时间

短。刘江涛等[14]用聚乳酸-羟基乙酸包载异烟肼制成载

药率32%微球直径为59 μm，动物体内药物释放可达8

周以上。Manisha等[30]报道了异烟肼：聚乳酸-羟基乙酸

的质量比在60∶40，利福平∶聚乳酸-羟基乙酸的质量

比在1∶20微粒载体系统采用皮下给药。药物对各器官

的影响进行了评估，实验研究观察了结核病小鼠化疗疗

效和毒副反应。结果表明药物可以持续释放6周，微粒

系统可以用于结核化疗与常规治疗。 

实验采用聚乳酸-羟基乙酸分别包载利福平、异烟

肼制成含药大球复合载体，体外体内药物释放随时间变

化趋势一致，可连续87 d持续释放具有杀菌抑菌浓度的

图 5  缓释双药物载体植入体内 3 d 时缓释双药物载体的组

织相容性(×40) 

Figure 5  Histocompatibility of the dual-drug sustained- 

release carrier at 3 d after implantation (×40) 

注：缓释双药物载体植入载体后 3 d，肌肉剖面未见明显充血、

急性炎症反应，光镜下可见中性粒细胞浸润及减少，炎症反应基

本消失，说明缓释双药物载体与周围组织具有良好的相容性。

 

图 7  缓释双药物载体植入体内 3 d 时缓释双药物载体对兔

股骨转子间骨缺损的影响 

Figure 7  Effect of the dual-drug sustained-release carrier on 

rabbit intertrochanteric femur bone defects at 3 d 

after implantation 

注：箭头指示股骨转子间孔洞，X 射线平片显示，载药缓释载

体植入后兔股骨转子间骨缺损边缘光滑锐利。 

 

图 6  缓释双药物载体植入体内 59 d 时缓释双药物载体的

组织相容性(×40) 

Figure 6  Histocompatibility of the dual-drug sustained- 

release carrier at 59 d after implantation (×40) 

注：缓释双药物载体植入载体后 59 d，肌肉剖面未见明显充血、

急性炎症反应，光镜下可见中性粒细胞浸润及减少，炎症反应

基本消失，说明缓释双药物载体与周围组织具有良好的相容性

图 8  缓释双药物载体植入体内 59 d 缓释双药物载体对兔

股骨转子间骨缺损的影响 

Figure 8  Effect of the dual-drug sustained-release carrier on 

rabbit intertrochanteric femur bone defects at 59 d 

after implantation 

注：箭头指示股骨转子间孔洞，X 射线平片显示，载药缓释载

体植入后兔股骨转子间骨空洞逐渐缩小，证明兔子股骨缺损逐

渐愈合。 
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抗结核药物。苏木精-伊红染色结果显示组织相容性好。

X射线平片显示骨缺损处有明显骨性愈合。缓释双药物

载体可作为置入骨结核病灶部位，持久抗结核治疗，以

维持病灶局部的药物浓度，弥补血中药物浓度不足亦可

实现多种药物联合、规律局部给药、药物生物利用率高，

不良反应小，起到杀死和抑制结核杆菌作用。在药物释

放过程中聚合物基质逐渐降解，避免了二次手术取出减

少痛苦。一个理想的骨支架应具有骨传导性和骨诱导

性、力学性能与天然骨接近、具有微孔直径和容积呈梯

度变化的结构，有利于营养的输送，也可引导细胞的附

着和新生血管的走向、细胞的迁移、生长，并诱导新骨

组织的生长能被宿主骨组织逐步吸收[31-32]。 
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