磁性温敏复合微球的制备及磁场中的释药行为
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摘要:  采用无皂乳液聚合的方法将Fe3O4与温敏性N-异丙基丙烯酰胺-丙烯酰胺共聚物
[P(NIPAAm-co-Am)]复合，制备了具有核壳结构的磁性温敏复合微球，并研究了其在60 kHz、6.5 kA·m-1交变磁场作用下的磁热性能和药物缓释行为。结果表明，所制备的Fe3O4/P(NIPAAm-co-Am)复合微球具有良好的磁热性能，20 min内即可使自身温度升高到温敏聚合物的最低临界溶解温度（LCST），约为42 °C。复合微球在连续和间歇磁场作用下的药物释放行为显示，间歇性施加磁场能够延长药物的释放周期，而且能够有效增大药物的积累释放量。因具有良好的磁热和药物缓释性能，本研究所制备的聚合物微球有望同步实现肿瘤热疗和化疗药物的可控释放。
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Preparation of Magnetic Temperature-responsive Composite Microspheres and Their Drug-release Behaviors under an AC Magnetic Field
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Abstract: Magnetic and temperature-responsive polymer microspheres, consisting of superparamagnetic Fe3O4 nanopaticles and temperature-responsive poly(N-isopropylacrylamide-co-acrylamide) [P(NIPAAm-co-Am)] microgel, were prepared by soap-free emulsion free copolymerization. Their heating generation abilities and drug release behaviors were investigated under an AC magnetic field of 60 kHz and 6.5 kA·m-1. Results showed that the as-synthesized Fe3O4/P(NIPAAm-co-Am) composite microspheres exhibited high heating generation ability. The temperature of 42 °C, which is close to the lower critical solution temperature (LCST) of the temperature-responsive polymer, was achieved after the composite microspheres were exposed to an AC magnetic field for 20 min. The drug release profiles showed that longer release duration and larger overall release could be achieved by intermittent application of a magnetic field as compared to continuous magnetic field. With high heating generation ability and controlled drug release property, such Fe3O4/P(NIPAAm-co-Am) polymer microspheres are promising for the combination of tumor hyperthermia and controlled release of chemotherapy drugs.
Keywords: Magnetic composite microspheres; Drug release; Fe3O4; P(NIPAAm-co-Am)
肿瘤的磁热疗法是利用肿瘤细胞和正常细胞对热的敏感性不同，通过将磁性纳米粒子注射或植入肿瘤组织，然后在外加磁场的作用下产生热量，再将产生的热量传递给肿瘤组织，由于肿瘤中的血液供给不如正常组织充足，致使肿瘤细胞中热量扩散较慢，结果造成局部温度升高（一般控制在42~47°C之间），从而达到杀死肿瘤细胞的目的[1-3]。由于磁性纳米粒子具有升温效应明显、给排方法简单、产热均匀等特点，在肿瘤热疗的研究中显示出越来越明显的优势。Fe3O4纳米粒子因具有较好磁热性能和良好的生物相容性，已被广泛用作肿瘤磁热疗的种籽材料[4-5]。
将磁性纳米粒子与温度敏感性的聚合物复合而制备的兼有磁响应性和温度响应性的复合微球，即磁性温敏复合微球，可有效结合热疗的优势和靶向给药的特点，使肿瘤热疗与化疗相互促进，增强肿瘤的治疗效果，在肿瘤治疗领域具有广阔的应用前景[6-8]。磁性纳米粒子赋予微球磁性，一方面可以在外加磁场的作用下定向运载药物到病变部位，同时磁性纳米粒子在交变磁场作用下使组织细胞升温至肿瘤热疗温度，在体内同步进行肿瘤的磁热疗。温敏性聚合物赋予微球温度响应性能，利用其在常温下的溶胀特性来装载药物，而在其最低临界溶解温度（LCST）上下实现收缩-溶胀的可逆转变，进而实现药物的可控释放。聚合物收缩-溶胀转变的热量由磁性纳米粒子提供，从而无需使用特殊的加温设备。为了实现上述目的，需要控制温敏性聚合物的LCST在肿瘤热疗的温度范围内（42~47°C）。

聚（N-异丙基丙烯酰胺）（PNIPAAm）水凝胶及其共聚物是目前研究最多的温敏性聚合物，研究显示，纯N-异丙基丙烯酰胺（NIPAAm）水凝胶的LCST约为32°C，通过与亲水性更强的有机单体共聚可增加整个聚合物的亲水性，并增大聚合物与水分子之间的作用，从而提高其LCST[9]。本研究将NIPAAm与丙烯酰胺（Am）共聚，获得了LCST为42°C的温敏性聚合物，并采用无皂乳液聚合方法使其包覆在Fe3O4纳米粒子的表面，制备了Fe3O4/P(NIPAAm-co-Am) 磁性温敏复合微球，研究了微球的结构、形貌及其在磁场作用下的磁热性能，并以维生素B12为模型药物，研究了复合微球在磁场作用下的药物释放过程。

1  实验部分
1.1  材料和测试
油酸，化学纯；FeCl3·6H2O，Na2SO3, 浓氨水，过硫酸铵（APS），N, N-亚甲基双丙烯酰胺（MBA）均为分析纯，以上试剂均购于国药集团化学试剂有限公司，使用前未进行进一步的纯化处理；N-异丙基丙烯酰胺（NIPAAm），分析纯，购于百灵威化学试剂有限公司，使用前采用正己烷重结晶纯化；丙烯酰胺（Am），分析纯，购于国药集团化学试剂有限公司，使用前采用氯仿重结晶纯化。傅里叶变换红外光谱（FT-IR, Bruker EQUINOXSS），采用KBr粉末压片法进行测试；透射电镜（TEM, Hitachi H-800）；振动样品磁强计（VSM，南京大学仪器厂 LH-3），GW系列中频交变电流磁场发生器（南京大学仪器厂），频率范围为55~70 kHz，最大磁场强度为7×103 A·m-1；紫外-可见光分光光度计（JASCO V-570）。
1.2 Fe3O4/P(NIPAAm-co-Am) 磁性温敏复合微球的制备
首先采用部分还原共沉淀法制备的Fe3O4纳米粒子，并用油酸对其表面进行修饰，所得样品记为OA-Fe3O4，具体制备方法如文献[10]所述。量取2 mL 质量分数为1%的Fe3O4磁流体，分散于50 mL去离子水中，用浓氨水调节pH值至10，倒入三口烧瓶中，然后分别加入0.1g NIPAAm，0.003g Am，0.01g MBA。往溶液中充氮气鼓泡30 min，以除去反应体系中的氧气，然后升温至70 °C，加入0.1mL质量分数为10%的APS浓液，反应7 h后，磁分离产物，再分别用去离子水和无水乙醇洗涤3次，冷冻干燥，即得Fe3O4/P(NIPAAm-co-Am)复合微球。
1.3 P(NIPAAm-co-Am)共聚物 LCST值的测定
采用紫外-可见光分光光度计在500 nm处测定不同温度下样品的透过率，升温速率为1ºC·min-1，每个温度点停留2 min读数，并绘制样品透过率随温度的变化曲线，曲线上透过率变化最大的点可确定为样品的LCST值。
1.4维生素B12在复合微球中的装载及磁场作用下的释放过程
以维生素B12为药物模型。称取0.1g质量分数为10%的Fe3O4（OA-Fe3O4纳米粒子加入质量占有机单体质量的10%）复合微球样品，置于5 mL离心管中，并在离心管中加入4 mL质量浓度为1 mg/mL的维生素B12 的磷酸盐缓冲溶液（PBS）浓液，进行药物装载。药物释放过程测定：将上述载有维生素B12的载药微球浸泡于4 mL PBS液中，并置于60 kHz、6.5 kA·m-1的交变磁场中，连续或间歇施加交变磁场。在“连续”实验中，持续施加磁场12 h，在此期间，每隔1 h移取1 mL PBS液，并补充相同体积的PBS液至4 mL；而在“间歇”实验中，每3 h施加交变磁场1 h，待1 h的磁场作用结束，移取1 mL PBS液，并补充相同体积的PBS液至4 mL。用紫外-可见光分光光度计检测取出液在360 nm处的吸光度，并计算维生素B12的浓度；根据溶液中维生素B12的浓度，计算不同时间的药物释放率，绘制释放曲线。 
2  结果与讨论
2.1磁性温敏Fe3O4/P(NIPAAm-co-Am) 聚合物微球的结构和形貌
图1为OA-Fe3O4和Fe3O4/P(NIPAAm-co-Am)的红外图谱，图中586 cm-1处较强的吸收峰为Fe3O4中Fe－O键的特征振动峰；2969 cm-1、2927 cm-1和2851 cm-1处的吸收带对应于－CH3和－CH2的对称和不对称伸缩振动。OA-Fe3O4的红外图谱中，1710 cm-1处的吸收峰归因于物理吸附在Fe3O4表面的油酸分子中C＝O键的伸缩振动，而化学吸附在Fe3O4表面的油酸分子中的COO-因与Fe3+发生偶合作用，使其伸缩振动峰偏移至1640 cm-1附近[11]。Fe3O4/P(NIPAAm-co-Am)的红外图谱中，－C(CH3)2的弯曲振动在1365 cm-1和1386 cm-1处分裂为双峰，1642 cm-1和1548 cm-1分别为酰胺Ⅰ和酰胺Ⅱ的特征吸收峰，由于－OH和N－H键的吸收峰重叠，在3420cm-1处出现了宽泛的吸收峰。上述结果表明，P(NIPAAm-co-Am)共聚物已经成功包覆在Fe3O4的表面。
图2a，b，c分别为OA改性前后Fe3O4纳米粒子和Fe3O4/P(NIPAAm-co-Am)的TEM图，由图2a可知，未改性的Fe3O4磁性纳米粒子团聚严重，OA改性后分散性得到了显著提高（图2b）。研究发现，OA-Fe3O4纳米粒子的水悬浮液在室温下可稳定保存3个月以上。对图2b进行图像分析，可知OA-Fe3O4纳米粒子的平均尺寸为10 nm。在图2c中，中间的黑色部分为Fe3O4纳米粒子，外面灰色部分为P(NIPAAm-co-Am)聚合物，两者形成了典型的核壳结构，由图可知复合微球的粒径约为50 nm。
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图1 油酸改性Fe3O4纳米粒子和聚合物微球的红外图谱
Fig. 1 FTIR spectra of OA-Fe3O4(a) and the composite microspheres(b)
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图2 油酸改性前后Fe3O4纳米粒子和温敏性磁性复合微球的TEM图

Fig.2 TEM images of bare and OA- Fe3O4 nanoparticles and the composite microspheres
2.2 P(NIPAAm-co-Am)共聚物的LCST值
聚（N-异丙基丙烯酰胺）（PNIPAAm）是一种常用的温敏性聚合物，因PNIPAAm大分子侧链上同时具有亲水性的酰胺基－CONH－和疏水性的异丙基－CH(CH3)2而显示出温度敏感特性[12]。聚合物存在LCST，当外界温度低于LCST时，其分子链上的亲水基团与进入其内部的水分子形成氢键，使链段溶于水而发生溶胀，因此聚合物能够稳定而均匀地溶解于水。而当温度升高达到聚合物的LCST时，氢键被破坏，链段的疏水性增强，单个微凝胶发生收缩，水分子被排出，同时这种疏水作用又导致分子链之间发生相互聚集，形成较大的聚集体。因而当温度升至LCST时，温敏聚合物溶液对光的折射、散射等作用会发生突变。因此，可通过测定不同温度下样品的透过率来确定其LCST值[13]，利用此方法测定P(NIPAAm-co-Am) 聚合物的LCST值，结果如图3所示。由图可知，所得共聚物的LCST值约为42°C，此温度恰好落在肿瘤热疗的温度范围内，因此将该共聚物与Fe3O4纳米粒子复合，有望同步实现肿瘤热疗和化疗药物的可控释放，增强治疗的疗效。
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图3 复合微球悬浮液透过率随温度的变化曲线

Fig.3 Temperature-dependent transmittance curves of the slurry of composite microspheres

2.3 Fe3O4/ P(NIPAAm-co-Am)复合微球的磁热性能
为了研究磁性温敏Fe3O4/P(NIPAAm-co-Am) 复合微球在磁场作用下的热性能，将20 mg充分溶胀的复合微球加入1 mL去离子水中制成悬浮液，置于 65 kHz，6.5 kA·m-1的交变磁场中，记录水温随时间的变化，结果如图4所示。图中显示水温在初始时间段内升高较快，20 min内即升温至42 °C左右，接近聚合物微球的LCST，此后由于材料产热和散热逐渐趋于平衡，使得温度变化趋于平缓。60 min内升至47 °C并维持不变。可见，复合微球内的磁性纳米粒子产生的热量能够满足肿瘤热疗的要求，且足以使温敏性聚合物P(NIPAAm-co-Am)因相变而收缩，从而实现药物释放。
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图4 溶胀后复合微球在磁场作用下的升温曲线

Fig 4 Time-dependence temperature curves of the swollen composite microspheres in a magnetic field 

2.5磁性温敏聚合物微球的药物缓释研究
为了研究复合微球在磁场作用下的药物释放行为，将载有维生素B12的微球置于65 kHz，6.5 kA·m-1的交变磁场中，分别研究了磁场持续作用和间歇作用的影响。图5为交变磁场持续作用下每小时的药物释放量及维生素B12的累积释放曲线。从图中可以看出，在药物释放初期存在突释现象，1 h内药物的释放率达到49.4%，随后释放量逐渐减小，6 h内药物的释放基本达到平衡，12 h内的累积释放率约为69.0%。
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图5 交变磁场持续作用下药物缓释曲线
Fig. 5 VB12 release behavior of composite microspheres when exposed continuously to a magnetic field
图6a，b分别为间歇磁场作用下每小时的药物释放量及累积释放曲线。结果显示，当不施加磁场时，药物呈缓慢释放状态，施加磁场1 h后药物的释放量急剧增加，但磁场进入间歇期，药物释放速率再度趋于平缓。随着磁场“开-闭”循环次数的增加，每次磁场作用下药物的释放量依次减小，由图6a可知，三次施加磁场时药物的释放量分别为45%，19%和9%，三次循环后药物的累积释放率达到90%以上（见图6b），远高于磁场持续作用下药物的累积释放率。
在交变磁场的作用下，复合微球内部的Fe3O4纳米粒子产生热量，并将热量传递给外层的温敏性聚合物，当温度达到聚合物的LCST时，聚合物由亲水态转变为疏水态，其分子内和分子间的疏水作用增强，酰胺基团与水分子之间的氢键被破坏，水分子从网络结构中排出，引起复合微球的体积收缩，从而使包封于聚合物中的药物因“挤压”效应被释放出来。相反，当磁场停止作用时，由于环境散热，温度回落，当低于聚合物的LCST时，聚合物恢复亲水状态，重新吸收水分而使自身溶胀，如此反复，即可实现图6b所示的脉冲式药物释放。而对于连续磁场作用的情况，复合微球无法实现溶胀-收缩的循环，药物的释放仅通过自由扩散作用，因此累积释放率较低。由此，将载有化疗药物的磁性温敏复合微球应用于肿瘤治疗，每次给药后可以间歇施加磁场，相对于化疗一次性给药，不仅可大大降低化疗药物的毒副作用，还可显著提高药物的累积释放率，提高疗效。
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图6为交变磁场间歇性作用下药物释放曲线

Fig.6 VB12 release behavior of composite microspheres when exposed to exposed to an intermittent magnetic field

3 结论

（1）将NIPAAm与Am共聚，获得了LCST为42°C的温敏性聚合物，并通过无皂乳液聚合方法使其包覆在Fe3O4纳米粒子的表面，成功制备了具有核壳结构的Fe3O4/P(NIPAAm-co-Am) 磁性温敏复合微球。

（2）所制备的复合微球显示出良好的磁热性能。在65 kHz，6.5 kA·m-1交变磁场作用下，20 min内即使自身升高至42 °C，60 min内升至47 °C并维持不变。微球所产生的热量能够满足肿瘤热疗的要求，且足以使外层的温敏性聚合物发生体积相变而实现药物释放。

（3）将载有维生素B12的微球置于交变磁场中，连续或间歇施加磁场，药物的释放行为明显不同。与连续施加磁场相比，间歇式施加磁场可延长药物的释放周期，提高药物的累积释放率。
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