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甲氨蝶呤（Methotrexate，MTX）为广谱的抗代谢类抗肿瘤

药，临床上也用于急性白血病、类风湿性关节炎（Rheumatoid

arthritis，RA）等的治疗，并已作为RA治疗的首选药物之一[1]。

MTX早期用于治疗RA时多为口服给药，一方面抑制中性粒

细胞发挥抗炎作用，另一方面抑制免疫系统的活性以进行免

疫调节，两者产生协同作用最终使得关节滑膜组织胺含量减

少而改善患者症状。然而，RA作为一种慢性免疫性疾病，需

长期给药，很多患者因为MTX严重的副作用不得不停药。为

解决此难题，自 20世纪 70年代起MTX开始被用于关节腔注

射，旨在发挥较好的局部作用、迅速起效，但MTX从关节腔清

除速度快，关节腔注射MTX注射液可认为是无效的[2]，且易渗

漏而引起全身吸收。长期、频繁地注射给药也降低了患者的

依从性，甚至造成关节感染。因此近年来，用于关节腔注射的

MTX缓释体系逐渐受到人们的重视。

当前已有学者采用左旋聚乳酸（PLLA）[3]、聚乳酸-聚羟基

乙酸共聚物（PLGA）[4]为载体制备关节腔注射用缓释微球，但

微球制剂往往存在严重的突释现象，且注射初期会产生急性

炎症反应，炎症的产生是否与微球的粒径等因素有关尚不明确。

PLGA-聚乙二醇-PLGA（PLGA-PEG-PLGA）为一类能响

应温度变化且对难溶药物具有增溶作用的两亲性嵌段共聚

物 [5]，即在低温下为可自由流动的液体，而达到相变温度时由

于聚合物链中亲水段的氢键作用减弱，分子结构收缩而导致

水分子被挤出，凝胶相变为半固体状。本研究选用 PLGA-

PEG-PLGA为载体，采用物理混合法，制备可供关节腔注射的

MTX温敏凝胶，并研究了其体外释放特性。

1 材料
1.1 仪器

1200型高效液相色谱仪、1314B 型可变波长紫外检测器

（美国Agilent公司）；AB204-N型电子天平（德国Sartorius公司）。

1.2 药品与试剂

MTX 对照品（中国食品药品检定研究院，批号：100138-

201104，纯度：99.4％）；注射用MTX（江苏恒瑞医药股份有限

公司，批号：14070415，规格：每支0.1 g）；甘露醇、氯化钠（国药

集团化学试剂有限公司，批号：20121211、20120416）；PLGA-

PEG-PLGA[济南岱罡生物技术有限公司，丙交酯（LA）-乙交酯

（GA）比例：75 ∶25]；甲醇为色谱纯。
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摘 要 目的：优化甲氨蝶呤温敏凝胶的处方，并研究其体外释药特性。方法：以聚乳酸-羟基乙酸共聚物/聚乙二醇/聚乳酸-羟基

乙酸共聚物（PLGA-PEG-PLGA）为基质，以甘露醇为黏度调节剂，制备甲氨蝶呤温敏凝胶。以胶凝温度与35 ℃偏差的绝对值为

指标，以PLGA-PEG-PLGA、甲氨蝶呤及甘露醇的浓度为因素，通过正交试验优化其处方。采用透析袋法考察甲氨蝶呤温敏凝胶

和甲氨蝶呤溶液的体外累积释放度。结果：最优处方为PLGA-PEG-PLGA浓度20％、甲氨蝶呤0.10％、甘露醇0.10％。所制备的3

批甲氨蝶呤温敏凝胶的胶凝温度分别为35.1、35.0、35.0 ℃，平均载药率均达90％以上，12 d的累积释放度达90％以上（r＝3），而

甲氨蝶呤溶液240 h时已基本释放完全。结论：成功制得具有缓释作用的甲氨蝶呤温敏凝胶，且工艺简单可行。

关键词 聚乳酸-羟基乙酸共聚物/聚乙二醇/聚乳酸-羟基乙酸共聚物；甲氨蝶呤；温敏凝胶；正交设计试验；体外释药

Formulation Optimization and in vitro Release Property Study of Methotrexate Thermosensitive Hydrogels
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Wuhan General Hospital of Guangzhou Military Command，Wuhan 430070，China；2.College of Pharmacy，Hu-
bei University of Traditional Chinese Medicine，Wuhan 430065，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize the formulation of Methotrexate thermosensitive hydrogels，and to study the in vitro re-

lease property of it. METHODS：Taking PLGA-PEG-PLGA as matrix and mannitol as viscosity modifiers，Methotrexate thermosen-

sitive hydrogels were prepared. Using the absolute value of the deviation of gelation temperature between 35 ℃，its formulation

was optimized by orthogonal test using the concentrations of PLGA-PEG-PLGA，methotrexate and mannitol as factors. The dialysis

bag method was used to investigate accumulative release rate of Methotrexate thermosensitive hydrogels and methotrexate solution

within 336 h in vitro. RESULTS：The optimal formulation was as PLGA-PEG-PLGA of 20％，methotrexate of 0.10％ and mannitol

of 0.10％；gelation temperature were 35.1，35.0，35.0 ℃. The average drug-loading rate was more than 90％. 12 d accumulative re-

lease rate was more than 90％（r＝3）. Methotrexate solution has been substantially completely relased within 240 h. CONCLU-

SIONS：Methotrexate thermosensitive hydrogels with sustained-release are prepared successfully，and the preparation technology is

simple and practical.

KEYWORDS PLGA-PEG-PLGA；Methotrexate；Thermosensitive hydrogel；Orthogonal test；in vitro release
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2 方法与结果
2.1 MTX温敏凝胶的制备

精密称取适量 PLGA-PEG-PLGA 于烧杯中，滴加蒸馏水

至10 ml，于冰浴中磁力搅拌至完全溶胀，形成澄清且可自由流

动的聚合物溶液。加入适量MTX、黏度调节剂甘露醇、等渗调

节剂氯化钠 0.09 g于上述溶液中，反复搅拌使溶解均匀后，置

于 4 ℃冰箱中过夜，待形成颜色均一的黄色澄明溶液后用

0.45 μm微孔滤膜过滤[6]。将制得的凝胶置于西林瓶中，采用
60Co辐射灭菌法（6 kGy）灭菌，即制得MTX温敏凝胶。

2.2 胶凝温度的测定

通过倒置试管法测定MTX温敏凝胶的胶凝温度[7]。分别

取不同质量浓度的 MTX 温敏凝胶 3 ml 于试管中，插入温度

计，将试管置于水浴锅中，缓慢升温。每升高1 ℃后维持该温

度5 min，倒置试管，若凝胶由流动状态变为不流动状态即为胶

凝，记录此时的温度。平行测定3组，取平均值。

2.3 单因素试验优化处方

2.3.1 PLGA-PEG-PLGA对胶凝温度的影响 按“2.1”项下方

法分别制备PLGA-PEG-PLGA浓度为18％、20％、25％（g/ml）的

MTX温敏凝胶，分别照“2.2”项下方法测定其胶凝温度。结果

显示，随着PLGA-PEG-PLGA浓度的增加，MTX温敏凝胶的凝

胶温度呈下降趋势（36.1～33.3 ℃）。

2.3.2 氯化钠对胶凝温度的影响 为使MTX温敏凝胶更适

宜关节腔注射给药，本研究在凝胶中加入等渗调节剂氯化

钠。当其他各组分含量不变时，使氯化钠浓度由 0增加至

0.9％（g/ml），考察 MTX 温敏凝胶胶凝温度的变化。结果显

示，随着氯化钠浓度的增加，胶凝温度略有降低，但下降程度

不具有显著差异（P＞0.05，数据略）。故选择常用的0.9％的氯

化钠作为等渗调节剂。

2.3.3 甘露醇对胶凝温度的影响[8] 按“2.1”项下方法分别制

备甘露醇浓度由0增加至0.50％（g/ml）的MTX温敏凝胶，分别

测定其胶凝温度。结果显示，随着甘露醇浓度的增加，胶凝温

度有所上升（33.3～37.0 ℃）。

2.4 正交设计试验优化处方

本试验参考临床中MTX用于关节腔注射的常用治疗剂

量[9]，选取了高、中、低 3个浓度（0.30％、0.20％、0.10％），以考

察 MTX 浓度对胶凝温度的影响。另外，根据单因素试验结

果，以 0.9％的氯化钠为等渗调节剂，以 PLGA-PEG-PLGA

（A，％）、MTX（B，％）和甘露醇（C，％）的用量为考察因素，为

满足MTX温敏凝胶在关节腔注射后可在关节腔内迅速形成

原位凝胶，选取胶凝温度稍低于人体体温（37 ℃）的 35 ℃（预

试验表明，35 ℃下凝胶胶凝时间较短，同时在注射过程中不

会发生胶凝）为最优温度，以测得的胶凝温度与 35 ℃的偏差

（│T－35│）为指标，偏差越小越好。每个因素选取3个水平，

按L9（33）正交表进行试验[10]。因素与水平见表 1，正交设计试

验结果见表2，方差分析结果见表3。

表1 因素与水平

Tab 1 Factors and levels

水平

1

2

3

A（PLGA-PEG-PLGA），％
18

20

25

因素
B（MTX），％

0.10

0.20

0.30

C（甘露醇），％
0.10

0.20

0.40

表2 正交试验设计与结果

Tab 2 Design and results of orthogonal test

序号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

K1

K2

K3

R

A，％
18

18

18

20

20

20

25

25

25

1.6

0.2

0.5

1.4

B，％
10

20

30

10

20

30

10

20

30

0.7

0.8

0.7

0.1

C，％
5

10

20

10

20

5

20

5

10

0.5

0.8

1.0

0.5

│T－35│，℃
1.2

2.0

2.5

0

0.5

0.2

1.0

0.0

0.5

表3 方差分析结果

Tab 3 Results of variance analysis

变异来源
A

B

C

D（误差）

离均差平方和
4.81

0.18

1.14

0.18

自由度
2

2

2

2

均方
2.4

0.09

0.57

0.09

F

27.39

1

6.47

P

＜0.05

＞0.05

＞0.05

注：F0.05（2，2）＝19.00

Note：F0.05（2，2）＝19.00

由表2可知，各因素对胶凝温度的影响顺序为A＞C＞B。

由表3可知，因素A即聚合物浓度对胶凝温度有显著影响（P＜

0.05）。综合考虑，最优处方为A2B1C1，即PLGA-PEG-PLGA为

20％，MTX为0.10％，甘露醇为0.10％。按最优处方制备3批样

品，测定其胶凝温度分别为35.1、35.0、35.0 ℃。

2.5 体外释药特性考察

2.5.1 释放条件的选择 根据关节腔内环境及组成，在37 ℃

恒温空气振荡浴中进行MTX温敏凝胶的体外释放试验；由于

MTX 在纯水中溶解性较差，而在磷酸盐缓冲液（PBS，pH 为

7.4）中可充分溶解，且溶解度满足漏槽条件，所以释放介质选

为PBS（pH 7.4）；转速为75 r/min。

2.5.2 检测波长的选择 按“2.1”项下方法制备空白聚合物凝

胶，将MTX与空白聚合物凝胶分别溶解于释放介质中，超声5

min，0.45 μm微孔滤膜过滤，取滤液在 180～400 nm波长范围

内进行扫描。结果显示，MTX在 303 nm波长处有最大吸收，

且辅料对其吸收无影响，故检测波长确定为303 nm。

2.5.3 方法学考察 采用高效液相色谱法测定MTX的含量。

色谱柱为依利特C18（250 mm×4.6 mm，5 μm），流动相为甲醇-

磷酸二氢钠（10 mmol/L）（25 ∶ 75），流速为 1.0 ml/min，检测波

长为303 nm，进样量为20 μl，柱温为40 ℃[5]。按相关方法学考

察，结果显示，MTX峰面积（A）对其质量浓度（c）进行回归分析

的标准曲线为 A＝845 680c+122 337（r＝0.999 8，n＝5），线性

范围为0.25～160 μg/ml；100、60、40 μg/ml MTX标准溶液的回

收率分别为（99.85± 0.58）％、（99.62± 0.44）％、（99.85±

0.28）％，日内RSD分别为 0.68％、0.82％、0.56％，日间RSD分

别为0.88％、0.96％、1.12％；在转速75 r/min 的37 ℃恒温空气

振荡浴中放置14 d，MTX的含量无明显变化，符合方法学要求。

2.5.4 累积释放度考察 取按“2.4”项下筛选的最优处方制备

的MTX温敏凝胶和MTX溶液（PBS，pH 7.4）各1 ml，置于经预
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处理过的透析袋内，放入洁净的试管中，置于37 ℃恒温空气振

荡浴中，待其完全胶凝后加入 30 ml 释放介质。控制温度在

（37±1）℃，转速为 75 r/min，分别于 0.5、1、2、4、8、12、24、48、

72、96、120、144、168、192、216、240、264、288、312、336 h取出 2

ml释放液并补充等量新鲜介质，轻轻摇匀。将取出的释放液

用流动相稀释，并经0.45 μm微孔滤膜过滤后按“2.5.3”项下色

谱条件进样测定 MTX 含量，计算累积释放度，绘制释放曲

线。MTX温敏凝胶和MTX溶液的释放曲线见图1。

图 1结果表明，最优处方的MTX温敏凝胶可持续释放药

物12 d（288 h）左右，且释放度可达90％以上。

2.6 载药量的测定

按最优处方制备 3批样品，精密量取 1 ml，置于 100 ml量

瓶中，用 PBS（pH 7.4）稀释，超声至完全溶解。取适量用 0.45

μm微孔滤膜过滤，取续滤液进样测定MTX含量，计算载药量

[载药量（％）＝MTX 含量/凝胶总质量×100％]。结果显示，3

批MTX温敏凝胶的载药量分别为（91.59±0.54）％、（91.83±

0.35）％、（92.37±0.63）％。

3 讨论
本文采用PLGA-PEG-PLGA为凝胶基质制备的温敏凝胶

在室温及低于室温时为可自由流动的液体，而注射进入关节

腔后可因环境温度的升高而在注射部位发生相变形成半固体

的凝胶状，使药物储库在关节腔得以缓慢释放药物。且该

PLGA-PEG-PLGA 共聚物为医用材料，在体内降解后产生乳

酸、羟基乙酸和 PEG，其中酸性产物二氧化碳和水通过体内代

谢吸收，而PEG则经肾脏排泄[11]，生物相容性良好。

有研究表明，难溶性药物如吲哚美辛 [12]在 PLGA-PEG-

PLGA中的溶解度与水中的溶解度相比有明显增加。这是由

于该共聚物在水溶液中将形成以亲水链为外壳、疏水链为内

核的球状胶束，将疏水性药物包裹在内，提高了疏水性药物在

共聚物溶液中的溶解度。MTX 在水中几乎不溶，溶解度＜1

mg/ml（19 ℃），而在稀酸、稀碱溶液中易溶，笔者采用 PLGA-

PEG-PLGA作为凝胶载体，使制剂中MTX含量达到 1 mg/ml。

预试验表明制得的聚合物溶液pH为5.2，符合注射剂的质量要

求，且可对MTX实现良好的增溶作用，制得的MTX温敏凝胶

载药量可达90％以上；同时避免了有机溶剂的使用，降低了该

剂型的毒副作用。

由于PLGA-PEG-PLGA的胶凝温度为 35 ℃左右，常用的

注射剂灭菌方法如热压灭菌法会使该载体材料变性，故本研

究选用 60Co辐射灭菌法灭菌。该法可在常温下进行，且穿透力

强，灭菌前后制剂的胶凝温度、载药量及体外释放度均无显著

性差异，为该制剂的生产及临床应用奠定了基础。
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图1 MTX温敏凝胶和MTX溶液的释放曲线

Fig 1 Release curve of MTX thermosensitive hydrogel and

MTX solution
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