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摘要:二甲酸钾(KDF)为抗生素的新型替代品,但在牲畜饲养中还未大量普及。采用水热法自制P型分子筛(Zeolite
P),负载KDF分散在羧甲基纤维素(CMC)溶液中,与FeCl3交联,利用凝聚法制备壳聚糖-羧甲基纤维素-P型分子筛-二
甲酸钾pH敏感水凝胶抗菌微球。通过FT-IR,TGA和SEM分析可知,壳聚糖(CS)和CMC通过离子键形成结构稳定

的聚电解质复合物,ZeoliteP镶嵌缠绕在CMC基质中。溶胀差异性表明水凝胶微球具有高pH敏感性,可以适用不同

pH条件下的持续给药。缓释动力学研究表明:抗菌微球对KDF具有一定的缓释作用,且遵循一级动力学释放模型和

Higuchi模型。体外抗菌实验发现,抗菌液浓度为24mg/mL和48mg/mL时对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌有显著的抗

菌性,可以有效地抑制细菌的生长。
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Abstract:Potassiumdiformate(KDF)isanovelsubstituteforantibiotics,whichisnotwidelyusedin
livestockproduction.TheP-typemolecularsieve(ZeoliteP)waspreparedbyhydrothermalmethod
withloadingKDFanddispersedinthecarboxymethylcellulose(CMC)solution.ThedispersedCMC
mixedsolutionwasaddeddropwisetotheFeCl3solutionforcross-linking.Chitosan-carboxymethyl
cellulose-Zeolite P-potassium diformate pH-sensitive hydrogelantibacterial microspheres were
preparedbycoacervationmethod.FT-IR,TGAandSEMresultsshowthatCSandCMCformthe
structurallystablepolyelectrolytecomplexthroughionicbonds,andZeolitePisincludedintheCMC
matrix.ThedifferenceinswellingstudyindicatesthatthehydrogelmicrosphereshavehighpH-
sensitivityandcanbeappliedforsustained-releaseunderdifferentpHvalue.Theslow-releasekinetics
studyshowsthatantimicrobialmicrosphereshaveacertainsustained-releaseeffectonKDF.Thefirst-
orderkinetic modelandthe Higuchimodelfits wellwithreleasedata.Invitro antibacterial
experiments,the antibacterial microspheres display significant antibacterial property against
EscherichiacoliandStaphylococcusaureusintheconcentrationoftheantibacterialsolutionat
24mg/mLand48mg/mL.Antibacterialmicrospherescaneffectivelyinhibitthegrowthofbacteria,
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andtheantimicrobialmicrospheremodelprovidesatheoreticalbasisfortheuseofKDF.
Keywords:hydrogel;ZeoliteP;pH-sensitivity;sustained-release;bacteriostatic

  水凝胶是聚合物链通过物理、离子或共价相互作

用交联而合成的大分子聚合物凝胶,可通过氢键吸收

大量的水[1]。水凝胶可以设计成具有优选特性的药物

递送系统,理想的水凝胶可以根据温度和pH 等物理

变化选择性释放药物[2-3]。
复合水凝胶是巨大的三维网状聚合物,彼此通过

化学或物理交联而结合,它们的水合和多孔结构可以

模拟组织固有的特性、结构和微环境。可通过聚合物

结构中的功能基团获得改进性能的复合水凝胶[4]。沸

石分子筛具有独特的孔结构、较大的比表面积、可调节

的酸碱位点等特征。同时沸石分子筛有较好的生物相

容性和无毒性,使其在药物递送中得到广泛的引用[5],
在聚合物中加入无机材料沸石分子筛,可以大大提高

材料的力学性能[6]。CMC分子链中有多个羧基,与金

属离子具有出色配位能力[7]。由于CMC无毒性、良
好的配位能力、可生物降解性和低成本优势,已经开发

出许多基于CMC的水凝胶。壳聚糖[8]是自然界中唯

一的一个带正电荷的天然高分子,其分子链上存在着

大量的氨基基团。CMC和CS两者可以形成有效的

结合,会使两种高分子在水溶液中交联,形成聚电解质

复合物,壳聚糖(CS)[9]和羧甲基纤维素(CMC)[10]已
被用作pH敏感的药物递送系统。

二甲酸钾(KDF)是一种略显负电性的新型的绿

色抗菌剂,添加到动物饲料中具有降低胃肠道pH值、
调节肠道微生物生态平衡、提高饲料营养物质的消化

和吸收等功能[11]。但直接饲喂KDF主要在小肠前端

发挥作用,利用率不高,不能充分发挥二甲酸钾调节肠

道的作用。为解决这一问题,本工作制备了全新的与

Fe3+交联的壳聚糖-羧甲基纤维素-P型分子筛复合水

凝胶微球,具有高pH敏感性,可使二甲酸钾稳定到达

肠道释放并发挥抗菌作用。
因为pH因素是控制药物释放的关键,本工作为

控制KDF的释放,提出了一种使用CS,CMC作为pH
敏感聚合物的改进方法。通过凝聚法制备了 CS@
CMC@ZeoliteP@KDF复合水凝胶抗菌微球,用于在

生理pH条件下选择性释放药物,为KDF的有效利用

提供了一种可行的模型。

1 实验材料与方法

1.1 试剂与仪器

壳聚糖(脱乙酰度:>90.0%),羧甲基纤维素(黏

度:800~1200mPa·s),国药集团化学试剂有限公

司,化学纯CP;氯化铁(FeCl3),冰醋酸(CH3COOH),
西陇科学股份有限公司,分析纯 AR;二甲酸钾晶体

(≥98%),武汉远成科技有限公司;PBS磷酸盐粉剂

(pH7.2~7.4),PhygeneScientific公司;ZeoliteP实

验室[12]和去离子水,实验室自制。

ZeoliteP表面和水凝胶微球内表面(剖开)微观

形貌采用JSM-6380LV型扫描电子显微镜进行观察。

ZeoliteP物相分析采用X'PertPRO型X射线粉末衍

射仪对样品进行测试。采用ZS90Zeta电位仪对不同

pH下ZeoliteP电位进行测试。材料官能团变化采用

ThermoNexus470FT-IR傅里叶变换红外光谱仪进

行测试分析。材料的稳定性采用 Q500TGA热重分

析仪进行测试表征。

1.2 水凝胶微球的制备

1.2.1 复合水凝胶微球的制备

ZeoliteP(0%,0.5%,1.5%,质量分数,下同)于

100mL去离子水中超声分散10min,缓慢加入3.0g
CMC,边加边搅拌,待CMC溶解后静置12h,得到溶

液A。称取2.0gCS加入到100mL冰醋酸(2%),溶
解后静止12h脱泡,得到溶液B。用5mL针筒缓慢

把溶液A滴加到4.0%FeCl3溶液中,交联30min,过
滤洗涤,把CMC@ZeoliteP凝胶微球放入溶液B,搅
拌30min,过滤洗涤,冷冻干燥即可得CS@CMC@
ZeoliteP复合水凝胶微球见图1。

图1 复合水凝胶微球

Fig.1 Compositehydrogelmicrospheres

1.2.2 抗菌微球的制备

ZeoliteP(0%,0.5%,1.5%)于100mL去离子水

中超声分散10min,加入0.4gKDF搅拌3h,加入

3.0gCMC,边加边搅拌,待CMC溶解后静置12h,得
到溶液C。用5mL针筒缓慢把溶液C滴加到4.0%
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FeCl3溶 液 中,交 联30 min,过 滤 洗 涤,把 CMC@
ZeoliteP@KDF凝胶微球放入溶液B,搅拌30min,过
滤洗涤,冷冻干燥即可得CS@CMC@ZeoliteP@KDF
复合抗菌微球。

1.3 测试分析

1.3.1 溶胀性分析

通过浸泡法测定水凝胶微球吸水性,研究其溶胀

行为。配置3种不同pH 值分别为1.2(模拟胃液)、

6.8(模拟小肠液)、7.4(模拟大肠液)磷酸盐缓冲溶液。
准确称量0.02g干燥后均匀复合水凝胶微球颗粒,浸
泡在相应pH磷酸盐缓冲溶液中。缓慢搅拌,间隔一

定的时间,取出微球,用滤纸吸附表面黏附的液体,立
即称重。通过公式(1)计算微球的溶胀率(S):

S= Mt-M0

M0
×100% (1)

式中:Mt 为某一时间t 水凝胶微球吸水膨胀后的质

量;M0为水凝胶微球的初始质量。

1.3.2 KDF释放行为

称取定量 KCl,以去离子水为溶剂,配制浓度为

0,5.0,10.0,15.0,20.0,25.0,30.0mg/L的钾离子标

准溶液,使用原子吸收分光光度计测定各浓度的吸光

度,得到钾离子的标准曲线。线性回归方程式(2)为:

y=0.03116x+0.01507 (2)

式中:y 代表吸光度,x 代表钾离子浓度,相关系数

R2=0.99676。
称取1.74gNaH2PO4,2.7gNa2HPO4 和1.7g

NaCl,溶解在400mL去离子水溶液,使用 NaOH 溶

液调节pH 为7.4。将0.4g抗菌微球碾碎置 于

50mL温度为37℃的磷酸盐缓冲溶液中(pH=7.4,
不含钾离子),缓慢搅拌,使KDF充分溶出,离心得到

上清液。利用原子吸收分光光度计测定钾离子的吸收

值,根据标准曲线方程式(2),计算抗菌微球中 KDF
的含量。并按式(3)计算包封率(EE),按式(4)计算载

药率(LC):

EE =m1

m2
×100% (3)

LC =m1

m3
×100% (4)

式中:m1 为抗菌微球中KDF含量,g;m2 为KDF投加

量,g;m3 为抗菌微球的质量,g。
分别称取0.4g形貌完整的复合抗菌微球,置于

100mL磷酸盐缓冲溶液,于常温缓慢搅拌,每次取

1mL溶液适当稀释,定时段通过原子吸收分光光度计

测试,每次取出溶液之后,立刻添加相同体积、相同

pH值的磷酸盐缓冲溶液,根据钾离子标准曲线计算

KDF的含量,考察抗菌微球中KDF的释放情况。

1.3.3 体外抗菌测试

采用微孔板法进行体外抗菌测试,用抗菌微球和

液体培养液(胰蛋白胨1g,牛肉膏0.5g,氯化钠0.5g,

100mL去离子水溶解,调节pH为7.2,高温高压灭菌

20min)配制浓度为48mg/mL抗菌液,将48mg/mL
母液依次稀释为24,12mg/mL。向样品测定孔中加入

上述浓度的抗菌液和纯液体培养液各200μL,每个浓

度重复3组实验,依次加入大肠杆菌和金黄色葡萄球

菌菌悬液10μL,于37℃条件下,在恒温振荡培养箱中

振荡培养,每隔4h用酶标仪在波长为630nm处测定其

吸光度(即OD630nm值),每组实验结果取平均值[13]。

2 结果与分析

2.1 ZeoliteP特征分析

图2为制备的ZeolitePXRD图谱,与ZeoliteP
的标准卡片JCPDScardNo.01-071-0962表现出较高

的匹配,衍 射 峰 位 置 基 本 一 致[14]。图3为 制 备 的

ZeoliteP的SEM图,ZeoliteP平均粒径大小为0.5μm。

图2 P型分子筛XRD图谱

Fig.2 XRDpatternofZeoliteP

图3 P型分子筛的扫描图

Fig.3 SEMimageofZeoliteP

图4为随pH变化ZeoliteP的Zeta电位图,曲线

与0电位的交点为5.37,当溶液pH值大于5.37时,
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图4 P型分子筛的Zeta电位

Fig.4 ZetapatternofZeoliteP

ZeoliteP表面带负电荷,具有吸附阳离子的能力;当
溶液pH值小于5.37时,ZeoliteP表面带正电荷,具
有吸附溶液中阴离子的能力。当pH值在3.0~5.37

之间,ZeoliteP表面呈正电位,同时由于其较高的比

表面积,为吸附 KDF提供了条件。结果表明,在pH
值为3.0~5.37条件下,ZeoliteP和KDF有较好的结

合能力。孟祥俭等[15]利用 XPS表征沸石分子筛与

KDF的结合关系,结果表明 Al2p周围化学环境发生

了变化,周围电子云密度降低,应该是KDF与分子筛

形成了氢键;同时分子筛中的钠周围的环境也发生变

化,可能是 KDF中的钾将分子筛中的钠取代。表明

ZeoliteP对KDF有较好的吸附作用。

2.2 复合水凝胶微球的形貌和结构分析

图5为复合水凝胶微球的内剖图,内部为致密的

结构,EDS结果显示含有ZeoliteP的特征元素Al和

Si,表明ZeoliteP镶嵌在CMC三维网状结构中,对复

合水凝胶微球骨架具有支撑作用。

图5 CS@CMC@ZeoliteP内剖图(a)及其内表面EDS谱图(b)

Fig.5 SEMimageofCS@CMC@ZeolitePinternal(a)andinnersurfaceEDSspectra(b)

  对 原 材 料 ZeoliteP,CMC,CS,CS@CMC@
ZeoliteP进行红外分析,分析结果如图6所示。与

CMC和CS中的3458,3431cm-1处峰值相比,CS@
CMC@ZeoliteP羟基峰特征峰变得宽且大,红移到

3420cm-1,说明CS,CMC和ZeoliteP之间存在氢键

用力;同时CS@CMC@ZeoliteP中的特征峰衍射峰

偏移到1596cm-1,这是由于CS中—NH2基团(1644

图6 红外对比谱图

Fig.6 Infraredcontrastspectrum

cm-1)与CMC中的—COOH基团(1623,1418cm-1)
相互作用,CS与CMC通过离子键与氢键形成聚电解

质复合物。CS@CMC@ZeoliteP特征峰中存在600~
1000cm-1ZeoliteP骨架震动特征峰,但是强度有所

减小,说明ZeoliteP被包覆在复合水凝胶微球中。

2.3 复合水凝胶微球的热稳定性分析

图7为CMC,CS,CS@CMC,CS@CMC@Zeolite
P各组的热重分析曲线。可以发现CS@CMC与CS@
CMC@ZeoliteP在前期主要为结合水的蒸发,随后在

200℃开始缓慢分解。分解温度小于CS和CMC的

裂解温度,这是由于两种高分子材料混合后产生的离

子键作用力会削弱两种高分子本身分子内部以及同类

分子之间的相互作用力[16-17]。但是离子键的存在会提

升整体的热稳定性,对比同时失重50%质量的温度可

知:CS@CMC在温度455℃才损失一半质量,而CS
与CMC分别在325℃和365℃已经损失一半质量,
说明CS@CMC比天然高分子具有更高的热稳定性,
这是由于聚合物结构的改变以及CMC与Fe3+的相互

作用。然而在加入ZeoliteP后,观察到其在损失50%
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质量时的温度低于 CS@CMC体系,这可能是由于

ZeoliteP的塑化作用,增加了CMC基质中的孔隙度,
降低了CMC基质在特定温度范围的稳定性。TGA
的分析结果可从侧面反映出两种高分子之间存在着离

子键的结合,CS@CMC@ZeoliteP体系在常温是热稳

定的。

图7 热重分析谱图

Fig.7 TGAanalysisspectra

2.4 复合水凝胶溶胀行为分析

图8为ZeoliteP添加量在不同pH 磷酸盐缓冲

溶液对CS@CMC@ZeoliteP溶胀行为的影响。复合

水凝胶微球的溶胀行为可表明液体渗透到CS@CMC
@ZeoliteP微球中的速度和容易程度,以及对环境

pH的敏感性。图8显示了不同pH下复合水凝胶微

球的溶胀率之间的显著差异,表明复合水凝胶微球对

pH高度敏感。在酸性条件下,CMC链形成紧密的螺

旋状,CMC结构压缩,溶胀得到抑制。因此,在pH从

1.2增加到7.4的过程中,CS@CMC链上的羧基转化

为带负电荷的羧酸根离子,导致更高的静电斥力和水

被吸收。同时CS包裹在CMC外部,形成的聚电解质

复合物,避免水凝胶微球的瓦解。加入的ZeoliteP镶

嵌缠绕在CMC三维网格结构中,限制了聚合物链的

扩展,导致其溶胀率比CS@CMC偏小。CS@CMC@
ZeoliteP在酸性条件下具有较小的溶胀率,可以减缓

KDF溶出释放。所制备的CS@CMC@ZeoliteP水凝

图8 不同pHCS@CMC@ZeoliteP微球溶胀行为 (a)pH=7.4;(b)pH=6.8;(c)pH=1.2

Fig.8 SwellingbehaviorofCS@CMC@ZeolitePmicrosphereswithdifferentpHvalue (a)pH=7.4;(b)pH=6.8;(c)pH=1.2

胶微球能够应用于不同pH 条件下的可持续给药

系统。

2.5 KDF缓释行为分析

图9为ZeoliteP添加量对CS@CMC@ZeoliteP
释放KDF的行为影响,在pH为7.4的环境下,CS@
CMC@KDF突释现象明显,后续对KDF的释放也较

快;添加ZeoliteP之后CS@CMC@ZeoliteP可有效

减缓突释现象的发生,且对 KDF具有有效的控释行

为。由于KDF是水溶性的,导致包封率和载药率相

对较低,添加1.5%ZeoliteP抗菌微球具有最大包封

率37.17%和最大载药率12.39%。

KDF的释放模型见图10。在酸性环境中,CS表

面的氨基基团缓慢电离,质子化的氨基在微球表面形

成了水合层,阻碍水分子渗入微球,同时CMC链段在

酸性环境中卷曲收缩,与内部的ZeoliteP共同延缓了

水分子进入微球内核,使 KDF的溶出变得困难。在

图9 ZeoliteP添加量在pH=7.4环境下CS@CMC@Zeolite

P@KDF微球释放KDF行为分析

Fig.9 EffectofZeolitePamountonKDFreleaseprofilesof

CS@CMC@ZeoliteP@KDFmicrospheresinpH=7.4

pH=7.4环境下,CMC表面的羧基去质子化,分子链

段舒展,导致更多的水分子穿透聚合物结构,进入到水

凝胶微球的内部,使KDF更加容易释放。KDF在中
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图10 CS@CMC@ZeoliteP@KDF抗菌微球KDF的释放示意图

Fig.10 KDFreleasemechanismfromCS@CMC@ZeoliteP@KDF

性或偏碱性环境中电离增强,溶解度增加。ZeoliteP
的含量增加,使 KDF从微球内核迁移到表面更加的

困难。释放结果表明,制备的CS/CMC/ZeoliteP复

合水凝胶微球载药体系,可用于胃肠道pH 敏感环境

中KDF的控释。
对添加1.5% ZeoliteP抗菌微球进行释放动力

学研究(表1),零级释放模型用来解释一些常见的糖

衣药物和胶囊药物的释放过程。一级释放模型一般适

用包含水溶性药物的多孔基质。Higuchi方程常拟合

药物浓度扩散过程。
对添加1.5% ZeoliteP抗菌微球进行释放动力

学方程拟合(图11)。在pH=7.4环境中CS@CMC
@ZeoliteP相关系数R2 在零级、一级动力学方程以

及Higuchi拟合方程中分别为0.48945,0.79629和

0.7209。KDF的控释符合一级动力学方程和Higuchi
拟合方程。所制备的复合抗菌微球对KDF具有一定

的控释作用,KDF的释放为溶出扩散机制,形成了较

为稳定的多孔水溶性微球。

表1 释放动力学模型

Table1Releasekineticmodel

Model Equation Parameter

Zeroorderdynamics Mt/M∞ =k0t M∞istheamountofdrugintheinitialreleasesystem.Mtistheamountofremainingin
themicrospheresatttime.k0isthezero-orderreleaseconstant.

First-orderdynamics Mt = M∞(1-e-kt) M∞isthetotalamountofthedrugfinallyreleased.kisthefirst-orderreleaseconstant.
Higuchi Mt/M∞ =kHt1/2 Mt/M∞istheproportionofthedrugreleased.kHistheHiguchiconstant.

图11 CS@CMC@ZeoliteP@KDF微球在肠道模拟中动力学方程拟合结果

(a)零级动力学方程拟合曲线;(b)一级动力学方程拟合曲线;(c)Higuchi方程拟合曲线

Fig.11 ResultsofkineticequationofCS@CMC@ZeoliteP@KDFmicrospheresinintestinalfluidsimulation
(a)zero-orderkineticequationfittingcurve;(b)first-orderkineticequationfittingcurve;(c)Higuchiequationfittingcurve

2.6 抗菌微球抑菌行为分析

KDF被动物食用后,可以降低胃肠道的pH 值,
控制细菌的生长。同时KDF在通过细菌细胞壁后解

离并对细菌蛋白质合成产生破坏作用,未分离的KDF
可以通过微生物的半透膜扩散到它们的细胞质中;一
旦进入细胞,环境pH 值在7附近,KDF就会解离并

抑制细胞酶和营养物转运系统,从而杀死细菌并抑制

细菌的繁殖。细菌需要营养来维持自身的新陈代谢,
并与宿主竞争胃和肠道的营养。胃和肠道中细菌的数

量越少,动物可以吸收的营养就越多[18-19]。使用KDF
来减少胃肠道中的致病性和非致病性细菌对于动物的

膳食能量利用是可行有效的。
图12为不同CS@CMC@ZeoliteP@KDF抗菌

微球含量对大肠杆菌(E.coli)和 金 黄 色 葡 萄 球 菌
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(S.aureus)生 长 的 影 响。CS@CMC@ZeoliteP@
KDF抗菌微球对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌有显著

的抑菌效果,随着抗菌微球浓度越高,其抑菌效果更

明显。抗菌微球可有效抑制细菌的滞后期,随着浓

度的增加,细菌的滞后时间越长,表明抗菌微球抑制

了细菌的生长,影响了细菌生长所需的酶、能源和中

间代谢产物。同时,细菌的对数生长期也明显缩短。
与王秀丽等[20]制备的ZeoliteP抗菌剂相比,相同抗

菌液浓度,具有更高的抑菌性,所制备的CS@CMC
@ZeoliteP@KDF抗菌微球能负载有效的 KDF,具
有更优异的抗菌性。在24mg/mL和48mg/mL浓

度下,细菌生长受到抑制,较多菌体死亡,几乎不再

繁殖,但是在低浓度时(12mg/mL)具有时效性。可

预见的高浓度下的抗菌液具有较低的pH值,可以改

变细菌生长的环境,抑制细菌的繁殖。当抗菌液分

解完之后,细菌开始快速繁殖。

图12 不同抗菌微球含量对大肠杆菌(a)和金黄色葡萄球菌(b)的生长影响

Fig.12 EffectsofdifferentconcentrationsbacteriostaticonE.coli(a)andS.aureus(b)growth

3 结论

(1)通过凝聚法,经ZeoliteP吸附 KDF分散在

CMC基质中,FeCl3作为交联,与 CS组装制备出了

KDF缓释抗菌微球。CS与CMC通过离子键形成聚

电解质复合物,形成的水凝胶微球比天然高分子材料

CS和CMC具有更高的热稳定性,ZeoliteP镶嵌缠绕

在CMC基质中。
(2)CS@CMC@ZeoliteP吸水溶胀差异性表明复

合水 凝 胶 微 球 具 有 高 pH 敏 感 性。CS@CMC@
ZeoliteP@KDF抗菌微球对KDF具有良好的控释效

果,添加ZeoliteP可有效减小突释现象的发生,且对

KDF具有更为优异的控释效果。通过释放动力学线

性拟合,释放过程遵循一级动力学模型和 Higuchi模

型,所制备的抗菌微球对KDF具有一定的缓释作用。
(3)制备的抗菌微球CS@CMC@ZeoliteP@KDF

对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌具有显著抑制生长的效

果,在抗菌液浓度为24,48mg/mL时,细菌生长受到

抑制,几乎不再繁殖,低浓度下具有时效性,但前期仍

具有抗菌性。所制备的CS@CMC@ZeoliteP@KDF
体系为KDF的推广和使用提供了参考。
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