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摘要  为满足葡聚糖磁性复合微粒临床无菌应用要求，采用 60Co γ 射线对该微粒进行辐照灭菌处理，考察吸

收剂量为 9 kGy、15 kGy 和 25 kGy 时对其物理化学性质的影响，并对灭菌微粒进行无菌检查及方法验证。结

果表明：该磁性复合微粒在 3 种吸收剂量下均表现出良好的稳定性，其物理化学性质均未出现明显变化；经

辐照灭菌的微粒达到 10-1的无菌保证水平，已建立的无菌检查方法可靠。 
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磁导靶向药物是一种新型的利用外磁场诱导的

物理靶向药物制剂，是将具有超顺磁性的磁性载体

和药物相结合，经静脉或介入等方式注入体内，利

用病灶部位的外加磁场，将载药磁性载体聚集，定

位于靶向区域，并通过持续缓慢释放药物，使病变

组织局部具有较高药物浓度，从而减少药物的使用

剂量，提高药物的治疗指数并减少其毒副作用[1,2]。  

相比于传统药物剂型，磁导靶向药物具有良好

的临场应用价值，而葡聚糖磁性复合微粒 （DCMN）

已被证明是一种良好的磁导靶向药物载体[3]，作为

一种注射用的药物载体，必须满足注射剂的无菌要

求，因此寻找适合于葡聚糖磁性纳米载体的灭菌方

法非常必要。对于纳米颗粒，有研究表明高压蒸汽

灭菌容易导致不可逆的团聚和结块[4]；滤膜除菌法

也往往由于颗粒会堵塞微孔滤膜而不适用[5]。 

辐照灭菌利用放射性同位素 60Co的 γ射线或电

子加速器产生的高能电子达到杀死细菌的目的。目

前辐照灭菌的应用已商业化，用途十分广泛，相比

加热灭菌和化学灭菌而言，其不但可处理不耐热的

物品，而且可避免化学试剂如环氧乙烷、甲醛等的

毒性残留[5]。目前通过辐照的方法对纳米颗粒进行

灭菌研究已有报道[6-8]，如 Memisoglu-Bilensoy 等[7]

的研究表明用 60Co γ射线辐照对一种 β-环糊精纳米

胶囊进行灭菌是可行的；Maksimenko 等[8]用 15 kGy

的吸收剂量对其合成的聚丁基氰基丙烯酸酯

（PBCA）纳米颗粒进行灭菌且灭菌后纳米颗粒稳

定性良好。然而，目前对于葡聚糖磁性复合微粒的

灭菌研究工作尚未见报道，本文选用 60Co γ射线对

葡聚糖磁性复合微粒进行辐照灭菌研究，考察不同

剂量对其物理化学性质的影响，以期找到合适的灭

菌剂量，并为其后续临床应用奠定基础。 

1 试验材料和方法 

1.1 材料和仪器 

葡聚糖磁性复合微粒冻干粉末由实验室自制[9]；

无菌生理盐水购自双鹤药业有限公司；阿霉素原料

药购自北京华奉联博科技有限公司。试验菌种均购

自中国药品生物制品检定所；各类培养基及 pH 7.0

的氯化钠-蛋白胨缓冲液均购自北京三药科技开发

公司；其他试剂均为国产，分析纯。动态光散射仪

（英国 Malvern 公司，Nano ZS）；傅里叶-红外光谱

分析仪（美国热电公司，Nicolet 5700）；透射电子

显微镜（日本日立，H-600 型）；UV-Vis 分光光度

计（日本岛津，UV2550 型）；恒温水浴锅和隔水式

培养箱均为天津泰斯特仪器有限公司产品。 

1.2 初始污染菌数测定 

称取 0.22 g 葡聚糖磁性复合微粒冻干粉末，无

菌条件下溶于 8.8 mL pH 7.0 无菌氯化钠-蛋白胨缓

冲液中，混匀制成 1:40 均匀的供试液。分别取供试

液 0.8、0.4 和 0.2 mL 及作为阴性对照的 0.8 mL 缓

冲液注入平皿中并迅速倒入 20 mL，45℃的琼脂培

养基（细菌培养用营养琼脂培养基，霉菌培养用玫

瑰红钠琼脂培养基），冷凝后，细菌于 35℃培养 3 d、

真菌于 25℃培养 5 d 后计数，取均值。选取细菌数
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不超过 300、霉菌数不超过 100 的最大供试液用量

组作为计数依据。分别对 3 个批次的样品且每批平

行制备 3 皿进行染菌情况检查。 

1.3 D10值及灭菌剂量（SD）的测定 

采用我国通用的公式法确定吸收剂量[10]，以抗

辐射力很强的短小芽孢杆菌作为参考菌种，测定葡

聚糖磁性复合微粒的平均污染菌数减少为原来的 l / 

10 所需要的剂量即 D10，将该剂量代入公式“SD= 

D10×(1gN+6)，其中 N 为单位样品的初始污染菌数，

从而得到灭菌剂量。 

1.4 辐照处理 

将复合微粒分装于离心管中，送第四军医大学

辐照中心辐照灭菌，60Co γ射线为辐照源，辐照距

离 40 cm，剂量率 955.48 cGy/min，灭菌剂量分别为

9、15、25 kGy，温度为室温。 

1.5 葡聚糖磁性复合微粒各项性质的测定 

取复合微粒原样和经辐照复合微粒复溶于纯水

中并超声 5 min 使分散均匀，分别利用透射电子显

微镜、动态光散射仪和傅里叶-红外光谱分析仪等方

法考察辐照灭菌前后复合微粒形貌、粒径、zeta 电

位、组成等物理化学性质的变化。 

1.6 载药实验 

应用 UV-Vis 分光光度计在波长 480 nm 处的吸

光度对阿霉素含量进行测量，并建立阿霉素标准曲

线。称取各处理组复合微粒 20 mg 于 50 mL 离心管

中，依次加入 5 mL 纯水和 3 mL 的阿霉素(Dox)水

溶液(1 mg/mL)后，避光，置 37℃恒温摇床，180 r/min

震荡，24 h 后测定样品的吸光度。由公式：载药率

=(总的 Dox 量－游离的 Dox 量)/复合微粒总量

×100%；包封率=（总的 Dox 量－游离的 Dox 量）/

总的 Dox 量×100%；计算载药率和包封率，每组样

品设置两个平行样。 

1.7 无菌检查方法验证及无菌检查 

按培养基说明书的要求配制实验所需量的培养

基，相关溶液按照《中国药典》2010 年版附录 XI H[11]

中有关规定进行配制、分装和灭菌后备用。 

菌种及菌液按照《中国药品检验标准操作规范》

2010 年版[12]无菌检查法中的方法进行制备。随机抽

取经辐照灭菌处理的复合微粒样品，无菌操作下每

管样品溶于 2 mL 无菌生理盐水中作为供试液，取

硫乙醇酸盐流体培养基(用量 20 mL)2 管，分别接

入小于 100 CFU的金黄色葡萄球菌（或大肠埃希菌、

铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌、生孢梭菌）；取改良

马丁培养基（用量 20 mL）2 管，接入小于 100 CFU

的白色念珠菌（或黑曲霉)。其中 1 管接入 1 mL 供

试液(样品+阳性菌实验组），另 1 管作为对照（阳性

菌对照组），对 7 种试验菌及相应的培养基逐一进行

验证，硫乙醇酸盐流体培养基于 35℃，改良马丁培

养基于 25℃，培养 5 d，逐日观察结果。试验重复 2

次。 

随机选取未灭菌处理和灭菌后的 12 管复合微

粒（每组 3 管），分别将复合微粒溶于 2 mL 0.9%无

菌氯化钠溶液中作为供试液，再分别接种 1 mL 供

试液至硫乙醇酸盐流体培养基和改良马丁培养基

中，并设置两种加入 1 mL 无菌生理盐水的培养基

作为阴性对照。两种培养基分别置于 35℃和 25℃隔

水式培养箱中静置培养 14 d，逐日观察培养结果。

试验重复 3 次。 

2 结果与讨论 

2.1 样品初始污染菌数测定结果 

分别对 3 个批次葡聚糖磁性复合微粒进行染菌

测定，灭菌前三批样品初始污染菌数分别为 66.7、

33.3 和 100.0 CFU/g。未灭菌葡聚糖磁性复合微粒

的总体平均初始污染菌数为 66.7 CFU/g 。本研究以

此设定了 9 kGy、15 kGy 和 25 kGy 三个梯度的吸收

剂量，考察复合微粒对吸收剂量的耐受性。 

2.2 辐照前后葡聚糖磁性复合微粒的透射电镜形

貌的变化 

未辐照和经 25 kGy 辐照的葡聚糖磁性复合微

粒透射电镜结果见图 1。由图 1 得，该复合微粒在

辐照前后形貌和分散性没有明显区别，均称球形结

构，且直径约为 20 nm，这表明辐照没有对葡聚糖

复合微粒的形貌和大小产生影响。 

2.3 辐照对微粒粒径分布、zeta 电位、磁响应性

的影响 

对各实验组的复合微粒的平均粒径和 zeta 电位

进行了表征，其结果见表 1，从中可以看出辐照前

后复合微粒的平均粒径未发生明显改变（p>0.05），

zeta 电位也未发生明显改变（p>0.05），且各组样品

的粒径分布图也基本一致（见图 2）。 
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图 1  未辐照(A)和 25 kGy 辐照(B)的葡聚糖磁性复合微粒透射电子显微镜图片 
Fig.1  TEM images of DCMN before (A) and after (B) irradiation of 25 kGy 

表 1  不同辐照剂量的葡聚糖磁性复合微粒水合平均粒径和 zeta 电位 
Table 1  Data of average diameter and zeta potential of DCMN with differnt irradiation doses 

剂量/ kGy 
Dosage 

平均直径/ nm 
Average diameter 

zeta 电位/ mV 
Zeta potential 

0 193.6±6.8 -21.2±0.8 
9 188.5±5.1 -20.9±1.1 
15 193.0±8.0 -21.4±1.1 
25 196.1±8.9 -21.7±1.4 

注：采用 t-检验的方法对其显著性进行检查。Note: The t-test was used to evaluate the significant difference. 

 

图 2  未辐照(a)和 25 kGy 辐照(b)的葡聚糖磁性复合微粒水合粒径分布图 
Fig.2  Hydrodynamic diameter distribution of DCMN before(a) and after (b) irradiation of 25 kGy 

 

辐照对磁响应性的影响是通过在磁场中的分离

时间进行判断的，分别称取辐照前后的复合微粒置

于离心管中，取 2 mL 纯水复溶后制成 10 mg/mL 的

悬液，超声 5 min 分散均匀后，置于磁场中（钕铁

硼永磁铁）进行磁分离，在磁场强度 0.5 T 条件下，

分别记录溶液分离至澄清的时间。发现磁分离时间

均为（950±2) s 内，无明显差异,表明辐照并未影响

复合微粒的磁响应性。 

2.4 辐照对复合微粒载药性能的影响 

作为磁导靶向药物载体，葡聚糖载药性能是其

应用的关键指标，因此对辐照前后复合微粒载药率

和包封率进行了考察，其结果发现未辐照及辐照剂

量为 9、15 和 25 kGy 葡聚糖磁性复合微粒的载药

率分别为(14.33±0.13)%、(14.50±0.14)%、(14.33± 

0.10)%和(14.43±0.10)%。该结果表明辐照前后复合

微粒载药率和包封率并未出现显著改变（p>0.05）， 
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各样品组 24 h 载药率的平均值均超过 14.3%，包封

率则都超过 95%。 

2.5 辐照对复合微粒表面性质的影响 

由于葡聚糖磁性复合微粒由葡聚糖及 Fe3O4 复

合而成，因此采用红外光谱对灭菌前后的官能团及

组分是否变化进行考察，结果如图 3 所示。谱图中

3600－3100 cm-1、1150－885 cm-1 分别对应羟基基

团的伸缩振动和 C-O-C 基团的伸缩振动，这些均为

葡聚糖分子特征吸收；而在 596 cm-1 处的吸收峰与

典型的 Fe-O 基团的伸缩振动频率相对应，这证明

了 Fe3O4 磁性纳米颗粒的存在。且对比辐照前（a）

后（b）样品红外光谱图，可见两者无明显差别，这

说明辐照并没有对复合微粒的葡聚糖以及 Fe3O4 的

主要官能团产生显著的影响。 

 
图 3  未辐照(a)和 25 kGy 辐照(b)的葡聚糖磁性复合微粒红外光谱图 

Fig.3  The FTIR spectra of DCMN before(a) and after(b) irradiation of 25 kGy 

 

2.6 无菌检查结果及方法验证试验结果 

无菌检查的验证分别利用金黄色葡萄球菌

[CMCC(B) 26003] 、 铜 绿 假 单 胞 菌 [CMCC(B) 

10104]、枯草芽孢杆菌[CMCC(B) 63501]、大肠杆菌

[CMCC(B) 44102]、生孢梭菌[CMCC(B) 64941]、白

色念珠菌 [CMCC(F) 98001]、黑曲霉 [CMCC(F) 

98003]等菌种作为试验菌，发现含样品管中的试验

菌在规定时间(5 d)内均生长良好，表明无菌检查方

法验证通过，无菌检查的方法可行。该结果还提示

该复合微粒对进行验证的菌种没有明显的抑菌作

用。 

对阴性对照和经 9、15、25 kGy 三个剂量辐照

过的复合微粒进行 3 次无菌检查实验，结果显示，

未灭菌的复合微粒长菌，而辐照后的样品在培养 14 

d 后均未见长菌。且经 9 kGy 吸收剂量灭菌后，重

复的 9 管样本经无菌检查发现培养 14 d 后均未出现

长菌。这意味着 9 kGy 吸收剂量可以使葡聚糖复合

微粒的灭菌水平达到 10-1 的无菌保证水平，说明复

合微粒污染菌的抗辐射力较低。 

为保证满足临床注射试剂灭菌应用的要求，葡

聚糖复合微粒的灭菌应达到 10-6 的无菌保证水平，

采用的我国通用的公式法进行吸收剂量的设定[10]，

以抗辐射力很强的 D10 值为 3.0－2.2 kGy 的短小芽

孢杆菌作为参考菌种，葡聚糖磁性复合微粒的在平

均污染菌数为 66.7 CFU/g 的情况下，将 N=6.67 和

D10=2.2 kGy，代入公式“SD(灭菌剂量 )= D10× 

(1gN+6)，N 为单位样品的平均污染菌数，D10 值为

杀灭 90%的微生物所需的吸收剂量”，则可得 SAL

为 10-6 对应的灭菌剂量为 15.01 kGy。即每个单位样

品（100 mg 葡聚糖磁性复合微粒）达到 10-6 的无菌

保证水平所需剂量为 15.01 kGy。即该剂量满足临床

应用要求条件下的最小剂量。 

3 结论 

本研究初步证明对磁性纳米载体葡聚糖复合微

粒进行辐照灭菌是可行的，辐照前后复合微粒的形

貌、粒径、zeta 电位、磁响应性、组成和载药性能

等方面均未产生显著变化。在灭菌前样品的平均初

始污染菌数为 66.7 CFU/g 的条件下，结合无菌检查

结果，采用剂量设定方法可以得到在达到 10-6的无

菌保证水平时，灭菌所需吸收剂量为 15.01 kGy，这

为葡聚糖磁性载体在将来临床中的无菌应用奠定了

基础。 
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Study on the radiation sterilization of dextran composite magnetic nanoparticles 
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ABSTRACT  Dextran composite magnetic nanoparticles (DCMn) were expected to be a magnetically-targeted carrier for clinical 

anticancer drug delivery. The feasibility of sterilization of the DCMn using 60Co γ-rays irradiation was investigated with different 

absorbed doses of 9 kGy, 15 kGy, and 25 kGy. A sterility test for the particles and the validation of test was performed. The DCMn 

showed excellent stability with the investigated irradiation dosage range. The test results showed that irradiation did not influence the 

physicochemical properties of DCMn, and the radiated DCMn reached the 10-1 sterilization level and the sterility test was stable and 

reliable. 
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