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摘　要：采用复乳法制备载牛血清白蛋白的聚乳酸聚乙醇酸 （ＰＬＧＡ）微球，研究初乳搅拌速率 （５０００、
１００００和１５０００ｒ／ｍｉｎ）对微球性质的影响。以包封率、载药量、粒径等为指标，评价其理化性质；扫描电镜观
察微球内外形态，并通过图像分析软件计算其结构参数；激光共聚焦显微镜观察蛋白在微球表面及骨架内的分

布情况；荧光摄取实验考察孔洞与微球表面连通情况；并考察微球体外释药行为及降解过程中微球的内外形态

变化。随着搅拌速率的增加，微球表面及内部孔洞增加，内部孔洞孔径减小，微球释药及降解速率减慢，但对

微球粒径及截面孔隙率无显著影响。１００００ｒ／ｍｉｎ组，微球包封率有最大值，１ｄ的突释率最低，且有最低的表
面孔洞连通率；５０００ｒ／ｍｉｎ和１５０００ｒ／ｍｉｎ组，微球突释率较高。不同初乳搅拌速率所得微球的内外形态在载蛋
白的ＰＬＧＡ微球的释放中发挥重要作用。
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　　利用生物可降解高分子材料包载蛋白类药物制
备成可注射缓释微球，可延缓药物释放，减少给药

频率，增加病人顺应性，减少毒副作用的发生。其

中，聚乳酸聚乙醇酸 （ＰＬＧＡ）是一种可生物降解
且具有良好生物相容性的聚合物材料，以其为载体

制备可注射缓释微球制剂受到了广泛关注［１］。

目前已有许多使用复乳法制备载蛋白药物 ＰＬ
ＧＡ微球，并研究工艺参数对其包载性能、突释影
响的报道。但是对工艺参数、微球内外结构、释放

降解关系方面的研究是有限的［２］。因此，本文以

复乳法中重要影响因素之一初乳搅拌速率作为考察

的工艺参数，制备载牛血清白蛋白 （ＢＳＡ）的 ＰＬ
ＧＡ微球，研究该因素对微球内外形态、载药、释
药和降解行为的影响，为载蛋白的长效微球制剂研

发提供一定的理论基础。

１　试剂与仪器

１１　试剂
牛血清白蛋白 （ＢＳＡ，美国 Ｇｅｎｖｉｅｗ公司）；

聚乳酸聚乙醇酸 （ＰＬＧＡ，美国伯明翰公司）；异
硫氰酸荧光素牛血清白蛋白 （ＦＩＴＣＢＳＡ） （美国

Ｓｉｇｍａ公司）；异硫氰酸荧光素 （ＦＩＴＣ）（美国Ｓｉｇ
ｍａ公司）；蛋白试剂定量盒 ＭｉｃｒｏＢＣＡ （美国
Ｐｉｅｒｃｅ公司）；其他试剂均为分析纯。
１２　仪器

Ｔ２５高速匀浆器 （德国 ＩＫＡ公司）；ＲＷ１６电
动搅拌器 （德国 ＩＫＡ公司）；ＳＬ１６／４０（Ｒ）冷冻
离心机 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）；９２ＳＭ２０２Ａ电子天
平 （瑞士Ｐｒｅｃｉｓａ公司）；ＴＧＬ１８Ｃ台式高速离心机
（上海安亭科学仪器厂）；ＡＬＰＨＡ１４ＬＳＣ冷冻干燥
机 （德国 ＣＨＲＩＳＴ）；Ｍａｓｔｅｒｓｉｚｅｒ２０００激光粒度仪
（英国马尔文仪器有限公司）；ＬＳＭ７１０激光共聚焦
显微镜 （德国Ｚｅｉｓｓ公司）；ＬｅｉｃａＣＭ１８５０冷冻切片
机 （德国徕卡）；ＪＳＭ６３３０Ｆ冷场扫描电镜 （日本

电子公司）；ＢＩＯＴＥＫＥＬＸ８００全自动酶标仪 （美

国宝特公司）；ＳＨＡＢ水浴恒温振荡器 （江苏省金

坛市宏华制造厂）。

２　方　法
２１　ＢＳＡＰＬＧＡ微球的制备

将适量的ＢＳＡ粉末溶解于含一定浓度泊洛沙
姆１８８的水溶液中，形成均一的内水相。将 ＰＬＧＡ
溶解于二氯甲烷中作为油相；然后把内水相注入油

相中，在冰水浴中高速搅拌 （转 速 分 别 设

为５０００、１００００和１５０００ｒ／ｍｉｎ）形成初乳 （Ｗ／
Ｏ）；将初乳迅速转移至聚乙烯醇 （ＰＶＡ）溶液
（外水相１）中，搅拌形成复乳；最后将复乳转移
至大体积的 ＰＶＡ溶液 （外水相２）中，低速搅拌
３ｈ使有机溶剂挥发、微球固化。用蒸馏水洗涤
３次，离心收集微球，冷冻干燥得微球成品。除将
内水相中的 ＢＳＡ替换为 ＦＩＴＣＢＳＡ及避光操作外，
ＦＩＴＣＢＳＡ微球的制备方法与上述方法一致。
２２　微球包封率的测定

精密称取 ＢＳＡＰＬＧＡ微球约１０ｍｇ，加入４０
ｍＬ裂解液 （０１ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＯＨ／５ｍｇ·Ｌ－１ＳＤＳ
水溶液），３７℃恒温水浴振荡４８ｈ，使微球完全溶
解。离心后，取上清液使用 ＢＣＡ法进行蛋白含量
测定。按上述步骤处理空白微球作为对照。根据吸

光度值换算得到微球的包封率。

２３　微球的粒径分布及平均粒径
激光粒度仪被用于测定微球的粒径分布及平均

粒径，本试验采用干法测量，遮光度为 ０５～６，
测量时间为８～１０ｓ，分散气压为１５０ｋＰａ。
２４　扫描电子显微镜

取适量的干燥微球或切片样品固定在导电胶

上，置于真空条件下，喷上金粉。采用扫描电子显

微镜 （ＳＥＭ）在电子束强度为１０ｋＶ的条件下观察
微球形态。微球切片步骤为：先用明胶－甘油冷冻
混合剂固定微球，然后在冷冻切片机上进行切片操

作［３］。每个处方的微球切片扫描电镜图片中选取

至少６张，使用ＩｍａｇｅＪ软件分析微球截面的孔洞
总面积及微球截面积，计算微球截面孔隙率［４］，

并计算平均孔径。

截面孔隙率 ＝微球截面孔隙的总面积
微球的截面积

×１００％

０２１
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进行降解过程中微球形态变化实验时，于不同降解

周期取出微球样品，冷冻干燥后，按上述条件观测

微球内外形态。

２５　激光共焦显微镜
采用激光共焦显微镜 （ＣＬＳＭ）来考察初乳搅

拌速率对微球内部药物分布的影响［５］。将包载有

ＦＩＴＣＢＳＡ的 ＰＬＧＡ微球分散在激光共聚焦培养皿
中使用油镜进行观测，固定吸收波长／激发波长为
４８８／５２５ｎｍ。

取适量微球置于１５ｍＬ离心管中，加入少量
０５ｇ·Ｌ－１的ＦＩＴＣ溶液，在３７℃下孵育４ｈ后离
心，弃去上清液。加入 １ｍＬ蒸馏水清洗两次后，
转移至激光共聚焦培养皿中。在激光共焦显微镜下

观察荧光染料扩散进入不同处方微球内部的情况。

２６　微球的体外释放
精密称取约５０ｍｇＢＳＡＰＬＧＡ微球，置于５ｍＬ

的离心管中，加入１５ｍＬＰＢＳ溶液，于３７℃恒温
水浴振荡器中。分别于不同时间点离心过滤，取出

上清液，同时补加新鲜的 ＰＢＳ。使用 ＢＣＡ法测定
所取样品中的蛋白含量，计算累积释药量，绘制体

外释药曲线。

３　结　果
３１　初乳搅拌速率对微球性质的影响

初乳稳定性是复乳法中影响微球性质的重要因素

之一。在相同的内水相／油相比例下，初乳的搅拌速
率与内水相液滴分散程度密切相关，直接影响初乳的

性质［６］，进而对微球的性质产生影响（见表１、图１）。

表１　初乳搅拌速率对微球性质的影响 （珋ｘ±ＳＤ）

Ｔａｂｌｅ１　ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＰＬＧＡｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓｐｒｅｐａｒｅｄａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈｏｍｏｇｅｎｉｚａｔｉｏｎｓｐｅｅｄ（珋ｘ±ＳＤ）

初乳搅拌速率／（ｒ·ｍｉｎ－１） 包封率／％ 平均粒径／μｍ 截面孔隙率／％ 平均孔径／μｍ

５０００ ７５８８±１８１ ７８７５±２８１ ３７６０±６８５ ７５３±０２７
１００００ ７９５７±３１４ ７７３０±１７７ ３９１２±１２９ ３７６±００８７
１５０００ ７４７６±１８４ ７８７９±３７６ ３９３１±８２８ ２５０±０２８

图１　不同初乳搅拌速率制备微球的外观、内部形态及药物分布
Ｆｉｇ１　ＩｎｔｅｒｎａｌａｎｄｓｕｒｆａｃｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓａｎｄｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＦＩＴＣＢＳＡｐｒｅｐａｒｅｄａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈｏｍｏｇｅｎｉｚａｔｉｏｎｓｐｅｅｄ
Ａ：５０００ｒ／ｍｉｎ组微球 （Ａ１：外观ＳＥＭ图；Ａ２：截面ＳＥＭ图；Ａ３：ＣＬＳＭ图）；Ｂ：１００００ｒ／ｍｉｎ组微球 （Ｂ１：外观 ＳＥＭ
图；Ｂ２：截面ＳＥＭ图；Ｂ３：ＣＬＳＭ图）；Ｃ：１５０００ｒ／ｍｉｎ组微球 （Ｃ１：外观ＳＥＭ图；Ｃ２：截面ＳＥＭ图；Ｃ３：ＣＬＳＭ图）
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　　实验数据表明，初乳搅拌速率对微球的内外形
态具有较为显著影响，当初乳搅拌速率为５０００ｒ／
ｍｉｎ时，微球的表面光滑致密，随着初乳搅拌速率
的增加，微球表面的孔洞逐步增加，同时微球内部

孔洞的孔径减小；但初乳搅拌速率对微球的孔隙率

及粒径无显著影响。当初乳搅拌速率从 ５０００ｒ／
ｍｉｎ增加至１００００ｒ／ｍｉｎ时，微球的包封率增加，
继续增加至１５０００ｒ／ｍｉｎ时，包封率则降低。
３２　初乳搅拌转速对微球体外释放的影响

考察不同初乳搅拌转速制得的微球体外释药行

为：分别测定不同时间的释药量以横坐标为释药时

间，纵坐标为累计释药百分比绘制曲线 （图２）。

图 ２　初乳搅拌速率对药物释放的影响
Ｆｉｇ２　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｈｏｍｏｇｅｎｉｚａｔｉｏｎｓｐｅｅｄｏｎｔｈｅｒｅｌｅａｓｅ

ｏｆｐｒｏｔｅｉｎｆｒｏｍｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ

当初乳搅拌转速为５０００ｒ／ｍｉｎ时，微球的突释率
为３２８％，４０ｄ累积释放约 ７０％；增加转速至
１００００ｒ／ｍｉｎ时，微球的突释率显著降低至
２０７４％，４０ｄ内以均匀的速率累积释放约５０％；
当转速为 １５０００ｒ／ｍｉｎ时，微球突释率上升至
２９１９％，４０ｄ内缓慢地释放了接近５５％。
３３　初乳搅拌转速对微球摄取荧光的影响

小分子的荧光素 ＦＩＴＣ可随溶液的扩散分布到
微球孔洞中，当微球表面孔洞与其内部孔洞连通

时，ＦＩＴＣ便可分散到内部孔洞。通过在共聚焦显
微镜下观察微球对荧光素的摄取情况，可得知微球

表面孔洞的连通情况［７］。由图３可知，５０００ｒ／ｍｉｎ
和１５０００ｒ／ｍｉｎ组微球表面荧光素ＦＩＴＣ的量较大，
并渗透到微球内部的孔道中；而１００００ｒ／ｍｉｎ组微
球表面的荧光素 ＦＩＴＣ分布量少，渗入到微球内部
的量也较少。

３４　微球降解过程中内外形态的变化
在释放的初级阶段，药物通过微球中聚合物高

分子链间隙以及孔隙等通道从载体材料中扩散释放

出来，随着释放时间的延长，由于 ＰＬＧＡ的降解，
微球产生一系列的理化性质及结构的改变，从而引

起药物扩散路径的改变，间接调控药物的释

放［８－９］。采用扫描电子显微镜观察微球在降解过程

中内外形态的变化，结果见图３。

图３　不同初乳搅拌速率所得微球的摄取实验
Ｆｉｇ３　Ｕｐｔａｋｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｏｆｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓｐｒｅｐａｒｅｄａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈｏｍｏｇｅｎｉｚａｔｉｏｎｓｐｅｅｄ

（Ａ：５０００ｒ／ｍｉｎ；Ｂ：１００００ｒ／ｍｉｎ；Ｃ：１５０００ｒ／ｍｉｎ）

　　由图可得，不同初乳搅拌速率制备的微球在前
四周呈现类似的降解规律，均为微球表面逐步变得

粗糙且孔洞增加，而内部则出现大量的小孔洞，原

有较大的孔洞一部分由于 ＰＬＧＡ基质的融合消失，
一部分由于聚合物材料自身降解，相邻的孔洞连通

而进一步增大。在第 ６周时，初乳搅拌速率为
５０００ｒ／ｍｉｎ制备的微球表面出现大量的裂隙，截

面图像显示明显的中空结构；初乳搅拌速率为

１００００ｒ／ｍｉｎ时，微球内部的孔洞大量贯通；初乳
搅拌速率为１５０００ｒ／ｍｉｎ的微球只在表面存在较大
的孔洞而无裂隙，内部部分孔洞连通，连通程度低

于初乳搅拌速率为１００００ｒ／ｍｉｎ的微球。整体而
言，随着初乳搅拌速率的增加，微球的降解速率减

慢。
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图４　不同初乳搅拌速率制备微球在降解中外观及内部形态的变化
Ｆｉｇ４　Ｉｎｔｅｒｎａｌａｎｄｓｕｒｆａｃｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓｐｒｅｐａｒｅｄａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｈｏｍｏｇｅｎｉｚａｔｉｏｎｓｐｅｅｄａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｓｔａｇｅｓ

（Ａ１－Ａ８：５０００ｒ／ｍｉｎ；Ｂ１－Ｂ８：１００００ｒ／ｍｉｎ；Ｃ１－Ｃ８：１５０００ｒ／ｍｉｎ）

４　讨　论
本文以初乳搅拌速率为切入点，考察该因素对

复乳法制备的 ＢＳＡＰＬＧＡ微球的内外形态、载药、
释药及降解行为的影响。

当搅拌速率增加时，初乳中形成的内水相液滴

数目增加而体积减小，因而在同样的复乳体系中油

相含有更多更小的内水相液滴，同时，出现在微球

表面附近的内层结构中的液滴也相应增多，在微球

的固化阶段，在微球表面形成的孔洞也随之增多且

内部孔洞孔径变小。当初乳搅拌速率从 ５０００ｒ／
ｍｉｎ增加至１００００ｒ／ｍｉｎ时，由于初乳的稳定性增

加，微球的包封率提高；进一步提高至１５０００ｒ／
ｍｉｎ时，由于内水相液滴的增多导致其向外水相中
逃逸的概率增加，包封率反而降低。

ＰＬＧＡ微球的释药行为由药物在聚合物基质中
的扩散及ＰＬＧＡ的降解两方面控制。在释放的初级
阶段，药物通过微球中聚合物高分子链间隙以及孔

隙等通道从载体材料中扩散释放出来，随着释放时

间的延长，由于ＰＬＧＡ的降解，微球产生一系列的
理化性质及结构的改变，从而引起药物扩散路径的

改变，间接调控药物的释放。

本实验中，５０００ｒ／ｍｉｎ和１５０００ｒ／ｍｉｎ组突释
较高，而１００００ｒ／ｍｉｎ组突释最低。分析原因如
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下：在降解前３组微球均具有相似的平均粒径和截
面孔隙率，但是摄取实验表明尽管５０００ｒ／ｍｉｎ组
表面孔洞较少，由于孔径较大，与微球表面连通的

区域较大；１５０００ｒ／ｍｉｎ组表面孔洞较多，且与内
部孔洞有一定的连通；而１００００ｒ／ｍｉｎ组表面孔洞
较少，孔洞连通率也较低。由于表面孔洞数目和孔

洞与微球表面连通情况的差异造成释放过程中释放

液进入微球内情况的差异［１０］，对于前两组微球，

在释放过程中，释放液更易进入微球，使蛋白溶出

增多，导致初始释放量较大。

此外，５０００ｒ／ｍｉｎ组４０ｄ内累积释放量最多；
而１００００ｒ／ｍｉｎ组以均匀的速率释放药物，累积释
放量最少。分析原因如下：降解过程中，微球形态

的变化与药物释放曲线相关联。初始状态下，

５０００ｒ／ｍｉｎ表面孔洞较少，降解产物扩散到外界
的通道较少，ＰＬＧＡ酸性降解产物在微球内部大量
累积，自催化效应使微球内部的降解进一步加

速［１１］。并由于该组微球内部孔径较大，致使降解

６周内，内部孔洞不断融合变大，最终形成中空结
构。上述过程中，微球表面及内部的孔道变大，使

该组微球在中后期以较快的速率释药；类似的，

１００００ｒ／ｍｉｎ组的微球表面孔洞及表面孔洞连通率
较低，降解产物扩散通道较少，致使降解６周内，
微球内部孔洞逐渐融合变大，最后大部分孔洞连

通，可见微球 ４０ｄ内以较均匀的速率释放；而
１５０００ｒ／ｍｉｎ组的微球表面孔洞多，且表面孔洞连
通率较高，这些表面孔隙为降解产物的扩散提供了

水性通道，使酸性降解产物更易进入释放介质而不

是累积在微球内部。因此降解６周内，该组微球内
部孔洞的连通度较低，表面孔洞数目相对少，对应

其释放曲线，可见释药缓慢，第２天至第４０天内
累积释放仅约２０％。

结果表明，初乳搅拌速率的增加，对所得微球

粒径和截面孔隙率没有明显影响；而表面及内部孔

洞数目增加，内部孔洞孔径减少；微球的突释率先

减少后增加，释药及降解速率减少。
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