
　第５３卷　第 ３期
２０１４年　５月

中山大学学报 （自然科学版）

ＡＣＴＡ　ＳＣＩＥＮＴＩＡＲＵＭ　ＮＡＴＵＲＡＬＩＵＭ　ＵＮＩＶＥＲＳＩＴＡＴＩＳ　ＳＵＮＹＡＴＳＥＮＩ
Ｖｏｌ５３　Ｎｏ３
Ｍａｙ　２０１４

　

复乳法及其改良法制备的干扰素
ＰＬＧＡ微球载药释药特性的对比
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摘　要：改良法在复乳法基础上结合了海藻酸钠与Ｃａ２＋螯合形成缓释凝胶的原理。分别用上述两法制备蛋白药
物干扰素α－１ｂ的聚乳酸聚乙醇酸 （ＰＬＧＡ）微球，以包封率、载药量等为指标，评价其理化性质；扫描电镜观
察微球内外形态，软件计算其结构参数；用表面蛋白染色、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；考察微球体外释药行为。与复乳法相比，改良法所得微球有较高的包封率和载药量 （６１８５％，
０７２４３％），表面孔洞少、孔隙率低；内部孔洞大而少，孔隙率无显著差异；蛋白更多地分布在微球内部孔洞
壁上而非表面；突释显著降低，缓释时间延长至２０ｄ以上，３０ｄ累积释药约７０％。表明改良法所得微球载药释
药性能较好，释药符合缓释制剂标准。
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　　干扰素 （ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ，ＩＦＮ）是一种广谱抗病毒
剂，目前主要用于治疗慢性乙肝、丙肝等疾病。作

为一种蛋白药物，其分子量大，半衰期短，体内外

稳定性差，临床上主要的剂型是溶液型注射剂和冻

干粉针。注射给药后，药物很快就被清除或降解，

为了达到疗效常常需要频繁、大剂量及长时间给

药，导致毒副作用及耐受性的产生［１－２］。

使用高分子材料包载蛋白药物制成微球制剂，

可达到延长药物作用时间、提高药效的目的。其

中，聚乳酸聚乙醇酸 （ＰＬＧＡ）由于具有良好的生
物相容性和生物可降解性等特点，成为常用的微球

载体［３］。目前最常用的制备蛋白微球的方法是复

乳法［４］。而改良法是在复乳法研究的基础上提出

的新工艺［５－７］，在微球制备的复乳和固化阶段，内

水相的海藻酸钠 （Ｓｏｄｉｕｍａｌｇｉｎａｔｅ，Ｓａ）与外水相
中的Ｃａ２＋相互渗透螯合成海藻酸钙凝胶，并与微
球骨架同步形成，无需二次包封，操作简单。本实

验以ＰＬＧＡ为载体，分别采用复乳法及其改良法制
备ＩＦＮα－１ｂ缓释微球，对比了两种方法所得微球
的理化性质、内外形态、表面和及骨架内的蛋白分

布情况，以及体外释放特性。

１　试剂与仪器
１１　 试剂

重组人干扰素 α－１ｂ（批号：１１０３０１，ＩＦＮ：
１７０ｇ·Ｌ－１，深圳科兴有限公司）；海藻酸钠 Ｐｒｏ
ｔａｎａｌＬＦ２００ＤＬ（美国 ＦＭＣ公司）；聚乳酸聚乙醇
酸 （ＰＬＧＡ，ＬＡ／ＧＡ摩尔比为５０∶５０，黏度为０８５
ｄＬ·ｇ－１，美国伯明翰聚合物公司）；ｍｉｃｒｏＢＣＡ蛋
白定量试剂盒 （美国Ｐｉｅｒｃｅ公司）；ＦＩＴＣＢＳＡ（美
国Ｓｉｇｍａ公司）；考马斯亮蓝染色液 Ｇ－２５０（碧云
天生物研究所）；二氯甲烷 （天津市富宇精细化学

品有限公司）；其余试剂均为分析纯。

１２　仪器
ＦＡ２５匀浆器 （上海弗鲁克液体机械制造有限

公司）；Ｌ－５５０台式低速大容量离心机；ＧＺ强力
电动搅拌器 （金坛市医疗仪器厂）；ＡＬＰＨＡ１－４
ＬＳＣ冷冻干燥机 （德国 ＣＨＲＩＳＴ公司）；ＢＩＯＴＥＫ

ＥＬＸ８００全自动酶标仪 （美国宝特公司）；ＳＨＡＢ
水浴恒温振荡器 （江苏省金坛市宏华制造厂）；

ＪＳＭ２６７００Ｆ冷场发射扫描电镜 （日本电子公司）；

ＥＧ１１６０石蜡切片机 （德国徕卡）；ＬｅｉｃａＣＭ１８５０
冷冻切片机 （德国徕卡）；ＬＳＭ７１０激光共聚焦显
微镜 （德国Ｚｅｉｓｓ公司）。

２　方　法

２１　干扰素微球的制备
采用复乳法制备 ＩＦＮＰＬＧＡ微球，即将适量的

重组ＩＦＮα１ｂ粉末 （理论载药量为１％）溶解于泊
洛沙姆１８８（Ｆ６８）溶液中，形成均一的内水相，
再与一定浓度的ＰＬＧＡ二氯甲烷溶液混合，在冰浴
条件下高速匀浆１ｍｉｎ制成初乳 （Ｗ／Ｏ）；将初乳
迅速转移至聚乙烯醇 （ＰＶＡ）水溶液 （外水相１）
中，搅拌形成Ｗ／Ｏ／Ｗ型复乳；最后将复乳转移至
大体积的ＰＶＡ水溶液 （外水相２）中，低速搅拌３
ｈ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，冻干得微球粉末。

使用改良法制备微球时，在 Ｆ６８溶液中加入
Ｓａ粉 末，使 Ｓａ在 内 水 相 中 的 质 量 浓 度 为
１２ｍｇ·Ｌ－１，外水相１、２中分别加入氯化钙，使其
对应质量浓度分别为３０ｍｇ·Ｌ－１、５ｍｇ·Ｌ－１，其余
操作与复乳法一致。

２２　微球包封率、载药量和产率的测定
精密称定载药微球 １０ｍｇ，并加入到 ５０ｍＬ

０１ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＯＨ／５ｍｇ·Ｌ－１ＳＤＳ溶液中，于 ３７
℃水浴条件下振荡４８ｈ，使微球完全溶解。离心后
取上清液，用 ＢＣＡ法测定蛋白含量。背景吸收值
用空白微球裂解后的上清液作校正。

包封率＝微球中ＩＦＮ的含量
投药量

×１００％

载药量＝微球中ＩＦＮ的含量
微球的质量

×１００％

产率＝微球产量
微球理论量

×１００％

２３　微球的表面及内部形态
２３１　微球粒径的测定量　取适量冷冻干燥后的
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微球，用蒸馏水分散，在光学显微镜下观察微球的

外观形态，同时选择有代表性的区域，测定３００个
粒子，计算平均粒径。

２３２微球形态的测定　将冷冻干燥后的微球或经
石蜡切片后的微球切片固定在导电胶上，置于真空

条件下，喷上金粉。然后用扫描电子显微镜在电子

束强度为１０ｋＶ的条件下观察微球的表面形态。
２３３　微球表面及截面孔隙率　从每种处方的微
球及其切片的扫描电镜图片中选取至少６张，使用
ＩｍａｇｅＪ软件分析微球及其截面的孔洞数目、孔洞
总面积及微球面积，计算微球表面及截面孔隙

率［８］。

表面孔隙率＝微球表面孔隙的总面积
微球的平面面积

×１００％

截面孔隙率＝微球截面孔隙的总面积
微球的平面面积

×１００％

２４　蛋白在微球中的分布情况
２４１　微球表面的蛋白染色　分别称取复乳法和
改良法制备的ＩＦＮ微球适量于离心管中，各加入适
量考马斯亮蓝 Ｇ－２５０染色液浸泡５ｍｉｎ，涡旋使
微球粉末分散均匀。离心弃上清液后，加入适量蒸

馏水洗涤微球４次，冷冻干燥后拍照。
２４２蛋白在微球内的分布情况　将两种方法制备
的载荧光蛋白ＦＩＴＣＢＳＡ的微球进行冷冻切片 （厚

度约８μｍ），在激光共聚焦显微镜下观察微球截面
中蛋白的分布情况。固定吸收波长／激发波长为
４８８／５２５ｎｍ，放大倍数为４００倍。
２５　微球的体外释放测定

精密称取约５０ｍｇ微球置于５ｍＬ离心管中，
加入１５ｍＬＰＢＳ液 （ｐＨ值为７４，含有２０ｇ·Ｌ－１

的Ｆ６８），于３７℃水浴振荡器中以１００ｒ／ｍｉｎ的振
速振荡，分别于不同时间点定时离心过滤，取出上

清液，同时补加新鲜的ＰＢＳ。采用 ｍｉｃｒｏＢＣＡ微孔
板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。分别采用零级、一级方

程、Ｈｉｇｕｃｈｉ模型和 ＫｏｒｓｍｅｙｅｒＰｅｐｐａｓ方程对释药
行为进行拟合。其中，Ｑ代表累计释放百分比，ｔ
代表时间，ｒ代表相关系数。

３　结　果
３１　两种制备方法所得微球的理化性质研究

经过前期实验的筛选［５－６］，得到较优的微球制

备工艺，分别以复乳法和改良法制备 ＩＦＮＰＬＧＡ微
球，所得微球均为流动性良好的白色疏松粉末。其

包封率分别为５４３７％，６１８５％ （Ｐ＜００５），载

药量为０６５０７％，０７２４３％ （Ｐ＜００５），产率为
８５２７％，８５０３％ （Ｐ＞００５），平均粒径为７３６９
μｍ，７１０４μｍ（Ｐ＞００５）。可见使用改良法制备
的微球具有较高的包封率和载药量，制备工艺对产

率及平均粒径的影响不显著。

３２　两种制备方法所得微球的内外形态
对于包载亲水性大分子药物的微球，药物的初

期释放主要是通过孔洞扩散，此时微球的表面孔隙

率和内部形态特征起着重要的作用［８］。使用扫描

电镜对微球表面及截面进行观察 （见图１），并运
用软件分析微球的表面及截面参数。复乳法与改良

法的表面孔隙率分别为 ７９％，０４８％ （Ｐ＜
００５），表面孔隙个数分别为２２１，３５（Ｐ＜００５），
截面孔隙率分别为 ４８９％，４８１％ （Ｐ＞００５），
截面孔隙个数分别为３２０，１４６（Ｐ＜００５）。从外
观而言，复乳法制备的微球表面孔洞较大且多，而

改良法所得微球光滑圆整，表面孔洞较少且孔径

小。截面形态方面，改良法所得微球内部孔洞较大

但数目较少，截面孔隙率与复乳法相当。

图１　微球的扫描电镜图
Ｆｉｇ１　Ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓｏｆｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅ
（Ａ，Ｃ：改良法所得微球外部、内部形态；
Ｂ，Ｄ：复乳法所得微球外部、内部形态）

３３　两种制备方法所得微球的表面蛋白分布量
众所周知，在体内外释放过程中，靠近微球表

面的药物最先扩散出来，其中浅表蛋白分布量较多

的微球，容易产生突释［９］，有可能导致血药浓度

接近或超过中毒水平，产生明显的不良反应。考马

斯亮蓝Ｇ－２５０染色液可以专属性地对蛋白染色，
游离的 Ｇ－２５０与蛋白结合形成蓝色复合物，其颜
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色的深浅与蛋白质含量成正比。从染色微球的表面

颜色深浅可得知浅表的蛋白分布量［１０］，预测微球

的突释效应。分别对两种方法制得的ＩＦＮ微球进行
染色，从图２可得改良法所得微球的外观以浅蓝色
为主，带有少量深蓝色微粒；而复乳法组微球则均

一地呈现深蓝色。说明改良法所得微球的表面蛋白

分布量较少。

图２　ＩＦＮＰＬＧＡ微球染色图
Ｆｉｇ２　ＤｙｅｉｎｇｏｆＩＦＮＰＬＧＡｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ

（Ａ：改良法所得微球；Ｂ：复乳法所得微球）

３４　蛋白在微球内部的分布情况
使用激光共聚焦显微镜可观察到样品中的荧光

物质，从而直观地得到药物在制剂中的分布情

况［１１－１２］。以荧光蛋白 ＦＩＴＣＢＳＡ（激发波长：４９５
ｎｍ；绿色荧光）代替ＩＦＮ作为模型蛋白制备微球，
通过激光共聚焦显微镜对载药微球的切片进行扫

描，观察荧光蛋白在不同制备工艺所得微球中的分

布情况 （图３）。图中发亮物质为 ＦＩＴＣＢＳＡ，亮度
越高的地方代表蛋白量越多。可见改良法所得微球

的内部分布着大小不均一的孔洞，孔洞之间相对独

立，蛋白较多地分布在微球中部和内部；而复乳法

所得微球内部孔洞多，且孔隙连通性高，蛋白几乎

均匀分布于微球孔壁上。

图３　ＦＩＴＣＢＳＡ微球切片的激光共聚焦显微镜图
Ｆｉｇ３　Ｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｐｉｃｔｕｒｅｓ

ｏｆＦＩＴＣＢＳＡｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓｓｌｉｃｅｓ
（Ａ：改良法所得微球；Ｂ：复乳法所得微球）

３５　两种制备方法所得微球的体外释放性能的研究
考察两种制备方法所得微球的体外释药行为，

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 ４），
并对体外释放曲线进行拟合。结果可得，复乳法１
ｄ的突释百分比 （３７％）大于改良法 （３０％）。前
者７ｄ内累积释放达到７２％，但此后阶段的释药量
少，３０ｄ仅释放７９％。而改良法所得微球在２～２０
ｄ的范围内以均匀速度释放药物，缓释时间较长，
３０ｄ的累积释放接近７０％。两法所得微球的释药
曲线均符合 ＫｏｒｓｍｅｙｅｒＰｅｐｐａｓ方程 （ｒ＞０９７），分
别为Ｑ＝４０３９７ｔ０２３０，Ｑ＝３０１４７ｔ０２５６。方程指数
均小于０４３，提示药物主要以扩散形式释放。

图４　微球的体外释放图
Ｆｉｇ４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ

ｍｅｔｈｏｄｏｎｔｈｅｄｒｕｇｒｅｌｅａｓｅ
（×：改良法；◆：复乳法）

４　讨　论
本实验在同等条件下对比了改良法与复乳法制

备的ＩＦＮＰＬＧＡ微球的载药特性，包括微球的理化
性质、内外形态、微球表面及骨架内的蛋白分布情

况，以及体外释放行为。

改良法是在复乳法的工艺基础上，于内水相添

加了Ｓａ，外水相添加了氯化钙。该法制备的微球
具有较高的包封率和载药量，其表面的蛋白量少、

孔洞较少且孔径小。主要原因是由于在微球制备的

复乳及固化过程中内外水相相互渗透：外水相中的

Ｃａ２＋与分散于油相中含Ｓａ的内水相液滴相互螯合，
或者Ｓａ液滴往外水相扩散过程中与 Ｃａ２＋螯合形成
海藻酸钙凝胶，一定程度地填充因溶剂挥发在微球

内形成的孔隙，使微球表面更为紧密。此外，海藻

酸钙凝胶的形成，可减缓内水相液滴中的蛋白药物

往外水相扩散，减少微球表面的药物分布量，使更

多的蛋白包封于微球中。
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从微球截面的扫描电镜图可得，改良法所得微

球内部孔洞较大而数目较少，孔径分布不均，总体

的截面孔隙率与复乳法相当。这是由于 Ｓａ的添加
大大增加了内水相的黏度［１３］，从而使微球制备过

程中内水相液滴大小均匀性下降、液滴更容易破裂

融合成更大的液滴，致使干燥后的微球内部呈现大

小不一的孔洞，孔洞数目显著少于复乳法制备的微

球。

与复乳法相比，改良法可增加微球表面结构致

密性，降低浅表蛋白分布量，使微球突释率显著降

低，缓释天数由７ｄ提高到２０ｄ以上。释放过程中
溶出介质逐渐渗入微球内部，分布于骨架中的海藻

酸钙凝胶慢慢吸水膨胀，一定程度地减慢药物扩

散，延长药物释放时间，提高后期药物释放浓度；

但３０ｄ内累积释药率稍低于复乳法。除了微球结
构紧密、海藻酸钙延缓释药的原因外，可能存在小

部分药物与凝胶或载体结合紧密，以至释放缓慢。
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