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摘要 目的  介绍增加乳酸 2羟基乙酸聚合物 ° 蛋白微球中药物稳定性与蛋白累积释放量的方法 ∀方法  根据国内外文

献 较全面地总结了 ° 微球中稳定蛋白 解决不完全释放的策略 ∀结果与结论  虽然 ° 微球制备与药物释放过程中

存在不利于蛋白稳定的因素 但通过选用不同添加剂 !优化体外释放介质及装置 !改进制备工艺 !开发复合材料及复合微球等

方法可以有效保存其活性 增加累积释放量 ∀

关键词 ° 微球 蛋白质 不完全释放 稳定性
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  近年来蛋白及多肽类药物在诊断 !治疗或作为疫苗预防

各种疾病方面发挥着越来越重要的作用 ∀但这类药物本身

稳定性差 !半衰期短 !分配系数小的缺点限制了其应用 ∀所

以 如何将这些生物物质有效地送达靶部位 一直是制剂研

究的重大课题 ∀现在人们越来越多地将目光投向生物可降

解材料上 特别是乳酸 2羟乙酸聚合物 ° ∀以它们为载

体制备的微粒不仅可以包载蛋白 避免体内酶和其他多种因

素对蛋白造成的破坏 还能缓慢降解释出药物 ∀微球是微粒

给药系统中的重要组成部分 有较多研究 ∀但这类微粒也存

在着一些弱点 包括蛋白稳定性差 !突释大 !包封率小 !不完

全释放等问题 ∀针对如何减小突释 !增加包封率已见较多文

献报道 而对于解决不完全释放的研究较少 ∀笔者将着重对

近年来增加微球中蛋白稳定性及累积释放量的研究作一简

要综述 ∀

影响蛋白稳定性的因素主要存在于微球制备和药物释

放过程之中 ∀蛋白结构变化 !聚集 !非特异性吸附等又会引

起不完全释放现象的产生 ∀ • • 复乳法是目前最常用的

制备蛋白类 ° 微球的方法 ∀简单来说即以含有 ° 的

有机相与溶有蛋白的内水相超声成初乳 再与外水相成复

乳 挥干有机溶剂 洗涤获得微球 ∀由于蛋白质天然地具备

一定的表面活性 制乳过程中 特别是在制备初乳的过程中

会自动迁移到两相界面上 接触不利于蛋白活性维持的有机

溶剂 ∀另一方面 乳化步骤施加的剪切力也会造成蛋白在油

水表面的非共价聚集沉淀 ∀在药物长期释放的过程中 ° 2

逐步降解 水解产物乳酸和羟基乙酸最终形成二氧化碳

和水被排出体外 ∀降解过程中产生的大量氢离子 降低了微

环境的 值 可造成酸不稳定蛋白的聚集 !降解 ∀

现从选择添加剂 !优化体外释放介质及装置 !改进制备

工艺 !开发复合材料及制备复合微球等方面对如何稳定蛋

白 !促进微球完全释放的方法进行详细介绍 ∀
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1  优选添加剂

添加剂的种类包括蛋白质 !表面活性剂 !渗透压调节剂 !

无机盐类等 ∀添加剂的作用机制各不相同 主要是能防止蛋

白结构变化 减少失活 进而提高活性药物的累积释放量 ∀

在微球制备过程中可根据添加剂的溶解性能将其加入到油 !

水两相中 也可预先用添加剂处理蛋白 保护活性 ∀由于不

同蛋白间的物理化学性质差异较大 需进行处方筛选确定具

较好保护作用的添加剂 ∀

111  表面活性物质

表面活性物质可降低油 水界面张力 自发地分配在乳

剂的两相界面之上 ∀在制备初乳的过程中 适当的表面活性

物质能与同样具备表面活性的蛋白类药物相互竞争 从而降

低后者在油水界面的聚集 促进较完全的释放 ∀

早期作为保护剂应用的是同为蛋白的人血清白蛋白

≥ !牛血清白蛋白 ≥ ∀但蛋白在释放过程中会较快

地溶出 因此可能保护能力不佳 ∀

与血清蛋白保护机制相区别的是表面活性剂除了能减

少界面蛋白质折叠和聚集外 还能防止部分已失活的蛋白不

可逆聚集 ∀但在使用上 应尽可能地减少表面活性剂用量以

避免毒性及过敏反应 ∀目前研究较多的是非离子表面活性

剂 ≤ 2 和 × ÷ 2 ≈
¬

≈ 2

×
≈ 对提高活性蛋白回收率 !增加 ° 微球药物累

积释放量都有不同程度的作用 ∀聚乙烯醇 °∂ 的乳化能

力较弱 是一类最常用的外水相保护剂 主要作用是防止微

粒间碰撞 !粘连 ∀值得注意的是低分子量 °∂ 的吸附作用

能有效防止溶菌酶的表面吸附 减少蛋白沉淀 !失活以及由

此引起的免疫反应 ≈ 增加蛋白回收率 ∀ Χ2糜蛋白酶情况则

有所不同 以 °∞ 替代 °∂ 在外水相中做乳化剂时 能减少

蛋白吸附 ≈ 这可能和 °∞ 的分子长链阻碍了蛋白间的相

互吸附有关 ∀

并非所有的表面活性剂都有保护蛋白的作用 即使是同

一种表面活性剂由于添加方式的差异也会造成不同的结果 ∀

≥ 等 ≈ 在水相 !有机相或两相中添加卵磷脂时 发现含

有卵磷脂的水相更有利于保持碳酸酐酶结构的完整性和生

物活性 ∀由 ° ≤检测蛋白单体 !聚合体和水解片段的结果

可知 无论是蛋白回收率还是体外释放样品各成分比例 添

加有卵磷脂的水相制备得到的微球蛋白活性单体含量最高

两相中均含卵磷脂的微球其次 有机相添有卵磷脂的微球中

活性成分碳酸酐酶单体最低 ∀这可能是因为水相中高于临

界胶团浓度的卵磷脂形成了脂质体 包裹了蛋白 或者形成

了碳酸酐酶 卵磷脂复合物 从而起到了保护蛋白的作用 ∀

112  糖类及多元醇类

糖类及多元醇类多作为微球的冻干保护剂使用 它们是

通过优先水合蛋白 !直接控制聚合机制 ≈ 来消除有害因素

以达到将蛋白维持在微球冻干初始状态的目的 ∀ ° 等 ≈

对一些内水相添加剂对于以 ° 为载体的溶菌酶微球释

放行为的影响进行了研究 ∀结果发现乳果糖可防止两相界

面上的蛋白结构变化 增加微球蛋白的释放量 在 内溶

菌酶释放完毕 约占总量的 ∀相比于对照的 而言

乳果糖的增释效果比较明显 ∀在后续的研究中 ≈ 作者还发

现 添加适量的聚乙二醇 °∞ • !麦芽糖或乳糖等多

元醇及糖类可减少在 2糜蛋白酶 ° 微球制备过程中油

水界面上引起的蛋白非共价聚集 发挥冻干保护作用 从而

增加累积释放量 ∀其中以在内水相与有机相中同时添加

°∞ 效果为佳 于第 天测得的蛋白累积释放量 较不

含附加剂的微球中累积释放小于 有较大的提高 ∀ °∞

改善释放行为的效果在 ≤∏ 2≥ ⁄
≈ 或 Χ2糜蛋白酶 ≈ 的

° 微球中亦能观察到 ∀海藻糖促完全释放的效果则能在

破伤风类毒素 ° 微球中观察到 与对照组的 相比 第

天可释放 左右的蛋白总量 ≈ ∀

113  无机盐

° 在降解过程中释放的氢离子改变了蛋白释放时微

环境的 值 影响其稳定性 是导致蛋白变性 !失活的潜在

因素 ∀针对这一情况 研究人员在微球中添加适量的
≈

≤ ≤ 等无机盐 以调节介质的酸碱

度 ∀ ≤
≈ 粉末可通过中和酸性来进一步增加 ° 中

碳酸酐酶的释放量 ∀碳酸锌 ≈ 则能显著促进人类胰岛素样

释放因子 2 在 ° 微球中的释放 ∀

2  优化体外释放介质及装置

体外释放多采用 1 的磷酸盐缓冲液 ° ≥ 为介质

恒温摇瓶 ∀此法虽简单易行 但由于聚合物 ° 的降解使

介质酸度超出了缓冲溶液的可调节范围 释放介质的强酸性

增加了聚合物对蛋白质的吸附 甚至引起蛋白质的水解 对

一些不耐酸蛋白的生物活性和结构造成了破坏 ∀因此有人

提出调节 值恒温摇瓶法 ≈ 取样时用 调 值至

1 基本排除了过酸的释放介质对蛋白质造成的破坏 但聚

合物对蛋白质的非特异性吸附仍然存在 ∀

也有研究提出了不同的看法 ≈ 认为 ° 降解所造成

的酸性环境有助于微球中对酸稳定蛋白的释放 蛋白分子可

通过孔径和通道进行扩散 ∀ 等 ≈ 制备的溶菌酶 °

微球在 1 醋酸缓冲液 ∏ 和 1 甘

氨酸缓冲液 2 ≤ ∏ 中的释放行为较在

1 的 ° ≥中有很大改善 可观察到三段释放 ∀重要的是

以微量 ≤ 试剂盒测定蛋白总量时发现 或 中第

天有超过 的累积释放量 ° ≥仅 这给了研究人

员很大的信心 ∀虽然目前体外试验普遍采用 1 的释放

介质 但在体内 位于微球内部的蛋白释放很大程度上受聚

合物降解所致的酸性微环境的影响 ∀所以在 中蛋白释放

曲线和体内释放行为表现出良好的相关性 ∀

除了对释放介质 值的调整外 早先的研究主要把注

意力放在模拟体内环境上 ∀因此 提出在释放液中添加牛血

清白蛋白 ≥ 或血清来保护蛋白和促进释放 ∀另外 在释

放液中加入少量的如十二烷基磺酸钠 ≥⁄≥ 等表面活性剂

的做法可减少蛋白的表面吸附 ∀

∏ 2° ∏ 等 ≈ 等在对包有胶质细胞系源性神经

营养因子 ⁄ ƒ 的 ° 微球的研究中优化出一个能有效
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增加 ⁄ ƒ的释放介质 ∀此外 他们也找到了一种优良的体

外释放方法及装置 可比摇瓶法更为接近漏槽条件 ∀以玻璃

微球自行填充的 ° ≤ 柱作为释放室 水浴恒温

ε ∀将选定的释放液作为流动相以一定的速度泵入 ° ≤

柱 出口处搜集已释放的 ⁄ ƒ 并在收集液中加入抗蛋白吸

附剂防止 ⁄ ƒ吸附损失 ∀同时将收集液低温保存以防止

蛋白在测定前降解 ∀

3  改进制备工艺

使用复乳法制备微球一个最大的缺点就是引入了油水

界面 形成的疏水界面通常会引起蛋白质的吸附 接着导致

其聚集 !失活 ∀采取非水相制备 ° 蛋白微球可避免水溶

液中蛋白的迁移 包括低温喷雾提取法 ≈ 和 ≥ 法 ∀ ≥

• 是界于 ≥ 和 • • 法之间的折中方法 ∀制备时

蛋白以固态形式分散在有机溶剂中 混悬液在含乳化剂的聚

合物有机溶液中乳化 制成 ≥ • 复乳 ∀由于蛋白处于固

态而具有较大能量堡垒 从而达到稳定的目的 ∀运用这个工

艺制备的 Χ2糜蛋白酶 ≈ 人类免疫球蛋白 ≈ 微球都观

察到良好稳定效果和较理想的累积释放量 ∀另有一种名为

• 的制备方法 ≈ ∀制备过程中先将蛋白加入到用水

饱和的有机相当中 待蛋白质发生可逆性聚集后 制复乳 溶

剂挥干即得 ° 微粒 ∀此法制备的重组人类生长激素微

粒 的释放特性比复乳法有所提高 释放总量相

差近 ∀

均质方法 !均质时间及搅拌速度对于微球大小和蛋白稳

定均有影响 ∀相同频率下 超声强度越强 活性破坏越多 ∀

间歇超声比连续超声温和 ≈ ∀采用超声混合低速搅拌的方

法既可得到满意的粒径又能较好地保存蛋白活性 ≈ ∀粒径

大小对微球释药量也有影响 ∀温度选择方面 ≠ 等 ≈ 比

较了在不同温度下所得的 ≥ 2° 微球的粒径大小 !表面

特征 !包封率及体外释放曲线 ∀发现在低温下制备的微球突

释后的释放缓慢 !稳定 ∀

4  复合材料及复合微球

除了对一些生产工艺 !药用添加剂 !释放条件的改进和

控制 采用一些复合骨架或对聚合材料进行适当修饰 会对

蛋白类药物的释放产生影响 ∀例如 应用聚酯类和乳酸 2羟

乙酸聚合物 ° ∞ ° 为微球物理复合骨架 ≈ 对改善

亲水性蛋白和亲脂性蛋白的释放都有较大的意义 ∀将亲水

性蛋白 ≥ 和亲脂性的环孢素 分别包裹于 ° ∞ °

中 均能观察到完全释放 近 ∀相应的 在单独的

° ∞或 ° 中 二者的累积释放量均没有超过 ∀对于

亲水性 ≥ 来说 复合材料虽然解决了其不完全释放的问

题 但未能克服突释大的缺点 ∀

聚乳酸 ° 也是一种生物可降解聚合材料 它的降解

速度较 ° 慢 ∀研究发现 ≈ 载有重组人生长激素 2

的 ° 微球体外释放量 个月近 而 ° 微球

相同期间内只达到约 的释放量 ∀十二烷基硫酸钠 2聚丙

烯酰胺凝胶电泳结果显示第 天时 ° 微球内未释放的

结构完整性优于 ° 微球 后者 水解条带明显 ∀

° 是一种半结晶聚合物 而 ° 为无定型聚合物 ∀复乳

法制备得到的两种微球虽然都有大的内部空腔 但 ° 微球

空腔内壁上存在众多交错的纳米小孔 这有利于微球内外的

缓冲液交换 维持微球内部的 环境 进一步减少了蛋白的

聚集 !降解与吸附 ∀而 ° 微球空腔内壁结构致密 聚合

物降解后 不易扩散 导致微环境酸化 ∀因此 等 ≈

联合使用以上两种材料 其特性介于两者之间 达到了调节

药物释放速度 !保护蛋白 !较完全释放的目的 ∀

近年的一种新型 ° 复合微球 可避免蛋白与有机溶

剂的直接接触 ∀就是先通过较温和地条件把蛋白包裹在亲

水性材料里 再用 ° 包裹蛋白 ∀ 等 ≈ 在包裹 ° 2

前先制备 ≥ 2海藻酸 2壳聚糖微囊 然后再通过乳化法包

裹上 ° ∀这种复合微球采用较温和的修饰乳化及离子交

联法将水溶性多肽 !蛋白类疫苗包裹入较稳定的水凝胶微环

境 从而很好地保护蛋白类药物 使其免受或少受有机溶剂

对活性的影响 减少包囊及释放过程中引起蛋白的不溶性聚

集所导致的蛋白不完全释放 ∀较传统 ° 微球 复合微球

蛋白释放更为完全 ∀

5  其他

在对有机溶剂的选择研究中发现 乙酸乙酯对 ° 纳

米粒中 ≤ 蛋白 ≈ 的破坏作用要小于二氯甲烷 !丙酮

Β 混合溶剂 ∀ ∏ 2° ∏ 等 ≈ 则针对实验器皿做了

研究 ∀他们发现硅烷化的玻璃器皿会导致严重的蛋白吸附

在聚丙烯容器中可显著减少这一现象的发生 有利于蛋白的

释放 ∀蛋白质的聚乙二醇化 ≈ 是将单甲氧聚乙二醇

°∞ 轭合到蛋白质药物上 ∀ °∞ 2溶菌酶对于有机溶剂

和均质过程都显示出强的抗破坏能力 而且能减少自身对空

白微球的吸附和不溶性沉淀产生 对于不完全释放问题的解

决也有很大帮助 ∀相对于对照近 的突释和 的后续

释放来说 °∞ 2溶菌酶的 ° 微球在 达到完全释

放 而且克服了突释大的缺点 ∀

6  结语

由于 ° 微球在输送蛋白质 !多肽类药物时拥有其独

特的优势 现在越来越受到人们的重视 但仍存在的一些问

题 特别是如何稳定蛋白 减少不完全释放的研究还不够深

刻 ∀以上所述方法尚处于研究考察阶段 ∀因此在制备蛋白

质及多肽类药物微球时 应根据药物不同特征选择合适的添

加剂和制备方法 以获得理想的实验结果 ∀第一个蛋白质药

物的 ° 微球 ∏ ⁄
× 的上市 为其他蛋白类药物

微球的开发提供了典范 ∀随着研究的深入相信这类制剂必

定会有广阔的前景 ∀
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