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正交设计优化八氟丙烷白蛋白微球混悬液的制备工艺
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摘要：目的　 优化八氟丙烷白蛋白微球混悬液的制备工艺。方法　 以微球的平均直径和浓度为考察指标，以八氟丙烷通气
量、声振强度和终点温度作为工艺条件进行三因素三水平的正交试验。结果　 最佳工艺条件为采用１％人血白蛋白溶液２０
ｍＬ，声振强度９０％，５ ｓ内通入八氟丙烷２ ｍＬ，终点温度７７ ℃。结论　 采用该最佳工艺制备的八氟丙烷白蛋白微球混悬液，
微球浓度高而且稳定。
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　 　 一定浓度的白蛋白溶液经一定强度的超声波声
振，可使空气、八氟丙烷等气体包裹于白蛋白微球
内，制成一定浓度和直径的白蛋白微球混悬液［１２］。
八氟丙烷白蛋白微球是超声造影剂的有效成分［３］，
用于常规超声心动图显影不够清晰患者，增强左室
腔内膜边界的识别。正交设计研究八氟丙烷白蛋白
微球混悬液的制备工艺以及制备液稳定性研究未见
报道。笔者以八氟丙烷通气量、声振强度和终点温
度作为白蛋白微球混悬液制备工艺的考察因素，分
设三个水平，以微球的平均直径和浓度为考察指标，
得到最佳工艺条件后以此条件制备样品，并进行了
初步稳定性考察。
１　 材料
１． １　 仪器

库尔特计数仪（ＭＵＬＴＩＳＩＺＥＲ ３，ＣＯＵＬＴＥＲ
ＣＯＵＮＴＥＲ，美国贝克曼－库尔特公司）；ＶＣＸ７５０型
超声仪（美国Ｓｏｎｉｃｓ ＆ Ｍａｔｅｒｉａｌ公司，超声功率７５０

Ｗ，超声波发射频率２０ ｋＨｚ）；ＴＥＳ１３１０电子温度计
（台湾泰仕）；２０ ｍＬ一次性注射器（四川康宁医疗
器械公司）。
１． ２　 药品和试剂

２０％人血白蛋白注射液（上海新兴医药股份有
限公司）；０． ９％氯化钠注射液（上海长征富民药业
有限公司）；八氟丙烷（Ｃ３Ｆ８）气体（天津大学石油化
工技术开发中心）。１％人血白蛋白溶液，由２０％人
血白蛋白注射液加０． ９％氯化钠注射液稀释而得。
２　 方法和结果
２． １　 变性温度测定

移取２０ ｍＬ １％人血白蛋白溶液至连接三通的
２０ ｍＬ一次性注射器内，将超声仪探头置于液面下２
ｃｍ处，同时将电子温度计探头插入液体中，以９０％
超声强度声振，记录声振加热白蛋白溶液至溶液刚
显浑浊时的温度，此温度即１％人血白蛋白溶液的
变性温度［２］。
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２． ２　 微球制备方法
移取２０ ｍＬ １％人血白蛋白溶液至连接三通的

２０ ｍＬ一次性注射器内，将超声仪探头插入液面下２
ｃｍ处，以一定超声强度，声振２０ ｍＬ １％人血白蛋白
溶液，预声振１０ ｓ，再在声振的同时于５ ｓ内通入一
定量的Ｃ３Ｆ８，继续声振，到终点温度后停止声振，得
Ｃ３Ｆ８白蛋白微球混悬液，混悬液立即转移至５０ ｍＬ
药瓶内，药瓶上端空气用Ｃ３ Ｆ８充分置换，药瓶用胶
塞严封，于室温下静置２４ ｈ。
２． ３　 正交设计

以微球的平均直径和浓度为指标，以Ｃ３Ｆ８通气
量、声振强度和终点温度三个因素，分别选择三个水
平，因素水平见表１。采用Ｌ９（３４）正交表安排正交
试验，进行制备工艺研究，同一条件制备样品两份。
表１　 正交设计因素水平表
Ｔａｂ １　 Ｆａｃｔｏｒｌｅｖｅｌ ｔａｂｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｄｅｓｉｇｎ

水平
因素

Ｃ３Ｆ８通气量／ ｍＬ
Ａ

声振强度
Ｂ

终点温度／ ℃
Ｃ

１ ２ ８０％ ７３

２ ５ ９０％ ７５

３ １０ １００％ ７７

２． ４　 微球直径和浓度的测定［４］

２． ４． １　 仪器条件　 小孔管小孔直径７０ μｍ，小孔电
流和增益由仪器自动设定，虹吸体积５００ μＬ。
２． ４． ２　 校验　 以贝克曼－库尔特公司提供的标准
乳胶液（３． ０ μｍ）对仪器进行校验，将新的校验系
数Ｋｄ值存入仪器。以０． ９％氯化钠注射液测定空
白粒子，仪器设置自动扣除空白值。
２． ４． ３　 测定　 先将样品稀释倍数存入计算机程序。
样品经充分混匀，快速精密移取一定体积，以０． ９％
氯化钠注射液稀释至１００ ｍＬ，迅速置于库尔特计数
仪的样品台上，搅匀后立即测定，由计算机直接计算
出微球平均直径和浓度。
２． ５　 微球稳定性试验

以１％人血白蛋白溶液２０ ｍＬ，声振强度９０％，
通气量２ ｍＬ，终点温度分别为７５ ℃和７７ ℃制备各
３批样品（７５ ℃制备的样品记作Ｓ７５，７７ ℃制备的
样品记作Ｓ７７），储存于５ ℃，分别测定放置０，１，３
和６月时样品的微球平均直径和浓度。
２． ６　 统计学处理

以ＳＰＳＳ１１． ０统计软件进行方差分析。
２． ７　 结果

２． ７． １　 变性温度　 测得变性温度为７８ ℃。
２． ７． ２　 正交试验　 正交设计结果和方差分析见表
２，３，４，５，终点温度对微球直径和浓度的影响有显著
意义，微球直径都在可以接受的范围内，以微球浓度
为指标，最佳工艺条件为Ａ２Ｂ２Ｃ３。
表２　 Ｌ９（３４）正交试验与结果
Ｔａｂ ２　 Ｌ９（３４）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ
试验号 Ａ Ｂ Ｃ

微球平均
直径／ μｍ

微球浓度
／ × １０８个·ｍＬ －１

１ １ １ １ ４． ６１ ３． ５２

２ １ ２ ２ ４． ３７ ４． １５

３ １ ３ ３ ３． ９８ ５． ７８

４ ２ １ ２ ４． ５５ ３． ９３

５ ２ ２ ３ ４． ２１ ７． ０９

６ ２ ３ １ ４． ５８ ３． ９６

７ ３ １ ３ ４． １７ ６． ４５

８ ３ ２ １ ４． ７７ ３． ８１

９ ３ ３ ２ ４． ２６ ４． ６５

表３　 与微球平均直径有关的方差分析
Ｔａｂ ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ ｏｎ ｍｅａｎ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ

方差来源离均差平方和自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
Ａ ０． ０２４ ６２ ２ ０． ０１２ ３１ ２． ６８９ ０． ２７１

Ｂ ０． ０６０ １６ ２ ０． ０３０ ０８ ６． ５７０ ０． １３２

Ｃ ０． ４２７ ２ ０． ２１３ ４６． ６１２ ０． ０２１

误差 ０． ００９ １５６ ２ ０． ００４ ５７８

表４　 与微球浓度有关的方差分析
Ｔａｂ ４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ ｏｎ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

方差来源离均差平方和自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
Ａ ０． ４９７ ２ ０． ２４９ ０． ９７４ ０． ５０７

Ｂ ０． ２２２ ２ ０． １１１ ０． ４３４ ０． ６９７

Ｃ １２． ２２０ ２ ６． １１０ ２３． ９１３ ０． ０４０

误差 ０． ５１１ ２ ０． ２５６

２． ７． ３　 微球初步稳定性　 终点温度７７ ℃制备的八
氟丙烷人血白蛋白微球混悬液，在５ ℃条件下保存
６个月，微球平均直径减小２． ６％，浓度下降２． ９％；
终点温度７５ ℃制备的样品在５ ℃条件下放置１个
月，微球平均直径即减小２８． ３％，浓度下降２９． ２％，
６个月时肉眼可见微球层几乎消失，结果见表６。
３　 讨论

一定能量的超声波能对液体产生空化作用［５］，
如果此时液体内混入气体，气体即进入空化部位，生
成大量微泡，如果此时液体中含有成膜成分如白蛋
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白，气体被白蛋白包裹成白蛋白微球。超声波在空
化的同时，也将白蛋白微球击碎，产生更多更小的微
表５　 各因素水平下两个指标的平均值
Ｔａｂ ５ 　 Ｍｅａｎｓ ｏｆ ｍｅａｎ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

因素水平 微球平均直径／ μｍ 微球浓度／ × １０８个·ｍＬ －１
Ａ ／ ｍＬ ２ ４． ３２ ４． ４８

５ ４． ４５ ４． ９９

１０ ４． ４０ ４． ９７

Ｂ ／ ％ ８０ ４． ４４ ４． ６３

９０ ４． ４５ ５． ０２

１００ ４． ２７ ４． ８０

Ｃ ／ ℃ ７３ ４． ６５ ３． ７６

７５ ４． ３９ ４． ２４

７７ ４． １２ ６． ４４

表６　 不同终点温度制备的白蛋白微球的稳定性考察（ｎ ＝
３）
Ｔａｂ ６ 　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ａｌｂｕｍｉｎ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ ａｆｔｅｒ ６ ｍｏｎｔｈｓ ｏｆ
ｓｔｏｒａｇｅ ａｔ ５ ℃（ｎ ＝ ３）
样品时间／月微球直径／ μｍ 微球浓度／ × １０８个·ｍＬ －１

Ｓ７５ ０ ４． ３５ ± ０． ０９ ４． ３１ ± ０． １０

１ ３． １２ ± ０． ０８ ３． ０５ ± ０． ０８

３ ２． ６６ ± ０． ０６ １． ５８ ± ０． ０４

６ － －

Ｓ７７ ０ ４． ２２ ± ０． １１ ６． ８５ ± ０． １６

１ ４． ０９ ± ０． １０ ６． ９３ ± ０． １８

３ ４． １５ ± ０． １１ ６． ７８ ± ０． １７

６ ４． １１ ± ０． ０９ ６． ６５ ± ０． １５

球。而且，超声波的空化作用对液体有加热作用，持
续超声使液体温度不断上升。白蛋白在一定温度时
会变性，在空化气液界面的白蛋白比溶液中的白蛋
白更易变性，在接近白蛋白变性温度前停止超声，使
成球白蛋白局部变性［１，６］，而溶液中的白蛋白未变
性。

本试验测得１％白蛋白溶液的变性温度为７８
℃，这是终点温度７７ ℃制备的白蛋白微球较为稳定
的原因。终点温度越高，所用的超声时间越长，得到
的微球数量越多，因而浓度越高。通过考察样品的
初步稳定性，结果发现，以接近１％人血白蛋白变性
温度（７８ ℃）的终点温度（７７ ℃）制备的微球比较低

终点温度（７５ ℃）制备的微球更加稳定，浓度也更
高，说明在一定范围内终点温度越接近变性温度，制
得的微球越稳定。

超声强度越高，单位时间内发生的超声能量越
多，空化作用越强，生成的微球越多，但由于液体升
温较快，达到同样温度所需要的时间较短，最终生成
的微球数不一定多，这就是声振强度１００％时微球
浓度不是最高的原因。

八氟丙烷气体化学性质极为稳定，分子量较空
气中氧分子和氮分子大，不溶于水，相对不易从微球
中扩散出来。由于声振白蛋白包裹的八氟丙烷有
限，通入较大量的八氟丙烷并不能增加微球的浓度，
反而造成不必要的浪费。

综上所述，制备八氟丙烷人血白蛋白微球混悬
液的最佳工艺条件是采用１％白蛋白溶液２０ ｍＬ，声
振强度９０％，５ ｓ内通入八氟丙烷２ ｍＬ，终点温度７７
℃，由此条件制备的白蛋白微球在５ ℃可以稳定６
个月以上。
ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ

［１］ ＣＥＲＮＹ Ｄ，ＶＩＳＴＡ Ｃ，ＭＩＬＬＳ Ｇ Ｊ，ｅｔ ａｌ． Ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｐｒｅｐａｒｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄ ｍｉｃｒｏｂｕｂｂｌｅｓ：ＵＳＡ，
４９５７６５６［Ｐ］． １９９００９１８．

［２］ ＬＡＭＢＥＲＴ Ｋ Ｊ，ＰＯＤＥＬＬ Ｓ Ｂ，ＪＡＢＬＯＮＳＫＩ Ｅ Ｇ，ｅｔ ａｌ． Ｍｅｔｈｏｄ
ｆｏｒ ｍａｋｉｎｇ ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄ ｇａｓ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ ｆｒｏｍ ｈｅａｔ ｄｅｎａｔｕｒｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ａｂｓｅｎｃｅ ｏｆ ｏｘｙｇｅｎ ｇａｓ：ＵＳＡ，５８５５８６５［Ｐ］． １９９９
０１０５．

［３］ ＰＯＤＥＬＬ Ｓ，ＢＵＲＲＡＳＣＡＮＯ Ｃ，ＭＡＲＣ Ｇ Ｍ，ｅｔ ａｌ． Ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ
ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｏｐｔｉｓｏｎ，ａｎ ｉｎｊｅｃｔａｂｌｅ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ｃｏｎｔｒａｓｔ
ａｇｅｎｔ［Ｊ］． Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ Ａｐｐｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ，１９９９，３０（１２）：２１３２２３．

［４］ ＪＩＮ Ｗ Ｊ，ＣＨＥＮ Ｓ Ｙ，ＣＨＥＮ Ｚ Ｌ，ｅｔ ａｌ． Ｐａｒｔｉｃｌｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｉｒ
ｆｉｌｌｅｄ ａｌｂｕｍｉｎ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ ｏｆ Ｓｈｅｎｇｗｅｉｘｉａｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ， ａｎ
ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ｃｏｎｔｒａｓｔ ａｇｅｎｔ［Ｊ］． Ｃｈｉｎ Ｐｈａｒｍ Ｊ（中国药学杂志），
１９９９，３４（２）：１２０１２２．

［５］ ＧＲＩＮＳＴＡＦＦ Ｍ Ｗ，ＳＵＳＴＩＣＫ Ｋ Ｓ． Ａｉｒｆｉｌｌｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎａｃｅｏｕｓ
ｍｉｃｒｏｂｕｂｂｌｅｓ：Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ａｎ ｅｃｈｏｃｏｎｔｒａｓｔ ａｇｅｎｔ［Ｊ］． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ
Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡ，１９９０，８８（５）：７７０８７７１０．

［６］ ＲＥＩＳＮＥＲ Ｓ Ａ，ＳＨＡＰＩＲＯ Ｊ Ｒ，ＳＣＨＷＡＲＺ Ｋ Ｑ， ｅｔ ａｌ．
Ｓｏｎｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｃｈｏｃｏｎｔｒａｓｔ ａｇｅｎｔ： Ａ ｓｔａｎｄａｒｄｉｚｅｄ ａｎｄ

ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ ｍｅｔｈｅｄ［Ｊ］． Ｊ Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ Ｕｌｔｒａｓｏｎｏｇｒａｐｈｙ，１９８８，７
（４）：２７３２７６．
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