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喷雾法制备载牛血清白蛋白海藻酸钙微球系统研究
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摘要:采用喷雾法制备了载牛血清白蛋白(BSA)的海藻酸钙微球,通过比较微球的平均粒

径和包埋率,优化了喷雾法的制备参数,使微球对BSA的包埋率大于60%、载药率达8%以

上.释放液中BSA的SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳、Western免疫印迹以及圆二色光谱显示,该
制备方法并没有对被包埋蛋白的相对分子质量、抗原性以及二级结构产生影响.微球中BSA
的体外释放曲线表明该给药系统具有pH响应特性,尤其在模拟胃液中,BSA的释放速率最

慢、释放量最低,可以保护蛋白类药物免受胃酸等的破坏作用,达到肠部实现控制释放.
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0 引 言

蛋白质、多肽类药物较传统的化学合成药物

具有药效更专一、疗效更显著、见效更迅速等特

点,但由于半衰期短、易被体内酶降解等问题,这
类药物在口服给药体系中受到极大的限制[1].海
藻酸盐可以和阳离子(如Ca2+)以及聚阳离子(如
壳聚糖[2]、聚赖氨酸[3]等)通过静电相互作用形成

微球,适合于包载对温度、pH、搅拌剪切力等条件

十分敏感的蛋白、多肽类药物[4].同时,海藻酸盐

微球具有较好的生物粘附性,在药物的吸收位点,
可以与粘膜间形成紧密的连接,使蛋白类药物(特
别是肠道消化酶、抗体与细胞因子类药物)不会因

吸收位点的酶降解作用导致其变性失活[5],进而

提高药物的生物活性和体内生物利用度[2、6].
目前,制备粒径小于500μm的微球,多采用

乳化法[7、8]、静电法[9、10]以及喷雾干燥法[11、12].乳
化法存在操作繁琐、使用有机溶剂以及机械搅拌

剪切力大等问题;静电法在规模上有很大的限制,
对设备的安全性要求也较高;喷雾干燥法虽然避

免了上述问题,具备了成型的仪器设备,便于大规

模、规范化生产,但以往的研究多是对工艺的摸

索,很少解答喷雾剪切力是否影响被包埋蛋白药

物性质这个普遍关心的问题.因此,本文以牛血清

白蛋白(BSA)为模型药物,采用喷雾法制备载药

微球,通过优化制备条件最大限度地提高微球包

埋率、降低球内药物的释放速度,并通过各种检测

手段以及BSA的体外释放曲线,着重研究喷雾法

对BSA活性的影响,探索该方法用于制备蛋白类

药物肠部定点控释微球的可行性.

1 实验部分

1.1 实验仪器与试剂

BSA(相对分子质量68kD),北京元享圣马

生物技术研究所;海藻酸钙(ALG),北京市旭东

化工厂,化学纯;结晶氯化钙(CaCl2),天津市塘沽

邓中化工厂,分析纯;考马斯亮蓝,上海化学试剂

公司,进口分装;其他试剂均为分析纯.721分光

光度计,上海精密科学仪器有限公司;LS230激光

粒径分析仪,Coulter;双目倒置式生物显微镜IX-
70,Olympus;J-810圆二色光谱仪,JASCO.
1.2 实验方法

1.2.1 微球的制备 将ALG溶解于45mL去离

子水中,再加入5mLBSA溶液,搅拌均匀,使最终

的混合溶液中ALG质量分数为2% (如未加说明,
文中各物质的浓度均用质量分数表示),ALG 与

BSA的质量比为3∶1.通过蠕动泵将上述原料液

加入自制喷枪(图1)中(气体出口外径D=1.56
mm),在一定速度(Ggas)气体的作用下,喷入900
mLCaCl2 溶液(pH=4.0)(用0.2mol/L、pH=



3.2的醋酸缓冲液调节)中,形成载BSA的微球,
继续搅拌0.5h,使凝胶化反应完全.

图1 喷枪剖面图

Fig.1 Profilegraphofejectiongun

1.2.2 微球平均粒径(d)的测量 通过LS230
激光粒径分析仪自动在线测量微球的平均粒径.
粒径分布宽度用单分散性指数U 来表示,U =

Dw/Dn,其 中 Dw = ∑
k

i=1
niD4

i ∑
k

i=1
niD3

i,Dn =

∑
k

i=1
niDi ∑

k

i=1
ni,ni 表示粒径为Di 的微球数量.

1.2.3 微球包埋率(Ee)的测定 取凝胶化反应

完全的 CaCl2 溶液1mL,离心 (×8000g)10
min后取上清,用考马斯亮蓝法测595nm下OD
值,计算上清的BSA含量,通过下式计算微球的

包埋率:
Ee=(最初加入的蛋白的量-上清中蛋白的量)/

最初加入的蛋白的量×100%
1.2.4 BSA释放曲线的测定 精确称取15mg
湿态微球置于锥形瓶中,加入100mL释放液(模
拟肠液(0.2mol/LPBS(pH=7.4))和模拟胃液

(0.1mol/LHCl)),37℃,120r/min下培养.每
隔2h取样1mL,再加入相同体积的新鲜释放

液,用考马斯亮蓝法计算出释放液中BSA的浓

度.以释放时间为横坐标,绘制微球中BSA的累

积释放曲线.
1.2.5 SDS-聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 (SDS-
PAGE)[13] 将上述在不同时间取的液体进行超

滤,浓缩6倍后,采用 Tris-Tricine系统,进 行

SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳实验.
1.2.6 免疫印迹(Western-blot)[13] 采用湿法

转移上述电泳凝胶,硝酸纤维素膜作为免疫印迹

膜,得到BSA的免疫印迹结果.
1.2.7 圆二色 (CD)光谱[14] 精确称取经超滤

3次后冷干的标准 BSA、CaCl2 上清溶液中的

BSA、模拟肠液释放终点时的BSA,分别加入3
个10mL容量瓶中,并用0.1mol/LPBS缓冲溶

液定 容,使 最 终 BSA 的 浓 度 为 3.03×10-7

mol/L,于波长200~250nm下进行扫描.

2 结果与讨论

2.1不同制备条件对微球粒径及包埋率的影响

2.1.1 针头直径对微球平均粒径的影响 实验

中固 定 气 速 Ggas(0.7 m3/h)、液 速 vliq (13
mL/min)不变,仅改变针头直径(Dn),得到微球

平均粒径(d)随Dn 的变化曲线(图2).从图中可

看出,随着针头直径的增大,微球的平均粒径不断

减小,但当Dn 大于一定值后,微球平均粒径反而

轻微增加.这是由于喷枪针头直径的变化对最初

形成的ALG液滴直径以及气体的喷出面积的影

响是完全相反的.当喷枪Dn 增大时,气体的喷出

面积减小、剪切力变大,可以将微球破碎得更小,
克服了由于最初ALG液滴体积增大所造成的影

响;但当气体的喷出面积减小到一定值后,急剧增

大的喷枪出口处的气体速度使喷雾仅在ALG液

滴的外边界发生,而无法有效达到喷雾的轴心部

分[15],易在 ALG液滴中间形成空心区[16],使部

分微球粒径增大、粒径分布变宽.

图2 微球平均粒径随针头直径的变化曲线

Fig.2 Effectofneedlediameteronthemean
diameterofmicrospheres

2.1.2 气速对微球平均粒径及包埋率的影响 
实验中保持 Dn(0.42mm)、vliq(13mL/min)不
变,在不同气速下制备海藻酸钙微球,其平均粒径

与包埋率的变化曲线如图3所示.当最初形成的

ALG液滴体积和液滴内的BSA量一定时,一定范

围内增大Ggas(从0.50m3/h增加到0.7m3/h),微
球包埋率的减小速度明显低于微球平均粒径的降

低速度,这是由于此范围内气体剪切力的增大在将

液滴破碎得较小的同时,还较大程度地保持了微球

的完整性,使微球对BSA的包埋率变化不大;但当

Ggas从0.70m3/h增加到0.85m3/h时,虽然急剧

增大的气体剪切力可以将液滴破碎得更小,但同

时也破坏了微球的完整性,使大部分BSA暴露在

微球表面,并进入CaCl2 溶液中,不利于微球对药
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物的包埋.因此,实验中选择Ggas为0.70m3/h.

图3 微球平均粒径及包埋率随气速的变化曲线

Fig.3 Effectofgasflowrateonthemeandiameter
andencapsulationefficiencyofmicrospheres

2.1.3 液速对微球粒径及包埋率的影响 ALG
液体是在蠕动泵的驱动下加入到喷枪中的,由图

4可知,当Ggas一定、控制vliq小于15mL/min时,
微球的平均粒径和包埋率都随vliq的增加而增大,
这与文献[16]中所述的微球的平均粒径随气液速

度比 的 减 小 而 增 加 相 一 致;但 当 vliq超 过 15
mL/min后,蠕动泵的推动作用明显增大,最初形

成的ALG液滴发生了形态上的变化,由球形液

面依次变成倒锥形液面和细丝状液柱[10],再经气

体破碎后,微球平均粒径减小,包埋率也随之下降

(图4).因此,综合考虑微球的d与Ee,确定vliq为
13mL/min.

图4 微球平均粒径和包埋率随液速的变化曲线

Fig.4 Effectofliquidflowrateonthemeandiameter
andencapsulationefficiencyofmicrospheres

在上述优化的制备条件下,采用喷雾法制备

载BSA微球,发现所得微球粒径为72.71μm,具
有典型的高斯分布特性 (图5),粒径分布集中(U
=1.60).并且,具有较高的包埋率(60%)和载药

率(8%),符合口服制剂的基本要求.
2.2 BSA的相对分子质量和免疫活性检测

作为蛋白类药物的输送载体,保持药物的分

     

图5 喷雾法制备的微球典型粒径分布

Fig.5 Sizedistributionofmicrospheresprepared
byspraying

子结构、活性或抗原性不变是至关重要的,其中保

证药物的活性或抗原性不受破坏更为关键.在喷

雾法制备载BSA海藻酸钙微球的过程中,BSA
极有可能受到一些剧烈条件的影响,例如气体的

剪切作用、酸环境的破坏作用等,这些因素都能引

起蛋白相对分子质量的变化以及活性的降低.因
此,本部分通过电泳实验考察了制备条件对BSA
相对分子质量的影响以及通过免疫印迹实验考察

了对BSA抗原性的影响(图6).在图6(a)和(b)
中,不论是标准BSA溶液还是从微球中释放出来

的BSA均 只 看 到 唯 一 一 条 特 征 谱 带,这 表 明

BSA的相对分子质量及抗原的决定部位并没有

受到制备过程的影响.

(a)BSA的电泳谱图

(b)BSA的免疫印迹谱图

1marker;2标准BSA;3CaCl2 溶液中的BSA;4、5、

6、7分别为PBS中2、6、10、24h从微球中释放出的

BSA;8、9、10分别为 HCl中2、10、24h从微球中释

放出的BSA
图6 从微球中释放出的BSA电泳和免疫

印迹谱图

Fig.6 ElectrophoreticpatternandWestern-blotof
BSAreleasedfrommicrospheres
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由于本文采用的BSA为球形蛋白,其分子结

构较稳定,可以一定程度上降低制备过程中气体

剪切作用等因素的影响,而对于某些分子结构对

剪切力较敏感的多肽及蛋白,其分子构象的改变

均有可能对蛋白性质产生影响.因此,本文进一步

通过包埋前后BSA的CD光谱对蛋白的二级结

构进行检测,以检测蛋白的二级结构是否受制备

条件影响.
2.3 BSA的CD光谱

从图7中可以看出,标准BSA溶液显示出了

208和222nm处有BSA的α-螺旋的两个负的特

征肩峰,在216nm处有β-折叠的负吸收峰.对于

从微球中释放出来的BSA溶液,3处负的特征峰

几乎都无明显变化,说明微球中BSA的肽键未受

到制备条件的影响,BSA的二级结构未改变.而
CaCl2 溶液中的BSA,208、222和216nm处的负

峰振幅都轻微减弱,说明喷雾法制备载药微球过

程对暴露在微球外部的BSA的二级结构有一定

的影响.Ponsart等[11]也曾报道喷雾干燥制备载

药微球时,在喷雾干燥前,蛋白活性只降低了

2%;但在喷雾干燥后,则有20%的蛋白丧失活

性,这与本文的研究结果相一致.

图7 BSA的CD谱图

Fig.7 TheCDspectraofBSAsolutions

2.4 微球中BSA的体外释放性能研究

图8为微球内的BSA在不同介质中的释放

曲线(Rcum为累积释放率),可以看出,微球中的

BSA在酸性条件下的释放比在中性、碱性条件下慢

得多,这是微球响应溶胀作用的结果,即微球具有

良好的低pH收缩、高pH溶胀的响应行为[17].
由于海藻酸盐在低pH时不溶于水,载BSA

微球在模拟胃液(0.1mol/LHCl溶液)中处于收

缩状态,BSA的释放很缓慢,但海藻酸钙微球具

有高孔隙率的结构以及微球内包埋的蛋白具有高

亲水性,因此,10h后仍有约20%的BSA从收缩

的微球内部释放出来.

图8 载BSA微球在不同释放介质中的释

放曲线

Fig.8 ReleaseprofilesofBSAindifferentmedia
fromBSAloadedalginatemicrospheres

而在模拟肠液(0.2mol/LPBS)中,由于磷

酸根结合钙离子的能力更强,BSA呈现更为快速

的释放行为,且存在起始时的突释现象(~15%),
然后持续、快速释放(BSA 释放一半的时间为

4h).这主要是微球表面蛋白迅速解离以及微球

的高孔隙结构共同作用的结果.当这些具有高孔

隙结构的微球置于PBS中时,微球表面的蛋白快

速脱离,形成BSA在PBS中起始时的非零点突

释现象;随着球内部BSA的不断解离以及微球交

联体系被磷酸根离子的逐步破坏,被包埋在球中

的BSA就会通过微球的高孔隙结构以及微球的

破碎断面快速释放出来.
通过以上实验结果可以看出,采用喷雾法制

备的海藻酸钙微球具有一定的缓释特性,能使药

物避开胃酸等的破坏作用,制剂中的药物在肠部

快速解离,作为肠部定点控释药物载体,而该微囊

化药物的释放动力学有待今后进一步分析.

3 结 论

本文采用喷雾法制备了平均粒径70μm左

右、符合高斯正态分布、球形度好的海藻酸钙微

球.优化了载药微球的制备条件,使微球对BSA
的包埋率大于60%、载药率也达8%以上.BSA
的电泳、免疫印迹以及圆二色谱结果显示,该制备

过程未对被包埋药物的分子结构和抗原性产生影

响.而体内释放曲线表明该微球系统存在pH 响

应特性,在模拟肠液环境中,被微球包埋的BSA
的释放速率较快;但在模拟胃液环境中,BSA的

释放量最低.因此,该方法制备的载药微球作为蛋

白类药物在体内的输送载体,尤其是作为在肠部

具有特定作用的药物的一种口服制剂,在技术和

理论上均具有可行性.
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Asystematicstudyofpreparingalginate
microspherescontainingBSAbyspraying

ZHANG Jie, ZHANG Xin-yu, ZHANG Dai-jia, XIU Zhi-long*

(DepartmentofBioscienceandBiotechnology,SchoolofEnvironmentalandBiologicalScienceandTechnology,
DalianUniversityofTechnology,Dalian116024,China)

Abstract:Thealginatemicrospherescontainingbovineserumalbumin(BSA),chosenasamodelprotein,
waspreparedbyspraying.Theconditionsofpreparationwereoptimizedbycomparingthemeandiameterof
particlesandtheencapsulationefficiencyofBSA.TheresultsindicatethattheencapsulationefficiencyofBSA
andtheBSAloadingarehigh(60%and8%,respectively).Theprocessofencapsulationhasnoeffecton
relativemolecularmass,themolecularstructureandtheantigenicityofBSAbySDS-polyacrylamidegel
electrophoresis(SDS-PAGE),Western-blotandcirculardichroism (CD)spectrum.Theinvitrorelease
profileshowsacontrolledreleaseofencapsulatedBSAowingtotheexcellentpHresponsivepropertiesof
alginatemicrospheres.Particularlyinsimulatedgastricfluid,thereleaseratioandreleaseamountof
encapsulatedBSAarelow.Therefore,alginatemicrospheresareusefulinintestinal-specificproteindrugs
deliverybyprotectingthemfromthedestructionofgastricenvironment.

Keywords:alginatemicrospheres;bovineserumalbumin;spraying;controlledrelease
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