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·基础研究·
干扰素α 缓释微球的制备及体外释放研究 *
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摘要 目的：开发一种有效地长效缓释干扰素α 微球制剂。方法：利用 S/O/W 乳剂 - 挥发法制备了包裹干扰素α 多糖颗粒的 PLAG
微球，对其外观形态进行了考察，并用 ELISA 方法考察了微球体外释放效果。结果：制备的干扰素α 微球圆整光滑，粒径均匀；经

24 天体外释放，累计释放率达到 80%以上。结论：通过包封包裹干扰素α 的多糖颗粒进 PLGA 微球，有效地保护了干扰素α 在微

球中的活性，实现了长效缓释，是一种可行的缓释方案。
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ABSTRACT Objective: To develop an effective sustained-release preparation of interferon α. Methods: Interferon α (IFN α)-loaded
dextran nanoparticles were prepared by the method of freezing-induced phrase separation, then the IFNα-loaded dextran nanoparticles
were microencapsulated in PLGA microspheres by the method of solid-in-oil-in-water (S/O/W) emulsion-evaporation technique. The
microsphere samples were analyzed by using SEM. In vitro release profiles of the samples were detected by Elisa Kit. Results: The
IFN-loaded microspheres had spherical shape and smooth surface. They possessed a normal size distribution. The accumulated release in
vitro was over 80% after 24 days. Conclusion: The preparation of PLGA microspheres of IFN α through the encapsulation of IFN
α-loaded Dextran nanoparticles protected the bioactivity of the IFN α in the microspheres effectively and got an ideal sustained release
profile. This method is an effective technique for IFN α sustained release.
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前言

干扰素 α 是一种多功能的细胞因子，能抑制肿瘤细胞的增

长，具有免疫调节功能。重组干扰素 α 在抗乙肝病毒和治疗各

种癌症方面均有应用。如头发细胞白血病和淋巴瘤等[1]。然而，

由于在体内半衰期短，需要长时期的频繁注射，从而导致血药

浓度波动较大以及大量的不良反应[2]。因此开发一种长效缓释

干扰素 α 微球具有很急迫的临床意义。为了达到一种有效地缓

释效果，需要建立一个平稳的释放体系。生物可降解的聚合物

材料聚乳酸 - 聚羟基乙酸（PLGA）等用来制备成微球包裹蛋白

药物达到长效缓释的效果[14-16]。PLGA 由于降解产物最后是二

氧化碳和水，在体内完全无毒降解，是一种生物兼容性很好的

材料。很多文献报道，PLGA 微球包封的多肽、病毒、蛋白和其

它大分子药物的载药系统，能够延长动物内的免疫响应，因而

避免多次给药的需要[3]。目前，这类载药系统上市的产品有奥曲

肽微球，亮丙瑞林微球等[18-19]。干扰素 α 的微球的研究也有不少

报道的，一般是利用 W/O/W 或者 S/O/W 等乳化 - 溶剂挥发法

制备干扰素 α 的微球[4]。利用这些传统的乳化 - 溶剂挥发法包

裹干扰素 α 时，有机溶剂很容易对干扰素 α 造成活性破坏，同

时油水界面也容易造成干扰素 α 的聚集，而导致变性[5-9]。本研

究通过制备多糖包裹的干扰素 α 颗粒，然后再将颗粒包封进

PLGA 微球[17]，能有效地保护干扰素 α 在微球中的活性，从而

达到长效缓释的效果。

1 材料与方法

1.1 仪器与试药

Sartorius-BS110S 电子天平 （北京赛多利斯仪器系统有限

公司）；XW-80A 涡旋混合器 （上海其特分析仪器有限公司）；
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图 1 干扰素 α 微球的电镜扫描图

Fig.1 SEM photograph of IFNα loaded microspheres

图 2 林原公司提供的干扰素 α 标准品 Elisa 标准曲线

Fig.2 Absorbance of the standard HBL-IFNα

Formulations Encapsulation efficiency

I 65.02%

II 65.34%

表 1 干扰素 α 微球的包封率

Table 1 Encapsulation efficiency for microspheres

JJ-1 增力电动搅拌器 （金坛市新航仪器厂）；冻干机（Anker
TGL-16C）；聚乙二醇（PEG 8000），磷酸二氢钠，氯化钠，乙二醇

（EG）；甘油（G），聚乙烯醇（PVA），二氯甲烷（DCM），均为分析

纯，购自国药集团化学试剂有限公司；葡聚糖 64,000-70,000 购

自 Sigma；Elisa 蛋白试剂盒购自 Pierce 公司；聚乳酸 - 聚羟基

乙酸（PLGA 50/50 3A），聚乳酸（PLA, 2.5A）购自 Lakeshare 公

司；干扰素 α（IFN）有日本林原公司提供。
1.2 实验方法

1.2.1 干扰素 α- 葡聚糖纳米颗粒的制备 精密称取一定量的干

扰素 α，按照 1:5 的比例加入 5%的 Dextran 溶液中，混合均匀

后再加入 5% 的 PEG 8000 溶液 （Dextran 溶液和 PEG 溶液的

比例为 1:10），磁子 2000 rpm 搅拌 10min，静置，待溶液表面气

泡基本消失后，置于 -20℃的冰箱预冻 8-12 h。将预冻好的样品

放到真空冷冻干燥机中冻干 24 h。用二氯甲烷洗涤冻干的粉

末，并用漩涡混合器使 PEG 充分溶解，然后用 12000 rpm 转速

离心 5 min，待多糖纳米粒全部沉淀，除去上清液，加入新的二

氯甲烷，重复 3-5 次。除去 PEG 的样品在通风橱自然挥干，之

后放入真空干燥箱过夜，干燥的干扰素 α- 葡聚糖纳米颗粒密

封待用[10]。
1.2.2 担载干扰素 α- 葡聚糖纳米颗粒的 PLGA 微球的制备

称取 140 mg 的 PLGA-PLA 混合物（PLGA3A ：PLA=1：1），加入

790 mg 的二氯甲烷使之溶解，形成 15%的 PLGA 二氯甲烷溶

液。精密称取 15.5 mg 干扰素 α- 葡聚糖纳米颗粒加到 PLGA
的二氯甲烷溶液中，加入磁子涡旋使之混合均匀，之后迅速转

移至 5 mL 1%PVA+5%NaCl 的混合溶液中，磁子搅拌形成半固

化的微球，再转移至 1L 5%的 NaCl 溶液中固化 3 h。沉降法收

集微球，用超纯水洗涤 4-5 次，冷冻干燥后密封保存于冰箱中。
1.2.3 干扰素 α 微球的体外形态考察 取适量的干扰素 α 微球

置于导电胶上，均匀涂布，用离子镀膜仪溅金后采用扫描电镜

观察颗粒大小和表面形态，仪器型号为 JSM-7401F。
1.2.4 干扰素 α 微球包封率的测定 精密称取 5 mg 干扰素 α
微球，加入一定量的二氯甲烷涡旋振荡以溶解 PLGA，12000
rpm，5 min 离心后除去上层溶有 PLGA 的二氯甲烷溶液，之后

加入新鲜的二氯甲烷。重复操作三次，除去 PLGA 得到担载干

扰素 α 的葡聚糖纳米颗粒。通风橱中放置使得残留的二氯甲烷

自然挥发，之后加入超纯水溶解葡聚糖纳米颗粒，用 ELISA 试

剂盒检测干扰素 α 的浓度。
计算公式为：包封率 =（实际含量 / 理论计算的含量）×

100%
1.2.5 干扰素 α 微球体外释放方法 称取 20.8 mg 的干扰素 α
微球放入释放瓶中，加入 1 mL pH=7.4 的 PBS 缓冲液，置于

37℃摇床，转速为 110 rpm，每日定时取样，将所有液体取出，并

补充新鲜的 pH=7.4 的 PBS 缓冲液。
1.2.6 干扰素 α 浓度检测方法 释放液中干扰素 α 的浓度用

EliZA 试剂盒测定。

2 结果

2.1 形态

干扰素微球的粒径比较均匀，呈圆形，并且表面比较光滑，

无孔洞（图 1）。

2.2 干扰素 α 微球的包封率

干扰素 α 微球的包封率还有待改善，因为在制备的过程中

干扰素 α 会有物理损失，实际包封率会有所提高。如果进行放

大生产，在制备过程中的物理损失就会降低很多（表 1）。

2.3 体外释放研究

按照 Elisa Kit 提供的干扰素测定方法，制备干扰素 α 标准

品的标准曲线，以干扰素 α 浓度为横坐标，以吸光度为纵坐标

绘制标准曲线，干扰素 α 在 12.5-250 pg/ml 的浓度范围内呈现

良好的线性关系，如图 2 示。

玻璃体颗粒葡聚糖是一种很好的蛋白稳定剂，能够防止由

温度和湿度引发的蛋白变性。当其处在玻璃体状态时，其内部

的水分甚至能够使得蛋白保持其原始的结构[8-9]。在持续释放阶

段，均匀分在 PLGA 微球中的干扰素 α- 葡聚糖颗粒吸收水分

发生溶胀，而不像其他的小分子量的蛋白保护剂那样直接溶解

掉。溶胀后的干扰素 α- 葡聚糖颗粒能够很好的控制干扰素 α
的缓慢均匀释放，缓控释效果可达几周甚至更长时间 [10]。同

时，葡聚糖颗粒的玻璃体状态就像是高聚物中的一个亲水性小

环境，使得干扰素 α 分子之间相互隔离，避免的干扰素 α 的聚
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图 3 干扰素 α 微球的体外累积释放曲线

Fig.3 Cumulative HBL-IFNα release from PLGA/PLA microspheres for 24
days

集和吸附[20]。
图 3 显示了用本方法制备的干扰素 α-PLGA 微球的体外

累积释放曲线。由图 3 可以看出，第一天的释放小于 10%，无突

释现象，并且每天释放均匀，24 天累积释放达 80%以上。结果

证明葡聚糖颗粒分散相在改善干扰素 α 释放动力学方面发挥

了重要的作用。

3 讨论

用 W/O/W 复乳法制备的蛋白缓释微球，因其存在油 - 水

界面而容易引起干扰素 α 聚集而失活、包封率低和严重的突释

等问题[11-13]。尽管把干扰素与无机盐锌盐和 PEG 沉淀法制备干

扰素 α 的颗粒。然后用 S/O/W 复乳法制备的微球能够减少干

扰素 α 分子和水相直接接触的机会，但是在制备过程中，少量

的干扰素 α 固体颗粒还是不能避免的溶解在水相中并与油 -
水界面接触，从而导致干扰素 α 的聚集和失活，同时大量的无

机盐容易造成微球内部渗透压过高而导致严重的突释等缺点。
并且上述两种方法均存在干扰素 α 无法完全释放的问题。本方

法中所应用的葡聚糖纳米颗粒能够在制备过程中很好的保持

干扰素 α 的稳定性，改善干扰素 α 的释放行为，主要是因为在

制备过程中干扰素 α 被葡聚糖纳米颗粒包裹，呈现固体状态，

即减少了与油 - 水界面的接触从而减小了结构改变，又避免了

与疏水性的高分子材料接触而造成干扰素 α 的聚集。在释放的

时候，干扰素 α- 葡聚糖颗粒能够很好的均匀分布在微球之中，

避免了突释；同时在吸水溶胀后，干扰素 α- 葡聚糖颗粒处于玻

璃体状态，能够使得干扰素 α 不断的溶解于水相中，而且由于

渗透压的作用，能够很好的使得干扰素 α 的缓慢均匀释放，即

使在后期也能保持很好的缓控释效果，可达几周甚至更长时

间。这样更好解决了蛋白缓释微球存在的一系列问题，而不是

文献报道只解决部分问题的新方法。

4 结论

我们开发了一种新的制备干扰素 α 缓控释微球的方法，这

种方法能够抑制蛋白聚集和改善蛋白释放行为，无突释现象，

24 天累积释放达 80%以上。
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了脑缺血再灌注 7d 的细胞凋亡，结果发现脑缺血能诱导细胞

发生凋亡，与其他人的研究结论基本一致[19]，提示细胞凋亡是

评价缺血性脑损伤较为敏感、可靠的指标。采用 VEGF 抗体阻

断内源性 VEGF 作用和注入外源 VEGF 因子的方法，从两方面

观察 VEGF 与细胞凋亡的关系，发现 VEGF 能抑制因缺血诱导

的细胞凋亡，体外实验也发现 VEGF 能预防因缺氧所致的神经

元凋亡[20]，据此推测 VEGF 通过抑制神经元凋亡而参与保护缺

血性脑损伤。另外实验观察到 HSP70 在缺血再灌注一周内表

达上调，阻断内源性 VEGF 后，HSP70 表达增加，而外源性

VEGF 在相同再灌注时程使 HSP70 免疫反应性下降，也提示

VEGF 可能对缺血再灌注脑组织起保护作用，从而使反映神经

元损伤程度的 HSP70 含量下降。综上所述，我们认为内外源

VEGF 可通过抑制缺血脑组织细胞凋亡及 HSP70 表达，而参与

保护缺血性再灌注脑损伤。
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