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摘　要 : 通过二环己基碳二亚胺将聚乳酸 -羟基乙酸共聚物 ( PLGA)活化 ,又与溶菌酶进行化学键合 ,再采用单乳

化 2溶剂挥发技术制备表面带正电荷的壳聚糖 (CHS) PLGA纳米微球。对纳米微球制备条件进行了优化。结果表

明在ρ(CHS) = 3mg/mL,ρ( PLGA) = 5mg/mL,溶菌酶与 PLGA的质量比为 012的条件下 ,得到的纳米微球包封率

为 8718% ,载药量为 1417%。微球粒径φ可控制在 (450 ±50) nm之间 ,在 pH = 4时 ,纳米微球表面ζ电位为 4215

mV。SEM图像显示经 CHS修饰的 Lysozyme - PLGA的纳米微球形状规整。药物释放试验显示纳米微球在 20 d后

释放达到 70% ,且释放曲线规整。
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引　言

聚乳酸 2羟基乙酸共聚物 ( PLGA)微粒广泛用于

蛋白、多肽、核酸等生物大分子给药 [ 1 - 2 ]。由于 PL2
GA纳米微球表面缺乏可用于共价修饰的基团 ,所

以难以在表面负载生物活性物质如 DNA、配体和疫

苗等 [ 3 - 4 ] ,不易于通过受体或抗体进行靶向给药。

因此 ,人们尝试用不同方法将 PLGA表层包裹不同

的聚合物以达到物理改性 PLGA微球表面的目的。

如阳离子表面修饰是基于 PLGA表层负电荷而设计

的 ,这种方式使 PLGA的表面活化成为可能 [ 5 ]。将

壳聚糖 (CHS)选做纳米微球表面修饰材料是因为它

具有阳离子电荷 ,生物可降解 ,黏膜黏附性等特

性 [ 6 ]。壳聚糖包裹的颗粒尤其适于生物大分子的

传递 [ 7 ]。壳聚糖强大的正电荷会对细胞黏膜产生

危害 ,而壳聚糖包裹在纳米微球表面上只占加入壳

聚糖量的很小一部分 [ 8 ]
,所以将壳聚糖包裹在 PL2

GA纳米微球表面相对于直接利用壳聚糖作为载药

纳米微球对细胞的伤害要小很多。

Kumar等 [ 9 - 10 ]已成功利用 CHS修饰 PLGA制

备阳离子纳米微球并用于负载 DNA分子。官习鹏

等 [ 11 ]也利用此方法制备了阳离子 PLGA纳米微球 ,

用于负载 DNA分子。Yamomoto等 [ 12 ]利用此方法

制备了此种纳米微球用于黏附型肺黏膜降钙素给

药 ,并且证明可以促进药物的吸收并且增加药物作

用时间。壳聚糖修饰的阳离子 PLGA纳米微球 ,并

以化学键合的方式用于负载水溶性蛋白药物的纳米

微球的报道尚未出现。

本文以溶菌酶为模型蛋白 ,将改性 PLGA与溶

菌酶通过化学键结合并以 CHS修饰得到一种新型

阳离子纳米微球 ,达到增大纳米微球的包封率、载药

量并促进蛋白类药物吸收的目的。

1　实验部分

111　原料和仪器

溶菌酶 , 18000 U /mg浙江长兴艾格生物制品有

限公司 ;溶壁微球菌 ,中科院微生物所 ; PLGA (聚乳

酸与羟基乙酸物质的量比 50∶50,分子量 8000) ,分

析纯 ,济南岱罡生物科技公司 ; PVA2124 (水解度

99% ,聚合度 2400 ～ 2500 ) , CHS (平均分子量

360000脱乙酰度大于 90% ) ,分析纯 ,北京化学试剂

公司 ;二环己基碳二亚胺 (DCC) ,分析纯 ,上海化学

试剂公司。

UV22000分光光度计 , Unico; 7821磁力搅拌器 ,

江苏金坛市亿通电子有限公司 ; LGJ102C冷冻干燥
机 ,北京四环科学仪器厂 ; GL220G2II冷冻离心机 ,

Anke。

112　L ysozym e - PL GA的制备

溶菌酶与 PLGA的结合是通过碳二亚胺活化的



过程 [ 13 ]。将 1 g PLGA溶于 3 mL DMSO加入 9 mg

DCC于室温活化 2 h。将活化后的 PLGA慢慢滴入

含有 200mg溶菌酶的 5mL DMSO溶液中 ,继续反应

4 h低温保存待用。

113　纳米微球的制备

11311　单乳化法

取 240μL的 Lysozyme - PLGA的 DMSO溶液 ,

配成 6mL, PLGA质量浓度为 5mg/mL的油相溶液 ,

DMSO ( 40% )、二 氯 甲 烷 ( 4315% ) 和 丙 酮

(1615% ) ,后将油相溶液加入到 24 mL 含 1%的

PVA, 013% CHS的水相溶液中 [ 9 - 11 ]
,冰浴间断超声

(每 5 s间断 5 s) 20次 250W分散后置于 40℃磁力

搅拌 115 h之后用去离子水高速离心清洗干净 ,冻

干保存。

11312　双乳化法

将 6mg溶菌酶溶于 1mL 011mol/L的 PBS溶液

中形成内水相 ,加入油相中冰浴间断超声 (每 5 s间

断 5 s, 15次 250W )形成初乳 ,其他步骤与单乳化法

相同。

在制备没有被壳聚糖修饰的单乳化法、双乳化

法纳米微球时 ,外水相不添加壳聚糖。

114　纳米微球药物释放试验

将 10mg干燥的纳米微球分散于 10 mL pH412

醋酸醋酸钠缓冲液中于 37℃低速搅拌 , 20 d内每天

取样。取样时将纳米微球分散液高速离心 ,然后再

以相同条件分散微球 ,清液冷冻干燥浓缩后测量溶

菌酶活性 [ 14 ]。

115　纳米微球的表征

将冻干后的纳米微球用去离子水分散后涂于玻

片上 ,干燥后喷金处理 ,用 S24700冷场发射扫描电

子显微镜观察。

取 10mg冻干后的纳米微球 ,分别以不同 pH值

缓冲液 10mL分散 ,之后取 3mL在粒度 Zeta电位分

析仪上测表面ζ电位以及粒度分析。

116　纳米微球包封率载药量的测定

将 10mg冷冻干燥后的纳米微球溶于 4mL DM2
SO,以不同浓度溶菌酶的 DMSO溶液做标准 ,测量

280 nm光吸收。

2　结果与讨论

211　纳米微球的外形观察

Lysozyme - PLGA /CHS纳米微球的电镜照片如

图 1所示。纳米微球呈球形 ,表面圆整 ,分散性良

好 ,不聚合粘连 ,粒径较为均一。

图 1　纳米微球的扫描电子显微镜照片

Fig. 1　SEM m icrograph of the nanospheres

图 2　外水相不同 pH值ζ电位的变化

Fig. 2　Variation of theζpotential of the nanospheres

with the pH of the aqueous phase

212　纳米微球表面ζ电位

图 2为外水相不同 pH值对ζ电位的影响。当

纳米粒处于 pH412的环境中 ,ζ电位可达到 4215

mV ,并且 ,ζ电位随着 pH的升高而下降 ,当 pH710

时 ,达到 1315mV,当纳米球处于 pH8的环境下 ,发

生团聚 ,说明此时ζ电位接近零点 ,体系处于不稳定

状态。所得最高ζ电位低于官习鹏 [ 11 ]试验中所得

结果 ,推测原因应为所用壳聚糖分子量不同。有研

究表明 ,随着 CHS分子量的降低 ,ζ电位呈下降趋

势 ,当分子量小于 16000时 ,ζ电位在 pH412左右时

下降至 3416 mV
[ 11 ]。Guo等的研究结果表明 ,壳聚

糖的质量分数也会影响表面ζ电位 ,随着壳聚糖的

质量分数增大 ,表面ζ电位逐渐增大 ,当增大到一定

质量分数时 ,ζ电位达到最高值 ,之后ζ电位不会随

壳聚糖质量分数增大而增大。达到最大ζ电位的最

小质量分数在 013%左右 ,出现位置与壳聚糖分子

量有一定关系 [ 8 ]。所以本文选用 013%为壳聚糖用

量。通过 CHS的修饰作用 ,使纳米微球表面负载正

电荷而增大了体系的稳定性 ,从而极大降低了纳米
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微球的团聚现象。

213　纳米微球粒度分析及制备条件的优化

纳米微球粒度分析结果如图 3所示。试验中所

得纳米微球粒径φ分布在 (450 ±50) nm之间 ,分布

较为均一。

图 3　纳米微球粒度分析结果

Fig. 3　Nanosphere particle size analysis

很多因素都可以对纳米微球的粒径φ产生影

响。外水相中 PVA质量分数的增大 ,会影响纳米微

球的粒径 ,使其越来越小 ,当 PVA增大为 6%时 ,纳

米微球的粒径减小为原大小的一半 ,但高质量分数

的表面活性剂会在搅拌时出现大量气泡 ,不利于固

化过程中有机溶剂的挥发 [ 15 ]。所以本文选用 1%

为 PVA的质量分数。

油相中影响成球的因素主要有 PLGA质量浓

度、DMSO的体积分数、丙酮的体积分数。选用 3因

素 2水平正交表进行试验设计正交试验的各因素水

平见表 1。以 CHS - Lysozyme - PLGA - NP粒径为

评价指标 ,对工艺进行分析结果如表 1所示。从表

1极差数据可知 , 3个自变量对应变量的影响从大到

小依次为φ丙酮 >φ (DMSO ) >ρ( PLGA )。当 DMSO

体积分数低于 40 %时 , Lysozyme - PLGA不能完全

表 1　正交直观分析表

Table 1　Details of the orthogonal analysis experiments

实验号
φ(DMSO) /

%

ρ( PLGA) /

mg·mL - 1

φ丙酮 /

%

平均粒径 /

nm

1 50 10 1615 1200

2 50 5 0 3900

3 40 10 0 2800

4 40 5 1615 450

均值 1 2550 2000 825

均值 2 1625 2175 3350

极差 925 175 2525

溶解 ,而油相中丙酮体积分数过大会导致微球团聚。

各因素最佳水平分别为 DMSO占油相体积分数为

40% ,丙酮为 1615% , PLGA 油相质量浓度为

5mg/mL。按照优化的条件重复试验 ,所制得 CHS -

Lysozyme - PLGA - NP粒径平均为 450 nm符合要

求。综上 ,油相溶液黏度越低所得微球粒径越小 ,这

与 Yang等 [ 16 ]的研究结果相同。

214　纳米微球的包封率与载药量

以优化了的条件制得的纳米微球包封率为

8718%载药量为 1417% ,而以双乳化法方法制备的

纳米微球 ,其他条件与本试验相同的情况下所得包

封率仅为 4110%。壳聚糖的修饰对包封率和载药

量的影响不显著。

在以双乳化法方法制备 PLGA纳米微球的情况

中 ,影响包封率与载药量的因素有很多 ,如水相油相

的比例、PLGA的质量浓度、油相中个溶剂含量的不

同、药物与 PLGA的质量比等都会影响纳米微球的

包封率和载药量 [ 17 ]。而本文通过单因素对比实验

发现 ,影响药物包封率的因素只有药物与 PLGA的

质量比这一个因素 ,推测其原因是蛋白与 PLGA结

合的程度直接决定了纳米微球的包封率。

当蛋白与 PLGA的质量比达到 012时 ,随着质

量比的增大 ,载药量不会再继续增长 (如表 2所

示 )。这个现象表明 PLGA与蛋白的结合会达到一

个饱和值 ,达到饱和后随着蛋白用量的增加载药量

不会再增加。

表 2　包封率载药量随 Lysozyme与 PLGA质量比的变化

Table 2　Variation of loading efficiency and encap sulation

efficiency with mass ratio of lysozyme and PLGA

m (Lysozyme)∶

m ( PLGA)

载药量 /%

理论 实际
包封率 / %

0105 /1 418 414 9215

011 /1 911 813 9018

0115 /1 1310 1115 8817

012 /1 1617 1417 8718

0125 /1 20 1511 7515

215　纳米微球的释放曲线分析

以往研究表明 ,通过 PLGA纳米微球载药 ,可以

得到持续稳定的释放曲线 ,并且可以根据需要 ,选用

不同分子量的 PLGA ,低分子量的 PLGA可以延长释

放时间 [ 12 ]。由于以双乳化法方法制备的 PLGA纳

米微球其释放后期主要影响因素为 PLGA溶蚀和囊
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泡的破裂 ,所以释放速度不规律的问题一直都没有

得到解决。本文所制得的纳米微球在 20 d内累计

释放量达到 71% , 35 d后取剩余纳米微球检测残留

蛋白约为 10% ,证明此纳米微球具有明显缓释作

用 ,释放速度稳定 ,并显示出很强的规律性。在双乳

化法条件下制备的纳米微球释放 10 d后所得药物

残留不足 5% ,且由于此种方法所制备的纳米微球

内部结构不均一 ,导致影响释放的因素复杂 ,释药不

规律 ,突释现象严重 (见图 4)。本试验中 ,壳聚糖的

修饰对药物释放的影响不显著。

图 4　不同方法制备的纳米微球累计释放曲线对比图

Fig. 4　Cumulative release of lysozyme from nanospheres

p repared by different method

3　结论

在ρ(CHS) = 3mg/mL,ρ( PLGA) = 5 mg/mL,溶

菌酶与 PLGA的质量比为 012的条件下所得纳米微

球粒径φ可控制在 ( 450 ±50) nm之间 ,在 pH = 4

时 ,纳米微球表面 ζ电位为 4215 mV。包封率为

8718%载药量为 1417%。其释放曲线表现出很好

的规律性。
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Preparation of chitosan coated lysozyme 2poly( D, L 2lactic 2
co 2glycolic ac id) cation ic nanospheres

YAN XiaoFei　CHEN J inChun
(College of L ife Science and Technology, Beijing University of Chem ical Technology, Beijing 100029, China)

Abstract: B iodegradable poly (D , L2lactic2co2glycolic acid) ( PLGA ) was activated by N , N′2dicyclohexylcarbodi2
im ide followed by chem ical bonding to lysozyme. The resulting material was directly incorporated into nanospheres

by an oil2in2water (O /W ) single emulsion solvent evaporation method with its cationic surface modified by chitosan

(CHS). The various conditions were op tim ized. The results showed that the diameter of the nanospheres can be

controlled within a range of (450 ±50) nm, and theζpotential of the nanospheres can be as high as 4215mV when

the pH was 412. The op tim ized conditions were as follows: ρ(CHS) of 3 mg/mL,ρ( PLGA ) of 5 mg/mL, and a

content ratio of lysozyme to PLGA of 012 /1. The nanospheres obtained under the op tim ized conditions showed a

loading efficiency and encap sulation efficiency of 1417% and 8718% respectively, while the encap sulation efficien2
cy was only 4110% for nanospheres p repared by a W /O /W method, with all other conditions the same as for the

p reparation using the O /W method. SEM m icrographs showed thatwhen lysozyme2PLGA nanosphereswere modified

with CHS, the regular spherical shape was retained. The material disp layed a sustained release rate of 70% after

20 days of release and a regular sustained release curve, as compared with a release rate of 90% after 10 days for

nanospheres p repared p reviously by W /O /W methods, demonstrating the superior sustained release p roperties of

the new material.
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