
书书书

· ７６　　　 · 第 二 军 医 大 学 学 报

ＡｃａｄＪＳｅｃ ＭｉｌＭｅｄ Ｕｎｉｖ　２００６Ｊａｎ；２７（１）

·论　著·
干扰素α２ｂ长效注射微球的处方和制备工艺的研究

吴　诚，尹东锋，鲁　莹，钟延强

（第二军医大学药学院药剂学教研室，上海２００４３３）

［摘要］　目的：制备载干扰素α２ｂ（ＩＦＮα２ｂ）可注射微球，开发其长效注射剂型。方法：以乳酸羟乙酸共聚物（ＰＬＧＡ）为载

体材料，用复乳法（ｗ／ｏ／ｗ）和固体／油／油（ｓ／ｏ／ｏ）法制备载ＩＦＮα２ｂ长效注射微球；考察粒径大小、外观、包封率等理化性质；

用微量二辛可宁酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，ＢＣＡ）法考察微球的体外释药特性及影响因素；用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳

初步评价了微球制备工艺和体外释放过程对ＩＦＮα２ｂ稳定性的影响。结果：用两种方法制备的微球球形圆整，分散性好，包

封率在８０％以上；用ｗ／ｏ／ｗ法制备微球时，ＩＦＮα２ｂ原液超滤处理可显著影响微球的平均粒径和体外释放特性，使用特性黏

度较低的ＰＬＧＡ时，两种方法制备的微球在１个月内的累积释放均显著提高；使用ｓ／ｏ／ｏ法制备的微球中ＩＦＮα２ｂ部分聚集，

而ｗ／ｏ／ｗ法制备的微球中的ＩＦＮα２ｂ的电泳行为和原液相同。结论：ｗ／ｏ／ｗ和ｓ／ｏ／ｏ法制备的载ＩＦＮα２ｂ注射微球均可

在体外缓释１个月。
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　　近年来，由于基因工程重组技术的发展，核酸、
蛋白质、多肽等生物技术药物在临床上应用越来越
多，而此类药物分子量大，结构稳定性差，口服生物
利用度低，理化性质与小分子化学药物差别较大，因
而其剂型研究相对滞后。临床上这类药物大多使用
其粉针剂，需要频繁注射给药，给患者用药带来了较
大的不便。制备该类药物的长效注射微球一直是研
究的热点领域之一。

　　干扰素α２ｂ（ＩＦＮα２ｂ）属于蛋白质类药物，在
临床上广泛用于治疗多种病毒性疾病和恶性肿

瘤［１］，长期用药对慢性乙肝、丙肝、巨细胞病毒感染、
血源性恶性肿瘤疗效确切，但其需频繁注射给药，患

者用药顺应性较差［２］。因此本课题选择ＩＦＮα２ｂ
作为模型药物，制备了ＩＦＮα２ｂ长效注射微球。制
备微球的方法较多，有复乳溶剂挥发法［３～５］、相凝聚
法［６］、油／油法［７，８］、喷雾干燥法［６］等。制备工艺的选
择主要考虑到工艺过程要有利于蛋白质类药物稳定

性的维持、工艺简便、成本低、易于放大等方面。在
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进行ＩＦＮα２ｂ微球处方和制备工艺研究时，要特别
考虑成本问题，因为该药价格昂贵，进行处方研究时
投药量不宜过大。经过综合考虑，本课题采用了复
乳（ｗ／ｏ／ｗ）溶剂挥发法和固体／油／油（ｓ／ｏ／ｏ）法制
备微 球，并 对 两 种 方 法 制 备 的 微 球 的 理 化 性
质、体外释药特性以及初步的稳定性进行了考
察。

１　材料和方法

１．１　仪器　超声乳化仪（美国ＢＲＡＮＳＯＮ公司）；

ＧＳ１２２电子恒速搅拌器（上海医械专机厂）；ＳＨＺ
８８台式水浴恒温摇床（江苏太仓市实验设备厂）；日
立Ｓ６０００型扫描电镜（日本 Ｈｉｔａｃｈｉ公司）；ＬＳ２３０
激光粒度分析仪（美国Ｃｏｕｌｔｅｒｓ仪器公司）；ＣＡＲＹ
１００紫外分光光度仪（美国ｖａｒｉａｎ公司）；冷冻干燥
机（美国Ｖｉｒｔｉｓ公司）。

１．２　材料　干扰素α２ｂ原液（ＩＦＮα２ｂ，未加保护
剂白蛋白，上海万兴生物制药有限公司，批号

２００３０４０１，０．４７ｍｇ／ｍｌ，１．０１×１０８ＩＵ／ｍｌ）；甘露醇
（注射用规格，青岛明月海藻有限公司）；ＰＬＧＡ
（ＬＡ∶ＧＡ＝５０∶５０，商品名 ＲｅｓｏｍｅｒＲＧ５０３Ｈ，特
性黏度为０．０４Ｌ／ｇ，德国ＢｏｅｈｒｉｎｇｅｒＩｎｇｅｌｈｅｉｍ公
司）；ＰＬＧＡ（ＬＡ∶ＧＡ＝５０∶５０，特性黏度为０．０１９
Ｌ／ｇ，美国ＢｉｒｍｉｎｇｈａｍＰｏｌｙｍｅｒｓ公司）；聚乙烯醇

１７８８（ＰＶＡ１７８８，北京有机化工厂）；离心超滤浓缩管
（Ｖｉｖａｓｐｉｎ５００，截留相对分子质量１００００，德国赛多
利斯公司）；ＢＣＡ 含量测定试剂盒（美国Ｐｉｅｒｃｅ公
司）；叠氮钠（纯度＞９９．９％，ＡＭＥＲＳＯＮ分装）；精
制棉子油（自制）；卵磷脂（注射用，上海太伟药业有
限公司）；石油醚、伯洛沙姆１８８（Ｆ６８）、二氯甲烷、
十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）、磷酸氢二钾、磷酸二氢钠等
试剂均为分析纯

１．３　复乳（ｗ／ｏ／ｗ）溶剂挥发法制备ＩＦＮα２ｂ微球

　根据文献 ［３～５］，对复乳溶剂挥发法进行了改进，制
备工艺如下：取一定体积的ＩＦＮα２ｂ原液（１～２
ｍｌ），加入１０％甘露醇等保护剂，冷冻干燥２４ｈ，得

ＩＦＮα２ｂ冻干粉。用１０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ６．８磷酸盐缓
冲液将冻干粉重新溶解（体积为２０～１００μｌ）作为内
水相，与一定浓度ＰＬＧＡ的二氯甲烷溶液混合，冰
浴条件下超声乳化（４００ｍｓ／次，１０次）制成初乳，将
初乳滴加到一定浓度（２％～４％，Ｗ／Ｖ）聚乙烯醇
（ＰＶＡ）水溶液中，高速搅拌２ｍｉｎ得复乳，并将其立
即用约１５０ｍｌ蒸馏水稀释，低速搅拌４ｈ，离心收集
微球，蒸馏水洗涤３次，冷冻干燥２４ｈ。空白微球内
水相用蒸馏水代替。

１．４　固体／油／油（ｓ／ｏ／ｏ）法制备ＩＦＮα２ｂ微球

１．４．１　Ｚｎ２＋和ＩＦＮα２ｂ复合物微粉的制备［９，１０］　
ＩＦＮα２ｂ原液经脱盐后换为１０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ７．２的

ＮａＨＣＯ３缓冲系统，加２ｍｍｏｌ／Ｌ的醋酸锌溶液，调
节Ｚｎ２＋和ＩＦＮα２ｂ摩尔比为１∶１，加１％醋酸溶液
调上述溶液ｐＨ为７．１，即形成Ｚｎ２＋和ＩＦＮα２ｂ复
合物沉淀。再加入一定量的ＰＥＧ６０００，溶解后冷冻
干燥，经乙腈或二氯甲烷洗涤，去除ＰＥＧ６０００即得

ＩＦＮα２ｂ微粉。

１．４．２　微球的制备［７，８］　将ＩＦＮα２ｂ与Ｚｎ２＋复合
物的微粉加入ＰＬＧＡ的乙腈溶液中水浴超声混悬，
得均匀混悬液，将混悬液缓慢滴加到２０～３０ｍｌ棉
子油（含０．０５％卵磷脂作为乳化剂）中，搅拌２ｈ，然
后加入轻质石油醚（沸点６０～９０℃）继续搅拌１５
ｍｉｎ，离心收集微球，石油醚洗涤３次，冷冻干燥２４ｈ。

１．５　微球包封率的测定［１１］　精密称取含药微球约

１０ｍｇ，加入５．０ｍｌ０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ／０．５％ＳＤＳ，

３７℃水浴振荡２４ｈ，使微球完全溶解，加２ｍｏｌ／Ｌ
ＨＣｌ调ｐＨ 约为７．０，进行ＢＣＡ法蛋白含量测定。
包封率（％）＝微球中ＩＦＮα２ｂ的测得含量（ｍｇ）／
投药量（ｍｇ）×１００％。

１．６　微球的形态、粒径大小和分布　取ＩＦＮα２ｂ
微球冻干粉适量，采用日立Ｓ６０００电子扫描显微镜
观察微球的形状和表面形态。取微球混悬液３ｍｌ，
加入适量蒸馏水稀释，调整透光度，采用ＬＳ２３０激
光粒径测定仪测定粒径大小和分布。

１．７　体外释放试验　精密称取含药微球１０～３０
ｍｇ置于１０ｍｌ玻璃离心管中，加入１．５ ｍｌ１０
ｍｍｏｌ／ＬｐＨ７．４缓冲液（含０．０２％叠氮钠作为抑菌
剂，０．０２％Ｆ６８作为润湿剂），置于恒温水浴摇床
中，在１００ｒ／ｍｉｎ振荡速度、（３７±０．５）℃温度条件
下进行微球的体外释放度测定。分别在２ｈ、１ｄ、２ｄ
取出离心管，于２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，将全部释
放介质取出并更换新的释放介质，以后每隔３～４ｄ
同以上操作方法取样一次，并用ＢＣＡ法测定释放液
中ＩＦＮα２ｂ的含量。

１．８　微球中ＩＦＮα２ｂ纯度的测定

１．８．１　微球中ＩＦＮα２ｂ的提取　根据文献［１２］，取
微球３～５ｍｇ，加１ｍｌ丙酮和二氯甲烷混合溶剂
（１∶１，Ｖ／Ｖ）涡旋，１２０００ｒ／ｍｉｎ高速离心５ｍｉｎ，去
上清，重复３次，完全去除ＰＬＧＡ后真空干燥２ｈ，
蛋白残渣用适量ｐＨ７．４的磷酸盐缓冲液溶解，并用

０．４５μｍ微孔滤膜过滤，对滤液进行检测。若微球
在释放介质中，则先离心去除释放介质，冷冻干燥

２４ｈ，再进行以上操作。

１．８．２　ＳＤＳＰＡＧＥ测定ＩＦＮα２ｂ的纯度［１３］　取
样品溶液和 ｍａｒｋｅｒ溶液各１５μｌ，加等体积的１×
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ＳＤＳ凝胶加样缓冲液，混匀，１００℃水浴加热５ｍｉｎ
使蛋白质变性，样品和 ｍａｒｋｅｒ各上样１５μｌ。分离
胶浓度为１２％，浓缩胶浓度为５％，采用银染法对蛋
白质进行染色。

２　结　果

２．１　微球的理化性质　由图１可知，用 ｗ／ｏ／ｗ法
和ｓ／ｏ／ｏ法制备得到的微球均圆整，不粘连；局部放
大的电镜照片显示用复乳法制备的微球表面有微

孔，而用ｓ／ｏ／ｏ法制备的微球表面较光滑。主要原
因可能是复乳法使用二氯甲烷溶解ＰＬＧＡ，由于快
速挥发易在表面形成孔洞，而ｓ／ｏ／ｏ法使用乙腈溶
解ＰＬＧＡ，沸点较高，较难挥发，微球固化主要依靠
乙腈在棉子油中被缓慢萃取。２种方法制备微球的
粒径分布结果见图２，用复乳法制备的微球平均粒
径为（５０．３２±２７．７３）μｍ，油／油法制备的微球平均
粒径为（４１．６８±２０．９７）μｍ。

图１　两种方法制备ＩＦＮα２ｂ微球的电镜照片

Ｆｉｇ１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＩＦＮα２ｂｌｏａｄｅｄｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓｐｒｅｐａｒｅｄｂｙｗ／ｏ／ｗｍｅｔｈｏｄ（Ａ，Ｂ）ａｎｄｓ／ｏ／ｏｍｅｔｈｏｄ（Ｃ，Ｄ）

Ａ：×１００；Ｂ：×１０００；Ｃ：×１５０；Ｄ：×２０００

图２　两种方法制备的ＩＦＮα２ｂ

微球的粒经大小和分布

Ｆｉｇ２　ＳｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＩＦＮα２ｂ

ｌｏａｄｅｄｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓｐｒｅｐａｒｅｄｂｙｗ／ｏ／ｗ

ｍｅｔｈｏｄ（Ａ）ａｎｄｓ／ｏ／ｏｍｅｔｈｏｄ（Ｂ）

２．２　包封率及体外释放特性　复乳法和油／油法两
种方法制备得到的微球包封率均较高，优选处方的
包封率分别为８８％和９１％。用复乳法制备微球时，
需要将ＩＦＮα２ｂ原液浓缩以提高内水相中ＩＦＮα
２ｂ的浓度，从而有效地提高微球的载药量。但是，
原液中含氯化钠和缓冲系统，ＩＦＮα２ｂ浓度提高的

同时也提高了原液中盐浓度，从而导致内水相渗透
压较高。因此实验中对原液进行了超滤处理，并比
较了超滤处理对于微球体外释放特性的影响（图

３）。原液经超滤除盐后制备的微球突释效应显著减
小，且用油相浓度为１６０ｍｇ／ｍｌＰＬＧＡ制备的微球
释放也显著加快。

图３　超滤处理对ｗ／ｏ／ｗ制备ＩＦＮα２ｂ
微球体外释放特性的影响

Ｆｉｇ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｂｕｌｋｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｏｎｒｅｌｅａｓｅ

ｂｅｈａｖｉｏｒｏｆｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓｐｒｅｐａｒｅｄｂｙｗ／ｏ／ｗ

　　两种方法采用不同平均相对分子质量的ＰＬＧＡ
（低平均相对分子质量，黏度０．０１９Ｌ／ｇ；高平均相
对分子质量，黏度０．０４Ｌ／ｇ）制备的微球的体外释
放曲线见图４。实验表明ＰＬＧＡ的平均相对分子质
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量对微球的突释效应影响较小，但可显著影响微球

ＩＦＮα２ｂ的释放速度。用低平均相对分子质量的

ＰＬＧＡ制备的微球其释放速度显著加快。并且复乳
法制备的微球突释量较油／油法制备的微球突释量
小。

图４　不同平均相对分子质量ＰＬＧＡ对制备的

ＩＦＮα２ｂ微球的体外释放特性的影响

Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｏｆＰＬＧＡｏｎ

ｒｅｌｅａｓｅｂｅｈａｖｉｏｒｏｆＩＦＮα２ｂｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ

２．３　稳定性研究　在实验中用ＳＤＳＰＡＧＥ检测了
微球中ＩＦＮα２ｂ的纯度，初步评价了制备工艺和体
外释放过程中ＩＦＮα２ｂ的稳定性。根据文献报道，

Ｚｎ２＋和ＩＦＮα２ｂ可形成复合物，这种复合物稳定性
较高，并可重新溶解并保持原来的结构。在实验中
我们考察了复合物重新用ＥＤＴＡ溶解后其电泳行
为，并且考察了在体外释放１０ｄ和２０ｄ后从微球中
提取的ＩＦＮα２ｂ的电泳行为，结果见图５。图５中
可以清楚地看到样品５～７在相对分子质量４００００
左右即ＩＦＮα２ｂ两倍相对分子质量（３８０００）处有
杂质条带，应为ＩＦＮα２ｂ的二聚体；样品３和４主
条带颜色很浅，其他样品条带与ＩＦＮα２ｂ原液（样
品１）条带无明显差异。

　　在制备样品中发现从体外释放１０ｄ后的微球
中提取的ＩＦＮα２ｂ样品有部分沉淀不溶解，而其他
样品均较澄清或仅有少量不溶性杂质。而图５中样
品３和４主条带颜色很浅也说明，在体外释放过程
中从复乳法制备的微球中提取的ＩＦＮα２ｂ样品浓
度变低，但从复乳法制备微球的体外释放曲线可以
看出第１０天和第２０天累积释放分别为２１％和

３５％左右，仍有超过一半的ＩＦＮα２ｂ未从微球中释
放，所以在体外释放过程中有部分ＩＦＮα２ｂ产生了
聚集和沉淀。

　　从非还原性ＳＤＳＰＡＧＥ可以得到以下结论：复
乳法制备的微球中的ＩＦＮα纯度较高，未见明显聚

集与降解，而ｓ／ｏ／ｏ法制备的微球中的ＩＦＮα有少
量二聚体产生，未见降解产物。在体外释放过程中
复乳法制备的微球中的ＩＦＮα出现了明显的聚集和
沉淀。

图５　不同ＩＦＮα２ｂ样品的电泳谱图（银染法）

Ｆｉｇ５　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ＩＦＮα２ｂｓａｍｐｌｅｓｂｙｓｉｌｖｅｒｓｔａｉｎｉｎｇ
　Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ＩＦＮα２ｂｂｕｌｋｓｏｌｕｔｉｏｎ；２：Ｚｎ２＋ＩＦＮα２ｂｃｏｍ

ｐｌｅｘｄｉｓｓｏｖｅｄｂｙ５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡｓｏｌｕｔｉｏｎ；３：ＩＦＮα２ｂｅｘｔｒａｃｔｅｄ

ｆｒｏｍｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓｐｒｅｐａｒｅｄｂｙｗ／ｏ／ｗｍｅｔｈｏｄａｆｔｅｒｉｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅ

ｆｏｒ１０ｄ；４：ＩＦＮα２ｂｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓｐｒｅｐａｒｅｄｂｙｗ／ｏ／

ｗｍｅｔｈｏｄａｆｔｅｒｉｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅｆｏｒ２０ｄ；５７：ＩＦＮα２ｂｅｘｔｒａｃｔｅｄ

ｆｒｏｍ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂａｔｃｈｎｕｍｂｅｒｓｐｒｅｐａｒｅｄｂｙｓ／ｏ／ｏ

ｍｅｔｈｏｄ；８１０：ＩＦＮα２ｂｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｂａｔｃｈｎｕｍｂｅｒｓｐｒｅｐａｒｅｄｂｙｗ／ｏ／ｗｍｅｔｈｏｄ

３　讨　论

　　在使用复乳法制备载ＩＦＮα２ｂ微球的过程中，
通过将ＩＦＮα２ｂ原液经超滤处理，选用不同相对分
子质量的ＰＬＧＡ等方法研究了处方及工艺因素对
微球粒径及体外释放特性的影响。原液经超滤处理
后制备的微球突释效应显著减小，可能是由于超滤
减小了内外水相的渗透压差，从而减少了外水相向
内水相的渗透，使制得的微球更加致密，因而有效降
低了微球的突释效应。实验中用显微镜也观察到原
液未经超滤处理制备的微球显色淡，易透光，而超滤
处理后制备的微球显色深，透光性明显下降。此外，
研究表明处方中ＰＬＧＡ浓度增大也可减小微球的
突释效应。

　　文献报道复乳法的主要缺点是在制备初乳时形
成了油水界面，再加上需要超声、搅拌等剧烈条件，
蛋白质在这一阶段很容易失活，因而近年来用固体／
油／油法制备载蛋白类药物微球报道越来越多。固
体／油／油法与复乳法的主要区别是在制备微球时蛋
白质以固体微粉的形式混悬在ＰＬＧＡ溶液中。蛋
白质以固体的形式存在时，由于分子活动性大大减
弱，即使与有机溶剂接触仍可维持原有的结构。文
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献报道锌离子和蛋白质形成难溶性复合物后可提高

蛋白质的稳定性，因此实验中参考文献方法制备了
锌离子和ＩＦＮα２ｂ的复合物微粉，并采用ｓ／ｏ／ｏ法
成功地将其包被得到ＰＬＧＡ微球。用该方法制备
微球时，未加入白蛋白或甘露醇等常用的蛋白质冻
干保护剂，主要是由于复合物是以固体的形式存在，
无需冻干，另一方面，锌离子可以通过和ＩＦＮα２ｂ
形成复合物限制其活动性而对其起到较好的稳定作

用。并且该复合物可以用ＥＤＴＡ溶液进行复溶，复
溶后的蛋白质溶液在ＳＤＳＰＡＧＥ电泳上的行为与

ＩＦＮα２ｂ原液一致。但实验中却发现从微球中提
取的ＩＦＮα２ｂ含少量二聚体，有关ｓ／ｏ／ｏ法制备的
微球中ＩＦＮα２ｂ稳定性问题还需要进一步研究。

［参 考 文 献］

［１］　任国喜，袁　茵，郭启玲，等．国内外干扰素临床应用研究进展

［Ｊ］．医药导报，１９９５，１４：１５５１５６．
［２］　刘诗通．国外生物药品研究开发近况［Ｊ］．国外医药·抗生素

分册，１９９５，１６：１３７１４４．
［３］　ＣｌｅｌａｎｄＪＬ，ＪｏｎｅｓＡＪＳ．Ｓｔａｂｌｅｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕ

ｍａｎｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅａｎｄｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγｆｏｒｍｉｃｒｏｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ

ｉｎｂｉｏｄｅｇｒａｄａｂｌｅｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ［Ｊ］．ＰｈａｒｍＲｅｓ，１９９６，１３：１４６４

１４７５．
［４］　ＣｌｅｌａｎｄＪＬ．Ｓｏｌｖｅｎｔｅｖａｐｏｒａｔｉｏｎｐｒｏｃｅｓｓｅｓｆｏｒｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆ

ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｒｅｌｅａｓｅｂｉｏｄｅｇｒａｄａｂｌｅｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓｆｏｒ

ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓａｎｄｖａｃｃｉｎｅｓ［Ｊ］．ＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌＰｒｏｇ，１９９８，１４：１０２

１０７．

［５］　ＣｌｅｌａｎｄＪＬ，ＤｕｅｎａｓＥＴ，ＤａｕｇｈｅｒｔｙＡ，ｅｔａｌ．Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕ

ｍａｎｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅｐｏｌｙ（ｌａｃｔｉｃｃｏｇｌｙｃｏｌｉｃａｃｉｄ）（ＰＬＧＡ）ｐｒｏ

ｖｉｄｅａｌｏｎｇｌａｓｔｉｎｇｅｆｆｅｃｔ［Ｊ］．ＪＣｏｎｔｒｏｌＲｅｌ，１９９７，４９：１９３２０５．
［６］　陆　彬．药物新剂型与新技术［Ｍ］．北京：人民卫生出版社，

１９９８．１７１１７３．
［７］　ＳｃｈｗｅｎｄｅｍａｎＳＰ，ＴｏｂｉｏＭ，ＪｏｗｏｒｏｗｉｃｚＭ，ｅｔａｌ．Ｎｅｗｓｔｒａｔ

ｅｇｉｅｓｆｏｒｔｈｅｍｉｃｒｏｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｅｔａｎｕｓｖａｃｃｉｎｅ［Ｊ］．ＪＭｉ

ｃｒｏｅｎｃａｐｓｕｌ，１９９８，１５：２９９３１８．
［８］　ＳａｎｃｈｅｚＡ，ＴｏｂｙｏＭ，ＧｏｎｚａｌｅｚＬ，ｅｔａｌ．Ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｂｌｅｍｉｃｒｏ

ａｎｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓａｓｌｏｎｇｔｅｒｍｄｅｌｉｖｅｒｙｖｅｈｉｃｌｅｓｆｏｒｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ

ａｌｐｈａ［Ｊ］．ＥｕｒＪＰｈａｒｍＳｃｉ，２００３，１８：２２１２２９．
［９］　Ｔｒａｃｙ ＭＡ，ＢｅｒｎｓｔｅｉｎＨ，Ｋｈａｎ ＭＡ．Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｒｅｌｅａｓｅｏｆ

ｍｅｔａｌｃａｔｉｏｎｓｔａｂｉｌｉｚｅｄｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ：ＵＳ，６３７９７０１［Ｐ］．２００２０４

３０．
［１０］ＭｏｒｉｔａＴ，ＨｏｒｉｋｉｒｉＹ，ＹａｍａｈａｒａＨ，ｅｔａｌ．Ｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄｉｓｏ

ｌａｔｉｏｎｏｆｓｐｈｅｒｉｃａｌｆｉｎｅｐｒｏｔｅｉｎｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｔｈｒｏｕｇｈｌｙｏｐｈｉｌｉ

ｚａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｐｏｌｙ（ｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ）ａｑｕｅｏｕｓｍｉｘｔｕｒｅ［Ｊ］．

ＰｈａｒｍＲｅｓ，２０００，１７：１３６７１３７３．
［１１］ＳｉｎｇｈＭ，ＳｈｉｒｌｅｙＢ，ＢａｊｗａＫ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｒｅｌｅａｓｅｏｆｒｅ

ｃｏｍｂｉｎａｎｔｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｆｒｏｍａｎｏｖｅｌｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎ

ｏｆｐｏｌｙｌａｃｔｉｄｅｃｏｇｌｙｃｏｌｉｄｅｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ［Ｊ］．ＪＣｏｎｔｒｏｌＲｅｌ，

２００１，７０：２１２８．
［１２］ＪｏｈｎｓｏｎＯＬ，ＪａｗｏｒｏｗｉｃｚＷ，ＣｌｅｌａｎｄＪＬ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｓｔａｂｉｌｉｚａ

ｔｉｏｎａｎｄｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅｉｎｔｏｂｉｏｄｅ

ｇｒａｄａｂｌｅｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ［Ｊ］．ＰｈａｒｍＲｅｓ，１９９７，１４：７３０７３５．
［１３］萨姆布鲁克Ｊ．分子克隆实验指南 ［Ｍ］．２版．金冬雁，黎孟枫

译．北京：科学出版社，１９９２．８８１８８５．
［收稿日期］　２００５０６０９　　 ［修回日期］　２００５１０１８
［本文编辑］　尹　

檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪

茶

ＳｕｐｅｒｃｒｉｔｉｃａｌｆｌｕｉｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆａｕｒｅｎｔｉａｍｉｄｅａｃｅｔａｔｅｆｒｏｍＰａｔｒｉｎｉａｖｉｌｌｏｓａＪｕｓｓａｎｄｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｉｓｏｌａｔｉｏｎｂｙｓｉｌ
ｉｃａｇｅｌａｎｄｈｉｇｈｓｐｅｅｄｃｏｕｎｔｅｒｃｕｒｒｅｎｔｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

ＰｅｎｇＪ，ＦａｎＧ，ＷｕＹ（ＳｈａｎｇｈａｉＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｆｏｒＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＭｅｔａｂｏｌｉｔｅＲｅｓｅａｒｃｈ，ＳｃｈｏｏｌｏｆＰｈａｒｍａｃｙ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒ

ｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４３３，Ｃｈｉｎａ）

［ＡＢＳＴＲＡＣＴ］　Ｓｕｐｅｒｃｒｉｔｉｃａｌｆｌｕｉｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ（ＳＦＥ）ｏｆａｕｒｅｎｔｉａｍｉｄｅａｃｅｔａｔｅｆｒｏｍＰａｔｒｉｎｉａｖｉｌｌｏｓａＪｕｓｓｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄ．Ｔｈｅｏｐ

ｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｐａｒａｍｅｔｅｒｓｗａｓｃａｒｒｉｅｄｏｕｔｕｓｉｎｇａｎａｎａｌｙｔｉｃａｌｓｃａｌｅｓｕｐｅｒｃｒｉｔｉｃａｌｆｌｕｉｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ（ＳＦＥ）ｓｙｓｔｅｍ．Ｔｈｅｎｔｈｅｅｘｔｒａｃ

ｔｉｏｎｗａｓｓｃａｌｅｄｕｐｂｙ１００ｔｉｍｅｓｕｓｉｎｇａｐｒｅｐａｒａｔｉｖｅＳＦＥｓｙｓｔｅｍｕｎｄｅｒｔｈｅｏｐｔｉｍｉｚｅｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆ５５℃，３５ＭＰａａｎｄｍｏｄｉｆｉｅｄ

ＣＯ２ｗｉｔｈ１０％ ｍｅｔｈａｎｏｌ．Ｔｈｅｎ，ｔｈｅｃｒｕｄｅｅｘｔｒａｃｔⅠｏｂｔａｉｎｅｄｂｙＳＦＥｗａｓｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｅｄｏｎｓｉｌｉｃａｇｅｌａｎｄｔｈｅｓｏｌｖｅｎｔｓｙｓｔｅｍ

ｃｏｍｐｏｓｅｄｏｆｐｅｔｒｏｌｅｕｍｅｔｈｅｒｅｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅ（５１，ｖ／ｖ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｐｒｏｄｕｃｅｔｈｅｃｒｕｄｅｅｘｔｒａｃｔⅡ，ｗｈｉｃｈｗａｓｆｕｒｔｈｅｒｉｓｏｌａｔｅｄ

ａｎｄｐｕｒｉｆｉｅｄｂｙｈｉｇｈｓｐｅｅｄｃｏｕｎｔｅｒｃｕｒｒｅｎｔｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ（ＨＳＣＣＣ）ｗｉｔｈａｔｗｏｐｈａｓｅｓｏｌｖｅｎｔｓｙｓｔｅｍｃｏｍｐｏｓｅｄｏｆｎｈｅｘａｎｅ

ｅｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅｍｅｔｈａｎｏｌｗａｔｅｒ（１１．２１．２１，ｖ／ｖ／ｖ／ｖ）．Ｏｎｅｈｕｎｄｒｅｄｆｉｆｔｙｆｉｖｅｍｉｌｌｉｇｒａｍｓｏｆａｕｒｅｎｔｉａｍｉｄｅａｃｅｔａｔｅｗａｓｏｂ

ｔａｉｎｅｄｆｒｏｍ４００ｍｇｃｒｕｄｅｅｘｔｒａｃｔⅡ （ｃｏｎｔａｉｎｅｄ４２％ｔａｒｇｅｔ）ｗｉｔｈａｐｕｒｉｔｙｏｆ９９．３％ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＨＰＬＣａｎｄ９２．３％ｒｅｃｏｖｅｒｙ
ｉｎｏｎｅｓｔｅｐｅｌｕｔｉｏｎ，ａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｂｙＵＶ，ＭＳ，１ＨＮＭＲａｎｄ１３ＣＮＭＲ．Ａｓｆａｒａｓｗｅｋｎｏｗ，ｔｈｉｓｉｓｔｈｅｆｉｒｓｔ

ｒｅｐｏｒｔｏｆｄｉｓｃｏｖｅｒｉｎｇａｕｒｅｎｔｉａｍｉｄｅａｃｅｔａｔｅｆｒｏｍｔｈｅｐｌａｎｔｏｆＰａｔｒｉｎｉａｇｅｎｉｕｓ．
［ＪＣｈｒｏｍａｔｏｇｒＡ，２００５，１０８３：５２５７］


