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　　［摘要］　目的　制备载艾塞那肽的聚乳酸羟基乙酸共聚物［ｐｏｌｙ（ｌａｃｔｉｃｃｏｇｌｙｃｏｌｉｃａｃｉｄ），ＰＬＧＡ］微球，并对其体外释药特性
进行考察。方法　以聚乳酸羟基乙酸共聚物为载体，采用凝聚法（Ｗ／Ｏ／Ｏ）制备载艾塞那肽缓释注射微球，建立了高效液相色
谱测定艾塞那肽含量的方法和微球中药物提取方法，考察微球粒径大小、外观、包封率、载药量等理化性质，并对微球体外释放特

性进行了考察。结果　微球球形较圆整，平均粒径为（５１．２±１．９７）μｍ，实际载药量为（４．５０±０．１３）％，包封率在（９６．５±
２．６８）％，首日突释率为（１３．１９±１．３９）％，２８ｄ的体外累积释放率可达（８８．６±０．７３）％。结论　以生物可降解的ＰＬＧＡ为载体，
用Ｗ／Ｏ／Ｏ法制备的艾塞那肽微球工艺稳定可控，重现性好，可在体外缓释一个月，在糖尿病治疗中具有良好的应用前景。

　　［关键词］　艾塞那肽；微球体；聚乳酸羟基乙酸共聚物；高压液相色谱法；体外释放；迟效制剂
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　　艾塞那肽（ｅｘｅｎａｔｉｄｅ，代号 ＡＣ２９９３）是人工合
成的ｅｘｅｎｄｉｎ４［１］。艾塞那肽为肠促胰岛素类似
物［２］，是胰高血糖素１（ＧＬＰ１）受体激动剂，由３９个
氨基酸残基组成。艾塞那肽具有促进胰腺β细胞增
殖、改善其功能，以及促进胰岛素分泌、增加机体对
胰岛素的敏感性和延缓胃排空等作用［３］，有着传统
治疗糖尿病药物不可比拟的优点。美国食品药品监
督管理局（ＦＤＡ）于２００５年４月批准了艾塞那肽在
美国上市，由于半衰期短，其上市产品为每日２次注
射剂。这制约了其作为药品的开发和利用，为了提
高患者用药的顺应性，有必要对艾塞那肽的缓释制

剂进行研究，以达到长效缓释的目的。

　　利用生物可降解、无毒副作用的聚乳酸羟基乙
酸共聚物（ＰＬＧＡ）将艾塞那肽制备成微球，不仅能
达到延长药物在体内的作用时间，降低给药频率，而
且还可以维持有效的血药浓度，提高治疗效果。本
课题采用Ｗ／Ｏ／Ｏ法制备载艾塞那肽的ＰＬＧＡ缓释
微球，对其理化性质和体外释药特性进行了考察。

１　材料和试剂

１．１　仪器　Ｌ２０００高效液相色谱仪（日本 Ｈｉｔａｃｈｉ
公司）；ＡＬ１０４万分之一电子天平（梅特勒托利多仪
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器上海有限公司）；ＶＴＸ３０００Ｌ型涡旋混合器（日本

ＬＭＳ实验室）；ＰＯＬＹＴＲＯＮＲ○ＰＴＭＲ３１００均质匀
化机（瑞士ＫＩＮＥＭＡＴＩＣＡ公司）；ＲＺＲ２０２１搅拌机
（德国 Ｈｅｉｄｏｌｐｈ集团）；Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４２４小型高速离
心机（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；ＴＳ５１３６ＭＭ扫描电子
显微镜（捷克 ＴＥＳＣＡＮ 公司）；ＶＤ５３真空干燥箱
（德国Ｂｉｎｄｅｒ公司）；ｍａｓｔｅｒｓｉｚｅｒ２０００激光粒度测定
仪（Ｍａｌｖｅｒｎ公司）；ＳＨＺ８８台式恒温水浴摇床（江
苏太仓市实验设备厂）；

１．２　药品和试剂　艾塞那肽原料药（海南双成药业
有限公司）；聚乳酸羟基乙酸共聚物（ＰＬＧＡ５０

５０，ＲＧ５０４Ｈ，德国 ＢｏｅｈｒｉｎｇｅｒＩｎｇｅｌｈｅｉｍ 公司）；

３５０ｃｓ二甲基硅油（美国，上海浩航贸易有限公司代
理）；ＨＥＰＥＳ（４羟乙基哌嗪乙磺酸，纯度＞９９％，美
国Ａｍｒｅｓｃｏ公司）；乙腈（色谱纯，上海百灵威化学
技术有限公司）；叠氮钠（纯度＞９９．９％，ＡＭＥＲＳＯＮ
分装）；磷酸二氢钾、二氯甲烷、丙酮等（分析纯，国药
集团化学试剂有限公司）。

２　方法和结果

２．１　艾塞那肽含量测定方法的建立

２．１．１　色谱条件　ＷｅｌｃｈＭａｔｅｒｉａｌｓＵｌｔｉｍａｔｅＸＢ
Ｃ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）。流动相：

０．０５ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ，取磷酸二氢钾６．８
ｇ，溶于１０００ｍｌ去离子水，用磷酸调ｐＨ 至４．０）为

Ａ相，乙腈为Ｂ相，梯度：Ｂ相在０～２０ｍｉｎ内由

２７％升至４３％，再在０．１ｍｉｎ内下降到２７％，平衡８
ｍｉｎ。检测波长为２２０ｎｍ，柱温为２５℃，流速为１．０
ｍｌ／ｍｉｎ，进样量为２０μｌ。理论塔板数大于８０００。

ＨＰＬＣ图谱见图１。

图１　艾塞那肽原料药（Ａ）及样品（Ｂ）ＨＰＬＣ图谱

Ｆｉｇ１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｅｘｅｎａｔｉｄｅｓｔａｎｄａｒｄ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ａ）ａｎｄｓａｍｐｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｂ）

２．１．２　标准曲线绘制　精密称取艾塞那肽原料药
适量，用ＰＢＳ（ｐＨ７．４）溶解并稀释成浓度为１００５

μｇ／ｍｌ的贮备液。贮备液以ＰＢＳ倍比稀释，得浓度
为５０２．５０、２５１．２５、１２５．６３、６２．８１、３１．４１μｇ／ｍｌ的
系列标准溶液，过滤进样，记录峰面积Ａ。以Ａ对浓
度Ｃ 进行线性回归，得回归方程：Ａ＝１３５６５Ｃ－
４１４７１，ｒ＝１．００００，表明艾塞那肽浓度在３１．４１～
１００５μｇ／ｍｌ范围内与峰面积呈良好的线性关系。

　　取浓度为１２５．０、６２．５和１５．６μｇ／ｍｌ艾塞那肽
标准溶液，各以上述色谱条件进样，测得日内 ＲＳＤ
（ｎ＝３）分别为０．２１％、０．２７％、０．７０％；日间 ＲＳＤ
（ｎ＝３）分别为０．３６％、０．３２％、０．９２％；回收率分别
为（９９．１０±１．２２）％、（１００．３８±２．２１）％、（１０２．０７±
２．６５）％，符合方法学要求。

２．２　微球的制备　根据文献［４６］报道，对Ｗ／Ｏ／Ｏ
法进行了改进，制备工艺如下：取处方量的艾塞那肽
和蔗糖溶于１２０μｌ水中，ＰＬＧＡ溶于２ｍｌ二氯甲
烷，油相和内水相混合后，以２００００转／分均质匀化

１ｍｉｎ，然后滴加４ｍｌ二甲基硅油，混合物加到３℃
正庚烷和乙醇的混合溶剂中，１ｈ后倾倒出上层溶
剂，加新鲜３℃正庚烷，静置１ｈ，收集微球，于真空
干燥箱中干燥２４ｈ，再冷冻干燥２４ｈ得干燥的艾塞
那肽微球。

２．３　微球的形态、粒径大小和分布　取艾塞那肽微
球适量，用扫描电子显微镜观察，发现微球圆整，表
面光滑并有微量孔隙，微球分布较均匀，但有轻微黏
连（图２）。用激光粒度测定仪测得艾塞那肽微球平
均粒径为（５１．２±１．９７）μｍ。粒径分布见图３。

图２　载艾塞那肽微球的扫描电镜照片

（正庚烷和乙醇的混合溶剂为固化溶剂）

Ｆｉｇ２　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｅｘｅｎａｔｉｄｅｌｏａｄｅｄ

ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓｕｎｄｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
（ｕｓｉｎｇｈｅｐｔａｎｅｓａｎｄＤＣＭａｓｈａｒｄｅｎｉｎｇｓｏｌｖｅｎｔ）

２．４　微球载药量和包封率的测定　根据文献［７］，精
密称取含药微球１０ｍｇ，加１ｍｌ二氯甲烷丙酮＝
３７（Ｖ／Ｖ）的混合溶剂涡旋，离心（１７６００×ｇ，５
ｍｉｎ），弃上清液，再用二氯甲烷丙酮＝３１（Ｖ／Ｖ）
的混合溶剂重复上述操作３次后真空干燥箱挥干溶
剂，残余物加ＰＢＳ（ｐＨ７．４）溶解，过滤，进样，以上
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述色谱条件测定峰面积，根据标准曲线计算ＰＬＧＡ
微球中艾塞那肽的含量。实际载药量（％）＝微球中
艾塞那肽含量／微球总质量×１００％，包封率（％）＝
实际载药量／理论载药量×１００％。

图３　艾塞那肽微球的粒径分布图

Ｆｉｇ３　Ｄｉａｍｅｔｅｒｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆ

ｅｘｅｎａｔｉｄｅｌｏａｄｅｄｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ

　　称取１０ｍｇ空白微球，分别加入２７５．５、１４３．５、

６２．８μｇ质量的艾塞那肽原料药（ｎ＝３），以上述

ＨＰＬＣ法测含量，计算提取回收率。结果表明３种
质量２７５．５、１４３．５、６２．８μｇ的提取回收率分别为
（１００．３０±３．２３）％、（１０１．５２±１．４９）％、（９８．７６±
３．７５）％。艾塞那肽微球的载药量和包封率分别为
（４．５０±０．１３）％和（９６．５±２．６８）％。

２．５　艾塞那肽缓释微球的稳定性考察　精密称取
本品０．５ｍｇ，用３０ｍｌｐＨ７．４ＰＢＳ溶解，取１ｍｌ溶
液于离心管，１７６００×ｇ 离心５ｍｉｎ，取上清液进

ＨＰＬＣ测定，记录峰面积，代入标准曲线得母液浓
度。所剩溶液平均分装于３个１０ｍｌ的玻璃离心
管，分别置于４℃、２５℃、３７℃保温，考察溶液在不同
温度中不同放置时间下的稳定性。分别于第２、４、

８、２４ｈ，２、３、５、６、７ｄ，定时取样以上述色谱条件测定
含量。结果见图４。

图４　艾塞那肽在４℃、２５℃、３７℃时的稳定性变化

Ｆｉｇ４　Ｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｅｘｅｎａｔｉｄｅｓｔａｎｄａｒｄ

ａｔ４℃，２５℃，ａｎｄ３７℃

　　由图４可见，艾塞那肽的ＰＢＳ在４℃条件下比
较稳定，在２５℃和３７℃条件下放置２ｄ后浓度下降
较明显。说明样品在此条件下不稳定，因此体外释

放实验采用间接测定微球中残余艾塞那肽的量来计

算体外释放百分率。

２．６　艾塞那肽载药微球的体外释放实验　精密称
定艾塞那肽载药微球１０ｍｇ（ｎ＝３），置于２ｍｌＥＰ
管，加入１ｍｌＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．４，含０．０２％叠氮钠作
为抑菌剂）缓冲液，涡旋使微球充分浸润在释放介质
中，置于恒温水浴摇床中，在（３７±０．５）℃、１００次／

ｍｉｎ振荡速度（振幅２０ｍｍ）条件下进行微球的体外
释放度测定。分别在１、４、７、１４、２１、２８ｄ取出离心
管（ｎ＝３），离心（１７６００×ｇ，５ｍｉｎ），弃去全部释放
介质，剩余物冷冻干燥后按２．４项下方法测残留含
量，计算累积释放率，以累积释放率对时间ｔ作图，
获得药物释放曲线，结果见图５。

图５　艾塞那肽微球在ｐＨ７．４ＨＥＰＥＳ
溶液中的体外释放曲线

Ｆｉｇ５　Ｉｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅｃｕｒｖｅｏｆｅｘｅｎａｔｉｄｅ

ｌｏａｄｅｄｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓｉｎｐＨ７．４ＨＥＰＥＳｂｕｆｆｅｒ
ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

　　结果表明艾塞那肽微球在３７℃的 ＨＥＰＥＳ缓冲
液（ｐＨ＝７．４）中具有一定的缓释效果，１ｄ的突释率
为（１３．１９±１．３９）％，２８ｄ 累 积 释 放 率 达 到
（８８．６±０．７３）％。

３　讨　论

　　本实验采用Ｗ／Ｏ／Ｏ 法，即凝聚法。其一般步
骤是先将初乳加到非ＰＬＧＡ溶剂中，常用的有石油
醚、聚二甲基硅氧烷又叫硅油［８］。在搅拌条件下，高
分子聚合物经过相分离形成凝聚相。随着凝聚相中
溶剂的逐渐萃取，高分子聚合物形成稳定的凝聚粒
子。然后再将上述物质加到大量体积的固化剂中。
常用的固化剂有己烷和八甲基环四硅氧烷。根据文
献［９］报道，该法制备的微球包封率较高（＞７５％），但
在释放动力学中，微球中的蛋白类药物只能释放

３５％～７５％。这是由于制备过程中蛋白质变性引起
的结果。所以本实验在内水相中加入一定量的蔗糖
作为保护剂，能防止艾塞那肽变性，使２８ｄ累积释
放率达到（８８．６±０．７３）％。
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　　从图２可见，微球表面有一定孔隙，而且球与球
之间存在黏连，粒径分布不呈正态分布。孔隙形成
的原因可能是快速萃取过程所致。根据文献 ［７］报

道，固化剂的滴加速度对孔隙大小有影响，而孔隙大
小又影响突释。所以要想达到较小的突释，有待进
一步研究固化剂的滴加速度。图２中＜２０μｍ的微
球和碎片较多，从微球形成过程考虑，大多数微球
是由几个粒子组成，极个别粒子单独形成一个微
球［７］，这就解释了小微球较多，粒径分布不呈正态分
布的原因。本实验均质所用的转速为２００００转／分，
如此高的转速难免在凝聚过程中打碎大粒子形成碎

片，这也是粒径分布不呈正态分布的另一个原因。
粘连可能是硅油萃取不完全的缘故。因为萃取溶剂
乙醇与二甲基硅油互溶性较差，含乙醇的庚烷无法
完全萃取二甲基硅油。而二甲基硅油的密度比乙醇
和庚烷大，正如我们在实验中所观察到的二甲基硅
油和固化溶剂分层，微球沉积在下层溶剂，微球间彼
此粘连甚至成团。在我们后来的实验中采用纯正庚
烷作固化溶剂，得到的微球（图６）形态圆整，表面光
滑，粘连不严重，分布更均匀，实验中我们观察到二
甲基硅油和二氯甲烷被正庚烷完全萃取，未见溶剂
分层的现象，而且微球在溶剂中分散性很好。这也
验证了我们对微球粘连的解释。

图６　载艾塞那肽微球的扫描电镜照片
（纯正庚烷为固化溶剂）

Ｆｉｇ６　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｅｘｅｎａｔｉｄｅｌｏａｄｅｄ
ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓｕｎｄｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ
（ｕｓｉｎｇｏｎｌｙｈｅｐｔａｎｅｓａｓｈａｒｄｅｎｉｎｇｓｏｌｖｅｎｔ）

　　艾塞那肽３７℃时在ｐＨ７．４的释放介质中稳定
性较差，故无法按常规方法测定释放介质中药物浓
度。我们采用残余法测定微球中未被释放的艾塞那
肽含量，虽然操作复杂，但能保证测量的准确性。

　　在艾塞那肽缓释微球的体外释放实验中，艾塞
那肽的体外首日突释率为（１３．１９±１．３９）％，持续释
药阶段（１～２１ｄ）的释药曲线呈近似线性（ｒ＝
０．９７１），以１４ｄ为界分为明显的两个阶段。０～１４ｄ

内释放缓慢，随后释放加快，２８ｄ累积释放率达到
（８８．６±０．７３）％。结合药物释放和ＰＬＧＡ降解的
情况可知，在ＰＬＧＡ分子链中酯键开始断裂 （约１５
ｄ内）之前，药物释放以微球中的通道扩散为主；随
着酯键断裂程度加大，速度加快，艾塞那肽释放以材
料降解和扩散共同作用完成，因此此时的药物释放
速率会有所增加［４，１０］。

　　对于艾塞那肽微球的生物学活性和动物体内药
代动力学有待进一步研究。
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