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［摘要］　目的：制备重组人血管内皮抑制素（ｒｈｅｎｄｏｓｔａｔｉｎ，ｒｈＥｎｄｏ）的聚乳酸羟基乙酸［ｐｏｌｙ（ｌａｃｔｉｃｃｏｇｌｙｃｏｌｉｃａｃｉｄ），ＰＬＧＡ］

微球，并对微球的体外释放特性进行考察。方法：以聚乳酸羟基乙酸为载体，采用复乳法制备重组人血管内皮抑制素聚乳酸

羟基乙酸微球，建立了高效液相色谱法测定ｒｈＥｎｄｏ含量和体外释药量。结果：微球外观圆整，平均粒径１２２．７μｍ，载药量为

１．２８％，包封率为３８．６５％，２５０μｇ／ｍｌ的ｒｈＥｎｄｏ标准溶液４℃、室温条件下放置１０８ｈ后，溶液仍呈现较好的稳定性。２８ｄ的

体外释放可达６７．３７％。结论：以可生物降解的ＰＬＧＡ作为载体材料，能够将ｒｈＥｎｄｏ制成缓释微球。
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　 　 重 组 人 血 管 内 皮 抑 制 素 （ｒｈｅｎｄｏｓｔａｔｉｎ，

ｒｈＥｎｄｏ）是一种在大肠杆菌中表达的用于治疗肿瘤
的生物大分子药物［１］，相对分子质量约２１０００，是一
种特异的血管内皮细胞生长抑制因子。其抗肿瘤作
用机制是通过抑制肿瘤血管内皮细胞生长，阻止肿
瘤新生血管的形成和肿瘤细胞的扩散，切断肿瘤细
胞血液的供应，使肿瘤细胞营养缺失而萎缩以至消
失。其特点是高效、低毒、无耐药性、治疗靶向明确，
在具有抗肿瘤作用的同时，对正常细胞的生长无抑
制作用，可以与其他化疗药物联合使用，有很好的临
床应用前景。

　　聚乳酸羟基乙酸［ｐｏｌｙ（ｌａｃｔｉｃｃｏｇｌｙｃｏｌｉｃａｃｉｄ），

ＰＬＧＡ］是由乳酸（ＬＡ）和羟基乙酸（ＧＡ）以不同比例
嵌段共聚而成的一种高分子材料，具有良好的生物
相容性和可降解性，其最终降解产物是二氧化碳和
水，因此长期使用在体内无蓄积，此外还具有易于合
成、质量稳定、良好的可塑性等优点，在载蛋白、多肽
等缓控释制剂中得到了广泛的应用。

　　由于ｒｈＥｎｄｏ与ＮＰ化疗方案联合给药时，在治
疗周期的第１～１４日需要每日给药，给药次数比较
频繁，降低了患者的依从性。利用ＰＬＧＡ将ｒｈＥｎ
ｄｏ制备成微球，不仅能达到延长药物在体内的作用
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时间，降低给药频率，而且可以维持有效的血药浓
度，提高治疗效果。本研究在对ｒｈＥｎｄｏ的聚集稳
定性初步考察的基础上采用复乳法制备载ｒｈＥｎｄｏ
的ＰＬＧＡ缓释微球，并对其理化性质和体外释放特
性进行了研究。目前临床上使用的是ｒｈＥｎｄｏ注射
剂，对于缓释给药系统的研究国内外未见报道。

１　材料

　　ＰＬＧＡ（５０／５０，黏度：２０ｍｌ／ｇ，山东医疗器械研

究所）；ｒｈＥｎｄｏ（山东先声麦得津生物制药有限公

司，１０ｍｇ／ｍｌ原液，批号：ＹＹ２００７０４８）；聚乙烯醇

（ＰＶＡ，北京有机化工厂）；乙腈（ＨＰＬＣ级，ＳＣＲＣ国

药集团化学试剂有限公司）；叠氮钠（纯度＞９９．０％，

Ａｍｒｅｓｃｏ分装）；Ｖ５５Ｃ型冷冻干燥机（美国Ｖｉｒｔｉｓ公

司）；ＦＡ１００４型万分之一电子天平（上海天平仪器

厂）；ＳＨＺ８８台式水浴恒温振荡器（江苏太仓市实验

设备厂）；ＪＹ９２ⅡＤＮ超声波细胞粉碎机（宁波新芝

生物科技股份有限公司）；ＶＴＸ３０００Ｌ涡旋混合器

（日本 ＬＭＳ公司）；Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４２４离心机（德国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；ＲＯＴＡＮＴＡ４６０Ｒ高速冷冻离心

机（德国 Ｈｅｔｔｉｃｈ公司）；ＲＷ２０ＤＺＭｎ电子恒速搅拌

器（德国ＩＫＡ公司）；Ｈｉｔａｃｈｉ高效液相色谱仪系统

（日本日立公司）；Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｏｒ５３０１真空离心浓缩

仪（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），日立Ｓ５２０扫描电镜（日

本 Ｈｉｔａｃｈｉ公司）；ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｎｔｅｒ（美国Ｂｅｃｋｍａｎ
公司）。

２　方法和结果

２．１　微球的制备　参考文献［２］，采用复乳法制备微

球，精密称取ＰＬＧＡ３００ｍｇ溶于１ｍｌ二氯甲烷中

作为油相，将１０ｍｇｒｈＥｎｄｏ溶于４０μｌ水中作为内

水相，将油相加到内水相中，在冰浴条件下超声乳化

形成初乳，室温，搅拌（８００ｒ／ｍｉｎ）下将初乳缓慢滴

至３０ｍｌ２％ＰＶＡ水溶液中，２ｍｉｎ后改用较低转速

搅拌４ｈ以挥去二氯甲烷，离心（转速１６００×ｇ，１０

ｍｉｎ）收集微球，经蒸馏水洗涤，冷冻干燥得ｒｈＥｎｄｏ
微球。同法制备不含ｒｈＥｎｄｏ的ＰＬＧＡ空白微球。

２．２　微球的粒径及形态　取ｒｈＥｎｄｏ微球适量，用

日立Ｓ５２０电子扫描显微镜观察，发现微球圆整，无

粘连（图１）。用ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｎｔｅｒ测得ｒｈＥｎｄｏ微

球平均粒径为１２２．７μｍ。

２．３　ＰＬＧＡ微球中ｒｈＥｎｄｏ含量测定

２．３．１　色谱条件　参考文献［３］确定。色谱柱：Ｕｌｔｉ

ｍａｔｅＴＭＸＢＣ４，５μｍ，４．６ｍｍ×２５０ｍｍ（ＷｅｌｃｈＭａ

ｔｅｒｉａｌｓ，Ｉｎｃ．）；流动相：０．０５％三氟乙酸乙腈（Ａ）、

０．０５％三氟乙酸水（Ｂ）；流速：１．３ｍｌ／ｍｉｎ；检测波

长：２８０ｎｍ；柱温：３０℃；进样量：１０μｌ；流动相中的Ａ
在１５ｍｉｎ内从３６％上升到８５％。

图１　ｒｈＥｎｄｏ微球的扫描电镜照片

Ｆｉｇ１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｒｈＥｎｄｏｌｏａｄｅｄｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ
ｂｙｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×５００（Ａ），×１００（Ｂ）

２．３．２　标准曲线制备　精密吸取ｒｈＥｎｄｏ原液

１ｍｌ（１０ｍｇ／ｍｌ）置１０ｍｌ量瓶中，加水定容，再稀释

成５０、１００、１５０、２００、２５０、３００、３５０和４００μｇ／ｍｌ系

列溶液，ＨＰＬＣ法分别测定峰面积（Ａ），以Ａ对浓度

（Ｃ）进行线性回归，得标准曲线方程Ａ＝５３９．２１Ｃ－

７６８５．６，ｒ＝０．９９９７。表明ｒｈＥｎｄｏ浓度在５０～４００

μｇ／ｍｌ范围内与峰面积呈良好的线性关系。

　　取上述浓度为１５０、２５０、３５０μｇ／ｍｌ的ｒｈＥｎｄｏ
标准溶液，测得日内 ＲＳＤ（ｎ＝３）分别为１．３６％、

０．７１％、０．９５％；日间 ＲＳＤ（ｎ＝３）分别为０．５２％、

０．３０％、０．６２％；回收率为（９９．５２±０．２３）％，符合方

法学要求。

２．３．３　载药量和包封率的测定方法　参考文献［４］，

精密称取含药微球１０ｍｇ，加１ｍｌ丙酮，涡旋，

２０２３８×ｇ离心５ｍｉｎ，弃去上清液，重复３次后酶浓

缩仪挥干丙酮，沉淀加丙酮和水（１１０）１ｍｌ溶解，

过滤，进样，根据标准曲线计算ＰＬＧＡ微球中ｒｈＥｎ

ｄｏ的含量。载药量（％）＝微球中ｒｈＥｎｄｏ质量／微

球总质量×１００％，包封率（％）＝微球中ｒｈＥｎｄｏ质

量／ｒｈＥｎｄｏ投药量×１００％。

　　精密称取空白微球１０ｍｇ，分别加入１５０、２５０、

３５０μｇｒｈＥｎｄｏ冻干粉（ｎ＝３），以上述提取方法处

理后 ＨＰＬＣ法测定，根据标准曲线计算微球中ｒｈ

Ｅｎｄｏ含量，计算提取方法回收率。结果显示，低、

中、高３种浓度的回收率分别为（９０．４１±０．３３）％、
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（１０１．７９±０．４７）％、（９３．１１±０．１３）％。ｒｈＥｎｄｏ微

球的载药量和包封率分别为１．２８％和３８．６５％。

ＨＰＬＣ图谱见图２。

图２　ｒｈＥｎｄｏ标准液（Ａ）及样品（Ｂ）ＨＰＬＣ图谱

Ｆｉｇ２　ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｒｈＥｎｄｏｓｔａｎｄａｒｄ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ａ）ａｎｄｓａｍｐｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｂ）

１：ｒｈＥｎｄｏ

２．４　ｒｈＥｎｄｏ微球的体外释药

２．４．１　聚集稳定性考察　取浓度为２５０μｇ／ｍｌ的

ｒｈＥｎｄｏ标准溶液３批，每批溶液的放置温度分别为

４℃、室温（２５℃）、３７℃，考察溶液在不同放置时间下

的稳定性，用 ＨＰＬＣ法进行测定，以所测数据与原溶

液浓度的比值（％）表示。结果（图３）发现在４℃、室

温条件下放置１０８ｈ后，溶液仍呈现较好的稳定性，

几乎没有变化；在３７℃水浴条件下放置３６ｈ后，ｒｈ

Ｅｎｄｏ溶液发生了聚集，说明在此条件下放置３６ｈ
后，样品不稳定，因此体外释放实验通过间接测定微

球中残余ｒｈＥｎｄｏ的量来计算体外释放百分率。

２．４．２　体外释放实验　参考文献［５６］，精密称取含

药微球２５ｍｇ置１０ｍｌ具塞刻度试管，共２１份，分

别加入１０ｍｌｐＨ７．４的磷酸盐缓冲液（含０．０２％叠

氮钠作为抑菌剂，０．０２％ Ｆ６８作为润湿剂），置于

３７℃、１００次／ｍｉｎ（振幅２０ｍｍ）恒温水浴摇床测定

其释放。分别在１、３、７、１０、１４、２１、２８ｄ取出离心管

（ｎ＝３），离心（１６００×ｇ，５ｍｉｎ），弃上清液，挥干水

分；按２．３．２项下方法测定，计算累积释放率，见图

４。结果表明微球具有一定的缓释效果，在１ｄ内的

突释为２１．７２％，２８ｄ累积释放达到６７．３７％。

图３　ｒｈＥｎｄｏ（２５０μｇ／ｍｌ）在４℃、室温（２５℃）及

３７℃时的稳定性变化

Ｆｉｇ３　ＳｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｒｈＥｎｄｏ（２５０μｇ／ｍｌ）

ｓｔａｎｄａｒｄａｔ４℃，２５℃，ａｎｄ３７℃

图４　ｒｈＥｎｄｏ微球在ｐＨ７．４的磷酸盐
缓冲液中的体外释放曲线

Ｆｉｇ４　ＩｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅｃｕｒｖｅｏｆｒｈＥｎｄｏｌｏａｄｅｄ

ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓｉｎｐＨ７．４ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ
ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　重组人血管内皮抑制素具有广谱抗血管生成活

性，其作用机制是通过抑制形成血管的内皮细胞迁

移而抑制肿瘤新生血管的生成，阻断肿瘤的营养供

给，从而抑制肿瘤增殖或转移的目的。在骨肿瘤的

临床治疗过程中，将缓释微球分散在磷酸钙骨水泥

（ｃａｌｃｉｕｍｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｏｎｅｃｅｍｅｎｔ，ＣＰＣ）中手术后用

药［７９］，可以借助微球的缓释作用和磷酸钙骨水泥的

骨架支撑作用实现长期抑制骨肿瘤生长的目的。本

实验采用复乳法制备了ｒｈＥｎｄｏＰＬＧＡ微球，电镜

观察表明微球外观圆整，大小均一，不粘连，平均粒
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径为１２２．７μｍ。同时建立了 ＨＰＬＣ法测定重组人

血管内皮抑制素的含量，实验发现在流动相中加入

三氟乙酸可以明显改善峰形，这是由于三氟乙酸与

蛋白中的正电荷、极性基团相结合，减少了极性保

留，把蛋白带回到了疏水的反相表面所致。在制备

过程中，由于内、外水相的渗透压相差较大，造成了

微球载药量及包封率比较低，可以考虑调节外水相

的ｐＨ值使其接近蛋白的等电点、在外水相中加入

盐、内水相和油相中加入小分子有机物等来提高载

药量和包封率。稳定性实验发现，在４℃及室温条件

下放置１０８ｈ后，ｒｈＥｎｄｏ含量与原浓度基本一致，

在３７℃水浴条件下放置３６ｈ后，ｒｈＥｎｄｏ含量降为

１７７．１２９３μｇ／ｍｌ，这是由于随着温度的升高，蛋白

质发生了变性，因此体外释放实验通过测定微球内

部残余药量来考察释放。体外释放实验结果表明，

微球缓释效果明显，２８ｄ累积释放达到６７．３７％。

　　对于ｒｈＥｎｄｏＰＬＧＡ微球在骨水泥中的体内外

释药和体内抑制肿瘤生长特性有待进一步研究。
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·消　息·

我校新药评价中心陆国才、毛煜获第二届药明康德生命化学研究奖

　　第二届“药明康德生命化学研究奖”颁奖仪式于２００８年１２月７日在人民大会堂隆重举行，我校基础部新药评价中心陆国

才主任、毛煜副教授分别获得二、三等奖。

　　药明康德新药开发有限公司设立的“药明康德生命化学研究奖”经中华人民共和国科技部国家科学技术奖励办公室批准，

旨在奖励国内从事化学、生命科学、医学、药学以及相关科技领域的研究并取得突出成就的中国籍优秀学子和中青年科技人

才。该奖项代表了中国生命化学领域的极高荣誉。

　　第二届“药明康德生命化学研究奖”评奖领域为药物临床前药理毒理学。我校基础部新药评价中心陆国才主任的论文

“Ｓｉｘｔｙｄａｙｒｅｐｅａｔｅｄｄｏｓｅｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｓｉｎａｆｌｏｘａｃｉｎｉｎｒａｔｓａｎｄｄｏｇｓ”荣获二等奖，毛煜副教授的论文“Ｓｕｂｃｈｒｏｎｉｃｔｏｘｉｃｉｔｙａｎｄｔｏｘｉ

ｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓｏｆＬＺＢ，ａｎｅｗｐｒｏｔｏｎｐｕｍｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ａｆｔｅｒ１３ｗｅｅｋｒｅｐｅａｔｅｄｏｒａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｉｎｄｏｇｓ”荣获三等奖，体现了我校在

新药药理毒理研究方面较强的科研实力，为学科进一步发展起到了推动性作用。


