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　　［摘要］　以ＰＬＧＡ为载体的蛋白药物微粒给药系统存在的最大的问题是蛋白稳定性和蛋白的完全释放。本文总结了增

强蛋白药物稳定性和在体外释放期间促使蛋白完全释放的方法。蛋白药物完全释放的前提是保持蛋白稳定性。保持蛋白稳

定性的方法之一是通过加入添加剂、对蛋白药物和聚合物进行修饰等避免蛋白在不利释放环境中聚集变性；另一个方法是避

免不稳定环境的形成。
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　　近年来越来越多的蛋白和多肽作为治疗药物在诊断、治

疗或作为疫苗预防各种疾病方面发挥着越来越重要的作用，

由于受到蛋白的易变性和频繁给药的给药方式的限制，蛋白

药物的给药系统有待进一步研究［１］。为了加强蛋白药物的

疗效和达到蛋白缓释给药的效果，注射用生物降解载药微粒

随之发展，其中研究最多的是ＰＬＧＡ蛋白微粒给药系统。

　　ＰＬＧＡ是由单体乳酸和羟基乙酸无规聚合的共聚物，因

具有很好的生物相容性和可降解性被大量用作微粒控释系

统的骨架材料。药物从ＰＬＧＡ微球内部通过微球表面的小

孔通道、聚合物本体溶蚀后扩散出来。在实验研究中发现蛋

白药物和化学小分子的释放趋势是不同的，蛋白药物的释放

存在突释量大、释放后期释放速率慢甚至是不释放的问题。

突释大多是由黏附在微球表面的蛋白快速扩散造成的［２］，不

完全释放是由于蛋白的不稳定发生了聚集现象或是蛋白与

聚合物发生相互作用（非特异性吸附）。因此，要使微粒内蛋

白药物完全释放，可以减小蛋白在微球内的聚集，减少蛋白

和聚合物及降解产物的相互作用。本文综述了影响蛋白体

外释放的实验条件和增强蛋白稳定性并使之完全释放的方

法。

１　影响释放的实验条件

１．１　释放介质　释放介质的ｐＨ值对蛋白的稳定性和聚合

物的降解具有至关重要的作用，聚合物在酸性或碱性介质中

会加速降解；同时，ＰＨ 值还会影响蛋白质的溶解度，例如酸

性环境能够使一种蛋白聚合，但可以保持另一种蛋白的稳定

性，在Ｌｉ等［３］的研究中发现转化生长因子β１（ＴＧＦβ１）在ｐＨ
值为３、５、７．４的缓冲液中的释放速率较小，尽管微球骨架降

解很快，这是因为ＴＧＦβ１在这样的环境中发生了聚集现象；
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而胰岛素生长因子（ＩＧＦ１）在ｐＨ值５．４、２．５的条件下不会

发生聚集，能够加速并且完全释放［４］。

一般认为增加释放介质中的离子强度会减慢释放速率，

Ｈｏｒａ等［５］研究认为离子浓度的增加减少了载体聚合物的溶

胀，从而减少蛋白从微球内部扩散释放；另外离子强度的增

加还能加剧蛋白的聚集。Ｙａｎｇ等［６］研究发现重组人体干扰

素（ｒｈＩＦＮγ）在等渗的盐溶液中会发生聚集、在低渗液（５

ｍｍｏｌ／Ｌ的丁二酸溶液）却能保持稳定。有少数例外，在加入

了ＮａＣｌ的高离子强度的释放介质中，大量的溶解酶素能从

ＰＬＧＡ微球中释放，这是因为介质中阴离子能和溶解酶素中

的阳离子相互作用，同时还能加速ＰＬＧＡ羧酸基团的断裂，

在随后释放阶段中可能会导致不完全释放。

１．２　体外释放试验方法　蛋白微粒常用的体外试验方法有

三类：离析技术、透析膜扩散及连续流动释放［７］。蛋白微粒

的体外释放最常用的是离析方法，通过离心使药物从载体中

释放，但这种方法的转速会在很大程度上影响释放速率。试

验时微球会沉淀在试管的底部，这会改变聚合物的物理特

性，尤其是聚合物的降解，这会加速聚合物降解，使蛋白更快

地变性和释放，可以通过减小离心速度来减小这方面的影

响，且低速离心的体外释放数据和体内释放速率更具有相关

性。同时释放介质的体积也会影响释放速率，Ｋｉｍ等［８］研究

发现重组人生长激素（ｒｈＧＨ）的ｓ／ｏ／ｗ 型ＰＬＧＡ微球释放液
体积增大，释放度也就越大，这可能受ｒｈＧＨ 的聚集和解离

的热力学平衡的影响，也可能是释放介质体积增大可以降低

ＰＬＧＡ降解的酸性产物浓度。总之，离析方法由于设备要求

简单且可以通过调整离心速度和缓冲液体积获得较好的体

内体外相关性，所以是最常用的方法。

　　透析膜扩散方法是将微球放置在透析袋中释放，酸性降

解产物在渗透压作用下通过膜扩散出去，这能使微球在释放

期间处在稳定的ｐＨ值环境中［９］。但是该方法需要大体积的

释放接收液，使得释放出的蛋白在稀释后的浓度更低，增加

了蛋白含量检测的难度而限制了该方法的使用范围。

　　连续流动释放法是通过恒流泵不断的更换释放介质，该

方法的酸性降解物质不会对微球的释放有影响，而且这也更

好地模拟了人体内流动的生理环境，上文中提到的ｒｈＧＨ微

球在这样的体系中释放能够得到很好的体内体外相关性。

但设备复杂限制了该方法的使用，Ａｕｂｅｒｔ优化改进了恒流体

系，能更好的防止蛋白收集时的降解和蛋白在分析前的聚集

变性［１０］。

　　最近研究发现一种更适合微球给药系统的体外测试方

法———流通池法［１１］。连续流动测定技术由于采用的大量的

释放介质稀释了药物浓度，对于小剂量及长效微球制剂的测

定有一定的限制。而流通池法的测定原理与连续流动测定

技术是相似的，它可以分别模拟微球的两种不同释放机制，

扩散机制和溶蚀机制。它更适用于小体积释放介质的连续

流动，还可以克服连续流动测定技术中搅拌不充分造成的微

球堵塞滤孔的情况，它与上述几种方法比较具有更好的体内

外相关性［１２］。

２　蛋白质稳定方法

２．１　蛋白的化学修饰　蛋白进行聚乙二醇（ＰＥＧ）化修饰后

可以增加自身在溶液中的稳定性，Ｄｉｗａｎ等［１３］研究发现ＰＥＧ
化的溶解霉素减小了对空白ＰＬＧＡ微球的吸附，而在ＰＬＧＡ
降解过程中吸附在聚合物表面的蛋白会减少微球内蛋白的

释放，所以修饰后的蛋白能加快蛋白的释放速率；在水合溶

胀阶段，蛋白会发生二硫键转换的聚集现象造成不完全释

放，若将牛血清白蛋白（ＢＳＡ）进行ＰＥＧ修饰ＢＳＡ的巯醇基

与ＰＥＧ的羧甲基反应，ＢＳＡ在２８ｄ的释放期没有发生聚集，

并且能持续释放至５６ｄ后达到完全释放［１４］。

２．２　ＰＬＧＡ降解产物的中性调节　ＰＬＧＡ的酸性降解产物

引起介质的ｐＨ值不断下降，增加了蛋白的非共价键结合，造

成蛋白聚集。因此可以在蛋白的内水相中加入碱性盐如

Ｍｇ（ＯＨ）２中和酸性降解产物，以减小蛋白聚集，而碱性盐在

微球孔洞中的扩散能力将会影响蛋白的释放速率。强碱如

Ｃａ（ＯＨ）２会减小释放时间，而弱碱如ＺｎＣＯ３却不能减少聚

集，调节ｐＨ的作用也不强，由此可以改用 ＭｇＣＯ３，其碱性

与 Ｍｇ（ＯＨ）２相当，水溶性却增大了１０倍。已经有研究在

ＰＬＧＡ微球中加入其他类似的碱性盐如碳酸钙、磷酸钙、醋

酸钠等，对微球释放速率的控制有不可忽视的作用［１５］。

２．３　促进蛋白复性重叠　冷冻干燥的固体蛋白微球，其性

质稳定，在释放过程中微球弹性因水合作用而增加且对不利

环境更敏感，同时微球内部高浓度的蛋白更容易发生聚集。

若在内水相加入蛋白解离剂尿素［１６］，可以防止溶解霉素聚集

且解离后的溶解霉素扩散释放速率增大，而解离变性的蛋白

在释放介质中能以正确的构象重叠复性；Ｌａｍ等［１７］的研究中

神经生长因子（ＮＧＦ）的ＰＬＧＡ微球蛋白中加入添加剂金属

Ｚｎ可以与ＮＧＦ形成不溶且具有可逆性的 ＮＧＦＺｎ复合物，

能够有效的减少蛋白聚集。尽管金属诱导的蛋白沉淀法要

求蛋白应有金属离子的结合位点和特殊的条件以获得可逆

性复合物，但是这项研究是很有前景的，如硫酸铵用于这项

研究且取得很好的成效，使用喷雾干燥技术，可以制成包裹

固体蛋白的微球，将促红细胞生成素（ＥＰＯ）和硫酸铵制成固

体复合物所制备的微球不会因为高浓度蛋白而出现盐析现

象，而且能达到缓释效果；另一种方法是将蛋白微粒使用两

亲性聚合物如ＰＥＧ制成纳米粒，再制成ＰＬＧＡ微球，ＰＥＧ
能够防止微球水合过程中的蛋白聚集，但含有大量ＰＥＧ的

冻干蛋白会导致严重的突释，为此需要适量调整ＰＥＧ的含

量［１８］。

２．４　形成粘性微环境　减小蛋白的聚集、减小蛋白与聚合

物之间相互作用的最有效方法是使蛋白能够隔离在它的微

环境中，这还能提高它的释放度。微球内部使用凝胶、琼脂

糖、聚乙烯醇（ＰＶＡ）、淀粉制备的ＰＬＧＡ微球，虽然其释放时

间较长，但相对于普通的ＰＬＧＡ微球释放更完全，Ｊｉａｎｇ等［１９］

的研究中发现用ＰＬＧＡ淀粉制备的胰岛素微球在ｐＨ＝２．８
的释放介质中达到了缓释并且完全释放，且有很好的体内体

外相关性。黏性物质在制剂过程中直接加入到水相或是有

机相中，在用复乳法（ｗ／ｏ／ｗ）制备的微球的内水相中加入泊

洛沙姆４０７，可以保护尿素稳定并能增加释放度。淀粉、透明

质酸也具有此作用，它们可以直接加在内水相与冻干的固体

蛋白融合形成微滴，以制备成ｓ／ｗ／ｏ／ｗ 型微球，用此方法制

备的溶解酶素、格纳瑞林、ｒｈＧＨ等微球的释放速率都符合零
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级释放。最近，有研究在有机相中加入醋酸异丁酸蔗糖酯

（ＳＡＩＢ）形成黏性的水凝胶，这种高黏度的蔗糖衍生物能使溶

解霉素微球的释放期延长至两个月，并且完全释放，同时还

能减少突释，使ＰＬＧＡ降解变慢，保护蛋白［８］。

２．５　使用亲水聚合物　通过增加聚合物的亲水性可以提高

蛋白的释放度，使用ＰＬＧＡ（７５／２５）制备的微球的释放度低于

ＰＬＧＡ（５０／５０）制备的微球［２０］，由于聚羟基乙酸（ＧＡ）的亲水

性强于聚乳酸（ＬＡ），因此提高ＰＬＧＡ中ＬＡ／ＧＡ的比例能够

增加ＰＬＧＡ的疏水性；在ＰＬＧＡ的主链上接上枝状的ＰＶＡ
形成毛刷状的聚酯（ＰＬＧＡｇＰＶＡ），可以适用于更多的药物

模型作为载体，ＰＬＧＡｇＰＶＡ的特性参数如相对分子质量、

玻璃化转化温度、亲水性、与蛋白的相容性等的调控自由度

增大，使用ＰＬＧＡｇＰＶＡ制备的微球比ＰＬＧＡ微球的持续

释放速率更稳定。

　　聚合物ＰＬＧＡ和局环氧乙烷（ＰＥＯ）形成的嵌段共聚物

的理化性质比单体聚合物具备更多的优点，因为三嵌段共聚

物的结构和溶胀、溶蚀机制与水凝胶类似，所以此共聚物的

吸水性明显强于ＰＬＧＡ微球；大分子药物能在三嵌段共聚物

结构中连续释放，该释放速率与药物相对分子质量具有相关

性。随着聚合材料技术的不断发展，研发合成了越来越多的

共聚物，例如ＰＬＧＡ与ＰＥＧ的低聚物合成接枝共聚物，也具

有类似的水凝胶结构，在这种聚酯的溶胀过程中，ＢＳＡ可以

达到持续和完全释放［２１］；另外ＰＬＧＡ和ＰＥＧ的低聚物能够

形成ＰＬＧＡＰＥＧＰＬＧＡ（Ｍｗ１５００１２００１５００）的三嵌段共

聚物，制成的胰岛素微球突释量低，能够缓释３周，释放量达

到８５％以上［２２］。

３　减少影响释放的不利因素

　　上述蛋白药物的释放过程同时伴随着聚合物的降解，而

聚合物降解物质会影响药物蛋白的稳定性，如果在聚合物降

解之前释放出蛋白，可以减少造成蛋白不稳定的不利因素，

此法可通过对聚合物的定向修饰实现。

３．１　延迟聚合物降解　聚合物降解受水分子进入聚合物酯

链的难易程度的影响，聚合物的相对分子质量、共聚物的组

成成分比例、结晶度的不同会影响水分子进入酯链的难易程

度，说明了蛋白药物的稳定性和控制释放度很大程度上是取

决于聚合物降解的动力学，若聚合物的降解延迟，蛋白可以

在聚合物降解之前释放完全。

　　聚合物的降解主要取决于其相对分子质量，对于小分子

药物而言，聚合物的分子链越长降解时间越长，小分子药物

释放时间延长；而对于大分子药物如蛋白却与之相反，聚合

物相对分子质量越大，蛋白药物释放越快，Ｌｉｕ等［２３］研究发

现，用两种不同相对分子质量（１５０００与８７０００）的ＰＬＧＡ
（５０５０）制备粒径为１０μｍ的ＢＳＡ微球，低相对分子质量制

备的微球中的ＢＳＡ几乎没有突释，在１个月后还没有完全释

放，而高相对分子质量ＰＬＧＡ制备的相同微球，突释量大，在

１５ｄ后ＢＳＡ完全释放，这是因为在聚合物的降解过程中低相

对分子质量的ＰＬＧＡ会分解更多的离子化羧基，它能够和蛋

白的阳离子发生离子间相互作用，使蛋白吸附在聚合物表面

更难释放［２４］；同时共聚物的组成成分也会影响聚合物的降

解，由于 ＧＡ具有强亲水性，当ＰＬＧＡ中 ＧＡ的含量增大，

ＰＬＧＡ的降解速度会加快，更多的酯键水解为羟基和羧基，

释放介质的ｐＨ值下降加快，更容易形成药物蛋白的不完全

释放［２］；另外，聚合物的吸水性还与聚合物中晶状体和无定

形不同晶形比例有关，一般无定形聚合物更容易发生水合，

Ｋｉｍ等［２５］研究发现使用半结晶型、低相对分子质量的ＰＬＧＡ
制备的ｒｈＧＨ微球相较于用无定形ＰＬＧＡ制备的微球能够

更好的控制释放速率。

３．２　控制微球孔洞　微球载体中存在的孔洞是影响药物释

放的重要因素之一。为了增加蛋白在ＰＬＧＡ微球的释放，可

以在载体材料中加入泊洛沙姆制备微球，因ＰＬＧＡ与泊洛沙

姆之间有氢键作用，可以形成稳定且抗冲刷能力强的复合

物。泊洛沙姆４０１与ＰＬＧＡ一起制备的ｓ／ｏ／ｏ型微球突释相

时间变短，持续释放相时间变长［２６］，是因为泊洛沙姆４０１偏

向疏水性且制成的微球表面孔洞少并且微球的粒径增大。

最近，Ｃａｒｒａｓｑｕｉｌｌｏ等［２７］研究制备出一种表面孔洞关闭的新

式微球，在ＰＬＧＡ中加入孔洞形成剂泊洛沙姆４０７，并使用能

部分溶解ＰＬＧＡ且与水混溶的试剂阻塞微球表面的孔洞，此

方法制备的ｒｈＧＨ微球能缓释１个月。

３．３　减小聚合物蛋白的接触面　载体ＰＬＧＡ在微球的释放

过程中是阻碍蛋白释放的屏障。如果减少蛋白与聚合物的

接触面，可以减少蛋白药物和聚合物之间的相互作用，从而

控制释放度使之达到完全释放。Ｋｉｍ等［２５］认为可以采用微

囊代替微球来减小蛋白和聚合物之间的相互作用，已经有使

用溶剂交换法制备可逆蛋白微囊的详细报道。通过超声雾

化器使水相液滴和有机相相互碰撞，形成有机相包裹水相中

心的微囊，溶剂挥发固化，该微囊释放的溶解霉素性质不变、

突释量小，释放速度取决于微囊的聚合物囊厚度［２８］。

４　小　结

　　可生物降解的蛋白微粒给药系统受到蛋白不稳定性和

不完全释放等因素限制，根据对影响蛋白药物稳定性因素和

完全释放机制的研究，总结了增加蛋白稳定性和提高蛋白微

粒释放度的方法。这些方法有的通过对微粒制剂中的蛋白、

聚合物、添加剂等的调整，也有的通过改变制备方法达到目

的，可总结为两类：一种是在不利环境中增加蛋白稳定性，另

一种方法是减小影响蛋白稳定和完全释放的不利因素。

　　最好的体外释放方法是保持蛋白在各个释放阶段的稳

定活性、突释小、操作简便，且能转化适用于各种蛋白药物，

包括活性敏感的蛋白和低载药量蛋白。随着材料合成技术

的不断发展，有望研发出性能更好、更易于控制释放的聚合

材料。文章中提到的一些方法可以满足这些要求，比如在释

放介质中的蛋白复性，使用更强的亲水性聚合物，创造一个

高黏性的微环境，这给治疗蛋白给药系统又迎来了新的希

望。
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