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　　［摘要］　目的　研究不同内水相明胶浓度、不同微球挥干固化方法和不同ｐＨ值释放介质等对丙氨瑞林微球的体外释
放趋势的影响。方法　由溶剂挥发法复乳法（Ｗ／Ｏ／Ｗ）制备丙氨瑞林微球，内水相分别采用０％、８％、１６％明胶水溶液，使用
室温常压挥发和低温真空挥发法固化微球。体外释放实验中，采用ｐＨ＝４．５、ｐＨ＝７．０、ｐＨ＝１０．０三种释放介质，于第１、７、

１４、２１、２８、３５天取样，残余法测定体外释放微球突释量及释放度，使用电子扫描电镜记录微球释放期间各取样点的微球降解程

度。结果　有机溶剂挥发固化方法会影响微球的体外释放模式，含不同明胶浓度内水相的微球有不同的体外释放模式，微球
中的丙氨瑞林在释放介质ｐＨ＝１０．０中释放速率最快，而在ｐＨ＝４．５中不能完全释放，最适宜的释放介质是ｐＨ＝７．０缓冲

液。结论　不同挥发固化方法制备会影响微球的突释量，但对微球的整体体外释放趋势没有影响，内水相浓度对体外释放的
趋势有影响，释放介质的ｐＨ值对丙氨瑞林微球药物的释放有影响。

　　［关键词］　丙氨瑞林；微球体；聚乳酸羟基乙酸共聚物；体外释放
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　　丙氨瑞林（ａｌａｒｅｌｉｎ，ＡＲ）为人工合成的促性腺激 素释放激素（ＧｎＲＨ）的九肽类似物，用药初期可刺
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激垂体释放促黄体生成 素 （ＬＨ）和促卵泡素
（ＦＳＨ），引起卵巢源性甾类激素短暂升高；重复用药
可抑制垂体释放ＬＨ 和ＦＳＨ，使血中的雌二醇水平
下降，这种抑制作用可用于促排卵及治疗子宫内膜
异位症等激素依赖性疾病［１２］。丙氨瑞林的半衰期
短，目前市售的丙氨瑞林粉针剂的给药方式是每天１
次，３～６个月为１个疗程，这会大大降低患者的顺应
性，减弱疗效，如将其改制成长效缓释的制剂，就可
以增加患者的顺应性。微球是长效缓释制剂中常用
的一种剂型，它具有载药量高、制备工艺简单稳定、
长效缓释等特点。

　　近年来，人工合成的生物可降解高分子材料聚
乳酸羟基乙酸共聚物（ＰＬＧＡ）应用十分广泛。它具
有良好的生物降解性及组织相容性，已用于临床。
我们以ＰＬＧＡ为载体，采用复乳化溶剂挥发法制备
丙氨瑞林缓释微球。由于微球的体外释放趋势会影
响到微球的给药方式，其中突释量、平均释药量、释
放度都对缓释给药系统有很大影响，且不同的缓释
系统会由于载体材料、制备方法等的不同而形成不
同的释放模式［３］，我们进一步考察了在复乳法制备
微球过程中，不同有机溶剂挥发的方法及不同内水
相浓度对药物体外释放模式的影响。

１　材料和方法

１．１　仪器　Ｆ１０型均质机（上海弗鲁克仪器公司）、

ＪＹ９２ⅡＮ型超声破碎仪（宁波新芝生物科技股份有
限公司）、Ｒ３０型机械搅拌机（上海弗鲁克仪器公
司）、ＭＳＨＰｒｏ型磁力搅拌器（美国Ｄｒａｇｏｎ公司）、

ＢＳ１１０Ｓ型电子天平（北京赛多利斯天平有限公司）、
高效液相色谱仪（Ｈｉｔａｃｈｉ，日本）：日立Ｌ２１３０高压
泵，日立Ｌ２４５５紫外检测器，日立Ｌ２２００自动进样
器；马尔文粒度测定仪（Ｍａｓｔｅｒｓｉｚｅｒ２０００，Ｍａｌｖ
ｅｒｎ）；ＳＸ２４０电子扫描电镜（日本明石公司）、真空冷
冻干燥机（美国ＳＩＭ 公司）、ＳＨＺ８８台式水浴恒温
振荡器（江苏太仓实验设备厂）。

１．２　试剂　ＰＬＧＡ（美国伯明翰生物科技公司、７５／

２５）、明胶（青海明胶股份有限公司）、二氯甲烷（上海
凌峰化学试剂有限公司，分析纯）、聚乙烯醇（ＰＶＡ，
上海晶纯试剂公司）；乙腈、甲醇（美国 ＴＥＤＩＡ 公
司）；氯化钠、磷酸、三乙胺（上海凌峰化学试剂有限
公司，分析纯）。丙氨瑞林原料药（安徽丰原药业有
限公司）。

１．３　丙氨瑞林微球制备　采用复乳溶剂挥发法制
备丙氨瑞林微球［４］。将４０ｍｇ丙氨瑞林溶解于４００

μｌ的不同浓度（０％、８％、１６％）明胶溶液作为内水
相，ＰＬＧＡ溶解于二氯甲烷作为油相，将油水相超声

乳化３０ｓ制得Ｗ１／Ｏ初乳，在机械搅拌机搅拌条件
下将初乳倒入５０ｍｌ４％的ＰＶＡ水溶液中，经高速
搅拌２ｍｉｎ得到Ｗ１／Ｏ／Ｗ２复乳，将复乳转移至１００
ｍｌ０．１％ＰＶＡ溶液中，分别采用室温常压挥发方法
和低温真空挥干方法固化微球。低温真空挥发方法
（方法１）是在４℃水浴旋转蒸发仪抽真空挥发溶剂４
ｈ；室温常压挥发方法（方法２）是在２５℃常压条件
下，磁力搅拌４ｈ，离心、水洗后加入１０ｍｌ５％的甘
露醇溶液将微球分散，冷冻干燥４８ｈ得到丙氨瑞林
微球。

１．４　高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）测定微球中药物含
量　色谱条件：色谱柱（美国迪马公司Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ，Ｃ１８
柱２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：０．１ｍｏｌ／Ｌ磷
酸（三乙胺调节ｐＨ＝３．０）乙腈＝８０２０；检测波
长２２０ｎｍ；流速１ｍｌ／ｍｉｎ；进样量２０μｌ。精密称取
适量丙氨瑞林，配制成浓度为１、５、１０、２０、５０、１００、

２００μｇ／ｍｌ的０．１８４ｍｏｌ／ＬＫＨ２ＰＯ４溶液，在２２０
ｎｍ处测定吸收峰面积并与相应浓度回归。精密称
取丙氨瑞林微球适量（约相当于丙氨瑞林１０．５
ｍｇ），加入乙腈蒸馏水＝９１的混合溶剂５ｍｌ，涡
旋溶解１ｍｉｎ至微球完全溶解，将混合溶剂转移至

２５ｍｌ的容量瓶，用０．１８４ｍｏｌ／ＬＫＨ２ＰＯ４（含有０．
０２％吐温２０）定容至２５ｍｌ。经０．４５μｍ微孔滤膜
过滤后进样，根据标准曲线回归方程计算含量。

１．５　微球的体外释放　由于丙氨瑞林在释放介质
中不稳定，因此通过测定释放过程中微球内残余药
量来考察体外释放情况。具体方法［５］如下：分别取
不同批次的丙氨瑞林缓释微球适量（相当于丙氨瑞
林４．２ｍｇ）于１０ｍｌ具塞刻度试管中，加入０．１８４
ｍｏｌ／ＬＫＨ２ＰＯ４缓冲盐溶液１０ｍｌ（含０．０２％吐温
２０）作为释放介质，于３７℃恒温摇床上进行释放实
验，转速为１００转／ｍｉｎ，依法操作，在第１、７、１４、２１、

２８、３５天取出试管（ｎ＝３），３５０×ｇ离心５ｍｉｎ，吸去
上清液，加入含０．０２％吐温２０的０．１８４ ｍｏｌ／Ｌ
ＫＨ２ＰＯ４溶液１０ｍｌ，振荡，３５０×ｇ离心５ｍｉｎ，吸去
上清液，再加入上述溶液洗涤１次，用１０ｍｌ乙腈水
（９１）转移至 ５０ ｍｌ量瓶中，加 ０．１８４ ｍｏｌ／Ｌ
ＫＨ２ＰＯ４缓冲盐溶液定容，同１．４项下的液相色谱条
件测定。

　　在丙氨瑞林微球的体外释放实验期间，每隔３．５
ｄ更换１次新鲜的相对应的缓冲盐溶液，在ｐＨ＝
７．０组［６］，设置一组长期没有更换缓冲溶液组作为对
照组。每次更换新鲜缓冲溶液时测定旧缓冲溶液的

ｐＨ值。

１．６　微球载体降解过程分析　在体外释放实验期
间，将在ｐＨ＝７．０的释放介质的微球（１６％明胶、方
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法２固化、定期更换释放介质）在各个取样点收集冷
冻干燥后，拍摄电子扫描电镜图，分析微球载体的降
解过程。

２　结　果

２．１　不同内水相明胶浓度对微球体外释放的影
响　采用不同内水相浓度、方法２固化的微球在

ｐＨ＝７．０释放介质的体外释放曲线如图１所示，其
中内水相浓度为０％明胶和８％明胶的微球的释放
趋势接近。突释是由吸附在微球表面的药物在释放
介质中的扩散形成的，所以１～７ｄ１６％明胶的微球
与０％明胶、８％明胶的微球的突释量接近，但７ｄ后
的释放曲线差别较大。１～７ｄ的释放主要是以微球
中的通道扩散为主，所以３种微球的释放速率差别
较小。第７天之后，药物释放是由于ＰＬＧＡ载体的
不断溶蚀造成的，而１６％明胶微球的释放速率低于

０％明胶和８％明胶微球，这是由于１６％明胶的黏度
高于后两者，微球溶蚀后药物自内水相的溶出速度
较低。至第３５天时，微球总的释放度相当，这是因
为载体完全降解从而使药物完全释放。从图１中曲
线可知，微球内水相的黏度对药物的释放有影响。

图１　不同明胶内水相浓度、方法２条件下

挥发制备的微球的体外释放曲线

Ｆｉｇ１　Ｉｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅ（ｐＨ＝７．０）ｃｕｒｖｅｏｆ

ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｉｎｔｅｒ

ａｑｕｅｏｕｓｐｈａｓｅｏｆｇｅｌａｔｉｎｕｓｉｎｇｍｅｔｈｏｄ２
ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．２　不同有机溶剂挥发固化方法对微球体外释放
的影响　由图２可见，低温真空挥发制得的微球表
面的孔洞较常温搅拌挥发微球的数量多且大，这是
因为真空挥发有机溶剂时，抽真空形成负压，有机溶
剂挥发速率快所致。由图３可见，在第７天到第２８
天期间，随着ＰＬＧＡ的不断溶蚀，真空制备的微球的
内水相可能不仅存在于微球核心，还有可能随着负
压更多分散于载体骨架中，所以低温真空挥发制备

的微球的释放度会偏大于室温挥发的微球。

图２　不同挥发固化方法制备微球的电镜扫描图

Ｆｉｇ２　Ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｉｍａｇｅｓｏｆ

ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓｐｒｅｐａｒｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｖｏｌａｔｉｌｉｚｅｄｈａｒｄｅｎｍｅｔｈｏｄｓ
Ａ：Ｍｅｔｈｏｄ１，ｖａｃｕｕｍｌｏｗｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ；Ｂ：Ｍｅｔｈｏｄ２，ｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒ

ａｔｕｒｅｍａｇｎｅｔｉｃｓｔｉｒｒｉｎｇ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２０００

图３　不同有机相挥干固化方法制备的１６％明胶内
水相微球在ｐＨ＝７．０的释放介质中的体外释放曲线

Ｆｉｇ３　Ｉｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅｃｕｒｖｅｏｆｔｈｅｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ
ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｖｏｌａｔｉｌｉｚｅｄｈａｒｄｅｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓ

ｉｎｍｅｄｉｕｍｗｉｔｈｐＨ＝７．０
Ｍｅｔｈｏｄ１：Ｖａｃｕｕｍｌｏｗｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ；Ｍｅｔｈｏｄ２：Ｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ｍａｇｎｅｔｉｃｓｔｉｒｒｉｎｇ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．３　不同ｐＨ 值释放介质对微球体外释放的影
响　从图４中可知，方法２固化制备的内水相为８％
明胶的微球在ｐＨ＝４．５的释放介质中，在第３５天
时，微球的释放度为４３．４％，这是因为酸性条件会抑
制微球载体ＰＬＧＡ中的酯键水解，从而影响ＰＬＧＡ
的降解，导致微球中的药物不能完全释放；在ｐＨ＝
７．０的释放介质中，微球的释放趋势符合零级释放模
式；在ｐＨ＝１０．０的释放介质中，由于碱性环境会加
速微球载体ＰＬＧＡ中酯键的水解，从而加速ＰＬＧＡ
的降解，所以在 ２１ｄ时，微球中的药物就完全
释放。　　　
２．４　更换体外释放介质对微球体外释放的影
响　由表１可知，在使用ｐＨ＝７．０的ＰＢＳ作为释放
介质时，定期更换释放介质可以使释放介质的ｐＨ
值保持在７．０左右，为微球的释放提供稳定的环境；
而没有定期更换释放介质的微球，由于ＰＬＧＡ中酯
键的水解，形成越来越多的羧基，从而增加了释放介
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质的酸性，当酸性条件到达一定值时，会抑制ＰＬＧＡ
中酯键的水解，从而导致微球中药物的不完全释放。

图４也验证了这一结论。

２．５　微球载体降解过程分析　图５显示的是在

ｐＨ＝７．０释放介质中微球（１６％明胶内水相、方法２
固化、定期更换释放介质）在各取样点得到的微球冻

干粉末的扫描电镜图。在第１天（图５Ａ）至第１４天

（图５Ｄ）期间，微球载体的溶蚀只是发生在微球表

面，这和微球的体外释放数据是相符合的，这期间药

物的释放是以扩散为主；在第１４天之后，微球的骨

架载体开始溶蚀降解，使得包裹在微球内的药物得

以释放；到第３５天时，ＰＬＧＡ载体已经完全降解，药

物也达到了完全释放（图５Ｇ），说明药物的释放与载

体的降解密切相关。

图４　丙氨瑞林微球在不同ｐＨ值的释放介质中和
在未定期更换释放介质（ｐＨ＝７．０）中的体外释放曲线

Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｍｅｄｉａｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨ
ｖａｌｕｅｓ（ｐＨ＝４．５，ｐＨ＝７．０，ｐＨ＝１０．０）ａｎｄｕｎｃｈａｎｇｅｄ

ｐＨｖａｌｕｅｓ（ｐＨ＝７．０）ｏｎＡＲｒｅｌｅａｓｅ
ｆｒｏｍＰＬＧＡｂａｓｅｄｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ

ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

表１　未换液与定期换液的的释放介质（ｐＨ＝７．０）在定期换液点测定的释放介质的ｐＨ值

Ｔａｂ１　ｐＨｖａｌｕｅｓｏｆｔｈｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｍｅｄｉａｗｉｔｈｃｈａｎｇｅｄａｎｄｕｎｃｈａｎｇｅｄｍｅｄｉａｏｎＡＲｒｅｌｅａｓｅｆｒｏｍＰＬＧＡｂａｓｅｄｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ

Ｍｅｄｉｕｍ Ｄａｙ０ Ｄａｙ３．５ Ｄａｙ７ Ｄａｙ１０．５ Ｄａｙ１４ Ｄａｙ１７．５ Ｄａｙ２１ Ｄａｙ２４．５ Ｄａｙ２８ Ｄａｙ３１．５ Ｄａｙ３５

Ｕｎｃｈａｎｇｅｄ ７．００ ６．９７ ６．９０ ６．８０ ６．６２ ６．５３ ６．４３ ６．４１ ６．４０ ６．４０ ６．４０
Ｃｈａｎｇｅｄ ７．００ ６．９９ ６．８１ ６．８０ ６．７８ ６．７９ ６．９７ ６．９７ ７．０１ ６．９５ 

图５　在丙氨瑞林微球体外释放期间不同取样点样品冷冻干燥后的微球载体的扫描电镜图

Ｆｉｇ５　Ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｉｍａｇｅｓｏｆｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｍａｔｒｉｘａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ
Ａ：Ｄａｙ０；Ｂ：Ｄａｙ１；Ｃ：Ｄａｙ７ｓ；Ｄ：Ｄａｙｓ１４；Ｅ：Ｄａｙ２１；Ｆ：Ｄａｙ２８；Ｇ：Ｄａｙ３５．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

３　讨　论

　　本研究结果表明影响微球体外释放的因素有制

备微球的不同明胶浓度的内水相、微球固化挥发的

方法、释放介质的ｐＨ值和释放介质的更换等，不同

明胶浓度内水相制备的微球会改变微球的体外释放

模式；而不同的微球的挥发固化方法改变的是微球

的突释量，对微球的释放趋势没有影响；释放介质的

ｐＨ值对微球的体外释放影响最大，其中ｐＨ＝７．０
的释放介质中微球的释放趋势最符合缓释给药的释

放要求，在体外释放实验中，对释放介质ｐＨ有要求

的话，需定期更换释放介质以保证释放环境的

稳定。　　　
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