
第 ! 期
"#$% 年 ! 月

高&分&子&学&报
’()’*+,-./01(’2131(’

345!
2675! "#$%

$":N

! "#$%9#$9#J 收稿!"#$%9#"9"J 修稿(国家自然科学基金#基金号 "$$J%$";! "$#J%$$"$资助项目5

!!通讯联系人!/9<=>?"?CV=BRD_LG56FG5HB

F4>"$#I$$JJJ KL5>@@B$###9::#%I"#$%5$:%J!

三层同轴电喷?去模板法制备核壳纳米颗粒
用于蛋白质药物输送!

曹丽华$&王红军$!"&涂克华$!"&蒋宏亮$!"&王利群$!"!!

# $ 浙江大学高分子科学与工程学系&" 高分子合成与功能构造教育部重点实验室&杭州&:$##"J$

摘&要&分别以聚乙二醇#*/̂ $%聚#丙交酯9乙交酯$#*,̂ ’$和牛血清白蛋白#M2’$为冠%壳和核层材料!采

用三层同轴电喷技术制备得到微米颗粒5激光共聚焦显微镜#,2(.$显示!该方法制备得到的微米颗粒呈现

核9壳9冠结构5通过脱去该微米颗粒的 */̂ 冠层 #模板$!得到包载有 M2’的纳米颗粒5研究发现!随着壳层
*,̂ ’溶液进样速度的减慢!去模板后纳米颗粒的粒径从约 $%8 B<减小到 8N B<5M2’在纳米颗粒中的包埋

率可高达 JNI: [!并且其释放没有显著的药物暴释现象5圆二色谱结果表明!同轴电喷过程对 M2’二级结构

影响很小5因此!利用三层同轴电喷9去模板法可制备得到粒径可调控的蛋白质纳米载体系统!并且该过程中

蛋白质的结构基本维持不变5

关键词&同轴电喷! 纳米颗粒! 核壳结构! 蛋白质! 药物输送

&&随着基因技术和单克隆抗体技术的迅速发
展!越来越多的蛋白质药物成为临床治疗疾病的
首选 &$! "’5但是蛋白质具有在生理环境中易变性%

血液半衰期短%难以穿过生物屏障以及免疫原性
等特点 &:’ !这些特性很大程度上制约了其临床使
用5所以制备合适的药物载体系统成为拓展蛋白
药物应用范围的关键5

目前已有很多方法可将蛋白药物负载到高分
子载体颗粒中!如乳化9溶剂挥发法%自发乳化扩
散法%纳米沉淀法等 &% O8’ !但是在蛋白包载过程
中!这些方法不可避免地涉及到乳化剂%有机溶剂
和高速搅拌等!易导致蛋白变性 &J! N’5近年来!
b=BR等利用同轴电喷制备了蛋白药物的载体颗
粒!为蛋白药物的包载提供了一个新的方法5而且
他们的研究还发现电喷过程不会显著影响蛋白的
二级结构和生物活性 &!’5

但是!目前利用电喷技术还很难控制载体颗
粒的尺寸!而且所制得颗粒的粒径普遍在微米到
亚微米范围 &$# O$"’5例如!(A=BR等通过调节电压%

高分子溶液的浓度与进样速度等制备参数!电喷
制得的颗粒粒径在 N8# O"J; B< 的亚微米范
围 &$:’5事实上!到目前为止!鲜有关于电喷方法制

备高分子载体颗粒其粒径小于 $## B<的报道5而
作为药物输送载体!颗粒粒径是影响其体内转运
与分布的关键因素之一 &$%’ !它还影响细胞对颗粒
的摄取效率和摄取机制 &$; O$J’5大量研究表明!相
比于微米颗粒!纳米颗粒具有更好的生物黏附性!

可显著提高药物的生物利用度 &$N! $!’5

本文利用一种)三层同轴电喷9去模板法*!制
备得到了包载有蛋白药物的纳米颗粒5该方法包
括以下两个步骤"第一步!通过三层同轴电喷制备
包载蛋白质的核9壳9冠微米颗粒(第二步!选择合
适的溶剂将微米颗粒冠层脱除!从而将微米级载
药颗粒的粒径降到 $## B<以下5本文还研究了蛋
白载药系统的微结构%纳米颗粒尺寸的调控以及
药物的体外释放行为5
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上海源叶生物科技有限公司!截留分子量 $ p
$#;(其余药品试剂均为分析纯5

扫描电子显微镜 # 2/.$!日本日立公司!型
号 P>U=HA>29%N##(透射电子显微镜#)/.$!日本
a/+,公 司! 型 号 a/.9$":#( 原 子 力 显 微 镜
#’Q.$!日本精工电子科技有限公司!型号 2*19
:N##3(激光共聚焦显微镜#,2(.$!德国徕卡公
司!型号 2*;.(纳米粒度电位分析仪!英国马尔
文公司!型号 g(/((紫外分光光度计#iZ$!日本
岛津公司!型号 iZ$N##(多功能圆二色性谱仪
#(f$!法国比奥罗杰公司!型号 .+29%;#5
!#%"纳米颗粒的制备与表征

同轴电喷装置主要包括 % 部分"自制的三层
同轴喷射头!高压直流电源!注射泵和接收平台5
冠层溶液为 #I$ ERK,*/̂ !溶剂为三氟乙醇
#)Q/$(壳层溶液为 #I#: ERK,*,̂ ’!溶剂为
%!%z9二甲基甲酰胺#f.Q$和氯仿混合溶剂#HEH
\:KJ$(核层溶液为 #I#$ ERK,M2’!溶剂为水5
将 : 种溶液通过独立的注射泵同时进样到喷射头
处!在适当电压的作用下!溶液拉伸!随后断裂形
成液滴!溶剂挥发!固化形成颗粒5固定核层和冠
层溶液的进样速度为 #I#8 和 $I# <,KA!调节壳
层溶液进样速度从 $I" <,KA 依次降低到 #I;
<,KA5以平铺铝箔纸作为颗粒接收平台!固定喷
口与接收平台间的距离为 $8 H<!电压为 $J O$N
EZ5用扫描电镜表征电喷颗粒的形貌!并通过电
镜照片用软件统计颗粒的粒径 #1<=R69*T4*?G@!
.6F>=(XS6TB6U>H@! 1BH5! 1 \$##$5

将上述得到的电喷颗粒转移到菌种瓶!加入
去离子水!室温搅拌!使颗粒的冠层材料 */̂ 充
分溶解5慢速定量滤纸过滤 #孔径 $ O: $<$!用
纳米粒度电位分析仪检测滤液中颗粒的粒径5将
溶液滴于铝箔纸%铜网和云母片上!室温干燥!用
扫描电镜%透射电镜和原子力显微镜表征脱除
*/̂ 冠层后颗粒的大小与形貌5

为了表征颗粒的内部微结构!将荧光染料
Q1)(分别加入到冠层 */̂ 和核层 M2’溶液中5
核层%壳层和冠层溶液的进样速度分别为 #I#8!
#IN 和 $I# <,KA5采用激光共聚焦显微镜观察电
喷颗粒的结构5
!#&":,8的包埋和体外释放

为了提高 M2’的载药量!将 M2’溶液的浓度
增加到 #I#" ERK,!其余溶液浓度不变5核层%壳层
和冠层溶液进样速度分别为 #I#8! #IN 和 $I#

<,KA!电喷制备载药颗粒!% ‘冰箱保存5颗粒溶
于二氯甲烷!抽真空除去溶剂!加入一定体积的磷
酸盐缓冲液 #*M2!#I$ <4?K,!7P\JI%$!用考马
斯亮蓝法测量 M2’的浓度 &"#’ !并计算 M2’的载
药量和包埋率5

载药量#[$ \药物质量K载药纳米颗粒质量
p$##[

包埋率#[$ \纳米颗粒中药物的质量K
投入药物质量 p$##[

为了跟踪 M2’的体外释放!将颗粒置于含有
" <,*M2 的透析袋内#截留分子量 $ p$#;$!将透
析袋浸入 :# <,*M2 释放液中!:J ‘恒温振荡5
在预定时间点将释放液全部取出!加入同体积新
鲜 *M2!用考马斯亮蓝法测量释放液中 M2’的浓
度!并计算其累积释放量5
!#K"圆二色性谱表征 :,8二级结构

为了考察电喷过程对蛋白质二级结构的影
响!用圆二色性谱仪表征电喷前后的 M2’5收集
$I: 节中制备的载药颗粒!平均分成 " 份!加入
*M2 溶液!分别置于 % ‘冰箱和 :J ‘恒温振荡箱
J" A5过滤!圆二色性谱仪检测滤液!每组至少测
量 : 遍5
!#Q"统计分析

所得数据以 <6=B q2f表示!用 2UGF6BU+@U9
检验分析各组数据之间的统计差别!3k#I#; 时
认为有显著性差异5

%"结果与讨论
%#!"纳米颗粒的制备

采用三层同轴电喷9去模板法!制备核9壳纳
米载蛋白质颗粒5由于 */̂ 具备良好的生物相容
性和水溶性!易于溶解脱除!被选作冠层材料(
*,̂ ’具有良好的生物相容性%生物可降解性和
疏水性!将其用作壳层材料(牛血清白蛋白作为模
型蛋白质用作核层材料5

用三层同轴电喷法可以制备得到表面光滑的
球形颗粒!如图 $#=$所示5当 M2’%*,̂ ’%*/̂ 溶
液的进样速度分别为 #I#8%#IN 和 $I# <,KA 时!
所得颗粒平均粒径为#$IN q#IN$$<5同时!发现
颗粒粒径分布较宽!这可能是由于核层 M2’水溶
液的导电率较大#%;8 $2KH<$!影响电喷时喷口
处的溶液形成 )H4B69L6U*喷射模式 &"$’5有研究认
为!只有在 )H4B69L6U*这种稳定的喷射模式条件
下!溶液才能电喷形成粒径均一的颗粒 &""’5三层

!:"$
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同轴电喷所得颗粒的内部结构如图 $#S$所示!颗
粒冠层由于混入 Q1)(而产生明亮的绿色荧光!而
核层由于溶液进样速度慢!荧光物质少!产生的荧

光弱!壳层没有荧光物质而呈现暗层5颗粒内部层
与层之间界限清晰!具有典型的核9壳9冠的结构5

&

Q>R5$&#=$ 2/.><=R6=BF # S$ ,2(.><=R64WM2’K*,̂ ’K*/̂ H4T69@A6??9H4T4B=<>HT47=TU>H?6@

)A6W66F T=U6@4WH4T6! @A6??=BF H4T4B=W?G>F@V6T6W>d6F =U#I#8! #IN =BF $I# <,KA! T6@76HU>]6?X5

Q>R5"&.4T7A4?4RX4WUA6B=B47=TU>H?6@=WU6TV=U6TUT6=U<6BU" #=$ 2/.><=R6=BF # S$ ’Q.><=R6

)A6W66F T=U6@4WH4T6! @A6??=BF H4T4B=W?G>F@V6T6W>d6F =U#I#8! #IN =BF $I# <,KA! T6@76HU>]6?X5

Q>R5:&*=TU>H?6@>_6=BF @>_6F>@UT>SGU>4B 4WUA6B=B47=TU>H?6@=WU6TV=U6TUT6=U<6BU" #=$ 7=TU>H?6

@>_6HA=T=HU6T>_6F SXB=B47=TU>H?674U6BU>=?=B=?X_6T=BF # S$ )/.><=R6

)A6W66F T=U6@4WH4T6! @A6??=BF H4T4B=W?G>F@V6T6W>d6F =U#I#8! #IN =BF $I# <,KA! T6@76HU>]6?X5

&

&&通过水洗!将颗粒冠层模板材料 */̂ 脱除!
得到的颗粒形貌如图 " 所示52/.照片显示!颗
粒较好地保持了球形!且表面光滑!’Q.照片也
证实了这一点5由图 $# S$所知!三层同轴电喷制
备得到的颗粒为三层结构!冠层材料是水溶性很
好的 */̂ !其溶液浓度和进样速度都较壳层

*,̂ ’溶液大!所以在脱除冠层 */̂ 模板后!颗粒
粒径大幅度降低5经动态光散射测试得到!模板脱
除后颗粒的平均粒径为#!% qN$ B< #图 :#=$$!
与 )/.#图 : # S$$结果基本一致!同时还可观察
到模板脱除后颗粒的粒径分布较宽!这与模板移
除前颗粒粒径的宽分布相对应5根据制备微球时

#%"$
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各层溶液的浓度和进样速度!计算得微米颗粒的
内两层与冠层的质量比约为 $|%!若各层的密度
接近!推算脱除模板前后颗粒的粒径比约为
$IJ"|$5但是!实际测得脱除模板后颗粒的粒径明
显小于推算的粒径!这可能是由于在三层同轴电
喷过程中!各层溶剂不同%材料表面张力差异以及
受层与层之间界面作用力影响等多方面因素!导
致形成的微米颗粒外壳大而内部颗粒粒径较小5
%#%"壳层溶液进样速度对颗粒粒径的影响

为了考察壳层溶液流速对颗粒粒径的影响!
固定核冠两层溶液的流速!改变壳层 *,̂ ’溶液
的进样速度 #$I" O#I; <,KA$!通过三层同轴电
喷制备得到微米颗粒!所得颗粒形貌与图 $#=$相
似5经统计分析!壳层溶液的进样速度对微米颗粒
平均粒径影响较小!均在 $I8 O$IN $<之间#图
%$(但模板脱除后的纳米颗粒粒径随壳层进样速
度的减慢从 #$%8 q$#$ B<减小到 #8N qN $ B<
#图 %$5这可能是因为在电喷过程中!冠层溶液对
所得微米颗粒的大小起到了主导作用!内部溶液
的进样速度影响较小 &":’5Y><等研究发现!同轴
电喷所得多层结构颗粒其层厚与相应层溶液的进
样速度呈正相关 &"%’5本文中降低壳层溶液进样速
度!即减小了壳层的层厚!同时核层溶液进样速度
不变!这导致移除冠层模板后!所得纳米颗粒粒径
减小5当壳层溶液的进样速度减小到 #I; <,KA
时!得到的纳米颗粒的平均粒径为#8N qN$ B<5而
通过电喷法很难制备得到尺寸低于 $## B<的高
分子颗粒!据我们所知!目前还鲜见相关报道5

Q>R5%&/WW6HU4W*,̂ ’W?G>F W66F T=U64B =]6T=R6@>_64WUA6

7=TU>H?6@S6W4T6=BF =WU6TT6<4]>BR*/̂ H4T4B=

)A6W66F T=U6@4WH4T6=BF H4T4B=W?G>F@V6T6W>d6F =U#I#8 =BF

$I# <,KA

%#&"模型蛋白 :,8的体外释放及二级结构表征
M2’作为模型蛋白包载于颗粒核层!其载药

量和包埋率分别为 # :IJ q$I" $[和 # JNI: q
;I:$[!明显高于通常乳液溶剂扩散法和纳米沉
淀法所能达到的蛋白质包埋率 &%! 8’5M2’体外释
放曲线如图 ; 所示!呈现典型的蛋白质双相释放
行为5在释放初期的 $# A!8;[的蛋白质进入释放
介质!之后缓慢释放!维持到 8# A 左右5̂ =4等 &";’

通过纳米沉淀法制备得到纳米颗粒!其粒径约
"## B<!略大于本文制备的颗粒粒径!其蛋白质持
续释放时间也相应有所延长!为 % 天左右5

Q>R5;&91 &’-,#T6?6=@67T4W>?64WM2’WT4<UA6B=B47=TU>H?6@

)A6W66F T=U6@4WH4T6! @A6??=BF H4T4B=W?G>F@V6T6W>d6F =U#I#8!

#IN =BF $I# <,KA! T6@76HU>]6?X5

Q>R58&(f@76HUT=4WM2’T6?6=@6F WT4<UA6B=B47=TU>H?6@

维持包载和释放过程中蛋白质的结构和功能
是蛋白质输送领域的一大挑战5本文用圆二色性
谱仪考察了电喷前后 M2’二级结构的变化!结果
如图 8 所示5经三层同轴电喷后在 % ‘ 和 :J ‘

释放的蛋白质都基本保持了原来蛋白质的二级结
构!在 "#N 和 """ B<处有明显的 &螺旋的特征肩
峰!与 b=BR等测得的圆二色性谱图相似 &!’5这就
表明同轴电喷技术可以很好地保持蛋白质的二级

$%"$
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结构!进而保持所载蛋白的功能!提高药物输送
效率5

&"结论

利用三层同轴电喷9去模板法可制备得到纳
米尺寸的蛋白质药物载体5纳米载药系统的粒径

可以方便地通过改变壳层溶液的进样速度进行调
控5蛋白质从纳米颗粒中的释放呈现典型的双相
释放行为!没有明显的暴释现象5释放出的蛋白质
较好地保持了原有蛋白的二级结构5三层同轴电
喷9去模板法可高效地将蛋白药物包载在纳米载
体系统中!并实现蛋白药物的缓释5

’()(’(*+(,
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