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目的
!

制备生物可降解聚乳酸羟基乙酸共聚物"

8J9?

$包裹的载血管内皮生长因子"

b\97

$荧光缓释亚微米微球!

了解微球装载以及释放
b\97

的效率!体外观察荧光微球的降解%方法
!

采用双相溶剂挥发法制备
8J9?

载
b\97

亚微球!激

光共聚焦及扫描电镜观察荧光微球体外降解!

\J:<?

法观察其载药效率及释药曲线%结果
!

双相溶剂挥发法成功制备了
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荧光载
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亚微米微球!扫描电镜观察及激光共聚焦显微镜观察微球形态正常!激光粒度分析仪观察粒径
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!分布

均匀!定量
\J:<?

检测微球载
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率与包封率分别为
'&($G

和
2$&01G

!荧光显微镜观察其缓慢降解!定量
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检测

b\97

释放平缓!呈线性零级释放趋势%结论
!

直径
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的
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载
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荧光亚微米微球载药效率较高!呈线性零

级释放!荧光能够直接观测%
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&是一种在体内诱导血管生成的细胞因子#当其在组织

局部应用#能够增加缺血部位的微血管生成#因此在缺血性疾

病$如冠状动脉缺血&*组织工程支架等中有广泛应用'

$
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)但

b\97

半衰期短#体内降解速度快#使其临床应用受到限制'

1

(

)

目前广泛采用的解决方案是使用载药缓释微球#使
b\97

在

组织局部以恒定的释药速率释放#保证组织修复过程中始终保

持一定的
b\97

水平#从而促进新生微血管的形成)制备的

载药微球尺寸由数十纳米至数百微米不等#其中
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"
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称为亚微米微球#

%&2

+

H

以下称为纳米微球)体积越小#在脱

细胞真皮基质$

MDOIITMN!ONHMIHMNPN#e

#

?45

&中缓释时药物分

布更均匀#但同等材料下缓释时间会缩短#并且制备难度更

大'

'

(

)目前国内少有亚微米聚乳酸羟基乙酸共聚物$

8J9?

&

微球的制备与性质研究#本文提供一种
8J9?

载药亚微球制

作方法#并在其中负载荧光物质#实现微球追踪并研究其体外

特性)
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微球制备
!

采用复乳溶剂蒸发

法$
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&制备
8J9?

亚微米微球'
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溶于
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HJ

二氯甲烷作为油相$
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加
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+

U

绿色荧光素

溶于
1HJ

去离子水中作为内水相$

]$

&#外水相$

]1

&为
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的
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$

/G

#

X
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W

&)将
]$

倒入
A

中#在
$2%%%N

"

H#,

速

率下均质
2H#,

后形成
]$

"

A

#迅速倒入
]1

中形成复乳$

]$
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A

"

]1

&#磁力搅拌器固化
)Q

$

0%%N

"

H#,

&)固化后使用去离子

水清洗数次#冻干#获得微球)
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微球粒径测量及形貌观察
!

取少量制备好的
8J9?

微球悬浮于水中#振荡使其均匀分散#加入激光粒度分析仪样

品池中#进行测量)

<

L

M,

值表示粒径分布#

<

L

M,

值越大表明颗

粒尺寸越不均一)取适量冷冻干燥的
8J9?

微球溶于适量水

中#吸取少量悬液滴于锡箔纸#晾干#表面喷金处理#扫描电子

显微镜观察其形貌'

2

(

)将
8J9?

微球悬浮于水中#在倒置相

差荧光显微镜下观察
8J9?

微球尺寸#以及荧光强度#并在不

同时间观察微球降解情况)
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包埋率及装载率测量
!

称取
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缓释微球冻干粉
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U

溶解在
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+

J

二甲基亚砜$

45<A

&中#萃取
b\97

#

b\97

的水平通过定量
\J:<?

试剂盒测定)依据试剂盒说明

书操作)

b\97

装载率和包埋率由以下公式计算'

)

(
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b\97

装

载率$

G

&

K

$微球的
b\97

质量"微球质量&

_$%%G

%

b\97

包埋率$

G

&

K

$测量
b\97

装载率"理论蛋白装载率&

_

$%%G

)
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体外
b\97

释放研究
!

精确称取微球
1H

U

装于
\8

管#以磷酸盐缓冲液$

8C<

#

$%%

+

J

&作为释放介质#加入
%&$G

C<?

作为稳定剂#

%&/G

$

X

"

W

&甘露醇作为湿润剂#

'-j

恒温

振荡#分别在
$Q

*

)Q

*

$!

*

1!

*

0!

*
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*

$0!

*

1$!

*

1/!

*

'2!

收

集上清液)上清液中的
b\97

水平通过
b\97.\J:<?

试剂

盒测定)计算出累计释放量#绘制载
b\97.8J9?

微球累计

释放曲线)

>&@
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统计学处理
!

应用
<8<<$'&%

软件行统计学分析#使用

\eDOI

制作图表)

?

!

结
!!

果
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载
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荧光
8J9?

亚微米微球粒径与形貌观察
!

在

扫描电镜下#制备的微球呈圆球形#表面光滑#尺寸大小不一#

但粒径分布范围较窄$图
$

&)激光共聚焦显微镜可见微球荧

光分布均匀#微球在水中分散度好#无粘连$图
1

*

'

&)微球粒

径分布见图
0

#微球粒径为
%&-1

+

H

#

<

L

M,

值为
$&$1-

#表明制

备的微球粒径较为均匀)

图
$

!!

微球扫描电镜成像
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!

包埋率及装载率
!

将
1H

U

载药微球完全溶解#萃取出全

部
b\97

并测量#由包入微球的
b\97

总量与总
b\97

量百

分比计算出包封率为
2$&01G

#由包入微球内的
b\97

量与微

球质量百分比计算出载药率为
'&($G

)

?&@

!

微球降解观察
!

1

周之后#部分微球表面开始出现膨胀*

侵蚀*变形#微球之间出现粘连#另有少量微球崩解#另一部分

微球形状继续保持原状$图
2

&)激光共聚焦显微镜下微球聚

集严重#部分微球膨胀*崩解后导致荧光面积变大$图
)

&)

图
1

!!

微球激光共聚焦显微镜扫描'白光(

图
'

!!

微球激光共聚焦显微镜扫描'绿色荧光(

图
0

!!

b\97

微球粒径分布图
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微球体外
b\97

释放研究
!

将
8J9?

微球置于释放介

质中#规定时间取出上清液#通过
\J:<?

法测定
b\97

水平#

绘制出累积释放曲线$图
-

&)可看出
8J9?

微球在
10Q

内没

有出现突释效应#在
10Q

之后
b\97

释放量缓慢地增加#

$

周

之后释放速度加快#到
1$!

进入平台期#到
'2!

累计释放量接

('(

重庆医学
1%$/

年
'

月第
0-

卷第
-

期
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图
2

!!

两周后微球崩解扫描电镜影像

图
)

!!

两周后微球崩解激光共聚焦影像

图
-

!!

微球体外累计释放曲线

@
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讨
!!

论
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本研究所使用的细胞因子
b\97

在生理条件下半衰期

短#在体内降解速度过快#需要对
b\97

进行缓释处理#使其

在局部缓慢匀速释放#以达到临床应用的需要'

-

(

)本研究所采

用的微球材料为
8J9?

)

8J9?

是缓释微球材料#其降解速率

适中#性质稳定#具有良好的生物相容性与可降解性#无毒性*

无致敏性*无致热性*无致畸致癌作用*无细胞毒性#被广泛应

用'

/

(

)

本研究成功制备的亚微米微球粒径约为
%&-1

+

H

#观察其

药物缓释时间长$

'%!

左右&#短期时间内未出现药物突释现

象)根据文献报道#

8J9?

制备的微球体积不一#可制备成纳

米微球或微米微球#直径由数百纳米至数百微米不等#包裹药

物或细胞因子后可使其延长释放达到
$

"

'

个月)其中
%&2

"

$&%

+

H

称为亚微米微球#

%&2

+

H

以下称为纳米微球)体积越

小#在缓释时药物分布更均匀#但同等材料下缓释时间会缩短#

并且制备难度更大'

(

(

)

复乳溶剂蒸发法是目前制备
8J9?

微球的常用方法#它

不需要相分离剂#操作简单#工艺相对成熟'

$%

(

)

]

"

A

"

]

型复

乳可以有效阻碍水溶性药物进入连续相#能够提高药物的包封

率)因此#本实验采用
]

"

A

"

]

法制备载
b\97

的荧光
8J.

9?

微球)在实验中#多种条件可以影响最终制成的微球粒

径#如
8J9?

浓度*

8b?

浓度*均质化搅拌速度等)其中提高

8J9?

浓度#可以使内水相黏度变大#提高微球载药量与包封

率#增大微球的粒径)而当
8b?

浓度增加#微球粒径缩小)

搅拌速率同样影响较大#速度过低#剪切力小#使成球性差#速

度过高会破坏乳液的稳定性#

b\97

流失量大'

$$

(

)本研究通

过参考文献'

0

#

$1

(以及调整上述试剂浓度'

8J9?0%H

U

"

HJ

*

8b?

$

/G

#

]

"

b

&#搅拌速度
$2%%%N

"

H#,

(#最终制成粒径为

%&-1

+

H

左右的亚微球)

本研究
b\97

释放结果表明#微球没有出现突释效应#并

且随着时间
b\97

逐渐释放#实现了缓释作用)一般情况下#

载药微球的释放呈现三相释放模式#即扩散#持续释放以及平

台期)

%

相是指黏附于微球表面的细胞因子迅速释放%

(

相是

指随着微球的降解#细胞因子逐渐释放%

,

相是指当大部分微

球出现崩解#细胞因子释放基本完毕#速度趋于平稳)

因此#本研究制备的
8J9?

载
b\97

亚微米微球#实现了

所期望的微球粒径#有较好的包埋率与装载率#并在其中加入

了绿色荧光#实现了微球可视#具有较好的研究与应用前景)
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所有的样本进行热图分析#可看出样本主要分两类#结石

和黏膜样本分别聚集在不同支#且在不同细菌类群上有明显差

异分布)细菌分布较集中的是胆固醇结石#在大多数差异大的

类群有较高的分布#而胆色素结石的细菌主要集中在
8+OT!".

H",M+

*

+PTPVON#

和
\,PON"D"DDT+

类群#见图
'

)

图
'

!!

全部
A3a

水平进行热图分析

@

!

讨
!!

论

!!

本研究通过
:IITH#,M5#+O

Z

测序对胆囊内微生物群落样

本进行分析#发现香农指数*

@QM"I

指数和
?@\

指数在不同类

型结石组间#差异有统计学意义$

!

$

%&%2

&#且同一类型结石

组黏膜和微生物群落
?@\

指数和
@QM"$

指数差异也有统计学

意义$

!

$

%&%2

&)同一组内结石和黏膜样本#微生物群落菌群

多样性都有明显的个体差异)总体规律为#在胆固醇结石和胆

色素结石组胆囊黏膜样本的生物多样性指数显著高于其对应

的结石样本#而混合性结石组则相反)

同一类型患者的结石和黏膜胆囊微生物群落多样性构成

比较相似#而不同类型患者的结石和黏膜胆囊微生物群落多样

性构成比差异较大)在微生物门*纲*目这些较高分类水平上

结石和黏膜微生物群落多样性分布并不是很高#而在属种水平

则表现出了丰富的多样性)笔者发现#由于稀有菌群比例较

大#导致即使在胆固醇含量高于
(%G

的胆固醇结石和黏膜中#

胆囊微生物群落也显示多样性分布#且有极为复杂的群落分

布)根据
:IITH#,M5#+O

Z

测序分析#由于个体变异性的存在可

能导致胆囊微环境中的微生物群落有着极大的分散性和差异

性)但由于样本量较小#还需大样本量去证实)而目前惟一能

够肯定的是由于胆囊对胆汁的浓缩功能#胆汁中含有一些物

质#如胆汁酸盐*胆固醇和微量元素#可作为电子受体或营养物

质支持细菌生长代谢#并使结石细菌群落表现出多样性'

1.$%

(

)

本研究尚有许多不足之处!$

$

&未将与胆囊微生物群落密

切相关的肠道微生物群落纳入研究#进行关联分析)$

1

&未探

讨胆囊结石形成过程中胆囊微生物群落的动态变化过程)$

'

&

未涉及胆囊微生物群落与宿主的相互关系)

低浓度的微生物群落通过局部免疫机制对胆囊黏膜微环

境产生影响#可进一步研究结石形成及发生*发展过程中胆囊

微生物群落的生态作用)
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