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［摘要］目的 在流感疫苗脂质体的基础上制备壳聚糖脂质体载药微粒，建立流感疫苗壳聚糖脂质体的制备

工艺．方法 采用薄膜分散法制备流感疫苗脂质体，以不同 N/P比（壳聚糖中的氮和卵磷脂中的磷比值）制备壳

聚糖载药微粒．观察形态并测定其平均粒径、粒度分布、包封率与结合率．通过对比不同 N/P比制备壳聚糖载药

微粒的包封率与结合率等指标，确定流感疫苗壳聚糖脂质体的制备工艺．结果 流感疫苗脂质体形态均呈圆或椭

圆形，粒度分布较均匀，壳聚糖包覆后脂质体仍为圆形，平均粒径由 2.14μm增加到 4.05μm．壳聚糖包覆前后

流感疫苗脂质体平均包封率由 80.41%变为 84.37%．比较 6种不同 N/P比流感疫苗壳聚糖脂质体的结合率，当

N/P为 5:1时，为壳聚糖与脂质体孵育的最佳比例，结合率为 19.40%．结论 壳聚糖包覆后脂质体仍接近圆形，

粒径增加，包封率提高，当 N/P为 5:1时，为壳聚糖与脂质体孵育的最佳比例．
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［Abstract］ Objective To prepare chitosan microparticles based on influenza vaccine liposome， and

determine the preparation technology of chitosan liposome vaccine．Methods We prepared chitosan microparticles

with different N/P ratio based on influenza vaccine liposomes which were produced by film dispersion method. Then

we observed the morphology and determined the average particle size and particle size distribution， entrapment

efficiency and the binding rate. By comparing the encapsulation rate and binding rate of different N/P ratio chitosan

nanoparticles， the preparation technology of chitosan liposome vaccine was preliminary determined. Results

Influenza vaccine liposomes coated with chitosan were round or oval with uniformed particle size distribution. The

average particle size increased from 2.14 μ m to 4.05 μ m， and the average encapsulation rate increased from

80.41% to 84.37% after coated liposomes with chitosan . By comparing 6 N/P ratio， the ration of 5:1 was the best

ratio in terms of binding rate which was 19.40%．Conclusions Chitosan coated liposomes is circular with

increased particle size and encapsulation rate. 5:1 ratio of N/P is the optimum proportion concerning the incubation of

chitosan and liposome.
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脂质体作为药物载体具有靶向性与缓释性，能

降低药物给药量，减轻药物毒性，提高药物稳定

性，然而脂质体也存在一些问题，如阳离子脂质

体具有一定细胞毒性，中性和阴性脂质体与细胞

亲和力差，且贮存过程中存在粒径变大、絮凝、渗

漏的问题．壳聚糖是一种带正电荷的多糖，具有
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亲水性．生物相容性好、低毒等特点．利用壳聚糖

修饰脂质体，不仅对药物有保护和促渗作用，还可

以提高药物的缓释性，增加靶向性，同时可降低阳

离子脂质体的毒性．本课题主要以大豆卵磷脂，胆

固醇为原料，采用薄膜分散法制备流感疫苗脂质

体，在流感疫苗脂质体的基础上制备壳聚糖载药微

粒，建立流感疫苗壳聚糖脂质体的制备工艺.

1 材料与方法

1.1 实验材料

裂解型流感灭活疫苗单价液（H1N1） （（HA）

含量为 550 滋g/mL，云南沃森生物技术股份有限公

司提供），大豆卵磷脂 PC-50（北京美亚斯磷脂技

术有限公司），胆固醇（上海新兴化工试剂研究

所），BSA（美国 Sigma），Folin酚蛋白定量试剂盒

（北京鼎国生物技术有限公司），无水乙醇、无水碳

酸钠、碳酸氢钠、氯化钠、柠檬酸、磷酸氢二钠、

磷酸二氢钠、酒石酸钾、硫酸铜，蔗糖等其余试剂

均为市售分析纯．

1.2 实验仪器

LabconcoR 4.5L冷冻干燥机（美国 Labconco），

RE-52AA型旋转蒸发仪（上海亚荣生物仪器厂），

SHB-ⅢS 型循环水式多用真空泵 （郑州长城），

EL204型电子天平（上海梅特勒 -托利多），超低

温冰箱 （日本三洋），紫外可见分光光度计

（UV7501），DHG 电热鼓风干燥箱（上海一恒），

PB-10型 pH酸度计（德国 Sartorius公司），Z300K

型台式高速低温离心机 （德国 Hemle），Motic B5

型数码电子显微镜（厦门麦克奥迪）．

1.3 实验方法

薄膜分散法制备流感疫苗脂质体冻干粉[1-3]．

采用薄膜分散法制备流感疫苗脂质体冻干粉．

1.3.1 流感疫苗脂质体形态观察 取制得的流感

疫苗脂质体冻干粉少量复溶，在数码电子显微镜
（Oil，100x）下观察其形态，并用 Nano Measurer．

软件测定其平均粒径和粒径分布情况．

1.3.2 流感疫苗脂质体包封率的测定 采用低温

超速离心法测定包封率．于 4℃，12 000 r/min离

心 1 h，分离游离药物与脂质体，以 Lowry蛋白测

定法测定未离心前样品的总药物量和离心后上清

液的游离药物量，计算包封率：

脂质体包封率（En%） =总蛋白量 -游离蛋白量
总蛋白量

×100%

1.3.3 孵育法制备流感疫苗壳聚糖脂质体冻干粉
[4-7] 取流感疫苗脂质体与适量壳聚糖溶液于 10℃

混合孵育 1 h．做 6种不同 N/P比的壳聚糖脂质体，

使壳聚糖中的氮和卵磷脂中的磷比值（N/P）分别

为 1:4；1:2；1:1；2:1；4:1；5:1（卵磷脂平均分子
量以 780计，壳聚糖单体分子量以 160计， 1moL

卵磷脂和壳聚糖的 N/P为 1:1）．

1.3.4 流感疫苗壳聚糖脂质体形态观察 室温下

用 Motic B5 型数码显微镜（Oil，100x）观察脂质

体形态，并用 Nano measurer 1.2软件对脂质体的粒

径进行分析，测定其平均粒径和粒径分布．

1.3.5 流感疫苗壳聚糖脂质体包封率与结合率测

定 流感疫苗脂质体壳聚糖于冷冻超速离心机中
以 40 000 r/min 离心 3 h，收集上清．以蒸馏水 -

茚三酮为参比在 569 nm处测定吸光度 A．计算上

清中壳聚糖浓度，然后计算结合率：

结合率 =壳聚糖总量 -上清液中壳聚糖量
壳聚糖总量

×100%

包封率测定同步骤 1.3.2．

2 结果

2.1 流感疫苗脂质体形态及粒度分布测定结果

室温下用 Motic B5型数码显微镜（Oil，100x）

观察，流感疫苗脂质体形态均呈圆或椭圆形，粒度

分布较均匀．用 Nano measurer 1.2软件对粒径进行

分析，平均粒径 2.14 滋m，其中小于 1.0 滋m 的占

3.62%，1.0～7.0 滋m粒径占 91.56%，大于 7.0 滋m

的占 4.82%．

2.2 流感疫苗脂质体包封率测定结果

蛋白含量测定的标准曲线为 ＝0.0004×-0.

0007，相关系数 2 =0.9947，在 5～100 滋g/mL范围

内有良好线性关系（见表 1、图 1）．H1N1单价

流感灭活疫苗原液的蛋白含量测得为 1 270 滋g/mL

（血凝素 HA 含量为 600 滋g/mL），平均包封率

80.68 %，见表 2．

2.3 流感疫苗壳聚糖脂质体形态观察结果

室温下用 Motic B5 型数码显微镜 （Oil，

100×）观察，流感疫苗壳聚糖脂质体形态均呈圆

形或椭圆形形，粒度分布较均匀．用 Nano

measurer 1.2 软件对粒径进行分析，平均粒径

4.05μm，其中小于 2.0 滋m的占 3.45%，2.0～7.0
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图 2 壳聚糖的标准曲线

Fig. 2 The standard curve of chitosan

编号 1 2 3 4 5 6

包封率 80.13 81.01 80.90 80.45 80.38 81.21

表 3 6种不同 N/P比例的流感疫苗壳聚糖脂质体结合率和包封率（%）

Tab. 3 The binding rate and entrapment efficiency of Six different N/P ratio flu vaccine liposome chitosan（%）

N/P 1：4 1:2 1:1 2;1 4:1 5:1

结合率 10.78 11.85 13.23 14.50 18.50 19.40

包封率 83.18 84.08 83.02 84.05 84.27 86.70

图 1 蛋白含量测定的标准曲线

Fig. 1 The standard curve of protein content

表 1 标准蛋白含量与吸光度值

Tab. 1 Standard protein content and absorbance values

Pr(滋g/mL) 5 10 20 40 60 80 100

OD750 0.0032 0.0023 0.0082 0.016 0.026 0.036 0.043

滋m粒径占 90.97%，大于 7.0 滋m的占 5.58 %．

2.4 流感疫苗壳聚糖脂质体结合率和包封率测定

结果

壳聚糖的标准曲线方程为 y＝0.0001+0.0019，

相关系数 2 =0.9915，表明在浓度 0.03～0.08

mg/mL范围内壳聚糖溶液线性良好（图 2）．6种

不同 N/P比例的流感疫苗壳聚糖脂质体结合率和包
封率见表 3．

表 2 流感疫苗脂质体的包封率（%）

Tab. 2 The Entrapment efficiency of influenza vaccine liposomes（%）

3 讨论

壳聚糖与脂质体的结合机制可能是阴离子型脂

质体与阳离子型的壳聚糖之间的电荷相互作用，

或是未完全脱乙酰化的酰基插入到脂质体的脂膜

中，使壳聚糖分子以环状和尾状物的方式吸附或镶

嵌到脂质体的表面，形成壳聚糖 -脂质体复合物
[6，8，9]．壳聚糖在混合液中呈无规则线团状易吸附并
黏接在脂质体的表面，其余部分又结合到另一脂

质体的表面形成“化学架桥结构”[10，11]，使得到的

流感疫苗壳聚糖脂质体颗粒的粒径增加.

比较 6种不同 N/P比流感疫苗壳聚糖脂质体的

结合率，随着 N/P比值的增大，结合率由 10.78%

变为 19.40%．当 N/P为 5:1时，为壳聚糖与脂质

体孵育的最佳比例，结合率为 19.40%．

壳聚糖包覆前后流感疫苗脂质体平均包封率由

80.41%变为 84.37%．证明壳聚糖包覆脂质体后，

可使脂质体包封率提高．其原因可能是，一方面，

壳聚糖包覆脂质体后，增加了脂质体的稳定性，减

少了药物渗漏；另一方面，壳聚糖在与脂质体结合

的过程中，使一些游离的蛋白粘附在脂质体表面，

从而增加了脂质体的包封率．

壳聚糖包覆后脂质体仍为近似圆形，粒径增

加，包封率提高，当 N/P为 5:1时，为壳聚糖与脂

质体孵育的最佳比例．
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