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［摘要］ 目的 以乳酸－羟乙酸聚合物为载体材料，制备包含促卵泡激素和干细胞因子的长效缓释微球，并

考察微球质量相关参数，探讨影响微球粒径和包封率的因素．方法 使用复乳 - 溶剂挥发法制备微球，观察微球

形态，计算微球粒径、回收率、包封率和载药量等相关参数．用不同分子量和浓度的乳酸－羟乙酸聚合物制备微

球，观察微球粒径及包封率的变化．结果 所得微球形态呈圆整规则的球形，粒径呈正态分布，主要分布在 6～

12 滋m 范围内，再分散性好，促卵泡激素的包封率为 85.5%，载药量为 33.7 mIU/mg．干细胞因子的包封率为

87.1%，载药量为 4.6 ng/mg．PLGA 分子量增加，微球粒径增加，PLGA 浓度升高，微球粒径及包封率也升高．结

论 复乳 - 溶剂挥发法工艺简单，重现性好．所制促卵泡激素和干细胞因子微球粒径均匀，包封率高．
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［Abstract］ Objective This study was aimed to prepare poly （lactic-co-glycolic acid） （PLGA）

microspheres containing follicle stimulating hormone （FSH） or stem cell factor （SCF）， investigate its quality

parameters，and study the influence factors of microsphere size and encapsulation efficiency. Methods FSH and

SCF microspheres were prepared by a double emulsion-solvent evaporation method. Scanning electron microscopy

was used for the observation of microspheres. The quality parameters such as particle size，recovery，encapsulation

efficiency and drug loading were calculated. The microspheres were prepared with different molecular weight and

concentration of PLGA， and the changes about particle size and encapsulation efficiency were observed. Results

The microspheres of FSH and SCF showed regular spherical. Diameter of the particles with 6 滋m to 12 滋m mainly

showed a normal distribution. The rate of encapsulation and quantity of drug loading of FSH were 85.5% and 33.7

mIU/mg， and of SCF were 87.1% and 4.6 ng/mg. The particle diameter and encapsulation efficiency of microspheres

were increased when increasing molecular weight and concentration of PLGA. Conclusion This technique of double

emulsion-solvent evaporation process was simple and had a good reproducibility， and it might get uniform particle

size and high encapsulation efficiency of FSH and SCF microspheres.
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促 卵 泡 激 素 （follicle stimulating hormone，

FSH） 和干细胞因子 （stem cell factor，SCF） 均与

人类睾丸的生精功能有关，其中 FSH 可以刺激精

子和卵细胞的形成，通过改善精子和卵子超微结构

和线粒体功能，以及通过促进 DNA 的聚合提高精

子质量与浓度 [1]，SCF 可促进 A 型精原细胞 DNA

的合成[2]，在原始生殖细胞和精原细胞的粘附，迁

移，增殖和存活中发挥着重要作用 [3]．然而，FSH

和 SCF 均属多肽类药物，其半衰期短需，需频繁

给药来维持有效治疗浓度，导致治疗周期长，注射

次数多，给治疗带来不便.

可生物降解的缓释微球用药一次就可获得长达

数周的缓释效果和较高的生物利用度，大大提高患

者的顺应性，因此是多肽和蛋白质类药物比较理想

的给药系统 [4]．笔者拟用 PLGA 为载体，采用复

乳－溶剂挥发法制备 FSH 和 SCF 缓释微球，并对

微球粒径、表面形态、产率、载药量和包封率等特

性作初步测评，为进一步考察 FSH 和 SCF 微球对

无精症模型生精功能的影响建立基础．

1 材料与方法

1.1 材料

FSH、 SCF、 聚 乳 酸 - 羟 乙 酸 （Poly

lactic-co-glycolic acid， PLGA） 均为 Sigma-Aldric

产品，乳化分散机 （10 000 滋pm IKA-Werk，德

国），电动搅拌机 （IKA，德国），倒置显微镜

（Olympus 公司日本），真空冷冻干燥机 （上海东富

龙科技股份有限公司），ACCESS 全自动微粒子化

学发光免疫分析系统及其配套试剂盒 （BECKMAN

公司，美国），ELISA 测定仪 （深圳雷杜生命科学

股份有限公司 RT21000C 酶标仪，中国），扫描电

镜 （日立 X-650，日本） ．

1.2 FSH 、SCF 微球的制备方法

以 PLGA 为载体，采用复乳－液中干燥法制备

FSH 和 SCF 缓释微球：取 10 滋g FSH （SCF）、20

mg BEG，加入蒸馏水配制内水相 （W1），PLGA 溶

于 CH2Cl2 充分溶解，配成 25%的油相 （O）、称取

PVA1.0 g，加注射用水溶解并定溶至 100 mL，浓

度为 1%配制外水相 （W2），用滤纸过滤后放置于

4℃．

用加样枪将 W1 滴入 O 中，冰浴条件下，乳化

分散机 5 000 r/min 搅拌约 30 s，形成初乳 （W1/O）；

将初乳倒入 W2 中，冰浴条件下，4 000～6 000

r/min搅拌 3～4 min，形成复乳 （W1/O/W2）；电动搅

拌器 1 000 r/min ，冰浴下 搅拌 2 ～3 h，挥发

CH2Cl2；待有机溶媒挥尽，2 000 r/min离心，上清

液收集保存，取沉淀．蒸馏水洗涤 3 遍，再次离心

收集，真空冷冻干燥，60 ℃辐照灭菌，－20 ℃保

存备用．

1.2.1 不同分子量的 PLGA 根据上述制作微球方

法，在其他条件不变的情况下选择不同分子量的

PLGA 制作微球，考察其粒径及包封率，见表 1.

1.2.2 不同浓度的 PLGA 在其他条件不变的情况

下通过改变 PLGA 的浓度，评价微球粒径及包封

率，见表 2.

1.3 微球形态观察及粒径分布

取已冻干的 PLGA 微球少许，用 0.02%吐温 80

的生理盐水分散，光学显微镜下于 40×10 倍放大

倍数下观察微球形态并用测微尺测定 500 个微球的

粒径，每隔 3 滋m 粒径为一单元，分别计数每一单

元的微球数．以微球个数的百分数为纵坐标 （%）、

粒径大小为横坐标 （滋m），绘制微球粒径分布的直

方图．随机观察 100 个微球，根据其中圆形完整的

微球占总数的百分数评价成球水平．

将冻干后的微球样品通过双面胶固定在铝质圆

台上喷金，采用电子扫描显微镜 （SEM） 观察微球

表面以及内部的外观形貌和分散性、计算微球的平

均粒径及其分布．

1.4 微球回收率、载药量、包封率质量评价

1.4.1 微球回收率的测定 收集冷冻干燥后的所

有微球，在精密电子天平上称重后除以总的投料量

计算回收率，评价微球制备工艺配方的优劣．

1.4.2 微球载药量、包封率的测定 载药量及包

封率公式为：

载药量＝总投量与损失药量之差即微球中实际含药量
所得微球质量

×100%

包封率＝总投量与损失药量之差
总投药量

×100%

1.5 微球中实际药物含量测定

将载药微球完全溶解于有机溶剂中，再采用缓

冲溶液萃取，测定溶液中的药物浓度．差减法是在

制备过程中待有机溶剂挥发完全后，测定其药物浓

度．FSH 采用化学发光法、SCF 采用酶联免疫吸附

法．

1.5.1 ELISA 检测法测定 SCF浓度 对于 SCF 的

检测目前比较精确的方法为双抗体夹心 ELISA 测



表 2 不同浓度的PLGA选择

Tab. 2 PGLA with different concentrations

转速 PVA 浓度（%） PLGA 分子量 油 / 水 PLGA 浓度（%）

5 000 1 8 000 16 10

5 000 1 14 000 16 25

5 000 1 25 000 16 33

表 1 不同分子量的PGLA 选择

Tab. 1 PGLA with different molecular weights

转速 PVA 浓度 （%） PLGA 浓度 （%） 油 / 水 PLGA 分子量

5 000 1 25 16 8 000

5 000 1 25 16 14 000

5 000 1 25 16 25 000

试法：利用抗鼠 SCF 单抗包被于酶标板上，标准

品和样品中的 SCF 与单抗结合，加入生物素化的

抗鼠 SCF 抗体 （二抗） ，它将与结合在单抗上的

鼠 SCF 结合而形成免疫复合物连接在板上，辣根

过氧化物酶标记的亲和素与二抗的生物素结合，加

入底物溶液 （TMB） 显色．用酶标仪在 450 nm 波

长处测定吸光度 （OD） 值， SCF 浓度与 OD 值成

正比，以标准物的浓度为横坐标 （对数坐标），OD

值为纵坐标 （普通坐标），绘出标准曲线并得出标

准方程，可通过标准曲线求出样品中 SCF 浓度．

1.5.2 ACCESS 检测法测定 hFSH 浓度 Access

hFSH 测定是一种连续两步酶免法测定．将样本添

加到含包被着山羊抗小鼠 - 小鼠抗 hFSH 复合物的

顺磁性微粒和含蛋白质的 TRIS 缓冲盐水的反应管

中．hFSH 与固相上静置的 hFSH 结合．结合在固

相上的物质将置于一个磁场内被吸住，而未结合的

物质被冲洗除去．然后碱性磷酸酶山羊抗 hFSH 结

合物被添加进来并和先前结合在微粒上的 hFSH 结

合．再度分离和冲洗掉未结合的物质．然后将化

学发光底物 Lumi-Phos530 添加到反应管内，再由

照度计对反应中所产生的光进行测量．所产生光的

量与样本内 hFSH 的浓度成正比．样本内分析物的

量由所储存的多点校准曲线来确定．

1.6 统计学处理

所有数据用平均数和标准差 x±s 表示.

2 结果

2.1 微球的大小、形态及粒径分布

肉眼观察制备的微球呈白色粉末状．电镜下见

微球表面光滑，分散好，彼此间无粘连 （图 1） ．

FSH 和 SCF 粒径大小及分布见表 3、表 4．由微球

粒径分布直方图图形可以看出微球粒径分布基本符

合正态分布 （图 2、图 3） ．通过计算得微球平均

粒径 FSH 为 （8.6±0.5） 滋m，SCF 为 （9.1±0.7）

滋m．光镜下随机观察 100 个微球，其中圆形完整

的微球为 92 个，由此得出成球率达 92%．

2.2 PLGA 平均分子量对微球粒径的影响

不同分子量的 PLGA 的实验结果表明，随着

PLGA 分子量的增加，微球粒径也增加，见图 4.

2.3 不同 PLGA浓度对微球粒径的影响

不同 PLGA 浓度对微球粒径影响的测定结果表

明 PLGA 的浓度越大，微球的平均粒径也越大，见

图 5.

2.4 FSH化学发光法标准曲线

用含 0 IU/L、1.0 IU/L、10 IU/L、 50 IU/L、

100 IU/L、 200 IU/L 的标准液上机测定，绘制标准

曲线．

2.5 SCF酶联免疫法标准曲线

分别取 0 滋g/mL、1.0 滋g/mL、2.5 滋g/mL、5.0

滋g/mL、10.0 滋g/mL、25 滋g/mL标准品，根据实验

步骤计算出每个标准品的 OD 值，绘制标准曲线．

线性回归后得标准曲线回归方程：

Y＝-0.001 821X2＋0.097 12X＋0.062 851 相关系

数 ＝0.996 5，结果表明 SCF 浓度在 0～25 滋g/mL

范围内线性良好．微球的回收率、载药量、包封率

（表 5） .

2.6 PLGA 浓度对微球包封率的影响

PLGA 的浓度对包封率有较大影响，随着

PLGA 浓度的增加，微球的包封率也有所增加，见

图 6.
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表 5 微球的回收率、载药量、包封率

Tab. 5 The recovery rate, loading capacity and

encapsulation efficiency of microspheres

种 类 回收率 （%） 载药量 包封率 （%）

FSH 微球 59.6 33.7 mIU/mg 85.5

SCF 微球 63.58 3.2 ng/mg 87.1

表 4 SCF 微球的大小及分布

Tab. 4 The size and distribution of SCF microspheres

粒径分布 （滋m） 0～3 3～6 6～9 9～12 12～15 ＞15

微球数量 （个） 28 12 175 130 31 16

微球百分数 （％） 5.6 24 35 26 6.2 3.2

表 3 FSH微球的大小及分布 （滋m）
Tab. 3 The size and distribution of FSH microspheres （滋m）

粒径分布 （滋m） 0～3 3～6 6～9 9～12 12～15 ＞15

微球数量 （个） 34 113 187 127 26 13

微球百分数 （％） 6.8 22.6 37.4 25.4 5.2 2.6

图 1 扫描电镜下 FSH 和 SCF 微球 （WD15.3，10.0 kV,

×1.5 k, '-'10 滋m
Fig. 1 The FSH and SCF microspheres observed by

SEM

A:FSH 微球；B:SCF 微球.

B

A

图 2 FSH 微球平均粒径为 （8.6±1.1） 滋m，集中分布在
6～9 滋m，分布呈正态分布

Fig. 2 Mean size of FSH microspheres was 8.6±1.1
滋m, which concentrated in the 6-9 micron with
the normal distribution

图 3 SCF 微球平均粒径为 （9.1±1.3） um，集中分布在
6～9 滋m，分布呈正态分布

Fig. 3 Mean size of SCF microspheres was （9.1±1.3）
滋m, which concentrated in the 6-9 micron with
the normal distribution

图 4 不同 PLGA平均分子量和微球粒径之间的关系

Fag. 4 The relationship between average molecular w-

eight of PLGA and the particle size of

microspheres
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图 5 不同 PLGA浓度和微球粒径之间的关系
Fag. 5 The relationship between the concentration of

PLGA and the particle size of the
microspheres

图 6 不同 PLGA浓度和微球包封率的关系
Fig. 6 The relationship between the concentration of

PLGA and encapsulation efficiency of
microspheres
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3 讨论

在生物可降解聚合物中，聚乳酸 （PLA） 和乳

酸 / 羟基乙酸共聚物 （PLGA） 由于其无毒且能在

体内缓慢降解的特性而得到广泛的应用，并且是已

经被美国 FDA 批准为可用于人体的载体材料 [5].蛋

白多肽类药物缓释微球制备方法有很多种，其中

复乳－溶剂蒸发法设备简单、工艺稳定，能获得

较高的药物包封率，尤其适合于水溶性物质如多

肽及蛋白类药物的制备，因而是目前此类微球最常

用的制备方法[6]．

本研究在其他条件相同的情况下，用 3 种不同

分子量的 PLGA 制作 3 批微球，结果显示随着分子

量的增加，微球粒径也增加．PLGA 浓度对微球的

粒径及包封率影响显著，提高聚合物浓度可以提高

微球的包封率．其原因可以归结于两点： （1） 聚

合物在分散相表面固化速度的加快阻止了药物的

扩散； （2） 高浓度的聚合物增加了分散相的粘度，

增加了药物从聚合物中扩散出来的阻力 [7]．Zhang

等[8]制备的牛血清蛋白 （BSA） 微球，当聚合物浓

度从 2%上升到 8%的时候，包封率从 66.5%上升到

91.2%．Shenderova 等 [9] 研究认为聚合物在载体溶

液中的浓度降低，包封率也随之降低．另外随着

PLGA 浓度升高，微球粒径也增加．原因可能是

PLGA 浓度的升高导致其溶液黏度增大，在相同条

件下制备较小粒径微球所需的剪切力较大．杜丽娜
[10]制备 BSA-PLGA 微球，PLGA 浓度分别为 400

mg/mL，500 mg/mL，650 mg/mL，分析其浓度对微

球粒径的影响，随着 PLGA 浓度的升高，微球粒径

升高．本研究 PLGA 浓度分别为 10%，25%和 30%

时 FSH 和 SCF 微球粒径及包封率都相应升高，与

文献报道基本符合.

本研究通过对 PLGA 浓度、外水相 PVA 浓度、

制复乳时的搅拌速度、内水相的体积、PLGA 浓

度、平均分子量等因素的调节，最终确定了制备

FSH 和 SCF 微球处方：内水相体积为 0.5 mL、

PEG 用量为 20 mg、油相 PLGA 浓度为 250 mg/mL、

外水相 PVA 浓度为 1％ 、复乳搅拌速率为 5 000

r/min， 在此条件下可以制得包封率较高、粒径适

宜的微球，且经过重复性实验验证后，证明该批

微球具有形态良好，粒径分布均匀，可重复性好

等优点．
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