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膜材与制备过程对血红蛋白微胶囊粒径和包埋率的影响

邱 伟 马光辉 孟凡涛 苏志国"

（中国科学院过程工程研究所生化工程国家重点实验室，北京 2"""5"）

摘 要 以单甲氧基聚乙二醇聚乳酸共聚物（C9DE）为膜材用复乳/溶剂扩散法制备了包含牛血红蛋白（FGH）的微

胶囊，微胶囊中 FGH 的 C1"和 G;’’ 系数分别为 $ #00 C+ 和 !I# 左右，接近于天然 FGH 的生物活性。研究发现膜材种

类对 FGH 微胶囊包埋率和粒径的影响最大，使用 *C9J!""" 为亲水性嵌段的 C9DE 共聚物时，包埋率最高，达到

K"L以上，粒径为 $ M 1!: 左右；随着膜材浓度的增大，微胶囊包埋率和粒径均增加；随着外水相 )+N’ 浓度的增大，

微胶囊包埋率升高、粒径减小；随着外水相稳定剂 C%E 浓度的增大，微胶囊粒径减小，包埋率先升高后降低，在较低

浓度下（2" =OD、!" =OD）包埋率较高；初乳化搅拌速率的增大，有利于包埋率的提高，但对粒径影响不大；复乳化搅拌

速率的影响较复杂，当复乳液体积较大时，复乳化搅拌速率对微胶囊制备的影响规律性不明显。当固定膜材和初

乳化搅拌速率时，包埋率和粒径之间存在着类似抛物线的关系，包埋率随着粒径的减小而降低。
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与裸露的蛋白质相比，将蛋白质包埋在微胶囊

中作为一种剂型给药具有以下优点：2）避免了体内

的蛋白水解酶系统对药物蛋白质的破坏；!）减少了

药物蛋白分子引起的抗原抗体反应；$）降低了药物

蛋白分子被肾小球排出的速率；#）可以将两种以上

具有协同效应的蛋白质包埋在一起，增强治疗效果。

针对膜材和制备过程对微胶囊包埋蛋白质活性

的影响的研究已有一些报道，D;［2］等人用 C9DE 包埋

葡萄糖氧化酶（JQR）并讨论了制备方法、有机溶剂、

内水相稳定剂、膜材结构等对微胶囊中 JQR 活性的

影响，并提出溶剂挥发法相对于相分离法更易保持

JQR 的活性。C4,?=;B;［!］等人研究了乳化剂、有机溶

剂、温度、剪切速率和内水相稳定剂在微包埋脯氨酰

氨基酸酶时对蛋白活性的影响。

膜材和制备过程的另一个重要方面是对蛋白质

包埋率和胶囊粒径的影响。包埋率过低，浪费了宝

贵的蛋白质，也降低了给药浓度；粒径过大或过小也

会引起不同应用的问题。虽然文献上很多研究都涉

及到包埋率和粒径［$ S 6］，然而将膜材与制备过程综

合考虑来专门探索有关规律的研究却比较少见。为

此，本文以单甲氧基聚乙二醇聚乳酸共聚物（C9DE）

为膜材，探索了不同分子量和不同制备手段对血红

蛋白的包埋率和胶囊粒径的影响。

与常用的聚乳酸（CDE）膜材相比，C9DE 的优点

在于引入 *C9J 后，增强了膜材的亲水性，有助于包

埋蛋白质的稳定性和包埋率［5］，因此 C9DE 是用来包

埋水溶性药用蛋白的合适膜材，其分子结构见图 2。

图 2 CDE/:C9J 的分子结构

7;=(2 *&’4-?’+, >T,?-T?,4 &U CDE/:C9J

本文选择牛血红蛋白（FGH）作为模型蛋白。血

红蛋白是一种包含 # 个亚基的复杂蛋白，分子量

0# 1"" R，分子尺寸 0I# B: V 1I1 B: V 1B:，其 C1" 和

G;’’ 系数分别为 $ 0""C+ 和 !I5。微胶囊包埋的 FGH
的生 物 活 性 可 以 用 G4:&8/+B+’W>;<4, 测 定，方 法 简

单，数值准确。FGH 的来源广泛，而且 FGH 微胶囊



也是第三代血液代用品（人血红细胞代用品）的重要

研究方向，所以，!"# 是一种理想的模型蛋白。在前

期工作中，我们发现，采用单甲氧基聚乙二醇聚乳酸

共聚物（$%&’）为膜材，以乙酸乙酯为有机溶剂，当

乳化速率低于 () *** +,-./ 时用复乳0溶剂扩散法包

埋 !"#，能够有效地保持微胶囊中 !"# 的天然活

性。这主要是因为扩散法可以避免有机溶剂和血红

蛋白长时间接触。

本文着重研究各制备参数对 !"# 微胶囊包埋

率和粒径的影响，以期获得粒径小、包埋率高的微胶

囊。

! 材料和方法

!"! 实验材料及设备

!"!"! 仪器：乳化均质机（123*(4 型，北京和莫机电

研究所），分光光度计（567+89:;< )***，$=>+-><.> !.80
7;<=，?@A），激光粒度仪（B8C67;+ &?)D*，B8C67;+ B8E，
5E ?E’），扫描电子显微镜（2%F& 2?G0HI**J，2$K），血

氧饱和度仪（3B? G;L.<>6 $+8LLC<79 B8E，5E ?E’E）。

!"!"# 药品及 !"# 制备：A，&0乳酸（4MN，北京化学

试剂公司），单甲氧基聚乙二醇聚乳酸共聚物 $%&’
（>#）（本实验室合成，性征见表 (）（>：$%&’ 分子中

$&’ 链段分子量，#：G$%O 链段分子量），聚乙烯醇

（$P’，GQ R )) ***）（比利时 ’<+899 公司），其它试剂

均为分析纯。

!"# 的制备参照 A8<S. 的方法［T］，首先，新鲜牛

血红细胞用 (H U,& 的 K>B6 溶液洗涤 ( 次，T U,& K>B6
溶液洗涤 ) 次。血红细胞用蒸馏水 (：( 溶胀法获得

血红蛋白，再以 D* ***U 离心除去膜基质，然后先后

用 *VWM!- 和 *V))!- 的膜过滤。最后获得的 !"#
溶液的浓度约为 (I* U,&，渗透压相当于 WVM U,& K>B6
水溶液。

表 ! $%&’ 性征

()*+, ! -.)/)01,/231203 45 $%&’ 0464+78,/3

$86X-;+ G$%O,N> GQ,YA# G/,YA# GQ,G/
#

$&’)*Y! — )MV* (TV) (VD

$%&’)*Y（)Y） ()VD WHV* (IVI )VH

$%&’D*Y（)Y） TV4 IHVD )HVD )VT

$%&’H*Y（MY） (*VH (D4V4 M(VW )VI

$%&’T*Y（MY） IVI )(DVH H4VT )V4

>：<>6<C6>7;L #X ("0KG1；

#：L;7;+-./;L #X $&0O$B)(*；

!：<8--;+<.>6 $&’ C9;L >9 7=; +;Z;+;/<;E

!"# 9:* 微胶囊的制备

本文采用复乳法制备微胶囊，将 *VM -& 新鲜

!"#水溶液（(I* U,&）倒入溶有 D* -U $%&’ 的 )-&
乙酸乙酯（%7’<）中，用均化器乳化 (M 9，将该初乳液

倒入 )M -& 溶有一定量的 $P’ 的 K>B6 水溶液中，再

复乳化 )* 9 形成 @(,F,@) 的复乳液，将该复乳液倒

入 D** -& K>B6 水溶液中，M*** +,-./ 室温下搅拌 )
-./，使乙酸乙酯扩散到外水相，从而得到微胶囊。

用 K>B6 水溶液离心洗涤微胶囊 D 次，最后用 T U,&
K>B6水溶液收集。在下面的讨论中，如无特殊说

明，所用的制备条件为：K>B6 水溶液浓度 T U,&，$P’
浓度 )* U,&，初乳化搅拌速率 T (** +,-./，复乳化搅

拌速率 M W** +,-./。

!"; 分析

!";"! 聚合物膜材表观粘度的测定：将 T* -U $%&’
溶于 H -& 乙酸乙酯中，在 )M[下使用乌式粘度计

测定。

!";"# !"# 微胶囊包埋率的测定：微胶囊中包埋

!"# 的量用间接法测定，通过测定离心后上清液中

!"# 的量。用初始 !"# 的量与上清液中 !"# 量的

差值可计算出 !"# 微胶囊的包埋率（%%）。上清液

中 !"# 的浓度根据 A+>#Y./ 的方法测定：在 ) -& 上

清液中加入 ( -& A+>#Y./ 试剂，用分光光度计（567+80
9:;< )*** $=>+-><.> !.87;<=）测 MW* /- 处吸收。

!";"; 粒径的测定：!"# 微胶囊的体积平均粒径用

B8C67;+ GC67.9.S;+（B8C67;+ &?)D*，5E ?E ’E）测定。

!";"< 表面形貌的观察：取一定量干燥的 !"# 微胶

囊，真 空 条 件 下 喷 金 后 用 扫 描 电 子 显 微 镜（2%F&
2?G0HI**J，2$K）观察。

# 结果与讨论

#"! 膜材对于 9:* 包埋率和粒径的影响

用 D* -U 膜 材 包 埋 *VM -& !"# 水 溶 液（(I*
U,&），结果如表 ) 所示。相对于天然 !"#（$M* 和 ".66
系数分别为 D H** $> 和 )V4），本实验所用的方法均

能较好保持其天然活性（$M*和 ".66 系数分别为 D M**
$>和 )VW 左右）。

$&’)*Y 的包埋率仅为 IVTN，引入 G$%O 链段

以后，对 !"# 的包埋率达到 DHVHN \ TDV(N 。这

是因为亲水的 G$%O 的引入，使原来疏水的 $&’ 成

为亲水亲油性 $%&’，能够在水油相界面形成稳定的

聚合物膜，有利于油包水（@,F）初乳液的稳定，有

助于包埋率的提高。

HW) 生 物 工 程 学 报 )* 卷



表 ! 聚合物膜材种类对包埋率、粒径和活性的影响（! " #）

$%&’( ! )*+’,(*-( .+ /.’01(2 -.1/.3454.* .* /2.5(4* (*52%/1(*5 (++4-4(*-4(3 %*6 /%254-’( 347(3 .+ 14-2.-%/3,’(3

!"#$% &’()*+,
-..",+/#

012$’21#)3（ 4 56 7 8&"·2）
!9: ;/#,".*+/#
;<<1$1+/$) = >?3@

A1$,’$".2B(+
21C+ = >?3!*

&D6
3&"

91((
$’+<<1$1+/#

5 &E-F6G 6HDIJ KHJ = FH8 KH6 = 5HJ 8D8F FHL8

F &;E-F6G（FG） 6HM6I J5HM = 5HF 56H5 = FH6 8LKJ FHLI

8 &;E-86G（FG） 6HMIM J8H5 = 6HI JHI = 5HJ 8D6M FHD6

L &;E-M6G（DG） 6HK6L 8MHM = 5HI JHD = 5HK 8D8F FH88

D &;E-J6G（DG） 6HKIF LMHD = 5H5 55H5 = 5HI 8D5J FH8K

如表 F 所示，无论共聚物的总分子量如何，含

A&;NF666 的 &;E- 包埋率始终大于含 A&;ND666 的

&;E-，这主要因为 O3P 初乳液的稳定性不同。为了

证明这一点，我们将各初乳液不进行复乳化，静置

5I % 后 观 察 其 相 分 离 情 况。用 &;E-M6G（DG）和

&;E-J6G（DG）制备的初乳液，上层油相体积均约为

5HM *E，以 &;E-F6G（FG）和 &;E-86G（FG）制备的初乳

液，上层油相体积分别为 6HM *E 和 6HL *E。由于初

乳化以后，这四种共聚物均会在油水界面处形成一

薄膜，其中 A&;N 链段向内水相伸展而 &E- 向油相

伸展。由于 A&;N D666 链段较长导致 &;E- 分子间

空间排 斥 作 用 较 大，降 低 了 膜 的 稳 定 性，所 以 含

A&;N D666 嵌 段 的 &;E- 对 !9: 的 包 埋 率 较 低

（8MHM@ Q LMHD@）。而 A&;NF666 链段间的空间排

斥作用较小，膜的稳定性较好，可有效防止 !9: 从

内水 相 向 外 水 相 的 扩 散，所 以 A&;NF666 嵌 段 的

&;E- 对 !9: 的包埋率很高（J5HM@ Q J8H5@）。

分子量对粒径的影响与聚合物溶液的粘度有

关。因为粘度越高，越难破碎成较小的液滴，粒径就

越大。如表 F 所示，&;E-J6G（DG）的粘度很高（6HKIF
*&），所以粒径较大（55H5!*），而 &E-F6G 粘度较小

（6HDIJ 4 567 8&"·2），粒径也较小（KH6!*）。但粘度

并不是粒径的决定因素。如 F 组和 8 组，粘度不同

（6HM6I 4 567 8 &"·2、6HMIM 4 567 8 &"·2），粒径却近似

（56H5!* 和 JHI!*）。在表 F 中，各种共聚物所制备

的微 胶 囊 粒 径 相 似，为 56 !* 左 右；而 单 聚 体

&E-F6G 制备微胶囊的粒径为 KH6!*。由表 F 还可

以看到，在 &;N 链段相同时（例如均为 A&;NF666），

分子量大，粘度也相应变大，内水相中 !9: 进入外

水相的机率会降低，所以包埋率会增加，如 F 组和 8
组，L 组和 D 组。

&;E-86G（FG）和 &;E-J6G（DG）两种膜材制得的

微胶囊的扫描电镜照片如图 5 所示，两种微胶囊表

面均有微孔。其中 &;E-86G（FG）制得的微胶囊由于

包埋率高，内水相多，所以球形不规则，表面不光滑，

但几乎无微孔（图 F"）。&;E-J6G（DG）制得的微胶囊

由于包埋率低，所以能较好地保持球形，表面较光滑

但存在着很多微孔（图 F:）。

图 F 微胶囊扫描电镜图片

R1STF >$"//1/S +(+$#,’/ *1$,’S,".%2 ’< !9:U(’"V+V *1$,’$".2B(+2
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!"! 膜材浓度对包埋率和粒径的影响

当使用的有机溶剂体积一定时，增加膜材的用

量即膜材的浓度增大会导致油相粘度增加，复乳液

滴在复乳化时不易被打碎成更小的液滴，从而导致

粒径增大。而且，膜材量的增加有助于更有效的包

埋，所以包埋率也会相应增大。如图 ! 所示，分别将

!" #$、%& #$、&& #$ ’()*+",（&,）溶于 -#) 乙酸乙酯

中，其余条件同上，当 ’()*+",（&,）浓度增加时，包

埋率和粒径均增大。

膜材浓度对微胶囊中 ./0 生物活性没有明显

影响，结果如表 ! 所示。

图 ! 膜材浓度对包埋率和粒径的影响

12$3! 4567895:9 ;6 :;5:95<=><2;5? ;6 ’()*+",（&,）;5 @=;<925
95<=>@#95< 9662:295:29? >5A @>=<2:79 ?2B9? ;6 #2:=;:>@?879?

表 # 膜材浓度对微胶囊中 $%& 生物活性的影响

’(&)* # +,-).*,/* 0- /0,/*,12(130,4 0- 56789:;（<;）

0, 1=* &30(/13>31? 0- &0>3,* %*@0A)0&3,

C;5:95<=><2;5 ;6
’()*+",（&,）D（$D)）

E& --F& -GF&

’&" D’> !&E+ !%G+ !&E+

/277 :;9662:295< -F!G -F%- -F%"

!"# 外水相 B(C) 浓度对包埋率和粒径的影响

外水相 H>C7 浓度对包埋率的影响如图 %> 所

示，随着外水相 H>C7 浓度的增加，各种膜材对 ./0
的包埋率普遍升高。在 H>C7 浓度低于 %F& $D) 时，

各种膜材对 ./0 的包埋率都较低；高于 %F& $D) 时，

包埋率均升高，其中 ’()*-",（-,）和 ’()*!",（-,）

的包埋率达到 +"I左右。这是因为当 H>C7 浓度低

于 %F& $D) 时，外水相渗透压低于内水相 ./0 水溶

液的渗透压（相当于 %F& $D) H>C7 水溶液），外水相

中的水分子会透过油相进入内水相，使得内水相体

积增大，复乳液滴因而变得不稳定［E"］，造成包埋率

降低。另外，如图 %0 所示，随着外水相 H>C7 浓度的

增加，外水相渗透压高于内水相渗透压，内水相中水

分子会透过油相进入外水相，使得内水相体积减小，

复乳液滴变小，最后形成的微胶囊粒径相应减小。

外水相 H>C7 浓度的变化对于微胶囊中 ./0 的

生物活性影响不大，由于篇幅所限，在此不一一列出

具体数据。

图 % 外水相 H>C7 浓度对于微胶囊包埋率和粒径的影响

12$3% 4567895:9 ;6 :;5:95<=><2;5? ;6 H>C7 25 ;8<9= >J89;8? ?;78<2;5
;5 @=;<925 95<=>@#95< 9662:295:29? >5A @>=<2:79 ?2B9? ;6 #2:=;:>@?879?

图 & 外水相 ’K* 浓度对于微胶囊包埋率和粒径的影响

12$3& 4567895:9 ;6 :;5:95<=><2;5? ;6 ’K* 25 ;8<9=
>J89;8? ?;78<2;5 ;5 @=;<925 95<=>@#95< 9662:295:29?

>5A @>=<2:79 ?2B9? ;6 #2:=;:>@?879?

!"D 外水相稳定剂浓度对包埋率和粒径的影响

随着稳定剂 ’K* 浓度的增加，复乳液滴的界面

张力减小，在相同剪切速率下复乳液滴减小，最后形

成的微胶囊粒径也减小（图 &0）。稳定剂聚乙烯醇

（’K*）的加入，有助于提高复乳液的稳定性，如图 &>
所示，’K* 浓度由零增加到 E" $D) 时，包埋率明显升

高。然而，稳定剂浓度并不是越高越好，随着 ’K*
浓度增加，包埋率是先升高后逐渐下降的。这是因
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为随着 !"# 浓度的增加，微胶囊粒径逐渐减小，微

胶囊总体系的比表面积增加，内水相中的 $%& 扩散

进入外水相的速率增加，导致包埋率降低。但是，

!"# 浓度为零时，由于复乳液不稳定，所以包埋率较

低而粒径较大。

外水相 !"# 浓度的变化对于微胶囊中 $%& 的

生物活性影响不大，由于篇幅所限，在此不一一列出

具体数据。

!"# 初乳化搅拌速率对包埋率和粒径的影响

如图 ’( 所示，初乳化搅拌速率升高，包埋率也

升高。因为在初乳化过程中，初乳化搅拌速率越高，

$%& 内水相液滴越小，在复乳化后形成的复乳液滴

就越稳定［)*］，所以包埋率越高。从图 ’& 还可以看

到，在所测控范围内，初乳化搅拌速率对微胶囊粒径

的影响不大。由表 + 可见，初乳化搅拌速率对微胶

囊中 $%& 的生物活性影响不大。

!"$ 复乳化搅拌速率对包埋率和粒径的影响

复乳化搅拌速率对于微胶囊制备的影响主要有

两个方面：第一，随着复乳化搅拌速率的增加，复乳

液滴被剪切力打碎的几率也增加；第二，由于复乳液

滴在复乳液中运动的线速度加快，油相中的乙酸乙

酯扩散到外水相的速度随之加快，导致油相粘度的

增加变快，不利于复乳液滴被打碎成较小的液滴。

图 ’ 初乳化搅拌速率对于包埋率和粒径的影响

,-./’ 012345165 72 89-:(9; 5:43<-71 <=-99-1. 9(=5
71 897=5-1 51=9(8:51= 522-6-516-5< (1>

8(9=-635 <-?5< 72 :-6976(8<435<

表 % 初乳化搅拌速率对微胶囊中 &’( 生物活性的影响

)*(+, % -./+0,.1, 2/ 3456*47 ,60+852. 895445.: 4*9, 2. 9;, (52*195<597 2/ (2<5., ’,62:+2(5.

!@A#B*C（DC） !@A#E*C（FC）

GE**9H:-1 I’**9H:-1 BI**9H:-1 GE**9H:-1 I’**9H:-1 BI**9H:-1

!D* H!( EDGF E+’’ ED*’ ED*’ E+DF E+GB

%-33 67522-6-51= FJ+I FJ+D FJEB FJ+D FJ+E FJ+*

这两方面影响是相反的。在复乳液体积较小（)*
:A）时，油相中的乙酸乙酯不易扩散到外水相，此时

可以看到复乳化搅拌速率对制备的影响较明显（结

果未显示）。但是由于本实验使用的复乳液体积较

大（FD :A），所以复乳化搅拌速率对微胶囊制备的影

响规律性不明显。如图 G 所示，!@A#E*C（FC）的包

埋率 随 着 复 乳 化 搅 拌 速 率 的 增 加 而 略 下 降，而

!@A#B*C（DC）却看不出明显的规律。同理，复乳液

滴对于粒径的影响也不明显。

复乳化搅拌速率对微胶囊中 $%& 生物活性的

影响见表 D，在所测的范围内，本实验所用的方法均

能较好地保持 $%& 的生物活性。

表 # 复乳化搅拌速率对微胶囊中 &’( 生物活性的影响

)*(+, # -./+0,.1, 2/ 4,=,60+852. 895445.: 4*9, 2. 9;, (52*195<597 2/ (2<5., ’,62:+2(5.

!@A#B*C（DC） !@A#E*C（FC）

D+**9H:-1 GE**9H:-1 I’**9H:-1 D+**9H:-1 GE**9H:-1 I’**9H:-1

!D* H!( ED)B E+DF E+’’ ED*’ E+GB EDGF

%-33 67522-6-51= FJ+G FJ+E FJ+) FJD* FJ+I FJ+D
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图 ! 复乳化搅拌速率对于包埋率和粒径的影响

"#$%! &’()*+’,+ -( .+/+0*)1#-’ 12#..#’$ .32+

-’ 4.-2+#’ +’2.340+’2 +((#,#+’,#+1

3’5 43.2#,)+ 1#6+1 -( 0#,.-,341*)+1

!"# 包埋率和粒径的内在关系

在后期的实验中，我们通过进一步优化制备条

件，得到了更小的粒径，当包埋率为 789左右时，微

胶囊的粒径在 : ; <!0 的范围内。研究发现，在复

乳法制备微胶囊过程中，如果固定膜材和初乳化搅

拌速率，改变外水相 =3>) 浓度、外水相 ?@A 浓度、

复乳化搅拌速率时，包埋率和粒径之间存在一定的

规律。如图 B 所示，包埋率和粒径之间存在着类似

抛物线的关系：粒径越大，包埋率越高；粒径越小，包

埋率越低。应该说，这是一个客观规律，原因比较复

杂。部分原因是因为粒径的减小会导致微胶囊总体

系的比表面积增加，因此内水相中 CDE 扩散进入外

水相的总速率加快，导致包埋率降低。由于关于微

胶囊包埋过程中囊心物的损失的机理，目前还没有

一定的说法，本文在此只是针对本研究的实验数据

进行初步的推断。
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