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［摘　 要］ 　 为研究制备壳聚糖 －海藻酸钠载药微球的新方法，研究采用 Ｄ 相乳化法，结合微乳及胶

体制备技术，以硫酸小檗碱为模型药物，以药物包封率为评价指标，应用单因素试验考察了氯化钙

溶液浓度、海藻酸钠溶液浓度、壳聚糖溶液浓度，以及初次凝胶时间对微球性能的影响。 应用响应

面法筛选优化了载药微球的制备工艺。 结果表明，在微球制备及药物包封率的影响因素中，海藻酸

钠溶液浓度、氯化钙溶液浓度对评价指标的影响最大，其次是壳聚糖溶液浓度和初次凝胶时间，筛
选优化的载药微球生产工艺条件为海藻酸钠溶液浓度 １． ５７％ ，氯化钙溶液浓度 ２． １３％ ，壳聚糖溶液

浓度 ０． ８６％ ，初次凝胶时间 ３０． ７１ ｍｉｎ，该条件下制备微球的平均粒径为 ３２９ ｎｍ，药物包封率

９４． ０９％ 。 验证试验证实，本工艺可制备优良的硫酸小檗碱壳聚糖 － 海藻酸钠微球，且制备工艺简

便，生产效率高，本技术为微球制剂的产业化生产奠定了一定基础。
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９４． ０９％ ． Ｔｈｅ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｐｒｏｃｅｓｓ ｃａｎ ｐｒｅｐａｒｅ ｅｘｃｅｌｌｅｎｔ
ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｓｕｌｆａｔｅ ｃｈｉｔｏｓａｎ － ｓｏｄｉｕｍ ａｌｇｉｎａｔｅ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｉｓ ｈｉｇｈ． Ｔｈｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ａ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ．
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　 　 微球（ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ，ＭＳ）是指将药物溶解、分
散、吸附或包裹在高分子聚合物的载体材料中，并
制成载药的球状微粒。 微球粒径一般是在 １ ～
１０００ μｍ范围内，常见的微球粒径为 １ ～ ４０ μｍ，小
于 １ μｍ 的微球称为纳米微球［１］。 微球作为一种载

物体系，已在药物载体、酶固定化、细胞培养微反应

器、基因运载等方面开展了较为深入的研究［２，３］。
微球作为药物的包封、缓释、控释与靶向释放的药

物载体，具有保护敏感药物成分免受胃肠道环境破

坏，提高药物稳定性，延长药物作用时间，提高药物

的生物利用度等许多优点，因此，微球作为药物的

载体具有广阔的开发应用前景［４，５，６］。
微球多采用明胶、壳聚糖、海藻酸钠等可生物降

解的高分子无毒天然材料制备而成，制备方法常采

用滴注法、喷雾法、原位聚合法、静电法和乳化法等

方法，然而这些方法均存在着一定的弊端：一是需要

使用化学有机溶剂，这不仅会造成毒性物质残留等

问题，而且还可能导致药物丧失活性；二是需要复杂

的生产设备，生产效率低，这给载药微球产业化生产

造成了障碍［７］，研究开发安全、简便、高效的生产方

法是微球制剂实现产业化的技术需求。 本试验结合

微乳及胶体制备工艺［８］，采用 Ｄ 相乳化法，以硫酸小

襞碱为模型药物，以药物包封率为评价指标，应用响

应面法筛选优化了微球的制备工艺，并制备了优良

的硫酸小襞碱壳聚糖 － 海藻酸钠微球，这为微球制

剂的产业化开发奠定了一定的技术基础。
１　 材料与方法

１． １ 　 材料 　 壳聚糖，分析纯，脱乙酰度 ＤＤ％ ＞

８５％，批号 １７０９０２，武汉合中生化制造有限公司；海
藻酸钠，分析纯，批号 Ｓ８１７３７２，上海麦克林生化科技

有限公司。 硫酸小襞碱，含量 ９８． ２１％，批号 １８０３０１，
四川恒瑞通达生物科技有限公司；硫酸小檗碱标准

品，含量 ９８． ７％，中国兽医药品监察所；氯化钙，分析

纯，天津市恒兴化学试剂制造有限公司；液体石蜡，
批号 ２０１６０９０５，天津市巴斯夫化工有限公司；丙二

醇、正丁醇和正戊醇，液体石蜡、司班 －８０、吐温 －８０，
均为分析纯，天津市巴斯夫化工有限公司。
１． ２　 仪器　 ＵＶ１９００ＰＣ 型双光束紫外可见光分光

光度计，上海佑科仪器仪表有限公司；ｗｉｎｎｅｒ８０２ 纳米

粒度仪，济南微纳颗粒仪器股份有限公司；ＺＮＣＬ － Ｓ
型恒温磁力搅拌器，上海羌强仪器设备有限公司；
ＭＳ１０４ＴＳ ／ ０２ 型电子分析天平，梅特勒 － 托利多有

限公司。
１． ３　 微球制备方法　 精密称取海藻酸钠 ２ ｇ，硫酸

小襞碱 ４ ｇ，加入 １００ ｍＬ 蒸馏水中，充分溶解，混合

均匀；取制备的海藻酸钠 － 硫酸小襞碱混合液

１００ ｍＬ，加入液体石蜡 ５０ ｍＬ，司班 － ８０ ５ ｍＬ，
吐温 － ８０ １０ ｍＬ，丙二醇 ５ ｍＬ，以 ８００ ｒ ／ ｍｉｎ 充分搅

拌乳化，制成含有海藻酸钠及药物的水包油型乳

胶。 取适量乳胶，加入等量 １％ 氯化钙溶液中，以
８０００ ～ １０００ ｒ ／ ｍｉｎ 高速搅拌，胶凝反应一定时间，
过滤得微球；按着微球与壳聚糖溶液体积比１∶ １０比
例将微球加入 ２％壳聚糖溶液中，再次胶凝 １ ｈ，蒸
馏水洗涤，过滤，干燥，即得载药微球。
１． ４　 微球评定指标测定

１． ４． １　 硫酸小檗碱含量测定
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１． ４． １． １　 硫酸小檗碱标准品溶液制备　 精密称取

硫酸小檗碱标准品 ０． １ ｇ，置于 １００ ｍＬ 容量瓶中，
加入 ２０ ｍＬ 去离子水，充分震荡至完全溶解，再加

去离子水至刻度，摇匀，制成硫酸小檗碱浓度为

１０００ μｇ ／ ｍＬ 的标准品储备液。 精确量取标准品储

备液 ０． ０５、０． １、０． ２、０． ５、１． ０、２． ０、５． ０ ｍＬ 分别置

于 １００ ｍＬ 容量瓶中，加水定容至刻度，摇匀，制成

硫酸小檗碱浓度分别为 ０． ５、１． ０、２． ０、５． ０、１０． ０、
２０． ０、５０． ０ μｇ ／ ｍＬ 的标准溶液。
１． ４． １． ２　 标准曲线绘制　 取各浓度硫酸小檗碱标

准液样品，以去离子水作空白对照。 参照文献方

法［９］在 ４２３ ｎｍ 波长处测定其吸光度，各浓度标准

液样品重复测定 ３ 次。 以硫酸小檗碱浓度为横坐

标（ｘ），吸光度值为纵坐标（ｙ）进行线性回归，绘制

标准曲线，计算回归方程。
１． ４． ２　 微球评定指标测定

１． ４． ２． １　 药物包封率测定　 以药物包封率作为微

球制备工艺的评定指标。 取制备的微球悬液用

０． ２２ μｍ 滤膜过滤，并用适量去离子水冲洗 ３ 次。
取滤液及冲洗液混合液，按照 １． ４． １ 方法于 ４２３ ｎｍ
波长处测定药物吸光度，计算混合液中硫酸小檗碱

含量及微球药物包封率［１０］。 包封率（ＥＥ％ ） ＝ 微

球中药物量 ／总投药量 × １００％ 。
１． ４． ２． ２　 微球形态与粒径测定　 取硫酸小襞碱壳

聚糖 －海藻酸钠微球样品置于载玻片上，用显微镜

观察微球形态。 应用纳米粒度仪测定微球的大小

及其粒径分布。
１． ５　 制备工艺单因素试验　 在单因素预选试验基

础上，确定海藻酸钠溶液浓度、氯化钙溶液浓度、壳
聚糖溶液浓度，以及初次胶凝时间是影响微球质量

的主要因素。 根据预试验结果，每个因素选择 ５ 个

水平进行单因素试验。
１． ５． １　 海藻酸钠溶液浓度筛选　 在氯化钙溶液浓

度 ２． ０％ 、壳聚糖溶液浓度 １． ２％ 、初次胶凝时间

３０ ｍｉｎ条件下，以海藻酸钠溶液浓度分别为 ０． ５％ 、
１％ 、１． ５％ 、２％ 、２． ５％ 水平制备载药微球，观察微

球形态，测定微球药物包封率，确定海藻酸钠溶液

最适浓度。 试验重复 ３ 次。
１． ５． ２　 氯化钙溶液浓度筛选　 在海藻酸钠溶液浓

度 １． ５％ 、壳聚糖溶液浓度 １． ２％ 、初次凝胶时间

３０ ｍｉｎ条件下，以氯化钙溶液浓度分别为 １． ０％ 、
１． ５％ 、２． ０％ 、２． ５％ 、３． ０％ 水平制备载药微球，观
察微球形态，测定药物包封率，确定氯化钙溶液最

适浓度。 试验重复 ３ 次。
１． ５． ３　 初次凝胶时间筛选　 在海藻酸钠溶液浓度

１． ５％ 、氯化钙溶液浓度 ２． ０％ 、壳聚糖溶液浓度

１． ２％条件下，以初次凝胶时间分别为 １０、２０、３０、
４０、５０ ｍｉｎ 水平制备载药微球，观察微球形态，测定

药物包封率，确定初次凝胶最适时间。 试验重复

３ 次。
１． ５． ４　 壳聚糖溶液浓度 　 在海藻酸钠溶液浓度

１． ５％ 、氯化钙溶液浓度 ２． ０％ 、初次凝胶时间

３０ ｍｉｎ条件下，分别以为壳聚糖溶液浓度 ０． ４％ 、
０． ８％ 、１． ２％ 、１． ６％ 、２％ 水平制备载药微球，观察

微球形态，测定微球药物包封率，确定壳聚糖溶液

最适浓度。 试验重复 ３ 次。
１． ６　 制备工艺优化

１． ６． １　 试验设计　 基于单因素试验结果，应用 Ｂｏｘ
－ Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计原理，设计四因素三水平响应曲面

分析试验，优化载药微球制备的各因素最适水平，
因素水平设计见表 １。

表 １　 Ｂｏｘ － Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计的因素水平

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｆｏｒ Ｂｏｘ － Ｂｅｈｎｋｅｎ ｄｅｓｉｇｎ
因素 海藻酸钠浓度 ／ ％ 壳聚糖浓度 ／ ％ 氯化钙浓度 ／ ％ 初次凝胶时间 ／ ｍｉｎ

－ １ １． ２５ ０． ７ １． ７５ ２５

０ １． ５ ０． ８ ２ ３０

１ １． ７５ ０． ９ ２． ２５ ３５

·８５·
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１． ６． ２　 数据处理及模型拟合　 应用 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ
８． ０． ６ 软件中 Ｂｏｘ － Ｂｅｈｎｋｅｎ 方法，对制备硫酸小檗

碱微球所得数据进行处理，将药物包封率（因变量）

与各因素（自变量）进行多元线性回归和二项式方

程拟合，响应曲面法设计方案见表 ２。

表 ２　 响应曲面法设计方案

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ ｄｅｓｉｇｎ ｓｃｈｅｍｅ
试验编号 海藻酸钠浓度 ／ ％ 壳聚糖浓度 ／ ％ 氯化钙浓度 ／ ％ 初次凝胶时间 ／ ｍｉｎ 包封率 ／ ％

１ ０ １ １ ０ ９４． ０３

２ ０ － １ ０ － １ ７６． ４１

３ － １ ０ ０ １ ７６． ３５

４ １ － １ ０ ０ ８１． ４５

５ ０ － １ ０ １ ７０． ２９

６ ０ － １ － １ ０ ８２． ７２

７ － １ ０ － １ ０ ６９． ７０

８ ０ ０ １ １ ７７． ５４

９ ０ ０ ０ ０ ９１． ９６

１０ ０ － １ １ ０ ７４． ７９

１１ ０ １ ０ １ ８５． １７

１２ ０ １ － １ ０ ７２． ２５

１３ ０ ０ ０ ０ ９３． ５４

１４ １ ０ － １ ０ ８５． ７５

１５ １ ０ ０ － １ ８２． ８２

１６ － １ １ ０ ０ ７７． ３３

１７ ０ ０ ０ ０ ９２． ７８

１８ ０ １ ０ － １ ８３． ４０

１９ ０ ０ ０ ０ ９３． ８９

２０ １ １ ０ ０ ８３． ９９

２１ ０ ０ ０ ０ ８９． ４０

２２ － １ ０ １ ０ ８４． ５７

２３ １ ０ １ ０ ８９． ０８

２４ － １ ０ ０ － １ ７５． ７７

２５ ０ ０ － １ １ ７２． ８４

２６ １ ０ ０ １ ８８． １０

２７ － １ － １ ０ ０ ７４． ８１

２８ ０ ０ － １ － １ ７３． ８１

２９ ０ ０ １ － １ ７５． ９６

１． ６． ３　 验证试验 　 根据优化的海藻酸钠溶液浓

度、壳聚糖溶液浓度、氯化钙溶液浓度，以及初次凝

胶时间，按照制备工艺流程，测定微球的药物包封

率，并进行 ３ 次验证试验，验证预测结果的准确性。

２　 结果与分析

２． １　 标准曲线绘制　 以吸光度值为纵坐标，硫酸

小檗碱浓度为横坐标绘制标准曲线，得出回归方

程：ｙ ＝ ０． ０１２９ｘ ＋ ０． ０３９４（Ｒ２ ＝ ０． ９９９）。 由图 １ 可

·９５·
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知，硫酸小檗碱质量浓度在 ０． ５ ～ ５０ μｇ ／ ｍＬ 范围内

时，其吸收度与药物浓度的线性关系良好。

图 １　 硫酸小檗碱标准曲线

Ｆｉｇ １　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ Ｓｕｌｆａｔｅ

２． ２　 单因素试验结果

２． ２． １　 海藻酸钠溶液浓度对微球性能的影响　 由

图 ２ 可知，随着海藻酸钠溶液浓度的增大，微球药

物包封率逐渐升高，整齐度逐渐变好，粒径无明显

变化。 当海藻酸钠浓度超过 ２． ０％ 时，虽然微球的

包封率也逐渐升高，但微球的圆整度下降，制备微

球难度加大。 综合考虑各因素，选择海藻酸钠溶液

的最佳浓度为 １． ５％ 。

图 ２　 海藻酸钠浓度对微球包封率的影响（ｎ ＝３）

Ｆｉｇ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｄｉｕｍ ａｌｇｉｎａｔｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ

ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ

２． ２． ２　 氯化钙溶液浓度对微球性能的影响 　 由

图 ３可知，随着氯化钙溶液浓度的升高，药物的包

封率也逐渐升高，但当氯化钙溶液浓度超过 ２％时，
微囊的圆整度降低，脆性增大，因此，选择氯化钙溶

液的最佳浓度为 ２％ 。

图 ３　 氯化钙浓度对微球包封率的影响（ｎ ＝３）

Ｆｉｇ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ

ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ

２． ２． ３　 初次凝胶时间对微球性能的影响　 由图 ４
可知，随着初次凝胶时间由 １０ ｍｉｎ 延长至 ３０ ｍｉｎ，
微球的整齐度、药物包封率逐渐升高，但初次凝胶

时间由 ３０ ｍｉｎ 延长至 ５０ ｍｉｎ 时，微球的整齐度和

药物包封率变化不明显（Ｐ ＞ ０． ０５），因此，选择最

佳初次凝胶时间为 ３０ ｍｉｎ。

图 ４　 初次凝胶时间对微球包封率的影响（ｎ ＝３）

Ｆｉｇ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｌ － ｆｏｒｍｉｎｇ ｔｉｍｅ ｏｎ

ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ

２． ２． ４　 壳聚糖溶液浓度对微球性能的影响　 由图

５ 可知，随着壳聚糖浓度增加，虽然微球的整齐度

变化不明显，粒径也无明显变化，但壳聚糖溶液浓

度为 ０． ８％时，微球的药物包封率最高，因此，选择

壳聚糖溶液最佳浓度为 ０． ８％ 。
２． ３　 制备工艺优化结果

２． ３． １ 　 统计模型与方差分析　 通过回归分析，得
多元回归方程：Ｙ ＝９２． ３１ ＋ ４． ３９Ｘ１ ＋ ２． ９７Ｘ２ ＋ ３． ２４

·０６·
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图 ５　 壳聚糖浓度对微球包封率的影响（ｎ ＝３）

Ｆｉｇ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈｉｔｏｓａｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｎ

ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ

Ｘ３ ＋ ０． １８Ｘ４ ＋ ５． ０００Ｅ － ００３Ｘ１ Ｘ２ － ２． ８８Ｘ１ Ｘ３ ＋
１． １８Ｘ１ Ｘ４ ＋ ７． ４３Ｘ２ Ｘ３ ＋ １． ９７Ｘ２ Ｘ４ ＋ ０． ６４Ｘ３ Ｘ４ －
４． ４８Ｘ１２ － ６． １２Ｘ２２ － ６． ５７Ｘ３２ － ８． ３９Ｘ４２，回归系数

Ｒ２ ＝ ０． ９０５９，回归方程与实际模型拟合度良好。 对

二项式方程中各系数进行 Ｆ 检验，由表 ３ 可知，Ｘ１、
Ｘ２、Ｘ３为极显著因素，Ｘ２与 Ｘ３的交互作用极显著（Ｐ
＜ ０． ０１）。 此模型的失拟项 Ｐｒ ＞ Ｆ 值为 ０． ０８３４，大
于 ０． ０５，模型失拟项不显著（Ｐ ＞ ０． ０５），说明模型

选择合理。

表 ３　 回归方程方差分析结果

Ｔａｂ ３　 Ｖａｒｉａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ
来源 平方和 自由度 均方和 Ｆ 值 Ｐｒ ＞ Ｆ 值

模型 １４７７． ７４ １４ １０５． ５５ ９． ６３ ＜ ０． ０００１

Ｘ１ ２３１． ０９ １ ２３１． ０９ ２１． ０７ ０． ０００４

Ｘ２ １０６． ２１ １ １０６． ２１ ９． ６９ ０． ００７６

Ｘ３ １２６． １０ １ １２６． １０ １１． ５０ ０． ００４４

Ｘ４ ０． ３７ １ ０． ３７ ０． ０３４ ０． ８５６０

Ｘ１Ｘ２ １． ０００Ｅ － ００４ １ １． ０００Ｅ － ００４ ９． １１９Ｅ － ００６ ０． ９９７６

Ｘ１Ｘ３ ３３． ２９ １ ３３． ２９ ３． ０４ ０． １０３３

Ｘ１Ｘ４ ５． ５２ １ ５． ５２ ０． ５０ ０． ４８９６

Ｘ２Ｘ３ ２２０． ６７ １ ２２０． ６７ ２０． １２ ０． ０００５

Ｘ２Ｘ４ １５． ５６ １ １５． ５６ １． ４２ ０． ２５３３

Ｘ３Ｘ４ １． ６３ １ １． ６３ ０． １５ ０． ７０６０

Ｘ１２ １３０． ２３ １ １３０． ２３ １１． ８８ ０． ００３９

Ｘ２２ ２４２． ６１ １ ２４２． ６１ ２２． １２ ０． ０００３

Ｘ３２ ２７９． ６３ １ ２７９． ６３ ２５． ５０ ０． ０００２

Ｘ４２ ４５６． ４１ １ ４５６． ６１ ４１． ６２ ＜ ０． ０００１

残差 １５３． ５２ １４ １０． ９７

失拟检验 １４０． ７０ １０ １４． ０７ ４． ３９ ０． ０８３４

纯误差 １２． ８２ ４ ３． ２１

总离差 １６３１． ２７ ２８

　 注：Ｐｒ ＞ Ｆ 值小于 ０． ０５，表明模型或考察因素有显著影响；Ｐｒ ＞ Ｆ 值小于 ０． ０１，表明模型或考察因素有极显著影响。
　 Ｎｏｔｅｓ： ｔｈｅ ｖａｌｕｅ ｏｆ Ｐｒ ＞ Ｆ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ０． ０５ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｏｒ ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｈａｖｅ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ； ｔｈｅ ｖａｌｕｅ ｏｆ Ｐｒ ＞ Ｆ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ０． ０１
ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｅｌ ｏｒ ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ．

２． ３． ２　 响应曲面分析 　 利用 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ ８． ０． ６
软件作响应曲面图及等高线图，在筛选因素水平范

围内，微球药物包封率存在最大值，即等高线图标

注的中心点。 由图 ６ 可知，当壳聚糖溶液浓度一定

时，随氯化钙溶液浓度的升高，包封率快速增大，然
后又减小。 当氯化钙溶液浓度一定时，随着壳聚糖
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溶液浓度的升高，包封率快速增大，然后又减小。
响应曲面图的曲线比较陡峭，说明壳聚糖、氯化钙

两因素的交互作用对包封率影响显著（Ｐ ＜ ０． ０５），
包封率的最大值应在氯化钙浓度 １． ９５％ ～ ２． １５％
和壳聚糖浓度 ０． ８０％ ～ ０． ９０％ 范围内。 由图 ７ 可

知，当初次凝胶时间一定时，随着海藻酸钠浓度的

升高，包封率快速增大，然后又减小。 当海藻酸钠

溶液浓度一定时，随着初次凝胶时间的延长，包封

率快速增大，然后又减小，包封率的最优值应在海

藻酸钠溶液浓度 １． ４５％ ～ １． ６５％ 和初次凝胶时间

２９ ～ ３３ ｍｉｎ 范围内。 等高线图呈椭圆形，说明壳聚

糖、氯化钙两因素具有一定的交互作用。

图 ６　 氯化钙浓度与壳聚糖浓度交互响应面图及其等高线图

Ｆｉｇ ６　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ａｎｄ ｃｏｎｔｏｕｒ ｐｌｏｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈｉｔｏｓａｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

图 ７　 海藻酸钠浓度与凝胶时间交互响应面图及其等高线图

Ｆｉｇ ７　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ａｎｄ ｃｏｎｔｏｕｒ ｐｌｏｔｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｏｄｉｕｍ ａｌｇｉｎａｔｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｅｌ － ｆｏｒｍｉｎｇ ｔｉｍｅ

２． ３． ３　 优化分析　 应用 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ ８． ０． ６ 软件，
模拟的最佳工艺条件：海藻酸钠溶液浓度 １． ５７％ ，
壳聚糖溶液浓度 ０． ８６％ ，氯化钙溶液浓度 ２． １３％ ，
初次凝胶时间为 ３０． ７１ ｍｉｎ，在此条件下，硫酸小檗

碱微球包封率理论值为 ９４． ６９９１％ 。 根据最优化工

艺流程进行了 ３ 次验证试验，硫酸小檗碱包封率的

实测平均值为 ９４． ０９％ ，这说明试验设计和数学模

型具有可靠性和重现性。
２． ４　 微球形状与粒径分布　 微球外观形状为规则

球形，表面光滑圆整，无明显的聚集现象，见图 ８。 纳

米粒度仪测定结果表明，应用筛选的最佳工艺制备

的微球平均粒径为 ３２９ ｎｍ，且呈正态分布，见图 ９。

图 ８　 微球形态

Ｆｉｇ ８　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ
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图 ９　 微球粒径分布

Ｆｉｇ ９　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ

３　 讨论与结论

３． １　 微球制备的影响因素　 海藻酸钠 － 壳聚糖载

药微球的形状、致密度、药物包封率、微球降解速

率，以及药物释放动力学等质量性能，主要取决于

制备微球的高分子材料及其浓度、交联剂钙离子浓

度、聚合反应时间、溶液 ｐＨ 值等因素。 由于采取的

制备方法、生产的原材料和包载药物的不同，因此

微球制备的工艺条件也有差异。 徐连敏等［１１］ 研究

表明，决定微球质量和药物包封率的影响因素依次

为壳聚糖浓度 ＞ 氯化钙浓度 ＞ 海藻酸钠浓度 ＞ 药

物载量。 张华等［１２］确定的影响因素依次为海藻酸

钠质量分数 ＞ 壳聚糖质量分数 ＞ 氯化钙质量分数

＞海藻酸钠与药物比。 岳春华等［１３］ 证实，影响微

球质量的因素依次是明胶用量 ＞ 药料比 ＞ 乳化剂

用量 ＞壳聚糖用量。 本研究通过单因素试验和响

应曲面法证实，决定微球质量的主要影响因素依次

为：海藻酸钠溶液浓度 ＞氯化钙溶液浓度 ＞ 壳聚糖

溶液浓度 ＞ 胶凝时间，从总体试验结果看，本试验

与其他学者的研究结果基本一致，由此可见，这些

因素是决定微球制备的关键因素。
３． ２　 工艺条件的筛选 　 在微球制备过程中，钙离

子作为交联剂，首先与海藻酸钠分子的 － ＣＯＯ － 结

合形成凝胶球，凝胶球再与壳聚糖溶液混合，海藻

酸钠分子的羧基与壳聚糖分子的氨基络合，形成致

密的微球［１４ － １５］。 由于海藻酸钠溶液、氯化钙溶液

及壳聚糖溶液浓度决定着溶液的粘度及其电荷数，
所以溶液的浓度直接影响着微球的形成，在一定范

围内通过改变材料浓度可调节微球的质量特性。
徐连敏等［１１］ 研究表明，使用 ２％ 海藻酸钠溶液、
０． ５％ 氯 化 钙 溶 液 和 ０． ４％ 壳 聚 糖 溶 液， 胶 凝

１０ ｍｉｎ，可制备理想微球。 张华等［１２］优化的制备工

艺为 ２％海藻酸钠溶液、２％氯化钙溶液、０． １％壳聚

糖溶液，海藻酸钠与药物比 ３∶ １。 岳春华等［１３］ 筛选

的最佳制备条件为 ２％ 明胶、１％ 壳聚糖、药料比

１∶ １，所得微球成球性好、粒径分布均匀。 王家荣

等［１６］试验证实，制备微球的适宜海藻酸钠浓度为

２％ ，氯化钙浓度为 １． ５％ 。 朱敏莉等［１７］研究显示，
海藻酸钠溶液浓度为 ３％ 时，能制成分散的大小整

齐的圆形微球。 张志辰等［１８］ 研究认为，氯化钙浓

度为 ５％时，形成微球强度高、形状规则、大小均匀。
本研究表明，１． ５７％ 海藻酸钠溶液、２． １３％ 氯化钙

溶液、 ０． ８６％ 壳 聚 糖 溶 液 和 初 次 凝 胶 时 间 为

３０． ７１ ｍｉｎ时，可自备药物包封率最理想的微球。
纵观各研究结果，虽然不同学者制备微球的材料浓

度均有一定的差异，笔者认为微球形成的机理主要

是海藻酸钠与钙的交联反应，以及海藻酸钠与壳聚

糖的聚合反应，由于材料分子的电荷及数量的确定

性，其各材料间的质量分数比例理论上应基本一

致，差异只是制备微球的材料溶液浓度而已。
３． ３　 包封率的影响因素　 微球的药物包封率是确

定微球制备工艺优劣的重要指标之一。 微球形成

机理是在海藻酸钠水溶液中加入钙离子，海藻酸钠

分子链的古罗糖醛酸的钠离子与钙离子发生交换

反应，形成相互交联的网络结构海藻酸钙凝胶，海
藻酸钠分子再与壳聚糖分子络合，最终形成具有机

械强度和弹性的微球［１９］。 由此可见，海藻酸钠浓

度、壳聚糖浓度和氯化钙浓度决定着微球的形成速

度和致密度，从而影响着药物的包封率。 本研究表

明，在一定浓度范围内适度提高海藻酸钠溶液和氯

化钙溶液的浓度，有利于提高微球的形成速度和药

物包封率，但过高的材浓度又会降低微球圆滑度等

物理特性，从而影响影响微球的性能。 在本研究筛

选工艺条件下，制备微球的药物平均包封率为

９４． ０９％ ，明显高于何清义等［２０］ 制备微球的包封率

６１％ ，与张华等［１２］ 制备鞣花酸壳聚糖 － 海藻酸钠

·３６·
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微球的平均包封率 ９７． ７３％ ，罗洋等［２１］制备的硒太

子参多糖纳米微球包封率 ９２． ４６％ ，以及徐连敏

等［１１］制备地塞米松磷酸钠壳聚糖 － 海藻酸钠微球

包封率 ９６． ９０％ 相近，这说明本试验筛选工艺制备

微球的质量良好。
３． ４　 微球制备方法的比较 　 依据微球制备工艺，
微球的制备方法主要分为喷雾法和乳化法两类。
喷雾法需要特殊的生产设备，乳化法需要使用甲

醛、丙酮等有机溶剂。 这些方法不仅生产工艺复

杂，生产效率低，而且使用的有机溶剂还存在着一

定的毒性，污染环境，并可能导致药物的失活，因
此，现有的制备技术严重制约了微球药剂的产业化

进程［２２］。 本研究综合 Ｄ 相乳化法，以及乳剂、微乳

及胶体的制备方法［２３］，创新了微球的传统制备方

法和剂型。 该方法首先制备不溶于水的乳胶，然后

再利用乳胶在水中的不溶性，将乳胶依次加入氯化

钙和壳聚糖溶液中，乳化聚合制成载药凝胶微球。
本研究采用搅拌乳化法制备微球，克服了滴注法和

喷雾法的弊端，不需要特殊的生产设备，生产工艺

简单，不使用有机溶剂，乳化及交联条件温和，制备

微球整齐度好，药物包封率高，这为微球制剂的产

业化生产奠定了技术基础。
３． ５　 结论　 本试验应用海藻酸钠、壳聚糖可生物降

解的无毒高分子材料，优化的硫酸小襞碱壳聚糖 －
海藻酸钠微球制备工艺条件为：海藻酸钠溶液浓度

１． ５７％ ，氯化钙溶液浓度 ２． １３％ ，壳聚糖溶液浓度

０． ８６％ ，初次凝胶时间 ３０． ７１ ｍｉｎ，该工艺制备微球

的平均粒径为 ３２９ ｎｍ，且呈正态分布，药物包封率

为 ９４． ０９％ 。
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