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摘 要：此研究的目的是为药物 bFGF构建一个缓释 系统，此系统可用于修复损伤的外周神经、损 

伤脊髓，或作为某些需要长效释放的药物的载体．制备此载药系统的方法是：先制备含 bFGF的明胶微 

球，再在此微球表面包覆一层疏水材料 PLGA(聚乳酸乙醇酸)，采用此方法制备的复合微球的直径在 5 
— 181．zm，bFGF封载率达到80．5％，释药实验显示该复合系统能持续长时间的释放 bFGF并保护其生物 

活性 ． 
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bFGF在体 内容易被酶 水解，其半衰期 只有 
3～10 min 1 J

，所以其利用率很底，其物理化学性质和 

生物学性质也不同于传统药物．这些性质包括分子大 

小、生物半衰期、构型的稳定性和可容性以及给药量 

等．对于传统药物释放良好的系统不一定适合于bFGF 

药物．因此，必须为其设计一种合适的释放系统，因为 

不可降性材料的诸多缺点，人们都把目光转向良好的 

生物可降解性材料的研究．生物可降解性聚合物系统 

大体可以归结为两类，一类是亲水性材料，如明胶微 

粒 另一类是 疏水性 聚合 物系统，如 PLGA微 

球 J．但这两种系统对于 bFGF药物的缓慢释放都 

不太理想．各有其优点和缺点，例如亲水性材料具有很 

好的生物相容性，其一般不会破坏多肽或者蛋白质药 

物的生物活性，但不能达到持续长久释放的目的 J， 

当这种材料吸水后药物就会很快释放出来．相比较下 

疏水材料具有缓慢释放药物的功能，但其和 bFGF药 

物的生物相容性不是很好，其降解后产生的酸性物质 

容易破坏 bFGF，且容易导致 bFGF药物的解聚 ．9 J． 

为了克服这两种材料的缺点，我们将两种材料复合在 
一 起制作了一种新颖的复合微球． 

1 材料和方法 

1．1 材料及仪器的准备 

明胶(bloom strength，225；pI，4．7)，bFGF，PLGA 

(D，L一乳酸：乙醇酸，75：25)均购自Sigma化学品有 

限公司(USA)．CH C1 (AR)和硅油(350cs)购 自科龙 

化学品有限公司(中国)，其它药品及仪器由重庆大学 

生物工程学院教育部重点实验室提供． 

1．2 实验方法 

1．2．1 含 bFGF明胶微球的制备 

明胶微球的制备按照文献 报道的方法制作． 

20％的明胶水溶液中加入4 ml bFGF(2．0 g／mL)水 

溶液，将此混合溶液加入到 350 ml的植物油中(植物 

油水浴预热到37 oC)．将以上三种混合液体在乳化机 

上搅拌 10 min(10 000 r／min)形成一个油水乳液．将此 

乳液放冰箱中冷冻到 一2O℃．将此乳液取出放入冷冻 

离心机中分离(2 000 r／min)10 min．沉淀物用丙酮洗 

涤四次除去植物油和水．收集的微球冷冻干燥过夜．筛 

分备用． 。 

1．2．2 明胶一PLGA复合微球的制备 

PLGA明胶复合微球的制备采用一种改进的相分 

离法 ．0．22 g PLGA溶解于 5 g CH2C12，1 000 r／min 

搅拌下向其中加入0．6 g含 bFGF的明胶微球．将此固 

体和液体的混合物在搅拌下逐渐倒入 10 mL硅油中， 

形成均匀的乳液后，将此乳液在搅拌下倒入 200 mL的 

正己烷液体中，过滤后装入真空瓶中真空冷冻干燥过 

夜．筛分并保存于一2O冰箱备用． 
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1．2．3 PLGA微球的制备(只含 bFGF) 

只含bFGF PLGA微球的制备跟前面复合微球的 

制备方法一样，这批微球 目的是作为对照．I g bFGF 

冻干份分散于 3 ml PLGA的二氯甲烷溶液中，然后的 

操作步骤和前面一样． 

1．2．4 微粒的形态学观察 

光学显微镜(Olympus CKX41，日本)用于观察各 

种微粒的表面性质． 

1．2．5 粒径和粒径分布 

激光粒径分布仪(Horibag LA一300，日本)用来检 

测各种微球的粒径分布． 

图 1 PLGA一明胶复合微球制备示意图 

1．2．6 bFGG封载率的测定 

PLGA一明胶复合微球中 bFGF的含量通过将其 

中的bFGF用水溶液浸出后测定，测定三次．准确称取 

干燥的复合微球 20 mg倒人分液漏斗中，然后加入 

10 mLZ．氯甲烷溶液，PLGA溶解后加入 5 mL磷酸缓 

冲溶液，将此混合液体放在摇床上振荡 12 h，等有机相 

和水相完全分层后收集水相用于检测 bFGF．毛细管电 

泳仪(P／ACE5 000 Beckman公司)用于检测水相中 

bFGG的浓度，用磷酸缓冲溶液作为流动相，采用紫外 

分光光度计，bFGF的封载率计算公式如下 ： 

M ， 

bFGF封载率 = × 100％ ， 
r theoreticd 

其中 是复合微球中的实际量， 是复 

合微球中的理论量． 

1．2．7 各种微球中药物的体外释放曲线 

药物体外释放实验进行三次．准确称取明胶一PL— 

GA复合微球 100 mg溶解于 20 mL磷酸缓冲溶液中． 

将此溶液放在摇床上一并放人 37℃的孵箱中振荡 

(40 r／min)．隔一段固定的时问从表面取 1 mL液体进 

行检测并加入 1 mL新鲜的磷酸缓冲溶液．检测方法同 

上．复合微球中 bFGF的累计释放量用以下公式计算： 

bFGF 放量 1=0 x 100％
， 

其中 是 时的释放量， 是药物的实际理论 

总量． 

2 结果和讨论 

2．1 两种微球的显微镜观察 

图2是明胶微球的显微镜观察的图象，可以看出 

此微球具有光滑的表面且粒径分布均匀．图 3是 

明胶 一PLGA的复合微球，也具有光滑的表面和较均 

匀的粒径分布，但其粒径比明胶微球稍大． 

图 2 含 bFGF明胶微球 

图 3 PLGA一明胶复合微球 

2．2 微球的粒径分布 

粒径的大小是微球药物释放系统一个重要的指标 

之一．一个原因在于如果是注射用的微球，其粒径不能 

太大，否则将不能通过针头．另一个原因是微球的粒径 

对于药物的释放特性有较大的影响  ̈．从图4中我们 

能看到明胶微球具有正常的 Guassian粒径分布．明胶 

微球的大小基本决定了复合微球的大小．明胶微球和 

明胶 一PLGA复合微球的平均粒径分别主要在 8 m 

和 10 m左右．在明胶微球的制备过程中，乳化仪器的 

搅拌速率对于微球的大小是个关键因素  ̈．在实验 
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中，当速率在3 00 r／min时，微球和复合微球的平均粒 

径分别在 2O m和 25 m左右，当转速提高到 

10 000 r／min的时候 ，分别为 8 m和 10 m左右．此 

外，明胶溶液的浓度对于微球的大小也是个重要因素． 

复合微球的直径也会受到 PLGA溶液中 PLGA浓度的 

影响．PLGA的浓度增大会使复合微球的直径增大． 

、  

丑 

IⅢ 

图 4 明胶微球大小分布 

2．3 微球中bFGF的装载率 

复合微球中bFGF的封载率通过以上方法计算后 

大概在 80．50％．相分离方法的每个步骤都是在有机 

相中进行的．在这个方法中没有水．考虑到药物的封载 

率，所以采用这个方法来制备明胶 一PLGA复合微球． 

2．4 bFGF的缓释 

复合微球和PLGA(只含 bFGF)微球中bFGF的释 

放分成两个阶段：快速释放阶段(大约 30％图5)和连 

续的缓慢释放阶段．复合微球中药物的快速释放可能 

是因为有的明胶微球暴露在表面的缘故，缓慢释放的 

的机理相对较复杂，可能涉及到以下几个原因 J：(1) 

PLGA的降解．(2)bFGF从曲折的 PLGA空隙中逐渐 

的溶出．(3)bFGF分子通过溶涨的明胶微球逐渐扩散 

出来．(4)水穿过 PLGA空隙并被明胶吸收才能将 bF- 

GF溶出． 

相比较之下，只含 bFGF的 PLGA微球释放 bFGF 

非常快(图5)．在大约 10 d，80％的bFGF已经被溶出． 

这种暴释限制了PLGA微球用做长期的多肽类药物的 

释放系统  ̈．而复合微球克服了这个问题，在 18 d的 

时间后 ，大约释放了 50％，42 d后仍然有药物释放出 

来，并且只释放了65％．但释放速率相对较慢．此复合 

系统很好的限制了微球中药物的暴释，可用于多肽或 

蛋白质累药物的长期释放． 

2．5 多肽药物的完整性 

多肽类药物容易变性或失去生物活性．多肽类药 

物的变性包括以下几个方面 ]：聚集，降解，解聚(分 

子构型发生变化)．所有这些变性使得变性后的分子 

与原来的分子构型不一样或者结构发生变化．分子的 

构型或结构的变化可以用仪器检测出来．毛细管电泳 

具有很多潜在的用途，例如用来分析和纯化物质．毛细 

管电泳的分离机理是建立在物质的荷／质比例不一样 

的基础上的．这种不同的荷／质比导致了不同物质不同 

的电泳淌度．被分析物质的流动速率不仅受到其本身 

所带电荷的影响，同时也受到流动相总体流量的影响． 

这些流动相包括电渗流，这是在阴极板上引起的．对于 

熔融硅毛细管，其电渗流对被分析物的流动速率具有 

较大的影响．在本实验中的毛细管电泳分析系统在注 

射端是阳极．在 pH l0．3的磷酸缓冲溶液中 bFGF带 

负电荷．在高电压下，带负电荷的bFGF会向着阳极流 

动，这样具有较高荷／质比的带负电荷的物质将会具有 

较长的停留时间，那些具有较小荷／质比的物质只有较 

短的停留时间．在明胶一PLGA复合微球的制备和保 

存的过程中，有害的环境可能会导致多肽类药物的变 

性。如聚集、降解、或分子构型的解聚．这些有害的环境 

包括与有机溶剂的接触，暴露在疏水物质中和 PLGA 

降解产生的酸性环境，以及机械搅拌等．多肽或蛋白质 

的变性会引起其表面荷／质比的变化．这样就会导致明 

显不同的毛细管电泳峰．可以看到从单纯的 PLGA微 

球中释放的 bFGF在 8．32 min和9．51 min的时间段内 

呈现了变形的状况．这可能意味着在某种程度上药物 

已经发生了变性．相比较下，从明胶 一PLGA复合微球 

中释放的bFGF显示了一个正常的bFGF峰，此峰与原 

始的bFGF峰几乎完全吻合．药物的总量可以从峰围 

成的面积中采用软件计算出来．从表 1中可以看到随 

着时间的延长，更多的bFGF失去了其完整性．而复合 

微球中的bFGF在释放25 d都还保持较好的完整性． 

因此可以看出 PLGA中的明胶在微球的制备和保存过 

程中以及的释放过程中具有保持药物的完整性和防止 

药物变性的作用． 

表 1 PLGA微球和 PLGA复合微球中 bFGF完整性变化 

BFGF失活率／％ 

∥d 丽 丽  

和相同的停留时间内的曲线变化．A)溶解于 PBS溶 

液中的bFGF．B)从 PLGA一明胶复合微球中释放的 

bFGF．C)从 PLGA微球中释放的bFGF． 
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图5 采用相分离法制备的 PLGA一明胶复合 

微球中 bFGF释放曲线 
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图6 显示 bFGF在不同的样品 

本文采用了一种新颖的方法开发了一种适合药物 

缓慢释放或控制多肽／蛋白质类药物释放的给药系统． 

此系统特别适合 FGFs类药物．此系统是采用亲水物 

质(明胶)和疏水物质(PLGA)的复合物．明胶制作成 

含药物的微球，PLGA用做包附微球的材料．实验结果 

显示 PLGA成功的包附在含药物的明胶微球表面．复 

合微球是采用相分离的方法制备的．复合微球的粒径 

主要分布在5—18 m之间．复合微球中bFGF包封率 

达到了80．5％．体外释放实验显示复合微球在两个月 

后药物仅释放了70％．此药物释放系统对于多肽类药 

物具有缓慢释放的功能，对于保持药物的完整性和防 

止药物变性也表现了良好的作用． 
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Construction of Sustained Drug Delivery System for bFGF 

LI Shao．hong ，CAI Shao．xP，LIU B『几 ，MA Kai—wang ，LI Yuan ，LI Xiao—fang2 

f 1．Key Laboratory for Biomechanical& Tissue Engineering Under the State Ministry of Education， 

College of Bioengineering，Chongqing University ，Chongqing 400030，China； 

2．Gene Medicine Engineering Research Center，Jinan University，Guangzhou 510632，China) 

Abstract：This study is to construct a sustained drug release system for bFGF．Microsphere composite is first prepared by 

encapsulating bFGF(basic Fibroblast Growth Factor)into gelatin particle，then PLGA [Poly(Lactic-CO—Glycolic 

Acid)]as its outer—coating．With this special system bFGF can be used to repair the injury peripheral nerve，injury spi— 

na1 cord．or as a carrier for SOme drugs which need released over a long time．The average diameter of the gelatin particle— 

PLGA microsphere composite is 5—18 Ixm．and bFGFs loading efficiency is up to 80．5％ ．bFGFs releasing experiment 

indicates this new composite system can release bFGF continuously and protect bFGF from denaturation． 
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Abstract：Finite element method is applied to analyze the windage of suspension insulator strings under dynamic wind 

loads．The dynamic response of a suspension insulator string of 500 kV high voltage transmission line is numerically sire— 

ulated with ABAQUS software，and results demonstrate that the windage angle of suspension insulator string is larger 

than that calculated bv the conventional design code，which might be one of the main reasons of the frequently happened 

windage flashover accidents． 
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