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多肽／蛋白类药物在微球中的不稳定因素及解决方法
李志平，梅兴国

（军事医学科学院毒物药物研究所，北京　１００８５０）

摘要：多肽／蛋白类药物在人类疾病治疗过程中起着越来越重要的作用，但通常该类药物半衰期
短，需频繁注射给药，患者顺应性低，因此多肽／蛋白类药物的缓控释制剂尤其是生物可降解微球引
起了广泛关注，但该类药物较不稳定，其在提取分析、微球的制备、储存及释放过程中均易失活。本

文主要针对微球中多肽／蛋白类药物不稳定的因素及解决方法加以综述。
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１　前言
随着生物技术的发展，越来越多的多肽／蛋白类

药物应用于疾病的治疗，该类药物具有活性高、特异

性强及毒性低等特点，可有效治疗癌症、自身免疫性

疾病及高血压等多种疑难病，但大多半衰期短，且剂

型多为溶液或粉针注射剂，需频繁给药，这种给药方

式容易导致明显的峰谷现象，使药物浓度过高产生

毒副反应，具有一定的危险性，因此往往只有在严密

医学监视下才能使用。实验证实，干扰素（ＩＦＮ）等
长期低剂量给药最为可取，为此多肽／蛋白类药物的
缓控释制剂，尤其是生物可降解微球引起了药剂研

究者的广泛关注。

但多肽／蛋白药物分子量大，结构复杂，很易发
生物理或化学变化，导致活性丧失或产生免疫原性。

为降低毒副作用并维持制剂的正常释放，必须保证

药物在制备、储存和使用过程中保持全部活性，这也

是成功制备可生物降解微球最重要的难点之一。因

此本文拟从可生物降解微球中多肽／蛋白药物不稳
定的因素及解决方法两方面加以综述。

２　影响多肽／蛋白稳定性的因素
任何导致多肽／蛋白折叠结构解体／松散以及损

害三维结构的因素都会影响其生物活性，这种因素

可能发生在各个环节，因此被包裹多肽／蛋白在提取
分析、微球制备、储存和释放过程中的稳定性均值得

关注。

２１　取样及分析过程
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通常测定微球中的药物要先以有机溶剂提取法

或碱性溶液水解法将药物提取出来，油水界面的存

在或恶劣的提取环境均不利于多肽／蛋白的稳定。
目前多肽／蛋白的测定很容易受操作过程中赝象的
影响，且稳定性评价及精确定量比较困难，应采用几

种互补性方法同时测定来确定药物量［１］。

２２　药物的性质
纯度是多肽／蛋白稳定最关键的问题之一，结晶

型蛋白通常较无定型更稳定。由于蛋白呈现一种

“自我保护”行为，尤其在乳化过程中蛋白浓度越高

其稳定性越高，因此药物的理化性质不同，其对环境

的敏感程度不同。

２３　微球的制备条件
微球的制备工艺不同，多肽／蛋白面临的不稳定

因素不同，目前主要有以下几种因素。

２３１　界面　大多数多肽／蛋白为两亲性，极易迁
移或吸附到油／水或气／水界面聚集变性。有研究表
明，葡萄糖氧化酶（ＧＯＤ）在初乳形成时活性损失
２８％，在复乳形成时活性损失２０％，而在固化、离心
和冻干过程中活性共损失４％。组成界面的有机溶
剂性质亦影响多肽／蛋白的稳定性，二氯甲烷通常更
易引起药物变性，当乙腈／二氯甲烷比例为１∶１时，
ＧＯＤ的活性维持有所改善，且乙腈的保护效应已通
过提高蛋白 Ｃ和神经生长因子（ＮＧＦ）的稳定性得
到证实。因此使用乙腈／二氯甲烷混合液通常较单
独使用二氯甲烷好，这可能与降低界面张力有关。

２３２　搅拌、超声或雾化　搅拌或超声亦会导致多
肽／蛋白失活，但通常药物对界面效应更为敏感。搅
拌／超声／雾化在很大程度上增加了多肽／蛋白与油／
水和气／水界面的接触机会，且搅拌／超声／雾化所产
生的热量及剪切力都可能造成多肽／蛋白的聚集变
性或链断裂。乳化装置对多肽／蛋白的稳定性也有
影响，如超声或涡旋较匀质化更易引起红细胞生成

素（ＥＰＯ）的聚集，而涡旋对蛋白 Ｃ的活性影响较超
声小［２］。

２３３　聚合物的性质　聚酯、聚酐及聚氮膦等均可
用于制备多肽／蛋白微球，但这些材料制备的微球仍
存在药物聚集、释放慢或不完全等问题，这主要与药

物和材料间的疏水作用有关。聚合物的晶型、单体

比例及末端修饰也是影响多肽／蛋白稳定的因素之
一。有人用Ｌａｎｇｍｕｉｒ和Ｆｒｅｕｎｄｌｉｃｈ方程描述了蛋白
的吸附行为，并发现３甲基丙烯酸甲酯丙氧基三甲
基硅氧烷（ＭＰＳ）明显提高了牛血清白蛋白（ＢＳＡ）的

吸附速率和吸附量。

２３４　冷冻干燥　多肽／蛋白由溶液状态变为冷冻
及干燥状态均伴随着其与水分之间作用的变化，由

此可能导致药物性质的改变，如 ＢＳＡ、乳球蛋白及
ＧＯＤ在冻干过程中易发生二硫键的交换而聚结。
２４　储存及释放过程中的不稳定因素

在贮存过程中，微球内残留的有机溶剂和水分

易导致多肽／蛋白聚集，而聚合物特征玻璃化转变温
度（Ｔｇ）和抗水解能力等的变化亦会影响多肽／蛋白
的稳定和释放特性［３］。

在释放条件下蛋白不同表现出的稳定程度不

同，这除与药物自身性质密切相关外，还受释放条件

影响［４，５］。释放时的３７℃高温、再水化及体内各种
酶均易使药物不稳定，释放介质中缓冲液种类和浓

度可以在很大程度上影响多肽／蛋白的稳定性［６］，

如溶菌酶在磷酸缓冲液中易聚集而导致释放不完

全，但甘氨酸缓冲液可使其稳定。多肽／蛋白在载体
表面的吸附、聚酯降解产酸降低微球内部 ｐＨ（可低
至３）及微球粒径大小影响酸性物质扩散路程均会
影响多肽／蛋白的稳定性［４，７］。另外，释放容器或透

析膜对多肽／蛋白的吸附作用也是导致其不稳定或
释放不完全的因素。

３　多肽／蛋白的稳定策略
目前稳定多肽／蛋白的策略主要有改进制备工

艺、添加保护剂及选择合适载体材料几方面，频繁更

换释放介质或采用透析系统亦可以减少酸性产物的

积累，利于药物的稳定。

３１　改善多肽／蛋白状态
将多肽／蛋白混悬在有机溶剂中可降低其构象

灵活度而提高界面稳定性。通过使多肽／蛋白在等
电点沉淀使其更易溶于有机溶剂中，或在偏离等电

点时将其冻干，使其更易溶于不同极性和水溶性的

有机溶剂如二甲基亚砜中。采用该法已成功包裹胰

岛素，但溶菌酶微球释放却不完全，形成离子对也可

提高多肽／蛋白在有机溶剂中的溶解度，即利用多
肽／蛋白与带相反电荷的表面活性剂结合得到中性
疏水实体，该技术提高了溶菌酶的构象稳定性。另

一种方法是包裹以可逆聚集形式存在的多肽／蛋白，
以避免制备过程中不可逆聚集体的形成，采用该法

已成功包裹生长激素（ＧＨ）。
对多肽／蛋白进行化学修饰也可以明显改善其

稳定性，其中聚乙二醇（ＰＥＧ）化是最有希望的多肽／
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蛋白化学修饰方法。罗氏公司的 ＰＥＧ化 ＩＦＮ不仅
具有更长的半衰期，而且显示出更好的抗二氯甲烷／
水界面能力，该药物已应用于商业治疗。将多肽／蛋
白与锌离子结合可形成更稳定的复合物，应用较成

功的有重组人生长激素（ｒｈＧＨ）等。
３２　改进微球制备工艺

许多学者对多肽／蛋白微球的制备工艺加以改
进，以减少制备过程对药物的破坏。除将常规复乳

法———水／油／水法（Ｗ／Ｏ／Ｗ法）改为固／油／水法或
固／油／油法外，还有如下一些方法。

将多肽／蛋白包封于壳聚糖海藻酸钠［８～１０］、琼

脂或淀粉水凝胶颗粒中形成含药球芯，然后制备微

球。这样既可保护药物免遭有机溶剂破坏，阻止其

向油水界面扩散，在释放时也可避免其与周围疏水

和酸性环境接触，提高其稳定性。

将多肽／蛋白混悬于聚乳酸羟基乙酸（ＰＬＧＡ）
的有机溶剂中，然后喷到覆有液氮的冻结乙醇中，升

温至－７０℃时，乙醇融化，液滴中的有机溶剂被提取
到乙醇中而固化。该法避免了高温及油水界面，成

功保护了包封过程中的ＧＨ。
将药物／聚合物的有机溶液在 ＣＯ２超临界条件

下雾化，有机溶剂扩散进入ＣＯ２相使微球沉淀，即为
超临界流体法，该法制备的微球粒径均匀，在不同温

度下能稳定１年以上，且药物失活减少。
以泊洛沙姆 Ｆ１２７为致孔剂、乳化溶剂挥发法

制备多孔空白 ＰＬＧＡ微球，再以滴入法包载 ｒｈＧＨ，
并用乙醇蒸气法封闭孔洞，发现 ｒｈＧＨ微球包封率
高且释放缓慢［１１］。

将溶于ＰＥＧ４００的蛋白加入到含 ＰＬＧＡ和吐温
８０的甘油醋酸酯或三乙基枸橼酸盐中，混合后滴加
到含司盘８０的中链甘油三酸酯（Ｍｉｇｌｙｏｌ８１２）或大
豆油中并搅拌，可得到稳定的半固体微球，与水性介

质混合便可形成固体微球。

３３　加入稳定剂
在微球中加入稳定剂已成为保护多肽／蛋白最

常用的策略。目前，保护剂主要有糖和多元醇、表面

活性剂、蛋白质、氨基酸和盐等，也可使用螯合剂如

乙二胺四乙酸。

３３１　糖和多元醇　糖和多元醇等在水溶液中稳
定多肽／蛋白最易接受的解释是蛋白优先产生水合
作用。一些糖如海藻糖和麦芽糖等可提高胶原质及

卵白蛋白等的稳定性，则可能是提高了蛋白的Ｔｇ。
复乳法制备微球过程中，经常在内水相加糖类

稳定剂。实验证实，海藻糖可以提高 ＰＬＧＡ和壳聚
糖微球内破伤风毒素（ＴＴ）的稳定性［１２］，共包裹麦

芽糖降低了α糜蛋白酶的聚集，乳糖和乳果糖可明
显提高溶菌酶的稳定性。环糊精（ＣＤ）也可用作稳
定剂，如羟丙基β环糊精（ＨＰＣＤ）可与胰岛素形成
络合物从而影响微球的释放行为［１３］，ＨＰＣＤ还可以
提高猪生长激素在热和油水界面的稳定性。

ＰＥＧ４００溶解在内水相中可保护 ＮＧＦ和门冬酰胺
酶，ＰＥＧ可降低γ糜蛋白酶等在冻干和乳化过程中
的不稳定，甚至会改善 γ照射对微球性质的影
响［１４］。右旋糖酐、乙二醇、甘油和 ＣＤ等也可增加
冻干过程中肿瘤凋亡因子的稳定性。

但并非所有糖类或多元醇均会增加任一条件下

多肽／蛋白的稳定性，如 ＰＥＧ不能阻止喷雾干燥法
制备的微球体外释放时ＮＧＦ的聚集，蔗糖不能阻止
乳化法制备过程中蛋白构象的变化［１５］，海藻糖在制

备过程中可有效保护 ＮＧＦ，但在体外释放过程中不
能阻止其聚集。某些糖类甚至会降低蛋白的稳定

性，如蔗糖和海藻糖可降低脲酶活性。另外，有些糖

如甘露醇只在一定浓度范围内对多肽／蛋白有稳定
作用，浓度过高反而起不到稳定作用。

３３２　表面活性剂　表面活性剂可以降低溶液表
面张力，阻止多肽／蛋白在疏水表面的吸附和（或）
聚集。复乳法制备微粒时采用３种不同亲水亲油平
衡值（ＨＬＢ）的非离子表面活性剂与胰岛素共包裹，
发现只有吐温２０可以提高胰岛素的稳定性，但吐温
２０和吐温８０不能有效抵抗水／二氯甲烷界面造成
的溶菌酶和ＧＨ伸展，可能是由于其亲水段（聚氧乙
烯）和疏水段（脂肪酸链）均优先分配于二氯甲烷所

致。磷酸卵磷脂可以保护复乳法制备过程中的白介

素１α；十二烷基硫酸钠明显降低了二氯甲烷／水界
面造成的胰岛素聚集，十二烷基麦芽苷虽不能稳定

油／水界面处的多肽／蛋白，但可有效稳定气／水界面
或固／液界面处多肽／蛋白。泊洛沙姆４０７已成功用
于脲酶的包裹，这可能也与其亲水性聚乙烯链形成

水凝胶结构有关。

３３３　蛋白质　目前主要使用白蛋白和明胶作为
蛋白稳定剂。白蛋白阻止蛋白质的伸展和聚集已在

文献中得到广泛证实，如ＢＳＡ可使胰岛素样生长因
子Ⅰ（ＩＧＦⅠ）在 Ｗ／Ｏ乳或超声条件下保持 ８０％
以上的完整性，ＢＳＡ还可以提高喷雾干燥法中 ＴＴ
的抗原性。白蛋白可以阻止胰岛素等在固体表面的

吸附并在聚合物降解过程中清除质子，但白蛋白并
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没有减少复乳法制备过程中胰蛋白酶和 ＮＧＦ活性
的损失，据推测，人血清白蛋白与 ＮＧＦ形成了一种
复合物阻止了两者在界面上的置换。明胶可明显降

低复乳法制备微粒时因暴露于二氯甲烷而造成的乙

肝核心抗原（ＨＢｅＡｇ）失活，琥珀酰化的明胶明显改
善了ＩＧＦⅠ的抗超声能力，同时使用明胶与ＢＳＡ可
更充分的保持 ＩＧＦⅠ的完整性。但明胶的保护效
应具有分子量和浓度依赖性。

尽管在包裹过程中蛋白类稳定剂的有效性得到

了证实，但此类稳定剂会使处方的一些性质更为复

杂，如易引起免疫反应或传染血液疾病等，且从法规

角度考虑，目前制剂中蛋白类稳定剂的应用不是很

理想。

３３４　氨基酸　氨基酸也可以作为多肽／蛋白稳定
剂，但通常使用较少。Ｌ精氨酸可以明显降低 ＥＰＯ
的聚集，这可能与离子间相互作用有关。组氨酸可

以强烈抑制冻干时甲醛导致的ｆＢＳＡ聚集。ＰＥＧ聚
组氨酸可以提高ＢＳＡ稳定性的同时，还可以有效缓
冲微球局部的酸性，降低突释并延长微球的连续释

放时间［１６］。但甘氨酸和赖氨酸并没有减少胰蛋白

酶的失活或ＨＢｅＡｇ的降解。
３３５　盐　为了减少多肽／蛋白在释放过程中酸诱
导的降解，共包裹碱性盐可以提高多肽／蛋白的稳定
性，静电作用也是其保护多肽／蛋白的机制之一。加
入碳酸氢钙改善了胰岛素的体外释放行为，明显降

低了未释放胰岛素共价二聚体的形成；在微粒中加

入锌可以提高皮下注射后 ＧＨ的血清水平。碳酸
钙、磷酸钙、氢氧化镁或碳酸锌等均可用作稳定剂。

为平衡渗透压，也可加入氯化钠。

总的来说，因不能预测添加某种敷料后多肽／蛋
白的稳定性，冗长的试验筛选是必需的。另外，并非

所有稳定剂能同时增强任何条件下多肽／蛋白的稳
定性，往往需要同时使用多种稳定剂。

３４　选择合适的载体材料
通常亲水和疏水聚合物的混合物或两亲聚合物

会更有利于多肽／蛋白的稳定。用亲水性聚合物
ＰＥＧ和疏水性聚合物聚乳酸（ＰＬＡ）的混合物制备
ＢＳＡ微球时，ＰＥＧ含量在２０％～３０％时ＢＳＡ结构完
整，且持续释放量有所提高。与 ＰＬＧＡ／ＰＥＧ相比，
ＰＬＡ／ＰＥＧ包裹的胰岛素体外稳定性有所提高，体内
８０％以上保持了天然降血糖活性，这可能与 ＰＬＡ的
降解速度较 ＰＬＧＡ慢及 ＰＥＧ的亲水性更利于微环
境保持中性有关。以单甲氧聚氧乙烯聚乳酸

（ＭＰＥＯＰＬＡ）为基质复乳法制备蛋白 Ｃ微球，工艺
优化后释放出的蛋白几乎保持了全部活性。琼脂／
淀粉ＰＬＧＡ、葡聚糖甘油聚苯乙烯甲基丙烯酸酯
（ＤｅｘＧＭＡ）／ＰＥＧ［１７］以及聚乙烯亚胺硫化葡聚糖
系统已被成功应用于微球的制备。

４　结语
到目前为止，制备多肽／蛋白微球仍是药剂工作

者的一大挑战，主要难点在于多肽／蛋白的稳定问
题。本文根据影响微球中多肽／蛋白稳定的主要因
素，总结了一些稳定方法，但这些稳定方法多处于研

究考察阶段，在制备微球时仍应根据药物的不同特

征及制剂的不同要求选择合适的稳定方法［１８］。
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