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摘  要：采用微孔膜乳化法与复乳法结合制备粒径均一可控的以聚乳酸和聚(乳酸−羟基乙酸)共聚物为膜材的载溶菌

酶微胶囊，粒径分布系数 CV(Coefficient of Variation)为 14.04%，远低于机械搅拌法制备的微囊的 CV(76.54%). 分别

加入内水相添加剂 PVA, PEG400, HP-β-CD，使溶菌酶的包埋率从无添加剂时的 68.1%分别增大到 86.6%, 89.0%和

94.1%. 添加剂降低了溶菌酶的突释. PEG400, PEG6000, HP-β-CD 的加入降低了溶菌酶的释放速率，而 PVP 或 PVA 的

加入则加快了溶菌酶的释放. 溶菌酶在油水界面上的吸附变性是失活的主要原因. 在酶液中加入 PEG400, PEG6000, 
PVP, HP-β-CD 可有效地避免由于油水界面造成的溶菌酶活性的损失. 
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1  前 言 

采用可生物降解微胶囊对药物进行包埋后给药已

成为目前的研究热点. 传统的载药微囊的制备方法有相

分离法[1]、喷雾干燥法[2]、超临界流体沉淀法[3]、界面聚

合法[4]、复乳溶剂蒸发法[5]等，这些方法所制备的微囊

通常粒径不均一，往往导致微囊中药物的包埋率低、治

疗靶向性差、用药效果的重现性不好、生物利用率低. 
Nakashima 等 [6]于 1998 年首次提出微孔膜乳化技术 
(Shirasu Porous Glass, SPG)用于解决食品中乳液不均一

的问题. Omi 等[7−9]和 Ma 等[10]将该技术应用于各种微囊

的制备. 目前，SPG 膜乳化技术已被用于食品、化妆品、

医药、农业、生化分离等领域. 
采用膜乳化法制备复乳液滴存在着初乳稳定性差

的问题. 膜乳化法是将均质乳化得到的 W1/O 初乳液滴

在氮气的压力下通过 SPG 膜压入到外水相形成

W1/O/W2复乳. W1/O 初乳液是热力学不稳定体系，很容

易分层导致初乳液不稳定. 初乳液的不稳定将会导致在

膜乳化过程中膜压不稳定，最终将影响复乳液的粒径均

一性. 
常用的合成控释载体有聚乳酸(PLA)、聚(乳酸−羟

基乙酸)共聚物(PLGA)、聚己内酯(PCL)[11]、聚酸酐

(PA)[12]等. 可生物降解合成高分子 PLA 和 PLGA, 无
毒，具有良好的生物相容性，作为可降解吸收材料被美

国食品与药物管理局(FDA)批准应用于临床[13,14]. 本工

作选用 PLA 和 PLGA 为膜材，以溶菌酶作为模型药物，

拟采用膜乳化法与复乳溶剂蒸发法相结合制备粒径均

一的 PLA/PLGA 载药微囊. 

复乳制备过程中的剪切力和油水界面会导致蛋白

质药物失活. 为防止蛋白质失活，一般采取向油相和外

水相中加入稳定剂. 聚乙烯醇(PVA)是外水相常用的稳

定剂，无毒、无害，具有良好的生物相容性[15]，本实验

将其加入内水相. 聚乙烯吡咯烷酮(PVP)作为外水相添

加剂能有效改善卵清蛋白在 PLGA 微囊中的包埋和释

放状况[16]，但其对活性的影响报道很少. 国外有研究者

将聚乙二醇(PEG)分散于油相，采用喷雾干燥法制备微

囊，考察药物包埋与释放[17]. 有研究指出羟丙基-β-环糊

精(HP-β-CD)能减少初乳制备中油水界面导致的蛋白质

变性失活[18,19]. 本工作选取 PEG400, PEG6000, PVA, 
PVP, HP-β-CD 作为内水相添加剂，考察其对微囊的包

埋率和释放速率的影响，并初步考察了其对溶菌酶的保

护作用. 

2  材料与方法 

2.1 试剂与仪器 

聚乳酸(D,L-PLA, Mw=300 kDa)，聚(乳酸−羟基乙酸)
共聚物(PLA:PGA=75:25, Mw=8 kDa, 山东省医疗器械

研究所)，Arlacel 83(失水山梨醇倍半油酸酯, Sigma)，溶

菌酶(Lysozyme, BBI)，聚乙烯醇(聚合度 1700, Kuraray), 
PEG6000(Biotech grade, BBI)，甲苯、二氯甲烷购自北

京化学试剂公司，其他化学试剂均为市售分析纯. 
SPG 膜乳化装置(Ise Chemical Co.)，均质乳化器(北

京市和莫机电研究所)，离心机(GS−6KR，Beckman)，
紫外可见分光光度计(Amersham Biosciences)，场发射扫

描电子显微镜(JSM−6700F，JEOL)，激光粒度仪(Coulter 
LS230, Coulter Co.). 
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2.2 微囊的制备 

采用膜乳化法和复乳溶剂蒸发法制备 PLA/PLGA
载药微囊. 经预实验证明，复乳时均质乳化器的转速在

9800∼12000 r/min、搅拌时间在 30∼70 s 时，基本不影

响溶菌酶的活力. 综合考虑乳化效果，复乳选择转速

10800 r/min 和搅拌时间 50 s. 预实验采用甲苯/二氯甲

烷为 21/79(ϕ)的混合物作为油相，减少内水相与油相的

密度差，选取 Arlacel 83 作为油相乳化剂，将分子量 300 
kDa 的 PLA 与分子量 8 kDa 的 PLGA 共同溶解于油相

以增大油相的粘度，初乳稳定时间达 24 h. 
将 5.0 mg溶菌酶溶于 250 μL去离子水或含 3.0%(ω)

添加剂的水溶液中作为内水相 W1，将 0.125 g PLA, 
0.125 g PLGA, 0.0625 g Arlacel 83 溶于 2.5 g 甲苯/二氯

甲烷混合溶剂中作为油相 O. 首先，将内水相加入到油

相中，以 10800 r/min 均质乳化 50 s，得到初乳液 W1/O. 
然后，在氮气压力作用下将初乳液 W1/O 缓缓通过 SPG
膜压入到 70 mL 含 1.0% PVA 的外水相中形成粒径均一

的W1/O/W2复乳液滴. 复乳液滴开始压出时的氮气显示

压力为临界压力，临界压力取决于膜孔大小和油/水的界

面张力，实际工作压力不超过临界压力的 1.1 倍. 最后，

将复乳液在室温下过夜搅拌，使溶剂挥发完全. 将固化

后的微球通过离心收集，用蒸馏水洗涤 3 次，液氮冷冻

后，采用冻干机冷冻干燥 48 h 得到载药微囊产品. 气相

色谱分析证明最终产品中检测不出甲苯. 
同时将以机械搅拌法制备的微囊与 SPG 膜乳化得

到的微囊进行各项指标的对比，配方与上述相同. 复乳

采用均质乳化，以 10800 r/min 乳化 50 s. 
2.3 微囊的表征 

2.3.1 包埋率的测定 
准确称取 10.0 mg 冻干微囊，加入 0.1 mol/L NaOH 

(含 2.0% SDS) 4.0 mL，室温下振荡 24 h，微囊完全溶解

后，以 0.4 mol/L 盐酸中和. 以 Peterson−Lowry 法测定

其中蛋白质含量，微囊的蛋白质药物包埋率按以下公式

计算： 

药物包埋率(EE)= 
(实测溶菌酶总量/理论微囊中溶菌酶量)×100%. 

2.3.2 体外释药的检测 
准确称量 20.0 mg 冻干微囊，加入 1.5 mL PBS 缓冲

液(pH=7.4)，置于 37℃恒温振荡器振摇(120 r/min). 定
期取出 1.0 mL 上清液，离心分离，同时补入 1.0 mL 新

鲜PBS缓冲液. 以Peterson−Lowry法测定上清液中溶菌

酶浓度. 将释药累积率对时间作曲线. 
2.3.3 粒径分布的测定 

将冻干的微囊在蒸馏水中分散，采用激光粒度仪

Coulter LS 230 测粒径分布，以 CV 值(Coefficient of 
Variation)描述体积平均粒径分布： 

( )
1 22

CV ,id d N d⎡ ⎤= −⎢ ⎥⎣ ⎦∑  

其中 di为单个微囊的粒径，d 为体积平均粒径，N 为微

囊总数. 
2.3.4 微囊表面形貌 

取少量冻干微囊悬浮于蒸馏水中，用吸管吸取少量

滴在铝箔上，使其在铝箔上均匀摊开，自然晾干. 剪下

一小块铝箔用导电胶固定在样品台上，真空条件下喷金

处理后，用扫描电子显微镜观察微囊的形态. 
2.3.5 活性的检测 

溶菌酶比酶活以水解溶壁微球菌 (Micrococcus 
lysodeikticus)的速度衡定，检测步骤为： 

(1) 配制底物溶液：取 50 mg 溶壁微球菌加入 100 
mL 磷酸盐缓冲液(185 mL 0.067 mol/L Na2HPO4, 315 
mL 0.067 mol/L KH2PO4, 0.5 g NaCl, pH 7.0)混合搅拌 5 
min. 过滤后，以磷酸盐缓冲液为参比，用磷酸盐缓冲

液将底物溶液在 450 nm 处的吸光度调至 0.65∼0.67，记

录为 E1. 超过 1 h，底物溶液需重配. 
(2) 检测：取 3.0 mL 底物溶液加入到 1 cm 比色皿

中，以磷酸盐缓冲液为参比，在 450 nm 处测定吸光度. 
滴加 100 μL 样品溶液，快速混合并同时计时，2 min 后

读取吸光度(E2). 
(3) 用下面的公式计算溶菌酶的比酶活，定义一个

F.I.P.溶菌酶活力单位相当于在规定条件下于 450 nm 处

使吸光度降低 0.001/min 所需的酶量： 

 

式中 m 为每 10 μL 酶液中含的酶质量(mg). 
定义活性(Activity, %)=(被测酶的比活力/标准酶的

比酶活力)×100%来比较酶活的变化. 活性=平均值±标

准偏差, n=3. 

3  结果与讨论 

3.1 微囊表面形态及其粒径分布 

分别采用膜乳化法(膜孔径 2.8 μm)和机械搅拌法制

备载溶菌酶微囊，其电镜照片如图 1 所示. 采用膜乳化

法制备的微囊呈圆球状，表面光滑无孔，粒径均一，CV
值为 14.04%. 采用机械搅拌法制备的微囊球形粗糙，微

囊粘连现象严重，粒径均一度差，CV 值为 76.54%. 
在相同条件下，采用不同孔径的 SPG 膜制备出不

同粒径大小的载溶菌酶微囊，并考察了微囊平均粒径与

膜孔径之间的关系，结果如图 2 所示. 从图可以看出， 

E1−E2 

2×0.001m 
=F.I.P.(U/mg), 
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(a) SPG membrane emulsification                    (b) Mechanical stirring method 

图 1 膜乳化法与机械搅拌法制备的载溶菌酶微囊的电镜照片 
Fig.1 SEM photographs of microcapsules prepared by SPG membrane emulsification and mechanical stirring method 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(a) 1.4 μm                          (b) 2.8 μm                       (c) 5.2 μm                          (d) 9.6 μm 

图 2 不同孔径的 SPG 膜乳化制备的载溶菌酶微囊的电镜照片 
Fig.2 SEM photographs of microcapsules prepared by membranes with different pore sizes 

不同孔径大小的膜均可以制备粒径均一的载药微囊. 
3.2 添加剂对包埋率的影响 

在内水相中分别加入 3.0%(ω)的不同内水相添加

剂，采用膜孔径 2.8 μm 的微孔膜制备微囊，考察微囊

药物包埋率并与机械搅拌法进行了比较，结果如图 3 所

示. 由图可见，采用膜乳化制备的微囊的药物包埋率远

远高于采用机械搅拌法制备的载药微囊的包埋率

(30.1%). 这是由于膜乳化制备的复乳液滴粒径均一性

好，内外水相发生融合的几率减少，且复乳液滴不容易

聚集、破裂，减少了药物泄漏的可能性，从而使药物的

包埋率提高. 当内水相中添加稳定剂后，均不同程度地

提高了药物的包埋率 . 当添加剂为 PVA, PEG400, 
HP-β-CD 时，药物包埋率由无添加剂时的 68.1%分别增

大到 86.6%, 89.0%和 94.1%. 
加入稳定剂提高药物包埋率的因素主要有两方面：

一是在内水相中药物与添加剂(HP-β-CD)可能发生氢

键、疏水或其他作用，增大了药物溢出的阻力[18]；二是

内水相添加剂本身为具有一定表面活性的分子(PVA, 
PVP)或具有两亲特性(PEG400, PEG6000)，吸附在油水

界面上形成了一层界面膜，抑制内外水相融合，阻碍了

药物的溢出[16,20]. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 3 内水相添加剂对微囊包埋率的影响 
Fig.3 Effect of additive to inner aqueous phase on 

encapsulation efficiency 

3.3 添加剂对释放的影响 

分别添加 3.0%(ω)的不同内水相添加剂，考察其对

微囊中药物释放速率的影响. 在最初释放的 24 h 内，由

于微球表层的蛋白质释放，会出现突释现象. 突释过大

会造成血药浓度波动较大，应尽可能降低药物的突释. 
由图 4 可见，无添加剂的微囊第 1 天突释为 9.0%，添

加剂加入不同程度降低了溶菌酶的突释，添加 PEG6000, 
PEG400, HP-β-CD, PVA, PVP 后的突释分别降低为 3.2%, 
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5.7%, 6.3%, 6.2%, 7.4%. 这可能是因为添加剂有增大药

物溢出阻力和抑制内外水相融合的作用，减少了药物在

微囊表面层的吸附和不完全包埋，从而降低了溶菌酶的

突释 . 与无添加剂的微囊相比，PEG400, PEG6000, 
HP-β-CD 的加入使溶菌酶的释放速率降低. 而 PVP 和

PVA 的加入提高了溶菌酶的释放速率，与文献[16]不尽一

致，原因可能是膜材中 PLA 及蛋白质性质不同. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 4 内水相添加不同添加剂时的 PLA/PLGA 微囊的释放曲线 
Fig.4 Cumulative release profiles of lysozyme from microcapsules 

prepared with different additives in inner aqueous phase 

3.5 添加剂对溶菌酶活性的影响  

如果蛋白质在微囊制备过程中变性，不仅其生物活

性降低，在体内释放不完全，还会引起免疫反应，应尽

可能避免. 本研究单独考察了添加剂对溶菌酶活性的保

护作用. 
将 6 mL 100 μg/mL 的无添加剂溶菌酶溶液与含

3.0% PEG400, PEG6000, PVP, HP-β-CD 的溶菌酶溶液

置于玻璃管中，与 3 mL 甲苯/二氯甲烷混合，在 10800 
r/min 下搅拌 50 s，静置 4 h 后油水两相分层，取下层酶

液，再隔 4 h 取样. 测 2 次取样的活性，计算结果见表

1. 当无添加剂时，酶液经均质乳化器搅拌 4 h 后，活力

降低明显. 这是由于搅拌后形成细小的乳液滴，油水相

界面积达到最大，在以后的 4∼8 h 内，油水相分离完全，

溶菌酶与有机溶剂的接触面积减小，溶菌酶溶液的活力

降低不明显，说明溶菌酶在油水界面上吸附变性造成失

活. 蛋白质吸附于油水界面主要使蛋白表面的疏水区域

暴露，与油相作用，导致蛋白质构象变化，稳定蛋白中

心的疏水作用减弱，使蛋白质的热力学稳定性降低[21]. 

表 1 酶液与有机溶剂接触及添加剂对溶菌酶活性的影响 

Table 1  Effects of interaction between lysozyme and organic solvent, 
      and different additives on the activity of lysozyme (%) 

Time (h) None PEG400 PEG6000 PVP HP-β-CD
4 43±1.6 90±3.1 96±0.8 91±0.2 96±0.3 
8 41±1.6 88±0.5 95±1.0 87±0.3 95±1.9 

而在水相中添加 3.0%的 PEG400, PEG6000, PVP, 
HP-β-CD 可显著改善失活现象，原因是添加剂对蛋白质

的两种稳定机制：一种是稳定剂(HP-β-CD)以各种作用

(疏水作用、氢键)代替蛋白质水化层，优先包裹蛋白质，

因而隔离与疏水界面的接触，起到保护作用[19]. 另一种

是稳定剂分子(PVP, PEG400, PEG6000)优先吸附于油水

界面，减少了蛋白质与疏水界面的相互作用. 

4  结 论 

(1) 向内水相添加稳定剂后，药物的包埋率均有不

同程度的提高. 内水相添加剂 PVA, PEG400, HP-β-CD
使溶菌酶的包埋率从无添加剂时的 68.1%分别提高到

86.6%, 89.0%和 94.1%. 
(2) 添加剂的加入降低了溶菌酶的突释. 与无添加

剂的微囊相比，PEG400, PEG6000, HP-β-CD 的加入降

低了溶菌酶的释放速率，而 PVP 和 PVA 的加入则加快

了溶菌酶的释放. 
(3) 溶菌酶在油水界面聚集变性是造成其失活的主

要原因. 加入添加剂 PEG400, PEG6000, PVP, HP-β-CD
可减少油水界面造成的活性损失. 
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Preparation of Uniform-sized PLA/PLGA Microcapsules Containing Lysozyme by        
Combining Porous Glass Membrane Emulsification and Multiple Emulsion-solvent Evaporation 

HUANG Shan-shan1,2,  LIU Rong1,  MA Guang-hui1,  TAN Tian-wei2 

(1. State Key Lab. Biochem. Eng., Inst. Process Eng., Chinese Academy of Sciences, Beijing 100080, China; 
2. School of Life Science and Technology, Beijing University of Chemical Technology, Beijing 100029, China) 

Abstract: Relatively uniform-sized biodegradable poly(lactide) (PLA) and poly(lactide-co-glycolide) (PLGA) microcapsules containing 
lysozyme were successfully prepared by combining porous glass membrane emulsification technique with multiple emulsion-solvent 
evaporation method. Compared with the stirring method, it was found that the sizes of microcapsules are more uniform, the coefficient of 
variation (CV) value which indicates the size distribution was 14.04%. It was found that adding additives to inner aqueous phase could 
efficiently improve the drug encapsulation efficiency, adjust the drug release profile and maintain the bioactivity of drug. When PVA, 
PEG400 and HP-β-CD were separately added into the inner aqueous phase, the encapsulation efficiency increased from 68.1% to 86.6%, 
89.0% and 94.1% respectively. The cumulative release amount was decreased when PEG400, PEG6000, HP-β-CD were added. While it 
was enhanced when PVP or PVA was added. It demonstrated that the main reason for protein deactivation was lysozyme adsorption onto 
the W1/O interface. The loss of lysozyme activity was successfully prevented by adding PEG400, PEG6000, HP-β-CD or PVP into the 
inner aqueous phase.  
Key words: porous glass membrane emulsification; multiple emulsion-solvent evaporation; PLA; PLGA; microcapsules 


