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海藻酸钠是存在于褐藻的天然高分子，壳聚糖是从贝壳

类、昆虫、细菌细胞壁及蘑菇提取的甲壳质（几丁质）去乙酰化

后得到的产物，自然界储量丰富，因其价格低廉，且具有优良

的生物相容性、生物降解性和资源可持续性等优点，越来越受

到研究者的青睐[1-2]。海藻酸钠是荷负电的天然多糖，壳聚糖

是荷正电的天然多糖，海藻酸钠分子链上大量的羧基与壳聚

糖分子链上大量的伯氨基通过聚电解质络合反应形成具有一

定机械强度、弹性和通透性能的聚电解质复合水凝胶膜，并作

为药物控释载体[3-4]、酶固定化载体[5]等广泛应用于生物医药领

域。

以海藻酸钠、壳聚糖为囊材制备的单层聚电解质膜微球

已有大量文献[6-7]报道，但多层聚电解质膜微球少有报道。为

此，本文以牛血清白蛋白（BSA）为模型药物，以海藻酸钠、壳聚

糖为囊材，采用乳化-交联法包裹海藻酸钠微球制备BSA-海藻

酸-壳聚糖微球（BSA-ACM）、BSA-海藻酸-壳聚糖-海藻酸钠微

球（BSA-ACAM）、BSA-海藻酸-壳聚糖-海藻酸-壳聚糖-海藻酸
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摘 要 目的：制备牛血清白蛋白-海藻酸-壳聚糖微球（BSA-ACM），牛血清白蛋白-海藻酸-壳聚糖-海藻酸钠微球（BSA-ACAM），

牛血清白蛋白-海藻酸-壳聚糖-海藻酸-壳聚糖-海藻酸钠微球（BSA-ACACAM）。方法：以海藻酸钠和壳聚糖溶液为囊材，对BSA

进行反复包裹，采用乳化-交联法制备BSA-ACM、BSA-ACAM、BSA-ACACAM；采用扫描电镜测定微球粒径，Micro-BCA试剂盒

测定载药量，考察包封率和24 h体外释药特性，并进行Higuchi方程拟合。结果：BSA-ACM、BSA-ACAM、BSA-ACACAM微球球

形圆整，分散性好，平均粒径分别为（3.79±1.33）、（3.52±0.96）、（3.07±1.17）μm；载药量分别为（17.97±1.33）％、（16.95±

0.46）％、（16.47±1.49）％；包封率分别为（65.78±4.98）％、（63.99±4.83）％、（55.00±1.50）％。微球体外释放速率与聚电解质膜

包裹层数呈负相关，均符合Higuchi方程（r分别为0.978 7、0.986 9、0.980 8），24 h内累积释放量分别为32.15％、25.59％、16.72％，

无明显突释现象。结论：多层海藻酸-壳聚糖聚电解质膜微球能减少药物的突释，具有良好的缓释效果。
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Preparation and in vitro Release Study of Multilayer-sodium Alginate-chitosan Microspheres with Polyelectro-
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ABSTRACT OBJECTIVE：To prepare Bovine serum albumin-alginic acid-chitosan microspheres（BSA-ACM），BSA-alginic ac-

id-chitosan-sodium alginate microspheres（BSA-ACAM）and BSA-alginic acid-chitosan-alginic acid-chitosan-sodium alginate micro-

spheres（BSA-ACACAM）. METHODS：With sodium alginate and chitosan as package material，BSA was packaged repeatedly

and then BSA-ACM，BSA-ACAM and BSA-ACACAM were prepared with emulsion-crosslinking method. SEM was utilized to in-

vestigate the particle size of the microspheres，the drug-loading amount was detected by Micro-BCA kit，and entrapment efficiency

and 24 h release behavior in vitro were also studied. The fitting of Higuchi equation was carried out. RESULTS：BSA-ACM，BSA-

ACAM and BSA-ACACAM were spherical in shape and good in dispersibility. The mean diameters were（3.79±1.33）μm，（3.52±

0.96）μm and（3.07±1.17）μm respectively. The drug-loading amount were（17.97±1.33）％，（16.95±0.46）％ and（16.47±

1.49）％；entrapment efficiency were（65.78±4.98）％，（63.99±4.83）％ and（55.00±1.50）％，respectively. Release rate was nega-

tively correlated with the number of polyelectrolytes film layer，which were in line with Higuchi equation. The value of r were

0.978 7，0.986 9 and 0.980 8，and 24 h accumulative release amounts were 32.15％，25.59％ and 16.72％. No significant burst re-

lease was found. CONCLUSIONS：The burst release of multilayer-sodium alginate-chitosan microspheres with polyelectrolytes film

can be decreased，showing sound sustained-release effect.
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钠微球（BSA-ACACAM），并对其包封率、载药量及其体外释

放特性进行研究。

1 材料
FJ-200高速分散均质机（上海标本模型厂）；高速离心机

（德国Heraeus公司）、LGJO 5-Ⅱ型冷冻干燥机（军事医学科学

院实验仪器厂）；ELx 800酶标仪（美国Bio-Tek Instruments.INC

公司）。

海藻酸钠[南京化学试剂有限公司，批号：10111021160，黏

度：≥0.02 Pa·s（1％溶液，25 ℃）]；壳聚糖（玉环海洋生化有限

公司，批号：D03012202，分子质量：80 000，去乙酰度：85％）；

牛血清白蛋白（BSA，华美生物工程公司，批号：0108）；BCA试

剂盒（江苏碧云天生物技术研究所）；吐温、司盘、异辛烷、异丙

醇等化学试剂均为分析纯。

2 方法
2.1 BSA-ACM的制备

精密称取BSA，溶于1％海藻酸钠溶液20 ml作为水相，以

5％司盘-异辛烷40 ml为油相，两相高速乳匀3 min后，滴加适

量第二乳化剂30％吐温80，再乳匀3 min，逐滴加入8％氯化钙

溶液适量后乳匀3 min，加入异丙醇后在相同转速下最后乳匀

3 min。离心后收集微球，用1％的壳聚糖溶液代替水溶液加入

离心后所得微球中，孵育30 min，离心收集微球后再用同样的

壳聚糖溶液清洗1次，用水清洗2次后冷冻干燥，即得。

2.2 BSA-ACAM的制备

在乳化制得BSA-ACM后，用0.25％海藻酸钠溶液代替水

溶液加入离心后所得的微球中，孵育30 min，离心收集微球后

用水清洗2次，冷冻干燥，即得。

2.3 BSA-ACACAM 的制备

离心后收集的BSA-ACAM，用 1％的壳聚糖孵育 30 min，

离心收集，再用 0.25％海藻酸钠溶液孵育 30 min，离心收集微

球后用水清洗2次，冷冻干燥，即得。

2.4 形态学观察

用显微镜和扫描电镜观察 BSA-ACM、BSA-ACAM、

BSA-ACACAM的形态及表面特征。

2.5 包封率和载药量的测定

将一定量的微球分散于磷酸盐缓冲液（PBS，pH 7.4）中，

在37 ℃、200 r/min下恒温振荡9 h，离心，移取上清液后补充介

质，反复提取3次后合并上清液，采用Micro-BCA法于570 nm

波长处测定吸光度，以吸光度（A）为横坐标，BSA质量浓度（c）

为纵坐标，进行线性回归，然后计算微球包封率和载药量 [6]。

包封率指微球中药物量占总投药量的百分比；载药量指一定

量微球中所含药物的量占总质量的比值。

2.6 体外释放研究

分别精密称定约 30 mg的BSA-ACM、BSA-ACAM、BSA-

ACACAM至Eppendorf管中，各加入0.9％NaCl溶液释放介质

3 ml，置37 ℃、70 r/min下振荡器内释放，按一定时间间隔2 000

r/min 离心 10 min，取上清液 0.5 ml，补充 0.5 ml 新鲜介质 [7]。

Micro-BCA法测定BSA浓度，并按累积释放量（Q）公式计算：

Qi＝ciV+∑
2

n
ci－1Vi/Q0×100％

式中Qi：第 i次取样时Q；ci：第 i次取样时接收液中的药物

浓度；V：接收液体积；ci－1：第（i－1）次取样时接收液中的药物

浓度；Vi：每次取样体积；Q0：药物释放总量。以Q为纵坐标，时

间 t为横坐标作图，得药物累积释放曲线，考察24和360 h内的

体外释药情况，同时进行Higuchi方程拟合。

2.7 统计学处理

采用 SPSS 13.0统计学软件处理数据，数据以x±s表示，

样本均数间比较采用 t 检验。以 P＜0.05为差异有统计学意

义。

3 结果
3.1 微球形态及粒径

微球形态及大小分布见图1。

结果，BSA-ACM、BSA-ACAM、BSA-ACACAM 均呈球

形，表面光滑，不粘连，平均粒径分别约为（3.79±1.33）、

（3.52±0.96）、（3.07±1.17）μm。

3.2 包封率和载药量的测定

3.2.1 Micro-BCA 法。回归方程为 c＝0.714 7A+0.012 3（r＝

0.999 2，n＝3）。结果，BSA检测质量浓度在 10～500 μg/ml之

间呈现良好的线性关系。

3.2.2 包封率和载药量 。 BSA-ACM、BSA-ACAM、BSA-

ACACAM 包封率分别为（65.78±4.98）％、（63.99±4.83）％、

（55.00±1.50）％，载药量分别为（17.97±1.33）％、（16.95±

0.46）％、（16.47±1.49）％。

3.2.3 体外释放试验。体外释放行为均符合Higuchi方程，方

程拟合结果见表1。图2和图3分别为BSA-ACM、BSA-ACAM、

BSA-ACACAM 在24 h和360 h内的体外释放曲线。

表 1 BSA-ACM、BSA-ACAM、BSA-ACACAM 体外释放方

程拟合结果

Tab 1 Results of equation fitting of BSA-ACM，BSA-ACAM，

BSA-ACACAM release in vitro

微球类别
BSA-ACM

BSA-ACAM

BSA-ACACAM

拟合方程
Q=3.870 2t1/2+11.82 4

Q=3.936 8t1/2+1.844 3

Q=3.873 2t1/2+0.094 5

r

0.989 3

0.993 4

0.990 4

结果可见，BSA-ACM、BSA-ACAM、BSA-ACACAM 在

24 h内Q分别为 32.15％、25.59％、16.72％，无明显突释现象。

微球的体外释放速率与聚电解质膜的层数呈负相关，BSA-

ACACAM前24 h体外释放速率低，与BSA-ACM、BSA-ACAM

有显著性差异（P＜0.05），BSA-ACM与BSA- ACAM的体外释

图1 3种微球的扫描电镜图
a.BSA-ACM；b.BSA-ACAM；c.BSA-ACACAM

Fig 1 SEM photograph of 3 kinds of microspheres
a.BSA-ACM；b.BSA-ACAM；c.BSA-ACACAM

a b c
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放无显著性差异（P＞0.05）。在随后24～360 h内BSA从微球

中的释放量呈缓慢增长趋势，表明 3种载药微球缓释效果明

显。

4 讨论
海藻酸钠是聚阴离子多糖，在水溶液中带负电荷；壳聚糖

是聚阳离子多糖，在酸性溶液中带正电荷，两者发生静电聚合

反应形成微囊膜。这两者都是亲水性材料，具有良好的生物

相容性，在药物制剂方面的应用日益增加。有文献[8]报道，海

藻酸-壳聚糖膜和海藻酸-壳聚糖-海藻酸膜对BSA向海藻酸钠

（钙）微球中的扩散有明显的阻碍作用，前者通透性强于后者，

说明包裹不同层次的海藻酸-壳聚糖聚电解质膜对药物的扩散

有一定程度的影响，这一点在本试验中也得到了证实。微球

的通透性由交联程度、膜厚、膜孔径和孔分布决定[9]。海藻酸-

壳聚糖聚电解质膜主要由多糖链的交联构成，3类微球的包封

率无显著性差异（P＞0.05）。但是BSA在ACACAM中前24 h

内的释放速率要比在ACM、ACAM中低（P＜0.05﹚，提示BSA

主要包裹在ACM中。文献[10]提示反复包裹ACM只是增加微

球膜的紧密性，使得微球表面细孔部分关闭，导致多层膜渗透

性下降，从而延缓药物的释放。

BSA-ACM、BSA-ACAM、BSA-ACACAM 载药量分别为

（17.97±1.33）％、（16.95±0.46）％、（16.47±1.49）％，表明随

包覆层数的增加，载药量有所下降，可能是操作过程的反复进

行，离心、水洗及转移损失了一定的药物，但三者数据比较无

显著性差异（P＞0.05）。

试验中发现孵育中所需海藻酸钠的浓度十分重要。对

0.15％、0.25％、1.0％海藻酸钠溶液进行比较后发现，0.15％海

藻酸钠溶液强度不够，制备的ACACAM释放与ACAM、ACM

无显著性差异（P＞0.05）；1.0％的海藻酸钠溶液黏度太大，

ACM 在其中分散性差，聚结成团状；0.25％为比较合适的浓

度，ACM在其中分散性良好。

改变海藻酸钠和壳聚糖的组成和成膜条件可调节膜厚、

膜孔径大小和膜孔分布，改变微球的通透性。本次试验只对

单一海藻酸钠浓度、单一分子质量及浓度的壳聚糖浓度制备

的微球进行了研究，对药物在多层海藻酸-壳聚糖聚电解质膜

微球中特性有一定的提示作用，但仍有很多因素值得进一步

考察研究。
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图3 3种微球360 h的体外释放曲线

Fig 3 360 h release profiles of 3 kinds of microspheres in vi-
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图2 3种微球24 h的体外释放曲线

Fig 2 24 h release profiles of 3 kinds of microspheres in vitro
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