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冠心病是目前导致人类死亡的主要疾病之一，在我国其
发病率呈逐年增高趋势，越来越多医学工作者在不断寻求新
的冠心病治疗方法。治疗性血管生成（Therapeutic angiogene-

sis）或称“生物搭桥”（Biologic bypass）的方法是目前冠心病治
疗研究的热点。近年来，随着分子生物学的发展，人们发现血
管新生过程中，有许多细胞因子的参与，而碱性成纤维生长因
子（bFGF）就是其中之一[1]。bFGF具有促进缺血心肌新生血管
形成和保护心肌细胞的作用，是“药物冠脉搭桥”的重要组成
部分，适用于冠心病及周围血管病的治疗，其潜在的治疗价值
已得到心血管界的重视[2]。但是 bFGF在体内的半衰期为 3～

10 min，全身应用将被快速灭活而难以发挥其有效作用；在溶
液中的稳定性较差，局部穿刺分次给药也难以产生有效作用，

并且不适合长期给药。因此研究 bFGF的纳米粒对长期维持
局部药物的有效浓度、促进新生血管生长有着重要意义。

1 材料
bFGF 试剂盒（上海麦莎生物有限公司分装）；Bio-tek-

Model 酶标分析仪（美国 Bio-tek Instruments.INC 公司）；CL-3

型恒温加热磁力搅拌器（郑州长城科工贸有限公司）；YP-600

型电子天平（上海第二天平仪器厂）；AB135-S电子天平（瑞士
梅特勒-托利多公司）；SHA-C型水浴恒温振荡器（江苏省金坛
市荣华仪器制造有限公司）；JEM-100CX-Ⅱ电子透射显微镜
（日本电子公司）。

α-氰基丙烯酸正丁酯（α-PBCA，广州白云医用胶股份有限
公司）；bFGF冻干粉末（暨南大学生物研究中心，纯度：＞95％）；

三羟甲基氨基甲烷（上海化学试剂采购供应站分装厂）；其他
试剂均为市售分析纯产品；所用水皆为SZ-93自动双重纯水制
备系统制备。

2 bFGF-PBCA微球（NP）的制备
2.1 乳化聚合法制备[3-4]

制备bFGF-PBCA-NP。精密量取5 ml含有一定浓度泊洛
沙姆F68、pH 7.6的三羟甲基氨基甲烷（Tris）缓冲水溶液，然后
加入适量 bFGF的超纯水溶液，置于恒温加热磁力搅拌器上，

660 r/min持续搅拌下，用 0.1 mol/L HCl将 pH调至 2.0，以微量
注射器精密量取α-PBCA 适量并加入高速搅拌的溶液中，1 h

后，用 0.05 mol/L HCl 调节 pH 至中性，继续搅拌 1 h 即得 bF-

GF-PBCA-NP胶体溶液。同法制备不含bFGF的空白纳米粒。
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摘 要 目的：制备碱性成纤维生长因子（bFGF）纳米粒（NP），并考察其体外释放特性。方法：以生物可降解材料α-氰基丙烯酸正

丁酯（PBCA）为载体，采用乳化聚合法制备 bFGF-PBCA-NP，并以粒径和包封率为指标，采用正交试验优选α-PBCA（μl）与 bFGF

（μg）的比例、泊洛沙姆 F68的质量分数和加入 bFGF 后溶液的 pH 值；采用电子透射显微镜观察纳米粒的形态，考察 bFGF-PB-

CA-NP的粒径及其分布、包封率、载药量和72 h的体外累积释药量（Q），并进行一级动力学、Higuchi、Weibull、双指数双相动力学

及多项式方程拟合。结果：α-PBCA与bFGF的比例为4.8，泊洛沙姆F68为3％，pH为2.0；所得纳米粒为圆整的类球形实体粒子，

平均粒径为（120.5±1.60）nm，载药量为（4.26±0.02）％，包封率为（89.35±0.83）％；bFGF-PBCA-NP的体外释放以双指数双相动

力学和多项式方程拟合较好，r分别为0.990 5和0.994 7。结论：所制备的bFGF-PBCA-NP具有明显的缓释作用。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To prepare the basic fibroblast growth factors（bFGF）-loaded nanoparticles（NP），and to study the re-

lease behavior of the nanoparticles in vitro. METHODS：Using biodegradable materials α-PBCA as carrier，bFGF-PBCA-NP was

prepared by emulsion polymerization method. Using diameter and entrapment efficiency as index，orthogonal test was used to opti-

mize the proportion of α-PBCA（μ l）to bFGF（μg），mass fraction of poloxamer F68 and pH of solution after added bFGF. The

morphology of the nanoparticles was observed with TEM. The particle size and distribution of bFGF-PBCA-NP，entrapment effi-

ciency，drug-loading amount and 72 h accumulative drug release in vitro（Q）were investigated. First order kinetics equation，Higu-

chi equation，Weibull equation，double exponential biphasic kinetics equation and polynomial equation were fitted. RESULTS：The

proportion of α-PBCA and bFGF was 4.8，and poloxamer F68 accounted for 3％ with pH of 2.0；bFGF-PBCA-NP were sphere-like

solid particle with mean size of（120.5±1.60）nm. The drug-loading amount was（4.26±0.02）％ and the encapsulation efficiency

was（89.35±0.83）％. The in vitro release properties could be expressed by double exponential biphasic kinetics equation and poly-

nomial equation，and correlation coefficients were 0.990 5 and 0.994 7. CONCLUSIONS：Prepared bFGF-PBCA-NP show signifi-

cant sustained release.
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2.2 正交试验优化制备工艺

根据相关文献和预试验确定单因素，通过对制备条件温

度、搅拌速度、搅拌时间、加入 bFGF后溶液的 pH值、bFGF用

量和泊洛沙姆F68浓度进行考察，并以载药纳米粒的粒径、包封

率（EE）和载药量（DL）为指标，优选出影响 bFGF-PBCA-NP制

备的主要因素有 3个：α-PBCA（μl）与bFGF（μg）比例（A）、泊洛

沙姆F68质量分数（B）、加入 bFGF后溶液的 pH值（C）。根据

指标纳米粒的粒径、包封率和载药量的权重，分别给 3个指标

0.2、0.5、0.3的权重系数，采用综合加权评分法[5-6]，综合评分＝

粒径 min/粒径×100×0.2+EE/EEmax×100×0.5+DL/DLmax×100×0.3。

每个因素选择 3个水平，按正交试验表L9（33）进行试验[3]。正

交试验因素与水平见表1，结果分析见表2、表3。

表1 因素与水平

Tab 1 Factor and levels

因素

A α-PBCA与bFGF比例
B 泊洛沙姆F68质量分数，％
C 溶液pH值

1

3.2

1

2.0

水平
2

4.8

2

3.0

3

6.4

3

5.0

表2 正交试验结果

Tab 2 Results of orthogonal design

编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

因素
A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

C

1

2

3

2

3

1

3

1

2

指标
粒径，nm

100

231

453

110

312

116

377

99

188

EE，％
54.7

71.1

45.8

85.2

83.1

90.5

87.4

92.3

89.9

DL，％
3.19

4.15

2.67

3.38

3.30

3.59

2.63

2.77

2.70

综合评分

72.49

77.09

48.48

88.59

75.22

92.05

76.01

90.02

78.75

表3 正交试验结果分析

Tab 3 Analysis of the results of orthogonal design

K1

K2

K3

R

P

粒径，nm

A

261.33

179.33

221.33

82.00

0.19

B

195.67

214.00

252.33

56.66

0.26

C

105.00

176.33

380.67

275.67

0.02

EE，％
A

57.20

86.27

89.87

32.67

0.05

B

75.77

82.17

75.40

6.77

0.59

C

79.17

82.07

72.10

9.97

0.44

DL，％
A

3.34

3.42

2.70

0.72

0.32

B

3.07

3.41

2.99

0.42

0.59

C

3.18

3.41

2.87

0.54

0.49

R 值大小可以看出不同因素对试验结果影响的程度。R

值越大，说明此因素对所考察指标的影响越大。由表3中的结

果可得，α-PBCA与bFGF比例对DL和EE的影响较大，而粒径

受pH值影响较大。

比较K值大小可了解该因素的不同水平对试验结果的影

响的程度。对DL和EE而言，K值越大的水平越理想；而对粒

径而言，K值越小的水平越理想。采用统计软件SPSS 13.0对

正交试验进行数据处理，结果表明，α-PBCA 与 bFGF 比例对

EE 有显著影响（P＜0.05），而泊洛沙姆 F68质量分数和 pH 值

对DL和EE无显著影响（P＞0.05）；pH值对bFGF-PBCA-NP的

粒径有显著影响（P＜0.05），α-PBCA与bFGF比例和泊洛沙姆

F68质量分数对粒径无显著影响（P＞0.05）。

综合表2和表3的结果，确定最佳处方和工艺为：A2B3C1，

即α-PBCA与 bFGF比例为 4.8，加入酸后调节加入 bFGF后溶
液的pH值为2.0，泊洛沙姆F68质量分数为3％。

3 纳米粒的形态学及粒径考察
3.1 纳米粒的形态考察

透射电子显微镜照片见图1，粒径分布见图2。

结果，制得纳米粒为圆球形或类球形，大小较均匀，不粘
连，分散良好，粒径分布较窄，且基本呈正态分布，平均粒径为
（120.5±1.60）nm。

由图 2可见，制得的纳米粒为规则的圆球形，表面较光
滑。D10＝72.5 nm，D50＝119.15 nm，D90＝164.5 nm。根据跨距
的计算方法可得跨距为0.77，表明其粒径分布较窄，大小较均
匀。

3.2 DL、EE的测定

采用离心法[3]，取制得纳米粒的胶体溶液适量，置于专用
塑料离心管中，配对后放入高速冷冻离心机中离心。运行参
数为：转速15 000 r/min，温度设定为4 ℃。离心2 h后，取离心
后的上清液适量，采用酶联免疫法[7]分别测定m1和m2，按照公
式计算DL和EE。

DL＝
m1－m2

m0

×100％

EE＝
m1－m2

m1

×100％

式中，m1为加入的药物总质量（mg）；m2为上清液中药物质
量（mg）；m0为制得的纳米粒的质量（mg）。

结果，批号为 071002、071004、071005 的 3 批 bFGF-PB-

CA-NP 的 DL 与 EE 分别为 4.26％、90.3％，4.24％、89.9％，

4.28％ 、90.7％ ，平均值分别为（4.26 ± 0.02）％ 、（89.35 ±

0.83）％。

4 bFGF-PBCA-NP的体外释药
4.1 释放介质的选择

在研究微粒制剂体外释放时，为模拟体内条件，常选择生
理盐水或磷酸盐缓冲液作为释放介质。在本研究中，选择磷

图1 bFGF-PBCA-NP电镜照片（×20 000）

Fig 1 TEM micrograph of bFGF-PBCA-NP（×20 000）

图2 bFGF-PBCA-NP粒径分布图

Fig 2 Particle size and distribution of bFGF-PBCA-NP
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酸盐缓冲液（pH 7.4）作为释放介质。

4.2 药物测定方法

bFGF的测定方法采用酶联免疫法，依照次序分别精密吸

取不同质量浓度的 bFGF标准品溶液各 100 μl，标准品质量浓

度分别为0、50、100、250、500、1 000 pg/ml，记录光密度（OD）结

果。以结合率 B/B0（％）（B＝标准品 OD 值，B0＝标准品 0点

OD值）对bFGF质量浓度（c）进行直线回归，并绘制标准曲线，

得回归方程为B/B0（％）＝－0.082c+93.316（r＝0.992 9），线性

范围为0～1 000 pg/ml。

4.3 bFGF在释放介质中的稳定性考察

将配成一定质量浓度的bFGF水溶液置于三角瓶中，放入

恒温振荡箱中，保持 37 ℃，分别于不同时间取出 0.4 ml，并补

加等体积释放介质。将样品按照酶联免疫试剂盒操作方法将

样品进行处理后，在酶标分析仪上测定样品在 0、1、4、8、12、

24、36、48、72 h的OD值，并计算质量浓度 c（pg/ml）。结果 c仅

下降8.84％，表明样品在72 h内稳定，RSD＜2.0％。

4.4 样品体外释放[8-9]

将所制得的纳米粒胶体溶液补加释放介质至40 ml，置于

磨口三角锥形瓶中，其中 bFGF 的理论质量浓度约为 120 ng/

ml。将锥形瓶浸入 37 ℃恒温振荡器中，维持 37 ℃恒温振荡，

于不同时间取样0.4 ml，然后补加相同体积的释放介质。在酶

标分析仪上测定样品中bFGF的OD值，并计算累积释放量（Q），

绘制累积释放曲线。结果，0、1、2、4、8、12、24、36、72 h的Q分别

为（0.43±0.50）％、（7.15±0.68）％、（15.65±0.73）％、（21.09±

0.71）％、（26.99±0.82）％、（36.71±1.04）％、（4.64±0.94）％、

（66.86±1.08）％、（73.92±0.89）％，累积释放曲线见图3。

4.5 体外释药曲线拟合

以Q对时间（t）分别采用一级动力学（Ⅰ）、Higuchi（Ⅱ）、

Weibull（Ⅲ）、双指数双相动力学（Ⅳ）及多项式方程（Ⅴ）对释

药数据进行拟合，结果见表4[AIC＝nlnRe+2P，n为试验数据的

个数，P为所设模型参数的个数，Re＝∑Wi（Q 拟合－Q）2，Wi为权

重]。

表4 不同拟合方程bFGF-PBCA-NP的拟合结果

Tab 4 Comparison of in vitro accumulative release data of

bFGF-PBCA-NP fitted by different equations

方程编号
Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ
Ⅳ
Ⅴ

拟合方程
1-Q=-22.13e0.01t

Q=16.11+1.992 4t1/2

Q=1-e[-50.459 4（t+2.422 2t-5）0.423 14]

1-Q=-77.771 4e-0.000 5t+74.504 4e-0.050 8t

Q=0.000 4t3-0.059 2t2+3.555t+4.915 7

r

0.809 9

0.898 2

0.475 8

0.990 5

0.994 7

AIC值
-0.92

-2.74

7.23

-7.25

-7.42

结果可见，bFGF-PBCA-NP体外释放曲线一级动力学、Hi-

guchi和Weibull方程拟合均不佳，而双指数双相动力学和多项

式方程拟合后效果较好，表明 bFGF-PBCA-NP有明显的缓释

作用。

5 结果与讨论
乳化聚合法，是将单体滴入含有药物及表面活性剂的酸

水溶液中，在水中OH－的催化下，发生阴离子聚合而成，适宜

的 pH值在 2～3之间。该方法操作简单，但由于 pH值条件的

限制，制约了酸不稳定药物聚氰基丙烯酸烷酯纳米粒的制

备。经过前期稳定性考察，在所采用的制剂工艺条件下不会

破坏 bFGF，其中 bFGF 在 pH 2时，2 h 内保持稳定；温度在

37 ℃时，24 h 内稳定性较好。据此笔者制备了 bFGF-PBCA-

NP。由形态及其分布和载药性能考察的试验结果可见，bF-

GF-PBCA-NP 平均粒径为（120.5±1.60）nm，EE 为（89.35±

0.83）％，DL 为（4.26±0.02）％；制得的纳米粒为规则的圆球

形，表面较光滑；跨距为0.77，表明其粒径分布较窄，大小较均

匀。说明该乳化聚合法简单易行。

从拟合的模型来看，bFGF-PBCA-NP 的体外释放则较符

合多项式与双相动力学方程，具有明显的缓释特性，存在快释

与慢释2个阶段：由于bFGF-PBCA-NP表面吸附的药物容易脱

落并释放出来，形成快释现象，快释阶段药物在治疗部位迅速

达到有效治疗浓度；被包裹于载体材料内部的药物由于载体

材料形成的骨架阻碍了内部药物的溶解，释放进入慢释阶段，

其作为维持剂量可避免峰谷波动及给药频率过快，因而具有

较明显的缓释作用。
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图3 72 h内bFGF-PBCA-NP累积释放曲线

Fig 3 The accumulative release curves of bFGF-PBCA-NP

within 72 h
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