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摘 要 目的：制备透明质酸钠微球，为进一步制备透明质酸钠缓释制剂提供参考。方法：采用乳化-交联法制备。对处方因素、

工艺因素进行单因素试验，在此基础上以包封率为指标，以海藻酸钠质量分数（A）、透明质酸钠与海藻酸钠质量比（B）、交联时间

（C）和分散转速（D）为因素设计正交试验优化制备工艺，再通过考察最佳工艺制备的微球的粒径和包封率进行验证试验。结果：

优化工艺中 A 为 2％、B 为 1 ∶ 3、C 为 90 min、D 为 200 r/min。验证试验中微球的平均粒径为（107.8±5.51）µm、包封率为（58.92±

3.06）％。结论：乳化-交联法制备透明质酸钠微球工艺简单、易行。本研究可为进一步制备透明质酸钠缓释制剂奠定基础。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To prepare Sodium hyaluronate-loaded microspheres，and to provide reference for sustained-release

preparation. METHODS：Sodium hyaluronate-loaded microspheres were prepared by emulsion-cross linking method. The single fac-

tor test was performed for prescription factor and technology factor. The preparation technology of microspheres was optimized by

orthogonal test with encapsulation efficiency（EE）as index using the concentration of sodium alginate（A），ratio of sodium hyal-

uronate to sodium alginate（B），crosslinking time（C）and dispersion speed（D）as factors. The investigating particle size and EE

of microspheres verification test was carried out by particle size and EE of microspheres. RESULTS：The optimal technology was

as follows：A of 2％，B of 1 ∶ 3，C of 90 min and D of 200 r/min. The EE of the microspheres was（58.92±3.06）％ with mean di-

ameter of（107.8±5.51）µm. CONCLUSIONS：The emulsion-cross linking method is simple，feasible and lays the foundation for

the preparation of Sodium hyaluronate-loaded sustained-release preparation.
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透明质酸（Hyaluronic acid，HA）及其钠盐是广泛存在于
人体及动物体内的一种黏多糖，是体内重要的生理活性物质，

广泛应用于食品、日化和医药领域[1-2]；其在组织形成、细胞调
控及血管生成方面都起着重要的作用[3]。HA本身具有良好的
生物相容性、高黏弹性和毒副作用小等优点，既可延缓皮肤衰
老，补充皮肤水分；又可促进伤口愈合，防止疤痕产生[4-5]。虽
然已有上市的含 HA 的化妆品[6]，但其仅作为保湿剂出现，并
非作为主要成分使用，因此药用效果不明显，也不适合大规模
药用。

本文以透明质酸钠为模型药物，海藻酸钠为骨架材料，采
用乳化-交联法制备了包载透明质酸钠的海藻酸钠微球。该制
剂处方选择和制备工艺的关键是利用微球所形成的不溶性骨
架，以降低透明质酸钠的释放速度，延长释药时间，从而达到
提高生物利用度的目的。本研究可为进一步制备透明质酸钠
缓释制剂奠定基础。

1 材料
DF-101S集热式恒温加热磁力搅拌器（巩义市英峪予华仪

器厂）；FA1104电子天平（上海民桥精密科学仪器有限公司）；

UV-9100型紫外分光光度计（北京瑞利分析仪器有限公司）；

DMBA450 生物数码显微镜（麦克迪实业集团有限公司）；

LS320激光粒度仪（美国Beckman公司）。

三乙醇胺（天津市博迪化工有限公司）；透明质酸钠（山东
福瑞达生物医药有限公司，批号：0911062，药用级，含量：

99.5％）；海藻酸钠（河北大唐生物工程有限公司，药用级）；海
藻酸钠微球（沈阳医学院奉天医院药学部）；对羟基苯甲酸乙
酯、氯化钙、聚山梨酯 80均为药用级；二氯甲烷、异丙醇、液体
石蜡、丙三醇、硬脂酸、白凡士林、阿利新蓝均为分析纯。

2 方法与结果
2.1 透明质酸钠含量测定方法的建立

精密称量透明质酸钠，用去离子水溶解后配成质量浓度
为53.15、106.3、212.6、318.9、425.2 mg/L的标准溶液，摇匀。取
上述标准溶液各 1 ml，加入 10 ml量瓶中，加 6 ml阿利新蓝染
料染色，混合后用去离子水稀释至刻度，作为显色溶液。在
510 nm波长处测定各溶液的吸光度值。以透明质酸钠质量浓
度（ρ）为横坐标，标准溶液与显色溶液的吸光度差值（A）为纵
坐标绘制标准曲线，得回归方程为：A＝0.001 7ρ+0.184 8（r＝

0.998 0，n＝5）。 结果表明，透明质酸钠检测质量浓度线性范
围为53.15～425.2 mg/L。低、中、高3个质量浓度（53.15、212.6、

425.2 mg/L）的标准溶液的日内精密度 RSD 分别为 1.88％、

0.80％、0.63％（n＝5）；日间精密度RSD分别为2.57％、1.05％、

0.84％（n＝5）；平均回收率为（97.9±1.80）％，RSD＝1.84％
（n＝3）。

2.2 透明质酸钠微球的制备

称取适量透明质酸钠，精密称定，溶入蒸馏水中，超声溶
解后，将适量海藻酸钠细粉溶于其中配成一定浓度的海藻酸
钠溶液，静置除去气泡，后用医用 9号注射器缓缓滴入搅拌的
混合油相中。以一定的分散转速磁力搅拌分散一定时间后，

加入适量用氯化钙饱和的交联剂，固化[7]。将制得的微球分别
用异丙醇洗涤2～3次，抽滤后，40 ℃干燥6 h，密封贮藏备用。

2.3 透明质酸钠包封率及载药量的测定

取制备的海藻酸钠微球 50 mg，置于蒸馏水 5 ml 中超声
10 min；37 ℃放置24 h，取上清液置于10 ml量瓶中，研磨微球
至其破碎，离心15 min，将上清液吸取于量瓶中，用蒸馏水稀释

定容至 10 ml；用 0.45 μm微孔滤膜滤过。测定上清液中的药
物含量，计算微球中药物的包封率及载药量：包封率＝微球中
包裹的透明质酸钠质量/透明质酸钠加入量×100％；载药量＝

微球中包裹的透明质酸钠质量/微球的质量×100％。

2.4 处方因素的考察

经过多次预试验，确定对包封率影响较大的几个处方因
素，考察结果如下。

2.4.1 海藻酸钠质量分数。固定其他的因素，考察海藻酸钠
的质量分数。分别配成含有1％透明质酸钠的1％、2％、3％海
藻酸钠溶液，滴入二氯甲烷与植物油等比例组成的混合油相
中，以300 r/min转速分散15 min，加入交联剂90 min后制备海
藻酸钠微球，其水相与交联剂体积比为 1 ∶ 1，透明质酸钠与海
澡酸钠质量比为 1 ∶ 2。结果显示，当海藻酸钠质量分数为 1％
时，黏度较低，无法成球；当海藻酸钠质量分数为 2％时，可成
球，且干燥后球之间无粘连，镜下观察微球形态较好，包封率
为（45.17±6.12）％（n＝3）；当海藻酸钠质量分数为 3％时，虽
然包封率较高（57.28±5.54）％（n＝3），但由于黏度较大，微球
形态不佳。因此，选择海藻酸钠质量分数为2％。

2.4.2 混合油相比例。固定海藻酸钠质量分数为2％，制备方
法同“2.4.1”项，选择植物油与二氯甲烷的混合油相，体积比为
3 ∶ 1、2 ∶ 2、1 ∶ 3，并加入2％油酸山梨坦作为油相的表面活性剂，

制备海藻酸钠微球。结果显示，当体积比为 3 ∶ 1和 2 ∶ 2时，混
合油相黏度大，干燥后微球粘连严重，微球形态不佳，包封率
分别为（38.94±8.46）％（n＝3）和（37.25±8.14）％（n＝3）。因
此，选择体积比为1 ∶3，此时包封率为（45.17±6.12）％（n＝3）。

2.4.3 交联剂加入体积。以2％海藻酸钠溶液作为内水相，植
物油与二氯甲烷体积比为1 ∶3的混合油为油相，令水相与加入
交联剂的体积比为2 ∶ 1、1 ∶ 1、1 ∶ 2，按“2.4.1”项下方法制备海藻
酸钠微球。结果包封率依次为（38.97±4.43）％、（45.17±

6.12）％和（43.86±7.35）％（n＝3），表明当体积比超过1 ∶ 1后，

再提高交联剂的量，微球的包封率基本不再变化，粒径减小不
明显。因此，选择水相与交联剂体积比为1 ∶1。
2.4.4 透明质酸钠与海藻酸钠质量比。分别配制透明质酸钠
与海藻酸钠质量比为1 ∶4、1 ∶2、1 ∶1的溶液为水相，水相与交联
剂的体积比为1 ∶ 1，按“2.4.3”项下方法制备海藻酸钠微球。结
果包封率依次为（48.93±8.69）％、（45.17±6.12）％和（31.96±

7.54）％（n＝3），载药量依次为（6.99± 1.64）％ 、（11.29±

2.16）％和（12.78±2.71）％（n＝3），表明透明质酸钠与海藻酸
钠比例增加，微球载药量增加，包封率明显降低。因此，综合
考虑，选择质量比为1 ∶2。
2.5 工艺因素的考察

经过多次预试验，确定了对包封率影响较大的几个工艺
因素，考察结果如下。

2.5.1 分散时间。以2％海藻酸钠溶液为水相, 透明质酸钠与
海藻酸钠质量比为1 ∶2，含2％油酸山梨坦、混合油相比例为1 ∶3
的混合油为油相，水相与交联剂体积比为1 ∶1，以300 r/min转速
分散 5、15、30 min，加入交联剂 90 min后制备海藻酸钠微球，

制备方法同“2.2”项。结果包封率分别为（37.4±4.37）％、

（45.17±6.12）％和（46.26±8.49）％（n＝3），表明随着时间增
加，包封率增加，但时间过长会使微球粘连。因此，选择分散
时间为15 min。

2.5.2 分散转速。固定分散时间为 15 min，分别在 100、300、

500 r/min下按“2.4.1”项下方法制备海藻酸钠微球。结果包封
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率 分 别 为（56.48 ± 8.96）％ 、（45.17 ± 6.12）％ 和（34.32 ±

7.34）％（n＝3），表明随转速增加，包封率下降，但转速过低微

球粒径大，分布不均。因此，选择分散转速为300 r/min。

2.5.3 交联时间。固定分散转速为 300 r/min，交联时间分别

为 30、90、150 min下按“2.2”项下方法制备海藻酸钠微球。结

果包封率分别为（31.76±3.62）％ 、（45.17±6.12）％和（47.03±

5.73）％（n＝3），表明随着交联时间延长，包封率增加，但增加

到 90 min后，再延长交联时间，包封率提高不明显，且微球有

粘连现象。因此，交联时间选择90 min。

2.6 包载透明质酸钠的海藻酸钠微球处方的优化

根据单因素考察结果，选取透明质酸钠质量分数、透明质

酸钠与海藻酸钠质量比、交联时间和分散转速为因素进行正

交试验，以包封率为指标对处方进行优化，筛选出包封率高、

形态好的微球最优处方。影响因素及因素水平取值见表1，正

交试验设计及试验结果见表 2，极差分析见表 3，方差分析见

表4。

表1 影响因素及因素水平取值

Tab 1 Factors and levels

水平

1

2

3

因素

A（海藻酸
钠质量分数，％）

1.5

2

2.5

B（透明质酸钠/
海藻酸钠质量比）

1 ∶3
1 ∶2
1 ∶1

C（交联时
间，min）

60

90

120

D（分散转
速，r/min）

200

300

400

表2 正交试验设计及试验结果

Tab 2 Orthogonal design and results

试验号

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

D

1

2

3

3

1

2

2

3

1

包封率，％

44.51

48.02

30.29

57.55

37.67

36.64

32.48

24.35

38.68

表3 正交试验结果极差分析

Tab 3 Results of analysis of range

项目
K1

K2

K3

R

A

40.94

43.95

31.84

12.12

B

44.85

36.68

35.2

9.65

C

35.17

48.08

33.48

14.6

D

40.29

39.05

37.40

2.89

表4 正交试验结果方差分析

Tab 4 Results of analysis of variance

因素
A

B

C

D

误差

偏差平方和
238.8

161.9

382.9

12.61

12.61

自由度
2

2

2

2

2

F比
18.93

12.84

30.36

1.000

F

19

19

19

19

P

＞0.05

＞0.05

＜0.05

＞0.05

由表2可见，各因素对指标的影响程度顺序为C＞A＞B＞

D，最佳水平为A2B1C2D1，即海藻酸钠质量分数为 2％，透明质

酸钠与海藻酸钠质量比为 1 ∶ 3，交联时间为 90 min，分散转速

为200 r/min。

由表 3可见，交联时间对微球的包封率有显著影响，而海

藻酸钠质量分数、透明质酸钠与海藻酸钠质量比及分散转速

对包封率影响不明显。

2.7 验证试验

按最优处方制备3批微球，其形态圆整、粒径分布均匀，测

得包封率为（58.92±3.06）％，载药量为（10.96±1.12）％；将微

球分散于水中，滴入激光粒度测定仪，测得微球平均粒径为

（107.8±5.51）µm。

3 讨论
氯化钙的水溶液相当于水相，其在油相中也以液滴形式

被分散，因此与海藻酸钠液滴接触几率很小，且液滴各点交联

不均，交联效果不佳。用氯化钙饱和的二氯甲烷可与油互溶，

加入后，可以在海藻酸钠液滴周围形成均匀的交联剂浓度，即

液滴各点交联均匀。故本文选择氯化钙溶液饱和的二氯甲烷

为交联剂。

一次性加入交联剂，只是在最初形成交联剂的浓度梯度，

随着交联剂的消耗，浓度梯度降低，交联效果会变差，内层交

联不完全，所以包封率较低，粒径稍大，但形态较好。分次加

入交联剂可以在不同时间点始终保持着浓度梯度，交联效果

好，交联程度深，包封率高，粒径小，形态好。

分散转速显著影响微球粒径及形态。当分散转速为 100

r/min时，提供的外力不足以降低水相的粒径，使得微球大小不

一；但由于转速低，水相中药物渗漏量小，包封率较高。当转

速为500 r/min时，粒径虽小，但包封率降低，体系黏度增加，出

现粘连现象。

因本文中剂型为中间剂型，最终剂型为乳膏剂，故对粒径

考虑不多，仅是在验证试验时测量了粒径，试验时也只是在显

微镜下观察了微球的形态，未照电镜。
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