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摘　 要 目的 制备恩替卡韦微球,并进行质量评价。 方法 采用喷雾干燥法制备恩替卡韦微球,利用扫

描电镜观察形态,Masterzier
 

3000 粒度仪测试粒径分布,高效液相色谱法测定包封率、载药量、体外释药曲线。
结果 所得微球呈圆球形,平均粒径 9. 58μm,载药量为 11. 5%,包封率为 92. 0%,体外释药可达 24d。 喷雾干燥

器进口温度、PLGA 浓度、PLGA 黏度对微球形态具有一定影响,PLGA 浓度和乳酸 / 羟基乙酸(LA / GA)比例影响

微球体外释药过程。 结论 本实验制备得到的恩替卡韦微球体外具有良好的缓释作用,有望为抗乙肝病毒药物

新剂型的开发提供依据和参考。
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Abstract:Objective To
 

prepare
 

entecavir
 

microspheres
 

and
 

evaluate
 

the
 

quality. Methods The
 

entecavir
 

microspheres
 

were
 

prepared
 

by
 

spray
 

drying
 

method. The
 

morphology
 

and
 

particle
 

size
 

distribution
 

were
 

observed
 

by
 

scanning
 

electron
 

microscope
 

and
 

a
 

Masterzier
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Size
 

Analyzer
 

respectively. The
 

entrapment
 

efficiency,drug
 

loading
 

rate
 

and
 

in
 

vitro
 

release
 

rate
 

were
 

determined
 

by
 

HPLC. Results The
 

microspheres
 

were
 

spherical, with
 

an
 

average
 

particle
 

size
 

of
 

9. 58μm,drug
 

loading
 

rate
 

of
 

11. 5%,entrapment
 

efficiency
 

of
 

92. 0%,and
 

it
 

could
 

release
 

for
 

24
 

days
 

in
 

vitro. The
 

morphology
 

of
 

microspheres
 

was
 

influenced
 

by
 

the
 

inlet
 

temperature,PLGA
 

concentration,and
 

PLGA
 

viscosity. The
 

in
 

vitro
 

drug
 

release
 

process
 

was
 

affected
 

by
 

the
 

concentration
 

of
 

PLGA
 

and
 

the
 

ratio
 

of
 

LA / GA.
Conclusion The

 

entecavir
 

microspheres
 

showed
 

good
 

sustained
 

release
 

effect
 

in
 

vitro, and
 

it
 

is
 

expected
 

to
 

provide
 

reference
 

for
 

the
 

development
 

of
 

anti
 

HBV
 

drugs.
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　 　 随着疫苗的广泛应用、血液制品的筛选以及抗

病毒治疗,肝炎的感染率已呈下降趋势。 但是,乙
肝病毒感染仍是全球性的公共卫生问题[1-2] 。 由于

目前正在使用的抗病毒治疗方法很难将病毒完全

从体内清除,因此,乙肝是一种需要长期用药治疗

的疾病[3] 。 恩替卡韦是一种耐药率低,抗病毒作

用强的一线抗乙肝病毒口服药物,但有报道[4] 称

口服抗病毒药物,63%的患者存在自行停药行为,
导致病毒反跳,出现乙型肝炎严重急性发作。 此

外,食物摄入对恩替卡韦的吸收有明显影响,因此,
需每天空腹服用,长期服用会加重胃肠道不良反

应[5] 。
微球是药物分散或吸附在高分子聚合物基质

中形成的微小球状实体,具有长效缓释作用[6] 。
本研究将恩替卡韦开发成为缓释微球注射剂,可以

避免每日口服用药不便及空腹服药引起的副作用,
避免因患者自行停药引起的病毒反跳,延长给药间

隔,提高患者的用药依从性。
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1　 材料与方法

1. 1　 仪器

B-191 喷雾干燥机 (瑞士 BUCHI 公司); T25
均质机(德国 IKA 公司);Mastersizer

 

3000 粒度仪

(英国马尔文公司);EM-30PLUS 扫描电子显微镜

(韩国 COXEM 公司);XHF-D 高速分散器(宁波新

芝生物科技股份有限公司);B11-3 型恒温磁力搅

拌器(上海司乐仪器有限公司);LC-20A 高效液相

色谱仪(日本岛津公司);SHY-3 水浴恒温振荡器

(金坛普林仪器制造有限公司)。
1. 2　 药品与试剂

恩替卡韦 ( 山东铂源药业有限公司, 批号:
190104);聚乳酸-羟基乙酸共聚物 ( PLGA,美国

Lakeshore
 

Biomaterials 公司,批号:LP733);二甲基

亚砜 ( DMSO, 西安天茂化工有限公司, 批号:
20220301);二氯甲烷(北京高纯科技有限公司,批
号:20220712);Tween-80(南京威尔化工有限公司,
批号:20190901);甲醇(烟台远东精细化工有限公

司,批号:20210531)。 甲醇为色谱纯,其他试剂均

为分析纯。
1. 3　 方法

1. 3. 1 　 恩替卡韦微球的制备 　 采用喷雾干燥

法[7]制备恩替卡韦微球:将 PLGA
 

0. 4g 溶于二氯

甲烷,向 PLGA 溶液中加入恩替卡韦,涡旋振荡超

声,使恩替卡韦在 PLGA 二氯甲烷溶液中均匀分

散,形成均一的混悬液,在磁力搅拌下将混悬液通

过蠕动泵,泵入喷雾干燥器中,进行喷雾干燥,样品

通过旋风分离器后,在收集器中收集微球。
1. 3. 2　 微球表面形态观察 　 取恩替卡韦微球适

量,用导电胶固定于平板上,在真空条件下进行喷

金,然后采用扫描电子显微镜(以下简称扫描电

镜)观察微球外观形态。
1. 3. 3　 微球粒径测定 　 采用 Mastersizer

 

3000 粒

度仪测定微球粒径与粒径分布。 将 800mL
 

0. 1%
聚山梨酯 20 溶液置于粒度仪的样品分散装置中,
转速 2200rpm 搅拌。 取微球样品约 100mg,倒入样

品池中,待样品分散均匀后,测其粒径。 每个样品

平行测定 3 次,结果取平均值。
1. 3. 4　 载药量和包封率的测定　 高效液相色谱法

(HPLC) 测定恩替卡韦微球的载药量和包封率。
色谱条件: 色谱柱为 C18 柱 ( 250mm × 4. 6mm,
25μm),流动相为甲醇-水(20 ∶ 80,V / V),流速为

1. 0mL·min-1,检测波长为 253nm,柱温 40℃ ,进
样量 100μL。

精密称取恩替卡韦微球 0. 0100g,溶解到 5mL
 

DMSO 中,用流动相稀释定容后,进 HPLC 测定峰

面积,并按以下公式计算载药量和包封率:
载药量(%)= 微球中药物重量 / 微球总重量×100%
包封率(%)= 微球实际载药量 / 理论投药量×100%
1. 3. 5　 体外释放度测定　 精密称取微球适量置于

50mL 具塞离心管中,以含有 0. 2%
 

Tween-80 的磷

酸盐缓冲溶液( PBS, pH
 

7. 4,0. 1M) 作为释放介

质[8] ,涡旋分散后放入 37℃ 、50rpm 恒温水浴振荡

器中,分别于给定时间点取出离心管, 室温下

5000rpm 离心 3min,取 10mL 上清液作为供试液,
并向原溶液中补充 10mL 释放介质,将微球分散均

匀后放入振荡器中振荡。 将取出的供试液进行

HPLC 测定,计算累积释药。

2　 结果

2. 1　 微球表面形态

以 PLGA 为成球材料,采用喷雾干燥法可制备

得到外观圆整、粒径相对均一的恩替卡韦微球。 本

研究所得微球呈圆球形,平均粒径 9. 58μm,载药

量为 11. 5%,包封率 92. 0%,本外释药可达 24d。
喷雾干燥器的进口温度、PLGA 的黏度、PLGA 的浓

度都对微球成球过程和形态有一定影响。
2. 1. 1　 进口温度对微球形态的影响　 固定制剂处

方及其他工艺因素,将喷雾干燥器进口温度分别设

置为 40℃ 、45℃和 50℃ ,观察不同进口温度条件下

微球的形态,结果见图 1。
进口温度越高,微球分散性越差。 这是因为

PLGA 的玻璃化转变温度在 40℃ ~ 60℃ ,高于玻璃

化转变温度使 PLGA 容易变形,产物形态变差,且
进口温度升高,导致喷雾筒中温度较高,使微球不

能得以充分分散,以黏连状态进入收集器中,温度

越高,黏结越严重。 因此,本研究最终确定进口温

度为 40℃ 。
2. 1. 2　 PLGA 浓度对微球形态的影响　 固定处方

及其他工艺因素,将 PLGA 在二氯甲烷中的浓度分

别设置为 2%、5%和 10%,观察不同浓度 PLGA 制

备得到的恩替卡韦微球的形态,结果见图 2。
由图 2 可知,随着 PLGA 浓度增大,微球越来

越圆整。 当 PLGA 浓度为 2%时,由于高分子材料

浓度较低,所得微球固化慢,导致微球较软,在微球
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碰撞作用下,呈不规则的球形。 当 PLGA 浓度为

5%和 10%时,所得微球外观较为圆整。
2. 1. 3　 PLGA 黏度对微球形态的影响　 采用黏度

分别为 0. 2dl / g 和 0. 8dl / g 的 PLGA5050
 

2A 和

5050
 

4A 制备恩替卡韦微球,观察 PLGA 黏度对微

球形态的影响,结果见图 3。

图 1　 不同进口温度制备得到的微球电镜扫描照片(×2000)

图 2　 不同浓度的 PLGA 制备得到的微球电镜扫描照片

注:A,酸封端;2、4,黏度代码;LA,乳酸;GA,羟基乙酸。
图 3　 不同黏度 PLGA 制备得到的微球电镜扫描照片
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由图 3 可知,在较低黏度下,得到微球外观较

圆整,随着 PLGA 黏度增大,微球表面呈多孔形态。
这是因为黏度越大,微球固化时间越长,在微球固

化过程中,挥发的二氯甲烷在微球内部形成气道,
导致微球表面呈多孔分布。
2. 2　 原料药与 PLGA 比例对微球载药量和包封率

的影响

固定恩替卡韦 ∶ PLGA 比例为 1 ∶ 4、1 ∶ 7 和

1 ∶ 10,考察原料药与高分子材料比例对微球载药

量和包封率的影响,结果见表 1。

表 1　 不同 PLGA 与恩替卡韦比例所得

恩替卡韦微球的载药量和包封率

PLGA ∶ 恩替卡

韦

理论载

药量 / %
实际载

药量 / %
包封率

/ %

4 ∶ 1 20. 0 11. 0 55. 0
7 ∶ 1 12. 5 11. 5 92. 0
10 ∶ 1 9. 1 0. 9 9. 9

由表 1 可知,微球的实际载药量不会随理论载

药量的增大而增大。 本研究采用 PLGA 和恩替卡

韦比例为 7 ∶ 1,微球载药量和包封率分别达到

11. 5%和 92. 0%。
2. 3　 PLGA 浓度对微球体外释药的影响

考察 PLGA5050
 

2A 在二氯甲烷中的浓度为

2%、5%和 10% ( w / v)时,所得微球的释药曲线见

图 4。

图 4　 不同浓度 PLGA 所得恩替卡韦微球的体外释药曲线

当 PLGA 浓度为 2%时,微球在 24h 释药即在

85%以上,突释非常大。 PLGA 浓度为 5%和 10%
时,微球释药在经历较大突释后变得较为平稳。 在

22d 之前,10%浓度 PLGA 所得微球较 5%
 

PLGA
微球释药更为缓慢。

结合 PLGA 浓度对微球形貌的影响分析可知,
当 PLGA 浓度为 2%时,由于高分子材料浓度较低,
微球固化慢,随着微球在成型过程中不断碰撞,形
成了凹凸不平的表面形态。 而 5%和 10%两种浓

度的 PLGA 所得微球表面圆整。 这种凹凸不平的

表面形态和圆整的球形相比,释药面积大大增大,
因此微球与释放介质的接触面积增大。 并且,喷雾

干燥法所得微球的粒径较小,对于小粒径的微球来

说,药物扩散和溶出速率较大,导致微球释药较快。
而当 PLGA 浓度为 5%和 10%时,所得微球内部结

构更加坚固、致密,释药也更为平稳、缓慢。
2. 4　 PLGA 中不同乳酸 / 羟基乙酸(LA / GA)比例

对微球体外释药的影响

固定恩替卡韦 ∶ PLGA 比例为 1 ∶ 7,PLGA 在

二氯甲烷中的浓度为 10% ( w / v),蠕动泵流速为

5mL·min-1,进口温度为 40℃ ,分别以 PLGA
 

5050
 

2A
 

、7525
 

2A、8515
 

2A 为高分子材料,喷雾干燥法

制备恩替卡韦微球,考察 PLGA 中不同 LA / GA 比

例所得微球体外释药曲线,结果见图 5。

图 5　 不同 PLGA 材料所得恩替卡韦微球的体外释药曲线

不同 PLGA 型号所得恩替卡韦微球的释药周

期随着 PLGA 中 LA 比例的改变而不同。 当 LA /
GA 比例为 50

 

∶ 50 时,所得微球突释最大,释药较
快。 当 LA / GA 比例为 75 ∶ 25 和 85 ∶ 15 时,所得

微球突释较小,释药较平稳。 在 21d 之后,PLGA
 

7525
 

2A 和 8515
 

2A 所得微球累计释药百分率比

较接近,且二者均在第 24d 累计释药达 80%以上。
对比以 PLGA

 

5050
 

2A、7525
 

2A、8515
 

2A 为高
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分子材料得到的微球释药曲线可知,在微球释药初

期,药物释放以微球表面的药物扩散为主,所以 3
种微球均表现出较快的释药速率;在微球释药中

期,药物释放与水分渗透进入微球内部的速率有

关。 由于 GA 亲水性较强,所以 3 种微球的释药速

率为 5050
 

2A 微球快于 7525
 

2A 微球,7525
 

2A 微

球快于 8515
 

2A 微球;在微球释药后期,随着微球

骨架材料的蚀解,药物释放再次以扩散为主导,所
以,3 种微球的释药速率均比较快。

3　 讨论

微球具有显著延长药物作用时间,减少用药次

数,改善患者依从性等特点,目前在精神疾病治疗、
止痛剂给药、激素给药、干扰素给药、降糖、降压等

多个领域均具有强烈的临床需求[9-10] 。 微球常见

的制备方法有乳化-溶剂挥发法、喷雾干燥法、相分

离法等[11-12] 。 本研究采用喷雾干燥法制备得到具

有较高载药量(11. 5%) 和包封率(92. 0%)、体外

具有较长释药周期(24d) 的恩替卡韦缓释微球。
本文探讨了喷雾进口温度、PLGA 浓度和黏度对微

球成型的影响,分析了 PLGA 的浓度和 LA / GA 比

例对体外释药的影响,以期为抗乙肝病毒药物新剂

型的开发提供依据和参考。
利益冲突:所有作者均申明不存在利益冲突。
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