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mPEG-PLA-NGF 缓释微球的制备及体外释放实验研究
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［摘要］ 目的 自行设计合成一种以骨缺损修复为目的的神经生长因子缓释微球，并进行理化性能和体外释放实

验。方法 复乳法制备 mPEG-PLA-NGF 缓释微球，并观察其大小形态，用 ELISA 法测定微球包封率及载药量，用动态透析

释药法测定体外释放率。结果 微球表面光滑圆整，球体大小较均匀。微球粒径为( 74． 2 ± 21． 3 ) μm，粒径分布范围较

窄。包封率和载药量分别为( 77． 3 ± 1． 8) %和［( 2． 13 ± 0． 24) × 10 －5］%，体外释放实验中，没有发现突释现象，24 h 释放

率为 27． 36%，微球在 21 d 后释放度达 72． 34%。结论 mPEG-PLA-NGF 缓释微球具有良好的物理特性和缓释效果。
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Preparation of sustained release microspheres of mPEG-PLA-nerve growth factor
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［Abstract］ Objective To prepare and investigate the characteristic of biodegradable mPEG-PLA mi-
crospheres as carriers for controlled nerve growth factor ( NGF) delivery，and the sustained release rate in vitro．
Methods mPEG-PLA was utilized as delivery material to prepare the NGF microspheres by multiple emulsion
method． The physical surface of microspheres was detected，and the content of NGF in the microspheres was
evaluated by ELISA． Dialysis was used to examine the in vitro drug release． Results The microspheres were
spherical in shape，and had a smooth surface． The particle size was uniform with a size of ( 74． 2 ± 21． 3) μm．
Drug-loading amount was ［( 2． 13 ± 0． 24) × 10 －5］% and the entrapment rate was ( 77． 3 ± 1． 8) % ． There was
no burst release found in vitro． The release rate was 27． 36% of total amount in 24 h． The accumulative sus-
tained release rate was 72． 34% in 3 weeks． Conclusion mPEG-PLA-NGF microspheres have a good physical
performance and sustained release character in vitro．
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神经生长因子( nerve growth factor，NGF) 是一种

最 早 被 发 现 的 神 经 营 养 因 子 ( neurotrophic factors，
NTFs) 家族成员，不仅在神经系统的发育、修复过程中

有着重要的作用［1］，而且在骨折修复等过程中也扮演

着重要角色［2］。NGF 可以通过直接增强成骨细胞活

性，引导神经长入骨痂，促进 P 物质( substance P，SP) 、
降钙 素 基 因 相 关 肽 ( calcitonin generelated peptide，

CGRP) 等神经肽的释放等方式来促进骨的愈合。但

是由于 NGF 生物活性半衰期较短，在体内很快就会失

活，因此有必要研究 1 种缓释载体，来持续释放 NGF，

以发挥更大的作用。目前 NGF 的应用途径大多仅仅

局限于局部注射［3］，虽然也有着一些 NGF 缓释载体的
研究，但 大 多 是 以 神 经 修 复 为 目 的 的 应 用［4］，比 如
NGF 缓释导管、缓释膜等。这些剂型在骨折及骨缺损

区的应用很不方便。本研究以骨缺损修复为目的研制

了一种 NGF 缓释载体，并进行了体外释放实验。

1 材料与方法

1． 1 材料与试剂
单甲氧基聚乙二醇聚乳酸( mPEG-PLA，济南岱罡生物科技

有限公 司; mPEG ∶ PLA = 1 ∶ 20，重 均 相 对 分 子 质 量 为 100 ×
103 ) 、聚乙烯醇( PVOH，Fluka 公司，相对分子质量 67 × 103 ) 、
NGF( Peprotech 公司，相对分子质量 13． 5 × 103 ) ; NGF ELISA 试

剂( Peprotech 公司) 、磷酸盐缓冲液( PBS，武汉博士德生物材料

公司) 、聚氧乙烯聚氧丙烯醚( 泊洛沙姆 407，POX，上海医药公

司，平均相对分子质量 11． 5 × 103 ) 、海藻酸钠( Sigma 公司，黏度
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100-300cP) 、二氯甲烷、丙酮、甘油( 均为重庆化工公司，分析纯) 。
1． 2 仪器

Starorious 1721 型电子天平( 德国 Siemens 公司) 、JY92-Ⅱ
型超声细胞粉碎机( 宁波新芝科学仪器研究所) 、TGL-16B 台式

高速离心机( 上海医用分析仪器厂) 、UV-2000 型紫外可见光光

度计( 日本岛津公司) 、扫描电子显微镜( 捷克 Tescan 公司) 、
HTS700 酶标分析仪( 美国 PE 公司) 、CR21 G 低温冷冻高速离

心机( 日本 Hitachi 公司) 。
1． 3 方法
1． 3． 1 mPEG-PLA-NGF 缓释微球的制备 ①称取各组分，

将 20 μg NGF 溶于 2 ml 的磷酸盐缓冲液中，制成 0. 001% 的水

相溶液。②将 0． 6 g 的 mPEG-PLA 溶于 20 ml 的二氯甲烷 ∶ 甘

油 = 3∶ 1的混合溶剂中，制成 3%的油相溶液。③将上述水相溶

液、油相混合溶液，制备油包水型乳液，将 0． 8 g 重均相对分子

质量为( 40 ～ 60) × 103的海藻酸钠溶于 80 ml 磷酸缓冲液，与所

述油包水型乳液混合后冰浴超声分散 1 min，制成乳液( 该实验

操作在冰块上进行) 。④将步骤③得到的乳液在室温下低速搅

拌 3 ～ 5 h，通过自然挥发，除去有机溶剂二氯甲烷即得 NGF 缓

释微球胶体溶液。⑤将上述 NGF 微球胶体溶液在低于 20 ℃
的温度下，边搅拌边加入一定量的泊洛沙姆，使之溶解，制备成

低温 4 ～ 5 ℃下为可流动的胶体，20 ～ 38 ℃下为凝胶的 mPEG-
PLA-NGF 缓释微球凝胶制剂。⑥重复步骤① ～④，将所制微球

胶体溶液，再加入 10%的氯化钙溶液搅拌 5 min。过滤、异丙醇

分散、冻干，称量。
1． 3． 2 mPEG-PLA-NGF 缓释微球的大小及形态 取 mPEG-
PLA-NGF 缓释微球胶体溶液 10 μl，用光学显微镜观察微球的

表面形态; 将微球置于载玻片上，用气球轻吹，尽量对微球进行

分散后，在扫描电镜 200 倍视野下随机选取 1 个视野进行拍

照，以照片上的标尺为依据对每个微球的直径进行测量。每 5
微米为单位，( 直径 ± 2． 5) μm 的全部计入。
1． 3． 3 mPEG-PLA-NGF 缓释微球的包封率 微球包封率的

测定: 按照 NGF ELISA 试剂盒说明书要求，建立光密度值与浓

度的标准曲线。取 10 ml 上述 mPEG-PLA-NGF 缓释微球胶体

溶液在 4 ℃、40 000 r /min 条件下离心，2 h 后分离样品中上清

液，取上清液，在 λ = 278 nm 处测定光密度。根据标准曲线，由

光密度换算成浓度，测定 NGF 浓度，分别计算 NGF 的载药量和

包封率。载药量公式: 实际负载的 NGF 质量 = 投入 NGF 的质

量 － 实测 NGF 的质量; 载药量 = ( 实际负载的 NGF 质量 /微球

总质量) × 100% ; 包封率 = ( 实际负载的 NGF 质量 /加入的

NGF 总质量) × 100%。
1． 3． 4 体外释放实验 取 20 mg mPEG-PLA-NGF 缓释微

球，置于透析袋中，加入 3 ml PBS 缓冲液( pH = 7． 4) ，密封后置

于盛有 300 ml PBS 的大烧杯中，模拟体内环境在水浴箱中恒速

振荡［( 37 ± 1) ℃，20 r /min］。分别于 2、4、8、12 h 及 1、2、4、6、
10、14、21 d 时取出，高速低温离心机上以 1 500 r /min 离心

3 min 后，取上清液 2 ml 放入 － 20 ℃冰箱冷冻保存，其余连同

沉淀并补充等量的新鲜 PBS 液后放回缓释装置中。用 ELISA
法测定不同时点样品上清液的光密度值并根据前述标准曲线

转换成 NGF 含量。计算每次取样时释放的 NGF 总量，以上步

骤重复 6 次，取其平均值，制作 NGF 缓释微球体外释药曲线。

2 结果

2． 1 mPEG-PLA-NGF缓释微球的大小及形态
用扫描电镜观察微球的表面形态，微球表面光滑圆整，球

体大小较均匀。微球粒径为( 74． 2 ± 21． 3) μm，粒径分布范围

较窄。见图 1。

200 μm

图 1 扫描电镜观察 mPEG-PLA-NGF 缓释微球形态

2． 2 微球包封率和载药量测定结果
包封率和载药量分别为( 77． 3 ± 1． 8) % 和［( 2． 13 ± 0． 24) ×

10 －5］%。

2． 3 体外释放实验结果
微球在 14 d 内不仅一直持续释放 NGF，而且所释放出的

NGF 浓度可以保持在一定的水平［( 54． 67 ～ 76． 81 ) ( 65． 74 ±
11. 07) fmol /μl］。经检测表明，mPEG-PLA-NGF 缓释微球的 24 h
内释放量为 27． 36%，21 d 后释放率达 72． 34%。以累积释放

率和时间进行拟合，制作 mPEG-PLA-NGF 缓释微球体外释药曲

线。见图 2。
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图 2 mPEG-PLA-NGF 缓释微球体外释药曲线

3 讨论

NGF 在骨缺损愈合过程中具有重要作用，可能通

过以下途径对骨折愈合产生促进作用: ①诱导神经纤

维长入，促进骨愈合;②刺激多种神经肽类物质的释放

影响成骨活动;③对骨折局部细胞的直接作用促进骨

愈合;④增加局部血供促进骨再生;⑤对骨折愈合过程

中炎性细胞的调节促进骨愈合。因此在骨缺损区域保

持一定的 NGF 浓度［5］，对骨愈合过程起着积极作用。
在治疗周围神经损伤及骨折愈合过程中，很多学

者探索了各种不同的给药方式，如直接肌肉注射或静
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脉注射［6］、通过肌肉周围的血管进行吸收、将 NGF 注

射于损伤神经和骨折区域的局部［3］或者将 NGF 注入

周围神经缺损桥接管内，具有一定效果。但是在实际

应用过程中，由于 NGF 生物活性半衰期较短，在水溶

液中很快就会失活，而且容易受到湿度、酸碱度等多种

因素的影响，在神经再生及骨折愈合的整个漫长过程

中，NGF 不能长时间持续发挥促再生作用，全身应用

被快速灭活，局部穿刺分次给药又无法保证每次释药

部位的准确性，因此限制了其临床应用［7］。
控制释放就是将药物或其他生物活性物质和基材

结合在一起使药物通过扩散等方式在一定时间、以某种

速率释放到环境中。以生物降解材料为载体的可控制

释放系统，可通过体内载体缓慢逐渐释放药物而发挥其

最佳疗效［8］。在神经修复的应用研究中，NGF 微球一般

制成管状或膜状剂型，对于神经的修复还起着支持引导

作用［4］; 而对于骨缺损愈合的应用，要求微球便于放置，

有一定的黏附作用，不容易被血液等溶解、稀释。
PLA 在组织工程领域被广泛应用［9］。但 PLA 与

蛋白质和亲水性药物的相容性较差，仅通过调控相对

分子质量及相对分子质量分布来调节其降解速度有很

大的局限性。因此许多研究通过接枝等方法引入亲水

性基团，来改善 PLA 的亲水性，使之更适合用作药物

的载体［10］。mPEG-PLA 是一种两亲嵌段共聚物，可以

通过自组装形成胶束状微球，将药物包裹于其中，从而

达到药物控释的目的。随着 PLA 在体内的降解，载药

微球的结构变得疏松，内含药物从中溶解，扩散的阻力

减小，药物释放速度加快。当药物释放速度的加快刚

好与含药量的减少所引起的释药速度变慢一致时，就

实现了药物的长期衡量释放。
mPEG-PLA-NGF 微球的降解产物乳酸、乙醇酸能

够迅速降低释放介质 PBS 的 pH 值，这是造成药物失

活、微球累积释放不全的重要原因。因此，在体外释药

试验中，我们将微球和少量 PBS 置于一定规格的透析

袋中［11］，再悬置于 PBS 液中。这样，微球降解产物不

断通过透析膜扩散至透析袋外大量的 PBS 中，而 NGF
从微球中释放后滞留于 pH 恒定的透析袋中，避免了

生物活性的丧失。本实验中，在第 3 周时的 mPEG-
PLA-NGF 缓释微球累积释放 率 为 72． 34%，较 文 献
［12］报道结果有所提高。此外，这一释药模型在微球

降解速度方面也更好地模拟了体内情况，不会对微球

的降解速度产生影响。
将 mPEG-PLA-NGF 制备成凝胶的目的是为了方

便在骨愈合区域的用药。凝胶在医药界已经得到广泛

使用，尤其在皮肤科和口腔科外用药物方面，具有操作

方便、药物持续时间长的优点。本研究通过筛选和校

正，决定采用 20% POX 作为凝胶的生成剂。POX 本身

为一种非离子表面活性剂和蛋白质稳定剂，作为药物

的添加剂被广泛使用，而且其生物安全性和致畸性等

研究已经得到实验和临床证实，是美国 FDA 批准的可

以对人体进行静脉注射的试剂［13］。
本实验以 mPEG-PLA 为载体材料，以复乳法制备

mPEG-PLA-NGF 缓释微球，以微球形态、粒径、包封率

等为评价指标，利用透析袋来模仿体内的环境［8］，并

通过 ELISA 法考察其体外释药性质。结果证明这种
mPEG-PLA-NGF 缓释微球具有良好的物理特性和缓

释效果。mPEG-PLA 是一种较为理想的生长因子载体

材料，虽然通过 ELISA 法证实了微球可以充分负载
NGF，且具有良好的缓释性能，但 NGF 在制备过程中

是否有活性改变仍需在进一步的实验中证实。
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