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摘 要:蚕丝蛋白微球是目前国内外药物缓释研究的热点。综述了基于不同原理和方法制备丝蛋白缓释微球的研究

现状及其难以产业化的原因,分析了现有丝蛋白微球加工成型中存在的问题,提出了可能的解决方案,展望了丝蛋白微球

制备和其应用前景。
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  蚕丝作为一种天然蛋白质纤维具有优异的机械性

能,良好的生物相容性和生物降解性。同时作为天然

高分子材料的蚕丝丝素蛋白来源于生物体,其氨基酸

序列中携带的部分生物信息可被细胞识别;丝素蛋白

是由蚕的绢丝腺内壁上的内皮细胞分泌的高纯度蛋白

质,不含细胞器,与人类之间无病原微生物交叉感染的

风险,其生物安全性得到可靠保障;可被生物降解,最
终产物为氨基酸或寡肽易被机体吸收;可被溶解、纯化

后加工成多种形态的材料。因此丝素蛋白已被用于化

妆品和食品添加剂约三十年,在手术缝合线领域也有

近百年的使用历史[1]。现已开发的丝素蛋白创面保护

膜具有良好的生物相容性[2],促创面重建的活性并改

进了其可缝合性能[3]。在药物缓释和再生医学微纳载

体领域,丝素蛋白微球与部分细胞、机体组织具有特殊

的亲和性,能够将所载药物在靶区集中,从而实现对机

体病灶的靶向治疗[4],表现出了极大的应用潜力和市

场前景。因此丝素蛋白缓释微球的制备、结构、性能和

应用,已成为了目前医药制剂和再生医学领域的研究

热点和重点。

1 丝素蛋白微球的制备方法

目前国内外微球制备的方法有很多种,不同的制

备方法可获得从几十纳米到几百微米不等的微球,且
微球的性能和应用也有一定差异,如载药率、药物释放

速度等。因此微球制备方法的选择对微球最终的性能

和释药效率至关重要。现有的丝素微球制备方法包括

乳化法、膜乳化法、相分离法、喷雾干燥法、自组装法、
生物矿化模板法、溶剂蒸发法、电场调控法等。

1.1 乳化法

乳化法是制备微球最常用的方法,它是将丝素溶

液加入到含有一定量乳化剂的油相中,在一定的条件

下形成O/W或 W/O型微颗粒,然后在蛋白质变性诱

导剂的作用下形成结构致密的丝素微球,经干燥后获

得微球。
用乳化法制备微球时微球的成型受诸多因素的影

响,如搅拌速率、乳化剂浓度、有机溶剂种类和使用比

例、乳化时间。杨道伟等[5]利采用乳化固化法制得形

态圆整,粒径分布在4-40μm二甲双胍丝素微球。叶

漫文等[6]采用无机乳化交联法,以京尼平为交联剂制

备了形态规则、表面光滑、粒径为(7.84±0.97)μm的

丝素蛋白-壳聚糖微球,且研究表明该微球载药率和

缓释效果理想。JuthamasR等[7]采用 W/O乳化法制

备了形状规整、湿态下粒径为297-367μm的丝素/明

胶混合微球,实现运载胡椒碱和姜黄素的双释放系统

构建,提高了微球的载药率和生物降解周期,增强了药

物缓释效果。GoNK等[8]利用乳化交联法制备了粒

径为0.8-2.1μm载有葡萄聚糖的丝素蛋白微球,成
功应用于3T3细胞的摄入及其生长和繁殖的研究。

Sinthops等[9]采用乳化交联法制备了粒径为720-900

μm、表面有明显沟槽的明胶/丝素微球,研究表明微球

的粒 径 受 明 胶/丝 素 比 例 的 影 响。MangkornS A
等[10]利用乳化分散法制备了球形、表面光滑、平均粒

径为158μm、载药率高达83%的丝素微球。ChengC
等[11]利用乙醇将丝素大分子自组装成纳米颗粒,然后

将纳米颗粒悬浮在聚己内酯(PCL)的氯仿溶液中,通
过乳化法制备出外层为PCL,内层为丝素纳米颗粒的

微球,为装载并持续缓释敏感性药物提供了载体。
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与传统的喷雾干燥、溶剂挥发等方法相比,乳化法

制备微球常温常压下可实现,且形成的微球形状理想,
结构致密,载药量和缓释效果均比较理想;但微球基本

为微米级,制备过程繁琐成本较高,难以实现规模化生

产,且有机溶剂的残余会产生一定的生物学副作用甚

至毒性,也会对环境保护造成压力。这在一定程度上

限制了该方法的进一步推广和使用。

1.2 膜乳化法

膜乳化法制备微球是利用连续相在膜表面流动

时,分散相在外压力作用下通过微孔膜的微孔在膜表

面形成液滴,当液滴的直径达到某一临界值时便从膜

表面剥离进入连续相;与此同时,溶解在连续相中的乳

化剂会吸附在液滴的表面以降低液滴表面张力,促进

液滴剥离膜表面,阻止了液滴聚集和粗化。WangXQ
等[12]以脂质体为模板制备了以辣根过氧化酶为模型

药物、粒径约2μm的丝素蛋白微球。ItoF等[13]利用

玻璃膜乳化技术(SPG)结合溶剂挥发法,制备水溶性

药物蓝色葡聚糖(bluedextran)的可生物降解聚乳酸

-羟基乙酸共聚物(PLGA)微球。影响膜乳化过程的

参数主要包括膜微孔孔径和分布、膜的孔隙率、膜表面

类型、乳化剂类型及含量、分散相流量、连续相速度、温
度和操作压差等[14]。膜乳化法制备的微球表面光滑,
粒径分布均一,微球单分散性好,包覆率高,突释效应

小,微球制备重复性好[15-17]。但此法工艺较复杂,对
所用模板的材料和性能要求较高,特别是纳米球的表

面能大难以有效剥离,难制备,因此该方法在制备丝素

微球应用中存在很大的局限性。

1.3 相分离法

相分离法是应用较为广泛的微球制备方法,其原

理是将高分子材料溶解在互不相溶的两种液体中,利
用材料在两种溶液中溶解性能的不同而形成微球,再
采用过滤、冷冻干燥等方法得到微球。该法还可以通

过改变制备环境温度、pH值及非有机溶剂种类等来实

现相分离。相分离法包括单凝聚法、复凝聚法、溶剂-
非溶剂法、盐析法等。

WangXQ 等[18]运用相分离法,使用聚乙烯醇

(PVA)与丝素制备丝素微粒,获得了粒径为300nm-
20μm、药物可控性和尺寸可控性较好的微球。XieR
J等[19]用油相分离凝聚法并以戊二醛为交联剂制备了

平均粒径16.2-34.7μm、缓释效果较好的载药缓释

微球。YooSH等[20]利用相分离法,通过在微球表面

添加多壁碳纳米管制备了粒径为3-5μm的导电丝素

蛋白微球。ZhangYQ等[21]将再生丝素溶液调节浓

度为5%(wt),磁力搅拌下快速注入过量丙酮中,离
心、洗涤去除丙酮后制备了粒径为35-125nm的丝素

纳米微球。用相分离法制备微球需要控制的因素较

多,且要使用大量有机溶剂作为凝聚剂,易产生生物毒

性、环境污染等问题,相分离方法不适合制备纳米微球

粒。
用盐析法制备微球是利用蛋白质在溶液中溶解度

的变化来实现的,也是相分离法的一种形式,主要是由

于大量中性盐的加入降低了活度,即原来溶液中的大

部分甚至全部的自由水分子转变为盐离子的水化水分

子[22]。此时那些被迫与材料表面的疏水基团接触并

掩盖这些疏水基团的水分子成为下一步可自由移动的

水分子,因此当溶剂化的盐离子移去时留下暴露出来

的疏水基团。随着盐浓度的增加,材料疏水表面进一

步暴露,由于疏水作用材料聚集而沉淀。LammeAS
等[23]将磷酸钾加入到丝素蛋白溶液中,使丝素蛋白盐

析出直径在486-1400nm之间的颗粒,且当溶液的

pH值在4-9范围内时,随着pH值的增大,微球的分

散性逐渐增加,粘连较少。王娟等[24]采用离子诱导柞

蚕丝蛋白形成直径为100-400nm、形状规整、分布均

匀、产率可高达95%以上的丝素微球,且研究表明高价

态的阳离子能够缩短微球形成时间,形成尺寸较小的

微球。用盐析法制备载药微球,载药过程简单,二级结

构可控较好,可制备出装载小分子量药物的丝素微粒

是其优点,具备一定潜力。

1.4 溶剂法(共沉淀法)

1988年Ogawa等[25]首先提出使用溶剂蒸发法制

备微球,它是将含有药物的水溶液(或者缓冲液)加入

含有载体材料和与水不互溶的溶剂有机溶剂(如二氯

甲烷)中,在乳化剂作用下经过高速搅拌或超声乳化器

乳化形成水包油(W/O)或水包油包水(W/O/W)型乳

化液。最后采用升温、减压抽提或连续搅拌等方法,蒸
发去除有机溶剂,经过洗涤、离心和冷冻干燥制备成载

药微球[26]。Chen等[27]采用共沉淀法制备了平均粒径

为(398.7±99.86)nm,载药率达4.53%±0.08%的微

球。SrisuwanY等[28]采用乳化溶剂挥发法制备了表

面光滑、粒径为80-150μm的丝素微球。溶剂法具有

操作简便、重现性好、包封率相对较高、无需特殊设备

等优点,但也仍然存在控制手段要求严格、水溶性药物

载药率低等问题。

1.5 喷雾干燥法

用喷雾干燥法制备微球是指在一定压力下将高分
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子溶液以液滴的形式喷入热气流中,溶剂迅速蒸发后,
液滴中的高分子形成微球或微囊的过程。YeoJ等[29]

用微型喷雾干燥器在流速为20ml/min、85℃条件下

获得平均粒径为4-10μm 丝素蛋白微球。邵正中

等[30]采用高压静电喷雾法制得了单分散且粒径可控

的丝素蛋白微球,并通过在电喷液中添加水溶性药物

或磁性无机粒子实现药物的包埋和靶向传递。采用喷

雾干燥法制备微球,微球的形貌、直径等与高分子溶液

的浓度、喷嘴直径、喷雾速度和温度等密切相关。可以

直接从溶液中获得丝素微球,操作简单方便,微球载药

稳定性和载药率相对较高,且载药率和药物释放速度

都可在一定程度上加以控制。但是用喷雾干燥法制备

微球常需要高温条件,对热敏感药物会带来致命损害,
导致失活;高分子微球可能会出现粘连现象,对微球粒

径控制非常困难;设备投资较大,不易实现规模化生

产。
考虑到喷雾干燥法中高温条件所造成的不利影

响,在喷雾干燥法基础上改进控温装置,可实现低温处

理。低温喷雾干燥法类似于喷雾干燥法,区别在于溶

液经喷头喷出之后进入冰冻的乙醇溶液,在-70℃条

件下用乙醇除去有机溶剂,然后再去除乙醇经干燥得

到微球。吴豪翔等[31]利用低温喷雾干燥法制备了包

埋效率高的载药丝素微球。低温喷雾干燥法虽然制备

微球工艺简单,可操作性强,但仍需要复杂仪器设备,
且微球粒径不易控制。

1.6 自组装法

自组装是指具有纳米尺度的微粒子自发形成规则

结构的过程。蛋白质和多肽等物质自组装主要是依靠

氢键、静电相互作用和疏水作用等次价键作用力来实

现的。ShiP等[32]采用自组装方法制备了平均直径约

为980nm的丝素微球。ChenM 等[33]将模型药物紫

杉醇(PTX)溶解在乙醇中,然后与丝素溶液混合,在-
20℃的条件下冷冻24h获得丝素微球。朱良均等[34]

利用冷冻剪切自组装法,在不添加任何有毒化学交联

剂的情况下制备了粒径为1-5μm 的丝素微 球。

ChengC等[35]利用自组装法制备丝素微球,并将微球

与氯仿溶液共同制备成微胶囊,该微胶囊尺寸可控,可
渗透性好。王春增等[36]利用冷冻干燥法制备呈圆形、
粒径在300-900nm、载药率为4.5%左右的丝素蛋白

(SF)/重组人骨形成蛋白2(rhBMP-2)缓释微球。吉

立静等[37]利用自组装制备了粒径为210-320nm、分
散指数约0.17、呈圆形、包封率及载药质量分数分别可

达40.27%及1.22%载有姜黄素的丝素蛋白微球;且
研究表明随着丝素蛋白质量分数的增加,载药微球粒

径增大。用自组装法制备微球生产工艺简单,反应条

件温和,产量高、不引入有害溶剂,并可实现亲水性或

疏水性两种药物的负载,应用前景广泛。但微球的尺

寸及其分散性还有待优化。

1.7 电场调控法

用电场调控技术制备载药微球是利用丝素蛋白在

电场正极电荷作用下发生聚集的现象,从而实现微球

制备的过程。黄永利等[38]利用低压电场变化来调控

丝素蛋白在溶液中的构象,在丝素溶液浓度低于1%
(wt)的条件下制备丝素微球,并通过调节低压电场强

度和作用时间,获得直径为200nm-3μm的丝素蛋

白微球,异硫氰酸荧光素标记的牛血清蛋白(FITC-
BSA)载药效果显示其缓释效果良好。

高压静电分化技术是一种利用电流体动力学射流

技术制备高分子纳米粒子,或纤维状物质的方法[39]。

XieJ等[40]采用同轴高压静电喷射技术制备了大小为

几个微米、缓释效果和药物活性良好的微球胶囊。Xu
Q等[41]通过同轴高压静电技术将阿霉素装载到PL-
GA中的同时在外层包裹一层聚乳酸(PLLA),实现药

物的缓慢释放。LeiskGG等[42]研究发现,在低压电

场作用下,丝素蛋白能在正极形成含有大量亚微米尺

度微球的类凝胶物质,其在室温和体温下能够保持稳

定。在此基础上通过对丝素蛋白溶液进行预处理,成
功制备出具有不同尺度的微球。王璐等[43]采用同轴

高压静电技术和冷冻干燥法制备了粒径为100-500

μm的具有壳层多孔结构的载药微球,在此基础上瞿静

等[44]采用高压静电分化和冷冻干燥相结合的技术制

备了粒径为170-224nm、球形,粒径分布均匀、分散

性较好、可控性较好的丝素蛋白纳米颗粒。QuJ等[45]

同样利用高压静电法制备了粒径约为208.4-727.3

μm的表面 孔 径 为0.3-10μm 的 多 孔 丝 素 微 球。

WesherW等[46]采用层流技术制备了粒径为101-440

μm的丝素蛋白微球,且微粒的直径与喷嘴的直径、丝
素蛋白的预处理有着密切的关系。用电场调控制备微

球,条件温和(低压电场、室温或低温、水环境),更有利

于温度敏感药物如蛋白质药物的包覆。不用或少用有

机溶剂,无生物毒副作用等优点使得此法具有较好的

应用前景。

1.8 超临界流体技术

用超临界流体技术制备微球在近几年受到研究者
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的重视,超临界流体是指超过临界点高温高压的状态。
它是利用溶液中溶质在超临界状态附近溶解度的变化

来制备微球,其常用方法有三种:超临界溶液快速膨胀

(RESS)、气体抗溶剂(GAS)、超临界抗溶剂(SAS)。
超临界溶液快速膨胀法就是将模型药物溶解在超临界

流体中,然后通过小孔喷出,超临界溶液快速膨胀解

压,溶质溶解能力降低而析出形成均一的微球。此法

适用于能够溶解于超临界流体的物质,不太适用于蛋

白质微球的制备。气体抗溶剂和超临界抗溶剂比较类

似,先将溶质溶解于有机溶剂中,然后与超流体接触,
超临界流体与有机溶剂互溶的结果使得有机溶剂丧失

对原有 溶 质 的 溶 解 能 力,原 来 的 溶 质 析 出 形 成 颗

粒[47]。制备微球时,蛋白质可以和载体材料同时溶解

在极性溶剂中,或以颗粒形式悬浮于溶解了载体材料

的溶剂中。所得颗粒的性质与使用的溶剂和抗溶剂的

种类、制备温度和压力、操作方式都有关。GAS/SAS
过程制备微球技术的优点是过程简单,通常只需一步

即可完成,颗粒的粒径小,分布窄,使用溶剂量少,溶剂

残留量很少,条件相对温和,对药物破坏小等。但该方

法的缺点也比较明显,比较适合于结晶度较高的聚合

物,对于无定形或结晶度很低的聚合物,则由于聚合物

在超临界流体中被塑化而很难形成颗粒。此外,由于

该技术的研究还不深入,目前尚未见到比较理想的包

封率和回收率,体外和体内药物释放的数据也不多。

1.9 其他制备方法

Solgas等[48]采用以硅为核心,利用甲醇溶液诱导

变性,丝素溶液层层包覆的方法制备了粒径为3.5μm
左右、粒径可控的丝素微球。ZhangXL等[49]利用生

物模板矿化法制备了粒径为100-1000nm的丝素蛋

白微球,采用生物模板矿化法制备微球可以很好地控

制微粒的尺寸。WenXG等[50]利用超细粒子处理系

统法制备了包覆增强型绿色荧光的丝素微球,微球的

包覆率高达95%。ShiLB等[51]将5%(wt)丝素溶液

在37℃条件下浓缩5h获得固体状丝素,经粉碎、筛
选获得粒径约为150μm的丝素微球。

2 改善微球粒径和分布的策略

微球的粒径及粒径均一性是影响微球载药和药物

缓释的决定性因素。目前制备微球的方法要精确控制

微球的尺寸,尤其是纳米级微球尺寸和均匀分散控制,
仍存在挑战。因此精确控制粒径大小和均匀分散,真
正实现丝素纳米微球粒径及分布的可控性,将极大地

促进丝素纳米微球在药物缓释和再生医学领域的应

用。对于不同要求的丝素微球,其成型也常采用不同

的手段和策略。首先,在制备过程中注意各个参数的

调控、条件优化及相关设备的改进。以乳化法为例,可
以通过对乳化时间、搅拌速率、乳化剂种类、有机溶剂

种类及相关比例进行调控,从而达到对微球粒径及其

分布控制的目的。其次,在丝素蛋白的再生过程中,丝
素分子量的分布是一个较宽的范围,如果能实现对丝

素蛋白分子量的精确控制,则易于对其形成的丝素微

球的尺寸等参数进行调控。再次,在丝素微球制备过

程中,通过添加另一高分子材料如多糖[52]等,改变丝

素溶液的化学势,能有效促进丝素大分子的自组装,实
现丝素微球参数的调控。最后,利用两种或以上高分

子材料复合形成壳-核结构微球或层层组装结构,可
以有效调控微球的粒径分布、缓释效果和降解速率,甚
至有可能实现长期等速给药释放,避免出现突释效应。

3 展望

丝素蛋白微球具有良好的表面效应,应用在生物

医药方面可实现靶向治疗减少药物用量,提高药物的

使用效率和利用率,减轻药物的毒副作用,提高药物特

别是蛋白质类敏感性药物的稳定性,改善难溶性药物

的吸收等。且其生物降解速率可通过调控微球的粒径

和二级结构来实现,因此丝素蛋白作为药物缓释载体

具有巨大潜力。但是在目前丝素蛋白微球的制备过程

中微球尺寸大小,微球的分散性及结构稳定性等仍存

在一定的问题。首先,再生丝素溶液的分子量不能精

确控制,导致丝素微球的尺寸不匀,如何精确分级获得

丝素蛋白大分子是丝素微球尺寸均匀的前提。其次,
在微球制备过程中,尽量少或不引入有毒化学试剂,如
可考虑利用电场调控结合自组装的方法来制备丝素微

球。再次,根据丝素微球的特性,选择合适的模型药物

是科学评价微球载药和缓释的必要条件。最后,充分

研究丝素微球结构、形貌与其释放性能、靶向作用的关

系,进而指导微球的制备和优化,以更好地满足载药缓

释的要求。尽管对丝蛋白微球的研究已取得了很多创

新性成果,但至今仍未有真正市场化的产品出现。因

此如何获得理想的丝素微球以促进生物医学的进步,
改善人类的健康依然充满挑战。
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