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牛血清白蛋白温敏凝胶给药系统的制备及释放度考察
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　　摘　要　目的　制备牛血清白蛋白（ＢＳＡ）温敏凝胶给药系统，并考察给药系统的释放情况。方法　以温敏
凝胶材料普朗尼克Ｆ１２７为载体，以相变温度为指标，通过倒置试管法筛选普朗尼克Ｆ１２７的浓度。通过ＢＣＡ蛋
白定量试剂盒法测定ＢＳＡ的含量。以ＰＢＳ缓冲液为释放介质，考察凝胶给药系统中ＢＳＡ的释放。结果　浓度
为２０％（ｗ／ｖ）的普朗尼克Ｆ１２７凝胶的相变温度为２３℃，载入 ＢＳＡ后相变温度不变。ＢＳＡ在普朗尼克 Ｆ１２７凝
胶系统中的释放１２ｈ可释放８０％以上，具有缓释效果，且释放接近零级动力学过程。结论　ＢＳＡ普朗尼克Ｆ１２７
温敏凝胶系统制备方法简单，具有明显的缓释效果。
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　　蛋白多肽类药物由于其多样性和高度的专属
性，在临床上应用于许多重大疾病的治疗［１４］。然

而，由于其蛋白质和大分子的本性，蛋白多肽类药

物体内外稳定性差，容易被降解失活，同时跨膜转

运困难，使得其在临床使用中存在很多重大问题和

挑战［５７］。原位温敏凝胶给药系统具有多种给药

途径和剂型的优点［８９］，有利于保持蛋白多肽类药

物局部、长时间、有效。局部给药，能提高局部药物

浓度，降低全身毒副作用，患者顺应性好［１０１１］。本

文以牛血清白蛋白（ＢＳＡ）为模型药物，采用经典的
温敏凝胶材料普朗尼克１２７为载体，构建蛋白多肽
的温敏凝胶局部给药系统，阐明其释放机制，为今

后生物大分子药物给药系统新剂型的设计奠定基

础，同时为生物制品给药系统的研发提供参考。

１　材料
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１．１　主要仪器
磁力加热搅拌器（Ｔ８１型，江苏省金坛市荣华

仪器制造有限公司）；ＸＷ８０Ａ微型漩涡混合仪（上
海泸西分析仪器厂有限公司）；酶标分析仪 ＤＮＭ
９６０２Ｇ（北京普朗新技术有限公司）；双光束紫外可
见分光光度计（Ｔｕ１９０１，北京普析通用仪器公
司）。

１．２　试剂
普朗尼克 Ｆ１２７（上海源叶生物科技有限公

司）；甲醇（分析纯，莱阳经济技术开发区精细化工

厂）；ＰＢＳ干粉（北京索莱宝科技有限公司）；ＢＣＡ
蛋白定量试剂盒（北京索莱宝科技有限公司）。

２　方法与结果

２．１　ＢＳＡ含量分析方法的建立
２．１．１　储备液的制备　精密量取１００μｌＢＳＡ标准
品于２ｍｌ的ＥＰ管中，加入９００μｌＰＢＳ缓冲液，使终
浓度为０．５ｍｇ／ｍｌ，备用。
２．１．２　标准曲线的绘制　取储备液适量，加入
ＰＢＳ缓冲液稀释为系列浓度的标准品溶液。分别
取标准品溶液２０μｌ，加入到９６孔板中，然后每孔
中加入２００μｌ的工作液（ＢＣＡ试剂与 Ｃｕ试剂的体
积比为５０∶１），将孔板置于３７℃放置３０ｍｉｎ，用酶
标仪在５６２ｎｍ波长处测定吸光度（表１）。以吸光
度对浓度进行线性回归，得到标准曲线方程Ａ＝０．
００３７Ｃ＋０．０８７８，Ｒ２＝０．９９０２。见图１。

表１　ＢＳＡ标准曲线的绘制

Ｃ（μｇ／ｍｌ） ９．０９ １３．６４ １８．１８ ２７．２７ ３６．３６ ４５．４５

Ａ ０．１２５ ０．１４０ ０．１４９ ０．１８２ ０．２２８ ０．２５４

图１　ＢＳＡ浓度－吸光度标准曲线

结果表明，ＢＳＡ在９．０９～４５．４５μｇ／ｍｌ浓度范
围内，吸光度与浓度线性关系良好。

２．１．３　精密度　精密量取 ＢＳＡ标准品储备液适
量，分别以 ＰＢＳ稀释液制备高、中、低浓度标准液，

每份标准液各制备６份，于日内（ｎ＝３）和日间（ｎ
＝３）测定吸光度。考察日内和日间精密度。日内
和日间精密度考察结果。见表２。

表２　ＵＶＶｉｓ法测定ＢＳＡ含量的精密度考察（ｎ＝６）

Ｃ／μｇ·ｍｌ－１
ＲＳＤ／％

日内 日间

９．０９ １．４２ １．５１

２７．２７ １．３３ １．４５

４５．４５ １．５４ １．６６

　　由表可知，日内和日间 ＲＳＤ值均小于２％，重
现性良好，符合方法学要求。

２．１．４　加样回收率　取ＢＳＡ标准品储备液适量，
加入ＰＢＳ稀释至浓度为９．０９μｇ／ｍｌ的溶液，备用。
另取储备液适量，分别以 ＰＢＳ稀释制备高、中、低
浓度标准液。

取９．０９μｇ／ｍｌ的 ＢＳＡ标准品溶液３份（２ｍｌ／
份），分别加入高、中、低浓度的标准液１ｍｌ，混匀后
测定各混合液的吸光度，计算加样后 ＢＳＡ的浓度
和加样回收率。结果表明该方法的加样回收率良

好。见表３。

表３　ＢＳＡ加样回收率的测定（ｎ＝３）

Ｃ／μｇ·ｍｌ－１ 回收率／％ ＲＳＤ／％

９．０９ １０２ １．５６

２７．２７ １０４ １．３４

４５．４５ １０１ １．４５

２．２　ＢＳＡ温敏凝胶的制备
２．２．１　普朗尼克 Ｆ１２７空白温敏凝胶的制备　称
取０．５ｇ普朗尼克 Ｆ１２７，加入２ｍｌ冰去离子水，于
冰浴中磁力搅拌２ｈ直至溶液呈澄清透明状即得。
２．２．２　ＢＳＡ温敏凝胶的制备　称取 ＢＳＡ原料药
４０ｍｇ，加入２ｍｌ去离子水溶解，在冰浴搅拌下，缓
缓加入０．５ｇ的普朗尼克 Ｆ１２７颗粒，继续搅拌２ｈ，
至完全溶解。迅速将载有ＢＳＡ的凝胶液置于３７℃
水浴中，静置 １０ｍｉｎ，即得载有 ＢＳＡ的普朗尼克
Ｆ１２７温敏凝胶，置于３７℃孵箱中保存备用。
２．３　相变温度的测定

本文采用倒置试管法测定相变温度。将普朗

尼克 Ｆ１２７凝胶置于预设温度的水浴锅中平衡
５ｍｉｎ，取出后迅速倒置观察其流动性。若流动性良
好，使水浴温度升高１℃，平衡１０ｍｉｎ后，继续上述
步骤。直至液体变为凝胶状不再流动，记录此时的
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温度即为相变温度。

２．３．１　普朗尼克 Ｆ１２７浓度对相变温度的影响　
分别测定１５％、２０％、２５％Ｆ１２７温敏凝胶的相变温
度。见表４。

表４　Ｆ１２７浓度对相变温度的影响

浓度（ｗ／ｖ） １５％ ２０％ ２５％

相变温度（℃） ４０ ２３ ２０

由结果可知，普朗尼克 Ｆ１２７温敏凝胶的相变
温度随浓度升高而降低，在浓度为２０％以上时，相
变温度降低不明显。文献报道，同时兼顾凝胶的黏

度及制备难易程度等因素，最终确定以２０％（ｗ／ｖ）
作为普朗尼克Ｆ１２７温敏凝胶的最终浓度。
２．３．２　载有ＢＳＡ温敏凝胶相变温度　按照２．２．２
项下方法制备 ＢＳＡ温敏凝胶，ＢＳＡ的浓度为
２０ｍｇ／ｍｌ，Ｆ１２７的浓度为２０％（ｗ／ｖ），测定载药温
敏凝胶的相变温度，结果表明，加入 ＢＳＡ后，温敏
凝胶给药系统的相变温度无变化，仍为２３℃。
２．４　ＢＳＡ温敏凝胶释放度的考察

按照２．２．２项下方法制备 ＢＳＡ温敏凝胶，在
低温下取３００μｌ加入到 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小皿中。然后将
小皿迅速放入已预热至３７℃的 ＰＢＳ缓冲液中，缓
冲液的体积为１５ｍｌ。设定恒温振荡器的振荡速率
为１００ｒｐｍ，温度为３７℃。在预设的时间点，取出释
放液，并补充同温下相同体积的新鲜释放液。样品

液采用２．１项下 ＢＣＡ法测定蛋白 ＢＳＡ的吸光度，
代入标准曲线计算 ＢＳＡ的浓度，换算各时间点下
凝胶制剂中释放出的 ＢＳＡ的量。结果如表 ５所
示。以ＢＳＡ的累计释放量为纵坐标，释放时间为
横坐标作图。见图２。

表５　ＢＳＡ普朗尼克Ｆ１２７温敏凝胶系统释放度考察

时间／ｈ ０．５ １ ２ ４ ６ ８ １２

Ａ（ｎ＝３） ０．１０５ ０．０９６ ０．１１５ ０．０８５ ０．１３０ ０．０７６ ０．１２１

０．１８４ ０．０９７ ０．１１１ ０．１２０ ０．１４８ ０．０９０ ０．０９５

０．１２６ ０．１１１ ０．０９０ ０．１３３ ０．１１１ ０．１２８ ０．１０４

Ｃ（ｎ＝３） ４．５５９ ２．３０６ ７．３５１ － １１．４０５ － ９．１５３

２６．０００２．５５７ ６．３６０ ８．７０３１６．４５００．５９５ ２．０３６

１０．３２４６．２７０ ０．６０８１２．３０６６．３６０１０．８６５４．５５９

Ｑ（ｎ＝３） ８．３５２１２．５７８２６．０４８２４．９９１４５．８８９４０．３７６５７．１４７

３５．３７６３８．８８２４７．５３６５９．３７７８１．７６０８２．５６９８５．３３９
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图２　ＢＳＡ普朗尼克Ｆ１２７温敏凝胶给药系统中
ＢＳＡ释放曲线

由结果可知，ＢＳＡ载到普朗尼克 Ｆ１２７温敏凝
胶系统中后，具有缓释效果。释放时间可长达

１２ｈ，且整个过程 ＢＳＡ的释放较平缓，接近于零级
释放。

３　讨论

普朗尼克，又名泊洛沙姆，是一种由聚氧乙烯

ＰＥＯ和聚氧丙烯ＰＰＯ组成的三嵌段共聚物。其中
普朗尼克１２７（泊洛沙姆４０７），其形成的水凝胶因
具有温度敏感性质且是药用辅料，是目前应用较为

经典的温敏凝胶材料。其在低温、低浓度下，Ｆ１２７
以单个分子存在；随着温度升高，Ｆ１２７分子中疏
水片段ＰＰＯ脱水 ，形成内部为疏脱水，形成内部为
疏水ＰＰＯ核心、外部为溶胀的 ＰＥＯ片段的球形胶
束。当达到一定温度和足够的浓度时，由于胶束的

堆积缠绕形成凝胶。本文即选用该材料作为载体

制备ＢＳＡ温敏凝胶给药系统。
常用的局部给药系统包括药物植入剂、凝胶、

薄片、棒和微粒给药系统等。凝胶是溶胶或溶液中

的胶体粒子或高分子在一定条件下互相连接，形成

的三维空间网状结构，结构空隙中充满了作为分散

介质的液体。自从上世纪６０年代被用于软性接触
镜后，凝胶的使用以惊人的速度增长，现在已经被

广泛地应用到药学和生物学领域。近十年来，研究

兴趣转移到可注射的原位凝胶上，其形成的机制包

括温度敏感性、ｐＨ敏感性、光敏感性等等。温度敏
感性的凝胶，即原位温敏凝胶，在体外呈现一种溶

胶状态，可以包载各种药物。当其被注射进体内

后，由于温度的升高，溶胶体系迅速形成半固体的

凝胶，从而实现局部缓控释效 （下转第２８１页）

·７７２·
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６　小结

高被引论文情况分析有助于提高期刊选稿的

针对性和目的性，对期刊的选题规划和提高用稿质

量有直接和重要的参考价值［５］。《济宁医学院学

报》２００６—２０１６年高被引论文的发表时间集中在
２００８—２０１１年，热点学科是社会医学和天然药物
化学，临床医学、调查、基础医学会、综述和专家论

坛是读者关注度高的栏目。这些高被引论文基本

符合“二八定律”，即较少的高被引论文产生了较

高的被引频次，期刊编辑部应重点关注关键栏目、

关键作者。因此，《济宁医学院学报》应加强信息

情报的收集及分析，加强重点栏目建设，提高期刊

选稿的针对性和目的性，将最新医学研究成果呈现

给广大读者，促进期刊的可持续发展
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果。本文制备的 ＢＳＡ普朗尼克 Ｆ１２７温敏凝胶系
统，相变温度在２３℃，释放时间可达１２ｈ，接近于零
级释放。
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