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摘要 目的：开发一种白细胞介素 -12（IL-12）长效缓释微球剂型。方法：采用水包油 -油包固(S/O/W)法制备了白介素 -12因子多糖

微粒的聚乳酸 -聚羟基乙酸共聚物（PLGA-PLA）微球，研究了微球的表面形态和粒径大小，并且运用 ELISA方法考察了微球的体

外释放效果和免疫活性。结果：本方法制备的白介素 -12因子微球光滑圆整，体外缓释达 45天，累积释放率近 90%。结论：本方法

制备的白介素 -12因子微球，不仅具有有效地保护 IL-12蛋白活性，同时实现长效缓释的目标，是一种可行的 IL-12缓释方案。
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Study on Preparation and Vitro Characterization of Interleukin-12
Sustained-Release Microsphere *

To exploit an interleukin-12 (IL1-2) long-term sustained release microsphere formulations.

Dextran glassy particles were prepared by a unique method of low temperature aqueous-aqueous "emulsion", and then the IL-12-loaded

dextran glassy particles were encapsulated into PLGA microspheres by the method of solid-in-oil-in- water (S/O/W)
emulsion-evaporation technique. The microspheres were characterized by SEM. In vitro release profiles of IL-12 loaded microspheres

were plotted by Human IL12 Quantikine ELISA Kit. The IL-12-loaded microspheres possessed spherical shape and smooth

surface. The cumulative release in vitro was about 90% after 45 days. This method effectively protected the bioactivity of

IL-12 and microspheres exhibited an ideal sustained release behavior.
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前言

白介素 -12(IL-12)，是白介素家族中的成员，主要由巨噬细

胞、树突状细胞、B淋巴细胞以及其他一些抗原提呈细胞(anti-

gen presenting cells，APC)产生，它能促进分化的 CD4+T辅助细
胞 1(Th1)的增殖，诱导 T细胞和 NK细胞产生细胞因子，主要

是 酌干扰素，提高 NK细胞的细胞毒性，促进细胞毒性 T细胞

的形成等等[1]，IL-12在机体早期的非特异性免疫和随后的抗原

特异性的适应性免疫过程均扮演了极重要的角色 [1]。表明，

IL-12是一个多功能的免疫调节因子 [1]。 IL-12具有抗肿瘤作

用是由其生物活性、瘤作用和 IL-12用于肿瘤免疫治疗[2-5]。

目前，延长蛋白半衰期的修饰技术难以实现局部缓释[6-10]，

而缓释微球可以很好的解决这一问题。微球制备简单，不需要

对蛋白分子进行结构修饰或改造，可以解决蛋白局部用药的问

题。聚乳酸 -聚羟基乙酸（PLGA）已被用于制备多肽蛋白类药

物的缓释剂型[11]，也是一种生物兼容性良好的材料[12]。但是蛋白

结构不稳定，易变性，蛋白的活性难于在制备微球过程中得到

保护[13-15]。近年来，关于蛋白的长效缓释已经有广泛的研究，如

文献报道通过锌离子络合人生长素[16]、利用小分子糖、PEG 等

保护蛋白进行喷雾干燥法制备颗粒、利用温敏水凝胶[17]载蛋白

药物等方法，上述研究虽然取得了一些进展，但是也存在着一

些共同的问题。首先是在缓释制剂的制备过程中，因油 -水界
面的存在以及与缓释材料的吸附等极易造成蛋白的失活变性。

其次，在释放过程中，蛋白药物存在突释严重，而且还存在不能

完全释放，包封率不高，制备过程中用到各种有机溶剂，制备过

程复杂，难于产业化等诸多问题[18]。由于 IL-12的半衰期短，并

且需要局部长期给药。对此，我们运用多糖水相 -水相体系可

以将蛋白在保持活性的前提下制备成固态的多糖微粒，这种方

法可以将颗粒化的蛋白置于以 PLGA为基质的缓释系统中，使

蛋白能够以自然形态进行长效可控缓释，希望制备得到的缓释

微球可以解决 IL-12局部缓释的问题。

1 材料与方法
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图 1 IL-12微球的扫描电镜照片(处方 2)

Fig.1 SEM photograph of IL-12 loaded microspheres（Formulation 2）

图 2 IL-12 Elisa标准曲线

Fig. 2 IL-12 Elisa standard curve

1.1 IL-12葡聚糖颗粒的制备

精密量取 2 mL处理过的 IL-12（上海交通大学药学院提
供）原液，按照 1:9 的比例加入 6%葡聚糖的溶液中，混合均匀

后再加入 10倍体积的 6 %的 PEG 8000溶液，磁力充分搅拌

至澄清透明的均一溶液，放到 -80± 2 ℃的冷库冻 24小时。将

冻好的物质用真空冷冻干燥机进行冻干 24小时。用 DCM洗

涤样品，并用用力摇动，使聚乙二醇溶掉，再用离心机，转速为

12000 rpm 进行离心 5分钟，除去上面的液体，再加入新的
DCM，来回 4-5次。除掉聚乙二醇的样品，然后用氮气吹干，干

燥的 IL-12颗粒密封待用[12]。

1.2 PLGA-PLA微球的制备

处方 1：取 100 mg 的 PLA（购自 Lakeshore 公司）、PLGA

（PLGA2A：PLA1.5A=60：40），加入 1000 mg的 DCM溶解 PL-

GA和 PLA形成颗粒的 DCM混悬液。取 10 mg IL-12颗粒放

到 PLA-PLGA DCM溶液中，使它们分散均匀，然后快速转移

到 3 %的聚乙烯醇（PVA）和亲水油相溶液，并搅拌，使微球中

的二氯甲烷被萃取，并使微球硬化，然后转移到 1.5 L 5.2 %氯

化钠溶液中进一步硬化约 3-4小时。然后收集微球，用水洗涤
6-7次，用冷冻干燥的方法除掉残余的水分和有机溶剂待用。处

方 2：取 125 mg 的 PLA（购自 Lakeshore 公司）、PLGA（PL-

GA2A：PLA1.5A=60：40），加入 1000 mg 的 DCM 溶解 PLGA

和 PLA 形成颗粒的 DCM 混悬液。取 10 mg IL-12 颗粒放到
PLA-PLGA DCM溶液中，使它们分散均匀，然后快速转移到 3

%的聚乙烯醇（PVA）和亲水油相溶液，并搅拌，使微球中的二

氯甲烷被萃取，并使微球硬化，然后转移到 1.5 L 5.2 %氯化钠
溶液中进一步硬化约 3-4小时。然后收集微球，用水洗涤 6-7

次，用冷冻干燥的方法除掉残余的水分和有机溶剂待用。

1.3 IL-12微球的形态观察

取 IL-12 微球放在导电胶上，涂布均匀，然后在微球的表

面喷涂一层金膜后，用 SEM（JSM-7401F）观察颗粒的表面形态
和大小。

1.4 体外释放测定

取 3份 12 mg的微球放到释放瓶中，每个瓶放 pH=7.4的
PBS缓冲液 1 mL，然后放到 37 ℃摇床（恒温空气浴）中，分别

在规定的时间内将液体全部取出，并且补充新鲜的缓冲液。32

天后吸干所有液体，冻干剩余残渣，再用二氯甲烷溶剂将其溶

解，8000 rpm 离心，除掉上清液，再放入新的 DCM，来回 4-6

次。洗去 PLA和 PLGA的样品用氮气吹干，得到的固体加入 1
ml pH=7.4的 PBS缓冲液，充分溶解。然后采用 IL-12 Elisa试

剂盒（购自 R&D公司）测定各个时间点的 IL-12的含量以及残
留量，绘制累计释放曲线。

SEC-HPLC法考查微球中蛋白的聚集情况具体操作如下：

精密称取 10 mg载蛋白大分子药物的微球，加入约 1 mL二氯

甲烷溶解后蜗旋，使其中的高分子溶解，然后用 12，000 rpm转

速离心 10 min，吸去上清液，重复 3次，在通风橱自然挥发二氯

甲烷。然后用 1 mL磷酸缓冲液溶解。然后用 HPLC（Younglin,

UV 730D）分析（流动相：流速：0.6 mL/min；pH7.4 的 PBS缓冲
液；柱温：室温；检测波长：214 nm）。
1.5 试验结果的统计分析

数据表示为平均值± 标准误差。一个单因素方差分析和
Bonferroni事后检验或配对的学生 t检验。差异以 P <0.05为差
异有统计学显著。所有的统计检验均采用 SPSS17.0（SPSS公

司）进行。P <0.005，表示有显著的统计意义差异。

2 结果

2.1 IL-12微球形态

如图 1所示，IL-12微球的粒径比较均匀，呈圆形，大多数

微球表面较光滑，少数表面有孔洞，无粘连现象，微球直径略有

差异，两个处方微球的形态和表面差异不大。

2.2 IL-12微球的体外释放标准曲线

按照 IL-12 Quantikine ELISA Kit的说明书，我们制备了
IL-12 标准品的标准曲线（图 2），以 IL-12 的浓度为横坐标，吸

光度（OD 570nm）为纵坐标。如图所示，IL-12在 7.8-500 pg/mL

的浓度范围内呈良好的线性关系，标准曲线方程为 y=0.

0231x-0.0123, R2 =0.995。

2.3 微球释药量的检测

图 3为制备得到的 IL-12微球的体外累积释放曲线。由图
3-4可以看出，释放首日的释放量为 11 %，突释不明显，整个释

放过程接近零级释放，32天的累积释放达 87 %。处方 1单日体

外释放曲线和累积释放曲线如图 3-1，3-2，处方 2单日体外释

放曲线和累积释放曲线如图 3-3，3-4。由实验数据可知处方 1

首日释药量接近 70%，之后每日释药量维持在较低水平，可以

推知处方 1在首日发生突释，其中包裹的药物大部分被释放，

失去缓释作用。推测可能是因为，微球 1使用的 PLA及 PLGA

总量较低，由于微球的突释作用与药物含量正相关，即药物 /
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图 3-1处方 1的每天体外释放曲线

Fig. 3-1 Release curve of Formulation1
图 3-2处方 1的累积释放曲线

Fig. 3-2 Cumulative release curve of Formulation 1

图 3-3处方 2的每天体外释放曲线

Fig. 3-3 Release curve of Formulation 2

图 3-4处方 2的累积释放曲线

Fig. 3-4 Cumulative release curve of Formulation 2

高分子材料比值较高时，成球后药物易分布于微球骨架孔隙

中，微球孔隙中含药量的增加提高了药物的扩散速率，突释作

用较大[7]。也有可能是制备过程中可能涡旋时间过短，高分子与

多糖颗粒未混合均匀，药物未均匀分布于微球骨架中，部分可

能分布在表面，从而导致突释；微球转移至水相进行固化的过

程中，可能由于操作不慎与空气产生界面，导致微球破损。由处

方 2单日体外释放曲线可知，处方 2释放较为平稳，未发生明

显突释；而结合其累积释放曲线可知，处方 2可持续释放约 1

个月，缓释效果良好。

图 3 IL-12微球体外累积释放曲线

Fig.3 In vitro cumulative release of IL-12 loaded PLGA/PLA microspheres

2.4 载药量和包封率的测定

包封率测定结果如表所示，处方 1测得包封率明显低于处
方 2的。由计算可知，微球 1，2载药量均较低，而处方 2包封率

较高，处方 1包封率较低。这是由于包封的材料的量引起的，材

料越多包封的效果越好。

Formulation Weight of PLA and PLGA Loading efficiency (%) Encapsulation efficiency (%)

1 100.01± 0.05 mg 0.31± 0.04* 34.14± 0.05*

2 125.02± 0.06 mg 0.67± 0.05* 90.54± 0.06*

表 1不同质量高分子(PLA:PLGA=3:2)制备的微球的载药量及包封率比较

Table 1 Comparison of different quality polymer (PLA: PLGA = 3:2) prepared microspheres drug loading and encapsulation efficiency comparison

Note: *P<0.005.

2.5 蛋白聚集情况

微球回收样品磷酸缓冲液溶液及微球释放液 SEC-HPLC

检测结果如图 4所示，其中图 4-1、4-2、4-3、4-4分别为处方 1

释放液、回收样品及处方 2释放液、回收样品的检测图谱。两种

微球释放液及回收样品的出峰时间均在 11 min左右，且未检

测出明显聚集。

处方 1回收样品蛋白含量低于处方 1释放液中蛋白含量，

结合使用 Micro BCA法测得的包封率可以推测在洗去包裹多

糖颗粒的高分子材料的过程中可能发生损失。

3 讨论

本文首先通过低温水相 -水相乳液法制备了 IL-12蛋白颗
粒，该颗粒能够在制备过程中很好的保持 IL-12的活性，同时

可以改善 IL-12的释放行为。IL-12蛋白的活性（即 IL-12没有
聚集体产生和免疫活性）得以保护可能是在制备过程中 IL-12

被葡聚糖颗粒包裹，蛋白的空间构象被固定，固定后的 IL-12

蛋白，在重新遇到有机溶剂后，不再受到有机溶剂的影响[12]。即

同时制备得到的 IL-12多糖颗粒能够耐受有机溶剂等苛刻条
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图 4-1处方 1释放液 SEC-HPLC图谱

Fig. 4-1 SEC-HPLC release spectrum of Formulation 1

图 4-2处方 1回收样品 SEC-HPLC图谱

Fig. 4-2 Samples recovered from Formulation

图 4-3处方 2释放液 SEC-HPLC图谱

Fig. 4-3 Release from Formulation 2

图 4-4处方 2回收样品 SEC-HPLC图谱

Fig. 4-4 Samples recovered from Formulation 2

图 4 IL-12的 SEC-HPLC图谱

Fig. 4 SEC-HPLC spectrum of IL-12

件，在后续的制备过程中可以很好的保持蛋白的活性。在释放

过程中，IL-12葡聚糖颗粒在微球中的均匀分布能够有效避免
突释[13]。同时，葡聚糖在吸水溶胀后形成的孔道构成了 IL-12释

放的通道，这样就避免了 IL-12与 PLGA等缓释材料的直接接

触造成的变性失活等，即使在后期也能保持很好的缓控释效果
[18]。因此，我们采用的方法能够较好地解决目前存在的问题，兼

顾蛋白的活性保护与释放过程，对于蛋白类药物实现长效缓具

有较好的借鉴意义。

研究过程中使用亲水 "油相 "连续相微球制备体系制备

具有核 -壳结构微球，来解决细胞因子蛋白 IL-12在制剂过程

的聚集及在体外的突释和不完全释放。以前文献报道的制备微

球的方法不可避免的用到大量的有机溶剂[6]，导致环境的污染，

我们利用亲水的油相很容易被回收，而且亲水的油相本身也不

会对环境有影响。

经过制备微球以及对其体外释药过程的检测分析，我们初

步得到了外形较为光滑圆整的微球，微球 2持续释放约一个
月，包封率也较高，并且未发生蛋白聚集及突释，释放也较为完

全。比起文献报道的方法，我们制备的微球无论是包封率、还是

在蛋白变性及释放都显示了很大的优势[6]。

但实验制得的处方 1于释放首日发生突释，未表现出良好
的缓释效果。这可能与高分子材料用量有关，所以在后续实验

中还需对制备微球所使用高分子的量进行优化，提高微球制备

的成功率。当然在制备过程中通过一系列参数的调节，如搅拌

的速度和时间，PLGA的浓度及与 PLA的比例，甚至采用不同

的制作方法等，可以控制粒径的大小和均一性，这对载药情况

也有所影响。
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