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壳聚糖2海藻酸钠包裹幽门螺杆菌全菌蛋白微球疫苗制备工艺研究
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　　摘 　要 :目的 　改变壳聚糖2海藻酸钠包裹幽门螺杆菌全菌蛋白微球制备中的各项参数 ,最终确认微球制备工艺。方法 　根

据形成乳液的溶解性、流动性及黏稠度 ,选择微球制备过程中海藻酸钠 (A GS) 浓度及植物油与海藻酸钠的配比 ,通过比较形成微

球的粒径大小 ,最终确定微球制备中 CaCl2 溶液的滴定程序及搅拌速率、搅拌时间等实验参数。结果 　确定了 A GS 乳液浓度为

2 %、植物油与 A GS 乳液配比为 2 ∶8、CaCl2 溶液反滴滴定法等 MS 制备工艺 ,并确定了搅拌速率 800r/ min、药物浓度 2mg/ ml、制

备温度 25 ℃、搅拌时间 30min 等参数。结论 　依照上述参数可以制备出符合实验要求的微球疫苗。
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Abstract :Objective 　To obtain the technology of Helicobacter pylori whole cell protein encapsulated by chitosan2alginate

through the change of the technology parameter. Methods 　To choose the concentration of the A GS and the ratio between A GS and

vegetable oil on the basis of the dissolvability , flowability and mucosity and to determine the speed and time of the mixture and

methods of the tit ration through studying the size of the microsphere. Results 　Some parameters were definited. The concentration

of alginate sodium (A GS) was 2 % , the matching of the oil and A GS was 2 ∶8 , the procedure was reverse tit ration. The four fac2
tors affecting the MS diameter with iso2 project method were analyzed. The definited parameters were as follows :the mix speed of

800rpm , drug concentration of 2mg/ ml , environment temperature of 25 ℃ and mix time of 30min. Conclusion 　The microsphere

may be prepared successfully according to the above2mentioned technologic parameters.
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　　幽门螺杆菌 ( helicobacter pylori , HP) 是定植于人胃黏膜

并可引起慢性胃炎、消化性溃疡、胃癌等的致病菌 [1 ,2 ] ,现阶段

全球人群的感染率达 50 %以上 ,发展中国家更高 ,临床上目前

使用的常规治疗方案不足以根治 HP 感染 [3 ] ,且费用昂贵、患

者依从性差、容易复发 ,因此预防接种将成为控制并最终消灭

HP 感染的有效手段。在疫苗接种过程中 ,简单、便捷、有效的

给药途径是疫苗应用的基本要求。目前研究中的 HP 疫苗主

要有注射 [4 ] 、滴鼻 [5 ] 、直肠黏膜直接注入 [6 ] 、胃肠内外联合给药

及口服 [7 ]等免疫方式 ,其中口服途径给药以服用方便、患者依

从性好等特点成为 HP 疫苗接种的首选方式 ,但疫苗容易受到

消化道内酸性、酶类物质的破坏。可见新型疫苗剂型研究将成

为最终制约其免疫效果的关键问题。近年来 ,随着可降解生物

高分子材料研究的迅猛发展 ,诸如脂质体、微球 ( microsphere ,

MS) 、微囊以及纳囊等技术的出现为上述问题的解决提供了新

的思路。其中 MS 不仅能有效保护抗原物质在胃肠道内不易

被酸、酶类物质破坏 ,最大限度地保持抗原活性 ,而且还具有其

他普通制剂所不能媲美的靶向性、长效缓释作用及佐剂功

能 [8～10 ] 。

本研究首次将可降解天然高分子材料 ———CTS、A GS 运

用到 HP 缓释 MS 制备中 ,通过系统摸索微球制备过程中材料

浓度、材料配比、滴定程序、搅拌时间、搅拌速率等工艺参数 ,最

终确定了微球制备流程并制备出符合实验要求的微球疫苗 ,为

后续试验奠定了基础。

1 　材料与方法

1 . 1 　材料 　HP 菌株 :澳大利亚悉尼株 ( Sydney st rain , SS1)

菌株 ,为鼠高感染适应株 ,由澳大利亚 Lee 教授馈赠并由本室

保存。

Leitz Diaplan2光学显微镜 ( Wild MPS46) ; AMRA Y 型扫

描电子显微镜 (AMRA Y) ;美国科美粒径分析仪 ( Malvern in2
st rament L td , 3000 HSA) ;低温高速离心机 (美国 Beckman 公

司) ;高速乳化制作器 T25B (美国Beckman 公司) ;J Y92 型超声

波细胞破碎机 (宁波新芝科学仪器研究所) ;L2902 定时磁力搅

拌器 (上海浦江分析仪器厂) ;Delta 320 型 p H 计 (梅特勒仪器

公司) ;实验室纯水系统 (Milipore USA) ; HWS220 恒温水浴箱

(江苏太仓实验设备厂) ;5415C 型台式高速离心机 (德国 Ep2
pendorf 公司) 。

BCA 蛋白浓度检测试剂盒 (碧云天试剂公司 20031215) ;

CTS(浙江温州化学试剂厂) ; A GS (浙江温州化学试剂厂) ;

Span280 (中国医药集团上海化学试剂公司) ; Tween285 (中国医

药集团上海化学试剂公司) ;Lowry 法蛋白检测试剂盒 (本校生

物化学教研室) ;脑心浸液培养基 (本室制备) 。

1 . 2 　方法
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1. 2 . 1 　A GS 浓度的筛选 　准确称量一定量的 A GS 粉末 ,加

入到双蒸水中 ,高速乳化混匀 ,分别配制成 0. 5 %、1 %、1. 5 %、

2 %、2. 5 %及 3 %(w/ v)等 6 个不同浓度的乳浊液 ,根据其溶解

性、流动性、黏稠度等因素选择适合浓度。加入预先准备好的

HP 全菌蛋白 ( HP whole cell protein , HPWCP) ,低温磁力搅

拌器搅拌至完全溶解。

1. 2 . 2 　植物油与 A GS 乳液比例筛选 　将植物油与 A GS 浓度

为 2 %的上述乳液分别按体积比 1 ∶9、2 ∶8、3 ∶7、4 ∶6 及 5 ∶

5 等不同比例混合 ,800r/ min 高速乳化成球 ,根据混合物的流

动性、黏稠度及乳化后的成球情况筛选出合适配比。

1. 2 . 3 　表面活性剂 Tween285 和 Span280 比例筛选 　在 MS

制备中经常会应用亲水相的 Tween285 和亲油相 Span280 作为

表面活性物质 ,对于不同的包裹方案其活性系数 HLB 要求是

不同的 ,其计算公式为 :

HLB混合 =
HLB T ·V T + HLBS ·VS

V T + VS

式中 HLB T 代表 Tween285 的表面活性系数 = 15 ; V T 代

表加入到总体系中 Tween285 的体积数 ; HLBS 代表 Span280

的表面活性系数 = 1. 8 ;VS 代表加入到总体系中 Span280 的体

积数 ; HLB混合为二者混合后的表面活性系数。

一般来讲 ,对于 W/ O 乳化剂而言 ,其 HLB 混合要求在 3

～8 之间效果比较理想 ,所以在本实验中我们选用表面活性剂

Span280 与 Tween285 的体积比为 2 ∶3 ,其 HLB混合值为 6. 2 ,

比较适于制备 W/ O 乳剂。

1. 2 . 4 　CaCl2 溶液的滴定程序确认 　确定相同的配料比及固

定搅拌速率、搅拌时间等可变因素 ,选取正滴或反滴的滴定程

序进行工艺探索 ,根据混合物的成球比例、稳定性、时间等因素

筛选出适合的滴定程序 ,制备出海藻酸钠包裹的 HP 全菌蛋白

微球 ( HPWCP2AMS) 。

1. 2 . 5 　HPWCP2AMS 的再包裹 　将上述 MS 乳液 3 000r/

min ×15min 离心后收集沉淀 , PBS 洗涤两次后用 1 %CTS 溶

液混匀 ,800r/ min ×30min 搅拌完成再包裹制备出壳聚糖2海藻

酸钠包裹的 HP 全菌蛋白微球 ( HPWCP2CAMS) 。

1. 2 . 6 　乳化法制备 HPWCP2CAMS 的工艺筛选 　选用均匀

设计表 ,据文献资料和预实验结果确定影响 BSA2CAMS 粒径

和溶出速率常数的主要因素有 4 个 :乳化速率、BSA 浓度、乳

化时间及制备温度。本研究中每个变量设有 3 个水平 ,为使实

验结果更可靠 ,采用水平处理为 9 组进行实验研究。根据所得

MS 粒径大小确认最佳工艺参数组合。

1. 2 . 7 　HPWCP2CAMS 的粒径测定 　将上所述制备的 MS 混

匀后直接采样检测 ,求取粒径平均值及分布范围。本部分实验

由本校寄生虫学教研室协助完成。

2 　结 　　果

2. 1 　A GS 浓度的筛选 　A GS 为可生物降解的天然高分子物

质 ,性质比较稳定 ,溶解度较低 ,在高速乳化作用下可形成乳浊

液 ,其溶解性、流动性以及黏稠度与 A GS 的加入量有直接关

系。本实验参考预实验结果 ,选择了 6 个浓度进行观察 ,根据

最终形成乳浊液的溶解性、流动性及黏稠度等指标从中筛选出

较满意的 2 %作为工作浓度 ,实验结果见表 1。

2. 2 　植物油与 A GS 乳液比例筛选 　植物油为制备工艺中的

油相 ,与 A GS 乳液的配成比例决定了能否最终形成 MS、成球

后表面稳定性、粘连度、脆性及崩解性等结果。本实验采用已

筛选出的 2 %A GS 乳液为水相 ,植物油与 A GS 乳液按体积比

1 ∶9、2 ∶8、3 ∶7、4 ∶6 及 5 ∶5 等不同比例混合 ,800r/ min 高

速乳化成球 ,根据混合物的流动性、黏稠度、均一度及乳化后的

成球状况进行筛选。由表 2 可以看出当二者比例为 2 ∶8 时所

得混合液成球后各项指标比较符合实验预设要求。

表 1 　　不同浓度 A GS 乳浊液特征比较结果

项目
A GS 浓度 (w/ v)

0. 5 % 1. 0 % 1. 5 % 2. 0 % 2. 5 % 3 %

溶解性 + + + + + + - -

流动性 + + + + + + + ±

黏稠度 - - - + + + +

　　“+ + ”表示流动性好或溶解性好或黏稠度大 ;“+ ”表示流动性较

好或溶解性较好或黏稠度较大。“±”表示流动性一般 ;“ - ”表示溶解

性差或黏稠度低。

表 2 　　植物油与 A GS 乳液按比例混合结果比较表

项目
植物油∶海藻酸钠乳液 (v/ v)

1 ∶9 2 ∶8 3 ∶7 4 ∶6 5 ∶5

流动性 + + + + + + + + + +

黏稠度 - - - - -

成型状况 + + + + - -

稳定性 - + - - -

　　“+ + ”表示流动性好或成型状况好 ;“+ ”表示成型状况较好或稳

定性较好 ;“ - ”表示稳定性差或黏稠度低或成型状况差。

2 . 3 　CaCl2 溶液的滴定程序确认 　CaCl2 溶液在本 MS 制备

工艺中的作用是提供 Ca2 + 形成交联支架 ,从而使 MS 稳定性

进一步增强 ,以抵御在给药过程中胃酸、酶类物质对 MS 内部

所载蛋白抗原的破坏。另外也可以达到药物缓释的作用。本

实验中选取正滴及反滴的滴定程序进行工艺探索 ,根据混合物

的成球比例、成球的稳定性、成球时间等因素筛选出比较适合

的滴定程序 : (1)正向滴定法 :将 2 %的 CaCl2 溶液缓慢滴入前

期乳化后形成的 MS 乳液中 ,可见随着 CaCl2 溶液的加入 ,早

期在混合液较小区域中形成镜下可见的少量固化 MS ,粒径相

对较大且相互间有粘连。随着 CaCl2 溶液的进一步加入 ,乳液

中随即形成难溶解白色絮状物质 ,再加入 CaCl2 溶液或加大搅

拌速率此物质也不会复溶。(2) 反向滴定法 :在保持上述各项

参数的前提下 ,将前期乳化后形成的 MS 乳液缓慢滴入到过量

(一般为 2 倍体积) 的 2 %的 CaCl2 溶液中 ,可见乳滴在加入瞬

间便可以分散开来 ,直至加入后混合物中所形成的固化 MS 剂

仍比较稳定 ,并未出现正向滴定法中所出现的絮状沉淀物 ,镜

下观察可见所形成的固化 MS 大小均一 ,稳定性好。

图 1 　　液面距与 MS 粒径之间的关系

2 . 4 　液面距对 MS 粒径及质量的影响 　在前期预实验结果中

发现 ,注射器针头与液面之间的距离对于乳滴滴入 CaCl2 溶液

中所形成的粒径有较大影响。本实验中固定植物油与 2 %浓

度的 A GS 乳液 2 ∶8 比例、搅拌速率 800r/ min 不变 ,调整注射

器针头与 CaCl2 溶液液面之间的距离 ,镜下粗略观察所得 MS

的粒径分布 ,结果显示随着液面距的增加所得 MS 的平均粒径
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变得越小 ,当达到 50mm 以上时 ,MS 粒径变化不明显 ,见图 1。

2. 5 　HPWCP2CAMS 制备工艺参数方差分析 　选用均匀设计

表 ,对影响 BSA2CAMS 粒径较关键的 4 个因素 :药物浓度
(A) 、搅拌速率 (B) 、制备温度 (C) 及搅拌时间 (D) 进行方差分

析 ,结果显示当速率为 800r/ min 时其所形成的 MS 粒径在

3μm 左右 ,速率降低则粒径变大 ,速率增加则粒径变小 ,结果

见表 3。

表 3 　　HPWCP2CAMS 制备工艺参数对粒径的影响

水平
参数

A (mg/ ml) B (r/ min) C( ℃) D(min) Φ(μm)

1 1 500 25 60 10. 2

2 1 800 37 30 3. 4

3 1 800 4 10 3. 7

4 1. 5 1 000 4 10 2. 0

5 1. 5 500 25 60 14. 3

6 1. 5 500 4 30 18. 7

7 2 800 4 30 3. 5

8 2 1 000 25 10 1. 8

9 2 1 000 37 60 1. 6

　　方差分析看出 ,影响 HPWCP 2CAMS 粒径大小的因素中 ,

其主次顺序为搅拌速度 > 药物浓度 > 搅拌时间 > 制备温度。

将上表中数据利用 SPSS 软件进行多元回归分析并对回归方

程作方差分析 , F = 0. 021 ,回归方程有统计学意义 ,回归方程

为 :

Y(Φ) = 27. 034 + 4. 209A - 0. 0329B + 0. 0183C - 0. 0566D

4 个因素中搅拌速度 (B) 对 MS 粒径大小影响显著 ( P <

0. 05) 。

根据以上结果 ,本实验筛选出一组较适合的数据作为

HPWCP2CAMS 制备工艺参数 :药物浓度 2mg/ ml、搅拌速率

800r/ min、制备温度 25 ℃、搅拌时间 30min。

2. 6 　微球粒径测定 　根据以上方差和多元回归分析确定实验

参数 ,制备 HPWCP2CAMS ,通过光学显微镜及电子显微镜观

察其表面饱满、大小均一 ,平均粒径为 3. 33μm ,符合预设实验

要求。

3 　讨 　　论

目前基因工程肽、蛋白类药物在临床应用中的优势日益突

出 ,但其疗效却因稳定性差、半衰期短而大受限制。虽然 MS

能在体内起到有效防止胃酸、蛋白酶类物质对抗原的降解和破

坏作用 ,最大限度地携载蛋白类药物到达靶器官后缓慢释放 ,

但能够实现上述目的的前提条件是 MS 必须能够有效地携带

蛋白类药物 ,由于多肽和蛋白质对温度、p H 值、有机溶剂、搅

拌剪切力等条件十分敏感 ,如果在 MS 的制备过程中没有注意

或未能有效克服上述不利因素 ,则 MS 本身也就失去了其携载

药物进而发挥作用的意义。因此 ,MS 的制备不仅需要生物相

容性好的材料 ,还要求温和的制备条件。目前 MS 制备的方法

主要有溶媒挥发法 [11 ] 、喷雾干燥法 [12 ] 、化学交联法和复凝聚

法 ,以上方法在 MS 制备过程中对蛋白类药物都有不同程度的

破坏。

本研究采用乳化、复凝集法相结合 ,制备过程未加入对蛋

白有较大破坏作用的有机溶剂 ,代之以植物油作为油相 ,将其

与 A GS 乳液相结合制备出一级乳。在对滴定程序进行选择时

发现 ,正滴方法出现大量难溶的白色絮状沉淀 ,而反滴则未出

现上述现象。其原因可能是因为在正向滴定时由于乳液中的

高分子密度较大 ,相互之间作用力较强 ,当加入 Ca2 + 时能迅速

形成交联 ,并进一步使 MS 之间相互粘连而形成难溶性的沉

淀 ;而在反向滴定中当乳滴迅速进入到 CaCl2 溶液时 ,由于剪

切力及搅拌作用 ,其可被溶液中存在的大量水分子迅速隔离并

充分扩散开 ,使 MS 相互之间不能形成粘连 ,从而形不成沉淀

物。在对一级乳进行再次包裹时 ,由于考虑到主要应用 A GS

与 CTS 之间的静电引力使 CTS 在其外围再次包裹形成复乳 ,

所以实验中未对液体的搅拌速率、制备温度及作用时间进行分

析 ,而是直接采用文献报道比较多的 1 %CTS 浓度直接与其作

用 ,结果显示 MS 粒径并未有明显变化 ,说明此方法是可行的。
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