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阿托伐他汀钙缓释微球制备方法的优化

刘童斌 1，林  鹏 2，张晓明 1，董西玲 1，曹  飞 1，王  乐 1，郭新星 2

文题释义：

药物缓释剂：是将药物包裹于特定的缓释介质中，使药物可以按要求缓慢地从介质中释放的制剂。与普通药物制剂相比，药物缓释剂可调

整药物的理化特性、增加药物的稳定性、降低药物的不良反应；临床上用药频率的减少能显著增加患者的依从性。

去溶剂法：是在牛血清白蛋白水溶液中缓慢加入脱溶剂物质(例如无水乙醇)，由于牛血清白蛋白水溶性低，脱溶剂活性剂的加入导致蛋白

分子脱水，从而致使蛋白分子构象改变，逐渐变得卷曲，最终成团。此时形成的蛋白颗粒是极不稳定的，用水分散后仍可以重新溶解。

摘要

背景：近年来研究发现，他汀类药物在调节骨代谢、修复骨细微结构、抑制炎症、促进细胞增殖、修复血管内皮、调节信号通路传导等多

方面具有显著效果。

目的：对载阿托伐他汀钙缓释微球的制作参数进行优化，以期制备出载药量大、形态规则的缓释微球。

方法：采用去溶剂法制备载阿托伐他汀钙的牛血清白蛋白缓释微球，筛选出影响去溶剂过程的主要影响因素，包括血清白蛋白溶液质量浓

度(40，70，100 g/L)及pH值(7，8，9)、阿托伐他汀钙的用量(200，300，400 µg)、乙醇添加速度(0.2，0.5，1 mL/min)，通过正交实验筛选

出最佳包封率的制备条件。在最佳组合工艺参数下制备载阿托伐他汀钙的牛血清白蛋白缓释微球，置于PBS中进行体外缓释性能测试。

结果与结论：①最佳的制备工艺参数是：牛血清白蛋白溶液质量浓度为100 g/L、pH值为7，阿托伐他汀钙用量为400 µg，乙醇添加速度

为0.2 mL/min；②在此参数下制备的微球形态规则，表面光滑，微球直径(425.0±13.8) nm，药物包封率高达85.70%，体外释放时间可持续  

48 h以上，累积释放量达到73%，具有较为良好的缓释效果；③实验成功制备了负载阿托伐他汀钙的牛血清白蛋白缓释微球，此药物缓释

微球具有较高载药量及稳定性，并可以实现的药物缓释。
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Abstract
BACKGROUND: In recent years, studies have found that statins have significant effects on regulating bone metabolism, repairing bone microstructure, inhibiting 
inflammation, promoting cell proliferation, repairing vascular endothelium, and regulating signal pathway conduction. 
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研究原著

文章快速阅读：

文章特点—

△实验分析了影响去溶剂法制备阿托伐他汀钙缓释微球的主要影响因素，包括牛血清白蛋白质量浓度、

牛血清白蛋白溶液 pH 值、阿托伐他汀钙的用量、乙醇添加速度。
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0   引言   Introduction
目前社会环境下骨质疏松的发生率日趋上升，有些专家

将目光放到了药物治疗骨质疏松症的可能性上，其中阿托伐

他汀钙调节骨代谢的作用引起了学者们的广泛关注。他汀类

药物的本质是 3-羟基 -3-甲基戊二酰辅酶 A 还原酶抑制剂，

临床上主要是治疗高血脂
[1-2]

，近年来专家发现他汀类药物

除了调节血脂外还可以激活成骨细胞，刺激骨形成、增加骨

密度，显著降低降低了骨质疏松患者严重并发症——骨折的

发生率
[3]
。他汀类药物在抗骨质疏松方面目前主要是联合用

药，相关研究将其与降钙素
[4]
、低剂量雌激素

[5]
、阿仑膦酸

钠
[6]
、唑来膦酸钠等药物联合使用，均表现出了良好抗骨质

疏松的效果。虽然阿托伐他汀钙调节骨代谢作用的引起了专

家学者的重视，但是缓释剂的研发相对空缺，限制了此药在

很多领域的应用。基于以上研究成果，作者试图改变阿托伐

他汀钙的用药方式，制备成药物缓释微球用于骨质疏松的局

部，进一步加强和利用其调节骨代谢的作用。

伴着药物新剂型的不断研发，已经涌现出了众多缓释给

药系统，其中微球给药系统表现出了较为突出的良好性能，

但是由于微球缓释系统的研发时间较短，研究技术不够成熟，

因而极具开发潜力。微球是高分子材料形成的微小球状实体，

粒径较小、比表面积大，所以其具有较高的药物负载率，微

球作为骨架包覆药物，通过药物的析出及材料的降解达到持

续维持药物浓度的作用
[7-8]

。目前微球的制备技术主要包括

去溶剂法、热凝胶法、乳化法和层层自组装技术，其中去溶

剂法是原理及操作最简便、取材最方便的一种制备方法。牛

血清白蛋白是去溶剂法最常用的药物载体，其己被证实是一

种无毒性、无免疫原性的物质，生物相容性好且生物可降解。

在去溶剂法制备微球的过程中可形成牛血清白蛋白凝聚体，

但是这种凝聚体极不稳定，与水接触容易发生解聚现象，故

一般需要通过添加稳定剂使微球稳定。基于以上研究，实验

设计以牛血清白蛋白作为药物的缓释载体，通过去溶剂法制

备包覆阿托伐他汀钙的缓释微球，用无毒的低分子壳聚糖代

替有毒的戊二醛稳定微球
[9]
。

去溶剂法制备载药物缓释微球过程受众多参数影响，实

验探讨主要的影响参数，以期制备出形态好、稳定性高且具

有持续缓释效果的缓释微球。实验根据去溶剂法制备微球相

关实验筛选出 4 个关键的因素，即牛血清白蛋白溶液质量浓

度及 pH 值、阿托伐他汀钙的用量、乙醇添加速度，根据药

物包封率通过正交实验筛选最佳制备条件。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   正交实验设计，对比观察实验。

1.2   时间及地点   实验于 2019 年 4-11 月在山东大学口腔医

学院科研实验室和滨州医学临床医学实验室完成。

1.3   材料

主要试剂与材料：阿托伐他汀钙 ( 美国瑞辉制药公司，

国药准字 J20070060)；牛血清白蛋白、低分子质量 (50 000-
190 000 Da，based on viscosity) 壳聚糖 ( 美国 Sigma 公司 )；

无水乙醇、乙酸 ( 国药制剂 )。

主要仪器与设备：天平及 pH 仪 ( 瑞士 METTLER TOLEDO

公司 )；搅拌器 ( 江苏科析仪器有限公司 )；微量注射泵 ( 深

圳市通力维纳科技有限公司 )；紫外线光分光光度计 ( 日本

Hitachi 公司 )。
1.4   实验方法 

1.4.1   载药微球的制备   将一定量的牛血清白蛋白加入到   

5 mL 去离子水中，然后加入阿托伐他汀钙，调节溶液 pH 值，

在持续连续搅拌下泵入脱溶剂——无水乙醇，继续持续搅拌

混合液，搅拌时间不少于 6 h。
1.4.2   载药微球的稳定   将醋酸稀释成稀醋酸，将 20 mg 低

分子质量壳聚糖加入 20 mL 稀醋酸中配置成质量浓度为 1 g/L

的壳聚糖溶液，以 30 mL/h 的速度加入连续搅拌的牛血清白

蛋白混合溶液中，搅拌过夜。最终悬浊液以 12 000 r/min 高

速转速离心 15 min，收集最终的沉淀，低温冻干备用，冻干

的粉末即壳聚糖稳定的载药微球。

1.4.3   独立变量的优化及选择   

牛血清白蛋白溶液质量浓度对载药微球成球性、包封率

的影响：将一定量的牛血清白蛋白粉剂溶解在 5 mL 去离子

水中，配制成 10，40，70，100 g/L 的牛血清白蛋白溶液；

OBJECTIVE: To optimize the preparation parameters of atorvastatin calcium sustained-release microspheres, to prepare sustained-release microspheres with 
large drug loading and regular morphology. 
METHODS: The bovine serum albumin sustained-release microspheres loaded with atorvastatin calcium were prepared by desolvent method. The main factors 
affected the preparation of the microspheres were screened out. The four key related factors were bovine serum albumin concentration (40, 70, 100 g/L), pH 
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将一定量的阿托伐他汀钙 (300 µg) 加入，搅拌均匀后调节 pH

值至 8；将 20 mL 的乙醇以 1 mL/min 的速度泵入溶液中，搅

拌速度为 600 r/min，用壳聚糖进行稳定，冻干备用。

牛血清白蛋白溶液 pH 值对载药微球成球性、包封率的

影响：在 100 g/L 牛血清白蛋白溶液中加入 300 µg 阿托伐他

汀钙，调节溶液 pH 值分别为 6，7，8，9，调节完成后分别

以 1 mL/min 的速度将 20 mL 无水乙醇泵入溶液中，继续持

续搅拌至少 6 h，用壳聚糖溶液进行稳定，冻干备用。

乙醇添加速度对载药微球成球性、包封率的影响：在

100 g/L 牛血清白蛋白溶液中加入 300 µg 阿托伐他汀钙，调节

溶液 pH 值至 8。将 20 mL 的乙醇泵入溶液中，乙醇的添加速

度设置为 0.2，0.5，1，1.5 mL/min，搅拌速度尽量的快，搅

拌完成后用壳聚糖溶液进行稳定，冻干。

阿托伐他汀钙用量对载药微球载药量、成球性的影响：

将 50，100，200，300，400，500 µg 的阿托伐他汀钙分别

加入搅拌好的 100 g/L 牛血清白蛋白溶液中搅拌均匀，调节

pH 值至 8，将 20 mL 乙醇以 1 mL/min 的速度泵入溶液中，

包覆壳聚糖稳定备用。

根据单因素实验结果，以载药微球包封率为考察指标，

选取影响载药微球成球性、粒径、包封率的牛血清白蛋白质量

浓度、溶液 pH值、乙醇推进速度、阿托伐他汀钙含量 4个因素，

各取 3 个水平，进行 L9(3
4) 正交实验设计，见表 1，以确定载

牛血清白蛋白壳聚糖微球的最佳制备工艺，并进行验证实验。

药物微球形成量；③药物缓释微球的形态及直径。

1.6   统计学分析   计量资料以 x-±s 形式表示。所有数据资料

应用 SPSS 18.0 统计学软件进行处理，数据比较采用单因素

方差分析，P < 0.05 时差异有显著性意义。

2   结果与讨论   Results and discussion 
2.1   载药微球单因素实验结果

2.1.1   牛血清白蛋白溶液质量浓度   将牛血清白蛋白溶液的质

量浓度设置在 10-100 g/L 之间，其他实验条件固定不变。查阅

文献得知，在去溶剂法制作牛血清白蛋白缓释微球的相关实

验中，牛血清白蛋白常用的质量浓度为 10-70 g/L。但此次实

验研究发现，当牛血清白蛋白溶液的质量浓度过低时无法形

成良好形态的微球，同时 70 g/L 的质量浓度也不是极限，大

于 70 g/L 仍然可以形成良好形态、稳定性高的微球，所以将

10 g/L的牛血清白蛋白溶液去除，结果见表 2。各组外观见图 1。

表 1 ｜ L9(3
4) 正交实验因素水平表                                         

Table 1 ｜ Factors and levels in the L9(3
4) orthogonal design

因素 水平

1                                2 3

A 牛血清白蛋白质量浓度 40 g/L 70 g/L 100 g/L
B 溶液 pH 值 7 8 9
C 阿托伐他汀钙用量 200 µg 300 µg 400 µg
D 乙醇添加速度 0.2 mL/min 0.5 mL/min 1 mL/min

1.4.4   载药微球的验证   采用最佳制备工艺制备载药微球。

透射电镜观察：将制备好的微球沉淀收集起来，在冻干

之前保存在 1 mL 的稀释乙醇 ( 体积比 50 ∶ 50) 混合液中，

充分搅拌后取 10 µL 悬浊液用无水乙醇扩大 200 倍，取一滴

扩大液体滴在载碳铜网表面，自然晾干，透射电镜下观察。

观察时多个样本、多部位观察，综合观察结果。

包封率及体外释药曲线： 将载药微球混合液的纯化上

清液收集起来，用紫外线分光光度计 ( 波长为 240 nm) 检测

上清中的阿托伐他汀钙浓度，此部分是未载入的药量，通过

以下公式换算微球包封率。包封率 (%)=( 药物的总质量 - 上

清液中药物的质量 )/ 药物的总质量 ×100%。

将 5 mg 的载药缓释冻干微球浸入含 5 mL PBS 的 15 mL

离心管内，移入 37 ℃、100 r/min 恒温振荡箱中，达到检测

的预定时间取出 1 mL 溶液，测定缓释液中的阿托伐他汀钙

的浓度，同时加入新鲜的PBS 1 mL，计算各时间点累计释放量。

设置 3 个平行组，取 3 组实验结果平均值作为结果。

1.5   主要观察指标   ①载药微球的阿托伐他汀钙包封率；②

表 2 ｜牛血清白蛋白溶液质量浓度对载药微球成球性的影响                                         
Table 2 ｜ Influence of bovine serum albumin concentration on ballability 
of drug loaded microspheres

牛血清白蛋白

溶液质量浓度

成球性

10 g/L 少量微球形成，大部分为微球碎片，微球形态不佳

40 g/L 混合液变浑浊，大量微球形成，微球形态规则

70 g/L 混合液变浑浊，变混速度有所加快，大量微球形成，微球形态良好

100 g/L 混合液变浑浊，近似乳白色，大量微球形成，微球直径增大

2.1.2   pH 值   溶液的 pH 值强烈影响所得到的牛血清白蛋白

纳米粒子尺寸，主要规律是粒子直径随着 pH 值的增大而减

小，表明静电相互作用是控制粒子形成的主要因素。值得注

意的是，溶液 pH 值过小是无法形成微球的，透射电镜显示

形成大的团块样结构，见图 2，所以对 pH 值只研究中性及

碱性的情况。当溶液 pH 值为 7，8，9，10 时的粒径分别为

(473.0±13.6)，(345.0±15.7)，(301.0±14.3)，(220.0±18.3) nm。

2.1.3   乙醇加入速度   有研究发现，乙醇的添加速度影响微球

粒径的均一性
[10]
，乙醇的加入速度即脱水速度决定了过饱和

速率和程度，因此强烈地影响成核速率及颗粒生长，专家更

倾向于减缓添加速度，有相关研究考虑间歇加入乙醇以获得

直径更加均匀的微球
[11]
。牛血清白蛋白纳米颗粒的尺寸均一

性控制对获得一致及理想的生物活性物质的传递性能具有重

要意义。研究发现，减慢乙醇的加入速度更容易获得均一的

微球，并且微球的直径更小、表面更加光滑，结果见表 3所示。

表 3 ｜乙醇加入速度对载药微球成球性及粒径的影响                                         
Table 3 ｜ Effect of ethanol addition rate on the ballability and particle size 
of drug loaded microspheres

乙醇添加速度 微球直径 微球均一性

0.2 mL/min (305.0±15.3) nm 大量微球形成，镜下观察大小均匀表面光滑，

规则圆形

0.5 mL/min (345.0±15.7) nm 大量微球形成，微球形态好，均一性好

1 mL/min (367.0±25.3) nm 大量微球形成，微球表面光滑度下降，为较规

则圆形

1.5 mL/min (389.0±29.3) nm 大量微球形成，微球直径增大，可见直径差异

大的微球
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2.1.4   阿托伐他汀钙的用量   当药物的用量较低时，因为溶

液中药物含量过低，药物包封率欠佳，药物包封率会随着药

物的增加逐渐提高，然而由于牛血清白蛋白的有效负载量有

限，因此当阿托伐他汀钙的用量达到一定量时，即使继续增

加其用量包封率也不会增加。具体结果见图 3。

物缓释，48 h 以后缓释基本平稳，仅仅释放了 73% 的药物，

载药微球中仍然包含 27% 的药物，所以实际的缓释时间长于

48 h，见图 4。该载药微球直径 (425.0±13.8) nm，透射电镜

下观察照片可见微球形态规则，表面光滑，无粘连，效果优异，

见图 5。

图注：该载药微球可以实现长达 48 h
以上的药物缓释，48 h 以后缓释基本

平稳，仅仅释放了 73% 的药物，载药

微球中仍然包含 27% 的药物

图 4 ｜载阿托伐他汀钙牛血清白蛋白

缓释微球的体外药物释放

Figure 4 ｜ In vitro drug release of 

atorvastatin calcium loaded bovine serum 

albumin sustained release microspheres

图注：微球形态规则，表面光滑，无粘连

图 5 ｜载阿托伐他汀钙牛血清白蛋白缓释

微球的透射电镜图像

Figure 5 ｜ Transmission electron microscopic 

image of bovine serum albumin microspheres 

loaded with atorvastatin calcium
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表 4 ｜ L9(3
4) 正交实验结果                                         

Table 4 ｜ Results of L9(3
4) orthogonal design

实验号 A 牛血清白蛋白溶液

质量浓度 (g/L)
B 溶液

pH 值

C 阿托伐他汀

钙用量 (µg)
D 乙醇添加速度

(mL/min)
包封率

(%)

1 40 7 200 0.2 44.3
2 40 8 300 0.5 61.5
3 40 9 400 1 71.2
4 70 7 300 1 67.7
5 70 8 400 0.2 79.6
6 70 9 200 0.5 44.7
7 100 7 400 0.5 85.1
8 100 8 200 1 47.3
9 100 9 300 0.2 66.9
K1 59 65.7 45.3 63.6
K2 63.7 62.8 65.4 63.8
K3 66.4 60.9 78.6 62.1
R 7.4 4.8 33.3 1.5

表注：K1 表示“1”水平所对应的实验指标数值的平均数，K2 表示“2”水平

所对应的实验指标数值的平均数，K3 表示“3”水平所对应的实验指标数值

的平均数，R 表示相应实验指标 K 值的极差

2.2   正交实验结果   根据单因素实验结果，选取影响载牛血

清白蛋白壳聚糖微球成球性及包封率的牛血清白蛋白溶液

的质量浓度及 pH 值、阿托伐他汀钙用量、乙醇添加速度 4

个因素，各取 3 个水平，进行 L9(3
4) 正交实验设计，结果见

表 4。

由正交实验结果可知，这 4 个因素对载药微球包封率的

影响顺序为 C>A> B>D，即阿托伐他汀钙用量 > 牛血清白蛋白

质量浓度 > 溶液 pH 值 > 乙醇添加速度，因此最优工艺组合为 

A3B1C3D1，即牛血清白蛋白溶液质量浓度为100 g/L、pH值为7，

阿托伐他汀钙用量 400 µg，乙醇添加速度 0.2 mL/min。在此

条件下进行验证实验得到的载药微球包封率可达 85.70%。

2.3   验证实验结果   为了验证模型进行了 3 次平行实验，平

均综合指标后载药微球包封率为 85.70%，与预测值基本一致。

体外释放系统显示，该载药微球可以实现长达 48 h 以上的药

图注：A-D 中牛血清白蛋白溶液质量浓度分别为 10，40，70，100 g/L
图 1 ｜不同牛血清白蛋白溶液质量浓度对载药微球成球性的影响

Figure 1 ｜ Influence of bovine serum albumin concentration on ballability 

of drug loaded microspheres

图注：A-E 中溶液的 pH 值分别为 6，7，8，9，10，其中当溶液的 pH
值为 6 时未成球，形成了大的团块样结构

图 2 ｜不同牛血清白蛋白溶液 pH 值对载药微球成球性的影响 ( 透射电

镜，标尺 =0.5 μm)
Figure 2 ｜ Effect of different pH values of bovine serum albumin solution 

on the ballability of drug loaded microspheres (transmission electron 

microscope, scale bars=0.5 μm)

图注：药物包封率会随着药物的增加

逐渐提高，当阿托伐他汀钙的用量达

到 400 µg 时，即使继续增加其用量包

封率也不再增加

图 3 ｜阿托伐他汀钙用量对载药微球

包封率的影响

Figure 3 ｜ Effect of dosage of 

atorvastatin calcium on encapsulation 

efficiency of drug loaded microspheres
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3   讨论   Discussion
与传统支架比较，微球形式的支架具有其独特优势，微

球溶液流动性好，可注射用药，并且能以微创的方式注入骨

缺损区，手术创伤显著降低
[12]
；其次，微球较小的体积和圆

形形态使得它可填充到不规则组织缺损区域
[13]
；再次，微球

一般用生物相容性好的材料制作而成，无毒无害；最后，微

球可携带多种药物、各类蛋白质和丰富的基因，进一步提高

其生物活性
[14]
。实验设计的载阿托伐他汀钙牛血清白蛋白缓

释微球具有上述微球支架的普遍优势，微球冻干后大体观为

粉末状，利于保存及运输
[15]
，使用时可直接填充于骨缺损区

域，也可溶解后注射至相应病变区域，使用简单方便。
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牛血清白蛋白基纳米粒子由于其生物降解性和缺乏毒

性、非免疫原性、水溶性、易于获得而受到相当大的关注，

被广泛应用于蛋白质结合研究和靶向给药应用
[16-17]

。 例如：

白蛋白基纳米粒子的化疗药物紫杉醇，平均粒径为 130 nm，

FDA 于 2005 年批准用于治疗转移性乳腺癌。实验采用牛血

清白蛋白作为制作缓释微球的基质材料是出于两方面的考

虑：一方面利用了其良好的生物相容性，另一方面它也是包

覆药物的良好载体，可负载大量药物并对药物有一定的保护

作用。去溶剂技术是制备白蛋白纳米颗粒最主要和最简单的

方法，实验探究了影响去溶剂过程中的几个关键因素，制备

出了药物包封率高且形态良好的微球，但该制剂是否具有良

好生物相容性还需要进一步的体内外实验证实
[2]
。

实验采用去溶剂法制备了载阿托伐他汀钙牛血清白蛋白

缓释微球，影响去溶剂法制备过程的因素有很多种，实验选

择了可能对微球稳定性及包封率有较大影响的 4 个因素进行

讨论，包括牛血清白蛋白溶液质量浓度及 pH 值、阿托伐他

汀钙的用量及乙醇添加速度。根据实验结果可知，在一定范

围内阿托伐他汀钙的用量对微球包封率起了主要影响作用，

其次是牛血清白蛋白溶液质量浓度及pH值与乙醇添加速度。

实验发现，在一定范围内的阿托伐他汀钙用量对载药微球的

微观结构影响较小，不同药量制备的缓释微球之间其形态、

直径、稳定性均差异较小。此外实验发现，对缓释微球直径

影响较大是牛血清白蛋白溶液的 pH 值
[1]，当溶液 pH 值为

10 时缓释微球直径最低可达到 200 nm 左右，当 pH 值为 7

时微球直径最高可达到 500 nm 左右，直径跨度比较大，同

时溶液 pH 值对药物的包封率影响较小，所以可以适当调节

pH 值来调节缓释微球直径。验证实验表明成功制备出了载

阿托伐他汀钙牛血清白蛋白缓释微球，通过优化参数制备的

微球形态好且稳定性高，药物包封率高达 85.70%，具有明显

的药物缓释效果及药物持续释放特性。

实验研究了去溶剂法制备载阿托伐他汀钙牛血清白蛋白

缓释微球的过程，并进行了制作工艺参数的优化，结果发现，

牛血清白蛋白溶液质量浓度及 pH 值、阿托伐他汀钙的用量、

乙醇添加速度等因素对微球的成球形、稳定性及包封率等影

响较大，通过单因素分析及正交实验选择出了最佳制备参数。

在最佳参数值下制作的载药微球包封率高达 85.70%，形态规

则且稳定性好，在体外能够实现药物持续缓慢释放，为进一

步实验提供了参数参考。
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