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  摘要:口服给药具有方便、安全、患者依存性强等优势,是理想的给药途径,但蛋白类药物在口服过程中易

被胃酸及蛋白酶分解而失活,导致生物利用度较低。本实验设计了一种药物载体,用于蛋白类药物口服给药,

解决了蛋白类药物在胃肠道中易失活的问题。以葡萄糖氧化酶为蛋白药物模型,通过在蛋白质表面原位自由

基聚合反应制备葡萄糖氧化酶纳米微囊,低温干燥后研磨成粉末封装在胶囊中。以羟丙甲纤维素为原料,通过

酯化反应制备醋酸羟丙甲纤维素琥珀酸酯,将其作为肠溶包衣材料对以上胶囊进行包衣,得到肠溶胶囊。通过

模拟胃肠道内的环境,对肠溶胶囊进行体外释放实验及蛋白活性测试。结果显示,在胃液环境下,该肠溶胶囊

2h内不溶解,且胶囊内的葡萄糖氧化酶保持较高活性;在肠液环境下,肠溶胶囊溶解,被纳米微囊包载的葡萄

糖氧化酶活性明显高于游离态葡萄糖氧化酶。以上实验结果证明了该载药体系可以解决口服蛋白类药物在胃

肠道中易被胃酸及蛋白酶分解而失活的问题。
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随着生物医药的发展,越来越多具有药理活性的蛋白质及多肽分子被发现,如胰岛素[1]、单克隆抗

体[2]、疫苗[3]等,在激素调节[1]、抗肿瘤[4]、抗病毒[5]等治疗领域发挥着重要作用,成为现代医药的重要组

成部分。目前,临床应用过程中蛋白类药物以注射给药途径为主。由于长期注射存在易过敏、易感染,患
者依存性差等问题[6],因此对蛋白类药物非注射给药途径的研究意义重大。口服给药方式具有方便、安
全、无痛、患者依存性强、吸收面积大等优势,是理想的给药方式[7]。但蛋白类药物口服给药方式面临诸

多问题,例如,胰岛素或尼妥珠单克隆抗体等蛋白质类药物在小肠内可以通过细胞旁路或跨细胞运转途

径被小肠吸收,进入血液经肝脏循环到全身[8,9],但是口服过程中胃肠道内丰富的蛋白酶(如胃蛋白酶、胰
蛋白酶)以及胃中低pH环境会导致蛋白质失活[10,11],这使得药物生物利用度较低。因此,本研究拟制备

一种蛋白质口服载体解决蛋白类药物在胃肠道中易失活的问题。
为解决蛋白类药物口服过程中被蛋白酶水解的问题,通常的方法有直接对蛋白质进行结构修饰增强

药物的抗酶解性[12];使用蛋白酶抑制剂抑制胃肠道中蛋白酶活性[13];借助纳米粒子载体保护蛋白类药

物[14]。其中,修饰后的蛋白质活性通常降低[15],长期使用酶抑制剂会造成不可逆的黏膜损伤和胃肠道消

化紊乱[16],而纳米粒子载体因其尺寸小、易吸收、体内稳定性好等优点,成为蛋白质口服载体研究的重要

方向[17~19]。Lowe等利用异氰酸氰基丙烯酸异丁酯(IBCA)在水中易在辛酸癸酸甘油三酯表面发生聚合

反应的原理,制备聚合物纳米粒子包载降钙素,利用三氯乙酸(TCA)沉淀法,证明了与游离态降钙素相

比,包载后的降钙素在肠液中的酶解速度明显下降[20]。Han等用甜菜碱(PCB)与1,2-二硬酯酰-SN-甘
油-3-磷酰乙醇胺(DSPE)偶联反应后封装胰岛素得到两性离子胶束,研究发现制备的胶束在肠液中结构

保持稳定,且胰岛素保持较高活性,并成功克服了小肠黏液和上皮细胞等生理屏障,提高了口服胰岛素的

生物利用度[21]。虽然有上述研究,但目前对于蛋白类药物口服给药纳米载体的研究仍十分有限。Han
等以2-甲基丙烯酰氧基乙基磷酰胆碱(MPC)为单体,制备纳米微囊包裹尼妥珠单克隆抗体,提升其在体

内的稳定性。在实验过程中发现,在37℃下,与胰蛋白酶孵育120min后,纳米微囊包载的单克隆抗体活

性仍具备80%的活性,而未包载的单克隆抗体活性几乎完全消失,这说明纳米微囊提高了单克隆抗体的
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抗酶解能力[22],但实验所用的单体 MPC所形成的聚合物因为磷酰胆碱的存在,对细胞内吞有抑制作用,
不利于蛋白质在小肠中的吸收[23]。Liu等以丙烯酰胺(AAM)、N-(3-氨基丙基)甲基丙烯酸盐(APM)为
单体,二甲基丙烯酸乙二醇酯(EGDMA)为交联剂包载miRNA,得到的纳米微囊可以通过细胞内吞进入

细胞内部并降解,但并未研究纳米微囊能否提高蛋白质的抗酶解性[24]。受上述研究启发,以丙烯酰胺作

为单体制备纳米微囊包载蛋白质,有望解决蛋白类药物在胃肠道内被蛋白酶水解的问题。
针对蛋白类药物在胃液低pH环境下易失活的问题,常用的方法是利用肠溶包衣材料对药物包衣。

肠溶包衣材料是一种在胃液环境中不溶,小肠液环境中迅速溶解的包衣材料,其形成的包衣膜可以使易

水解或易酶解的活性药物在酸性强、酶丰富的胃液中保持完好无损,并在小肠液中迅速释放[25~27]。其特

殊机制在于不同pH环境中肠溶包衣材料溶解性不同,即在低pH环境中(pH=1~3)聚合物溶解度低,
防止药物溶出,在较高pH环境中(pH=4~7)聚合物溶解并释放药物[28]。醋酸羟丙甲纤维素琥珀酸酯

(HPMCAS)是以羟丙甲纤维素(HPMC)为原料,与醋酸酐、丁二酸酐酯化而得,具备良好的pH敏感性

(pH为4.5~6.5的溶液中溶解)、成膜性和无毒性,是一种理想的肠溶包衣材料[29]。因此,本文以

HPMCAS作为肠溶包衣材料制备肠溶胶囊,提高蛋白质类药物口服载体的耐酸能力,解决蛋白类药物在

胃液低pH环境下易失活的问题。
本实验拟设计一种药物载体用于蛋白质药物口服给药,解决蛋白质药物在胃肠道中易失活的问题,

提高其生物利用度。首先,以葡萄糖氧化酶(GOD)为模型蛋白,AAM、APM 为单体,EGDMA为交联剂

(如图1所示),单体和交联剂通过静电力和氢键的相互作用围绕在蛋白质分子周围(步骤Ⅰ),在引发剂

的作用下,在蛋白质表面发生原位自由基聚合形成聚合物网络(步骤Ⅱ),制备纳米微囊,低温干燥后,研
磨成粉末放入胶囊中(步骤Ⅲ)。然后以 HPMC为原料,合成 HPMCAS,以 HPMCAS为包衣材料对以

上胶囊进行包衣制得肠溶胶囊(步骤Ⅳ)。该肠溶胶囊在胃道中将保持不溶(步骤Ⅴ),保护内部纳米微囊

通过胃液,在肠液中溶解,释放出纳米微囊(步骤Ⅵ),纳米微囊在肠液中保持结构稳定,葡萄糖氧化酶仍

具备较高活性。该药物载体能够同时解决口服蛋白类药物在胃肠道中易被胃酸和蛋白酶分解的问题。

图1 蛋白质口服载药体系的制备及在胃肠道内的模拟示意图
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1 实验部分

1.1 试剂与仪器

葡萄糖氧化酶(Glucose
 

Oxidase,酶活性为340UI/mg)、N-(3-氨基丙基)甲基丙烯酸盐(N-(3-
Aminopropyl)

 

methacrylamide
 

hydrochloride)、二 甲 基 丙 烯 酸 乙 二 醇 酯 (Ethyleneglycol
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dimethacrylate)、辣根过氧化氢酶(Horseradish
 

peroxidase,酶活性为≥200UI/mg),购自天津希恩思生

化科技有限公司;丙烯酰胺(Acrylamide)、β-D葡萄糖(β-D-Glucose),购自上海阿拉丁生化科技股份有限

公司;过硫酸铵(Ammonium
 

persulphate)、四甲基乙二胺(N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine),
购自Sigma试剂公司;羟丙甲纤维素(Hydroxypropyl

 

methylcellulose),购自湖州展望药业有限公司;丁
二酸酐(Succinic

 

anhydride),购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司;乙酸酐(Acetic
 

anhydride)、冰乙酸

(Acetic
 

acid)、无水乙酸钠,购自天津市元立化工有限公司。未特殊说明的药品与试剂均为分析纯级别,
按照药品说明使用。

超低温冷冻干燥机(SCIENTZ-12N 型,中国宁波新芝生物 科 技 有 限 公 司);液 体 核 磁 共 振 仪

(400MHz型,德国布鲁克科技有限公司);傅里叶变换红外光谱(IS10型,中国赛默飞世尔科技有限公

司);纳米粒度及Zeta电位仪(Nano
 

ZS型,英国马尔文仪器有限公司);紫外可见分光光度计(A360型,
中国上海翱艺仪器有限公司);多功能酶标仪(ELx800,美国博腾仪器有限公司);共聚焦显微镜

(FV1200,A1R+,日本尼康仪器有限公司)。

1.2 肠溶胶囊的合成及表征

1.2.1 葡萄糖氧化酶纳米微囊的制备 将10mg
 

GOD溶于1mL蒸馏水,配置GOD溶液。按表1中的

比例向溶液中依次加入单体 APM、AAM 和生物可降解交联剂EGDMA,搅拌后加入引发剂过硫酸铵

(APS)和催化剂四甲基乙二胺(TEMED),在4℃条件下避光反应2h。反应结束后在20mmol/L的磷酸

缓冲液中透析24h,即获得葡萄糖氧化酶纳米微囊(n(GOD))。

表1 制备纳米微囊各成分的原料比

Table
 

1 The
 

material
 

ratio
 

of
 

each
 

component
 

in
 

the
 

preparation
 

of
 

nanocapsules

试剂 GOD APM AAM EGDMA APS TEMED

摩尔比 1 500 5500 100 600 600

1.2.2 肠溶包衣材料HPMCAS的制备 在三口烧瓶中依次加入10g
 

HPMC和50mL冰乙酸,70℃下

搅拌1h左右完全溶解。加入适量乙酸酐、丁二酸酐和无水乙酸钠,升温至85℃反应3h。反应结束后用

15mL去离子水和2mL浓盐酸终止反应。将反应物倾入过量的去离子水中并搅拌,得到白色絮状物。
过滤后用去离子水洗涤至pH值大于5.0,干燥后研磨成粉末得到HPMCAS粉末。

1.2.3 肠溶胶囊的制备 将纳米微囊置于冻干机中24h,干燥后研磨成粉末,封装在胶囊内;取0.5g
 

HPMCAS粉末溶于10mL乙醇/二氯甲烷混合溶剂(体积比1∶1),配成5%包衣液,对胶囊进行包衣,即
得肠溶胶囊,记为HPMCAS-Caps-n(GOD),将未包衣的胶囊记为Caps-n(GOD)。

1.3 葡萄糖氧化酶纳米微囊的表征

用移液枪取150μL透析后的GOD及n(GOD)加入微量皿中,采用激光粒度仪对纳米微囊的粒径进

行测试;用移液枪分别取500μL透析后的GOD和n(GOD)加入样品池中,插入电极,采用激光粒度仪对

纳米微囊的电位进行测试;用三羟甲基氨基甲烷、乙酸和乙二胺四乙酸组成的缓冲液(TAE缓冲液)配制

得到0.7%的琼脂糖,加热煮沸至澄清透明,稍待冷却后,移入电泳槽内至琼脂糖凝胶凝固,分别取GOD
和n(GOD)样品20μL与4μL甘油混合均匀后加入凝胶孔中,在电压为120V、电位为400mA的条件下

电泳15min,根据紫外分析仪激发波长在观察纳米微囊所处的条带位置。

1.4 HPMCAS结构表征

采用傅里叶红外光谱仪的透射模式对 HPMCAS粉末样品进行测试,取适量粉末样品与溴化钾

(KBr)以1∶100的质量比例混合后压片进行红外分析,扫描波数为4000~350cm-1,扫描32次。将

HPMCAS粉末样品干燥后溶于氘代二甲基亚砜(DMSO-d6),采用核磁共振波谱仪在室温下测定样品的

核磁共振氢谱图。
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1.5 肠溶胶囊在胃液中的溶解及蛋白活性测试

为了验证肠溶胶囊的耐酸性,取适量纳米微囊粉末分别封装于肠溶胶囊和未包衣胶囊内,将肠溶胶

囊和未包衣胶囊分别置于人工胃液中[30],2h后观察胶囊的溶解情况。

2h后取出胶囊,溶于磷酸缓冲液。利用辣根过氧化物酶法测试蛋白质活性[31],实验步骤如下:取适量

邻联茴香胺甲醇溶液、葡萄糖液、辣根过氧化氢酶溶液、混匀,30℃下放置5min,加入葡萄糖氧化酶溶液

0.1mL。在波长460nm处立即读数,3min后再次读数,两次吸光度差记作ΔA,将游离态葡萄糖氧化酶在磷

酸缓冲液中(pH=7)的活性X0 记为100%,根据公式(1)计算葡萄糖氧化酶相对活性并进行比较。

Enzyme
 

activity(%)=
Xsample

X0
×100%=

ΔAsample

ΔA0
×100% (1)

  式中,Xsample 代表实验组GOD或n(GOD)活性;X0 代表游离态葡萄糖氧化酶溶于磷酸缓冲液中的

活性;ΔAsample 代表实验组GOD或n(GOD)反应前后吸光度的差值;ΔA0 代表游离态葡萄糖氧化酶溶于

磷酸缓冲液中反应前后吸光度的差值。

1.6 肠溶胶囊在肠液中的释放及蛋白活性测试

为了探究肠溶胶囊能否在肠液内释放。取适量FITC荧光标记的纳米微囊粉末封装于肠溶胶囊中,
置于人工肠液(pH=6.8)中[32],观察肠溶胶囊的溶解情况,并每隔一段时间取100μL溶液置于96孔板

中,并补充介质溶液保证溶液总体积不变,在485~518nm处用酶标仪测定荧光强度,通过计算得到累计

释放率。
为了测试纳米微囊在肠液中的结构稳定性,取适量纳米微囊封装于肠溶胶囊中,置于人工肠液

(pH=6.8),待纳米微囊溶解后,在0~16h之间每隔2h取150μL溶液加入微量皿中,采用激光粒度仪对

纳米微囊的粒径进行测试。
为测试纳米微囊对葡萄糖氧化酶在肠液中的活性影响,取适量n(GOD)粉末溶于含有胰蛋白酶的人

工肠液中,作为实验组溶液,相同质量的GOD溶于含胰蛋白酶的人工肠液中,作为对照组溶液。在0、4、

8、12、16h时利用1.5节的方法测试蛋白活性并进行比较。

1.7 细胞毒及细胞内吞测试

蛋白质纳米微囊通过胃肠道酶和酸的生理屏障之后,将被小肠上皮细胞摄取,从而参与体内循环。
在肠道摄取过程中,纳米微囊是否影响到肠上皮细胞的正常生长,以及是否能被上皮细胞吸收,是评价纳

米微囊作为蛋白质类药物口服给药载体的重要内容。
采用CCK-8法进行细胞毒性实验,选取人结直肠腺癌细胞(Caco-2细胞)来模拟人体小肠上皮细

胞[33],进行细胞毒性及细胞摄取实验,将Caco-2细胞接种于96孔板中,分为空白孔、1.5×10-5、3.0×
10-5、1.5×10-4、3.0×10-4、1.5×10-3mol/L的纳米微囊共6组,每组各6个孔,每孔约5×103 个细胞,
加入200μL培养基。37℃,5%

 

CO2 培养箱中过夜,分别换为含有不同纳米微囊浓度的培养基,继续培养

72h。吸去各孔内培养基,每孔中加入100μL浓度为10%的CCK-8增强型溶液,放入CO2 培养箱孵育1h,
用多功能酶标仪检测每孔溶液在450nm处的吸光度,计算各组细胞的存活率。

为验证纳米微囊能否被小肠上皮细胞摄取,将Caco-2细胞接种于铺有细胞爬片的六孔板中,每孔约

105 个细胞。每孔加入FITC标记的纳米微囊,使其浓度为1mg/mL,在37℃下孵育4h。孵育结束后除

去培养基,用PBS缓冲液清洗除去细胞表面的纳米微囊。每孔加入用10μg/mL
 

DAPI染核5min。PBS
缓冲液清洗干净后,用防淬灭的封片剂封片。用荧光共聚焦显微镜观察。

2 结果与讨论

2.1 葡萄糖氧化酶纳米微囊的表征

纳米微囊制备过程中,单体AAM和APM吸附在BSA表面,在引发剂APS作用下发生自由基聚合

反应,通过EGDMA的交联作用在BSA表面形成网状壳层。体系中EGDMA不溶于PB缓冲液,为避免

·07·        高  分  子  通  报 2022年5月 



10.14028/j.cnki.1003-3726.2022.05.008

体系发生聚沉,反应过程中应充分涡旋振荡使体系分散,并在4℃搅拌条件下进行,使 AAM、APM 及

EGDMA等能够均匀地分布在BSA周围,以得到尺寸均一的纳米微囊。
图2(a)是GOD及被纳米微囊包载后经纳米粒度及Zeta电位仪测试得到的粒径。溶解在磷酸缓冲

液中的GOD粒径在6~20nm范围内,经过纳米微囊成功包载后粒径可增至10~70nm之间。图2(b)是

GOD及n(GOD)经纳米粒度及Zeta电位仪测试得到的电位,GOD在磷酸缓冲溶液中电位为负性,在经

纳米胶囊的包埋后,其表面负电性被聚合物壳层所包埋屏蔽,体系呈中性电位并具有微正电性,这主要是

由于APM单体上的NH2 在磷酸缓冲液中质子化形成阳性粒子,使得微囊表面显示微弱的正电性。
图2(c)是GOD及被纳米微囊包载后琼脂糖凝胶电泳测试结果。GOD在TAE缓冲液中表面呈负

电性,加入琼脂糖凝胶进行电泳时会离开加样孔并向正极移动,GOD在经纳米微囊包载后,其表面负电

性被聚合物壳层所包埋屏蔽,同时APM 正电性单体的加入会中和一部分负电荷,使得整体的负电性减

弱,加入琼脂糖凝胶进行电泳时会滞留在孔中,并且少部分样品向负极移动。结合电位测试、粒度测试及

琼脂糖凝胶电泳的结果,证明GOD被成功包载在纳米微囊内部。

图2 a.葡萄糖氧化酶及纳米微囊粒度分布;b.葡萄糖氧化酶及纳米微囊电位;c.葡萄糖氧化酶及纳米微囊琼脂糖凝胶电泳

Figure
 

2 a.
 

The
 

size
 

distribution
 

of
 

GOD
 

and
 

n(GOD);
 

b.
 

The
 

potential
 

distribution
 

of
 

GOD
 

and
 

n(GOD);
 

c.
 

The
 

agarose
 

gel
 

electrophoresis
 

of
 

GOD
 

and
 

n(GOD)

2.2 HPMCAS的结构表征

HPMC的分子链上有大量活性端羟基,通过乙酸酐和丁二酸酐对其酯化得到 HPMCAS,酯化反应

式如图3(a)所示。图3(b)是HPMC与HPMCAS颗粒在4000~400cm-1 波数范围内的红外光谱图,通
过对比两者的红外曲线可以看出,HPMCAS在1739cm-1 处出现了很强的吸收峰,归属于酯基和羧基的

羰基(C O)伸缩振动峰;1057cm-1 处的吸收峰归属于酯基和羧基的C—O伸缩振动峰,这两处峰说明

HPMCAS中存在酯基。此外,HPMCAS颗粒的其余吸收峰与 HPMC类似,未发生明显的位置或强度

变化,说明该反应未改变HPMC的其它化学基团。
图3(c)为HPMC与HPMCAS颗粒的核磁共振氢谱图。2.5ppm处为DMSO-d6 的溶剂峰,a处羟
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丙氧基上的甲基氢的峰,b处为羟丙氧基酯化后的甲基氢的峰,HPMCAS颗粒在a处的峰强略有降低且

在b处出现新峰,说明 HPMC的羟丙氧基与酸酐发生了酯化反应;c处为丁二酰基的亚甲基和乙酰基的

甲基氢的峰;d处为甲氧基上甲基氢的峰和水峰;e处为亚甲基氢的峰;f为羧基氢的峰,由于羧基氢属于

活泼氢,本文选择了能与醇羟基形成稳定氢键的DMSO-d6 作为溶剂并且测试前已将样品干燥,因此可

以观察到此峰的存在,说明了HPMCAS含有可降解的端羧基。综上所述,通过结合红外光谱与核磁氢

谱可以确定合成产物为目标产物HPMCAS,并根据峰面积的比值求出丁二酰基的取代度为6.8%,乙酰

基取代度为13.6%。

图3 a.
 

HPMCAS的合成反应式及其化学结构;b.
 

HPMC与 HPMCAS颗粒的红外光谱图;

c.
 

HPMC与 HPMCAS颗粒的核磁氢谱图

Figure
 

3 a.
 

The
 

reaction
 

scheme
 

and
 

chem
 

structure
 

of
 

HPMCAS;
 

b.
 

The
 

FTIR
 

spectra
 

of
 

HPMC
 

and
 

HPMCAS
 

particles;
 

c.
 

The
 

1H-NMR
 

spectra
 

of
 

HPMC
 

and
 

HPMCAS
 

particles

2.3 肠溶胶囊在胃液中溶解情况及蛋白活性测试

中国药典规定肠溶包衣膜在胃液中2h内不溶解,即可达到标准。图4(a)为未包衣的胶囊在胃液中

的溶解照片,可以观察到,放置胃液2h后,胶囊已经溶解。图4(b)为肠溶胶囊刚刚放入胃液中与放入2h
后的照片。放置胃液2h后,肠溶胶囊未溶解,符合中国药典所规定的标准,在胃液中可以起到保护蛋白

质的作用。
对葡萄糖氧化酶在胃酸中的活性进行检测,原理如下:葡萄糖氧化酶分解β-D葡萄糖生成过氧化氢,

过氧化氢在辣根过氧化物酶作用下使邻联茴香胺发生变色反应,紫外-可见光吸收光在460nm处吸光度

会增加。葡萄糖氧化酶活性越高,吸光度增加量越大,且活性与吸光度增加量成正相关。将 GOD、

n(GOD)、Caps-n(GOD)及HPMCAS-Caps-n(GOD)分别置于人工胃液中,在0h和2h利用辣根过氧化

物酶法分别测定蛋白活性进行对比。如图4(c)所示,GOD、n(GOD)和Caps-n(GOD)内的GOD溶于胃

液2h后完全失活,说明蛋白质在胃液中及易失活,同时说明在胃液中纳米微囊和普通胶囊对蛋白质并无

保护作用。而封装在肠溶胶囊中的GOD在胃液中受影响较小,仍具备较大活性,这说明肠溶包衣可以

有效避免胃酸对蛋白类药物的破坏作用,从而保护蛋白类药物顺利通过胃部。

2.4 肠溶胶囊在肠液中的释放及蛋白活性测试

中国药典规定,肠溶包衣材料在肠液中需要在1h内溶解。如图5(a)所示,20min时,肠溶胶囊已完

全溶解,符合中国药典对肠溶包衣材料的标准。胶囊溶解后,纳米微囊开始溶解,如图5(b)所示,2h内的

蛋白质药物累计释放率可达到61.7%,具备快速释放能力,在6h释放率可达到85%以上,且最终释放率
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图4 a.未包衣胶囊在胃液中的溶解情况;b.肠溶胶囊在胃液中的溶解情况;

c.
 

GOD、n(GOD)、Caps-n(GOD)及 HPMCAS-Caps-n(GOD)在胃液中的活性

Figure
 

4 a.
 

Dissolution
 

of
 

uncoated
 

capsules
 

in
 

gastric
 

juice;
 

b.
 

Dissolution
 

of
 

enteric-coated
 

capsules
 

in
 

gastric
 

juice;
 

c.
 

Activity
 

of
 

GOD,
 

n(GOD),
 

Caps-n(GOD)and
 

HPMCAS-Caps-n(GOD)
 

in
 

gastric
 

juice

图5 a.肠溶胶囊在肠液中的溶解情况;b.肠溶胶囊在肠液中的释放曲线;

c.纳米微囊在肠液中的粒径;d.葡萄糖氧化酶及其纳米微囊在肠液中的活性

Figure
 

5 a.
 

Dissolution
 

of
 

enteric-coated
 

capsules
 

in
 

intestinal
 

juice;
 

b.
 

Release
 

curve
 

of
 

enteric-coated
 

capsules
 

in
 

intestinal
 

juice;
 

c.
 

Size
 

of
 

nanocapsules
 

in
 

intestinal
 

juice;
 

d.
 

Activity
 

of
 

GOD
 

and
 

n(GOD)
 

in
 

intestinal
 

juice
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可达到97%。
肠溶胶囊溶解后,包载蛋白质的纳米微囊8h基本溶于肠液,溶液在小肠处平均停留时间为3~4h,

最长可达到8h[34]。因此,纳米微囊结构需要在16h内保持稳定,才能有效保护蛋白类药物的活性。
图5(c)为纳米微囊在人工肠液中粒径的测试,纳米微囊溶于肠液16h内,其粒径基本保持不变,说明纳

米微囊在肠液中16h内结构保持稳定。
如图5(d)所示,游离态GOD在含有胰蛋白酶的人工肠液中活性下降的较快,12h活性已下降至

50%以下,16h后活性下降至34%。而包载纳米微囊的GOD在12h仍具备80%的活性,16h具备73%
的活性。这说明纳米微囊包载后的蛋白质可以有效避免被胰蛋白酶水解,保持较高活性。这是因为纳米

微囊表面致密的网状结构可以阻止大分子物质(如胰蛋白酶)进入纳米微囊内部,避免了蛋白酶与中心蛋

白的接触,从而提高了蛋白质的抗酶解性。

2.5 细胞毒性及内吞实验

采用Caco-2细胞对纳米微囊细胞毒性进行研究,如图6(a)所示,纳米微囊的浓度由15nmol/L增大

到1500nmol/L时,细胞存活率仍达到85%以上,说明合成的纳米微囊毒性较低。这是由于纳米微囊制

备完成后,置于透析袋中透析48h,将有机溶剂DMSO、未反应的小分子以及低聚物透析除去,在体系中

只剩下纳米微囊表面的高分子聚合物PAAM。这说明,纳米微囊是一种生物相容性良好的药物载体,口
服过程中对小肠上皮细胞损伤较低。

图6 a.
 

Caco-2细胞与n(GOD)培养72h后的细胞活性;b.
 

Caco-2细胞与标有FITC的

纳米微囊孵育4h后的荧光共聚焦观察结果

Figure
 

6 a.
 

Viability
 

of
 

Caco-2
 

cells
 

at
 

various
 

concentrations
 

of
 

n(GOD)
 

for
 

72h;
 

b.
 

Fluorescence
 

confocal
 

observation
 

of
 

Caco-2
 

cells
 

and
 

FITC-labeled
 

nanocapsules
 

after
 

incubation
 

for
 

4h

图6(b)是Caco-2细胞在含有FITC标记的纳米微囊的培养基中孵育4h的激光共聚焦图。从图中

看到细胞核被DAPI染色后在激发光照射下,呈蓝色,FITC在激光照射下呈绿色。与对照组相比,实验

组细胞核周围有绿色荧光,说明纳米微囊可以被Caco-2细胞摄取。

3 结论

本实验设计了一种药物载体用于蛋白质药物口服给药,解决了蛋白质药物在胃肠道中易失活的问

题。以GOD为蛋白药物模型,AAM为单体,EGDMA为交联剂,成功制备了n(GOD)。以 HPMC为原

料,乙酸酐、丁二酸酐为酯化剂,制备了 HPMCAS。将冷冻干燥后的n(GOD)粉末封装在胶囊中,用

HPMCAS对该胶囊包衣,得到肠溶胶囊。肠溶胶囊在胃液中2h内不溶解,且葡萄糖氧化酶活性不受影

响,达到了肠溶包衣材料的标准,解决了蛋白质在胃液中失活的问题。在肠液中,肠溶胶囊20min即可完

全溶解,6h后,n(GOD)已基本溶解在肠液中,且经纳米微囊包载后的GOD溶于肠液16h后,仍有73%
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活性,明显高于游离态葡萄糖氧化酶,解决了蛋白质在肠液中易被酶解的问题。用Caco-2细胞模拟人体

小肠上皮细胞,验证了口服给药载体对上皮细胞细胞损害较低,且能被上皮细胞吸收,生物相容性良好。
以上实验证明了该口服给药载体能够同时解决蛋白类药物在胃液低pH环境中易变性失活和在肠道内

被胰蛋白酶水解失活的问题,有望推动蛋白类药物口服给药途径的发展。
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300350,China)

Abstract:Oral
 

administration
 

has
 

the
 

advantages
 

of
 

convenience,
 

safety,
 

and
 

strong
 

patient
 

dependence
 

which
 

is
 

an
 

ideal
 

route
 

of
 

administration.
 

However,
 

protein
 

drugs
 

are
 

easily
 

degraded
 

by
 

gastric
 

acid
 

and
 

protease
 

during
 

oral
 

administration
 

resulting
 

in
 

low
 

bioavailability.
 

In
 

this
 

paper,
 

a
 

drug
 

carrier
 

was
 

designed
 

for
 

oral
 

administration
 

of
 

protein
 

drugs,
 

which
 

solved
 

the
 

problem
 

that
 

protein
 

drugs
 

were
 

easily
 

inactivated
 

in
 

the
 

gastrointestinal
 

tract.
 

Glucose
 

oxidase
 

nanocapsules
 

were
 

prepared
 

by
 

in-situ
 

free
 

radical
 

polymerization
 

on
 

the
 

surface
 

of
 

the
 

protein
 

using
 

glucose
 

oxidase
 

as
 

a
 

protein
 

drug
 

model,
 

and
 

the
 

nanocapsules
 

were
 

grounded
 

into
 

powder
 

and
 

encapsulated
 

in
 

the
 

capsul
 

after
 

dried
 

at
 

low
 

temperature.
 

Hypromellose
 

was
 

used
 

as
 

a
 

raw
 

material
 

to
 

prepare
 

hypromellose
 

acetate
 

succinate,
 

which
 

was
 

used
 

as
 

an
 

enteric
 

coating
 

material
 

to
 

coat
 

the
 

above-mentioned
 

capsules
 

to
 

obtain
 

enteric
 

capsules.
 

By
 

simulating
 

the
 

environment
 

in
 

the
 

gastrointestinal
 

tract,
 

in
 

vitro
 

release
 

experiments
 

and
 

activity
 

tests
 

were
 

performed.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

enteric-coated
 

capsule
 

did
 

not
 

dissolve
 

within
 

2h
 

under
 

the
 

environment
 

of
 

gastric
 

juice,
 

and
 

the
 

glucose
 

oxidase
 

in
 

the
 

capsule
 

maintained
 

high
 

activity.
 

Under
 

the
 

environment
 

of
 

intestinal
 

juice,
 

the
 

enteric-coated
 

capsule
 

was
 

dissolved
 

and
 

the
 

activity
 

of
 

the
 

glucose
 

oxidase
 

encapsulated
 

by
 

the
 

nanocapsules
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

free
 

glucose
 

oxidase.
 

The
 

above
 

experimental
 

results
 

proved
 

that
 

the
 

drug-carrying
 

system
 

could
 

solve
 

the
 

problem
 

that
 

oral
 

protein
 

drugs
 

were
 

easily
 

decomposed
 

by
 

gastric
 

acid
 

and
 

protease
 

in
 

the
 

gastrointestinal
 

tract
 

and
 

became
 

inactivated.
Key

 

words:Protein
 

drugs;
 

Oral
 

administration;
 

Nanocapsules;
 

Hypromellose
 

succinate;
 

Protein
 

activity
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