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　　摘要:壳聚糖是唯一天然碱性氨基多糖 ,它具有良好的生物相容性 、低毒性和生物可降解性 , 是制备微球的

良好材料。本文综述了近年来国内外壳聚糖微球的制备方法 ,如喷雾干燥法 、乳化交联法 、逐层自组装法 、界面

聚合法 、溶剂蒸发法以及离子凝胶法 ,分析了不同制备方法的优点及不足。壳聚糖微球不仅可作为固定化酶或

细胞的载体 , 而且是一种具有广泛应用前景的新型药物载体 , 本文还对壳聚糖微球在固定化酶或细胞和包埋药

物领域的应用进行了概述。
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微球能保护包埋物免受外界环境影响 ,以及屏蔽味道 、颜色或气味 ,降低挥发性和毒性 ,控制可持续

释放等多种作用。近年来 ,微球已被广泛应用于生物 、医药和食品等多个领域[ 1 ～ 2] 。壳聚糖(CS)是经甲

壳素脱乙酰化的线性高分子 ,是唯一天然碱性氨基多糖 ,具有良好的生物相容性 、低毒性 、生物可降解性 ,

有抗菌 、防腐 、止血和促进伤口愈合等特殊功能和抗酸 、抗溃疡的能力 ,可阻止或减弱药物在胃中的刺激

作用 ,是制备微球的良好材料 ,在生物医学
[ 3]
、药学

[ 4 ～ 8]
以及固定酶或细胞

[ 9 ～ 10]
领域倍受专家青睐 。壳聚

糖作为药物载体 ,具有控制药物释放 、延长药物疗效 、降低药物毒副作用 、提高疏水性药物对细胞膜的通

透性 、增强药物稳定性及改变给药途径等特点 ,是一种新型药物制剂辅料;壳聚糖作为固定化酶的载体 ,

其机械性能良好 、化学性质稳定 、耐热性强 ,特别是分子中含有氨基 ,容易和蛋白质或酶结合 ,可络合金属

离子 ,使酶免受金属离子的抑制;另外 ,壳聚糖来自于生物体 ,细胞毒性极低 、亲和性好 、安全性高 ,是固定

细胞的良好材料。因此 ,近几年壳聚糖微球的制备和应用成为研究的热点 。本文主要介绍了喷雾干燥 、

乳液交联 、逐层自组装 、界面聚合等多种制备壳聚糖微球的方法及其在生物医药等领域的应用。

1　壳聚糖微球的制备

1.1　喷雾干燥法

喷雾干燥法是工业中制备壳聚糖微球较广泛的方法之一 ,此方法是以热气流干燥雾化液滴为基础

的 。图 1为喷雾干燥法工艺流程[ 11] ,首先将壳聚糖溶于酸性水溶液中 ,再将其它药物溶解或分散于该壳

聚糖溶液 ,加入合适的交联剂 ,然后进入喷雾干燥器雾化 ,形成小液滴 ,溶剂瞬间蒸发可形成自由流动的

粒子 。微球的粒径取决于喷嘴的直径 、喷雾流率 、雾化压力 、入口温度和交联程度等因素。Cevher 等[ 12]

以壳聚糖微球装载不同质量的盐酸万古霉素 ,将壳聚糖溶于 1%(v/v)酸溶液得到 0.5%(w/v)浓度的聚

合物溶液 ,再将不同质量的盐酸万古霉素分散至该聚合物溶液中 。然后将配制好的溶液进行喷雾干燥 ,

其过程工艺参数为:入口温度 130±2℃,出口温度 90±2℃,喷雾流率 600NL/h ,喷嘴直径 0.5mm 。装载

盐酸万古霉素的壳聚糖微球可以持续的保持药效。He 等[ 13]制备壳聚糖微球时也采用了喷雾干燥法 ,将

配制好的壳聚糖水溶液与一定比例的戊二醛水溶液混合均匀 ,然后进行喷雾干燥 ,所用的喷嘴规格为

0.5mm ,入口温度与喷雾流率分别为 160℃和 6mL/min ,所制备出的壳聚糖微球的粒径在 3 ～ 12μm 之

间 。Williams等
[ 1 4]
在酸中配制一定比例的壳聚糖溶液 ,加入交联剂 ,调整参数:喷嘴直径 0.3mm ,入口 、

出口温度分别为 142±3℃、84±3℃,空气流量始终保持在 450N L/h 。Shi等
[ 15]
向壳聚糖酸溶液中加入
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适量 VD2 ,将配置好的壳聚糖溶液进行喷雾干燥 ,调节入口温度至 168℃,流量为 5mL/min , 压力为

0.38MPa 。经过试验测定 ,药物装载率大于 86%,在胃酸环境下药物有明显缓释现象。另外 , Jeong[ 16] 和

Muzzarelli
[ 17]
也通过喷雾干燥法制备了壳聚糖微球。

应用喷雾干燥法制备壳聚糖微球具有粒径分布范围窄 、制备过程连续 、操作简单 、反应无污染等许多

优点 ,制备过程中不需要模板 ,从而使得该方法的成本较低 ,适于工业生产。但传统喷雾干燥技术制备的

壳聚糖微球因骨架密度低 ,较难包载药物 ,突释效应难以避免 。另外 ,应针对不同的聚合物材料和药物选

择适当的干燥温度 ,该方法不适合包埋对温度敏感的药物 。

图 1　喷雾干燥法制备壳聚糖微球工艺流程示意图[ 11]

Figur e 1　Schema tic representa tion of prepara tion of chito san particula te

sy stems by spr ay drying method[ 11]

1.2　乳化交联法

图 2　乳化法制备壳聚糖微球 SEM 照片[ 19]

Figure 2　SEM pho tog raphs o f chitosan micro sphe res

prepared by emulsifica tion technique[ 19]

乳化交联法是制备壳聚糖微球的常用方法之

一 。此方法是指在油相中乳化壳聚糖水溶液形成

油包水(w/o)乳液 ,然后用戊二醛等交联剂加固液

滴形成稳定的乳液。采用乳化交联法 ,可以通过

控制含水液滴的大小来控制微球的粒径 ,最终产

物微球的粒径也取决于在形成乳液时的交联程度

和搅拌速度。Saha 等[ 18] 将壳聚糖和一定量的二

亚乙基三胺五乙酸钆(Gd-DPTA)溶解在酸溶液

中 ,在充分搅拌下加入含有适量 Span80 的甲苯 ,

形成 w/o 乳液 ,然后加入一定量的饱和戊二醛-甲

苯(GST)溶液 ,在室温下搅拌一夜得到交联的壳

聚糖微球 ,微球的粒径在 11.7μm 左右。Wang[ 19]

等将适量壳聚糖溶于含有氯化钠的酸溶液中 , 再

将壳聚糖溶液倒入容器中作为分散相(水相),并在 N 2 压力下通过膜孔进入连续相(油相),形成 w/o 乳

液 。在搅拌的同时缓慢地加入饱和戊二醛-甲苯(GST)溶液 ,形成壳聚糖微球(见图 2)。Wilson等[ 20] 在

磁力搅拌下把药物溶于壳聚糖凝胶中 ,再将用乙醇浸湿的(粒径为 1μm)磁铁矿加入壳聚糖-药物溶液 ,混

合均匀。在搅拌下将混合液滴加到盛有油相的容器里 ,半小时后缓慢地加入饱和戊二醛-甲苯(GST)溶

液进行交联反应得到磁性壳聚糖微球 。Sui等
[ 21]
将配制好的壳聚糖溶液加入到含有适量 Span80和硬脂
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酸镁的油相中搅拌 ,再加入肝素钠溶液与硫酸软骨素溶液 ,最后慢慢地加入戊二醛水溶液 ,反应完全后即

可离心分离出壳聚糖微球 ,采用该方法所得的微球粒径为 20 ～ 80μm 。李俊峰等
[ 22]
以香草醛为交联剂 ,

以盐酸小檗碱为模型药物 ,采用乳化交联法制备了香草醛交联壳聚糖载药微球 ,其球形度较好 ,微球表面

致密 ,微球中位粒径 D50为 20μm ,且载药微球缓释效果明显。另外 ,李扬等[ 23 ～ 29] 利用乳化交联法也制备

了载药壳聚糖微球 ,并对壳聚糖微球的释药性能进行了深入的研究 。

与其它制备方法相比 ,乳液聚合法制备微球具有装置简单 、容易操作 、微球粒径分布窄 、形成的微球

较为致密等特点。应用该方法的缺点是:步骤较繁琐 ,加入交联剂可能引发副反应 ,在反应结束后除去未

反应的交联剂比较困难 ,微球较为致密影响释药速率 ,且产物结构及性能单一 ,难于工业化生产。

1.3　逐层自组装法

逐层自组装法适用于制备球壁厚度可控的空心微球 ,它的制备原理与模板法相似 。微球的球壳是通

过溶质逐层沉降制得的 ,通过限制溶质沉降次数可控制空心微球的球壳厚度 ,除去微球中的核物质即可

获得所需的空心结构。彭湘红等[ 30] 将壳聚糖和碘甲烷反应得到具有两亲性的 N-甲基壳聚糖(NMC),

NMC可作为乳化剂乳化环己烷 ,并吸附在环己烷的液滴表面。向乳状液体系中加入沉淀剂 ,乳滴聚集成

微球的沉淀物 ,再加入戊二醛作交联剂 ,当微球表面完全交联形成壳时 ,球内的环己烷挥发形成空心微

球 。经测定 , N-甲基化壳聚糖空心微球的平均粒径为 3.5μm 。逐层自组装法也可用于制备实心微球 ,

Shao
[ 31]
将聚苯乙烯磺酸钠/壳聚糖聚电解质溶液吸附于制备好的壳聚糖微球模板表面 ,经过调节 pH

值 ,层层沉积后 ,进一步处理即可得到所需的壳聚糖微球(如图 3所示)。

图 3　逐层自组装法制备壳聚糖微球工艺流程[ 31]

Figure 3　P repa ration o f chitosan microsphe res by the LBL self-a ssembling method[ 31]

逐层自组装法制备的壳聚糖微球球壳厚度均一 ,球表面形态良好。但是 ,自组装制备过程较繁琐 、耗

时 ,在工业生产领域受到较大限制 ,材料的生物相容性差 、药物透过速度慢。自组装法所制备的微球组成

相对单一 ,不适合固定酶(细胞)或包埋药物等。

1.4　界面聚合法

界面聚合法是借鉴膜科学领域的制膜技术 ,将含有亲水性单体溶液(多元胺 、多元酚 、多元醇等)乳化

分散在疏水性的有机溶剂中 ,然后加入溶于该有机溶剂的疏水性单体(多元酰氯 、多元磺酰氯 、多异氰酸

酯等),使两种单体在水/油界面处发生缩聚反应形成聚合物球壳。Wang 等[ 32] 在温和的条件下通过界面

聚合法一步制备多糖-多肽复合空心微球(见图 4)。先将壳聚糖与α-氨基 NCA(N-carboxyanhydride)接

枝共聚 ,再将一定量 L-亮氨酸 NCA 分散至乙酸乙酯中 ,并用 Span-80乳化后与水溶性壳聚糖在一定条

件下反应 2h ,经进一步处理可得壳聚糖空心微球 。

界面聚合反应所制得的微球球壳致密性好 ,反应速率较快 ,反应条件温和 ,且聚合物分子量高 。但在

缩聚过程中会产生强酸性物质 ,而且疏水性单体易水解 ,较适合包埋药物 。
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图 4　界面聚合法制备空心微球示意图[ 32]

F igure 4　Schematic procedure for the hollow microsphe res via

inte rfacial po lyme rization approach[ 32]

1.5　其它方法

制备壳聚糖微球的方法还有很多 。溶剂蒸发法又称液中干燥法 ,常用的溶剂蒸发法是根据聚合物与

药物的性质制成乳液体系 ,形成稳定乳液后 ,采用升温 、减压抽提或连续搅拌等方法使有机溶剂扩散进入

连续相并通过连续相和空气的界面蒸发 ,微球固化 ,并经过处理最终得到载药微球的过程 。该方法可以

将微球的粒径控制在纳米范围内 ,既不需要提高温度也不需引起相分离的凝聚剂[ 33] 。Guo 等[ 34] 将聚丙

交酯-乙交酯(PLGA)溶于二氯甲烷 ,加入壳聚糖和聚乙烯醇的混合溶液中 ,在室温下磁力搅拌形成乳液 ,

蒸发二氯甲烷得到复合壳聚糖微球。Zheng 等[ 35]用双乳液-溶剂蒸发法制备装载牛血清蛋白的壳聚糖复

合微球。常见的壳聚糖微球制备方法还有离子凝胶法[ 36 , 37] ,将一定量的三聚磷酸钠滴入壳聚糖溶液中搅

拌并经过适当处理即可得到壳聚糖微球。还有报道[ 3 8] 通过聚电解质络合原理制备壳聚糖微球并对其性

能进行了研究 ,所得微球强度小 ,易受酸碱及离子强度等外界环境的影响 。

2　壳聚糖微球在生物医药领域的应用

2.1　壳聚糖微球固定酶或细胞

壳聚糖微球可以作为酶或细胞的载体 。固定化酶或细胞是指利用物理吸附或化学结合法将自由酶

或细胞固定到载体上以提高酶或细胞的操作稳定性的技术。现在已经成功在壳聚糖微球上固定了淀粉

酶 、天冬氨酸酶 、纤维素酶 、蛋白酶 、脲酶等多种酶 ,并固定化了酵母细胞[ 39] 等细胞 。张所信[ 40] 等制备了

壳聚糖空心微球并固定了α-淀粉酶 ,测定 1%酶液活力为 460U/mL , 1g 壳聚糖载体上 α-淀粉酶负载量

30mg , 固定化酶的活力为 1g 壳聚糖 820U , 酶保留活力 59%。用底物缓冲液通过 48h 后 , 固定化酶的

残余活力为 1g 壳聚糖 800U 。李红等[ 41] 采用悬浮交联法制备壳聚糖微球 ,用吸附-交联法固定木瓜蛋白

酶 ,研究了木瓜蛋白酶的最佳固定化条件 ,所制得的固定化木瓜蛋白酶活力达 38.49U/g ,酶活力回收率

平均达 66.60%。钟方旭等
[ 42]
筛选具有较好形态及表面结构的壳聚糖微球固定化 β-甘露聚糖酶 ,当采用

透平油为分散介质 , 壳聚糖浓度 2.5%、戊二醛浓度为 0.42%时 , 固定化酶的酶活回收率最高 , 达到

63%。 Jiang 等[ 43] 通过磁性壳聚糖微球吸附以及戊二醛的交联作用固定了漆酶 ,经过研究得出固定化漆

酶在 pH 为 3.0时具有最大酶活 ,固定漆酶的最佳温度为 10℃和 55℃,漆酶经过固定化各项参数的稳定

性得到显著提高 ,且经过固定化的漆酶在酸性环境下的稳定性有所改良 。
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2.2　壳聚糖微球包埋药物

壳聚糖微球在医药方面的应用主要有:缓释剂 、控释剂及药物运送载体等 。所包埋的常见药物有:牛

血清白蛋白(BSA)、青霉素 、四环素 、维生素等 。Wang 等
[ 19]
采用膜乳化技术制备出壳聚糖微球并通过吸

附法包埋 BSA 。当 pH 值为 8.09时包埋率最高 ,包埋率随交联度的增加而降低 ,当 BSA 浓度低于 4mg/

mL 时包埋率随 BSA 浓度的增加而升高 ,氨基与醛基比为 1∶0.7 、交联时间为 40min 、BSA 浓度为 4mg/

mL 时可达到包埋率最大值(0.4mg BSA/mg 微球)。可通过改变交联度 、pH 值 、BSA 浓度调控 BSA 的

释放速率 。A nal等
[ 44]
将 α-氨基苄青霉素溶于壳聚糖溶液在三聚磷酸盐(TPP)溶液中交联 ,并分别通过

乳化法和喷雾干燥法制备包埋有 α-氨基苄青霉素的壳聚糖微球 。在 TPP 不存在的情况下 , 4 ～ 8h药物

完全释放;而 T PP 作为交联剂存在时 ,壳聚糖微球释放药物时间可延长 24h 以上 。Hejazi等[ 45] 采用离子

交联法制备壳聚糖微球并包埋四环素 ,最大包埋率达到 69%。Burgaz[ 46]制备的壳聚糖/羧甲基纤维素钠

复合物在 pH 值为 1.2时克拉霉素释放率最高 ,而在 pH 值为 4.2时药物释放率为零。Gibaly[ 47] 制备的

二辛基磺化琥珀酸钠/壳聚糖空心微球药物包埋率与壳聚糖的浓度有密切联系 ,其中漂浮型壳聚糖微球

能够持续释放药物 ,释药 50%所需的时间(T50%)为 1.75 ～ 6.7h 。周永国等
[ 48]
用质量分数为 10%的壳

聚糖溶液通过乳液法与戊二醛交联合成了壳聚糖微球(CM),在其表面吸附一层 Fe3O4 制得磁性壳聚糖

微球(MCM),体外测试表明 ,CM 包封阿斯匹林(AS)微球(CM-AS)在 1h 内释药量达 40%,而 MCM-AS

仅为 15%, CM-AS 和 MCM-AS 释药量达 50%的时间分别为 1.4和 5h;MCM 和 MCM-AS 均具有较强

的磁性 ,后者在外磁场作用下能够实现靶向给药 。

3　展望

壳聚糖微球固定化酶或细胞可提高酶或细胞的操作稳定性 ,壳聚糖微球包埋药物有控制药物释放 、

延长药物疗效等优良特性 ,壳聚糖微球已经成为具有广阔应用前景的固定酶或细胞和药物载体的良好材

料 。但药物包封效果仍需改进 ,粒子单分散性不好 ,制备过程中使用有机溶剂可能带来毒性 ,药物释放过

程存在突释等问题 ,有待进一步深入研究。运送具有生物活性的大分子药物 ,设计具有靶向选择性的纳

米粒子 、磁性微球将是壳聚糖药物缓释体系的研究热点。一步法制备壳聚糖微球并固定酶或细胞 、包埋

药物技术也将成为今后关注的焦点。
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The Preparation of Chitosan Microspheres and Application

in Biology and Medicine

YANG Ting , HOU Wen-long , YANG Yue-dong＊

(College of Physics and Chemistry , H ebei Normal University of S cience & Technology , Qinhuangdao 066004 , China)

Abstract:Chi tosan is the only natural o ccurring basic poly saccharide containing amino g roups ,

which show s favorable biocompatibi li ty , low-to xicity , biolog ical deg radability , and is suitable fo r

preparing micro spheres.In this pape r , the preparation methods o f chi to san micro spheres are reviewed ,

which include spray drying , emulsion crosslinking , lay er-by-lay er self-assembly , interfacial

polyme rization , solvent evapo ration and iono tropic gelation method.The advantages and disadvantag es

of different methods are discussed.Chi to san microspheres can immobili zed enzyme or cells , and has

w ide pro spect in application fo r carrier drug s.The application o f chitosan micro spheres in immobi lized

enzyme or cells and embedding drugs is also review ed.

Key words:Chitosan;M icrospheres;Bio logy and medicine;Application
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