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摘!要!目的!以氯化钙和氯化钡混合盐溶液为交联剂!制备海藻酸盐微囊并考察其性能" 方法!采用高压静电法制备胶

珠!以几丁聚糖为膜材制备微胶囊!考察了海藻酸盐胶珠和微囊的形态(粒径分布(膨胀率(振荡破损率及膜蛋白渗透性"

结果!以,]N
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-q,?N
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-为 'q$ 作为混合交联剂制备的微囊粒径最小为 $&#

0

K!膨胀率最小为 "(W',!振荡破损率为 +W%," 各

组微囊膜厚度均小于 +&

0

K" 两种蛋白渗透曲线表明!胰蛋白酶能渗透进入各组微囊膜!而牛血清清蛋白则不能进入微囊"

结论!混合交联剂制备的微囊粒径分布较均一!膜强度较高!可广泛应用于各种生物活性物质如蛋白(细胞等的包埋"

关键词!微胶囊!混合并联剂!膨胀率!膜厚度!蛋白通透性
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!!微胶囊是利用天然或合成高分子材料!将分散的

物质包裹起来!形成具有特定几何结构的微型容器!

直径一般为 " 0"&&&

0

K" 由于微胶囊化可以使芯材

与外界隔离!保持物理性质 #如颜色(溶解性等$!提

高稳定性!具有物质控释性!释放靶向性!生物相容性

及可降解性等特点
,"-

!该技术的应用已经涵盖化工(

食品(药物(生物制品(医学等诸多领域!它在具有高

附加值的生物医学尤其在移植包埋上应用最为广泛!

例如用于治疗甲状腺功能减弱(血友病(帕金森病(糖

尿病(肝功能障碍(肿瘤等多种疾病" 天然多糖制备

的海藻酸钠 _壳聚糖 _海藻酸钠#N;PM8NI3_GVMI:6N8

_N;PM8NI3!F?F$ 微胶囊具有较温和(生物相容性好

及免疫原性低等优点!已成为继海藻酸钠 _聚赖氨酸

_海藻酸钠#N;PM8NI3_O:;Q;Q6M83_N;PM8NI3! F/F$后

的重要生物微胶囊载体
,+-

" 微胶囊性能!如强度性

能(膜渗透性能(生物相容性(对包埋细胞或酶的保护

性能等!是决定其能否成功应用的前提" 海藻酸盐与

阳离子聚合物静电结合形成微囊前!须与金属离子交

联剂凝胶化!形成网状%蛋格&结构!该过程能够改善

微囊的膜强度和渗透特性
,$!(-

" 不同金属离子与海

藻酸盐的交联凝胶作用各不相同!微囊的物化性能也

会存在差异" 研究表明!海藻酸盐对不同二价阳离子

的亲和力为'/E
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+目前!微囊的制备大多采

用单一金属离子为交联剂!两种或两种以上金属离子

混合交联剂制备微囊的研究较少!混合交联剂微囊相

比具有许多优点!如膨胀率较小(膜强度较高等
,*!%-

"

本研究以 ]N?;

+

和 ?N?;

+

为混合交联剂制备 F?F微

囊!比较了不同浓度比例的 ]N

+ d

与 ?N

+ d

微囊的粒径

)'+)
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分布(膨胀率(膜厚度(微囊膜蛋白通透性等"

材料与方法

"<材料与仪器'海藻酸钠#F;P$!黏度#+*p!+,溶液黏度

+*&K/N)6$ # CMPKN$+几丁聚糖 #?VM$ #低相对分子质量'

*&\.N$!医用级#浙江金壳生物化工有限公司$+胰蛋白酶!生

化试剂#NKR36G:$+]CF#牛血清清蛋白$!生化试剂#上海楷洋

生物技术有限公司$+其他如氯化钙(氯化钡等均为市售分析

纯试剂" 高压微胶囊成型装置!X1=_*&!上海理工+F1*)&*

微量注射泵!安吉电子设备#上海$有限公司+生物显微镜#带

ULf2/AC/2_"&F.$!]D_+!日本欧林巴斯光学工业株式

会社+紫外可见分光光度计!C/_+"&+A9!上海光谱仪器有限

公司+回转式恒温调速摇床!Df-_

-

N!上海欣蕊自动化设备

有限公司+紫外可见光分光光度计!@%!北京普析通用仪器有

限责任公司"

+<实验方法'#"$不同浓度比例海藻酸盐 _几丁聚糖微囊

的制备'配制浓度为 "<*,#Z>S$及 &<"*,#Z>S$的海藻酸钠

溶液!搅匀后经 &<)&

0

K! &<(*

0

K! &<++

0

K微孔滤膜 $ 级过

滤+配制二价阳离子总浓度为 "&&KK:;>L的氯化钙和氯化钡的

混合溶液!F组为 ,]N

+ d
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- m#q"!]组为 ,]N
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- m'q$!?组为,]N
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-q,?N
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- m*q*!.组为,]N

+ d

-q

,?N
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- m$q'!H组为,]N

+ d

-q,?N

+ d

- m"q#+用 ", #S>S$ 醋

酸溶液将几丁聚糖溶解配制成 &<*,#Z>S$几丁聚糖#*\.N$

溶液#OD*<*$+然后用高压微囊成型装置!将海藻酸钠溶液滴

入离子交联剂中!凝胶化后制备出海藻酸钙凝胶珠!胶珠制备

条件为'电压 )<& n+>$\9!液面距 +&KK!注射泵推进速度

*&KK>V!*

t

平针头
,'-

" 将胶珠用蒸馏水快速洗涤 $ 次!置于

几丁聚糖溶液#&<*,$ 中成膜 "*KM8+成膜后用蒸馏水洗涤!

置于 &W"*, #Z>S$的海藻酸钠溶液 # OD *<* $中双层覆膜

*KM8+覆膜后用蒸馏水洗涤!置于柠檬酸钠溶液#OD*<*$中液

化胶珠核心 *KM8+液化洗涤后将微囊保存于原交联剂溶液中"

#+$不同浓度比例海藻酸盐 _几丁聚糖微囊的形态(粒径大小

与分布比较'取少量胶珠或微囊置与载玻片中!通过显微镜观

察形态!随机读取 *& 个胶珠粒径!取算术平均值为该批胶珠

的平均粒径" 根据 +&&& 年版0中华人民共和国药典1中粒径

分布的测量方法!在光学显微镜下观测不少于 *&& 个的粒径!

将所测得的粒径分布数据!以粒径为横坐标!以各粒径范围的

频率对各粒径范围的平均值做粒径分布曲线" 胶珠经 +&,(

(&,(%&,()&,("&&,乙醇梯度脱水!真空冷冻干燥后!电镜

扫描观察其表面形态" #$$不同浓度比例海藻酸盐 _几丁聚

糖微囊的膜强度比较'微囊制备的液化反应过程中!=N

d

与海

藻酸钙凝胶中的 ?N

+ d

之间发生离子交换作用!使凝胶逐渐转

变为液体而产生体积膨胀!可利用微胶囊的体积膨胀度与膜

强度成反比关系来表征膜强度" 定义微囊膨胀率 m#微囊体

积 _胶珠体积$ >胶珠体积 n"&&,!在微胶囊制备过程中!在

倒置显微镜下随机读取 *& 个海藻酸锶凝胶珠粒径!取算术平

均值即为该批凝胶珠的粒径!定义为 .

&

!将微胶囊在柠檬酸

钠液化过程中的粒径采用相同读取方法!定义为 .!由此计算

出微囊膨胀率 C

Z

" 将微囊置于回转式恒温摇床中低速震荡!

通过测定破囊率也能表征微囊的膜强度" 实验过程为'分别

制备不同离子交联型微囊 %K;!分装于 $ 支离心管中#各取约

+K;空微囊$!置于回转式恒温摇床!参数设置为恒温 $'p!转

速 "*& R>KM8!时间 ()V!分别在不同时间 # &V()V("%V($+V(

(&V(()V$取约 +&& 个微囊!观察微囊形态并计算破囊率" 破

囊率计算公式为'破囊率 #5R7O,$ m破囊个数>微囊总数 n

"&&,

,)-

" #($不同浓度比例海藻酸盐 _几丁聚糖微囊的膜厚

度比较'参考相关文献
,)-

!定义微囊膜厚度为'Lm5. " _

,#X

Z

_X

K

$ >X

Z

-

" >$

/!其中 L为微囊膜厚度!5为微囊平均

半径#

0

K$!X

Z

为微囊湿重!X

K

为微囊湿膜重" 测定过程

为'取 "K;微囊置于预先称重离心管内!离心移除上清!室温

下平衡湿度 "V 后称重得微囊湿重 X

Z

+加入柠檬酸钠溶液用

超声破碎法使微囊全部破碎!超声条件为'工作时间 *6!间隔

时间 *6!工作效率 )&&X+然后静置以溶解微囊内外非膜物质

离心移除上清+插入定量滤纸静置 ()V 后!移走滤纸并室温放

置 "V 称重!得到微胶囊湿膜重 X

K

+最后计算得出微囊湿膜厚

度#注'称重时必须在同温同湿下进行+操作过程中不得丢失

任何微胶囊及其碎片$" #*$不同浓度比例海藻酸盐 _几丁

聚糖微囊的蛋白通透性比较'分别称取定量蛋白!配制成浓度

为 "<+KP>K;胰蛋白酶!&<%KP>K;]CF溶液" 取 +K;蛋白液

加入 +K;湿微囊中混匀!置于 *&R>KM8 摇床上!分别于 "KM8(

+KM8((KM8()KM8("%KM8($+KM8(%(KM8 和 "+)KM8 各时取蛋白

微囊混合液上清!在紫外分光光度计上测定 +)&8K处 U.值"

以各时刻吸光值 F为纵坐标!对时间作图!得到以蛋白质溶液

的吸光度随时间变化的曲线!由于在实验范围内蛋白质溶液

的浓度与吸光度成正比#Y

+

m&<###$!因此可以用吸光度曲线

代替浓度曲线"

结!!果

本实验以不同浓度氯化钙和氯化钡混合溶液为

离子交联剂!采用高压静电法制备了海藻酸盐微囊!

制备的微胶囊直径范围为 +&& 0(&&

0

K!微囊形态见

图 "!微囊粒径大小与分布见表 " 与图 "!可知 ]组

,]N

+ d

-q,?N

+ d

-为 'q$ 时制备的微囊的粒径较集中

且膨胀率较低!破损率也较小+各组微胶囊的膜厚度

均小于 +&

0

K!振荡 ()V 后微囊破损率均低于 "&,!

结果见图 +(图 $ 微囊的蛋白透性实验表明!相对分

子质量为 +(\.N的胰蛋白酶在 +&KM8 内能够完全进

入微囊!达到平衡浓度!且当 ?N

+ d

浓度较高时!渗透

速率较快!而相对分子质量为 %'\.N的 ]CF则在

"+)KM8 内上清 U.值基本保持不变!表明微囊膜对

]CF具有截留作用"

讨!!论

"<不同浓度比例海藻酸盐 _几丁聚糖微囊的形

态(粒径大小与分布比较'由表 " 及 "$* 页彩图 + 可

))+)
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知!采用不同浓度钙离子和钡离子混合液作为交联剂

制备的各组微囊!球形度良好!表面光滑!折光性强"

由各组微囊粒径分布图可知当钙离子和钡离子浓度

都大于 $&KK:;>L时!随着钙离子浓度的降低和钡离

子浓度的升高!微胶囊的粒径逐渐增大+其中 ]组微

胶囊粒径大小较集中且平均粒径最小!.组微胶囊的

平均粒径最大!?组微胶囊粒径分布范围最广" 测定

各组微囊的膨胀率发现 ]组膨胀率最小!为 "(<',"

造成微囊膨胀率不同的原因可能为'钡离子结合海藻

酸盐的能力强于钙离子!因此在凝胶化过程中!钡离

子起主导作用!当钡离子浓度较低时!微囊的网状

%蛋格&结构较为松散!膨胀率也相应较高"

表 I6不同浓度比例微胶囊的粒径及膨胀率

组别 胶珠粒径#

0

K$ 胶囊粒径#

0

K$

微囊膨胀率 C

Z

#,$

F $&( $(* (+<(

] +#% $&# "(<'

? $&( $*+ **<#

. $&* $*) %&<#

H $&' $(+ $)<(

图 I6:#>#B#9#0组不同比例混合交联剂制备的微囊粒径正态分布图

!

!!+<不同浓度比例海藻酸盐 _几丁聚糖微囊的膜

厚度及破损率比较'由图 + 可知!F(](?(.(H* 组微

囊的膜厚度均小于 +&

0

K+其中 ]组膜厚度最小!为

"(<(

0

K+图 $ 为用恒温振荡仪振荡 ()V 后的微囊破

损率结果!可知 * 组微囊破损率均不高于 %,!](?

组破损率低于 +," 微囊用于包埋细胞类生物活性

)#+)
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图 !6不同比例混合交联剂制备的微囊膜厚度

!

图 J6不同浓度比例微囊振荡 KL;后的破囊率

!

物质时!要求微囊具有较小膜厚度!才有利于微囊内

外细胞代谢物的交换!较高的机械膜强度高意味着微

囊内细胞不会因微囊破碎而溢出!减少了免疫排斥反

应!微囊的生物相容性也相应提高!因此可作为生物

载体移植入体内发挥功效
,#-

"

$<不同浓度比例海藻酸盐 _几丁聚糖微囊的蛋

白通透性比较'微囊的主要功能是保护膜内物质和控

制物质渗透!因此微囊膜渗透分离特性是微囊的重要

性能指标" 目前!国际上通用截留相对分子质量作为

微胶囊膜渗透性表征" 截留相对分子质量反映了微

囊膜对不同相对分子质量溶质的阻隔能力" 本节选

取两种不同相对分子质量蛋白!即胰蛋白酶#相对分

子质量 +(\.N$!]CF#相对分子质量 %'\.N$!考察不

同浓度比例交联剂微囊对它们的渗透特性" 现有研

究表明!蛋白质在微胶囊膜上是先吸附后渗透的过

程
,"&-

" 由胰蛋白酶渗透曲线可知#图 ((图 *$!随着

时间的延长!* 组微囊与蛋白混合液上清 U.值逐渐

降低!表明胰蛋白酶均能渗透进入微囊膜!.(H组渗

透速率在 )KM8 时趋于平衡!快于 F(](?组!表明 .(

H组微胶囊膜渗透速度较快" 分析原因可能为 .(H

组交联剂中!钡离子浓度较低!钙离子浓度较高!因此

凝胶化形成的微囊膜网状%蛋格&结构较松散!微囊

孔隙较大!渗透速度也相应较快" 从不同微浓度比例

微囊膜对 ]CF的渗透曲线图可知!]CF与微囊共混

后!上清 U.值基本保持不变!表明该蛋白并未穿过

微囊膜进入微囊内部!即微囊膜对 ]CF具有截留作

用
,""-

"

图 K6不同浓度比例微囊膜的胰蛋白酶渗透曲线

!

图 Q6不同浓度比例微囊膜的 >2:渗透曲线

!

结!!论

本实验以不同浓度氯化钙和氯化钡混合溶液为

离子交联剂!采用高压静电法制备了海藻酸盐微囊!

制备的微胶囊直径范围为 +&& 0(&&

0

K!其中 ]组

,]N

+ d

-q,?N

+ d

-为 'q$ 时制备的微囊的粒径较集中

且膨胀率较低!破损率也较小+各组微胶囊的膜厚度

均小于 +&

0

K+微囊的蛋白渗透性实验表明!相对分

子质量为 +(\.N的胰蛋白酶在 +&KM8 内能够完全进

入微囊!达到平衡浓度!且当 ?N

+ d

浓度较高时!渗透

速率较快+而相对分子质量为 %'\.N的 ]CF则在

"+)KM8 内上清 U.值基本保持不变!表明微囊膜对

]CF具有截留作用" 由于生长因子(激素等生物活性

物质的相对分子质量多在 +&\.N以下! 因此该类微

囊应可以满足囊内细胞存活的营养需要和细胞分泌

物的释放!且可起到有效的免疫隔离屏障作用"
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经肛门括约肌入路的直肠外科手术

邱辉忠!牛备战

摘!要!目的!探讨经肛门括约肌路径的手术在直肠外科中的应用" 方法!回顾性分析 "##& 年 ) 月 0+&&# 年 "+ 月 "'&

例中下段直肠疾病患者施行 2N6:8 手术的经验" 结果!"'& 例中直肠绒毛状腺瘤 #& 例!早期直肠癌 *$ 例!进展期直肠癌 "& 例"

以直肠类癌为主的黏膜下结节 +% 例" 直肠肿瘤中行直肠部分切除术 "$% 例!直肠节段切除术 "& 例" 直肠阴道>尿道瘘 +" 例!其

中一次修补成功者 "' 例#)",$" 术后伤口积液感染 ' 例#(<",$!直肠 _皮肤瘘 % 例#$<*,$" 早期直肠癌的肿瘤局部复发率

为 $<#,#+>*"$" 其中存活超过 * 年者 (* 例!占 ))<+,#(*>*"$" "'& 例术后未发生肛门失禁" 结论!2N6:8 手术具有手术进

路直达!术野表浅和显露良好的特点!适用于可行局部手术治疗的中下段直肠良恶性疾病"

关键词!直肠肿瘤!腺癌!局部切除术!外科手术

5-(#))&;+#,."-+,2/-?"-8 %7.;"1",./*C6

T1- ,-1U)'*+!Z1- G!1U)#*45!6#7"8!*"'C.-7+!7=! %!E1*+ F*1'* D!:1<#$9'$$!+!,'/61"#$!

G!1H1*+ IJJLKJ!9)1*#
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6O3GIMS36I74QZN67634 I:N8N;Qh3IV33̀O3RM38G3:T2N6:8 :O3RNIM:8 T:R"'& ONIM38I6ZMIV KM4 N84 ;:ZR3GIN;4M63N63E3IZ338 F7P"##& I:

.3G+&&#<1")/'.)!@V3R3Z3R3SM;;:76N438:KNM8 #& GN636! 3NR;QR3GIN;GN8G3RM8 *$ GN636N84 N4SN8G34 R3GIN;GN8G3RM8 "& GN636<
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!!对于生长在直肠中下段某些只需局部切除即能 治愈的直肠良恶性肿瘤!通常有多种局部切除术可供

选择" 如经腹部途径的切除或经肛门和骶后途径的

切除等!但这些方法均有这样或那样的不足和缺憾!

它们或是损伤过大或是术野显露太差" 经肛门括约

肌途径的切除术#以下简称 2N6:8 术$则弥补了这几

)"$)
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