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【摘要】  目的　制备载有幽门螺杆菌重组蛋白（BIB蛋白）的聚乳酸-羟基乙酸共聚物（poly lactic-co-glycolic acid,
PLGA）微球和PLGA-壳聚糖复合微球，优化微球制备参数，并分析两种微球在体外胃、肠液中的释放性能。方法　采用双

乳化-溶剂挥发法（W1/O/W2）制备BIB-PLGA微球和BIB-PLGA-壳聚糖复合微球；通过单因素分析方法，研究水相/油相

（W1/O）比例、PLGA质量分数、聚乙烯醇（polyvinyl alcohol, PVA）浓度等对微球外观、粒径、分散指数（polydispersity
index, PDI）、包封率和载药率的影响，确定最优参数，采用BCA法测定蛋白浓度，计算微球累计释放率。结果　本研究的

最佳参数条件为：W1/O为1∶2，PLGA质量分数5%，PVA质量分数0.2%。BIB-PLGA微球包封率（78.20±1.73）%，载药率

（10.58±0.23）%，粒径（2.11±0.08） μm，PDI（0.35±0.18）；BIB-PLGA-壳聚糖复合微球包封率（78.87±1.30）%，载药率

（15.50±0.25）%，粒径（2.28±0.52） μm，PDI（0.39±0.54）。BIB-PLGA微球和BIB-PLGA-壳聚糖复合微球在体外胃、肠液中均

能缓慢释放，BIB-PLGA-壳聚糖复合微球的缓释效果更明显。结论　采用双乳化-溶剂挥发法制备的BIB-PLGA微球和

BIB-PLGA-壳聚糖复合微球载药率和包封率都较高，粒径可控，外观分散，对胃肠液有缓释作用。
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【Abstract】   Objective　To  preparethe  poly  lactic-co-glycolic  acid  (PLGA)  microspheres  and  PLGA-chitosan
microspheres  containing Helicobacter  pylori recombinant  protein, namely the BIB  protein,  and  to  explore  their optimal
preparation  parameters  and in  vitro release  performance  in  gastric  and  intestinal  fluids. Methods　Double  emulsions
(water-in-oil-in-water, or W1/O/W2) solvent evaporation method was used to prepare the BIB-PLGA microspheres and
the BIB-PLGA-chitosan microspheres. Univariate analysis was done to study the impact of the water-to-oil ratio (W1/O),
PLGA mass fraction and PVA concentration on the morphology, particle size, polydispersity index (PDI), encapsulation
efficiency (EE), and drug loading (DL) so as to identify the optimal parameters. Bicinchoninic acid (BCA) assay was used
to determine the protein concentration and the release efficiency of BIB. Results　 The optimal preparation parameters
identified in the study were as  follows:  W1/O at  1∶2,  PLGA mass fraction at 5%,  and PVA mass fraction at 0.2%.  The
BIB-PLGA  microspheres  were  found to  be  (2.11±0.08)  μm in  particle  size, 0.35±0.18 in  PDI,  (78.20±1.73)% in  EE
and (10.58±0.23)% in DL. The BIB-PLGA-chitosan microspheres were (2.28±0.52) μm in particle size, 0.39±0.54 in PDI,
and  (78.87±1.30)% and  (15.50±0.25)% in  EE  and  DL,  respectively.  Both  BIB-PLGA  microspheres  and  BIB-PLGA-
chitosan  microspheres  showed  slow-release property in  gastric  and  intestinal  fluids in  vitro,  with BIB-PLGA-chitosan
microspheres  showing  better  slow-release  performance. Conclusion　The  BIB-PLGA  microspheres  and  BIB-PLGA-
chitosan  microspheres  prepared  with  the  double  emulsions  solvent  evaporation  method  showed  high  DL and  EE,
controllable particle sizes, dispersive appearance, and slow-release property in gastric and intestinal fluids in vitro.

【Key words】　　Helicobacter pylori recombinant protein (BIB protein)　　Poly lactic-co-glycolic acid
microsphere　　PLGA-chitosan microsphere　　

幽门螺杆菌（Helicobacter pylori, Hp）是引起人类慢性

胃炎、消化性溃疡、胃癌及其他消化道肿瘤等消化道疾

病的相关危险因素[1]，世界上超过一半的人口长期被Hp

感染。目前治疗Hp感染的方案主要是采用三联、四联抗

生素疗法，但Hp的耐药现象日益严重，药物根除Hp感染

的难度越来越大[2]。疫苗接种是应对病原体感染的有效

手段，Hp疫苗的研发是当前应对Hp感染的研究热点。但

疫苗研发进展缓慢，目前尚未研发出高效、安全的Hp
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疫苗。

我们前期构建了幽门螺杆菌重组（BIB）蛋白，并证明

BIB蛋白具有良好的免疫原性和免疫保护性[3-5]。我们还

证实了BIB蛋白口服疫苗免疫保护率明显高于肌注疫苗，

但裸露的BIB蛋白在胃中易被胃蛋白酶分解，口服疫苗需

要较大的量才能达到较好的免疫效果[6]。近年来，以微球

（microballoon sphere, MS）、微囊（micro-capsule, MC）等

为代表的缓控释给药技术发展迅速，其优点在于能耐受

各种复杂的生理性环境，不仅能达到缓释效果，提高药物

的利用率，减少给药次数，减少患者痛苦，提高依从性，还

可达到靶向给药的目的。目前，采用微球、微囊作为疫苗

缓释载体的研究较少。为减少BIB蛋白用量，本研究设计

了聚乳酸-羟基乙酸共聚物（poly lactic-co-glycolic acid,

PLGA）和PLGA-壳聚糖两种微球包裹BIB蛋白，以克服蛋

白质药物稳定性差、易酶解等缺点。探索并优化微球的

制备参数条件，分析两种微球在体外胃液和肠液中的释

放性能，为制备出有效预防Hp感染的口服微球疫苗提供

技术基础。 

1     材料与方法
 

1.1    试剂与材料

幽门螺杆菌悉尼株（Hp, SS1，四川大学华西基础医学

与法医学院微生物教研室）；PLGA（75/25，相对分子质量

3万，大连美伦生物技术有限公司）；壳聚糖〔chitosan

(CS)，脱乙酰度≥90.0%，北京索莱宝科技有限公司〕；

BIB蛋白冻干粉剂（纯度91.8%，四川万可泰生物科技有限

公司）；胃液、肠液（北京雷根生物技术有限公司）；BCA蛋

白测定试剂盒（碧云天生物科技有限公司）；二氯甲烷

〔dichloromethane (DCM)，北京百灵威科技有限公司〕；聚

乙烯醇（polyvinyl alcohol, PVA）、冰醋酸、氯化钠均购自

成都市科隆化学品有限公司。 

1.2    BIB-PLGA微球的制备

取BIB蛋白溶液加入到PLGA溶液中，3 000 r/min搅

拌10 min，使内水相与油相快速混匀形成初乳（W1/O），

将初乳快速转移至10倍油相体积的PVA-5%NaCl溶液中，

加入0.5%吐温−20作为乳化剂，3 000 r/min搅拌5 min，使

初乳与外水相快速混匀，形成复乳（W1/O/W2）。将制备

好的复乳液转移至摇床上，以200 r/min挥发4 h，待有机

溶剂挥发完全，离心、无菌去离子水洗涤，如此重复3次，

低温冷冻干燥，制得BIB-PLGA微球。 

1.3    制备BIB-PLGA微球的条件优化 

1.3.1    不同内水相和油相的体积比（W1/O）对微球的

影响　按1.2所述方法制备BIB-PLGA微球，其中PLGA的

质量分数为2%，PVA的质量分数为1.6%，检测内水相

W1和油相O的体积之比分别为2∶1、1∶2、1∶3、1∶4时

微球的理化性能，筛选出制备BIB-PLGA微球最佳内水相

和油相的体积比。 

1.3.2    不同PLGA的质量分数对微球的影响　按1.2所述

方法制备BIB-PLGA微球，其中PVA的质量分数为1.6%，

固定1.3.1步骤中筛选出的最佳内水相和油相（W1/O）的

体积比，检测PLGA的质量分数分别为2%、3%、4%、

5%时微球的理化性能，筛选出制备BIB-PLGA微球的最佳

PLGA质量分数。 

1.3.3    不同PVA的质量分数对微球的影响　按1.2所述方

法制备BIB-PLGA微球，固定1.3.1步骤中筛选出的最佳内

水相和油相（W1/O）的体积比和1.3.2步骤中筛选出的最

佳PLGA质量分数，检测PVA的质量分数分别为0.2%、

0.4%、0.8%、1.6%时微球的理化性能，筛选出制备BIB-

PLGA微球的最佳PVA质量分数。 

1.4    BIB-PLGA-壳聚糖复合微球的制备

根据1.3筛选出制备BIB-PLGA微球的内水相和油相

（W1/O）的体积比、PLGA质量分数和PVA质量分数后，将

上述过程中制备好的复乳快速加入等体积的1%（W/V）

壳聚糖溶液中，200 r/min挥发固化4 h，待有机溶剂完全

挥发，离心，无菌去离子水洗涤，如此重复3次，低温冷冻

干燥，制得BIB-PLGA-壳聚糖复合微球。 

1.5    微球粒径、PDI和外观的观察

取少量上述制备好的微球冻干粉，经去离子水溶解

后，将样品滴加到载网上，吸附5～6  min，用磷钨酸

（pH=6.5）染色3 min，吹干，透射电镜观察微球外观，并用

激光粒度仪进行微球粒径大小和分散指数（polydispersity

index, PDI）测定。 

1.6    微球包封率和载药率的测定

称取10 mg制备好的微球冻干粉，加入2 mL裂解液，

置于37 ℃摇床以200 r/min震荡2 d，使微球完全裂解，

10 000 r/min离心5 min，取上清用BCA法进行蛋白浓度测

定，根据公式（1）（2）分别计算包封率（encapsulation

efficiency, EE）和载药率（drug loading, DL）[7]。式中蛋白

含量、微球质量的单位均为mg。

包封率 =
微球BIB蛋白含量
总投BIB蛋白含量

×100% (1)

载药率 =
微球BIB蛋白含量
微球总质量

×100% (2)
 

1.7    微球体外胃、肠释放性能的测定

为模拟体内环境，本实验以胃液、肠液作为体外释放

体系[8]。称取15 mg上述制备好的BIB-PLGA微球和BIB-
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PLGA-壳聚糖微球置于透析袋中，扎紧透析袋后，将其分

别浸没在4 mL胃液和4 mL肠液中，置于37 ℃摇床以

200 r/min震荡，分别于0 、1 、2 、3 、4、24 、48 h从释放体

系中取出0.4 mL液体，取上清用BCA法进行BIB蛋白浓度

测定。每次取液后均同时补充0.4 mL新鲜的胃、肠液。

根据BIB质量分数计算累计释放率，绘制释放曲线。 

1.8    统计学方法

x̄± s计量资料用 表示。多组之间数据采用单因素方

差分析进行比较，两组之间数据采用独立样本t检验进行

比较，P<0.05为差异有统计学意义。 

2     结果

2.1    微球制备条件优化 

2.1.1    BIB-PLGA微球的制备　 

2.1.1.1    不同内水相和油相（W1/O）的体积比对微球的影

响　PLGA质量分数为2%，PVA质量分数为1.6%时，改变

内水相W1和油相O的体积之比，不同条件下微球的理化

性能、包封率和载药率见表1。在W1/O比为1∶2时，微球

包封率达到最大值，为（80.04±0.60）%，与其他各组相比差

异有统计学意义（P<0.05），且此时微球的粒径和PDI较

小，微球均一性和分散性较好。微球载药率与W1/O呈反

比，即随着W1/O逐渐增大，载药率逐渐降低，当W1/O为

2∶1时，微球载药率最大，为（49.36±1.11）%，与其他各组

相比差异有统计学意义（P<0.05），此时微球的粒径和

PDI较大，微球均一性和分散性较差。综合以上结果，本

研究选择W1/O比1∶2作为最佳初乳水油比，包封率高、

均一性和分散性好。

表 1    不同内水相和油相（W1/O）体积比BIB-PLGA微球的理化性能

 Table 1    Physicochemical properties of BIB-PLGA microspheres
prepared under different W1/O volume-by-volume ratios

W1/O（V/V） Particle size/μm PDI EE/% DL/%

2∶1 2.39±0.32 0.43±0.50 69.42±1.56 49.36±1.11

1∶1 2.36±0.41 0.41±0.38 69.20±0.85 31.34±0.39

1∶2 2.31±0.37 0.37±0.05 80.04±0.60 22.26±0.17

1∶3 1.82±0.15 0.56±0.36 69.93±1.46 13.04±0.27

1∶4 0.87±0.04 0.40±0.52 70.33±6.85 10.47±1.02

　PDI:  Polydispersity  index;  EE:  Encapsulation  efficiency;  DL:  Drug
loading. n=3.

2.1.1.2    不同PLGA的质量分数对微球的影响　固定内水

相和油相（W1/O）的体积比为1∶2，PVA质量分数为

1.6%时，改变PLGA的质量分数，不同条件下微球的理化

性能、包封率和载药率见表2。

当保持W1/O为1∶2，PVA质量分数为1.6%不变，随

着PLGA质量分数的升高，包封率总体呈逐渐升高的趋

势。当PLGA质量分数为5%时，微球包封率最高，为

（87.50±3.02）%，单因素方差分析表明，该组与其他各组包

封率相比，差异有统计学意义（P<0.05）。微球载药率则

随着PLGA质量分数升高而呈下降趋势，2%PLGA的微球

载药率最高，为（22.26±0.17）%，与其他各组相比，差异有

统计学意义（P<0.05）。此外，PLGA质量分数为5%时微

球的粒径和PDI较小，具有较好的均一性和分散性。综合

以上结果，本研究选择油相PLGA5%作为最佳PLGA质量

分数。 

2.1.1.3    不同PVA的质量分数对微球的影响　表3显示了

当固定内水相和油相（W1/O）的体积比为1∶2、PLGA质

量分数为5%时，改变PVA的质量分数，不同条件下微球

的理化性能、包封率和载药率。

表 3    不同质量分数PVA下BIB-PLGA微球的理化性能

 Table 3    Physicochemical properties of microspheres prepared under
different PVA mass fractions

PVA/% Particle size/μm PDI EE/% DL/%

0.2 2.11±0.08 0.35±0.18 78.20±1.73 10.58±0.23

0.4 2.45±0.54 0.52±0.18 82.01±0.98 10.55±0.13

0.8 2.55±0.12 0.50±0.33 86.22±1.36 10.39±0.16

1.6 2.74±0.38 0.44±0.30 87.50±3.02 11.42±0.39

　PVA: Polyvinyl alcohol; PDI: Polydispersity index; EE: Encapsulation
Efficiency; DL: Drug loading. n=3.

PVA质量分数对微球包封率的影响与PLGA相似，随

着PVA质量分数的升高，包封率呈逐渐升高的趋势。当

PVA质量分数为1.6%时，微球包封率最高，且微球包封率

和载药率与其他组各相比，差异均不大。但PVA质量分

数为0.2%时，微球粒径和PDI较小，微球的均一性和分散

性较好。综合以上结果，本研究选择0.2%PVA作为最佳

外水相PVA质量分数。 

2.1.2    BIB-PLGA-CS微球的制备　根据以上结果，本研

究选定内水相∶油相（W1/O）为1∶2，PLGA质量分数为

5%，PVA质量分数为0.2%作为制备BIB-PLGA微球的

表 2    不同PLGA的质量分数下BIB-PLGA微球的理化性能

Table 2    Physicochemical properties of microspheres prepared under
different PLGA mass fractions

PLGA/% Particle size/μm PDI EE/% DL/%

2 2.31±0.37 0.37±0.05 80.04±0.60 22.26±0.17

3 2.07±0.15 0.48±0.45 79.75±2.28 15.89±0.17

4 3.13±0.72 0.60±0.35 82.90±0.70 13.10±0.11

5 2.74±0.38 0.44±0.30 87.50±3.02 11.42±0.39

　PLGA:  Poly  lactic-co-glycolic  acid;  PDI:  Polydispersity  index;  EE:
Encapsulation efficiency; DL: Drug loading. n=3.
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优选条件。在此基础上制备BIB-PLGA-CS微球。制备出

的BIB-PLGA-CS微球理化性质如下：包封率（78.87±

1.30）%，载药率（15.50±0.25）%，粒径（2.28±0.52） μm，

PDI（0.39±0.54），微球总体性能优良。 

2.2    微球的理化性质 

2.2.1    微球外观、粒径和PDI的观察　BIB-PLGA微球和

B I B - P L G A - C S微球的透射电镜图如图1，其中图1 A

为BIB-PLGA微球，微球呈类圆形，表面光滑，分散性好，

大小相对均匀；图1B为BIB-PLGA-CS微球，微球也呈类圆

形，表面光滑，可以看出，外壁比BIB-PLGA微球厚。根据

两种微球理化性能数据结果（表4）可知，两种微球粒径大

小、分散情况、包封率相似，但含壳聚糖微球较BIB-

PLGA微球载药率（DL）提高了5%。 

2.2.2    微球在体外胃肠液中的释放性能测定　对上述最

佳制备条件下得到的BIB-PLGA微球和BIB-PLGA-CS微

球进行体外胃肠液中的释放性能测试，结果如图2所示。

BIB-PLGA微球和BIB-PLGA-CS复合微球在胃液和肠液

中前4 h内的累计释放率均低于20%，且差异无统计学意

义（P>0.05）。胃液中第24小时和第48小时，BIB-PLGA微

球的累计释放率高于BIB-PLGA-CS复合微球，差异有统

计学意义（P<0.05）；第48小时BIB-PLGA微球的累计释放

率趋于100%（如图2A）。肠液中第24小时和第48小时，

BIB-PLGA微球的累计释放率高于BIB-PLGA-CS复合微

球，差异有统计学意义（P<0.05）；第48小时BIB-PLGA微

球的累计释放率趋于100%（如图2B）。说明在体外胃液

和肠液中，PLGA和PLGA-CS微球对BIB蛋白均有较好的

缓释作用，其中PLGA-CS的缓释效果更显著。 

3     讨论

Hp感染主要导致胃炎、消化道溃疡、胃癌等消化道

恶性肿瘤，严重危害人类健康。目前国际上推荐治疗

Hp感染的方案是2～3种抗生素联合质子泵抑制剂和铋

剂的疗法。近年来，Hp耐药率不断增高，抗生素治疗Hp

感染的选择性压力也越来越大，常规治疗很难达到Hp根

除率>80%的治愈指标[9]。

BIB蛋白是由含有Hp尿素酶B亚单位（UreB）、尿素通

道蛋白（UreI）及霍乱肠毒素B亚单位基因序列串联而成

的多基因新序列工程菌表达的重组蛋白，相对分子质量

为33×103左右，等电点（PI）为 9.05[3-4]。本团队此前的研究

已证实其BIB蛋白具有较好的免疫原性，免疫小鼠第

7天即产生特异性IgG抗体，14 d后抗体效价达到1∶

12 800，21 d后抗体效价高达1∶16 000，具有良好的免疫

保护性[3-4]。

口服疫苗是Hp疫苗接种的重要途径之一，但口服多

肽蛋白容易被胃蛋白酶消化降解，口服BIB疫苗需要较大

的口服剂量才能达到较好的免疫效果。微球、微囊可以

作为药物缓释载体，其优点在于能耐受各种复杂的生理

表 4    BIB-PLGA微球、BIB-PLGA-壳聚糖复合微球的理化性能

Table 4    Physicochemical properties of BIB-PLGA and BIB-PLGA-chitosan microspheres prepared

Microspheres W1/O PLGA/% PVA/% Chitosan/% Particle size/μm PDI EE/% DL/%

BIB-PLGA 1∶2 5 0.2 − 2.11±0.08 0.35±0.18 78.20±1.73 10.58±0.23

BIB-PLGA-CS 1∶2 5 0.2 1 2.28±0.52 0.39±0.54 78.87±1.30 15.50±0.25

　PVA: Polyvinyl alcohol; PLGA: Poly lactic-co-glycolic acid; PDI: Polydispersity index; EE: Encapsulation efficiency; DL: Drug loading. n=3.

500 nm 500 nmA B

图 1  微球透射电镜图

Fig 1  Transmission electron microscope images of microspheres

A: Oil phase was 5% PLGA, external water phase was 0.2% PVA, and

W1/O was 1∶2; B: Oil phase was 5% PLGA, external water phase was 0.2% PVA,

W1/O was 1∶2, and chitosan was 1% .
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图 2  微球在体外胃肠液中的释放曲线

Fig 2  Release curves of microspheres in gastric and intestinal fluids in
vitro

A: Release curves of microspheres in gastric fluids in vitro; B: Release curves

of microspheres in intestinal fluids in vitro. *P<0.05, vs. BIB-PLGA. n=3. 

第 5 期 陈昱作等: 幽门螺杆菌重组蛋白PLGA微球和PLGA-壳聚糖复合微球的制备及其释放性能研究 797  



环境，起到缓释作用，提高药物的利用率。PLGA是由乳

酸和羟基乙酸聚合而成的高分子有机化合物，具有良好

的生物相容性、成球性和成膜性，且安全易降解，该物质

是缓释给药技术中最常用的高分子材料之一，早已通过

美国FDA认证，收录进美国国家药典中[10]。壳聚糖是天

然大分子多糖甲壳素脱去乙酰基后的产物，具有稳定、无

毒、生物相容性良好的特点，并具有较强的黏膜吸附能

力，可增强黏膜免疫[11]，已被广泛用作缓释给药载体。

本研究设计了BIB-PLGA微球和BIB-PLGA-壳聚糖微

球，采用单因素实验对微球制备条件进行优化。结果显

示，W1/O为1∶2，PLGA质量分数为5%，PVA质量分数为

0 . 2%时，所得产物包封率分别为（7 8 . 2 0 ± 1 . 7 3）%和

（78.87±1.30）%，载药率分别为（10.58±0.23）%和（15.50±

0.25）%，透射电镜微球呈类圆形，表面光滑，分散性好，大

小相对均匀。

微球体外胃、肠液释放实验的结果显示，在4 h内，微

球在胃、肠液中的释放率均低于20%，且BIB-PLGA-壳聚

糖微球在胃肠液中的释放率小于BIB-PLGA微球。提示，

PLGA和壳聚糖对BIB蛋白的包裹降低了胃肠消化液对

BIB蛋白的消化破坏。此外，本研究增加的壳聚糖的包裹

还提升了微球的胃肠粘附能力和载药率，进一步促进了

BIB对消化道黏膜的免疫刺激，有利于增强BIB蛋白对机

体的免疫保护作用。

本研究证明BIB-PLGA微球和BIB-PLGA-壳聚糖复合

微球在胃液中的释放率低于肠液，理论上有利于口服疫

苗时避免胃液对重组蛋白的破坏，靶向肠道释放，促进肠

道免疫系统吸收，刺激机体肠道免疫产生保护性。但本

研究仅在体外验证微球的缓释能力，具有一定的局限性，

具体效果还需进行动物实验加以验证。
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