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多孔丝素颗粒的可控制备及药物负载研究

雷　容,徐江晖,周文翠,袁梅华,蔡玉荣,姚菊明
(浙江理工大学材料与纺织学院,杭州３１００１８)

　　摘　要:近年来桑蚕丝素蛋白以来源广泛、可降解且生物相容性好等优点,在生物医用材料领域得到了越来越

广泛的关注.以丝素蛋白为原材料,研究丝素蛋白浓度、熟化温度及盐浴浓度对所制备的丝素蛋白粒径及形貌的影

响,并探索该颗粒对抗肿瘤药物阿霉素的负载和控释能力.研究结果表明:丝素颗粒表面呈多孔状态的球体,粒径

变化范围在４００~３６００nm,对药物阿霉素的包封率为９３．８６％,载药量为１４．０８μg/mg;随pH 降低,药物释放速率

和累积释放量增加.实验表明:纳米级丝素颗粒可作为药物载体,可高效包覆抗癌药物阿霉素,并实现药物的可控

释放.
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０　引　言

近年来癌症的发病率和死亡率越来越高,抗癌

药物能有效杀死癌细胞,但药物在血液环境中易被

降解而无法在人体内稳定存在,为维持药物在体内

的有效血药浓度,研究者们设计了将药物包覆在载

体之上的载药体系[１Ｇ２].当载体包覆药物后,药物能

稳定存在于血液环境中,从而达到增强药物稳定性

的效果.此外,载体还能在一定刺激条件下,对药物

进行可控释放,因此研究一种抗癌药物的高效载体

非常重要.
药物载体材料的类型主要有无机材料[３Ｇ４]和有

机高分子材料[５Ｇ６],但无机材料在体内释放药物后难

降解,丝蛋白质作为一种天然高分子材料,生物相容

性良好,能被蛋白酶水解[７],可作为药物载体材料来

解决在体内降解困难的问题.同时,丝蛋白制备的

纤维和膜具有一定的机械强度,应用在手术缝纫线、
人造 血 管 及 医 用 敷 料[８Ｇ１１]等 研 究 方 面.Kundu
等[１２]采用去溶剂化的方法制备丝素纳米颗粒,结果

显示丝素纳米球呈βＧ折叠结构,且无明显细胞毒性.

Wenk等[１３]人以水杨酸为药物模型,制得丝素蛋白

载药微囊,发现由浓度高的丝素蛋白溶液制备的载

药微囊,对药物的释放速率更稳定.
本实验以丝蛋白为载体材料,阿霉素为抗肿瘤

药物模型,制备粒径可控的微纳米颗粒.在颗粒形

成过程中,丝素颗粒将药物阿霉素包覆在其中,从而

实现对药物阿霉素的负载;并在不同pH 的磷酸盐

缓冲溶液(PBS)中,测定阿霉素的释放速率和累积

释放量,对载药微球响应释放阿霉素的性能进行

表征.

１　材料与方法

１．１　实验试剂

蚕茧购自湖州新天丝生物技术有限公司,溴化

锂、碳酸钠购自阿拉丁试剂(上海)有限公司,无水磷

酸氢二钠和无水磷酸二氢钠购自天津市科密欧化学

试剂有限公司,阿霉素购自上海士锋生物科技有限

公司.



１．２　丝素溶液的制备

将蚕茧加入０．０２mol/L的碳酸钠溶液中煮沸

３０min,重复两次,用超纯水洗涤３次,于６０℃烘箱

中干燥过夜.称取１５mg脱胶后的丝素纤维,溶解

在１００mL 浓度为９．３０mol/L 的溴化锂溶液中,

６０℃反应２h.将溶解得到的丝素溶液置于透析袋

中,去离子水透析３d,每１２h更换去离子水,对所

得溶液进行离心即得到丝素溶液,置于４℃冰箱保

存备用.

１．３　丝素微纳米颗粒的制备及药物负载

用 Na２HPO４ 和 NaH２PO４ 配制pH 值为８、浓
度为 １．２５ mol/L 的磷酸盐溶液,将浓度分别为

０．５０、１．００、１．５０、２．００mg/mL的丝素溶液缓慢滴

加到磷酸盐溶液中,低温处理４h后再在２０ ℃熟

化温度下处理１２h,离心去离子水洗涤三次,得多

孔的 丝 素 微 纳 米 颗 粒 (silkfibroinnanoparticle,

SFNPs).选择最优的丝素溶液浓度作为下一步研

究的工艺条件.
用 Na２HPO４ 和 NaH２PO４ 配制pH 值为８浓

度分别为１．００、１．２５、１．５０、２．００mol/L磷酸盐溶

液,将浓度为最优的丝素溶液缓慢滴加到其中,低温

处理４h后再在熟化温度下处理１２h,离心洗涤三

次,得到SFNPs.选择最优的磷酸盐溶液浓度作为

下一步研究的工艺条件.
用 Na２HPO４ 和 NaH２PO４ 配制pH 值为８浓

度为最优浓度的磷酸盐溶液,将浓度为最优的丝素

溶液缓慢滴加到其中,低温处理４h后再在不同熟

化温度(１０、２０、３０、４０℃)下处理１２h,离心洗涤三

次,得到SFNPs.选择最优的熟化温度作为下一步

研究的工艺条件.
选取上述实验最优工艺条件,将阿霉素加入到

丝素溶液中,混合均匀后,将丝素溶液加入到磷酸盐

溶液中,低温处理４h后熟化温度下处理１２h,离心

洗涤,得到载药丝素颗粒.

１．４　载药颗粒对药物的体外缓释

将制备的载药颗粒分散于pH 为５．０、６．５、７．４
的PBS 中,放入 ３７ ℃ 恒温振荡箱中,振荡频率

１５０r/min,分别隔１．０、２．５、４．５、７．０、１０．５、１４．０、

１９．０、２５．０、３２．０h检测阿霉素释放量.

１．５　表征分析

采用场发射扫描电镜(FEＧSEM,日本 Hitachi
公司 SＧ４８００型)观察多孔丝素颗粒的表面形貌.

采用马尔文激光粒度仪(Zetasizer,英国马尔文

仪器有限公司 NanoZS９０型)测定丝素颗粒的粒径、

粒径分布及颗粒表面电位.
采用傅里叶红外变换衰减全反射红外吸收光谱

仪(FTIR,美国 ThermoElectron)对丝素蛋白在形

成颗粒前后进行结构分析.
采用紫外分光光度计测定阿霉素的在４８０nm

处的吸光度,建立标准曲线,对丝素颗粒包覆药物的

载药量和包封率[１４]进行定量计算.计算公式如下:

载药量/(μg􀅰mg－１)＝
载体中包覆的药物量

载体总量
,

包封率/％＝
载体中包覆的药物量

总投药量 ×１００．

２　结果与讨论

２．１　丝素浓度对SFNPs形貌及粒径的影响

丝素溶液浓度会影响晶体生长,为了解丝素溶

液浓 度 对 SFNPs 形 貌 及 粒 径 分 布 的 影 响,在

SFNPs制备过程中保持熟化温度为２０ ℃,磷酸盐

溶液浓度为１．２５mol/L不变,仅改变丝素溶液浓

度,分别为０．５、１．０、１．５、２．０mg/mL.采用扫描电

镜和激光粒度仪对SFNPs的形貌和粒径分布进行

表征,结果如图 １ 所示.图 １(a)中丝素浓度为

０．５mg/mL时,丝素颗粒表面为多孔结构,图１(e)
中丝素颗粒的粒径最小,主要分布在５００~６００nm
左右,颗粒为表面呈多孔结构的球形.图１(d)在丝

素浓度增加到２．０mg/mL时,丝素颗粒表面多孔结

构没有变化,图１(h)粒径增大到１５００nm左右.从

图１的扫描电镜照片看出随着丝素溶液浓度增加,

SFNPs的多孔结构几乎没有发生变化,颗粒粒径呈

现增大的趋势,激光粒度仪结果如图１(e)－(h),随
着丝素溶液浓度增加,丝素颗粒粒径增加,也证实扫

描电镜观察到的结果.其原因可能是在制备丝素颗

粒的过程中,丝素溶液浓度越高,越易于析出,析出

的丝素小颗粒作为晶种使溶液中的丝素蛋白能够在

其上生长,形成大的丝素颗粒[１５].图１中丝素溶液

浓度０．５mg/mL和１．０mg/mL相比,后者颗粒粒

径稍有增加,粒径分布变化不大,考虑到产量的问

题,这里选择浓度为１．０mg/mL.

２．２　熟化温度对SFNPs形貌及粒径的影响

温度会影响晶体生长,为探究熟化温度对丝素形

貌及粒径分布的影响,在丝素溶液浓度为１mg/mL,
磷酸盐浓度为１．２５mol/L的工艺条件下,分别在不

同熟化温度下制备SFNPs,采用扫描电子显微镜及

激光粒度仪对SFNPs进行表征.图２(a)中熟化温

度为１０℃时,丝素颗粒主要呈球形,少部分为短棒
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状,表面呈多孔结构,图２(e)粒径主要分布在２０００
~２３００nm左右.图２(d)当熟化温度升高到４０℃
时,跟图２(a)相比,更多颗粒呈球形,表面多孔结构

没有变化,且粒径减小,减少到１５００~１７００nm.从

图２的扫描电镜图中看出,丝素颗粒形貌变化不大,
随着熟化温度的增加,丝素颗粒粒径呈现减小的趋

势.激光粒度仪结果表明熟化温度越高,丝素颗粒

粒径越小,而且粒径分布范围更窄.这是由于晶核

在低温条件下生长速度快,高温会破坏已形成的有

序晶核,特别是在均相成核中,因而随着熟化温度升

高,丝素颗粒粒径减小[１６].考虑到粒径小有利于细

胞吞噬,因此选熟化温度为４０℃.

图１　不同丝素溶液浓度的SFNPs扫描电镜照片和的粒径分布
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图２　不同熟化温度的丝素颗粒扫描电镜照片及其粒径分布

２．３　离子强度对SFNPs形貌及粒径的影响

蛋白质是亲水性大分子,在水溶液中有双电层

结构,以保证分子的溶解度平衡并在水溶液中稳定

存在.当加入无机盐类时,盐会电离成为离子态,盐
离子的电性破坏溶液中蛋白质的双电层结构,从而

导致蛋白质沉淀析出[１７].不同离子强度对蛋白质

双电层的影响程度不同,为探究不同离子强度对丝

素颗粒及粒径分布,在丝素溶液浓度为１mg/mL,

熟化温度为４０℃工艺条件下,采用扫描电镜和激光

粒度仪对丝素颗粒形貌及粒径分布进行表征.图３
(a)离子强度为１．００mol/L时,颗粒表面呈多孔结

构,图３(e)粒径主要分布在９５０nm 左右.当离子

强度增加到２．００mol/L时,如图３(d)所示,颗粒表

面多孔结构减少,图３(h)粒径主要集中在５００nm
左右,且粒径分布范围更窄.图３扫描电镜结果显

示,随着离子强度增加,丝素表面形貌更加趋向平
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滑,粒径分布呈减小的趋势,激光粒度仪结果如图３
(e)－(h),随着离子强度增加,丝素颗粒粒径减小,
也证实扫描电镜中粒径减小的现象.

为证实离子强度影响丝素蛋白的双电层结构,
测定不同离子强度制得的丝素颗粒的表面电位.图

４结果表明,当离子强度为１．００mol/L时,颗粒表

面电位为－３５mV,当离子强度增加到２．００mol/L

时,颗粒表面电位增加－４７mV 左右,这表明随着

离子强度的增加,丝素颗粒的表面电位也增加,这一

结果跟前面图３分析得到的随着离子强度增加,颗
粒粒径减小的结果一致,即离子强度越高,对蛋白质

双电层影响程度越大,高的表面电位有利于颗粒在

溶液体系中稳定存在,在制备药物载体时选用离子

强度为２．００mol/L的盐浴溶液.

图３　不同离子强度的丝素颗粒扫描电镜照片及粒径分布
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图４　不同离子强度制得的丝素颗粒的Zeta电位

２．４　SF盐析前后构象的变化

将新制的丝素蛋白溶液通过冷冻干燥,得再生丝

素蛋白(regeneratedsilkfibroin,RSF),RSF、SFNPs的

红外光谱图如图５所示.再生丝素蛋白在形成微纳

米颗粒后,RSF的酰胺Ⅰ峰(C＝O伸缩振动)的位置从

原来的１６３３．２２cm－１移到了１６５５．１４cm－１[１８],表明

丝素盐析后的构象趋向于形成无规线团,说明高浓

度的盐溶液不利于了丝素纤维的有序排列.SFNPs
在１５４０．８６cm－１处的酰胺Ⅱ(N－H 弯曲振动)和

１２３９．４３cm－１处的酰胺Ⅲ(C－N 伸缩振动)峰值明

显增加,也说明丝素蛋白颗粒大部分为无规线团结

构和少量αＧ螺旋结构.

图５　丝素蛋白盐析前后红外谱图

２．５　SFNPs的药物负载

将未载药的纯丝素颗粒、载药的丝素颗粒及药

物阿霉素(DOX),跟溴化钾粉末研磨后进行压片,
得到SFNPs、DOX、SFNPsＧDOX的红外光谱图,结
果如图６所示.

由图６结果可知,载药后的丝素颗粒分别在

２８５０．３２、１２８１．９０、９８９．０３cm－１呈现出阿霉素的特

征振动峰,表明阿霉素已经成功被丝素颗粒包覆在

颗粒中.由于 SFNPs呈很高的负电性,Zeta电位

为－４７mV,阿霉素呈弱正电性,阿霉素通过静电吸

附的方式负载于丝素颗粒上,从而使SFNPs实现对

药物阿霉素的负载.

图６　载药丝素颗粒的红外光谱图

为实现载体对药物阿霉素的负载量和包封率的

定量计算,通过紫外分光光度计对溶液中未包覆的

阿霉素进行测定,结合标准曲线如图７所示,阿霉素

的浓度与吸光度呈线性相关,方程式为Y＝０．０２４X－
０．００１,曲线拟合度R２ 为０．９９９８３,计算得载药量为

１４．０８μg/mg,包封率为９３．８６％.表明SFNPs将

绝大部分阿霉素负载在其上,实现对抗癌药物阿霉

素的高效负载.

图７　阿霉素的标准曲线

２．６　药物的pH 响应释放

由于癌细胞内部环境的pH 值呈弱酸性,pH 为

５．０的PBS模拟癌细胞中内涵体和溶酶体的微环

境,pH 值为６．５的PBS模拟肿瘤细胞外环境,pH
值为７．４的PBS模拟体内血浆环境[１９].阿霉素是

通过静电吸附的方式负载于丝素颗粒中,不同pH
条件会影响其静电相互作用[２０],根据环境pH 值的

不同实现药物的响应释放.
图８为载药丝素颗粒在不同pH 值的 PBS中

的累积释放药物阿霉素的量随时间的关系曲线.图

８结果表明,当PBS的pH 为７．４时,药物释放速率

最慢,在释放 ７h 后达平衡状态,累积释放量为

２５．８５％.当PBS的pH 为６．５时,在释放１４h后
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达到平衡,累积释放量为４１．２１％.PBS的pH 为

５．０时药物的释放速率在最快,释放１４h后达平衡

期,药物的总释放量为６８．２１％.图８说明酸性条

件有利于药物释放.药物在酸性条件下释放量的增

加,主要是由于酸性环境削弱了阿霉素和丝素蛋白

之间的静电作用,导致药物从纳米颗粒中释放出来.
以上结果表明丝素制得的纳米颗粒可作为药物载

体,并在弱酸性环境的肿瘤细胞内部及周围实现

pH 响应释放.

图８　载药丝素颗粒的体外释放曲线

３　结　论

通过研究丝素溶液的浓度、熟化温度、磷酸盐溶

液浓度,得到粒径可控的多孔丝素颗粒.丝素溶液

浓度越低,磷酸盐溶液浓度越高,熟化温度越高,制
得的丝素颗粒粒径越小.纳米级多孔丝素颗粒对抗

癌药物阿霉素的负载性能良好,药物释放速率和累

积释放量随pH 降低而增加,根据癌细胞内部环境

的pH 比正常细胞低,可实现药物的控制释放,具有

可观的医用前景,有望应用于癌症治疗.
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SizeＧcontrolledpreparationofporoussilkfibroin
particleusedasdrugcarrier

LEIRong,XUJianghui,ZHOUWencui,YUAN Meihua,CAIYurong,YAOJuming
(CollegeofMaterialsandTextiles,ZhejiangSciＧTechUniversity,Hangzhou３１００１８,China)

Abstract:Recently,silkwormsilkfibroinhasreceivedmoreandmoreattentioninthefieldofbiomedical
materialduetoitsexcellentproperties,suchasextensivesources,biodegradabilityandbiocompatibility．
Inthepaper,thesilkfibroin(SF)wasusedastheraw materialtostudytheeffectsofSFconcentration,

agingtemperatureandsaltbathconcentrationonthesizeandmorphologyofSFparticles．Meanwhile,the
loadingcapacityandcontrolledreleasecapacityoftheparticlesonantiＧtumordrugwereexplored．Results
showthatthesynthesizedSFparticleissphericalandporous．ThediameterofSFparticlecouldbe
adjustedinarangeof４００~３６００nm．Theloadingcontentandtheentrapmentratioofdoxorubicinare
１４．０８μg/mgand９３．８６％respectively．Thereleaserateandaccumulativereleaseamountofdrugincreases
withthedecreaseofpH．ItisindicatedthattheSFparticlescanbeusedasthedrugcarriertoeffectively
coattheantiＧcancerdrugadriamycin．Besides,controlleddrugreleasecanbeachieved．

Keywords:silkfibroin;nanoparticle;porous;drugloadingandrelease

(责任编辑:廖乾生)

４４ 　　　　　　　　　　　　　　浙　江　理　工　大　学　学　报 ２０１８年　第３９卷


