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Abstract: The method of water in oil in water (w1/o/w2) was utilized to prepare BMP/PLGA microspheres. 
Various preparing parameters, including polymer concentration in oil phase, volume ratio of inner water 
phase to oil phase, emulsification concentration in external water phase were altered during the microspheres 
production. The effects of these changes on the size of the microspheres, drug loading, encapsulation 
efficiency were examined. And the morphological characteristics, drug-releasing function of the microspheres 
were investigated. The results show that the BMP/PLGA microspheres is good at morphology with the parti-
cles diameter at 0.5µm~5µm, the envelopment ratio76.1%, and the ratio of drug loading 1.14%.However, the 
initial burst release of the microspheres occurred. The initial BMP burst release exceeded 18% within 1.5 
days, and approximately 75% of the drugs was released within 43.5 days was observed for BMP from 
BMP-loaded microspheres and followed the Higuchi matrix model. So, the release behavior of microspheres 
showed the feasibility of BMP-loaded microspheres as controlled release devices. 

Keywords: Bone Morphogenetic Protein; Poly (lactic-co-glycolide); Microspheres; Double-emulsion solvent 
evaporation method 
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摘  要：采用复乳化-溶剂挥发法制备 BMP/PLGA 微球，探讨 BMP/PLGA 微球的制备可行性，重点考
察 PLGA 浓度、V(W1)/V(O)、乳化剂浓度等因素对微球粒径、包封率、载药量的影响，并对微球形态、
粒径及释药特性进行研究。结果显示：BMP/PLGA 微球的成球性较好，大小较均匀，直径大致在
0.5µm~5µm。所制备的微球包封率为 76.1%，载药量为 1.14%。但其释放方程存在突释期、持续释放期
两部分。在释放 1.5 天时，释放率可达 18%，其后为持续释放期，到 43.5 天时约释放 75%，其释放轨
迹能较好的满足 Higuchi 方程。 
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1 引言 

骨形态发生蛋白（bone morphogenetic protein, 

BMP）在骨的形成和修复中具备调节细胞的分化和功能

的特性，其应用研究一直是组织修复再生和组织工程领

域最活跃的课题之一[1]。骨的修复重建过程正是骨细胞

在 BMP 等生长因子的调控下，在支架材料上黏附、增

殖、分化，并消化吸收支架材料，重新构建成骨的过程。

在骨修复的不同阶段有大量生长因子表达，其中骨形成

蛋白在骨修复重建过程中具有决定性的作用[2，3]。在骨

修复材料中引入一定的生长因子尤为重要。但其在体内

的半衰期短，全身和局部应用很快被稀释代谢，达不到

所期望的生物效应，因此国内外学者进行了大量的缓释

载体的研究[4-10]。其中，PLGA 具有生物相容性好、无

免疫反应、降解时间可调节等特点，而且可以通过调节

聚乳酸和聚乙醇酸而单体的比例得到不同降解时间的

载体，因而被广泛用作药物载体材料。本实验以复乳-

溶剂挥发法(W1/O/W2)制备 BMP/PLGA 载药微球，采用
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单因素实验法，重点考察了 PLGA 浓度、V(W1)/V(O)、

乳化剂浓度等因素对微球粒径、包封率、载药量的影响，

用 SEM 观察微球的形态，表面电位粒径仪测定微球粒

径分布，并检测了其释药特性。 

2 材料和方法 

2.1 试剂及仪器 

BMP(牛源，天津中津生物科技有限公司 )；

PLGA((75/25，Mw 50000，山东医疗器械研究所)；Elisa

试剂盒(Bovine BMP ELISA Kit，Esblab.com) ；聚乙烯

醇(PVA，纯度：96%~98%，水解度：98%，聚合度：1 

750±50,中国医药集团上海化学试剂公司)。 

X-520 型高速匀浆机，美国科尔-帕默；冷冻干燥机，

LABCONCO 公司；CR22G 型超速冷冻离心机，日本日

立；SHZ-88 水浴恒温振荡器，江苏金坛市医疗仪器厂；

BDL-B 型表面电位粒径仪，上海市检测技术所上立检测

仪器厂。SHA-CA 型水浴恒温振荡器，江苏金坛市医疗

仪器厂。MULTISKAN MK3 全自动多功能酶标仪（美

国）。 

2.2 方法 

2.2.1 BMP/PLGA 微球的制备 

采用 W1/O/W2溶剂挥发法制备微球。具体方法为，

将一定浓度和体积的 BMP 溶液加入 PLGA 的二氯甲烷

溶液中，浸于冰水浴中在高速匀浆条件下乳化成白色乳

状液，立即倒入 PVA 溶液中用匀浆机分散均匀，磁力

搅拌 4h，使二氯甲烷完全挥发后，离心，所得微球以蒸

馏水洗涤 3 次，冷冻干燥，于 4℃保存。在制备过程中,

通过改变 PLGA 浓度、PVA 浓度、PVA 体积等条件来

考察其对微球粒径、表面形态、包封率等性质的影响。 

2.2.2 BMP/PLGA 微球表面形貌观察 

将少量的微球粉末放在贴有双面胶的载玻片上，制

成相应的扫描电镜样品，喷金后利用 SEM 观察微球表

面形貌。 

2.2.3 BMP/PLGA 微球大小分布检测 
取少量微球置于乙醇溶液，超声分散，取适量溶液

分散于载玻片上，由表面电位粒径仪测定粒径分布，每

次测量不少于 500 个。 

2.2.4 BMP/PLGA 微球包封率的检测 
称取干燥微球约 10mg精密定溶于 0.1mol•L-1NaOH

溶液(含 5%SDS)2ml 中，于 37℃下恒温震荡 24h，然后

离心，用 Elisa 试剂盒测定上清液 BMP 含量。其中 Elisa 

严格按照说明操作，并以浓度为 0、7.8、15.6、31.2、
62.5、125、250、500ng/ml 标准品浓度为横坐标，以酶

标仪所测 A 值为纵坐标，作图建立 BMP 的标准曲线并

得出标准方程。然后根据样品 A 值在该曲线图上查出

BMP 浓度。其标准方程为： y=2E-08x3 -2E-05x2 + 
0.0099x + 0.1673，R2=0.9993。 

微球包封率=微球中的 BMP 量/投料量 

2.2.5 BMP/PLGA 微球体外释放试验 
精确称取一定量微球置于透析袋中，紧密封口，然

后置于10ml作为缓释介质的PBS缓冲溶液(pH=7.4)中，

37℃条件下以 100 r/min 的速率恒温恒速振荡。分别在

第 0.5、1、1.5、2.5、4.5、7.5、11.5、16.5、21.5、28.5、
35.5、43.5d 定时移去 1ml 释放介质于离心管中标号冻存

待测并补充同样体积的新鲜缓冲液。用 Elisa 试剂盒测

定 BMP 含量。释放率％=W1/W2×100％，式中 W1 为微

球在缓冲液中溶出 BMP 的量，W2 为微球中 BMP 的总

量。 

3 结果和讨论 

3.1 BMP/PLGA 微球表面形貌 

BMP/PLGA 微球扫描电镜结果如图 1 所示。SEM
观察显示采用复乳法-溶剂挥发法制备的BMP/PLGA 微

球的成球性较好，微球表面较光滑，大小较均匀，直径

大致在 0.5µm ~5µm。所制备的微球冻干后呈疏松白色

粉末，再分散性良好，可方便分装，利于以后使用。 

3.2 BMP/PLGA 微球大小分布 

BMP/PLGA 微球粒径分布如图 1 所示。微球粒径

主要集中在 0.5µm~12µm 范围内，以纳米小球居多。 

3.3 成球工艺对微球性能的影响 

W1/O/W2 复乳化-溶剂挥发法是制备多肽、生长因

子等蛋白质药物 PLGA 微球的经典方法，微球形成的过

程中，生物可降解材料的有机溶剂可作为内、外水相间 
 

 

Figure 1 Scanning electron microscopy photograph of BMP/PLGA 

microspheres 

图 1  BMP/PLGA 微球扫描电镜图 
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Figure 2.  Particle distribution of BMP/PLGA microspheres 

图 2 .  BMP/PLGA 微球粒径分布图 

 
的疏水性屏蔽，避免或减少药物因扩散而泄漏至外水

相，使包封率降低。因此，如何建立一种较为理想的疏

水性屏蔽，并快速有效的阻断药物的扩散对提高微球的

包封率尤为重要。 
W1/O/W2复乳化-溶剂挥发法制备微球时，PLGA 浓

度、乳化剂浓度、V(W1) /V(O)、乳化搅拌速度、外水相

盐浓度等因素对内外水相间的疏水性屏蔽性能及药物

的扩散性能产生重大影响，进而影响微球的性能及包封

率。实验重点考察了 PLGA 质量浓度、 PVA 质量浓度、

V(W1) /V(O)比例 3 个因素对微球包封率及平均粒径

(Image J 计算的平均粒径)的影响，具体实验参数及结果

见表 1。 

3.3.1 PLGA 浓度对微球包封率的影响 
表 1 中的 A、B、C、D 为聚合物浓度对包封率的影

响。从表 2 可看到，PLGA 浓度的增加有利于提高包封

率，当其浓度从 0.01g/ml 提至 0.04g/ml，包封率从 59.6%
升至 77.4%，这可能是由于高浓度的聚合物会形成了高

黏度的油相溶液，也增加了药物从聚合物初乳液中扩散

出来的阻力[11，12]，阻止了 W1 中的 BMP 向 W2 中扩散，

另外随着聚合物浓度的提高，聚合物在分散相表面固化 
 

Table1 Preparation parameters and entrapment efficiency of mi-

crospheres 

表 1  PLGA 浓度、乳化剂浓度、V(W1) /V(O)对微球包封率的影响 

序

号 

PLGA

浓度

/g•ml-1 

PVA

浓度

/g•ml-1 

V(W1) 

/V(O) 

粒径大小

/µm 

包封

率/% 

载药量

/% 

A 0.01 0.02 1:10 1.97±0.53 59.6 1.7882 

B 0.02 0.02 1:10 3.27±0.61 72.1 1.0814 

C 0.03 0.02 1:10 3.94±0.87 74.5 0.745 

D 0.04 0.02 1:10 5.21±1.32 77.4 0.5806 

E 0.02 0.02 1:5 1.83±0.78 58.7 1.761 

F 0.02 0.02 1:15 4.23±0.97 73.5 0.735 

G 0.02 0.02 1:20 4.87±0.86 74.1 0.5558 

H 0.02 0.005 1:10 4.31±0.96 57.1 0.8566 

I 0.02 0.01 1:10 3.82±0.78 68.4 1.0266 

J 0.02 0.03 1:10 3.13±0.72 74.7 1.1206 

K 0.02 0.04 1:10 2.68±0.64 76.1 1.1414 

速度加快，阻止了药物的扩散从而使微球的包封率得到

提高。但随着 PLGA 浓度的增加，微球的粒径也随着增

大，而且其分散性能也有所降低。 

3.3.2 V(W1) /V(O)对微球包封率的影响 
表 1 中 E、B、F、G 为 V(W1) /V(O)对包封率的影

响。随着油相比例的增大，微球包封率呈增大的趋势。

这是因为随着油相比例的增大，有机溶剂挥发、乳液液

滴硬化成球后就会形成较厚的壳层，使 W1 中的 BMP
向 W2 中扩散的难度加大，从而在很大程度上阻止了

W1中的 BMP 向 W2中扩散，提高了微球的包封率。另

外油相增加而 PLGA 浓度不变，相当于增加了 PLGA 用

量，使微球的粒径也迅速增大，同时也导致微球载药量

急剧下降。 

3.3.3 乳化剂浓度对微球包封率的影响 
表 1 中 H、I、B、J、K 为乳化剂 PVA 浓度对包封

率的影响。结果显示，乳化剂质量浓度 0.005、0.01、0.02、
0.03、0.04g/mL，所对应的包封率分别为 57.1%、68.4%、

72.1%、74.7%和 76.1%，随着 PVA 浓度的增大，微球

的粒径有所降低，包封率显著提高。这是由于随着 PVA
浓度的提高，W2 的黏度增大，形成的乳液越稳定，限

制了内水相向连续相的移动[13]，使 W1 中的 BMP 不易

扩散到 W2 中，从而使 BMP 更多地被包裹[14]，微球的

包封率得到提高。而 W2 黏度的增大，其成球时剪切力

也增大，从而使微球粒径有所降低。因此适当增大乳化

剂浓度有利于粒径的降低和包封率的提高，但乳化剂浓

度过大易引起洗涤等后处理的不便，微球分散性能的降

低。 

3.4 BMP/PLGA 微球体外释放性能 

微球的释放见图 3。体外释放结果显示 BMP/PLGA
微球能实现长期稳定的释放，具有明显的缓释作用。其

释放方程存在突释期、持续释放期两部分。在释放 1.5
天时，释放率可达 18%，其后为持续释放期，微球能够

持续释放 BMP，释放浓度比较稳定，到 43.5 天时约释 
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Figure 3. In vitro release profile of BMP/PLGAmicrosphere 

图 3. BMP/ PLGA 微球的体外释药曲线 

323

The 7th National Conference on Functional Materials and Applications

978-1-935068-41-9 © 2010 SciRes.



 
 

 

 

 

 

放约75%。其释放轨迹能较好的满足Higuichi方程。其

线形回归方程为：y = 0.1096x - 0.0011，R2 = 0.9966。

其中，BMP/PLGA 微球的突释效应可能是微球表面 BMP

的溶解及扩散形成的，而后面的持续释放期可能是PLGA

微球缓慢降解和药物的溶解扩散共同决定的。 

4 结论 

(1)通过成球工艺参数的改变，可以制备出成球性较

好，大小较均匀，直径大致在 0.5µm~5µm 的 BMP/PLGA
微纳米球。 

(2) PLGA 浓度、V(W1)/V(O)、乳化剂浓度等因素

对微球包封率都有一定的影响。其中 PLGA 浓度的增加

也有利于提高包封率，当其浓度从 0.01g/ml 提至

0.04g/ml，包封率从 59.6%升至 77.4%，但浓度的提升也

引起了其成球性能的下降；提高 V(O)/V(W1)、乳化剂

PVA 的浓度均有利于提高微球包封率；但乳化剂浓度过

高易引起洗涤等后处理的不便。 
(3) 体外释放结果显示 BMP/PLGA 微球具有明显

的缓释性能，能实现长期稳定的释放。 
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