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载脑源性神经营养因子脂质体纳米微粒脂膜微泡

超声造影剂的制备与初步评价

程 伟 赵大威 田 猛 胡加银 阳建政 杜 鹏 王 翔

摘 要 目的 制备一种新型的载脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）脂质体纳米微粒脂膜微泡超声造影剂（ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ），

并对其应用进行初步评价。 方法 以冷冻干燥法在“脂氟显”制备的基础上加入与二棕榈酰磷脂酰胆碱等量的含生物

素化棕榈酰磷脂酰甘油钠－聚乙二醇 ２０００－生物素，制备含生物素化脂膜超声微泡造影剂，通过链亲和素耦连含生物素

化聚乙二醇载 ＢＤＮＦ 脂质体纳米微粒制备 ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ，检测其物理性质、载药量、包封率、稳定性及体内声学特性。

结果 ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ 平均粒径（４．２0±０．７９）μｍ，浓度 １．０２×１０

９

/ｍｌ，总药物含量（１．１８±１．９６）ｍｇ/ｍl，包封率（７１．６±２．６）％。 在

４℃下，ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ 平均粒径和包封率各时间点无明显变化；在（２４±2）℃下，ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ 的平均粒径随时间推移逐渐增

大，第 １、３、５、７天的粒径与初始粒径比较差异均有统计学意义（均 Ｐ＜０．０５），包封率在（２４±2）℃下各时间点比较差异无统计

学意义。ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ 能显著增强实验动物肝脏显影，平均峰值强度（２１．5±3．5）ｄＢ，平均达峰时间（19．2±5．2）ｓ。结论 应用

生物素－亲和素耦连可成功制备 ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ；ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ 可为靶向显影及药物通过血脑屏障释放提供工具。
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脑源性神经营养因子（ｂｒａｉｎ－ｄｅｒｉｖｅｄ ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃ

ｆａｃｔｏｒ， ＢＤＮＦ）具有保护神经元，减少神经元凋亡，促进

神经元在有害环境下生存等作用

［

１

］

。 作为潜在的药物

分子，ＢＤＮＦ 可用来治疗缺血性脑梗死等多种神经系

统疾病

［

２－３

］

。 然而外周大分子物质很难通过血脑屏障进

入中枢神经系统

［

４

］

，且外周血液系统内存在 ＢＤＮＦ内

切酶

［

１

］

，导致外周给予 ＢＤＮＦ 时因半衰期短，剂量不稳

定，限制了其临床应用。因此，如何确保 ＢＤＮＦ 安全、稳

定、高效地跨血脑屏障到达靶区，是应用 ＢＤＮＦ 治疗缺

血性脑梗死的关键。本实验在“脂氟显”

［

５－６

］

脂质成膜材

料的基础上， 加入棕榈酰磷脂酰甘油钠－聚乙二醇

２０００－生物素［ＤＰＰＧ－ＰＥＧ（２０００）－Ｂｉｏｔｉｎ］制得含生物

素化脂膜超声微泡， 通过链亲和素耦连含生物素化聚

乙二醇载 ＢＤＮＦ 脂质体纳米微粒， 制备具有高效包封

率和载药率的新型载 ＢＤＮＦ 脂质体纳米微粒的脂膜超

声微泡造影剂（ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ），观察其物理性质和体

内显影效果，并初步评价其应用价值。

材料与方法

一、药品与试剂

ＢＤＮＦ 冻干粉（美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；ＤＰＰＧ－ＰＥＧ

（２０００）－Ｂｉｏｔｉｎ 和二棕榈酰磷脂酰胆碱（美国 Ａｖａｎｔｉ

Ｐｏｌａｒ ｌｉｐｉｄｓ 公司）；聚乙二醇－４０００（美国 Ｈｅｒｃｕｌｅｓ 公

司）；３β－［Ｎ－（Ｎ１，Ｎ１－二甲基胺乙基）胺基甲酞基］胆

固醇（美国 Ａｖａｎｔｉ Ｐｏｌａｒ ｌｉｐｉｄｓ 公司）；链亲和素（美国

Ｐｒｏｍｅｇａ公司）；ＢＤＮＦ ＥＬＩＳＡ试剂盒（美国 Ｒ＆Ｄ公司）；

氢化蛋黄卵磷脂（德国 Ｌｉｐｏｉｄ 公司）；５０％葡萄糖、丙二

醇及丙三醇（重庆川东化工集团有限公司）。

二、实验仪器

ＧＬＺＹ－０．５Ｂ 型冷冻干燥机（上海浦东冷冻干燥仪

厂）； 机械振荡仪（安泰科技股份有限公司）； 库尔特

颗粒计数仪（珠海欧美克科技有限公司）；ＧＥ Ｌｏｇｉq ９彩

色多普勒超声诊断仪，９Ｌ 探头，频率 ７ ＭＨｚ。

三、实验方法

１．含生物素化聚乙二醇长臂脂膜超声造影剂的制

备：按照“脂氟显”脂质成膜材料配比，将 ３β－［Ｎ－（Ｎ１，

Ｎ１－二甲基胺乙基）胺基甲酞基］胆固醇、二棕榈酰磷

脂酰胆碱及聚乙二醇－４０００ 以质量比 １∶１∶１５０ 置于

２０ ｍｌ 三角烧瓶中，再加入 １ 份 ＤＰＰＧ－ＰＥＧ（２０００）－

Ｂｉｏｔｉｎ，按各自的相变温度以超纯水分散、混悬制得混

悬液，将混悬液置于冷冻干燥机干燥成粉，加入 ５０％

葡萄糖、丙二醇及丙三醇按体积比 ８∶１∶１ 组成的混合溶

媒液 １ ｍｌ 充分溶解，并加入全氟丙烷气体，机械振荡

仪进行振荡，频率为 ４０００～５０００ 次/ｍｉｎ，时间 ６０ ｓ，即

得到含生物素化聚乙二醇长臂脂膜超声造影剂。

２．含生物素化聚乙二醇载 ＢＤＮＦ 脂质体纳米微粒

的制备：以卵磷脂、胆固醇及 ＤＰＰＧ－ＰＥＧ（２０００）－Ｂｉｏｔｉｎ

为成膜材料，以质量比 １∶１∶１ 于氯仿制得混悬液，旋转

蒸发除去氯仿并于－４５℃下冷冻干燥 ２４ ｈ 成膜。 用超

纯水充分溶解并于 ６０℃下超声乳化 ５ ｍｉｎ， 于液氮和

水浴中反复冻融 ５次，并过 ０．２２ μｍ微孔滤膜 ３次进行

整粒， 即得到含生物素化聚乙二醇脂质体纳米微粒。

为加载 ＢＤＮＦ，将制得的脂质体薄膜用 ２５０ ｍＭ 的硫酸

铵溶液溶解， 然后溶液反复用 ０．２２ μｍ 微孔滤膜挤出

５ 次，１３ ０００ ｒ/ｍin，５ ｍｉｎ 离心去除硫酸铵溶液，此时硫

酸铵主要位于脂质体内部。 将脂质体用 ５００ μＭ ＢＤＮＦ

以体积比 １∶１ 重悬，并于 ６０℃孵育 ２ ｈ，离心除去未包

载的 ＢＤＮＦ，即得到含生物素化聚乙二醇载 ＢＤＮＦ 脂

质体纳米微粒。

３．ＢＤＮＦ-UMCA 的制备：应用“生物素－亲和素”法

对生物素化后的载 ＢＤＮＦ 脂质体纳米粒和脂膜超声造

影剂进行耦连， 按照体积比 １∶１ 混合上述两种微泡和

纳米粒， 然后按照 ０．０２５ ｍｇ/ｍｌ 的比例加入亲和素，常

温下孵育 ２ ｈ，离心去除未耦连的微泡、脂质体微粒及

亲和素，用超纯水重悬即制得 ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ。

四、质量评价

１．微泡粒径、粒径分布及微泡浓度测定：激光粒度

仪检测耦连前后微泡粒径和粒径分布， 库尔特颗粒计

数仪测量微泡浓度。

２．ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ 的载药量和包封率测定：取 １．０ ｍl

ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ，于 ３５ ０００ ｒ/ｍin 下离心 １５ ｍｉｎ 分离

ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ与游离药物，取上清液按照 ＢＤＮＦ ＥＬＩＳＡ

试剂盒操作说明测定 ＢＤＮＦ含量，即得到游离药物含量

（Ｗ

游

）；取 １．０ ｍl ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ，用甲醇固定，取样测定，

即得到 １．０ｍlＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ混悬液中总药物含量（Ｗ

总

）。

载药量＝ Ｗ

总

－Ｗ

游

；包封率＝（Ｗ

总

－Ｗ

游

）/Ｗ

总

×１００％。

３．稳定性试验：将制得的 ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ 分别于温

度 ４℃和（２４±2）℃，相对湿度（６５±５）％的条件下静置，

于静置即刻和静置第 １、３、５、７ 天测量平均粒径和包

封率。

４．体内声学特性试验：选取健康新西兰大白兔

１２ 只（陆军军医大学大坪医院实验动物中心提供，

动物使用许可证号：ＳＹＸＫ－ＰＬＡ－２０１２－００３６），雌雄不

限，体质量（２．０５±０．２６）ｋｇ 。 将其随机分为两组，每组

６ 只，分别使用 ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ 微泡和 ＳｏｎｏＶｕｅ 微泡（意

大利博莱科公司）对其进行肝脏超声造影检查。 首先
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建立耳缘静脉通道，注入２．５％戊巴比妥钠 ３０ ｍｇ/ｋｇ 实

施麻醉，８％ 的硫化钠脱去肝区体毛，取仰卧位固定于

实验台。 彩色多普勒超声诊断仪调节成像深度至

４ ｃｍ，待充分显示肝脏满意切面后，启动超声造影条

件，机械指数 ０．１，按照 ０．０１ ｍｌ/ｋｇ 经耳缘静脉团注

ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ 微泡或按照 ０．１ ｍｌ/ｋｇ 经耳缘静脉团注

ＳｏｎｏＶｕｅ 微泡，随后尾随生理盐水０．５ ｍｌ 冲管，整个造

影检查中上述各设置条件及显示的肝断面均保持不

变。 动态采集造影图像，应用机器自带软件分析肝脏

二维灰阶强度变化， 描记肝实质增强的时间－强度曲

线， 对比 ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ 微泡与 ＳｏｎｏＶｕｅ 微泡对肝脏

增强显像的效果，记录峰值强度和达峰时间。

五、统计学处理

应用 ＳＰＳＳ ２３．０统计软件， 计量资料以 x±s 表示，

粒径变化、峰值强度及达峰时间比较行非配对双尾

ｔ 检验；稳定性随时间的变化采用单因素方差分析

并行Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓ多重比较检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学

意义。

结 果

一、ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ 的一般物理特性

ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ 外观呈白色混悬液，普通光镜下观

察其呈圆形，表面光滑，分布较均匀。 未耦连 ＢＮＤＦ 的

含生物素化聚乙二醇长臂脂膜超声微泡造影剂粒径为

１．５～５．５ μｍ，平均粒径（３．５０±０．６５）μｍ，浓度 １．３５×１０

９

/ｍｌ

（图 1）；ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ 粒径为 １．２～６．８ μｍ， 平均粒径

（４．２０±０．７９）μｍ，浓度 １．０２×１０

９

/ｍｌ（图 2）。 超声微泡在

耦连载 ＢＤＮＦ 脂质体纳米微粒前后的粒径比较差异有

统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

二、ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ 的载药量和包封率

ＥＬＩＳＡ 检测显示，１ ｍｌ ＢＤＮＦ－ ＵＭＣＡ 中 Ｗ

游

为

（０．３４±０．８２）ｍｇ/ｍｌ，Ｗ

总

为（１．１８±１．９６）ｍｇ/ｍｌ，载药量为

（０．８４±０．９５）ｍｇ/ｍｌ，包封率为（７１．６±２．６）％。

三、ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ 的稳定性

在 ４℃下，ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ 的平均粒径和包封率各

时间点比较差异均无统计学意义。而在（２４±2）℃下，随

着放置时间的延长，ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ 的平均粒径逐渐增

大， 粒径的变化主要发生在载 ＢＤＮＦ 脂质体纳米微

粒，第 １、３、５、７ 天的粒径与初始粒径比较差异均有统

计学意义（均 Ｐ＜０．０５）；超声微泡的粒径随时间延长无

明显变化（图 3）。 ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ 的包封率在 ４℃和

（２４±2）℃下各时间点比较差异均无统计学意义（图

4）。 见表 1。

四、ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ 的声学特性

ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ能显著持续增强实验动物的肝脏显影，

ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ 峰值强度为（２１．５±３．５）ｄＢ，与 ＳｏｎｏＶｕｅ

峰值强度［（２３．３±４．７）ｄＢ］比较差异无统计学意义；

ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ 达峰时间为（１９．２±５．２）ｓ，与 ＳｏｎｏＶｕｅ 达

峰时间［（１７．８±６．４）ｓ］比较差异无统计学意义。

讨 论

近年来，随着超声造影剂的不断革新，超声靶向药

物输送和选择性成像已成为医学影像学领域的研究热

图

4 ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ包封率的变化

图

3 ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ平均粒径的变化

图

1 含生物素化聚乙二醇长臂脂膜超声微泡造影剂的粒径分布图

图

2 ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ的粒径分布图
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点和重要发展方向。将药物、基因或蛋白等配体连接在

微泡造影剂表面， 可实现对体内特定靶点药物和基因

的靶向输送，以及特异的选择性成像，从而提高局部药

物浓度和治疗效果

［

７-８

］

。 由于血脑屏障的存在，大分子

药物很难进入神经系统， 且外周血液中还存在 ＢＤＮＦ

内切酶

［

１

］

，使得ＢＤＮＦ 在血液中的半衰期很短，剂量不

稳定，限制了其临床应用。 如何使 ＢＤＮＦ 安全、稳定及

高效地跨过血脑屏障到达靶区， 是神经疾病治疗领域

的关键。 研究

［

４

］

表明，超声引发的微泡空化效应能够可

逆地开放大脑的血脑屏障， 这为大分子药物透过血脑

屏障进入神经系统创造了机会

［

９

］

，而如何将携带 ＢＤＮＦ

的配体与超声微泡造影剂耦连是技术的基础和关键。

本实验在前期“脂氟显”微泡造影剂

［

５－６

］

脂质成膜

材料的基础上，加入 ＤＰＰＧ－ＰＥＧ（２０００）－Ｂｉｏｔｉｎ 制得含

生物素化的脂膜超声微泡。 聚乙二醇修饰二棕榈酰磷

脂酰甘油钠的加入可防止微泡过度聚集， 同时减少了

其与血中蛋白、调理素、抗体及酶等的作用，避免被网

状内皮系统识别吞噬，延长了微泡的循环时间，增加微

泡稳定性

［

６

］

。 另外，由于聚乙二醇被生物素化，使得可

以通过亲和素与其他含有生物素化的配体进行桥接形

成复合体，从而为携带药物提供平台

［

５

］

，然后通过亲和

素与粒径 ２００ ｎｍ 的含有生物素化聚乙二醇载 ＢＤＮＦ

的脂质体纳米微粒耦连， 从而制备出粒径 １．２～６．８ μｍ

的新型 ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ。

为了验证新型 ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ 的载药量和包封率，

本实验采用 ＥＬＩＳＡ 法对微泡溶液中游离药物含量和

总体药物含量进行了检测，结果显示 ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ 具

有较高的药物包封率［（71.6±2.6）%］，证实荧光亲和素

与含生物素化脂膜微泡通过桥接作用实现稳定结合。

另外，ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ 的稳定性在 ４℃下，其平均粒径大

小和包封率未随时间推移产生明显变化；而在（２４±2）℃

下， 载 ＢＤＮＦ 脂质体纳米微粒是整体粒径产生变化的

主要原因， 说明在常温下脂质体纳米微粒粒径容易随

放置时间延长逐渐变大。值得注意的是，（２４±2）℃下的

脂质体纳米微粒的粒径虽然变大， 但整体包封率并无

明显变化，说明纳米微粒并未因破裂导致 ＢＤＮＦ 溢出。

本实验中体内声学特性检测也证明 ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ 可

以很好地对动物肝脏进行增强显影， 与 ＳｏｎｏＶｕｅ 的造

影增强效果无明显差异。

综上所述，本实验在前期“脂氟显”微泡造影剂研

究的基础上，成功制备了 ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ，并验证了其高

效的载药量和包封率， 以及稳定性和声学造影增强能

力， 为进一步促使 ＢＤＮＦ 透过血脑屏障进入神经系统

靶向治疗相关疾病奠定了基础。
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［９］ Ａｒｙａｌ Ｍ，Ｖｙｋｈｏｄｔｓｅｖａ Ｎ，Ｚｈａｎｇ ＹＺ，ｅｔ ａｌ． Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｗｉｔｈ

ｌｉｐｏｓｏｍａｌ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ａｎｄ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ－ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎ ｏｆ ｂｌｏｏｄ－

ｔｕｍｏｒ ａｎｄ ｂｌｏｏｄ－ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒｓ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｏｕｔｃｏｍｅｓ ｉｎ ａ ｒａｔ ｇｌｉｏｍａ

ｍｏｄｅｌ［Ｊ］． Ｊ Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｒｅｌｅａｓｅ，２０１３，１６９（１-２）： １０３－１１１．

（收稿日期：２０１8－０1－03）

表

1 不同温度下各时间点 ＢＤＮＦ－ＵＭＣＡ平均

粒径和包封率比较（x±s）

不同温度 平均粒径（μm） 包封率（%）

4℃

静置即刻 4.06±0.44 70.80±1.25

静置第 1天 4.42±0.65 70.40±4.29

静置第 3天 4.06±0.38 69.80±2.78

静置第 5天 4.44±0.47 68.30±2.35

静置第 7天 4.27±0.71 70.70±4.52

（２４±２）℃

静置即刻 3.59±0.38 70.40±4.53

静置第 1天 4.00±0.21

*

69.20±4.01

静置第 3天 4.69±0.22

*

71.00±3.46

静置第 5天 6.29±1.24

*

68.90±3.42

静置第 7天 6.60±1.04

*

69.70±3.89

与（２４±２）℃下静置即刻比较，

*

P<0.05。
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