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［摘要］　目的：制备稳定性高、粒径小的脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）缓释注射纳米粒，并评价其释药过程。方法：采用乳

酸羟基乙酸共聚物（ＰＬＧＡ）为载体材料，复乳化溶剂挥干法制备载有ＢＤＮＦ的ＰＬＧＡ纳米粒。优化纳米粒处方和制备工艺，

观察纳米粒的形态、大小和粒径分布，评价其回收率、精密度、重复性、包封率以及体外释药特性。结果：优选处方选择理论载

药量１％、聚合物浓度３．３ｍｇ／ｍｌ、超声时间为４０ｓ，甘露醇为支架剂。ＢＤＮＦ纳米粒呈圆形，大小均匀，平均粒径为１５６．７ｎｍ。

制备的纳米粒回收率、精密度、重复性和包封率较高，缓慢溶蚀释放为其主释药过程，时间达３０ｄ。结论：成功制备的ＢＤＮＦ
缓释注射纳米粒具有稳定性好、包封率高的特点。
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　　腰椎间盘突出症及腰椎管狭窄症主要是由于神
经根受压而引发相应的临床症状，临床手术虽可通
过减压阻止病情进一步发展，但临床症状缓解难以
令人满意。脑源性神经营养因子（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄ
ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）能促进神经细胞生长，
具有神经保护，缓解炎性痛、神经痛作用［１］。Ｘｕ

等［２］研究发现靶向ＢＤＮＦ基因转染对脊髓运动神经
元损伤具有保护作用。但外源性ＢＤＮＦ在体内代
谢较快，且易被体内代谢酶破坏。因此，本研究采用
乳酸羟基乙酸共聚物（ＰＬＧＡ）为载体材料，制备载
有ＢＤＮＦ的纳米粒，解决外源性ＢＤＮＦ给药的上述
问题，为ＢＤＮＦ的临床应用研究提供新的思路。
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１　材料和方法

１．１　药品及试剂　ｈｕＢＤＮＦ（ＰｒｏｓｐｅｃＴｅｃｈｎｏ
Ｇｅｎｅ，批号：１１５ＰＢＤＮＦ０６）；ｈｕＢＤＮＦＥＬＩＳＡ试剂
盒；ＰＬＧＡ（美国ＢｉｒｍｉｎｇｈａｍＰｏｌｙｍｅｒｓ公司，ＬＡ

ＧＡ＝５０５０）；聚乙烯醇１７８８（ＰＶＡ１７８８，北京有机
化工厂）；叠氮钠（纯度＞９９．９％，Ａｍｅｒｓｏｎ分装）；甘
露醇（注射用），泊洛沙姆Ｆ６８、ＰＥＧ６０００、二氯甲烷
等其他试剂均为分析纯。

１．２　纳米粒的制备

１．２．１　复乳化溶剂挥干法制备纳米粒　参照文
献［３９］将ｈｕＢＤＮＦ冻干粉（２５μｇ）溶解于７５μｌ１０
ｍｍｏｌ／ＬｐＨ７．４磷酸盐缓冲液，作为内水相，与２５
ｍｇＰＬＧＡ乙酸乙酯溶液０．７５ｍｌ混合，冰浴条件下
超声乳化４０ｓ（功率６０Ｗ），制成初乳，将初乳快速
滴加到（１％，Ｗ／Ｖ）ＰＶＡ水溶液１．５ｍｌ中，冰浴条
件下超声乳化４０ｓ（功率６０Ｗ），制成复乳，复乳加
至１５ｍｌ０．３％ＰＶＡ溶液中，３７℃水浴低速搅拌挥
干有机溶剂，１２０００×ｇ离心２０ｍｉｎ，收集沉淀，蒸
馏水洗涤３次，冷冻干燥，备用。空白纳米粒内水相
用蒸馏水代替。

１．２．２　正交设计优化　考察下列因素（表１）对纳
米粒含药量和包封率的影响，优化纳米粒的处方制
备工艺。因素包括理论载药量、聚合物浓度及超声
时间。

表１　纳米粒含药量和包封率的影响因素

Ｔａｂ１　Ｆａｃｔｏｒｓｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇｄｒｕｇｌｏａｄｉｎｇａｎｄ

ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

Ｌｅｖｅｌｓ
Ｆａｃｔｏｒｓ

Ｄｒｕｇ／
ＰＬＧＡ

ＰＬＧＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ρＢ／（ｍｇ·ｍｌ－１）

Ｓｏｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｔｉｍｅｔ／ｓ

１ ０．８％ １．７ ２０
２ １．０％ ３．３ ４０
３ １．２％ ５．０ ６０

１．３　纳米粒外观形态观察　取纳米粒混悬液，加蒸

馏水稀释，用１．５％（Ｗ／Ｖ）磷钨酸负染色，滴于镀膜

的电镜铜网上，晾干后，置于透射电镜（ＪＥＭ１２３０
型）下观察纳米粒子的形态和粒径范围，用 Ｍａｌｖｅｒｎ
激光粒度分析仪测定其粒径分布。

１．４　纳米粒冻干品的制备及支架剂选择　对乳糖、

蔗糖和甘露醇３种支架剂进行筛选，进行冻干后纳

米粒的外观和再分散性实验。称取支架剂，加至

ＰＬＧＡ纳米粒混悬液中，使溶解完全，以每支２ｍｌ
分装于塑料试管中，按常规方法冷冻干燥１５ｈ，得各

处方的纳米粒冻干品，进行质量评价。外观评分标

准：固体块状物，质地疏松、细腻，能保持原液体积，

不塌陷，不收缩，表面光洁为最佳，以１０分计。重分

散性评分标准：冻干品加入蒸馏水２ｍｌ，轻轻振摇即

得均匀混悬的溶液为最佳，以１０分计。

１．５　纳米粒药物含量测定

１．５．１　回收率及精密度测定　采用ＥＬＩＳＡ试剂盒

测定ＢＤＮＦ含量［７］，在波长４５０ｎｍ读取光密度（Ｄ）

值，以Ｄ值为纵坐标，标准ＢＤＮＦ浓度ｃ进行对数

直线回归，绘制标准曲线。方法回收率：精密称取一

定量的ＢＤＮＦ冻干粉，分别用ＰＢＳ（ｐＨ７．４）溶液配

成高、中、低３个浓度的溶液各３份，根据回归方程

计算溶液的浓度，并与原始浓度比较求得回收率。

精密度试验：取上述配制的高、中、低３个浓度的样

品进行日内和日间精密度测定，日内、日间重复测定

５次。

１．５．２　纳米粒含量测定　测定结果称取冻干纳米

粒子５ｍｇ，加入０．５ｍｌ氯仿溶解，加入２ｍｌＴＥ缓

冲液（ｐＨ７．４）旋涡提取ｈｕＢＤＮＦ，１２０００×ｇ离心５

ｍｉｎ，取上清液，测定纳米粒子的药物含量。取３批

按优化工艺制备的纳米粒进行含量测定。

１．５．３　纳米粒包封率测定　参照文献［１０１２］，取制备

的离心上清液测定ＢＤＮＦ，按下式计算包封率。包

封率（％）＝（ＰＬＧＡ纳米粒中ＢＤＮＦ的测得含量／

制备时ＰＬＧＡ 纳米粒中ＢＤＮＦ的理论载药量）×

１００％。取３批按优化工艺制备的纳米粒进行包封

率测定。

１．６　纳米粒冻干品释药特性评价　称取冻干纳米

粒，加入５０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ７．４磷酸缓冲液（含０．０２％
叠氮钠，０．０２％Ｔｗｅｅｎ８０）作为释放介质，置于恒温

水浴摇床中，１００次／ｍｉｎ振荡，３７℃进行微球的体外

释放度测定。在设定时间点，取出样品，１２０００×ｇ
离心５ｍｉｎ，吸取上清液，测定ＢＤＮＦ含量。

２　结　果

２．１　纳米粒的制备情况　正交设计优化考察因素
分析结果（表２）及极差分析结果（表３）表明：３种因
素对纳米粒包封率的影响大小依次为理论载药量＞
聚合物浓度＞超声时间。其中理论载药量越高，包
封率越低；聚合物的浓度越高，包封率越高；超声时
间对包封率的影响不明显。综合考虑各方面因素，
优选处方和工艺选择理论载药量为１％、聚合物浓
度为３．３ｍｇ／ｍｌ、超声时间为４０ｓ。
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表２　正交设计优化考察因素分析结果

Ｔａｂ２　Ｄｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｓ

ｏｆＬ９（３３）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ

Ｄｒｕｇ／
ＰＬＧＡ

ＰＬＧＡ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ρＢ／（ｍｇ·ｍｌ－１）

Ｓｏｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ
ｔ／ｓ

Ｄｒｕｇ
ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ（％）

１ １ １ ６８．２

１ ２ ２ ７３．２

１ ３ ３ ７５．８

２ １ ２ ６４．７

２ ２ ３ ７１．２

２ ３ １ ６７．４

３ １ ３ ５２．１

３ ２ １ ５５．５

３ ３ ２ ６１．０

　１，２，３ｗｅｒｅｔｈｅｌｅｖｅｌｓｉｎＴａｂ１

表３　极差分析结果

Ｔａｂ３　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔ

Ｌｅｖｅｌｓ Ｄｒｕｇ／ＰＬＧＡ
ＰＬＧＡ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ρＢ／（ｍｇ·ｍｌ－１）

Ｓｏｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ
ｔ／ｓ

１ ７２．４ ６２．５ ６１．３
２ ７１．０ ６８．１ ６５．４
３ ５６．８ ６８．９ ６５．９
Ｒ １６．３ ７．２ ２．８

２．２　纳米粒形态观察结果　粒子呈圆形，大小较均

匀（图１Ａ、１Ｂ），有的粒子表面有孔洞，为溶剂挥发时

形成的（图１Ｃ）；粒径分布范围窄，呈正偏态分布，粒

径集中分布在１００～４００ｎｍ内，平均为１５６．７ｎｍ，

多分散系数ＤＰＩ为０．１７０（图２）。

图１　透射电镜下纳米粒观察结果

Ｆｉｇ１　Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｏｆｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

Ａ：Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓｈｏｗｓｔｈｅｖａｃａｎｔｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ（ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×５０００）；Ｂ：Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｇｒａｐｈ

ｓｈｏｗｓｔｈｅｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓａｆｔｅｒｌｏａｄｉｎｇＢＤＮＦ（ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１２０００）；Ｃ：Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓｈｏｗｓｔｈｅｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓａｆ

ｔｅｒｌｏａｄｉｎｇＢＤＮＦ（ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×６００００）

图２　纳米粒子粒径的大小分布

Ｆｉｇ２　Ｄｉａｍｅｔｅｒｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

２．３　纳米粒冻干品支架剂的选择　乳糖作支架剂

外观和重分散性比较欠缺，蔗糖和甘露醇作支架剂

外观和重分散性都较理想，但以甘露醇为最佳。因

此，本研究采用甘露醇为支架剂，用量为６％（表４）。

２．４　回收率、精密度及包封率测定结果　该法制备

的纳米粒回收率（表５）和精密度（表６）较高，重复测

定标准差为０．０１２，药物平均包封率为８７．７％。

２．５　纳米粒冻干品释药特性评价　体外释放具有：
初始突释（１ｄ），较高速度的恒速释药（２～１４ｄ），第

三相突释（１６～２０ｄ）和渐弱释药（２２～３０ｄ）的四相
特征。体外释放第三相结束时（２０ｄ）释放掉９６．１％
的药量。纳米粒体外释药试验显示缓慢溶蚀释放为
其主释药过程，时间达３０ｄ（图３）。

表４　冻干后乳糖、蔗糖和甘露醇
对纳米粒外观和重分散性的影响

Ｔａｂ４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｌａｃｔｏｓｅ，ｓｕｃｒｏｓｅａｎｄｍａｎｎｉｔｏｌ
ｏｎｎａｎｏｐａｒｔｉｌｃｅｓｒｅｄｉｓｐｅｒｓｉｂｉｌｉｔｙａｎｄｓｈａｐｅ

ａｆｔｅｒｆｒｅｅｚｉｎｇｄｒｉｅｄｐｒｏｃｅｓｓ

Ｓｕｐｐｏｒｔｉｎｇ
ａｇｅｎｔ Ｗ／Ｗ（％） Ｓｈａｐｅ Ｒｅｄｉｓｐｅｒｓｉｂｉｌｉｔｙ Ｔｏｔａｌ

ｓｃｏｒｅ

Ｌａｃｔｏｓｅ ２ ４ ６ １０
６ ７ ８ １５
１０ ８ ８ １６

Ｓｕｃｒｏｓｅ ２ ７ ８ １５
６ ７ ８ １５
１０ ８ ８ １６

Ｍａｎｎｉｔｏｌ ２ １０ ７ １７
６ １０ ９ １９
１０ １０ ９ １９
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表５　ＢＤＮＦ回收率测定

Ｔａｂ５　ＲｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｏｆＢＤＮＦ
（ｎ＝３）

Ａｄｄｅｄ
ρＢ／（ｎｇ·ｍｌ－１）

Ｆｏｕｎｄ
ρＢ／（ｎｇ·ｍｌ－１）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ（％）

２５ ２４．３２ ９８．９８±２．３０

２５ ２４．５３

２５ ２５．３９

２００ １９８．３ ９９．９０±０．８７

２００ １９９．４

２００ ２０１．７

５００ ５０１．８ ９９．８１±０．５７

５００ ４９８．１

５００ ４９９．３

表６　高效液相法测定精密度

Ｔａｂ６　ＰｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆＨＰＬＣｍｅｔｈｏｄ
（ｎ＝５）

Ｉｎｄｅｘ Ａｄｄｅｄ
ρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）

Ｆｏｕｎｄ
ρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）

ＳＤ ＣＶ（％）

Ｉｎｔｒａｄａｙ ２５ ２３．９４ ０．７４ ３．０９

２００ ２０２．７ ２．６９ １．３３

５００ ４９９．３ ３．７８ ０．７６

Ｉｎｔｅｒｄａｙ ２５ ２４．５７ ０．８９ ３．６２

２００ ２０１．９ ２．９３ １．４５

５００ ４９９．１ ４．３６ ０．８７

图３　ＰＬＧＡ纳米粒体外释药曲线

Ｆｉｇ３　ＩｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅｃｕｒｖｅｏｆＰＬＧＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

３　讨　论

　　神经营养因子是指机体产生的能够促进神经细

胞存活、生长和分化的一类蛋白质因子。神经营养

因子不仅可以影响发育早期胚胎神经元或者前体细

胞的生长与分化，而且能够促进成熟神经细胞的存

活与生长，对治疗一些神经系统退行性疾病以及促

进神经损伤后修复具有非常重要的作用［１０］。ＢＤＮＦ
对黑质多巴胺神经元、脊髓运动神经元、面运动神经

元等具有较强的促进存活作用，有希望用于治疗肌

萎缩侧索硬化症［１１］。然而，其在水溶液中很快失

活，易受温度、酸碱等多种因素的影响，在体内易被

生物酶降解，这些缺点限制了其临床应用。目前正

通过改善给药手段和寻找具有神经营养活性的小分

子化合物来克服上述缺点，如通过基因治疗或向中

枢患部植入缓释介质来实现［１２］。纳米粒是一类粒

径为１～１０００ｎｍ的固体胶粒，主要由多种大分子

组成，这些大分子可以吸附、包裹或共价结合治疗药

物。纳米粒的用途之一就是充当新型载体将药物转

运到全身组织。

　　本研究采用ＰＬＧＡ为载体材料，用复乳化溶剂

挥干法制备ＢＤＮＦ纳米粒，在保证较高的载药量、

包封率以及适宜的粒径基础上，采用理论载药量

１％、聚合物浓度３．３ｍｇ／ｍｌ、超声时间为４０ｓ的优

选处方制备ＢＤＮＦ纳米粒。该法制备的ＢＤＮＦ纳

米粒呈圆形，大小均匀，粒径分布范围窄，粒度集中

分布于１００～４００ｎｍ。研究［１３１４］已表明纳米粒及其

表面修饰物质并不改变血脑屏障的完整性、膜通透

性、离子通道蛋白的性状，其主要由构成血脑屏障主

要部分的脑毛细血管内皮细胞胞吞转运［１５］。结果

表明本研究制备工艺稳定性高、重现性好，制备的纳

米粒回收率、精密度和包封率较高。本研究采用的

载体材料为人工合成的 ＰＬＧＡ，是一种已由美国

ＦＤＡ批准应用于临床的材料，无免疫原性，可生物

降解，它在体内的最终产物是水和二氧化碳，其人体

内的安全性、细胞毒性等研究已得到了普遍认

可［１６］，因而以ＰＬＧＡ为载体的纳米粒，其临床应用

的可行性得到极大的提高。

　　纳米粒是以胶体微粒形式分散于介质中，属热

力学高度不稳定体系，易聚结为大颗粒。为了提高

制剂的稳定性和临床使用的方便，本研究采用纳米

粒的冷冻干燥工艺，并对冷冻前后外观、重分散性等

理化特性进行了考察［１７］。为了保证其冻干后的重

分散性，冻干前必须加入适当的支架剂（ｓｕｐｐｏｒｔｉｎｇ
ａｇｅｎｔｓ）起到分散作用，防止粒子的聚结。本研究对

乳糖、蔗糖和甘露醇３种支架剂进行了筛选，以冻干

品的外观和重分散性为评价指标，结果发现蔗糖和

甘露醇作支架剂外观和重分散性都较理想，但重分

散性以甘露醇为最佳。因此，本研究最终采用甘露

醇为支架剂，用量为６％。

　　ＰＬＧＡ纳米粒中药物的释放机制主要由聚合物

材料的水解溶蚀和药物的扩散来控制。体外药物释
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放一般通过以下方式进行：表面吸附药物的解吸附

（突释）；药物通过骨架材料扩散；纳米粒骨架材料的

溶蚀；溶蚀过程和扩散过程的同时进行［１７］。本研究

制备的ＰＬＧＡ纳米粒体外释放１ｄ内突释较小，前

期释放较快，后期稳定，是由ＰＬＧＡ材料缓慢溶蚀

控制的。

　　本研究采用的制备工艺为复乳化溶剂挥干法，

该方法简便易行、稳定性好、包封率高，利于保护

ＢＤＮＦ，但存在着载药量较低的缺点，一般不超过

２％。另外，此方法对于实验室小规模制备尚可，对

于工业化生产来说，该方法耗能高，对仪器设备要求

高，存在着难以扩大生产的难题，这些缺点都将限制

了纳米粒的临床应用，是后续研究亟待解决的

问题。　　　　
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