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重组人睫状神经营养因子脂质体制备及性质 
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摘要：目的  制备重组人睫状神经营养因子(recombinant human ciliary neurotrophic factor，rhCNTF)脂质体，提高 rhCNTF

穿透血脑屏障能力。方法  采用薄膜超声法制备 rhCNTF 脂质体，测定包封率。分别用 rhCNTF 原液、rhCNTF 脂质体及

生理盐水尾静脉注射 Balb/C 小鼠，0，2，6，12，24 h 后测小鼠脑组织中 rhCNTF 含量。结果  制得的 rhCNTF 脂质体形

态圆整，平均直径为 85.0 nm，包封率为 93.14%。用 ELISA 法测定小鼠脑组织中 rhCNTF 的含量，rhCNTF 原液组和 rhCNTF

脂质体组存在显著差异。结论  制备的 rhCNTF 脂质体能提高 rhCNTF 穿越血脑屏障的能力，为 rhCNTF 的进一步应用和

研究提供了依据。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To enhance the penetration ability to cross the blood-brain barrier efficiently of recombinant 
human ciliary reurotrophic factor (rhCNTF) by encapsulated into liposome. METHODS  rhCNTF liposomes were prepared by 
thin film dispersion-sonication method. Encapsulation efficiency was detected by HPLC. Mice were killed 0, 2, 6, 12 and 24 h 
after i.v. administration of rhCNTF solution, rhCNTF liposomes or saline, and then the content of rhCNTF in brain tissues was 
analyzed by ELISA. RESULTS  rhCNTF liposomes were regular in its morphology with a mean diameter of 85.0 nm. The 
entrapment efficiency of rhCNTF was 93.14%. rhCNTF in mice brain tissue were different between rhCNTF solution group and 
rhCNTF liposomes group. CONCLUSION  Liposome-encapsulated rhCNTF could efficiently cross the blood brain barrier, 
which provides a basis for further application and research of rhCNTF.  
KEY WORDS: ciliary neurotrophic factor; liposomes; blood brain barrier 

 

睫状神经营养因子(ciliary neurotrophic factor，

CNTF)最初是从鸡胚的眼组织睫状节中提取出来，

因对睫状节神经元有营养作用并可维持鸡副交感

神经节的存活而得名[1-3]。经研究发现，CNTF 具

有多种功能，在神经系统，肌肉系统，肥胖症及

其相关疾病的治疗中有重要意义，具有广阔的临

床开发前景[4-5]。天然序列的 CNTF 蛋白因其不良

反应较大，在临床应用上受到影响[6]，为寻找安全

有效的 CNTF，人们已研究出多种 CNTF 的突变

体。另外，由于血脑屏障的阻隔，CNTF 到达中枢

神经系统的剂量受限[7]，妨碍了 CNTF 用于帕金森

氏症、老年痴呆症等疾病的治疗。脂质体作为药物

的载体，具有生物降解性和生物相容性，可通过吸

收介导的胞吞作用更为高效地进入血脑屏障[8]。由

于一个 100 nm 的脂质体分子可以包裹上万个药物

分子，所以脂质体可以显著地增加药物在脑部的

转运量，脂质体复合制剂为 CNTF 在中枢神经系

统中用药提供了可行的途径[9]。本试验研究了 C

端去掉 15 个氨基酸，同时将 17 位 Cys 突变为 Ala，

63 位 Gln 突变为 Arg 的重组人睫状神经营养因子

(recombinant human CNTF，rhCNTF)脂质体的制备

工艺及其经静脉注射后进入 Balb/C 小鼠脑组织中

的情况。 

1  材料与方法 

1.1  材料和仪器 

rhCNTF 原液(重庆富进生物医药公司制备)；
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Human CNTF ELISA 试剂盒(美国 R&D Systems 

Inc.，批号：KX0016B)；单唾液酸四己糖神经节

苷脂(GM1，重庆富进生物医药公司)；胆固醇、磷

脂酰乙醇胺(DSPE，美国 Sigma 公司)。健康 Balb/C

小鼠[♀♂不限，体重(25±2.0)g，重庆医科大学，

实验动物合格证号：SYXK(渝)2002007]。 

JYD-650 智能型超声波细胞粉碎机(上海三信

仪器有限公司)；85A 旋转蒸发仪 (上海医械专机

厂)；EF-C5 纳米高压均质机(加拿大 AVESTIN)；

LC-2010 高效液相色谱仪(日本岛津)；Zetasizer 

3000 激光粒子测定仪(英国马尔文)；CP100MX 超

速冷冻离心机(日本日立)。 

1.2  rhCNTF 脂质体的制备 

精密称取 250 mg GM1、500 mg DSPE 和胆固

醇 1 000 mg 溶解于 50 mL 氯仿-甲醇(7∶3)有机溶

剂中，充分溶解，减压旋转蒸发成薄膜，真空去

除残余有机溶剂，加入溶有 rhCNTF的 10 mmol·L1 

pH 7.4 磷酸盐缓冲液(phosphate buffer，PB)洗膜，

在 37 ℃水浴中水合 2 h，制得水性混悬液，再经

探头超声(功率 50 W，超声 5 s，间隔 4 s，超声 25

次)，均质后过挤出器(滤膜孔径 100，200 nm)，获

得 rhCNTF 脂质体。 

1.3  rhCNTF 脂质体包封率的测定 

色谱条件：色谱柱：LiChrospher C18(250 mm×

4 mm，5 μm)，流动相 A 为：0.1%三氟乙酸(TFA)，

流动相 B 为：0.1%TFA+70%乙腈。先用流动相 A

平衡柱子，再由流动相 B 从 5%~95%梯度洗脱。

时间：30 min，流速：1 mL·min1，检测波长：

280 nm，柱温：30 ℃，进样量：20 μL。 

用 10 mmol·L1 pH 7.4 PB 配制 1 mg·mL1 的

rhCNTF 储备液 1，精密量取储备液适量，用流动

相 A 稀释成质量浓度为 10，20，50，100，250，

500，750，1 000 μg·mL1 rhCNTF 溶液，分别进样

20 μL HPLC 测定峰面积，以峰面积 Y 对质量浓度

X 作线性回归，确定峰面积与质量浓度间的关系。

将 rhCNTF 脂质体溶于 1 mL 双蒸水，再稀释 10 倍

后，100 000 r·min1 离心 2 h，洗涤收集各离心液，

将沉淀移至 10 mL 量瓶中，用甲醇破乳，并用流

动相 A 定容至刻度，摇匀，HPLC 测定浓度。根

据离心沉淀和上清的峰面积，确定 rhCNTF 浓度及

含量，按以下公式计算包封率。 

% 100
量rhCNTF

rhCNTF
1% 

总含

含量上清中
包封率  

1.5  ELISA 测定 rhCNTF 含量标准曲线 

用 10 mmol·L1 pH 7.4 PB 配制成 1 μg·mL1的

rhCNTF 储备液 2，精密量取储备液 2 适量，用

Human CNTF ELISA 试剂盒样品稀释液稀释成

10，20，50，100，250，500，750，1 000 ng·mL1

的溶液，加入酶标板进行测定，同时取 Human 

CNTF ELISA 试剂盒样品稀释液作为空白对照。

450 nm 测定 OD 值后，根据 OD 值和样品浓度得

出标准曲线。 

1.6  精密度试验 

HPLC 测定 rhCNTF 浓度精密度：精密量取

rhCNTF 储备液 1 适量，用流动相 A 稀释成质量浓

度为 100，250，500 μg·mL1 溶液。于 1 d 和 1 周

内重复进样 5 次，进样量 20 μL，计算日内和日间

精密度。 

ELISA 测定 rhCNTF 含量精密度：精密量取

rhCNTF 储备液 2 适量，用 Human CNTF ELISA

试剂盒样品稀释液稀释成 100，250，500 ng·mL1

溶液。于 1 d 和 1 周内重复测定 5 次，计算日内和

日间精密度。 

1.7  rhCNTF 提取回收率 

处死 18 只 Balb/C 小鼠，取大脑用 PBS 清洗

3~4 次，将小鼠大脑分为 6 组，分别为空白脑+1 mL 

Human CNTF ELISA 试剂盒样品稀释液；空白脑

+1 mL 100 ng·mL1 rhCNTF；空白脑+1 mL 150 

ng·mL1 rhCNTF ；空白脑 +1 mL 200 ng·mL1 

rhCNTF；空白脑+1 mL 250 ng·mL1 rhCNTF；空

白脑+1 mL 300 ng·mL1 rhCNTF，进行匀浆后，

10 000 r·min1 离心 10 min 取上清稀释后用 Human 

CNTF ELISA 试剂盒测定 OD 值，根据标准曲线方

程计算回收率。 

1.8  rhCNTF 脂质体进入脑组织测定 

将 78 只 Balb/C 小鼠，分为 A，B，C，D 4

组。对 A 组 24 只小鼠尾静脉注射 5 mg·kg1 

rhCNTF 原液(10 mmol·L1 PB pH7.4)，B 组 24 只

小鼠尾静脉注射 5 mg·kg1 rhCNTF 脂质体，C 组

24 只小鼠尾静脉注射 1.5 mg·kg1 rhCNTF 脂质体，

D 组 6 只小鼠尾静脉注射同体积生理盐水。2，6，

12，24 h 后处死各组小鼠 6 只，取大脑用 PBS 清

洗 3~4 次，充分去除血液及脑表面血管，组织匀

浆器匀浆后用 0.5 mL Human CNTF ELISA 试剂盒

样品稀释液将匀浆液体洗出，离心 10 000 r·min1，

10 min 取上清再用 Human CNTF ELISA 试剂盒样
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品稀释液稀释 5 倍后用试剂盒进行测定 rhCNTF

含量。 

2  结果 

2.1  rhCNTF 脂质体制备条件及理化性质 

采用有机溶剂为氯仿、甲醇，超声功率 50 W，

间隙时间 4 s，超声时间 5 s 超声次数 25 次制得的

rhCNTF 脂质体重复性好，粒度分布均匀，包封率

稳定。峰面积 Y 对质量浓度 X 作线性回归，回归

方程为：Y＝12 244X+22 423(r＝0.999 9)，表明在

10~1 000 μg 内线性关系良好。制备得到的 rhCNTF

脂质体的包封率为 93.14±3.21(n=5)，rhCNTF 脂

质体粒径为 20~200 nm，分布均匀，平均粒径为

85 nm，见图 1。 

 

 
图 1  rhCNTF 脂质体粒径分布大小 

Fig 1  Diameter size distribution(intensity) of liposome- 
encapsulated rhCNTF 

2.2  ELISA 测定 rhCNTF 含量标准曲线 

ELISA 测定 rhCNTF 含量的标准曲线为：Y＝

66.011X1.665 8(Y 为浓度，X 为 OD 值)，r=0.999 9，

线性范围为 10~1 000 ng·mL1。 

2.3  rhCNTF 提取回收率 

在 5 个浓度水平测定了 rhCNTF 的提取回收

率，见表 1。 

表 1  rhCNTF 在小鼠脑组织中的提取回收率(450 nm) 

Tab 1  The efficiency of recovery of rhCNTF from mice 
brain tissue(450 nm) 

剂量/ng 回收率/% RSD/% 

100 68.5 2.63 

150 60.7 3.75 

200 66.6 1.69 

250 65.6 1.72 

300 63.4 0.91 

2.4  精密度试验 

HPLC测定 rhCNTF浓度的日内和日间精密度

见表 2。ELISA 测定 rhCNTF 含量的日内和日间精

密度见表 3。 

表 2  HPLC 测定 rhCNTF 浓度的日内和日间精密度(n=5) 

Tab 2  Intra- and inter-precision of HPLC determination for 
rhCNTF(n=5) 

日内精密度 日间精密度 含量/ 

μg·mL1
平均值/μg·mL1 RSD/% 平均值/μg·mL1 RSD/%

100 100.42 0.19 101.50 0.22 

250 250.34 0.19 252.42 0.22 

500 500.36 0.15 502.52 0.24 

表 3  ELISA 测定 rhCNTF 含量的日内和日间精密度(n=5) 

Tab 3  Intra- and inter-precision of ELISA determination for 
rhCNTF(n=5) 

日内精密度 日间精密度 含量/ 

μg·mL1
平均值/μg·mL1 RSD/% 平均值/μg·mL1 RSD/%

100 101.64 0.41 102.80 1.20 

250 251.46 0.72 252.90 1.49 

500 502.02 0.90 502.68 0.92 

2.5  rhCNTF 脂质体进入脑组织情况  

rhCNTF 脂质体进入小鼠脑组织情况见表 4。 

表 4  rhCNTF 原液、rhCNTF 脂质体及生理盐水尾静脉注射小鼠后 rhCNTF 在小鼠脑组织中含量 

Tab 4  rhCNTF in mice brain tissue after injection of rhCNTF solution, rhCNTF liposome and saline  

每克脑组织中 rhCNTF 含量/ng 
组别 剂量/mg·kg1 

0 h 2 h 6 h 12 h 24 h 

rhCNTF 原液 5  11.3±1.3 19.5±1.8 24.7±1.7 20.1±1.4 

rhCNTF 脂质体 1 5  23.1±2.11) 72.4±2.21) 132.3±2.41) 115.2±2.01) 

rhCNTF 脂质体 2 1.5  15.9±2.0 42.6±1.91) 67.2±2.61) 58.5±1.51) 

生理盐水 0 10.2±2.0     

注：与 rhCNTF 原液组比较，1)P<0.01 

Note: Compared with rhCNTF solution, 1)P<0.01 

3  讨论 

用薄膜超声法制备 rhCNTF 脂质体时，影响脂

质体理化性质的因素较多。有机溶剂、超声时间、

功率及均质机挤压过膜的膜孔径是影响 rhCNTF
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脂质体制备的重要因素。本试验比较了氯仿、甲

醇、乙醇，以及有机溶剂的比例对制剂外观及粒

度的影响，以乙醇为有机溶剂时脂质体粒径分布

范围较宽，当氯仿、甲醇 50%/50%为有机溶剂时

脂质体粒径较大，粒径分布范围宽，当氯仿、甲

醇比例 70%/30%为有机溶剂制备的 rhCNTF 脂质

体，粒径分布范围变窄。分别超声 10，20，25，

30，35，40 次，每次超声时间为 5 s，超声 25 次

时脂质体混悬均匀，随着超声次数增多脂质体粒

径减小，但次数过多脂质体出现不稳定或被破坏

迹象。分别用 20，50，100 W 功率超声，超声功

率为 50 W 时脂质体混悬均匀。以 100，200，500，

1 000 nm 孔径的微孔滤膜制备 rhCNTF 脂质体，以

100，200 nm 孔径制备脂质体的粒径较好。 

测定脂质体包封率时，rhCNTF 脂质体经高速

离心形成沉淀，沉淀中 rhCNTF 的含量即为形成脂

质体的 rhCNTF 的含量，上清中的 rhCNTF 即为未

包封的药[10]，由此可计算脂质体的包封率。 

CNTF 或其神经营养因子用于治疗中枢神经

系统疾病的最大困难是全身用药不能穿越血脑屏

障[11]，不能到达靶组织。本试验为实现含 rhCNTF

脂质体的脑靶向给药，将在血脑屏障中存在受体，

能快速主动进入脑组织的 GM1作为脂质体配方中

的主要成分，GM1 与一定的磷脂和胆固醇组合，

经薄膜超声法和挤压法制备出含 rhCNTF 的独特

脂质体，制备工艺简单。用本试验方法制备的

rhCNTF 脂质体和 rhCNTF 原液分别静脉注射小鼠

后，取脑组织匀浆，用 ELASE 测定含量，未经脂

质体包裹的 rhCNTF 有微量进入脑组织中，而

rhCNTF 经脂质体包裹后，进入脑组织中的

rhCNTF 显著提高 5 倍以上，即 rhCNTF 脂质体对

改善 CNTF 的体内行为、提高其生物利用度具有

突出优势。为进一步的应用和研究提供了依据。 
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不同乳化剂对鸦胆子油乳注射液溶血结果的影响 
 

高山，麻军法(浙江九旭药业有限公司，浙江 金华 321016) 

 
摘要：目的  考察不同磷脂对鸦胆子油乳注射液溶血结果的影响。方法  通过选择豆磷脂和卵磷脂作乳化剂分别与鸦胆

子油制成脂肪乳剂，经过加速试验，经体外溶血试验检查，选择更有利于制备鸦胆子油乳注射液的乳化剂。结果  精制

蛋黄卵磷脂作乳化剂可以延长鸦胆子油乳注射液的溶血出现时间，加入维生素 E 后溶血出现时间会进一步延长。结论  可

以用精制蛋黄卵磷脂代替豆磷脂作乳化剂制备鸦胆子油乳注射液。 
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