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载睫状神经营养因子聚乙二醇－乳酸／羟基乙酸共聚物微泡
联合超声对视网膜神经节细胞的保护作用
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［摘　要］　目的　制备载睫状神经营养因子（ＣＮＴＦ）的聚乙二醇（ＰＥＧ）－乳酸／羟基乙酸共聚物（ＰＬＧＡ）超声微泡造影剂

（ＣＮＴＦ－ＰＥＧ－ＰＬＧＡ），观察其联合超声对视神经损伤大鼠视网膜神经节细胞（ＲＧＣｓ）的保护作用。方法　采用双乳化法制

备ＣＮＴＦ－ＰＥＧ－ＰＬＧＡ，并检测其基本特性。随机选取ＳＤ大鼠１４５只（双眼兼用），将其分为７组，采用视神经钳夹法制作
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大鼠视神经损伤模型。治疗后应用荧光金（ＦＧ）逆行标记法比较各组大鼠ＲＧＣｓ存活数；视网膜组织病理切片观察视网膜

的形态结构改变，评价载药微泡及联合超声的安全性；生长相关蛋白－４３（ＧＡＰ－４３）免疫组化染色，观察大鼠视网膜ＧＡＰ－
４３的表达情况。结果　ＣＮＴＦ－ＰＥＧ－ＰＬＧＡ微泡平均粒径（３１２．５±５７．３５）ｎｍ，包封率６２．３５％，载药量０．２９８μｇ／ｍｇ，体外

释放２８天时微泡释放率达９３．６０％。ＦＧ标记ＲＧＣｓ示，在每个观察时间点Ｇ组平均ＲＧＣｓ计数均显著高于其他各损伤

组（Ｐ＜０．０５），但仍低于Ａ组（Ｐ＜０．０５）；Ｇ组ＧＡＰ－４３表达可持续到伤后４周，且明显高于其他各组（Ｐ＜０．０５）；视网膜

组织病理切片示玻璃体腔注射微泡后视网膜未见明显炎性细胞浸润现象。结论　载睫状神经营养因子ＰＥＧ－ＰＬＧＡ微泡

联合超声可增强药物对视神经损伤大鼠视网膜神经节细胞的保护作用，延长药物作用时间。

［关键词］　聚乙二醇－乳酸／羟基乙酸共聚物；超声学；微泡；睫状神经营养因子；视网膜神经节细胞
［中图分类号］　Ｒ７７４；Ｒ－３３２　［文献标识码］　Ａ　　［文章编号］　１００３－３２８９（２０１３）０６－０８７５－０５

　　治疗青光眼视神经病变、黄斑病变等多种眼后节
疾病的较为合理的给药方式是玻璃体腔注射给药，可
避开血－视网膜屏障对眼内用药的限制，但存在药物体
内半衰期较短、生物利用率较低及反复球内注射带来
的损伤和并发症等问题。作为一种新型靶向定位药物
释放载体系统，超声微泡可增强药物的稳定性，减轻不
良反应，延长药物作用时间，从而提高疗效［１］。由生物
可降解型常用药物／基因缓释载体ＰＬＧＡ发展而来的
多功能高分子材料超声微泡延续了缓释载体良好的载

药性能，成为近年来发展起来的一种新型超声微泡造
影剂［２］。本研究制备载睫状神经营养因子（ＣＮＴＦ）的
聚乙二醇（ＰＥＧ）－乳酸／羟基乙酸共聚物（ＰＬＧＡ）超声
微泡造影剂（ＣＮＴＦ－ＰＥＧ－ＰＬＧＡ），观察其联合超声对
视神经损伤大鼠视网膜神经节细胞（ＲＧＣｓ）的保护作
用。

１　材料与方法

１．１ 材料及动物　重组人睫状神经营养因子（ｒｈＣＴ－
ＮＦ，ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ 公司）；ＰＥＧ－ＰＬＧＡ（ＰＥＧ，Ｍｗ＝
２０００；ＰＬＧＡ，ＬＡ／ＧＡ　７５／２５，Ｍｗ＝３４０００，济南岱罡
生物技术公司）；聚乙烯醇（ＰＶＡ，Ｓｉｇｍａ公司）；荧光金
（ＦＧ，Ｂｉｏｔｉｕｍ公司）；生长相关蛋白－４３（ＧＡＰ－４３，北京
博奥森公司）；ＣＧＺＺ型超声基因转染治疗仪。健康成
年清洁级ＳＤ大鼠１４５只，体质量２００～２５０ｇ，平均
（２２７．３０±１４．５４）ｇ，由重庆医科大学动物实验中心提供。

１．２ 实验方法

１．２．１ ＰＥＧ－ＰＬＧＡ超声微泡的制备［３－４］　①制备载

ＣＮＴＦ－ＰＥＧ－ＰＬＧＡ超声微泡：将１０μｇ　ＣＮＴＦ和一定
量ＢＳＡ溶于１００μｌ去离子水中。将适量ＰＥＧ－ＰＬＧＡ
溶于２ｍｌ有机溶剂（二氯甲烷∶丙酮＝３∶１）的混合
溶液中充分溶解，加入蛋白溶液，冰浴条件下声振

５０ｓ，加到适量１％ ＰＶＡ溶液中，均质作用５ｍｉｎ，磁
力搅拌３ｈ，挥发有机溶剂，离心、漂洗，真空冷冻干燥

４８ｈ后充入氟烷气体，即制得ＣＮＴＦ－ＰＥＧ－ＰＬＧＡ超
声微泡冻干粉，备用。②制备空白ＰＥＧ－ＰＬＧＡ微泡：

将与①中同等量的ＢＳＡ溶于１００μｌ去离子水中，余过
程同①，得到空白ＰＥＧ－ＰＬＧＡ微泡。

１．２．２ 微泡表征　①应用 Ｍａｌｖｅｒｎ激光粒径仪测定
微泡粒径及Ｚｅｔａ电位；②透射电子显微镜分析微泡结
构。

１．２．３ 微泡载药量及包封率的测定　精密称取一定
量ＣＮＴＦ－ＰＥＧ－ＰＬＧＡ超声微泡冻干粉，溶于１．０ｍｌ
有机溶剂中于３７℃下溶解，恒温振荡过夜，萃取微泡
中的蛋白。采用ＥＬＩＳＡ法测定萃取液中的ＣＮＴＦ浓
度，计算微泡的包封率及载药量。

１．２．４ 体外释放行为　１０ｍｇ微泡冻干粉置于磷酸
盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｂｕｆｆｅｒ　ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）中（ｐＨ 值

７．４），在３７℃、１００转／分的条件下恒温振荡动态透析，
分别在预设时间点从缓冲液中取样１ｍｌ，并及时补充
等量释放液。用ＥＬＩＳＡ法测定ＣＮＴＦ浓度，绘制释
药时间曲线。

１．２．５ 大鼠视神经损伤模型的建立及实验分组　腹
腔注射麻醉ＳＤ大鼠，手术显微镜下采用眼科剪从上
睑外侧１／３处剪开颞侧球结膜，暴露球后视神经，于眼
球后极部后２ｍｍ 处使用微型血管夹钳夹视神经

１０ｓ。直接检眼镜下观察，将眼底血管充盈良好者纳入
实验。将１４５只ＳＤ大鼠随机分为７组：Ａ组不予任
何处理；Ｂ～Ｇ组建立大鼠视神经损伤模型。Ｂ组玻璃
体腔注射１０μｌ生理盐水；Ｃ组玻璃体腔注射ＣＮＴＦ
溶液１０μｌ（０．２μｇ／μｌ）；Ｄ组玻璃体腔注射ＣＮＴＦ溶
液１０μｌ后立即用超声辐照大鼠眼球，频率１ＭＨｚ，声
强为０．５Ｗ／ｃｍ２，脉冲辐照６０ｓ［５］；Ｅ组玻璃体腔注射

ＣＮＴＦ－ＰＥＧ－ＰＬＧＡ微泡１０μｌ（含ＣＮＴＦ　２μｇ）；Ｆ组
玻璃体腔注射空白ＰＥＧ－ＰＬＧＡ微泡１０μｌ后立即超
声辐照；Ｇ组玻璃体腔注射ＣＮＴＦ－ＰＥＧ－ＰＬＧＡ微泡

１０μｌ后立即给予超声辐照，Ｆ、Ｇ组超声参数同Ｄ组。

１．３ 荧光金标记ＲＧＣｓ　造模前７天，将大鼠于俯卧
位保定于大脑立体定位仪，暴露颅骨前囟骨性标志，于
两侧正中点后６．８ｍｍ中线旁开１．６ｍｍ处、正中点
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图１　透射电镜下观察ＣＮＴＦ－ＰＥＧ－ＰＬＧＡ微泡（×１０　０００）　　图２　ＣＮＴＦ－ＰＥＧ－ＰＬＧＡ微泡体外释

药曲线

图３　大鼠ＲＧＣｓ逆行ＦＧ标记（×４００）　Ａ．正常对照Ａ组可见ＲＧＣｓ分布密集，胞体着色，胞浆中荧光分布均匀；Ｂ．单纯损伤Ｂ组ＲＧＣｓ密度较Ａ

组明显减低，少量细胞可见轴突；Ｃ．Ｇ组ＣＮＴＦ－ＰＥＧ－ＰＬＧＡ微泡联合超声组ＲＧＣｓ密度较Ｂ组明显增高

表１　不同处理组各观察时间点ＲＧＣｓ计数（－ｘ±ｓ，个／ｍｍ２）及存活率
组别 １周 ２周 ４周

Ａ组 ２３５０．４０±１７５．８６（１００％）＊＊＃＃ ２３５０．４０±１７５．８６（１００％）＊＊＃＃　 ２３５０．４０±１７５．８６（１００％）＊＊＃＃

Ｂ组 １３０５．６０±１２０．８２（５５．５５％）＃＃ １０４８．８０±２０４．１１（４４．６２％）＃＃★ ８２６．２０±１０３．９０（３５．１５％）＃＃★▲

Ｃ组 １５６８．６０±１４９．９９（６６．７４％）＊＃＃ １３１６．６０±１０６．１０（５６．０２％）＊＃＃★ ９６５．８０±１４１．８２（４１．０９％）＃＃★▲

Ｄ组 １６２０．８０±８８．４０（６８．９６％）＊＊＃ １３３１．４０±１２６．５８（５６．６５％）＊★ ９５５．００±１３４．６４（４０．６３％）＃＃★▲

Ｅ组 １６０９．００±１７３．８６（６８．４６％）＊＊＃ １５４７．８０±１３２．２８（６５．８５％）＊＊＃ １３５６．００±７７．０５（５７．６９％）＊＊＃★▲

Ｆ组 １３３６．８０±９４．３１（５６．８４％）＃＃ １０５６．８０±１２４．２５（４５．９６％）＃＃★ ８８３．６０±１２５．４７（３７．５９％）＃＃★▲

Ｇ组 １８５７．８０±１６１．７４（７９．０４％）＊＊ １７８２．００±２４１．２３（７５．８２％）＊＊ １５４３．６０±６０．５６（６５．６７％）＊＊★▲

　注：与Ｂ组比较，＊：Ｐ＜０．０５，＊＊：Ｐ＜０．０１；与Ｇ组比较，＃：Ｐ＜０．０５，＃＃：Ｐ＜０．０１；与同组１周比较，★：Ｐ＜０．０５；与同组２周比较，▲：Ｐ＜

０．０５。括号内数据为存活率

后４．６ｍｍ中线旁开４ｍｍ处分别造孔，２％ＦＧ各孔
内缓慢注入２μｌ标记ＲＧＣｓ。分别于视神经损伤后１、

２、４周剥离视网膜，定向铺片。激光共聚焦显微镜下
拍片，对每个视野中标记的 ＲＧＣｓ进行计数，计算

ＲＧＣｓ密度平均值。

１．４ 常规组织病理学检查　大鼠视神经损伤后１、２、４
周制作眼球组织石蜡切片，行 ＨＥ染色，于光学显微镜
下观察各组大鼠视网膜组织病理学变化。

１．５ ＧＡＰ－４３免疫组化染色　造模后３天、１周、２周、

４周眼球取材，常规固定、石蜡切片，行 ＧＡＰ－４３免疫
组化染色，光学显微镜下观察阳性细胞数及着色深度。
应用Ｉｍａｇｅ－Ｐｒｏ　Ｐｌｕｓ　６．０图像处理软件对图像进行分

析，表 达 强 度 以 平 均 光 密 度
（ａｖｅｒａｇｅ　ｏｐｔｉｃａｌ　ｄｅｎｓｉｔｙ，ＡＯＤ）
表示。

１．６ 统计学方法　采用 ＳＰＳＳ
１７．０统计软件包，计量资料均以
－ｘ±ｓ表示。应用单因素方差分
析对不同时间点组内、相同时间
点组 间 ＲＧＣｓ 计 数 及 视 网 膜

ＧＡＰ－４３表达的水平多重比较，
两两比较采用ＬＳＤ 检验。Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１ 微泡表征　透射电镜下微泡形态圆整，表面光
滑，无粘连破损现象（图１）；粒径范围为２２０．３５～
４９６．６０ｎｍ，平均粒径（３１２．５±５７．３５）ｎｍ，Ｚｅｔａ电位
范围为 －２３．１０～ －２７．５０ ｍＶ，平均 － （２５．９±
０．８）ｍＶ，包封率６２．３５％，载药量０．２９８μｇ／ｍｇ。２４ｈ
微泡有明显的突释现象，药物释放百分率为３５．５９％，
之后表现为温和缓慢释放，２８天时释放百分率达

９３．６０％，体外释药时间曲线见图２。

２．２ 各组大鼠ＲＧＣｓ计数　在不同干预条件下，各损
伤组不同观察时间点ＲＧＣｓ计数均较Ａ组减少（Ｐ均
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图４　造模后大鼠视网膜ＧＡＰ－４３免疫组织化学染色（×４００）　Ａ．视神经损伤后１周，单纯损伤Ｂ

组ＧＡＰ－４３表达增高，呈黄色，主要位于 ＮＦＬ、ＧＣＬ、ＩＰＬ、ＩＮＬ，以 ＮＦＬ、ＧＣＬ表达最强；Ｂ．Ｇ组载

ＣＮＴＦ－ＰＥＧ－ＰＬＧＡ微泡联合超声组大鼠视网膜ＧＡＰ－４３表达较Ｂ组明显增高，呈深棕黄色

＜０．０５）。造模后１、２周，Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｇ组ＲＧＣｓ数目均
较Ｂ组多（Ｐ均＜０．０５）。造模后４周，Ｃ、Ｄ组与Ｂ组比
较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；Ｅ、Ｇ组与Ｂ组比较
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。在每个观察时间点Ｇ
组均能显著提高视神经损伤后ＲＧＣｓ存活数，且其作
用优于Ｃ、Ｄ、Ｅ组，但仍少于Ａ组，Ｇ组与其他各组两
两比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。不同观察时间
点Ｆ组和Ｂ组两两比较差异无统计学意义（Ｐ１ｗ＝
０．７３１、Ｐ２ｗ＝０．９４０、Ｐ４ｗ＝０．４７０）。不同处理组各观
察时间点ＲＧＣｓ存活数及其存活率比较见表１、图３。

２．３ 组织病理学检查结果　玻璃体腔注射微泡后，Ｅ、

Ｆ、Ｇ组大鼠视网膜等眼内组织结构表现与其他各组
比较未见明显炎性细胞浸润。

２．４ 免疫组化分析 ＧＡＰ－４３蛋白表达　大鼠视网膜

ＧＡＰ－４３免疫组化染色见图４。相同时间点组间比较：
造模后３天，各损伤组ＧＡＰ－４３表达开始增强，但组间
两两比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；造模后１周，
除Ａ组外，各组ＧＡＰ－４３表达达高峰；造模后２周，Ｂ、

Ｆ组ＧＡＰ－４３表达明显减弱，与Ａ组比较差异无统计
学意义（Ｐ＞０．０５）；４周时，各损伤组ＧＡＰ－４３表达均
减弱，Ｇ组与其他各组比较差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５），Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｆ组两两比较差异无统计学意义（Ｐ
＞０．０５）。不同观察时间点，Ｇ组ＧＡＰ－４３表达明显高
于Ｃ、Ｄ、Ｅ 组（Ｐ＜０．０５）。各组视网膜 ＡＯＤ 值见
图５。

３　讨论

　　近年来，随着各种超声微泡造影剂的研究和开发
应用，能够同时具备显像与治疗等多种功能的高分子
材料超声微泡造影剂应运而生。国外研究［６－７］表明，超
声或超声靶向微泡联合纳米粒相互作用，可通过改变
血管或细胞膜的通透性而有效促进纳米粒进入肌肉和

多 种 肿 瘤 组 织。Ｃｈｕｍａｋｏｖａ
等［８］成功制备了粒径２００ｎｍ的

ＰＬＧＡ／聚乙烯亚胺（ＰＥＩ）／ＤＮＡ
高分子造影剂，将其经静脉注入
体内并联合超声，可持续增强肿
瘤细胞的转染效率。Ｄｕ等［５］通
过低频超声联合聚乙二醇单甲

醚－乳酸／羟基乙酸共聚物－多聚
赖氨酸（ｍＰＥＧ－ＰＬＧＡ－ＰＬＬ）纳
米粒包裹血小板源性生长因子－
ＢＢ小片段干扰核糖核酸（ＰＤＧＦ－
ＢＢ　ｓｉＲＮＡ）体外转染视网膜色素

图５　不同处理组各观察时间点ＧＡＰ－４３表达

上皮（ＲＰＥ）细胞，发现超声联合 ｍＰＥＧ－ＰＬＧＡ－ＰＬＬ
纳米粒能够显著提高细胞摄取纳米粒的能力。目前认
为超声与高分子纳米粒相互作用的可能机制为超声与

纳米粒子相互作用产生的非热能效应，包括纳米粒在
声场中的振动，超声辐射力、声孔效应、空化效应及微
声流等协同作用使得辐照区域细胞膜发生机械性伸

展，细胞膜上产生一过性空隙，促进纳米粒进入细胞
内，增强体内外药物／基因的传递效率；另外，纳米粒粒
径极小，可通过内吞方式被细胞摄取［９］，超声作用后细
胞膜的通透性可能改变，细胞摄取纳米粒入胞作用增
强［１０］。

　　视神经保护治疗是未来药物治疗青光眼的发展方
向［１１］。除了药物自身作用，改变给药方式也有利于保
护视神经。本研究中视神经损伤后不同观察时间点，

Ｇ、Ｅ、Ｄ、Ｃ组与Ｂ组比较平均ＲＧＣｓ计数差异均有统
计学 意 义，表 明 ＣＮＴＦ－ＰＥＧ－ＰＬＧＡ 超 声 微 泡 同

ＣＮＴＦ单剂一样对ＲＧＣｓ的存活具有保护作用；各时
间点Ｇ组平均ＲＧＣｓ计数明显高于其他各损伤组（Ｐ
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＜０．０５），表明相对于其他治疗组，Ｇ 组具有明显的

ＲＧＣｓ保护作用；结合超声与纳米粒的相互作用机制，
考虑由于上述多种因素共同结果改变了细胞膜的通透

性，增强了细胞摄取微泡的能力，促进了药物吸收。
此外，比较Ｆ组和Ｂ组，两组平均ＲＧＣｓ计数比较差
异无统计学意义，视网膜病理组织观察也未见玻璃体
腔注射微泡后有任何视网膜毒性反应，提示ＰＥＧ－ＰＬ－
ＧＡ微泡作为药物载体应用于玻璃体腔，膜材本身及
其降解产物对 ＲＧＣｓ的存活及视网膜组织无明显影
响。

　　ＣＮＴＦ是一种多效能神经营养因子，对多种神经
元的存活具有支持作用［１２］。本实验中造模后各损伤
组视网膜ＧＡＰ－４３表达均呈先增强后减弱趋势。Ｂ组
和Ｆ组ＧＡＰ－４３表达增高时间短暂，程度有限，视神经
损伤２周已明显减弱，而在药物的干预下，Ｃ组、Ｄ组、

Ｅ组及Ｇ组ＧＡＰ－４３表达较Ｂ组有明显增高，且Ｇ组
可持续到伤后４周并与其他各组比较差异仍有统计学
意义，提示超声联合微泡组能够在玻璃体腔内以有效
质量浓度缓慢持续发挥效应，长时间促进受损视网膜

ＧＡＰ－４３表达，使ＧＡＰ－４３长时期处于高水平的状态，
为ＲＧＣｓ的修复再生提供良好环境，不仅表现出了高
分子材料超声微泡作为一种缓释剂型的优越性，同时
体现了超声与微泡协同作用的优势。
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