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,,$摘要%,背景,2.%羟基硬脂酸聚乙二醇酯&!E2.'是一种低毒性的新型非离子型表面活性剂"广泛用于
难溶性药物的增溶"载药量高并能够促进上皮组织对药物的吸收"有助于难溶性抗真菌药物眼部局部用药后
的角膜传递"但目前其对抗真菌药物盐酸特比萘芬&C!'眼部应用后的促吸收作用及其对眼组织有无刺激性
尚不清楚(,目的,研究 !E2. 胶束&!FKA'对 C!的促角膜吸收作用及局部刺激性(,方法,采用共溶剂法
制备质量分数 -J.eC!%!FKA"用光散射粒度分析仪测定胶束的粒径及 l#R'电位"采用透射电子显微镜
&C/K'观察胶束的形态"采用高效液相色谱法&!中&P'测定 C!包封率及不同 W!条件下胶束中 C!的累积释
放量( 取普通级健康雄性新西兰白兔 . 只"用 -J.eC!%!FKA点眼后行兔眼刺激性试验( 另取新西兰白兔
5- 只"采用随机数字表法随机分为对照组和实验组"均以右眼作为用药眼( 实验组用 .- !1C!%!FKA点右
眼"对照组用 .- !1-J.e C!油剂点右眼( 分别于点眼后 .)2.)3-)4-)5-)2B-)2N-)B6- 和 34- 0)( 经兔耳缘
静脉注射过量质量分数 6e戊巴比妥钠溶液处死实验兔"剖取角膜组织后采用 !中&P法测定角膜组织中 C!
质量分数(,结果,制备的 C!%!FKA平均粒径为 23J3B (0"多分散系数为 -J-64"l#R'电位为Q-J233 0](
C!%!FKA药物包封率为 2--e( C!体外释放速度呈 W!依赖性"4 X 后在 W!.J- 的磷酸盐缓冲液中累积释放
量达&5.JB- 3̀JB-'e"在 W!>J6 的缓冲液中累积释放量仅为&-J2> -̀J-2'e( -J.eC!%!FKA点眼后兔眼
组织刺激性评分均低于 B 分"眼部组织未发现任何损伤( -J.eC!%!FKA点眼后角膜中药物达峰时间均为
. 0)("达峰质量分数为 & B-JB4 B̀JB4 ' !S?S"显著高于对照组的 & 2J6- -̀J66 ' !S?S"差异有统计学意义
&7o2NJ5B4"So-J---'( 实验组兔眼给药后药Q时曲线下面积& Ĝ P' -%34- 0)(为2 B5BJB. !S?&S!0)('"是对照
组的 2.J4 倍(,结论,C!%!FKA的制备工艺简单"包封率高"粒径小"无眼部刺激性"与 C!油剂相比"点眼后
能够显著促进 C!在兔眼角膜的吸收(,
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,,2.%羟 基 硬 脂 酸 聚 乙 二 醇 酯 & 0':D*S*12.
X$MD*\$AR#'D'R#"!E2.'是一种新型的非离子型表面活
性剂"生物相容性好"多用于难溶性药物的增溶及跨黏
膜转运

+2QB, ( !E2. 细胞毒性低"生物相容性好"可形
成直径为 23 I26 (0的胶束"在常用的几种生理缓冲
液中粒径非常稳定

+3, ( 除了能够形成热力学稳定的
胶束外"!E2. 还可以抑制 中%糖蛋白"改变细胞膜通透
性"影响上皮细胞之间的紧密连接"从而增加药物的跨
细胞转运以及经细胞旁路的扩散

+3Q., ( 盐酸特比萘芬
&R#DT)('U)(#X$MD*:X1*D)M#"C!'属于烯丙胺类抗真菌药
物"对眼部分离的镰刀菌具有很强的抑制作用 +4Q>, "但
由于 C!亲脂性强"传统的用药常用油溶液制剂"给药
后眼部组织吸收不理想"限制了其在真菌性角膜炎临
床治疗中的应用( 研究发现"将 C!装载于纳米粒或
纳米乳等纳米给药系统后可明显改善局部组织对 C!
的吸收

+NQ2-, ( !E2. 胶束&!E2. 0):#11#A"!FKA'的粒
径比上述纳米给药系统更小"且有更好的热力学稳定
性"并具有促进上皮吸收的特点"理论上其促进药物眼
部吸收的作用应优于上述纳米给药系统"但目前鲜见
相关研究报道( 本研究拟采用 !FKA作为 C!的载
体"观察其对角膜吸收 C!的促进作用(

D9材料与方法

D9D9材料
D9D9D9实验动物9普通级健康雄性新西兰白兔 5. 只
&购自新乡华兰生物工程有限责任公司 '"体质量
BJ2 IBJ. kS"动物饲养于河南省食品药品检验所动物
房"实验期间实验兔自由进食和饮水( 实验前经外观
检查)荧光素钠染色和钴蓝光照射下以手持裂隙灯显

微镜检查角膜上皮完整"兔角膜结构均无异常( 本研
究方案经河南省立眼科医院生命科学伦理审查委员会

审核批准&批文号#!F//PG%B-26%-2'(
D9D9E9主要试剂及仪器9C!&山东铂源药业有限公
司'*!E2.&德国巴斯夫公司'*甘油&南昌白云药业有
限公司 '*蓖麻油 &湖北科田药业有限公司 '( [/K
2B3- 透射电子显微镜&日本电子株式会社'*F'(*lE%
5- 型纳米粒度仪&l#R'A)_#D"英国马尔文公司'*B45. 高
效液相色谱仪& X)SX W#DU*D0'(:#1)8+)M :XD*0'R*SD'WX$"
!中&P'&美国 Y'R#DA公司'*.N2- O高速离心机&德国
/WW#(M*DU公司'(
D9E9方法
D9E9D9C!%!FKA的制备,取清洁干燥烧杯"加入
!E2. BJ. S)甘油 BJ- S和 C!-J. S"搅拌均匀"加热至
4. p"搅拌至药物完全溶解"放冷至室温"搅拌下加入
约 N- p的热水 5. 01"充分搅拌"放冷"用质量分数 2e
F'<!调节 W!至 >J-"加水至 2-- 01( 用针头式无菌
过滤器&滤膜孔径 -JBB !0"爱尔兰 K#D:k K)11)W*D#公
司'过滤后获取微蓝色透明载药胶束溶液( 透射电子
显微镜下观察 C!%!FKA形态"采用纳米粒度仪测定
胶束粒径及 l#R'电位( 另取 C!-J. S加入 2-- 01蓖
麻油中"搅拌均匀"缓慢加热至完全溶解"制备质量分
数 -J.e C!蓖麻油溶液(
D9E9E9C!%!FKA药物包封率的测定,取 C!%!FKA"
以甲醇稀释后进行 !中&P分析 &色谱柱#Y'R#DAb%
dD)MS#P2N"3J. 00"3J- 00q2.-J- 00*流动相#X甲醇 i
X水 o5B iN*流速#-J> 01?0)(*柱温为 6- p*检测波长
为 BN3 (0*进样量为 B- !1"测定溶液中 C!的总浓度
&!7'( 另取 C!%!FKA溶液置于超滤器& 1̂RD'%6"截留
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相对分子质量为.- ---'"离心半径 2>JN :0"6 --- D?0)(
离心 2- 0)(( 滤液与等体积甲醇混合后振荡"离心半
径 5J. :0"2B --- D?0)( 离心 N 0)("取上清"!中&P测
定游离 C!质量浓度&!:'"C!的包封率按下列公式计
算#包封率&e' o &!7Q!:' ?!7q2--e(
D9E9J9体外释放试验9取 W!.J-)W!4J- 和 W!>J6
磷酸盐缓冲液各 25N 01作为释放液"取透析袋&截留
相对分子质量为26 ---'"加入药液 B 01"两端封口"没
于释放液中"36 p条件下置水平摇床上 2.- D?0)( 振
荡"然后分别于 -JB.)-J.)2)B)6 和 4 X 后取出释放液
2 01"并加入相同体积的新鲜磷酸盐缓冲液( 样品于
Q>- p冰箱保存备用( 测定时精密吸取样品"加入 B 倍体
积的甲醇"涡旋振荡 2 0)("离心半径 5J. :0"2B --- D?0)(
离心 2- 0)("取上清"!中&P检测C!的含量(
D9E9K9眼刺激性试验9参照国家食品药品监督管理
局 B-26 年颁布的-药物刺激性)过敏性和溶血性研究
技术指导原则.中/眼刺激性试验0中描述的方法行眼
刺激性试验( 取 . 只新西兰白兔"右眼给予 C!%!FKA
滴眼液 2-- !1"左眼用 2-- !1生理盐水点眼"点眼后轻
轻闭合眼睑 3- A( 分别于点眼后 2)B)6)N)B6)6N 及
>B X于结膜囊内点荧光素钠溶液 2 滴"钴蓝光照射下
以手持裂隙灯显微镜检查角膜上皮完整性"并行刺激
性评分( 根据刺激反应的严重程度"刺激性评分各项
评分依次递增"角膜混浊程度从轻到重记为 - I6 分"
虹膜皱褶)出血及对光反应程度从轻到重记为 - IB
分"按照结膜充血严重程度记为 - I3 分"按照结膜水
肿程度记为 - I6 分"按照结膜囊分泌物多少记为- I3
分*将每个时间点每只兔眼各项刺激反应分值的和为
总分"每组评分总和除以动物数即眼刺激反应分值(
按照眼刺激反应分值判定刺激程度"- I3 分为无刺
激"6 IN 分为轻度刺激"5 I2B 分为中度刺激"23 I24
分为强度刺激(
D9E9L9C!%!FKA在兔眼中的药代动力学测定,采用
随机数字表法将 5- 只新西兰白兔随机分为 B 个组"每
组 6. 只"均取右眼为实验眼"左眼不作处理"然后 B 个
组兔分别分为 5 个时间点组"每个时间点组 . 只( 实
验组用 C!%!FKA溶液 .- !1点眼"对照组用质量分数
-J.e C!蓖麻油溶液 .- !1点眼"按照时间点分组分
别于点眼后 .)2.)3-)4-)5-)2B-)2N-)B6- 和 34- 0)(
用生理盐水冲洗实验眼眼表"经耳缘静脉注射过量质
量分数 6e戊巴比妥钠溶液处死实验兔"剖取角膜"生
理盐水冲洗"蘸干"精密称量"Q>- p冷冻保存备用(
测定时参照文献+2-,中的 !中&P法进行分析(
D9J9统计学方法

采 用 E中EE 249- 统 计 学 软 件 & 序 列 号#
4-36.B63NN"E中EE =(:"PX):'S*"=&" ÊG'进行统计分
析( 本研究检测指标的数据资料经 Y检验证实呈正
态分布"以 .̀ A表示"经 &#V#(#检验方差齐 &均
Sr-J-.'(采用完全随机分组单因素干预两水平研究
设计"实验组与对照组间兔眼角膜组织中药物质量分
数的差异比较采用独立样本 7检验( 采用双尾检验
法"Ss-J-. 为差异有统计学意义(

E9结果

E9D9C!%!FKA的形态)粒径及 l#R'电位
经l#'RA)_#D测定"C!%!FKA平均粒径为 23J3B (0"

多分散系数为 -J-64"C!%!FKA粒径的分布较窄&图 2'*
C!%!FKA平均 l#R'电位为Q-J233 0]"接近电中性( 经
C/K测定"C!%!FKA的形态规则统一"无粘连和聚集现
象"粒径大小与l#'RA)_#D测定结果一致&图 B'(
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图 D9/252G?1的粒径分布9C!%!FKA平均粒径为 23J3B (0"粒径分
布范围为 4 I3- (0,图 E9/252G?1的 /0?图像&标尺o2-- (0',
C!%!FKA胶束形态规整"无粘连

E9E9C!%!FKA的包封率及体外释放
C!%!FKA胶束溶液中 C!总质量浓度为 &6JN3`

-J-5 ' 0S?01" 游 离 C! 的 质 量 浓 度 为 & -J-4 `
-J-2'!S?01"包封率为 2--e( C!的释放随着释放液
W!的升高而变慢&图 3'"在 W!.J- 磷酸盐缓冲液 4 X
内 C!的累积释放量达&5.JB- 3̀JB-'e"而在 W!>J6
缓冲液 4 X 内C!的累积释放量仅为&-J2> -̀J-2'e(
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图 J 9/252G?1
的体外释放曲线

C!的释放随着释
放液 W!的升高
而变慢

E9J9C!%!FKA的眼刺激性
生理盐水点眼后"各时间点均未观察到显著的眼
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部刺激性及其他异常反应"表明眼刺激性试验使用的
试剂及操作对兔眼无刺激"不干扰试验结果( C!%
!FKA滴眼液点眼后"各时间点兔眼角膜)结膜及虹膜
均未见异常"无角膜上皮荧光素染色"各时间点实验眼
刺激反应评分均低于 B"可判定为 C!%!FKA对兔眼无
刺激&表 2'(

表 D9实验兔用药物点眼后不同时间点刺激反应评分

眼别 眼数
不同时间点刺激反应评分

2 X B X 6 X N X B6 X 6N X >B X

右眼 . -JN 2J- -JN 2J- -J4 -J4 -J6

左眼 . -JN -JN -J4 -JN -J6 -J4 -J6

,注#右眼为 C!%!FKA滴眼液点眼"左眼为生理盐水点眼

E9K9C!%!FKA的兔眼药代动力学特征
B 个组兔眼点眼后角膜药物质量分数达峰时间均

为 . 0)(( 给药后 C!%!FKA于 2 X 内消除速度较快"
2 X后消除速度变缓"C!油剂的消除过程与 C!%!FKA
相似&图 6"表 B'"B 种药物消除半衰期均为 22- 0)(
&表 3'( 实验组兔眼点眼后各时间点的药物质量分数
均高于对照组"差异均有统计学意义&均 Ss-J-2' &表
B'( 实验组兔眼角膜中 C!峰质量分数为对照组的
26J. 倍"差异有统计学意义&7o2NJ5B4"So-J---'*实验
组兔眼中药物的 Ĝ P-%34- 0)(为对照组的 2.J4 倍&表 3'(
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图 K9/252G?1点眼后兔眼角膜药物的质量分数）时间曲线9点
眼后 2 X 内 C!%!FKA消除速度较快"2 X 后消除速度变缓"C!油剂
的消除过程与 C!%!FKA相似

表 E9E 个组兔眼给药后各时间点角膜中药物质量分数的比较&!U""!S?S'

组别 眼数
不同时间点兔角膜中药物质量分数

. 0)( 2. 0)( 3- 0)( 6. 0)( 4- 0)( 5- 0)( 2B- 0)( B6- 0)( 34- 0)(

实验组 . B-JB4 B̀JB4 25J.> B̀J33 2BJ>4 B̀J2> 4J>> 2̀J3. .J4. 2̀J33 3J>4 -̀J5B BJ42 -̀J3. -J>B -̀J-N -J35 -̀J2.

对照组 . 2J6- -̀J66 2J-5 -̀J36 -J46 -̀JB. -J6> -̀J-N -J34 -̀J-N -JB. -̀J-> -J2N -̀J-. -J-N -̀J-B Q
7值 2NJ5B4 2>J..6 2BJ6-B 2-J35B 5J--2 NJ.B. 22J>N. 2-J>65
S值 -J--- -J--- -J--- -J--- -J--- -J--2 -J--- -J---

,注#Q#检测不到&独立样本 7检验'

表 J9E 个组兔眼给药后药物动力学参数的比较

组别 眼数
P0'\& .̀A"

!S?S'
C0'\&0)(' 72 ?B&0)('

Ĝ P-%34- 0)(

+!S?&S!0)(' ,
Ĝ P-%t

+!S?&S!0)(' ,

实验组 . B-JB4 B̀JB4 . 222J5 2 B5BJB. 2 63.J4>

对照组 . 2J6- -̀J66 . 2-3JN NBJ>N 5>J>2
7值 2NJ5B4
S值 -J---

,注#P0'\#峰质量分数*C0'\#达峰时间*72 ?B #半衰期*Ĝ P#曲线下面

积&独立样本 7检验'

J9讨论

大多数抗真菌药物水溶性不好"难以制备成理想
的眼部制剂"且这些药物的相对分子质量较大"局部用
药后难以透过角膜上皮"加之泪液的冲洗作用"抗真菌
药物在眼部的吸收较差"因此难以有效地发挥治疗作
用"临床应用受到限制"故治疗真菌性角膜炎的药物制
剂非常缺乏

+22Q2B, ( 纳米给药系统为抗真菌药物在眼
部的有效传递提供了新的途径"对改善抗真菌药物的
眼部吸收具有重大意义( 研究表明"纳米给药系统粒
径越小"越容易被角膜上皮组织所吸收及在角膜基质
中扩散

+23Q26, ( !E2. 细胞毒性低"生物相容性好"可形
成直径为 23 I26 (0的胶束"粒径小于目前文献报道
的大多数眼部抗真菌给药系统

+2.Q2>, "是一种理想的抗
真菌药物眼部传递载体(

本研究中制备的 C!%!FKA粒径仅约为 23 (0"表
面电荷接近电中性"相对于阳离子纳米给药系统"电中
性纳米载体的角膜前滞留时间较短"但是电中性的纳
米载体却更容易向角膜上皮内部迁移"同时不易受到
细胞外基质中各种带有负电荷的大分子的影响

+2NQ25, (
真菌性角膜炎一般会累及角膜深层组织"C!%!FKA具
有粒径小且几乎呈电中性的特点"有利于其向角膜内
部组织渗透"对于真菌性角膜炎的治疗非常有优势(
此外"很多眼部纳米给药系统还面临一个常见的困扰"
即大部分纳米给药系统释放药物的速度较慢"在眼部
滞留时间却十分有限"导致给药系统在清除前只能释
放少量药物

+B-, "而药物释放太快又会带来渗漏的问
题"影响药物在储存过程中的物
理稳定性( 本研究中制备的 C!%
!FKA在中性介质中几乎不释
放"在酸性基质中释放却十分迅
速( 纳米给药系统主要通过内吞
作用和转胞吞作用介导的跨细胞

转运途径进入角膜
+B2QBB, "内吞过

程中形成的胞内体以及溶媒体的

内环境均呈酸性" W!值为 . I

!B2-2! 中华实验眼科杂志 B-2> 年 22 月第 3. 卷第 22 期,PX)( [/\W <WXRX'10*1"F*V#0T#DB-2>"]*193."F*922
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4 +B3, "也就意味着 C!%!FKA在被上皮细胞内吞和转胞
吞的过程中会快速释放 C!"而在储存过程中则几乎不
会有 C!渗漏"既保证了 C!%!FKA的物理稳定性"也
可使药物在被吸收后及时释放(

本研究结果显示"与 -J.e C!油剂相比"-J.e
C!%!FKA极大地促进 C!在兔眼的吸收"达峰质量分
数为对照组的 26J. 倍"生物利用度为对照组的 2.J4
倍( 给药后 4 X 兔眼角膜中 C!质量分数仍高于包括
曲霉菌和镰刀菌在内的大部分真菌的最低抑菌质量浓

度&-J-4 INJ-- !S?01' +B6, "可很好地满足临床需求(
值得注意的是"C!%!FKA在角膜中的半衰期和 C!油
剂的半衰期比较接近"这表明 C!%!FKA的眼部存留
时间是有限的"C!%!FKA在酸性条件下快速释放药物
的特性非常有利于药物的及时释放和有效利用(

综上所述"C!%!FKA制备方法简单"包封率高"粒
径小"无眼部刺激性"能够显著促进 C!在兔眼角膜中
的吸收"有望成为 C!眼科局部用药的传递载体"尤其
是用于抗真菌眼药制剂的研发"改善真菌性角膜炎的
疗效(
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