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伏立康唑纳米银复合膜对烟曲霉菌性角膜炎的

疗效及安全性
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(("摘要#(背景(伏立康唑具有良好的抗真菌活性$但目前临床上所用剂型的生物利用度并不理想% 改
良伏立康唑眼用剂型并提高药物的生物利用度对于改善真菌性角膜炎的预后$减少药物不良反应具有重要
意义%(目的(研究伏立康唑纳米银)聚合物复合材料在治疗真菌性角膜炎过程中的缓释作用(药物疗效和安
全性%(方法(选择 K [W 周龄雌性 ;Cd级 ÔJg%)K 小鼠 MGH 只$其中 IH 只用于药物的生物相容性验证$GWH
只小鼠用于疗效观察$均以左眼作为实验眼% 药物的生物相容性研究中将 IH 只小鼠按照随机数字表法分为
正常对照组(纳米银)羧基石墨烯)壳聚糖季铵盐复合物) ;̂PB*c)c=)VF*组和包被伏立康唑的纳米银)羧基
石墨烯)壳聚糖季铵盐复合物) ;̂PB*c)c=)VF)̀#,*组$分别将自行构建的 ;̂PB*c)c=)VF膜和 ;̂PB*c)c=)
VF)̀#,膜贴敷于小鼠左眼角膜$分别于贴敷后 G /(J / 行角膜组织的常规组织病理学检查% 药物疗效观察实
验中$应用随机数字表法将 GWH 只小鼠随机分为模型对照组( ;̂PB*c)c=)VF组和 ;̂PB*c)c=)VF)̀#,组%
I 个组小鼠均用 IIV注射器针头于左眼角膜基质内注射 OpGHJ d̂U)2.烟曲霉菌悬浮液 M\H !.建立烟曲霉菌
性角膜炎小鼠模型$ ;̂PB*c)c=)VF组和 ;̂PB*c)c=)VF)̀#,组小鼠分别在模型眼角膜贴敷相应的药膜% 分
别于造模后第 G(I(O(J 天用裂隙灯显微镜对术眼角膜炎症进行评分及组织病理学检查$采用真菌平板并计算
角膜载菌量&采用 ,&+.P9'2&ĈQ法检测角膜组织中炎性因子 *TdP"2QTc和 >%PG#2QTc的相对表达量%(
结果( ;̂PB*c)c=)VF膜和 ;̂PB*c)c=)VF)̀#,膜贴敷于正常小鼠角膜后 G [J /$经组织病理学检查均未见
异常% ;̂PB*c)c=)VF)̀#,组各时间点小鼠的角膜炎症评分明显低于模型对照组和 ;̂PB*c)c=)VF组$I 个
组间和不同时间点角膜炎症评分的总体差异均有统计学意义 )Z

分组
mMIJ\MN$QmH\HH&Z

时间
mMKH\II$Qm

H\HH*% 角膜组织病理学检查显示$模型对照组小鼠角膜水肿$部分角膜基质溶解坏死$第 J 天部分小鼠角膜
穿孔% ;̂PB*c)c=)VF组于造模后角膜炎症表现轻于模型对照组$随造模后时间的延长$角膜炎症逐渐减轻$
而各个时间点 ;̂PB*c)c=)VF)̀#,组小鼠角膜炎症反应最为轻微$造模后第 J 天角膜炎症接近痊愈% 造模后
;̂PB*c)c=)VF)̀#,组小鼠角膜载菌量最低$且随着时间延长$载菌量逐渐减少$各组不同时间点角膜载菌量
的总体差异比较差异均有统计学意义)Z

分组
mGGI\GO$QmH\HH&Z

时间
mGMK\OM$QmH\HH*% ;̂PB*c)c=)VF)̀#,

组小鼠角膜中 >%PG#2QTc和 *TdP"2QTc相对表达量均明显低于模型对照组和 ;̂PB*c)c=)VF组$其相对
表达量均于造模后第 O 天达峰$第 J 天明显下降% I 个组间小鼠在造模后不同时间点角膜中相对表达量的差
异均有统计学意义)>%PG#'Z分组 mGWN\NH$QmH\HH&Z

时间
mGHW\OK$QmH\HH&*TdP"'Z分组 mWM\OO$QmH\HH&Z

时间
m

XX\IK$QmH\HH*%(结论( ;̂PB*c)c=)VF)̀#,药物缓释膜通过伏立康唑和银离子的协同作用共同抑制真菌
活性$减轻真菌诱导的角膜炎症反应% ;̂PB*c)c=)VF)̀#,药物缓释膜贴敷于角膜后生物相容性好$未发现
角膜组织的毒性反应%(

"关键词#(抗真菌药物)治疗& 伏立康唑& 纳米药物& 银)药理学& 烟曲霉菌& 角膜炎& 近交系 ÔJg%
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((真菌性角膜炎是一种高致盲率的感染性眼病$在
发展中国家及气候温暖或炎热地区发病率高% 角膜真
菌感染在眼表感染性疾病中占 GH\GX] +G, $中国的真
菌性角膜炎致病菌种以镰刀菌为主$其次为曲霉菌和
念珠菌

+M, % 随着临床上广谱抗菌素(糖皮质激素及抗
病毒药物的广泛使用$中国真菌性角膜炎的发病率逐
渐升高$病情也更加严重 +I, % 伏立康唑是咪唑类抗真
菌药物$通过抑制细菌色素 CXOH 脱甲基酶及麦角醇合
成酶的活性来改变真菌外膜的通透性$全面发挥抗菌
作用% 各种致病真菌及氟康唑耐药菌株皆对其敏感$

比传统抗真菌药物两性霉素 g(伊曲康唑的抗真菌谱
更广$其疗效也更为确切$但是口服伏立康唑后患者可
有一过性视力下降和色觉异常$对肝功能有一定损
害

+X, % 配制伏立康唑滴眼液局部应用虽可避免全身
并发症$但是生物利用度低$需通过频繁给药以维持眼

表有效药物浓度$因此患者依从性欠佳% 研发新的伏
立康唑缓释剂型可提高药物的生物利用度% 本研究探
讨以壳聚糖季铵盐为基质而构建的纳米银)聚合物复
合材料负载伏立康唑药物对真菌性角膜炎的疗效%

85材料与方法

8:85实验动物
K [W 周龄(健康雌性 ÔJg%)K 小鼠 MGH 只)南方

医科大学动物饲养中心提供*$体质量为 GW [MH =$均
在中山大学中山眼科中心实验动物中心 ;Cd动物房
饲养和实验% 实验均遵循国家科学技术委员会颁布的
-实验动物质量管理办法.要求%
8:95载药复合膜眼表生物相容性验证

按 H\HG 2.)?=的剂量小鼠腹腔内注射水合氯醛
麻醉% 将 IH 只小鼠按照随机数字表法分为正常对照
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组(纳米银)羧基石墨烯)壳聚糖季铵盐复合物 ) ;̂P
B*c)c=)VF*)华南农业大学生物制药工程系构建*组
和包被伏立康唑的纳米银)羧基石墨烯)壳聚糖季铵盐
复合物) ;̂PB*c)c=)VF)̀#,* )华南农业大学生物制
药工程系构建 * 组% ;̂PB*c)c=)VF组和 ;̂PB*c)
c=)VF)̀#,组将载药复合膜贴敷于小鼠的左眼角膜
上$缝合上下眼睑% 分别于贴膜后 G /(J / 用裂隙灯显
微镜观察小鼠眼表反应$颈椎脱臼法处死小鼠后取左
眼角膜进行组织病理学检查%
8::5真菌性角膜炎模型的建立

烟曲霉菌)c:-$2'=+9$0I\JJM*标准菌株)中国医
学科学院微生物所中国医学真菌保藏管理中心*制成
真菌孢子生理盐水悬液$用血细胞计数板行孢子计数$

调整真菌孢子含量为 O pGHJ
菌落形成单位 )1#.#86

-#,'8=$8'90$ d̂U* )2.% 按 H\HG 2.)=的剂量小鼠腹腔
内注射水合氯醛麻醉% 首先使用 IHV针头自小鼠角
膜周边进针$形成角膜基质隧道$更换 IIV针头沿隧
道进入角膜基质$注射 M\H !.烟曲霉菌悬浮液$然后
应用随机数字表法将 GWH 只小鼠随机分为模型对照
组( ;̂PB*c)c=)VF组和 ;̂PB*c)c=)VF)̀#,组$每
组 KH 只% 用 ;̂PB*c)c=)VF膜和 ;̂PB*c)c=)VF)
#̀,膜贴敷于 ;̂PB*c)c=)VF组和 ;̂PB*c)c=)VF)
#̀,组小鼠的左眼角膜$I 个组小鼠均缝合上下眼睑%

分别于造模后 G(I(O 和 J / 在裂隙灯显微镜下检查眼
前段$各组任意处死 GO 只小鼠进行检测$并采用真菌
性角膜炎评分系统进行病变严重程度等级评分

+O,)表 G*%

表 85小鼠真菌性角膜炎的评分标准

角膜症状 G 分 M 分 I 分 X 分

混浊范围 G]bMO] MK]bOH] OG]bJO] JK]bGHH]
表面不规则度

(

轻度不规则

(

基质水肿$表
面隆起或凹陷

(

基 质 明 显 水

肿$明显凹陷
或者后弹力层

膨出

角膜穿孔

(
混浊度

(

轻度混浊$虹
膜血管及瞳孔

清晰可见

中度混浊$瞳
孔轮廓可见

(

不均匀混浊$
其后结构不可

见

均匀一致的混

浊$其后结构
不可见

8:D5小鼠角膜组织病理学观察
无菌条件下摘取小鼠左侧眼球$在解剖显微镜下

剪取角膜$置于质量分数 X]多聚甲醛中固定 MX "$脱
水(石蜡固定后在靠近角膜中央以矢状位 O !2厚切
片% 二甲苯脱蜡$苏木精b伊红染色$封片后光学显微
镜下观察并拍照%
8:E5角膜真菌平板计数

将感染的角膜模型组织在含有质量分数 H\WO]

T+̂.和质量分数 H\MO]牛血清白蛋白的无菌水中用
组织研磨棒研磨至肉眼看不见组织为止$破坏角膜以
释放真菌$转入 GO 2.离心管后以 N HHH ,)2'8 离心
GH 2'8$离心半径 OH !2收集上清$以 GH 倍等比稀释
样品$涂沙士培养板% 每个稀释度涂 I 个平板$MW a
孵箱过夜$第 M 天计数平板菌落%
8:F5实时定量 Ĉ Q检测角膜中炎性因子 2QTc表达

使用 *,'Y#.试剂盒)美国 >8<'9,#=&8 公司*进行小
鼠角膜组织裂解$提取 2QTc$通过 T+8#E,#3 MHHH^
分光光度测定仪)美国 *"&,2#;1'&89'-'1公司*对白细
胞介素PG#)'89&,.&$?'8PG#$>%PG#* 2QTc和肿瘤坏死
因子P")9$2#,8&1,#0'0-+19#,P"$*TdP"* 2QTc进行定
量检测% 将 2QTc逆转录为 1ETc后$以 1ETc为模
板$通过 ;RgQV,&&8 S+09&,S'4)美国 g'#PQ+/ 公司*
反应体系进行扩增检测 >%PG#2QTc和 *TdP"2QTc
表达水平% 以 #P+19'8 为内参$上游引物为 O /PVc**
ĉ *V̂ *̂*VV̂ *̂ *̂cV̂ PI/$下游引物为 O /PVĉ *̂
c*̂V*ĉ *̂ *̂V̂ **V̂ PI/& >%PG#上游引物为 O /P
V̂̂ cV̂ cV̂ ĉ c*̂cĉ cVcV̂ PI/$下游引物为 O /P

*V*̂ *̂̂c*̂*VVcVV*̂ ĉ̂ VPI/&*TdP"上游引物
为 O /P̂ĉ cVcccV̂ c*Vc*̂ V̂̂ Vĉ PI /$下游引物
为 O/P*V̂ ĉ̂ ccV̂ cVVcc*VcVccVcVPI/% 在 ;9&3
F8&实时荧光定量 Ĉ Q仪 )美国 cg>公司*上扩增%
相对基因表达水平用 9̂值比较法 Mb%%̂ 9

计算转录水平

差异%
8:G5统计学方法

采用 ;C;; MH\H 统计学软件进行统计分析% 本研
究测量指标的数据资料经 ;"+3',#Pf'.? 检验均呈正态
分布$以 Yl3表示$组间方差经 %&<&8&检验证实方差
齐)均 QoH\HO*% 采用完全随机分组多水平实验设
计$I 个组间在不同时间点各检测指标数据资料的总
体差异比较均采用重复测量两因素方差分析$多重比
较采用 %;EP6检验% 采用双尾检测法$QnH\HO 为差异
有统计学意义%

95结果

9:85载药复合膜的眼表生物相容性
自行构建的 ;̂PB*c)c=)VF膜和 ;̂PB*c)c=)

VF)̀#,膜外观半透明$柔软可弯曲% 裂隙灯显微镜下
观察可见贴敷生物膜后$各组小鼠角膜透明$未见炎性
细胞浸润$无新生血管$贴敷生物膜后第 J 天角膜上的
生物膜溶解吸收% 角膜组织病理学检查显示$各组小
鼠角膜植片无水肿$基质纤维排列整齐$未见炎性细胞
浸润)图 G*%
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1d

7d

A B

CS�ETA/Ag/Go/Vor膜 正常对照组 CS�ETA/Ag/Go/组 CS�ETA/Ag/Go/Vor组

图 85载药复合膜角膜生物相容性评估组DBpMHH*(c' ;̂PB*c)c=)VF)̀#,膜在平铺(折叠和卷曲 I 种状态下的外观(g' ;̂PB*c)c=)VF膜和
;̂PB*c)c=)VF)̀#,膜贴敷角膜表面后 G / 及 J /$角膜厚度正常与正常对照组无差异$未见炎性细胞浸润

9:95各组小鼠角膜真菌性角膜炎模型表现
裂隙灯显微镜下观察可见$真菌性角膜炎造模后

第 G 天$I 个组均出现角膜基质浸润$模型对照组病灶
范围大于 ;̂PB*c)c=)VF组和 ;̂PB*c)c=)VF)̀#,
组% 感染后第 I 天$模型对照组的角膜病灶扩大$角膜
水肿加重$造模后第 O 天周边角膜基质水肿$G 只小鼠
角膜穿孔% 在相应时间点$ ;̂PB*c)c=)VF组小鼠角
膜仅有小面积浸润$ ;̂PB*c)c=)VF)̀#,组的病灶范
围小于 ;̂PB*c)c=)VF组$炎症反应更轻微% 造模后
第 J 天$模型对照组角膜基质病灶累及全层$前房可见
白色絮状渗出$结膜充血% ;̂PB*c)c=)VF组角膜病
灶范围逐渐缩小$角膜水肿减轻& ;̂PB*c)c=)VF)̀#,
组结膜充血减轻$浸润范围显著缩小组图 M*% I 个组
小鼠造模后早期角膜均呈现随感染时间延长炎症评分

增加的趋势$感染后第 O 天炎症评分最高$此后逐渐
下降% 其 中 感 染 后 第 G 天$ ;̂PB*c)c=)VF 组 和
;̂PB*c)c=)VF)̀#,组角膜炎症评分明显低于模型对
照组$差异均有统计学意义 组6mI\XJ$QnH\HG&6m
K\IO$QnH\HG*% 感染后第 I 天$各组小鼠角膜炎症评
分均升高$以模型对照组增加最明显$ ;̂PB*c)c=)
VF)̀#,组评分低于 ;̂PB*c)c=)VF组和模型对照
组$差异均有统计学意义组6mM\WN$QnH\HO&6mW\KK$
QnH\HG*% 造模后第 O 天$模型对照组角膜炎症反应
达高 峰$ 评 分 均 为 GG\H 分$ ;̂PB*c)c=)VF 组 和
;̂PB*c)c=)VF)̀#,组小鼠角膜炎症评分均值分别增
加至 J\K 分和 O\K 分$模型对照组小鼠角膜炎症评分
明显高于 ;̂PB*c)c=)VF组和 ;̂PB*c)c=)VF)̀#,
组$差异均有统计学意义 组6mGI\MW$ QnH\HG& 6m
GG\IM$QnH\HG*% 造模后第 J 天$模型对照组小鼠角
膜炎症评分均值稍有下降$但 ;̂PB*c)c=)VF组和
;̂PB*c)c=)VF)̀#,组明显降低$其中 ;̂PB*c)c=)

VF)̀#,组较 ;̂PB*c)c=)VF组和模型对照组角膜炎
症评分下降$差异均有统计学意义组6mO\JM$QnH\HG&
6mGK\HH$QnH\HG*组表 M*%

1d

3d

5d

7d

模型对照组 CS�ETA/Ag/GO组 CS�ETA/Ag/Go/Vor组

图 95各组小鼠裂隙灯显微镜下角膜炎症表现组pGK*(模型对照组
随造模时间延长$角膜溃疡逐渐加重$ ;̂PB*c)c=)VF组在相应时间
点角膜浸润程度轻于模型对照组$而 ;̂PB*c)c=)VF)̀#,组角膜感
染程度低于其他组( ;̂PB*c)c=)VF'纳米银)羧基石墨烯)壳聚糖
季铵盐复合物膜& ;̂PB*c)c=)VF)̀#,'包被伏立康唑的纳米银)羧
基石墨烯)壳聚糖季铵盐复合物膜
(

表 95不同时间点各组角膜炎症评分比较组!Q"*

组别 样本量
不同时间点角膜炎症评分

G / I / O / J /

模型对照组 O I\KHlH\OO O\KHlH\OO GG\WHlH\XO GH\XHlH\OO
;̂PB*c)c=)VF组 O M\XHlH\OO+ I\KHlH\OO+ J\KHlH\OO+ K\WHlH\WX+

;̂PB*c)c=)VF)̀#,组 O G\XHlH\OO+5 M\KHlH\OO+5 O\KHlG\GX+1 X\HHlH\JG+1

(注'Z分组 mMIJ\MN$QmH\HH&Z时间 mMKH\II$QmH\HH:与各自的模型对

照组比较$+QnH\HG&与 ;̂PB*c)c=)VF组比较$5QnH\HO$1QnH\HG 组重

复测量两因素方差分析$%;EP6检验*( ;̂PB*c)c=)VF'纳米银)羧基石

墨烯)壳聚糖季铵盐复合物膜& ;̂PB*c)c=)VF)̀#,'包被伏立康唑的纳

米银)羧基石墨烯)壳聚糖季铵盐复合物膜
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9::5各组小鼠角膜组织病理学表现
角膜组织病理学检查显示$模型对照组小鼠角膜

水肿$角膜上皮大部分缺失$部分角膜基质溶解坏死$
造模后第 I 天角膜基质纤维断裂$大量炎性细胞浸润$
造模后第 O 天炎性细胞浸润波及角膜全层$第 J 天部
分小鼠角膜穿孔$虹膜脱出% ;̂PB*c)c=)VF组于造
模后第 G 天角膜水肿较轻$基质溶解和炎性浸润程度
轻$至第 O 天浸润达深基质层但未出现角膜穿孔$随后
炎性改变逐渐减轻% 各个时间点 ;̂PB*c)c=)VF)̀#,
组小鼠角膜水肿程度(基质内炎性浸润范围以及炎性
细胞数量均明显轻于模型对照组和 ;̂PB*c)c=)VF
组$造模后第 J 天角膜接近痊愈)图 I*%

1d

3d

5d

7d

模型对照组 CS�ETA/Ag/GO组 CS�ETA/Ag/Go/Vor组

图 :5各组小鼠角膜组织病理学表现)DBpMHH*(模型对照组造模后小鼠角膜炎性浸润和水肿程度明显
加重$造模后第 J 天可见角膜穿孔组 ;̂PB*c)c=)VF组在造模后第 O 天角膜水肿明显$但浸润程度轻于模
型对照组$造模后各时间点 ;̂PB*c)c=)VF)̀#,组小鼠角膜损伤程度最轻( ;̂PB*c)c=)VF'纳米银)羧
基石墨烯)壳聚糖季铵盐复合物膜组 ;̂PB*c)c=)VF)̀#,'包被伏立康唑的纳米银)羧基石墨烯)壳聚糖季
铵盐复合物膜
(

9:D5各组小鼠角膜内活性真菌计数
用平板计数法检测感染后小鼠角膜内真菌活性$

各组小鼠随着造模后时间延长角膜内活性真菌量均明

显减少$其中 ;̂PB*c)c=)VF)̀#,组角膜内活性真菌
量减少最明显$在各时间点均低于模型对照组和
;̂PB*c)c=)VF组% 造模后第 G 天$模型对照组菌载
量为)XN\IIlI\HK*pGHI d̂U)2.$明显高于 ;̂PB*c)
c=)VF组和 ;̂PB*c)c=)VF)̀#,组$差异均有统计学
意义)6mK\HG$QnH\HG组6mGO\IG$QnH\HG*$至造模后
第 I 天$模型对照组降至)IK\HHlM\HH*pGHI d̂U)2.$

明显高于 ;̂PB*c)c=)VF)̀#,组$差异有统计学意义
)6mGG\HJ$QnH\HG*% 造模后第 J 天$I 个组角膜内活
性真菌量均降至最低$但 ;̂PB*c)c=)VF)̀#,组均少
于 ;̂PB*c)c=)VF组和模型对照组$差异均有统计学

意义)6mM\JW$QnH\HO组6mK\NM$QnH\HG*)表 I*%

表 :5各组不同时间点角膜载菌量的比较)!Q"$X8L: *

组别 样本量
不同时间点角膜内活性真菌量

G / I / O / J /

模型对照组 I XN\IIlI\HK IK\HHlM\HH MM\KJlX\GK J\KIlH\WG
;̂PB*c)c=)VF组 I MN\HHlO\HH+ MO\HHlO\OJ5 GI\KJlI\MG5 X\JIlH\WH5

;̂PB*c)c=)VF)̀#,组 I GK\KJlM\HW+1 GM\KJlI\HK+1 J\KJlG\OI+1 M\WHlH\NH+1

(注'Z分组 mGGI\GO$QmH\HH组Z时间 mGMK\OM$QmH\HH:与各自的模型对

照组比较$+QnH\HG$5QnH\HO组与 ;̂PB*c)c=)VF组比较$1QnH\HO )重

复测量两因素方差分析$%;EP6检验*( d̂U'菌落形成单位组 ;̂PB*c)

c=)VF'纳米银)羧基石墨烯)壳聚糖季铵盐复合物膜组 ;̂PB*c)c=)VF)

#̀,'包被伏立康唑的纳米银)羧基石墨烯)壳聚糖季铵盐复合物膜

9:E5各组小鼠角膜组织中
炎性因子 *TdP"2QTc和
>%PG#2QTc的相对表达

模型对照组( ;̂PB*c)
c=)VF组和 ;̂PB*c)c=)
VF)̀#,组小鼠角膜组织
中 >%PG#2QTc和 *TdP"
2QTc的相对表达均随着
造模时间的延长而逐渐增

加$造模后第 I 天和第 O
天$小鼠角膜组织中 >%PG#
2QTc和 *TdP"2QTc的
相对表达增加幅度最大$
造模后第 O 天达高峰$造
模后第 J 天其相对表达量
下降$但仍高于造模后第
G 天$其中模型对照组炎
性因 子 表 达 水 平 最 高$

;̂PB*c)c=)VF)̀#,组最低% 造模后第 G 天$模型对
照组小鼠角膜组织中 >%PG#2QTc和 *TdP"2QTc
的表达高于 ;̂PB*c)c=)VF组和 ;̂PB*c)c=)VF)
#̀,组$差异均有统计学意义 ) >%PG#'6mI\OJ$Qn

H\HO组6mGG\HG$QnH\HG:*TdP"'6mI\KK$QnH\HO组6m
K\MN$ QnH\HG * % 造 模 后 第 I 天$ 各 组 中 >%PG#
2QTc和 *TdP"2QTc的相对表达均明显增加$但
;̂PB*c)c=)VF)̀#,组增加量最少% 第 O 天$>%PG#

2QTc和 *TdP"2QTc表达最高$其中 ;̂PB*c)c=)
VF)̀#,组明显低于 ;̂PB*c)c=)VF组和模型对照
组$差异均有统计学意义 )>%PG#'6mI\GX$QnH\HO组
6mGK\NM$ QnH\HG% *TdP"' 6mI\MG$ QnH\HO组 6m
K\HX$QnH\HG* )表 X$O* %
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表 D5各组在造模后不同时间点角膜中
[OI8"&BS3的相对表达水平)!Q"*

组别 样本量
不同时间点 >%PG#2QTc相对表达量

G / I / O / J /

模型对照组 I KG\WWl K\IK NW\MHlN\WN GWM\WOlGG\OH WJ\JMlO\GN
;̂PB*c)c=)VF组 I IK\MGlGH\J+ JI\GXlX\WH+ WK\HXlGM\KI5 KH\IHlGI\IO+

;̂PB*c)c=)VF)̀#,组 I GK\XMl I\MJ51 XW\HXlK\GI5/ KG\WWl X\KH+1 MN\NWlW\OH51

(注'Z分组 mGWN\NH$QmH\HH&Z时间 mGHW\OK$QmH\HH:与模型对照组比

较$+QnH\HO$5 QnH\HG&与 ;̂PB*c)c=)VF组比较$1QnH\HO$/ QnH\HG

)重复测量两因素方差分析$%;EP6检验*(>%'白细胞介素& ;̂PB*c)

c=)VF'纳米银)羧基石墨烯)壳聚糖季铵盐复合物膜& ;̂PB*c)c=)VF)

#̀,'包被伏立康唑的纳米银)羧基石墨烯)壳聚糖季铵盐复合物膜

表 E5各组在造模后不同时间点角膜中
HSPI#&BS3的相对表达水平)!Q"*

组别 样本量
不同时间点角膜内 *TdP"2QTc相对表达量

G / I / O / J /

模型对照组 I IM\KWlK\OH KK\XXlGG\OM NX\NWlGG\JW KG\HGlGK\HK
;̂PB*c)c=)VF组 I GJ\MGlI\IW+ MJ\MXl O\GM5 KI\GHl J\WG+ II\JOl I\WK+

;̂PB*c)c=)VF)̀#,组 I W\XMlG\ON51 GK\GJl M\NO51 IJ\HMlGG\JI51 GJ\WGl O\KM+1

(注'Z分组 mWM\OO$QmH\HH&Z时间 mXX\IK$QmH\HH:与模型对照组比

较$+QnH\HO$5QnH\HG&与 ;̂PB*c)c=)VF组比较$1QnH\HO )重复测量

两因素方差分析$%;EP6检验*(*Td'肿瘤坏死因子& ;̂PB*c)c=)VF'

纳米银)羧基石墨烯)壳聚糖季铵盐复合物膜& ;̂PB*c)c=)VF)̀#,'包

被伏立康唑的纳米银)羧基石墨烯)壳聚糖季铵盐复合物膜

:5讨论

真菌性角膜炎是严重的致盲眼病$目前临床上尚
缺乏特效的抗真菌药物% 伏立康唑是一种新型的咪唑
类抗真菌药物$抗真菌谱广$被 dEc批准应用于严重
的曲霉菌(足放线菌和镰孢菌感染的治疗$但由于伏立
康唑为脂溶性药物

+K, $目前用于治疗真菌性角膜炎的
主要给药途径仍为全身用药或玻璃体腔注射$因此存
在诱发玻璃体出血或者眼内炎的风险

+J, % 此外$伏立
康唑在全身用药治疗过程中存在一些不良反应$常见
的包括神经功能障碍(视觉障碍(肝功能异常(肾功能
衰竭等

+W, % 目前中国已有配制伏立康唑滴眼液的报
道$但配制成的滴眼液保质期短(药物释放曲线不稳
定$生物利用度低 +K, % 新型药物缓释系统可提高药物
的生物利用度$能缓释控释药物$受到了广泛关注 +N, %
本研究中合成了壳聚糖季铵盐基质的纳米银)聚合物
复合材料$耦合石墨烯负载伏立康唑后制成具有强化
抗真菌作用的新型药物缓释系统%

银离子已用于医疗领域多年$研究表明银可以抑
制人类免疫缺陷病毒与宿主细胞结合$抑制血小板的
聚集$也用于过滤水和空气中的微生物 +GHbGM, % 纳米银
可能通过附着在细胞膜的表面阻断细胞的通透性和呼

吸功能$或者与微生物膜表面反应$穿透进入微生物体
内$从而起到抑菌和杀菌作用 +GI, % 壳聚糖的季铵化引
入了季铵盐基团$改善了由于壳聚糖大分子的规整性
及分子链间强烈的氢键作用导致的机械性能较差(稳
定性不好(溶解性能差等缺点$因此具有良好的抗菌活
性(吸湿保湿性(生物相容性(成膜性和可生物降解
性

+GH, % 本实验将 ;̂PB*c)c=)VF膜和 ;̂PB*c)c=)
VF)̀#,膜贴敷于真菌感染的小鼠角膜$贴敷 G 周未见
角膜组织炎性反应及新生血管形成$呈现较好的活体
组织相容性% 本研究中使用的药物缓释系统将具有抑
菌性能的纳米银与抗真菌药物组合$增强了药物的抗
真菌效能% 该载药膜的药物负载量大$缓释时间长$可
制作成柔软且易于贴敷于角膜的膜$避免了全身用药
的不良反应及眼部频繁给药带来的不便%

本研究通过对角膜溃疡面积(角膜浸润程度来评
定烟曲霉菌小鼠动物模型角膜炎的转归% 复合载药材
料 ;̂PB*c)c=)VF对真菌感染有一定的抑制作用$研
究发现 ;̂PB*c)c=)VF组小鼠的角膜溃疡面积和角
膜水肿较模型对照组减轻$可能与 ;̂PB*c和释放的
c=k
所表现的抑菌活性有关$提示 ;̂PB*c)c=)VF材

料本身可发挥拮抗真菌性角膜炎的作用% ;̂PB*c)
c=)VF材料的药物缓释系统联合伏立康唑后治疗效
果更为明显$角膜炎症评分明显降低$且随用药时间延
长$ ;̂PB*c)c=)VF)̀#,组角膜病变逐渐愈合$而在模
型对照组角膜病变随时间延长逐渐加重$甚至出现穿
孔% 组织病理学研究显示$ ;̂PB*c)c=)VF)̀#,组的
角膜水肿和浸润程度最低$角膜内真菌量明显减少$
;̂PB*c)c=)VF组角膜病变和角膜内活性真菌量少于
;̂PB*c)c=)VF)̀#,组$但明显多于模型对照组$其可
能的机制为 ;̂PB*c)c=)VF)̀#,生物膜负载有纳米
银及抗菌药物伏立康唑 M 种抗菌成分$可发挥协同作
用'一方面伏立康唑可抑制麦角醇合成酶的活性$改变
真菌外膜的通透性$抑制真菌活性$引入纳米银后$
c=k
进入到微生物细胞质后与 ETc结合$抑制其复制

和转录$进而抑制微生物的生长$起到协同增强的抗菌
效果

+GX, &另一方面载药系统贴敷在眼表缓释药物并逐
渐降解$维持眼表有效药物浓度$降低真菌感染复发的
风险%

真菌侵袭角膜组织后启动机体的天然免疫而发生

炎症反应$*TdP"和 >%PG#是重要的促炎因子$主要由
巨噬细胞(中性粒细胞及其他组织释放$可趋化激活中
性粒细胞$促进多种炎性介质的合成和释放$并加重炎
症反应

+GO, % 在真菌性角膜炎中$随着感染时间的延长
和炎症程度的加重$*TdP"和 >%PG#在炎症反应组织
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中的表达逐渐上调
+GKbGJ, % 本研究结果发现$真菌感染

后小鼠角膜中 *TdP"和 >%PG#表达量明显升高$感染
后第 O 天角膜炎症反应最重$炎性因子的表达也达到
高峰$其表达规律与病情进展程度一致% ;̂PB*c)c=)
VF)̀#,组小鼠角膜中炎性因子在各个时间点的表达
均低于 ;̂PB*c)c=)VF组和模型对照组$提示 ;̂P
B*c)c=)VF)̀#,能有效抑制真菌的活性% 当真菌侵
袭眼表时$眼表中的天然免疫启动模式识别受体通过
识别真菌细胞壁的成分$激活细胞内信号通路$上调炎
症反应$从而增加炎性因子和趋化因子的产生 +GO, %
;̂PB*c)c=)VF)̀#,通过抑制真菌活性和以下途径减
轻角膜真菌感染后过度的炎症反应')G*减少炎性细
胞浸润% )M*抑制已浸润的炎性细胞释放炎性因子%
)I*减少角膜固有细胞合成并释放 *TdP"和 >%PG#%
因此 ;̂PB*c)c=)VF)̀#,通过直接和间接抑制和清
除真菌$使真菌的侵袭力下降$减少炎性因子的释放$
减轻病情进展$促进感染愈合%

综上所述$本研究中使用的复合型 ;̂PB*c)c=)
VF)̀#,缓释载药系统具有协同抑菌作用$提高伏立康
唑的眼部生物利用度$协同增强抗真菌活性$减轻感染
性炎症$改善真菌性角膜炎的预后$为真菌性角膜炎的
药物治疗提供了新的途径%
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