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66&摘要'6目的6建立一种测定兔眼组织中加替沙星浓度的方法%并比较加替沙星眼用凝胶兔眼单次和

多次点眼后在眼组织及血浆中的药代动力学特征(6方法6取 @7 只健康新西兰兔( 任意选取 45 只新西兰兔

不给予任何药物用于空白组织获取%将剩余 A7 只按照随机数字表法随机分成单次给药组 0/ 只和多次给药组
7A 只%雌雄各半%均取左眼为实验眼( 单次给药组左眼给予 4 滴加替沙星眼用凝胶%分别于点眼后 5[8)4)0)

8)<)45 ( 收集泪液后进行心脏取血并处死%分别取房水)结膜)角膜)巩膜)虹膜 睫̂状体)晶状体)玻璃体)视

网膜和脉络膜,多次给药组左眼每次给予 4 滴加替沙星眼用凝胶%每天 0 次%分别于连续给药第 7 和第 / 天首

次给药后 5[8 (%第 < 天首次给药后 5[8)4)0)8)<)45 ( 进行心脏取血和眼组织收集( 采用甲醇沉淀蛋白法预

处理各样本%采用高效液相色谱串联质谱法测定并计算实验兔血浆及眼组织中加替沙星的达峰浓度"M"#-#)

达峰时间"K"#-#)曲线下面积 "PkM#等药代动力学参数%流动相采用甲醇'5[4Z乙酸水溶液 "体积比 t

<5b05#%采用正离子多反应检测模式%以环丙沙星为内标物%并参照*中国药典+".5.5 年版#@54. 生物样品定

量分析方法验证指导原则对方法的选择性)标准曲线和定量下限)准确度和精密度)提取回收率和基质效应)

稳定性进行验证( 结合加替沙星对眼部常见感染菌的最小抑菌浓度"N;M@5 #%计算各组织和血浆 M"#-=N;M@5

和 PkM=N;M@5 值(6结果6加替沙星在各眼组织和血浆中线性关系良好,角膜组织中的日间准确度为
4̂[8Zo/[5Z%日间精密度!48Z,角膜组织中的提取回收率为 @.[5Zo@7[AZ%经内标归一化计算得到的

低)中)高浓度的基质效应精密度均不大于 0[0Z%单次给药后加替沙星在眼前节和后节组织均有较高的药物

浓度分布%PkM5 3̂从高到低分别为泪液)角膜)结膜)虹膜 睫̂状体)巩膜)房水)脉络膜)视网膜)晶状体和玻璃

体%M"#-分别为 @7[@5 %+=+)<[07 %+=+)0[/8 %+=+)4[A4 %+=+)4[<8 %+=+)4[04 %+="%)5[A/ %+=+)5[80 %+=+)

5[40 %+=+)5[5< %+="%%除晶状体)脉络膜和玻璃体液中的 K"#-为 5[8 (%其余各组织 K"#-均为 4 (( 多次给药

第 7)/)< 天的 5[8 ( 各眼部组组织中加替沙星浓度比较%差异无统计学意义"-q5[58#%且角膜)结膜和巩膜

中 PkM5 3̂约为单次给药的 .[57).[4. 和 .[0. 倍( 单)多次给药后进入体循环的加替沙星浓度均低于
.8[55 *+="%( 对于金黄色葡萄球菌和表皮葡萄球菌%加替沙星眼用凝胶连续用药后在眼前节结膜)角膜)巩

膜)虹膜 睫̂状体)房水和脉络膜中的药代动力学=药效学均可满足 M"#-=N;M@5$ 45 且 PkM=N;M@5$ 05(6

结论6成功构建快速灵敏的眼组织加替沙星浓度测量方法( 加替沙星眼用凝胶以每天 0 次点眼连续用药
0 & 后眼组织可达到稳态浓度%且比单次给药在眼组织浓度升高( 局部使用加替沙星眼用凝胶可实现眼部结

膜)角膜)巩膜)虹膜 睫̂状体常见感染细菌的有效治疗(6

&关键词'6加替沙星, 眼用凝胶, 高效液相色谱串联质谱法, 兔, 药代动力学
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66眼部感染如不及时治疗可导致不可逆转的视力丧
失( 局部使用抗生素%如喹诺酮类药物%是治疗眼部细
菌感染的主要方式

- 4 .̂. ( 加替沙星是一种第 7 代喹诺
酮类抗菌药物%具有同时抑制细菌 9YP回旋酶和拓扑

异构酶(的双靶点作用%其在保留第 0 代对革兰阴性
菌抗菌活性的基础上%增强了对革兰阳性菌)厌氧菌)
支原体)衣原体的抗菌活性 - 0. ( 临床研究也表明%加
替沙星的抗革兰阳性菌眼部感染效果显著优于左氧氟
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沙星%同时还能显著降低白内障围手术期眼内炎的发
生率

- 7 /̂. ( \#)等 - <.
对从中国眼部细菌感染患者分离

的 0 /@5 株细菌进行研究发现%这些病原菌对加替沙
星的敏感性最高%达到 @5[54Z%而对左氧氟沙星的敏
感性仅为 84[@4Z%因此加替沙星比左氧氟沙星更适
合眼部感染的预防和治疗( 局部点眼是治疗眼前节疾
病的首选

- A. ( 滴眼液在临床上的应用较为广泛%但其
药物吸收入眼的速度缓慢)程度不足%导致生物利用度
仅为 4Zo<Z- @ 4̂5. ( 凝胶是一种药物智能化运载系
统%具有制备简单)使用方便)滞留时间长等优点%是特
别适合眼部给药的载体

- 44 4̂.. ( 9$*+等 - 40.
研究发现%

白内障超声乳化术前应用加替沙星眼用凝胶患者的房

水中加替沙星浓度比术前应用加替沙星滴眼液的患者

高%且作用时间长( 还有研究表明%加替沙星眼用凝胶
比加替沙星滴眼液兔眼单次给药在角膜)结膜和房水
中具有更高的药物浓度

- 47. ( 目前%相关研究多采用液
相色谱法对加替沙星进行检测%样品出峰时间长%且定
量限较高%不适用于眼后段组织和体液循环浓度监测%
且未对不同给药频次的眼组织药代动力学进行分析(
本研究建立一种基于高效液相色谱串联质谱法" ($+('
B2FI)F"#*>2 %$cG$& >(F)"#3)+F#B(C'3#*&2" "#DD
DB2>3F)"23FC%UL_M'NR=NR#的灵敏)专属的眼组织及
血浆加替沙星浓度测定方法%并采用该方法对加替沙
星眼用凝胶不同点眼频次兔眼组织药代动力学进行研

究%为更合理的临床用药提供参考(

>:材料与方法

>1>6材料
>1>1>6实验动物6健康成年新西兰兔 @7 只%体质量
.[5o.[8 J+%雌雄各半%购自青岛康大生物科技有限公
司-实验动物生产许可证号$RM̀ i"鲁# .54.'5558.(
在温度 4Ao.. p)相对湿度 75Zo/5Z)4. (=4. ( 明
暗循环环境下饲养( 本研究方案经沈阳兴齐眼药股份
有限公司实验动物伦理审查委员会审核批准 "批文
号$ ǹ'.54/'544#(
>1>1!6主要试剂及仪器6加替沙星眼用凝胶"沈阳
兴齐眼药股份有限公司 #,加替沙星对照品 "批号$
40584A'.5575.#) 环丙沙星对照品 "批号$ 405784'
.54.50#"中国食品药品检定研究院#,甲醇"色谱纯#)
甲酸"色谱纯 # "北京迪马科技有限公司 #,纯化水
"N$%%$'n超 纯 水 过 滤 系 统% 美 国 密 理 博 公 司 #(
9$#")*& M4A 色谱柱 " 485 ""m7[/ ""%8 !"%北京迪
马科技有限公司#,配有 !R;源以及 P*#%CD34[/[4 数
据处理软件的 n3F#B 8855 型质谱仪 "美国 PBB%$2&

d$)DCD32"D公司#,岛津 _M'.545PUK液相色谱仪 "日
本 R($"#&EG 公司#,P%%2+F#KN '̀..V低温高速离心机
"美国 d#>J"#* 公司#,LF2>2%%CD!H)%H3$)* 匀浆机 "法
国 d2F3$* 32>(*)%)+$2D公司#, R̀458 电子分析天平"瑞
士 N233%2FK)%2&)公司#,KGFO)X#B _X氮气吹干仪"瑞
典 d$)3#+2公司#(
>1!6方法
>1!1>6实验动物分组处理及样本采集645 只新西兰
兔不给予任何药物用于空白组织获取( 将剩余 A7 只
新西兰兔按照随机数字表法区组随机分为单次给药组

0/ 只和多次给药组 7A 只( 单次给药组再随机分成 /
个亚组%多次给药组分成 A 个亚组%每个亚组 / 只%雌
雄各半( 单次给药组兔左眼给予 4 滴加替沙星眼用凝
胶%分别于给药后 5[8)4)0)8)<)45 ( 用已称重的滤纸
片置于结膜囊穹隆处 05 D吸取泪液后于心脏取血约
. "%%过量麻醉法处死后分别取房水)结膜)角膜)前巩
膜)虹膜 睫̂状体)晶状体)玻璃体)视网膜和脉络膜(
多次给药组每天给药 0 次%每次 4 滴%分别于连续给药
第 7 天)第 / 天首次给药后 5[8 (%以及第 < 天首次给
药后 5[8)4)0)8)<)45 ( 心脏取血并分离眼组织%所有
生物样本于 Â5 p冻存(
>1!1!6标准溶液及内标溶液的配置6精密称定加替
沙星对照品 45[5 "+%置于 45 "%容量瓶中%用甲醇溶
解并定容至刻度%摇匀%制得 4[55 "+="%加替沙星储
备液'( 用甲醇稀释储备液 '%配制 8[55) 45[5)
.5[5)85[5).55)855)4 555 *+="%加替沙星标准系列
工作溶液和 45[5)455)A55 *+="%质量控制溶液%并于
7 p冰箱保存备用( 精密称定环丙沙星"内标#对照
品 45[5 "+%置于 45 "%容量瓶中%用甲醇溶解并定
容至刻度%摇匀%制成浓度为 4[55 "+="%的内标储
备液'%用甲醇稀释内标储备液'%配置成质量浓度
为 .55 *+="%的内标工作溶液%并于 7 p冰箱保存
备用(
>1!1?6生物样品预处理6泪液样品按 4 b85 加入双蒸
水%超声 05 "$*,晶状体按照 4 b0%其余各眼组织按
4 b45 加入双蒸水%研磨处理,房水和玻璃体无需研磨
处理( 取泪液=血浆=各眼组织匀浆液 85 %%%置于
4[8 "%!L管中%依次加入内标工作溶液 485 %和甲
醇 85 %%%涡旋 4 "$*%4. 555 F="$* 离心 45 "$* 后%取
85 %%上 清 液 与 855 %%甲 醇 涡 旋 混 匀 05 D%
4. 555 F="$* 离心 45 "$*%取上清液进行后续 UL_M'
NR=NR 分析(
>1!1#6UL_M'NR=NR 法测定生物样品中加替沙星质
量浓度6取 45 %%样本进行UL_M'NR =NR分析 (色
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图 >:加替沙星和环丙沙星产物离子质谱图6P$加替沙星6d$环丙沙星
=06.('>:J3---&'*)(+1')(7 +463)04/+%3*0,3,2*0&(+4/+%3*0,6P$\#3$I%)-#>$*6d$M$BF)I%)-#>$*

谱条件$设置色谱柱柱温 75 p%流动相为甲醇'5[4Z
甲酸水溶液 "体积比t<5 b05# %流速为 5[< "%="$*(
质谱 条 件$ !R;源 电 压 为 8 555 X% \#D4 " Y. # 为
/8 BD$%\#D."Y.#为 /8 BD$%MGF3#$* \#D"Y.#为 05 BD$,
MP9\#D"Y. #为 N2&$G"%K!N为 885 p%扫描方式
为多反应监测""G%3$B%2F2#>3$)* ")*$3)F$*+%NVN# ,采
用正 离 子 检 测 模 式%检 测 离 子 )JP0</[. # )JP
./4[."加替沙星#和 )JP00.[4#)JP.AA[4"环丙沙
星# "图 4# (

>1!1@6标准曲线和质控样品的制备6取泪液=血浆=
各眼组织匀浆液 85 %%%置于 4[8 "%!L管中%依次加
入内标工作溶液 485 %%%标准工作液或质控工作溶液
85 %%%涡旋 4 "$*%4. 555 F="$* 离心 45 "$*%取 85 %%
上清液与 855 %%甲醇混匀%涡旋 05 D%4. 555 F="$* 离
心 45 "$*%取 45 %%进行 UL_M'NR=NR 分析%记录
NVN检测的色谱图%应用 P*#%CD34[/[4 数据处理软
件%对待测物加替沙星和内标进行积分%得出峰面积(
以待测物浓度为横坐标%待测物与内标物的峰面积比
值为纵坐标%用加权最小二乘法"权重为 4=-.#进行标
准曲线拟合(
>1!1A6方法学验证
>1!1A1>6选择性和最低定量限6取 / 批不同来源的
空白生物样品 85 %%%除内标工作溶液换成同体积的甲
醇外%其余均按 41.10 部分进行预处理操作%进行
UL_M'NR=NR 分析%获得空白眼组织样品的色谱图,
按 41.18 部分操作%获得模拟眼组织样品的定量下限
样品色谱图,取实验兔给药后的眼组织样品%按 41.10
部分操作%获得实际生物样品的色谱图(
>1!1A1!6准确度和精密度6取空白生物样品 85 %%%
按照 41.18 部分制备定量下限以及低)中)高不同浓
度水平的质控样品%进行 UL_M'NR=NR 分析%记录
NVN检测的色谱图%每个浓度平行 / 样本%连续进
行 0 个批次的样本分析( 应用建立的当日校正曲线

计算出各质控样品的浓度%计算分析方法的准确度
和精密度(
>1!1A1?6提取回收率和基质效应6将加替沙星
45[5)455)A55 *+="%0 个质量浓度进行基质效应和回
收率测定%每个浓度平均 / 个样本( 样品 P$向 85 %%
水溶液中加入 85 %%标准样品 "加替沙星 45[5)455)
A55 *+="%#和 485 %%内标涡旋混匀%取 85 %%加入
855 %%甲醇溶液涡旋混匀%45 %%进行 UL_M'NR=NR
分析测得加替沙星和内标峰面积( 样品 d$向 85 %%

空白生物样品中加入 .55 %%甲
醇%涡旋 4 "$*% 4. 555 F="$* 离
心 45 "$*%取上清液 85 %%%0< p
水浴 Y. 吹干( 残留物用 .55 %%
样 品 P 复 溶% 取 45 %%进 行
UL_M'NR=NR 分析测得加替沙星
和内标峰面积( 样品 M$向 85 %%
空白生物样品中加入 85 %%标准
样 品 " 加 替 沙 星 45[5) 455)
A55 *+="%#和 485 %%内标%涡旋
4 "$* 后 4. 555 F="$* 离 心

45 "$*%取上清液 85 %%加入 855 %%甲醇涡旋混匀%
7 p下 4. 555 F="$* 离心 8 "$*%取 45 %%进行 UL_M'
NR=NR 分析测得加替沙星和内标峰面积( 基质效
应td=Pm455Z,回收率tM=dm455Z(
>1!1A1#6稳定性试验6取 . 个 85 %%低"45[5 *+="%#)
高"A55 *+="%#浓度水平的质控样品% 75 p Y. 吹

干%加 85 %%空白样品匀浆液%涡旋复溶( 达到各项
考察条件时"室温放置 .7 () Â5 p 0 次冻融循环)
Â5 p长 期 冻 存)样 品 处 理 后 进 样 器 7 p 放 置

7A (# %加入内标 485 %%%甲醇 85 %%%涡旋 4 "$*%7 p
下 4. 555 F="$* 离心 45 "$*%取上清液 85 %%%加入
855 %%甲醇%涡旋 4 "$*% 7 p下 4. 555 F="$* 离心
8 "$* 后%取 45 %%进行 UL_M'NR=NR 分析%每个浓度
制备 0 个样本(
>1!1A1@6药代动力学=药效学指数计算6通常认为
M"#-=最小抑菌浓度 ""$*$"G* $*($O$3)FC>)*>2*3F#3$)*%
N;M@5 # 和 PkM=N;M@5 表 示 药 代 动 力 学=药 效 学
"B(#F"#>)J$*23$>D=B(#F"#>)&C*#"$>D%Li=L9#指数%根
据加替沙星对眼部常见致病菌的体外抑菌活性 N;M@5

值"对金黄色葡萄球菌的 N;M@5 t5[04 %+="%,对表皮
葡 萄 球 菌 的 N;M@5 t 5[77 %+="%#% 计 算 Li=L9

指数
- 48. (

>1?6统计学方法
采用]$*Y)*_$* A[4软件对检测浓度进行统计分
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图 !:角膜组织中加替沙星和内标环丙沙星的典型 JKJ色谱图
=06.('!:JKJ 13---&'*)(.1 +463)04/+%3*0,3,20,)'(,3/-)3,23(2*0&(+4/+%3*0,0,*+(,'3/
)0--.'

表 >:生物样品中加替沙星的标准曲线
P39/'>:料)3,23(2*.(I'4+(63)04/+%3*0,0,90+/+60*3/-31&/'-

组织样品 标准曲线 相关系数 线性范围

泪液 ,t5[555 4<@̂ 5[557 4@ 5[@@8 . 6.85 8̂5 555 *+="%

血浆 Ct5[55. .7@̂ 5[55/ 5@ 5[@@0 @ 8[55^ 4 555 *+="%

房水 ,t5[55. .@@̂ 5[55. 8 5[@@7 A 8[55^ 4 555 *+="%

玻璃体 Ct5[550 A@@̂ 5[55/ <4 5[@@4 @ 8[55^ 4 555 *+="%

角膜 ,t5[554 < @a5[550 5[@@7 5 85[5 4̂5 555 *+=+6

结膜 ,t5[554 <4@̂ 5[555 A<A 5[@@/ < 85[5 4̂5 555 *+=+6

巩膜 ,t5[55. 0.@̂ 5[55. 4/ 5[@@4 < 85[5 4̂5 555 *+=+6
虹膜 睫̂

状体

,t5[554 A.@̂ 5[550 /4 5[@@. 0 85[5 4̂5 555 *+=+6

脉络膜 Ct5[558 /0@̂ 5[5.4 @ 5[@@5 A 85[5 4̂5 555 *+=+6

视网膜 Ct5[55. 80@̂ 5[555 40@ 5[@@0 . 85[5 4̂5 555 *+=+6

晶状体 Ct5[55@ A.@a5[548 A 5[@@0 0 48[5 ^ 0 555 *+=+6

表 !:EB[LQJ料UJ料法测定兔角膜中加替沙星的精密度
与准确度

P39/'!:B('*0-0+,3,23**.(3*7 +463)04/+%3*0,
0,(3990)*+(,'3 97 EB[LQJ料UJ料1')5+2

结果
标示浓度8 *+="%#

8[55 45[56 455 A55

平均值 8[05 @[A8 45. A.8

标准差 5[4 5[8 4[0 48[7

V!8Z# /[5 4̂[8 4[/ 0[4

批内 VR98Z# 0[7 .[A 4[8 4[5

批间 VR98Z# .[8 8[5 4[0 4[@

6注$UL_M'NR=NR$高效液相色谱 串̂联质谱法,V!$相对误差,VR9$
相对标准偏差

6 Y)32$ UL_M'NR=NR$ ($+( B2FI)F"#*>2%$cG$& >(F)"#3)+F#B(C'3#*&2"
"#DDDB2>3F)"23FC,V!$F2%#3$H22FF)F,VR9$F2%#3$H2D3#*&#F& &2H$#3$)*

析%得到主要药代动力学参数( 不同时间点计量资料
差异比较采用单因素方差分析( . 个组间计量资料差
异比较采用独立样本 &检验( 采用双侧检验%-m5[58

为差异有统计学意义(

!:结果

!1>6兔眼组织中加替沙星浓度
!1>1>6角膜组织中待测物和内标的 NVN6代表性色
谱图如图 . 所示%结果表明空白组织不干扰待测物加
替沙星和内标的测定(
!1>1!6标准曲线和定量下限6各组织样本的标准曲
线相关系数 .均大于 5[@@%线性关系良好%定量下限为
8[55 *+="%8表 4#(
!1>1?6精密度和准确度6精密度和准确度结果表明%
8[55)45[5)455 和 A55 *+="%加替沙星在兔角膜组织
中的检测日间准确度为 4̂[8Zo/[5Z%在l48Z以内%

日间精密度为 4[0Zo8[5Z%不大于 48Z%符合有关生
物样品分析方法确证的要求8表 .#(
!1>1#6提取回收率和基质效应645[5)455)A55 *+="%

加替沙星以及内标在角膜组织中的基质效应分别为

845<[5l0[8#Z) 845/[5l4[A#Z) 845A[5l4[/#Z和
8445[5l.[0#Z%提取回收率分别为 8@.[7l0[/#Z)
8@.[5l.[<#Z)8@7[Al.[4#Z和8A8[8l.[5#Z(
!1>1@6稳定性试验6应用当日随行曲线计算稳定性
样品浓度%V!均在l48Z以内%结果表明加替沙星在
各存放条件下稳定8表 0#(

!1!6眼组织和血浆中加替沙星
的药代动力学研究

加替沙星眼用凝胶单次点

眼后加替沙星在眼前节组织有

较高的浓度分布%其中在泪液)
角膜)结膜)巩膜)虹膜 睫̂状体)
房水的 K"#-均为 4[5 (%M"#-分

别 为 @7[@ %+=+) <[07 %+=+)
0[/8 %+=+)4[<8 %+=+)4[A4 %+=+)
4[04 %+="%,随后缓慢消除%点眼
后 45 ( 加替沙星浓度分别为各组
织 M"#- 的 A[/Z) 0[7Z) 44[4Z)
44[4Z)/[<Z).[<Z,加替沙星眼
用凝胶单次点眼在晶状体中的

K"#- 和 M"#- 分 别 为 5[8 ( 和
407 *+=+(加替沙星眼 用 凝 胶

!8./!中华实验眼科杂志 .5.7 年 < 月第 7. 卷第 < 期6M($* W!-B :B(3(#%")%%WG%C.5.7%X)%17.%Y)1<



fmx_T3RoZXJNaXJyb3Jz

表 ?:加替沙星兔角膜匀浆液样品不同条件下稳定性
P39/'?:料)390/0)7 +463)04/+%3*0,(3990)*+(,'3 5+1+6',3)'-31&/'-.,2'(

2044'(',)*+,20)0+,-

标示浓度

" *+="%#

室温 .7 ( 处理后 7A ( 0 次冻融循环 Â5 p 08 &

V!"Z# VR9"Z# V!"Z# VR9"Z# V!"Z# VR9"Z# V!"Z# VR9"Z#

45[5 .[. 8[8 4[@ 4[/ 0[0 7[8 0[8 <[<

A55 .̂[A 4[< .[/ .[5 45[. 4[4 45[. 0[/

6注$V!$相对误差,VR9$相对标准偏差
6Y)32$V!$F2%#3$H22FF)F,VR9$F2%#3$H2D3#*&#F& &2H$#3$)*

浓
度（

μ
g/
g或

μ
g/
m
l）
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图 ?:兔眼单次给予加替沙星眼用凝胶后不同时间眼组织和血浆中加替沙星分布图
=06.('?:D0-)(09.)0+,+463)04/+%3*0,0,+*./3()0--.'3,2&/3-13 +4(3990)3)2044'(',))01'34)'(
3 -0,6/'2+-'+463)04/+%3*0,+&5)53/10*6'/

表 #:单次或多次给药后各兔眼组织及血液中加替沙星的药代动力学参数
P39/'#:B53(13*+F0,')0*&3(31')'(-+463)04/+%3*0,0,+*./3()0--.'-3,29/++2+4

(3990)-34)'(-0,6/'+(1./)0&/'3210,0-)(3)0+,-

生物样品
单次给药 多次给药

M"#- PkM5 3̂ PkM5 ŵ K"#-" (# NVK" (# M"#- PkM5 3̂ PkM5 ŵ K"#-" (# NVK" (#

泪液 @7[@ %+=+6 .@0 %+!(=+ 0.. %+!(=+ 4[5 0[7 47A %+=+ 0@4 %+!(=+ <5@ %+!(=+ 5[8 0[<

血浆 5[5. %+="% 5[5. %+!(="% ^ 5[8 5[< 5[54 %+="% 5[57 %+!(="%5[5A %+!(="% 5[8 .[4

房水 4[04 %+="% 0[0< %+!(="% 0[7A %+!(="% 4[5 .[4 .[.. %+="% 8[87 %+!(="%8[/. %+!(="% 5[8 .[.

玻璃体 5[5< %+="% 5[5@ %+!(="% ^ 5[8 4[4 5[58 %+="% 5[4/ %+!(="%5[4@ %+!(="% 5[8 0[.

角膜 <[07 %+=+ 4@[5 %+!(=+6 .5[5 %+!(=+6 4[5 .[. 40[5 %+=+6 0A[A %+!(=+6 70[4 %+!(=+6 5[8 0[.

结膜 0[/8 %+=+ 47[0 %+!(=+6 4/[8 %+!(=+6 4[5 0[. 45[/ %+=+6 05[. %+!(=+6 457 %+!(=+ 5[8 7[0

巩膜 4[<8 %+=+ 8[4A %+!(=+6 <[.8 %+!(=+6 4[5 0[0 0[75 %+=+6 4.[5 %+!(=+6 05[8 %+!(=+6 5[8 7[.

虹膜 睫̂状体 4[A4 %+=+ 8[00 %+!(=+6 8[@5 %+!(=+6 4[5 .[/ .[0@ %+=+6 /[<8 %+!(=+6 <[77 %+!(=+6 4[5 .[<

脉络膜 5[A/ %+=+ 0[4/ %+!(=+6 8[/7 %+!(=+6 5[8 0[0 4[<4 %+=+6 8[<7 %+!(=+6 .4[< %+!(=+6 5[8 7[0

视网膜 5[80 %+=+ .[A4 %+!(=+6 A[A< %+!(=+6 4[5 7[4 5[/. %+=+6 .[AA %+!(=+6 7[07 %+!(=+6 5[8 7[.

晶状体 5[40 %+=+ 5[<0 %+!(=+6 0[54 %+!(=+6 5[8 7[< 5[48 %+=+6 4[4< %+!(=+6 .[@/ %+!(=+6 4[5 7[A

6注$M"#-$达峰浓度,PkM5 3̂$5 3̂小时曲线下面积,PkM5 ŵ $5 ŵ小时曲线下面积,K"#-$达峰时间,NVK$药物在体内的平均滞留时间, $̂无数据
6Y)32$M"#-$B2#J >)*>2*3F#3$)*,PkM5 3̂$#F2#G*&2F3(2>GFH2#35 3̂()GFD,PkM5 ŵ $#F2#G*&2F3(2>GFH2#35 ŵ ()GFD,K"#-$ B2#J 3$"2,NVK$"2#*
F232*3$)* 3$"2)I&FG+D$* 3(2O)&C, $̂*)&#3#

单次给药后在脉络膜)视网膜和玻
璃体的 K"#-为 5[8)4[5 和 5[8 (%
M"#-分别为 A8< *+=+)8.@ *+=+)
/<[@ *+="%( 在血浆中检测到加
替沙星浓度均小于 .8[5 *+="%(
加替沙星眼用凝胶单次点眼后加

替沙星在眼组织 PkM5 3̂从高到

低为泪液q角膜q结膜q虹膜 睫̂

状体q巩膜q房水q脉络膜q视网
膜q晶状体q玻璃体"图 0#(

兔单眼连续给予加替沙星

眼用凝胶第 7)/ 和 < 天首次给
药后 5[8 ( 各眼部组织中加替沙
星浓度比较差异无统计学意义

"-q5[58# %提示连续给药 0 & 后
各组织达到稳态浓度( 连续给
药 < & 后各组织中加替沙星浓度
较单次给药组均有所增加%其在
泪液)角膜)结膜)巩膜)房水的
K"#- 为 5[8 (% M"#- 分 别 为

47A %+=+)40[5 %+=+)45[/ %+=+)
0[75 %+=+) .[.. %+="%, 其 在 虹
膜 睫̂状体)晶状体中的 K"#- 为 4 (% M"#- 分别为

. 0A< *+=+和 47A *+=+,其在脉络膜)视网膜 K"#-均为

5[8 (%M"#-分别为 4[<4 %+=+)/4@ *+=+"表 7#( 多次
给药后角膜)结膜和巩膜中药物 PkM5 3̂分别为单次给

药的 .[57).[4. 和 .[0. 倍( 加替沙星在血浆中浓度

最低%所有时间点均低于 .8[5 *+="%(
对于金黄色葡萄球菌%加替沙星眼用凝胶多次给

药后在泪液)角膜)结膜)巩膜)虹膜 睫̂状体)房水)脉
络膜中的 M"#-=N;M@5 值分别为 4 40A)455)A4[8)./[5)
4A[7)4<[4)40[.%PkM=N;M@5 值分别为 8 780[5)004)
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<@@).07)8<[.)70[.)4//[@( 对于表皮葡萄球菌%加替
沙星眼用凝胶多次给药后在泪液)角膜)结膜组织中的
M"#-=N;M@5 值分别为 00/).@[8).7[4%PkM=N;M@5 在上

述组织中的值分别为 4 /44)@A[5).0/(

?:讨论

本研究首先建立测定兔眼组织和血浆中加替沙星

浓度的 UL_M'NR=NR 法%灵敏度高且分析时间短( 对
该方法选择性)线性)准确度)精密度)稳定性)基质效
应及回收率进行验证%均符合化学药物临床前药代动
力学研究要求的参数( 本研究比较加替沙星眼用凝胶
单次和多次给药后在兔眼组织及血浆中的药代动力学

参数%发现加替沙星眼用凝胶连续用药后 0 & 达稳态
浓度%多次给药后的眼组织 PkM5 3̂为单次给药的

4[0o.[0 倍%提示多次给药后眼组织药物浓度分布增
加( 近十年%对于氟喹诺酮类药物抗菌有效性的评估
普遍达成一种共识%即采用 Li=L9理论预测氟喹诺酮
药物清除细菌的情况%对于指导该类药物的合理临床
应用发挥重要作用( 通常认为 Li=L9指数满足 M"#-=

N;M@5$45 且 PkM=N;M@5$ 05 视为有效 - 4/ 4̂<. ( 中国
近年来多家眼科机构的数据显示%眼部感染病原菌约
A5Z为革兰阳性菌%以表皮葡萄球菌最常见%其次为金
黄色葡萄球菌

- 4A .̂5. ( 故本研究分别选择加替沙星对
以上 . 种眼部常见感染菌的 N;M@5 数据为依据%计算
Li=L9指数( 加替沙星眼用凝胶多次给药后兔泪液)
角膜)结膜组织中对表皮葡萄球菌和金黄色葡萄球菌
的 M"#-=N;M@5$45 且 PkM=N;M@5$05%提示每天 0 次
加替沙星眼用凝胶连续点眼后眼前节组织可实现对金

黄色葡萄球菌和表皮葡萄球菌的清除( 药物局部点眼
进入眼后节的途径可能包括经眼周=眼后节 巩̂膜)经
玻璃体或者血管膜途径

- .4. ( 本研究发现%加替沙星局
部点眼后在眼后节组织中同样具有较高的浓度分布%
特别是脉络膜%但在玻璃体浓度很低%故排除经玻璃体
到达眼底途径%推测加替沙星可能通过眼周巩膜和血
管膜途径到达眼后节组织(

角膜是一种亲脂 亲̂水 亲̂脂的多层生物膜%对强
水溶性或较强脂溶性药物具有明显的屏障作用( 传统
的滴眼液点眼后%只有约 45Z药物进入眼内%其余大
部分药液溢出眼外或经结膜)鼻腔黏膜吸收入血液系
统等%导致其生物利用度低 - ... ( 眼用凝胶由于具有眼
表滞留时间长)生物利用度高等优势已在临床上得到
广泛应用

- .0. ( 加替沙星眼用凝胶技术已同时获得中
国国家知识产权局发明专利"专利号$MY45.5<A.A7d#
和美国专利"专利号$kRA@54404d.# - .7. ( 本研究结果

显示%加替沙星眼用凝胶给药后在各眼组织 K"#-短%
M"#-高%且消除缓慢%单次给药后 45 ( 各兔眼组织仍
具有较高的药物浓度( 在未来的研究中%可适当增加
采集样品的时间点%以更好地寻找加替沙星在眼组织
的消除特征( 另外%加替沙星眼用凝胶单次给药在眼
组织的浓度相当于加替沙星滴眼液多少给药频次仍是

下一步需要探索的内容(
本研究同时考察了兔血浆中加替沙星的浓度%发

现单次和多次给药后血浆中 M"#-小于 .8[55 *+="%%

且二者浓度无显著差异%提示加替沙星眼用凝胶局部
多次用药后%入体循环量少%安全性高(

本研究对质谱条件进行优化时%分别对比加替沙
星在 !R;正)负离子 . 种扫描模式%发现正离子条件下
加替沙星响应较好( 对液相条件进行优化时%对比甲
醇 水̂和乙腈 水̂系统的流动相%发现采用甲醇 水̂洗

脱加替沙星峰型较好%保留时间合适且质谱响应更强%
同时在水相中分别加入 5[4Z甲酸提高响应灵敏度(
蛋白沉淀)液 液̂萃取)固相萃取是生物样品前处理的
0 种主要技术%均可用于眼组织和眼内液的处理%其中
蛋白沉淀法是最简单快速的方法( 本研究也发现%甲
醇沉淀蛋白方法的提取回收率符合要求%内源性干扰
小%故采用该法进行样本预处理(

综上所述%本研究成功建立 4 个快速灵敏的眼组
织加替沙星浓度测定方法%通过单次或多次加替沙星
眼用凝胶点眼对泪液)角膜)结膜)巩膜)虹膜 睫̂状

体)房水)晶状体)视网膜)脉络膜)玻璃体眼组织以及
血浆进行测定%发现局部给予加替沙星眼用凝胶不仅
在角膜)结膜)房水等组织有分布%在玻璃体)视网膜)
脉络膜等眼后节组织也有分布%且入体循环量少%安全
性高( 加替沙星眼用凝胶以每天 0 次点眼连续用药
0 & 后在眼组织可达到稳态浓度%且在眼组织的分布
高于单次给药%可为临床用药方案提供数据支持( 但
本研究尚存在一些不足%如在解剖分离视网膜和脉络
膜时%由于新西兰兔不存在色素膜%难以实现两者的完
全分离%导致测量结果产生偏差%未来可更换实验动物
进一步验证(
利益冲突6王小桐)赵欣)祖薇)沈旭)陈世超)杨强均为沈阳兴齐眼药

股份有限公司职工,本文中提及获得中国国家知识产权局发明专利"专

利号$MY45.5<A.A7d#和美国专利"专利号$kRA@54404d.#的加替沙星

眼用凝胶技术均由沈阳兴齐眼药股份有限公司申请

作者贡献声明6王小桐$参与选题)数据采集)分析=解释数据)起草及

修改文章,赵欣$设计实验)分析=解释数据,祖薇$参与动物实验)样品

前处理,沈旭$参与动物实验)数据采集=分析,陈世超$参与动物实验)

数据采集及分析,杨强$酝酿=设计实验)对文章知识性内容做批评性审

阅及文章定稿
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