
恩诺沙星纳米混悬注射剂的制备及在猪体内药动学研究

　 　余鹏灵１，陈良柱２，潘志坤２，周巧仪１，王　琴１，方炳虎１＊　（１．华南农业大学 国家残留基准实验室，广东 广州

５１０６４２；２．广东温氏大华农生物科技有限公司，广东 新兴５２７４００）

摘要：采用高压均质法制备恩诺沙星纳米混悬注射剂并对其制备工艺和质量进行考察、评价；采用高效液相色谱法测

定猪血浆中恩诺沙星的浓度，以拜有利注射剂为参照考察恩诺沙星纳米混悬注射剂在猪体内的药动学。结果显示：

制备的恩诺沙星纳米混悬注射剂，恩诺沙星的含量为９７．９％，平均粒径为（６１３．２１±５．７８）ｎｍ、ＰＤＩ（０．２２±０．０２）、

Ｚｅｔａ电位为－２．０２ｍＶ。恩诺沙星纳米混悬注射剂和拜有利注射剂在猪体内的达峰浓度（Ｃｍａｘ）分别为（０．３２±

０．１２）、（０．６７±０．０９）ｍｇ／Ｌ，达峰时间（Ｔｍａｘ）分别为（２．８８±０．９６）、（０．７９±０．２６）ｈ，消除半衰期（ｔ１／２ｋｅ）分别为

（５．９９±１．３７）、（４．４９±１．２５）ｈ，ＡＵＣｌａｓｔ分别为每小时（４．６３±１．３０）、（４．４０±０．４５）ｍｇ／Ｌ，ＭＲＴｌａｓｔ分别为（９．５９±２．

３４）、（５．４１±１．１０）ｈ；与拜有利注射剂相比，恩诺沙星纳米混悬注射剂相对生物利用度为１０５．２％。结论：高压均质

法制备的恩诺沙星纳米混悬注射剂操作简单、不易沉降、再分散性好，理化性质较稳定；与拜有利注射剂相比其

Ｔｍａｘ、ｔ１／２ｋ明显增加（Ｐ＜０．０１），ＭＲＴ显著延长（Ｐ＜０．０１）表明恩诺沙星纳米混悬注射剂具有明显缓释作用且消

除缓慢。
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　　恩诺沙星（ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ，乙基环丙氟哌酸）是首

个畜禽专用氟喹诺酮类药物，具有抗菌谱广、杀菌活

性强、体内分布广泛、与其他抗菌药物无交叉耐药性

等特点［１－２］，因 此 被 广 泛 应 用 于 畜 禽 细 菌 性 疾 病 治

疗。目前，恩诺沙星主要有注射剂、粉剂、混悬剂、溶
液剂等剂型。普 通 口 服 制 剂 由 于 难 掩 恩 诺 沙 星 苦

味，直接投喂给猪易拒食，导致药物摄入量降低而影

响药效。此外，当动物患重症细菌性疾病时，往往食

欲下降，混饲、饮水给药都很难奏效，此时注射给药

是首选，由 于 恩 诺 沙 星 半 衰 期 较 短，临 床 多 采 用 多

次、连续给药［３］，但频繁给药不仅 耗 费 人 力 和 时 间，
还会对动物造成较大应激刺激。

纳米混悬剂是以少量表面活性剂 为 稳 定 剂，将

纳米尺度的药物粒子分散在水中形成的稳定胶体分

散体系。与微米粒子系统相比，纳米混悬剂具 有 以

下优点：纳米混悬剂的药物粒子粒径小、载药 量 高，
能增加药物的溶出速率和饱和溶解度；纳米粒子使

体内黏膜组织黏附性增加，因此可延长药物在体内

的滞留时间，提高药物的生物利用度［４］；增加药物分

子的 物 理 稳 定 性，很 大 程 度 上 可 避 免 Ｏｓｔｗａｌｄ陈

化［５］。可将纳米混悬剂通过冷冻干燥或喷雾干燥等

后处理工艺进行固化，使得纳载药量增加，从而减少

治疗用药量，不仅节约了药物制作成本，且能达到相

同甚至更优的疗效，甚至效果更优；处方中表面活性

剂含量很少，大大降低了注射给药时附加成分所造

成的刺激性和毒副作用。
本试验采用高压均质法制备恩诺沙星纳米混悬

注射剂，方 法 简 单，重 现 性 好，粒 径 分 布 均 匀，较 稳

定。同时对纳米混悬注射剂在猪体内的药动学进行

研究，考察其在猪体内的吸收、分布和消除规律等药

动学特征，为纳米混悬新制剂的研发和使用提供依

据。

１　材料与方法

１．１　仪器　NanoGenizer实验型高压均质机，苏州

微流纳米生物技术有限公司； Nicomp380 Z3000激光粒

度仪，苏州微流纳米生物技术有限公司；恒温磁力加

热搅拌器，上海梅颖浦仪器仪表制造有限公司；１５
２５型高效液相色谱仪（包括 Ｅｍｐｏｗｅｒ系统和 

２４７５ 型检测器），美国 Ｗａｔｅｒｓ公司；ＡＧ
２０４型精密电子分析天平，瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ公

司。

１．２　试剂　恩诺沙星标准品（含量为９９．５％，批号：

Ｈ００８０８０７），购自中国兽医药品监察所；恩诺沙星原

料药（干燥品含量为９７．０％，批 号：２０１００８０２），购 自

浙江园邦药业有限公司；拜有利注射液（２．５％，含量

为９９．３％，批号：４６０７０２３１２０１０２），购自上海育播 宠

物用品有限公司；恩诺沙星纳米混悬注射剂（２．７％，
含量为：９７．９％），自制；泊洛沙姆１８８，购自北京索莱

宝科技有限公司；大豆卵磷脂，购自上海源聚生物科

技有限公司；丙 三 醇（分 析 纯）乙 腈（色 谱 级）、甲 醇

（色谱级），均购自美国Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ公司；试验用

水由 Ｍｉｌｌｉ－Ｑ超纯水系统制造。其他试剂为国产分

析纯或化学纯试剂；

１．３　实验动物　健康杜长大三元杂交猪１２头，购

于广东从化某猪场，平均体质量（２３．０±４．５）ｋｇ，公
母各半。给药前正常饮食、饮水，并保证饲料和饮水

中不含有任何药物，临床观察２周，表现正常进入试

验。试验前１６ｈ及给药后４ｈ内禁食，仅自由饮水。

１．４　恩诺沙星 纳 米 混 悬 注 射 剂 的 制 备　采 用 高 压

均质法制备恩诺沙星纳米混悬注射剂，以大豆卵磷

脂及泊洛沙姆１８８作为表面活性剂，将处方量的恩

诺沙星原料药分散于含有表面活性剂的溶液中。采

用高速 分 散 机（转 速：１２．０×１　０００ｒ／ｍｉｎ），粉 碎

１５ｍｉｎ，得到粗混悬液；将制备好的粗混悬液通过高

压均质 机 进 行 均 质（压 力 及 循 环 次 数 依 次 为：３００
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ｂａｒ循环３次，６００ｂａｒ循环３次，１　０００ｂａｒ循环１５
次）即可获得恩诺沙星纳米混悬剂。

１．５　处方筛选及工艺优化　
１．５．１　表面活性剂的初步筛选　按 照 原 料 药 与 表

面活性剂的常用比例（１∶２０～２０∶１）考察羟丙甲纤

维素，司盘８０，泊 洛 沙 姆１８８，４０７，聚 乙 烯 醇１７８８，

ＡＨ２６，聚乙二醇４０００，６０００，阿拉伯树胶，大豆卵磷

脂，ＥＬ－４０，ＲＨ－４０，吐 温８０，异 辛 酸 甘 油 酯，十 二 烷

基硫酸钠，十二烷基磺酸钠等常用表面活性剂对恩

诺沙星纳米混悬注射剂的质量及稳定性影响。将初

步筛选的表面活性剂复配使用，考察纳米混悬注射

剂粒径，均一状态；与表面活性剂单独使用时进行比

较，优化处方。

１．５．２　工艺优化　将 优 化 后 的 处 方 分 别 在３００，

６００，１　０００ｂａｒ压 力 下 高 压 均 质 制 备 恩 诺 沙 星 纳 米

混悬注射剂，循环次数为３，５，１０，１５，２０，２５时取样，
以粒径与多分散系数为指标，考察不同均质压力与

均质次数对纳米粒制备结果的影响。

１．６　质量评价

１．６．１　外观性状及ｐＨ值测定　眼观纳米混悬注射

剂外观性状，并用ＰＨＳ－２Ｃ型数字 酸 度 计 测 定 纳 米

混悬注射剂的ｐＨ值。

１．６．２　沉降体积比测定　参照《中国兽药典》（２０００
版）附录１２进行观察。沉 降 体 积 比Ｆ＝Ｈ／Ｈ０（Ｈ０
为混悬物开始的高度，Ｈ为静置一段时间后混悬物

的高度）。

１．６．３　重分散性试验　将混悬剂置于１００ｍＬ量筒

内，放置沉降，密塞，量筒倒置后再翻正过来（一反一

正算１次，翻动时用力均匀），观察量筒底部的沉降

物是否消失。

１．６．４　粒径、Ｚｅｔａ电位的测定　取恩诺沙星纳米混

悬注射剂适 量，用 蒸 馏 水 稀 释２０倍 后 利 用 马 尔 文

Ｍａｓｔｅｒｓｉｚｅｒ　２０００Ｅ激光粒度仪仪测定其平均粒径、
多分散系数 （ＰＤＩ）、粒径分布情况及Ｚｅｔａ电位。

１．７　稳定性试验　
１．７．１　高温试验　按处方制备３批供试品，将其置

密封洁净容器中，在４０℃、ＲＨ （９０％±５％）（２５℃）
放置１０ｄ，于０，５，１０ｄ取样检测。

１．７．２　强光照射试验　按处方制备３批供试品（置

于棕色 瓶），将 其 置 有 日 光 灯 的 光 照 箱 内，于 强 度

（４　５００±５００）ｌｘ条件下放置１０ｄ，于０，５，１０ｄ取样

检测。

１．７．３　加速试验　取拟上市包装３批供试品在（４０
±２）°Ｃ、ＲＨ（７５±５）％条件下放置６个月，于试验后

第０，１，２，３，６个 月 末 取 样，检 测 外 观、ｐＨ 值、含 量

是否发生显著变化。

１．８　恩诺沙星纳米混悬注射剂在猪体内的药动学

１．８．１　ＨＰＬＣ条件　色 谱 条 件 色 谱 柱：Ｐｈｅｎｏｍｅ－
ｎｅｘ　Ｃ１８（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：Ｖ乙 腈：

Ｖ甲 醇：Ｖ水 溶 液（含０．４％三 乙 胺 和０．４％磷 酸）＝１６∶
３∶８１，流 速：０．８ｍＬ／ｍｉｎ，柱 温：２５℃。荧 光 检 测

器：激 发 波 长（λｅｘ）∶２８０ｎｍ，发 射 波 长（λｅｍ）∶
４５０ｎｍ。进样量：１０μＬ。在 此 色 谱 条 件 下，各 辅 料

对恩诺沙星的测定无干扰。

１．８．２　溶液的制备　恩诺沙星标准储备液：准确称

取恩诺沙星标准品１０．０５ｍｇ置于１０ｍＬ棕色容量

瓶中，加入适量１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠溶液溶解，甲醇定

容至１０ｍＬ制备成１ｇ／Ｌ标准储备液，－２０℃密封

保存。临用前用流动相稀释成所需浓度。

１．８．３　动物试验　采 用 正 交 对 照 设 计 进 行 恩 诺 沙

星在猪体内的药物动力学研究。健康杜长大三元杂

交猪１２头，平均体质量（２３．０±４．５）ｋｇ，公母各半，
随机分为两组。分别按２．５ｍｇ／ｋｇ　ｂ．ｗ．单剂量颈部

肌肉注射２．７％恩诺沙星纳米混悬注射剂和２．５％拜

有利注射剂。给 药 后 分 别 于５，１５，３０，４５ｍｉｎ及１，

１．５，２，３，４，５，６，８，１０，１２，２４，３６，４８ｈ采集血液。每

次采集血液 约３ｍＬ，置 于 含 肝 素 钠 的 离 心 管 中 混

匀，４　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，分离血浆，－２０℃保存

备用。

１．８．４　样品处理　准确吸取血浆样品０．５ｍＬ，加入

０．５ｍＬ甲醇，涡旋 混 合１ｍｉｎ。１２　０００ｒ／ｍｉｎ离 心

１０ｍｉｎ，吸 取 上 清 液，过０．２２μｍ 有 机 滤 膜，经

ＨＰＬＣ分析。

１．８．５　标准曲线　准确吸取空白血浆０．５ｍＬ，加入

适量 的 恩 诺 沙 星 标 准 工 作 液，制 得 质 量 浓 度 为

０．０２５，０．０５，０．１，０．２，０．５，１，２，５，１０ｍｇ／Ｌ的系列添

加样品，按照１．８．４方法处理，对其进行线性回归分

析。

１．８．６　数据处理　采用药动学软件 Ｗｉｎｎｏｎｌｉｎ５．２．１
的非房室模型对药动数据进行处理，计算出每头实

验猪的药动学参数，然后计算ｘ及ｓ。

２　结果

２．１　处方筛选　经初步筛选，大豆卵磷脂，泊洛沙

姆１８８，４０７，异辛酸甘油酯，聚乙二醇４０００，６０００，阿
拉伯树胶制备的纳米混悬剂无絮凝现象，粒径相对

较小，符合制备要求。将初步筛选的表面活性 剂 复

配使用，结果发现纳米混悬注射剂质量及稳定性效

果较表面活性剂单独使用好，其中大豆卵磷脂与泊
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洛沙姆１８８复合制备的纳米混悬注射剂粒径 最 小，
状态均一，放置３个月后观察，仍可均匀分散。

２．２　制备工艺优化　采用逐步加压，以提高粒径的

均一性 以 及 节 约 能 源。经 均 质 条 件 优 化，在 低 压

３００ｂａｒ循 环３次，中 压６００ｂａｒ循 环３次，高 压

１　０００ｂａｒ循环１５次制得的恩诺沙星纳米混悬注射

剂，粒径最小，粒 径 分 布 较 集 中，粒 径 约 为６１０ｎｍ，
随着均质压力和均质次数的增加，粒径无明显变化。

２．３　质量评价　
２．３．１　外观性状及酸碱度　恩 诺 沙 星 纳 米 混 悬 注

射剂眼 观 呈 乳 白 色，均 匀 分 散。用 酸 度 计 测 定 其

ｐＨ为７．０１，在注射剂要求的ｐＨ范围内（４～９）。

２．３．２　沉降体积比　恩 诺 沙 星 纳 米 混 悬 注 射 剂 放

置４５ｍｉｎ未 见 分 层，放 置３ｈ后，沉 降 体 积 比 为

０．９６，２４ｈ后沉降体积比为０．９０。

２．３．３　重分散性试验　将１００ｍＬ恩诺沙星纳米混

悬注射剂置于１００ｍＬ量筒内，放置沉降，密塞。２４
ｈ后，均匀翻动２次，底部沉降物即消失。

２．３．４　粒径、Ｚｅｔａ电位　粒 度 分 析 结 果 表 明：恩 诺

沙星纳米混悬注射剂的平均粒径为６１３ｎｍ（图１），

ＰＤＩ为０．２２，粒径分布范围较 窄，基 本 呈 正 态 分 布；

Ｚｅｔａ电位为－２．０２ｍＶ（图２）。

图１　恩诺沙星纳米混悬注射剂平均粒径分布

图２　恩诺沙星纳米混悬注射剂Ｚｅｔａ电位

２．４　稳定性试验　高温试验结果显示，在４０℃条件

下，３批样品 外 观 均 未 见 异 常、含 量 无 明 显 变 化（含

量变化＜５％）；
强光照射试验结 果 显 示，在（４　５００±５００）ｌｘ的

强光下，３批样品（置于棕色瓶）外观均未见异常、含

量无明显变化（含量变化＜５％）；
经加速试验后，３批样品外观均无明显变化，恩

诺沙星的含量分别下降０．９％，１．３％，２．１％，无明显

变化（含量变化＜５％）；

２．５　恩诺沙星纳米注射混悬剂在猪体内的药动学

２．５．１　标准曲线　恩诺沙星在０．０２５～１０ｍｇ／Ｌ范

围内，线性关系良好，相关系数均大于０．９９９（ｒ＝０．
９９９　５～０．９９９　７）。在方法１．８．１条 件 下 测 定，恩 诺

沙星的检 测 限 为０．０２５ｍｇ／Ｌ，定 量 限 为０．０５ｍｇ／
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Ｌ。

２．５．２　恩诺沙星在猪血浆中药时曲线及药动参数

　单剂量肌肉注射恩诺沙星纳米混悬注射剂和拜有

利注射剂后，药时曲线见图３，药动学参数见表２。

图３　猪肌注恩 诺 沙 星 纳 米 混 悬 注 射 剂 和 拜 有 利 注 射 剂 血

药浓度—时间曲线图

表２　猪肌注恩诺沙星纳米混悬注射剂和拜有利注射剂

　　　（２．５ｍｇ／ｋｇ）的主要药动学参数

参　数
参数值（ｘ±ｓ，ｎ＝１２） ｔ检验

纳米混悬注射剂 拜有利注射剂 Ｐ

Ｔｍａｘ／ｈ　 ２．８８±０．９６　 ０．７９±０．２６ ＊＊
Ｃｍａｘ／

（ｍｇ·Ｌ－１）
０．３４±０．１２　 ０．６７±０．０９ ＊

ＡＵＣａｌｌ／

（ｍｇ／Ｌ·ｈ）
４．６３±１．３０　 ４．４０±０．４５

ｔ１／２ｋｅ／ｈ　 ５．９９±１．３７　 ４．４９±１．２５ ＊＊

ＭＲＴｌａｓｔ／ｈ　 ９．５９±２．３４　 ５．４１±１．１０ ＊＊

Ｆ／％ １０５．２ －

　　注：Ｐ＜０．０１差异极显著（＊＊），０．０１＜Ｐ＜０．０５差异显著（＊），

Ｐ＞０．０５差异不显著

３　讨论

３．１　制备工艺　纳米粒子比表面积较大，同时粒子

间存在较强的相互吸引力，粒子很容易发生不可逆

聚集以降低其表面能［６－７］，故选择合适的稳定剂十分

重要。李学明等［８］在紫杉醇纳米混悬剂的制备中选

取泊洛沙姆１８８作为稳定剂，制得的纳米混悬剂粒

径较小且分散均匀。本试验通过对常用稳定剂进行

筛选，最 终 确 定 以 复 配 的 大 豆 卵 磷 脂 和 泊 洛 沙 姆

１８８作为稳定 剂，能 够 很 好 的 分 散 恩 诺 沙 星 纳 米 粒

子。本试验采用高压均质法制备恩诺沙星纳米混悬

注射剂，并经高压均质机１　０００ｂａｒ下均质１５次之

后，平均粒 径 为６１３ｎｍ，且 分 布 较 均 匀。通 过 对３
批样品进行考察，证实该制备方法的稳定性和重现

性较好。ＬＡＮＧＧＵＴＨ 等［９］使 用 高 压 均 质 技 术 制

备的螺内酯纳米混悬剂提高了药物的饱和溶解度和

溶出率，使药物的渗透性得到增强。制备纳米 混 悬

剂的常用方 法 有 高 压 均 质 法、介 质 研 磨 法［１０］、乳 化

法等。高压均质法制备纳米混悬剂的方法又称Ｄｉｓ－
ｓｏＣｕｂｅ★Ｒ技 术，由 ＭＬＬＥＲ等［１１］发 明，将 微 粉

化药物混悬于含有表面活性剂的水溶液中，再将该

粗分散体系经过高压均质多次循环后得到纳米级的

药物粒子。高压均质法不仅适用于一些水溶性差的

药物，还适用于水溶性和脂溶性均差的药物，且得到

的纳米混悬剂的粒径分布范围窄。该法方便、高效、
可控性强、重现性好、可工业化生产［１２］。除此之外，
高压均质法还可避免介质研磨法中因研磨介质磨损

而导致的有毒物质进入及乳化法中有机溶剂残留、
污染等问题。

３．２　肌注恩 诺 沙 星 纳 米 混 悬 注 射 剂 在 猪 体 内 药 动

学特征　按２．５ｍｇ／ｋｇ的剂量给猪肌注恩诺沙星纳

米混 悬 注 射 剂 后，血 浆 中 Ｃｍａｘ为０．３４ ｍｇ／Ｌ，

Ｔｍａｘ为 ２．８８ｈ，与 拜 有 利 注 射 剂 （Ｃｍａｘ 为

０．６７ｍｇ／Ｌ，Ｔｍａｘ为０．７９ｈ）相比，达峰时间显著延

长（Ｐ＜０．０１）。说明恩诺沙星纳米混悬注射剂在猪

体内释放缓慢，药物进入血液循环的速率降低，表明

恩诺沙星纳米混悬注射剂在猪体内具有一定的缓释

作用，避免了因药物浓度瞬间升高而引起的毒性反

应［１３］。ＡＵＣｌａｓｔ为每小时４．６３ｍｇ／Ｌ，稍高于拜有

利注射剂（ＡＵＣｌａｓｔ为 每 小 时４．６０ｍｇ／Ｌ），相 对 生

物利 用 度 为１０５．２％，具 有 相 对 较 好 的 吸 收 程 度。

ｔ１／２ｋｅ为５．９９ｈ，ＭＲＴｌａｓｔ为９．５９ｈ，显著高于拜有

利注射剂（ｔ１／２ｋｅ为４．４９ｈ，ＭＲＴｌａｓｔ为５．４１ｈ）（Ｐ
＜０．０１），表明恩诺沙星纳米混悬注射剂在猪体内消

除缓慢，体内存留时间更长。分析原因可能是 粒 径

的改变使得药物在体内组织黏附性增加导致药物滞

留。

３．３　临床给药方案　曾振灵等［１４］报道的恩诺沙星

对大肠杆菌的 ＭＩＣ为０．０５ｍｇ／Ｌ，本试验中恩诺沙

星纳米混悬注射剂对大肠杆 菌 的 ＭＩＣ为０．０１２５～
０．０３ｍｇ／Ｌ。表 明，恩 诺 沙 星 纳 米 混 悬 注 射 剂 对 大

肠杆菌的杀菌效果增强，分析原因可能是药物粒径

的改变使得药物更易渗透到细菌细胞中。单剂量肌

注恩诺沙星纳米注射 混 悬 剂２４ｈ后 血 药 质 量 浓 度

为（０．０５±０．０２）ｍｇ／Ｌ，仍能达到其 ＭＩＣ值。且已

有研究表明，氟喹诺酮类药物具有产生较 长的抗菌

药后效应（２～６ｈ）［１５－１６］。因此，建议按照１次／２ｄ，每
次２．５ｍｇ／ｋｇ体质量单剂量肌肉注射给药。

采用高压 均 质 技 术，按 照 恩 诺 沙 星：大 豆 卵 磷

脂：泊洛沙姆１８８（ｍ／ｍ）＝１９∶１∶１成功制备了恩诺

沙星纳米混悬注射剂。按照恩诺沙星２．７ｇ／１００ｍＬ
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配方配制的恩诺沙星纳米混悬注射剂，载药量高，较
稳定。

本试验通过肌注给药研究对比了恩诺沙星纳米

混悬注射剂与拜有利注射剂在猪体内的药动学，结

果显示恩诺 沙 星 纳 米 混 悬 注 射 剂 在 猪 体 内 具 有 缓

释、消除缓慢的特点。对该制剂进行系统的稳 定 性

研究和药动学研究，可望获得适合兽医临床应用的

长效新制剂。
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