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　　【摘要】　目的　制备硝酸毛果芸香碱纳米液晶制剂，以包封率（ＥＥ）和粒径为考察指标对处方进行单因素考

察，然后以正交设计对处方进行筛选。方法　处方前研究硝酸毛果芸香碱的平衡溶解度、油水分配系数，为剂型设

计提供理论依据；选择高压均质法制备硝酸毛果芸香碱液晶纳米粒；以ＥＥ和粒径为考察指标对处方进行单因素考

察，然后以正交设计对处方进行筛选。结果　药物在水中易溶，溶解度约为１４６．８７ｍｇ／ｍＬ，油水分配系数ＬｏｇＰ
约为－０．２７８。本研究通过单因素考察了单油酸甘油酯（ＧＭＯ）／水的比例、搅拌速度、滴加速度、均质压力和均质次

数。综合考虑最大ＥＥ和粒径，选用的最佳处方工艺为：ＧＭＯ∶泊洛沙姆４０７∶水＝２∶０．２２∶２０，搅拌速度为１

０００ｒ／ｍｉｎ，均质压力为３５０ｂａｒ，均质次数为３次。结论　硝酸毛果芸香碱液晶纳米粒制备工艺简单，稳定性好，具

有临床应用价值。
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　　角膜的上皮细胞层和内皮细胞层是水溶性药物
的主要屏障，它往往限制了许多药物在眼组织发挥
药效。因此，亲水性药物比亲脂性药物更难透过角
膜上皮进入眼组织内部并达到有效的治疗浓度。硝

酸毛果芸香碱（ＰＮ）作为缩瞳剂用于治疗开角型青
光眼、慢性和急性闭角型青光眼已１００多年。目前，
硝酸毛果芸香碱临床上的常用剂型是硝酸毛果芸香

碱滴眼液，局部给药之后很难透过角膜上皮细胞进
入眼球，它还存在其他的局限性，如容易被泪液清
除、角膜滞留时间短等，这些都会导致较低的眼部生
物利用度。因此，在治疗过程中需要频繁给药，这将
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引起一些治疗外的不良反应如近视和瞳孔缩小等。
纳米液晶（ＬＣＮＰｓ）在口服给药［１］、静脉注射给
药［２］、透皮给药［３］方面已有报道。为了增加角膜渗
透性，提高药物在眼表的滞留时间并延长药物的药
理学活性，本研究将硝酸毛果芸香碱包裹于液晶中，
制成硝酸毛果芸香碱液晶纳米粒，并对制剂工艺进
行优化。

１　材料与方法

１．１　药品与试剂
单油酸甘油酯（ＧＭＯ）（阿拉丁化学品试剂有限

公司）；泊洛沙姆４０７（Ｆ１２７）（德国ＢＡＳＦ）；公司硝
酸毛果芸香碱（≥９９％，广东利玮医药有限公司）；其
他试剂（甲醇、无水醋酸钠、醋酸）均为分析纯；水为
去离子水。

１．２　仪器

ＰＨＳ－３Ｃ型精密ｐＨ 计（上海雷磁仪器厂）；高
效液相色谱仪（日本岛津公司）；ＫＱ５２００型超声波
清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；ＴＭＣＬＡＳＳＩ

Ｃ超纯水机（德国 ＰＡＬＬ公司）；NanoGenizer高压

均质机（苏州微流纳米生物技术有限公司）
１．３　方法

１．３．１　油水分配系数的测定　精密称取 ＰＮ 约

８００ｍｇ至１０ｍＬ的量瓶中，用正辛醇饱和的水完

全溶解，定容，移取５ｍＬ至具塞试管中，加入被水
饱和的正辛醇５ｍＬ，制得水－正辛醇（１∶１）的分配
液。涡旋３０ｍｉｎ之后，以４　０００ｒ／ｍｉｎ转速离心２０
ｍｉｎ，移取水层２０μＬ至５０ｍＬ量瓶，用正辛醇饱和
的水定容至刻度，在２１５ｎｍ波长处测定吸收度，代
入标准曲线中得到水相中药物浓度，用公式Ｐ＝（Ｃ－
Ｃｗ）／Ｃｗ计算表观油水分配系数。同法操作３次，
取平均值。

１．３．２　硝酸毛果芸香碱平衡溶解度的测定　１）硝
酸毛果芸香碱在水中的溶解度：精密称取过量硝酸
毛果芸香碱原料药，各置离心管中，加入水５ｍＬ，密
封，避光，涡旋混匀，于（３７±１）℃、１５０ｒ／ｍｉｎ恒温
水浴锅中机械震荡７２ｈ。达到平衡之后，于离心机
中４　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取部分上清液用０．４５

μｍ的微孔滤膜保温过滤，取续滤液，用水稀释至适
当比例定容，以高效液相色谱法测定药物浓度，求算
硝酸毛果芸香碱的表观溶解度。同法操作３次，取
平均值。２）硝酸毛果芸香碱在ＧＭＯ中的溶解度：
由于ＧＭＯ在３５℃时熔融而成的油状液体粘度较
大，在高速离心的条件下也不能将溶解的硝酸毛果

芸香碱和未溶的药物分离开来，所以采用逐次递加
法测定原料药物在ＧＭＯ中的溶解度。精密称取硝
酸毛果芸香碱０．０１ｍｇ，加５ｇ于（３７±１）℃熔融的

ＧＭＯ中，磁力搅拌２４ｈ，定时检查溶解状况。若溶
解，体系呈现透明油状，每次加入０．０１ｍｇ，若不溶，
继续搅拌２４ｈ，如果仍未溶解，计算硝酸毛果芸香
碱的累积加入量。同法操作３次，取平均值，求得

ＧＭＯ中的平衡溶解度。

１．３．３　硝酸毛果芸香碱纳米液晶（ＰＮ－ＬＣＮＰｓ）的
制备　纳米液晶采用高压均质法［４］，分别称取一定
量的ＧＭＯ和Ｆ１２７，熔融混匀后，缓慢逐滴加入到
含药的水溶液中，在一定压力下高压均质后冷却至
室温。随后，加入适量甘油调节渗透压至生理等渗，
用０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＯＨ 溶液，调节ｐＨ 至６～８，即得
成品。

１．３．４　ＰＮ－ＬＣＮＰｓ的优化　１）单因素考察：以纳
米粒的粒径和包封率（ＥＥ）为评价指标对纳米粒进
行了单因素考察，考察了ＧＭＯ／水比例（２／２０、１．５／

２０、１／２０、０．５／２０、０．２５／２０）、搅拌速度（５００、７５０、１
０００、１　２５０、１　５００ｒ／ｍｉｎ）、滴加速度（０．２、０．４、０．６、

０．８、１．０ｇ／ｍｉｎ）、均质压力（１５０、２５０、３５０、４５０、５５０
ｂａｒ）和均质次数（１、２、３、４、５次）。２）正交设计［５］：
根据单因素考察的结果，采用４因素３水平进行正
交设计，以 ＧＭＯ 的量（Ａ）、Ｆ１２７的量（Ｂ）、水量
（Ｃ）、均质压力（Ｄ）为因素，以ＥＥ作为评价指标，通
过正交设计助手Ⅱ Ｖ３．１软件，进行处方考察并测
定ＥＥ（见表１）。

表１　因素水平表

因素
Ａ　 Ｂ　 Ｃ　 Ｄ

ＧＭＯ／ｍｇ　 Ｆ１２７／ｍｇ 水／ｍＬ 均质压力／ｂａｒ
水平１　 ２．００　 ０．２２　 ３０．００　 １５０
水平２　 １．００　 ０．１１　 ２５．００　 ３５０
水平３　 ０．５０　 ０．０２　 ２０．００　 ５５０

２　结果

２．１　油水分配系数的测定［６］

本实验采用高效液相色谱法测得硝酸毛果芸香

碱的油水分配系数ＬｏｇＰ 为－０．２７８，表明药物亲水
性好，脂溶性差，可以预测药物在脂溶性的眼表黏膜
中渗透性不高，需要适合的给药系统改善硝酸毛果
芸香碱的角膜渗透能力。

２．２　硝酸毛果芸香碱平衡溶解度的测定
在生理温度下（３７℃）硝酸毛果芸香碱在水中
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易溶，而在 ＧＭＯ中的溶解性度＜１ｍｇ／ｍＬ（见表

２）。

表２　硝酸毛果芸香碱的平衡溶解度（ｎ＝３）

制剂 溶解度／（ｍｇ／ｍＬ） ＲＳＤ／％
水 １４６．８７０±０．２００　 １．５３０
ＧＭＯ　 ０．１１６±０．３５５　 ０．０１３

２．３　单因素考察

２．３．１　ＧＭＯ／水比例的选择　随着 ＧＭＯ浓度的
降低，ＥＥ显著降低，粒径在２０２～１８３ｎｍ内也呈现
下降趋势。ＧＭＯ高浓度时ＥＥ也比较高，这可能是
由于高浓度的ＧＭＯ形成更多的液晶颗粒，使得更
多的药物包载其中。综合考虑包封率，兼顾粒径因
素，最终选择较高浓度的ＧＭＯ即２／２０作为ＧＭＯ／
水的比例（见图１）。

２．３．２　搅拌速度的选择　随搅拌速度的提高，粒径
略有减小，以ＥＥ为指标，兼顾粒径因素，最终选择１
０００ｒ／ｍｉｎ作为搅拌速度（见图２）。

２．３．３　滴加速度的选择　滴加速度对粒径的影响
并不明显，滴加速度在０．４ｇ／ｍｉｎ时ＥＥ较高，综合
考虑滴加速度为０．４ｇ／ｍｉｎ（见图３）。

２．３．４　均质压力的选择　随着均质压力增大到

３５０ｂａｒ以上时，粒径有减小的趋势，ＥＥ在３５０ｂａｒ
时最大，均质压力对ＥＥ并没有造成明显趋势，因此
选择均质压力为３５０ｂａｒ（见图４）。

２．３．５　均质次数的选择　均质次数为２次以上时，
粒径有一定的减小趋势，均质次数对ＥＥ影响并不
明显。综合考虑，选择均质次数为３次（见图５）。

２．４　处方优化
根据极差分析和方差分析可知，影响 ＰＮ－

ＬＣＮＰｓ　ＥＥ的４个因素的主次顺序为 Ａ＞Ｃ＞Ｂ＞
Ｄ，其中 Ａ 因素具有显著性意义（Ｐ＜０．０５），即

ＧＭＯ的浓度主要影响因素；Ｆ１２７的量和水量是２
个次要因素；通过综合考虑确定为：ＧＭＯ为２ｇ，

Ｆ１２７为０．２２ｇ，水量为２０ｍＬ。
本研究根据单因素考察和正交设计的结果选择

制备硝酸毛果芸香碱液晶纳米粒的工艺为：取２．０ｇ
ＧＭＯ、０．２２ｇ　Ｆ１２７置３７℃水浴中保存，以０．４ｇ／

ｍｉｎ的速度滴入以１　０００ｒ／ｍｉｎ速度搅拌的含药的
水溶液中，持续搅拌３０ｍｉｎ，恢复到室温，３５０ｂａｒ的
高压均质３次得到均一的乳白色纳米粒。按照上述
处方制备３批ＰＮ－ＬＣＮＰｓ，测得ＥＥ为（６１．３６±０．

８２）％，载药量为（３．３８±０．４５）％，粒径为（１９８．８±
５．４）ｎｍ（见表３、表４）。

图１　ＧＭＯ浓度的影响

图２　搅拌速度的影响

图３　滴加速度的影响

３　讨论
青光眼是导致不可逆性失明最常见的原因，

２０２０年预计全世界青光眼患者有８千万人［７］。临
床常用抗青光眼药硝酸毛果芸香碱滴眼液与眼表的

接触时间较短，为了维持有效药物浓度，需要增加滴
眼频次，但同时药物的不良反应增加，还带来患者顺
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表３　正交设计结果

实验次序 ＧＭＯ／ｇ　 Ｆ１２７／ｇ 水／ｍＬ 均质压力／ｂａｒ　 ＥＥ／％
１　 ２．０　 ０．２２　 ３０　 １５０　 ４６．３７
２　 ２．０　 ０．１１　 ２５　 ３５０　 ５２．３１
３　 ２．０　 ０．０１　 ２０　 ５５０　 ６２．１９
４　 １．０　 ０．２２　 ２５　 ５５０　 ３４．３６
５　 １．０　 ０．１１　 ２０　 １５０　 ３８．７１
６　 １．０　 ０．０１　 ３０　 ３５０　 ３２．６７
７　 ０．５　 ０．２２　 ２０　 ３５０　 ２９．４７
８　 ０．５　 ０．１１　 ３０　 ５５０　 １１．６７
９　 ０．５　 ０．０１　 ２５　 １５０　 １９．１１
Ｋ１　 ５３．６２３　 ３４．７３３　 ２８．２３７　 ３４．７３０ －
Ｋ２　 ３５．２４７　 ３２．２３０　 ３５．２６０　 ３６．１５０ －
Ｋ３　 １６．０８３　 ３７．９９０　 ４１．４５７　 ３４．０７３ －
Ｒｊ　 ３７．５４０　 ５．７６０　 １３．２２０　 ２．０７７ －

表４　方差分析

因素 ＳＳ　 ｆ　 Ｆ　 Ｐ
Ａ　 １　８９５．３７３　 ２　 ３．５８７ ＜０．０５
Ｂ　 ２４．９９７　 ２　 ０．０４７ ＞０．０５
Ｃ　 １８９．５２１　 ２　 ０．３５９ ＞０．０５
Ｄ　 ４４１．２６７　 ２　 ０．００７ ＞０．０５
误差 ２　１１３．７２　 ８ － －

图４　均质压力的影响

图５　均质次数的影响

应性的问题。本研究将硝酸毛果芸香碱包裹于液晶
中，制成硝酸毛果芸香碱液晶纳米粒，并对制剂工艺
进行优化。
眼表黏膜层（如角膜、结膜）对于亲水性药物来

说是药物吸收的主要屏障［８］。提高眼用制剂眼部生
物利用度的主要途径有：增加药物在眼表黏膜层中
的渗透力和延长药物眼表滞留时间。纳米液晶是两
亲性材料单油酸甘油酯在水溶液中自发形成的具有

不同三维结构的体系，它具有一定粘度，可以帮助延
长药物的眼表滞留时间，有报道［９］指出，它还具有一
定促进透皮渗透的作用。在处方前研究中显示硝酸
毛果芸香碱在水中易溶，而在ＧＭＯ中的溶解性差。
然而溶解于油相中的药物由于脂溶性增加易于透过

脂溶性的眼表黏膜而被吸收，故需要经过处方优化
制得药物ＥＥ高、稳定性好的液晶纳米粒。本文选
用正辛醇－水体系测定了硝酸毛果芸香碱的油／水分
配系数。药物滴入眼睛后需转运通过角膜和结膜达
到房水，如果药物具有很高的油／水分配系数，则易
于进入角膜，但不能继续转运；如果油／水分配系数
很低，则不易穿透生物膜。因硝酸毛果芸香碱药物
的亲水性好，脂溶性差，油水分配系数很低，可以预
测药物在脂溶性的眼表黏膜中渗透性差，因此找到
适合的递药系统以提高药物眼表黏膜渗透性有显著

性意义。
本文借助制剂学手段将硝酸毛果芸香碱这个水

溶性药物包裹在纳米液晶中，做了单因素考察，并在
其基础上进行正交设计以提高药物的ＥＥ，减少药
物泄漏，改善了ＰＮ的脂溶性，进一步提高硝酸毛果
芸香碱在角膜层中的渗透性，且滞留在角结膜囊内
的液晶可作为药物储库，持续释放药物，起到一定的
缓释作用；另外，因为液晶的生物粘附性，给药后能
黏附于眼表黏膜层，降低眼部清除率，延长药物在眼
表滞留时间，降低全身毒副作用。
参考文献

［１］　Ｕｍ　ＪＹ，Ｃｈｕｎｇ　Ｈ，Ｋｉｍ　ＫＳ，ｅｔ　ａｌ．Ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｃｅｌｌｕｌａｒ　ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

ａｎｄ　ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ　ｏｆ　ｄｉｓｐｅｒｓｅｄ　ｃｕｂｉｃ　ｐａｒｔｉｃｌｅｓ［Ｊ］．Ｉｎｔ　Ｊ　Ｐｈａｒｍ，

２００３，２５３（１－２）：７１－８０．
［２］　Ｌｅｅｓａｊａｋｕｌ　Ｗ，Ｎａｋａｎｏ　Ｍ，Ｔａｎｉｇｕｃｈｉ　Ａ，ｅｔ　ａｌ．Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ　ｏｆ

ｃｕｂｏｓｏｍｅｓ　ｗｉｔｈ　ｐｌａｓｍａ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ　ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ　ｉｎ　ｔｈｅ

ｄｅｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｃｕｂｏｓｏｍｅｓ　ｉｎ　ｐｌａｓｍａ［Ｊ］．Ｃｏｌｌｏｉｄｓ　Ｓｕｒｆ　Ｂ

Ｂｉｏｉｎｔｅｒｆａｃｅｓ，２００４，３４（４）：２５３－２５８．
［３］　Ｅｓｐｏｓｉｔｏ　Ｅ，Ｃｏｒｔｅｓｉ　Ｒ，Ｄｒｅｃｈｓｌｅｒ　Ｍ，ｅｔ　ａｌ．Ｃｕｂｏｓｏｍｅ

ｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎｓ　ａｓ　ｄｅｌｉｖｅｒｙ　ｓｙｓｔｅｍｓ　ｆｏｒ　ｐｅｒｃｕｔａｎｅｏｕｓ　ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

ｏｆ　ｉｎｄｏｍｅｔｈａｃｉｎ［Ｊ］．Ｐｈａｒｍ　Ｒｅｓ，２００５，２２（１２）：２１６３－２１７３．

·０６２· 成都医学院学报２０１３年第８卷第３期　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｈｅｎｇｄｕ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｃｏｌｌｅｇｅ，２０１３，Ｖｏｌ．８，Ｎｏ．３

www.willnano.cn


网络出版地址：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５１．１７０５．Ｒ．２０１３０６０５．１０３９．００１．ｈｔｍｌ
ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７４－２２５７．２０１３．０３．０１１

·论　著·

钩端螺旋体病患者血清ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－２的
检测及分析

王贵霞，曾跃＊，张廷君，林家福，孟黄花
（川北医学院附属医院感染科，南充　６３７０００）

　　【摘要】　目的　检测４９例流感伤寒型、黄疸出血型、肺出血型钩端螺旋体病（钩体病）患者ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－２
的水平，分析这些细胞因子在钩体病发生发展中的作用。方法　采用ＥＬＩＳＡ法检测钩体病患者血清ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、

ＩＬ－２的水平，统计分析３种类型钩体病患者以及健康对照组血清中３种细胞因子水平的差异性。结果　钩体病患

者血清ＴＮＦ－α、ＩＬ－６水平均显著高于对照组（Ｐ＜０．０１）；钩体病３种临床类型相比，肺出血型患者血清ＴＮＦ－α水平

显著高于流感伤寒型及黄疸出血型 （Ｐ＜０．０５）；ＩＬ－６在黄疸出血型、肺出血型患者血清中的水平也明显高于流感

伤寒型 （Ｐ＜０．０１）；钩体病患者血清ＩＬ－２水平与对照组相比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　钩体病患者血

清中ＴＮＦ－α、ＩＬ－６水平明显增高，可能与钩体病发生发展及器官损伤有关。

【关键词】　钩端螺旋体病；ＥＬＩＳＡ；ＴＮＦ－α；ＩＬ－６；ＩＬ－２；血清
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