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摘要

目的：评价环孢霉素Ａ（ＣｙＡ）壳聚糖纳米微粒在兔眼玻璃
体腔内的药物代谢动力学。

方法：取实验兔２０只分别在植入药后１，２，３，５，７，９，１１，
１４，２１，２８ｄ，各取２只兔（含４眼），抽取玻璃体用高效液相

色谱法检测ＣｙＡ的药物浓度。
结果：ＣｙＡ壳聚糖纳米微粒在体外１４ｄ内药物累积释放比
率为８１％。在注入玻璃体腔内２８ｄ均可检测到 ＣｙＡ，１１ｄ
时为最高浓度 １２３７．７ｎｇ／ｍＬ，最小浓度在第 ２８ｄ测为
４４８５ｎｇ／ｍＬ。
结论：ＣｙＡ壳聚糖纳米微粒在玻璃体腔能缓慢释放 ＣｙＡ，
有很高的生物利用度。壳聚糖纳米微粒有望成为一种新

型的药物载体，用于治疗眼后节疾病。

关键词：壳聚糖；纳米微粒；环孢霉素Ａ；玻璃体腔注射；药
代动力学
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０引言
　　环孢霉素 Ａ（ＣｙＡ）是一种防治增生性玻璃体视网膜
病变的药物，口服或注射给药，该药的全身毒副作用会比

较明显，而且在视网膜表面的微环境中难以达到治疗水

平。玻璃体腔内注射给药，其生物半衰期较短，眼内清除

快，所以需要缓释制剂。本实验采用自行制备的壳聚糖纳

米微粒包载ＣｙＡ，在不同时间点测定其在体外和兔眼玻璃
体腔内药物浓度，计算药代动力学参数，以便为临床应用

环孢霉素 Ａ防治增生性玻璃体视网膜病变提供实验
依据。

１材料和方法
１．１材料　ＣｙＡ壳聚糖纳米微粒（自行制备），环孢霉素
（中国药品生物制品检定所，含量 ９８．８％），甲醇（德国
ＭＥＲＣＫ，色谱纯），乙腈（中国医药集团上海试剂公司，分
析纯），透析袋（上海绿鸟科技发展有限公司，２５ｍｍ，
ＭＷＣＯ１４０００）；高速离心机（美国，ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司，
ＡｖａｎｔｉＪ２５Ｉ），高效液相色谱仪（美国，Ａｇｉｌｅｎｔ１１００Ｓｅｒｉｅｓ，
四元泵，在线脱气），恒温振荡箱（上海博迅实业有限公司

医疗设备厂，ＳＰＸ１００ＢＤ型），真空干燥箱（郑州长城科工
贸有限公司，ＳＨＢＩＩＩＡ）。
１．２方法
１．２．１体外药物释放实验
１．２．１．１透析过程　用磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）作为释药介质，取 ＣｙＡ壳聚糖纳米微粒 ５
份，每份均用１０ｍＬＰＢＳ溶散后，定量转移至经处理过的
透析袋中并紧密封口，然后悬置于盛有５０ｍＬ磷酸缓冲液
（ｐＨ＝７．４）的 １００ｍＬ锥形瓶中，塞紧，将锥形瓶放置于
３７℃恒温振荡器上，以６０ｒ／ｍｉｎ恒温恒速振荡。
１．２．１．２ＣｙＡ浓度测定　在实验后第０．２５，０．５，１．０，２．０，
４．０，８．０，１２．０ｈ；１，２，３，４，５，６，７，８，９，１０，１１，１２，１３，１４ｄ吸
取释药介质５ｍＬ，同时补加等量５ｍＬＰＢＳ。用高效液相色
谱法测定ＣｙＡ含量。
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１．２．２兔眼玻璃体腔药物释放实验
１．２．２．１玻璃体腔注药　在兔眼颞上方角膜缘后２ｍｍ用
１ｍＬ一次性注射器向玻璃体中央刺入，在直接眼底镜直视
下注入０．１ｍＬＣｙＡ壳聚糖纳米粒（含ＣｙＡ１ｍｇ）。眼底镜
检查有无玻璃体出血等并发症。术后双眼结膜囊内涂

５ｇ／Ｌ金霉素眼膏。
１．２．２．２玻璃体样品的处理　在植入药后１，２，３，５，７，９，
１１，１４，２１，２８ｄ，各取２只兔（含４眼），处死后随即取出眼
球低温（４０℃）冻存２４ｈ后分离出固状玻璃体，置入刻度
试管，解冻后记录玻璃体体积，然后加入 ５００／Ｌ甲醇
０５ｍＬ匀浆，高速离心（１５０００ｒ／ｍｉｎ）２０ｍｉｎ，取上清液冻
存待测。

１．２．２．３玻璃体腔 ＣｙＡ药物浓度的高效液相检测　（１）
色谱条件：色谱柱（瑞士 ＳｐｈｅｒｉｇｅｌＣ１８）：５μｍ，１５０ｍｍ×
４６ｍｍ；流动相：甲醇／水＝８０／２０；流速：１ｍＬ／ｍｉｎ；检测波
长：２１０ｎｍ；柱温：７０℃；进样量：２０μＬ。（２）标准曲线的绘
制：取空白玻璃体溶液加入 ＣｙＡ标准溶液，配制成相当于
ＣｙＡ浓度分别为：１００，２００，４００，６００，８００，１２００，１６００，
２０００ｎｇ／ｍＬ的样品，按样品处理项下操作，进样测定，以
ＣｙＡ峰高（Ｈ）对浓度比值（Ｃ）进行线性回归。（３）回收率
实验：取空白玻璃体分别加入 ＣｙＡ标准溶液，使其浓度分
别为５０，２００，６００ｎｇ／ｍＬ。按样品处理项下操作，重复测定
５个标本，连续测定３ｄ，计算回收率。（４）精密度实验：取
空白玻璃体分别加入ＣｙＡ标准溶液，使其浓度分别为５０，
２００，６００ｎｇ／ｍＬ按样品处理项下操作，重复测定５个标本，
连续测定３ｄ，测定后计算日内及日间精密度。（５）药时曲
线分析：根据标准曲线方程，算出相应药物浓度再根据玻

璃体体积，换算成原玻璃体液（稀释前）药物浓度，最后取

药物浓度平均值，作药时曲线分析。

　　统计学分析：数据处理采用ＳＴＡＴＡ７．０统计软件包进
行线性回归分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２结果
２．１体外药物释放实验　ＣｙＡ壳聚糖纳米微粒呈现缓慢
释放，１４ｄ内药物累积释放比率为８１％。各时间点所取样
品的药物浓度见表１，并由此描绘出体外缓释曲线（图１）。
２．２玻璃体腔ＣｙＡ药物浓度的高效液相色谱检测
２．２．１标准曲线　根据高效液相色谱（λ＝２１０ｎｍ）结果
（表２），ＣｙＡ出峰时间在７．８ｍｉｎ左右。以 ＣｙＡ浓度（Ｃ）
对峰高（Ｈ）进行线形回归，得标准曲线方程：Ｈ＝０．０６５４Ｃ
０．９７８５（ｒ＝０．９９７８，图２）。
２．２．２回收率实验　根据结果（表３），回收率满足检测
要求。

２．２．３精密度实验　根据结果（表４），精密度满足检测
要求。

２．２．４药时曲线分析　ＣｙＡ在 ＣｙＡ壳聚糖纳米微粒注入
玻璃体２８ｄ均可检测到，其药时曲线见图３。显示１１ｄ时
为最高浓度 １２３７．７ｎｇ／ｍＬ，最小浓度在第 ２８ｄ测为
４４８５ｎｇ／ｍＬ（表５）。
３讨论
３．１壳聚糖ＣｙＡ纳米微粒的体外释放　对于可降解的载
药纳米微粒，药物的释放速率和以下几个因素有关：（１）
药物和聚合物之间的相互作用力；（２）药物从聚合物中扩
散的能力和速率；（３）纳米微粒的本体降解速率。因此可
降解纳米微粒药物释放过程主要是由扩散和降解这两种

过程共同控制。当微粒中药物扩散的速度大于其融蚀分

解的速度时，释放方式主要是扩散；相反，当药物扩散速度

图１　环孢霉素Ａ壳聚糖纳米微粒体外缓释曲线。

图２　ＣｙＡ标准曲线图。

表１　各时间点所取样品的药物浓度及释放率
时间（ｄ） 浓度（μｇ／ｍＬ） 释放率（％）
１ ２．５４ ３９
２ ２．７４ ４２
３ ２．８０ ４３
４ ３．００ ４６
５ ３．１３ ４８
６ ３．５２ ５４
７ ３．８５ ５９
８ ４．４３ ６８
９ ４．９６ ７６
１０ ５．０９ ７８
１１ ５．２２ ８０
１２ ５．２２ ８０
１３ ５．２２ ８０
１４ ５．２８ ８１

表２　标准曲线结果
ＣｙＡ浓度（ｎｇ／ｍＬ） 峰高

１００ ６．４
２００ １２．８
４００ ２４．９
６００ ３８．５
８００ ５１．７
１２００ ７１．４
１６００ １０８．４
２０００ １２９．６

表３　回收率实验
ＣｙＡ浓度（ｎｇ／ｍＬ） 实测浓度（ｎｇ／ｍＬ） 回收率（％）
５０ ４８．２±４．５６ ９７
２００ １９２．３±１０．１２ ９６
６００ ５８５．２±１６．８７ ９８
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图３　ＣｙＡ玻璃体腔药时曲线。
表４　精密度实验

ＣｙＡ浓度
（ｎｇ／ｍＬ）

日内精密度（ｎ＝５）
测定浓度

（ｎｇ／ｍＬ）
相对标准差

日间精密度（ｎ＝１５）
测定浓度

（ｎｇ／ｍＬ）
相对标准差

５０ ４６．１±５．５２ １２．０ ４７．３±６．３６ １３．４
２００ ２００．２±１３．９３ ７．０ １９７．５±１６．９７ ８．６
６００ ５０６．５±２１．６ ４．３ ５０４．２±２７．１ ５．４

表５　各时间点玻璃体腔的平均药物浓度 （ｎｇ／ｍＬ，ｎ＝４０）
１ｄ ２ｄ ３ｄ ５ｄ ７ｄ ９ｄ １１ｄ １４ｄ ２１ｄ ２８ｄ
１２１５．６ ９７２．８ ７８３．２ ８９５．３ １０４６．８１１７８．４１２３７．７１０９４．８ ５６４．３ ４４８．５

小于微粒融蚀分解速度时，释放方式主要为分解。释放过

程中经常出现初期的大剂量释放，称为“突释现象”。其

原因主要是吸附在微球表面或通过比较弱的键与微球连

接的药物在较短的时间内脱落而造成的，而不是微球中包

载的药物。在突释现象过后，随着药物的逐步释放，一般

会有一个指数级的延迟，接下来的纳米微粒中药物释放一

般遵循一级动力学［１］。

　　根据我们的实验结果，释放曲线可以分为三个阶段：
突释、扩散、降解。在前面一部分曲线陡直释药迅速，第

１ｄ累计释药量达３９％，突释效应显著，后部分曲线平缓，
释放缓慢。第一阶段为突释，时间为１ｄ内，其原因可能是
载药纳米微粒表面结合的药物分子和介质存在着较强的

相互作用，从表面脱落，不需要溶解而直接释放出来。第

二阶段为扩散。第１～９ｄ内由于聚合物溶蚀，药物从聚合
物的网状结构中以扩散的方式释放。第三阶段为降解。

第９ｄ后，药物因聚合物降解而释放，致使微粒水溶性孔道
增多，微粒疏松。在该阶段药物释放受降解和扩散同时控

制，药物体外释放曲线平缓。１４ｄ后，药物释放基本完全，
药物释放率维持在８１％。实验结果表明ＣｙＡ壳聚糖纳米
微粒具有明显的缓释作用。

３．２ＣｙＡ壳聚糖纳米微粒的玻璃体腔药代动力学　国内
外学者对ＣｙＡ眼组织药代动力学研究由于动物模型、检
测方法、给药方式和药物剂型的不同，加之眼组织结构的

复杂性，获得的结果各有不同。

　　Ｒｏｄｒｉｊｕｅｚ等对家兔玻璃体内注射 ＣｙＡ纳米微粒进行
了研究［２］，纳米微粒的共聚物为ＰＬＧＡ，含有９ｍｇＣｙＡ。结
果玻璃体内的 ＣｙＡ浓度在５ｄ时为４４．２ｎｇ／ｍＬ，１０ｄ时为
３１ｎｇ／ｍＬ，血中未检测出ＣｙＡ，未发现有眼部毒性。ＣｙＡ纳
米微粒玻璃体内注射给药可使 ＣｙＡ在玻璃体内缓慢释
放，避免了毒性高峰值，并延长了持续时间。

　　Ｅｎｙｅｄｉ等［３］在兔眼玻璃体腔植入非生物降解聚乙烯

醇（ＰＶＡ）和乙烯醋酸乙烯酯（ＥＶＡ）为载体的０．１ｍｇＣｙＡ
缓释制剂，玻璃体药物浓度为６０ｎｇ／ｍＬ。晶状体、巩膜、角
膜、虹膜、房水浓度分别为０．１６～０．３９，０．０２～０．０５，０．０５～
０．１０，０．０５～０．１２，０．０１～０．０２μｇ／ｍＬ，并持续１０ｗｋ。
　　Ｐｅａｒｓｏｎ等［４］研究５ｍｇＣｙＡ缓释制剂（ＰＶＡ和ＥＶＡ为

载体）玻璃体腔植入，可以持续释放６ｍｏ，玻璃体维持了
５００ｎｇ／ｍＬ的局部药物浓度。晶状体、巩膜、角膜、虹膜浓
度分别为３～４，０．５～１．５，０．５～１．５，０．５～１μｇ／ｍＬ。
　　Ｊａｆｆｅ等［５］在兔葡萄膜炎动物模型眼玻璃体腔植入

ＰＶＡ为载体的５ｍｇＣｙＡ缓释制剂，结果 ＣｙＡ可以在玻璃
体内持续释放 ６ｍｏ，并维持 ２２８～１２５８ｎｇ／ｍＬ的治疗浓
度，而外周血的大多未检出 ＣｙＡ，极少数血液标本可测药
物浓度均小于２６ｎｇ／ｍＬ。
　　Ｐｅａｒｓｏｎ等（１９９６）研究了玻璃体给药的清除速度，
ＣｙＡ１０μｇ和１μｇ兔眼玻璃体腔注射给药后药物在玻璃体
内的浓度经时过程符合一级动力学过程，动力学方程分别

为ｙ＝１．７５００．５８ｘ，ｙ＝１．１７０．１５ｘ，拟合度均大于０．９９；
半衰期分别为１０．８ｈ和４．２ｈ，而分布容积分别为１．７ｍＬ
和３．２ｍＬ。分析结果认为晶状体组织药物浓度的饱和使
得高剂量组半衰期的延长与分布容积的减小，并使组织与

玻璃体药量之比由０．１１增至０．６９。
　　在本实验研究中，注药后２８ｄ内玻璃体腔均可检测到
ＣｙＡ。根据所检测的玻璃体腔药物浓度描绘的药物浓度
时间曲线（图３），可以看出 ＣｙＡ壳聚糖纳米微粒注入第
１ｄ起即获得初始药物浓度１２１５．６ｎｇ／ｍＬ，然后持续３ｄ下
降至７８３．２ｎｇ／ｍＬ。３ｄ后药物浓度开始上升，在第１１ｄ达
到最高药物浓度１５８７．４ｎｇ／ｍＬ，之后逐渐下降，第２８ｄ浓
度为４４８．５ｎｇ／ｍＬ。
　　从药物浓度的变化趋势可以看出，ＣｙＡ壳聚糖纳米微
粒在眼玻璃体腔内前后经历了两种释放过程。最初３ｄ内
药物浓度缓缓慢下降，可能是由于 ＣｙＡ壳聚糖纳米微粒
表面药物的溶解释放；３ｄ后药物浓度突然升高，这一过程
归因于ＣｙＡ壳聚糖纳米微粒内部药物的崩解释放。说明
可生物降解辅料为载体的植入型缓释剂在体内确实有一

个溶蚀崩解的过程，开始溶蚀崩解的时间有赖于局部微环

境的生化特征，同样的 ＣｙＡ壳聚糖纳米微粒在不同的生
理部位很有可能得到相差悬殊的释放效果。

　　ＣｙＡ治疗增生性玻璃体视网膜病变的眼内有效药物
浓度尚无定论。实验证明 ＣｙＡ对体外培养的人视网膜色
素上皮细胞增殖有直接的抑制作用，且在０．２５～４μｇ／ｍＬ
之间呈剂量依赖性。已有研究证明 Ｔ淋巴细胞在增生性
玻璃体视网膜病变的发生过程中起作用。当 ＣｙＡ浓度在
１０～１００ｎｇ／ｍＬ时可抑制活化的 Ｔ淋巴细胞释放淋巴因
子，当其浓度在１００～１０００ｎｇ／ｍＬ时可抑制Ｔ细胞的活化。
因此可以猜测在本实验中 ＣｙＡ壳聚糖纳米微粒缓慢释放
ＣｙＡ，并保持了较长时间的有效药物浓度。
　　ＣｙＡ壳聚糖纳米微粒在体外和玻璃体腔均能缓慢释
放ＣｙＡ，壳聚糖纳米微粒有望成为一种新型的药物载体，
用于防治增生性玻璃体视网膜病变。
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