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摘　要　将壳聚糖谷胱甘肽（ＣＧ）与吡诺克辛钠（ＰＲＮ）共插层于层状双氢氧化物（ＬＤＨ）中，制备有机无机杂化层状
双氢氧化物纳米复合物（ＣＧＰＲＮＬＤＨ）滴眼液，并对其在家兔角膜前的滞留行为进行考察。采用共沉淀法制备了 ＭｇＡｌ
ＰＲＮＬＤＨ、ＺｎＡｌＰＲＮＬＤＨ和共插层的ＣＧＰＲＮＬＤＨ纳米复合物。通过 ＸＲＤ、ＦＴＩＲ、ＴＥＭ、激光粒度仪对纳米复合物进行
表征。比较了３种纳米复合物和ＰＲＮ在人工泪液中的释放行为，考察了 ＰＲＮＬＤＨ、ＣＧＰＲＮＬＤＨ纳米复合物滴眼液和市
售滴眼液在家兔角膜前的滞留行为。ＰＲＮＬＤＨ、ＣＧＰＲＮＬＤＨ纳米复合物滴眼液的 ＡＵＣ０ｔ分别为市售滴眼液的３７２和
７５９倍，平均滞留时间（ＭＲＴ）分别为市售滴眼液的２１８和２６０倍，结果表明有机无机杂化纳米复合物 ＣＧＰＲＮＬＤＨ能
显著延长ＰＲＮ在角膜前的滞留时间。
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　　层状复合氢氧化物（ｌａｙｅｒｅｄｄｏｕｂｌｅｈｙｄｒｏｘｉｄｅｓ，
ＬＤＨｓ）是一类典型的阳离子型层状化合物。ＬＤＨｓ
主体结构可以看作由三价金属离子同晶取代水镁

石［Ｍｇ（ＯＨ）２］层板中的Ｍｇ
２＋，同时阴离子进入氢

氧化物层间以平衡层板正电荷形成。ＬＤＨｓ的结
构通式可表示为［Ｍ２＋１－ｘＭ

３＋
ｘ （ＯＨ）２］

ｘ＋Ａｎ－ｘ／ｎ·
ｍＨ２Ｏ，其中 Ｍ

２＋为二价金属离子，如 Ｚｎ，Ｍｎ，Ｆｅ，
Ｃｏ，Ｎｉ，Ｃｕ，Ｃａ等，而 Ｍ３＋为三价金属离子，如 Ｃｏ，
Ｆｅ，Ｍｎ，Ｃｒ，Ｇａ，Ｉｎ等，Ａｎ－为可交换的阴离子［１］。

将阴离子型药物嵌入ＬＤＨｓ的层板间，即可得到药
物ＬＤＨｓ插层复合物。已有文献报道的插层药物
包括非甾体抗炎药［２］、抗生素［３］、抗肿瘤药物［４］、

降压药［５］等。药物ＬＤＨｓ纳米复合物的缓释性能
主要是释放介质中的无机阴离子（如 ＮＯ３

－、

ＣＯ３
２－、Ｃｌ－、ＰＯ４

３－、ＨＰＯ４
２－、Ｈ２ＰＯ４

－等），逐渐进入

ＬＤＨｓ的层板间替换原有药物阴离子，从而将药物
缓慢释放到介质中［６］。

巯基化壳聚糖是在壳聚糖分子中引入含巯基

的化合物得到的。引入的含巯基化合物主要有 Ｌ
半胱氨酸盐酸盐、巯基乙酸、Ｎ乙酰半胱氨酸、半
胱氨、２亚氨基硫杂环戊烷盐酸盐（２ｉｍｉｎｏｔｈｉｏｌａｎｅ
ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）、高半胱氨酸等。巯基化壳聚糖能通
过半胱氨酸残基上的巯基与黏蛋白末端的巯基形

成二硫键，增加其在黏膜的黏附性［７］。另有研究

表明，巯基化壳聚糖能打开黏膜上皮细胞间的紧密

连接，从而增加药物透过生物膜的能力［８］。

吡诺克辛钠（ｐｉｒｅｎｏｘｉｎｅｓｏｄｉｕｍ，ＰＲＮ）滴眼液
能改善晶状体浑浊，其用于早期白内障的预防与治

疗［９］。ＰＲＮ是吡诺克辛酸的钠盐形式，在水中微
溶，在乙醇、丙酮和乙醚中不溶，遇酸即析出吡诺克

辛酸沉淀。由于眼部泪液冲洗作用及角膜屏障的

存在，传统滴眼液中的药物难以到达晶状体，生物

利用度小于５％［１０］。增加眼后段给药生物利用度

的主要手段是增加角膜前滞留和改善角膜渗透性。

本课题组前期研究［１１］表明：将 ＬＤＨ作为结膜炎治
疗药物双氯芬酸钠的载体，能够延长眼部滞留时

间，未见关于有机／无机杂化ＬＤＨ纳米复合物用于
治疗眼部疾病的报道。本研究首次将壳聚糖谷胱
甘肽（ＣＧ）与 ＰＲＮ共插层与 ＬＤＨ层板间，制备了
有机／无机杂化纳米复合物 ＣＧＰＲＮＬＤＨ，并通过
体外释放和角膜前滞留实验考察了 ＣＧＰＲＮＬＤＨ
杂化纳米复合物增加角膜前滞留的可行性。

!

　材　料

１１　试　剂
吡诺克辛钠（ＰＲＮ，成都新恒创药业有限公司，

含量：９８％，批号：１４０５０３）；硝酸镁（西陇化工股份
有限公司）；硝酸铝（上海市新宝精细化工厂）；硝

酸锌（汕头市西陇化工厂）；吡诺克辛钠滴眼液（湖

北远大天天明制药有限公司，规格：１５ｍＬ∶０８ｍｇ，
批号：１３１０３８０１８）；壳聚糖（ＣＴＳ，南通兴成生物制
品厂，２５ｋＤ，脱乙酰度大于９０％）；还原型谷胱甘
肽（ＧＳＨ，国药集团化学试剂有限公司）；１乙基３
（３二甲氨基丙基）碳化二亚胺盐酸盐（ＥＤＣ，国药
集团化学试剂有限公司）；Ｎ羟基丁二酰亚胺
（ＮＨＳ，国药集团化学试剂有限公司）；５，５′

"

二硫

代双（２硝基苯甲酸）（ＤＴＮＢ，合肥博美生物科技
有限责任公司）。

１２　仪　器
２０１０ＣＨＴ高效液相色谱系统（日本岛津公

司）；Ｔ６紫外可见分光光度计（北京普析通用仪器
有限责任公司）；ＺｅｔａＳｉｚｅｒ３０００ＨＳ激光粒度分析仪
（英国马尔文公司）；Ｈ７６５０型透射电子显微镜
（日本日立公司）；Ｔｅｎｓｏｒ２７红外光谱仪（德国
Ｂｒｕｋｅｒ公司）；Ｄ／ｍａｘ２５００／ＰＣ型转靶 Ｘ线衍射仪
（日本理学公司）；Ｆ６／１０８Ｇ超细匀浆器（上海安
谱科学仪器有限公司）；聚四氟乙烯内衬的不锈钢

水热反应釜（西安常仪仪器设备有限公司）；ＴＧＬ
１６Ｃ智能溶出仪（天大天发科技有限公司）。
１３　动　物

雄性新西兰大白兔，体重２～３ｋｇ，南京江宁区
青龙山动物养殖场提供，合格证号：２０１４０１７０７。

"

　方　法

２１　壳聚糖谷胱甘肽（ＣＧ）的合成及表征
在本课题组前期工作的基础上，经过适当改进

制得 ＣＧ［１２］。称取壳聚糖 ０５ｇ，用 １ｍｏｌ／ＬＨＣｌ
３ｍＬ溶胀，加入去离子水３５ｍＬ溶解，用５ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＨ调节ｐＨ至５，得壳聚糖溶液。ＥＤＣ１４９ｇ、
ＮＨＳ０８９ｇ、ＧＳＨ１４３ｇ分别溶于去离子水５ｍＬ
中，依次加入上述壳聚糖溶液中，用５ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ
迅速调节 ｐＨ至５，Ｎ２保护下，室温反应１８ｈ。反
应结束后，将反应液抽滤，滤液置透析袋中（截留

相对分子质量为 ８～１４ｋＤ），室温避光透析。

２０２
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５ｍｍｏｌ／ＬＨＣｌ透析１２ｈ，含１％ＮａＣｌ的５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＨＣｌ透析２４ｈ，１ｍｍｏｌ／ＬＨＣｌ透析２４ｈ，冻干。通
过红外光谱表征 ＣＧ的结构。通过 Ｅｌｌｍａｎ′ｓ试剂
法对ＣＧ中的巯基含量进行测定。
２２　 ＭｇＡｌＰＲＮＬＤＨ、ＺｎＡｌＰＲＮＬＤＨ 和 ＣＧ
ＰＲＮＬＤＨ的制备

采用共沉淀法分别制备 ＭｇＡｌＰＲＮＬＤＨ、Ｚｎ
ＡｌＰＲＮＬＤＨ和ＣＧＰＲＮＬＤＨ。

称取 Ｍｇ（ＮＯ３）２·６Ｈ２Ｏ（４ｍｍｏｌ）１０３ｇ，Ａｌ
（ＮＯ３）３·９Ｈ２Ｏ（２ｍｍｏｌ）０７５ｇ溶于去离子水３ｍＬ
中，为混盐溶液。称取ＮａＯＨ（１３ｍｍｏｌ）０５２ｇ溶于
去离子水３ｍＬ中为碱液。称取 ＰＲＮ（０４ｍｍｏｌ）
１４０ｍｇ溶于去离子水 ７０ｍＬ中，作为反应介质。
０℃氮气保护，剧烈搅拌下，向反应介质中同步缓慢
滴加混盐溶液和碱液，控制体系ｐＨ９～１０。滴加结
束后继续搅拌１ｈ。反应液于１００００ｒ／ｍｉｎ高速离
心１０ｍｉｎ，倾去上清液。沉淀用热水洗涤，重复离
心、洗涤至上清液无色，除去游离的离子和药物。沉

淀加去离子水６０ｍＬ分散，置聚四氟乙烯内衬的不
锈钢水热反应釜中，１００℃熟化５ｈ，得ＭｇＡｌＰＲＮ
ＬＤＨ溶液。冷冻干燥，得ＭｇＡｌＰＲＮＬＤＨ粉末［１３］。

称取 Ｚｎ（ＮＯ３）２·６Ｈ２Ｏ（４ｍｍｏｌ）１１９ｇ，Ａｌ
（ＮＯ３）３·９Ｈ２Ｏ０７５ｇ溶于去离子水３ｍＬ中，为
混盐溶液。称取（１２５ｍｍｏｌ）０５０５ｇＮａＯＨ溶于
去离子水３ｍＬ中，为碱液。控制体系ｐＨ为７～８，
其余步骤同ＭｇＡｌＰＲＮＬＤＨ粉末的制备，制得Ｚｎ
ＡｌＰＲＮＬＤＨ粉末。

将ＣＧ５０ｍｇ及 ＰＲＮ１４０ｍｇ溶于去离子水
７０ｍＬ中，调节 ｐＨ至９，作为反应介质，其余步骤
同 ＭｇＡｌＰＲＮＬＤＨ粉末的制备，制得 ＣＧＰＲＮ
ＬＤＨ粉末［１４］。

以不含药物的去离子水７０ｍＬ作为介质，其余
步骤分别同 ＭｇＡｌＰＲＮＬＤＨ、ＺｎＡｌＰＲＮＬＤＨ粉
末的制备，制得空白 ＬＤＨ粉末，记作 ＭｇＡｌＮＯ３
ＬＤＨ、ＺｎＡｌＮＯ３ＬＤＨ粉末。
２３　载药量的测定

精密称取载药ＬＤＨｓ粉末５ｍｇ于１０ｍＬ量瓶
中，加入５ｍｏｌ／ＬＨＣｌ１ｍＬ破坏，加入 ＤＭＳＯ定容
至刻度。上述溶液用 ＤＭＳＯ稀释至适宜浓度，紫
外分光光度法４３３ｎｍ测定ＰＲＮ含量［１５］。

２４　ＬＤＨ样品的表征
使用粒径／电位仪，将载药ＬＤＨｓ粉末分散于去

离子水中，并稀释至１ｍｇ／ｍＬ，测定样品粒径。使用
Ｘ射线衍射仪（Ｃｕ靶，ＫＡ射线，λ＝０１５４２ｎｍ，２θ
范围１５°～７０°）测定样品的晶体结构。傅里叶变
换红外光谱仪（ＦＴＩＲ）分析样品结构。采用透射
电镜（ＴＥＭ）分析样品的粒径和形态。
２５　ＰＲＮＬＤＨ在人工泪液中的释放

精密称取 ＰＲＮ原料药 １０ｍｇ，ＰＲＮ原料药
１０ｍｇ与５ｍｇＣＧ的物理混合物。根据载药量，称
取含有 １０ｍｇＰＲＮ的 ＭｇＡｌＰＲＮＬＤＨ粉末，Ｚｎ
ＡｌＰＲＮＬＤＨ粉末，ＣＧＰＲＮＬＤＨ粉末。根据《中
华人民共和国药典：二部》（２０１０版）释放度测定法
第二法桨法，以标准浓度人工泪液作为溶出介质，进

行释放度测定。每升人工泪液含 ＮａＨＣＯ３２１８ｇ、
ＮａＣｌ６７８ｇ、ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ００８４ｇ、ＫＣｌ１３８ｇ

［１３］。

人工泪液的ｐＨ为７４。温度（３５±０５）℃，桨转速
１００ｒ／ｍｉｎ。于５，１０，３０，４５，６０，９０，１２０，１８０，２４０，
３００，３６０ｍｉｎ取样５ｍＬ并补加等体积溶出介质，
０４５μｍ微孔滤膜过滤。紫外分光光度法（λ＝
４３３ｎｍ）测定ＰＲＮ含量，计算释放度。
２６　眼部刺激性实验

新西兰大白兔６只，随机分为ＰＲＮＬＤＨ（以下
用 ＰＲＮＬＤＨ代表 ＭｇＡｌＰＲＮＬＤＨ）和 ＣＧＰＲＮ
ＬＤＨ纳米复合物滴眼液组。每组３只，左眼给予
生理盐水５０μＬ作为对照，右眼给予药液５０μＬ。
单次给药眼刺激性试验，给药１次，给药后１，２，４，
２４，４８，７２ｈ记录眼部各组织的变化；多次给药眼
刺激性试验，每日３次，连续５日，每日给药前以及
最后一次给药后的１，２，４，２４，４８，７２ｈ检查眼部各
组织的变化。根据Ｄｒａｉｚｅ眼部刺激性评价标准，分
别评价角膜、虹膜和结膜的刺激性反应分数，累积

计算平均分数为每只兔的眼部刺激性分值。

２７　家兔角膜前滞留行为的考察
２７１　滴眼液的制备　分别配制 ＰＲＮ含量为
００５ｍｇ／ｍＬ，ＣＧ含量为００２５ｍｇ／ｍＬ的 ＣＧＰＲＮ
溶液２０ｍＬ，ＰＲＮ含量为００５ｍｇ／ｍＬ的ＰＲＮＬＤＨ
和ＣＧＰＲＮＬＤＨ纳米复合物混悬液２０ｍＬ，分别加
入０２５％三氯叔丁醇（抑菌剂）和６％葡萄糖（渗
透压调节剂），得 ＣＧＰＲＮ滴眼液、ＰＲＮＬＤＨ和
ＣＧＰＲＮＬＤＨ纳米复合物滴眼液。滴眼液的 ｐＨ
分别为７１～７４，９０～９３和８６～８９，黏度分别
为１６２、１７４和１６１ｍＰａ·Ｓ。市售滴眼液的ｐＨ为
７２，黏度为１６０ｍＰａ·Ｓ。

３０２
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２７２　试验方案及泪液样品检测方法　新西兰大
白兔２４只，随机分成４组，每组６只，４组分别给
予上市制剂（含 ０００５％ＰＲＮ）、ＣＧＰＲＮ滴眼液、
ＰＲＮＬＤＨ和 ＣＧＰＲＮＬＤＨ纳米复合物滴眼液。
将家兔固定，使其头部和眼部可自由活动。用微量

进样器在家兔的左眼结膜囊中给予滴眼液５０μＬ，
右眼给予生理盐水作为对照。松开眼睑，使眼睑自

由闭合３０ｓ。滴眼后，分别于 １０，３０，６０，９０，１２０，
１８０，２４０，３００，３６０ｍｉｎ用毛细管取家兔泪液１０μＬ
于塑料离心管中，加入甲醇 ９０μＬ，涡旋 ２ｍｉｎ，
１００００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，取上清液进样进行
分析。

采用ＨＰＬＣ法测定泪液中的 ＰＲＮ浓度。色谱
条件：色谱柱为 ＩｎｔｅｒｔｓｉｌＯＳＤＳＰ（４６ｍｍ×１５０
ｍｍ，５μｍ），流动相为０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钠（用氢
氧化钠调ｐＨ至６０）甲醇乙腈（７０∶２０∶１０），柱温
为３５℃，检测波长为２３０ｎｍ，进样量为２０μＬ［１６］。

#

　结果与讨论

３１　ＣＧ的表征
图１为 ＣＴＳ（Ａ）和 ＣＧ（Ｂ）的红外光谱对比。

在ＣＧ中，ＧＳＨ以酰胺键与壳聚糖上的氨基相连。
酰胺基团的特征吸收峰分为三带，酰胺Ⅰ带
（νＣ＝Ｏ）为１６８０～１６３０ｃｍ

－１；酰胺Ⅱ带（δＮＨ）为
１５７０～１５１０ｃｍ－１；酰胺Ⅲ带（νＣＮ）为 １３３５～
１２００ｃｍ－１。ＣＧ的酰胺Ⅰ带和Ⅱ带的特征吸收峰
较ＣＴＳ中的有所增强，表明合成了目标产物。以
Ｅｌｌｍａｎ′ｓ试剂法测得 ＣＧ中的巯基含量为（２８０４
±１６）μｍｏｌ／ｇ（ｎ＝３）。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＩＲｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｃｈｉｔｏｓａｎＣＴＳ（Ａ）ａｎｄｃｈｉｔｏｓａｎｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ
ＣＧ（Ｂ）

３２　ＬＤＨ和ＰＲＮＬＤＨ样品的表征
３２１　Ｘ线粉末衍射　从图２中可以看出，所有

样品（Ａ～Ｅ）都出现了 ＬＤＨ的特征衍射峰（００３）、
（００６）、（００９）和（１１０），说明成功形成了 ＬＤＨ。衍
射峰（００３）对应 ＬＤＨ的层间距 ｄ（００３），包括单层
ＬＤＨ金属层板的厚度及层板之间空间的高度。与
ＮＯ３

－插层的ＬＤＨ相比，样品 Ｂ，Ｄ的（００３）衍射峰
都由１００°前移到７０°，层间距由０８８ｎｍ增加至
１２７ｎｍ，已知ＬＤＨ层板的厚度为０４８ｎｍ，则Ｍｇ
ＡｌＰＲＮＬＤＨ和 ＺｎＡｌＰＲＮＬＤＨ的层间高度都为
０７９ｎｍ。这说明在不同金属离子组成的 ＰＲＮ
ＬＤＨ中，ＰＲＮ以相同的插层结构排列。ＣＧＰＲＮ
ＬＤＨ（Ｅ）的（００３）衍射峰前移至５９°，层间距增大
至１４９ｎｍ，与ＰＲＮＭｇＡｌＬＤＨ相比，层间距增大
了０２２ｎｍ，推测ＣＧ可能在ＬＤＨ中形成了部分嵌
插结构，使层间距扩大。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＸＲＤｐａｔｔｅｒｎｓｏｆＺｎＡｌＮＯ３ＬＤＨ（Ａ），ＺｎＡｌＰＲＮＬＤＨ
（Ｂ），ＭｇＡｌＮＯ３ＬＤＨ（Ｃ），ＭｇＡｌＰＲＮＬＤＨ（Ｄ）ａｎｄＣＧＰＲＮ
ＬＤＨ（Ｅ）．ＬＤＨ：Ｌａｙｅｒｅｄｄｏｕｂｌｅｈｙｄｒｏｘｉｄｅ；ＰＲＮ：Ｐｉｒｅｎｏｘｉｎｅｓｏｄｉｕｍ

３２２　红外光谱　图３中，所有ＬＤＨｓ样品（Ａ～Ｅ）
的吸收曲线比较相似。９００～４００ｃｍ－１的吸收峰归
属于ＭＯＭ的晶格振动和弯曲振动。３４５６ｃｍ－１

处较宽的吸收峰是由 ＬＤＨ表面和层间的 Ｈ２Ｏ或
ＭＯＨ中羟基的伸缩振动引起，说明所有样品都
形成了 ＬＤＨｓ结构［１７］。ＰＲＮＬＤＨｓ（Ｂ，Ｄ，Ｅ）中，
３４５６ｃｍ－１位置的峰比相应的ＮＯ３ＬＤＨ（Ａ，Ｃ）展
宽，可能是 ＰＲＮ阴离子与层板间的水形成了新的
氢键。１３８４ｃｍ－１的吸收峰来自 ＮＯ３

－的伸缩振

动，ＰＲＮＬＤＨｓ中该峰比相应的 ＮＯ３ＬＤＨ减弱，说

明所有ＬＤＨ样品层板间都存在 ＮＯ３
－，载药 ＬＤＨ

中部分ＮＯ３
－被ＰＲＮ阴离子取代。ＰＲＮ原料药的

特征吸收峰在ＰＲＮＬＤＨｓ中消失，在１５８５ｃｍ－１和
１５０７ｃｍ－１处出现了ＣＯＯ－的对称及反对称伸缩
振动峰，说明 ＰＲＮ的阴离子进入 ＬＤＨ层间。ＣＧ

４０２
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（Ｇ）中，１６５１ｃｍ－１和１５３８ｃｍ－１的吸收峰分别归
属于酰胺Ⅰ带（νＣ＝Ｏ）和酰胺Ⅱ带（δＮＨ），在 ＣＧ
ＰＲＮＬＤＨ（Ｅ）中，也出现了相应的酰胺特征吸收
峰，并向低波数方向发生位移，说明 ＣＧ与 ＬＤＨ层
板有氢键结合，证明 ＣＧＰＲＮＬＤＨ形成有机／无机
杂化层状双氢氧化物结构。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＩＲｐａｔｔｅｒｎｓｏｆＭｇＡｌＮＯ３ＬＤＨ（Ａ），ＭｇＡｌＰＲＮＬＤＨ
（Ｂ），ＺｎＡｌＮＯ３ＬＤＨ（Ｃ），ＺｎＡｌＰＲＮＬＤＨ（Ｄ），ＣＧＰＲＮＬＤＨ
（Ｅ），ＰＲＮ（Ｆ），ＣＧ（Ｇ）ａｎｄｐｈｙｓｉｃａｌｍｉｘｔｕｒｅｏｆＰＲＮａｎｄＮＯ３ＬＤＨ
（Ｈ）

３２３　透射电镜（ＴＥＭ）分析　粒径／电位仪测得
ＭｇＡｌＮＯ３ＬＤＨ（Ａ）、ＭｇＡｌＰＲＮＬＤＨ（Ｂ）、ＣＧ
ＰＲＮＬＤＨ（Ｃ）和 ＺｎＡｌＰＲＮＬＤＨ（Ｄ）的粒径分别
为８２，９６，１３２，２０２ｎｍ，与 ＴＥＭ结果基本符合（图
４）。ＺｎＡｌＰＲＮＬＤＨ的形态为六边形片状晶体，
粒径大，晶型完整。ＭｇＡｌＮＯ３ＬＤＨ、ＭｇＡｌＰＲＮ
ＬＤＨ和 ＣＧＰＲＮＬＤＨ为六边形、圆形及不规则类
圆形片状结构，粒径较小。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＴＥＭｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓｏｆＭｇＡｌＮＯ３ＬＤＨ（Ａ），ＭｇＡｌＰＲＮ
ＬＤＨ（Ｂ），ＣＧＰＲＮＬＤＨ（Ｃ）ａｎｄＺｎＡｌＰＲＮＬＤＨ（Ｄ）

３３　超分子插层结构模拟
通过Ｃｈｅｍ３Ｄ软件对ＰＲＮ阴离子进行结构模

拟，ＰＲＮ阴离子为平面结构，计算得到ＰＲＮ阴离子
长轴直径为 １０１ｎｍ，短轴直径为 ０６９ｎｍ。由
ＸＲＤ结果可知 ＰＲＮＬＤＨ的层间距为１２７ｎｍ，已
知ＬＤＨ层板高度为０４８ｎｍ，所以 ＰＲＮＬＤＨ的层
板空间为０７９ｎｍ，小于ＰＲＮ阴离子单层垂直排列
的高度，故推测 ＰＲＮ阴离子通过ＣＯＯ－基团与层
板上的正电荷以静电结合，通过ＯＨ基团与层板的
羟基以氢键结合。ＰＲＮ阴离子在 ＬＤＨｓ层板间以
一定角度沿长轴倾斜排列成单层。由于 ＰＲＮ是一
价阴离子，需要在层间以交错排列的方式来平衡上

下层板的电荷，且这种排列方式必须使体系保持较

低的能量。由于ＰＲＮ阴离子一端连有共轭的多元
环状结构，疏水性较强，很难与层板发生相互作用，

所以ＰＲＮ阴离子交错排列于层板间，相邻 ＰＲＮ阴
离子间的 π电子部分重叠，使得能量降低，结构
稳定［１８］。

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｏｒｉｅｎｔａｔｉｏｎｏｆＰＲＮｉｎｔｅｒｃａｌａｔｅｓ

３４　ＰＲＮＬＤＨｓ纳米复合物的性质
ＰＲＮＬＤＨｓ纳米复合物的粒径、电位、ｐＨ和载

药量的性质见表１。通常 Ｚｅｔａ电位在３０ｍＶ以上

的纳米粒能通过自身的静电排斥作用保持稳定。

ＰＲＮＬＤＨｓ的电位在 ２８～３４ｍＶ间。ＺｎＡｌＰＲＮ
ＬＤＨ，ＭｇＡｌＰＲＮＬＤＨ，ＣＧＰＲＮＬＤＨ电位依次增
大，稳定性依次增加。一般来说，粒径小有利于纳

米粒通过角膜上皮细胞的紧密连接，小于２００ｎｍ的
纳米粒能够分布到视网膜，但粒径过小也不利于纳

米粒到达眼后段，小于２０ｎｍ的纳米粒由于眼周循
环的清除作用仅有少量能透过巩膜［１９］。由于ＰＲＮ
阴离子体积比 ＮＯ３

－大，ＰＲＮＬＤＨｓ的粒径比 ＮＯ３
ＬＤＨｓ增大，位于 ９６～２０２ｎｍ。ＭｇＡｌＰＲＮＬＤＨ、
ＺｎＡｌＰＲＮＬＤＨ的粒径分布为 ９６和 ２０２ｎｍ。造
成粒径差异的原因：一方面是 Ｍｇ２＋的直径比 Ｚｎ２＋

小，另一方面是由于 ＺｎＡｌＰＲＮＬＤＨ载药量更大。
共沉淀法制备 ＰＲＮＬＤＨｓ是 ＰＲＮ阴离子与 ＮＯ３

－

竞争插层的过程。金属层板与阴离子亲和力越大，
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则阴离子越容易进入层间，越难被交换到介质中。

所以推测ＺｎＡｌＬＤＨ层板对ＰＲＮ阴离子有更强的
亲和力。而ＣＧＰＲＮＬＤＨ的载药量与ＭｇＡｌＰＲＮ
ＬＤＨ相比有显著提高，可能是因为 ＣＧ能与 ＰＲＮ
或ＬＤＨ层板以氢键结合，使层间距进一步增大。
滴眼液要求的ｐＨ范围为６０～９０，超出该范围可
能对结膜刺激性较大。ＺｎＡｌＬＤＨ和 ＭｇＡｌＬＤＨ

分别在 ｐＨ７，ｐＨ９以上形成，所以 ＭｇＡｌＰＲＮ
ＬＤＨ的 ｐＨ稍大于 ９。但由于滴眼液剂量小且
ＰＲＮ在是缓慢释放的，能部分抵消ｐＨ稍高引起的
刺激性。ＰＲＮＬＤＨｓ滴眼液的刺激性通过眼刺激
性实验进一步说明。ＣＧＰＲＮＬＤＨ杂化纳米粒性
质ＭｇＡｌＰＲＮＬＤＨ相似，适宜用作眼部给药的载
体研究。

Ｔａｂｌｅ１　ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｋｉｎｄｓｏｆＰＲＮＬＤＨｓｎａｎｏｃｏｍｐｏｓｉｔｅｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｇｒｏｕｐ Ｐａｒｔｉｃｕｌｅｓｉｚｅ／ｎｍ Ｚｅｔａ／ｍＶ ｐＨ Ｄｒｕｇｌｏｄｉｎｇ／％
ＺｎＡｌＰＲＮＬＤＨ ２０２±１７ ２８３±０８ ７１７±０２９ １４３２±０５２
ＭｇＡｌＰＲＮＬＤＨ ９６±１１ ３１２±１２ ９３２±０３６ ３７５±０１０
ＣＧＰＲＮＬＤＨ １２４±１３ ３３５±１９ ８７６±０２４ ６１２±０２７

３５　不同类型的ＰＲＮＬＤＨｓ在人工泪液中的释放
ＰＲＮ原料药、ＣＧＰＲＮ和 ＰＲＮＬＤＨｓ在人工泪

液中的释放曲线见图 ６。ＰＲＮ原料药及 ＣＧＰＲＮ
１０ｍｉｎ释放即达到１００％，ＭｇＡｌＰＲＮＬＤＨ和 Ｚｎ
ＡｌＰＲＮＬＤＨ与原料药相比，都具有一定的缓释作
用。ＺｎＡｌＰＲＮＬＤＨ和 ＭｇＡｌＰＲＮＬＤＨ在６ｈ内
累积释放分别为２０％和８０％，故选择 ＭｇＡｌＰＲＮ
ＬＤＨ进行滴眼液的研究。ＭｇＡｌＰＲＮＬＤＨ的释放
曲线可以分为３个阶段：①４５ｍｉｎ以前药物快速释
放，主要是由表面吸附的药物引起；② ４５～２４０ｍｉｎ
药物缓慢释放至平台，是由介质中的阴离子与层板

间的药物缓慢交换直至平衡引起；③ ３００ｍｉｎ后又
有少量药物释放，是由于部分ＬＤＨ层板塌陷，使得
药物从中释放。不同金属离子组成的ＬＤＨ释放行
为的差异可能有以下两种原因：其一是由于 Ｍｇ
（ＯＨ）２与 Ｚｎ（ＯＨ）２的溶度积分别为 ５６１×
１０－１２、３×１０－１７，在 人 工 泪 液 （ｐＨ ７４）中，
Ｍｇ（ＯＨ）２可能有少量溶解，而 Ｚｎ（ＯＨ）２比较稳
定。ＭｇＡｌＰＲＮＬＤＨ的释放包括离子交换和层板
溶蚀两个过程，相互促进，使得其释放较快。其二，

药物在ＬＤＨ中释放的过程是水分子先与层板通过
氢键结合，削弱药物与层板间的氢键作用，水分子

在层板附近聚集并形成结构层，药物分子被挤向层

板中间，形成水合阴离子，与层板的作用力减弱，在

浓度差的作用下释放到介质中。药物释放的速度

和程度与药物与层板间氢键的强度，层板的水合膨

胀性能有关［２０］。从红外光谱及载药量的结果可以

看出，ＭｇＡｌＰＲＮＬＤＨ水合量高而载药量低，Ｚｎ
ＡｌＰＲＮＬＤＨ水合量低而载药量高。推测可能Ｍｇ

ＡｌＬＤＨ的层板与ＰＲＮ的氢键结合较弱，层板的水
合能力较强，从而更容易将层板间的药物释放出

来，而ＺｎＡｌＬＤＨ与之相反。ＣＧＰＲＮＬＤＨ在人工
泪液中的释放与 ＭｇＡｌＬＤＨ相似，但比 ＭｇＡｌ
ＬＤＨ释放稍慢，达到离子交换平衡的释放量稍少。
该结果也反映了 ＰＲＮ与 ＣＧ间可能有氢键作用，
而使ＣＧＰＲＮＬＤＨ中药物释放稍慢。

—◆—ＭｇＡｌＰＲＮＬＤＨ；—□—ＺｎＡｌＰＲＮＬＤＨ；— ×—ＰＲＮ；
—●—ＣＧＲＰＮＬＤＨ；—▲—ＣＧＰＲＮ
Ｆｉｇｕｒｅ６　ＡｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｒｅｌｅａｓｅｔｉｍｅｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆＰＲＮ，ＣＧＰＲＮ，ＭｇＡｌ
ＰＲＮＬＤＨ，ＺｎＡｌＰＲＮＬＤＨａｎｄＣＧＰＲＮＬＤＨ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

３６　ＰＲＮＬＤＨｓ纳米复合物滴眼液的眼刺激性
ＰＲＮＬＤＨ和 ＣＧＰＲＮＬＤＨ纳米复合物制剂

滴眼后与生理盐水无异，家兔的角膜、虹膜和结膜

组织均无变化，ＰＲＮＬＤＨ制剂组单次给药和多次
给药的眼刺激性平均积分分别为 ０７７和 １８９，
ＣＧＰＲＮＬＤＨ制剂组单次给药和多次给药的眼刺
激性平均积分分别为 ０６５和 １５４。根据 Ｄｒａｉｚｅ
眼刺激性评价标准，可以认为 ＰＲＮＬＤＨ和 ＣＧ
ＰＲＮＬＤＨ纳米复合物滴眼液对眼部无刺激。
３７　ＰＲＮＬＤＨ在家兔泪液的药代动力学

滴眼给药后，ＰＲＮ浓度随时间延长呈衰减趋

６０２
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势。以ＨＰＬＣ法检测泪液中的 ＰＲＮ浓度，上市制
剂和ＣＧＰＲＮ组仅能检测到２ｈ内的泪液 ＰＲＮ浓
度，而ＰＲＮＬＤＨ，ＣＧＰＲＮＬＤＨ可以检测到６ｈ内
的泪液ＰＲＮ浓度，其结果见图５。采用Ｐｋｓｏｌｖｅｒ软
件进行根据ＡＩＣ最小原则进行模型拟合，４种制剂
都符合单室模型，拟合结果见表 ２。相比于对照
组，ＰＲＮＬＤＨ制剂、ＣＧＰＲＮＬＤＨ制剂的 ＡＵＣ０ｔ、
ｃｍａｘ和 ＭＲＴ都显著提高（Ｐ＜００５）。ＰＲＮＬＤＨ、
ＣＧＰＲＮＬＤＨ的 ＡＵＣ０ｔ和 ｃｍａｘ分别为对照组的
３７２和 ７５９倍，ＭＲＴ分别为对照组的 ２１８和
２６０倍，ｃｍａｘ分别为对照组的１７３和３０４倍，说明
ＬＤＨ作为 ＰＲＮ的载体，能增加药物在泪液中的浓
度和滞留时间，ＣＧＰＲＮＬＤＨ与 ＰＲＮＬＤＨ相比，
能显著增加ＰＲＮ在泪液中的浓度。ＬＤＨ增加药物
的角膜前滞留，一方面是由于ＬＤＨ粒径小，比表面
积大，表面正电荷密度大［２１］，能与带负电的角膜

上皮通过静电结合，从而减少泪液的冲洗作用，

另一方面，ＬＤＨ层板间的药物是通过与泪液中的
离子进行交换而缓慢释放出来的，这样可以减少

高浓度药物对眼部的刺激，也能减少眨眼和泪液

冲洗造成的药物流失。ＣＧＰＲＮＬＤＨ杂化纳米

粒与 ＰＲＮＬＤＨ相比，药物在泪液中的浓度显著
提高、滞留时间也进一步延长，这可能是由于引

入ＣＧ后，ＣＧ中的巯基可以与黏液中黏蛋白的巯
基形成二硫键，从而增强载药纳米粒与角膜上皮

的黏附性。增加药物在角膜前的浓度和滞留时

间是提高眼后段给药生物利用度的有效手段，故

将有机物 ＣＧ和无机物 ＬＤＨ杂化后形成有机无
机杂化纳米复合物作为眼后段药物的载体可能

具有良好的应用价值。

—◆—ＣｏｍｍｅｒｃｉａｌＰＲＮｅｙｅｄｒｏｐｓ；—■—ＰＲＮＬＤＨ；
—▲—ＣＧＰＲＮＬＤＨ；—●—ＣＧＰＲＮ
Ｆｉｇｕｒｅ７　ＴｅａｒｆｌｕｉｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｉｍｅｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆｃｏｍｍｅｒｃｉａｌＰＲＮｅｙｅ
ｄｒｏｐｓ，ＣＧＰＲＮ，ＰＲＮＬＤＨａｎｄＣＧＰＲＮＬＤＨ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ｔａｂｌｅ２　ＰｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｃｏｍｍｅｒｃｉａｌＰＲＮｅｙｅｄｒｏｐｓ，ＣＧＰＲＮ，ＰＲＮＬＤＨａｎｄＣＧＰＲＮＬＤＨｉｎｔｅａｒｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
Ｐａｒａｍｅｔｅｒ ＡＵＣ０ｔ／（μｇ／ｍＬ·ｍｉｎ） ｃｍａｘ／（μｇ／ｍＬ） ＭＲＴ／ｍｉｎ

ＣｏｍｍｅｒｃｉａｌＰＲＮｅｙｅｄｒｏｐｓ ３０３３±６２３ １５３±０２１ １８３３±１１４
ＣＧＰＲＮ ３２９７±５８７ １７３±０１９ ２０９７±１０８

ＰＲＮＬＤＨ １１２７２±２３１５ ２６５±０７７ ４００１±３８６

ＣＧＰＲＮＬＤＨ ２３０１６±３０７８ ４６５±１０２ ４７５５±４２３
Ｐ＞００５ｖｓｃｏｍｍｅｒｃｉａｌＰＲＮｅｙｅｄｒｏｐｓｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５ｖｓｃｏｍｍｅｒｃｉａｌＰＲＮｅｙｅｄｒｏｐｓｇｒｏｕｐ；
Ｐ＜００５ｖｓＰＲＮＬＤＨｇｒｏｕｐ；Ｐ＞００５ｖｓＰＲＮＬＤＨｇｒｏｕｐ

%

　结　论

本研究采用共沉淀法制备了 ＭｇＡｌＰＲＮ
ＬＤＨ、ＺｎＡｌＰＲＮＬＤＨ纳米复合物，ＣＧＰＲＮＬＤＨ
杂化纳米复合物。通过 ＸＲＤ、ＩＲ证明 ＰＲＮ已插
入ＬＤＨｓ层间，ＣＧ以部分嵌插的方式与 ＰＲＮＬＤＨ
形成有机无机杂化纳米复合物结构。与ＮＯ３ＬＤＨ
相比，ＰＲＮＬＤＨｓ层间距由 ０８８ｎｍ增加到 １２７
ｎｍ，推测ＰＲＮ在ＬＤＨｓ中为平行的单层交错排列，
ＰＲＮ阴离子与层板夹角为５７２°，相邻 ＰＲＮ阴离
子的羧基分别朝向上下层板。与 ＰＲＮ原料药相
比，ＰＲＮＬＤＨｓ纳米复合物在人工泪液中表现出缓
释性质。ＺｎＡｌＰＲＮＬＤＨ和ＭｇＡｌＰＲＮＬＤＨ纳米
复合物在人工泪液中６ｈ累积释放分别为２０％和

８０％，故选择 ＭｇＡｌＬＤＨ作为 ＰＲＮ的载体材料。
ＣＧＰＲＮＬＤＨ杂化纳米复合物的释放行为与 Ｍｇ
ＡｌＰＲＮＬＤＨ纳米复合物相似。比较了ＰＲＮＬＤＨ、
ＣＧＰＲＮＬＤＨ纳米复合物滴眼液与市售 ＰＲＮ滴眼
液在家兔泪液中的药代动力学行为，ＰＲＮＬＤＨ、
ＣＧＰＲＮＬＤＨ纳米复合物滴眼液的 ＡＵＣ０ｔ分别为
市售ＰＲＮ滴眼液的３７２和７５９倍，ＭＲＴ分别为
市售滴眼液的２１８和２６０倍，说明 ＰＲＮＬＤＨ和
ＣＧＰＲＮＬＤＨ纳米复合物显著增加了 ＰＲＮ在泪液
中的浓度和滞留时间。

角膜上皮和结膜糖蛋白带有负电荷，ＣＧＰＲＮ
ＬＤＨ层板表面带有正电荷，能通过静电作用吸附
在角膜表面，延长在角膜前的滞留时间。嵌插于

ＬＤＨ层板间的ＣＧ可能通过与角膜上黏蛋白结合，

７０２
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进一步增加 ＣＧＰＲＮＬＤＨ在角膜前的滞留。ＣＧ
ＰＲＮＬＤＨ层板间的 ＰＲＮ可能通过与泪液中的阴
离子交换而逐渐释放到泪液中，ＰＲＮ以分子形式
透过角膜，到达晶状体发挥治疗作用。ＣＧＰＲＮ
ＬＤＨ也可能以纳米复合物的形式透过角膜，层板
间的ＰＲＮ再与房水中的阴离子交换而释放出来，
从而发挥治疗作用。由此推测巯基化壳聚糖 ＣＧ
与无机材料ＬＤＨ形成的杂化纳米复合物，可以作
为眼部药物递送的载体，增加角膜前滞留时间，进

而提高药物的生物利用度。
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