
学 报
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　２０１６，４７（４）：４４８－４５６

　收稿日期　２０１５１１１９　　通信作者　Ｔｅｌ：０２５－８３２７１０９２　Ｅｍａｉｌ：ｃｐｕｆｅｎｇｃ＠１６３ｃｏｍ

基金项目　国家自然科学基金资助项目（Ｎｏ８１３７３３６２）；中央高校基本科研业务费专项基金资助项目（ＮｏＰＴ２０１４ＹＸ００５４）

吡诺克辛钠层状双氢氧化物纳米片及插层纳米粒
复合物滴眼液的研究
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摘　要　为考察新型药物载体层状双氢氧化物（ＬＤＨ）纳米片在眼部给药系统的应用，采用 ＬＤＨ纳米片为载体，羧甲基纤
维素钠（ＣＭＣ）为稳定剂，吡诺克辛钠（ＰＲＮ）为模型药物，制备ＣＭＣＰＲＮＬＤＨ纳米片复合物；采用共沉淀法制备ＰＲＮＬＤＨｓ
插层纳米粒复合物。通过Ｘ射线衍射、原子力显微镜、透射电镜、激光粒度仪等对ＬＤＨ纳米片、ＣＭＣＬＤＨ纳米片复合物及
两种载药ＬＤＨ纳米复合物理化性质进行研究。通过体外稳定性、体外释放、家兔泪液滞留实验比较了两种载药ＬＤＨ纳米
复合物的差异。结果显示，ＣＭＣＰＲＮＬＤＨ纳米片复合物相对稳定，而ＰＲＮＬＤＨｓ插层纳米粒稳定性较差，二者１２ｈ体外累
积释放百分率分别为７０４４％和４４２１％。ＣＭＣＰＲＮＬＤＨ纳米片复合物滴眼液的 ＡＵＣ０６ｈ和 ＭＲＴ分别为市售滴眼液的
４１８和１７９倍，而ＰＲＮＬＤＨｓ插层纳米粒复合物滴眼液眼部滞留结果差异较大。ＣＭＣＰＲＮＬＤＨ纳米片复合物滴眼液对
眼部无刺激性。上述结果表明，ＬＤＨ纳米片可作为眼部给药载体，能显著提高药物在角膜前的滞留时间。
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　　传统眼用制剂通常只有１０％甚至更少的药物
到达眼前段组织，而到达眼后段的药物量则少于

１％［１］。近年来，研究热点集中于开发眼部滞留时

间长、具有缓控释能力、可增加眼部生物利用度的

新型药物传递系统，如胶体给药系统、原位凝胶系

统和生物黏附给药系统［２］等。

层状双氢氧化物（ｌａｙｅｒｅｄｄｏｕｂｌｅｈｙｄｒｏｘｉｄｅｓ，
ＬＤＨｓ）是一类新型的无机纳米载体材料。主体层
板由二元或多元金属氢氧化物组成，原子间为共价

键合；层间由可交换的阴离子及溶剂分子构成，其

与层板之间为弱的相互作用。ＬＤＨｓ具备良好的
生物相容性、可提高药物稳定性及实现药物的缓控

释等优点，广泛用作有机阴离子药物载体、生物大

分子载体、基因载体以及磁性载体［３－６］。基于本课

题组前期研究结果，表明药物ＬＤＨｓ纳米复合物能
显著提高药物在家兔眼部滞留时间，为进一步提高

药物在眼部的渗透性和生物利用度提供了可

能性［７－９］。

ＬＤＨｓ主体层板内部表面的不可触及性，在一
定程度上限制了其应用范围［１０］。目前研究热点之

一是ＬＤＨｓ的可剥层性以及剥层后组装成复合功
能材料［１１］。ＬＤＨｓ经剥离后可形成单层或若干层
的片状纳米材料，具备纳米尺度的开放结构。与层

状结构的ＬＤＨｓ相比，ＬＤＨ纳米片比表面积可增大
２５～３０倍［１２］，表面活性显著提高，显示出许多新

颖的理化特性，可作为功能基元用于制备多功能纳

米复合物，如聚合物／ＬＤＨ纳米复合物、多功能壳
核结构材料、超薄膜、催化剂、电极材料、磁性材料

及生物无机杂化材料等［１３］。然而，ＬＤＨ纳米片胶
体溶液在浓度较高、引入电解质或干燥等条件下会

发生聚集沉淀，恢复层状结构。如何提高 ＬＤＨ纳
米片的稳定性是目前研究的难点之一，有学者尝试

在ＬＤＨ纳米片表面包覆羧甲基纤维素钠、海藻酸

钠或白蛋白［１４－１６］，通过二者之间较强的相互作用，

以增加ＬＤＨ纳米片在水中的静电稳定性和空间稳
定性。

为研究该新型纳米片在眼部应用的可能性，本

研究在前期研究的基础上，首次尝试选用 ＺｎＡｌ
ＬＤＨ纳米片为药物载体，羧甲基纤维素钠（ＣＭＣ）
为稳定剂，吡诺克辛钠（ｐｉｒｅｎｏｘｉｎｅｓｏｄｉｕｍ，ＰＲＮ）为
模型药物，制备 ＣＭＣＰＲＮＬＤＨ纳米片复合物，考
察了 ＣＭＣＰＲＮＬＤＨ纳米片复合物与 ＰＲＮＬＤＨｓ
插层纳米粒的理化性质、体外稳定性、体外释放及

家兔角膜前滞留行为，评价两种药物载体在 ＰＲＮ
眼部应用上的差异。

!

　材　料

１１　药品与试剂
吡诺克辛钠（成都新恒创药业，含量：９８％，批

号：１４０５０３）；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）；Ｌ乳酸锌（成都艾科达化学试剂有限
公司）；乳酸铝（美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司）；羧甲基
纤维素钠（美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，相对分子质量
９００００，４％水溶液２５℃黏度５０～２００ｃｐｓ）；甲醇、
乙腈为色谱纯；水为双蒸水；其他试剂均为市售分

析纯。

１２　仪　器
ＬＣ２０１０ＣＨＴ高效液相色谱仪（日本岛津公

司）；ＺｅｔａＰｌｕｓ激光粒度仪（美国 ＢｒｏｏｋＨａｖｅｎ公
司）；ＮａｎｏＳｃｏｐｅⅢａ型原子力显微镜（美国 Ｖｅｅｃｏ
精密仪器有限公司）；ＪＥＭ２００ＣＸ型透射电子显微
镜（日本 Ｊｅｏｌ公司）；Ｄ／ｍａｘ２５００／ＰＣ型转靶 Ｘ射
线衍射仪（日本理学公司）；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）；

透析袋（截留相对分子质量８～１４ｋＤ，南京晚晴化

９４４
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玻仪器有限公司）。

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：Ｎｏ２０１５０５３７３。

"

　方　法

２１　空白ＬＤＨｓ、ＬＤＨ纳米片及ＣＭＣＬＤＨ纳米片
复合物的制备

２１１　空白ＬＤＨｓ的制备　采用共沉淀法制备插
层离子为乳酸根和碳酸氢根的空白 ＬＤＨｓ［１７］。称
取Ｚｎ（Ｃ３Ｈ５Ｏ３）２０９１３ｇ，Ａｌ（Ｃ３Ｈ５Ｏ３）３０３６８ｇ溶
于水１００ｍＬ，得混合盐溶液 Ａ；精密称取 ＮａＨＣＯ３
５２５ｍｇ溶于水１００ｍＬ，得溶液 Ｂ；２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ
为溶液Ｃ。剧烈搅拌下，将溶液 Ｂ缓慢加入 Ａ中
形成均匀混合溶液，向混合溶液中缓慢滴加溶液Ｃ
至体系 ｐＨ８０±０１，滴加完毕后静置老化１２ｈ。
生成的白色浆液反复离心水洗５次，沉淀置于表面
皿，５０℃烘箱干燥１８ｈ，得空白ＬＤＨｓ粉末。
２１２　ＬＤＨ纳米片的制备　将上述制备的空白
ＬＤＨｓ浆状沉淀置水５０ｍＬ中，２００００ｒ／ｍｉｎ高速
分散２ｍｉｎ，５００ｒ／ｍｉｎ室温搅拌８ｈ，至白色混悬液
变为透明胶体溶液，得剥离ＬＤＨ纳米片溶液。
２１３　ＣＭＣＬＤＨ纳米片复合物（ＣＭＣＬＤＨ）的制
备　称取适量 ＣＭＣ，分别配制质量浓度为１，２，４，
８ｍｇ／ｍＬ的 ＣＭＣ水溶液，水浴加热搅拌至完全溶
解，冷却至室温。强烈搅拌下，将 ＬＤＨ纳米片胶
体溶液（１ｍｇ／ｍＬ）１ｍＬ缓慢滴加至等量 ＣＭＣ
（质量浓度分别为 １，２，４，８ｍｇ／ｍＬ）溶液中，使
ＣＭＣ与 ＬＤＨ质量比分别为１∶１，２∶１，４∶１及８∶１，
滴加完毕后继续搅拌１ｈ，得 ＣＭＣＬＤＨ纳米片复
合物溶液。

２２　载药ＬＤＨ纳米复合物的制备
２２１　ＰＲＮＬＤＨ纳米片复合物的制备　精密称
取适量ＰＲＮ溶于水中（１ｍｇ／ｍＬ），强烈搅拌下，逐
滴加入到适量 ＬＤＨ纳米片胶体溶液（１ｍｇ／ｍＬ），
使ＰＲＮ与ＬＤＨ质量比为１∶６。滴加完毕后继续搅
拌１ｈ，得ＰＲＮＬＤＨ纳米片复合物溶液。
２２２　ＣＭＣＰＲＮＬＤＨ纳米片复合物的制备　精
密称取适量 ＰＲＮ溶解于水中（１ｍｇ／ｍＬ），强烈搅
拌下，缓慢加入到１ｍＬＣＭＣ溶液（４ｍｇ／ｍＬ）中，
再向其中逐滴滴加 １ｍＬＬＤＨ纳米片胶体溶液
（１ｍｇ／ｍＬ），使 ＰＲＮ与 ＬＤＨ质量比为１∶６。滴加

完毕后继续搅拌１ｈ，得ＣＭＣＰＲＮＬＤＨ纳米片复
合物溶液。

２２３　ＰＲＮＬＤＨｓ插层纳米粒复合物的制备　按
照文献［９］方法，采用共沉淀法制备 ＺｎＡｌＰＲＮ
ＬＤＨｓ插层纳米粒复合物。称取 Ｚｎ（ＮＯ３）２·６Ｈ２Ｏ
１１９ｇ，Ａｌ（ＮＯ３）３·９Ｈ２Ｏ０７５ｇ溶于水３ｍＬ中，
得混合盐溶液。称取 ＮａＯＨ０５０５ｇ溶于水３ｍＬ
中，得碱液。称取 ＰＲＮ１４０ｍｇ溶于水７０ｍＬ中，
作为反应介质。全程氮气保护，０℃剧烈磁力搅
拌下，向反应介质中同步缓慢滴加混合盐溶液和

碱液，控制反应体系 ｐＨ７～８，滴加完毕后继续搅
拌１ｈ，反应液反复离心水洗至上清液无色，除去
游离药物分子。离心洗涤后得到的 ＬＤＨｓ浆液重
新分散于去离子水６０ｍＬ中，置反应釜中１００℃
水热处理５ｈ，得ＰＲＮＬＤＨｓ插层纳米粒复合物溶
液。冷冻干燥，得插层 ＰＲＮＬＤＨｓ纳米复合物
粉末。

２３　载药量的测定
采用ＨＰＬＣ法测定载药 ＬＤＨ纳米复合物载药

量。测定条件：色谱柱为ＩｎｔｅｒｔｓｉｌＯＳＤＳＰ（４６ｍｍ×
１５０ｍｍ，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）；流速为１ｍＬ／ｍｉｎ；柱温为３５℃；检测波长为
２３０ｎｍ；进样量为２０μＬ［９］。

将“２２”项下制备的 ＰＲＮＬＤＨ纳米片复合物
和ＣＭＣＰＲＮＬＤＨ纳米片复合物溶液，置于透析袋
中，双蒸水透析过夜，将透析后的载药ＬＤＨ纳米片
复合物溶液置于１０ｍＬ量瓶中，加入５ｍｏｌ／ＬＨＣｌ
１ｍＬ破坏ＬＤＨ，加入ＤＭＳＯ定容至刻度，高速离心
后取上清液用ＤＭＳＯ稀释至一定浓度，通过 ＨＰＬＣ
测定峰面积，代入标准曲线计算载药量。

精密称取 ＰＲＮＬＤＨｓ插层纳米粒复合物粉末
５ｍｇ于１０ｍＬ量瓶中，加入５ｍｏｌ／ＬＨＣｌ１ｍＬ破
坏，加入 ＤＭＳＯ定容至刻度。高速离心后取上清
液用ＤＭＳＯ稀释至一定浓度，通过ＨＰＬＣ测定峰面
积，代入标准曲线计算载药量［９］。

２４　ＬＤＨ样品理化性质的表征
将“２１”“２２”项下制备的样品分别稀释至

１ｍｇ／ｍＬ，测定样品粒径及电位。
使用 Ｘ射线衍射仪（Ｃｕ靶，Ｋα射线，λ＝

０１５４ｎｍ，２θ范围２°～７０°，扫描速度为２°／ｍｉｎ，
工作电压为４０ｋＶ，工作电流４０ｍＡ）测定样品的

０５４
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晶体结构。ＬＤＨ纳米片，ＣＭＣＬＤＨ、ＰＲＮＬＤＨ及
ＣＭＣＰＲＮＬＤＨ纳米片复合物溶液，１２０００ｒ／ｍｉｎ
高速离心３０ｍｉｎ得透明胶状沉淀为 Ｘ射线衍射
样品。

室温下，将“２１”项下制备的 ＬＤＨ纳米片溶
液稀释一定倍数后滴于石英片上，室温放置自然晾

干，轻敲模式下使用原子力显微镜（ＡＦＭ）观察粒
子形态、粒径及分散性。

室温下，将“２１”项下制备的 ＬＤＨ纳米片和
ＣＭＣＬＤＨ纳米片复合物溶液稀释一定倍数后滴于
铜网上，室温放置形成薄膜，使用透射电镜（ＴＥＭ）
观察样品的形态、粒径及分散性。

２５　载药ＬＤＨ纳米复合物体外稳定性考察
２５１　在人工泪液中的稳定性　取“２２”项下制
备的 ＰＲＮＬＤＨ、ＣＭＣＰＲＮＬＤＨ纳米片复合物及
ＰＲＮＬＤＨｓ插层纳米粒复合物溶液适量，与等体积
标准人工泪液混合，同法配制同浓度 ＰＲＮ人工泪
液作为对照。每升人工泪液含 ＮａＨＣＯ３２１８ｇ、
ＮａＣｌ６７８ｇ、ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ００８４ｇ、ＫＣｌ１３８ｇ，调
节ｐＨ至７４［８］，在３５℃下分别于０，０５，１，２，４，
６ｈ测定ＰＲＮ含量。
２５２　在磷酸盐缓冲液（ｐＨ７４）中的稳定性　
参考《中华人民共和国药典》２０１０年版，配制磷
酸盐缓冲液（ＰＢＳ，ｐＨ７４）。取“２２”项下制备
的 ＰＲＮＬＤＨ、ＣＭＣＰＲＮＬＤＨ纳米片复合物及
ＰＲＮＬＤＨｓ插层纳米粒复合物溶液适量，与等体
积 ＰＢＳ缓冲溶液混合，在３５℃下分别于０，０５，
１，２，４，６ｈ测定载药纳米复合物粒径及 ＰＲＮ
含量。

２６　载药ＬＤＨ纳米复合物体外释放考察
采用动态透析法研究载药ＬＤＨ纳米复合物在

ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ７４）的体外释放行为。量取 ＰＲＮ
溶液、ＣＭＣＰＲＮＬＤＨ纳米片复合物溶液及 ＰＲＮ
ＬＤＨｓ插层纳米粒复合物各１ｍＬ（ＰＲＮ质量浓度均
为００５ｍｇ／ｍＬ）置于透析袋，然后将透析袋置于
ＰＢＳ缓冲溶液５０ｍＬ中，于（３５±０５）℃，４００ｒ／ｍｉｎ
磁力搅拌下进行体外释放实验。分别于 １０，３０，
４５，６０，９０，１２０，１８０，２４０，３００，３６０，４８０，７２０ｍｉｎ
取样０５ｍＬ并补加等体积释放介质，释放溶液
０４５μｍ微孔滤膜过滤。取续滤液按“２３”项下
色谱条件测定 ＰＲＮ含量，计算累积释放百分率并
绘制释放曲线。

２７　家兔角膜前滞留行为考察
２７１　滴眼液的配制

ＣＭＣＰＲＮ滴眼液的配制　精密称取适量ＰＲＮ
溶解于水中（１ｍｇ／ｍＬ），强烈搅拌下，缓慢加入到
ＣＭＣ溶液（２ｍｇ／ｍＬ）２ｍＬ中，使ＰＲＮ质量浓度为
００５ｍｇ／ｍＬ，加入 ０２５％三氯叔丁醇和 ６％葡萄
糖，得ＣＭＣＰＲＮ滴眼液。

载药 ＬＤＨ纳米复合物滴眼液的配制　取
“２２”项下制备的 ＣＭＣＰＲＮＬＤＨ纳米片复合物
和ＰＲＮＬＤＨｓ插层纳米粒溶液适量（ＰＲＮ质量浓
度为００５ｍｇ／ｍＬ），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 ＣＭＣ
ＰＲＮＬＤＨ纳米片复合物滴眼液和 ＰＲＮＬＤＨｓ插层
纳米粒复合物滴眼液。

２７２　给药方案
新西兰大白兔 ２４只，随机分成 ４组，每组 ６

只。４组分别给予市售制剂（ＰＲＮ质量浓度为
００５ｍｇ／ｍＬ），ＣＭＣＰＲＮ滴眼液，ＣＭＣＰＲＮＬＤＨ
纳米片复合物滴眼液及 ＰＲＮＬＤＨｓ插层纳米粒滴
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于离心管中，加入甲醇９０μＬ，涡旋２ｍｉｎ，
１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液按“２３”项下
色谱条件进样分析。

２８　ＣＭＣＰＲＮＬＤＨ纳米片复合物眼部刺激性
实验

新西兰大白兔３只，左眼给予 ＣＭＣＰＲＮＬＤＨ
纳米片复合物滴眼液５０μＬ，右眼给予生理盐水５０
μＬ作为对照。单次给药眼刺激性试验，给药１次，
给药后１，２，４，２４，４８，７２ｈ记录眼部各组织情况；
多次给药眼刺激性试验，每日３次，连续５ｄ，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［７］，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。将每只动物的眼角膜、虹膜和结

膜的刺激反应的分值相加，即得一只受试动物的

眼部刺激性反应总积分，每只受试动物的刺激性

反应积分总和除以动物数为该受试动物对眼部
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刺激性反应平均积分，根据平均积分计算受试动

物眼刺激程度。

#

　结果与讨论

３１　ＬＤＨ纳米片
本课题组前期研究［９］，将ＰＲＮ分别插层于Ｚｎ

ＡｌＮＯ３ＬＤＨｓ和 ＭｇＡｌＮＯ３ＬＤＨｓ制 备 ＺｎＡｌ
ＰＲＮＬＤＨｓ和 ＭｇＡｌＰＲＮＬＤＨｓ插层纳米粒，由于
不同金属离子组成的载药ＬＤＨｓ体外释放行为有
较大差异，ＺｎＡｌＰＲＮＬＤＨｓ体外累积释放量低，所
以最终选择ＭｇＡｌＰＲＮＬＤＨｓ做后续研究。然而，
ＭｇＡｌＬＤＨｓ需在ｐＨ大于９条件下形成，而ＺｎＡｌ
ＬＤＨｓ在ｐＨ７～８条件下形成，与生理 ｐＨ更接近，
对眼部刺激性相对较小，因此本研究仍在 ＺｎＡｌ
ＬＤＨｓ基础上制备 ＺｎＡｌＬＤＨ纳米片，进行后续研
究。鉴于硝酸根插层 ＬＤＨｓ无法在水中剥离［１８］，

选用插层离子为乳酸根和碳酸氢根的 ＬＤＨｓ（简称
空白 ＬＤＨｓ）进行剥离研究［１７］。共沉淀法制备

ＰＲＮＬＤＨｓ插层纳米粒是 ＰＲＮ与混合盐溶液中阴
离子竞争插层的过程，硝酸根易被其他阴离子竞争

置换，因此将ＰＲＮ插入ＺｎＡｌＮＯ３ＬＤＨｓ层间来制
备ＰＲＮＬＤＨｓ插层纳米粒复合物。

空白ＬＤＨｓ混悬液为乳白色（图１Ａ），而剥离
后ＬＤＨ纳米片胶体溶液呈无色透明，存在明显的丁
达尔现象（图１Ｂ）。ＬＤＨ纳米片粒径为（４７５±１２）
ｎｍ，多分散指数（ＰＩ）为０２１０±００２１，与 ＴＥＭ结
果基本一致（图２Ａ），ＬＤＨ纳米片形态为六边形、
圆形、椭圆形，形状不规则且粒径小，衬度微弱均一

表明ＬＤＨ纳米片片层极薄且厚度均匀。ＡＦＭ（图
３）可观察到，ＬＤＨ纳米片横向尺寸约为５０ｎｍ，厚
度为２～１０ｎｍ。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍａｎｄｄｉｇｉｔａｌｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓｏｆｂｌａｎｋＬＤＨｓ
（Ａ），ＬＤＨｎａｎｏｓｈｅｅｔｓ（Ｂ）ａｎｄＣＭＣＬＤＨｎａｎｏｓｈｅｅｔｓ（Ｃ）
ＬＤＨ：Ｌａｙｅｒｅｄｄｏｕｂｌｅｈｙｄｒｏｘｉｄｅ；ＣＭＣ：Ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｃｅｌｌｕｌｏｓｅ

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＴＥＭｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓｏｆＬＤＨｎａｎｏｓｈｅｅｔｓ（Ａ）ａｎｄＣＭＣＬＤＨ
ｎａｎｏｓｈｅｅｔｓ（Ｂ）

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＡＦＭｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓｏｆＬＤＨｎａｎｏｓｈｅｅｔｓ
Ａ：ＤｅｌａｍｉｎａｔｅｄＬＤＨｎａｎｏｓｈｅｅｔｓｏｎａｍｉｃａｓｕｂｓｔｒａｔｅ；Ｂ：Ｈｅｉｇｈｔｐｒｏｆｉｌｅ
ｏｆＬＤＨｎａｎｏｓｈｅｅｔｓ

Ｘ射线衍射可检测 ＬＤＨ剥离前后晶型变化，
是判断 ＬＤＨ是否发生剥离的重要依据之一［１３］。

图４Ａ为空白 ＬＤＨｓ的 ＸＲＤ图，具有典型的 ＬＤＨ
特征衍射峰，（００３）和（００６）号峰分别为１１７０°和
２３２４°，可计算出层间距 ｄ（００３）为７５６ｎｍ，表明制
备的空白 ＬＤＨｓ具有完整的层状结构。图４Ｂ为
剥离后ＬＤＨ纳米片的ＸＲＤ图，低衍射角区的尖锐
衍射峰消失，２θ为６１°处有一个小的 ＬＤＨ层板衍
射峰（１１０），以上结果表明ＬＤＨｓ晶态结构被破坏，
已形成纳米片。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＸＲＤｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｂｌａｎｋＬＤＨｓ（Ａ），ＬＤＨｎａｎｏｓｈｅｅｔｓ（Ｂ）ａｎｄ
ＣＭＣＬＤＨｎａｎｏｓｈｅｅｔｓ（Ｃ）

３２　ＣＭＣＬＤＨ纳米片复合物
ＣＭＣ与ＬＤＨ分别以质量比 １∶１，２∶１，４∶１及

８∶１杂化制备的 ＣＭＣＬＤＨ纳米片复合物粒径、ＰＩ

２５４
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及电位如表１所示。当 ＣＭＣ与 ＬＤＨ质量比增加
至４∶１时，ＣＭＣＬＤＨ的电位不再发生明显变化，但
继续增加ＣＭＣ的量，粒径及多分散系数明显增大，
最后选择 ＣＭＣ与 ＬＤＨ的质量比为４∶１做后续研
究。ＣＭＣＬＤＨ纳米片复合物溶液同样存在明显的
丁达尔现象，如图１Ｃ所示，表明ＣＭＣ的加入并未
影响ＬＤＨ纳米片胶体状态。ＴＥＭ（图２Ｂ）可观察
到，与ＬＤＨ纳米片相比，ＣＭＣＬＤＨ纳米片复合物
粒子边缘模糊，表明 ＬＤＨ纳米片表面被 ＣＭＣ包
覆，均匀分散在 ＣＭＣ中，并未出现聚集，厚度约为
２～１０ｎｍ，与 ＬＤＨ纳米片基本一致。图 ４Ｃ为
ＣＭＣＬＤＨ纳米片复合物 ＸＲＤ图，与 ＬＤＨ纳米片
相似，低衍射角区的尖锐衍射峰消失，说明ＬＤＨ纳
米片与ＣＭＣ杂化后，并未发生重组，仍以纳米片的
形式稳定分散在ＣＭＣ中。

Ｔａｂｌｅ１　ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｋｉｎｄｓｏｆＣＭＣＬＤＨｎａｎｏｓｈｅｅｔｓ
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

ｍ（ＣＭＣ）／ｍ（ＬＤＨ） Ｓｉｚｅ／ｎｍ ＰＩ Ｚｅｔａｐｏｔｅｎｔｉａｌ／ｍＶ
０∶１ ４７５±１２１ ０２１０±００２１ ＋３５４±０９
１∶１ １２０７±５３ ０２００±００１４ －４５３±０４
２∶１ １３７９±４８ ０２３７±００１７ －４７４±０２
４∶１ １４６１±４４ ０２８２±００１２ －４９３±０５
８∶１ ２６１５±６４ ０４９４±０２３１ －４９６±０３

ＰＩ：Ｐｏｌｙｄｉｓｐｅｒｓｉｔｙｉｎｄｅｘ

３３　载药ＬＤＨ纳米复合物
ＬＤＨ纳米片由于具有更大的比表面积，载药

量远大于层状结构的ＬＤＨｓ，然而载药量越高，ＬＤＨ
纳米片体系越不稳定。参考课题组前期研究［９］，

ＺｎＡｌＰＲＮＬＤＨｓ插层纳米粒载药量为（１４３２±
０５２）％，按此药物载体比例制备 ＰＲＮＬＤＨ纳米
片复合物和 ＣＭＣＰＲＮＬＤＨ纳米片复合物，按
“２３”项下载药量测定方法，双蒸水透析过夜，测
得药物含量分别为（９９８３±０１３）％和（９９２１±
０３５）％，说明ＰＲＮ与ＬＤＨ以质量比为１∶６载药，
ＰＲＮ可完全吸附于 ＬＤＨ纳米片表面。因此，以该
药物载体比例制备的 ＰＲＮＬＤＨ纳米片复合物和
ＣＭＣＰＲＮＬＤＨ纳米片复合物，一方面能保证载药
纳米片复合物体系的稳定性，另一方面在相同载药

量的基础上可比较两种载体的其他特性。

载药 ＬＤＨ纳米复合物的粒径、电位、ｐＨ和载
药量的性质见表 ２。直接通过共沉淀法制备的
ＰＲＮＬＤＨｓ插层纳米粒复合物，粒径较大，由ＸＲＤ
结果计算可知（图５Ａ）层间距 ｄ（００３）为１２７ｎｍ，

与前期实验结果一致［９］。ＬＤＨ纳米片直接吸附
载药制备的 ＰＲＮＬＤＨ纳米片复合物，Ｚｅｔａ电位
（２１１±０６）ｍＶ，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较好的物

理稳定性［１９］，ＰＲＮＬＤＨ纳米片复合物电位较低。
ＸＲＤ结果如图５Ｂ所示，出现了明显的（００３）号衍
射峰，推测ＰＲＮ的加入引起ＬＤＨ纳米片体系不稳
定，部分 ＬＤＨ纳米片发生聚集，恢复层状结构。
ＣＭＣＰＲＮＬＤＨ纳米片复合物ＸＲＤ结果见图５Ｃ，
未出现明显（００３）号峰，说明 ＣＭＣ的加入提高了
ＬＤＨ纳米片的稳定性，载药 ＬＤＨ纳米片仍以稳定
的形式分散在ＣＭＣ中。

Ｔａｂｌｅ２　ＣｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｋｉｎｄｓｏｆＰＲＮＬＤＨｎａｎｏｃｏｍｐｏ
ｓｉｔｅｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｓａｍｐｌｅ
ＰＲＮＬＤＨ
ｎａｎｏｓｈｅｅｔｓ

ＣＭＣＰＲＮＬＤＨ
ｎａｎｏｓｈｅｅｔｓ

ＰＲＮＬＤＨｓ
ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

Ｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｚｅ／ｎｍ １６４５±１２１ １４３９±５４ ２０５３±１７６
Ｚｅｔａ／ｍＶ ＋２１１±０６ －５３０±１２ ＋２７６±０５
ｐＨ ６１７±０１８ ７２１±０２３ ７１７±０２９
Ｄｒｕｇｌｏａｄｉｎｇ／％ １４２１±０３３ １４２８±０２５ １４３２±０５２

ＰＲＮ：Ｐｉｒｅｎｏｘｉｎｅｓｏｄｉｕｍ

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＸＲＤｐａｔｔｅｒｎｓｏｆＰＲＮＬＤＨｓｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ（Ａ），ＰＲＮＬＤＨ
ｎａｎｏｓｈｅｅｔｓ（Ｂ）ａｎｄＣＭＣＰＲＮＬＤＨｎａｎｏｓｈｅｅｔｓ（Ｃ）

３４　载药ＬＤＨ纳米复合物体外稳定性
体外释放实验前，本研究考察了 ＰＲＮ，载药

ＬＤＨ纳米复合物在释放介质中的稳定性。由表３
可知，ＰＲＮ在人工泪液中稳定性差，６ｈ后 ＰＲＮ含
量降至１５１６％，表明 ＰＲＮ在人工泪液中不稳定。
ＰＲＮＬＤＨｓ插层纳米粒和ＰＲＮＬＤＨ纳米片复合物
置于人工泪液０５ｈ后出现明显可见的沉淀，推测
原因为表面带有正电荷的ＬＤＨ极易吸附盐溶液中
的阴离子，导致ＬＤＨ电位持续下降，粒子间静电排
斥作用减弱，出现聚集粒径显著增大的现象［１６］。

ＣＭＣＰＲＮＬＤＨ纳米片复合物在人工泪液中相对
稳定，实验过程中未出现聚集沉淀，表明 ＣＭＣ对

３５４
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ＬＤＨ纳米片的稳定作用，６ｈ后药物含量为
４９４１％，与ＰＲＮ相比含量提高了３２６倍，说明药
物吸附在ＬＤＨ纳米片表面后，在一定程度上提高
了药物分子本身的稳定性。

Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｎｔｅｎｔ（％）ｏｆＰＲＮ，ＰＲＮＬＤＨｎａｎｏｓｈｅｅｔｓ，ＣＭＣＰＲＮ
ＬＤＨｎａｎｏｓｈｅｅｔｓａｎｄＰＲＮＬＤＨｓｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｎａｒｔｉｆｉｃｉａｌｔｅａｒ（ｎ＝３）

Ｇｒｏｕｐ ０ ０５ １ ２ ４ ６ｈ
ＰＲＮ １００ ８９３６ ７７５９ ６６２１ ３４４３ １５１６
ＰＲＮＬＤＨｎａｎｏｓｈｅｅｔｓ － － － － － －
ＣＭＣＰＲＮＬＤＨ
　ｎａｎｏｓｈｅｅｔｓ

１００ ９８９９ ８５２９ ８４９ ６７０８ ４９４１

ＰＲＮＬＤＨｓｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ － － － － － －

　　由上述实验结果可知人工泪液不适合作为体
外释放介质，因此选择 ｐＨ７４磷酸盐缓冲液
（ＰＢＳ）为体外释放介质，首先考察了 ＰＲＮ、ＰＲＮ
ＬＤＨ纳米片、ＣＭＣＰＲＮＬＤＨ纳米片复合物和
ＰＲＮＬＤＨｓ插层纳米粒在ＰＢＳ中的稳定性，结果如
表４，５所示。ＰＲＮ在３５℃的 ＰＢＳ中６ｈ含量为
８３２３％，与在人工泪液中相比相对稳定。ＰＲＮ
ＬＤＨｓ插层纳米粒置３５℃的 ＰＢＳ中，粒径持续增
大，６ｈ后有明显沉淀析出，稳定性较差。ＰＲＮ
ＬＤＨ纳米片在３５℃的ＰＢＳ中出现明显聚集沉淀，
稳定性差。ＣＭＣＰＲＮＬＤＨ纳米片复合物置３５℃
的ＰＢＳ中，粒径有小幅度上下波动，但波动范围不
大，粒径及ＰＲＮ含量保持相对稳定。

Ｔａｂｌｅ４　Ｃｏｎｔｅｎｔ（％）ｏｆＰＲＮ，ＣＭＣＰＲＮＬＤＨｎａｎｏｓｈｅｅｔｓａｎｄＰＲＮ
ＬＤＨｓｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｎＰＢＳ（ｎ＝３）

Ｇｒｏｕｐ ０ ０５ １ ２ ４ ６ｈ
ＰＲＮ １００ ９９７１ ９８２５ ９４０９ ８８７０８３２３
ＣＭＣＰＲＮＬＤＨ
　ｎａｎｏｓｈｅｅｔｓ

１００ １０２９５ ９３６７ ９１９０ ８６７５８０６５

ＰＲＮＬＤＨｓｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ １００ １０１７３ ９６１９ － － －

Ｔａｂｌｅ５　Ｓｉｚｅ（ｎｍ）ｏｆＣＭＣＰＲＮＬＤＨｎａｎｏｓｈｅｅｔｓａｎｄＰＲＮＬＤＨｓ
ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｉｎＰＢＳ（ｎ＝３）

Ｇｒｏｕｐ ０ ０５ １ ２ ４ ６ｈ
ＣＭＣＰＲＮＬＤＨｎａｎｏｓｈｅｅｔｓ１４５２ １５１５ １４７３ １５２９ １５８６ １６７１
ＰＲＮＬＤＨｓｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ２１２７ ２４６３ ３８９４ ４２２６ ５８０３ ＞１０００

３５　载药ＬＤＨ纳米复合物体外释放
ＰＲＮ溶液、ＣＭＣＰＲＮ溶液、ＣＭＣＰＲＮＬＤＨ纳

米片复合物及 ＰＲＮＬＤＨｓ插层纳米粒溶液在 ＰＢＳ
中的释放曲线如图６所示。ＰＲＮ和 ＣＭＣＰＲＮ溶
液呈现快速释放，２ｈ释放完全，二者释放行为基
本一致。与ＰＲＮ溶液相比，ＣＭＣＰＲＮＬＤＨ纳米片
复合物和ＰＲＮＬＤＨｓ插层纳米粒都呈现缓慢释放，

１２ｈ药物累积释放百分率分别为 ７０４４％和
４４２１％。ＰＲＮＬＤＨｓ插层纳米粒与 ＣＭＣＰＲＮ
ＬＤＨ纳米片复合物相比，药物释放过程更为缓慢，
体外累积释放量低，与前期研究结果一致［９］。两

种载药形式药物释放机制不同，药物ＬＤＨｓ插层纳
米粒的释放主要包括离子交换和层板溶蚀两个过

程。在ｐＨ７４条件下，药物在 ＰＢＳ中的释放主要
是通过药物分子与释放介质中的离子交换来实现。

ＰＲＮＬＤＨｓ插层纳米粒层板水合程度低，层间 ＰＲＮ
与ＬＤＨ层板结合力强，扩散和离子交换阻力大，导
致药物释放过程缓慢且累积释放量低。相比ＰＲＮ
ＬＤＨｓ插层纳米粒，ＣＭＣＰＲＮＬＤＨ纳米片复合物
中ＰＲＮ直接吸附于ＬＤＨ层板表面，更容易被释放
介质中的阴离子置换，因而释放相对较快［２０］。

ＰＲＮＬＤＨｓ插层纳米粒在释放实验过程中仍然出
现少量聚集沉淀现象，可能与释放介质中大量离子

进入透析袋引起 ＰＲＮＬＤＨｓ插层纳米粒不稳定
有关。

—●—ＰＲＮ；—■—ＣＭＣＰＲＮ；—▲—ＣＭＣＰＲＮＬＤＨｎａｎｏｓｈｅｅｔｓ；
—◆—ＰＲＮＬＤＨｓｎａｎｏｐａｃｔｉｃｌａｓ
Ｆｉｇｕｒｅ６　ＡｃｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｒｅｌｅａｓｅｔｉｍｅｐｒｏｆｉｌｅｓｏｆＰＲＮ，ＣＭＣＰＲＮ，
ＣＭＣＰＲＮＬＤＨｎａｎｏｓｈｅｅｔｓａｎｄＰＲＮＬＤＨｓｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

３６　载药ＬＤＨ纳米复合物滴眼液在家兔泪液的
药代动力学

制剂滴眼给药后ＰＲＮ浓度随时间延长呈衰减
趋势，其结果见图７。市售制剂和 ＣＭＣＰＲＮ制剂
组仅能检测到２ｈ内泪液中的 ＰＲＮ浓度，而 ＣＭＣ
ＰＲＮＬＤＨ制剂组可以检测到４ｈ内泪液中的 ＰＲＮ
浓度。ＰＲＮＬＤＨｓ插层纳米粒制剂仅能检测到
１０ｍｉｎ泪液中 ＰＲＮ浓度，且差异较大。结合前述
体外稳定性及体外释放结果，推测由于 ＰＲＮＬＤＨｓ
插层纳米粒稳定性较差，且体外释放不完全，因而

在泪液中无法有效检测。使用 ＰＫＳｏｌｖｅｒ软件，根

４５４
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据ＡＩＣ最小原则进行模型拟合，３种制剂在家兔泪
液中的经时变化过程符合一级消除过程，拟合结果

见表６。ＣＭＣＰＲＮ滴眼液的 ＡＵＣ０６ｈ和 ＭＲＴ分别
为市售制剂的１２４和１１１倍，ＣＭＣ可在一定程
度上提高药物在眼部的滞留，但效果并不明显。

ＣＭＣＰＲＮＬＤＨ纳米片复合物滴眼液 ＡＵＣ０６ｈ和
ＭＲＴ分别为市售制剂的４１８和１７９倍，具有显
著性提高（Ｐ＜００１），这可能与 ＬＤＨ纳米片本身
较强的表面活性相关，ＬＤＨ纳米片可通过氢键作
用与覆盖在角膜和结膜表面的黏蛋白相互作用，从

而延长药物在眼部的滞留时间。

—◆—ＣｏｍｍｅｒｃｉａｌＰＲＮ；—■—ＣＭＣＰＲＮ；—▲—ＣＭＣ
Ｆｉｇｕｒｅ７　ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｉｍｅｃｕｒｖｅｏｆＰＲＮｉｎｔｅａｒｓａｍｐｌｅｓｏｆｃｏｍｍｅｒ
ｃｉａｌＰＲＮｅｙｅｄｒｏｐｓ，ＣＭＣＰＲＮａｎｄＣＭＣＰＲＮＬＤＨｎａｎｏｓｈｅｅｔｓｆｏｒｍｕ
ｌａｔｉｏｎｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ｔａｂｌｅ６　ＰｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｃｏｍｍｅｒｃｉａｌＰＲＮｅｙｅｄｒｏｐｓ，
ＣＭＣＰＲＮａｎｄＣＭＣＰＲＮＬＤＨｎａｎｏｓｈｅｅｔｓｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ｇｒｏｕｐ ＡＵＣ０６ｈ／（μｇ·ｍｉｎ／ｍＬ） ＭＲＴ／ｍｉｎ
ＣｏｍｍｅｒｃｉａｌＰＲＮｅｙｅｄｒｏｐｓ ３４０５±３１３ １８６９±３６８
ＣＭＣＰＲＮ ４２３５±６５１ ２０７９±１８４
ＣＭＣＰＲＮＬＤＨｎａｎｏｓｈｅｅｔｓ １４２２８±１３０４ ３３５１±２８６
 Ｐ＜００５， Ｐ＜００１ｖｓｃｏｍｍｅｒｃｉａｌＰＲＮｅｙｅｄｒｏｐｓｇｒｏｕｐ

３７　ＣＭＣＰＲＮＬＤＨ纳米片复合物滴眼液的眼部
刺激性

右眼生理盐水组单次给药和多次给药的眼刺

激性平均分数分别为 ０３５和 １，左眼 ＣＭＣＰＲＮ
ＬＤＨ纳米片复合物滴眼液组单次给药和多次给药
的眼刺激性平均分数分别为 ０５８和 １４６。根据
Ｄｒａｉｚｅ眼刺激性评价标准，可认为 ＣＭＣＰＲＮＬＤＨ
纳米复合物滴眼液对眼部无刺激性。

$

　结　论

本研究以新型 ＬＤＨ纳米片为载体，ＣＭＣ为稳
定剂制备了ＣＭＣＰＲＮＬＤＨ纳米片复合物，以共沉
淀法制备了 ＰＲＮＬＤＨｓ插层纳米粒。通过体外稳

定性，体外释放行为及家兔泪液滞留行为的考察，

比较了两种形式的载药ＬＤＨ纳米复合物性质的差
异。ＣＭＣＰＲＮＬＤＨ纳米片复合物体外稳定性较
好，在ＰＢＳ中能够缓慢释放，家兔泪液滞留时间与
市售制剂相比有显著性提高，而ＰＲＮＬＤＨｓ插层纳
米粒稳定性较差，体外累积释放量低，眼部滞留结

果差异较大。以上研究表明，ＬＤＨ纳米片载药后
能显著延长药物在角膜前的滞留时间，为提高其进

入角膜或其他眼部组织的能力和眼部的生物利用

度提供了新的策略，具有较好的应用前景。后续将

着重研究载药ＬＤＨ纳米片复合物在眼部的渗透性
及其吸收机制。
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·校园信息·

中国药科大学药学学科位列全国第一

６月１６日，广州日报数据和数字化研究院（ＧＤＤＩ）发布“２０１６广报大学一流学科排行榜”，中国药科大学的药学
学科位列全国第一位。北京大学、复旦大学、沈阳药科大学、浙江大学则分别位列第二至第五位。

该排行榜在遵循数据易采集、可采集、具权威性的基础上，通过对国内高校３２７所大学２０１１年１月１日至２０１５
年１２月３１日的学科数据进行统计分析，以科学研究指数、人才培养指数、学科声誉指数和二次评估指数等四个指标
作为评价标准。在全国药学学科排行榜中，中国药科大学以科研指数９７８０、人才培养指数１００００、学科声誉指数
９７０７、二次评估指数１００００、综合指数９８５３的好成绩斩获全国桂冠，综合指数评分比位列第二位的北京大学高了
近５个指数，集中彰显了中国药科大学在药学学科强大的综合实力和影响力。

（来源：新华网）
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