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摘 要：【目的】制备雷帕霉素（RAPA）眼用缓释膜，并评价其体外释放性能。【方法】利用聚乳酸（PLA）和聚糖

酸（PGA）的共聚物聚乳糖酸（PLGA）为载体与RAPA制成眼用缓释膜，并对该缓释膜的药物含量进行测定（包括缓

释膜的专属性考察、回收率、精密度及稳定性的测定），以及缓释膜的体外释放分析研究。【结果】通过RAPA标准曲

线可知，RAPA浓度在 0.408~40.8 μg/mL范围内，与峰面积呈良好的线性关系；专属性考察发现缓释膜中辅料及 0.3%
SDS溶液对RAPA含量测定没有干扰，含量测定专属性好；对空白缓释膜加入高中低 3组不同药物含量并检测其回

收率和精密度结果均良好；通过RAPA缓释膜的药物含量测定分析，缓释膜平均RAPA含量为（112.6±10.1）μg/片
（RSD 8.99%）；而RAPA稳定性测定也发现，以 0.3% SDS溶液为释放介质的RAPA在 15 d内稳定性好。同时通过缓

释膜体外释放研究发现，药物释放量在第 5天达到峰值浓度，并持续维持至 15 d。【结论】一定行为学参数的RAPA
眼用缓释膜具有良好的缓释性能，具有青光眼术后抗瘢痕化的应用潜力。
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Abstract：【Objective】To prepare rapamycin（RAPA）sustained-release film and to evaluate its dissolution.【Methods】
RAPA sustained- release film was created by using polymer polyactioglyconic acid（PLGA），copolymer of polyactic acid
（PLA）and polyglycolic acid（PGA）. Drug content of the sustained-release film was determined using specificity test，recov⁃
ery，relative standard deviation（RSD）and stability test. Then，the dissolution of the sustained-release film was analyzed.
【Results】The concentration of RAPA had a linear relationship with peak area，which ranged between 0.408 μg/mL and 40.8
μg/mL through the standard curve. The specificity test of the drug content determination indicated the excipient of the film and
the solution with 0.3% sodium dodecyl sulfate（SDS）did not affect in determining the RAPA content. The recovery and RSD
were excellent through drug content determination in blank films，which had three different levels of RAPA concentrations.
The mean RAPA content of the sustained-release films was（112.6±10.1）μg（RSD 8.99%）through the drug content determi⁃
nation of the films，and the stability of RAPA with 0.3% SDS was good within 15 days. In addition，dissolution test of the sus⁃
tained-release film indicated that the amount of drug release reached a high level and sustained up to 15 days.【Conclusion】
The RAPA sustained-release film with certain behavioral characteristic parameters had a stable drug content and favorable sus⁃
tained-release property，and it may have certain application potential in anti-proliferation after glaucoma filtering surgery.
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青光眼是世界上第一位不可逆致盲眼病［1］，

虽然青光眼的治疗手段有很多，但降低眼内压是

目前最明确的治疗手段［1-3］。多数患者早期可以

通过药物控制眼压，但到了后期仍然需要接受手

术降眼压治疗［1，4］。滤过性手术是目前治疗青光

眼最常用的手术方式［4-5］，然而滤过泡瘢痕化则是

导致手术失败的主要原因［6］，因此抗滤过泡瘢痕

化已成为当前的研究热点。尽管目前应用于滤过

区抗瘢痕形成的药物很多，例如丝裂霉素C（mito⁃
mycin C，MMC）［6-7］和 5-氟尿嘧啶（5-FU）［6，8］，但

是，这些药物的应用可能导致术后持续性低眼压、

角膜上皮损伤、眼内炎、滤过泡渗漏、白内障［2，9-14］

等诸多并发症的发生，且远期效果不理想。因此，

寻找一种安全、有效、低毒、作用持久的药物一直

是青光眼研究领域的重要课题之一。雷帕霉素

（rapamycin，RAPA）又称西罗莫司（sirolimus），是

从吸水性链霉素发酵液中提取的三烯大环内酯

类抗排斥药物，是目前最新的强效免疫抑制剂

之一［15-16］，具有低毒、高效的特性［17］，临床上已用

于自身免疫性疾病和器官移植后抗排斥反应的治

疗［16-18］。有研究［19］表明，RAPA对人 Tenon′s 囊成

纤维细胞的有较强的抑制作用，因此它极有可能

成为理想的抗瘢痕增殖的新药。根据青光眼滤过

术后伤口的愈合过程可知，术后 2周内为成纤维

细胞增生最活跃的时期［19］，由此我们设计以具有

良好生物相容性的PLGA作为载体，制备RAPA药

物缓释膜，拟在术中置入手术区域的 Tenon′s 囊
下，使RAPA能够持续稳定地释放，在局部达到一

定的有效浓度，从而控制术后成纤维细胞的增殖

达 15 d之久。因此，本研究通过研制RAPA眼用

缓释膜，并对该缓释膜的药物含量进行测定及体

外释放进行验证研究。

1 材料与方法

1.1 RAPA眼用缓释膜的制备

用精密分析天平（925M-202A-DRSCS PRE⁃
CISA）称取聚乙二醇-4000（PEG-4000，化学纯，

广东汕头市西陇化工厂）36 mg于 5 mL离心管中，

加入 1.5 mL 二氯甲烷，用涡旋混合器（Scientific
industries Vortexgenie2）涡旋溶解。

称取 PLGA 50：50 poly（DL-Lactide-co-Gly⁃
colide，特性粘度 0.55~0.75 dL/g，Durect Corpora⁃

tion Birmingham）42 mg，PLGA 50：50 poly（DL-
Lactide-co-Glycolide，特性粘度 0.17 dL/g，Durect
Corporation Birmingham）15.6 mg，RAPA 14 mg 于

2 mL离心管中，加入 1.1.1中溶液 600 μL，涡旋溶

解 10 min，静置 5 min，将制得的溶液均匀滴加到

载玻片中，置于通风橱中 3 d，待溶剂挥干，脱膜。

将制得的膜片裁剪成 2.5 mm×2.5 mm小片（图 1），

即得。

1.2 缓释膜中RAPA含量测定方法学的建立

1.2.1 色谱条件 使用高效液相色谱仪（Agilent
1200 美国）和色谱柱 GraceSMart RP18（250 mm×
4.6 mm，5 μm），流动相设置为：甲醇∶水为80∶20，检测

波长为278 nm，流速为1 mL/min，进样量为10 μL，柱
温为 45 ℃。

1.2.2 RAPA 标准曲线制备 用精密称取 RAPA
固体粉末（090901LP，纯度 99.5%，杭州中美华

东制药有限公司）10.2 mg于 10 mL容量瓶中，用适

量无水乙醇溶解，并定容至刻度，即得浓度为

1.02 mg/mL RAPA无水乙醇溶液。

取 1.02 mg/mL RAPA标准液 2 mL，于 25 mL棕

色容量瓶中，用体积分数 0.3%十二烷基硫酸钠

（SDS，分析纯，天津福晨化学试剂厂）溶液定容至

刻度，即得浓度为 81.6 μg/mL RAPA储备液。

分别取RAPA标准储备液 5、2.5、1.25 mL，和
625、250、125、50 μL于 10 mL容量瓶中，加体积分

数 0.3% SDS溶液定容至刻度，即得浓度为 40.8、
20.4、10.20、5.1、2.04、1.02和 0.408 μg/mL RAPA标

准液。注意避光操作。取上述标准液 10 μL注入

图 1 缓释膜的形状

Fig.1 The shape of sustained-release film
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色谱仪，记录色谱图，以峰面积对RAPA浓度进行

线性回归。

1.2.3 专属性考察 取PLGA空白膜，加入 0.5 mL
乙腈溶解，取 0.25 mL于 10 mL容量瓶中，加体积

分数 0.3% SDS溶液定容至刻度，过滤，按 1.2.1项

色谱条件进样分析，考察辅料对RAPA含量测定

是否存在干扰。

1.2.4 回收率及精密度测定 取 PLGA 空白膜

9片，于2 mL离心管中，分高、中、低3组，每组平行 3
份。高、中、低组分别加入 RAPA 61.2、122.4 和

183.6 μg，加入乙腈至 0.5 mL涡旋溶解，取 0.25 mL
于 10 mL容量瓶中，加体积分数 0.3% SDS溶液定

容至刻度，过滤，按 1.2.1项色谱条件进样分析，记

录色谱峰面积，同时取浓度与样品浓度接近的

RAPA标准液 10 μL注入色谱仪，按外标法计算回

收率。

1.2.5 缓释膜中 RAPA 含量测定 取 RAPA缓释

眼膜 6片于 2 mL离心管中，加入 0.5 mL乙腈涡旋

溶解，取 0.25 mL于 10 mL容量瓶中，加 0.3% SDS
溶液定容至刻度，过滤，取样品 10 μL注入色谱仪

进样分析，记录色谱图及峰面积，同时取浓度与样

品浓度接近的RAPA标准液 10 μL注入色谱仪，按

外标法计算膜片中RAPA含量。

1.2.6 RAPA 稳定性测定 分别于 0、1、5、10 和

15 d进样测定，考察RAPA在 0.3% SDS溶液中的

稳定性。

1.3 RAPA眼用缓释膜体外释放考察

1.3.1 RAPA在不同溶剂中的溶解度考察 取过

量的 RAPA 固体粉末，分别加入 2 mL 体积分数

0.1%、0.5%失水山梨醇单油酸酯聚氧乙烯醚

（Tween-80，化学纯，天津市百世化工有限公司）

及体积分数 20%乙醇、30%乙醇、0.3% SDS涡旋溶

解 5 min，再放入 37 ℃水浴恒温振荡器（SHA-B江

苏省金坛市宏华仪器厂）中，以 100 r/min（r = 25
mm）振摇 48 h，离心取上清液，稀释，按 1.2.1项下

色谱条件进样分析。

1.3.2 RAPA 眼用缓释膜体外释放 取 RAPA眼

膜 1 片于 20 mL 西林瓶中，加入 0.3% SDS 溶液

10 mL，封口，置于 37 ℃的水浴恒温振荡器中，转

速 100 r/min（r = 25 mm），分别于第 0、1、2、3、5、
8、11 和 15 d 取出样品 0.5 mL，再加入新鲜介质

0.5 mL。样品液过滤，按 1.2.1项下色谱条件进样

分析，平行测定 3份。

1.4 数据处理

采用 SPSS 18.0 软件进行统计学分析。数值

变量符合正态分布以（x ± s）描述，不符合正态分

布以中位数和四分位数间距描述，分类变量以例

数（n）及其百分比（%）描述。RAPA浓度与峰面

积的关系采用简单线性回归，R2 > 0.99提示呈良

好的线性关系。RAPA在不同溶剂中的溶解度考

察以及 RAPA 眼用缓释膜体外释放结果比较，

不同组别之间数值变量比较采用单因素方差分析

（one-way ANOVA），有统计学差异的两两比较使

用LSD-t检验。

2 结 果

2.1 RAPA缓释膜的特性及RAPA含量测定

2.1.1 RAPA 标准曲线 经线性回归得出 RAPA
标准曲线。可知 RAPA 浓度在 0.408~40.8 μg/mL
范围内，与峰面积呈良好的线性关系（图 2）。

2.1.2 专属性考察 药膜中辅料及 0.3% SDS 溶

液对RAPA含量测定没有干扰，含量测定专属性

好（图 3）。

2.1.3 回收率及精密度测定 高浓度药物含量组

的回收率为 100.34%~105.43%，平均回收率为

103.35%，精密度为 2.58%；中浓度药物含量组的

回收率为98.08%~103.32%，平均回收率为101.47%，

精密度为 2.90%；低浓度药物含量组的回收率为

101.69%~106.01%，平均回收率为 103.67%，精密

度为 2.41%（表 1）。

2.1.4 缓释膜中RAPA含量测定结果 缓释膜中

RAPA的含量在 98.68 ~125.34 μg之间，平均含量

为（112.6±10.1）μg/片，RSD为 8.99%（表 2）。

2.1.5 RAPA 稳定性测定 通过 RAPA稳定性测

定表明，以 0.3% SDS溶液为释放介质的RAPA 在

图 2 RAPA标准曲线

Fig.2 Standard curve of RAPA

1 0009008007006005004003002001000

Pea
ka

rea

y = 22.443x + 2.3924
R2 = 0.9997

＾

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
RAPA Concentration/（μg/mL）

颜志超，等 .雷帕霉素眼用缓释膜的制备及体外释放分析 145



中山大学学报（医学版） 第41卷

表 3 RAPA稳定性测定

Table 3 Stability test of RAPA

Time（day）
0
1
5
10
15
Means
RSD（%）

Peak area
106.7
112.3
101.5
108.2
108.3

107.4±3.9
3.63

RSD：relative standard deviation

表 1 回收率及精密度测定

Table 1 Test of recovery and relative standard
deviation（RSD）

Code
Low-1
Low-2
Low-3
Middle-1
Middle-2
Middle-3
High-1
High-2
High-3

Recovery
100.34
105.43
104.27
103.03
98.08

103.32
101.69
106.01
106.01

Mean recovery

103.35

101.47

103.67

RSD（%）

2.58

2.90

2.41

RSD：relative standard deviation

表 2 缓释膜中RAPA含量测定

Table 2 Determination of drug content of the sustained-
release film

Code
1
2
3
4
5
6

Drug content/μg
121.8
111.2
113.8
98.7

104.4
125.3

Mean drug content/μg

112.6±10.1

RSD（%）

8.99

RSD：relative standard deviation

0~15 d的峰面积为 101.5~112.3，平均约 107.4，提
示以 0.3% SDS溶液为释放介质的RAPA在 15 d内
稳定性好（表 3）。

2.2 RAPA眼用缓释膜体外释放分析结果

2.2.1 RAPA在不同溶剂中的溶解度考察 RAPA
在 20% 乙 醇 、30% 乙 醇 、0.1% Tween- 80、0.5%
Tween-80和 0.3% SDS中的溶解度分别为：（15.0±
6.1）、（100.0±8.4）、（6.5±4.6）、（14.8±6.2）、（548.0±
25.4）μg/mL（图 4）。统计学两两比较分析提示，

RAPA 在 20%乙醇、0.1% Tween-80、0.5% Tween-
80中的溶解度均无统计学差异（P > 0.05），在 30%
乙醇、0.3% SDS中的溶解度与上述3组均有统计学

差异（P < 0.05），在 30%乙醇与 0.3% SDS中的溶解

度有统计学差异（P < 0.05）。
RAPA 在 20% 乙 醇 、0.1% Tween- 80、0.5%

Tween-80中溶解度均较低，在 30%乙醇中溶解度

一般，均难达到漏槽条件，而在 0.3% SDS溶液中

的溶解度最大（图 4），满足漏槽条件。

2.2.2 RAPA眼用缓释膜体外释放结果分析 通过

RAPA眼用缓释膜体外释放研究发现，药物释放量

随时间推移逐渐增加。第1、2、3、5、8、11和第15天的

峰值浓度分别为（50.97±12.28）%、（58.30± 16.45）%、

（57.39±12.35）%、（93.66±5.36）%、（95.46±2.98）%、

（90.74±3.08）%、（90.18±3.98）%。统计学两两比较

分析提示，第 1、2、3天之间的差异无统计学意义

（P > 0.05），第 5、8、11、15天的差异无统计学意义

（P > 0.05），第3天与第5天的差异具有统计学意义

（P < 0.05，图 5）。RAPA体外释放在第 5天时基本

达到峰值浓度，并持续维持至 15 d。

A：the chromatogram of empty film；B：0.3% SDS solution；C：
the chromatogram of sustained-release film with drug

图 3 专属性考察

Fig.3 Specificity test of RAPA
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3 讨 论

通过本实验发现，以PLGA为载体的RAPA眼

用缓释膜，其 15 d内RAPA含量及稳定性良好，同

时体外释放研究发现，药物释放量随时间推移逐

渐增加，在第 5天左右达到峰值浓度，并持续维持

至 15 d左右，达到预期要求。

目前临床上RAPA用于自身免疫性疾病和器

官移植后抗排斥反应的治疗以全身给药为主，但

因全身给药而带来的口腔溃疡（10%~19%）、间质

性肺疾病（4%~17%）、高脂血症（30%~64%）、贫血

（12%~76%）、白细胞减少（11%）、蛋白尿（10%）、

淋巴水肿（6.4%~12%）等副作用不可避免［20］。常

规抗青光眼手术中抗代谢药的使用均以局部应用

为主，例如MMC、5-FU在术中的应用［7-8］，且常为

术中单次应用，术后除了少数眼部并发症外，未见

全身严重并发症报导［10，13-14］。因此本课题设计仍

是以局部给药，本实验结果显示每片缓释膜的

RAPA平均含量很低为（112.6±10.1）μg，给药剂量

远比全身给药的量小［21］，同时制成缓释制剂，通

过在青光眼滤过术区局部释放 15 d，达到局部抗

瘢痕化的作用［19］。

既往很多研究表明 PLGA 具有良好的生物

相容性，作为RAPA的常用载体已被多数人所采

用［22-23］，因此本研究同样选择 PLGA作为RAPA的

载体材料。由于不同粘度PLGA降解时间不同，对

药物释放的速度和程度有不同影响。本实验发现，

当 DL-PLGA50/50 的特性粘度为 0.55~0.75 dL/g
时，其降解时间为 1~2月，而当DL-PLGA50/50的

特性粘度为 0.15~0.25 dL/g时，其降解时间为 2~4
周，但粘度偏小不易成膜，结合 PLGA（特性粘度

0.55~0.75 dL/g）使用容易成膜，且膜光滑无气泡。

文献报道［24］，RAPA 在 37 ℃，pH 为 7.4 的磷酸缓

冲介质中半衰期仅为 13 h，又由于 RAPA为难溶

性药物，在水中溶解度仅为 2.6 μg/mL，本实验

结果显示 RAPA在 20%、30%乙醇，和 0.1%、0.5%
Tween-80中溶解度均较低，难达到漏槽条件，而

在 0.3% SDS 溶液中的溶解度最大，满足漏槽条

件，故实验选择对RAPA稳定，且能达到漏槽条件

的 0.3% SDS溶液作为RAPA眼膜体外释放介质。

我们的动物实验结果也表明［19］，RAPA眼用缓释

膜在兔子抗青光眼手术后滤过泡的抗瘢痕化的作

用明显，术后滤过泡形态可维持至 28 d后，术后

房水中 RAPA 的有效药物浓度维持时间达 2周

以上，且无出现术后并发症，而空白组和术中单用

RAPA棉片浸泡组其滤过泡均在 1周内消失，因

此，该RAPA眼用缓释膜可明显提高抗青光眼手

术成功率。

综上所述，一定行为学参数的 RAPA眼用缓

释膜具有良好的缓释性能，具有青光眼术后抗瘢

痕化的应用潜力。

图 4 RAPA在不同溶剂中的溶解度

Fig.4 Solubility of RAPA in different solvents
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图 5 RAPA眼用缓释膜体外释放曲线

Fig.5 Release profile of RAPA sustained-release film
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