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哌仑西平 ! E;FB?.BE;?B$ GH " 是一种选择性 ’0
受体拮抗剂 % 0 &5临床用于治疗消化性溃疡已有 !"
余年历史5其在眼科领域的研究于近十年兴起I动
物实验结果表明 % ! &5哌仑西平能抑制近视的发生发
展并呈一定的剂量依赖性I 因哌仑西平与广谱 ’
受体拮抗剂阿托品相比不良反应少5有望成为一种
新的近视防治药物 % # &I 但哌仑西平脂溶性差5不易
通过角膜屏障而限制了其作为滴眼剂在临床上的

推广使用 % 1 &I 脂质体 ! <;EJ=J9B "是一种类似微型囊
的球状体5已成功地用作药物运载赋形剂I 与游离

药物相比5载药脂质体具有使用广泛K安全K有效的
特性I脂质体作为眼部给药系统能避免药物浓度的
波动5提高跨角膜转运效率I 因此用脂质体包封的
哌仑西平有可能成为哌仑西平新的有效给药途

径I

! 材料与方法

"# " 处方筛选与制备
因产品哌仑西平脂质体 ! E;FB?.BE;?B <;EJ=J9B

哌仑西平脂质体的研制及评价

戴淑真 0$ 曾骏文 05 王子亮 !5 吴昌凡 0
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摘 要!N目的O 制备稳定性好K包封率高K缓释性能优的哌仑西平脂质体I N方法O采用均匀设计等方法筛选

制备哌仑西平脂质体的处方和工艺P并对其形态K粒径K包封率K加速实验结果及体外释放规律进行考察IN结果O

制得的哌仑西平脂质体为单层脂质体P平均粒径为 1)" ?9P包封率为 ++7 !1Q R %7 )#Q P其稳定性好P缓释效果

优于哌仑西平磷酸缓冲液I N结论O 哌仑西平脂质体达到设计要求I

关键词!哌仑西平, 脂质体, 眼部给药, 质量
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表 ! 均匀设计表
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MNO " 的制备方法及配方无详细报道P 故只能通过
实验摸索Q 根据预试验结果并参考有关文献 % ; &P采
用均匀设计的方法设计图表P见表 !P按 ’?R?ST安
排试验Q @7 为制备方法P 每次试验用卵磷脂 <>U <
-0P 胆固醇 7?U : -0Q # 法为改良冻融法G 将卵磷
脂V胆固醇V维生素 L 溶于 7B -O 三氯甲烷后真空
状态下 W= X蒸发 9 2P使磷脂等在瓶壁上形成均匀
薄膜P放于真空干燥器中避光过夜除去残留有机溶
剂P加入所需浓度的待包封药物溶液 ; -OP浸泡数
小时后用超声粉碎机在氮气保护下超声振荡R水浴
超声P <B / 7 次P共 7B 次P再在探头式超声处理机
上处理P<B / 7 次P共 7B 次P每次间隔 7B /T得到初
制脂质体混悬液Q 将上述混悬液反复冻融 9 次P涡
旋振荡 8B -)(P 得到所需脂质体混悬液Y $法为逆
相蒸发法 % < &Y1 法为冻融法 % = &Q最终所得到的脂质体
混悬液均通过 BU :; Z- 孔径的滤膜过滤Q @[ 为 CI
值P @9 为抗氧化剂维生素 L 用量P @: 为所用哌仑西
平的量Q将均匀设计各次实验所得样品进行包封率
!LL " 测定P 以 LL !实际计算百分值 " 为评价指标P
另设 # \ 7P $ \ 8P 1 \ 9P在微机上经 ]M]]77U B 统计
软件包行多元逐步回归分析Q

!" # 质量研究
!" #" ! 电镜观察 将脂质体稀释 9 倍P 置于有支
持膜的铜网上P 8B 0 ^ O 磷钨酸负染色数分钟P电子
显微镜下观察粒子形态并拍摄照片P测定 >BB 个小
体的粒径P 计算平均粒径V 跨距P 绘制粒径分布曲
线Q

!" #" # 标准曲线的建立 分别取 8B ZO 无药脂
质体和哌仑西平脂质体P稀释 7BB 倍P以 M_]为对
照P 在 8BB ‘ :BB (- 范围内扫描P 在相同条件下对
相同浓度的 MNEM_]溶液扫描Q a 标准曲线 7b哌
仑西平磷酸盐缓冲液标准曲线的绘制c 精密吸取 d
0 ^ O MNEM_]贮备液 BU dBP BU =dP 7U BBP 7U [dP 7U dBP
7U =dP [U BBP [U [dP [U dB -O 于 [d -O 容量瓶中’ 以
BU BB[ -+% ^ O 的 M_] 定容Q 上述溶液在 [>B (- 波
长处测定吸光度 eQ f标准曲线 [ g哌仑西平脂
质体甲醇溶液标准曲线的绘制G取稀释的空白脂质
体 ; -O共 < 份P 分别加 BU < -0 ^ O MNEM_]贮备液
BU ;BPBU =;P7U BBP7U ;BP[U BBP[U ;B -OP用甲醇溶解
并定容至 [; -OP 以空白脂质体的甲醇溶液作对
照P在 [>B (-波长处测吸光度 eQh回收率和精密
度试验# 取 7; 份空白脂质体混悬液的稀释液各 7
-OP分成 W 组P每组 ; 份P每组分别加入浓度 [<U >>
-0 ^ OV W;U >S -0 ^ OV SSU >B -0 ^ O MNEM_] 溶液 ;
-OP并用甲醇定容至 7B -OP在 [>B (- 处测吸光度
eP代入标准曲线 [ 中计算回收率和精密度Q

!" #" $ 包封率测定 a柱分离回收率G 取 7 -O
空白脂质体混悬液P 分别加入 7 0 ^ O MNEM_]贮备
液 7U [=> -OV 7U ;?= -OV 7U ?7< -O’ 并均用 M_]稀
释至 ; -OP各取 7 -O 上 ]&C2#.&@ iE;B 柱Q测定全
部洗脱液中哌仑西平总量P与已知的上柱哌仑西平
量相比P即得平均柱分离回收率Qf柱分离曲线G精
密吸取载药脂质体 7 -OP 上 ]&C2#.&@iE;B 柱P 用
CI \ <U B 的 M_]缓冲液为洗脱液P 7 -O ^ -)(的流
速进行洗脱P每 [ -O收集 7管P直至游离哌仑西平
全部流出P 测定洗脱过程收集的每管吸光度 eP 以
e对管数作图P绘制流出曲线Qh包封率测定G根据
柱分离曲线P直接收集 SB -O 体积以后的流出液 SB
-OP移至 ;B -O 容量瓶中P加水至刻度P以空白流
出液作空白P在 [>B (- 处测定 eP代入标准曲线 7
中求出哌仑西平的质量即 -*’ 另精密吸取哌仑西
平脂质体 7 -O 至 ;B -O 容量瓶中P 用甲醇溶解
并定容P 测 e值P 代入标准曲线二中P 计算出每
毫升哌仑西平脂质体混悬液中所含哌仑西平总量

- 总Q 代入公式G
包封率RLLj T \ R7 g -* ^ - 总T k 7BBj
-* 为游离哌仑西平含量Y - 总为哌仑西平脂

质体中被包封药量 l -*Q
7U [U : 稳定性实验 采用加速试验法P 由于磷脂
的相变温度为 :BX ‘ ;BX P在 =;j恒湿条件下P于
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图 ! "#$ 透射电镜图

%&’( ) *+,-./&..&0- 12134+0-&3 /&3+0.305&3 56040!

’+,56 07 "#$ ! 8 9: ::: !

$% & ! ’% & ! (% &进行加速试验!观察外观)包封
率及平均粒径的变化!采用两样本均数比较的 *检
验对包封率及平均粒径的变化进行统计学分析+
,- $- . 体外释放实验 取 /01) 相同浓度的
/02/34)和空白脂质体混悬液各 $ 51!用 /34稀释
$ 倍! 装入透析袋内! 两端用夹子夹紧 6袋内除气
泡7! 置于 (%% 51 的烧杯中+ 释放介质为 %- %%$
589 : 1 的 /346;< = >- %7,%% 51!置于温度为 ’? &
的摇床上!摇动幅度 .% @ : 5AB!于 %- .!,!$!(!>!C!
,%! ,$ D取样 . 51! 同时补加同体积新鲜接受液!
每个时间点哌仑西平脂质体的紫外吸光度值用相

应时间点的空白脂质体的吸收值进行校正!同一样
品取 ’ 次试验平均值+按以下公式计算累积释药量
EA = F! GA " ! HB = ,%% EB I .J EA ! H, = ,%% E,! A = ,"
$" ’" KK! B = A I , ! + # E为药物浓度! H为累积药
物释放量! G为测得的药物吸光度值! A! B分别为
取样次数 ! + 以累积释放百分含量对时间作图得二
者的释放曲线+

! 结 果

;< ) 处方筛选
, L M 次试验制备的脂质体的包封率分别为

>>- M?N ! ?.- ’CN ! (,- M(N ! (C- %’N ! C%- ?%N !
>(- (CN !’%- %>N !$’- MCN !’’- CCN + 经多元逐步
回归分析得回归方程 O P = ,(M- $% Q ,C- ,C R$ I
$.- .% R’! @ = %- C%(! B = M! S = ,%- ?$! T = ,$- $’! /
U %- %.+根据回归分析O R$ 系数为负!宜取下限值!
R’ 系数为正!表明其取值宜大+ R,) R( 与 P间相关
性差! 在逐步回归分析时被去除! 表明在所取值范
围内! 对结果影响不大+ 最后! 经综合考察! 制备
/01 的优化条件为 O R, = V" R$ = >- %" R’ = ,- >"
R( = ,(- ?+并将各取值代入方程得 P = C%- .," 与实
测值 ??- $( 相近+
$- $ 质量考察
!" !" # 电镜观察 电镜下可见 /01 为单层膜结
构!圆形和椭圆形!大小不均 #图 , ! + 粒径测定结果
表明平均粒径为 (C% B5!跨距为 %- (M!?.N的粒子
粒径在 ’.% B5 L .?% B5 之间! 以各粒径范围内的
粒子数占粒子总数的百分比对各粒径范围的粒子

直径平均值作图得粒径分布曲线6图 $7+
$- $- $ 标准曲线的制备 对 /02/34 和脂质体的
扫描结果表明O无药脂质体的扫描曲线只有一个吸

收峰! 在 $%( B5! 而 /02/34在 $C% B5 有吸收峰!
/0 脂质体在 $%( B5 也有一吸收峰! 另一吸收峰在
$C% B5 处! 此峰值较 /02/34的峰值下降+ 由此可
见! $%( B5 是脂质体的特征波长!而哌仑西平的紫
外吸收波长在 $C% B5 处! 脂质体造成哌仑西平吸
收峰值下降!而其峰值无偏移+ W将哌仑西平磷酸
盐缓冲液及哌仑西平脂质体甲醇溶液的吸光度 G
对浓度 X进行回归得回归方程分别为O方程 ,! G =
%- %,M ? X I %- %,( ,! @ = %- MMM C! X在 ,% L >% 5Y :
1 范围内线性关系良好Z 方程 $! G = %- %,C , X I
%- %,, $! @ = %- MM> C! X在 . L >. 5Y : 1 范围内线
性关系良好+ [标准曲线的平均回收率和 \4] 分
别为 ,%$- ,.N ! MM- CMN ! MM- .MN 和 ,- >.N !
,- %.N !,- %$N +
$- $- ’ 包封率测定 /01 平均柱分离回收率为
M?- ,.N ^ %- >.N ! \4]为 ’- ’MN + 柱分离曲线见
图 ’+ 从分离曲线上得出!流出物依次为O$% 51空
白洗脱液_,> 51 哌仑西平脂质体溶液_C 51 空
白洗脱液_’$ 51 游离哌仑西平溶液_空白洗脱
液 + 包封率为 ??- $(N ^ M- ’CN ! 药物含量为

图 = "#> 粒径分布曲线

%&’( = *61 ?&.4+&@A4&0- 3A+B1 07 B1.&321 ?&,/141+
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图 ! "#$ 的 %&’()*&+ ,-./ 柱分离曲线
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图 D "# 水溶液E脂质体累积释放曲线

0123 D F88;<;:)@&* ? &:&)>& 8;? A& 9B ’1? &=G&’1=& >9:;!

@19= )=* ’1? &=G&’1=& :1’9>9< &

"#

$#
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表 " &’( 加速实验结果

)*+,- " ).- /-01,20 34 &’( *55-,-/*2678 2-020
&/391520 2 : ; 2 < =37

>

$

>

$

>

$

?? !@ "
AB C D

A% C D

AD C B

A" C A

A% C B

BE C B

F < 7=

%GG C "D

DH> C %D

%EG C DA

DHG C %B

D>B C DB

D$> C D$
??I -72/*J=-72 -44656-75K# L,, 2 M*,1- N HO "> P62.67 2.- 0*=-

2-=J-/*21/- 43/ ??# L,, 2 M*,1- N HO "H P62.67 2.- 0*=- 2-=J-/*21/-

43/ 96*=-2-/
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>Q "E@ C >O >%@ R
"Q "Q % 稳定性实验 加速实验结果见表 "R 可见
且随着时间增加S 产品的粒径有增大的趋势S 包封
率有减小的趋势S实验前后包封率及平均粒径的统
计学分析结果表明 & 值均大于 >Q >DS 差异无显著
性S 因此尚不能认为该方法制备的 &’( 稳定性不
好R

!* !* + 体外释放实验 释放曲线如图 %S 哌仑西
平水溶液在 " .时释药已达 GHQ A%@ SB .时趋于平
衡S而哌仑西平脂质体 B .时释药为 G>Q %%@ SH> .
时趋于平衡R可以认为脂质体包裹的哌仑西平具有
缓慢释放效果S达到设计要求R对哌仑西平水溶液T
哌仑西平脂质体的释药数据用一级释药模型拟合

得哌仑西平水溶液和哌仑西平脂质体的释药方程

分 别 为 I K U H V >Q %GE- V >Q "$E WS / U >Q G$B HHS 0 U
>Q H$H$ X U $>Q BH$ & N >Q >HY K U H V >Q B%D - V >Q "%D W

/ U >Q EG% >$S 0 U >Q >$A"$S X U %$"Q %"S & N
>Q >HR

, 讨 论

均匀设计是我国学者方开泰教授提出的多因

素试验法S以均匀性为出发点S其试验点散布均匀S
可以通过少量实验次数获得可靠结果R本研究以制
备包封率高的制剂为目的S采用均匀设计的方法筛
选制备处方S经综合考察得到了制备哌仑西平脂质
体的最佳条件S结果制得的哌仑西平脂质体包封率
达 AAQ "%@ S平均粒径为 %G> 7=S跨距为 >Q %ESAD@
的粒子粒径在 $D> Z DA> 7= 之间S达到设计要求R
脂质易氧化是导致脂质体不稳定的重要原因S

预实验结果表明不含抗氧化剂的脂质体混悬液 %
;下放置 H 个月即出现氧化变黑和絮状沉淀R维生
素 ? 临床应用多年S 因其氧杂萘满环上 B[ 位羟基
可提供氢自由基S 使过氧化物失活S 从而终止脂
肪酸过氧化链反应S 具有极强的抗生物膜过氧化
作用 % G &R实验证实制备过程中添加维生素 ? 后脂质
体稳定性明显提高S % ;下放置 $ 个月尚未观察到
氧化反应的发生Y 加速实验 %> ;下放置 $ 个月其
包封率和粒径与放置前相比统计学上无显著性差

异\ & ] >Q >D^S进一步考察更长时间该脂质体的稳
定性对于它的临床推广使用至关重要R
缓释效应是脂质体制剂的重要特征S也是脂质

体作为药物载体增强药物疗效的基础R体外释放结
果表明S哌仑西平脂质体较哌仑西平水溶液有明显
的缓释效果S B .时释药为 G>Q %%@ S释放规律符合

!!"
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脂质体混合物孵育时间 !" #$% 时& 转染时间 ’ (&
转染效率为 !)* "+ , 虽然阳离子脂质体对细胞毒
性小-但在大剂量时-不仅不经济-而且脂质体对细
胞的活性也会产生毒性反应- 转染时间过长- 脂质
体对细胞的活性也会产生毒性反应,
本研究中质粒 ./01231456 7 8195!’! 在原代

培养大鼠肝细胞的转染效率达到 !)* "+ - 可能与
:;/0 < ! 培养基中含有胎牛血清= 胰高血糖素= 表
皮生长因子=胰岛素=甲状腺素=氢化可的松和转铁
蛋白等可能提供适宜细胞因子微环境有利于分离

肝细胞贴壁= 存活或增殖- >?@:ABCD$%对转染过程
中对胎牛血清限制不严-有利于通过胞饮作用或浆
膜融合等-使质粒转染效率提高,用 5>E 以荧光素
蛋白质作为报告蛋白质是一种方便快捷同时检测

基因转染效率和细胞平均表达水平的方法,为以大
鼠原代培养肝细胞进行肝细胞移植和肝基因治疗

的深入研究奠定基础,
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一级释药模型, 有研究表明用于眼部的药物从其
基质中 " (内释放小于 ‘H+有较好的缓释效果 # _ $&
可以认为哌仑西平脂质体是较好的眼用缓释制剂&
但其角膜通透性和药物代谢动力学及其生物利用

度有待下一步研究,
总之&通过本法制得的哌仑西平脂质体包封率

高=缓释作用可靠=稳定性好&符合设计要求, 为下
一阶段进行药物吸收& 生物利用度等实验打下基
础,
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