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摘要：目的：制备负载替加环素（Tigecycline，TGC）的壳聚糖（Chitosan，CS）纳米粒用以眼局部应用，并检测其对兔眼
的刺激性。方法：用离子凝胶法制备 TGC/CS 纳米粒，透射电镜检测其外形并测量粒径，高效液相色谱（High Performance 
Liquid Chromatography HPLC）法检测并计算其包封率、载药量及体外释药情况。选取 6 只新西兰大白兔，右眼为实验眼
TGC/CS 纳米粒点眼，左眼为对照眼，观察并行 HE 染色及 TUNEL 染色以检测其细胞毒性。结果：TGC/CS 纳米粒大部分呈
觃则的球形，包膜完整且表面光滑，(224.84±29.38) nm，包封率为（67.92±0.37）%，载药量为（59.35±0.30）%，体
系较为稳定有缓释功能。HE 及 Tunel 染色实验眼于对照眼比较未见明显异常，即 TGC/CS 纳米粒对兔角膜及结膜无损伤作
用。结论：TGC/CS 纳米粒是防治碱烧伤角膜新生血管的潜在用药。 
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引言 
眼部的药物传递一直是一项艰难且具有挑战性的任务，

美国国家眼科研究所的预测，随着人口老龄化及其他年龄相
关性疾病的出现，在不同年龄和种族的人群中，眼部疾病的
临床病例将显著增加

[1]
。四环素是一种常见抗生素，其在眼

部疾病的治疗中也有应用，替加环素是其中一种较新较强的
制剂。壳聚糖是甲壳素脱 N-乙酰基而产生的一种多糖，不仅
无过敏性和毒性，而且还具有抗菌活性、生物相容性和生物
粘附性等。因此，壳聚糖在多个行业中具有潜在的应用价值
[2]
。纳米粒具有较大的表面积使物质能够高效、快速并持续

渗透的作用。本研究旨在制备 TGC/CS 纳米粒并探究其特性及
细胞毒性。 

1 材料与仪器 
壳聚糖（索莱宝 c8320）、替加环素（源叶 S24031）、

分析天平（德国 Sartorius）、LC-20AT 型高效液相色谱仪（日
本岛津）、JEM-1230 透射电子显微镜（日本 JEOL）。 

2 实验方法 
2.1 色谱条件 
色谱柱：Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C18（250mmｘ

4.6mm），流动相 0.1mol/Ｌ磷酸氢二铵-三乙胺-甲醇（67:1:32，
pH6.3），柱温 30℃，流速为 1mol/mL，检测的波长为 245 nm。 

2.2 TGC/CS 的制备 
离子凝胶法：用分析天平精密称取一定量的 TPP，将其

溶于超纯水中，制得浓度为 1.0mg/ml 的 TPP 水溶液。用分析
天平精密称取一定量的 CS 粉末至于 1%的冰醋酸溶液中，制
得浓度为 1.0mg/ml 的 CS 溶液，之后向其中加入 1mol/L 的
NaOH用以溶液调节pH值约为4.8。在恒温磁力搅拌的条件下，
以 1 滴/s 的速度向 CS 溶液中逐滴加入 TPP 溶液，直至溶液
呈现出乳白色珠光样改变，继续搅拌 30min。在上述条件下，
使得 CS 于 TPP 的治疗比分别为 6:1、5:1、4:1、3:1、2:1，
室温下静止并观察各组混悬液的状态，最终选定 CS：TPP 为
4:1 时为最佳状态，即制备得空白 CS 纳米粒。将一定量的 TGC
加入上述 1.0mg/ml 的 CS 溶液中，其余步骤完全相同，即可
得到负载 TGC 的 CS 纳米粒，制得 CS 浓度分别为 0.5、1.0、
1.5、2.0、2.5mg/ml。使用冷冻干燥机将制得的 TGC/CS 纳米
粒以及空白 CS 纳米粒冻干粉备用。 

2.3 TGC/CS 纳米粒包封率、载药量的计算 
精密称取一定量的 TGC/CS 纳米粒冻干粉复溶后，在 4℃、

12000r/min 条件下低温高速离心分离共 30min，取其上清液
通高效液相色谱（HPLC）法测量其浓度，并计算其包封率及
载药量。进行 3 次平行试验。 

包封率=包封 TGC 的量/体系中 TGC 的总量×100% 
载药量=包封 TGC 的量/TGC/CS 纳米粒总质量×100% 
2.4 TGC/CS 纳米粒体外释药的计算 

将上述 TGC/CS 纳米粒冻干粉复溶于盛有 1ml PBS 缓冲液
的离心管中，在 37℃水浴的条件下持续保持震荡。每隔 6h，
将其在 4℃、12000r/min 条件下低温高速离心分离共 30min，
收集上清液，并加入等体积的 PBS 缓冲液持续恒温水浴震荡。
将收集的上清液用 HPLC 法测定其中 TGC 含量。进行三次平行
试验。 

2.5 电镜下观察并检测 TGC/CS 纳米粒表征、粒径 
将 TGC/CS 纳米粒冻干粉用超纯水复溶后，滴于喷碳铜网

（200 孔）上，在白炽灯下烤干后于透射电镜下观察纳米粒
的形状、分布并测量其粒子直径。 

2.6 TGC/CS 纳米粒眼表毒性检测 
随机选取 6 只新西兰大白兔，实验前用裂隙灯显微镜及

眼底镜检查眼部情况，右眼为实验眼，左眼为对照眼。将纳
米粒混悬液 50μL 滴于右眼结膜囊，等量生理盐水滴于左眼结
膜囊。1h、6h 及 24h 后用裂隙灯观测角膜、虹膜、结膜及巩
膜等情况，根据 Draize 测试评分。于 24 小时后戊巴比妥钠
麻醉下空气栓塞处死，取两眼的角膜及结膜行 HE 染色观察其
形态及炎症细胞表达，tunel 染色对比两眼角膜及结膜细胞
的凋亡。 

3 结果 
3.1 TGC/CS 纳米粒包封率、载药量 
根据下表所示不同初始 TGC 浓度所得包封率及载药量的

结果，选择 2mg/mL 作为 TGC 的初始浓度，包封率为
（67.92±0.37）%，载药量为（59.35±0.30）%（表 1）。 

表 1 不同 TGC 初始浓度的 TGC/CS 纳米粒包封率及载药
量 

TGC 初始浓度(mg/ml) 包封率（%） 载药率（%） 

0.5 21.58±1.31 11.34±1.04 
1.0 52.28±0.58 38.57±0.35 
1.5 64.98±0.51 53.91±0.42 
2.0 67.92±0.37 59.35±0.30 
2.5 64.22±0.31 54.18±0.17 
3.0 64.96±0.27 49.45±0.41 

3.2 TGC/CS 纳米粒表征分析 
透射电镜结果如图所示，2mg/ml 的 TGC/CS 纳米粒外观

为光滑球形结构，纳米粒间未见黏连，粒径大小分布均匀，
粒径为(224.84±29.38) nm（图 1）。 
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图 1 电镜下 TGC/CS 纳米粒 

3.3 TGC/CS 纳米粒体外释药 
TGC/CS 纳米粒于体外释放时存在突释现象，即在前 18h

累积释放达约 70%，后为缓释，至 48h 时释放量达 98%以上（图
2）。 

 

 
图 2 体外 TGC 累积释放量 

3.4 眼表毒性大体观 
使用裂隙灯显微镜对比观察左右眼情况，双眼未见明显

异常，且各时间点观察均未见角膜混浊、虹膜出现异常、结
膜充血与水肿、巩膜异常或者分泌物增多等情况，Draize 评
分为 0。 

3.5 HE 染色 
HE 染色显示实验眼相较对照眼的角膜、结膜未见明显改

变。角、结膜上皮细胞完整且紧密连接,各层次染色的结构清
晰,未见水肿的发生及炎细胞的浸润(图 3)。 

 
图 3 兔实验眼与对照眼角膜、结膜组织病理学观察(200

×) 
A 为实验组角膜、B 为对照组角膜、C 为实验组结膜、D

为对照组结膜 
3.6 TUNEL 染色 
TUNLE 染色显示实验组的角膜与结膜的凋亡情况与对照

组角、结膜基本相同。 
 

 
图 4 兔实验眼与对照眼角膜、结膜组织 TUNEL 染色观察

(400×) 
A 为实验组角膜、B 为对照组角膜、C 为实验组结膜、D

为对照组结膜 
4 讨论 
四环素是第二代长效非选择性抗生素，外用可抑制角膜

溶解，治疗感染性角膜疾病
[3]
。四环素及其衍生物可通过抑

制 MMP-9 来增加色素上皮源性生长因子的表达，从而使得
VEGF 的表达下调，可减少新生血管的形成降低角膜通透性；
亦可改善减少睑板腺功能，从而恢复泪膜和角膜的光学质量
[4]
。例如，四环素家族中的米诺环素被发现除了可以抑制眼

部的炎症反应，在抑制小鼠干眼症方面也有一定的治疗作用，
且其可抑制新生血管生成

[5]
、在慢性高眼压的作用下保护视

网膜免于损伤
[6]
,且对视神经也有一定的保护作用

[7]
。多西环

素可以通过抑制究IL-1和TNF-α从而抑制碱烧伤角膜的炎症
反应

[8]
，也可在一定程度上抑制之后的角膜新生血管生成

[9]
。

且其在睑板腺功能障碍及干眼症的治疗上也有所裨益
[10]

。替
加环素是四环素家族中较新较强效的一种制剂，Sertan 
Goktas 等

[11]
 首次探讨了替加环素抑制角膜新生血管的疗效，

发现局部应用替加环素后，角膜新生血管明显减少。四环素
在眼部疾病治疗中的应用已得到广泛的认可，而替加环素作
为四环组家族中的较新的成员，相信其在对眼部疾病的作用
大有潜力。 

壳聚糖是甲壳素脱 N-乙酰基的产生的一种多糖，由于脱
乙酰的程度及方法不同，壳聚糖的相对分子质量分布广泛

[12]
。

甲壳素是一种纤维素状生物聚合物，主要存在于海洋无脊椎
动物和节肢动物的骨骼中，也存在于真菌和酵母中。甲壳素
于 1811 年由法国学者 Henri Braconno 的发现，是第一个比
纤维素早 30 年被描述的多糖

[13]
。壳聚糖及其衍生物因其丰富

的材料供给、良好的生物相容性、可溶性和增强分子在上皮
层间的渗透性等性能，引起了人们对其在药物传递方面的兴
趣。 

纳米材料自上世纪 90 年代应用至今日，已然于医药领域
受到了广泛的关注。其中纳米粒的优势有：增强药物的穿透
性以便穿过血-房水屏障和角膜、增加药物与眼表的接触的时
间、实现药物的靶向治疗、延缓药物降解和代谢以增强药物
的稳定性以及维持药物的缓慢释放达几个星期甚至几个月。
且纳米粒的毒性和副作用低，保质期长，且不需要调整也不
需要后期手术移除，是适用于眼科局部给药的新剂型

[14-15]
。

且纳米粒具有独特的能力，可以根据其需求进行修饰，以满
足特定的需要

[16]
。 

壳聚糖纳米粒除了具有一般纳米给药系统的特性，如靶
向运输、药物缓释、载药量大、不良反应少和可降解外，还
具有其他载体不具备的如抑菌、止血、抗纤维化、辅助免疫、
抗肿瘤和促进伤口愈合等优势。目前的研究已展现出其在治
疗眼科疾病中的前景，广泛应用于眼科疾病，如青光眼、眼
部感染及炎症、眼底疾病

[17]
等。 

本实验制备负载替加环素的壳聚糖纳米粒用以眼局部应
用，旨在同时发挥替加环素对眼部的治疗作用与纳米粒的缓
释、载药、运输和其本身对眼部的治疗效果。且通过后期的
检查证明其缓释作用及其对眼表安全无刺激性，是以替加环
素/壳聚糖纳米粒可以成为一种治疗眼部疾病的潜在用药。 
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