
欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁
欁

欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁欁
欁

氉

氉氉

氉

引文格式：陈艳，孙冰，唐丽琴．那他霉素粉剂和滴眼液在兔眼角膜和房水中表达的实验研究［Ｊ］．眼科新进展，２０１５，
３５（７）：６２６６２９．ｄｏｉ：１０．１３３８９／ｊ．ｃｎｋｉ．ｒａｏ．２０１５．０１７０

【实验研究】

那他霉素粉剂和滴眼液在兔眼角膜和房水中表达的实验研究△
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【关键词】　那他霉素；高效液相色谱法；药代动力学；角膜；房水
【摘要】　目的　研究那他霉素粉末直接给药和滴眼液给药在兔眼角膜的药代动力学的差
异。方法　将１６只新西兰白兔随机分为Ａ、Ｂ两组，每组８只，每只白兔左右眼分别使用
那他霉素干粉（每１０ｍｉｎ涂１次）和那他霉素眼液（每５ｍｉｎ滴２０μＬ）。２ｈ后 Ａ组取其
角膜，Ｂ组抽取房水。运用高效液相色谱法分别测定那他霉素含量，柱温为３０℃，流动相
为乙酸铵溶液乙腈四氢呋喃，流速为１ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长为３０３ｎｍ。结果　在该色
谱条件下，那他霉素的保留时间为６．５ｍｉｎ，分离度良好，标准曲线在０．０５～５０．００ｍｇ·

Ｌ－１内线性关系良好（ｒ＝１．０００），最低定量限为０．０５ｍｇ·Ｌ－１。Ａ组经那他霉素粉末给药的角膜中药物浓度为（１９．３９±１．９５）
ｍｇ·Ｌ－１，较滴眼液给药组的（１０．３４±３．０２）ｍｇ·Ｌ－１显著增高，差异有显著统计学意义（Ｐ＜０．００１）；Ｂ组经粉末给药的房水中
药物浓度为（１．６７±０．１５）ｍｇ·Ｌ－１，较滴眼液给药组的（１．４６±０．１４）ｍｇ·Ｌ－１明显增高，差异有统计学意义（Ｐ＝０．０１３）。结论
那他霉素粉末在兔眼角膜的穿透性高于那他霉素滴眼液。

　　真菌性角膜炎是致盲率较高的感染性疾病，近
年来发病率呈逐年上升趋势。多数患者有发病诱

因，如植物性外伤史、滥用激素史、不合理使用抗生

素病史等。治疗的主要手段有药物治疗、溃疡清创

术联合抗真菌药物、板层角膜切除术联合抗真菌药

物治疗、结膜瓣遮盖术等［１２］。有研究显示［３］，镰孢

菌属和曲霉菌属是真菌性角膜炎的主要致病菌，那他

霉素对镰孢菌属、曲霉菌属、青霉菌属和念珠菌属等

均具有抗菌活性，是治疗真菌性角膜炎的有效药

物［４］。本研究运用高效液相色谱法（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ

ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＰＬＣ）测定角膜和房水中那他
霉素的浓度，研究那他霉素粉末直接给药和滴眼液给

药在兔眼角膜的药代动力学的差异，探讨临床应用那

他霉素粉剂给药的可能性。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　实验动物与主要试剂　健康成年新西兰白
兔１６只，雌雄不限（安徽省立医院动物实验室提
供），体质量（１．６±０．５）ｋｇ。那他霉素滴眼液（批号

·６２６· 　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｙｋｘｊｚ．ｃｏｍ
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１７３５２５Ｆ，美国 Ａｌｃｏｎ公司）；那他霉素干粉（批号
Ｃ１６２０８４００，Ｄｒ．ＥｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒＧｍｂＨ，德国）；那他霉素
标准品（批号 Ｃ１６２０８４００，Ｄｒ．ＥｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒＧｍｂＨ，德
国）；乙腈为色谱纯（批号０９１１１８，南通三余试剂厂
生产）；甲醇为色谱纯（批号 ２０１２０９０８，天津大茂化
学试 剂 厂 生 产）；四 氢 呋 喃 为 分 析 纯 （批 号

２０１２１１０６）、氯化铵（批号 ２０１２０６２５）、乙酸铵（批号
２０１２１１１４，天津光复科技发展有限公司）；盐酸（批号
１１０１０６８，无锡展望化学试剂厂）；水为纯化水（安徽
省立医院制剂室提供）。

１．１．２　主要仪器　Ｗａｔｅｒｓ５１５高效液相色谱系统
（美国Ｗａｔｅｒｓ公司生产）；ＳＳＩ５２５紫外检测器（美国
惠普公司生产）；ＨＴ１３０柱温箱（天津市恒奥科技发
展有限公司生产）；ＴＧＬ１６Ｇ台式离心机（上海安亭
科学仪器厂生产）；微型旋涡混合仪（上海沪西分析

仪器厂生产）。

１．２　方法
１．２．１　生物样品的获取方法与分组　将１６只新西
兰白兔随机分为 Ａ、Ｂ两组，每组８只。术前３０ｇ·
Ｌ－１戊巴比妥钠按１ｍＬ·ｋｇ－１体质量静脉麻醉。Ａ
组白兔待麻醉后，用圆刀片刮除左眼角膜上皮，将那

他霉素干粉均匀涂抹在角膜上。每１０ｍｉｎ涂抹１次
直至２ｈ，每５ｍｉｎ滴用１０μＬ生理盐水，防止角膜干
燥。同时用微量加液器将那他霉素滴眼液约２０μＬ
滴入同一白兔右眼结膜囊内，每５ｍｉｎ１次直至２ｈ，
滴完后立即闭合眼睑。２ｈ后，生理盐水冲洗结膜囊
后，立即处死动物，分别取其角膜组织，用滤纸吸干

后称质量。样品于－２０℃冰箱中保存。Ｂ组白兔待
麻醉后，同Ａ组方法处理角膜，左右眼分别涂抹那他
霉素干粉和滴用那他霉素眼液，２ｈ后生理盐水冲洗
结膜囊，皮试针头分别抽取双眼房水２００μＬ，立即处
死动物，样品于－２０℃冰箱中保存。
１．２．２　样品提取方法　（１）房水：取房水１００μＬ，
置于ＥＰ管中，一边混悬一边逐滴加入甲醇１００μＬ，
旋涡混合１ｍｉｎ，１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心１５ｍｉｎ，取上清
液置于另外的干净 ＥＰ管中，放于 －２０℃的冰箱中
储存备用。（２）角膜：将角膜剪碎后，置玻璃匀浆器
中，加入３００μＬ甲醇，研磨５ｍｉｎ，再加入甲醇２００
μＬ冲洗黏附管壁的组织，全部转移至干净ＥＰ管中，
并将ＥＰ管进行涡旋震荡３０ｓ，１００００ｒ·ｍｉｎ－１离心
１５ｍｉｎ，取上清液，于－２０℃冰箱中储存备用。
１．２．３　标准品溶液配制方法　精密称取那他霉素
标准品，用体积分数１％盐酸甲醇溶液配成１ｇ·Ｌ－１

的那他霉素溶液，作为储备液，将储备液分装后于

－２０℃冰箱中保存。用体积分数１％盐酸甲醇溶液
按照比例稀释储备液，得到成比例的系列浓度标准

品溶液（０．０５ｍｇ·Ｌ－１、０．１０ｍｇ·Ｌ－１、０．２０ｍｇ·
Ｌ－１、０．５０ｍｇ·Ｌ－１、１．００ｍｇ·Ｌ－１、５．００ｍｇ·Ｌ－１、
１０．００ｍｇ·Ｌ－１、５０．００ｍｇ·Ｌ－１）。
１．２．４　药物分析方法　ＨＰＬＣ色谱柱为 ｋｒｏｍａｓｉｌ

Ｃ１８柱，粒径为５μｍ，色谱柱长度为２５０ｍｍ，直径为
４．６ｍｍ，柱温为３０℃，流动相为乙酸铵溶液（醋酸铵
３．０ｇ和氯化铵１．０ｇ，加水７６０ｍＬ溶解）乙腈四氢
呋喃（６８．０３２．００．５），流速为１ｍＬ·ｍｉｎ－１，检
测波长为３０３ｎｍ。进样量为２０μＬ。采用外标法，
将峰高与浓度进行线性回归分析，标准曲线浓度系

列为０．０５ｍｇ·Ｌ－１、０．１０ｍｇ·Ｌ－１、０．２０ｍｇ·Ｌ－１、
０．５０ｍｇ·Ｌ－１、１．００ｍｇ·Ｌ－１、５．００ｍｇ·Ｌ－１、１０．００
ｍｇ· Ｌ－１、５０．００ｍｇ· Ｌ－１，最低定量浓度为
０．０５ｍｇ·Ｌ－１。
１．３　方法学考察
１．３．１　专属性考察　测定不同浓度的标准品溶液，
对高峰面积及出峰时间进行观察。

１．３．２　标准曲线的制备　分别取１．２．３配制的系
列浓度标准品液各２０μＬ注入色谱仪，记录色谱图，
量取峰高。以峰高（Ｈ）为纵坐标，浓度（Ｃ）为横坐标
进行线性回归，得到那他霉素的线性回归方程为：

Ｈ＝１５００．８９Ｃ＋２０．３７，ｒ＝１．０００，对回归系数ｂ进行
Ｆ检验，Ｐ＝０．０００。
１．３．３　精密度实验　配制浓度为０．０５ｍｇ·Ｌ－１、
１００ｍｇ·Ｌ－１、５０．００ｍｇ·Ｌ－１的那他霉素标准品溶
液，每个浓度进行６样本分析，连续测定５ｄ，对测定
结果进行统计分析。

１．３．４　方法回收率实验　配制浓度为０．０５ｍｇ·
Ｌ－１、１．００ｍｇ·Ｌ－１、５０．００ｍｇ·Ｌ－１的那他霉素标准
品溶液，以当日标准曲线计算样品浓度，分别计算回

收率：回收率＝（加入标品后含量－样品含量）／加入
标品量×１００％。
１．４　统计学分析　应用统计学软件ＳＰＳＳ１７．０分析
数据，经那他霉素粉末给药和那他霉素眼液给药的房

水药物浓度和角膜中药物浓度采用独立样本ｔ检验进
行统计学分析，以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　方法学考察结果　结果表明在该色谱条件
下，那他霉素的保留时间为６．５ｍｉｎ，分离度良好，
无其他峰干扰（图 １图 ２）。那他霉素同其他物质
能较好分离，标准曲线在０．０５～５０．００ｍｇ·Ｌ－１内
线性 关 系 良 好 （ｒ＝１．０００），最 低 定 量 限 为
０．０５ｍｇ·Ｌ－１。精密度实验结果显示日内标准偏
差（ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ，ＲＳＤ）和日间 ＲＳＤ均
小于１０％，准确度（即方法回收率）结果显示那他
霉素的回收率为９９．７％ ～１０６．７％，平均回收率为
１０２．３％（见表１）。
２．２　样本测定结果　Ｂ组经那他霉素粉末给药的
房水中所测药物浓度为（１．６７±０．１５）ｍｇ·Ｌ－１，较
滴眼液给药组的（１．４６±０．１４）ｍｇ·Ｌ－１明显增高，
差异有统计学意义（ｔ＝２．８５９，Ｐ＝０．０１３）；Ａ组经那
他霉素粉末给药的角膜中药物浓度为（１９．３９±
１９５）ｍｇ·Ｌ－１，较滴眼液给药组的（１０．３４±３０２）
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ｍｇ·Ｌ－１显著增高，差异有显著统计学意义（ｔ＝ ７１１６，Ｐ＜０．００１）。
表１　那他霉素精密度和回收率实验结果
Ｔａｂｌｅ１　Ｎａｔａｍｙｃｉｎｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙｒｅｓｕｌｔｓ

Ｓａｍｐｌｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ

ＩｎｔｒａｄａｙｐｒｅｃｉｓｉｏｎＲＳＤ／％ ＩｎｔｅｒｄａｙｐｒｅｃｉｓｉｏｎＲＳＤ／％
Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒｅｓｕｌｔｓ

Ｍｅａｓｕｒｅｄｖａｌｕｅｓ（ρ／ｍｇ·Ｌ－１） Ｐｅｒｃｅｎｔｒｅｃｏｖｅｒｙ／％
０．０５ｍｇ·Ｌ－１ ２．８ ６．９ ０．０５２±０．００９ １０３．０
１．００ｍｇ·Ｌ－１ ３．８ ８．６ ０．９９７±０．０３２ ９９．７
５０．００ｍｇ·Ｌ－１ １．２ ２．５ ５３．３７±０．９７２ １０６．７

Ｆｉｇｕｒｅ１　０．０５ｍｇ·Ｌ－１ｎａｔａｍｙｃｉｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　０．０５ｍｇ·
Ｌ－１那他霉素色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ２　０．５０ｍｇ·Ｌ－１ｎａｔａｍｙｃｉｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　０．５０ｍｇ·
Ｌ－１那他霉素色谱图

３　讨论

目前ＨＰＬＣ法已经被用于食品中那他霉素残留
量及高纯度那他霉素产品的检测分析［５］。采用如实

验所示的色谱条件，那他霉素含量在０．０５～５０．００
ｍｇ·Ｌ－１时与峰高呈现良好的线性关系，回收率高，
方法的检出限和定量下限均比较低，说明实验采用

ＨＰＬＣ法建立那他霉素测量方法是合理且有效的。
那他霉素在临床上限于局部使用，是唯一被美

国ＦＤＡ批准生产的眼局部用抗真菌药［６］。有实验

表明［７］结膜下、前房内、玻璃体内注射那他霉素来治

疗角膜深部真菌感染并不能达到治疗目的，反而会

增加眼部的刺激症状和毒性。注射给药具有较大的

系统毒性且不能在眼组织内达到有效的药物浓度。

市售５０ｇ·Ｌ－１那他霉素眼液为乳白色混悬液体。
由于它的独特制剂，滴眼后黏附于角膜溃疡表面，局

部浓度高，保留时间长，可以逐步渗透到角膜基质，

有利于药物作用的发挥。本实验显示经那他霉素粉

末给药后，角膜及房水中药物的富集程度要比经滴

眼液给药后高，提示那他霉素粉末在兔眼角膜的穿

透性高于那他霉素眼液。这可能与经那他霉素粉末

给药后可延长药物与角膜组织的接触时间，降低结

膜囊泪液的稀释作用有关。同时那他霉素粉末给药

的兔眼用刀片刮除了角膜上皮，这也使得药物直接

作用于病灶，有利于药物在组织内的渗透。目前研

究表明［８９］，角膜溃疡清创术联合抗真菌眼药是治疗

中浅层真菌性角膜溃疡的有效方法，它可能使得那

他霉素等眼表作用较强的抗真菌药物直接接触残余

真菌，有利于药物在组织内的渗透，提高药物杀灭真

菌的效用。对于深基质层和全层角膜感染的患者需

要联合羊膜移植、板层或全层角膜移植术［２，１０］。

文献证明［１１］，绝大多数霉菌在那他霉素浓度为

０．５～６．０ｍｇ·ｋｇ－１时即被抑制，个别菌种在那他霉
素浓度为１０．０～２５．０ｍｇ·ｋｇ－１时被抑制，多数酵母
菌在那他霉素浓度为１．０～５．０ｍｇ·ｋｇ－１时即被抑
制。本实验中，用药物粉末以及滴眼液处理后，角膜

中的药物基本上已经达到有效抑菌浓度。粉末给药

的房水中药物浓度较滴眼液给药组有所提高，但两

者都未达到有效抑菌浓度。这与 Ｌａｌｉｔｈａ等［１２］的研

究结果一致：那他霉素眼液在眼内通透性差，局部应

用可以很好地穿透角膜，在角膜基质层内达到有效

浓度，但在眼内达不到有效浓度。目前研究［４，１３］认

为，伏立康唑局部应用在房水和玻璃体中均能达到

较高的药物质量浓度，房水中的药物质量浓度超过

绝大多数敏感真菌的最低抑菌浓度，可能是治疗常

规治疗无效的真菌性角膜炎和真菌性眼内炎的有效

药物，但目前还没有眼用制剂。
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【实验研究】

前房注射衣霉素建立大白兔慢性青光眼模型△
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【关键词】　衣霉素；青光眼模型；前房注射
【摘要】　目的　本实验采用衣霉素（ｔｕｎｉｃａｍｙｃｉｎ，Ｔｍ）前房注射，利用其对大白兔小梁细胞
的过度应激致凋亡作用，旨在建立一种新型的高眼压模型。方法　选择６～８周健康新西

兰大白兔２２只，通过前房注射衣霉素建立慢性青光眼模型，将大鼠行右眼前房注射４μｇ衣霉素（实验组），其左眼前房注射等
量溶剂作为对照；术后３ｄ、５ｄ、１周、２周、３周、４周、５周、６周用ＴＯＮＯＰＥＮＡＶＩＡ眼压计检测眼压，并观察眼部一般情况及术
后并发症。分批处死大白兔，取材做石蜡切片并行ＨＥ染色观察视网膜各层结构改变。数据采用 ＳＰＳＳ１４．０统计软件进行统计
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