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[摘要 ] 目的 探讨各因素对他克莫司温度敏感眼用凝胶体外释放的影响。方法 采用无膜溶出模型, 考察释放面积、

振荡频率对眼用凝胶溶蚀及药物释放的影响。结果 随着释放面积和振荡频率的增加, 凝胶溶蚀和药物释放增加。结论

药物释放主要取决于凝胶溶蚀。
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Study on the release in vitro of tacrolimus from the thermosensitive ophthalm ic

gel
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[ Abstract] Objective To study the factors tha t influence the release o f tacro lim us from the the rmosensitiv e ophtha lm ic ge.l

M ethods The non m em branem ode lw as in troduced to obse rve the influence on the drug release and gel erosion fo r surface area and

shaking frequency. R esu lts The drug release and ge l erosion were increased w ith the rise o f su rface area and shaking frequency.

Conc lu sion The drug re leasem a in ly depends on the ge l erosion.

[ Key words] tacrolimus ( FK506); therm osens itive ophtha lm ic ge ;l re lease in vitro; ge l ero sion; H PLC

他克莫司 ( Tacrolimus, FK506)是一种大环内酯

类新型免疫抑制剂,在治疗自身免疫性眼病、眼过敏

性疾患,以及角膜移植术后的免疫排斥反应均有良

好的疗效
[ 1 ]
。由于他克莫司具有分子量大和不溶

于水的理化特点,使其局部应用时的眼内吸收差,不

能产生有效的眼内药物浓度。为了延长药物作用时

间,有报道将他克莫司制备成脂质体、纳米粒
[ 2 ]
及

胶原膜
[ 3]
等。近年来采用高分子亲水性聚合物为

基质的凝胶剂作为药物载体越来越受到医药界的重

视。目前我国尚无上市的他克莫司眼用制剂。本研

究探讨了他克莫司温度敏感眼用凝胶的体外释放特

性,为合理设计眼用凝胶制剂处方提供参考。

1 材料

Ag ilent 1100型高效液相色谱仪 (美国安捷伦公

司 ); SHZ 88A型往复式水浴恒温振荡器 (太仓市实验

设备厂 ) ; FA1004型电子天平 (上海天平仪器厂 )。

他克莫司原料药 (福建科瑞药业有限公司, 含量

99. 3%, 批号: 071002); 他克莫司对照品 (福建科瑞

药业有限公司,含量 99. 5% ,批号: 081103); 他克莫

司温度敏感眼用凝胶 (南京军区福州总医院自制,批

号: 071103);碳酸氢钠 (国药集团化学试剂有限公

司 );氯化钠 (国药集团化学试剂有限公司 ); 二水氯

化钙 (国药集团化学试剂有限公司 );氯化钾 (国药集

团化学试剂有限公司 );模拟人工泪液 (每升模拟泪液

包括: 2. 18 g碳酸氢钠、6. 78 g氯化钠、0. 084 g二水

氯化钙和 1. 38 g氯化钾 );乙腈为色谱纯。

2 方法与结果

2. 1 分析方法建立

2. 1. 1 色谱条件的选择 色谱柱: Ag ilent Zorbax

SB C8 ( 4. 6 mm 150 mm, 5 m ) ; 流动相: 乙腈 水

( 55 45, V /V ); 检测波长: 215 nm; 流速: 1. 0 m l/

m in; 柱温: 50  ;进样量: 20 l。

2. 1. 2 溶液的制备 !对照品溶液的制备: 取他克

莫司对照品约 30. 0mg,精密称定,置 50m l量瓶中,

加模拟人工泪液 10 m ,l适量流动相超声,使其溶解

并用流动相稀释至刻度, 作为储备液。精密吸取储

备液 5. 0m ,l置 100 m l量瓶中, 加流动相稀释至刻
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度,摇匀, 即得。 ∀ 供试品溶液的制备:取他克莫司

温度敏感眼用凝胶约 0. 6 g,精密称定,置 100 m l量

瓶中, 加模拟人工泪液 20m ,l适量流动相超声,使其

溶解并用流动相稀释至刻度, 摇匀, 经 0. 45 m微

孔滤膜过滤,取续滤液,即得。

2. 1. 3 线性关系的考察 精密吸取他克莫司贮备

液 0. 25、0. 5、1. 0、2. 0、5. 0、10. 0m ,l置 100 m l量瓶

中,用流动相稀释至刻度, 摇匀。按上述色谱条件进

行测定,以峰面积 A对浓度 C ( g /m l)进行线性回

归,得标准曲线方程为 A = 9. 907C - 0. 479, r =

0 999 9。结果表明他克莫司在 1. 48~ 59. 40 g /m l

浓度范围内与峰面积呈良好的线性关系。

2. 1. 4 稳定性试验 取供试品溶液, 34  恒温水
浴中放置, 分别在 0、4、8、12、24、48 h进样,在上述

色谱条件进行测定,以峰面积计算, RE均不大 0. 98

% ,表明样品溶液在 48 h内稳定。

2. 1. 5 精密度试验 ! 仪器精密度: 取对照品溶

液,在上述色谱条件下,重复进样 6次, 计算他克莫

司峰面积的 RSD为 0. 64%。 ∀ 方法重复性: 分别

同一批样品 6份, 按 #供试品溶液的制备 ∃项下操
作,在上述色谱条件下进行测定,计算他克莫司峰面

积的 RSD为 0. 77%。

2. 1. 6 回收率测定 取已知含量的眼用凝胶样品

9份,每份约 0. 3 g, 精密称定,置 10m l量瓶中,分别

加入不同量的他克莫司对照品溶液,制备低、中、高

不同浓度供试品溶液, 每一浓度 3份,按 #溶液的制

备 ∃项下操作,在上述色谱条件下进行测定, 计算回

收率, 结果见表 1。

表 1 他克莫司敏感眼用凝胶回收率测定结果 ( n= 9)

样品量

( m g)

加入量

( mg)

测得量

(m g)

回收率

(% )

平均回收率

(% )

RSD

(% )

1. 500 1. 188 2. 682 99. 5

1. 503 1. 188 2. 688 99. 7

1. 502 1. 188 2. 670 99. 9

1. 502 1. 485 2. 979 99. 5

1. 501 1. 485 2. 982 99. 7 99. 8 0. 28

1. 501 1. 485 2. 983 99. 8

1. 502 1. 792 3. 297 100. 2

1. 500 1. 792 3. 282 100. 0

1. 502 1. 792 3. 290 100. 3

2. 2 影响因素对凝胶溶蚀与药物释放的影响

2. 2. 1 他克莫司温度敏感眼用凝胶的制备 将

他克莫司、0. 7 %羟丙基  环糊精、适量氯化钠、

0. 02%苯扎溴铵溶于注射用水中, 将其置于冰箱

中冷藏 10m in左右,边搅拌边缓缓加入 20%泊洛

沙姆 407和 10% 泊洛沙姆 188, 继续搅拌使泊洛

沙姆颗粒均被水润湿, 然后将其放入 4  的冰箱

中保存 24 h以上, 直至得到澄清、无团块、分散均

匀的溶液。制成 0. 05%的他克莫司温度敏感眼

用凝胶。

2. 2. 2 凝胶溶蚀与药物释放的测定 采用无膜

溶出模型研究眼用凝胶的溶蚀动力学
[ 4, 5]
。称一

定重量的他克莫司温度敏感眼用凝胶制剂加入到

预先已称重的圆柱形容器中, 保持液面平整,将该

容器置于 34. 0 % 0. 5  的恒温水浴振荡器中预热

20 m in, 使聚合物溶液完全形成凝胶。加入提前预

热的 34. 0  模拟人工泪液 2. 4 m l作为释放介质,

该步小心操作以避免破坏凝胶表面。在一定频率

下恒温振荡 20 m in,立即倾出全部释放介质, 将容

器外表面用滤纸拭干, 迅速称量并记录其重量, 然

后重新放入恒温水浴振荡器中平衡 20 m in, 如此

反复操作。相邻时间点样品的重量差异为在此期

间的凝胶溶蚀量。以凝胶累积溶蚀百分率对时间

作图, 得到凝胶溶蚀曲线。每一实验重复 3次, 结

果取平均值。

于考察眼用凝胶溶蚀动力学的同时测定药物

的释放。将溶蚀实验得到的释放介质样品用 0. 45

m微孔滤膜过滤, 弃去初滤液, 取续滤液经流动

相稀释后用 HPLC法测定药物浓度。以药物累积

释放百分率对时间作图,得到药物释放曲线。

2. 2. 3 释放面积对凝胶溶蚀与药物释放的影响

精密称取 2 g凝胶分别置于截面面积为 2. 40、3. 80、

6. 15 cm
2
的圆柱形容器中, 在 34. 0 % 0. 5  振荡频

率为 100 r /m in的恒温水浴振荡器中, 依据 # 2. 2. 1∃
项下方法进行凝胶溶蚀和药物释放试验。

图 1 释放面积对凝胶溶蚀 (A )
和药物释放 ( B )的影响 (n = 3)

& 2. 40 cm2; ∋ 3. 80 cm2; ( 6. 15 cm2

268

药学实践杂志 2010年 7月 25日第 28卷第 4期

Journal o f Pharm aceutical Practice, Vo.l 28, No. 4, Ju ly 25, 2010



从图 1中可见, 随着释放面积的增加, 凝胶溶

蚀与药物释放速率显著增加。但无论凝胶溶蚀还

是药物释放均以恒定的速率进行。将凝胶累积溶

蚀百分率和药物累积释放百分率对时间回归, 呈

良好的线性相关 ( r> 0. 999 ) , 显示出零级动力学

特征,释放面积的改变不影响药物零级释放动力

学特征。

为了更加直观地分析药物的释放机制, 将上述

实验的药物累积释放百分率对凝胶累积溶蚀百分率

作图, 其结果如图 2。经回归得到方程 Y = 0. 996X

- 0. 823( r= 0. 996)其斜率接近于 1,表明在 2. 40~

6. 15 cm
2
内药物释放与凝胶溶蚀以相同的速率进

行,而且凝胶溶蚀是决定药物释放的主要因素。

图 2 不同释放面积下药物释放与凝胶溶蚀相关性曲线

2. 2. 4 振荡频率对凝胶溶蚀与药物释放的影响

精密称取 2 g凝胶分别置于截面面积为 3. 80 cm
2
的

圆柱形容器中, 在 34. 0 % 0. 5  振荡频率为 50、

100、150 r /m in的恒温水浴振荡器中, 依据 # 2. 2. 1∃

项下方法进行凝胶溶蚀和药物释放试验。

图 3 振荡频率对凝胶溶蚀 ( A)和药物释放 ( B)的影响 (n = 3)

& 50 r/m in; ∋ 100 r/m in; ( 150 r/m in

从图 3中可见,加快振荡频率,可显著促进凝胶

溶蚀和药物释放。但无论凝胶溶蚀还是药物释放均

以恒定的速率进行。将凝胶累积溶蚀百分率和药物

累积释放百分率对时间回归, 呈良好的线性相关 ( r

> 0. 999) ,显示出零级动力学特征。

将上述实验的药物累积释放百分率对凝胶累积

溶蚀百分率作图,其结果如图 4。经回归得到方程 Y

= 1. 008X - 3. 988( r= 0. 992)其斜率接近于 1。相

关性分析结果表明,在 50~ 150 r /m in条件下, 药物

释放与凝胶溶蚀以相同的速率进行, 凝胶溶蚀仍是

控制药物释放的主要因素。

图 4 不同振荡频率下药物释放与凝胶溶蚀相关性曲线

3 讨论

研究凝胶滴眼剂的释放行为,过去多采用立式扩

散池的方法
[ 6]
,将凝胶加入供给池中,以半透膜为隔离

界面,于设定的时间点测定释放介质中的药物浓度;或

采用类似片剂释放度的测定方法, 将凝胶装入透析

袋
[ 7, 8]

,借助溶出仪研究药物的释放行为。而制备凝胶

多采用的较高分子量的聚合物,在上述实验条件下,由

于半透膜的截留作用,聚合物不能扩散进入到释放介

质中,而药物受到浓度差的驱动,不断向周围满足漏槽

条件的溶液扩散至释放完全。对于用作经皮药物传递

系统的凝胶制剂,上述方法是研究其药物释放规律的

理想实验模型,但却不适用于眼部给药的情况。结膜

囊内充斥着不断更新的泪液,温度敏感眼用凝胶滴入

眼中后,变成凝胶。水溶性凝胶在眼内将逐渐溶蚀并

释放出其中的药物,因而可能存在完全不同的释药机

制。本研究采用无膜溶出模型,较好地模拟体内环境

以考察凝胶溶蚀及药物释放。

温度敏感眼用凝胶在眼内的作用过程受眨眼频

率的影响,我们使用恒温振荡模拟眨眼的频率。随

着振荡频率的增加,模拟人工泪液对凝胶表面的剪

切速率增加,使凝胶表面边界层的厚度变薄,解缠结

的胶束扩散进入释放介质的速度加快,致使凝胶溶

蚀速率增大,药物的释放速率也随之增加。

269

药学实践杂志 2010年 7月 25日第 28卷第 4期

Journal o f Pharm aceutical Practice, Vo.l 28, No. 4, Ju ly 25, 2010



)参考文献∗

[ 1 ] 俞益丰,周文天. FK506缓释系统在角膜移植中的应用 [ J] .

江西医学院学报, 2003, 43 ( 3) : 119

[ 2 ] 费文雷,陈家祺,庞志清, 等. FK506纳米粒制备及在兔眼组

织中的分布 [ J] .眼科研究, 2004, 22( 2 ): 164

[ 3 ] 周文天,俞益丰, 邓 青, 等. FK506胶原药膜抑制兔角膜移

植的免疫排斥反应 [ J] .眼科新进展, 2004, 24 ( 4) : 254

[ 4 ] 王 玮,周建平,任逢晓.双氯芬酸钠泊洛沙姆凝胶体外释放

的影响因素研究 [ J] .中国新药杂志, 2007, 161 ( 5) : 1195

[ 5 ] Felt O, Furrer P, M ayer JM, e t a l. Top ical u se of ch itosan in

ophthalm ology: toleran ce assessm en t and evalu at ion of p recorneal

reten tion[ J] . Int J Ph arm, 1999, 180: 185

[ 6] U rtt iA, Salm inen L. M in im iz ing sys tem ic absorpt ion of topically

adm in istered oph th alm ic d rugs [ J] . Surv Oph thalm o,l 1993, 37

( 6 ) : 435

[ 7] Sriv idya B, C ardoza RM, Am in PD. Su sta ined oph thalm icdelib

ery of of loxacin from a pH triggered in s itu gelling system [ J ]. J

C on trolRelease, 2001, 73 ( 2) : 205

[ 8] L inHR, SungKC. Carbopol /plu rn ic phase change solu tion s for oph

thalm ic drug delivery[ J]. J ControlRelease, 2000, 69: 379

[收稿日期 ] 2009 12 27

[修回日期 ] 2010 04 15

(上接第 266页 )
表 2 牡丹皮乙醚超声萃取法得到的挥发油成分分析结果

编号 保留时间 分子式 相对分子量 化合物名称 S I

1 3. 15 C6H 12O 2 116 1, 3 D ioxolane, 2, 4, 5 trim ethyl 693

+ 2 9. 98 C12H36O 6 S i6 444 Cycloh exasiloxane, dodecam ethyl 599

3 11. 41 C21H22N 2O 6 398 H ep taned iam ide, N, N 'd i benzoy loxy 823

+ 4 12. 29 C14H42O 7 S i7 518 Cycloh eptas iloxan e, tetradecam ethyl 753

5 12. 78 C20H42 282 H exadecane, 2, 6, 11, 15 tetram ethyl 769

+ 6 16. 22 C9H 10O 3 166 E thanone, 1 ( 2 hydroxy 4 m ethoxyphenyl) ( paeonol) 765

7 16. 85 C
9
H

10
O

3 166 E thanone, 1 ( 3 hydroxy 4 m ethoxyphenyl) 778

+ 8 17. 36 C13H20O 3 224 9 E thoxy 10 oxatricyclo[ 7. 2. 1. 0( 1, 6 ) ] dod ecan 11 one 565

+ 9 17. 78 C9H 10O 3 166 E thanone, 1 ( 3 hydroxy 4 m ethoxyphenyl) 724

10 18. 27 C9H 10O 3 166 2, '6 'D ihydroxy 3 'm ethy lacetoph enone 718

11 18. 94 C9H 15NOS i 181 3 T rim ethylsily loxy 6m ethy lpyrid ine 626

12 19. 35 C11H14O 2 178 Ph eno,l 2 ethoxy 4 ( 2 propenyl) 706

13 20. 12 C10H9NO2 175 Isoqu inolin 6, 7 dio,l 1m ethy l 755

14 20. 35 C10H10O 2 S 194 4H 1 Benzoth iopyran 4 one, 2, 3 d ihyd ro 8m ethy l, 1 ox ide 738

15 20. 51 C38H68O 8 652 l ( + ) A scorb ic acid 2, 6 d ihexadecanoate 689

16 20. 98 C1 7H 24O3 276 7, 9 D i tert butyl 1 oxaspiro( 4, 5) deca 6, 9 d iene 2, 8 d ion e 704

17 21. 59 C52H72M gN 4O 4 840 Bacterioch lorophyll c stearyl 610

18 21. 97 C
36
H

69
NO

6
S i

3
695 G lycin e, N [ ( 3 , 5 , 7 , 12 ) 24 oxo 3, 7, 12 tris[ ( trim ethylsily l) oxy] cho lan

24 yl] , m ethy l es ter
629

19 22. 516 C18H32O 2 280 9, 12 Octadecad ienoic acid ( Z, Z) 709

20 26. 39 C14H14N 2OS i 254 11 Oxo 5, 5 d im ethyl 5 si la 11H 5, 10 d ihydrob enzo[ b] pyrido[ 4, 3 e] azep ine 868

+ 两种提取方法共有成分

3 讨论

3. 1 在考察提取溶剂时,曾比较了乙醚、正己烷、丙

酮等不同溶剂,发现其中使用乙醚提取所得牡丹皮

挥发油含量最高,成分最全面, 且仅需一次即可充分

提取。另外在提取过程中, 向超声仪内加入一定量

的冰块,以保持水温在 0  左右,防止乙醚挥发。

3. 2 用不同的方法提取牡丹皮挥发油的效果不一

样,传统的水蒸气蒸馏操作所需时间较长,而且在与

水长时间共沸时,一些热敏物质易发生氧化、聚合等

反应导致变性, 此外, 部分挥发性成分未能提取出

来,导致挥发油收率较低。与之相比,乙醚超声萃取

法极大地缩短了操作时间,且具有选择性高、溶剂消

耗量少,成本低廉的优点,挥发油收率也明显提高,

适用于大规模推广应用。
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