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自制左氧氟沙星羧甲基壳聚糖缓释微球体内结肠靶向释放的实验

李　扬１，王　强１，钱　方２，沈宏亮１

（１．第二军医大学长征医院普通外科，上海２００００３；２．长征医院药学部）

［摘要］　目的：制备左氧氟沙星羧甲基壳聚糖（ＬＶＦＸ／ＣＭＣ）微球并检测其在大鼠体内结肠靶向释药的性能。方法：色谱柱：

ＫｒｏｍａｓｉｌＲＫＲ１００５Ｃ１８（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ），流动相：乙腈０．１％三氟醋酸溶液（２０８０），柱温：５０℃，激发波长：２９５ｎｍ，发射

波长：４９５ｎｍ，流速：１．０ｍｌ／ｍｉｎ。ＳＤ大鼠６０只，随机分为２组，分别以ＬＶＦＸ／ＣＭＣ微球（含４０ｍｇ左氧氟沙星）及等量左氧

氟沙星溶剂灌胃，以高效液相色谱法对ＬＶＦＸ／ＣＭＣ微球和左氧氟沙星（ＬＶＦＸ）灌胃后大鼠胃、小肠、盲肠、结肠及血液中药物

浓度进行定量检测。结果：灌胃后ＬＶＦＸ／ＣＭＣ微球组５ｈ盲肠、结肠药量分别达（３．３９４±０．１９７）和（１．８７３±０．２１６）ｍｇ，远

高于ＬＶＦＸ组的（０．４８９±０．１２３）和（０．０７８±０．００２）ｍｇ（Ｐ＜０．０１）。在９ｈ时ＬＶＦＸ／ＣＭＣ微球组盲肠和结肠药量仍分别达

到（１．５８０±０．２３４）和（０．７１３±０．０７３）ｍｇ，明显高于ＬＶＦＸ组的（０．１０５±０．０２３）和（０．０５４±０．０１６）ｍｇ（Ｐ＜０．０１）。ＬＶＦＸ／

ＣＭＣ微球组血药浓度于５ｈ后达到最高，而ＬＶＦＸ组１ｈ后即达最高血药浓度峰。微球组盲肠和结肠内容物的药量在７、９ｈ

时段均明显大于胃和小肠内的药量。结论：左氧氟沙星羧甲基壳聚糖微球在体内实验中的释放符合结肠靶向释药的特

点。　　　　　
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　　结肠靶向释药已成为近年来新剂型研究的热

点［１，２］，如在行结、直肠手术前肠道准备时应用结肠

靶向抗生素可增强杀菌效能，显著减少结肠腔内的

细菌数量，同时还能减少细菌耐药及菌群失调的可

能。在军事人员投入渡海登陆作战时，如能应用结

肠靶向释放抗生素，可预防性降低可能发生的结肠

损伤及严重创伤、烧伤、休克等所致的伤员局部和全

身感染程度，将达到更有效救治伤员的目的。本实

验应用前期研究所研制的羧甲基壳聚糖左氧氟沙星
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（ＬＶＦＸ／ＣＭＣ）微球［３］，选择大鼠作为动物实验对

象，通过以微球口饲大鼠，在不同时段采取大鼠的

胃、小肠、盲肠和结肠，对各标本进行高效液相色谱

法定量检测，根据结果观察ＬＶＦＸ／ＣＭＣ微球在盲

肠和结肠中释放的情况，并进行相关分析。

１　材料和方法

１．１　药品、试剂和仪器　左氧氟沙星标准品（批号：

０２１００３，含量１００．１％，江苏昆山双鹤制药公司赠送）。

普洛帕酮对照品（上海市药检所提供，纯度９９．０％，内

标）；甲醇及乙腈为色谱醇。高效液相色谱仪：岛津

ＬＣ１０ＡＴ型高压泵，ＲＦ５５１型荧光检测器；色谱

柱：ＫｒｏｍａｓｉｌＲＫＲ１００５Ｃ１８（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ）。

１．２　ＬＶＦＸ／ＣＭＣ微球的制备［３］　将适量的液体

石蜡与Ｔｗｅｅｎ８０以２５０ｒ／ｍｉｎ转速混匀，按一定比

例加入含羧甲基壳聚糖（４０．０ｇ／Ｌ）的生理盐水溶

液，在３０℃下同速搅匀２０ｍｉｎ，使之成为稳定的乳

化体系，再加入左氧氟沙星（２６．６ｇ／Ｌ）。冷却，加

入一定量的戊二醛进行交联固化，反应完成后经抽

滤、石油醚洗涤、丙酮脱水、干燥即得载药微球。取

微球０．１ｇ研磨，超声提取后加入释放液生理盐水，

定容于２５０ｍｌ容量瓶中，过滤后以紫外分光光度计

２９３ｎｍ处测定光密度值。所得微球载药量为２１％，

平均粒径为６４μｍ，体外释药具有明显的缓释作用。

１．３　动物实验　正常ＳＤ雄性大鼠，体质量（２１６±

１２）ｇ，共６０只，随机分成１０组，每组６只。前５组

为ＬＶＦＸ／ＣＭＣ微球组，以ＬＶＦＸ／ＣＭＣ微球按含

４０ｍｇ左氧氟沙星的微球量（１９０ｍｇ）灌胃；后５组

为单用ＬＶＦＸ组以左氧氟沙星４０ｍｇ水溶剂灌胃；

本实验中所有大鼠均非空腹，为自由摄食、水状态。

ＬＶＦＸ／ＣＭＣ微球组和ＬＶＦＸ组各５组分别于给药

１、３、５、７和９ｈ后麻醉采取标本。心内取全血置于

肝素化离心管中，混匀，３０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，精

密量取上层血浆０．５ｍｌ置于５ｍｌ离心管内待测。

同时分别切取其胃、小肠、盲肠、结肠，收集各段内容

物，精密称质量后，以生理盐水稀释至总体积为１０

ｍｌ，制成匀浆涡旋混匀后取０．５ｍｌ混悬液置于离心

管内，－６０℃冰箱保存待测。以高效液相色谱法测

定中左氧氟沙星浓度，计算出各段内容物中左氧氟

沙星的总量。

１．４　高效液相色谱法测定左氧氟沙星含量

１．４．１　色谱条件　流动相：乙腈０．１％三氟醋酸溶

液（２０８０），柱温：５０℃，激发波长：２９５ｎｍ，发射波

长：４９５ｎｍ，流速：１．０ｍｌ／ｍｉｎ。

１．４．２　样品的预处理及测定　血样：５０μｌ血样加

入１００μｌ甲醇沉降蛋白后，３０００ｒ／ｍｉｎ离心２０

ｍｉｎ，取上清液２０μｌ进样。消化道内容物：消化道

内容物按标本采取制成匀浆后，涡旋１ｍｉｎ，３０００ｒ／

ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ；取５０μｌ加入１００μｌ甲醇沉降蛋

白，同法离心。取上清液２０μｌ进样。

１．４．３　制作左氧氟沙星标准曲线及方法学考察　
精密称取９．８ｍｇ标准品，用少量甲醇溶液移入容量

瓶中，加入适量甲醇使成浓度为３９２μｇ／ｍｌ。精密

吸取，稀释成浓度为１２．８μｇ／ｍｌ和１．２８μｇ／ｍｌ的

血样，用空白血样倍比稀释上述血样，使浓度为

６４０、３２０、１６０、８０、４０、２０、１０、５ｎｇ／ｍｌ的标准血样；

各标准血样按１．４．１色谱条件进样行液相色谱分

析，以浓度对峰面积进行回归，得回归方程。于空白

血浆中加入高、中、低（１．０、０．５和０．１μｇ／ｍｌ）３个

浓度的左氧氟沙星标准溶液各５管，同日进行萃取

测定，以考察方法的日内精密度；同法在连续５ｄ内

进行萃取测定，考察日间精密度。同时计算所得峰

面积与相对浓度对照品溶液峰面积的比值，即得其

回收率。

１．５　统计学处理　计量资料使用珚ｘ±ｓ形式表示。
使用ＳＰＳＳ８．０进行统计学分析。两组均数比较采

用ｔ检验，两组率的比较采用χ
２检验。

２　结　果

２．１　左氧氟沙星标准曲线　以浓度（ｙ）对峰面积（ｘ）
进行回归，得回归方程：ｙ＝０．７２６２＋０．００１０６５ｘ（ｒ＝
０．９９９８），显示ＨＰＬＣ测定样品中的左氧氟沙星具有

良好的线性。

２．２　方法回收率及精密度结果　如表１。结果表

明方法回收率和精密度良好。ＨＰＬＣ色谱图中左氧

氟沙星和内标的分离情况良好，无杂质峰干扰。见

图１。

表１　样品中左氧氟沙星的方法回收率及精密度

Ｔａｂ１　Ｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙａｎｄｉｎｔｅｒ／ｉｎｔｒａｄａｙ
ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆＬＶＦＸ

（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ，％）

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
（ρＢ／μｇ·ｍｌ－１）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ Ｉｎｔｅｒｄａｙ
ＲＳＤ

Ｉｎｔｒａｄａｙ
ＲＳＤ

０．１ １０６．９±３．６ ４．３７ ６．６９
０．５ １０２．１±４．１ ２．４５ ３．３２
１．０ ９８．２±２．７ １．５６ ２．７８
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图１　ＨＰＬＣ测定ＬＶＦＸ标准品色谱图

Ｆｉｇ１　ＴｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆＬＶＦＸ
１：Ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ；２：ＬＶＦＸ

２．３　样品测定结果　如表２。ＬＶＦＸ组中１、３ｈ盲
肠或结肠内容物中均未检测到ＬＶＦＸ，ＬＶＦＸ／ＣＭＣ
微球组３ｈ时可检测出 ＬＶＦＸ；ＬＶＦＸ及 ＬＶＦＸ／

ＣＭＣ微球组两组均在５ｈ时检测到药物峰值，随后
浓度均逐渐下降（Ｐ＜０．０１）。微球组５ｈ盲肠药量达

（３．３９４±０．１９７）ｍｇ，结肠药量为（１．８７３±０．２１６）

ｍｇ，远高于 ＬＶＦＸ 组的（０．４８９±０．１２３）ｍｇ 和
（０．０７８±０．００２）ｍｇ。在９ｈ时微球组盲肠和结肠药
量仍分别达到（１．５８０±０．２３４）ｍｇ 和（０．７１３±
０．０７３）ｍｇ，明显高于ＬＶＦＸ组的（０．１０５±０．０２３）

ｍｇ和（０．０５４±０．０１６）ｍｇ，差异有显著意义（Ｐ＜
０．０１）。ＬＶＦＸ组在盲肠和结肠的药量大部分时间
里均明显低于在胃和小肠内容物的量，其在后者的
药量占消化道总量的９０％以上；而微球组在盲肠和
结肠内容物的药量在７、９ｈ时段均明显高于胃和小
肠内的药量；各组间差异统计学均有显著意义（Ｐ＜
０．０１）。但由于壳聚糖为小分子，以其为载体制备的
前体药给大鼠灌胃后，不仅在小肠远端有一定量的
药物释放，而且在盲肠、结肠中药物释放出的速度较

快。微球灌胃后，血药浓度于５ｈ后达到最高，而对

照组１ｈ后即达最高血药浓度峰，微球组血药浓度

波形明显滞后（图２）。

表２　ＬＶＦＸ及ＬＶＦＸ／ＣＭＣ微球灌胃后胃肠道各段内容物ＬＶＦＸ的总量

Ｔａｂ２　ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＬＶＦＸｉｎｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎｅｔｒａｃｔａｆｔｅｒｇａｓｔｒｉｃｃａｖａｇｅｏｆＬＶＦＸ／ＣＭＣａｎｄＬＶＦＸ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ，ｍ／ｍｇ）

Ｔｉｍｅ
（ｔ／ｈ）

Ｓｔｏｍａｃｈ
ＬＶＦＸ ＬＶＦＸ／ＣＭＣ

Ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ
ＬＶＦＸ ＬＶＦＸ／ＣＭＣ

Ｃｅｃｕｍ
ＬＶＦＸ ＬＶＦＸ／ＣＭＣ

Ｃｏｌｏｎ
ＬＶＦＸ ＬＶＦＸ／ＣＭＣ

１ ８．０５９± ７．８３５± ５．１８２± ７．４０７± ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ
０．８９５ ０．４７０ ０．４９６ ０．６１９

３ １０．２４９± ５．０９８± ０．２３５± ６．９７２± ＮＤ １．４３２± ＮＤ ０．２８９±
１．３００ ０．５５１▲ ０．０９６ ０．７３４▲▲ ０．１３８▲▲ ０．００４▲▲

５ ０．６７２± ０．９３６± ０．１６５± ２．１２８± ０．４８９± ３．３９４± ０．０７８± １．８７３±
０．１２２ ０．０８５▲ ０．０２２ ０．２２９▲▲ ０．１２３ ０．１９７△△▲▲ ０．００２ ０．２１６▲▲

７ ０．９０５± ０．１００± ０．１７７± ０．０８０± ０．０６９± ２．８６５± ０．０１４± １．５０１±
０．１６６ ０．０１０▲▲ ０．０１１ ０．０１６▲▲ ０．００３ ０．２２７△△▲▲ ０．００２ ０．１８２△△▲▲

９ ０．７５６± ０．４３８± ０．１４５± ０．１７８± ０．１０５± １．５８０± ０．０５４± ０．７１３±
０．０８９ ０．０８８▲ ０．０１４ ０．０２７▲ ０．０２３ ０．２３４△△▲▲ ０．０１６ ０．０７３▲▲

　Ｐ＜０．０１ｖｓｔｈｅＬＶＦＸｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｓｔｏｍａｃｈａｎｄｉｎｔｅｓｔｉｎｅｉｎＬＶＦＸｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｓａｍｅｐｏｉｎｔ；△△Ｐ＜０．０１ｖｓｔｈｅＬＶＦＸｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ

ｓｔｏｍａｃｈａｎｄｉｎｔｅｓｔｉｎｅｉｎＬＶＦＸ／ＣＭＣｇｒｏｕｐａｔｔｈｅｓａｍｅｐｏｉｎｔ；▲▲Ｐ＜０．０１，▲Ｐ＜０．０５ｖｓＬＶＦＸｇｒｏｕｐｉｎｔｈｅｓａｍｅｐｏｓｉｔｉｏｎａｔｔｈｅｓａｍｅｐｏｉｎｔ；

ＮＤ：Ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ

３　讨　论

　　近年来结肠靶向给药体系的研究得到了迅速发

展，并引起国内外医药界的极大关注。结肠靶向给

药时药物在结肠直接释放，可以提高局部药物浓度，

从而改善对结肠局部病变的治疗；同时可以减少各

种药物如化疗药物等对胃肠道的刺激及由于胃肠道

吸收所引起的全身性毒副作用。在众多的结肠靶向
药物传递系统中，壳聚糖的衍生物［４］如半合成琥珀

酸壳聚糖和邻苯二甲酸壳聚糖等具有碱依赖性，

在酸性介质中膨胀成凝胶，延缓其释药速度，故可耐

受上消化道胃酸及各种消化酶的作用；而到达结肠

后，壳聚糖被结肠中菌群产生的酶所分解而释放所
载有的药物［５］，同时其生物黏附性能可使其黏附于
结肠黏膜，从而延长药物作用时间，更有效的产生治

疗作用；故将其应用于结肠靶向释药的研究日渐增
多［６］。Ｔｏｚａｋｉ等［７］应用壳聚糖制成胶囊，分别包裹
治疗溃疡性结肠炎的药物Ｒ６８０７０，并选择人工诱发

的大鼠溃疡性结肠炎进行释药实验，结果发现所载

药物可如预期设计到达结肠定位释放。同时以壳聚

糖为辅料，结合５氨基水杨酸，治疗人工诱导的大鼠

溃疡性结肠炎，结果显示大鼠灌胃靶向系统后结肠
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图２　ＬＶＦＸ／ＣＭＣ微球、ＬＶＦＸ灌胃后

ＬＶＦＸ血药浓度时间曲线

Ｆｉｇ２　Ｂｌｏｏｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｉｍｅｐｒｏｆｉｌｅ

ｏｆＬＶＦＸａｆｔｅｒｇａｓｔｒｉｃｌａｖａｇｅｏｆ

ＬＶＦＸ／ＣＭＣｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓａｎｄＬＶＦＸ

ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

黏膜中５氨基水杨酸的浓度明显高于其混悬液单独

灌胃时的浓度。

　　本实验进行动物体外药物释放研究，发现经壳

聚糖制成微球制剂后载入左氧氟沙星对大鼠灌胃，

对不同时段大鼠消化道各段内容物药物含量进行分

析。研究发现对照组３ｈ内盲肠或结肠内容物中均

未检测到药物，在大部分时间里盲肠和结肠的药量

均明显少于在胃和小肠内容物的量，其在胃和小肠

内容物的药量占消化道总量的９０％以上；表明口服

抗生素在上消化道吸收降解，并不能有效到达结肠

部位，对于结肠局部病变的治疗作用较小。而口饲

载药微球组在胃和小肠中释药较少，药物到达后在

盲肠和结肠内容物的药量在随后的时段均明显大于

胃和小肠内的药量，远高于单用左氧氟沙星组结肠

内容物的药物含量。目前认为此类结肠定位释放机

制是壳聚糖辅料保护了其与所载药物之间相连接的

酯键，使其免受胃肠道上部羧酸酯酶的作用。到达

结肠后，壳聚糖对结肠菌群代谢产物如降解多糖的

酶类较为敏感，从而被降解后释放药物。该微球在

结肠释药时间较长，数小时后仍能在结肠内容物中

维持较高的药物浓度，可能与其固有的缓释机制有

关。

　　目前常用的肠道准备一般为术前连续３ｄ口服

抗生素，而药物多在胃和小肠大量吸收入血，血循环

中的有效药物仅能杀灭肠黏膜血供可达范围内的细

菌，而对于结肠内容物及结肠黏液中的细菌抗菌作

用甚微。如以结肠靶向系统将抗生素选择性在结肠

中释放，长时间维持局部较高的药物浓度，可有效提

高结肠灭菌和肠道准备的效果。而对于野战结肠外

伤及其他各种重症感染的伤员而言，战前如能预防

性使用结肠靶向抗生素，必将能更好的达到有效救

治的目的。本实验仅为结肠靶向药物的研制做初步

探讨，要制成战前一次性口服药剂达到更好肠道灭

菌作用的结肠靶向缓释剂或应用于结肠恶性肿瘤局

部化 学 药 物 靶 向 系 统 尚 有 待 进 一 步 的 研

究。　　　　　　　
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