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　　［摘要］　目的　盐酸左氧氟沙星眼用即型凝胶治疗兔金黄色葡萄球菌角膜炎的药效学研究。方法　选取６０只双眼均

正常的新西兰大白兔，给予左眼角膜基质内注射１０μＬ含１０
５个菌落形成单位（ｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍｉｎｇｕｎｉｔ，ＣＦＵ）的金黄色葡萄球菌

菌液，建立角膜炎动物模型。挑选炎症程度相近的４８只兔，采用完全随机设计方法分为４组，即２４ｈ基线组、磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）空白对照组、盐酸左氧氟沙星滴眼液组及盐酸左氧氟沙星眼用即型凝胶组，每组１２只。观察２４ｈ基线组兔眼临床炎症

情况并评分，观察角膜病理变化及进行细菌菌落计数；其余３组每日治疗３次，至第７天最后一次给药后２ｈ对３组兔的处理

同２４ｈ基线组。各组角膜临床炎症评分和角膜细菌菌落计数值比较均使用多个样本均数比较中的完全随机设计资料的方差

分析，即犉检验。结果　第７天时，相对于ＰＢＳ空白对照组，盐酸左氧氟沙星滴眼液与盐酸左氧氟沙星眼用即型凝胶均降低

角膜炎感染的临床症状（犘＝０．００），角膜炎临床评分分别为４．２１±１．１０和３．６３±０．８６；第７天时，盐酸左氧氟沙星滴眼液组与

盐酸左氧氟沙星眼用即型凝胶组兔眼角膜菌落数均降低（犘＝０．００），角膜菌落计数分别为（４．８７±０．０５）和（４．６４±０．１０）

ＣＦＵ，差异有统计学意义（犘＝０．００）。结论　盐酸左氧氟沙星眼用即型凝胶局部给药治疗金黄色葡萄球菌角膜炎可明显改善

临床症状、降低角膜菌落数，其作用优于常用的盐酸左氧氟沙星滴眼液，是一种有效的新型眼用制剂。
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第９期．刘福萍，等．盐酸左氧氟沙星眼用即型凝胶治疗兔金黄色葡萄球菌角膜炎
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１６，３７（９）：１０７０１０７５］

　　眼局部组织具有特有的高敏感性和独特的生理

功能，使得传统药物剂型如滴眼液［１２］的生物利用度

降低［３］。瞬目、泪液分泌及鼻泪管流失又使得滴眼

液从眼表清除迅速［４５］。当局部给药于眼部后，仅有

５％的药物可以穿过角膜到达眼内部组织
［１，６８］。第

二军医大学药学院研究人员使用卡波姆和羟丙甲基

纤维素作为主要凝胶基质，盐酸左氧氟沙星为载体

药物成功制作了盐酸左氧氟沙星眼用即型凝胶。该

凝胶给药前制剂为液体，使用时可以像市售滴眼液

一样滴入结膜囊内，在眼部环境下液态凝胶发生相

转变为半固体状态的凝胶，可以在眼表停留较长时

间。他们对该凝胶的体外释放及在兔眼内的药物消

除半衰期进行了研究，体外释放度测定结果显示该

凝胶４．５ｈ时释药约８０％，８．０ｈ时释药约９４％，释

放药物平缓，具有良好的缓释特性［９］。兔眼内药物

消除半衰期研究发现该凝胶的消除半衰期可以达到

１１８．７６ｍｉｎ，与文献报道的市售滴眼液的半衰期（约

６０ｍｉｎ）相比显著延长，可以在较长时间内维持较高

房水药物浓度水平［１０］。

基于以上实验研究，我们猜想该凝胶是否可以

通过药物缓释及维持房水较高药物浓度促进眼内药

物吸收，与同药物浓度滴眼液比较是否能更显著地

改善临床症状？本实验首次探讨盐酸左氧氟沙星眼

用即型凝胶治疗兔眼角膜炎的疗效。

１　材料和方法

１．１　主要材料　盐酸左氧氟沙星眼用即型凝胶由

第二军医大学药学院药剂学教研室高静副教授惠

赠；盐酸左氧氟沙星滴眼液（国药准字Ｈ２００２０１０６，

生产批号：１２０８１３０１）；无菌磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）购

自上海远慕生物科技有限公司；金黄色葡萄球菌菌

液（ＡＴＣＣ２５９２３）购自上海顺勃生物工程技术有限

公司。

１．２　动物准备　健康新西兰大白兔６５只购自上海

甲干生物科技有限公司［动物许可证号：ＳＣＸＫ（沪）

２０１０００２８］，体质量２．０～２．５ｋｇ，雌雄各半，环境温

度（２５．０±０．５）℃，控制湿度（５５±５）％，１只／笼，

１２ｈ昼夜交替饲养，自由饮水摄食，水及食物供给充

足。每只兔于实验开始前先适应动物房环境７ｄ，排

除应激因素干扰。实验前２４ｈ用裂隙灯显微镜观

察每只兔双眼的结膜、角膜及附属器情况，若存在至

少１只眼异常则可排除整只兔，最后有６０只兔经检

查均合格用于本实验。

１．３　动物模型准备　选取６０只健康新西兰大白

兔，无菌操作下给予左眼角膜基质内注射１０μＬ

ＡＴＣＣ２５９２３，含１０５ 个菌落形成单位（ｃｏｌｏｎｙ

ｆｏｒｍｉｎｇｕｎｉｔｓ，ＣＦＵ）。接种２４ｈ时对兔眼进行裂隙

灯显微镜观察并进行相应的指标评分。临床观察指

标为分泌物、球结膜充血水肿、前方积脓、基质浸润、

基质水肿，每项观察指标按严重程度分为４个等级，

分别给予０～４分
［１１１２］；采用双盲法由２位观察者同

时观察，２人所得评分之和除以２为最后总得

分［１３１５］。其中４８只兔眼炎症评分介于７～９分之

间，均出现畏光流泪，眼睑痉挛，少量分泌物，结膜水

肿充血，角膜表面形成直径约４ｍｍ的灰白色浸润

灶；１２只兔眼炎症评分介于１７～２０分之间，畏光流

泪，眼睑痉挛症状严重，大量分泌物致眼睑粘连，结

膜高度水肿充血，大量前房积脓，角膜表面形成８～

１１ｍｍ白色混浊灶。选取炎症反应相近的４８只兔

进行下一步实验研究。

１．４　给药方法及处理　采用完全随机设计方法将

兔眼分为４组，每组１２只眼，分别为接种菌２４ｈ基

线组、ＰＢＳ空白对照组、盐酸左氧氟沙星滴眼液组、

盐酸左氧氟沙星眼用即型凝胶组。

基线组兔眼于细菌接种后２４ｈ时行裂隙灯显

微镜观察并进行相应的指标评分，所有观察结束后

以静脉空气栓塞法处死该组实验兔；采用完全随机

设计方法选取６只眼摘取眼球，将眼球上携带的软

组织剔除，立刻用４％甲醛固定眼球防止组织细胞

自溶及腐败，同时也防止组织中的酶对蛋白质的分

解作用，４％甲醛固定２４ｈ后制作成石蜡切片，ＨＥ

染色，重点观察角膜的炎症情况。另外６只眼用眼

科镊和手术刀片分离角膜，用无菌生理盐水冲洗后，

加入液氮迅速研磨粉碎组织，放入装有１ｍＬ无菌

生理盐水的组织研磨器中研磨匀浆，同上述ＡＴＣＣ

２５９２３培养、稀释及计数方法相同，取匀浆液以１０

倍浓度梯度稀释后接种于牛肉膏蛋白胨培养基中，

３７℃培养２４ｈ后进行菌落形成单位计数
［１６］。其他

实验组在分组完成后随即开始给药，于每日的８：００、

１４：００、２０：００给药，每次５０μＬ，连续治疗６ｄ，于最

·１７０１·
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后一次治疗后２ｈ进行相应指标评分、角膜病理及

角膜细菌菌落计数观察。

１．５　统计学处理　数据采用ＳＰＳＳ１８．０软件进行

分析，各组角膜临床炎症评分和角膜细菌菌落计数

值比较均使用完全随机设计资料的方差分析

（ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅ，ＡＮＯＶＡ），即犉检验。检验

水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　形态学观察及临床评分　接种细菌２４ｈ时各

组角膜中央形成大小约５ｍｍ的白色菌斑，出现明

显细菌性角膜炎临床症状：畏光流泪，眼睑痉挛，结

膜充血水肿，结膜囊内白色脓性分泌物，角膜基质浸

润及肿胀（图１Ａ）。

第７天时，ＰＢＳ空白对照组兔眼的细菌性角膜

炎临床表现进一步加重：菌斑增大、角膜基质浸润及

水肿加重，部分眼出现前房积脓（图１Ｂ）；盐酸左氧

氟沙星滴眼液组（图１Ｃ）及盐酸左氧氟沙星眼用即

型凝胶组（图１Ｄ）兔眼细菌性角膜炎症状明显减轻：

角膜菌斑缩小、结膜充血水肿减轻、角膜基质浸润及

水肿减轻、角膜透明度增加。

图１　兔眼裂隙灯照相

犉犻犵１　犛犾犻狋犾犪犿狆狆犺狅狋狅犵狉犪狆犺狅犳狉犪犫犫犻狋’狊犲狔犲狊

Ａ：Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｅｙｅｗａｓｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｅｄａｔ２４ｈ；Ｂ，Ｃ，Ｄ：

Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｅｙｅｓｗｅｒｅｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｅｄｏｎｔｈｅ７ｔｈ ｄａｙ．Ａｒｒｏｗ

ｉｎｄｉｃａｔｅｓｃｏｒｎｅａｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ．Ｔｈｅｃｏｒｎｅａｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｅｙｅｏｆ

ＰＢＳｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｂ）ｗａｓｍｕｃｈｌａｒｇｅｒ，ｃｏｖｅｒｉｎｇｔｈｅｐｕｐｉｌａｎｄｐａｒｔ

ｏｆｔｈｅｓｕｒｒｏｕｎｄｉｎｇａｒｅａ，ｔｈａｎｔｈｅ２４ｈｂａｓｅｌｉｎｅｇｒｏｕｐ．Ｅｙｅｓｏｆ

ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎｈｙｄｒｏｅｈｌｏｒｉｄｅｅｙｅｄｒｏｐｇｒｏｕｐ（Ｃ）ａｎｄｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎ

ｈｙｄｒｏｅｈｌｏｒｉｄｅｅｙｅｇｅｌｇｒｏｕｐ（Ｄ）ｈａｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｒｅｄｕｃｔｉｏｎｉｎｃｌｉｎｉｃａｌ

ｓｅｖｅｒｉｔｙ，ａｎｄｅｘｈｉｂｉｔｅｄｓｌｉｇｈｔｓｔｒｏｍａｌｅｄｅｍａａｎｄｌｉｔｔｌｅｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ．

ＰＢＳ：Ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１０

　　接种细菌２４ｈ时，４组兔眼角膜评分差异无统计

学意义（犘＝０．９９）；第７天时，盐酸左氧氟沙星眼用即

型凝胶组和盐酸左氧氟沙星滴眼液组与ＰＢＳ空白对

照组比较，差异均有统计学意义（犘＝０．００），盐酸左氧

氟沙星眼用即型凝胶组角膜评分小于盐酸左氧氟沙

星滴眼液组，但两者差异无统计学意义（犘＝０．２１７）。

见表１。

表１　各组临床指标观察评分

犜犪犫１　犆犾犻狀犻犮犪犾狊犮狅狉犲狊狅犳犲犪犮犺犵狉狅狌狆

狀＝１２，珔狓±狊

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ＳＬＥ２４ｈＰＩ

（Ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ）

ＳＬＥ７ｄＰＩ

（Ｐｏｓｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ）

２４ｈｂａｓｅｌｉｎｅｇｒｏｕｐ ７．８３±０．９１ !

ＰＢＳｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ ７．８８±１．２６ ７．８３±１．３９

ＬＨＥＤｇｒｏｕｐ ７．８３±１．１１ ４．２１±１．１０

ＬＨＥＧｇｒｏｕｐ ７．９２±０．６０ ３．６３±０．８６

犉ｖａｌｕｅ ０．０２ ４８．４９

犘ｖａｌｕｅ ０．９９ ０．００

　 　 ＳＬＥ：Ｓｌｉｔｌａｍｐ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ；ＰＩ：Ｐｏｓｔｉｎｊｅｃｔｉｏｎ；ＰＢＳ：

Ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ；ＬＨＥＤ：Ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｅｙｅ

ｄｒｏｐ；ＬＨＥＧ：Ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｅｙｅｇｅｌ．犘＜０．０１ｖｓ

ＰＢＳｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．２　病理检查　正常眼角膜上皮完整，角膜基质纤

维排列有序，无炎症细胞浸润，角膜内皮细胞可见；

前房无炎性渗出，房角开放，无炎症细胞浸润。２４ｈ

基线组兔眼角膜上皮及基质层肿胀，特别是注射部

位即基质的上１／３深度结构紊乱，整个角膜大量炎

症细胞浸润。第７天时，ＰＢＳ空白对照组兔眼角膜

上皮及基质明显水肿，大量炎症细胞浸润，角膜上皮

缺损，基质层结构紊乱；盐酸左氧氟沙星滴眼液组角

膜上皮及基质轻微水肿，炎症细胞浸润减少；盐酸左

氧氟沙星眼用即型凝胶组角膜无水肿，炎症细胞浸

润减少，基质完整。各组兔眼角膜病理显微镜观察

见图２。

２．３　角膜菌落计数　接种菌２４ｈ基线组兔眼角膜

菌落计数为（６．８３±０．６５）ＣＦＵ。第７天时，盐酸左

氧氟沙星滴眼液组和盐酸左氧氟沙星眼用即型凝胶

组兔眼角膜菌落计数大幅度减少，分别为（４．８７±

０．０５）ＣＦＵ和（４．６４±０．１０）ＣＦＵ，相比于２４ｈ基

线组和ＰＢＳ空白对照组［（５．６５±０．０９）ＣＦＵ］差异

均有统计学意义（犘＝０．００），而盐酸左氧氟沙星眼

·２７０１·
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第９期．刘福萍，等．盐酸左氧氟沙星眼用即型凝胶治疗兔金黄色葡萄球菌角膜炎

用即型凝胶组角膜菌落计数低于盐酸左氧氟沙星滴

眼液组，差异有统计学意义（犘＝０．００）。

图２　兔角膜病理显微镜观察

犉犻犵２　犎犻狊狋狅狆犪狋犺狅犾狅犵狔狅犳狉犪犫犫犻狋犮狅狉狀犲犪

Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙｏｆ２４ｈｂａｓｅｌｉｎｅｇｒｏｕｐ（Ａ），ＰＢＳｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｏｎ

ｔｈｅ７ｔｈｄａｙ（Ｂ），ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎｈｙｄｒｏｅｈｌｏｒｉｄｅｅｙｅｄｒｏｐｇｒｏｕｐｏｎｔｈｅ７ｔｈ

ｄａｙ（Ｃ）ａｎｄｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎｈｙｄｒｏｅｈｌｏｒｉｄｅｅｙｅｇｅｌｇｒｏｕｐｏｎｔｈｅ７ｔｈｄａｙ）．

Ｂｌｕｅａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｃｏｒｎｅａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ａｎｄｂｌａｃｋａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅ

ｃｏｒｎｅａｌｓｔｒｏｍａ．ＣｏｒｎｅａｌｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙｉｎＡａｎｄＢｅｘｈｉｂｉｔｅｄｓｅｖｅｒｅ

ｅｄｅｍａａｎｄｉｎｆｌｕｘｏｆｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ．ＨｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆＢａｌｓｏ

ｅｘｈｉｂｉｔｅｄｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎｏｆｃｏｒｎｅａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ（ａｒｒｏｗ）ａｎｄｓｔｒｏｍａｌ

ｅｄｅｍａ．ＣｏｒｎｅａｌｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙｉｎＣａｎｄＤｏｎｌｙｈａｄｓｌｉｇｈｔｅｄｅｍａａｎｄ

ｍｉｎｉｍａｌｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ．Ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ＨＥ ｓｔａｉｎｅｄ．

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

３　讨　论

盐酸左氧氟沙星为第３代喹诺酮类广谱抗生

素，是氧氟沙星的左旋活性体，具有水溶性高、活性

强、不良反应低以及临床疗效高等特点［１７］，用于治

疗敏感细菌引起的细菌性结膜炎、细菌性角膜炎、眼

睑炎及泪囊炎等，是临床广泛应用的眼科抗菌药

物［１８］。

临床常用的盐酸左氧氟沙星药物剂型为滴眼

液，其生物利用度低，想要在眼表或治疗部位维持一

定的药物治疗浓度必须频繁给药，但频繁高浓度给

药可能造成不良反应和眼表细胞损伤［１９２０］，这是治

疗失败的一个重要原因。为使药物到达病变部位并

达到一定的治疗浓度，必须增加药物在眼表的存留

时间［２１］。自２０世纪６０年代开始，国内外研究者致

力于眼部给药缓释系统的研究，目的为使药物持续、

控释释放以改善眼部药物生物利用度［２２２５］，如滴眼

液中加入黏性赋型剂、制作眼用药物缓释膜等。目

前研究热点主要集中在药物凝胶、胶粒系统的研究，

其中凝胶剂的研究越来越受到重视［２６２７］。Ｇｕｐｔａ

等［２８］应用壳聚糖和海藻酸钠制成左氧氟沙星眼用

即型凝胶，体外释药测定结果显示该凝胶２ｈ时释

药约３４．１８％，６．０ｈ时释药约７６．６８％，８．０ｈ时释

药约８４．０８％，释放药物平缓，具有良好的缓释特

性。但国内外对新剂型的研究只停留在药物释放阶

段，尚未进一步行药效学的研究。

本研究使用以卡波姆和羟丙甲基纤维素作为主

要凝胶基质、盐酸左氧氟沙星为模型药物制作盐酸

左氧氟沙星眼用即型凝胶，该种剂型国内外尚无研

究。卡波姆为丙烯酸键合烯丙基蔗糖或季戊四醇烯

丙醚的高分子聚合物［２９３０］，含有大量羧基，在ｐＨ值

小于４的酸性条件下羧基几乎不解离，在水中分散

溶胀，表现出较低的黏性但不溶解。随ｐＨ值的升

高，卡波姆羧基解离，负电荷之间的排斥作用致分子

链膨胀及伸展，低浓度的卡波姆则形成澄清溶液，而

在较高浓度时溶液黏度急剧增加，溶液发生相变转

化成凝胶状态［２６］，分子链间缠结而形成具有一定弹

性和强度的半透明凝胶。当ｐＨ值位于６～１２之间

时，卡波姆形成的凝胶表现出最大的黏度［３１］，可以

提高在眼表的存留时间。但若处方中仅用卡波姆作

为主要基质，使用量大，溶液呈酸性，使用时会造成

眼部刺激［３２］，因此需相对减少卡波姆的比例。羟丙

甲基纤维素又名羟丙甲纤维素或纤维素羟丙甲基

醚，也常被用来制作凝胶，该眼用凝胶在处方中加入

了羟丙甲基纤维素作为增稠剂［３３］。此外，还加入了

磷酸氢二钠、磷酸二氢钠、氯化钠、尼泊金乙酯，加入

中和剂氢氧化钠调节溶液ｐＨ至６．０，以减少对眼部

的刺激性。

本研究以盐酸左氧氟沙星滴眼液为对照药物，

对盐酸左氧氟沙星眼用即型凝胶的有效性及优效性

进行了考察。实验结果证实盐酸左氧氟沙星眼用即

型凝胶治疗实验性金黄色葡萄球菌角膜炎较临床常

用的盐酸左氧氟沙星滴眼液更能延缓病情的进一步

发展，更显著减少角膜细菌菌落数量，改善临床症

状。盐酸左氧氟沙星眼用即型凝胶之所以能提高药

物生物利用度是因其滴入结膜囊内，在眼部环境下，

液态凝胶发生相转变为半固体状态的凝胶，通过增

加药物黏度延长与眼表的接触时间并使药液到达鼻
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黏膜的速度减慢，从而增加药物眼部吸收量，提高患

者治疗的顺应性，有益于提高治疗效果。实验结果

表明它是一种有效的新型眼用制剂，具有临床使用

潜力。
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