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巯基化羧甲基壳聚糖载醋甲唑胺纳米球滴眼剂的生物
安全性评价
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醋甲唑胺（<TYKAeRUA<I]T，-.V）是一种新型的

碳酸酐酶抑制剂h(i，通过抑制睫状体中的碳酸酐酶，

使房水生成减少，降低眼内压。其作为眼科治疗开

角型青光眼、继发性青光眼的常用药物，在临床上

得到广泛应用h3$4i。本实验采用乳化$蒸发$交联法，

以巯基化羧甲基壳聚糖（YKIRUAYT][AXaRbD<TYKDU [KI$

YRJABE Y7-7`）为载体h9$8i，包裹 -.V 形成纳米球（YKI$

RUAYT][AXaRbD<TYKDU [KIYRJAB $[AXXIT] <TYKAeRUA<I]T

BABRWAXYI[UTJ，Y7-7`$-.V$M*），将其制备成滴眼剂

（YKIRUAYT][AXaRbD<TYKDU [KIYRJAB $[AXXIT] <TYKAeR$

UA<I]T BABRWAXYI[UTJ TDT ]XRW，Y7-7`$-.V$ML0d

hji。

对该滴眼剂进行眼刺激试验、迟发超敏试验、细胞

毒性试验（-.. 法和 /01 法），为该滴眼剂的应用

提供实验依据。

C ijkHY

(=( "#$%

(=(=( 实验试剂醋甲唑胺原料药（武汉大华伟业医

药化工有限公司。批号：&%(j%'(&，纯度为 ''=&5），

羧甲基壳聚糖（7-7，浙江澳兴生物科技有限公司，

分子量 4% 万，羧化度 "%5），三聚磷酸钠（.SS，分析

纯，天津市光复科技发展有限公司d，甲醛（天津市化

学试剂批发公司，分析纯，(8%&(8），生理盐水（中国

大冢制药有限公司，8k+&?&），&E9$二硝基氯苯（天

津光复精细化工研究所，化学纯，批号：&%(8 年 + 月

(( 日），弗氏完全佐剂（`I:<A，批号：̀/Nl'44"m），

二甲基亚砜（天津瑞金特化学品有限公司，批号：

&%(9;%8），四唑盐（-..，N6F`1P>S），(j9% 培养液

（1D7URBT，批号：MV/(&j8），胰酶细胞消化液（北京

鼎 国 昌 盛 生 物 技 术 有 限 责 任 公 司 ， 批 号 ：

4(&-/%((%），乳酸脱氢酶（+,-）测定试剂盒（货号：

P%&%$&，微量酶标法），聚山梨酯$"%（.fTTB$"%，分
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析纯，天津市光复科技发展有限公司），乙酸乙酯

（分析纯，天津市光复科技发展有限公司），乙醇（分

析纯，天津市光复科技发展有限公司），乙醚（分析

纯，天津市光复科技发展有限公司）。

细胞株：!"#"$%&'( )*)（小鼠成纤维细胞 +,)*)，

来源：中国科学院上海生命科学研究院细胞资源中

心）。

-.-.* 实验动物 日本大耳白兔，雄性，*./!*.0 12

（北京隆安实验动物养殖中心，许可证编号：3"45

（京）*/-6,///7）实验前适应性饲养 - 周。白化豚

鼠，雄性，7//!6// 2（北京隆安实验动物养殖中心，

许可证编号：3"45（京）*/-6,///7），实验前适应性

饲养 78。

-.-.7 仪器 酶标仪（芬兰雷勃公司，957），":
*

培

养箱（赛默飞世尔科技公司，;<=>$(%% -0/?），全温

振荡培养箱（上海精宏实验设备有限公司，;@A,

-0/），+B+,!裂隙灯显微镜（凤凰光学仪器集团有

限公司）。

-.* !"

-.*.- C"9"3,9#@,!<D 制备 将 9#@ 原料药溶

于乙酸乙酯，加入混合乳化剂E#F((',G/ 和无水乙

醇H ，在常温下超声，滴入 /.0I ;"%，继续超声，滴入

C"9" 溶液，待乳液变清时，再滴入 #AA 溶液，继续

超声，即得到载药纳米球混悬液。J /// KLM?' 离心

*/ M?'，所得沉淀用乙醚冲洗，,G/ "低温冰箱中保

存，经冷冻干燥机制成冻干品。

-.*.* 浸提液制备

-.*.*.- 迟发超敏试验浸提液制备：C"9"3,9#@,

!<D 按照 /.* 2LM+ 的比例使用生理盐水和芝麻油

在 7N "下浸提 N* O。

-.*.*.* 细胞毒性试验浸提液制备：C"9"3,9#@,

!<D 按照 /.* 2LM+ 的比例使用含胎牛血清的

D9<9 培养液在 7N "下浸提 N* O。

-.*.7 迟发型超敏反应试验 选用体质量 7// !

6// 2 皮肤完好的健康白化豚鼠 0/ 只，将 0/ 只豚鼠

按体重分层随机分为 0 组，样品生理盐水浸提液组

-/ 只，芝麻油浸提液组 -/ 只，阴性对照生理盐水和

芝麻油浸提介质组各 -/ 只，阳性对照组 /.0 I *，6,

二硝基氯苯 -/ 只。试验前 *6O 剪剃背部区域被毛。

皮内诱导：试验时用 N0I酒精消毒试验区域后

在脊柱两侧从头向尾成对的进行 7 对EJ 个点P皮内

注射，每点注射 /.- M+。第一对 > 液，为弗氏完全佐

剂与生理盐水或芝麻油等体积混合。第二对 Q 液，

为试验样品浸提液，对照组为阴性或阳性对照液。

第三对 " 液，为 > 液与 Q 液等体积混合。

局部诱导：皮内注射后 J 8，各注射部位用 -/I

十二烷基硫酸钠按摩导入，*6 O 后按组贴敷于 Q 液

中浸泡至饱和的滤纸片，固定并留置 6G O。

激发：局部诱导后 -7 8，剪去豚鼠腹部毛发，用

N0I酒精消毒试验区域后，按组贴敷于 " 液中浸泡

至饱和的滤纸片，固定并留置 *6 O。

除去敷贴物后 *6 O 和 6G O，观察贴敷区皮肤的

红斑、水肿等反应，按 9R2'STT&' 和 5%?2MR' 分级标

准（表 -）对每一激发部位和每一观察时间皮肤红斑

和水肿反应进行描述并分级。记录观察时间和激发

部位红斑和水肿反应分级。

-.*.6 体外细胞毒性试验

-.*.6.- 9## 法：在 )J 孔培养板上接种 +,)*) 细

胞，接种密度为 -#-/

6

LM+ 的细胞悬液，每孔 -// "+，

细胞培养 *6 O 后，弃去原培养液。空白组（Q+）用细

胞培养液交换，阴性对照组用浸提比例为 /.* 2LM+

高密度聚乙烯浸提液（$%）交换，阳性对照组用含

0 I二甲基亚砜（D93:）的细胞培养液交换，试验样

品组用载银纳米粒凝胶剂浸提液或纳米银浸提液

进行交换。置 ":

*

培养箱内 7N "培养 N* O。更换培

养液后 N* O，每孔加入 */ "+、0 2L+ 四唑盐E9##P溶

液继续培养 6 O 后弃去孔内液体，加入 -0/ "+ 二甲

基亚砜，置振荡器上振荡 -/ M?'，在酶标仪 0N/ 'M

和 J7/ 'M 处测定各孔吸光度。计算相对增殖率

（&'&）。细胞毒性反应分级见表 *。

计算公式为 =U=（I）V（0N/ 'M 材料组平均值,

J7/ 'M 材料组平均值L0N/ 'M 阴性对照组平均值,

J7/ 'M 阴性对照组平均值）(-//I。

-.*.6.* +D; 法：在 )J 孔培养板上接种 +,)*) 细

胞W接种密度为 -(-/

6

LM+ 的细胞悬液，每孔 -// "+，

细胞培养 *6 O 后，弃去原培养液。空白组用细胞培

养液交换，阴性对照组用浸提比例为 /.* 2LM+ 高密

! ! "#$%&'()

"#$ ! %&'('()*+ ,-#+'*(. /,#0*./

级别

/ 级

- 级

* 级

级别

7 级

6 级

相对增殖率LI

!-//

G/!))

0/!N)

相对增殖率LI

7/!6)

/!*)

敷贴试验反应

无明显改变

散发性或斑点状红斑

中度融合性红斑

重度红斑和水肿

等级

/

-

*

7

! 1 2#/.344(.* 56*/7#.()

"#$ 1 8,#0*./ (9 2#/.344(. #.0 56*/7#.

李光远，等.巯基化羧甲基壳聚糖载醋甲唑胺纳米球滴眼剂的生物安全性评价!
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度聚乙烯浸提液交换，阳性对照组用含 ! " #$%&'()

*)!++ 的细胞培养液交换，试验样品组用浸提液进

行交换。置 ,-

.

培养箱内 /0!培养 0. 1。更换培养

液后 0. 1，每孔按照说明依次加入试剂盒中试剂，

混匀，室温静置 2 3%(，42+ (3 波长处酶标仪测定吸

光度值。计算 567 总释放率（#）。结果见表 2。

计算公式为 #（"）#（试验样品组的平均吸光度

值$溶剂对照组的平均吸光度值）8（#$%&'()*)!++ 对

照组的平均吸光度值$溶剂对照组的平均吸光度值）

!9/ !"#$ 采用 :;::!09+ 进行统计学分析，

计算 <## 试验中 &,<,:)<#=)>?6 的半数生长抑

制浓度@A,2+B和 567 试验中 567 释放率达到 2+"

时 &,<,:C<#=C>?6 的浓度。

! !"

.9! %&'()*+,- 见表 /。试验结果表

明，受试组和阴性对照组在去除贴敷 .4 1 和 4D 1

后未见红斑、水肿，阳性对照出现不同程度红斑反

应，实验材料对豚鼠不致敏。

.9. ./0123,-

.9.9! <## 试验结果 见表 4。试验结果表明，试验

样品的浸提液细胞毒性反应为 . 级。

.9.9. 567 试验结果 见表 2。试验结果表明，试验

样品浸提比例为 +9. E835时，567释放率为/09+F "。

G5 ;?

&,<,:C<#=C>?6 浸提液
6<:-

+9. E835 +9! E835 +9+2 E835 +9+.2 E835 +9+!. 2 E835

背景值 +9+. +9+/ +9+. +9+/ +9+/ +9+. +9+. +9+/

平均值 +9D/ +9F. +92! +9H. +90D +90! +9D2 +9+F

:6 +9!+ +9!. +9+H +9+H +9+0 +9+F +9!2 +9+.

!"#$" !.92H !/9+4 !.94F F944 D9D2 !.9!2 !09H+ ..9..

相对增殖率8" !!+9+ H+9+ 0/9+ F/9+ D29+ !+.9+ 09+

# " #$%$&'%()'*+, %(($%!"

(-. " %(( #/0# 1/023#0 451 #$%$&'%()'*+,

注：G5，空白对照组；;?，高密度聚乙烯阴性对照组；6<:-，2 "二甲基亚砜阳性对照组

&,<,:C<#=C>?6 浸提液

+9. E835 +9! E835 +9+2 E835 +9+.2 E835 +9+!. 2 E835

平均值 +9!F +94. +94. +94! +9/F +9/H +9D+

"# +9+! +9+! +9+! +9+! +9+! +9+! +9+.

!"#8" /92D .9!4 /9+H .9// /9.F !94+ 49.+

567 释放率8" /09+F /D92H /H9.0 //9FF .D9F. +9+0

;? #$%&'(C*C!++

# 6 #$%$&'%()'*+, 7,8$%!"

(-. 6 7,8 #/0# 1/023#0 451 #$%$&'%()'*+,

;?，高密度聚乙烯阴性对照组；#$%&'(C*C!++，! " #$%&'(C*C!++ 阳性对照组

组别 观察时间81

皮肤反应强度

+ ! . /

受试组 .4 !+8!+ +8!+ +8!+ +8!+

（生理盐水） 4D !+8!+ +8!+ +8!+ +8!+

受试组 .4 !+8!+ +8!+ +8!+ +8!+

@芝麻油） 4D !+8!+ +8!+ +8!+ +8!+

阴性对照 .4 !+8!+ +8!+ +8!+ +8!+

（生理盐水） 4D !+8!+ +8!+ +8!+ +8!+

阴性对照 .4 !+8!+ +8!+ +8!+ +8!+

（芝麻油） 4D !+8!+ +8!+ +8!+ +8!+

阳性对照 .4 +8!+ 48!+ /8!+ /8!+

（+92" .I4C二硝基氯苯） 4D +8!+ 48!+ 48!+ .8!+

# 9 #$%$&'%()'*+,&'()*+,-./$%!":!;<=>

(-. 9 ?/023#0 54 @/3-A/@ #AB/ CAB/10/D0E#EFE#A 54 #$%$&'%()'

*+, ED G2ED/- BEG0 :!;<=>

.9.9/ 统计学分析 结果采用 :;::!09+ 进行统计

学分析，计算得出 <## 试验中 &,<,:C<#=C>?6

的半数生长抑制浓度（A,2+）为 +9.4 E835，567 试验

中 567 释放率达到 2+"时 &,<,:C<#=C>?6 的浓

度为 +924 E835。

9 01

醋甲唑胺是一种碳酸酐酶抑制剂，碳酸酐酶

（%&）是一种含锌金属酶，它在睫状上皮细胞中催化

,-

.

和 7

.

- 最终生成 ,-

/

.C，透过腔膜分泌于房水。

由于溶液要保持电中性，>JK向房水分泌增加，同时

带动 ,L

C向房水迁移，从而在房水形成高渗透压，促

进 7

.

- 向房水方向运动，保持房水的离子平衡及其

流量M0CDN，而青光眼患者由于房水回流不畅引起眼内

压升高。碳酸酐酶抑制剂可抑制 ,O 的活性，使

7,-

/

C的生成减少，从而减少 7,-

/

C、>JK、,LC和 7

.

-

进入房水，使房水生成减少，起到降低眼内压作用，

临床上用于治疗青光眼MFC!+N。,JLP'

M!!N等研究发现，纳

米球给药系统使角膜渗透性提高了 4'2倍。徐咏梅M!.N
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等研究发现巯基化羧甲基壳聚糖生物黏附性更高。

本实验首次使用巯基化改性的羧甲基壳聚糖衍生

物用于局部眼科给药的载体材料，除改善亲水性，

还可与角膜外黏液层中的糖蛋白黏附，使纳米球能

更好地集聚在角膜表面，缓释的 !"# 不断通过角膜

屏障进入房水并维持有效浓度，达到提高 !"# 生物

利用度的目的。

在此之前，已对本实验材料进行了眼刺激试

验，试验结果表明动物双眼对光反射良好，角膜区

透明，虹膜、结膜正常，均未见充血，眼睑无水肿，无

分泌物生成$%&'。本研究依据 ()*"%+,,+《医疗器械生

物学评价》的评价方法$%-'，对产品进行了迟发超敏试

验和体外细胞毒试验，迟发超敏试验结果表明本材

料对豚鼠皮肤无致敏性，在体外细胞毒性试验中，

试验样品浓度为 ./0 1*23 和 ./% 1*23 的浸提液细

胞毒性反应为 0 级，其原因可能是由于纳米球可以

透过细胞膜进入细胞内或进入细胞器，并和生物大

分子发生反应，使生物膜发生结构改变，从而产生

细胞毒性。本试验通过两种方法测定了给药系统的

细胞毒性。!"" 试验主要检测细胞线粒体功能障

碍，即琥珀酸脱氢酶活性的抑制，从而考察细胞活

性和生长状态4 而 356 试验是检测受试物对细胞膜

的破坏。试验结果提示实验材料引起细胞毒性的机

理主要是通过影响细胞器的功能，但 356 试验结果

显示实验材料也引起了一定程度细胞膜的破坏，为

毒性机制的分析提供依据。789. 是细胞半数致死时

所需要的药物浓度，该指标能够定量地反映

:8!8; <!"# <=>5 浓度对细胞毒性的影响，为

:8!8;<!"#<=>5 的生物安全性评价提供更加全

面的数据支持。
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