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左卡尼汀温敏原位凝胶的制备及质量评价

黄平情, 高利利, 于颖超, 王奕博, 吴慧敏, 陈功森, 倪 健*, 曲昌海*

(北京中医药大学中药学院, 北京 100029)

摘要: 本文以左卡尼汀为模型药物, 制备了一种用于治疗初发型干眼病的新型制剂-左卡尼汀温敏原位凝胶。

以泊洛沙姆 407和泊洛沙姆 188为凝胶基质, 透明质酸钠和羧甲基纤维素钠为生物黏附性材料, 采用转子法测定胶

凝温度, 星点设计-效应面法优化处方; 并对最优处方的 pH值、黏度值及胶凝温度等进行测定, 透析膜透过法考察制

剂体外释放, 裂隙灯显微镜观察制剂在兔眼表的滞留性。结果表明, 原位凝胶的最优处方中, 泊洛沙姆 407和泊洛

沙姆 188用量分别为 20.81%和 3.46%, 透明质酸钠为 0.02%, 羧甲基纤维素钠为 0.10%; 室温下 pH值为 6.90 ± 0.06,

黏度在 27 ℃开始发生突跃, 泪液稀释前后的胶凝温度分别为 (26.37 ± 0.06) ℃和 (33.57 ± 0.21) ℃; 体外单位面积释

放速率在前 240 min内低于溶液剂 (P<0.05), 600 min时累积释放度可达 80%以上; 原位凝胶制剂滴眼给药后, 在家

兔眼表的滞留时间为 25 min左右, 约为溶液剂的 5倍。动物实验按照国际动物实验指导原则进行并获得北京中医

药大学实验动物中心伦理学委员会批准。本文所制得的左卡尼汀温敏原位凝胶性状良好, 具有缓释特性并显著提

高了药物在家兔眼表的滞留时间。
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Preparation and quality evaluation of levocarnitine

thermosensitive in situ gel
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Abstract: In this paper, a new type of preparation for treatment of initial dry eye disease, thermosensitive

in situ gel, was prepared using levocarnitine as a model drug. Poloxamer 407 and poloxamer 188 were used as

the gel matrix, and sodium hyaluronate and sodium carboxymethylcellulose were used as bioadhesive materials.

Gelation temperature was determined by a rotor method and the prescription was optimized by central composite

design-response surface methodology. The pH value, viscosity value and gelation temperature of the optimal

prescription were measured. The release of the drug in vitro was examined by dialysis membrane permeation, and

retention time of the thermosensitive in situ gel preparation on the rabbit's ocular surface was observed by a slit

lamp microscope. The results showed that the dosage of the poloxamer 407 and poloxamer 188 were 20.81% and

3.46%, respectively, and sodium hyaluronate was 0.02%, sodium carboxymethyl cellulose was 0.10% of the optimal

formulation of levocarnitine thermosensitive in situ gel. The pH value was 6.90 ± 0.06 at room temperature and the

viscosity value started to rise sharply at 27 ℃ of the optimal formulation. The gelation temperature of the optimal

preparation before and after dilution by simulated tear fluid were (26.37 ± 0.06) ℃ and (33.57 ± 0.21) ℃, respec‐
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tively. In the first 240 min, in vitro release rate per unit area of levocarnitine thermosensitive in situ gel was lower

than that of solution (P<0.05), and after 600 min, the cumulative release rate of levocarnitine thermosensitive

in situ gel could reach more than 80%. The retention time of the thermosensitive in situ gel preparation on rabbit's

ocular surface reached about 25 min, at least 5 times as much as that of the solution. The animal experiment was

conducted following the National Institutes of Health Guidelines for the use of experimental animals, and approved

by the Ethics Committee of the Experimental Animal Center of Beijing University of Chinese Medicine. The

levocarnitine thermosensitive in situ gel showed good characteristics and sustained release property and significantly

improved the retention time of the drug on the rabbit's ocular surface.

Key words: levocarnitine; in situ gel; dry eye disease; hyperosmosis; ocular surface retention

左卡尼汀 (levocarnitine, LC) 是一类广泛存在于

自然界尤其是动物体内的内源性成分, 其主要功能是

促进脂类代谢, 目前上市的剂型有注射液和口服液, 用

于治疗慢性肾衰患者因长期血液透析等原因而导致的

LC缺乏症。近年来, LC的一些新的药理活性研究逐

渐引起人们的重视。有研究表明, LC可减少抗氧化酶

的下降和抑制活性氧的产生, 保护人角膜上皮细胞免

受高渗性氧化损伤[1]; 抑制高渗应激下人角膜上皮细

胞的炎症反应, 减少干眼病 (dry eye disease, DED) 初

发性炎症[2]。Huo[3]自制了 LC滴眼液, 通过一系列实

验证实该滴眼液对高渗诱导的DED模型小鼠的眼表

具有保护作用。2017 年 , 国际干眼指南将 LC 列为

DED高渗保护的第一推荐用药[4], 指出其对DED的渗

透保护效应取决于药物摄取量及保留时间。

近年来, 随着视频显示终端的普遍应用及使用时

间延长, DED发病率呈上升及年轻化趋势[5], 若不及时

对该疾病进行干预可能导致DED病理性恶性循环[6],

继发眼部其他疾病, 甚至失明[7]。目前, 人工泪液是治

疗DED的主要手段[8], 但这种疗法仅能暂时性地缓解

DED 症状 , 并未针对病因进行治疗 , 再加上患者对

DED初发阶段不重视, 导致其症状逐步发展和恶化。

有研究表明, 高渗是DED发生及发展过程中的核心机

制[9], 是诱发角膜炎症和进一步损伤的主要因素之一。

在DED的初发阶段, LC等渗透保护剂的及时滴眼使

用, 可减轻高渗应激下的角膜损伤及炎症, 抑制DED

进一步发展, 并纠正局部高渗的眼表微环境, 对眼表具

有良好的保护和治疗作用。但由于泪液稀释、鼻泪管

引流等原因, 普通滴眼液给药后 6 min内即迅速消除,

药物生物利用度低[10]。针对这一问题, 需要设计一种

具有生物相容性良好、眼表滞留时间较长并适合于眼

部给药的新型递药系统, 包载LC用于眼部给药, 以期

实现其对DED的早期干预和治疗。

原位凝胶作为一种新剂型, 广泛用于缓控释及脉

冲释放等给药系统, 且具有多种靶向作用[11], 与传统

的滴眼液相比, 原位凝胶具有如下特点及优势: ① 具

有亲水性三维网络结构、含水量高和生物相容性好;

② 与黏膜组织亲和力强、滞留时间长; ③ 经调控可实

现药用活性成分不同的释放效果。眼用温敏原位凝胶

在室温下为溶液状态, 便于滴眼给药, 给药后因温度

升高迅速在眼表发生相转变形成水凝胶, 可延长药物

角膜前滞留时间, 有利于药物的释放和吸收。故在本

研究中, 作者选择温敏型原位凝胶作为 LC的递送系

统 , 采用泊洛沙姆 407 (Poloxamer 407, P407) 和泊洛

沙姆 188 (Poloxamer 188, P188) 作为凝胶基质, 加入透

明质酸钠 (sodium hyaluronate, HA-Na) 与羧甲基纤维

素钠 (sodium carboxymethylcellulose, CMC-Na) 等具

有保湿增黏效果的辅料, 构建左卡尼汀温敏原位凝胶

(levocarnitine thermosensitive in situ gel, LCTISG), 采

用星点设计-效应面法优化处方, 并对最优处方进行一

系列质量评价。

材料与方法

仪器 ZNCL-S-5D多点智能磁力搅拌器 (河南爱

博特科技发展有限公司); Mars40型旋转流变仪 (德国

Haake公司); ZORBAX SB-C18色谱柱 (美国安捷伦科

技有限公司); Ultimate 3000高效液相色谱仪 (美国赛

默飞世尔科技有限公司); Y0508型角膜用垂直式扩散

池 (口径 8 mm)、TK-12D型透皮扩散试验仪 (上海锴凯

科技贸易有限公司); 透析膜 (美国VisKase公司, 截留

分子量 3 500); BQ 裂隙灯显微镜 (瑞士 Haag Streit

集团)。

试剂 P407 (批号 : WPAK592B)、P188 (批号 :

WPAK539B) (德国BASF公司); HA-Na (萨恩化学技术

有限公司, 批号: CE040040); CMC-Na (上海申光食品化

学品有限公司, 批号: 20170724); LC原料药 (东北制药

集团股份有限公司, 批号: 0171302002); LC对照品 (成

都普思生物科技有限公司, 批号: PS2203-0250MG); 氯

化钠 (批号: 20180828)、氯化钾 (批号: 20180518)、碳酸

氢钠 (批号: 20170918) (北京化工厂); 二水氯化钙 (天

津市光复精细化工研究所 , 批号 : 20170726); 荧光素

·· 1116



黄平情等: 左卡尼汀温敏原位凝胶的制备及质量评价

钠 (上海源叶生物科技有限公司, 批号: S19S8J44070);

实验用水为纯化水。

实验动物 新西兰兔 , 雄性 , 普通级 , 体重 2.3～

2.5 kg, 北京金牧阳实验动物养殖有限责任公司提供,

许可证号: SCXK (京) 2015-0005。动物实验按照国际

动物实验指导原则进行并获得北京中医药大学实验动

物中心伦理学委员会批准。

泊洛沙姆溶液的制备 采用冷溶法[12]制备泊洛沙

姆溶液。称取 P407或/和 P188适量, 加入一定量的磷

酸盐缓冲液, 同一方向搅拌至泊洛沙姆颗粒充分分散

和润湿, 形成较为均匀的混悬液; 将该混悬液置于 4 ℃

冰箱中冷藏24 h, 至形成澄清透明的溶液, 即得。

胶凝温度的测定 采用搅拌子法[13]测定胶凝温度。

取适量待测溶液置于烧杯中, 加入转子, 调节磁力搅拌

器转速为 100 r ·min-1, 保持水浴以 (0.5～1.0) ℃ ·min-1

的速度持续升温, 记录转子停止转动时的温度, 即为胶

凝温度。泪液稀释前 (即凝胶本身) 的胶凝温度记为

T1, 泪液稀释后 (即凝胶与泪液以 40∶7[14]比例混合) 的

胶凝温度记为T2。

左卡尼汀温敏原位凝胶的制备 称取处方量

HA-Na及CMC-Na, 加入适量纯化水, 搅拌分散并使之

完全溶胀 ; 加入处方量 P407 及 P188, 搅拌使分散均

匀, 并放入 4 ℃冰箱中冷藏 24 h以上, 至溶液澄清透明

后, 加入处方量LC, 补加纯化水至全量, 搅拌均匀, 即

得LCTISG。

模拟泪液的制备 模拟泪液 (simulated tear fluid,

STF) 制备方法如下[15]: 取碳酸氢钠 2.18 g、氯化钠

6.78 g、二水氯化钙 0.084 g和氯化钾 1.38 g, 加纯化水

1 L, 搅拌均匀并超声使全部物质溶解, 即得。

星点设计-效应面法优化处方 采用星点设计法,

选择P407浓度 (X1)、P188浓度 (X2)、HA-Na与CMC-Na

浓度 (X3) 作为考察因素, 其中固定HA-Na与CMC-Na

的浓度配比为 1∶5, X3值表示 1/6的HA-Na与CMC-Na

浓度之和。根据文献[16,17]报道和单因素试验结果确定

X1、X2 和 X3 范围 , 考察指标为 T1 和 T2, 采用 Design-

Expert软件设计试验并对结果进行多元回归拟合。为

达到眼用温敏原位凝胶的保存和使用要求, 将 T1控制

在 26 ℃～30 ℃内, T2控制在 30 ℃～34 ℃内[18], 得到

优化区域。从优化区域中选择几个具有代表性的处

方, 制备LCTISG, 测定 T1及 T2, 并计算偏差: 偏差=(预

测值-实测值)/预测值×100%, 验证星点设计的可靠性

和合理性, 并选择最优处方。

制剂外观观察 在 25 ℃和 34 ℃时观察制备的

LCTISG外观及流动性。

制剂 pH值测定 取 LCTISG 5 mL, 加入 5 mL新

沸并放冷至室温 (25 ± 2) ℃的纯化水, 搅拌均匀, 室温

下测定其pH值。

制剂黏度测定 控制旋转流变仪 (转子类型: 20 mm

平板) 的剪切速率为 1.0 s-1, 升温速率为 1 ℃ ·min-1, 测

定LCTISG在 20 ℃～35 ℃内的黏度值, 作黏度-温度

变化曲线。

左卡尼汀含量测定方法

色谱条件 色谱柱: ZORBAX SB-C18 (250 mm×

4.6 mm, 5 μm); 流动相: 甲醇-磷酸盐缓冲液 (取磷酸

10 mL, 加水 1 900 mL, 用 1 mol · L-1氢氧化钠溶液约

l00 mL调节 pH值至 2.4, 加庚烷磺酸钠 1.1 g) 为 15∶85;

检测波长: 225 nm; 柱温: 25 ℃; 流速: 1.0 mL·min-1; 进

样量: 20 μL。

溶液的制备 对照品贮备液的制备: 取 LC 对照

品约50 mg, 精密称定, 置50 mL量瓶中, 加水溶解并稀

释至刻度 , 摇匀 , 制成约含 LC 1 mg · mL-1的溶液 , 即

得; 对照品溶液的制备: 精密移取对照品贮备液2.0 mL,

置 10 mL量瓶中, 加释放介质稀释至刻度, 摇匀, 制成

约含 LC 200 μg · mL-1的溶液 , 即得; 供试品溶液的制

备: 精密移取 LCTISG 2 mL (约相当于 LC 20 mg), 置

100 mL量瓶中, 加释放介质稀释至刻度, 摇匀, 制成约

含 LC 200 μg ·mL-1的溶液, 4 950 r · min-1离心 20 min,

取上清液, 即得; 阴性样品溶液的制备: 制备不含药空

白温敏原位凝胶, 其余按照上述供试品溶液的制备方法

制备样品, 即得。释放介质的制备: 称取氯化钠6.78 g、

二水氯化钙 0.084 g和氯化钾 1.38 g, 加纯化水 1 L, 搅

拌均匀并超声使全部物质溶解, 即得。

专属性 取对照品溶液、供试品溶液及阴性样品

溶液, 分别按色谱条件进行检测。

稳定性 取对照品溶液, 按色谱条件进样, 分别在

0、2、4、6、8 和 10 h 进行检测 , 记录色谱峰面积 , 计算

RSD值。

精密度 取对照品溶液, 按色谱条件连续进样6次,

记录色谱峰面积, 计算RSD值。

线性范围 精密移取对照品贮备液, 分别制成质

量浓度约为 10、100、200、300 和 400 μg · mL-1系列 LC

溶液。上述LC溶液分别按色谱条件进行检测, 记录色

谱峰面积, 以峰面积对浓度作线性回归, 得回归方程。

重复性 平行制备 6份LCTISG, 再分别配制 1份

供试品溶液, 按色谱条件进行检测, 记录色谱峰面积,

计算LC的平均质量浓度及RSD值。

回收率 分别精密移取对照品贮备液 1.6、2.0

和 2.4 mL, 加入 10 mL 量瓶中(每个浓度点平行制备

3份), 再分别加入空白温敏原位凝胶 200 μL, 加释放介

质稀释至刻度, 摇匀, 配制成 80%、100%和 120%规格
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浓度的待测溶液, 4 950 r ·min-1离心 20 min, 取上清液,

按色谱条件进行检测, 记录色谱峰面积, 计算LC平均

加样回收率及RSD值。

体外释放度考察 左卡尼汀溶液剂 (levocarnitine

solution, LCS) 的制备 : 取 LC 1.00 g, 精密称定 , 置于

100 mL量瓶中, 加 0.9% 氯化钠溶液溶解并稀释至刻

度, 摇匀, 即得。将预处理好的透析袋剪开得到透析膜,

固定在角膜扩散池的样品池与接收池之间; 分别加入

0.2 g LCTISG和LCS, 精密称定; 向接收池中加入34 ℃

的释放介质, 然后将整个装置置于温度为 (34.0 ± 0.5)℃、

搅拌子转速为 100 r ·min-1的透皮扩散仪中进行释放;

在预定的时间 10、25、40、60、90、120、180、240、360、

480和 600 min取接收池中释放介质 1 mL, 并补加等量

同温度释放介质, 取出的样品直接过 0.22 μm微孔滤

膜, HPLC测定LC浓度。计算LC累计释放度, 以累积

释放度对时间作图, 得到药物体外释放曲线, 累积释放

度 (F) 计算公式如 (1), 其中Ct为 t时刻药物测定浓度,

V0为接收池释放介质体积, V为取样体积, Ci为 t时刻

前药物测定浓度, C0 (w/w) 为制剂中药物浓度, m为制

剂加样量。

F =
CtV0 + V∑Ci

C0 ⋅ m
(1)

对 LCS 和 LCTISG 体外释放数据进行几种常用

数学模型 [19]的拟合 , 即零级方程 : F = Kt; 一级方程 :

ln(100-F) = -Kt; Higuchi方程: F = Kt1/2; Ritger-Peppas

方程: lnF = Klnt + C。其中F表示 t时刻的累积释放度,

K表示释药常数, t表示取样时间, C为释放速率常数。

家兔眼表滞留性实验 荧光素钠温敏原位凝胶的

制备 : 同 LCTISG 的制备方法 ; 荧光素钠溶液剂的制

备: 同 LCS的制备方法。取健康家兔, 腹腔注射 10%

水合氯醛 (3.2 mL·kg-1) 麻醉后, 左眼滴入荧光素钠温

敏原位凝胶 20 μL, 右眼滴入荧光素钠溶液剂 20 μL作

为对照; 给药后使兔眼被动闭合 10 s, 开始计时, 在预

定的时间 1、3、5、10、15、20和 25 min, 用裂隙灯钴蓝光

观察兔眼角膜表面连续荧光层, 荧光层消失时间即为

眼表滞留时间[20]。

统计学分析 数据以 x̄ ± s表示, 两组间数据比较

采用 Student's t检验 , 当 P<0.05 时表示差异具有统计

学意义。

结果

1 左卡尼汀温敏原位凝胶处方优选

1.1 单因素试验

P407是制备温敏原位凝胶的常用基质, 有研究表

明, 浓度小于 15% (w/v) 的 P407溶液无法形成凝胶[21],

而浓度高于 30%在 4 ℃下就会形成凝胶[22]。因此, 通

过单因素试验, 考察 P407浓度与胶凝温度的相关性,

并筛选合适的浓度范围进行后续的处方优化。实验中

制备了浓度分别为 16%、18%、20%、22%、24%和 26%

的一系列 P407 溶液 , 并测定其胶凝温度 , 结果见图

1A。随着 P407溶液浓度的增大, 胶凝温度降低, 当浓

度>18% 时 , 胶凝温度低于 25 ℃ , 不利于其制备和使

用。通常可加入其他辅料如P188与之配伍使用, 从而

提高胶凝温度, 并克服单独使用P407时存在的机械强

度低和生物黏附性差等[23,24]缺点。在本实验中, 分别

固定 P407 浓度为 18%、20% 和 22%, 并加入 0%、2%、

4%、6%、8% 和 10% 系列浓度 P188, 进行单因素考察 ,

测定胶凝温度, 结果见图1B。P188溶液在浓度0%～10%

内, 随着浓度的增大胶凝温度升高。为满足制剂在室温

下为流动性液体 (T1>25 ℃)、在眼部能胶凝 (T2<34 ℃)

及辅料使用量低等条件, 采用星点设计优化处方时, 选

择P407浓度在16%～22%内, P188在0%～8%内。

1.2 生物黏附性材料

滴眼液常用的增黏剂有卡波姆940、羧甲基纤维素

(carboxymethylcellulose, CMC)、透明质酸 (hyaluronic

acid, HA) 及羟丙甲纤维素等, 其中HA被称为理想的

天然保湿因子, 可稳定泪膜、防止角膜干燥、减轻眼组

织摩擦及缓解DED[25], 在保湿的同时又是良好的促透

剂; CMC可促进角膜上皮细胞愈合, 用于轻度及中度

DED的治疗。有研究表明, 与单独给予CMC或HA相

Figure 1 Gelation temperature of different concentration of poloxamer solution (n = 3, x̄ ± s). A: Poloxamer 407 (P407) solution; B: P407

and poloxamer 188 (P188) mixed solution
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比, CMC与HA联合给药对小鼠DED模型治疗效果更

优[26]。此外, 已上市用于缓解DED的透明质酸钠滴眼

液、羧甲基纤维素钠滴眼液或 CMC 与 HA 联用制

剂, 如Optive FusionTM, 上述制剂中HA-Na和CMC-Na

常用浓度分别为 0.1% 和 0.5%。因此, 选取 HA-Na及

CMC-Na作为生物黏附性材料, 固定HA-Na与CMC-

Na 的配比为 1∶5, 选择 HA-Na 浓度在 0%～0.1% 内 ,

CMC-Na在0%～0.5%内。

1.3 星点设计-效应面法优化处方

1.3.1 试验设计

采用星点设计试验, 因素及水平见表 1, 试验方案

及结果见表2。

1.3.2 方程拟合

对实验结果进行多元回归拟合, 拟合方程如下:

T1 = 6.03+3.86X1+4.63X2+133.03X3-0.10X1X2-

9.88X1X3+6.84X2X3-0.15X1
2-0.22X2

2+74.15X3
2

(R2 = 0.980 2, CV = 3.35%, P<0.000 1)

T2 = 137.67-5.20X1-11.78X2+408.77X3+0.63X1X2-

21.99X1X3-1.41X2X3

(R2 = 0.981 9, CV = 2.26%, P<0.000 1)

由上述方程可知, 模型拟合优度 (R2) 均良好, 拟

合方程均具有显著性 , 可采用该方程对 T1及 T2进行

预测。

1.3.3 重叠等高线法进行处方优化

通过Design-Expert软件, 采用重叠等高线法对所

得到的星点设计试验数据进行分析处理, 根据制剂特

点来确定各指标的优化目标, 并寻找优化的处方范围。

所得到的优化区域见图2黄色区域。

1.3.4 优化处方的验证

从上述优化区域中, 选择 3个具有代表性的基质

处方, 即基质处方 1: P407 22.41%、P188 5.37%、HA-Na

0.10%、CMC - Na 0.50%; 基质处方 2: P407 20.92%、

P188 3.14%、HA-Na 0.00%、CMC-Na 0.00%; 基质处方

3: P407 20.81%、P188 3.46%、HA-Na 0.02%、CMC-Na

0.10%。并按前述方法制备 LCTISG, 测定其 T1 和 T2

值。各处方测定结果见表3。结果表明, 处方2及处方3

的T1和T2偏差均<5.00%, 上述拟合方程的预测结果较

好。处方 2及处方 3能够满足T1>25 ℃, T2<34 ℃的基

本要求, 因HA-Na及CMC-Na既可以增加药物的眼部

滞留时间又可以起到DED辅助治疗效果, 综合考虑将

处方3确定为最优处方。

Table 1 Factors and levels of the central composite design. X1:

Concentration of P407; X2: Concentration of P188; X3: One-sixth

of the concentration of sodium hyaluronate (HA-Na) add sodium

carboxymethylcellulose (CMC-Na)

Factor

X1/%

X2/%

X3/%

Level

-1.682

16.00

0

0

-1

17.22

1.62

0.02

0

19.00

4.00

0.05

1

20.78

6.38

0.08

1.682

22.00

8.00

0.10

Table 2 Scheme and results of the central composite design (n = 3,

x̄ ± s). T1: Gelation temperature of the preparation before diluted

by simulated tear fluid (STF); T2: Gelation temperature of the prep‐

aration after diluted by STF; * means didn't gelatinization

Number
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

X1/%
20.78
17.22
22.00
19.00
19.00
20.78
17.22
16.00
19.00
20.78
17.22
19.00
19.00
19.00
19.00
19.00
19.00
19.00
20.78
17.22

X2/%
1.62
1.62
4.00
4.00
4.00
1.62
6.38
4.00
4.00
6.38
1.62
4.00
0.00
4.00
4.00
4.00
8.00
4.00
6.38
6.38

X3/%
0.08
0.08
0.05
0.05
0.05
0.02
0.08
0.05
0.05
0.08
0.02
0.05
0.05
0.05
0.10
0.00
0.05
0.05
0.02
0.02

T1/℃
20.23 ± 0.06
29.53 ± 0.21
21.40 ± 0.26
29.40 ± 0.17
32.33 ± 0.42
23.23 ± 0.12
39.00 ± 0.10
37.87 ± 0.15
31.37 ± 0.15
26.40 ± 0.17
32.07 ± 0.15
31.60 ± 0.20
22.83 ± 0.15
31.17 ± 0.25
30.93 ± 0.21
31.43 ± 0.15
32.00 ± 0.10
31.50 ± 0.20
29.10 ± 0.20
37.97 ± 0.32

T2/℃
27.43 ± 0.21

*
28.57 ± 0.21
38.63 ± 0.23

*
40.67 ± 0.06
30.43 ± 0.25

*
*

38.43 ± 0.21
33.23 ± 0.12

*
39.13 ± 0.06

*
38.70
38.47 ± 0.15
39.93 ± 0.25
39.57 ± 0.25
38.83 ± 0.06
36.63 ± 0.15

Figure 2 The optimization area of matrix prescription (X3 = 0.05%)

Table 3 Prescription verification and deviation (n = 3, x̄ ± s)

Prescription

1

2

3

T1

Predicted value/℃

27.20

26.62

26.56

Observed value/℃

27.67 ± 0.06

26.47 ± 0.15

26.37 ± 0.06

Deviation/%

-1.72

0.58

0.73

T2

Predicted value/℃

32.75

33.39

33.36

Observed value/℃

35.27 ± 0.15

33.57 ± 0.12

33.57 ± 0.21

Deviation/%

-7.68

-0.53

-0.62
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2 左卡尼汀温敏原位凝胶质量评价

2.1 外观

本文制备的 LCTISG 在 25 ℃时为可流动的透明

液体, 在 34 ℃时形成了透明的半固体状凝胶, 符合理

想的眼用制剂应透明这一要求。

2.2 pH值

人体正常泪液的 pH值为 7.4, 眼睛可耐受的 pH值

范围为 5.0～9.0, 在 6.0～8.0内无不舒适感, pH值过高

或过低将会刺激眼球, 增加泪液分泌量, 导致药物迅速

流失, 甚至损伤角膜。LCTISG的 pH值为 6.90 ± 0.06

(n = 3), 符合眼用制剂pH值要求。

2.3 溶液黏度

适当增大滴眼液黏度, 可延长药物眼部滞留时间,

减少刺激性, 从而提高疗效。LCTISG的黏度-温度变

化曲线见图 3, 由图可知, 其黏度在 27 ℃开始发生突

跃, 表明制剂在27 ℃左右开始发生相转变形成凝胶。

2.4 体外释放实验

2.4.1 左卡尼汀含量测定方法

2.4.1.1 专属性 LC保留时间约为 4.5 min, 结果见图

4。阴性样品中无 LC色谱峰出现, 表明 LCTISG中其

他成分及释放介质对LC含量测定无干扰。

2.4.1.2 稳定性 LC峰面积的RSD值为 0.70%, 表明

LC在释放介质中10 h内的稳定性良好。

2.4.1.3 精密度 LC峰面积的RSD值为 0.34%, 表明

仪器精密度良好。

2.4.1.4 线性范围 回归方程为: y = 0.002 5x + 0.000 2

(R2 = 0.999 9), 表明 LC在 10.16～406.40 μg ·mL-1内与

峰面积的线性关系良好。

2.4.1.5 重复性 制剂中 LC 的平均质量浓度为

9.61 mg · mL-1, RSD 值为 1.20%, 表明该方法重复性

良好。

2.4.1.6 回收率 LC 的平均加样回收率为 100.51%,

RSD值为1.54%, 表明该方法回收率符合要求。

2.4.2 体外释放度考察

采用透析膜法 , 对比了 LCS 和 LCTISG 的体外

释放情况 , 药物释放曲线见图 5。LCS 和 LCTISG 在

600 min 时的累积释放度分别为 (76.83 ± 3.04) %和

(82.96 ± 1.80) %, 二者结果无显著性差异 (P>0.05)。

LCS和 LCTISG在前 240 min内的单位面积释放速率

分别为 (12.63 ± 0.29) 和 (11.40 ± 0.14) μg·(min·cm2)-1,

LCS的释放速率显著高于 LCTISG (P<0.05)。随着体

外释放时间的延长, 接收池和样品池中药物浓度差逐

渐减小, 最终将处于平衡状态。多次体外释放实验发

现, 二者制剂的平衡累积释放度均为 80%左右, 是否

由于释放装置或透析膜对药物产生了一定的吸附, 从

而造成了药物未达到 100%释放, 还有待进一步的探

讨。在目前的情况下, 对二者 360 min内的体外释放

数据进行了模型拟合, 各方程拟合结果见表 4。由拟

合结果可知, LCTISG释放曲线更符合Ritger-Peppas方

程 , 在此方程中 , 当 0.45<K<0.89 时 , 药物释放方式为

非 Fick扩散, 即扩散和骨架溶蚀相结合。LCTISG拟

合参数表明, 凝胶剂中LC的释放受扩散和骨架溶蚀控

制, 可维持药物持续、稳定的释放。

2.5 眼表滞留性实验

LC因无荧光特性, 不能利用荧光成像, 而荧光素

钠为眼底造影剂, 常用于眼部检查及诊断等, 且与LC

同为小分子水溶性化合物, 故本文选用荧光素钠观察

温敏凝胶系统对药物在眼表滞留时间的影响[27], 结果

Table 4 Mathematical model equation fitting of LCS and LCTISG

Equation
Zero order equation
First order equation
Higuchi equation
Ritger-Peppas equation

LCTISG
F = 0.201 5t + 12.81 (R2 = 0.954 8)
ln(100-F) = -0.004 1t + 4.548 9 (R2 = 0.996 1)
F = 4.603 7t1/2 - 8.326 1 (R2 = 0.992 5)
lnF = 0.638 2lnt + 0.650 2 (R2 = 0.997 4)

LCS
F = 0.179 8t + 27.146 (R2 = 0.762 4)
ln(100-F) = -0.004t + 4.314 (R2 = 0.874 1)
F = 4.606t1/2 - 5.291 6 (R2 = 0.911 3)
lnF = 0.549 7lnt + 1.362 8 (R2 = 0.947 2)

Figure 3 The viscosity-temperature variation curve of levocarni‐

tine thermosensitive in situ gel (LCTISG)

Figure 4 Specificity chromatogram of levocarnitine (LC). A:

Reference solution; B: Test solution (LCTISG); C: Negative

sample solution
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见图 6。为避免多余药液溢出家兔眼眶给实验结果带

来干扰, 在不影响观察的前提下, 给药量宜接近泪液容

量, 故确定为 20 μL。家兔给予荧光素钠溶液剂 20 μL

后, 1 min时结膜囊内可见荧光呈环形围绕; 3 min后荧

光明显减弱, 表明大量溶液被稀释并排除; 5 min后荧

光彻底消失。而荧光素钠温敏原位凝胶滴入兔眼后,

立即在眼表发生相转变形成凝胶, 由于眨眼反射及泪

液稀释, 温敏凝胶大部分被带入结膜囊内, 在眼部的滞

留时间可达 25 min左右。因HA-Na可亲和吸附大量

水分, 家兔分泌的大部分泪液可被HA-Na吸附并暂时

停留在眼表, 可见荧光体积变大, 荧光明显。

讨论

在DED的初发阶段, 高渗是其最典型的病因和病

症, LC作为国际泪膜与眼表协会DED诊疗指南中用

于DED高渗保护的第一推荐用药, 其对于高渗状态下

角膜上皮细胞的保护作用已得到充分验证。本文选择

了LC作为早期DED的治疗用药, 通过星点设计-效应

面法优选了 LCTISG的处方, 并制备得到了具有良好

眼表滞留性的LC眼用递药系统。该系统具有适宜的

pH值和黏度; 在 25 ℃以下温度呈液体状态, 有利于其

制备、储存及定量滴眼给药; 滴眼给药后, 在家兔眼部

迅速凝胶化, 覆盖于眼表区域, 有利于药物在眼表停留

和进一步吸收。

温敏原位凝胶递药系统一方面可充分发挥直接眼

表给药的优势; 另一方面又能克服滴眼液需频繁给药

的弊端, 有助于延长药物在眼表的停留时间, 提高药物

生物利用度。但LCTISG中凝胶基质可能引起眼部刺

激性等问题, 且体外实验不能准确反映药物在体情况,

因此关于该制剂的眼部刺激性、药效学及药代动力学

等实验有待进一步研究, 以期能全面评价该递药系统

的性能, 为LC新型眼用制剂的新药研究奠定基础, 为

其他DED治疗药物的发现和剂型设计提供一定的参

考和借鉴。
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