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眼用微创布林佐胺可溶性微针
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摘要: 角膜屏障影响眼用药物的渗透及药效。本文选择难溶性药物布林佐胺作为模型药物, 制备了其眼用角膜

微创可溶性微针。将布林佐胺溶于乙醇, 加入聚乙烯吡咯烷酮K90溶解后, 灌注于微针模具中, 干燥后脱模得到布

林佐胺微针。体视镜和扫描电镜显示该微针为圆锥形, 高约750 μm, 底部直径约300 μm, 针尖距约500 μm。微针贴

片为 10×10阵列, 面积为 1 cm2, 载药量高达 7.3 mg·cm2。布林佐胺微针的 2 h体外释放率达 93%, 药物角膜渗透量为

877 ± 105 μg。微针机械强度较大 (0.32 N/针), 易插入大鼠角膜中, 深度达 200 μm, 贴片在 2 min内就可快速溶解, 受

损角膜于24 h内可快速修复。所有动物实验经军事医学研究院辐射医学研究所伦理委员会批准且实验均按照相关

指导原则和规定进行。眼用微创可溶性微针具有角膜微创和快速修复、载药量大和渗透率高的特点, 有很好的眼部

疾病治疗应用前景。
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Abstract: The permeation and pharmacodynamics of ocular drugs are influenced by the corneal barrier. Here,

a hard-soluble drug, brinzolamide, was selected as the model drug and used for preparation of minimally invasive

dissolving microneedles. Brinzolamide was dissolved in ethanol and polyvinylpyrrolidone (PVP) K90 was added

and dissolved. The mixture solution was casted into the dissolving microneedles mold and dried and brinzolamide

dissolving microneedles (BMN) were obtained after demolding. The stereoscopic and scanning electron microscopic

images showed that BMN were conical needles with the height of 750 μm, the bottom diameter of 300 μm, and the

inter-tip distance of 500 μm. The dissolving microneedles patch was composed of 10×10 arrays with the area of

1 cm2 and the high drug load of 7.3 mg·cm-2. BMN showed a rapid in vitro drug release with 93% accumulative

release at 2 h and the high drug corneal permeation amount of 877 ± 105 μg. BMN exhibited the high mechanical

strength of 0.32 N/needle, leading to easy rat corneal insertion with the depth of 200 μm. Moreover, BMN were

rapidly dissolved in the cornea, and more importantly, the damaged cornea were quickly self-healed within 24 h.

收稿日期: 2020-08-31; 修回日期: 2020-10-17.

基金项目: 北京市自然科学基金面上项目 (7192148).

*通讯作者Tel: 86-10-8676678, E-mail: fswuzhihong@sina.com;

Tel: 86-10-66931220, E-mail: jinyg@sina.com

DOI: 10.16438/j.0513-4870.2020-1436

·· 849



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2021, 56(3): 849 −854

Animal experiments were approved by the Ethics Committee of Beijing Institute of Radiation Medicine, Academy

of Military Medical and the experiments were conducted in accordance with relevant guidelines and regulations.

Ocular minimally invasive dissolving microneedles have the advantages of corneal minimal wounds and rapid

healing, high drug loading, and high permeability, favoring the treatment of ocular diseases.
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眼部局部用药是治疗眼科疾病的重要手段。眼用

药物剂型常采用液体或半固体剂型, 如滴眼液或眼膏,

但因结膜囊体积有限 (20～30 μL)、泪液分泌和角膜屏

障作用等因素, 生物利用度低 (<5%), 难以达到并维持

有效药物浓度, 需多次给药。眼内注射, 如腔内和玻璃

体注射, 虽然可穿透角膜屏障, 但存在感染、出血等并

发症风险, 并且患者常因疼痛而拒绝治疗。因此亟需

一种高安全性和高效角膜渗透性的眼用药物剂型[1]。

可溶性微针 (dissolving microneedles) 是以水溶性

或可快速生物降解聚合物为基质的微针, 可突破机体

屏障将药物直接递送于治疗部位, 且形成的组织微创

能够快速修复[2]。目前, 可溶性微针已广泛应用于经

皮或黏膜给药, 治疗的疾病包括黑色素瘤[3]、乙肝[4]和

疱疹病毒感染[5]等。可溶性微针高效渗透和微创的特

点使其在眼部给药中受到关注, 如抗角膜新生血管生

成单克隆抗体的透明质酸微针[6], 治疗青光眼的毛果

芸香碱多孔速溶聚乙烯醇微针[7]。眼用可溶性微针常

采用水溶性聚合物 (如透明质酸、壳聚糖、右旋糖苷)

的水溶液溶解水溶性药物后制备, 而疏水性药物采用

纳米粒[8]、包合物[9]和固体分散体[10]等技术得到水中溶

解或高度分散的中间体后, 再制备成微针。该制备工

艺复杂, 且单片微针载药量低, 如两性霉素B聚乙烯醇

可溶性微针, 微针贴片中仅含 51.02 μg·cm-2的药物[11],

并不能满足临床用药的实际需求量。

高选择性和高亲和性的碳酸酐酶抑制剂布林佐

胺 (brinzolamide, BLZ) 是目前临床治疗青光眼的一线

药物 (图 1)。BLZ易溶于乙醇, 难溶于水, 临床常用剂

型是混悬型滴眼剂, 但该制剂在结膜囊内滞留时间短、

药物流失多、药物角膜渗透性差和生物利用度低。因

此该制剂需 1日内多次给药, 但药效仍不理想。本文

以疏水性药物BLZ为模型药物, 溶于乙醇后, 加入聚

乙烯吡咯烷酮 (polyvinylpyrrolidone, PVP) K90, 通过

模具灌注法制备了一种载药量大、机械强度高的BLZ

可溶性微针。本文详细考察了 BLZ 可溶性微针

(brinzolamide dissolving microneedles, BMN) 的处方和

性质, 包括角膜穿透性、角膜修复和药物渗透等, 为可

溶性微针的研究提供了借鉴, 为眼部疾病的治疗提供

了新方法。

材料与方法

药物与试剂 BLZ (青岛君之道生物技术有限公

司); 布林佐胺滴眼液 (BLZ eyedrops, BED, 美国爱尔

康公司); PVP K90 (分子质量 1 300 kDa)、PVP K30 (分

子质量 54 kDa) 均购自上海阿拉丁试剂有限公司。其

余试剂均为分析纯, 实验用水为去离子水。

仪器 Agilent 1260型高效液相色谱仪 [安捷伦科

技 (中国) 有限公司]; WDW型万能拉力测试仪 (济南

旺特贝仪器设备有限公司); 扫描电镜 (SEM, S4800,

日本日立公司); S6D体视镜 (德国 Leica公司); YB-P6

智能透皮试验仪 (天津天光光学仪器有限公司); 精密

手术显微镜 (北京众实迪创新科技发展有限责任公

司); 聚二甲硅氧烷 (PDMS) 微针模具 (10×10阵列, 微

针基底面积 1 cm2, 锥状针体, 锥体底面直径为 300 μm,

针尖距为 500 μm, 针尖高度为 800 μm, 广州莱客模具

有限公司)。

动物 SD大鼠, SPF级, 雄性, 体重 200 ± 20 g, 许

可证号: SCXK (京) 2019-0010, 斯贝福 (北京) 生物技

术有限公司。实验期间动物自由取食、饮水。所有动

物实验经军事医学研究院辐射医学研究所伦理委员会

批准且实验均按照相关指导原则和规定进行。

BMN的制备 取 0.73 g BLZ溶于 10 mL乙醇, 加

入 1.5 g PVP K90搅匀, 放置 12 h后充分溶胀, 得到微

针基质溶液。取 100 mg基质溶液加入 PDMS微针模

具中, 室温下置于真空干燥箱中 (-100 kPa), 1 min后

取出, 载液模具在室温下晾干 12 h左右, 得到BMN, 于

干燥器中保存。

BLZ含量测定 用手术刀片分离BMN针体与基

底, 分别溶于乙醇, 用HPLC分别测定基底和针体中的

Figure 1 Chemical structure of brinzolamide (BLZ)
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BLZ含量。色谱条件[12]为色谱柱: Agilent C18色谱柱

(250 mm×4.6 mm, 5 μm); 流动相: 甲醇-水 (60∶40); 流

速: 1.0 mL·min-1; 进样量: 20 μL; 柱温: 25 ℃; 检测波

长: 254 nm。

BMN乙醇残留量测定 用气相色谱法测定BMN

中乙醇残留量[13]。色谱条件为色谱柱: DB-624, 程序升

温, 进样口温度为200 ℃, 检测温度为250 ℃, 检测器为

氢火焰离子化检测器 (FID), 载气为氮气, 载气流速为

5 mL·min-1, 分流比为 10︰1, 柱温: 35 ℃保持 3 min, 然

后以 15 ℃·min-1的速率升温至 200 ℃ , 并保持 5 min,

顶空进样量为1 mL。

BMN的形貌表征 用导电胶带将BMN固定, 在

体视镜下观察微针基本形貌特点。在 5 kV的加速电

压下, 用扫描电镜观察微针形貌。

BMN溶解时间考察 腹腔注射异戊巴比妥麻醉

SD大鼠 3只, 固定四肢, 操作者左手持眼科镊固定大

鼠结膜囊, 充分暴露右眼球, 将BMN针尖端对准角膜

中央; 右手拇指垂直按压微针基底层, 至针体插入角

膜。在不同时间点 (30 s和 1、2 min), 用眼科镊小心移

除微针, 在体视镜下观察微针形态, 评估微针在角膜中

的溶解时间。

BMN的力学强度表征 用双面胶将BMN固定在

万能拉力测试仪水平载物台中央, 设置机器的触发力

为0.05 N, 最大为50 N, 压缩速率为0.5 mm·min-1, 当探

针接触到微针针尖后, 记录压力随位移的变化曲线。

BMN 体外释药行为考察 取氯化钠 0.678 g、碳

酸氢钠 0.218 g、水合氯化钙 0.008 4 g和氯化钾 0.138 g,

溶于 100 g水中配制成人工泪液[14]。取单片BMN放入

盛有 50 mL人工泪液的锥形瓶, 密闭, 在恒温空气振荡

器中做往复运动, 温度 37 ± 0.5 ℃, 转速 100 r·min-1, 分

别在 5、15、30 min和 1、2、4、6 h取样 1 mL, 同时补充等

量37 ℃人工泪液。样品液经0.22 μm微孔滤膜过滤, 续

滤液用上述HPLC法测定药物含量, 以时间 (t, h) 为横

坐标, 释放百分率 (F, %) 为纵坐标, 绘制BMN的释放

曲线, 并用以下公式 (1～4) 考察BMN体外释药机制。

零级释放: Ft = F0 + K0t (1)

一级释放: lnFt = lnF0 + K1 (2)

Higuchi: F t = KH t (3)

Ritger-Peppas: lnFt = nlnt + lnKp (4)

其中, Ft (%) 为 t时间点药物释放的百分含量; F0

为Ft的初始值; n为药物扩散系数; K0、K1、KH和Kp为各

个释放模型的药物释放系数。

角膜渗透实验 颈椎脱位法处死SD大鼠3只, 分离

角膜 (带有少量巩膜, 宽约1 mm), 用生理盐水冲洗3次,

固定于Franz扩散池供给池和接收池间, 角膜上皮层面

向供给池。为保证角膜活性, 角膜渗透实验须在离体后

30 min内开始。人工泪液作为接收介质充满接收池,

角膜内皮层完全接触介质, 控制水浴温度 37 ± 0.5 ℃,

磁力搅拌转速 100 r·min-1。将 1片BMN贴片 (含BLZ

7.3 mg) 插入角膜上皮层 ; 取 BED 0.73 mL (含 BLZ

7.3 mg) 滴入另一个供给池中, 作为对照。在15、30 min

和 1、2和 4 h分别取样 1 mL, 同时补充等量 37 ℃接收

介质。样品液经 0.22 μm微孔滤膜过滤, 续滤液用上

述HPLC法测定药物含量, 累积渗透量 (Qn, μg) 根据公

式 (5) 计算。

Qn = Cn ⋅ V + V0∑
i = 1

n - 1

Ci (5)

其中 , V (mL) 是接收池中的接收介质体积 ; Cn

(μg·mL-1) 是样品 n的浓度; Ci (μg·mL-1) 是样品 i的浓

度; V0 (mL) 为每次取出接收介质的体积; Qn被绘制成

时间的函数曲线。药物渗透曲线的斜率代表累积角膜

渗透速率 (Jss, μg·h-1)。BMN的渗透增强比 (enhanced

rate, ER) 是BMN组和BED组Q4 h之比。

组织中药物残留量考察 角膜渗透24 h后, 移除角

膜, 用接收介质冲洗 3次, 用吸水纸除去残留介质后称

重。将每个角膜剪成小块 (约2 mm×2 mm), 浸入1 mL接

收介质中, 超声30 min后静置12 h, 取上清液经0.22 μm

微孔滤膜过滤后, 续滤液依照上述HPLC法测定药物

含量。

角膜恢复及微针插入能力的考察 SD大鼠 3只

麻醉后固定, 将BMN按压于角膜, 停留 30 s后移除, 分

别在 0、0.5、1、3和 24 h后用手术显微镜观察角膜状态,

并拍摄照片。分别在移除BMN后 0、1和 3 天处死 1只

大鼠, 剥离角膜, 进行冷冻切片和苏木精-伊红 (H&E)

染色, 在倒置显微镜下观察。

统计学分析 采用SPSS 19.0软件, 通过方差分析

的方法对数据进行统计学分析, P < 0.05被认为具有统

计学意义。

结果与讨论

1 微针的最优处方

可溶性微针常用基质材料主要是生物可降解聚合

物, 如透明质酸、壳聚糖和聚乙烯醇[15,16]。但这些材料

在乙醇中溶解性差, 对于疏水性药物难以制备成高载

药微针。目前报道的眼用微针采用聚乙烯醇, 但存在

载药量小、药物释放率低等缺陷。本文采用能快速溶

于水的 PVP作为微针基质材料, 更重要的是, 与上述

聚合物相比, PVP在水和乙醇中溶解度均较好, 有利于

脂溶性药物如BLZ溶解于PVP乙醇溶液中, 并且形成
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的微针也能快速溶于水, 有利于药物释放。本文选择

了两种常用PVP, 包括PVP K30和PVP K90, 作为BLZ

微针基质材料进行了制备和性质比较。10%、15%和

30% (w/v) PVP K30乙醇溶液制备得到的微针质地脆

性大、机械强度小, 无法完整脱离模具, 强行剥离后均

破碎; 相同浓度的 PVP K90乙醇溶液均能形成高强度

微针, 并能完整脱模 (图2)。10% PVP K90乙醇溶液得

到的微针机械强度低, 易被弯曲; 15%和 30% PVP K90

乙醇溶液得到的微针机械强度较大, 但后者制备的干

燥过程消耗时间过长, 可达数日。因此, 选择15% PVP

K90乙醇溶液作为微针基质材料溶液。

BLZ作为疏水性药物 (0.4 mg·mL-1) 在乙醇中有较

高溶解度 (73 mg·mL-1)。本文选择BLZ饱和PVP乙醇

溶液作为微针的处方溶液, 最大程度提高了BLZ的载药

量, 并且不影响最后得到微针的机械强度 (图3)。因此,

含BLZ (73 mg·mL-1) 的15% PVP K90乙醇溶液为BMN

的最优化处方溶液。单片BMN所有针尖药物总含量为

612 ± 27 μg, 基底座药物含量为6901 ± 162 μg。同时通

过气相法检测出 15% PVP K90乙醇溶液风干后的乙

醇残余量为 0.59%, 该浓度不会对角膜产生明显的损

伤和刺激[17,18], 制备的微针具有良好的生物安全性。

2 微针的性状

体视镜和扫描电镜下显示BMN针体呈圆锥形, 针

尖完整尖锐, 阵列排列整齐 (图4A)。已有报道证明圆锥

形微针在同等尺寸下比棱锥形或柱形微针的皮肤损伤

小[19]。因此, 本文基于尽量减小角膜损伤的目的选择圆

锥形作为微针针体。BMN针尖宽度约10 μm, 针体长度

约750 μm (图4B)。人眼角膜中央部位厚度约为500～

600 μm, 并且针尖宽度小于 30 μm的微针易于刺破角

膜[20]。棱锥形可溶性微针 (针尖宽度10 μm) 插入角膜需

要 0.05 N的压力, 而圆锥形微针所需的压力更小[6,21]。

BMN单针承载力约为0.32 N (图3), 所以施压后易于穿

透角膜。因此可推测BMN易插入角膜, 并可插入角膜

一定深度, 为微针针体溶解和药物释放提供了基础。

3 微针在角膜内溶解

BMN插入在体大鼠角膜后, 发现 30 s内针体几乎

完全溶解, 1 min后基底开始溶解, 2 min后基底溶解更

多, 甚至出现穿透现象 (图 4C)。因此, BMN在插入角

膜后能快速溶解, 可促进药物释放, 易从角膜移除, 满

足眼用微针快速、高效和微创的特点。

4 BMN的药物释放

BMN 的药物释放曲线显示在 0.5 h时 , 已有 50%

的药物从 BMN 中释放 , 2 h时药物释放超过 90% (图

5)。Ritger-Peppas 模型对 BMN 的释放具有最优拟合

程度 (表 1), 提示药物释放主要依照溶蚀释放机制[22]。

已证明BMN能在角膜中快速溶解, 因此药物可通过微

针溶蚀快速释放于角膜中。

5 BMN的药物角膜渗透性

在15 min时, BMN的药物累积渗透量 (251 ± 43 μg)

显著大于BED的药物累积渗透量 (6 ± 1 μg, 图 6A), 同

时BMN的药物透角膜速率 (Jss= 146 ± 29 μg·h-1)也远

高于BED (Jss= 9 ± 2 μg·h-1)。因此, BMN通过插入角

Figure 2 Effects of polyvinylpyrrolidone (PVP) types and contents

on the mechanical strength of microneedles

Figure 3 Force-displacement profiles of brinzolamide dissolving

microneedles (BMN)

Figure 4 Scanning electron microscopic (A) and stereoscopic

(B) images of BMN. The scale bars indicate 100 μm. C: Stereo‐

scopic images of the BMN patch inserting into the cornea at different

time points. The scale bars indicate 400 μm
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膜并在角膜内快速释放药物, 显著提高药物的角膜渗

透量和速率; 在 4 h时, 与BED相比, BMN的药物渗透

增强比高达 13。BMN的角膜内药物储库量显著高于

BED (P < 0.01) (图6B), 说明微针给药可显著延长药物

在角膜表面的滞留时间, 提高药物的生物利用度。

6 微针角膜插入深度和角膜恢复

微针插入角膜的能力对药物递送和治疗效果有着

至关重要的作用[23]。大鼠的角膜中央厚度与人体相

似 (约 550 μm)。因此, 本文选用 SD大鼠作为模型动

物。在手术显微镜下观察到插过微针的角膜具有与微

针阵列一致的点分布, 照相后微创部位具有不均匀反

光现象 (图 7A), 说明BMN能很好插入角膜。插过微

针的角膜在微针取出 1 h时, 角膜表面的微孔不再清

晰 , 说明角膜正在快速修复; 3 h 后微孔几乎不可见;

24 h后角膜已恢复至正常外观 (图7A)。因此, BMN给

药后造成的角膜微创伤可自身快速修复。角膜病理切

片显示刚刚插入微针后的角膜表面上皮层和部分中间

的基质层出现孔洞, 深度约 200 μm。该孔洞的形成是

眼用微针消除角膜屏障, 促进药物渗透的主要原因。

BMN给药 1天后角膜上的孔洞已基本消失; 3天后角

膜已完全恢复正常 (图 7B)。因此, BMN眼部给药具

有良好的安全性。

结论

角膜屏障及药物的疏水性质是眼用制剂开发的主

要限制因素[24]。本文制备了一种疏水性药物的眼用微

针, 制备中充分利用PVP K90易溶于乙醇和水的性质,

不仅获得高载药量, 还可在插入角膜后快速溶解释放

药物。该微针选择圆锥形针体结构、合适的针体长度

和针尖宽度, 适合插入角膜。在短时间插入角膜并取

出微针后 , 角膜可在 3 日内完全修复。因此 , 以 PVP

K90制备的疏水性药物眼用微针是一种新型眼用给药

系统, 为眼部疾病的治疗提供一种新方式。
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