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复方头孢泊肟酯纳米乳的研制及其药效与安全性研究
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!

要!为研究头孢泊肟酯与牛至油在纳米水平的联合药效!首次制备复方头孢泊肟酯纳米乳并进行体外抑菌试

验及急性毒性研究&在传统纳米乳制备方法筛选初步处方基础上!采用多指标正交试验法确定最优处方&以
H

/

"

*

)

#正交表设计试验!以抑菌圈直径和纳米乳稳定常数
>&

为考察指标!选择头孢泊肟酯和牛至油质量分数比"

<

#'

纳米乳水相
@

N

"

^

#'乳化温度"

Y

#作为考察因素(体外抑菌试验采用微量肉汤稀释法(急性毒性试验采用最大耐受

剂量法并进行了组织病理学检查&结果显示$针对致病性大肠杆菌'沙门菌最优处方为头孢泊肟酯
&'**]

'牛至油

0'.I]
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丙二醇
%'%*]
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JH!)&00'1%]

'蒸馏水
I*'*.]

!纳米乳
@

N

值为
.'%I

(与原料药相比!受试药物的最

低抑菌浓度和最低杀菌浓度差异显著"

D

#

&'&1

#(小鼠经口急性毒性最大耐受剂量大于
%(&&4

>

.

V

>

h%

!为低毒级

药物!无肾'肠毒性!但可引起肝轻微病理损伤&结果表明!牛至油在纳米水平提高了致病性大肠杆菌'沙门菌'奇

异变形杆菌'巴氏杆菌'痢疾杆菌'金黄色葡萄球菌'无乳链球菌对头孢泊肟酯敏感性&
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头孢泊肟酯"
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YXD

#作为

口服!广谱!第三代头孢菌素类抗生素被广泛应用于

治疗上呼吸道及尿路感染&

%*&4

>

头孢泊肟酯片

剂口服"相当于
%&&4

>

头孢泊肟#在人体内的绝对

生物利用度仅为
1&]

&粪便中头孢泊肟酯仅为口

服剂量的
&'1]

!这表明
YXD

作为酯类前体药物在

肠腔发生了水解&研究表明
YXD

被肠壁酯酶水解

为亲脂性差的活性代谢产物头孢泊肟!后者无法穿

过生物膜!不利于肠道吸收!这被认为是
YXD

生物

利用度较低主要原因之一(另外!头孢泊肟酯在水中

极微溶解"

)&&

(

>

.

4H

h%

#!这严重影响了肠腔对药

物的吸收)

%!0

*

&

D'['DA3,B$86

等)

*

*指出纳米技术为口服给药

领域带来革命性变化!尤其对水溶性差和酶稳定性

弱的口服药物效果显著&为有效阻止肠壁酯酶水解

YXD

并增加
YXD

在水中的溶解度!本试验综合纳米

乳和头孢泊肟酯优势!采用传统纳米乳制备方法筛

选出初步处方!采用多指标正交试验法设计试验得

到抑菌效果好且稳定性高的最优纳米乳处方!通过

比较发现牛至油"

OA$

>

6-94#$?

!

O\

#显著降低了

YXD

对多种革兰阳性菌"

2

l

#和革兰阴性菌"

2

h

#的

最低抑菌浓度"

4$-$494$-B$R$8#A

:

7#-73-8A68$#-

!

SWY

#和最低杀菌浓度"

4$-$46?R6783A$7$"6?7#-!

73-8A68$#-

!

Ŝ Y

#!故本研究拟将
YXD

和
O\

制备

成复方纳米乳!以提高其抗菌效果&

#

!

材料与方法

#G#

!

仪器

=̂0%)=

电子天平!德国
=68#A$9,

公司生产(

J̀S!%0*&

型电子透射显微镜!日本
J̀OH

公司生

产(

PZ0)1&

型紫外
!

可见分光光度计!岛津国际贸

易"上海#有限公司生产&

M386,$K3AC6-#M=

型激光

粒度分析仪!英国马尔文仪器有限公司生产&

#G!

!

主要试剂和药品

头孢泊肟酯原料药!湖北恒硕化工有限公司!纯

度
//]

(牛至油原料药!武汉远成共创科技有限公

司!质量分数
/(]

(吐温
!(&

"

G533-!(&

#!天津市登

封化学试剂厂!化学纯!批号$

0&%0%&&(

(聚氧乙烯蓖

麻油
!)&

"

JH!)&

#!批号$

%0%0&)%.

(聚氧乙烯氢化蓖

麻油
!)&

"

\N!)&

#!上海昌为医药辅料技术有限公

司!化 学 纯!批 号$

0%&&**

(

%

!

0!

丙 二 醇 "批 号$

*%&%((1

#!天津科密欧化学试剂开发中心!分析纯&

#G)

!

菌种

致病性大肠杆菌'沙门菌'奇异变形杆菌'巴氏

杆菌'痢疾杆菌'金黄色葡萄球菌'无乳链球菌!由西

北农林科技大学动物医学院微生物实验室提供&

#G%

!

QS18b*8IO

处方初步筛选及确定

油相$预试验参照参考文献)

)

*方法确定
YXD

在
O\

中的溶解度(表面活性剂$参考文献)

1

*筛选最

优表面活性剂(增溶剂质量分数的确定$为进一步提

高纳米乳对头孢泊肟酯的载药量!根据头孢泊肟酯

的性质!选用
%

!

0!

丙二醇作为增溶剂!考察在体系

中不同质量分数的
%

!

0!

丙二醇"

%]

'

1]

'

%&]

#对

纳米乳形成的影响&

根据上述筛选结果!将配方量的
O\

'

%

!

0!

丙二

醇充分混合后!加入配方量的
YXD

!不断搅拌!待

YXD

完全溶解后!加入配方量的最佳表面活性剂!

混合均匀后!逐滴加入配方量蒸馏水!直至体系经相

变后最终稀薄且流动性如水一样时即筛选出
YXD!

O\!CJ

初步处方&

#G$

!

多指标正交试验筛选
QS18b*8IO

最优处方

由预试验及参考文献)

%

!

.

*可知影响纳米乳抑菌

效果和稳定性的因素有
YXD

与
O\

质量分数比

"

<

#'水相
@

N

"

^

#'乳化温度"

Y

#!因素水平见表
%

&

依据表
%

制备
/

个样品!编为试验号
%

$

/

!以
/

个

纳米乳分别对鸡大肠杆菌和赛鸽仙台沙门菌抑菌圈

直径'各纳米乳稳定常数
>&

为评价指标(参照文献

)

I

*!采用活菌平板计数法对菌液浓度进行计数&各

所配菌液用生理盐水稀释为
%&

1

7T9

.

4H

h%备用&

%'1'%

!

抑菌圈直径测量
!!

取
%&&

(

H

稀释好的菌

液"

%&

1

7T9

.

4H

h%

#在普通平板上均匀涂布后!在平

板上均匀打
*

个孔!每次取
0&&

(

H

纳米乳打入孔

内!置于
)i

冰箱待药液扩散
0)B

!次日取出平板置

于
*Ii

下培养
0)B

用直尺量取抑菌圈直径!每个

I0&%
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样品 重 复
*

次&药 物 对 照 为
*]

头 孢 克 肟

"

73T$U$43

!

YXS

#!后者与
YXD

同为第三代口服头

孢菌素类!剂量及步骤同上&

表
#

!

因素水平

B-CK+#

!

b.=02

3

26-K4-/=2.,-6;K+M+K,

水平

H3F3?,

因素
X678#A,

YXDnO\

"

<

#

水相
@

N

"

^

#

@

N#T6

L

93#9,

@

B6,3

乳化温度%
i

"

Y

#

J49?,$#-$K$-

>

834

@

3A689A3

% %n% %'0 01

0 %n) *'& *&

* %n( .'( *1

%'1'0

!

纳米乳稳定常数的测定
!!

乳剂物理稳定

性常数计算公式如下$

>&k

-

!

&

I!

-

%

!a%&&]

&取

04H

纳米乳!

)&&&A

.

4$-

h%离心
%&4$-

!取最下

层液体
%&&

(

H

!试验号
%

$

*

稀释至含
YXD

%

O\0&

(

>

.

4H

h%

!试验号
)

$

/

稀释至含
O\*&

(

>

.

4H

h%

!

以水为空白在纳米乳最大吸收波长处测定吸收度
!

(

同法不经离心直接测定
!

&

值&重复
*

次&

#G&

!

]@Q

和
][Q

测定

根据
%'1

筛选出的最优处方制备
YXD!O\!

CJ

!用蒸馏水稀释至含
YXD1%0

(

>

.

4H

h%备用(

参考文献)

(

*方法用
.&]

无水乙醇溶解并稀释

YXD

'

O\

及药物对照头孢克肟至
1%0

(

>

.

4H

h%备

用&采用二倍稀释法$在
/.

微孔板第
%

孔加
0&&

(

H

培养基作阴性对照!第
0

孔至第
%0

孔依次加

%&&

(

H

培养基后!在第
0

孔加
%&&

(

H

药液反复吹

打混匀后移取
%&&

(

H

至第
*

孔依次倍比稀释至第

%%

孔!从第
%%

孔取出
%&&

(

H

药液弃去!第
%0

孔再

加
%&&

(

H

菌液作阳性对照&各药液各菌种重复
*

次(将所有完全清晰无细菌生长孔培养液分别接种

普通营养琼脂平板!

*Ii

培养
0)B

!菌落数不超过
1

个的最后一个平板对应的
/.

孔板药液浓度为该药

的
Ŝ Y

&

#G(

!

QS18b*8IO

质量评价

将
YXD!O\!CJ

于
)&&&A

.

4$-

h%离心
*&

4$-

!观察是否有浑浊'分层及药物析出等现象(将

YXD!O\!CJ

分别于
h0&i

'

)i

'室温和
.&i

下

保存!于
%

'

*

'

.

个月后取样观察是否存在上述现象(

纳米乳类型鉴别参照文献)

I

*方法(光稳定性'形态

观察'粒径分析及
M386

电位测定试验参照文献)

/

*(

长期试验!将
YXD!O\!CJ

在"

01j0

#

i

相对湿度

为
.&]j1]

条件下放置
%0

个月!于
&

'

*

'

.

'

/

'

%0

个月观察和取样!观察性状并监测
YXD

和
O\

含

量!分别建立两者含量-时间回归方程!计算药物有

效期&

#G'

!

安全性评价

%'('%

!

预试验
!!

实验动物为健康小鼠!设
%&

'

%&&

'

%&&&4

>

.

V

>

h%

*

个剂量组!各以
0

只健康小

鼠预试!雌雄各半&根据
0)B

内死亡情况!估计

H[

1&

的可能范围!确定正式试验的剂量组&

%'('0

!

最大耐受剂量法"

SG[

试验#

!!

健康小鼠

0&

只!雌雄各半!观察
*

$

1"

后!给予各小鼠最大灌

胃容量
&')4H

.

0&

>

h%

!

%

日
*

次!连续观察
%)"

&

%'('*

!

组织病理学检查
! !

%)"

后迅速解剖

%m(m0

给药小鼠!取其肝'肾'肠等组织块!

%&]

中性

福尔马林溶液"

*'I]

$

)]

中性甲醛#固定!

)i

保

存!常规制石蜡切片!

NJ

染色&

#GN

!

纳米乳测定方法的建立

%'/'%

!

试验原理及测定波长的确定
!!

参照文献

)

%&

*以双波长紫外分光光度法为基本原理!采用等

吸收点法确定
YXD

的测定波长和参比波长(参照文

献)

%%

*以三波长紫外分光光度法为基本原理!以计

算法确定
O\

测定组合波长&

%'/'0

!

供试液的制备
!!

准确称取
YXD

原料药

1&4

>

!加入
%4H

乙腈!再用
&'%4#?

.

H

h%稀盐酸

稀释至
%&&4H

!得到
1&&

(

>

.

4H

h%

YXD

储备液(

准确称取
%

>

O\

!加入
%&&4H

无水乙醇溶解即制

得
1&&

(

>

.

4H

h%

O\

储备液(制备
YXD

'

O\

空白

辅料供试液&

%'/'*

!

方法专属性试验
!!

YXD

原料药供试液用

&'%4#?

.

H

h%稀盐酸稀释至含
YXD0&

(

>

.

4H

h%

!

YXD!O\!CJ

供试液用蒸馏水稀释至含
YXD0&

(

>

.

4H

h%

!

YXD

空白辅料稀释倍数同
YXD!O\!CJ

即
I1&

倍(

O\

原料药'

YXD!O\!CJ

分别用无水乙

醇和蒸馏水稀释至含
O\0&

(

>

.

4H

h%

!

O\

空白辅

料稀释倍数同
YXD!O\!CJ

即
I1&

倍&采用紫外分

光光度法在
0&&

$

)&&-4

波长范围进行扫描!比较

分析各紫外扫描图谱&

%'/')

!

标准曲线的绘制
!!

将
YXD

储备液用
&'%

4#?

.

H

h%稀盐酸稀释成梯度浓度!用
PZ0)1&

紫

外
!

可见分光光度计在
0.*

和
0(/'(-4

波长处测定

其吸光度!将两波长下吸光度差值"

'

!

#作为纵坐

(0&%
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标!浓度"

Y

#为横坐标绘制标准曲线!计算回归方

程(同法在
0.%'.

'

0I*'0

'

0()')-4

波长处测定梯

度稀释的
O\

储备液吸光度!获得回归方程&

%'/'1

!

回收率试验
!!

用蒸馏水分别稀释试验号

%

$

/

至含
YXD

浓度为
0&

'

*&

'

)&

(

>

.

4H

h%

!

O\

浓

度为
*&

'

)&

'

1&

(

>

.

4H

h%并测量吸收值!每个样品

重复测量
*

次!根据标准曲线方程!计算得出平均回

收率及相对标准偏差"

\=[

#&

%'/'.

!

进样重复性试验与精密度试验
!!

用蒸馏

水分别稀释试验号
%

$

/

至含
YXD

质量浓度为
0&

(

>

.

4H

h%

!

O\

质量浓度为
)&

(

>

.

4H

h%

!重复
.

次!计算平均质量浓度和平均回收率及
\=[

(分别

制备含
YXD

为
0'1

'

I'1

'

%0'1

(

>

.

4H

h%的
YXD!

O\!CJ

及含
O\

为
*&

'

)&

'

1&

(

>

.

4H

h%的
YXD!

O\!CJ

!在
%

'

1

'

%&

'

%1

'

0&

'

0)B

进行日内精密度试

验&选择一个固定时间每天测定!连续测定
1"

进

行日间精密度试验&

#G#"

!

数据处理

%'1

中评价指标数据用
D<=;=868$,8$7,%(

软

件进行极差分析!确定影响各指标主次因素!确定

YXD!O\!CJ

最优处方(

%'1

数据用
D<=; =868$,!

8$7,%(

软件进行单因素方差分析&

!

!

结
!

果

!G#

!

QS18b*8IO

处方筛选

0'%'%

!

油相确定
!!

试验表明
YXD

在
O\

中溶解

度达到
1&&4

>

.

4H

h%

&

0'%'0

!

表面活性剂的确定
!!

表面活性剂初选时

G533-!(&

不能成乳!故在
JH!)&

'

\N!)&

'

JH!)&

%

\N!)&

质量比
%n%

混合表面活性剂三者中选择&

由图
%

可知!

*

种表面活性剂形成的纳米乳区的大

小顺序$

JH!)&

$

\N!)&

$

JH!)&

%

\N!)&

"图
%

#&故

选择
JH!)&

作为
YXD!O\!CJ

的表面活性剂&

0'%'*

!

增溶剂质量分数的确定
!!

当
%

!

0!

丙二醇

为
%&]

时!不能形成纳米乳!当
%

!

0!

丙二醇为
1]

时!形成的纳米乳不稳定!因此选择增溶剂质量分数

为
%]

!经进一步精确试验确定
%

!

0!

丙二醇质量分

数为
%'%*]

&

图
#

!

表面活性剂对纳米乳形成的影响

S:

3

G#

!

O44+/=24,?.4-/=-6=-

3

+6=,266-62+7?K,:26.+

3

:26

0'%')

!

初步处方的确定
!!

YXD!O\!CJ

初步处

方各组分质量分数$

YD%'1]

'牛至油
%'1]

'

JH!)&

00'1%]

'

%

!

0!

丙二醇
%'%*]

'蒸馏水
I*'*.]

&按

上述配方结合
%')

方法制备初步
YXD!O\!CJ

&

!G!

!

确定
QS18b*8IO

最优处方

试验方案及试验结果见表
0

&筛选抑制大肠杆

菌最优处方$对于因素
<

!其对大肠杆菌抑菌圈直径

影响大小排第
%

位!取
<

%

(其对
>&

影响大小也排第

%

位!取
<

*

!因此
<

可取
<

%

或
<

*

!但取
<

*

时纳米

乳稳定性比取
<

%

提高
(0'(.]

!而抑菌圈直径仅缩

小
1&'&%]

!故
<

取
<

*

!

^

对抑菌圈直径影响大小

排第
0

位!在
>&

中排第
*

位!故以抑菌圈直径为主

^

取
^

0

!同理
Y

取
Y

0

(筛选抑制沙门菌最优处方分

析方法同上!确定
<

取
<

*

!

^

取
^

0

!

Y

取
Y

0

!故抑制

两种细菌优组合同为
<

*

^

0

Y

0

!据此制备
YXD!O\!

CJ

&

!G)

!

]@Q

和
][Q

测定

YXD!O\!CJ

体外抑菌试验结果见表
*

&

!G%

!

质量评价

各温度下保存的
YXD!O\!CJ

在
%

'

*

'

.

月均为

澄清透明且无分层现象(离心试验和光照试验
YXD!

O\!CJ

稳定!无分层'絮凝'转型'破乳'酸败等现

象(染色结果显示
YXD!O\!CJ

为
O

%

;

型(经透射

电镜观察
YXD!O\!CJ

乳滴呈圆球形!分布均匀!见

图
0

(粒径分析结果表明!

YXD!O\!CJ

平均粒径为

%('/)-4

!多分散系数"

D[W

#为
&'01(

!见图
*

(在环

/0&%



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
).

卷
!

表
!

!

试验方案及试验结果

B-CK+!

!

B0+=+,=,/0+7+-6;=+,=.+,?K=,

试验号

G3,8-94R3A

因素
X678#A,

评价指标"

P

h

j/

#

JF6?968$#-$-"3U

"

P

h

j/

#

<

"

YXDnO\

#

^

"水相
@

N

#

^

"

@

N#T

6

L

93#9,

@

B6,3

#

Y

"乳化温度%

i

#

Y

"

J49?,$T

:

834

@

3A689A3

#

[

"空列#

[

"

C9??

7#?94-

#

抑菌圈直径%
44

W-B$R$8#A

:

K#-3"$64383A

致病性大肠杆菌

J-83A#

@

68B#

>

3-$7

=R"+3(

沙门菌

-$32+)&33$

稳定

常数

>&

% %

!

"

%n%

#

%

!

"

%'0

#

%

!

"

01

#

% */'.Ij0'(/ *0'**j&'1( %1'*0j&'1.

0 %

!

"

%n%

#

0

!

"

*'&

#

0

!

"

*&

#

0 *('.Ij&'1( 0('**j&'1( /'0&j&')(

* %

!

"

%n%

#

*

!

"

.'(

#

*

!

"

*1

#

* */'.Ij0'&( *%'&&j%'&& *.'0&j0'*.

) 0

!

"

%n)

#

%

!

"

%'0

#

0

!

"

*&

#

* *%'&&j%'&& 01'&&j%'&& .'%Ij&'/&

1 0

!

"

%n)

#

0

!

"

*'&

#

*

!

"

*1

#

% 0/'.Ij%'1* 0%'.Ij%'1* *'&1j&'./

. 0

!

"

%n)

#

*

!

"

.'(

#

%

!

"

01

#

0 0/'**j&'1( 0I'.Ij&'1( 0'%0j&'.0

I *

!

"

%n(

#

%

!

"

%'0

#

*

!

"

*1

#

0 01'.Ij&'1( %I'**j&'1( %')(j&'0I

( *

!

"

%n(

#

0

!

"

*'&

#

%

!

"

01

#

* 0('.Ij&'1( 0)'**j&'1( .'I/j&')(

/ *

!

"

%n(

#

*

!

"

.'(

#

0

!

"

*&

#

% 0.'&&j%'&& 0%'**j%'%. 0'%)j&'0I

致病性大肠杆菌抑菌圈直径

W-B$R$8#A

:

K#-3"$64383A#T

3-83A#

@

68B#

>

3-$7=R"+3(

沙门菌抑菌圈直径

W-B$R$8#A

:

K#-3

"$64383A#T-$32+)&33$

稳定常数

>&

>% %%(R&% /.R*) /1R&& /%R.. I)R.. ()R** .&RI0 00R/I 0)R0*

>0 /&R&& /IR&% /1R.I I)R*) I)R** I)R.. %%R*) %/R&) %IR1%

>* I(R.I /1R&& /1R&% .0R// (&R&& I&R&& %&R)% )&R). )&RI*

V% */R*) *0R%% *%R.I *&R11 0)R(/ 0(R%% 0&R0) IR.. (R&(

V0 *&R&& *0R*) *%R(/ 0)RI( 0)RI( 0)R(/ *RI( .R*1 1R()

V* 0.R00 *%R.I *%R.I 0%R&& 0.R.I 0*R** *R)I %*R)/ %*R1(

B %*'%0 &'.I &'00 /'11 %'(/ )'I( %.'II I'%) I'I)

因素主次水平

DA$46A

:

6-",37#-"6A

:

?3F3?T678#A,

<

$

^

$

Y <

$

Y

$

^ <

$

Y

$

^

优水平
O

@

8$494?3F3?, <

%

^

0

Y

0

<

%

^

*

Y

%

<

*

^

0

Y

0

优组合
O

@

8$4947#4R$-68$#- <

%

^

0

Y

0

<

%

^

*

Y

%

<

*

^

0

Y

0

试验号
%

$

/YXD

和
O\

质量分数之和均为纳米乳体系的
*]

(药物对照
0

$

*]

头孢克肟!对致病性大肠杆菌抑菌圈直径

"

0I'**j0'10

#

44

!对沙门菌抑菌圈直径"

0I'.Ij%'%.

#

44

GB3,94#TYXD6-"O\$-83,8C#'%!/6??677#9-8T#A*]#T,

:

,834#T-6-#349?,$#-

(

W-B$R$8#A

:

K#-3"$64383A,#T*]#T73!

T$U$436,

@

#,$8$F37#-8A#?#T"A9

>

6A30I'**j0'1044T#A3-83A#

@

68B#

>

3-$7=R"+3(6-"0I'.Ij%'%.44T#A-$32+)&33$

!

A3!

,

@

378$F3?

:

境温度
01i

条件下!

M386

电位为
h/'/.j.'*14F

"

@

N

为
.'*/

#&

长期试验结果"表
)

#!各时间点纳米乳均为澄

清透明淡黄色液体&

YXD

含量-时间回归方程为

6

kh&')0(Pl%&&'&)

"

B

0

k&'/(/

#!

YXD

的时间有

效期为
0*')1

个月(

O\

含量-时间回归方程为
6

k

h&').IPl%&&'&1

"

B

0

k&'/(0

#!

O\

的时间有效期为

0%'10

个月(故
YXD!O\!CJ

的有效期为
0%

个月&

&*&%
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书书书

表
!

!

"
#
$
%
&
'
%
(
)

体
外
抑
菌
试
验
结
果

!

!

*

+
"

"

,
-
.
/
0
!

!

1
-
2
3
0
4
5
6
7
3
-
3
5
2
0
8
8
0
2
3
7
6
8
"
#
$
%
&
'
%
(
)

!

!

*

+
"

"

!

!

!

"
#

$
%

受
试
细
菌

&
'
(
)
*
+
,
)
'
-
.
+

复
方
头
孢
泊
肟
酯
纳
米
乳

/
0
1
2
3
4
2
5
6

头
孢
泊
肟
酯

/
0
1

牛
至
油

3
4

头
孢
克
肟

/
0
7

7
8
/

7
9
/

7
8
/

7
9
/

7
8
/

7
9
/

7
8
/

7
9
/

致
病
性
大
肠
杆
菌

6
:
)
'
-
;

<

+
)
=
;

!

'
:
.
,
!
"
#
$
%
&

>
?
@
@
A
B
?
@
%

"

C
B
?
D
E
A
%
F
?
C
F

"

>
@
?
@
@
A
%
F
?
C
F

%
G
D
?
D
E
A
@
D
?
H
>

>
@
?
@
@
A
%
F
?
C
F

%
G
D
?
D
E
A
@
D
?
H
>

C
B
?
D
E
A
%
F
?
C
F

%
G
D
?
D
E
A
@
D
?
H
>

沙
门
菌

'
(
%
)
$
*
+
%
%
(

D
?
D
E
A
B
?
@
%

"

C
B
?
D
E
A
%
F
?
C
F

"

>
@
?
@
@
A
%
F
?
C
F

%
G
D
?
D
E
A
@
D
?
H
>

F
>
?
@
@
A
@
D
?
H
>

%
G
D
?
D
E
A
@
D
?
H
>

C
B
?
D
E
A
%
F
?
C
F

%
G
D
?
D
E
A
@
D
?
H
>

奇
异
变
形
杆
菌

,
-
$
.
+
/
0
)
&
-
(
1
&
%
&
0

%
@
?
@
@
A
C
?
D
B

"

C
B
?
D
E
A
%
F
?
C
F

"

F
>
?
@
@
A
@
D
?
H
>

%
G
D
?
D
E
A
@
D
?
H
>

>
@
?
@
@
A
%
F
?
C
F

%
G
D
?
D
E
A
@
D
?
H
>

>
@
?
@
@
A
%
F
?
C
F

%
G
D
?
D
E
A
@
D
?
H
>

巴
氏
杆
菌

,
(
0
.
+
/
-
+
%
%
(

D
?
D
E
A
B
?
@
%

"

C
B
?
D
E
A
%
F
?
C
F

"

>
@
?
@
@
A
%
F
?
C
F

%
G
D
?
D
E
A
@
D
?
H
>

B
D
?
D
E
A
H
?
B
C

%
G
D
?
D
E
A
@
D
?
H
>

>
@
?
@
@
A
%
F
?
C
F

%
G
D
?
D
E
A
@
D
?
H
>

痢
疾
杆
菌

'
2
&

3

+
%
%
(
4

5

0
+
*
.
+
-
&
(
+

@
?
@
@
A
%
?
%
D

"

C
B
?
D
E
A
%
F
?
C
F

"

C
B
?
D
E
A
%
F
?
C
F

%
G
D
?
D
E
A
@
D
?
H
>

C
B
?
D
E
A
%
F
?
C
F

%
G
D
?
D
E
A
@
D
?
H
>

>
@
?
@
@
A
%
F
?
C
F

%
G
D
?
D
E
A
@
D
?
H
>

金
黄
色
葡
萄
球
菌

'
.
(

6

2

5

%
$
#
$
#
#
/
0

%
@
?
@
@
A
C
?
D
B

"

C
B
?
D
E
A
%
F
?
C
F

"

>
@
?
@
@
A
%
F
?
C
F

%
G
D
?
D
E
A
@
D
?
H
>

F
>
?
@
@
A
@
D
?
H
>

%
G
D
?
D
E
A
@
D
?
H
>

>
@
?
@
@
A
%
F
?
C
F

%
B
F
?
G
G
A
G
?
G
G

无
乳
链
球
菌

'
.
-
+

6

.
$
#
$
#
#
/
0
(

3

(
%
(
#
.
&
(
+

>
?
@
@
A
B
?
@
%

"

C
B
?
D
E
A
%
F
?
C
F

"

>
@
?
@
@
A
%
F
?
C
F

%
G
D
?
D
E
A
@
D
?
H
>

C
B
?
D
E
A
%
F
?
C
F

%
G
D
?
D
E
A
@
D
?
H
>

F
>
?
@
@
A
@
D
?
H
>

%
B
F
?
G
G
A
G
?
G
G

"

和
"

表
示

/
0
1
2
3
4
2
5
6

分
别
与

/
0
1

"

3
4

"

/
0
7

相
比

#
差
异
显
著

$

,

#

G
?
G
>

%
&
空
白
辅
料
各
组
分
质
量
分
数
为

%
?
%
@
I
%

#

B
2

丙
二
醇

#

B
B
?
>
%
I
6
#
2
C
G

#

E
D
?
@
D
I

蒸
馏
水

#
无
抑
菌
及
杀
菌
作
用

"

+
:
J

"

.
:
J
.
,
+
)
'
(
(
.

!

:
.
K
.
,
+
:
)
J
.
K
K
'
-
'
:
,
'
,
;
"

<

+
-
'
J
)
;

/
0
1

#

3
4

+
:
J

/
0
7

#

-
'
(

<

'
,
)
.
L
'
M

N

$

,

#

G
?
G
>

%
&

9
M
+
:
O
'
P
,
.

<

.
'
:
)
(
+
-
'
,
;
"

<

;
(
'
J
;
K
%
?
%
@
I

%

#

B
2

<

-
;

<

+
:
'
J
.
;
M

#

B
B
?
>
%
I

6
#
2
C
G

#

E
D
Q
@
D
I

J
.
(
)
.
M
M
'
J

R
+
)
'
-

#

(
=
;
R
.
:

!

:
'
.
)
=
'
-
*
+
,
)
'
-
.
;
(
)
+
)
.
,
:
;
-
*
+
,
)
'
-
.
,
.
J
+
M
+
,
)
.
;
:

表
9

!

长
期
试
验
结
果

,
-
.
/
0
9

!

'
0
7
:
/
3
7
6
8
/
6
;

<

%
3
0
4
=
3
0
7
3
6
8
"
#
$
%
&
'
%
(
)

I

时
间
'
月

&
.
"
'

'

7
;
:
)
=

颜
色
变
化

/
;
M
;
-
,
=
+
:

!

'
/
0
1

含
量

/
;
:
)
'
:
)
;
K
/
0
1

3
4

含
量

/
;
:
)
'
:
)
;
K
3
4

G

无
变
化

5
;
,
=
+
:

!

'
%
G
G
?
G
G

%
G
G
?
G
G

@

无
变
化

5
;
,
=
+
:

!

'
H
F
?
H
G

H
F
?
D
>

D

无
变
化

5
;
,
=
+
:

!

'
H
E
?
B
G

H
E
?
%
G

H

无
变
化

5
;
,
=
+
:

!

'
H
D
?
C
>

H
D
?
@
>

%
B

无
变
化

5
;
,
=
+
:

!

'
H
C
?
F
G

H
C
?
%
>

%*&%
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图
!

!

透射电镜下
QS18b*8IO

的形态#

$""""Z

$

S:

3

G!

!

>0-

A

+24QS18b*8IO?6;+.=0+=.-6,7:,,:26+K+/8

=.267:/.2,/2

A

+

#

$""""Z

$

!G$

!

安全性评价

0'1'%

!

急性毒性试验
!!

预试验结果$各试验组小

鼠
0)B

内均未死亡!

YXD!O\!CJ

的
H[

1&

不可测!

因此对
YXD!O\!CJ

采取
SG[

试验(

SG[

试验结

图
)

!

QS18b*8IO

粒径分布

S:

3

G)

!

W.2

A

K+=,:a+;:,=.:C?=:2624QS18b*8IO

果$连续观察
I

$

%)"

!灌胃后
0"

小鼠出现不同程

度精神萎靡!食欲不振等现象!灌胃后
*"

均恢复正

常!小鼠未出现死亡!

YXD!O\!CJ

对小鼠经口急性

毒性最大耐受剂量大于
%(&&4

>

.

V

>

h%

&

0'1'0

!

组织病理学检查
!!

与对照组相比!给予小

鼠最大耐受剂量
YXD!O\!CJ

时!试验组肾及小肠

组织结构无明显变化"图
)"

和图
)T

#!可初步认为

YXD!O\!CJ

没有肾毒性及肠毒性(试验组肝!轻微

6'

对照组肾(

R'

对照组肝(

7'

对照组小肠(

"'

试验组肾!肾小管上皮细胞排列整齐!管腔清晰可见(

3'

试验组肝!轻微
出血!少许细胞变性坏死!分界不清(

T'

试验组小肠!上皮细胞排列整齐!结构完整!小肠腺发达

6'GB3V$"-3

:

#T7#-8A#?

>

A#9

@

(

R'GB3?$F3A#T7#-8A#?

>

A#9

@

(

7'GB3,46??$-83,8$-3#T7#-8A#?

>

A#9

@

(

"'GB33

@

$8B3?$6?

73??,#TA3-6?89R9?36AA6-

>

3-368?

:

6-"8B376F$8

:

#TA3-6?89R9?3,B#5F$,$R$?$8

:

$-8B3V$"-3

:

#T83,8

>

A#9

@

(

3'<,46??

64#9-8#T?$F3A73??,,B#54$-#AR?33"$-

>

!

"3

>

3-3A68$#-

!

-37A#,$,

!

6-"9-7?36AR#9-"6A$3,$-83,8

>

A#9

@

(

T'GB3,46??

$-83,8$-33

@

$8B3?$6?73??,6AA6-

>

3-368?

:

!

,B#5$-

>

,8A9789A6?$-83

>

A$8

:

6-""3F3?#

@

3"$-83,8$-6?

>

?6-",

图
%

!

$&

日龄小鼠肾"肝和小肠#

JO

%

%""Z

$

S:

3

G%

!

B0+U:;6+

E

%

K:M+.-6;,7-KK:6=+,=:6+2472?,+,-=$&;-

E

,24-

3

+

#

JO

%

%""Z

$

0*&%
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出血!少许细胞变性坏死!分界不清"图
)3

#!但未引

起小鼠死亡&

!G&

!

方法专属性试验

由图
1

'

.

可见!

YXD

和空白乳的最大吸收峰分

别为
0.*

和
0*)'(-4

!空白乳在
YXD

最大吸收峰

处有一定的吸收&用
PZ0)1&

选点检测功能确定

空白乳等吸收点波长为
0(/'(-4

&选择
0.*-4

为

YXD

检测波长!

0(/'(-4

为参比波长&确定
O\

测

定组合波长为
0.%'.

'

0I*'0

'

0()')-4

&

!G(

!

标准曲线的绘制

YXD

和
O\

分别在各自含量测定线性范围线

性良好"表
1

#&

!G'

!

回收率试验

平均回收率符合
I&]

$

%%&]

)

%0

*的要求"表

.

#!证明运用多波长紫外分光光度法建立
YXD!O\!

CJ

有效成分含量分析方法准确度高!适用于该药

质量控制&

!GN

!

进样重复性试验与精密度试验

各试验号
YXD

及
O\

测定的
\=[

均小于

&m.]

!进样重复性良好!见表
I

&

YXD!O\!CJ

中

YXD

和
O\

测定的日内'日间精密度
\=[

均小于

1]

!日内日间精密度良好!见表
(

&

%'YXD

原料药(

0'YXD!O\!CJ

(

*'YXD

空白辅料

%'YXD"A9

>

(

0'YXD!O\!CJ

(

*'̂?6-V3U7$

@

$3-8,#TYXD

图
$

!

QS1

相关紫外吸收图谱

S:

3

G$

!

B0+gL-C,2.C-6/+,

A

+/=.?726QS1

%'O\

原料药(

0'YXD!O\!CJ

(

*'O\

空白辅料

%'O\"A9

>

(

0'YXD!O\!CJ

(

*'̂?6-V3U7$

@

$3-8,#TO\

图
&

!

b*

相关紫外吸收图谱

S:

3

G&

!

B0+gL-C,2.C-6/+,

A

+/=.?726b*

表
$

!

QS1

和
b*

含量测定线性方程

B-CK+$

!

V:6+-.+

R

?-=:26,247+-,?.+7+6=24QS1-6;b*/26/+6=.-=:26,

药物

[A9

>

线性方程

H$-36A3

L

968$#-

相关系数"

'

0

#

Y#AA3?68$#-7#3TT$7$3-8

线性范围%"

(

>

.

4H

h%

#

H$-36AA6-

>

3

YXD !k&'&%&)%4l&'&&0I* &'///00 %

$

%&&

O\ !k&'&&I).4l&'&&&)I &'///I& %

$

%&&

表
&

!

回收率试验结果#

C

X

h9

%

4eN

$

B-CK+&

!

*+,?K=,24.+/2M+.

E

=+,=

#

C

X

h9

%

4eN

$

]

试验号

G3,8-94R3A

平均回收率
<F3A6

>

3A37#F3A

:

\=[

头孢泊肟酯
YXD

牛至油
O\

头孢泊肟酯
YXD

牛至油
O\

% /)'IIj0'1% /0'I&j*'0) 0'.1 *'1&

0 /*'I/j('*/ (/'*%j&'(. ('/1 &'/.

* (I'I.j&'*1 /I'/)j%'0. &')& %'0/

) (/'01j0')* %&0'1&j%'00 0'I0 %'%/

1 (1'*)j*'I% /%')0j&'1/ )'*1 &'.1

. I0')%j%'0) I/'*%j&'0% %'I% &'0.

I /0'//j*'&. /%'(0j&'/. *'0/ %'&1

( /.'0&j0'I& %&0'.&j1'I% 0'(% 1'1I

/ (('(&j)'&* %&('*1j%'(/ )'1) %'I)

**&%
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表
(

!

进样重复性试验结果#

C

X

h9

%

4e&

$

B-CK+(

!

*+,?K=,24.+

A

+-=-C:K:=

E

#

C

X

h9

%

4e&

$

]

试验号

G3,8-94R3A

平均质量浓度

<F3A6

>

346,,7#-73-8A68$#-

平均回收率

<F3A6

>

3A37#F3A

:

\=[

头孢泊肟酯
YXD

牛至油
O\

头孢泊肟酯
YXD

牛至油
O\

头孢泊肟酯
YXD

牛至油
O\

% %/'1)j&'&% *('(*j&'&1 /I'I%j&'&1 /I'&Ij&'%* &'&1 &'%*

0 0&'/%j&'&) *)'/.j&'&* %&)'1.j&'%/ (I'*/j&'&. &'%( &'&I

* %I')(j&'&0 */'I.j&'&I (I')%j&'%0 //'*/j&'%I &'%) &'%I

) %I'0Ij&'&1 )%'&1j&'&* (.'*1j&'0I %&0'.0j&'&( &'*% &'&(

1 %.'/%j&'&I *.'.0j&'&* ()'1Ij&'*1 /%'11j&'&( &')% &'&/

. %)'.(j&'&. *%'I%j&'&) I*')0j&'0/ I/'0(j&'%& &'*/ &'%*

I %('%Ij&'&) *.'(*j&'&) /&'()j&'0* /0'&.j&'&/ &'01 &'%&

( %/'))j&'&I )&'&)j&'&1 /I'00j&'*1 %&&'&/j&'%% &'*. &'%%

/ %I'&Ij&'%& )*'*)j&'&) (1'*)j&')( %&('*1j&'%% &'1. &'%&

表
'

!

精密度试验结果#

C

X

h9

$

B-CK+'

!

W+=+.7:6-=:26.+,?K=,24

A

.+/:,:26

#

C

X

h9

$

组别

2A#9

@

质量浓度%"

(

>

.

4H

h%

#

Y#-73-8A68$#-

日内精密度
W-8A6!"6

:@

A37$,$#-

日间精密度
W-83A!"6

:@

A37$,$#-

P

h

j/

\=[

P

h

j/

\=[

0'1 0'*Ij&'&0 &'/I 0'*Ij&'&* %'*/

YXD I'1 I'10j&'&I &'/. I')Ij&'%0 %'.%

%0'1 %0'((j&'&. &')I %0'I(j&'%. %'01

*& *&'.)j&'%( &'1/ 0/'1/j%'01 )'00

O\ )& )&'(*j&'0% &'1% */'*/j%'.0 )'%%

1& 1&'.1j&'*) &'.I )/'I.j%')% 0'(*

)

!

讨
!

论

试验选择的水相
@

N

'

YXD

载药量'乳化温度三

个因素对
YXD!O\!CJ

稳定性影响存在内在联系!

推测三者均通过调整表面活性剂有效浓度影响纳米

乳稳定性&

<'<'[683

等)

%

*报道的
YXD

自乳化释

药系统在
@

N%'0

缓冲液中最为稳定!本试验分别用

@

N*'&

和
@

N%'0

水相制备纳米乳!发现前者稳定性

高于后者&说明
YXD

在中强酸度水相酸性条件下

所形成的纳米乳理化性质最为稳定!

YXD!O\!CJ

的最终
@

N

为
.'%I

!符合口服乳剂相关要求(本试

验表明
YXD

载药量越高!纳米乳越不稳定!试验结

果与
<'<'[683

等)

%

*报道一致!分析原因为部分

YXD

定位在油相与表面活性剂界面干扰了
O\

与

表面活性剂的充分作用!降低了表面活性剂有效浓

度&值得注意的是水相
@

N

和
YXD

载药量对纳米

乳稳定性影响可能并不是孤立的!由于
YXD

在酸性

条件下溶解度增加!水相
@

N

为
*'&

时位于混合界

面的
YXD

可能向水相移动!相对增加了表面活性剂

的有效浓度!使纳米乳趋于更加稳定(试验表明最适

乳化温度为
*&i

!

01i

温度偏低!界面张力降低效

果有限!而
*1i

温度偏高部分
JH!)&

聚氧乙烯链

与水之间的氢键可能发生断裂!降低了表面活性剂

有效浓度!纳米乳稳定性亦不高&

研究表明某些表面活性剂如
G533-!0&

胶束溶

液具有阻止肠壁酯酶水解
YXD

作用!机制为
YXD

进入
G533-!0&

胶团核心!且聚山梨醇酯类表面活

性剂本身对肠壁酯酶有抑制作用)

0

!

%1

*

&本试验制备

)*&%
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的
YXD!O\!CJ

从胶束增溶理论分析可认为是
JH!

)&

胶束溶液增溶之后形成的!即
YXD

溶解在
O\

中

作为油相增溶于
JH!)&

胶束溶液!推测
JH!)&

和

O\

的双重保护可有效阻止肠壁酯酶将
YXD

水解

为亲脂性差的
YD[

!有效促进肠腔对
YXD

的吸收&

本试验发现各受试菌对
YXD!O\!CJ

的敏感性

与对
YXD

和
O\

的敏感性相比相差显著"

<

#

&m&1

#!推测
JH!)&

和
O\

的表面活性和脂溶性增加

了
YXD

对细菌细胞膜的渗透作用!从而极大地降低

了各受试菌对
YXD

的
SWY

及
Ŝ Y

&

YXD!O\!CJ

的抗菌谱广泛!且
YXD

质量分数仅为
&'**]

!将

O\

与
YXD

联合应用极大地减少了
YXD

用量!对于

减少各受试细菌临床耐药菌株的产生具有重要意

义&

O\W

为天然植物抗生素具有单药不产生耐药

性'与目前使用的抗生素和合成抗菌药无交叉耐药

性等优点)

%*!%)

*

&本试验为
YXD

与
O\

在临床上的

联合应用奠定了一定的基础&测定了
YXD!O\!CJ

对常见致病性细菌的
SWY

和
Ŝ Y

!为
YXD!O\!CJ

的药效学研究提供了基础数据&

组织病理学检查给予小鼠最大给药剂量未见

肾'肠毒性!虽可引起肝轻微病理损伤!但未致小鼠

死亡&本试验制备的
YXD!O\!CJ

对小鼠的经口急

性毒性最大耐受剂量大于
%(&&4

>

.

V

>

h%

!

YXD!

O\!CJ

为低毒级药物)

%.!%(

*

!肝轻微出血可能为脱颈

致死小鼠未放血引起!少许肝细胞变性的原因可能

为药物的首过效应&本试验首次运用多波长紫外分

光光度法!针对自制
YXD!O\!CJ

中
YXD

和
O\

的

含量测定建立了分析方法!

YXD

和
O\

平均回收率

均在
I&]

$

%%&]

的一般要求范围内)

%0

*

!通过此法

对
YXD!O\!CJ

进行质量监测得出有效期为
0%

个

月!结合质量评价其他试验结果说明
YXD!O\!CJ

稳定性高&

%

!

结
!

论

首次制备出
YXD!O\!CJ

!且质量评价符合规

定要求(体外抑菌试验表明
O\

显著降低
YXD

对各

受试菌的
SWY

及
Ŝ Y

(

SG[

试验表明
YXD!O\!

CJ

为低毒药物!组织病理学检查无肾'肠毒性(采

用多波长紫外分光光度法成功建立了纳米乳中有效

成分含量分析方法!实现了
YXD!O\!CJ

的质量监

测!计算出其有效期为
0%

个月&
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