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伊曲康唑纳米粒的抗真菌研究
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"摘要#

!

目的
!

研究用聚乳酸
#

羟基乙酸共聚物"

R/Z9

$"

8EDH

$包裹有疏水的抗真菌药伊曲康唑"

V:_

$的纳米

粒抗真菌的效果%方法
!

用水包油乳化蒸发合成
R/Z9#V:_

纳米粒%分别用透射电镜和动态光散射检测其形态'

粒径大小和
_=?8

电位%紫外
#

可见光谱检测包封率!药物释放和抗真菌活性%结果
!

R/Z9#V:_

纳米粒的大小为直

径为
%%"GI

!浓度为
"'"&I

J

&

I/

能在第
-

天完全抑制!该剂量相当于
&I

J

&

I/

!即
$""

倍
V:_

的抗真菌的效果%

结论
!

R/Z9#V:_

纳米粒能改善
V:_

的水分散度!提高生物适合度和增加抗真菌的效果%

"关键词#

!

聚乳酸
#

羟基乙酸共聚物#

!

伊曲康唑#

!

纳米粒
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由于
4V+

"

9VP3

+移植手术+癌症和其他疾病的增加,

$

-

#免

疫缺陷的患者易于感染真菌)感染者的增加也与费用的增加

相关#有必要发展高效+低毒的抗真菌药物)伊曲康唑$

V:_

&

是广谱用于治疗和阻止真菌感染的药物)两性霉素
U

是常见

的治疗局部真菌感染的#但它引起如肾毒性的严重的不良反

应,

%#&

-

)其他抗真菌药#如氟康唑+伏立康唑和酮康唑#也可使

用)但伊曲康唑被证明有较好的疗效#对各种真菌很少耐

药,

1

-

)

伊曲康唑主要缺点较低的口服吸收)伊曲康唑存在一个

高度疏水的弱碱基#在
>

4,

大约
$G

J

"

I/

的较低的水溶

性,

1#(

-

)酸性基质#如胃中便于其溶解$

>

4$

时
1

&

J

"

I/

&#这也

增加
V:_

的吸收,

(

-

)因此#

V:_

与食物一起服用#刺激胃液的

分泌#这增加
V:_

的生物适合度,

!

-

)但对于恶心+呕吐+胃肠

道疾患和化疗的患者限制
V:_

的服用)患者最担心的问题是

肾病并发症)为了克服这些缺陷#有必要发展更有效的最大载

V:_

#在生理
>

4

增加其分布)

最近#纳米药物载药系统的许多进展能改进各种药物的效

率)由于它们的小尺寸#这些纳米维度的结构能够克服生物屏

障#改进药物在靶位的生物适合度,

,

-

)聚乳酸
#

羟基乙酸共聚

物$

R/Z9

&纳米粒常常用于药物载体#因为其可降解性和生物

相容性以及可控性,

,#0

-

)把具有生物活性成分#如
V:_

包裹到

这些纳米粒中#能阻止药物过早降解#增加药物分散性和渐渐

地释放而达到治疗浓度,

-

-

)这些因子的联合效果能导致增加

生物可行性和有效性)

R/Z9

也常作为运载化学治疗性和抗

菌药的载体#在感染部位达到治疗浓度)研究表明#

R/Z9

纳

米粒的细胞吸收有抗癌效应#提高药物疗效和减少在外周组织

的沉积,

$"#$1

-

)

OAI8=DCD

用
R/Z9

纳米粒载利福平#并证明比游

离的利福平
1

倍的抗菌活性%他们推测这可能加强了细菌细胞

的参透,

$(

-

)真菌孢子的细胞吸收尚未阐明%但是#研究表明以

R/Z9

作为载体增加抗真菌的疗效)例如#载两性霉素
U

的

R/Z9

纳米粒改进了口服生物适合度和减少毒性,

$!

-

)有文献

报道用
R/Z9

纳米粒载伏立康唑也得到相似的结果,

$,

-

)这表

明
R/Z9

多聚体具有增加生物适合度和增加靶位的药物浓

度#是具有吸引力的药物载体,

$0#$-

-

)

本研究旨在用
R/Z9

作为疏水药物
V:_

的纳米药物载体

系统#并在体外评估该纳米粒的抗真菌能力)

$
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材料与方法

$'$
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材料
!

伊曲康唑购自
)=<M

公司#

R/Z9

$

("

"

("

&相对分

子质量为
1

万#二氯甲烷$

P*)

&#

R+9

$

&$#("MP8

&和
:<D?;G #̂

$""

购自
3D

J

I8

公司$

)Y

#

a39
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J
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公司)
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R/Z9#V:_

纳米粒的制备
!

空的
R/Z9

和载
V:_

的
R/#

Z9

纳米粒用乳化
#

溶剂蒸发法制备#用透析纯化#冷冻干燥后

进一步分析)

R/Z9#V:_

纳米粒制备的方法如下!

$2R/Z9

$

%"I

J

&和
V:_!'1I

J

溶解在
(I/P*)

&为有机相#有机相

加到
("I/"'&2

$

6

"

+

&

R+9

#在漩涡器混匀#然后以
!""6

超声
$"IDG

$间歇
$"A

&)蒸发有机相形成纳米粒#

V:_

包裹在

R/Z9

多聚体中)空的
R/Z9

纳米粒的制备同上#除了没有

V:_

外)纳米粒形成后以
TRk

水为
$""k$

立即进行透析

$

)6$""MMP8

&

0@

#

1@

后换水)纯化后#冷冻干燥从纳米粒

中除去水#

TR

保存在
W0b

)

$''

!

纳米的表征
!

用透射电子显微镜$

SOY/a39VGE'

#

)9

#

0

((1$

0

检验医学与临床
%"$$

年
!

月第
0

卷第
$%

期
!

/85)=H*CDG

!

SBG=%"$$

!

+;C'0

!

T;'$%



a39

&研究
TR

的形状)用动态光散射仪检测其 大小#

_=?8

电位)

$'1

!

包封率的检测
!

& I

J

TR

溶解在
$ I/

乙腈溶液

$

-(2

&#超声
%"A

#破坏
TR

#以
&""""<

"

IDG

离心
&"IDG

#除去

被破坏的多聚体#用分光光度计在
&""GI

检测
V:_

#计算
V:_

的包封率)

$'2

!

药物释放
!

&I

J

"

I/TR

的在
RU3

$

>

4,

&确定药物的释

放)然后#

$I/

的
TR

悬液在
&,b

#

$("<

"

IDG

振荡
"

#

0

#

%1

#

&%

#

10

#

(!

#

,%

#

0"

#

-!

和
$"1@

#以
&""""<

"

IDG

离心
$@

#按照

上述方法检测
V:_

)

$')

!

抗真菌试验
!

R=?<D

平板对白色念球菌的生长抑制!用
$

f$"

( 个"
I/

孢子的细胞悬液涂平板)

&

种不同的药物处理

平板#即水溶性的
V:_

$

"'&I

J

"

I/

&#

:̀#V:_

$

"'&I

J

"

I/

&和

R/Z9#V:_

纳米粒悬液
$"I

J

"

I/

和
$I

J

"

I/

$分别相当于

"'&

和
"'"&I

J

"

I/

的
V:_

&)平板在
&,b

孵育)用数码照相

记录抗真菌的效果)

/

!

结
!!

果

/'$

!

纳米粒的鉴定
!

纳米的大小+

N=?8

电位+形状+包封率和

药物释放见图
$

)空白的
R/Z9

纳米粒的大小为$

%"$d(

&

GI

#以
$%'(

和
%(2

的
R/Z9#V:_

纳米粒分别为$

%&%d$

&

GI

和$

%%&d&!

&

GI

)多聚分散指数从
"'"$

"

"'%$&

#所有纳米粒

均带负电荷#从
W%0I+

到
W&&I+

)负电荷因为相互排斥有

助于稳定粒子)

:O)

图片证实了在形状上是球形#没有见到

聚集$图
$

&)但用动态光分散检测的粒径大小比
:O)

稍小

些#因为纳米粒是干燥的颗粒#因此二者检测的结果存在差异)

R/Z9

!

V:_

为
$%'(2

的纳米粒获得的包封率大约)

R/Z9

!

V:_

为
%(2

包封率减少到
1!2

)因此#在后续的研究中用

$%'(2

的
R/Z9#V:_

纳米粒)在
RU3

$

>

4,

&中从
R/Z9

纳米

悬液释放
V:_

是双相的#在第
(

天之前仅
%"2

的释出#在第
(

天释放
,(2

$图
%

&)

!!

注!

9

为空白
R/Z9

透射电镜图片%

U

为载有
V:_

的
R/Z9

纳米

透射图片)

图
$

!

透射电镜图片

图
%

!

R/Z9#V:_

纳米粒药释放图

/'/

!

纳米粒的抗真菌作用
!

纳米粒对白色念球菌的抑菌作用

的结果表明
R/Z9#V:_

的纳米粒$即相当于
V:_"'"&I

J

"

I/

&

就能达到乳剂
V:_&I

J

"

I/

的效果#即
R/Z9#V:_

纳米粒的

抗真菌的效果是乳剂
V:_

的
$""

倍)但
R/Z9#V:_

纳米粒的

抗真菌是较缓慢的过程#对真菌的抑制到第
$$

天达到最大抑

制效果#而
V:_

乳剂在第
%

天就能达到最大的抑菌效果#见

图
&

)

!!

注!

9

!

V:_

水溶液$

$"

&

C

&%

U

!

V:_

在
:<D?;G^W$""

的乳剂$

"'&

I

J

"

IC

&%

*

!

R/Z9WV:_

纳米粒$

$"I

J

"

IC

&#相当于
"'&"I

J

"

IC

的

V:_

%

P

!

R/Z9WV:_

$

$I

J

"

IC

&相当于
"'"&I

J

"

ICV:_

)圆圈表示药

物放置点)

图
&

!

不同制剂对白色念珠菌的抑菌效果

'

!

讨
!!

论

一般来说#小尺寸$约
$""

"

(""GI

&能聚集和穿过细胞

膜#增加增加药物释放,

$1

#

%"

-

)因为在体外研究
R/Z9

!

V:_

为

$%'(2

时其包封率为
-!2

#粒径为
%&%GI

)

V:_

从纳米粒释

放为初期跳跃式#常常称为暴发效应#由于临近粒子表面的释

放$图
%

&)因此#药物通过分散和粒子降解联合释放,

%$#%%

-

)很

明显
V:_

的稳定剂量超过
(H

)能增加药物发挥疗效的期限)

除了提供
R/Z9

纳米粒的时间
#

释放图谱#纳米粒帮助

V:_

分散在水中#通过抑制细胞色素
R1("#

依赖的
$1#

固醇脱雌

二醇合成的甲基化酶#一种真菌细胞膜的一个关键成分,

%&

-

)

O<

J

;A?=<;C

的合成发生在线粒体和内质网膜#需要
V:_

的内化

抑制合成,

%&#%1

-

)由于培养基表面是亲水的#而药物是疏水的#

两者之间存在一个屏障#限制接触)但是#真菌具有称为疏水

素蛋白#在亲水和疏水界面自组装的小分泌表面活性蛋白,

%(

-

)

当菌丝侵入到培养基#这些疏水素被分泌到菌丝顶端的培养基

周围,

%(

-

)一旦它们与疏水的环境#如
V:_

相遇#它们与水环境

面对的亲水边和朝向药物的疏水边#形成一个双亲膜,

%!

-

)通

过这种方式#药物和真菌之间的接触被加强#允许水
#V:_

的一

些抑制效应$图
&8

&)但是#随着时间这种效应可能减少#这可

以在药物附近生长增加)既然纳米粒是水溶性的#在平板上与

真菌孢子接触较其他治疗效果更好)这种事件与粒径有关)

据报道较小粒径的纳米粒$

$""

"

(""GI

&聚集在细胞壁表面#

更容易内化,

,

#

$1

#

%"

-

)这些特征通过两种机制!细胞表面附近释

放
V:_

导致较快地内化#和细胞吸收纳米粒后
V:_

释放到胞

浆%但是#最近的文献表明前者更可能,

%,

-

)这些机制的联合#

在
R/Z9#V:_

纳米粒中
V:_

随着时间的释放可以解释较大的

抑菌圈#与水
#V:_

和
:̀#V:_

比较$图
&

&)水
#V:_

和
:̀#V:_

的乳化提供起初高剂量的抗真菌#导致一些抑制效果%但是#由

于药物被孢子消耗或被降解#浓度则下降)这种渐进式下降允

许周围的孢子生长#并侵袭到加药处)另一方面#来自纳米粒

中
V:_

的渐进式释放#周围的孢子感受到不愉快和压力#引起

菌丝不能在用药处生长#因而有较大的抑菌圈)

在本研究中#

R/Z9

作为抗真菌的载体已显示效果#但是#

考虑体内载药的特殊方法不应该忽视)例如#口服过程中#纳

米粒可能小肠的上皮#但是实际到达血流的纳米粒的百分比非

常关键,

%0

-

)这可能由黏膜层和纳米粒的特性和在进入胃肠道

以前胃里的反应决定的)静脉注射也是常见的载药途径#纳米

粒可能提供保护#避免过早的药物清除#但是#纳米粒的清除和

它们是否到达靶位或感染部位是主要的兴趣点)其他直接途

径#如肺部给药能实施#提供局部的治疗效应,

%-#&"

-

)在肺部纳

米粒的清除和参透是需要研究的问题)但是#多聚体纳米粒提

供的好处#正如本研究所示#能大大改进治疗效应#保证深入

研究)
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纳米技术处于有效载药系统的前沿#能克服市场上传统药

物药物的许多缺点)治疗许多疾病和感染的生物相容性技术

是多聚体纳米粒能够成功的一个目标)在本研究中已确定的

是
R/Z9

纳米粒载抗真菌药物到真菌细胞#提供一个更有效

的抗真菌治疗)这可视为减少过多剂量的副作用的靶向抗抗

真菌的载药#方便治疗和在所有医学方面的恢复)还需要进一

步研究纳米粒的运输和纳米粒
#

细胞之间的相互作用#和
R/#

Z9#V:_

纳米粒在真菌其他生长时期的抗真菌能力)此外#纳

米粒特性$例如大小和组成&和它们对
V:_

释放率的影响进一

步观察能阐明抗真菌的效果)总之#这些研究可以预料提供更

详细的作用机制)可以提供更直接和有效的抗真菌载药途径)

当获得更多信息#纳米载药系统在基础水平如何发挥其作用将

被揭示)
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途径是
:

淋巴细胞活化的主要协同刺激信号)

*P0&

是成熟

P*

的重要标志#目前认为只有成熟
P*

可以稳定的表达
*P0&

分子,

(

-

)根据其成熟状态的不同#

P*

具有着迥然相异的功

能)未成熟
P*

与免疫抑制和免疫耐受过程密切相关#其机制

是在未成熟期细胞表面虽表达
)4*#

*

分子#但低水平表达共

刺激分子
*P0"

和
*P0!

#使
:

淋巴细胞缺少应答的第
%

信号#

导致
:

淋巴细胞表现为低反应性或无能#因而诱导了免疫耐

受的发生,

!

-

)因此在本研究中本文选择了
P*

相对特异性的

成熟性标志
*P0&

分子和与抗原递呈有关的表型
4/9#P[

+

*P0!

分子的表达水平作为
P*

的成熟指标)

在以往的研究中#对于疟原虫感染后
P*

的功能是否正常

存在诸多观点上的矛盾)有研究认为疟原虫感染后
P*

保持

着完整的功能)

P*

被疟原虫抗原诱导成熟#上调
)4*VV

和

共刺激分子#分泌
:@$

分化型细胞因子#表现为功能上的正向

应答#从而决定了随后的整个保护性免疫状态的形成,

,#0

-

#但也

有研究显示疟原虫感染后
P*

功能抑制!

a<58G

等众多研究者

都证实了疟疾感染和体外培养中
P*

的
)4*

分子+共刺激分

子和分泌
V/#$%

功能的缺失,

-

-

#这种成熟缺陷的
P*

不能诱导

初始的
:

淋巴细胞和继发的抗原特异性
:

淋巴细胞应答)本

实验观察分析了负载
R'L9

J

的
P*

在追加成熟诱导物
/R3

后

表型的变化#结果显示
R'L9

J

追加
/R3

诱导的各剂量组表型

均升高)相对于未刺激组#除
R'L9

J

"'$

&

J

"

I/X/R3

和

R'L9

J

$'"

&

J

"

I/X/R3

组的
4/9#P[

之外其他各组的升高

均有统计学意义$

A

#

"'"$

或
A

#

"'"(

&%与
/R3

诱导组比较#

R'L9

J

"'$

&

J

"

I/X/R3

和
R'L9

J

$'"

&

J

"

I/X/R3

组的

*P0!

也显著升高#差异有统计学意义$

A

#

"'"(

&#表明特定的

剂量范围内
R'L9

J

对
/R3

的促成熟作用具有协同的正向效

应)

在以往恶性疟和鼠疟的研究中亦发现不同虫种的不同组

分对
P*

功能产生不同影响的现象)如
a<58G

等在恶性疟研

究中发现恶性疟原虫感染的红细胞上膜蛋白成分
R\O)R$

对

P*

具有抑制效应,

$"

-

#另有来自其他诸多虫株的证据表明分离

得到的膜蛋白并未改变
P*

对
/R3

的响应#而是表达正常的功

能成熟,

$$

-

%从鼠疟原虫提取的可溶性蛋白能够有效诱导对疟

原虫感染的保护性反应,

$%

-

)本实验的结果表明间日疟原虫的

可溶性蛋白在体外对
P*

并不产生抑制#证实了不同基因背景

的疟疾种株的可溶性蛋白与宿主的相互作用效应是不同的)

参考文献

,

$

- 周水森#王漪#房文
'%"",

年全国疟疾形势,

S

-

'

中国寄生

虫学与寄生虫病杂志#

%""0

#

%!

$

!

&!

1"$#1"&'

,

%

- 胡守锋#陶志勇#夏惠#等
'

红内期间日疟原虫浓集纯化及

免疫反应性研究,

S

-

'

蚌埠医学院学报#

%""-

#

&1

$

0

&!

!(&#

!(1'

,

&

- 董薇#张兵#蔡美英#等
'

脂多糖刺激树突状细胞前后

:/[%

+

&

+

1

基因表达的检测,

S

-

'

航天医学与医学工程#

%""(

#$

$0

&!

&

#

%$!#%$0'

,

1

- 褚万立
':;CC

样受体在免疫应答中的作用,

S

-

'

医学综述#

%""!

#

$%

$

$(

&!

0--#-""'

,

(

-

*8; 6

#

/==34

#

/BS'*P0&DA

>

<=.;<I=HDGADH=I;G;#

E

K

?=A

#

I8E<;

>

@8

J

=A8GHH=GH<D?DEE=CCA

#

5B?D?DA;GC

K

A?85#

C

K

=̀

>

<=AA=H;G8E?DL8?=HH=GH<D?DEE=CCA

,

S

-

'UD;E@=IS

#

%""(

#

&0(

$

$

&!

0(#-&'

,

!

- 张临友#杨英男#杨宝峰
'

树突状细胞亚群及其功能,

S

-

'

国外医学免疫学分册#

%""1

#

%,

$

(

&!

%!"#%!&'

,

,

-

R=<<

K

S9

#

[BA@9

#

6DCA;G[S

#

=?8C'P=GH<D?DEE=CCA.<;I

I8C8<D8#DG.=E?=HIDE=8<=.BCC

K

.BGE?D;G8C9R*

,

S

-

'SVI#

IBG;C

#

%""1

#

$,%

$

(

&!

1,(#10%'

,

0

-

3=D̀8AO

#

*<;AA*

#

7BDG3

#

=?8C'PD<=E?8E?DL8?D;G;.H=G#

H<D?DEE=CCA5

K

?@=I8C8<D8

>

8<8AD?=

#

RC8AI;HDBIE@858BHD

E@858BH

,

S

-

'OB<SVIIBG;C

#

%""$

#

&$

$

1

&!

%-,"#%-,0'

,

-

-

a<58GU*

#

[;5=<?APS'VG@D5D?D;G;.:E=CC.BGE?D;GDG

J

HB<DG

J

I8C8<D8

!

DI

>

CDE8?D;GA.;<DIIBG;C;

JK

8GHL8EEDG;C#

;

JK

,

S

-

'SÒ
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