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环孢素A纳米粒滴眼液制备及眼的刺激性*★ 

张海娟1，徐  清2，马  科1，吴  雁2，游玉霞1 

 
 

文章亮点：制备具有水溶性的环孢素 A 纳米粒滴眼液，发现单次、多次给药期间，家兔双眼结膜、角膜、虹膜的眼

刺激性反应分值和综合评分均为 0，说明其对眼无刺激性。 

关键词：环孢素 A；纳米粒滴眼液；制备；眼刺激性；角膜；兔；纳米粒子；结膜；虹膜；生物材料 
 
摘要 

背景：环孢素 A 可有效抑制角膜移植后的免疫排斥反应，但因难溶于水，不能配制成水溶性制剂用于眼局部。 

目的：制备 1%环孢素 A 纳米粒滴眼液，并观察其眼刺激性。 

方法：采用聚乙二醇-聚乳酸共聚物对环孢素 A 药物进行包裹，制备浓度为 1%的环孢素 A 纳米粒滴眼液，以透射电

镜、激光粒度仪对制备的纳米粒子进行表征；通过家兔单次、多次给药眼刺激性实验观察环孢素 A 纳米粒滴眼液的

眼刺激性。 

结果与结论：环孢素 A 纳米粒滴眼液包封率为 85.10%，载药量为 21.3%；纳米粒子为球形粒子，分散均匀；载药纳

米粒子粒径分布较窄，粒径大小为(296.9±32.06) nm；体外释放曲线显示，环孢素 A 从纳米粒子中缓慢释放，20 d

左右释放量达总环孢素的 91.3%。环孢素 A 纳米粒滴眼液单次、多次给药期间，家兔双眼结膜、角膜、虹膜的眼刺

激性反应分值和综合评分均为 0，说明其对眼无刺激性。 

 

 

Preparation of cyclosporine A nano-particle eye drops and its irritation to the eyes  

 

Zhang Hai-juan1, Xu Qing2, Ma Ke1, Wu Yan2, You Yu-xia1 
 
Abstract 

BACKGROUND: Cyclosporine A can inhibit the immunological rejection after corneal transplantation. But it cannot be 
formulated into ophthalmic solution for its insolubility. 

OBJECTIVE: To prepare 1% cyclosporine A nano-particle eye drops and to investigate its irritation to the eyes.                 

METHODS: Cyclosporine A was successfully incorporated into poly (ethylene glycol)-poly (dl-lactide) (PEG-PLA), and 1% 
cyclosporine A nano-particle eye drops were prepared. The nano-particle eye drop was characterized by using 
transmission electron microscopy and dynamic light scattering. The irritation of cyclosporine A nano-particle eye drops 
was observed through single and multiple irritative tests to the eyes in rabbits.  

RESULTS AND CONCLUSION: Drug-loading and encapsulation efficiency of cyclosporine A nano-particle eye drops 

were 21.3% and 85.10%, respectively. The cyclosporine A nano-particles showed sphericity with even dispersion. The 

average size of cyclosporine A-loaded nano-particle was (296.9±32.06) nm with narrow distribution. Drug release curve in 

vitro exhibited a sustained drug release of cyclosporine A from the nano-particles. The release amount was 91.3% of 

cyclosporine A around 20 days. The irritation scores on the conjunctiva, cornea and iris were zero at the period of single 

and multiple administrations, indicating no irritation was found. These findings suggest that the cyclosporine A 

nano-particle has no irritation to the eyes. 

 

Zhang HJ, Xu Q, Ma K, Wu Y, You YX. Preparation of cyclosporine A nano-particle eye drops and its irritation to the eyes. 

Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(43): 8018-8022.     
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0  引言 

 

角膜移植后的排斥反应是手术失败的主要原

因，寻找高效低毒的角膜移植后排斥反应抑制剂

是眼科工作者努力的方向。环孢素A作为一种强

效免疫抑制剂，可有效抑制角膜移植后的免疫排

斥反应[1]，但因难溶于水，不能配制成水溶性制

剂用于眼局部。本实验选用生物相容和生物可降

解纳米材料，利用纳米技术进行连接，制备具有

水溶性的环孢素A纳米粒滴眼液，并对其理化特

征、眼刺激性进行研究，为临床应用提供依据[2-5]。 

 

1  材料和方法 

 

设计：材料制备及动物实验。 

时间及地点：于2010年1月至2011年12月

在国家纳米科学中心、首都医科大学动物室完

成。 

材料： 

实验动物：新西兰家兔10只，购自北京维通

利华实验动物技术有限公司，平均体质量  

2.17 kg，雌雄兼用，外眼检查正常。 

试剂： 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

实验方法： 

环孢素A纳米粒滴眼液的制备
[6-7]

：采用乳化溶

剂挥发法制备环孢素A纳米粒滴眼液。具体步骤

如下：将200 mg聚乙二醇-聚(乳酸-羟基乙酸)

共聚物溶于4 mL二氯甲烷中，另取50 mg环孢

素A溶于2 mL二氯甲烷/丙酮(1∶1)混合溶液

中，将共聚物和环孢素A溶液两者混合，滴加到

含30 mL 1%聚乙烯醇溶液中，常温下磁力搅

拌。10 min后，用超声细胞粉碎机在50 W功率

下超声5 min，即得乳液(O/W)。减压蒸馏除去二

氯甲烷，8 000 r/min离心10 min得载药纳米粒

子，用去离子水中洗2遍，所得纳米粒子用磷酸

缓冲溶液溶解，配制成浓度为1%的环孢素A纳米

粒滴眼液，4 ℃保存。 

环孢素A纳米粒滴眼液的表征：采用美国FEI公

司的型号为TecnaiG2 20 S-TWIN的透射电镜对

环孢素A纳米粒滴眼液形态进行观察，透射电镜

测试加速电压为200 kV。样品制备采用负染色

法，用液滴法将环孢素A纳米粒滴眼液滴加在表

面附着碳支持膜的铜网上，干燥24 h后，滴加负

染色剂醋酸双氧铀进行染色，样品在真空干燥箱

中干燥后进行电镜测试。 

采用英国Malvern Instruments公司的型号为 

Zetasizer Nano series ZEN 3600激光粒度仪测定

环孢素A纳米粒滴眼液的水合直径及粒径分布。将

样品溶液置于1 cm的塑胶样品池中进行测定，条件

设定：λ=633 nm，测定角度90°，温度25 ℃。 

环孢素A纳米粒滴眼液包封率和载药量的测   

定
[8]
：通过测定环孢素A纳米粒滴眼液中环孢素A

的含量来计算包封率和载药量。将制备的环孢  

素A纳米粒滴眼液，经真空冷冻干燥后，溶于乙

腈，用高效液相色谱测定环孢素A含量。色谱条

件：高效液相色谱仪(Waters，600E，2478)，

C18 (Waters，Nova-Pak 3.9×250 mm)，柱温

30 ℃；流动相：乙腈∶水=70∶30；进样量为

10 μL；流速为1 mL/min；检测波长210 nm。每

个样品都重复做3次，测量取平均值。包封率和

载药量计算公式如下： 

 

 

 

 

 

环孢素A纳米粒滴眼液的体外释放曲线
[9]
：精确

称取冷冻干燥后载药纳米粒子10 mg，置于透析

袋内，用3 mL PBS分散载药纳米粒子。将密封

好的透析袋置于35 mL PBS中，放入水浴振荡器

中进行释放实验，保持温度为37 ℃，振荡速度

为110 r/min。每隔一段时间，取0.5 mL释放液

供分析检测，并补充0.5 mL新鲜的PBS，即置换

量为0.5 mL。用高效液相色谱检测取出的释放液

试剂 来源 

环孢素 A 

 

聚乙二醇-聚(乳酸-羟基乙

酸)，乳酸/羟基乙酸 50∶

50，相对分子质量 50 000

聚乙烯醇 

 

二氯甲烷 

乙腈 

透析袋  

上海沪宇生物科技有限 

公司 

济南岱罡生物工程有限 

公司 

 

国药集团化学试剂有限 

公司 

北京化工厂 

默克公司 

北京京科宏达生物技术有限

公司，MWCO 3 500Da 

包封率(%)= 
纳米粒子中的环孢素 A 质量 

初始环孢素 A 质量 
×100% 

载药量(%)= 
纳米粒子中的环孢素 A 质量 

冷冻干燥后纳米粒子总质量 
×100% 
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中的环孢素A含量，再计算累计释放量，计算公式如下： 

 

 

 

 

式中：Er为环孢素A累计释放量(%)；Ve为PBS的置

换体积(0.5 mL)；V0为释放液PBS的体积(30 mL)；Ci

为第i次置换取样时释放液的质量浓度(g/L)；mdrug为用

于释放的载药纳米粒子中环孢素A的质量(mg)；n为置换

PBS的次数。重复实验3次，测量结果取平均值。 

环孢素A纳米粒滴眼液的眼刺激性实验：取新西兰家兔，

右眼滴1%环孢素A纳米粒滴眼液，左眼滴生理盐水，单

次给药眼刺激性实验为每只家兔结膜囊内滴药1次，共2

滴；多次给药眼刺激性实验为每只家兔每日结膜囊内滴

药3次，连续14 d。 

实验方法：手电筒、裂隙灯显微镜下检查家兔外眼

后，采用同体自身对照，右眼为实验眼，滴入1%环孢

素A纳米粒滴眼液，左眼为对照眼，滴生理盐水，双眼

被动闭合10 s。由二三人组成观察小组，采用双盲法用

手电筒、裂隙灯显微镜观察，单次给药眼刺激性实验观

察记录滴眼后6，24，48，72 h至7 d眼局部反应情况，

多次给药眼刺激性实验观察记录用药期间及停药后7 d

眼局部反应情况，并观察记录动物皮毛、呼吸、中枢神

经系统、四肢活动等其他中毒表现。 

采用眼刺激反应评分标准对结膜、角膜、虹膜分别

评分[10]，并分别相加，算出总积分，除以动物数，得出

最后分数，按眼刺激性评价标准判断受试药物对眼结

膜、角膜、虹膜的刺激程度[10]。 

   

2  结果 

 

2.1  环孢素A纳米粒滴眼液纳米粒子形态  环孢素A纳

米粒滴眼液纳米粒子形态学特征由透射电子显微镜分

析，见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

由图1可以看出载药纳米粒子呈球形，分散均匀，

且无团聚现象，粒径在200 nm左右。 

2.2  环孢素A纳米粒滴眼液的纳米粒子粒径与分布  

环孢素A纳米粒滴眼液纳米粒子粒径及分布由激光粒度

仪测定，见图2。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

由图2可得出载药纳米粒子粒径分布较窄，分散系

数PDI为0.108，粒径大小为(296.9±32.06) nm。透射电

镜所观察到的纳米粒子粒径小于激光粒度仪所测得的

结果，这是因为激光粒度仪测试的是分散在水溶液中的

纳米粒子水合直径，而透射电镜观察是处于干燥状态，

所以粒径小。 

2.3  环孢素A纳米粒滴眼液纳米粒子包封率和载药量  

环孢素A纳米粒滴眼液中环孢素A的含量用高效液相色

谱来测定，见图3。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1  Transmission electron microscopy image of 
cyclosporine A nano-particle eye drops 

图 1  环孢素 A 纳米粒滴眼液的透射电镜图 

Figure 2  Size distribution of cyclosporine A nano-particle eye 
drops 

图 2  环孢素 A 纳米粒滴眼液的纳米粒子粒径分布 

Figure 3  High performance liquid chromatography of 
cyclosporine A nano-particle eye drops 

图 3  环孢素 A 纳米粒滴眼液的高效液相色谱图 

a: High performance liquid chromatography of cyclosporine
A reference standard 

b: High performance liquid chromatography of cyclosporine 
A nano-particle eye drops 
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由环孢素A标准品的高效液相色谱图 3a可知

9.0-10.0 min处的特征吸收峰为环孢素A药物的最大吸

收峰；环孢素A纳米粒滴眼液的高效液相色谱图3b中可

见在9.0-10.0 min附近出现了环孢素A的特征吸收峰，

说明环孢素A被成功地包裹进纳米粒子中。根据公式计

算，用乳化溶剂挥发法制备环孢素A纳米粒滴眼液的包

封率为85.1%，载药量为21.3%。 

2.4  环孢素A纳米粒滴眼液的体外释放曲线  环孢素A

从纳米粒子中的释放曲线见图4。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

由图4可看出，最初一段时间环孢素A纳米粒滴眼液

有药物突释现象，随后药物缓慢稳步释放，20 d左右释

放量达总环孢素A的91.3%。通过乳化溶剂挥发法制备

环孢素A纳米粒滴眼液时，聚合物在水中形成纳米粒子

过程中，被包载的药物一部分分布在纳米粒子外壳，形

成表面药物层，因此载药纳米粒子具有一定的突释现

象。 

2.5  眼刺激性实验结果  滴用环孢素A纳米粒滴眼液

后，在整个观察期间，家兔皮毛光泽，行为活动、摄食

及粪便正常，未出现家兔死亡及急性毒性反应。      

在单次给药眼刺激性实验中，环孢素A纳米粒滴眼

液结膜囊内给药后6，24，48，72 h至7 d观察，家兔眼

结膜无充血、水肿、分泌物，角膜无混浊、水肿，荧光

素染色无着染，虹膜无充血、水肿，瞳孔正大等圆，眼

刺激性反应的分值和综合评分均为0，与生理盐水对照

组相同，说明环孢素A纳米粒滴眼液对眼均无刺激性。 

环孢素A纳米粒滴眼液多次给药眼刺激性实验，观

察给药后6，24，48，72 h至14 d及停药后7 d家兔双眼

结膜、角膜、虹膜的反应分值和综合评分均为0，与单

次给药实验结果相同，环孢素A纳米粒滴眼液对眼无刺

激，见图5。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

研究制备难溶性药物纳米制剂是目前解决难溶性

药物生物利用度低、吸收差的有效手段[11-17]。本实验采

用的纳米材料聚乙二醇-聚乳酸共聚物，具有良好的生

物相容性和生物可降解性，可增强穿透作用，因此被研

制成为生物大分子药物的运送载体，以增强药物在体内

的有效浓度，提高疗效。而与其他种类的高分子药物载

体相比，聚乙二醇-聚乳酸共聚物不仅原料丰富，而且

具有低成本，可生物降解，良好生物相容性和生物亲和

性、无毒、易于化学改性等优点。 

本实验采用乳化溶剂蒸发法制备的环孢素A纳米粒

滴眼液，可直接用聚乙二醇-聚乳酸共聚物作为环孢素A

药物的载体，避免了繁琐和复杂的修饰步骤，操作过程

方便，并降低了生产成本，利于推广。 

本实验制备的环孢素A纳米粒滴眼液，纳米粒子为

规则球体，分散性好，粒径控制在200 nm左右，无团聚

现象，可明显提高环孢素A的水溶性，解决了疏水药物

环孢素A制备成水溶液的问题。 

目前临床使用的环孢素A滴眼液为油性制剂，具有

包括刺激、视力模糊、角膜毒性等的局部副作用[18]，本

实验眼刺激性实验表明，1%环孢素A纳米粒滴眼液对眼

无刺激性。前期药代动力学研究结果表明，该制剂可延

长药物作用持续时间，提高生物利用度；前期药效学结 

Figure 4  In vitro controlled drug release curve of 
cyclosporine A (CsA) nano-particle eye drops

图 4  环孢素 A 纳米粒滴眼液体外释放曲线图 

Figure 5  The images of rabbit eyes after multiple  
administrations with cyclosporine A nano-particle eye 
drops 

图 5  环孢素 A 纳米粒滴眼液多次给药家兔外眼像 

a: Before administration 

b: At 14 d after administration 
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果表明，环孢素A纳米粒滴眼液在0.5%-2%浓度范围

内，均能有效抑制角膜移植后的排斥反应，而且随着药

物浓度的增加，抗角膜排斥作用逐渐增强。上述研究结

果，为新型环孢素A纳米粒滴眼液的进一步开发奠定了

基础。 
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