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Abstract
誗AIM: To compare the pharmacokinetic differences of
the 2% diacerein eye drops between conjunctival sac
multiple administration and single administration in the
cornea, and to provide the experimental basis for
clinicians to use the conjunctival sac multiple
administration.
誗 METHODS: Male Kunming mice were randomly
divided into the multiple administration group and the
single administration group. The multiple administration
group were given diacerein eye drop every 2min (3 times

in total ) . The concentrations of the metabolites of
diacerein in the cornea were measured by high
performance liquid chromatography after given eye drop
5, 15, 30, 60, 120, and 180min. The pharmacokinetic
parameters were calculated by pharmacokinetic software
(DAS2. 1. 1) .
誗RESULTS: The metabolites of diacerein, rhein, was
detected in the cornea at each time point. The
concentration of the metabolite of diacerein in the cornea
was 318. 678依40. 88, 210. 02依25. 66, 188. 83依31. 74, 112. 24依
11. 70, 90. 28依22. 01 and 57. 67依13. 71滋g / g after given eye
drop 5, 15, 30, 60, 120, and 180min in the multiple
administration group. The concentration in the single
administration group was 145. 17 依 19. 29, 97. 95 依 10. 49,
71郾 18依18. 70, 39. 11依2. 44, 18. 10依2. 34 and 9. 08依2. 04滋g / g
respectively. The concentration of rhein in the cornea
was the highest at 5min after the administration in the
two groups. The concentration of the multiple
administration group was higher than that in the single
administration group at 5, 15, 30, 60, 120, and 180min
(P<0. 01) . The half- life of the drug was 0. 89 依 0. 31h in
the single administration group.
誗 CONCLUSION: Compared with the single
administration, the conjunctival sac multiple
administration has the advantages of high drug
concentration and long duration. Therefor the
conjunctival sac multiple administration is a more
effective method to treat acute infectious corneal
diseases.
誗 KEYWORDS: conjunctival sac delivery; diacerein;
multiple administration; single; pharmacokinetic
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摘要
目的:对比 2% 双醋瑞因滴眼液结膜囊多次给药与单次
给药在角膜中的药代动力学差异,为临床医师治疗感染
性角膜病时多次给药提供实验依据。
方法:以 2% 双醋瑞因为实验滴眼液,选取健康无眼疾的
雄性昆明白小鼠,随机分为多次给药组和单次给药组,双
眼结膜囊分别给予双醋瑞因滴眼液。 多次给药组间隔
2min 给药一次,共给药 3 次;单次给药组仅给药 1 次。 用
高效液相法测定角膜中双醋瑞因的代谢产物(大黄酸)
的浓度,多次给药组和单次给药组的时间点均为 5、15、
30、60、120、180min。 将小鼠角膜组织中的药物浓度经药
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物动力学程序(DAS2郾 1郾 1)进行拟合,并计算相关药动学
参数。
结果:结膜囊多次给药组和单次给药组各个时间点角膜
中均可检测到其活性代谢产物大黄酸;多次给药组 5、15、
30、60、120、180min 的浓度分别为 318郾 678依40郾 88、210郾 02依
25郾 66、188郾 83 依 31郾 74、112郾 24 依 11郾 70、90郾 28 依 22郾 01 和
57郾 67 依 13郾 71滋g / g,单次给药组各时间点浓度分别为
145郾 17依19郾 29、97郾 95依10郾 49、71郾 18依18郾 70、39郾 11依2郾 44、
18郾 10依2郾 34 和 9郾 08依2郾 04滋g / g。 两组小鼠角膜中大黄酸
的含量均于给药后 5min 最高,多次给药组浓度高于单次
给药组浓度,差异具有统计学意义(P<0郾 01)。 随时间延
长大黄酸的浓度逐渐下降,3h 后多次给药组浓度仍高于
单次给药组,差异具有统计学意义(P<0郾 01)。 单次给药
组半衰期为 0郾 89依0郾 31h。
结论:结膜囊多次给药与单次给药相比具有药物有效浓
度高、维持时间长的优点,双醋瑞因作为一种新的抗菌药
物,可以在感染性角膜炎的早期对病程的发展起到抑制
作用。 多次给药后可以对急性发展期起到较好的治疗效
果,而且在夜晚也可维持较高浓度,在保证患者的睡眠休
息质量同时又起到了对疾病的治疗作用。
关键词:结膜囊给药;双醋瑞因;多次;单次;药物代谢动
力学
DOI:10. 3980 / j. issn. 1672-5123. 2018. 4. 08
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次与单次给药的角膜药代动力学差异. 国际眼科杂志 2018;18
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0 引言
结膜囊给药以滴入药量少,起效速度快,无全身副作

用,患者易于接受等优点成为眼科最常用的给药方式之
一[1]。 但结膜囊给药后,药物随泪液经眼表流失[2],或经
局部毛细血管吸收,或经泪道流入鼻腔后吸收[3],最终使
药物在眼部的生物利用度往往小于 5% [4-5]。 为增加滴
眼剂在眼部的吸收利用,以及使其快速达到有效浓度,临
床上尤其是在感染性角膜溃疡时常常使用多次滴眼的方
法。 然而,目前却没有结膜囊多次给药和单次给药的角
膜药代动力学差异的报道,缺乏多次给药增加角膜药物
浓度的科学依据。 本文以 2% 双醋瑞因滴眼液为模型药
物,进行了结膜囊多次和单次给药的角膜药代动力学研
究,以期为结膜囊多次给药提供实验室数据,为临床医师
用药提供依据。
1 材料和方法
1郾 1 材料
1郾 1郾 1 实验动物 摇 昆明白小鼠, SPF ( specific pathogen
free)级,雄性,体质量 36 ~ 38g,购自河南省实验动物中
心。 裂隙灯检查挑选出 36 只健康无眼疾的小鼠(共 72
只小鼠眼球)用于本实验。 小鼠由专人饲养,饲养温度为
25益 依1益,湿度为 59% ~ 61% ,4 ~ 6 只 / 笼,每天给予充
足的食物和饮水,12h 明暗交替环境饲养。 实验动物的
饲养和使用均遵照美国视觉与眼科研究协会制定的科研
动物使用规范,本实验方案经河南省眼科研究所实验动
物伦理委员会审查批准。
1郾 1郾 2 实验主要试剂与药物摇 2%双醋瑞因滴眼液(河南
省眼科研究所制备,科研专用),大黄酸标准品 (批号

201512,中国药品生物制品检定所),甲醇为色谱纯(批号
OH45014,美国 TEDIA 天地试剂公司),冰醋酸 (批号
20130619,北京化工厂)。
1郾 1郾 3 实验主要仪器 摇 高效液相色谱系统(美国 Waters
公司),YZ20T4 手术显微镜(苏州六六视觉科技股份有
限公司),高速冷冻离心机(德国 Eppendorf 公司),氮吹
仪 HGC-24(天津市恒奥科技发展有限公司),涡旋混合
器(上海青浦沪西仪器厂)。
1郾 2 方法
1郾 2郾 1 结膜囊单次与多次滴眼给药方法以及角膜取材摇
将 36 只健康无眼疾小鼠称重后按体质量大小排序编号,
查询随机数字表将其随机分为结膜囊多次给药组和单次
给药组。 单次给药:右手提起鼠尾,放在鼠笼盖或其他粗
糙面上,向后方轻拉,用左手拇指和食指捏住小白鼠颈背
部皮肤,并使小鼠眼球暴露,微量加样器分别给小鼠双
眼结膜囊内各滴入 5滋L 2% 双醋瑞因滴眼液,轻轻闭合
小鼠双睑 1min。 多次给药:双眼单次结膜囊给药后,间
隔 2min 再次给药,共给药 3 次。 给药后 5、15、30、60、
120、180min 脱颈椎处死小鼠,取角膜,剔除非角膜
组织。
1郾 2郾 2 色谱条件摇 高效液相色谱仪为 Waters 2695 色谱
系统;色谱柱为 Waters X -Bridge C18,3郾 5滋m,3郾 0mm伊
150mm;流动相为 0郾 1% 冰醋酸-甲醇(40 颐 60);流速为
0郾 8mL / min;柱温为 50益;检测波长为 258nm;进样量
为 10滋L。
1郾 2郾 3 标准曲线制备摇 制备大黄酸标准品,浓度分别为:
0郾 0075、0郾 015、0郾 03、0郾 06、0郾 12、0郾 24滋g / mL。 分别精密
吸取系列浓度的大黄酸标准品工作液各 1mL,分别加入
正常小鼠角膜一个,剪碎,4益浸泡 24h,50益加热下 N2吹
干,加 0郾 1mL 甲醇复溶,涡旋仪震荡约 5min,3000r / min
离心 8min,上清液 10滋L 进样,HPLC 测定,记录色谱图与
峰面积,以峰面积与对应浓度进行线性回归,制作标准曲
线。 回归方程:Y=62012X+79郾 792。
1郾 2郾 4 角膜处理和大黄酸含量测定摇 滤纸轻轻吸干角膜
表面水分,精密称重,置于玻璃试管内,剪碎,加 1mL 甲
醇浸泡 24h,N2吹干,加 0郾 1mL 甲醇复溶,涡旋仪震荡约
5min,3000r / min 离心 8min,取上清液 10滋L 进样,HPLC
测定,根据标准曲线计算出角膜内的药物含量。

统计学分析:药动学参数分析采用 DAS 2郾 1郾 1 版药
动学软件。 实验数据用 SPSS 21郾 0 及 Microsoft Excel 2010
软件分析,实验结果采用均数依标准差表示。 标准曲线采
用简单线性回归分析;各时间点的组间差异比较,采用独
立样本 t 检验,两组的不同时间差异比较,采用单因素方
差分析,若方差齐则采用 LSD-t 检验,若方差不齐则采用
Tamhane蒺s T2 检验,P<0郾 05 表示差异具有统计学意义。
2 结果
2郾 1 大黄酸标准曲线 摇 大黄酸标准品的浓度范围为
0郾 075 ~ 2郾 4滋g / mL,有良好的线性关系( r = 0郾 9991,P <
0郾 01)。
2郾 2 2%双醋瑞因滴眼液多次与单次给药的角膜内药物
浓度摇 2% 双醋瑞因滴眼后各时间点角膜内均检测不到
双醋瑞因[6],检测到的是其代谢产物大黄酸。 多次与单
次滴眼后小鼠角膜内大黄酸的保留时间约为 3郾 18h,药
物检测的典型的 HPLC 色谱图见图 1。 多次与单次滴眼
后小鼠的角膜内药物浓度见表 1,图 2。 两组给药方式各
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摇 摇

图 1摇 2%双醋瑞因滴眼液后多次给药与单次给药的 HPLC色谱图摇 A:多次给药后 15min;B:单次给药 15min。 1:为双醋瑞因代谢产
物大黄酸的色谱峰。

表 1摇 多次与单次滴眼下 2%双醋瑞因滴眼液代谢物大黄酸的角膜内药物浓度 (軃x依s,滋g / g)
组别 眼数 5min 15min 30min 60min 120min 180min
多次给药组 6 318郾 67依40郾 88 210郾 02依25郾 66 188郾 83依31郾 74 112郾 24依11郾 70 90郾 28依22郾 01 57郾 67依13郾 71
单次给药组 6 145郾 17依19郾 29 97郾 95依10郾 49 71郾 18依18郾 70 39郾 11依2郾 44 18郾 10依2郾 34 9郾 08依2郾 04

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇
t -8郾 583 -9郾 039 -7郾 141 -13郾 679 -7郾 290 -7郾 837
P <0郾 01 <0郾 01 <0郾 01 <0郾 01 0郾 001 <0郾 01

表 2摇 多次与单次滴眼下 2%双醋瑞因滴眼液代谢物大黄酸的药动学参数 軃x依s
组别 眼数 AUC(0-t)(滋g / g·h) AUC(0-肄 )(滋g / g·h) t1 / 2(h) Tmax(h) Cmax(滋g / g)
多次给药组 6 400郾 16依32郾 83 466郾 93依46郾 84 - 0郾 08依0郾 00 318郾 68依44郾 78
单次给药组 6 116郾 32依9郾 38 129郾 26依9郾 38 0郾 89依0郾 31 0郾 08依0郾 00 145郾 17依21郾 13

注:AUC:曲线下面积,t1 / 2:半衰期,Tmax:达峰时间,Cmax:达峰浓度。

时间点对比采用独立样本 t 检验,滴药后 5、15、30、60、
120、180min 两组比较差异均有统计学意义(P<0郾 01)。 多
次给药组滴药后 15、30、60、120、180min 与 5min 相比,差
异有统计学意义(P<0郾 01);单次给药组滴药后 15、30、60、
120、180min 与 5min 相比,差异有统计学意义(P<0郾 01)。
两组角膜中大黄酸的含量均于给药后 5min 最高,多次给
药组浓度高于单次给药组浓度,差异有统计学意义(P<
0郾 01)。 随时间延长大黄酸的浓度逐渐下降,3h 后多次给
药组浓度仍高于单次给药组,差异有统计学意义 ( P <
0郾 01)。
2郾 3 2%双醋瑞因滴眼液多次与单次给药的小鼠角膜药动
学参数摇 2%双醋瑞因滴眼液在单次与多次给药的小鼠角
膜药动学参数见表 2。 单次给药组半衰期为 0郾 89依0郾 31h。
多次给 药 组 小 鼠 角 膜 中 最 高 药 物 浓 度 为 318郾 68 依
44郾 78滋g / g,而单次给药组最高浓度为145郾 17依21郾 13滋g / g。
两种给药方式药物达峰时间相同,均为 5min。
3 讨论

滴眼剂因其具有使用方便、价格低廉、易被患者接受
等优点,占临床眼科制剂的主要部分[7]。 但也存在眼部滞
留时间短、生物利用度低等问题[8]。 对于一些急性眼病,
临床上常以多次滴眼的方式进行治疗,期望维持角膜组织
药物的高浓度。 史伟云[9] 指出一些浅层感染性疾病往往
在频繁多次滴眼后,通过提高局部药物浓度使病情得到快
速控制,从而取得更好的治疗效果。 但是查阅文献,未找
到相关的实验室证据。

我们的实验结果显示,双醋瑞因单次结膜囊给药后,
5min 的达峰浓度为 145郾 17 依19郾 29滋g / g,但在给药后 3h,
角膜内药物浓度迅速下降至 9郾 08依2郾 04滋g / g,相当于减少

图 2摇 2%双醋瑞因滴眼液代谢物大黄酸多次与单次给药的角
膜内药物浓度。

了 16 倍左右。 而多次给药后 5min 的峰浓度则为 318郾 67依
40郾 88滋g / g,是单次给药的 2郾 2 倍,给药后 3h,角膜内药物
浓度为 57郾 67依13郾 71滋g / g,是单次给药的 6郾 4 倍。 由此我
们可以看到,单次结膜囊给药后药物快速被清除,而多次
给药则可以大大增加药物在角膜内的浓度,使药物的有效
浓度能维持较长时间,与文献报道的多次滴眼后能很快控
制角膜浅层感染的结果相一致[8]。

双醋瑞因是公认的 IL-1 抑制剂,是治疗骨关节炎的
上市药物。 文献报道该药能够抑制 IL-1 的生成[10-11],抑
制中性粒细胞的迁移及基质金属蛋白酶 8 或 9 的产
生[12],我们的研究显示双醋瑞因滴眼液在抗真菌药物治
疗真菌性角膜炎的前提下,可以减轻角膜溃疡面积和深
度,减少角膜穿孔率,而且具有一定的抗菌作用特别是对
革兰氏阳性球菌。 双醋瑞因是大黄酸的前体,难溶于水,
分子量为 368郾 29,属小分子类物质,较易通过角膜上皮细
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胞屏障[13-14],而且在之前的实验中也被证明双醋瑞因滴
眼液无毒性,不会对眼部造成刺激。 虽然,双醋瑞因滴眼
液的结膜囊多次和单次给药的角膜药代动力学特征不能
代表所有眼科滴眼剂,但应该可以代表一部分化学性质相
似的药物。 同时,可以提示我们进行相关药物不同用药方
式的药代动力学研究,为临床用药提供实验依据。

临床中,一些急性疾病往往要求药物能够快速进入到
角膜中并维持较高的浓度,因此,我们可以采用早上醒后
以及晚上睡前多次给药的方法。 早上醒后多次给药,可以
使药物快速达到较高的药物浓度;晚上睡前多次给药可以
使药物保持较长的有效浓度。 既保证了患者的睡眠休息
质量,又起到了对眼病的治疗作用。
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