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姜黄素在兔眼玻璃体腔内的药代动力学研究 
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Pharmacokinetics of curcumin in vitreous of rabbit 
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Abstract 0bjective Researches have showed that curcumin presents an antiproliferation，antitumor and antiinflammation 

effect．Our previous in vitro study also demonstrated that curcumin can induce the apoptosis of retinal pigment epithelial ceils and 

further inhibit the proliferative vitre0retinopathy．This study was to observe the pharmac0kine Lical process and determine the 

clearance rate and halflife time of curcumin in the vitreous of rabbit． M ethods Thirty—six heahhy and mature New Zealand 

albino rabbits were randomly divided into standard and quality control group(3 rabbits，6 eyes)and experimental group(33 

rabbits，66 eyes)．Rabbits in experimental group were subdivided into 1 1 groups and 6 eyes of 3 animals for each．0．1 mL 

curcumin(0．1 illg)was injected into the vitreous of experimental rabbits and drug did not be administrated in the standard and 

quality control group．The both eyes from experimental animals were enucleated at the 0，1 hour，3，7，1 2，24，36，48，72，96 and 

120 hours after injection of curcumin respectively．The vitreous specimens were collected immediately for the detection of 

cureumin concentration by high performance liquid chromatography(HPLC)．The inain parameters of pharmacokinetics were 

calculated through DAS pharmac0kinetics software． Results The chromatographic peak of curcumin and endogenous substance 

were separated well with the lasting time 4．4 rain．The extract recovery of eureumin was 90％ ，and the relative standard difierence 

(RSD)of intra—day and inter—day was low．The calibration curve of curcumin presented linear through 0．O1 Izg／mL to 4 ttg／mL 

with a regression formation as follow：y 143 973x+603．32(r=0．999 1)．The total eliminated amount of cureumin was 1．06％ ， 

4．02％ ，9．44％ ，19．77％ ，23．90％ ，35．44％ ，57．54％ ，70．63％ ，84．65％ ，91．76％ and 96．34％ at 0，1 hour，3，7，12，24，36， 

48，72，96 and 120 hours after injection respectively，showing a halflife time of(26．68±2．66)hours． Conclusion 0．1 mg 

eureumin has an effective nlass concentration for a long—standing time after its intravitreal injection．The pharmacokinetical process 

is zero—order kinetics in the early stage and first—order kinetics 48 hours later． 
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摘要 目的 研究姜黄素在兔眼玻璃体内的代谢过程。 方法 将 36只新西兰白兔随机分为标准及质控组 3只兔 

(6只眼)和实验组33只兔(66只眼)。实验组再随机分为 11组 ，每组 3只兔(6只眼)。标准及质控组动物无须手术操 

作 ，实验组动物穿刺抽取玻璃 体0．1 mL后玻璃体腔内注入姜 黄素0．1 mL(含0．1 mg)。注药后 0、1、3、7、12、24、36、48、72、 

96及 120 h分别摘除眼球并制备玻璃体待检样品。应用高效液相色谱技术(HPLC)检测玻璃体腔内药物质量浓度。用 

DAS软件计算主要的药代动力学参数。 结果 姜黄素与玻璃体内源性物质之间的色谱峰分离良好 ，姜黄素保留时间为 

4．4 min。提取 回收率约 90％ ，日内和 日问变异较小 。玻璃体 内姜 黄素质 量浓度在 0．O1～4 g／mL范围 内呈 线性关 系， 

标准曲线为Y=143 973x+603．32(r=0．999 1)。在上述时间点测得的清除率分别为 1．06％、4．02％、9．44％、19．77％、 

23．90％、35．44％、57．54％、7O．63％、84．65％、91．76％及 96．34％。半衰期 t =(26．68±2．66)h。 结论 HPLC法检 

测玻璃体内姜黄素质量浓度特异性好。姜黄素在玻璃体内半衰期较长，0．1 mg注射后整个代谢过程先为零级动力学代 

谢，48 h后为一级动力学代谢。 
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增 生 性 玻 璃 体 视 网 膜 病 变 (proliferative 

vitre0retin0pathy，PVR)是一种眼内细胞过度增生所致 

的难治性致盲性眼病，在其发生、发展过程中，视网膜 
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色素上皮(retinal pigment epithelium，RPE)细胞起着非 

常重要的作用 。近年来 ，通过药物抑制 RPE细胞过 

度增生成为防治 PVR研究 的热点 。姜黄素是从姜科 

姜黄属植物根茎中提取的一种中药单体成分，具有抗 

增生、抗肿瘤、抗炎症等多种药理作用 I4 。我们先前 

的研究还发现姜黄素可以诱导体外培养的兔眼 RPE 

细胞凋亡 ，从而高效 抑制其增生 ，且玻璃 体 内注射 

不良反应非常小 。本文进一步研究其在玻 璃体 内 

的代谢过程，以期为临床防治 PVR提供理论依据 。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 实验药物 姜黄素(美国 ALEXIS公司，纯度 

≥98．5％)：以少量 二 甲基亚砜 (DMSO)助 溶 (DMSO 

终浓度 ≤0．1％ ，对细胞无不 良反应 )，用 生理盐水 配 

制成0．1 mg／0．1 mL的质量浓 度 ，使 DMSO终浓 度 为 

0．05％。药物用一 次性 滤器 无菌 过滤 后小 瓶分 装 ， 

一 20℃避光保存备用。 

1．1．2 实验动物及分组 健康成年新西兰白兔 36只 

(河北医科大学第二医院实验动物室提供)，雌雄不 

限；体重 2．0～2．5 kg。将 36只实验用兔随机分为标准 

及质控组3只(6只眼)，实验组 33只(66只眼)。实 

验组再随机分为 1 1组 ，每组 3只兔 6只眼。标准及质 

控组动物无须手术操作。应用前正常饲养，观察 1周， 

并进行裂隙灯显微镜、间接检眼镜等常规眼科检查。 

1．1．3 主要仪器 Waters 515高效液相色谱系统(美 

国 Waters公 司 )，Phenomenix型 色 谱 柱 (250 mm × 

4．6 mm I．D．，5 m)(日本 GL Sciences公司)，数控恒 

温水浴氮吹仪(北京康林科技有限公司 )，GL．20G一11型 

冷冻离心机(上海安亭科学仪器厂 )。 

1．2 方法 

1．2．1 手术方法 实验组动物处理 ：复方托吡卡胺滴 

眼液充分散瞳 ，0．5％盐酸丙美卡因滴眼液点眼行 眼表 

面麻醉，间接检眼镜下用 7号针头于角膜缘后4 mln处 

穿刺抽取玻璃体0．1 mL，向玻璃体腔中部注入质量浓 

度为0．1 mg／0．1 mL的姜黄素0．1 mL(注入前 以超声波 

清洗器震荡均匀)，术后结膜囊涂氧氟沙星眼膏。 

1．2．2 玻璃体样本的收集和制备 玻璃体腔注药后， 

在0、1、3、7、12、24、36、48、72、96及120 h分别处理实 

验动物如下 ：0．5％盐酸丙美卡因滴眼液点眼行眼表面 

麻醉 ，2％利多卡因球后注射麻醉，摘除双眼眼球 ，立 即 

投入液氮中冷冻后转入 一20 cC低温冰箱中冷冻保存备 

用。标准及质控组动物以同样方法冻存双眼眼球 。取 

冻存眼球 ，迅速取出玻璃体 ，置于冰水预冷的匀浆器中， 

在冰冻条件下反复匀浆10 min，测量玻璃体的体积。每 

份玻璃体液取0．2 mL，加入0．1 mmol／L HC1 20 ptL，旋涡 

混合 I rain，加 人 乙酸 乙酯2 mL，旋 涡 混 合4 min， 

4 000 r／min离 心5 min，取 上 清 液 至 10 mL玻 璃 试 管， 

50℃水浴氮气吹干 ，加入100 txL流动相复溶 ，超声溶解 

30 s，10 000 r／min离心5 min，取上清液20 L进行测定。 

1．2．3 配制标准溶液 应用分析天平精密称取姜黄 

素对照品1 mg，置于25 mL量瓶 中，甲醇定溶至刻度 ，即 

得质量浓度为40 mL的对照品储备液，再精密吸取 

对照 品储 备液进行倍 比稀释 ，配成质量浓度 分别为 

40、10、5、2、0．5、0．1~g／mL的系列对照品溶液。 

1．2．4 液相色谱条件 色谱柱采用 Phenomenix型色 

谱柱，流动相为甲醇 一水(含 5％醋酸)(80：20)，柱温 

35 ，流速 1．0 mL／min，检测波长420 nm，灵敏度 0．0l 

AUFS，进样量20 L。 

1．2．5 制备标准曲线 精密量取 1．2．2方法得到的 

空 白玻璃体液180 ixL于5 mL具 塞玻璃试管中，分别加 

入姜黄素对照品系列溶液20 L，并进行旋涡混匀，配 

制成相 当于质量浓度分别为 4、1、0．5、0．2、0．05、 

0．01 p,g／mL的玻璃体系列对照品样 品，按照 1．2．2方 

法操作 ，得到标准样品进行测定 ，并记录色谱图。以标 

准质量浓度为横坐标，测得的峰下面积值为纵坐标，用 

最小二乘法进行回归运算，求得姜黄素的回归方程。 

1．2．6 测定绝对 回收率(提取回收率) 精密量取以 

1．2．2方法得到 的空 白玻璃体液 100 txL，按照 1．2．5 

的方法分别制备低、中、高 3个质量浓度(0．05、0．2、 

1．0 Ixg／mL)的标 准生物标 本，按 上述方 法测定峰 面 

积。同时配制相同质量浓度的标准溶液 ，测定峰面积 ， 

求其比值 ，得到绝对 回收率。每个质量浓度平行处理 

计算 6个标本。 

1．2．7 精密度测定 依据前述方法制备 0．05、0．2、 

1．0 p4／mL低、中、高 3个水平标准生物标本，每个质 

量浓度 6份 ，依法测定，于l d内连续测定 5次 ，并连续 

测定3 d，计算日内精密度和 日间精密度。 

1．2．8 玻璃体内药物质量浓度的测定 按照 1．2．5 

的方法 ，依次对每个时间点姜黄素组动物的玻璃体待 

检样 品，进 行 高效 液 相 色谱 (high—performance liquid 

chromatography，HPLC)测定，记录色谱图，得出峰下面 

积值，与标准曲线对照，并乘以稀释倍数，即得出每个 

玻璃体样品的检测质量浓度值。分别计算姜黄素在各 

个时间点检测质量浓度的均数和标准差，以注射药物 

的时间为横坐标，以药物检测质量浓度 的均数为纵坐 

标建立药 一时曲线 ，即为药物在玻璃体内的代谢过程。 

应用 DAS ver 2．1．1药物代谢动力学统计学分析软件 



进行房室拟合并计算各药物动力学参数。 

2 结果 

2．1 姜黄素的标准曲线 

在空白玻璃体 中分别精确加入姜黄素，配制成 

4．0、1．0、0．5、0．2、0．05、0．0l~g／mL 6个标准质量浓 

度，以标准质量浓度为横坐标 (x)，测得 的峰下面积值 

为纵坐 标 (Y)，建 立 标准 曲线方 程 Y=143 973x+ 

603．32(r =0．998 2，r：0．999 1)(图 1)。玻璃体内 

姜黄素质量浓度在 0．01～4 Ixg／mL范围内呈线性关系。 
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图 1 姜黄素 的标准 曲线 

Fig．1 The standard line of mass concentration of eureumin 

2．2 检测方法的质量控制 

2．2．1 色谱行为 在此色谱条件下，姜黄素与玻璃体 

内源性物质二者的色谱峰分离 良好 ，在被检测的药物 

峰附近没有其他内源性物质和相应代谢物峰的干扰 ， 

姜黄素的保 留时间为4．4 rain。用此种方法检测姜黄 

素在玻璃体 内的质量浓度具有很好的特异性。姜黄素 

在玻璃体内稳定存在，没有检测到代谢峰(图2，3)。 
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图 2 空 白玻璃体色谱图 

Fig．2 Representative ehromatograms of btank rabbit vitreous 

图3 标 准样 品(含姜黄素 1．0 ltg／mL)色谱图 

Fig．3 Representative ehromatograms of rabbit vitreous 

containing 1．0 Ixg／rnl—eurcumin 

2．2．2 绝对回收率 以下 3个质量浓度姜黄素的绝 

对回收率均较高(表 1)。 

表 1 姜黄素的绝对 回收率 
Table 1 Absolute recovery rate of curcumin in rabbit vitreous 

2．2．3 方法精密度 对以上 3个质量浓度的姜黄素 

标准玻璃体液1 d内连续测定5次，连续测定3 d，分析 

日内和日间的相对标准差(relative standard difference， 

RSD)，显示该方法 日内和 日间变异较小，符合 目前生 

物分析方法的有关国际规范 (表 2)。 

表 2 方法精密度 

Table 2 The precision of the method 

2．3 姜黄素在兔眼玻璃体腔 内的代谢过程 

实验测得 36只兔眼玻璃体平均体积 为(1．O1± 

0．18)mL。测定0．1 mg姜黄素注入玻璃体腔后各时间 

点的药物质量浓度，计算总体清除率(total clearance 

rate，TCR)。以注射时间为横坐标 ( )，各时间点的质 

量浓度为纵坐标 (Y)，绘制质量浓度 一时间曲线 ，反映 

药物在兔眼玻璃体内的代谢过程 (表 3，图4)。 

表 3 姜黄素 的质量浓度和 TCR 

Table 3 The mass c0ncentra}i0n and TCR of curcumin 

jn rabbit vitreous at different time 

2．4 姜黄素在兔眼玻璃体内的药代动力学模型拟合 

及半衰期 

姜黄素注入玻璃体腔后其质量浓度呈一室模型， 

权重系数 W=1／mL。姜黄素在玻璃体内的半衰期 z 

= (26．68±2．66)h。 
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图4 姜黄素在兔 眼玻璃体腔 内的代谢 过程 

Fig．4 The pharmac0kineti。 profile of eureumin in the rabbit vitreous 

3 讨论 

目前，针对姜黄素的大多数研究是对体外培养细 

胞的作用 ，或 口服 、静脉注射等全身用药 。’ ，对其代 

谢过程的研究也仅限于全身水平。由于血 一眼屏障的 

存在，即使全身大量用药也难以达到理想效果；而玻璃 

体腔内注药可以使药物直接作用于病变部位，即使微 

量也可产生高效，还可以避免全身用药的不良反应 ，因 

此是最佳给药方式。但玻璃体内无血管，需依靠房水 

循环来完成物质代谢 ，因此姜黄素玻璃体腔 内注射后 

其代谢过程完全有别于全身用药。研究此种给药方式 

的代谢过程可为临床应用提供理论依据。 

玻璃体内药物质量浓度的检测方法主要有荧光偏 

振免疫法 、双波长吸收紫外分光法  ̈、荧光分光光 

度计分析法⋯ 、固相纤维蛋 白分光光度计分析法  ̈

和 HPLC 等。HPLC具有简便、灵敏度高、分析速度 

快 、需要样本量少 、结果准确可靠等特点 ，是在生物药 

物分析工作中最为常用的定量检测分析方法。本文即 

采用 HPLC，研究姜黄素在玻璃体 内的药 代动力学过 

程 。研究表明姜黄素与 内源性 物质峰完全分离，出峰 

时间稳定 、适宜 ，能取得 较好 的对称 峰形和较 高分 离 

度 ，表明该方法专属性 良好 ；绝对 回收率达到 90％ 的 

较高水平，表明该方法的准确度高；同时，日内和日间 

变异均小于10％，说明该方法的精密度高。其准确度 

和精密度符合 目前生物分析方法的有关国际规范 ， 

因此 HPLC非常适用于对玻璃体中姜黄素质量浓度的 

测定。 

我们以往的研究结果表明兔眼玻璃体内注射 

0．2 mg以下 剂 量 的姜 黄 素是 安 全 的 ，此 次 注 射 

0．1 mg。注射后48 h，TCR达到 70％，0～48 h阶段代 

谢过程曲线较陡，说明代谢速度相对较快，该过程为零 

级动力学代谢。48～120 h阶段 ，剩余的 30％尚未完全 

清除，此阶段代谢过程曲线平缓，说明代谢速度相对较 

慢，我们认为该过程为一级动力学代谢。分析这可能 

是因为姜黄素在玻璃体内以原型方式主要通过小梁网 

随房水循环代谢，在注药早期(48 h内)玻璃体内药物 

质量浓度较高，超过了最大代谢能力，所以只能以最大 

代谢能力定量清除；而在中晚期(48～120 h)药物质量 

浓度下降到一定程度时(约30 txg／mL)呈定 比方式 

清除。 

PVR的发生 、发展是 一个缓慢的动态过程 ，这 就 

要求其防治药物在玻璃体内维持较长时间的有效质量 

浓度。我们研究发现 ，姜黄素在玻璃体内的半衰期约 

为27 h，远高于道诺霉 素 (130～145 min)⋯ 、去炎松 

(3 h) 等抗 增生 药 的眼内半衰期 。姜黄素微 溶于 

水 ，易溶于有机溶剂二甲基亚枫 ，以 0．1％以下浓度助 

溶对细胞无不 良反应。。 ，姜黄素需要微量有机溶剂助 

溶的这种特性相当于为其构建 了一个有机载体 ，从而 

延缓了其在玻璃体内的清除过程。72 h时在玻璃体内 

检测到的姜黄素质量浓度为 15．21 txg／mL，稍高于此 

时体外作用于 RPE细胞的半数抑制率(IC )质量浓 

度(13．24 Ixg／mL) ，96 h时在玻璃体 内检测到的姜 

黄素质量浓度为 8．16 Ixg／mL，接近于此时体外作用 于 

RPE细胞的 IC 。质量浓度(10．99 I~g／mL) 。由此可 

见 ，姜黄素在玻璃体 内可以较长时间维持有效的治疗 

质量浓度，为有效防治 PVR提供了可靠保证。 
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新鲜羊膜移植治疗眼部化学伤临床观察 

陈振超 谭茂清 

眼化学伤 是一种常见 的致盲性眼病 ，其 中以碱化学伤 为最 

严重，发病率占眼外伤的7％ ～10％，新鲜羊膜移植治疗有助于 

重建眼表⋯ 。我院从 2001年起采用新鲜羊 膜移植治疗 眼化学 

烧伤，效果满意，报告如下。 

1 临床资料 

1．1 一般资料 收集 2001年以来于我院诊治的眼化学伤患 

者，共 13例 15眼，其中男9例，女 4例。烧伤分度参照全国眼 

外伤职业眼病通过的分度标准 ，13例中Ⅱ度烧伤 5例，Ⅲ度 

烧伤 6例，Ⅳ度烧伤2例。致伤原因：致伤物为电镀液者 5眼， 

氢氧化钠者 2眼 ，硫酸者 3眼 ，金属者 2眼 ，石 灰者 l眼 ；年龄 

l2～58岁(平 均 35岁)，病 程1 d～2个 月。本组 患者视力 为手 

动 一0．1，所有患眼结膜和角膜均有不同程度损伤，结膜充血水 

肿 ，瘢痕形成。全角膜肿胀混浊 2眼，半透明 5眼 ，角膜 面 <1／2 

混浊者 4眼 ，<1／3者 1眼。角膜缘缺血 <1／4象限者 7眼 ，角 

膜新生血管者 3眼，2例 2眼部分眼球粘连。 

1．2 羊膜的制备 羊膜取材经医院伦理委员会批准并经家属 

知情同意。所有羊膜材料在分娩前进行血清学检查，排除乙肝 

病毒、HIV、丙肝病毒、梅毒 、巨细胞病毒感染。在无菌条件下将 

胎盘用稀释的妥布霉素和二性 霉素 B生理盐水 冲洗干净 血污 

及异物 ，并 将 羊膜 从 绒 毛膜 上 钝 性分 离 ，再 于稀 释液 中 浸泡 

30rain，备用。 

1．3 手术方法 患 眼充分结 膜囊 冲洗 ，除去结 膜囊 内残 留的 

异物及坏死组织，对伤后时间少于 l周者进行前房穿刺冲洗。 

所有手术均在手术显微镜下操作。用 2％利多卡因和0．75％ 

布比卡因混合液行球周和结膜下浸润麻醉。开睑后刮除残留 

角膜上皮。剪除坏死眼表组织 ，直到局部血液循环征象出现。 

若有睑球粘连，先分离粘连部分，将已备好的新鲜羊膜平铺于 

角膜结膜创面上，上皮面向上 ，根据创面大小剪除多余的羊膜， 

羊膜下无积液和 积血 残 留，使羊 膜 与其 下组 织 紧密 贴 附。用 

10-0尼龙缝线将羊膜 固定于巩膜 及角膜浅层 ，球结膜 下注射庆 

大霉素20 000 U+地塞米松2 ing。红霉素眼膏点眼，加压包扎， 

48 h后开放用滴眼液点眼。术后抗生素治疗7 d。 

2 结果 

2．1 视力 术后 1～3 d视力有不同程度下降 ，3～5 d后逐渐 提 

高。1～2周随访 1次，3个月后视力恢复稳定，15眼中13眼脱 

盲，视力 >0．1者 l3眼，1眼视力0．08。 

2．2 羊膜情况 15眼中羊膜与角膜结膜愈合，2周后羊膜逐渐变 

薄吸收，1～2个月后表面为上皮覆盖，表面光滑，荧光染色阴性。 
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2．3 角膜 透明度及新生血管情 况 术后 7～12 d，9眼角 膜水 

肿消退 ，且 见透明 ，2眼全角膜混浊 ，3眼形 成角膜 白斑 ，1眼失 

访 。l5眼中无新生血管者 ll眼，新生血 管 <1／4象限者 3眼， 

<1／4者 1眼。 

2．4 睑球粘连 2眼术后 未发生 睑球粘连 。 

3 讨论 

眼化学烧伤 易造 成角膜 、结膜水 肿和新生血 管形成 ，甚至 

角膜穿孑L，治疗十分困难。McCulley将化学烧伤的临床过程分 

为烧伤期、急性期(0～7 d)、修复早期(1～3周)和修复晚期(3 

周 以上 ) ，烧伤24 h内最突 出的病理 改变是 组织 缺血水 肿和 

广泛坏 死，结膜 、角膜缘 、虹膜及睫状体等 眼前段组织本身活 细 

胞成分全部或大部分 消失 ，代之 以大量多 形梭细 胞的浸润 ，急 

性期后伴随缓慢的上皮再生。在伤后 7～21 d即修复早期 ，角 

膜上皮细胞、结膜上皮细胞及基质角膜细胞不断增生，修复损 

伤的眼球表面组织和角膜基质。严重烧伤的患者 ，其上皮化的 

过程极其缓慢，且此期为胶原酶合成高峰，可发生基质溃疡和 

穿孑L。本组病例中恢复透明的 9跟均为伤后l0 d内行羊膜移植 

术者。伤后 2周后手术者 3眼形成角膜白斑，提示我们应早期 

行羊膜移植术，最好不超过伤后2周。如在进入修复期后再行 

羊膜移植术 ，血管新生和结缔组织增生，可出现睑球粘连、角膜 

血管化等并发症 。移 植羊膜 基质可通 过抑 制蛋 白酶 促进炎 症 

细胞快速凋亡而缓解 炎症反应 ，同时延 长角膜上皮细胞 生发寿 

命，增强基质细胞的黏附，促进上皮细胞分化 ，防止结膜下纤维 

组织增生 ，减少睑球粘连。 

羊膜移植虽然在治疗眼化学伤方面疗效显著，但也有一定 

的局限性。本组患者治疗结果中，有 2眼全角膜混浊，说明单 

纯的羊膜移植对角膜内皮功能受损较轻的Ⅲ度烧伤效果较好， 

对角膜缘干细胞完全缺乏的重度烧伤效果欠佳。 

总之 ，新鲜羊膜取材十分 方便 ，不需特殊 保存设备 和技术 ， 

有利于临床 医师使用 。早期羊膜移植 治疗严重 眼化学烧伤对于 

重建眼表、保护 眼球 、减少伤后并发症有 积极疗效 ，但 早期羊膜 

移植术中是否需要同时联合角膜干细胞移植，有待进一步研究。 
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