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微透析活体采样比较静脉和玻璃体内注射万古霉素在兔玻璃体内的通透性★ 
王亚玲1，于海涛1，陈晓隆2 

Microdialysis in a conscious rabbit ocular posterior segment and the pharmacokinetics study of 
vancomycin after intravenous and intravitreal administration    

Wang Ya-ling1, Yu Hai-tao1, Chen Xiao-long2 

Abstract 
 
BACKGROUND: Currently, in the pharmacokinetic studies of the eye, the sample selection is often carried out in vitro, and there 
are many disadvantages. 
OBJECTIVE: To develop a novel ocular microdialysis technology in conscious rabbit eyes, and to compare the difference of the 
pharmacokinetics of vancomycin after intravenous and intravitreal administration.  
METHODS: Fifteen healthy and mature rabbits were used to prepare endophthalmitis models and were randomly divided into 
three groups (intravenous administration, intravitreal administration and intravenous+intravitreal administration) at 24 hours after 
microdialysis probe was implanted. Vitreous vancomycin concentration was detected by high performance liquid 
chromatography-ultraviolet (HPLC-UV).  
RESULTS AND CONCLUSION: The vancomycin concentration in the intravenous administration group was much lower than the 
other two groups. At 72 hours after administration, the vancomycin concentrations in the intravitreal administration and 
intravenous+intravitreal administration groups reached a therapeutic concentration. It is indicated that microdialysis combined 
with HPLC-UV can continuously and in vivo detect the vancomycin concentration in the vitreous body, and single administration 
of vancomycin cannot reach a therapeutic concentration. 
 
Wang YL, Yu HT, Chen XL. Microdialysis in a conscious rabbit ocular posterior segment and the pharmacokinetics study of 
vancomycin after intravenous and intravitreal administration. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 
2011;15(47): 8837-8841.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
 
背景：目前眼部药代动力学研究的人体及动物实验采样方法，均是在体外进行，存在诸多的弊端。 
目的：利用微透析活体采样技术，建立眼后节清醒动物药代动力学模型，比较静脉注射和玻璃体内注射万古霉素在兔玻璃

体内的通透性。 
方法：纳入 15只兔，制备眼内炎模型。将微透析探针植入清醒兔眼玻璃体内 24 h后，随机分成 3组，即静脉注射组、玻
璃体内注射组及静脉注射+玻璃体内注射组，分别根据不同的给药方式注射万古霉素。高效液相色谱-紫外检测法连续检测
兔眼玻璃体万古霉素的浓度，3p97药代动力学软件拟合药动学参数。 
结果与结论：静脉注射组兔眼玻璃体内的药物浓度较低，达不到有效的治疗效果；玻璃体内注射组及静脉注射+玻璃体内注
射组兔眼给药后 72 h，玻璃体内万古霉素的浓度均高于有效治疗浓度。提示微透析方法联合高效液相色谱-紫外检测法，可
以连续、在线、活体检测清醒动物玻璃体内药物浓度；单次静脉注射万古霉素后，玻璃体内不能达到有效治疗剂量。  
关键词：微透析；高效液相色谱法；静脉注射；玻璃体；万古霉素 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2011.47.024 
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0  引言 
 

微透析技术是以透析原理为基础的体内采

样技术，在组织中植入配有半透膜的探针，微

量泵使灌注液流经探针，小分子物质能沿浓度

梯度通过半透膜，而大分子物质则不能通过，

这样在半透膜的两侧沿浓度梯度进行物质交

换。在流出端收集透析，检测其中的药物浓度，

通过探针的回收率计算组织中的药物浓度
[1-2]
。 

微透析技术具有活体、实时、在线、连续

等优点，因其微创性、不影响体液容积、样品

不用复杂的分离可直接用高效液相色谱分析法

(high performance liquid chromatography，

HPLC)等分析仪器上检测等优势，在国外已应
用多学科、多领域的研究中，在国内目前也已

应用于许多器官及组织的采样
[3-6]
，微透析技

术已成为一种重要的科研工具；在眼科国内外

学者也已经成功地用于玻璃体、房水的药动学

研究
[7-11]
，药物以及代谢的中间产物在视网膜

的代谢、转运机制的研究以及眼科电生理的研

究
[12-16]

。 
万古霉素是糖肽类抗生素

[17]
。由于眼球血-

眼屏障的存在，万古霉素静脉用药，是否能透

入玻璃体腔内达到治疗浓度，临床上尚存在分

歧；目前越来越倾向于玻璃体内注射的给药方

式，但是临床上缺乏万古霉素全身用药和玻璃

体内给药的药代动力学资料。本实验参考国外
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学者利用微透析方法体外检测万古霉素在透析液和血

浆中浓度的方法
[18]
，利用微透析活体采样技术联合高效

液相色谱 -紫外检测法 (high performance liquid 
chromatography-UV，HPLC-UV)，分析万古霉素静脉
注射和玻璃体腔内注射后在清醒活体兔眼玻璃体内的

通透性，尝试清醒动物实验在眼后节药动学研究中的可

行性。 
 
1  材料和方法 

 
设计：随机对照动物实验。 
时间及地点：于2008-01/2009-03在青岛市立医院

眼科完成。 
材料：健康成年白化兔15只，体质量22~2.5 kg，

雌雄不限，清洁级，由青岛大学医学院实验动物中心提

供，许可证号：SCXK(鲁)2008-0012。分养于室温下，
自由饮水和普通饲料喂养。 

主要试剂及仪器： 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

磷酸盐缓冲液：分别配制0.2 mol/L的磷酸二氢钠溶液
和0.2 mol/L的磷酸氢二钠溶液，取19 mL 0.2 mol/L的
NaH2PO4和81 mL的Na2HPO4，充分混合即pH为7.4的
0.2 mol/L的磷酸盐缓冲液。 

方法： 

动物造模：将15只兔按随机数字表法分为静脉注射
组、玻璃体注射组及混合组，每组5只，均选右眼为实
验眼。 
参照国内外同类研究

[19-20]
，局麻成功后，散大瞳孔，

结膜缘切口，连续环形撕囊，超声乳化吸除晶体皮质。

用截囊针刺破晶体后囊。术后24 h，将金黄色葡萄球菌
标准菌株(体外抑菌实验显示万古霉素敏感型)配制成浓
度为2 000 cfu/mL的悬浮液，在无菌状态下，用30 G注
射针头行前房穿刺抽出0.1 mL房水，然后在直视下，于
3：00方位角巩膜缘后2 mm处缓缓0.1 mL悬浮液注入所
有兔眼玻璃体腔的中央部，避免损伤晶状体。72 h后，
出现典型的眼内炎体征：结膜、角膜水肿、前房和玻璃

体积脓、眼底红色反光消失等症状，即为眼内炎模型形

成。 

方法学考察： 

色谱条件：参照同类实验，略有改进
[17, 21-22]

。色谱

柱为Kromasil C18 (颗粒5 μm，长度250 mm×内径   
4.6 mm)；流动相为乙腈0.05 mmol/L，磷酸二氢钾(质
量比 10∶90)，用磷酸缓冲液调 pH=4.0；流速：       
1.0 mL/ min，万古霉素的紫外检测波长为210 nm[22-23]

，

柱温为室温，最低检测浓度为0.05 mg/L。 
标准曲线的制备：精密称取低温保存的万古霉素标

准品1 mg置于10 mL的容量瓶中，加双蒸馏水制成浓度
为100 mg/L的储备液，用双蒸水进行倍比稀释，配成质
量浓度为0.1，0.25，0.5，1.25，2.5，6.25，12.5，25，
50，100 mg/L的系列溶液，进样20 μL，按上述色谱条
件检测，记录色谱图与峰面积，浓度与峰面积进行线性

回归方程。 
回收率和精密度试验：分别配制0.5，25，100 mg/L 

3种质量浓度的标准品万古霉素液，进样检测，得万古
霉素的回收率；分别1 d内连续进样5次，考察日内精密
度；并分别在5 d内每天进样1次，考察日间精密度(日内
和日间的相对标准差)，日内和日间相对标准差均<5%。 

微透析探针植入：参照以前的研究方法
[8]
，动物麻醉

成功后，常规消毒、铺巾、开睑器开睑。在上睑约0.5 cm
处做5 mm平行于睑缘的皮肤切口，钝性分离达眶骨，
在12：00方位角巩膜缘后3.0 mm处做巩膜穿刺口，将
探针柄弯成90°(便于固定)，植入玻璃体的中央部，将探
针固定于巩膜、眶骨及皮肤上，避免兔清醒后的搔抓。

探针的入口管与微量注射泵连接，以2 μL/min的速度灌
注磷酸盐缓冲液，出口管与自动进样器连接，探针植入

后，兔清醒置于笼中，可以自由接近水和饲料
[23-25]
。探

针植入后24 h进行药动学实验。 
微透析探针回收率：利用反透析法测定探针的回收

率。探针植入24 h后，以2 μL/min灌注速度灌注的浓度
为50 mg/L的万古霉素溶液，平衡1 h后，开始采样，   
20 min为取样间隔，每份样品20 μL，及时、直接进样
测定，共3次，然后计算探针的相对回收率。 

 
 
      
实验前对每只探针均需要进行回收率的测定，并编

号记录。 
药动学实验：测定探针的相对回收率后，以2 μL/min

灌注速度灌注磷酸盐缓冲液，洗脱1 h，然后3组动物分
别进行不同的给药方式：静脉注射组静脉注射万古霉素

(20 mg/kg)。玻璃体注射组开睑器开睑，在兔眼6:00角
巩膜缘后2 mm处，将1 mg万古霉素0.1 mL注射于玻璃
体的中央部(先抽取玻璃体0.1 mL，然后注射药物)，用
棉签按压10 min，防止药物外溢。混合组静脉注射万古
霉素(20 mg/kg)，同时玻璃体内注射1 mg万古霉素   

探针的回收率R=(标准溶液的峰面积-出口管溶液峰面积)/标准
液峰面积

[8, 23-24]
。  

主要试剂及仪器 来源 

LD-10 液相泵、LD-10UV 检测器、
JS-3050数据处理器 
色谱柱 Kromasil C18 
微透析探针 
磷酸二氢钾、磷酸二氢钠、 
磷酸氢二钠(分析纯) 
乙腈 
万古霉素  

大连江申分离科学技术公司 
 
CMA/102，瑞典 
CMA公司，瑞典 
广州化学试剂厂 
 
山东禹王公司 
美国礼来公司 
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0.1 mL。方法同玻璃体注射组。 
给药的同时开始采样，每20 min为取样间隔，每份

样品20 μL，自动进样，连续检测12 h后，然后收集24，
48，72，84 h样品检测，记录0.5，1，2，4，6，12，
24，48，72和84 h的色谱峰。 
利用回归方程和探针的回收率计算，在0.5，1，2，

4，6，12，24，48，72和84 h时间点，每组兔眼玻璃
体内万古霉素的浓度，然后进行药代动力学参数比较。 
主要观察指标：①万古霉素的色谱行为。②探针的

相容性。③静脉注射和玻璃体内注射万古霉素在兔眼玻

璃体内的质量浓度。④万古霉素的药代动力学参数。 
统计学分析：第一、二作者进行统计分析，药代动

力学参数采用3p97药代动力学软件拟合，3组用药后不
同时间点药物浓度的比较采用t 检验，以P < 0.05为差
异有显著性意义。 

   
2  结果 

 
2.1  实验动物数量分析  纳入15只兔，分为3组，在实
验过程中生命体征良好，微透析探针在兔眼内的相容性

良好，无脱失。 
2.2  万古霉素的色谱行为  在上述色谱条件下，万古
霉素的保留时间为9.71 min，玻璃体对测定无干扰，方
法准确度和精确度符合生物样品的测定要求，见图1，2。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.3  探针的相容性  在整个实验过程中，所有兔眼对
探针的相容性良好，药动学实验结束后解剖兔眼，观察

到探针半透膜完全出于玻璃体腔内，表明微透析探针处

于全效收集状态，探针可以在动物眼内维持良好的功能

状态。探针体内平均回收率为(20.36±2.51)%。 
2.4  静脉注射和玻璃体内注射万古霉素在兔眼玻璃体
内的质量浓度  3组兔在不同时间点玻璃体内万古霉素
的质量浓度比较见表1。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
静脉注射组动物静脉给药后，兔眼玻璃体内的浓

度较低，2 h兔眼玻璃体内万古霉素的质量浓度为
(2.43±0.976) mg/L；三四小时接近于最大值，实测值
为(5.24±0.89) mg/L；6~12 h低于检测限，表明万古
霉素单次静脉注射在无晶体眼内炎兔眼玻璃体内的疗

效不足。 
玻璃体注射组万古霉素玻璃体腔内注射，1 h内达

到最大质量浓度，1 h时兔眼玻璃体内的万古霉素质量
浓度为(706.30±94.21) mg/L，始终维持较高的治疗浓
度，72 h内仍高于治疗浓度，说明单次玻璃体内注射万
古霉素可以在玻璃体内维持治疗浓度至少3 d。 
混合组静脉注射加玻璃体腔内注射，同样在给药1 h

内达到峰值浓度，为(711.39±79.87) mg/L，给药72 h玻
璃体腔内维持较高的药物浓度，84 h玻璃体内万古霉素
的浓度接近于最小抑菌浓度；玻璃体注射组和混合组在

不同时间点兔眼玻璃体内万古霉素的质量浓度进行统

计学比较，差异无显著性意义(P > 0.05)。 
2.5  万古霉素的药代动力学参数比较  静脉注射组静
脉注射万古霉素后，兔眼玻璃体内万古霉素的浓度较

低，检测到在不同时间点的万古霉素浓度值无法进行药

代动力学参数拟合，玻璃体注射组和混合组万古霉素在

玻璃体内的质量浓度数据分别用计算机拟合并计算药

代动力学参数，见表2。万古霉素在玻璃体注射组和混
合组兔眼玻璃体内的经时过程符合开放式二房室模型；

代谢过程相似，半衰期及清除速率常数接近。 

Figure 1  Chromatogram of blank vitreous 
图 1  空白玻璃体的色谱图 
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Figure 2  Chromatogram of vitreous containing vancomycin 
图 2  玻璃体内万古霉素的色谱图 
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表 1  不同时间点 3组兔眼玻璃体内万古霉素的质量浓度比较
Table 1  Comparison of vancomycin concentration in rabbit 

vitreous at different time points       (x
_

±s, n=5, mg/L) 

Time (h) Intravenous 
injection Vitreous injection 

Intravenous + 
vitreous   
injection 

 0.5 - 676.95±102.95 659.42±85.63 
1 0.62±0.23 706.30±94.21 711.39±79.87 
2 2.43±0.96 577.02±60.82 592.56±66.92 
4 5.24±0.89 482.36±84.42 486.31±72.84 
6 2.81±1.55 398.40 ±59.63 392.15±37.91 

12 - 219.63±51.37 232.09±45.86 
24 - 142.97±29.58 164.57±33.24 
48 - 79.17±23.12 90.13±29.68 
72 - 44.16±6.35 37.83±9.45 
84 - 5.53±1.21 6.25±2.18 

Time (min)
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3  讨论 

 
静脉注射万古霉素后，该药物进入眼玻璃体腔的穿

透性很有限并难以确定，临床上存在很大分歧。较早期

的研究报道，静脉注射万古霉素后在正常眼和感染眼的

玻璃体内未检测到万古霉素
[26-27]

，但是也有学者采用动

物模型静脉注射万古霉素后玻璃体内药物浓度超过了

革兰阳性菌的最小抑菌浓度
[20]
。对这种严重的、威胁视

力的感染性眼病，许多学者主张全身使用抗生素，包括

万古霉素，甚至部分学者主张在微生物诊断确定前即开

始静脉注射万古霉素治疗。因此在实验中，作者模拟细

菌性眼内炎的高危因素，制备临床常见的金葡菌眼内炎

模型，利用目前新兴的微透析技术联合高效液相色谱

仪，建立清醒动物眼部药代动力学研究的实验方法，活

体、实时检测静脉注射、玻璃体内注射、以及静脉注射

联合玻璃体内注射万古霉素在细菌性兔眼玻璃体内的

通透性，为细菌性眼内炎的合理用药提供实验依据。 
在实验中，作者利用微透析技术设计进行清醒动物

实验，目的在避免各种人为因素对于实验的干扰。首先，

探针植入兔眼，有24 h的恢复期，再药动学实验，避免
探针植入手术过程以及麻醉产生的内源性物质对于药

物代谢的干扰；其次，兔处于清醒状态，置于特殊的笼

中，可以自由进水、进食，避免人为干预和各种刺激对

正常生理状态的影响。在清醒动物实验过程中，没有发

现出入管脱落、探针损毁等现象，微透析过程顺利。实

验后解剖观察到探针半透膜完全出于玻璃体腔内，表明

微透析探针处于全效收集状态，由此可见，探针可以在

动物眼内维持良好的功能状态，清醒动物实验比较适合

于临床前期的药动学研究
[28]
。 

在探针植入后，入口管连续灌注缓冲液，出口管与

自动进样器连接，20 min收集一次样品，自动进样检测，
这样可以快捷地动态观察给药初期(12 h)万古霉素在玻
璃体内的浓度变化。静脉注射组，在给药1 h内，玻璃
体内万古霉素的浓度很低；2 h时，万古霉素的质量浓
度为(2.43±0.96) mg/L，低于治疗浓度(万古霉素对革兰
阳性球菌的最低抑菌浓度MIC90为5 mg/L，但通常认为
血清中的治疗浓度为10~20 mg/L，可以假定玻璃体内万

古霉素的治疗浓度同血清中一致)[27, 21-22]
；在3.0~4.0 h

时，万古霉素在玻璃体内达到最大浓度，4 h时的实测
质量浓度为(5.24±0.89) mg/L，轻度高于最低抑菌浓度，
6 h后逐渐低于检测限。这一结果说明，利用微透析技
术进行的清醒动物实验可以灵活的观察全身用药后，药

物在机体靶部位的浓度及浓度随时间的变化；实验也验

证了静脉注射万古霉素在细菌性眼内炎兔眼内的穿透

力仍有限，达不到有效的治疗浓度，这一结论与Ferencz
等

[27]
的研究结果一致。 
玻璃体注射组给药1 h内，万古霉素在兔眼玻璃体内

达到峰值浓度，1 h时的实测浓度为(706.30±94.21) mg/L，
给药24 h内，玻璃体万古霉素的浓度是有效治疗浓度的
数十倍；给药72 h，兔眼玻璃体内维持较高的治疗浓度；
仍是有效治疗浓度的几倍，这一结果显示单次玻璃体注

射万古霉素，可以在兔眼玻璃体内维持有效治疗浓度至

少3 d。混合组万古霉素在兔眼玻璃体内的代谢过程与
单次玻璃体内注射组相似，均呈开放式二房室模型，给

药1 h，兔眼玻璃体内达到最大浓度，1 h时的实测浓度
为(711.39±79.87) mg/L，给药24 h，兔眼玻璃体万古霉
素的浓度是治疗浓度的数十倍；给药72 h，仍高于治疗
浓度；玻璃体注射组和混合组半衰期分别为7.54 h和
8.25 h，清除速率常数分别0.129和0.119 mL/h，两组兔
眼玻璃体内的最大浓度的理论值非常接近，分别为

672.55和667.96 mg/L，这一结果，从动物实验方面阐
明，玻璃体内注射万古霉素可以产生较高的治疗浓度，

静脉注射万古霉素在兔眼玻璃体内的疗效具有不确定

性
[27]
。 
实验中72 h时，玻璃体注射组和混合组兔眼玻璃体

内万古霉素的质量浓度分别为(44.16±6.35)和(37.83± 
9.45) mg/L，从理论上推算，兔眼玻璃体体积约为    
1.6 mL，人眼玻璃体的体积约为4.5 mL，这样单次玻璃
体内注射万古霉素，72 h时人眼玻璃体内万古霉素的浓
度也高于有效治疗浓度，这一实验结果对于临床探讨万

古霉素玻璃体内重复注射治疗细菌性眼内炎的间隔用

药时间提供实验依据。 
另外，本实验中药动学实验结束时，所有兔存活，

生理状态良好，这说明在进行万古霉素药动学实验的同

时，还可以同时观察万古霉素对于细菌性眼内炎的疗

效，探讨浓度-效应-时间三维关系，从而进一步显示了

利用微透析技术进行清醒动物实验的潜在优势，有别于

传统的药动学研究方法，可以同时观察药物浓度、用药

的时间与药物疗效之间的关系，为优化给药剂量，确定

最佳给药方案提供实验依据
[28]
。 

综上所述，利用微透析采样技术联合HPLC-UV，
建立的清醒动物眼后节药动学研究的实验方法，能够满

足万古霉素药代动力学检测的要求，为眼部药代动力学

的研究提供了一种新方法；本实验也从动物实验方面验

表 2  万古霉素在各组兔眼玻璃体内的药代动力学参数比较 
Table 2  Comparison of pharmacokinetics parameters of 

vancomycin in vitreous in each group           (n=5) 

Group Peak area 
[mg/(L•h)] 

Clearance 
rate (mL/h) 

Demiperiod 
(h) 

Maximum 
concentration 

(mg/L) 

Vitreous 
injection 

7 778.96 0.129 7.54 672.55 

Intravenous +  
vitreous 
injection 

8 387.42 0.119 8.25 667.96 
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证了单次静脉注射万古霉素治疗金葡菌眼内炎在玻璃

体内不能达到有效的治疗浓度；万古霉素玻璃体内注射

是治疗眼内炎的最佳用药方式。 
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来自本文课题的更多信息--  

作者贡献：实验设计、实施为全部作者、评估为第一、

三作者，经过正规培训，采用盲法评估。 

利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关雇主或其他经济

组织直接或间接的经济或利益的赞助。 

伦理批准：实验过程中对动物处置方法符合动物伦理学

要求。 

本文创新性：检索 MEDLINE 数据库 2002/2010 的相
关文献，发现利用微透析技术在活体动物眼内进行药动学研

究具有可行性和创新性。 

微透析方法是一种有效、简单、快捷的活体采样方法，

可以直接反映出药物浓度随时间的变化，已成为许多学科重

要的科研工具。文章将这种新兴的采样技术用于眼科，克服

了以前的传统的采样方法的弊端，如实验动物量大、样品需

要预处理等，为眼部药代动力学的研究打开一个新窗口。 

细菌性眼内炎是眼外伤与内眼手术后严重的并发症，常

常在短时间内对眼组织造成严重破坏，导致失明甚至眼球萎

缩。临床上以金黄色葡萄球菌眼内炎最常见，万古霉素作为

金黄色葡萄球菌眼内炎治疗的首选药物，在临床上有广泛的

应用，但是关于万古霉素全身用药和眼球局部用药后，在玻

璃体内代谢的研究甚少。文章采用目前新兴的的活体采样，

结合先进的高效液相色谱检测技术，目的在于建立一种活体

采样的实验动物模型，检测眼科常用药万古霉素在玻璃体内

代谢的情况，为眼内炎的合理用药提供实验依据，填补万古

霉素在眼部应用基础研究的空白。 


