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实心微针辅助酮洛芬贴片经皮给药的促透效果评价

陈朴，方任华，江昌照，叶金翠，蒋秀梅
（浙江省神经精神疾病药物研究重点实验室，杭州医学院，杭州 ３１００１３）

摘要：目的　以药物酮洛芬为模型药物，研究并评价实心微针辅助透皮贴剂给药在体内、外的药物促透效果。方法　采用大鼠皮
肤渗透实验，考察微针的长度、预处理压力、预处理时间以及针型对酮洛芬的体外促透效果的影响；并研究了大鼠在体皮肤经不

同微针预处理后，酮洛芬贴片于大鼠背部皮肤给药的药物动力学特征，评价其体内促透效果。结果　离体皮肤渗透试验结果显
示，经微针预处理后贴片的药物经皮渗透速率和渗透量显著提高（Ｐ＜００５），渗透时滞显著缩短（Ｐ＜００５），促透效果与微针预
处理的压力、时间、微针长度与类型相关，在压力为１～７Ｎ、时间１～５ｍｉｎ、针长２００～３００μｍ条件下，多次实验药物２４ｈ的累积
渗透量增加１１６～３０９倍，渗透时滞缩短０２０～２５０ｈ。根据大鼠体内药动学结果，当３００μｍ滚轮微针预处理皮肤后 ρｍａｘ
（１０８６±０８０）μｇ·ｍＬ－１和ＡＵＣ０→ｔ（１０８１０±１７０６）μｇ·ｈ·ｍＬ

－１均显著大于对照组ρｍａｘ（０４２±００３）μｇ·ｍＬ
－１和 ＡＵＣ０→ｔ

（７４６±０９８）μｇ·ｈ·ｍＬ－１（Ｐ＜００５），达峰时间（ｔｍａｘ）亦显著快于对照组（Ｐ＜００５）。ρｍａｘ和 ＡＵＣ０→ｔ分别提高２５９倍和
１４５倍。结论　实心微针预处理皮肤可显著提高酮洛芬贴片经大鼠皮肤的体外渗透和在体皮肤吸收，在体促透效果更显著。
关键词：微针；酮洛芬；经皮给药；药物动力学；高效液相色谱法；液相色谱四极杆飞行时间质谱
ｄｏｉ：１０１１６６９／ｃｐｊ２０２４１２００９　　中图分类号：Ｒ９４４　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００１－２４９４（２０２４）１２－１１３５－０７

ＥｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆＰｅｎｅｔｒａｔｉｏｎＰｒｏｍｏｔｉｎｇＥｆｆｅｃｔｏｆＳｏｌｉｄＭｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅＡｓｓｉｓｔｅｄＫｅｔｏｐｒｏｆｅｎＰａｔｃｈｅｓＰｅｒｃｕｔａｎｅｏｕｓ
ＤｒｕｇＤｅｌｉｖｅｒｙ

ＣＨＥＮＰｕ，ＦＡＮＧＲｅｎｈｕａ，ＪＩＡＮＧＣｈａｎｇｚｈａｏ，ＹＥＪｉｎｃｕｉ，ＪＩＡＮＧＸｉｕｍｅｉ（１．ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＮｅｕｒｏｐｓｙｃｈｉａｔｒｉｃＤｒｕｇ
ＲｅｓｅａｒｃｈｏｆＺｈｅｊｉａｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ，ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＭａｔｅｒｉａＭｅｄｉｃａ，ＨａｎｇｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ，Ｈａｎｇｚｈｏｕ，３１００１３，Ｃｈｉｎａ）

ＡＢＳＴＲＡＣＴ：ＯＢＪＥＣＴＩＶＥ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｐｅｎｅｔｒａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆｓｏｌｉｄｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｉｎｖｉｖｏａｎｄｉｎｖｉｔｒｏ，ｔｈｅｍｏｄｅｌｄｒｕｇｋｅｔｏｐｒｏｆｅｎ
ｗａｓａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄｉｎｔｈｅｆｏｒｍｏｆａｐａｔｃｈＭＥＴＨＯＤＳ　Ｕｓｉｎｇａｒａｔｓｋｉｎｐｅｎｅｔｒａｔｉｏｎｔｅｓｔ，ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｌｅｎｇｔｈ，ｐｒｅｔｒｅａｔ
ｍｅｎｔｐｒｅｓｓｕｒｅ，ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｔｉｍｅ，ａｎｄｔｙｐｅｓｏｆｎｅｅｄｌｅｏｎｔｈｅｐｅｎｅｔｒａｔｉｏｎｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔｏｆｋｅｔｏｐｒｏｆｅｎｉｎｖｉｔｒｏｗｅｒｅｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄＴｈｅ
ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｋｅｔｏｐｒｏｆｅｎｐａｔｃｈｅｓａｐｐｌｉｅｄｔｏｔｈｅｂａｃｋｏｆｒａｔｓａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｗｅｒｅｉｎｖｅｓｔｉｇａ
ｔｅｄ，ａｓｗｅｌｌａｓｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｋｅｔｏｐｒｏｆｅｎｐａｔｃｈｏｎｐｒｏｍｏｔｉｎｇｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｉｎｖｉｖｏＲＥＳＵＬＴＳ　Ｉｎｖｉｔｒｏ，ｓｋｉｎｐｅｒｍｅａｔｉｏｎｔｅｓｔｓ
ｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔａｆｔｅｒｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｔｈｅｐｅｒｍｅａｔｉｏｎｒａｔｅａｎｄｐｅｒｍｅａｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｏｆｔｈｅｐａｔｃｈｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ
（Ｐ＜００５）ａｎｄｔｈｅｐｅｒｍｅａｔｉｏｎｔｉｍｅｌａｇｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｓｈｏｒｔｅｎｅｄ（Ｐ＜００５）ａｆｔｅｒｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｐｅｒｍｅａｔｉｏｎ
ｐｒｏｍｏｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｗａｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｐｒｅｓｓｕｒｅ，ｔｉｍｅ，ｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｌｅｎｇｔｈａｎｄｔｙｐｅｏｆｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔＡｆｔｅｒｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｐｒｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｔｈｅｓｋｉｎ（ｐｒｅｓｓｕｒｅ：１－７Ｎ，ｔｉｍｅ：１－５ｍｉｎ，ｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｌｅｎｇｔｈ：２００μｍ－３００μｍ），ｔｈｅｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｐｅｒｍｅａｔｉｏｎ
ａｍｏｕｎｔｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｒｕｇｆｏｒ２４ｈｏｕｒｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｂｙ１１６－３０９ｔｉｍｅｓ，ａｎｄｔｈｅｐｅｒｍｅａｔｉｏｎｄｅｌａｙｄｅｃｒｅａｓｅｓｂｙ０２０－２５０ｈ
Ａｓｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｉｎｖｉｖｏｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｉｎｒａｔｓ，ρｍａｘ（１０８６±０８０）μｇ·ｍＬ

－１ａｎｄＡＵＣ０→ｔ（１０８１０±１７０６）μｇ·ｈ·ｍＬ
－１ａｆｔｅｒ

３００μｍｒｏｌｌｅｒｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｔｈｅｓｋｉｎ，ｗｈｉｃｈｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｇｒｅａｔｅｒｔｈａｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌρｍａｘ（０４２±００３）μｇ·ｍＬ
－１

ａｎｄＡＵＣ０→ｔ（７４６±０９８）μｇ·ｈ·ｍＬ
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　　经皮给药系统研发的关键在于克服皮肤角质层
的屏障作用［１］，改善药物的经皮渗透性能。微针阵列

技术，通过穿刺角质层产生数百上千个微创通道，从

而促进药物的经皮吸收，提高药物的生物利用度，为

经皮给药领域注入了新的活力［２］。与其他物理促透

方法相比较，微针对皮肤的作用相对可逆，且对皮肤
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的损伤性较小。此外，微针穿刺皮肤角质层可以使大

分子药物和亲水性药物也能通过皮肤迅速进入血液

循环［３］，从而极大地拓展了经皮给药的药物范围［４７］。

酮洛芬（ｋｅｔｏｐｒｏｆｅｎ，ＫＰ）贴片主要用于缓解类风
湿性关节炎、骨性关节炎、强直性脊柱炎、急性扭伤

等不同病因引起的轻中度疼痛。传统的促渗技术虽

然可以提高经皮吸收率，但时滞长起效慢，联合微针

技术给药，则能缩短时滞、增加经皮渗透量，使得药

物起效更快、药物渗透量大、疗效更好［８９］。

本实验使用实心微针作为皮肤的前处理工具，

辅助ＫＰ贴片使用，评价大鼠皮肤经微针前处理后
对药物经皮渗透的体内外促透效果。

１　仪器与试药
Ｆｒａｎｚ透皮扩散池（Ｌｏｇｅｎ公司，ＦＤＣ６Ｔ型），高

效液相色谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ公司，１２６０ＬＣ型），ＬＣＱＴ
ＯＦ／ＭＳ（Ｗａｔｅｒｓ公司，ＳｙｎａｐｔＧ２ＵＰＬＣ联用），电子
分析天平（ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司，ＸＳ２０５ＤＵ型），电子
天平（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司，ＢＳＡ２２４Ｓ型），宠物用电推剪
（科德士公司，ＣＰ８０００型），电动剃须刀（飞科公司，
ＦＳ６２０型），滚轮型微针（ＣｌｉｎｉｃａｌＲｅｓｏｌｕｔｉｏｎＬａｂｏｒａｔｏ
ｒｙ公司），印章型微针（ＧＥＮＯＳＹＳ公司），漩涡混合
器（ＩＫＡ公司，Ｖｏｒｔｅｘ３型），离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｆ公
司）等。

ＫＰ贴片（实验室自制，剂量为 ０３６ｍｇ·
ｃｍ－２），ＫＰ对照品（批号：０３９０８ｋｏｖ）、吲哚洛芬（批
号：１２７Ｆ０８３４，Ｓｉｇｍａ公司）；乙腈（批号：ＪＡ０２５５３０，
Ｍｅｒｃｋ公司）；乙酸（批号：１２０７０４６３，Ｔｅｄｉａ公司）；甲

醇（批号：１８３７１０７６２３，Ｍｅｒｃｋ公司），纯化水等，雌性
豚鼠（２００～２５０ｇ）背部皮肤。

２　实验方法
２１　贴片制备方法

称取原料药于烧杯中，加入促透剂、聚丙烯酸酯

压敏胶和适量乙酸乙酯，涂布、８０℃烘干、复合、裁
切（含药量：０３６ｍｇ·ｃｍ－２）封装备用，具体处方及
工艺参见“一种右旋酮洛芬累积于皮下深层组织的

骨架型透皮贴剂专利，专利号为：ＺＬ２００９１００”。
２２　皮肤接收液中酮洛芬含量检测方法的建立和
验证

利用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）测定皮肤接收液
中ＫＰ的含量。色谱条件：色谱柱：ＳｈｉｍＰａｃｋＣＬＣ
Ｃ１８（６０ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ），进样量：２０μＬ，流动
相：甲醇：１％冰乙酸水 ＝７０∶３０，流速：１０ｍＬ·
ｍｉｎ－１；柱温：３７℃，检测波长：２５８ｎｍ。

根据２０２０年版《中国药典》要求，分别针对专
属性、线性范围、准确度、精密度和稳定性等进行了

验证。

２３　微针辅助酮洛芬贴片渗透体外实验方法
大鼠麻醉后用颈部脱臼法处死，剃除背部毛发

并分离背部皮肤，去除皮下脂肪组织，在生理盐水中

洗净后用滤纸吸干备用。实验组采用微针预处理离

体大鼠皮肤角质层，微针针体垂直于皮肤表面施加

一定压力，持续作用一定时间后移除，微针预处理皮

肤的力量大小根据电子天平的读数控制［１０１１］，实验

所用的实心微针（×１０）见图１。

Ａ－印章型微针；Ｂ－滚轮型微针。

Ａ－ｓｔａｍｐｔｙｐｅｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｓ；Ｂ－ｒｏｌｌｅｒｔｙｐｅｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｓ．

图１　实验所用的固体微针的外观
Ｆｉｇ１　Ｓｏｌｉｄｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｓｕｓｅｄｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

　　将处理好的皮肤按角质层朝外方向固定于
Ｆｒａｎｚ扩散池口，池口面积为０６５ｃｍ２，敷贴 ＫＰ贴
片后进行体外皮肤渗透实验。每池加入４ｍＬ的体
积分数４０％聚乙二醇（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ，ＰＥＧ）４００

生理盐水（ｎｏｒｍａｌｓａｌｉｎｅ，ＮＳ）作为皮肤接收液，恒温
（３２±１）℃，搅拌子转速为５００ｒ·ｍｉｎ－１。在第４、
６、８、１０、１２和２４ｈ时取样０５ｍＬ，并同时补充等量
空白接收液［１２］。

·６３１１· ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２４Ｊｕｎｅ，Ｖｏｌ５９Ｎｏ１２　　　　　 　 　　 　　　　 中国药学杂志２０２４年６月第５９卷第１２期



测定皮肤接收液样品中ＫＰ的含量，按照公式１
计算各时间点单位面积累积渗透量（Ｑｎ，μｇ·ｃｍ

－２）。

Ｑｎ＝ ４ρｎ＋∑
ｎ１

ｉ＝１
（０５ρｉ{ }）／０６５ 公式（１）

其中，ρｎ表示第 ｎ个取样时间点皮肤接收液的
药物浓度；ρｉ表示第ｉ（ｉ≤ｎ１）个取样时间点透皮接
收液的浓度。以Ｑｎ对时间（ｔ，ｈ）作图，将所得曲线
的直线部分进行线性回归，所得斜率为渗透速率

（Ｊ，μｇ·ｃｍ－２·ｈ－１），即单位时间内药物透过单位
面积的渗透量，时滞为曲线的直线部分与 Ｘ轴
交点。

将微针预处理的实验组与未经微针预处理的对

照组结果对比，进行组间ｔ检验，以Ｐ＜００５为存在
统计学显著性差异［１３］。

２４　血浆中酮洛芬含量检测方法的建立和验证
色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔｚｏｒｂａｘＳＢＣ１８（２１ｍｍ×１５０

ｍｍ，３５μｍ）。液相条件：用乙腈和００５‰乙酸水溶
液进行梯度洗脱，０～４ｍｉｎ：３０％ ～９０％乙腈，４０～
４１ｍｉｎ：９０％ ～３０％乙腈，４１～６０ｍｉｎ：３０％乙腈。
柱温：３０℃，进样量：５μＬ，流速：０４ｍＬ·ｍｉｎ－１。

质谱条件：电喷雾（ＥＳＩ）离子源，正离子分辨率
模式检测，毛细管电压：３６ｋＶ，样品锥孔电压：４０
Ｖ，样品萃取电压：７０Ｖ，离子源温度：１５０℃，脱溶
剂气体温度：３５０℃。喷雾气体：高纯氮气，碰撞气
体：高纯氩气，反吹气体流速：１０Ｌ·ｈ－１，脱溶剂气
体流速：８００Ｌ·ｈ－１。质谱扫描范围：１００～６００Ｈｚ，
扫描时间：０２ｓ，校正曲线标准物质：甲酸钠，实时
校正标准物质亮氨酸脑啡肽：ｍ／ｚ＝５５６２７７１（＋），
采用提取离子检测方式检测，ＫＰ［Ｍ＋Ｈ］＋：ｍ／ｚ＝
２５５１０，内 标 （ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ，ＩＳ）吲 哚 洛 芬
　　　　　

［Ｍ＋Ｈ］＋：ｍ／ｚ＝２８０１１，提取窗口：±００２。
血浆样品室温下解冻，在振荡器涡旋 ３０ｓ，取

５０μＬ加入１５ｍＬ离心管中，加入５μＬ的内标工
作液（２μｇ·ｍＬ－１）与１００μＬ含０１％甲酸的乙腈，
涡旋混合１ｍｉｎ，以１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取
上清液５μＬ进样分析。

根据２０２０年版《中国药典》要求，分别针对专
属性、线性、灵敏度、基质效应、准确度、精密度和稳

定性等进行了验证。

２５　微针辅助酮洛芬贴片体内药动学实验
１２只雌性ＳＤ大鼠分为４组，第一组不经微针

预处理作为对照组，第二组为３００μｍ滚轮型微针
实验组，第三组为２００μｍ滚轮型微针实验组，第四
组为２００μｍ印章型微针实验组。各组大鼠麻醉后
用５Ｎ的压力按压３ｍｉｎ，然后在预处理部位敷贴
ＫＰ贴片给药，给药剂量为４ｍｇ·ｋｇ－１。

取血时间为：给药前（０ｈ），给药后０２５、０５、
１、２、３、４、８、１２、２４、３２、４８和６０ｈ，撤药时间为给药
后２４ｈ。从大鼠尾静脉取血，每次取全血４００μＬ，
分离出血浆２００μＬ，－２０℃冰箱保存，用液相色谱
四极杆飞行时间质谱（ＬＣＱＴＯＦ／ＭＳ）测定各组大鼠
血浆中ＫＰ的浓度［１４１５］。

３　结果与分析
３１　皮肤接收液中酮洛芬含量检测方法验证
３１１　专属性　按照“２２”项下方法进行实验，未
敷贴ＫＰ贴片的为空白皮肤接收液样品组，敷贴 ＫＰ
贴片的为 ＫＰ皮肤接收液样品组，２４ｈ后取样，经
０２２μｍ滤膜过滤后进样，结果见图２，皮肤和接收
液对ＫＰ的检测无干扰，该检测方法专属性良好。

Ａ－酮洛芬（ＫＰ）皮肤接收液；Ｂ－空白皮肤接收液。

Ａ－ＫＰｓｋｉｎｒｅｃｅｉｖｉｎｇｓｏｌｕｔｉｏｎ；Ｂ－ｂｌａｎｋｓｋｉｎｒｅｃｅｉｖｉｎｇｓｏｌｕｔｉｏｎ．

图２　皮肤接收液样品的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）色谱图
Ｆｉｇ２　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｓｋｉｎｒｅｃｅｉｖｉｎｇｓｏｌｕｔｉｏｎ

３１２　线性与范围　配制９９９８００μｇ·ｍＬ－１的
ＫＰ储备液，用体积分数４０％聚乙二醇４００生理盐水

溶液（ＰＥＧＮＳ）稀释至４９９４００、２４９７００、１２４８００、
６２４２０、３１２１０、１５６１０、０７８０３、０３９０２、０１９５１、
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００９７５、００４８８、００２４４μｇ·ｍＬ－１的系列标准溶
液，进样后以峰面积（Ａ）对其质量浓度（ρ）进行线性
回归，回 归 方 程 为：Ａ ＝４７ ９８９ρ－４５０２２
（ｒ＝０９９９９），表明该方法下皮肤接收液中 ＫＰ在
００２４４～９９９８００μｇ·ｍＬ－１内峰面积与质量浓度
线性关系良好。

采用信噪比法确定该方法下的定量限与检测

限，定量限为００４８８μｇ·ｍＬ－１（Ｓ／Ｎ＞１０），检测限
为００２４４μｇ·ｍＬ－１（Ｓ／Ｎ＞３）。
３１３　准确度　供试品溶液的制备：敷贴ＫＰ贴片
的皮肤渗透实验中，在每个取样时间各取０５ｍＬ接
收液样品，混合后作为供试品溶液。

进样测得供试品溶液峰面积，并代入线性曲线，

得到其质量浓度为４２０μｇ·ｍＬ－１，在供试品溶液
中分别加入适量 ＫＰ标准溶液，配制成加入量分别
为５０４、４２０、３３６μｇ的高、中、低三个质量浓度
的样 品，测 得 加 样 回 收 率 范 围 为 ９７０２％ ～
１０７７７％，相对标准偏差（ＲＳＤ）范围为 １７２％～
２０４％，表明该方法准确度良好。
３１４　精密度　取供试品溶液，测定ＫＰ的峰面积，
每隔１ｈ进样６次，测得日内精密度ＲＳＤ为１１７％；连
续进样３ｄ，每份样品测６次，３ｄＲＳＤ依次为１０２％、
１２７％和２０５％。结果表明，该方法精密度良好。
３１５　稳定性　将供试品溶液于室温下放置，分
别于０、４、６、８、１０、２４、４８、７２和９６ｈ取样０５ｍＬ，进
样后测定各时间点样品中 ＫＰ的峰面积，ＲＳＤ为
２２１％，稳定性良好，表明供试液室温放置９６ｈ可
以满足该方法的检测要求。

３２　微针辅助酮洛芬贴片离体皮肤渗透结果
３２１　作用压力　考察微针以不同作用压力处理
对ＫＰ贴片的体外皮肤渗透的影响。将针长为
２００μｍ印章型微针阵列以１、３、５、７Ｎ的压力预处
理备好的大鼠离体皮肤３ｍｉｎ，对照组未经微针预处
理。各组皮肤渗透曲线见图３，经１、３、５和７Ｎ压力
处理的 ＫＰ渗透速率分别是对照组的 １７５、２１５、
２６５和２６５倍，２４ｈ累积渗透量分别是对照组的
１１６、１４５、１６８和 １７３倍，时滞分别比对照组缩
短０８８、０８２、１１４、１１４ｈ，其中５Ｎ组和７Ｎ组之
间无显著性差异（Ｐ＞００５）。结果显示，ＫＰ的累积
渗透量及渗透速率随着微针预处理皮肤压力的增加

而增加，作用力达到５Ｎ时促透效果趋于平稳。该
结果提示，针长为２００μｍ的微针预处理对药物经
离体大鼠渗透促透作用是显著的，大致需要５Ｎ的
力能使微针完全穿透皮肤角质层。

图３　微针不同预处理压力下ＫＰ贴片的离体皮肤药物累积
渗透时间曲线。ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ３　ＩｎｖｉｔｒｏｐｅｒｍｅａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆＫＰｐａｔｃｈｅｓａｆｔｅｒｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ
ｂｙｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｅｓｓｕｒｅｓ．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

３２２　作用时间　考察微针预处理时长对 ＫＰ贴
片的体外皮肤渗透的影响。将针长为２００μｍ印章
型微针阵列以５Ｎ的压力处理备好的大鼠离体皮
肤，分别按压１、３和５ｍｉｎ，对照组未经微针处理。
各组皮肤渗透曲线见图 ４，经微针预处理 １、３和
５ｍｉｎ的ＫＰ渗透速率分别是对照组的１６０、１８６和
２１２倍，２４ｈ时累积渗透量分别是对照组的１４０、
１６８和１７４倍，时滞分别比对照组缩短０２０、１３６
和１４５ｈ，其中３ｍｉｎ组和５ｍｉｎ组没有显著性差异
（Ｐ＞００５）。结果表明，药物的累积渗透量及渗透
速率随着微针预处理皮肤时间的增加而增加，时滞

随着时间的增加而缩短，超过３ｍｉｎ促透效果无明
显改善，趋于稳定。微针预处理皮肤的时间对药物

的渗透有显著影响，主要与微孔周围皮肤组织的弹性

回缩程度有关，皮肤是一个弹性体，微针刺入皮肤后

所形成的通路是暂时性的，微针刺入皮肤较长时间再

移除，微孔周围皮肤弹性回缩减慢，孔洞维持时间长，

药物透过量增大。若微针刺入皮肤作用时间较短就

移除，则所形成的通路较快关闭，药物渗透速率减小。

３２３　微针长度　考察不同的微针长度对 ＫＰ贴
片的体外皮肤渗透的影响。分别将２００和３００μｍ
长度的滚轮型微针以５Ｎ的压力预处理备好的大鼠
离体皮肤３ｍｉｎ，对照组未经微针处理。各组皮肤渗
透曲线见图５，经２００和３００μｍ微针预处理的 ＫＰ
渗透速率分别是对照组的３０９和２９１倍，２４ｈ累
积渗透量分别是对照组的２４３和２３３倍，时滞分
别比对照组缩短２１５和２５０ｈ。与实验组对比，两
种长度的滚轮型微针都能显著地提高 ＫＰ的体外渗
透速率和累积渗透量并缩短时滞（Ｐ＜００５），但是
实验组间无显著性差异（Ｐ＞００５），结果表明，
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２００μｍ长度的实心微针足以刺穿离体大鼠皮肤角
质层，对ＫＰ贴片起促透效果。

图４　微针不同预处理时间下ＫＰ贴片的离体皮肤药物累积
渗透时间曲线。ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ４　ＩｎｖｉｔｒｏｐｅｒｍｅａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆＫＰｐａｔｃｈｅｓａｆｔｅｒｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ
ｂｙｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｕｒａｔｉｏｎｓ．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

图５　不同长度微针预处理下ＫＰ贴片的离体皮肤药物累积
渗透时间曲线。ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ５　ＩｎｖｉｔｒｏｐｅｒｍｅａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆＫＰａｆｔｅｒｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｂｙｄｉｆ
ｆｅｒｅｎｔｌｅｎｇｔｈｓｏｆｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅ．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

３２４　微针种类　考察印章型和滚轮型实心微针
对ＫＰ贴片体外皮肤渗透的影响。用针长都为２００
μｍ的印章型微针和滚轮型微针分别处理备好的大
鼠离体皮肤，预处理时间为３ｍｉｎ，压力为５Ｎ，对照
组未经微针处理。各组皮肤渗透曲线见图６，经印
章型和滚轮型微针处理的 ＫＰ渗透速率分别是对照
组的１３１和１５１倍，２４ｈ累积渗透量分别是对照
组的１３６和１７９倍，时滞分别比对照组缩短１２３
和１５６ｈ。与对照组相比，经微针预处理均能显著
提高体外渗透速率及累积渗透量并缩短时滞（Ｐ＜
００５）。滚轮型微针预处理的渗透速率和累积渗透
量显著地大于印章型微针（Ｐ＜００５），时滞显著小
于印章型微针（Ｐ＜００５）。结果表明，滚轮型微针
促进ＫＰ贴片体外渗透效果显著优于印章型微针，

这可能与滚轮型微针作用于皮肤时，滚动相较于印

章，微针与皮肤的接触更为充分更好地发挥穿刺有

关，因此在相同的作用力和作用时间上，对于离体皮

肤的穿透效果更好。

图６　不同种类微针预处理下ＫＰ贴片的离体皮肤药物累积
渗透时间曲线。ｎ＝５，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ６　ＩｎｖｉｔｒｏｐｅｒｍｅａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆＫＰｐａｔｃｈｅｓａｆｔｅｒｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ
ｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｋｉｎｄｓｏｆｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅ．ｎ＝５，珋ｘ±ｓ

３３　血浆中酮洛芬含量检测方法的建立和验证
３３１　专属性　按血浆样品的处理方法，配制空
白血浆Ａ（不加 ＫＰ和 ＩＳ），加标样血浆 Ｂ（加 ＫＰ和
ＩＳ）及样品血浆 Ｃ（仅加 ＩＳ）。按照“２３”项下方法
进样检测，结果见图７，在优化的色谱质谱条件下
未发现干扰峰，表明该方法具有良好的专属性，空白

血浆中的内源性杂质不干扰样品测定。

图７　空白血浆（Ａ）、加标样血浆（Ｂ）和样品血浆（Ｃ）的提
取离子流图

Ｆｉｇ７　Ｔｈｅｅｘｔｒａｃｔｅｄｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｂｌａｎｋｐｌａｓｍａ（Ａ），
ｓｐｉｋｅｄｐｌａｓｍａ（Ｂ），ａｎｄｓａｍｐｌｅｐｌａｓｍａ（Ｃ）
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３３２　标准曲线及定量下限　取ＫＰ储备液和大鼠
空白血浆，分别配制相当于 ＫＰ质量浓度范围为
１～１０００ｎｇ·ｍＬ－１（１、２、１０、５０、２００、８００、１０００ｎｇ·ｍＬ－１）
的血浆样品，按照“２２”项下方法处理后按“２１”项
下方法进样分析。标准曲线考察每一浓度２样本分
析，定量下限考察进行５样本分析，共考察三条标准
曲线。以血浆中ＫＰ（ｘ，ｎｇ·ｍＬ－１）对 ＫＰ与 ＩＳ的峰
面积比值（ｙ）进行加权（１／ｘ）最小二乘回归，采用
ＷａｔｅｒｓＱｕａｎＬｙｎｘ软件计算，得到血浆中 ＫＰ的标准
曲线为：ｙ＝０００３１７７２ｘ＋０００２７０１，ｒ＝０９９８５。
定量下限为１ｎｇ·ｍＬ－１，ＲＳＤ＜２０％。结果表明，建
立的分析方法用于大鼠血浆中 ＫＰ的检测，线性良
好，范围宽，灵敏度良好。

３３３　提取回收率及基质效应　在５０μＬ空白血
浆中加入一定量ＫＰ和ＩＳ，按“２３”项下配制８００，２００
和２ｎｇ·ｍＬ－１质量浓度的 ＫＰ样品，作为质量控制
（ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ，ＱＣ）样品，每个样品各６份，取上清液
进样分析，测得ＫＰ与ＩＳ响应值的比值记做 ｂ；另取
空白血浆５０μＬ，按“２３”项下血浆处理，取上清液加
入与ＱＣ样品相同系列浓度的ＫＰ和ＩＳ，每个浓度样
品各６份，测得ＫＰ与ＩＳ响应值的比值记做ａ；另以相
应浓度的对照品和内标的溶液直接进样得到的峰面

积比值记做ｃ，每个浓度样品各６份。提取回收率为
ｂ与ａ的比值，基质效应为ａ与ｃ的比值。

该方法下的血浆中 ＫＰ在高、中、低三个浓度的
提取回收率在８９３％～１０１９％内，ＲＳＤ＜１５％，符合
要求，该方法提取回收率良好；基质抑制效应在

８５３％～１０９５％，ＲＳＤ＜１５％，符合要求，基质抑制效
应对血浆ＫＰ的定量分析结果影响不大。
３３４　准确度及精密度　配制８００，２００和２ｎｇ·
ｍＬ－１的ＱＣ样品，每个浓度样品各５份，取上清液进
样分析，重复３ｄ，随行配制标准曲线，计算样品浓
度，结果表明，准确度均在标示值的１５％范围内，精
密度ＲＳＤ＜１５％。
３３５　稳定性　考察血浆样品室温放置于进样盘
中２４ｈ的稳定性。配制 ８００，２００和２ｎｇ·ｍＬ－１的
ＱＣ样品，每个浓度样品各４份，取上清液室温放置于
进样盘中０和２４ｈ后进样分析，血浆中 ＫＰ的含量
ＲＳＤ＜１５％，表明该血浆样品在室温放置２４ｈ内稳定。

考察血浆样品经历３个冻融循环后的稳定性。
配制８００，２００和２ｎｇ·ｍＬ－１的 ＱＣ样品，每个浓度
样品各５份，在－２０℃放置使其经历３个冻融循环
后，取上清液进样分析，血浆中 ＫＰ的含量 ＲＳＤ＜
１５％，表明该血浆样品反复冻融３次能保持稳定。

３３６　稀释可靠度　取空白比格犬血浆５０μＬ，准确
加入高于最高定量浓度的样品各５份，并用空白血浆
稀释样品，使得样品浓度在已经建立的标准曲线的最

高定量浓度以下，取稀释后的样品按照“血浆样品预处

理”项下处理，取上清液进样分析，测定血浆ＳＫＰ的含
量，计算稀释样品的准确度和精密度。当样品稀释１５
倍和４倍时，其准确度和精密度分别为９４％和２９％，
在设定标准之内（＜１５％），符合要求。且本稀释倍数
覆盖了试验样品的所有稀释倍数，满足试验需求。

３４　微针辅助酮洛芬贴片体内渗透结果
测得各组大鼠血药浓度的经时变化曲线见图

８。利用药动学软件Ｋｉｎｅｔｉｃａ进行数据分析，以非房
室模型方法计算 ρｍａｘ、ｔｍａｘ及 ＡＵＣ等药动学参数，并
进行组间ｔ检验，以 Ｐ＜００５为存在统计学显著性
差异。各组药动学参数结果见表１，经微针预处理
的大鼠的 ρｍａｘ和 ＡＵＣ０→ｔ均 显 著 大 于 对 照 组
（Ｐ＜００５），０２ｍｍ滚轮组和０３ｍｍ滚轮组的药
物达峰时间显著快于对照组（Ｐ＜００５）。结果表
明，微针前处理大鼠皮肤能显著促进 ＫＰ贴片的经
皮吸收，其中３００μｍ滚轮型微针促透效果显著优
于２００μｍ滚轮型微针（Ｐ＜００５），而离体皮肤渗透
试验结果表明，滚轮型微针２００μｍ和３００μｍ两种针
长之间对酮洛芬贴片体外渗透效果没有明显的差异。

这可能是因为在体皮肤生理活性优于离体大鼠皮肤，

微针刺入后回缩反应能力比离体皮肤更强，从而针长

度对药物皮肤渗透有影响。当针长都为２００μｍ的条
件下，滚轮型微针的促透效果显著优于印章型微针

（Ｐ＜００５），实验结果与体外实验结果一致。另外，
微针预处理皮肤的促透效果，相比体外促透，在体促

透效果更显著，这可能与在体皮肤具有活性能快速将

透过皮肤的药物及时转运进入血液循环有关。

图８　大鼠在不同微针条件预处理下敷贴ＫＰ贴片后的血药
浓度时间曲线。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ８　Ｐｌａｓｍａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｉｍｅｃｕｒｖｅｏｆｒａｔｓａｆｔｅｒａｐｐｌｙｉｎｇ
ＫＰｐａｔｃｈａｓｓｉｓｔｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｙｐｅｓｏｆｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
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表１　各组大鼠的药动学参数。ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ１　Ｍａｉｎｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｒａｔｇｒｏｕｐｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ　　　 Ｃｏｎｔｒｏｌ ０３ｍｍｒｏｌｌｅｒｔｙｐｅｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅ ０２ｍｍｒｏｌｌｅｒｔｙｐｅｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅ ０２ｍｍｓｔａｍｐｔｙｐｅｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅ

ｔｍａｘ／ｈ ８００±０００ ０５０±０００ １００±０００ ８００±０００

ρｍａｘ／μｇ·ｍＬ－１ ０４２±００３ １０８６±０８０ ６１６±０３９ １８６±０５９
ｔ１／２／ｈ ５５２±０３６ ５３６±０２９ ５０９±０７５ ５０８±０６４
ＡＵＣ０→ｔ／μｇ·ｈ·ｍＬ－１ ７４６±０９８ １０８１０±１７０６ ５６６０±１０２６ ２９６５±１１５８

ＭＲＴ／ｈ １２５９±０２８ ８９９±０１１ ８４１±０２９ １０８２±０２０

４　讨　论
本研究以实心微针作为皮肤的前处理工具，以

贴片方式给药模型药物ＫＰ，评价微针前处理对药物
经皮渗透的影响。体外以离体皮肤渗透实验进行评

价，建立并验证了皮肤接收液中 ＫＰ的 ＨＰＬＣ检测
方法，结果表明，皮肤用不同的压力及时间预处理后

能显著地提高药物的经皮渗透速率和渗透量，并且

能明显缩短时滞。通过离体试验初步筛选出了固体

微针前处理的条件，并证明滚轮型微针的促透作用

要好于印章型微针。体内药动学试验建立了用于大

鼠血浆中ＫＰ浓度检测的 ＬＣＱＴＯＦ／ＭＳ方法，准确、
灵敏、高效，能满足检测需求。结果表明，微针预处

理皮肤能显著地促进药物的在体皮肤吸收，微针预

处理组的药物在体皮肤吸收效果要显著好于未用微

针预处理的对照组。

由于皮肤角质层的屏障作用，大部分药物经皮

渗透困难，渗透量小、时滞长，较难达到治疗效果。

传统的促透技术如果联合微针技术给药，例如本研

究的微针预处理皮肤联合药物贴片给药，则药物的

经皮渗透显著增加，渗透时滞更短，解决传统透皮制

剂经皮渗透速率较低、药物起效慢等问题，同时可拓

展经皮给药的药物范围。本研究结果显示，微针预

处理可以扩展酮洛芬贴片用于例如跌打损伤引起的

局部急性疼痛。
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