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盐酸青藤碱在微针阵列作用下的透皮给药研究
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　　［摘要］　目的　探索盐酸青藤碱在微针阵列作用下的透皮给药规律与微针促进药物透皮吸收的机制。方法　高效液
相色谱法测定青藤碱的含量，裸鼠皮肤用微针阵列预刺处理，采用水平双室扩散池法研究微针的针尖形状、刺入力、滞留时间

以及阵列数对于盐酸青藤碱透皮给药的影响规律。将微针预刺处理的皮肤制备成切片，并用显微镜观察皮肤的变化。结

果　微针阵列预刺处理与被动扩散比较能显著提高盐酸青藤碱透皮给药的累积渗透量（Ｐ＜０．０１），但平顶微针比尖顶微针更
能有效促进药物的透皮吸收；药物的累积渗透量随着微针处理皮肤的刺入力的增加而增加，但当刺入力超过５．０Ｎ时，药物的

累积渗透量不再显著增加；随着微针在皮肤中滞留时间的延长药物的累积渗透量不断增大，当滞留时间超过６０ｓ时药物的累

积渗透量不再显著增加；尽管药物的累积渗透量随着微针阵列数的增加而增加，但是二者之间无正向线性关系。皮肤切片表

明微针刺入皮肤后能够在皮肤上形成跨越角质层的微孔道。结论　微针可以在皮肤上形成微孔道而增强皮肤对药物的渗透
性，从而为盐酸青藤碱透皮给药系统提供一种新型、高效的透皮给药新技术，具有广泛的应用前景。
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　　Ｈｅｎｒｙ等［１］于１９９８年首次将微针阵列（ｍｉｃｒｏｎｅｅ
ｄｌｅａｒｒａｙｓ）应用于透皮给药系统（ＴＤＤＳ）的研究，之后

关于微针的制备与应用研究得到了飞速的发展。微
针是一种将注射给药与透皮贴剂优点融合于一体的
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崭新的透皮给药技术，近年来已广泛应用于各种类型
的药物分子包括蛋白多肽类与载药纳米微粒的透皮

给药研究［２７］。国外有研究报道认为当微针针体的长
度低于３００μｍ时，由于皮肤组织的固有弹性而不能
有效刺入皮肤，其微针刺入皮肤均使用一定的机器设
备快速垂直刺入［８９］；也有研究指出只要微针针体的
长度能够刺穿皮肤角质层，则微针的长度对于皮肤的
渗透性将无显著性的影响［７，１０］。

　　目前，国际上关于微针的研究中所使用的微针
的长度一般为３００～１０００μｍ左右。皮肤角质层的
厚度约为１０～４０μｍ，活性表皮的厚度约为５０～１００

μｍ。因此，本研究设想长度为１００μｍ的实体硅微
针只要在合适的刺入方式下刺入皮肤，就会促进药物
的透皮吸收。中医在针灸过程中所使用的针灸针并
不是做单一的垂直刺入动作，常伴随着“拧”、“转”、
“晃”、“摇”等动作而利于针刺入皮肤并刺激经络穴位。
本研究在使用微针阵列预处理皮肤时借鉴针灸的手

法即用手按压微针并做“摇晃”动作，并以盐酸青藤碱
（ｓｉｎｏｍｅｎｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＳＨ）为模型药物，考察微针
阵列预处理皮肤后对青藤碱透皮给药的影响规律。

１　材料和方法

１．１　仪器和材料　盐酸青藤碱（纯度９９．７％，西安
小草植物科技有限责任公司）；青藤碱标准品（中国
药品生物制品检定所）；甲醇、乙二胺（色谱纯，西安
化学试剂厂）。苏木精、伊红（上海生化试剂）；伊文
思蓝（Ｓｉｇｍａ，美国）。

　　ＨＩＣ１０ＡＳＰ高效液相色谱仪（岛津；ＳＰＤ１０Ａ
检测器）；ＹＰ５００１电子天平（上海良平仪器仪表有
限公司）；皮肤切片机（德国，Ｗａｌｄｏｒｆ）；显微镜（日
本，Ｎｉｋｏｎ）。双室扩散池（有效扩散面积Ａｅ＝３．４６
ｃｍ２，容积Ｖ＝２０．０ｍｌ）。微针阵列（长度１００μｍ，阵
列数６４、１００和１４４，针尖为尖顶与平顶，单晶硅材
料，由西北工业大学制备）。ＨＷＹ／Ｓｌｃ裸鼠，鼠龄

６０ｄ，购自第四军医大学实验动物中心。

１．２　盐酸青藤碱含量测定

１．２．１　色谱条件　色谱柱为 ＮＵＣＬＥＯＳＩＬＣ１８柱
（５．０μｍ，１２５ｍｍ×４．６ｍｍ）；流动相甲醇（重蒸
水乙二胺＝３００１）＝５２４８（Ｖ／Ｖ）；检测波长：２６２
ｎｍ，流速：１．０ｍｌ／ｍｉｎ；进样量：２０μｌ。

１．２．２　标准曲线的制备　精密称取青藤碱标准品
适量，加适量超纯水使溶解，并用超纯水稀释至刻
度，摇匀。精密量取０．５、２．０、４．０、５．０、６．０ｍｌ分别
置５０ｍｌ量瓶中，加超纯水至刻度，摇匀，分别量取

２０μｌ注入液相色谱仪。以峰面积平均值Ａ 为纵坐
标，浓度Ｃ为横坐标，进行线性回归。得到标准曲

线：Ａ＝１．５６×１０６Ｃ－６．２×１０４（ｒ＝０．９９９５），线性
范围为５～６０μｇ／ｍｌ。

１．２．３　方法学考察　稳定性试验：在线性范围配制

３５μｇ／ｍｌ标准品溶液，分别于０、１、３、７、１０、１５、２４ｈ
取２０μｌ注入液相色谱仪测定其峰面积，峰面积的

ＲＳＤ为０．８２％，表明稳定性良好。

　　精密度试验：取浓度为３５μｇ／ｍｌ标准品溶液２０

μｌ，重复注入液相色谱仪６次测定其峰面积，结果ＲＳＤ
为０．７４％，表明在此色谱条件下精密度良好。

　　回收率试验：取已知含量的接收液０．５ｍｌ，分别
加入标准品溶液１．０、０．８、０．６ｍｌ，混合均匀后，吸取

２０μｌ样品按上述色谱条件测定，结果青藤碱的平均回
收率为９８．４％，ＲＳＤ为０．４３％。

１．３　体外透皮给药

１．３．１　微针预处理皮肤　健康合格裸鼠，脱颈处死，
然后剥离腹部处皮肤，小心剔除皮下脂肪等附属组
织；用蒸馏水冲洗干净，平铺于洁净的置于电子天平
上的泡沫聚苯乙烯支架上。微针处理皮肤的方法：分
别用尖顶和平顶微针（１００阵列），在７．０Ｎ的压力（力
的大小根据电子天平的读数控制）下用手按压并做
“摇晃”动作，滞留于皮肤６０ｓ后移走微针；尖顶微针
（１００阵列）在不同的刺入力（１．０、３．０、５．０和７．０Ｎ）作
用下用手按压并做“摇晃”动作，滞留于皮肤６０ｓ后移
走微针；尖顶微针（１００阵列）在７．０Ｎ的压力下用手
按压并做“摇晃”动作，滞留于皮肤不同时间（０、３０、６０
和９０ｓ），之后移走微针；３种不同阵列（６４、１００和１４４）
的尖顶微针在７．０Ｎ的压力下用手按压并做“摇晃”
动作，滞留于皮肤６０ｓ后移走微针。

１．３．２　透皮给药　将微针处理后的裸鼠皮肤即刻
夹于水平双室扩散池中间，皮肤的角质层面向供给
池，真皮层面向接收池；双室扩散池固定在调温恒控
磁力搅拌器上，并以恒定的速度搅拌接收液，保持恒
温在（３２±０．５）℃；在供给池中加入０．４％（Ｗ／Ｗ）的
青藤碱水溶液１５ｍｌ作为供给液，在接收池中加入

１５ｍｌ的双蒸水作为接收液。然后每隔１．０ｈ取接
收液０．５ｍｌ，并补加等量的新鲜接收液，共取８个
样，重复３次。以不做任何处理的裸鼠皮肤进行的
被动扩散为对照。样品经０．２２μｍ滤膜过滤，取２０

μｌ，注入液相色谱仪测定药物的含量。

１．３．３　累积渗透量的计算　累积渗透量（ΔＭ）计算
公式：ΔＭ＝∑ＣＶ／Ａｅ，其中Ｖ为接收液的体积（ｍｌ）；Ｃ
为接收液中的药物浓度（μｇ／ｍｌ）；Ａｅ为扩散池的有效
面积（ｃｍ２）。

１．４　体外透皮给药机制　将微针处理后的裸鼠皮
肤进行固定、脱水、染色、包埋与切片等处理，用显微
镜观察微针刺入皮肤后在皮肤上形成的刺痕。
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　　志愿者手臂皮肤用７０％医用乙醇擦洗消毒，将
尖顶微针（１００阵列）用手在普通压力下刺入手臂皮
肤并做“摇晃”动作按压微针，滞留于皮肤６０ｓ后移
走微针；在处理部位涂布适量的０．４％（Ｗ／Ｗ）伊文
思蓝，３０ｍｉｎ后用蒸馏水将皮肤表面冲洗干净，用摄
像机记录皮肤表面的变化。本实验得到西安医学院
伦理委员会的批准。

１．５　统计学处理　实验结果运用ＳＰＳＳ１１．０软件
进行统计分析，两两之间的比较用ｔ检验。检验水
平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　针尖形状对盐酸青藤碱累积渗透量的影响　
由图１可知，平顶微针和尖顶微针预处理皮肤后，与
被动扩散比较均能促进青藤碱的累积渗透量。８．０ｈ
时，平顶微针组、尖顶微针组与被动扩散组比较均极
大地促进了药物的透皮吸收（Ｐ＜０．０１）；其中平顶微
针处理后透过皮肤的药物累积渗透量是尖顶微针的

１．４３倍，表明平顶微针能够更加有效地破坏皮肤角质
层障碍而提高皮肤对水溶性药物青藤碱的渗透性。
本研究所用的尖顶微针和平顶微针如图２所示。

图１　不同针尖形状的微针处理皮肤后ＳＨ的累积渗透量

Ｆｉｇ１　ＡｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｏｆＳＨａｆｔｅｒｓｋｉｎｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ

ｂｙｆｌａｔｔｉｐｐｅｄａｎｄｓｈａｒｐｔｉｐｐｅｄｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｓ
　ＳＨ：Ｓｉｎｏｍｅｎｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ．Ｐ＜０．０１ｖｓｐａｓｓｉｖｅｄｉｆｆｕｓｉｏｎ

ｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

图２　尖顶微针（Ａ）和平顶微针（Ｂ）的扫描电镜图

Ｆｉｇ２　Ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｉｍａｇｅｓｏｆ

ｓｈａｒｐｔｉｐｐｅｄ（Ａ）ａｎｄｆｌａｔｔｉｐｐｅｄ（Ｂ）ｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｓ

２．２　刺入力对盐酸青藤碱累积渗透量的影响　由图３
可知，药物的累积渗透量随着微针预处理皮肤的刺入力
的增加而增加，特别是刺入力由１．０Ｎ增加到５．０Ｎ时，
累积渗透量增加明显；表明微针用手按压后能够刺入皮
肤，且微针对于皮肤角质层障碍的破坏程度随着刺入力
的增加而增大。８．０ｈ时，刺入力为７．０Ｎ的微针预处
理皮肤组的药物累积渗透量是刺入力为５．０Ｎ的１．０９
倍，二者之间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），表明通过
皮肤的药物累积渗透量并不会随着刺入力的增加而一

直显著增大；实验结果显示，对于青藤碱的体外透皮给
药，当微针的刺入力超过５．０Ｎ时，随着刺入力的增加青
藤碱的累积渗透量不再显著增加。本实验用电子天平
测得普通人手指按压力为６～１０Ｎ，因此，手指在普通
压力下按压微针即可将其刺入皮肤。

图３　微针用不同刺入力处理皮肤后ＳＨ的累积渗透量

Ｆｉｇ３　ＡｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｏｆＳＨａｆｔｅｒｓｋｉｎｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ

ｂｙｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｓｅｒｔｉｏｎｆｏｒｃｅｓ
ＳＨ：Ｓｉｎｏｍｅｎｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．３　滞留时间对盐酸青藤碱累积渗透量的影响　由
图４可知，随着微针在皮肤中滞留时间的延长，青藤
碱透过皮肤的累积渗透量不断增加。８．０ｈ时，青藤
碱透过微针预处理皮肤所用滞留时间为９０ｓ的药物累
积渗透量是滞留时间为６０ｓ的１．１２倍，但二者之间差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），表明药物的累积渗透量不
会随着微针滞留于皮肤中的时间的延长而无限增大。

图４　微针刺入皮肤滞留不同时间后ＳＨ的累积渗透量

Ｆｉｇ４　ＡｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｏｆＳＨａｆｔｅｒｓｋｉｎｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ
ｂｙｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｓｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｅｒｉｏｄｓ
ＳＨ：Ｓｉｎｏｍｅｎｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ
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２．４　阵列数对盐酸青藤碱累积渗透量的影响　由
图５可知，不同阵列的微针处理皮肤后均能促进青
藤碱的透皮吸收，且药物的累积渗透量随着阵列数
的增加而增加。８．０ｈ时，阵列数为６４、１００和１４４
的微针预处理皮肤后药物的累积渗透量的比值为

１１．５１１．９５，３种微针的阵列数之比为１１．５６

２．２５，结果表明药物的累积渗透量与微针阵列数之
间并无线性关系。

图５　不同阵列的微针处理皮肤后ＳＨ的累积渗透量

Ｆｉｇ５　ＡｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｏｆＳＨａｆｔｅｒｓｋｉｎｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｂｙ
ｔｈｒｅｅｓｕｐｅｒｓｈｏｒｔｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅａｒｒａｙｓ
ＳＨ：Ｓｉｎｏｍｅｎｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．５　微针刺入皮肤后的刺痕　由图６Ａ、６Ｂ可知，
微针刺入皮肤后能够在皮肤上形成一定大小且断面

（层）明显的跨越皮肤角质层的真实“微孔道”。图６Ｃ
显示微针预处理志愿者手臂皮肤后涂伊文思蓝，在
志愿者皮肤上形成了与微针阵列相对应的蓝色小

点，但无出血现象，表明微针刺穿了皮肤角质层从而
促进伊文思蓝通过皮肤上形成的“微孔道”进入皮
肤；且在微针处理皮肤的过程无疼痛与不适。综上，
微针促进药物透皮吸收的机制如图７所示。

　　图７为微针刺入皮肤的示意图，其中图７Ａ是微
针刺入皮肤之前的示意图，可见角质层（ｓｔｒａｔｕｍ
ｃｏｒｎｅｕｍ，ＳＣ）完整。图７Ｂ是微针与皮下针刺入皮
肤的示意图，可见微针刺穿角质层进入活性表皮，但
未到达真皮层；皮下针直接刺穿角质层与活性表皮，
进入真皮层，刺伤真皮层中的神经和毛细血管。图

７Ｃ显示微针在皮肤上形成了跨越皮肤角质层的孔
道，未伤及神经和毛细血管，且刺入部位无出血；皮
下针刺入皮肤后虽然能够在皮肤上形成孔道，但损
伤了真皮层中的神经和毛细血管，在刺入部位有
出血。

图６　微针处理裸鼠皮肤（Ａ、Ｂ，箭头所示）与志愿者皮肤（Ｃ）后的变化

Ｆｉｇ６　Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌｓｅｃｔｉｏｎｓｏｆｈａｉｒｌｅｓｓｒａｔｓｋｉｎ（Ａ，Ｂ，ａｒｒｏｗｓ）

ａｎｄｓｋｉｎｓｕｒｆａｃｅｏｆｈｅａｌｔｈｙｖｏｌｕｎｔｅｅｒ（Ｃ）ａｆｔｅｒｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００（Ａ，Ｂ）；×４（Ｃ）

图７　微针作用机制示意图

Ｆｉｇ７　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｆｏｒｃｒｅａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｃｏｎｄｕｉｔｓｂｙｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｐｉｅｒｃｉｎｇ
ＳＣ：Ｓｔｒａｔｕｍｃｏｒｎｅｕｍ
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３　讨　论

　　由体外透皮给药实验可知，相同长度条件下，微
针的针尖形状不同则对药物透皮吸收的促进作用不

同，平顶微针较尖顶微针更能有效促进药物的透皮
吸收，其原因可能是平顶微针由于横截面积大而能
更大程度地破坏皮肤角质层障碍。药物的累积渗透
量随着微针处理皮肤的刺入力的增加而增加，但当
刺入力超过５．０Ｎ时，药物的累积渗透量不再显著
增加；表明只要刺入力能够将微针完全刺入皮肤，则
刺入力的大小对于透皮给药的影响不再显著。随着
微针在皮肤组织中滞留时间的不断延长，药物透过
皮肤的累积渗透量不断增加；其原因可能是皮肤组
织是一个弹性体，当微针刺入皮肤后，被微针针体挤
压的皮肤就会发生变形，挤压时间不断延长则皮肤
发生的可逆的弹性形变就会逐渐转变为不可逆的塑

性形变，而塑性形变比弹性形变保持的时间长，因
此，在皮肤中形成的“微孔道”的保留时间就长。不
同阵列的微针处理皮肤后均能显著增加药物的透皮

吸收，且药物的累积渗透量随着微针阵列数的增加
而增加，但是药物的累积渗透量与微针阵列数之间
无线性关系［３，１０］；其原因可能是在相同条件下，微针
阵列数的增加会影响微针刺入皮肤的性能。

　　微针刺入裸鼠皮肤与志愿者皮肤的研究结果表
明，微针用手在普通压力下能够刺入皮肤，并在皮肤
上形成一定大小的跨越皮肤角质层的“微孔道”；这
些真实存在的孔道直接穿过皮肤角质层而成为药物

分子透皮吸收的通道。微针针体较为短小，其刺入
皮肤后未损伤真皮层中的神经与毛细血管；所以，刺
入部位没有出血现象，使用过程也无疼痛和不适。

　　本研究还发现微针由于针体短小其强度大大增
强，可以反复应用多次而不会发生针体断裂（显微镜
下观察）。因此，微针阵列是一种新型、高效、安全的
透皮给药新技术，具有广阔的应用前景。
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