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负极性驻极体对美洛昔康贴剂透皮吸收的促渗作用

程　亮１，梁媛媛１，孔玉秀２，宋茂海１，崔黎丽２，江　键１

１．第二军医大学基础部数理学教研室，上海２００４３３

２．第二军医大学药学院无机化学教研室，上海２００４３３

［摘要］　目的：检测ＳＤ大鼠经皮给予美洛昔康４ｈ内的血药浓度和给药面皮肤浸出液中的浓度，以及荧光素钠（ＮａＦＩ）在ＳＤ

大鼠完整皮肤中的定位和荧光强度，探讨负极性驻极体对美洛昔康透皮的促渗作用以及驻极体促渗的主要途径。方法：利用

药剂学方法和栅控恒压电晕充电技术制备驻极体美洛昔康贴剂；采用高效液相色谱法检测美洛昔康的浓度；以 ＮａＦＩ为探针，

通过激光扫描共聚焦显微镜（ＬＳＣＭ）考察其在皮肤中的定位及透皮路径情况。结果：（１）负极性驻极体及其驻极体美洛昔康

贴剂具有良好的电荷储存稳定性；（２）高效液相色谱检测表明经皮给药４ｈ内驻极体对美洛昔康的透皮促进作用明显；（３）

ＬＳＣＭ研究结果进一步验证了驻极体对小分子的促渗作用，同时证实了驻极体促进药物透皮的主要途径是角质层间脂和毛囊

孔扩散。结论：负极性驻极体可以作为美洛昔康透皮吸收的一个促进因子。
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　　美洛昔康是一种新型的非类固醇抗炎药物
（ＮＳＡＩＤｓ），通过选择性地抑制环氧酶２（ＣＯＸ２）而
阻止致炎的前列腺素（ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎｓ，ＰＧｓ）的合成，

具有较强的镇痛消炎作用。该药对骨关节炎、类风
湿性关节炎和坐骨神经痛有较好的治疗效果［１］，胃
肠道反应较其他非类固醇抗炎药物小，但有关口服
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和静脉用药的不良反应也有报道［２４］。经皮给药可
以避开口服和静脉用药引起的血药浓度过高所造成

的毒副作用，具有避免肝胃肠的首过效应、减少胃肠
刺激、维持恒定的血药浓度等诸多优点，已逐渐成为
医药学研究的热点之一。因皮肤的屏障作用，许多
药物经皮给药后，通透速率和透皮量达不到治疗要
求，因此，寻找促进药物透过皮肤的方法已成为研发
透皮给药系统的关键。

　　驻极体是能够长期储存空间电荷和偶极电荷的
电介质材料。作为一种新的物理促渗因子，驻极体
产生的高压静电场和微电流可以改变皮肤结构和驻

极态［５］，起到促进药物透皮的作用。本课题组自

１９９８年开展对抗炎药物透皮吸收的促渗作用的体外
透皮实验以来，已经取得了较为满意的成果［５９］，但
是体内实验部分相对缺乏。本研究通过检测ＳＤ大
鼠经皮给药４ｈ内美洛昔康在给药面局部的浓度变
化，并借助共聚焦显微镜分析荧光素钠（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ
ｓｏｄｉｕｍｓａｌｔ，ＮａＦＩ）透皮路径，为驻极体透皮给药制
剂的研制提供实验数据。

１　材料和方法

１．１　试剂及器材　美洛昔康原料药（上海康明高科
技有限公司）；ＮａＦＩ（美国Ｓｉｇｍａ公司）；冰乙酸，优级
纯（国药集团化学试剂上海有限公司）；乙腈，色谱纯
（天津市永大化学试剂开发中心）；甲醇，色谱纯（美
国默克公司）；４％多聚甲醛由实验室自制。栅控电
晕充电系统（大连理工大学静电与特种电研究所），

ＳＤ８０３表面电位计（机械电子部上海电动工具厂），
氮气吹扫仪（杭州奥盛仪器有限公司），Ａｇｉｌｅｎｔ１１００
高效液相色谱仪（美国安捷伦科技有限公司），Ｌｅｉｃａ
ＴＳＣＳＰ２激光扫描共聚焦显微镜（德国莱卡公司）。

１．２　材料及实验动物　聚丙烯（ｐｏｌｙｐｒｏｐｙｌｅｎｅ，ＰＰ，
日本东丽株式会社）；多孔聚四氟乙烯 （ｐｏｒｏｕｓ

ｐｌｏｙｔｅｔｒａｆｌｕｏｒｏｅｔｈｙｌｅｎｅ，ｐｏｒｏｕｓＰＴＦＥ，上海塑料研
究所）；美洛昔康贴剂（１ｍｇ／ｃｍ２，第二军医大学药学
院无机化学教研室提供）；ＳＤ 大鼠，雄性，体质量
（２１０±１０）ｇ，由第二军医大学实验动物中心提供。

１．３　驻极体美洛昔康贴剂的制备　用栅控电晕充
电系统制备－５００Ｖ多孔ＰＴＦＥ驻极体（用于ＮａＦＩ
透皮的研究）和－１２００ＶＰＰ驻极体（用于驻极体美
洛昔康贴剂的制备），用表面电位测量系统检测其电
位随时间变化的情况。将ＰＰ驻极体充电面与美洛
昔康贴剂背垫层复合制成驻极体美洛昔康贴剂。

１．４　ＨＰＬＣ定量分析给药面皮肤中的美洛昔康

１．４．１　色谱条件　色谱柱：ＺｏｒｂａｘＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢ

Ｃ１８（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ）；流动相：Ａ相为冰乙
酸水（２９８，Ｖ／Ｖ），Ｂ相为冰乙酸甲醇（２９８，Ｖ／

Ｖ），ＡＢ＝３０７０（Ｖ／Ｖ）；检测波长：３５５ｎｍ［１０］；流
速：１ｍｌ／ｍｉｎ；柱温：４０℃。

１．４．２　工作曲线及方法学研究　取健康雄性 ＳＤ
大鼠，麻醉后腹部去毛，眼眶静脉取血于肝素化试
管，１５００×ｇ离心１０ｍｉｎ得空白血浆；剥离皮肤剪
碎后加入０．１ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＯＨ 溶液（１１０），浸泡

２４ｈ，１５００×ｇ离心１０ｍｉｎ得皮肤浸出液。

　　样品制备：取血浆０．５ｍｌ，加乙腈０．６ｍｌ，涡旋２
ｍｉｎ；皮肤浸出液０．５ｍｌ，加０．５ｍｌ乙腈，涡旋３０ｓ。
上述两类样品分别１５００×ｇ离心１５ｍｉｎ，取上清０．８
ｍｌ室温下氮气吹干。残留物用１００μｌ流动相溶解，

１００００×ｇ超速离心１０ｍｉｎ，上清１０μｌ进样。

　　标准曲线制备：取空白血浆０．５ｍｌ８份，分别加
适量的美洛昔康标准品溶液稀释成０．０５、０．０９６、

０．１９２、０．４０３、０．９６０、１．９１９、４．０３１、９．５９７μｇ／ｍｌ的
标准系列血浆样品；取皮肤浸出液０．５ｍｌ７份稀释
成０．２４７、０．４９４、１．０４６、１．９９６、３．９９２、４．９４３、９．９８１

μｇ／ｍｌ的标准系列皮肤浸出液样品。各按前述样品
制备方法处理，记录色谱图，利用最小二乘法以样品
浓度（Ｃ）对峰面积（Ａ）作线性回归。

　　精密度与提取回收率［１１］测定：按上述方法配制
高、中、低３个不同浓度的美洛昔康质控样品，各质
控样品日内重复测定５次，并连续测定５ｄ，测得的
色谱峰面积代入标准曲线计算测定值，用标准偏差
与测定平均值相比计算日内、日间精密度；另取等量
的相同３个浓度的标准溶液，用流动相稀释至相同
体积，不经提取处理直接测定，用质控样品的色谱峰
面积与未经制备处理的相应浓度的标准溶液的色谱

峰面积比较计算提取回收率。

１．４．３　透皮实验　取ＳＤ大鼠２４只，随机分成３个
取样组（１ｈ，２ｈ，４ｈ）。每组８只，按体质量大小配
对，每对经麻醉、固定、腹部去毛后分别贴上美洛昔
康贴剂（背垫层上贴ＰＰ膜）和驻极体美洛昔康贴剂。
给药后分别于１、２、４ｈ取１个取样组大鼠除去贴剂，
眼眶静脉取血于肝素化试管，１５００×ｇ离心１０ｍｉｎ取
上清血浆０．５ｍｌ；擦净皮肤，取给药部位皮肤０．５ｇ，剪
碎后加入０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ 溶液５ｍｌ，浸泡过夜，

１５００×ｇ离心１０ｍｉｎ取上清０．５ｍｌ。血浆与皮肤浸
出液按前述样品制备方法处理用于ＨＰＬＣ分析。

１．５　ＮａＦＩ在皮肤中的定位及变化　ＳＤ大鼠麻醉
后腹部去毛，以腹中线分为左右对称两部分，每部分
再划分出２ｃｍ×２ｃｍ条带实验区域各２个并涂以

０．１２５％ＮａＦＩ（荧光探针）溶液０．３ｍｌ，轻轻涂抹使其
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分布均匀。待干后，大鼠腹部左侧从头至尾的２个
条带分别敷以多孔ＰＴＦＥ驻极体和非注极的多孔

ＰＴＦＥ薄膜作为驻极体贴剂的实验组和对照组。大
鼠腹部右侧实验方法同左侧。经过０．５ｈ、２ｈ、３ｈ、６
ｈ后迅速剪取实验区皮肤，ＰＢＳ冲净表面残留药物，
经固定、脱水、石蜡包埋处理，切片做激光扫描共聚
焦显微（ＬＳＣＭ）观察。

２　结　果

２．１　驻极体的电位变化　图１中可见，多孔ＰＴＦＥ
和ＰＰ驻极体常温下存放４ｈ表面电位保持初始值的

９９．５９％和８８．９７％，存放１４４ｈ分别仅衰减８．４５％和

２５．２２％，表明负极性多孔ＰＴＦＥ和ＰＰ驻极体具有优
异的电荷储存稳定性。驻极体美洛昔康贴剂的表面
电位归一化在数值上与ＰＰ驻极体基本一致，呈指数
衰减，４ｈ内表面电位能保持其初始电位的９４．３０％，
存放１４４ｈ依旧保持７７．３０％。

图１　常温常湿条件下驻极体的表面电位衰减曲线

Ｆｉｇ１　Ｐｏｔｅｎｔｉａｌｄｅｃａｙｏｎｎｅｇａｔｉｖｅｅｌｅｃｔｒｅｔｓｕｒｆａｃｅａｔ

ｎｏｒｍａｌｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｎｄｎｏｒｍａｌｈｕｍｉｄｉｔｙ

２．２　给药面皮肤浸出液中美洛昔康的浓度

２．２．１　专属性　在本实验色谱条件下，美洛昔康的
保留时间在３．４ｍｉｎ左右，药峰峰形对称，空白血浆
和空白皮肤浸出液对其均无干扰。

２．２．２　标准曲线　美洛昔康的皮肤浸出液浓度为

０．２５～１０μｇ／ｍｌ，血药浓度为０．０５～１０μｇ／ｍｌ，与样
品峰面积均呈良好相关性，回归方程分别为：Ｃ１＝
０．０１１９２Ａ１－０．０１０４８，ｒ＝０．９９９９４，Ｐ＜０．０００１；

Ｃ２＝０．０１４４４Ａ２＋０．０１０７２，ｒ＝０．９９９８６，Ｐ＜０．０００１。

　　ＨＰＬＣ方法测皮肤浸出液中美洛昔康浓度具有
较好的提取回收率 （８３．８７％ ～９７．５９％），日内

ＲＳＤ＜８％，日间ＲＳＤ＜６％；血药浓度检测方法提取
回收率为７４．６９％～８２．３８％，日内ＲＳＤ＜４％，日间

ＲＳＤ＜１２％。

２．２．３　药时曲线　用上述 ＨＰＬＣ方法测量经皮给
药４ｈ内ＳＤ大鼠给药面皮肤浸出液中美洛昔康的药
时曲线见图２Ａ，血药浓度时间数据见图２Ｂ。

　　结果显示：经皮给药４ｈ内，驻极体美洛昔康贴

剂组皮肤浸出液中美洛昔康的浓度要高于美洛昔康

贴剂组，血药浓度也表现出类似的变化。此外，在研
究时间范围内，两组美洛昔康浓度的变化都呈上升趋
势，无论是美洛昔康在皮肤浸出液的浓度还是血药浓
度都表现出负极性驻极体对其经皮促渗的作用。

图２　给药面皮肤浸出液（Ａ）和

血浆（Ｂ）中美洛昔康的平均药时曲线

Ｆｉｇ２　Ｍｅａｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｉｍｅｃｕｒｖｅｓｏｆｍｅｌｏｘｉｃａｍ

ｉｎｓｋｉｎｅｘｔｒａｃｔｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ａ）ａｎｄｐｌａｓｍａ（Ｂ）ｏｆｒａｔｓ
ｎ＝４，珚ｘ±ｓ

２．３　ＮａＦＩ在皮肤中的荧光强度变化　为了进一步
研究驻极体促进小分子物质经皮渗透的途径及机

制，我们以ＮａＦＩ为探针替代美洛昔康，通过共聚焦
显微镜的定性和定量分析不同时间 ＮａＦＩ的分布及
强度。在共聚焦图像中荧光的位置可以直观地反映
荧光探针的分布，荧光强度代表 ＮａＦＩ的含量，其强
弱可用荧光强度值（０～２５５）来表示以实现定量化。
图３Ａ为多孔ＰＴＦＥ薄膜组ＮａＦＩ透皮２ｈ的典型皮
肤激光扫描共聚焦图像，图３Ｂ是－５００Ｖ驻极体实
验组的结果。角质层和毛囊孔的荧光强度经归一化
处理后其时间变化曲线分别如图４Ａ和图４Ｂ所示。

图３　ＮａＦＩ透皮２ｈ的典型皮肤

激光扫描共聚焦显微图像

Ｆｉｇ３　ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅＬＳＣＭｉｍａｇｅｓｏｆ

ＮａＦＩａｆｔｅｒ２ｈｔｒａｎｓｄｅｒｍａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ
Ａ：ＳｋｉｎｔｒｅａｔｅｄｂｙｐｏｒｏｕｓＰＴＦＥ （２ｈ）；Ｂ：Ｓｋｉｎｔｒｅａｔｅｄｂｙｐｏｒｏｕｓ

ＰＴＦＥｅｌｅｃｔｒｅｔ（２ｈ）

　　结果显示：在２ｈ时实验组鼠皮角质层的荧光强
度（图３Ｂ）要比相同部位的对照组（图３Ａ）强，在６ｈ
内角质层中的荧光强度值也一直高于对照组（图

４Ａ）。在鼠皮毛囊孔处也得到了相似的结果（图３Ａ、
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３Ｂ、４Ｂ）。与用 ＨＰＬＣ法检测皮肤中美洛昔康浓度
的实验结果趋势上基本一致，进一步证实负极性驻
极体的经皮促渗作用。图３Ａ、３Ｂ上进一步可见

ＮａＦＩ主要集中在鼠皮角质层和毛囊孔处，提示驻极
体药物促渗的途径主要是角质层和毛囊孔。另外实
验组ＮａＦＩ的透皮深度都比对照组深，而且实验组
（图３Ｂ）角质层疏松，增厚，毛囊孔外径拓宽，推测是
驻极体引起角质层细胞间结构疏松，细胞间隙增大，
从而促进药物的渗透。

图４　荧光强度变化曲线

Ｆｉｇ４　Ｐｒｏｆｉｌｅｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
Ａ：Ｓｔｒａｔｕｍｃｏｒｅｕｍ；Ｂ：Ｈａｉｒｆｏｌｌｉｃｌｅ

３　讨　论

　　ＰＰ膜突出的疏水性使得利用电晕充电沉积在
样品表面和近表面的电荷层即使在相对湿度差异较

大的环境中也能维持几乎完全相同的电荷稳定

性［１２］。因此，负极性ＰＰ驻极体可以用于驻极体透
皮贴剂的制备并作为药物经皮吸收的促渗源。

　　美洛昔康为烯醇酸 ＮＳＡＩＤｓ，在水中的溶解度
很低，且具有ｐＨ 依赖性，在 ｐＨ＝４．０时最低，随

ｐＨ 的升高而升高。本实验先用 ０．１ ｍｏｌ／Ｌ 的

ＮａＯＨ配置较高浓度的美洛昔康标准品溶液，再用
空白血浆或皮肤浸出液稀释至所需浓度，以排除内
源性物质对分析的影响［１１］。本实验建立的美洛昔康
皮肤浸出液和血药浓度的 ＨＰＬＣ测定法，无内源性
杂质的干扰，精密度、提取回收率完全满足生物样品
的分析要求［１１］。

　　在经皮给药４ｈ内，驻极体贴剂组美洛昔康无
论是皮肤局部滞留量（皮肤浸出液浓度）还是透皮量
（血药浓度）都较对照组多，显示出负极性驻极体对
美洛昔康透皮的良好促渗作用，但实验中使用的样
本量相对较少（ｎ＝４），动物的个体差异又很大，加上
美洛昔康在体内的代谢使得对照组和实验组在各时

间点上的差别不明显（Ｐ＞０．０５）。共聚焦显微镜的
定性和定量分析结果显示：与对照组相比，负极性驻
极体可改变鼠皮显微结构促进ＮａＦＩ经皮吸收，促渗
主要途径为角质层和毛囊孔。多孔ＰＴＦＥ驻极体注

极面直接接触皮肤，没有驻极体贴剂中离子型基质、
离子型药物以及贴剂厚度对电位的影响和贴剂覆盖

导致的皮肤水化对电位的屏蔽作用，而且多孔ＰＴ
ＦＥ驻极体储电层在常温下电荷自然衰减速度比ＰＰ
驻极体慢，考虑作用于鼠皮上的电位等效性，实验选
用多孔ＰＴＦＥ的注极电压要比ＰＰ电压低。

　　驻极体具有良好的电荷储存能力，能够提供稳
定的静电场作用于皮肤及制剂药物，改变皮肤的结
构［５］，促进美洛昔康的经皮吸收。本实验为驻极体
美洛昔康贴剂透皮的体内研究提供了初步依据及方

法学上的参考。
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