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　　［摘要］　目的　考察微针对熊果苷皮肤给药的促渗作用，并与化学促渗剂氮酮进行比较。方法　采用深反应离子刻蚀
技术制备星形硅微针。制备熊果苷水凝胶剂，采用Ｆｒａｎｚ扩散池法，将人体腹部皮肤置于扩散池间，分３组：微针实验组供给室

加入熊果苷水凝胶，皮肤采用微针作用；氮酮对照组供给室分别加入含有１％、３％、５％氮酮的熊果苷水凝胶，皮肤无微针作用；

空白对照组供给室加入无氮酮熊果苷水凝胶，皮肤无微针作用。分别在１、３、６、１２、２４、３６、４８ｈ等时间点取样，以 ＨＰＬＣ法测

定接收池、皮肤表皮层和真皮层中的熊果苷含量，液相条件：Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相为甲醇１×１０
－３ｍｏｌ／ｍｌ

盐酸（５９５）；柱温２５℃；流速１ｍｌ／ｍｉｎ；检测波长２８２ｎｍ。求算熊果苷的累积透过量（Ｑｒ）、稳态透皮速率（Ｊｓ）及皮肤累积滞

留量（Ｑｓ）。结果　星形硅微针可以刺穿人体皮肤角质层。ＨＰＬＣ标准曲线方程Ｃ＝０．０００２Ａ－０．１８２９（ｒ＝０．９９９９），线性
范围０．４～５０μｇ／ｍｌ、日内精密度和日间精密度分别为２．４％和２．７４％，回收率均大于９０％。微针作用组的熊果苷累计透过

量、稳态透皮速率和表皮累计滞留量均高于５％氮酮组（Ｐ＜０．０１）。结论　 微针作用皮肤后可显著增加熊果苷皮肤渗透量。

　　［关键词］　微针；熊果苷；氮酮；皮肤投药
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　　熊果苷（ａｒｂｕｔｉｎ）是源于绿色植物的天然活性物
质，能够有效抑制皮肤黑素细胞中的酪氨酸酶的活
性，阻断黑色素的形成，从而减少皮肤色素沉积，祛
除色斑和雀斑，而且对黑素细胞毒性低，是目前常用
的安全、有效的美白祛斑剂之一［１２］。但由于皮肤角
质层屏障作用及熊果苷强亲水性（ｌｏｇＰ值，－１．４９），
其皮肤渗透量低［３］，美白效果差，需要采用一定的促
渗方法增加熊果苷的皮肤渗透量。目前美白制剂中
多采用添加化学促渗剂的方法促进药物的经皮渗

透，物理促渗的方法使用较少。微针透皮给药技术
是在微电子机械系统加工技术与经皮促渗技术研究

日益成熟的条件下发展起来的一种新型给药方式。
微针阵列具有尺度小、强度高、可精确控制刺入位置
与深度、无痛穿刺等优势［４］，可用于化学药物、蛋白、疫
苗等的经皮给药［５６］，具有极大的发展前景。氮酮
（ａｚｏｎｅ）是目前常用的化学促渗剂之一，对熊果苷具有
很好的促透作用，因此本研究以氮酮作为对照促渗
剂，与微针对熊果苷的促透作用进行比较。

　　作用于皮肤局部的药物不同于通过皮肤吸收而
作用于全身系统的药物，其作用部位是皮层，因此给
药后应采用皮肤累计滞留量作为促渗效果的评价指

标。熊果苷作用的黑素细胞位于皮肤中的表皮基底
层，熊果苷滞留于表皮层的量越多，其效果越好，因
此本研究采用表皮层中熊果苷累计滞留量作为促渗

效果的主要评价指标。

１　仪器和材料

　　ＸＤＹ１荧光显微镜（日本，Ｏｌｙｍｐｕｓ）；ＶＥＪＡ５１３６
型扫描电镜（捷克，Ｔｅｓｃａｎ）；ＴＫ１２Ｄ型透皮扩散试验
仪（上海锴凯科技贸易公司）；Ｈｉｔａｃｈｉ高效液相色谱仪
（日本，Ｈｉｔａｃｈｉ）；ＳａｒｔｏｒｉｕｓＢＳ１１０Ｓ型电子天平（北京赛
多利斯天平有限公司）；熊果苷（北京贝丽莱斯生物化
学有限公司）；甲醇（ＴＥＤＩＡ公司）；ＮＰ７００（美国国际
特品公司）；甘油（国药集团化学试剂有限公司）；氮酮
（北京耐确生化研究所）。

２　方　法

２．１　熊果苷的方法学考察

２．１．１　色谱条件　色谱柱为迪马Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×
４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：甲醇１×１０

－３ｍｏｌ／ｍｌ盐
酸（５９５）；柱温２５℃；流速１ｍｌ／ｍｉｎ；检测波长２８２
ｎｍ；进样量２０μｌ。

２．１．２　标准曲线制备　精密称取１０ｍｇ熊果苷置１０
ｍｌ容量瓶中，加水超声溶解并定容作为储备液。加水
稀释成浓度为０．４、１、１０、２５、５０μｇ／ｍｌ的系列标准品
溶液。分别取熊果苷标准溶液２０μｌ进样分析，每一

浓度重复测定３次，取峰面积平均值。以熊果苷浓度

Ｃ对峰面积Ａ的平均值进行线性回归，得到回归方
程。

２．１．３　精密度考察　分别取２０μｌ高、中、低浓度
（０．４、１０、５０μｇ／ｍｌ）的熊果苷标准品溶液，同１ｄ内
重复测定３次，统计各浓度测定数据的相对标准偏
差（ＲＳＤ），即为日内精密度。分别取２０μｌ高、中、低
浓度的熊果苷标准品溶液，在不同天内重复测定，连
续测定３ｄ，统计各浓度测定数据的ＲＳＤ，即为日间
精密度。

２．１．４　提取回收率　将空白皮肤采用热板分离法
分离表皮层和真皮层后，剪碎，加入１ｍｌ高、中、低
浓度的熊果苷标准品溶液，匀浆，超声提取２０ｍｉｎ
后，高速离心（１１０００×ｇ，２０ｍｉｎ），上清液用０．４５

μｍ孔径的滤膜滤过，ＨＰＬＣ法测定含量。

２．１．５　样品测定　将接收液、表皮层和真皮层样品
按照上述方法测定熊果苷的含量。以空白皮肤按上
述方法制备样品后行 ＨＰＬＣ测定，作为空白对照。

２．２　熊果苷水凝胶制备　将１ｇＮＰ７００分散于５ｇ
甘油中，搅拌２０ｍｉｎ，将含药水溶液（熊果苷和适量
的氮酮溶于９ｍｌ水中）加入上述分散相中，搅拌２０
ｍｉｎ，混合均匀后，置于高速冷冻离心机中离心
（２８００×ｇ，１０ｍｉｎ）去除气泡，４℃冷藏备用。分别
制备４种氮酮含量的水凝胶：无氮酮、１％、３％、５％，
水凝胶中熊果苷含量均为５％。

２．３　皮肤的预处理　皮肤来源于女性腹部抽脂整
形手术后的多余皮肤。将新鲜皮肤浸润在生理盐水
中，用手术刀去除真皮层下多余的残存脂肪，然后将
皮肤平铺在纱布上，锡箔纸包裹，－２０℃保存，２周内
使用［７］。

２．４　微针的制备及评价　采用深反应离子刻蚀技
术［８］，硅表面清洗氧化后甩涂光刻胶６１１２Ｄ，紫外曝
光后显影出需刻蚀部分，在ＢＯＥ腐蚀液中去除暴露
的二氧化硅层，进而暴露出需要刻蚀掉的硅，利用丙
酮溶解硅片表面的光刻胶后，放入ＳＴＳＩＣＰ进行深
反应离子刻蚀ＤＲＩＥ，刻蚀深度约２５０μｍ，形成五角
星形状微针，微针长度为２００μｍ。扫描电镜图下观
察微针的结构。将星形硅微针阵列穿刺人体腹部皮
肤后（１５Ｎ，２ｍｉｎ），立刻用亚甲基蓝染色，显微镜下
观察皮肤形态。

２．５　实验分组　微针实验组：皮肤角质层向上置
于平板上，微针作用（１５Ｎ，２ｍｉｎ），给药为无氮酮熊
果苷水凝胶；氮酮对照组：皮肤无微针作用，含１％、

３％、５％ 氮酮的熊果苷水凝胶；空白对照组：皮肤无
微针作用，无氮酮熊果苷水凝胶。

２．６　体外经皮渗透实验　采用Ｆｒａｎｚ扩散池（Ｓ＝０．５
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ｃｍ２，Ｖ＝５ｍｌ），将皮肤固定于水平扩散池接口处，使
角质层面向供给室。供给室内用注射器注入０．３ｇ熊
果苷水凝胶，使其平铺于皮肤上，供给室用封口膜密
封，避免水分流失。接收室内注入４．７ｍｌＰＢＳ（０．１
ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４）。开动恒温水浴循环［（３７±１）℃］和
磁力加热搅拌器（３００转／ｍｉｎ）开始计时，分别在１、３、

６、１２、２４、３６、４８ｈ取点，拆除扩散池装置，取适量接收
液，过滤，进行 ＨＰＬＣ测定。计算熊果苷累积透过量

Ｑｒ（μｇ／ｃｍ
－２）、稳态渗透速率常数Ｊｓ（μｇ／［ｃｍ

－２·

ｈ］）。单位面积透皮累积渗透量Ｑｒ按下式计算：Ｑｒ＝
ＣｎＶ／Ａ，式中Ｖ为扩散池体积，Ｃｎ为第ｎ次取样时接收
液的浓度。以扩散平衡后的Ｑｒ对渗透时间ｔ进行线性
回归，所得直线斜率为药物的渗透速率Ｊｓ（μｇ／［ｃｍ

－２·

ｈ）］，即单位时间内药物透过单位面积的渗透量。

２．７　皮肤滞留量的测定

２．７．１　表皮层和真皮层的分离方法　拆除扩散池
装置后，用棉签蘸取ｐＨ７．４的ＰＢＳ，擦净皮肤表面
残留药物制剂，剪取给药部位皮肤，采用热板分离法
分离表皮层和真皮层：将皮肤放置在浸于５０℃恒温
水中的干燥玻璃板上，５ｍｉｎ后将皮肤取出，用镊子
沿皮肤边缘刮下表皮层，从而实现表皮层和真皮层

的分离［７］。

２．７．２　皮肤滞留量的测定［３］　将分离的表皮层和
真皮层分别置于不同的离心管中，剪碎，加入１ｍｌ
ｐＨ７．４的 ＰＢＳ，超声提取３０ｍｉｎ后，高速离心
（１１０００×ｇ，２０ｍｉｎ），上清液用０．４５μｍ孔径的滤
膜滤过，ＨＰＬＣ法测定含量。

３　结　果

３．１　熊果苷方法学实验

３．１．１　标准曲线　按熊果苷浓度Ｃ与峰面积Ａ的平
均值进行线性回归，得回归方程：Ｃ＝０．０００２Ａ－
０．１８２９（ｒ＝０．９９９９），线性范围０．４～５０μｇ／ｍｌ。

３．１．２　精密度考察　经测定０．４、１０、５０μｇ／ｍｌ熊
果苷的峰面积，计算得日内精密度ＲＳＤ为２．４０％、
日间精密度ＲＳＤ为２．７４％，均＜３％，符合样品测定
要求。

３．１．３　提取回收率　经测定０．４、１０、５０μｇ／ｍｌ熊
果苷的提取回收率分别为９４．２％、９５．６％和９４．８％，
符合样品测定要求。

３．１．４　色谱图　由图１可知，样品中熊果苷峰分离
较好，且空白皮肤对熊果苷含量测定没有影响。

图１　熊果苷ＨＰＬＣ图谱

Ｆｉｇ１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆａｒｂｕｔｉｎ
Ａ：Ａｒｂｕｔｉｎ；Ｂ：Ｂｌａｎｋｓｋｉｎ；Ｃ：Ａｒｂｕｔｉｎｉｎｔｈｅｓｋｉｎ；Ｄ：Ａｒｂｕｔｉｎｉｎｔｈｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓｏｌｕｔｉｏｎ．１：Ａｒｂｕｔｉｎ

３．２　微针制备及剪切力评价结果　从图２中可以看
出，０．５ｃｍ×０．５ｃｍ面积上制成１０×１０微针阵列，微
针长度为２００μｍ，可以成功地穿刺人体皮肤，没有折
断现象，在皮肤上可制造出微米级的孔洞。

３．３　熊果苷体外经皮实验

３．３．１　体外经皮渗透　由表１可知，与空白对照组
相比，使用化学促渗剂氮酮后，熊果苷的体外经皮透
过量及经皮渗透速率（Ｊｓ）显著增加，其中５％氮酮
对熊果苷的促渗效果最好（Ｐ＜０．０１）。与空白对照
组相比，经微针作用后，熊果苷的体外经皮透过量及
经皮渗透速率增加（Ｐ＜０．０１）；且与５％氮酮组相
比，微针对熊果苷的促渗作用更强（Ｐ＜０．０１）。４８ｈ

后，与空白对照组相比，使用５％氮酮后，表皮层中
熊果苷的累积滞留量（ＥＱｓ）增加（Ｐ＜０．０１）；与５％
氮酮组相比，经微针作用后，熊果苷的表皮累积滞留
量增加（Ｐ＜０．０１）。

３．３．２　熊果苷体外经皮给药后的皮层分布　由图

３可知，在１２ｈ内，空白对照组真皮层中没有检测到
熊果苷，１２ｈ后熊果苷进入皮肤真皮层的量逐渐增
加。在５％氮酮组中熊果苷表皮层含量和真皮层接
近。在３ｈ内，在微针实验组表皮层含量大于真皮
层，３ｈ后渗透进入真皮层中的熊果苷量增加，大于
表皮层中的滞留量。
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图２　星形硅微针扫描电镜图及皮肤显微镜图

Ｆｉｇ２　Ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（ＳＥＭ）ｉｍａｇｅｓｏｆｓｔａｒｓｉｌｉｃｏｎｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｓａｎｄ

ｍｉｃｒｏｐｈｏｔｏｇｒａｇｈｓｏｆｐｉｅｃｅｄｈｕｍａｎｓｋｉｎｗｉｔｈｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｓ
Ａ，Ｂ：ＳＥＭｉｍａｇｅｓｏｆｓｔａｒｓｉｌｉｃｏｎｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｓ．Ｃ：Ｍｉｃｒｏｐｈｏｔｏｇｒａｇｈｏｆｔｈｅｅｐｉｄｅｒｍｉｓｓｅｐａｒａｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｐｉｅｃｅｄｓｋｉｎｓｔａｉｎｅｄｂｙｍｅｔｈｙｌｅｎｅｂｌｕｅ

表１　熊果苷皮肤透过参数

Ｔａｂ１　Ｐｅｒｍｅａｔｉｏｎｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆａｒｂｕｔｉｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
（ｎ＝５，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｑｒ／（μｇ·ｃｍ－２）
Ｊｓ／（μｇ·
ｃｍ－２·ｈ－１）

ＥＱｓ／（μｇ·
ｃｍ－２）

Ｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｓ５４．３１±５．０８▲▲１．１６±０．１３▲▲５．８６±１．３５▲▲

１％ａｚｏｎｅ ４．２１±１．０６ ０．０９±０．０２ １．０８±０．７１
３％ａｚｏｎｅ １０．０４±１．２８ ０．２２±０．０３ １．３９±０．４５

５％ａｚｏｎｅ １１．３２±２．０７ ０．２５±０．０３ １．４３±０．３２

Ｃｏｎｔｒｏｌ ２．８５±０．５３ ０．０６±０．０１ ０．９５±０．０７

　Ｑｒ：Ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｐｅｎｅｔｒａｔｉｏｎａｍｏｕｎｔ；Ｊｓ：Ｓｔｅａｄｙｓｔａｔｅｆｌｕｘ；

ＥＱｓ：Ｅｐｉｄｅｒｍａｌａｃｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｍｏｕｎｔ． Ｐ ＜０．０５，
Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；▲▲Ｐ＜０．０１ｖｓ５％ａｚｏｎｅｇｒｏｕｐ

图３　熊果苷的皮层分布

Ｆｉｇ３　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆａｒｂｕｔｉｎｉｎｔｈｅｓｋｉｎｌａｙｅｒｓ
ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

４　讨　论

　　药物经皮给药的主要屏障是角质层，各种化学

促渗剂的主要作用部位是角质层，通过改变角质层

的双分子层排列，促进药物的渗透。微针主要通过

穿透皮肤角质层，在皮肤表皮层造成微米级孔洞，与

传统化学促渗剂氮酮相比，药物更易穿透角质层进

入表皮层，从而提高药物的经皮渗透速率和经皮滞

留量。同时皮肤角质层也是药物在皮肤中的“储

库”，由于储库的存在，药物进入皮肤和接收液后达

到平衡阶段存在“时滞”效应，由于微针穿透角质层，

在表皮层制造了微孔，因此药物可以迅速穿过角质

层，进入表皮层和真皮层。熊果苷经微针给药后在

皮肤内滞留量的增加可以增强其作用于表皮层中黑

素细胞的药效；同时熊果苷经皮渗透量也明显增加，

在后续实验中可以结合其他载体载药以降低进入体

循环的药物量，如：脂质体或纳米粒。
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