
书书书

第二军医大学学报　２０１０年１２月第３１卷第１２期　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｄｅｃ．２０１０，Ｖｏｌ．３１，Ｎｏ．１２

·１３４１　 ·

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１０．０１３４１ ·论　著·
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　　［摘要］　目的　考察微针阵列对纳米粒经皮给药的促渗作用，以及纳米粒在接收液和皮肤中的分布。方法　采用双荧
光探针指示纳米粒的经皮过程，采用Ｆｒａｎｚ扩散池法，将裸鼠皮肤置于扩散池间，微针组供给室加入纳米粒混悬液，皮肤采用

微针阵列作用；对照组皮肤无微针作用。采用共聚焦显微镜观察纳米粒在皮肤内的渗透过程，采用 ＨＰＬＣ法测定纳米粒的分

布。结果　共聚焦显微镜观察显示纳米粒经由微针作用皮肤后产生的微孔渗透进入皮肤。４８ｈ后测定显示没有纳米粒进入
接收液，皮肤中纳米粒的滞留量如下：微针组表皮１２５．９９μｇ／ｃｍ

２，真皮５５．３１μｇ／ｃｍ
２，皮肤中总量１８１．３０μｇ／ｃｍ

２；对照组表

皮４２．１５μｇ／ｃｍ
２，真皮３２．７６μｇ／ｃｍ

２，皮肤中总量７４．９１μｇ／ｃｍ
２。微针可以增加纳米粒在皮肤内的滞留量（Ｐ＜０．０１），并且纳

米粒在表皮层中的滞留量大于真皮层（Ｐ＜０．０１）。结论　微针作用于皮肤后可显著增加纳米粒的皮肤内递送量，纳米粒沉积
在皮肤中缓慢释放药物，有利于局部皮肤给药。
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１２５．９９μｇ／ｃｍ
２ｉｎｔｈｅｅｐｉｄｅｒｍｉｓａｎｄ５５．３１μｇ／ｃｍ

２ｉｎｔｈｅｄｅｒｍｉｓ，ｗｉｔｈｔｈｅｔｏｔａｌａｍｏｕｎｔｉｎｔｈｅｓｋｉｎｂｅｉｎｇ１８１．３０μｇ／ｃｍ
２；ｉｎｔｈｅ

ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅａｍｏｕｎｔｗａｓ４２．１５μｇ／ｃｍ
２ｉｎｔｈｅｅｐｉｄｅｒｍｉｓａｎｄ３２．７６μｇ／ｃｍ

２ｉｎｔｈｅｄｅｒｍｉｓ，ｗｉｔｈｔｈｅｔｏｔａｌ

ａｍｏｕｎｔｉｎｔｈｅｓｋｉｎｂｅｉｎｇ７４．９１μｇ／ｃｍ
２．Ｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｅｎｔｅｒｉｎｇｔｈｅ

ｓｋｉｎ（Ｐ＜０．０１），ａｎｄｔｈｅａｍｏｕｎｔｉｎｔｈｅｅｐｉｄｅｒｍｉｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｍｏｒｅｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｄｅｒｍｉｓ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｏｕｒ

ｒｅｓｕｌｔｓｓｕｇｇｅｓｔｔｈａｔｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｓｃａｎｅｎｈａｎｃｅｔｈｅｉｎｔｒａｄｅｒｍａｌＰＬＧＡｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｄｅｌｉｖｅｒｙ，ａｎｄｔｈｅｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓｄｅｐｏｓｉｔｉｎｔｈｅ

ｓｋｉｎｔｏａｃｈｉｅｖｅｓｕｓｔａｉｎａｂｌｅｄｒｕｇｒｅｌｅａｓｅ，ｗｈｉｃｈｉｓｂｅｎｅｆｉｃｉａｌｆｏｒｔｏｐｉｃａｌｄｒｕｇａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ．
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１０，３１（１２）：１３４１１３４５］

　　纳米粒给药系统具有缓控释的特性，在口服和 非胃肠道给药中得到了广泛的开发和利用。这一特
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性也可以应用于经皮给药，为皮肤持续提供药物，保
持皮肤内一定的药物浓度。另外，经皮给药的药物
可能具有一定的刺激性，制备纳米粒后可以降低药
物的皮肤刺激性。例如：过氧化苯酰［１］、维甲酸及其
衍生物［２３］。因此，纳米粒经皮给药是目前经皮给药
的研究方向之一［４５］。经实验证明，虽然纳米粒经皮
给药可以增加药物透过量，但纳米粒不能穿过角质
层进入皮肤［６７］，只有少量的纳米粒可以通过毛囊进
入皮肤［８９］，药物透过量的增加是由于纳米粒在皮肤
外持续的药物释放增加了药物浓度引起的［５，１０］。因
此，必须采用一定的方法克服角质层屏障，促进纳米
粒的经皮渗透。

　　微针阵列技术属于物理促透方法之一，微针可
以穿透角质层屏障在表皮层制造出微孔，但不触及
真皮层中的血管和神经，因此可以应用于促进药物
的经皮传递。目前主要用于化学药物、生物大分子
和基因药物的经皮给药［１１１３］。研究证实微针也可以
促进微粒或纳米粒［９，１４］、脂质体［１５］的经皮递送。本
文主要进行微针阵列对纳米粒经皮给药的促透作用

研究。

１　材料和方法

１．１　仪器和材料　超声破碎仪（新芝科学仪器有限

公司，宁波），ＦＤ５３Ｐ冷冻干燥机（ＳＩＭ 公司，美国），

ＴＧＬ２０Ｍ高速冷冻离心机（湖南凯达科学仪器有限

公司，长沙）；Ｚｅｔａｓｉｚｅｒ３０００ＨＳ 激光粒度分析仪

（Ｍａｌｖｅｒｎ公司，英国），２０１０透射电子显微镜（ＪＥＯＬ
公司，日本），聚乳酸羟基乙酸共聚物（ＰＬＧＡ，５０

５０，Ｍｗ＝１５０００，岱罡生物技术有限公司，济南），聚

乙烯醇（ＰＶＡ，１７８８，Ｍｗ＝２２０００，晶纯化学试剂有

限公司，上海），碳化二亚胺（ＥＤＣ）和Ｎ羟基琥珀酰

亚胺（ＮＨＳ，Ｓｉｇｍａ公司，美国），甲醇为色谱纯，其他

试剂均为分析纯。

１．２　双荧光纳米粒的制备和表征

１．２．１　双荧光纳米粒的制备［１６］　首先采用 Ｗ／Ｏ／

Ｗ 乳化溶剂挥发法制备香豆素６荧光纳米粒，将

１００μｌ水作为内水相。１０ｍｇＰＬＧＡ加至１ｍｌ的含

有１００μｇ／ｍｌ的二氯甲烷中，充分溶解后加入内水

相，冰浴超声乳化６０ｓ（２００Ｗ），再加入４ｍｌ３％
（Ｗ／Ｖ）的ＰＶＡ溶液中，冰浴超声６０ｓ（１００Ｗ），将

上述复乳转移至５０ｍｌ０．１％的ＰＶＡ溶液中，室温

条件下搅拌４ｈ（６００转／ｍｉｎ）至二氯甲烷蒸发完全，

形成ＰＬＧＡ载药纳米粒的胶体溶液。纳米粒溶液于

４℃，１７６００×ｇ离心３０ｍｉｎ，弃去上清液，沉淀用蒸

馏水洗３次，加３％蔗糖水溶液冷冻干燥。然后，将

冷冻干燥后的香豆素６荧光纳米粒加ｐＨ５．７的磷

酸盐缓冲液重悬，浓度为１０ｍｇ／ｍｌ，加入１０μｌＥＤＣ
（１５０ｍｇ／ｍｌ）和１０μｌＮＨＳ（５０ｍｇ／ｍｌ），室温下孵育

１ｈ，１７６００×ｇ离心３０ｍｉｎ，弃去上清液，沉淀用蒸

馏水洗３次，加ｐＨ７．４的磷酸盐缓冲液重悬，共聚

焦显微镜下观察。

１．２．２　形态、粒径和Ｚｅｔａ电位的测定　取适量纳

米粒去离子水重悬液滴于碳膜铜网上，晾干后，置于

透射电镜下观察其形态。取纳米粒子去离子水重悬

液适量（１ｍｇ／ｍｌ），用激光粒度仪测定纳米粒的粒径

分布和Ｚｅｔａ电位。

１．２．３　药物含量测定　色谱条件：色谱柱 Ｄｉｋｍａ

ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（５μｍ，２００ｍｍ×４．６ｍｍ），检测器：

ＳＨＩＭＡＤＺＵ ＲＦ１０ＡＸＬ 荧 光 检 测 器，流 动 相：

甲醇水＝９５５，流速：１．０ｍｌ／ｍｉｎ，检测波长：Ｅｘ

４６５ｎｍ，Ｅｍ５０２ｎｍ。精密称取一定量的香豆素６，

加入甲醇溶解成浓度为０．１、０．５、１．０、４．０、１０ｎｇ／ｍｌ
的系列标准溶液。分别取香豆素６标准溶液２０μｌ
进样分析，每一浓度测定３次，取峰面积平均值。以

香豆素６浓度Ｃ对峰面积Ａ 的平均值进行线性回

归，得到回归方程。对方法进行回收率和日内、日间

精密度考察。

１．２．４　包封率和载药量的测定　取适量的纳米粒

加５００μｌ去离子水重悬后，加入２．５ｍｌ乙腈，超声

溶解后，滤过，测定香豆素６的含量，计算包封率和

载药量。包封率（％ ）＝ （纳米球中香豆素６的载

药量／制备时纳米球中香豆素６的理论载药量）×

１００％；载药量（％ ）＝ （纳米球中香豆素６的载药

量／纳米球的量）×１００％。

１．２．５　双荧光标记的验证　将双荧光纳米粒加去离

子水重悬后，滴于载玻片上，于荧光显微镜下观察。

１．２．６　纳米粒的体外释放　将一定量纳米粒冻干

粉加入５０．０ｍｌ１０．０ｍｍｏｌ／ＬｐＨ７．４磷酸盐缓冲

液（含０．０２％叠氮钠作抑菌剂，０．０２％ Ｆ６８作为润

湿剂）中重悬，放入具塞试管中，置于恒温水浴摇床

中，在１００转／ｍｉｎ振荡速度，（３７±０．５）℃温度条件

下进行体外释放度测定。分别于固定时间点取出１

ｍｌ，补充新鲜介质，取出的溶液１７６００×ｇ离心３０

ｍｉｎ，上清液滤过，测定香豆素６的含量。

１．３　纳米粒经皮给药　采用垂直扩散池，将裸鼠新

鲜皮肤经微针作用后（作用力为８Ｎ，持续时间为２

ｍｉｎ），置于扩散池的结合部（有效面积０．５ｃｍ２），角
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质层面向供给池。将纳米粒加ｐＨ７．４的磷酸盐缓

冲液重悬（浓度为０．８ｍｇ／ｍｌ），取７００μｌ放入供给

池中，接收池中注入超声除气并预热至３２℃的ｐＨ

７．４的磷酸盐缓冲液，磁力搅拌子搅拌速度为３００
转／ｍｉｎ。在预定的时间点时，拆除扩散池装置，用棉

签吸取磷酸盐缓冲液将皮肤擦拭干净，置于载玻片

上，立刻于共聚焦显微镜下观察纳米粒在皮肤内的

分布。以垂直于皮肤角质层为ｚ轴，以皮肤角质层

为扫描的起始位置，沿ｚ轴进行皮肤逐层扫描，每间

隔４．７７μｍ扫描一次。分别以４８８ｎｍ和６３５ｎｍ为

香豆素６和藻红蛋白的激发波长。

　　吸取０．５ｍｌ接收液加入２．５ｍｌ乙腈，滤过，

ＨＰＬＣ法测定香豆素６的含量。将固定时间点时取

得的皮肤置于５０℃热板上，加热３ｍｉｎ，用镊子分离

皮肤的表皮层和真皮层，将表皮层和真皮层分别置

于离心管中，加入 ２ ｍｌ去离子水中，匀浆后，

１７６００×ｇ离心３０ｍｉｎ，取５００μｌ上清液加入２．５ｍｌ
乙腈，滤过，ＨＰＬＣ法测定香豆素６的含量。采用以

下公式计算纳米粒的总量：纳米粒的量＝ （香豆素６
的含量／载药量）×１００％，计算单位面积累计透过量

和单位面积累积滞留量，并分别以此为纵坐标、时间

为横坐标作图。

２　结果和讨论

２．１　药物含量测定　以Ａ 值为纵坐标，标准香豆

素６浓度Ｃ进行对数直线回归，得到回归方程：Ｃ＝

０．０００１Ａ＋０．０３９４，０．１～１０．０ｎｇ／ｍｌ，Ｒ＝０．９９９。

３个浓度 （０．１、５、１０ｎｇ／ｍｌ）的平均回收率为

９８．３４％，ＲＳＤ为０．８０％。取高、中、低３个浓度的

样品进行日内和日间精密度测定，日内 ＲＳＤ 为

２．３１％，日间ＲＳＤ为２．４９％（ｎ＝６）。

２．２　纳米粒子的形态与表征　纳米粒子的透射电

镜图见图１，可见纳米粒子呈圆形，大小较均匀。经

激光粒度分析仪测定，ｃｏｕｍａｒｉｎ６ＮＰ粒径平均为

（１６０．１±１．９７）ｎｍ，Ｚｅｔａ电位为（－３０．９±０．８５）

ｍＶ；ｃｏｕｍａｒｉｎ６ＮＰＰＥ粒径平均为（２１４．１±１．７３）

ｎｍ，Ｚｅｔａ电位为（－２２．４±０．７５）ｍＶ。

２．３　包封率和载药量的测定及体外释放实验　经测

定，纳米粒中香豆素６的包封率为（６１．４０±０．２２）％，

载药量为（０．６１±０．００）％。图２显示，４８ｈ时香豆素

６的体外释放低于０．５％，因此在经皮给药中测定的香

豆素主要是来源于纳米粒中包载的香豆素６，而不是

由于体外释放后进入皮肤内的香豆素６。

图１　纳米粒的透射电镜图

Ｆｉｇ１　ＴＥＭｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｅｓｏｆｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ
Ａ：Ｃｏｕｍａｒｉｎ６ＮＰ；Ｂ：Ｃｏｕｍａｒｉｎ６ＮＰＰＥ

图２　纳米粒中香豆素６的体外释放

Ｆｉｇ２　Ｉｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅｓｏｆｃｏｕｍａｒｉｎ６ｆｒｏｍｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

２．４　双荧光纳米粒的验证　图３Ａ中为黄绿色荧光

的香豆素６定位纳米粒，图３Ｂ为红色的藻红蛋白确

定藻红蛋白连接到纳米粒表面。双荧光纳米粒用于

经皮给药指示纳米粒的经皮渗透过程，当两种荧光

在皮肤中重叠时，证实纳米粒进入皮肤中，而不是纳

米粒在体外释放药物后，药物和ＰＬＧＡ降解材料被

递送进入皮肤。

２．５　纳米粒的经皮递送　由图４可见：香豆素６的

绿色荧光和纳米粒表面连接的藻红蛋白的红色荧光

在皮肤内相同部位重叠，说明纳米粒渗透进入皮肤；

纳米粒是通过微针制造的微孔进入皮肤，随着深度

的增加，纳米粒的量逐渐减少。图４Ｉ和Ｊ中显示空

白皮肤在４８８ｎｍ和６３５ｎｍ激发光下几乎没有自发

荧光，对纳米粒的观察无干扰。由图５可见：纳米粒

虽然不能穿透角质层屏障进入皮肤，但皮肤中的毛

囊可以作为纳米粒进入皮肤的通道。

２．６　纳米粒的分布

２．６．１　接收液中的纳米粒　经测定，４８ｈ后在接收

液中没有检测到纳米粒。由共聚焦显微镜观察可

知，毛囊可以作为纳米粒进入皮肤的通道，曾有研究

证实［１７］经毛囊递送纳米粒时，也未能在接收液中检
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测到纳米粒。综上可知，纳米粒不能穿透皮肤进入

接收液中。

２．６．２　皮肤中的纳米粒　由图６可见，随着时间的

延长，渗透进入皮肤中的纳米粒随之增加；在不同时

间点，微针作用后纳米粒在表皮层和真皮层中的滞

留量大于对照组（Ｐ＜０．０１）；纳米粒在表皮层的滞留

量大于在真皮层中的量（Ｐ＜０．０１）。

　　文献［１８］显示裸鼠皮肤中毛囊的密度为７５个／

ｃｍ２，人体皮肤中毛囊的密度为１１个／ｃｍ２，小于裸鼠

皮肤毛囊密度。由此可知，当纳米粒在人体皮肤经

皮给药时，经毛囊进入皮肤内的纳米粒将减少，微针

的使用尤为必要。

图３　纳米粒的荧光显微镜图

Ｆｉｇ３　Ｉｍａｇｅｓｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

ｂｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ
Ａ：Ｃｏｕｍａｒｉｎ６ＮＰ；Ｂ：Ｃｏｕｍａｒｉｎ６ＮＰＰＥ

图４　纳米粒给药１２ｈ后皮肤共聚焦显微镜图

Ｆｉｇ４　Ｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｉｍａｇｅｓｏｆｓｋｉｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｐｔｈｓｉｎｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｇｒｏｕｐ１２ｈ

ａｆｔｅｒａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｄｏｕｂｌｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｌａｂｅｌｅｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ
Ｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｃｏｕｍａｒｉｎ６ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｐｔｈｓｗａｓｓｈｏｗｎａｓ：（Ａ）０μｍ，（Ｂ）１４．３１μｍ，（Ｃ）２８．６２μｍ，ａｎｄ（Ｄ）４２．９３μｍ；ｔｈｅＲＰＥｄｉｓ

ｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｐｔｈｓｗａｓｓｈｏｗｎａｓ：（Ｅ）０μｍ，（Ｆ）１４．３１μｍ，（Ｇ）２８．６２μｍ，ａｎｄ（Ｈ）４２．９３μｍ．Ｔｈｅｙｅｌｌｏｗｃｉｒｃｌｅｓｗｅｒｅｍｉｃｒｏｃｏｎ

ｄｕｉｔｓｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｓａｎｄｔｈｅｗｈｉｔｅｃｉｒｃｌｅｓｗｅｒｅｔｈｅｈａｉｒｆｏｌｌｉｃｌｅｓｗｈｉｃｈｗｅｒｅｉｎａｍｅｓｓａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｐｒｅｓｓｅｄｂｙｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅａｒｒａｙｓ．（Ｉ）

ａｎｄ（Ｊ）ｓｈｏｗｅｄａｕｔｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｏｆｔｈｅｂｌａｎｋｈａｉｒｌｅｓｓｍｏｕｓｅｓｋｉｎｅｘｃｉｔｅｄａｔ４８８ａｎｄ６３５ｎｍ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图５　对照组共聚焦显微镜图

Ｆｉｇ５　Ｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｉｍａｇｅｓｏｆｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｄｅｌｉｖｅｒｙｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
１２ｈａｆｔｅｒａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｄｏｕｂｌｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｌａｂｅｌｅｄｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ

Ｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｃｏｕｍａｒｉｎ６ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｐｔｈｓｗａｓｓｈｏｗｎａｓ：（Ａ）０μｍ，（Ｂ）１４．３１μｍ，（Ｃ）２８．６２μｍ，ａｎｄ（Ｄ）４２．９３μｍ．Ｔｈｅｗｈｉｔｅｃｉｒ
ｃｌｅｓｗｅｒｅｔｈｅｈａｉｒｆｏｌｌｉｃｌｅｓｗｈｉｃｈｗｅｒｅｉｎａｍｅｓｓａｆｔｅｒｂｅｉｎｇｐｒｅｓｓｅｄｂｙｍｉｃｒｏｎｅｅｄｌｅｓａｒｒａｙｓ
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图６　表皮层和真皮层中纳米粒的滞留量

Ｆｉｇ６　Ａｍｏｕｎｔｏｆｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ（ＮＰｓ）

ｉｎｅｐｉｄｅｒｍｉｓａｎｄｄｅｒｍｉｓ
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

　　由以上可知：微针作用皮肤后可以增加纳米粒
的皮肤内滞留量，纳米粒在皮肤中缓慢释放药物，这
有利于增大局部皮肤中的药物浓度或降低药物刺激

性；纳米粒无法穿透皮肤进入接收液，可减少药物被
吸收进入体循环的量，增大局部皮肤中的药物浓度，
这有利于局部皮肤疾病的治疗。由于不同药物具有
不同经皮渗透速率，因此药物释放后在皮肤中的滞
留量及渗透进入体循环的量可能不同，在应用时需
要进行再次测定以确保达到治疗浓度。
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