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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 H PLC 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。48 h 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. 99 �g / cm2 , 真皮 55. 31 �g/ cm2 , 皮肤中总量 181. 30 �g/ cm2 ;对照组表

皮 42. 15 �g / cm2 ,真皮 32. 76 �g / cm2 ,皮肤中总量 74. 91 �g/ cm2。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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� � [Abstract] � Objective� To investig ate the micr oneedle technique in enhancement of transderma l nanoparticle deliv ery and

the distr ibut ion of poly ( D, L- lact ic- co- glyco lic acid) ( PLGA ) nanopar ticles in the skin and the t ransdermal micro conduits.

Methods � Double fluor escent PLGA nanopart icles w ere used to show the t ransdermal transpo rt pro cess. F ranz diffusion cell w as

used fo r the tr ansdermal study . The nanoparticle suspension w as added t o t he dono r chamber. T he hair less mouse skin in the

microneedle gr oup was t reated by micr oneedle technique and t hat in the contr ol g roup w as not treated. Penet ration of

nanopart icles was visualized by confocal laser scanning microscopy ( CLSM ) . Distr ibut ion of nanopart icle diameter w as quantified

by H PLC. Results � The CLSM images r evealed that the nanoparticles wer e deliv ered into the micro conduits created by

microneedles and enter ed the epidermis and the dermis. T he quantitative r esults show ed that no nanopart icles reached the

recepto r compar tment 48 h after addition of the nanopar ticles in bo th g roups. In microneedle g roup the nanopa rticle amount w as

125. 99 �g / cm2 in the epidermis and 55. 31 �g / cm2 in the dermis, w ith the to tal amount in the skin being 181. 30 �g/ cm2 ; in the

the cont rol g roup , the nanopart icle amount w as 42. 15 �g / cm2 in the epidermis and 32. 76 �g/ cm2 in the dermis, w ith the to tal

amount in the skin being 74. 91 �g / cm2 . M icroneedle technique significant ly increased t he amount of nanopa rticles enter ing the

skin ( P< 0. 01) , and the amount in the epidermis w as significant ly more than that in the dermis ( P< 0. 01) . Conclusion � Our

results suggest that micr oneedles can enhance the int radermal PLGA nanoparticle deliv ery, and the nanopar ticles depo sit in the

skin to achiev e sustainable drug r elease, w hich is beneficial fo r topical drug administr ation.

� � [Key words] � skin; micr oneedles; po ly ( D, L- lactic- co- g ly co lic acid) ; nanopar ticles; cutaneous administr ation

[ Acad J Sec M il Med Univ, 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) ; Zeta sizer 3000HS 激光粒度分析

仪( M alvern公司,英国) , 2010 透射电子显微镜( JE�
OL 公司, 日本) ,聚乳酸- 羟基乙酸共聚物( PLGA,

50� 50, Mw = 15 000, 岱罡生物技术有限公司, 济

南) , 聚乙烯醇( PVA, 1788, M w = 22 000, 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( NH S, 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

100 �l水作为内水相。10 mg PLGA 加至1 ml的含

有 100 �g/ ml的二氯甲烷中, 充分溶解后加入内水

相,冰浴超声乳化 60 s ( 200 W) , 再加入 4 ml 3%

(W / V ) 的 PV A溶液中,冰浴超声 60 s ( 100 W) ,将

上述复乳转移至 50 ml 0. 1%的 PVA 溶液中,室温

条件下搅拌 4 h( 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  , 17 600 ! g 离心 30 min,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 pH 5. 7 的

磷酸盐缓冲液重悬, 浓度为 10 mg / ml, 加入 10 �l

EDC ( 150 mg/ m l)和 10 �l NHS ( 50 mg/ m l) , 室温

下孵育 1 h, 17 600 ! g 离心 30 m in, 弃去上清液, 沉

淀用蒸馏水洗 3 次, 加 pH 7. 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( 1 mg/ m l) ,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

Diamonsil C18 ( 5 �m, 200 mm ! 4. 6 mm ) , 检测器:

SH IMADZU RF - 10AXL 荧光检测器, 流动相:

甲醇 �水= 95� 5, 流速: 1. 0 m l/ min, 检测波长: Ex

465 nm, Em 502 nm。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、10 ng/

ml的系列标准溶液。分别取香豆素- 6 标准溶液

20 �l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 500 �l去离子水重悬后, 加入 2. 5 ml 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. 0 ml 10. 0 mmo l/ L pH 7. 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17 600 ! 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 8 N, 持续时间为 2

min) ,置于扩散池的结合部(有效面积 0. 5 cm2 ) , 角
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质层面向供给池。将纳米粒加 pH 7. 4的磷酸盐缓

冲液重悬(浓度为 0. 8 mg / m l) , 取 700 �l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/ m in。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. 77 �m 扫描一次。分别以488 nm和 635 nm为

香豆素- 6和藻红蛋白的激发波长。

� � 吸取 0. 5 ml 接收液加入 2. 5 ml 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 3 min, 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 m l 去离子水中, 匀浆后,

17 600 ! g离心 30 min,取500 �l上清液加入 2. 5 ml

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. 000 1 A + 0. 039 4, 0. 1~ 10. 0 ng/ ml, R= 0. 999。

3 个浓度 ( 0. 1、5、10 ng / 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- N P 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, 48 h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

Fig 1 � TEM photographes of nanoparticles

A: Coumarin- 6- NP; B: Coumarin- 6- NP- PE

图 2� 纳米粒中香豆素- 6 的体外释放

Fig 2 � In vitro releases of coumarin- 6 from nanoparticles

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 4 I 和 J中显示

空白皮肤在 488 nm和 635 nm 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, 48 h 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

Fig 3� Images of fluorescent nanoparticles

by fluorescence microscopy

A: Coumarin- 6- NP; B: Coumarin- 6- NP- PE

图 4� 纳米粒给药 12 h后皮肤共聚焦显微镜图

Fig 4 � Confocal microscopic images of skin at different depths in microneedle group 12 h

after application of double fluorescence labeled nanoparticles

The dist ribut ion of coumarin 6 at dif feren t d epths was show n as: ( A) 0 �m, ( B) 14. 31�m, ( C) 28. 62�m, and ( D) 42. 93�m; th e R- PE dis�

t ribu tion at dif f erent depths was sh ow n as: ( E) 0 �m, ( F) 14. 31 �m , ( G) 28. 62 �m , and (H ) 42. 93 �m. T he y ellow circles w ere microcon�

duit s produced by microneedles an d the w hi te circles w ere th e hai r follicles w hich w ere in a mess after being pres sed by microneedle arrays. ( I)

and ( J) show ed autoflu orescence of the blank hairless mouse skin excited at 488 and 635 nm, respectively

图 5 � 对照组共聚焦显微镜图
Fig 5 � Confocal microscopic images of nanoparticle delivery in control group

12 h after application of double f luorescence labeled nanoparticles

The dist ribut ion of coum arin - 6 at dif f erent depths w as show n as: ( A) 0 �m, ( B) 14. 31�m , ( C) 28. 62�m, and ( D) 42. 93�m . Th e w hite cir�

cles w ere the hair foll icles wh ich w ere in a m es s af ter being pressed b y microneedles arrays



第 12期.张 � 玮,等.微针阵列技术对纳米粒经皮给药的促透作用 � 1345� �

图 6 � 表皮层和真皮层中纳米粒的滞留量

Fig 6 � Amount of nanoparticles( NPs)

in epidermis and dermis

* P < 0. 05, * * P< 0. 01 v s cont rol gr ou p. n= 6, �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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