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中华眼镜蛇神经毒素可溶性微针的制备及体外经皮渗透性研究
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摘 要：目的 制备中华眼镜蛇神经毒素（NT）可溶性微针（DMNs-NT），并考察其理化性质及体外透皮性能。方法 采

用两步离心法制备 DMNs-NT，并以微针针体的成形性、机械强度及背衬层的柔韧性为指标，考察硫酸软骨素（CS）与聚乙

烯吡咯烷酮（PVP k30）的比例、基质液含水量、背衬层材料；HPLC 法测定其载药量，正置光学显微镜表征，并考察稳定

性；采用 Franz扩散池考察其体外透皮性能。结果 通过单因素考察确定 DMNs-NT制备的最佳处方工艺为 CS与 PVP K30
比例 1∶1、基质材料与加水量比例 5∶4、以羧甲基纤维素（CMC）为背衬层材料。DMNs-NT针体呈四棱锥形，表面平整，

长度约为 500 μm，每片含药量为（15.4±0.5）μg，药物位于针体上部，3个月内稳定性良好。离体皮肤渗透结果显示，4 h
后 DMNs-NT 中 NT 的累积渗透量可达 95.8%，而 NT溶液几乎没有透过皮肤，证明可溶性微针对 NT透皮递送具有良好的

促进作用，能有效穿透大鼠离体皮肤。结论 制备 DMNs-NT机械强度及柔韧性好，实现了大分子药物 NT的透皮递送。
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Abstract: Objective To prepare Naja atra neurotoxin (NT) loaded dissolving microneedles (DMNs-NT), and investigate the
physicochemical properties and in vitro transdermal properties. Methods DMNs-NT was prepared by a two-step centrifugation
method. The ratio of CS and PVP K30, the water content of the matrix solution, and the backing layer material were optimized by the
indexes of formability and mechanical strength of the microneedles and flexibility of the backing layer. The drug loading content was
determined by HPLC, and the morphological characteristics were observed under an optical microscope, and the stability was also
examined. Franz diffusion cell was used to investigate its in vitro skin permeation characteristics. Results Through the single-factor
exploration, we confirmed that the optimal prescription technique for DMNs-NT preparation was a 1∶1 ratio of CS and PVP k30, a
5∶4 ratio of matrix material and water, with CMC as the backing layer material. The DMNs-NT had a pyramidal shape with a smooth
surface and a length of approximately 500 μm. The drug loading content of per tablet was (15.4 ± 0.5) μg. The drug was located in
the upper part of the needle. DMNs-NT had good stability within 3 months. The results of in vitro skin permeation assay showed that
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the cumulative penetration of NT in DMNs-NT could reach 95.8% in 4 h, while NT solution barely penetrated the skin, which proved 

that it had a good promoting effect on NT transdermal delivery. Conclusion  In this study, DMNs-NT had good mechanical 

properties and good skin penetration, which realized the transdermal drug delivery of macromolecular drugs. 

Key words: Naja atra; neurotoxin; dissolving microneedles; transdermal drug delivery system; two-step centrifugation method 
 

中华眼镜蛇 Naja atra 毒液中的一种多肽成分

神经毒素（neurotoxin，NT），具有镇痛、抗炎、抗

衰老及免疫抑制作用[1-2]。目前，已有肌内注射剂科

博肽注射液上市，用于治疗三叉神经痛、晚期癌痛、

关节痛等。但注射给药引起患者疼痛与反感，由于

注射所致体内分布过快，有呼吸抑制的副作用。 

经皮给药系统（ transdermal drug delivery 

system，TDDS）已经被广泛应用于药物递送，使用

便捷，血浆药物浓度稳定，能减少不良反应，提高

依从性[3-6]。皮肤角质层（stratum corneum，SC）阻

止了水溶性药物和高分子亲脂性药物的透皮效果。

目前，渗透促进剂、离子导入、电穿孔和超声来增

加药物经皮吸收量[7-8]，对于神经毒素等多肽类及大

分子药物的透皮依然是个难点。近年来，越来越多

的研究表明微针技术可用于多肽类及大分子药物经

皮给药，其作用机制为在皮肤 SC 上形成微米级的

通道使药物顺利通过，且刺入深度达不到真皮层，

是一种无痛的给药方式[9-13]。微针一般分为固体微

针、涂层微针、中空微针和可溶性微针（dissolving 

microneedles，DMNs）这 4 种，可由多种材料制成，

包括金属、无机硅、玻璃、聚合物等[14-15]。其中，

由可降解的水溶性聚合物制成的可溶性微针用于经

皮递送蛋白类药物，引起极大关注。通常，DMNs

作用于皮肤后，构成针体部分的生物相容性聚合物

可溶解于少量组织液中，包封的蛋白类药物即可释

放[16-18]。因此，DMNs 是大分子药物理想的经皮递

送方式，其不仅有其他微针的优点，而且针体部分

的完全溶解不会引起人体危害[19]。聚乙烯吡咯烷酮

（ polyvinyl pyrrolidone， PVP）、羧甲基纤维素

（carboxymethyl cellulose，CMC）均具有高度生物

相容性与可降解性，是制备 DMNs 的绝佳材料，有

研究表明以其为基质材料制备的微针负载蛋白类药

物不会影响其药效 [20]。硫酸软骨素（chondroitin 

sulfate，CS）是关节炎治疗中常用的营养补充剂，

患者耐受性好，副作用小，药物相互作用少；还可

减少刺激加速皮肤愈合，增加微针生物相容性[21-22]。 

本实验以PVP、CMC和CS制备载NT的DMNs

（DMNs-NT），正置光学显微镜表征、HPLC 考察载

药量及皮肤的透皮性能，为多肽及大分子药物经皮

递送研发提供理论依据。 

1  仪器材料 

1.1  仪器 

微针模具，台州薇凯生物科技有限公司；HF-50

数显推拉力计、HLX-S 推拉力计测试机架，美国

PACK 公司；B008 便携式显微镜，深圳超眼科技有

限公司；TL6R 立式低速冷冻离心机，湖南赫西仪

器装备有限公司；TGL-16G 台式离心机，上海安亭

科学仪器厂；DZF-6050 真空干燥箱，上海精宏实验

设备有限公司；Labconco 冷冻干燥机（4.5 L 台式），

美国 Labconco 公司；Nikon Eclipse Ci-L 正置显微

镜，日本尼康株式会社；Waters Alliance e2695 高效

液相色谱仪，美国 Waters 公司；CP225D 型电子分

析天平，德国 Sartorius 公司。 

1.2  药品与试剂 

NT，质量分数＞97%，云南龙凤谷生物药业有

限公司，批号 H45021228；CS，郑州欧泰化工产品

有限公司，批号 170801；PVP K30，美国 Sigma- 

Aldrich 公司，批号 BCBP9635V；CMC，国药集团

化学试剂有限公司，批号 C10085620；实验用水为

去离子水，其他试剂均为分析纯。 

1.3  实验动物 

Wistar 大鼠，体质量（180±20）g，由浙江中

医药大学动物实验中心提供，合格证号 SCXK（沪）

2017- 0005。 

2  方法与结果 

2.1  微针的制备 

经过前期预试验，采用两步离心法 [23]制备

DMNs-NT。第 1 步，微针头的制备：按一定比例分

别称取 CS 与 PVP K30 于烧杯中，加入一定量 NT

的水溶液，充分溶解并搅拌均匀。将含药的基质液

注入微针模具中，在 4 ℃条件下，4 000 r/min     

（3 580×g）离心 10 min，除去并收集微针模具表面

的含药基质液，放入干燥器中干燥 1 h 后取出备用；

第 2 步，微针背衬层的制备：称取适量 CMC，溶于

去离子水，搅拌均匀后注入微针模具，相同条件下

离心 10 min，取出具有含药基质液的微针模具干燥

成形，用弯镊小心脱模，即得 DMNs-NT。微针模

具放入热水中超声清洗后，放入真空干燥箱干燥，
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重复利用。 

2.2  NT 分析方法的建立 

2.2.1  色谱条件  色谱柱为 CNW Athena C18-BIO

（150 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相 A：0.1%三氟乙

酸水溶液，流动相 B：0.1%三氟乙酸乙腈溶液；梯

度洗脱：0～10 min，10%～27% B；10～12 min，

27% B；12～15 min，27%～10% B；15 min，10% B；

体积流量 0.9 mL/min；检测波长 200 nm；进样量 20 

μL；柱温 30 ℃。理论塔板数≥5 000，分离度＞1.5。 

2.2.2  对照品溶液的配制  精密称取 NT 对照品

2.02 mg，用 pH 值为 7.4 的磷酸盐缓冲液（PBS）

溶解，转移至 10.0 mL 量瓶中，用 PBS 润洗 3 次至

量瓶，加至刻度，摇匀，即得对照品储备液（质量

浓度为 202.00 μg/mL）。 

2.2.3  专属性试验  取 DMNs-NT 溶解配制成溶

液，与 NT 对照品储备液过 0.45 μm 微孔滤膜，按

“2.2.1”项下条件进样测定。结果（图 1）表明，NT

峰形良好，基质材料对药物测定无干扰，方法具有

良好的专属性。 

 

 

 

图 1  空白微针 (A)、NT 对照品 (B) 和 DMNs-NT (C) 的

HPLC 图 

Fig. 1  HPLC of blank microneedle (A), NT reference 

substance (B), and DMNs-NT sample (C) 

2.2.4  线性关系考察  精密取对照品储备液，加 pH

值为 7.4 的 PBS 分别稀释成 151.50、101.00、75.75、

50.50、20.20、10.10 μg/mL 的溶液，按“2.2.1”项

下色谱条件分别进样。以对照品质量浓度为横坐标

（X），峰面积为纵坐标（Y）进行回归，得回归方程

为 Y＝35 624 X－69 232，r＝0.999 8。表明 NT 在

10.10～202.00 μg/mL 线性关系良好。 

2.2.5  精密度试验  分别取NT对照品溶液151.50、

50.50、20.20 μg/mL，按“2.2.1”项下色谱条件 1 d

内分别测定 5 次，连续测定 3 d。结果表明，NT 低、

中、高质量浓度溶液的日内精密度 RSD 分别为

0.95%、1.10%、1.32%；日间精密度 RSD 分别为

1.76%、1.14%、1.08%%，日内和日间精密度 RSD

均符合要求，该方法精密度良好。 

2.2.6  重复性试验  取 DMNs-NT 6 份，分别溶解

配制成质量浓度约为 50.00 μg/mL 的供试品溶液，

过 0.45 μm 微孔滤膜，按“2.2.1”项下色谱条件测

定质量浓度。结果表明，NT 实际质量浓度平均值

为（50.60±0.66）μg/mL，RSD 为 1.30%，该方法

重复性良好。 

2.2.7  稳定性试验  取 DMNs-NT 溶解配制成药物

质量浓度为 50.00 μg/mL 的供试品溶液，过 0.45 μm

微孔滤膜，分别在 0、2、4、8、12、24 h 进样，按

“2.2.1”项下色谱条件测定质量浓度。结果表明，

NT 实际质量浓度平均值为（49.91±0.79）μg/mL，

RSD 为 1.59%，表明 DMNs-NT 供试品溶液在 24 h

内稳定性良好。 

2.2.8  加样回收率试验  取 DMNs-NT 9 份分别溶

解配制成药物质量浓度为 50.00 μg/mL 的供试品溶

液，分别加入同体积质量浓度为 40.40、50.50、60.60 

μg/mL 的对照品溶液，过 0.45 μm 的微孔滤膜，按

“2.2.1”项下色谱条件测定质量浓度。以计算的质量

浓度值和真实质量浓度值之比计算加样回收率。结

果显示低、中、高质量浓度的加样回收率分别为

（99.84±1.07）%、（100.40±1.42）%、（96.77±

0.76）%，RSD 分别为 1.07%、1.41%、0.79%，结

果表明加样回收率符合方法学要求。 

2.3  微针制备条件的优化 

以微针的成形性、机械强度及背衬层的柔韧性

为指标，单因素考察 CS 与 PVP k30 的比例、基质

液的含水量、背衬层的材料。 

2.3.1  CS 与 PVP K30 的比例  前期研究表明在基

质液 CS 中加入 PVP K30 可以提高所制备 DMNs- 

NT 的机械强度，优选 CS 与 PVP K30 最优配比。

分别以 CS 与 PVP K30 配比 1∶0、5∶1、3∶1、2∶

1、3∶2、1∶1、2∶3、1∶2，按照“2.1”方法，

基质材料与加水量的比例 5∶4，制备 DMNs-NT，

显微镜下观察其成形性，并采用 HF-50 数显推拉力

计测定其机械强度（纵向与横向的断裂力）。结果如

表 1 所示，以 CS 与 PVP K30 配比为 1∶1 制备的

DMNs-NT 成形性和机械强度最优。 

2.3.2  加水量的确定  在 DMNs-NT 制备的过程

中，需要向 CS 与 PVP K30 的基质液中加入适量水，

0         3         6         9        12        15 

t/min 

NT 

NT 
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而加水量会直接影响所得 DMNs-NT 的机械强度，

考察基质材料与加水量最优配比。基质材料与加水

量的比例（质量比）分别为 3∶5、4∶5、1∶1、5∶

4，按照“2.1”项方法，CS 与 PVP K30 配比为 1∶

1，制备 DMNs-NT，显微镜下观察其成形性，并采

用 HF-50 数显推拉力计测定其机械强度。结果如表 2 

表 1  不同比例 CS 与 PVP k30 对机械强度的影响 ( x s ,  

n = 5)  

Table 1  Effect of different proportions of CS and PVP k30 

on mechanical strength ( x s , n = 5) 

CS 与 PVP K30 的比例 纵向断裂力/N 横向断裂力/N 

1∶0 0.025±0.003 0.320±0.011 

5∶1 0.051±0.002 0.350±0.012 

3∶1 0.071±0.002 0.453±0.014 

2∶1 0.082±0.002 0.572±0.021 

3∶2 0.108±0.001 0.684±0.032 

1∶1 0.152±0.001 0.935±0.042 

2∶3 0.182±0.001 0.731±0.035 

1∶2 0.218±0.001 0.612±0.041 

所示，基质材料与加水量的比例 5∶4 时，基质溶液

的流动性适宜，所得 DMNs-NT 的机械强度最好。 

2.3.3  微针背衬层材料的选择  在 DMNs-NT 制备

的过程中，选择不同材料制作 DMNs-NT 的背衬层

会影响最终制剂的柔韧性，因此本实验考察不同材

料对最终制剂柔韧性的影响。分别以 PVP K30 500 

mg、CS 800 mg、CMC 30 mg 为背衬层材料与 1 mL

水混合均匀，其他条件相同制备 DMNs-NT，分别

记录其柔韧性。结果如图 2 所示，以 CMC 为材料

制作的背衬层柔韧性最佳。 

表 2  不同比例基质材料与加水量对机械强度的影响 

( x s , n = 5) 

Table 2  Effect of different proportions of matrix material 

and water on mechanical strength ( x s , n = 5)  

基质材料与加水量的比例 纵向断裂力/N 横向断裂力/N 

3∶5 0.112±0.002 0.940±0.041 

4∶5 0.132±0.001 1.171±0.032 

1∶1 0.141±0.001 1.320±0.021 

5∶4 0.221±0.001 1.480±0.011 

     

图 2  不同背衬层材料对柔韧性的影响 

Fig. 2  Effect of different backing layer of material on pliability 

2.3.4  微针制备最终方案  按 1∶1 的比例分别称

取 CS 与 PVP K30 各 500 mg 于烧杯中，加入 5 

mg/mL 的 NT 水溶液 0.8 mL，充分溶解并搅拌均匀。

将含药的基质液注入微针模具中，在 4 ℃条件下，

4 000 r/min 离心 10 min，除去并收集微针模具表面

的含药基质液，放入干燥器中干燥 1 h 后取出备用。

称取 150 mg CMC，溶于 5 mL 去离子水，搅拌均匀

后注入微针模具，相同条件下离心 10 min，取出具

有含药基质液的微针模具后放入干燥器中，干燥 24 

h 后取出，用弯镊小心脱模，即得 DMNs-NT。 

2.4  微针的表征 

2.4.1  微针机械强度  以最终优化的制备方案参照

“2.3.4”方法制备 DMNs 及 DMNs-NT，用 HF-50

数显推拉力计测定其纵向与横向的断裂力以确定机

械强度。所得 DMNs 纵向与横向的断裂力分别为

（0.20±0.01）、（1.47±0.09）N，而 DMNs-NT 则为

（0.20±0.01）、（1.51±0.11）N，两者差异无显著性

（P＞0.05）。 

2.4.2  微针含药量测定  将 DMNs-NT 溶于 1 mL

去离子水中，提取 10 min 后，以 8 000 r/min 离心，

5 min 后取上清液过 0.45 μm 微孔滤膜，按“2.2.1”

项下色谱条件测定其含药量，所得每片 DMNs-NT

含药（15.4±0.5）μg。 

2.4.3  微针形态特征  将所制备的 DMNs-NT 置于

正置光学显微镜下观察其不同角度的外观形态。结

果如图 3 所示，DMNs-NT 针体呈四棱锥形，表面

平整，长度约为 500 μm，底部宽度约为 300 μm，

中心间距约为 900 μm。 

2.4.4  微针的稳定性  将制备的 DMNs-NT 分别在

−20、4 ℃及常温条件下分别存放 1、2、3 个月，

用 HPLC 测定其剩余含药量。结果如表 3 所示，在

同种条件下，保存时间越长 DMNs-NT 中含药量越 

PVP K30                         CS                              CMC 
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图 3  正置光学显微镜观察 DMNs-NT 表观形态 (40×, A; 

100×, B) 

Fig. 3  DMNs-NT images in positive optical microscope   

(40×, A; 100×, B) 

表 3  DMNs-NT 在不同条件下的稳定性 ( x s , n = 5) 

Table 3  Stability of DMNs-NT under different conditions 

( x s , n = 5) 

存储条件 
NT 剩余含药量/% 

1 个月 2 个月 3 个月 

−20 ℃ 100.4±1.6 99.4±1.2 99.1±1.4 

4 ℃ 100.2±1.2 99.4±1.8 97.2±1.7 

常温  99.9±2.0 98.9±1.5 94.8±1.9 
 

低。而在不同条件下保存相同时间，在−20 ℃条件

下 DMNs-NT 中含药量最高，NT 含量变化程度最

小。可见，DMNs-NT 的稳定性良好且更适合储存

在低温环境中。 

2.5  微针体外皮肤渗透实验 

取雌性 Wistar 大鼠，ip 戊巴比妥（50 mg/kg），

待大鼠麻醉后，先用小动物剃毛器剃去大部分鼠毛，

再用电动剃须刀剃去剩余鼠毛，取下皮肤，剥离脂

肪组织和筋膜，用生理盐水反复清洗后，用滤纸吸

干，再用锡箔纸包裹后，放入−80 ℃冰箱。使用时，

从−80 ℃冰箱取出锡箔纸包裹的皮肤，小心打开，

取出皮肤，放入生理盐水浸泡 30 min 后使用。 

向 Franz 扩散池的接收室内注入 pH 值为 7.4 的

PBS 作为接收液，同时超声排出接收室内多余的空

气。将制得的 DMNs-NT 置于处理好的离体大鼠皮

上并施加一定力度的力，1 min 后用医用胶带固定，

处理过程中须保证皮肤的完整性。处理完成后将皮

肤置于 8 mL 接收室上，皮肤角质层朝上，皮肤组

织朝向接收室，保证皮肤的有效扩散面积均与接收

液的液面相接触，同时另设一组给予 NT 溶液。固

定好供给池和接收室后将扩散池置于恒温磁力搅拌

器上，以 600 r/min 的转速模拟人体皮肤下的血液和

组织液内循环，保持温度在 32 ℃恒温。分别于透

皮 0、10、20、30 min 及 1、2、3、4、6、8 h 后收

集 0.5 mL 接收液作为样品进行含量测定，取样后及

时补充等量的新鲜接收液。 

将取出的接收液样品以 0.45 μm 微孔滤膜进行

滤过，按“2.2.1”项下色谱条件测定，SPSS 17 数

据处理，绘制药物的累积渗透曲线。结果如图 4 所

示，前 20 min DMNs-NT 中的 NT 较少透过皮肤，

累积渗透率为 12.1%，而 1 h 后透过皮肤的 NT 的累

积渗透率已大于 50%，4 h 后达到 90%以上。本实

验中的 NT 溶液组由于未在实验过程中测到，故认

为 NT 几乎没有透过皮肤。 

 

图 4  DMNs-NT 累积渗透曲线 (n = 6) 

Fig. 4  In vitro penetration curve of DMNs-NT (n = 6) 

3  讨论 

本实验旨在通过 DMNs 荷载，将 NT 蛋白多肽

类经皮给药达到无痛给药并缓释的目的。采用两步

离心法制备了 DMNs-NT，其由微针针头与背衬层 2

部分构成。微针头的主要组成材料为 CS 与 PVP 

K30，其中含有药物 NT，背衬则由 CMC 构成。采

用两步离心法成功制备了 DMNs-NT，并进行了制

备条件的优化。微针头呈四棱锥形，针与针之间差

异小，机械强度良好。有研究表明相比于其他形状

的微针，四棱锥形的微针能够更好地穿透 SC，使药

物透过皮肤[19]，有助于 NT 的溶解及在体释放。 

DMNs 主要依靠在 SC 上形成通道并最终使针

头部分在皮肤中溶解，从而释放出药物 NT 发挥作

用。因此，微针头必须具有良好的成形性与机械强

度以保证其能顺利刺入皮肤而不变形。微针头在刺

入皮肤过程中不仅仅受到轴向的作用力，而且会有

一个垂直于针体的弯曲力。因此，确定 CS 与 PVP 

K30 的比例、基质材料与加水量比例这 2 个条件时

综合考虑，兼顾轴向的作用力与垂直于针体的弯曲

力，最终确定 CS 与 PVP K30 的比例为 1∶1、基质

材料与加水量的比例为 5∶4。而背衬层的柔韧性关

乎 DMNs-NT 给药时能否很好地贴合皮肤，对
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DMNs-NT 能否更好发挥疗效产生影响。与 CS、PVP 

K30 相比，以 CMC 为材料的背衬层可以很轻松地

弯曲，更适合本研究的要求。 

DMNs-NT 在体外透皮实验过程中，前 20 min

透过皮肤的 NT 不到 20%，之后其透皮速率加快，1 

h 后 NT 的累积渗透率已大于 50%，4 h 后达到 90%

以上，表现出对 NT 的缓释作用。NT 溶液组在释放

介质中未检测到。NT 这种大分子多肽很难穿透皮

肤，DMNs 可以显著提高 NT 的透皮递送量。DMNs

可有效荷载 NT 类多肽药物，显示出良好的机械强

度，可通过透皮方式给药，实现无痛给药及缓释作

用；且 DMNs 将 NT 固化在可降解材料中，使 DMNs

中的 NT 具备优越的稳定性。 
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