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家兔经皮给药安全性评价研究方法的探讨
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摘 要： 近年来，经皮给药因具有避免肝脏的“首关效应”、保护胃肠道免受药物损伤、血药浓度持久恒定等优势而备受

青睐。而药物临床前安全性评价研究对新药临床研究，以及上市前审批过程中均起重要的作用。以《药物非临床安全性评

价指导原则》为依据，结合多年的研究经验，从实验动物、剂量设置、给药量的换算、皮肤去毛及破损模型制备、指标评

价等多个方面对家兔经皮给药的安全性评价研究方法进行探讨，为经皮给药的受试药物安全性评价研究提供方法参考。
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Abstract: In recent years, transdermal drug delivery system (TDDS) is attractive because of its avoiding liver metabolism, 

protecting gastrointestinal tract mucosa from drug, stable blood concentration, etc. Nevertheless, drug non-clinical safety evaluation 

study play an important role in clinical study and NDA. In order to provide reference for research methods of transdermal 

administration safety evaluation, research methods based on transdermal administration safety evaluation in rabbits were discussed 

from experimental animal, dose setting, conversion of total dose, depilation and animal model preparation of damage skin, 

evaluation index and so on, which is according to 'guideline on non-clinical safety evaluation of drug' and many years research 

experience of ours GLP.
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经 皮 给 药 系 统（transdermal drug delivery 

systems，TDDS）是药物通过皮肤吸收的一种方法，

经由皮肤吸收进入机体血液循环并达到有效血药

浓度、实现预防或治疗疾病一种给药途径［1］。该给

药方法具有避免肝脏的“首关效应”，保护胃肠道免

受药物损伤，同时还具有血药浓度持久恒定、患者

依从性好、生物利用度及安全性高、价格低廉等诸

多优势［2］。未来，TDDS可能会成为继口服、注射给

药之后一种新的研究热点，同时伴随而来的药物安

全性评价研究也将会大幅度增加。

多年以来，研究者对有明显优势和特点的口服

和注射制剂新药的研发相对较多，其安全性评价方

法也更为成熟，相关文献报道也相对较多。而对于

经皮给药途径制剂新药开发相对较少，同时又因安

全性评价研究方法在很大程度上不同于传统的口

服制剂和注射剂，文献中也未系统介绍关于经皮给
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药安全性评价研究方法的报道。本文主要依据国

家食品药品监督管理总局 2014年 5月 13日颁布实

施的《药物单次给药毒性研究技术指导原则》［3］、《药

物重复给药毒性研究技术指导原则》［4］和《药物刺激

性、过敏性和溶血性研究技术指导原则》［5］（下文统

称为《指导原则》），并以人用药品技术要求国际协

调理事会（ICH）指导原则［6］相关要求为参考，再结

合笔者多年工作经验，以家兔皮肤给药为切入点，

从动物的选择、剂量设置、给药量、皮肤去毛及破损

模型的制备、指标评价等多个方面对经皮给药的毒

理学试验研究中的方法进行探讨，从而为该类受试

药物安全性评价研究提供方法参考。

1　实验动物

目前，中国常用实验兔主要有日本大耳白兔、

新西兰白兔、青紫兰兔、中国白兔 4个品系，其中国

际上通用的家兔品种为新西兰白兔和日本大耳白

兔在试验研究中最为常用［7］。从动物洁净等级上

看，家兔可分为普通级、清洁级和 SPF级，我国正在

积极推荐和推广使用清洁级家兔，国内科研或检

定、检验工作中大部分都已采用，而作为国际标准

的 SPF 家兔，由于饲养成本高，购买价格不菲等原

因，在中国还未得到广泛应用［8］。因此，在开展药物

安全性评价研究过程中，应选择厂家具有动物生产

许可证和动物质量合格证的清洁级及以上的国际

公认品种，以避免获得的实验结果不被业内认可。

对于动物的使用年龄，结合家兔生物学上的特

点，除了一些特殊研究目的或儿童、老年用药物外，

一般选择 4～5月龄性成熟的健康青壮年家兔较为

适宜，且在实验开始前确保足够时间的适应性饲

养。其中，值得一提的是若要开展 1个月以内的重

复给药毒性试验时，为保证评价结果的稳定可靠，

可考虑选择动物年龄再后延 1个月。此外，实践经

验表明家兔体质量也是保证实验研究质量的重要

因素。一般而言，同龄中较重的家兔对环境及实验

操作的适应能力相对较强，且在实验研究过程中也

更容易获得可靠的结果，故 4～5月龄家兔，体质量

3.0 kg左右较为有益于实验研究。

2　剂量设置

在开展试验之前，首先要深入了解受试药物的

相关信息，一般包括委托方提供的资料［如受试药

物基本情况、配方成分、剂型、药效剂量或人拟用剂

量、给药次数、以及该受试药物前期探索性内容（如

果有）等］、相关文献（如相关药理学、毒理学等研究

报道）。在此基础上，设计并开展样品预配制试

验（如需要）和与安全性评价研究相关的预涂擦或

贴敷试验，初步了解受试药物的物理化学特性、毒

性情况等信息，综合考虑为相应正式试验的剂量设

置提供依据。

在正式试验研究的剂量设置上，由于经皮给药

不同于直接给予到动物体内的口服、注射等给药方

式，以单位体表面积剂量表示较为直观，同时也更

方便各剂量组动物给药量的计算，在实验最后若有

必要时，可再辅以体质量剂量表示。另外，对于需

要在主试验开展伴随试验研究（如皮肤刺激性、伴

随毒代动力学试验等）的，在剂量设置时应结合其

因素综合考虑。

3　给药量的换算

在经皮给药试验中，动物的给药量由给药面积

与单位体表面积剂量共同确定，并同时与受试药物

的毒性直接相关，但在《指标原则》中对两者的要求

均无明确规定。因此，在具体的研究中当受试药物

的毒性较大时，研究者可依据试验的目的综合平衡

给药面积与单位体表面积剂量的关系。而当受试

药物的毒性较小或几乎无毒时，可考察动物最大给

药面积和最大单位体表面积剂量下的安全性［9］。对

于此情况下的最大单位体表面积剂量可通过受试

药物的相关资料或预涂擦试验确定，但动物最大给

药面积在《指导原则》中无明确规定。通过查阅文

献报道［10-12］，普遍以动物体表面积的 10%作为经皮

给药的最大给药面积，其主要是依据《化妆品安全

技术规范》中关于“染毒部位面积不应小于动物体

表面积的 10%”［13］的规定，故本文也以体表面积

10%作为开展家兔外用药毒性研究参考依据。

然而，动物体表面积数据通常不可直接得到，

一般利用动物体质量通过计算近似获得。目前，可

通过以下 2个公式近似获得动物体表面积，分别为

经验公式［10，14］：A = K × W 23 × 104 和通用公式：

lg A = 0.876 2 + 0.698 lg (W × 104 )。其中 A 为体表

面积（cm2）、W为体质量（kg）、K为体型系数。

例如：计算 1.8 kg 标准体质量家兔体表面

积（K 新法=0.101 4）［15］

经验公式：A = 0.101 4 × 1.823 × 104≈1 500 cm2。

通 用 公 式 ：lg A = 0.876 2 + 0.698 lg (1.8 ×
103 )，A ≈1 407 cm2。

从以上结果可以看出，2个公式计算获得的动

物体表面积差异不大。但由于在进行标准体质量

不同动物之间等效剂量换算时所查的换算系数（R）
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均以经验公式获得，因此建议选用经验公式计算动

物体表面积。一般通过公式计算获得的理论给药

面积，往往不是整数值，实践经验表明 5 cm2的精度

可满足家兔皮肤给药的要求。

4　关键技术操作方法

4.1　皮肤去毛

一般动物皮肤表面都长有厚厚的被毛，为了避

免动物毛发影响皮肤对受试药物的充分接触和吸

收，在开展经皮给药试验研究过程中，首先需要对

动物给药部位（通常为背臀部或腹部）进行去毛。

而对于家兔的去毛方法主要包括拔毛法、剪毛

法、剃毛法、硫化钠或脱毛膏去毛法等。其中，拔毛

法主要用于家兔皮肤小面积快速去毛。当采用剪

毛法去毛时，在去毛后的皮肤表面上往往仍残存一

层参差不齐的毛茬，使其在一定程度上影响受试药

物与皮肤表面有效接触和吸收，同时由于家兔被毛

细密而冗长，当进行大面积去毛时，效率相对较低。

对于硫化钠和脱毛膏去毛法，具有去除动物被毛相

对较为干净和彻底的特点，但其中含有的化学成分

对动物皮肤是否存在刺激性或对皮肤毛囊是否会

造成微观损伤，或是否因皮肤吸收对机体造成影

响，事前很难评估对受试药物的作用存在叠加影

响；再者在开展的长给药周期实验研究时，当去毛

部位再次长出毛新或调整给药面积时，该方法的反

复操作还会给试验带来不便。而相比上述各去毛

法，剃毛法具有操作简单，去毛效率高且去毛干净

彻底，去毛过程中虽对动物皮肤有一定的物理刺

激，但有可快速恢复等优点，符合动物数量多、去毛

面积大、反复多次、长给药周期等特点的家兔药物

安全性评价试验研究要求。

当采用剃毛法［10-11］去毛时，应尽量轻柔，避免损

伤去毛部位皮肤。去毛后使用湿润的毛巾或纱布

轻擦去毛部位，擦净附着于皮肤上的被毛。实验开

展过程中，若需多次去毛，其频率具体依据是否影

响给药和局部皮肤观察，以及动物各体被毛的生长

速度而定（通常每周去毛 1～2次）。值得注意的是，

为了避免去毛操作对皮肤产生机械刺激的影响，皮

肤刺激性评价应至少在去毛后的0.5 h。

4.2　皮肤破损模型的制备

在皮肤给药的安全性评价研究中，当需要考察

受试药物在破损皮肤上的毒性时，则应首先制备动

物皮肤破损模型。对于家兔皮肤破损模型的制备

方法，主要有锐器划伤法、铁木梳刮伤法、砂纸打磨

法、激光照射法等。其中，针头或刀片等锐器划伤

和铁木梳刮伤法是以适宜力度在去毛部位皮肤上

制造破损创口。由于家兔皮肤较薄，操作人员很难

把控力度达到《指导原则》中“以损伤表皮层为限”

的要求和动物间创口均一性，并对同时需要进行反

复破损的试验更难以保证实验质量。激光照射法

虽然具有动物痛苦小，操作方便，皮损深度、面积可

控等特点，但该方法仅作为治疗烧、烫伤的受试药

物皮肤破损的首选方法。而对于砂纸打磨法是制

备家兔及其他动物破损皮肤最常用的方法，具体是

用砂纸（1 000目左右）以适宜力度、一定方向在家兔

皮肤上反复摩擦，至皮肤出现轻微发红即可。由此

可见，该方法对操作简单，对破损力度控制要求不

高，获得的皮肤破损程度相对可控，且同时适用于

需要反复破损的安全性评价试验。

在制备破损皮肤模型过程中，需要注意的是家

兔身体抵抗能力相对较弱，消毒不当容易导致破损

部位皮肤以及全身性的感染，影响试验结果判断，

所以在皮肤破损前，应对家兔饲养环境和破损器具

进行消毒；破损时对破损部位皮肤先用 75%酒精消

毒，待酒精挥发后再进行破损［14］。另外，若在试验

过程中需要多次皮肤破损，应待破损的皮肤基本恢

复正常后，再进行重复破损。

4.3　涂敷固定、去药方法

给药前，以涂擦、喷敷、贴敷等方式将药物给予

相应面积的动物去毛部位皮肤上，除贴膏类剂型外

的其他受试药物涂、敷于皮肤后，其上盖 1层柔软覆

盖物（破损皮肤上的覆盖物需无菌），如硫酸纸、空

白膏药贴等，使用无刺激的胶带固定，再用脖圈固

定动物头部，避免动物啃咬覆盖物和进一步舔食受

试药物，当脖圈或固定物脱落时，要及时处理（此处

只要能避免动物舔食或蹭掉受试药物的操作方法

均可使用）。受试药物在动物皮肤上达到涂、敷时

间后，应及时取下脖圈和固定物，去除受试药物。

一般极性较大易溶于水的受试药物，可用柔性

物（如：医用纱布、医用脱脂棉等）蘸取温水清洗（注

意去除辅料或赋形剂时，与受试药物分开）；极性较

小难溶于水的受试药物，可直接用柔性物（如医用

脱脂棉、软纸等）反复轻擦，至受试药物擦除干净为

止。而对于设置有破损皮肤组动物，为了避免用清

水直接擦洗导致动物造成感染，应使用无菌或灭菌

的柔性物擦去受试药物，且注意创口部位受试药物

的擦除。

4.4　动物采血

在试验研究过程中，当需要检查家兔血常规、
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血清生化、电解质、毒代动力学等相关指标时，则首

先需要进行采血。然而，家兔体型相对较小，四肢

静脉血管较细、弯曲，且充盈不足，相对于犬、猪、猴

等体型较大动物而言，采血相对较为困难。依据家

兔自身的生理特点和实践工作经验表明，通过采集

家兔耳中央动脉血即能同时满足多时间点采血量

和血液质量的要求，又符合动物福利。但即便如

此，采血操作仍具有一定的难度，其原因是由于家

兔血液中纤维蛋白含量较高致凝血较快，同时耳动

脉血管较细且弹性较差，当在血管不够充盈时进针

或在开始收集血液时的采血管内瞬间负压使针头

处血管收缩，从而使血流速度较慢，甚至出现停滞

的状态，若此时不及时采取措施，血液很快凝结致

采血失败。因此，在操作过程中为了避免以上情况

的发生，采血人员应实时关注血流速度，在当血流

速度变慢时，及时用手指轻弹家兔耳根部和针头刺

入前端动脉血管，待血管充盈，血流速度即可恢复。

另外，需要注意的是家兔循环血液总量相对较

少（一般为体质量的 4%～7%），当 1 天的采血总量

超过循环血液总量 10%时，对家兔正常生理机能会

产生一定的影响［16］。因此依据动物福利要求，在试

验研究过程中尽量避免过采或超采行为的发生。

5　评价指标

家兔经皮给药评价指标主要包括一般临床症

状、体征、给药局部皮肤刺激性等观察指标，摄食

量、体质量、体温、心电、血常规及凝血、血清生化及

电解质、胸骨骨髓象等生理学检测指标，组织器官

的体积、颜色、质地等外观观察及其病理学检查，以

及脏器质量、系数和脏/脑比指标，而一般不进行粪

的寄生虫检查和尿检。在选择评价指标上，研究者

应以试验目的为出发点，并结合受试药物的作用特

点，合理选择观察或检查指标综合评价受试药物的

安全性。

但由于体温、心电（ECGII）、血常规及凝血、血

清生化及电解质等生理性指标受动物自身的应激

反应影响比较大，而家兔对环境及操作更为敏感，

因此为了减少应激性对上述指标检测结果的影响，

试验前应有足够时间的饲养适应环境和有针对性

操作训练，且在操作过程中要尽量轻柔；同时在指

标检测时，试验前应至少进行 2次，并以后两次结果

的平均值作为基础值更具有可靠性。另外，为了保

证凝血指标检测结果的准确，采血时应注意采血管

的刻度线，因采血管中含有固定量的抗凝剂致使超

出或不足均可能影响结果的准确性。在ECGII检查

中，以考查时限指标为主，振幅为辅，其中 QT间期

校正公式［经验公式 QTc=QT 间期/SQRT（RR 间

期）］家兔不同于犬、猴等大动物，值得大家关注。

最后，在开展药物安全性评价研究的单次/重复给药

毒性试验时，可将毒代动力学和刺激性试验作为伴

随试验整合其中，一并考察。

6　结语

非临床安全性评价研究指为评价药物安全性，

在实验室条件下用实验系统进行的试验，目的是通

过毒理学试验对受试药物的毒性反应进行暴露，以

提示其临床安全性，从而降低临床研究安全性方面

的风险［17］。自 20 世纪 30 年代出现的“磺胺酏

剂”“沙利度胺”“反应停”等多起严重的药物不良反

应事件以来，人们开始逐渐认识到药物临床前安全

性评价研究的重要性，经过几十年的发展，目前已

形成较为完备的方法评价体系。然而，本文所述的

经皮给药不同于其他的给药方式制剂，虽然《指导

原则》中对各给药方式的受试药物安全性评价研究

策略大体相同，但在实验动物种属或品系的选择

上，除皮肤刺激性试验外的其他毒理学试验均没有

明确规定，因此在进行经皮给药的毒理学研究时，

选用大鼠、家兔和（或）小型猪为实验动物，通常可

被广大研究者普遍认同。

从可被用于经皮给药 3种动物自身特点上看，

大鼠有体型较小、来源充足、成本低廉等优势，一般

作为啮齿类动物的首选，但具有皮肤组织结构与人

类差异较大，实验时要求使用的动物数量多，且同

时为了防止动物间舔食致使单笼饲养而有悖于动

物群居习性等问题需要考虑。而对于小型猪，虽然

其皮肤的功能结构与人类极为相似，近年来用于经

皮给药研究也有逐年上升的趋势，但也有成本较

高、供应受限、体型偏大、驯化不足等缺点。就目前

动物使用的总体情况相比而言，家兔有皮肤薄易于

药物吸收，对刺激也更为敏感的特点，同时还具有

体型适中、性情温和、来源充足、成本较低、易于驯

化和捉取等优势，使其在经皮给药的毒理学研究中

相对最为广泛，这也是本文以家兔为实验动物进行

介绍的主要原因之一。但是，家兔相对脆弱，饲养

不当容易死亡，以及个体应激性较高，导致一些生

理指标检测结果波动较大等问题，故在选用家兔时

应予以注意。另外，经皮给药的具体操作方法与其

他给药方式也有许多不同之处。

综上所述，本文以家兔经皮给药安全性评价研

究方法为切入点，结合笔者多年来实践经验，对实
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验研究过程中可能影响评价质量的关键点进行总

结和探讨，为从事经皮给药安全性评价的研究工作

者提供方法参考。
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