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两种洛索洛芬钠凝胶对家兔透皮吸收的比较研究
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　　摘　要：目的　通过比较洛索洛芬钠凝胶受试品与上市品在家兔经皮给药后的血浆药动学与给药部位皮下肌肉的药物分布

特征，对在研的凝胶制剂进行经皮给药后的全身和局部吸收评价。方法　单次给予受试或上市的参比凝胶制剂，均匀涂于家兔背

部及两侧裸露皮肤，于给药前和给药后０．００、０．０８、０．２５、０．５０、０．７５、１．００、１．５０、２．００、３．００、４．００、５．００ｈ采用含肝素的真空采血

管自耳缘静脉采血，待末次血样采集结束后，立即空气栓塞处死家兔，取出其背部给药部位的皮下骨骼肌，采用ＬＣ／ＭＳ／ＭＳ法测

定血浆样品中和肌肉样品中洛索洛芬钠浓度。结果　两组动物的药动学参数以及给药后５ｈ家兔背部骨骼肌洛索洛芬钠水平比

较，差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　受试制剂和参比制剂经皮给药后在家兔体内具有相似的药动学特性。
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　　洛索洛芬钠是由日本第一三共株式会社开发的苯丙酸类

非甾体抗炎药。以洛索洛芬钠作为有效成分的口服片剂（洛索

洛芬钠片）于１９８６年在日本被批准上市，用于风湿性关节炎、

变形性关节炎、腰疼、肩周炎、颈、肩、腕等综合病症的消炎镇

痛，同时用于手术后、创伤后、拔牙后的消炎镇痛。洛索洛芬钠

片剂在韩国、阿根廷、墨西哥等以亚洲、南美洲为中心的２０多

个国家被应用于炎症、疼痛的治疗［１３］。研究显示，洛索洛芬钠

的抗炎镇痛作用是酮洛芬、吲哚美辛及萘普生的４～６倍，且不

良反应少，尤其是对胃肠道的耐受性较好，应用广泛［４５］。洛索

洛芬钠凝胶已于２０１０年６月在日本上市，用于治疗局部肌肉

疼痛，其经皮给药制剂在日本之外还没有被开发。目前，国内

市场尚无该产品销售。本次试验选用国外已上市的洛索洛芬

钠凝胶作为参比制剂，以家兔为动物吸收模型，进行了单次给

药平行设计的药物动力学研究，通过比较受试品与上市品的药

物动力学特征，对在研的凝胶制剂进行经皮给药后的全身和局

部吸收评价。

１　材料与方法

１．１　材料　２０只新西兰白兔（雌雄各半），由重庆市中药研究

院实验动物研究所提供，合格证号为：ＳＣＸＫ（渝）２００７０００６，体

质量１．８～２．２ｋｇ，在动物房饲养１周适应环境。洛索洛芬钠

凝胶（重庆医药工业研究院有限责任公司药物制剂部提供，批

号为２０１１０６０７；规格为２５ｇ：２５０ｍｇ），国外上市洛索洛芬钠凝

胶，商品名为ロキソニン? （日本第一三共株式会，批号为

ＮＳＮ００５７；规格为２５ｇ：２５０ｍｇ），洛索洛芬钠对照品（中国药品

生物制品检定所，批号为１００６３８２００４０１），酮洛芬对照品（国药

集团化学试剂有限公司，批号为１００３３７２００５０２），乙腈（中国药

品生物制品检定所，色谱纯，批号为２０１１０４１５），醋酸铵［重庆

川东化工（集团）有限公司，批号为２０１００６１７］，冰醋酸（美国

ＴＥＤＩＡ公司，色谱纯，批号为５０１１９８）。液相色谱系统：１２００

型色谱仪。ＭＳ／ＭＳ系统：Ａｇｉｌｅｎｔ６４１０Ａ型三重四极杆串联质

谱仪，配备自动进样器、电喷雾电离离子源（ＥＳＩ）。数据采集：

ＡｇｉｌｅｎｔＭａｓｓＨｕｎｔｅｒＷｏｒｋｓｔａｔｉｏｎＳｏｆｔｗａｒｅ数据处理系统。以

上均由美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司提供。

１．２　方法
［６］

１．２．１　色谱质谱条件　分析柱：ＫｉｎｅｔｅｘＣ１８柱，２．６ｍ粒径，

４．６×１００ｍｍＩ．Ｄ；预柱：Ｃ１８保护柱，５ｍ粒径，４．６×１２．５

ｍｍＩ．Ｄ；流动相：乙腈０．１％醋酸铵水溶液（７０∶３０，ｖ／ｖ）；流

速：０．２ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：１０Ｌ；柱温：室温。负离子检测模式；

洛索洛芬钠检测离子对：２４５→８３；内标酮洛芬检测离子对：

２５３→２０９；洛索洛芬钠参数：ｆｒａｇｍｅｎｔｏｒ１１０，ｃｏｌｌｉｓｉｏｎｅｎｅｒｇｙ

１；酮洛芬参数：ｆｒａｇｍｅｎｔｏｒ４０，ｃｏｌｌｉｓｉｏｎｅｎｅｒｇｙ５；雾化气压：３０

ｐｓｉ；气流速度：９Ｌ／ｍｉｎ；温度：２００℃。
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１．２．２　血浆样品的处理　取２００μＬ血浆样品，加入１０μＬ冰

醋酸和６００μＬ内标工作液，涡旋混匀，于１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０

ｍｉｎ，取上清液６００μＬ至测试瓶中，于ＬＣ／ＭＳ／ＭＳ系统分析，

进样量：１０μＬ。

１．２．３　肌肉样品的处理　末次血样采集结束后，立即采用空

气栓塞处死家兔，将其背部给药皮肤充分洗净，取出背部给药

部位皮下骨骼肌肌肉样品２００ｍｇ，加入２００μＬ生理盐水匀

浆，得匀浆液。于匀浆液中加入１０μＬ冰醋酸和６００μＬ内标

工作液，涡旋混匀，于１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液６００

μＬ至测试瓶中，于ＬＣ／ＭＳ／ＭＳ系统分析，进样量：１０μＬ。

１．２．４　标准曲线的制备　取空白血浆１８０μＬ，分别加入洛索

洛芬钠标准系列溶液２０Ｌ，配制成相当于洛索洛芬钠浓度分

别为２５、５０、１００、２００、４００、６００、８００、１０００ｎｇ／ｍＬ的血浆样品，

将各样品按“血浆样品处理”步骤进行操作，记录色谱图。

１．２．５　回收率试验　取家兔空白血浆１８０μＬ，按血浆标准曲

线的配制方法配制低、中、高３个浓度（洛索洛芬钠的血浆浓度

分别为５０、２００、６００ｎｇ／ｍＬ）的样品，将各样品按“血浆样品处

理”步骤进行操作，每一浓度进行６样品分析；另取去离子水

１８０μＬ，同上方法配制低、中、高３个浓度（洛索洛芬钠分别为

５０、２００、６００ｎｇ／ｍＬ）的样品，将各样品按“血浆样品处理”步骤

进行操作，每一浓度进行６样品分析，获得相应峰面积，以每一

浓度两种处理方法的峰面积均数比值计算提取回收率，并计算

各浓度提取回收率的相对标准偏差（ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａ

ｔｉｏｎ，ＲＳＤ）。

１．２．６　方法的准确度与精密度考察　 取家兔血浆１８０μＬ，按

血浆标准曲线的配制方法配制低、中、高３个浓度（洛索洛芬钠

的血浆浓度分别为５０、２００、６００ｎｇ／ｍＬ）的质控（ＱＣ）样品，将

各样品按“血浆样品处理”步骤进行操作。每一浓度进行６样

品分析，３ｄ重复操作测定３批，根据当天的标准曲线，计算

ＱＣ样品的测得浓度，根据 ＱＣ样品测定结果计算本分析方法

的准确度与精密度。

１．２．７　稳定性考察　对洛索洛芬钠加样的家兔血浆样品进行

长期冷冻稳定性、冻融稳定性、处理后样品实验台稳定性、样品

仪器内稳定性考察。

１．２．８　药动学考察　将２０只动物平均分为两组，每组１０只，

雌雄各半。在给药前１ｄ对家兔于背部及两侧采用电动剃刀

脱毛洗净后备用。单次给予受试或参比的凝胶制剂２ｇ（约含

洛索洛芬钠２０ｍｇ），以７ｃｍ×７ｃｍ的面积均匀涂于家兔背部

及两侧裸露皮肤，于给药前和给药后０．００、０．０８、０．２５、０．５０、

０．７５、１．００、１．５０、２．００、３．００、４．００、５．００ｈ采用含肝素的真空

采血管自耳缘静脉采血，每次约１ｍＬ，血样采集完成以后立即

离心（３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ），取上清血浆样本于－４０℃保

存待测。末次血样采集结束后，立即采用空气栓塞处死家兔，

将其背部给药皮肤充分洗净，取出背部给药部位皮下骨骼肌，

－４０℃保存待测。

１．３　统计学处理　采用ＤＡＳ２．０软件，以非房室模型法拟合

家兔给药后的药动学参数。采用ＳＰＳＳ１５．０软件对数据进行

统计学分析。

２　结　　果

２．１　血浆样品色谱图　空白血浆中的内源性物质不干扰洛索

洛芬钠和内标酮洛芬的测定。空白血浆色谱图，见图１；洛索

洛芬钠和内标酮洛芬色谱图，见图２、３。洛索洛芬钠和内标酮

洛芬的平均保留时间均为５．０９ｍｉｎ。背部涂抹给药后３ｈ血

浆中洛索洛芬钠色谱图和给药后血浆样品处理时所加内标酮

洛芬色谱图，见图４、５。

图１　　空白血浆色谱图

图２　　洛索洛芬钠加样血浆色谱图
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图３　　内标酮洛芬加样血浆色谱图

图４　　背部涂抹给药后３ｈ血浆中洛索洛芬钠色谱图

图５　　给药后血浆样品处理时所加内标酮洛芬色谱图

２．２　标准曲线　以待测物浓度为横坐标，待测物与内标物的

峰面积比值为纵坐标，进行１／ｘ的权重分析，求得的直线回归

方程为犢＝０．２５２８犡－０．０３２９，狉＝０．９９９，根据标准曲线，洛

索洛芬钠的线性范围为２５～１０００ｎｇ／ｍＬ。

２．３　回收率　洛索洛芬钠和内标在血浆中不同浓度的平均沉

淀回收率分别为６５．９７％和７７．８０％，ＲＳＤ分别为６．０６％和

７．３０％，结果表明洛索洛芬钠及内标在各浓度血浆样本中的沉

淀回收率稳定性良好。

２．４　准确度与精密度　准确度与精密度结果，见表１。

表１　　家兔血浆中洛索洛芬钠浓度测定精密度

　　　　和准确度（狀＝６）

洛索洛芬钠

（ｎｇ／ｍＬ）

日间

实测值（ｎｇ／ｍＬ）ＲＳＤ（％）

日内

实测值（ｎｇ／ｍＬ）ＲＳＤ（％）

５０ ５０．０７ ４．３４ ５１．１４ ２．３１

２００ １９３．７７ ４．７２ １９１．５６ ５．８０

６００ ５８８．７３ ５．９１ ５９４．３３ ０．７８

２．５　稳定性　对洛索洛芬钠加样的家兔血浆样品进行了长期

冷冻稳定性、冻融稳定性、处理后样品实验台稳定性、样品仪器

内稳定性考察。结果表明在实验过程中各种样品稳定性良好。

２．６　药动学结果　采用ＬＣ／ＭＳ／ＭＳ法测定血浆样品中洛索

洛芬钠浓度和肌肉样品中洛索洛芬钠浓度。受试制剂和参比

制剂给药后的平均血药浓度时间曲线，见图６。两给药组动物

的药动学参数：血浆药物浓度时间曲线下面积［ＡＵＣ（０ｔ）］，平

均驻留时间［ＭＲＴ（０ｔ）］，半衰期（ｔ１／２），药峰时间（Ｔｍａｘ），药峰浓

度（Ｃｍａｘ）以及给药后５ｈ家兔背部骨骼肌洛索洛芬钠浓度的差

异均无统计学意义（犘＞０．０５）。认为受试制剂和参比制剂经

皮给药后在家兔体内具有相似的药动学特性。家兔单次经皮

给予洛索洛芬钠凝胶受试制剂和参比制剂后的平均药动学参

数及肌肉的药物浓度，见表２。

图６　　受试制剂和参比制剂家兔经皮给药后平均

血药浓度时间曲线图

表２　　家兔平均药动学参数及肌肉的药物浓度（狀＝１０）

参数 受试制剂组 参比制剂组

ＡＵＣ（０ｔ）（ｎｇ／ｍＬ·ｈ） ６１９．６７±３１１．１４ ６９９．７９±３１３．５４

ＭＲＴ（０ｔ）（ｈ） １．０７±０．３６ ０．８８±０．３２

ｔ１／２ｚ（ｈ） ０．８３±０．４７ ０．９４±０．５３

Ｔｍａｘ（ｈ） ０．４６±０．２１ ０．４３±０．１７

Ｃｍａｘ（ｎｇ／ｍＬ） ５７８．７０±２３８．５９ ６６３．６９±２３０．６７

５ｈ肌肉浓度（ｎｇ／ｍｇ） ０．１８±０．０７ ０．２１±０．０９
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３　讨　　论

本研究采用ＬＣ／ＭＳ／ＭＳ法测定家兔血浆样品中洛索洛

芬钠浓度及其在肌肉样品中的浓度，采用电喷雾离子源（ＥＳＩ），

以质谱多反应监测（ｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＭＲＭ）扫描

方式进行定量分析，血浆中的内源性物质不干扰待测物的测

定。在文献［７９］的基础上，采用乙腈对血浆样品进行蛋白沉

淀处理，并同时采用了冰醋酸对样品溶液进行酸化，提高了目

标化合物和内标的溶解度，简化了样品前处理过程，方法学考

察结果表明实验中的体内药物分析方法具有快速、准确、灵敏

度高的特点。

目前，国外上市的洛索洛芬钠经皮给药系统包括巴布剂和

凝胶制剂［１０１１］。有文献报道采用１４Ｃ标记的方法并应用大鼠

模型对洛索洛芬钠巴布剂进行了药动学考察，未见对洛索洛芬

钠凝胶制剂的相关在体动物的药动学研究［１２］。在易得的实验

条件下，本文成功地采用家兔模型首次对洛索洛芬钠凝胶制剂

进行了初步的经皮系统吸收和局部肌肉蓄积研究，获得了完整

的血浆药时曲线。通过对两种来源制剂的系统和局部暴露进

行的差异性比较，证明了在研的洛索洛芬钠凝胶与相应上市产

品在动物模型上表现出一致的内在质量，从药物安全性和有效

性两方面为在研制剂的进一步临床研究提供了有益参考。
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级不典型增生部分可逆转至Ⅰ级不典型增生，Ⅲ级不典型增生

部分可逆转至Ⅱ级不典型增生，与对照组比较差异有统计学意

义，病变组织细胞凋亡增加，增殖减弱，免疫组化及流式细胞检

测结果均显示ｐ５３基因及ｂｃｌ２基因表达蛋白的相应变化，提

示ＡＴＲＡ逆转治疗食管癌前病变可能是通过凋亡基因的调控

而实现，其对于鳞状上皮癌前病变的治疗作用较为明确。

总之，ＡＴＲＡ不仅对肿瘤细胞有明显的抑制作用，而且对

鳞状上皮癌前病变也有一定的逆转作用，局部应用 ＡＴＲＡ也

是一种较理想的给药途径，有望成为鳞状上皮癌前病变局部治

疗的新型有效药物。
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