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酮洛芬及其异丙酯对 ΗαΧαΤ细胞构建的组织工程皮肤的渗透作用
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摘要 目的  体外构建适用于经皮给药研究的组织工程皮肤 ∀方法  以表皮角质形成细胞系 ≤×细胞及人

真皮成纤维细胞为细胞来源 用 型牛胶原蛋白为真皮基质包埋成纤维细胞 其上接种 ≤×细胞 采用气 2液界面

方式培养 观察不同的培养介质对组织工程皮肤的影响 ∞染色切片观察培养皮肤结构形态 ∀以酮洛芬及其异丙

酯为模型药物研究经皮渗透和代谢特性 ∀结果  ≤×细胞经气 2液界面培养可形成类表皮层 但不能形成完整的

角质层 ∀维生素 ≤可明显促进细胞增殖 维生素 ⁄
可促进细胞分化 雌二醇对此组织工程皮肤没有明显的影响 ∀同

皮肤细胞匀浆代谢相似 酮洛芬异丙酯被代谢成原药酮洛芬 ∀结论  ≤×细胞在气 2液界面培养条件下可形成多

层分化不完全的表皮层 保留了一定的酶活性 可用于药物的经皮渗透和代谢等研究 ∀
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  经皮吸收是现代药剂学研究的重要领域之一  通常采用动物 鼠 !猪等 皮肤或人尸体皮肤在体外

进行渗透和代谢研究 但它们与健康人皮肤的结构 !

生理等存在较大差异 因此组织工程皮肤 ∏

成为健康人皮肤替代研究的热点 ∀

国外已有 ∞⁄≥∞∞≥等多种组织工
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程皮肤获得商品化 应用这些组织工程皮肤研究药

物或化妆品等经皮吸收的报道也越来越多 ≈ ∗ 
显

示它们作为经皮吸收模型具有非常广阔的应用前

景 ∀但是组织工程皮肤通常采用新鲜分离的健康人

皮肤细胞构建 由于健康人皮肤来源有限 且供体间

的差异可导致细胞间的不同 因此该方法所构建组

织工程皮肤的应用受到很大限制 ∀ ≤×细胞作为

由正常人腹部表皮衍生而来的一种角质形成细胞

系 在浸没培养时即具有同正常人角质形成细胞相

似的分化特性 ≈
而且培养 !传代十分方便 从而解

决皮肤细胞的来源问题 同时也可提高组织工程皮

肤的重现性 ≈ ∀本文以 ×多孔聚碳酸酯膜

为支持物 采用胶原包埋成纤维细胞后接种 ≤×

细胞 浸没培养一段时间后除去上室培养液进行气 2

液界面培养 得到多层结构的组织工程皮肤模型 以

酮洛芬 及其异丙酯  

为模型药物 研究药物经组织工程皮肤渗透和

代谢的特征 ∀

材料和方法

仪器和试剂  高效液相色谱仪 包括 ≤ 2

⁄∂ °泵  ≥°⁄2∂ °检测器  ≤ 2  积分仪 

∂ 2紫外检测器 日本岛津公司 ⁄ ∞ 培养

基 !ƒ2培养基 !分散酶 ⁄公司 新

生牛血清 杭州四季青生物工程研究所 ∂  ≤

∂ ≤∂  ⁄ ∂ ⁄ !雌二醇 !型胶原酶

≥公司 酮洛芬 重庆西南合成制药厂 酮洛

芬异丙酯 第二军医大学长海医院国家临床药理基

地范国荣博士合成 孔 ×培养板 

 Λ孔径聚碳酸酯膜 ≤公司 型牛胶

原蛋白的提取按照孙海晨等 ≈的方法提取 ≤×

细胞由第二军医大学长海医院皮肤科顾军 !米庆胜

教授馈赠 并以他们提供的方法进行培养 ∀

组织工程皮肤的构建

皮肤的处理及细胞的分离和培养  成纤维细胞

的分离和培养参照文献 ≈方法进行 即包皮经

1分散酶 消化 分离真皮和表皮 ∀表皮保存

在液氮中待用 真皮由 1胶原酶 消化 含 

新生牛血清的 ⁄ ∞ 培养 ∀ ≤×细胞以含 

新生牛血清的 ⁄ ∞培养 ∀

真皮类似层构建  取 份 型牛胶原蛋白醋酸

溶液  # 

和 份  ≅ ⁄2液置于冰浴中

混匀 以  # 


中和至  1冰浴中加

份含成纤维细胞 1 ≅ 
 # 


的新生牛血清

悬液 混匀 ∀每个 ×上室中接种细胞悬液

1 置  ε 孵箱凝固  加含 新生牛血

清的 ⁄ ∞培养基浸没培养过夜 ∀

组织工程皮肤的构建及培养  ≤×细胞用含

新生牛血清的 ⁄ ∞重悬 1 ≅ 
 # 




1 接种于真皮类似层上 ∀浸没培养  从 

起进行气 2液界面培养 即下室加  培养基 上室

不加培养基 每天换液 培养 周 ∀培养基 含

新生牛血清的 ⁄ ∞ ƒ2Β含 新

生牛血清的 ⁄ ∞ ƒ2Β  ∂≤ Λ# 



≤含 新生牛血清的 ⁄ ∞ ƒ2Β  ∂ ⁄

 ≅ 


# 


 ⁄含  新生牛血清的

⁄ ∞ ƒ2Β 雌二醇  ≅ 

# 


∀

组织学检查  培养标本用 多聚甲醛固定过

夜 经脱水 !石蜡包埋 ! Λ切片 !∞染色 置显微

镜下观察 ∀

酮洛芬异丙酯经组织工程皮肤的渗透和代谢

酮洛芬及其异丙酯凝胶的制备  卡泊姆 2

1 加蒸馏水约  溶胀 加三乙醇胺约 1

制成凝胶基质 另将酮洛芬异丙酯 1 或酮

洛芬 1 溶于乙醇 1 不断搅拌下加入凝

胶基质中 加蒸馏水至   ε 保存 ∀

酮洛芬及其异丙酯凝胶经组织工程皮肤的渗透

和代谢  同组织工程皮肤相似 将正常人皮肤表皮

层贴于 ×上室的聚碳酸酯膜上培养 ∀将凝

胶分别均匀涂布于正常人皮肤表皮和组织工程皮

肤 有效涂布面积 1 

酮洛芬及酮洛芬异丙

酯各 1 Λ# 

×下室中加无血清

⁄ ∞ 培养基  作为接受液 图 分别于

111和  取接受液 并加入

 ε 等体积新培养基 ∀

样品处理  接受液 1 以 1 # 


 ≤酸化至  1加乙醚 1 萃取 涡旋振荡

 醚层吹干 加流动相溶解后用高效液相色谱

法测定 ∀

高效液相色谱测定  按照文献 ≈方法进行 

即采用  ⁄≥ ≤色谱柱   ≅  

 Λ大连依利特科学仪器有限公司 以甲醇 2水 2

磷酸   Β  Β 1 为 流 动 相 流 速 1

# 

 Λ进样 检测波长  ∀

结果

1  组织工程皮肤培养 4周初步形成

  组织工程皮肤培养 即开始收缩 培养皮肤
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Φιγυρε 1  ≥ ∏  ∏∏  ×

与 ×上室室壁开始分离 透明度逐渐降低 

培养 培养皮肤不再收缩 而仅在胶原中包埋成

纤维细胞的真皮类似层收缩与前者相似 当胶原中

不包埋成纤维细胞而仅在上部接种 ≤×细胞 胶

原在培养过程中没有明显的收缩 ∀经 周培养 培

养皮肤皱缩呈乳白色圆形 具一定的韧性 ∀培养基

中添加 ∂ ≤∂ ⁄或雌二醇对培养皮肤外观没有

明显的影响 ∀

2  组织工程皮肤组织学形态呈多层结构

与正常人角质形成细胞气 2液界面培养的组织

工程皮肤相似 ≤×细胞同样能形成由多层细胞

构成的表皮层 图 但细胞排列的有序性略差 不

能形成完整的皮肤角质层 可观察到极少数细胞的

终末分化 部分细胞的细胞核残缺 ∀为改善组织工

程皮肤的组织结构 作者在基本培养基中加入了 ∂ 

≤∂ ⁄和雌二醇等化学物质 ∂ ≤可明显促进

≤×细胞增殖 形成表皮层略厚于其他培养组

图 用添加 ∂ ⁄的培养基培养后 组织工程

皮肤表皮层厚度不受明显影响 但可见多处细胞核

缺失 图 ≤添加雌二醇培养对组织工程皮肤形态

学没有明显的影响 ∀

3  高效液相色谱含量测定方法

酮洛芬异丙酯在单纯无血清 ⁄ ∞ 中 按样品

处理方式处理 未检测到分解产生的酮洛芬 ∀酮洛

Φιγυρε 2   ∏  ∏∏  √∏ ¬2
2¬  ∏∏   √∏ ×     

  ⁄ ∞ ƒ2 Β  √∏  ∏∂ ≤

 Λ# 

 ≤ ∏∂ ⁄  ≅ 


# 


 ⁄ ∏∞ ≅ 



# 
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芬 τ 1 酮洛芬异丙酯 τ 1 以峰面积

Α对药物浓度 Χ回归 在  ∗ 1 Λ# 



酮洛芬标准曲线为 Χ  1 ≅ 

Α  1 ρ

1   ∗ 1 Λ# 
酮洛芬异丙酯标准

曲线 Χ  ≅ 

Α  1ρ 1 ∀酮洛芬在

1和 1 Λ# 
的日内精密度分别为

1 1和 1 日间精密度为 1 1

和 1 平均回收率为 1 ∀酮洛芬异丙酯在

1和 1 Λ# 
的日内精密度分别为

1 1 和 1 日间精密度分别为 1 

1和 1 平均回收率为 1 ∀

4  酮洛芬异丙酯经皮肤渗透过程中被代谢成酮洛

芬

酮洛芬本身可透过正常人皮肤表皮和组织工程皮

肤 在表皮中的渗透转运速率 1 Λ# 
 # 




略低于组织工程皮肤 1 Λ# 
 # 


酮

洛芬异丙酯透过组织工程皮肤过程中被代谢成酮洛

芬 经 °≤测定 组织工程皮肤接受液中只检测到

酮洛芬而未检测到酮洛芬异丙酯 而表皮接受液中

可检测到少量的酮洛芬异丙酯透过 酮洛芬异丙酯经

组织工程皮肤的渗透代谢速率 1 Λ# 
 # 




小于正常皮肤表皮层 1 Λ# 
 # 


∀酮

洛芬及其异丙酯在正常人皮肤表皮和组织工程皮肤

中的渗透行为见图 ∀

讨论

目前已研究的组织工程皮肤细胞来源包括常规

分离皮肤角质形成细胞 ≈ !表皮干细胞 ≈及角质形

成细胞系 ≈等 ∀ ≤×细胞移植至裸鼠后可形成

与正常角质形成细胞相似的表皮层 ≈
具有较好的

分化能力 ∀本实验表明 经基本培养基 周气 2液培

养 ≤×细胞形成多层结构的表皮类似层 顶部部

分细胞的胞核残缺表明细胞发生分化 但未能形成

完整的角质层 ∀为改善组织结构 促进细胞分化 研

究中加入了 ∂ ≤等化学物质 ∀ ∂ ≤可促进大鼠角

质形成细胞系的分化及增强其屏障功能 ≈
∂ ⁄

可加速角质形成细胞的终末分化 ≈ ∀本研究中 添

加 ∂ ≤培养后表皮层略厚 促进 ≤×细胞增殖

明显 添加 ∂ ⁄培养的组织工程皮肤与其他培养

组相比 靠近空气界面细胞的胞核残缺明显 部分区

域成片细胞呈无核状态 表明 ∂ ⁄促进细胞分化

明显 ∀雌激素可促进胎鼠和体外移植皮肤屏障功能

的形成 ≈
在本实验中 雌二醇对 ≤×细胞构建

的组织工程皮肤无论是外观 !形态学还是酮洛芬异

丙酯的渗透代谢都没有显著影响 ∀

其中 与作者以前的研究 ≈和人正常皮肤相

似 酮洛芬异丙酯经组织工程皮肤代谢成酮洛芬 不

同的是 在接受液中未检测到酮洛芬异丙酯 此前体

药物可被组织工程皮肤完全代谢为原药 而正常人

表皮接受液中则可检测到少量的酮洛芬异丙酯透

过 这可能是组织工程皮肤对脂溶性药物通透性较

正常皮肤差 而在渗透过程中被完全代谢所致 ∀酮

洛芬异丙酯经组织工程皮肤的代谢转运速率显著小

于酮洛芬本身的渗透转运 这可能是由于该培养皮

肤缺乏完整的角质层 皮肤的亲水性较强 酮洛芬异

丙酯本身的渗透速率远小于酮洛芬 且经进一步酯

酶代谢才能在接受液中检测出所致 ∀酮洛芬及其异

Φιγυρε 3  °∏∏  

  ∏∏

    

      

   ∏  ≤

   ν    °

∏   °∏

∏
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丙酯经正常人皮肤表皮层与组织工程皮肤的渗透和

代谢略有差异 可能也是由于组织工程皮肤与正常

人皮肤对不同脂溶性药物的通透性差异所致 ∀

本研究证实 ≤×细胞在气 2液界面培养条件

下可形成多层分化不完全的表皮层 不能终末分化

形成完整的角质层 但若能在培养中加入其他细胞

或血液循环中的一些因子 或许可改善组织工程皮

肤的组织结构 ∀本研究中的组织工程皮肤保留了一

定的酶 与细胞匀浆研究药物的经皮吸收代谢相比 

组织工程皮肤更能模拟皮肤的代谢功能 可运用于

药物的经皮代谢及药物皮肤刺激性等研究 ∀

Ρ εφερενχεσ

≈ ≥ ƒ°     ≤ 

∏   ∏  

  ιν ϖιτρο ∏∏  ≈  Ιντ ϑ

Πηαρµ  215    
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  ∏  √∏ ∏

∏∏  ≈  Σκιν Πηαρµ αχολ
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∏∏ √   

2 ∏

 ∏  εξ ϖιϖο  ≈
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∏∏ ≈ ϑ ΧελλΒιολ

106  
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 ∞   
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