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试验次数少，节约成本[11]。  

REFERENCES 

[1] CHEN Q Q. Quick U.S. A Fast Guild to Anticancer Drug 

Substances, Drug Products and Their Chemical Synthesis(美

国抗癌药物化学合成速查) [M]. Beijing: Science Press, 2009, 

249-250. 
[2] MIU L L, FAN Y, HUANG Z Y, et al. Phase II trial of 

improved regimen with gemcitabine in patients with advanced 

non-small cell lung cancer [J]. Chin J Lung Cancer(中国肺癌

杂志), 2012, 15(1): 1-5. 

[3] SUN S F, GUO W Y, CHEN Y, et al. Study on stearyl alcohol 
derivatives modified liposome and mouse liver targeting drug 

analysis [J]. Liaoning Med Univ(辽宁医学院学报), 2010, 

31(5): 393-396. 
[4] ZHOU Q M, LIU L C, ZHANG D S, et al. Preparation and 

characterization of gemcitabine liposome injections [J]. 
Pharmazie, 2012, 67(10): 844-847 

[5] ZHANG Y J, DENG Y H, YANG Q. Preparation of  
sunitinib malate liposomes with transmembrane ammonium 

sulfate gradient [J]. Chin J New Drug(中国新药杂志), 2012, 

21(5): 563-570. 

[6] LIU Y, XIAO H, JIN X, et al. Preparation and charaterization 

of curcumol liposomes [J]. Chin J New Drug(中国新药杂志), 

2013, 22(15): 1815-1824 
[7] LIU Y, GUO W Y. Optimization of oxaliplatin liposome 

formulation by Box-Behnken experimental design [J]. Chin J 

Mod Appl Pharm(中国现代应用药学), 2013, 30(11): 1196- 

1202.  
[8] XIE X Y, LI Y, LI Y K, et al. Box-Behnken experimental 

design to optimize micromization process of celecoxib by air 

jet mill [J]. Chin J Mod Appl Pharm(中国现代应用药学), 

2014, 31(7): 836-839. 
[9] LEI W, YU C Q, LIN H Q, et al. Optimized preparation of 

tacrolimus transfersomes by Box-Behnken response surface 

method [J]. Her Med(医药导报), 2014, 33(3): 355-360 

[10] ANG Z Z, WANG Z Z, WU K, et al. Preparation of 
rivastigmine liposome and its pharmacokinetics  in rats after 

intranasal administration [J]. Acta Pharm Sin(药学学报), 2011, 

46(7): 859−863. 
[11] CHENG Y, WU Q, YU Q Q, et al. Formula optimization of 

Docetaxel long-circulation liposomes by Box-Behnken  
design and response surface method [J]. Chin Tradit Herb 

Drugs(中草药), 2012, 43(10): 1946-1950. 

收稿日期：2014-08-25 

 
 
 

低频超声波促进重酒石酸卡巴拉汀经皮渗透的研究    
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摘要：目的  研究低频超声波对重酒石酸卡巴拉汀(rivastigmine hydrogen tartrate，RHT)经皮渗透的促进作用。方法  通

过对小鼠、大鼠、小型猪和乳猪皮肤性能的考察，选择乳猪腹部皮肤进行经皮渗透实验。采用 20 kHz 的超声波，于单室

扩散池中测定 2%的 RHT 水溶液的经皮渗透速率，考察超声波强度和暴露时间的影响。结果  当超声波暴露时间为 3 min

时，超声波强度从 2 W·cm2 增加到 11 W·cm2，超声波对 RHT 的促渗倍数从 9.15 倍增加到 84.79 倍。超声波强度为 2 W·cm2

时，超声时间从 3 min 增加到 30 min，促渗倍数从 9.15 倍增加到 42.85 倍。结论  低频超声波对 RHT 有很强的经皮渗透

促进作用，增加超声的功率或者延长超声的时间，均能够明显增强超声对 RHT 的促渗作用。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the promoting effect of low frequency ultrasound on percutaneous penetration of 
rivastigmine hydrogen tartrate. METHODS  Through investigating the skin performance of mice, rats, miniature pig and 
suckling pig, the suckling pig abdominal skin was used in percutaneous experiments. The percutaneous permeability of 2% 
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rivastigmine tartrate solution was determined in one- chamber diffusion cell using 20 kHz ultrasoun. The effects of ultrasonic 
intensity and exposure time on enhancement were evaluated. RESULTS  When the ultrasonic exposure time of 3 min, 

ultrasonic intensity was increased from 2 to 11 W·cm2, the enhance rate increased to 84.79 times from 9.15 times. Ultrasonic 

intensity of 2 W·cm2, ultrasonic time increased from 3 to 30 min, the enhance rate increased from 9.15 to 42.85 times. 
CONCLUSION  Low frequency ultrasound can be effectively used to enhance transdermal delivery of rivastigmine hydrogen 
tartrate. The increase of ultrasonic intensity or extension of ultrasonic time, can significantly enhance the penetration effect. 
KEY WORDS: rivastigmine hydrogen tartrate; ultrasound; transdermal drug delivery; skin 

 

阿尔茨海默病是老年人的常见病[1-2]，随着人

口老龄化，患病率逐渐上升。由于此病影响患者

的认知功能、记忆功能、语言功能、视空间功能、

社会生活能力、个人生活自理能力和情感人格等，

给患者个人、家庭和社会带来很大的负担。重酒

石酸盐卡巴拉汀是一种氨基甲酸类脑选择性胆碱

酯酶抑制剂，可特异性地抑制脑乙酞胆碱及丁酞

胆碱的降解，增加大脑皮质胆碱水平，从而改善

阿尔茨海默病患者的认知功能、日常生活能力和

疾病的严重程度[3]。口服重酒石酸盐卡巴拉汀绝对

生物利用度为 35.5%，它的主要不良反应有恶心、

腹泻、便秘等胃肠道不良反应，临床研究中恶心

发生率为 23.1%，呕吐发生率为 17.0%[4]。经皮给

药可以避免肝首过效应和药物在胃肠道的降解，

避免血药浓度的峰谷现象，降低不良反应。国外

己经有卡巴拉汀贴片上市，临床应用能显著降低

不良反应发生率[5-6]。卡巴拉汀在国内並不是批准

的药物，因此本研究探索以重酒石酸卡巴拉汀

(rivastigmine hydrogen tartrate，RHT)经皮给药。由

于卡巴拉汀重酒石酸盐为离子型药物，难以渗透

通过皮肤的角质层，本研究尝试应用超声波促进

它的经皮渗透。近年来超声波被用作药物输送的

工具，越来越多地被研究。已有报道超声波对大

分子药物和水溶性小分子药物有很好的经皮渗透

促进作用[7-9]，低频率超声波的促透效率大于高频

超声波[10-11]，本研究使用 20 kHz 的超声波进行

RHT 的经皮渗透实验。 

实验动物皮肤的选择对经皮渗透研究结果的

意义影响很大。常见应用的动物有小鼠、大鼠、

小型猪等。小鼠皮肤与人皮肤差异大，小型猪皮

肤为有关机构推荐的经皮给药研究用皮肤，但小

型猪皮肤有粗大的毛孔，水溶性药物的经皮渗透

速率较大，有文献报道水溶性药物尼可地尔在乳

猪皮肤中的渗透系数与人皮肤很接近[12]。因为乳

猪不是标准的实验动物，对它皮肤的渗透性能报

道很少。因此本研究对乳猪皮肤的结构和 RHT 经

皮渗透性能与小鼠、大鼠、小型猪皮肤进行比较，

在此基础上应用乳猪皮肤考察超声波对 RHT 经皮

渗透的影响，探讨 RHT 经皮给药的可能性。 

1  仪器与材料 

TK-12A 型透皮扩散试验仪(上海凯偕科技贸

易公司)；Agilent 1100 高效液相色谱仪(美国安捷

伦公司)；AL204 电子天平(上海梅特勒-托利多公

司)；Eppendorf-Minispin 型离心机(德国艾本德公

司)；超声导入仪(自行设计，委托加工)；JEM-1230

型透射电镜(日本 JEOL)；Ultracut E 超薄切片机(奥

地利 Reichert-Jung)。 

RHT(浙江华海药业股份有限公司，批号：

5579-06-004，含量：99.9%)；SPI-CHEM 环氧树

脂包埋剂(美国 Structure Probe Inc.)；四氧化锇(英

国 Johnson Matthey Chemicals Ltd.)；其他试剂为分

析纯，高效液相试剂为色谱纯。 

乳猪(大三元，♂，体质量 1.5~2.0 kg，杭州文

兴养殖场)；SD 大鼠[♂，体质量 200~220 g，浙江

大学实验动物中心，实验动物合格证号：SCXK(浙) 

2010-1-012]；ICR 小鼠[♂，体质量 19~22 g，浙江

大学实验动物中心，实验动物合格证号：SCXK(浙) 

2010-1-012]；巴马小型猪[♂，体质量 15 kg，上海

妙迪生物科技有限公司，实验动物合格证号：

SCXK(浙)2010-0028]。 

2  方法  

2.1  离体动物皮肤的制备 

将小鼠、大鼠、乳猪和小型猪处死后，腹部

用电剪去毛，剥取腹部皮肤，剥离皮下组织，冷

冻于80 ℃冰箱中，备用。 

2.2  皮肤样品的透射电镜观察 

皮肤样品在 2.5%的戊二醛溶液中固定，用 pH 

7.0 的 0.1 mol·L1 磷酸缓冲液漂洗样品 3 次，用 1%

的四氧化锇溶液固定样品 1.5 h；用 pH 7.0 的

0.1 mol·L1 磷酸缓冲液漂洗样品 3 次；乙醇梯度脱

水，再用丙酮置换。包埋剂梯度渗透，加热固化，

超薄切片，经柠檬酸铅溶液和醋酸双氧铀 50%乙
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醇饱和溶液染色，电镜观察，拍照。 

2.3  体外经皮渗透实验   

取冷冻的皮肤置于生理盐水中解冻，洗净，

将其固定在透皮扩散池的供应室与接受室之间。

在供应室加入 2%的 RHT 溶液，密封。接受室加

入生理盐水溶液作为接受介质，排尽气泡。循环

水保持(37±0.5) ℃。搅拌子以 300 r·min1 的速度

搅拌，分别于 2，4，6，8，12，24 h 取 1 mL 接受

液，并补充等量同温的接受液。取得的接受液

12 000 r·min1 离心 10 min，取上清液 20 μL 进样，

HPLC 测定药物含量。透皮累积渗透量 Q 按下式

计算： 




 
1

1
1

i

iiii VCVCQ  

式中 V 为接受室体积，Vi 为每次取样体积，

Ci 为第 i 次取样时接受液中的药物浓度。以单位

面积累积渗透量(Q)为纵坐标，时间(t)为横坐标作

图，得药物累积渗透曲线。对所得曲线的直线部

分进行回归，求出斜率，即为药物的稳态渗透速

度 J(µg·cm2·h1)。 

2.4  RHT 分析方法的建立   

2.4.1  色谱条件  采用 Agilent 1100 系列色谱仪，

以 Dikma C18 为色谱柱(4.6 mm×150 mm，5 µm)，

柱温 40 ℃，流动相为乙腈-0.05 mol·L1 磷酸二氢

钠 (22∶78) ， 检 测 波 长 为 214 nm ， 流 速 为

1.0 mL·min1，进样量为 20 µL。 

2.4.2  线性关系考察  精密称取一定量的 RHT，

用流动相配制成浓度为 3，30，60，120，180，240，

300 µg·mL1 系列对照品溶液，按先前所述色谱条

件进行测定，进样 20 µL，以峰面积积分值(A)为

纵坐标，浓度(C)为横坐标进行回归，得标准曲线。 

2.4.3  精密度的考察  精密称取 RHT 适量，用空

白透皮接受液溶解，配成 3，60，180 µg·mL1 3 个

浓度，按“2.4.1”项下色谱条件测定。分别在同一

天内和连续 3 d 测定 RHT 的日内和日间精密度。 

2.4.4  回收率的考察  精密称取重酒石酸可巴拉

汀适量，用空白透皮接受液溶解，配成 3，60，

180 µg·mL1 3 个浓度，按“2.4.1”项下色谱条件

测定浓度。 

2.4.5  稳定性试验  取 3，60，180  µg·mL1 3 个

浓度供试品溶液，在配制后 2，4，8，12，24 h 取

样，依法测定，记录峰面积，计算相对标准偏差。 

2.5  超声介导的经皮渗透 

在透皮扩散仪上安装超声导入仪，固定超声

探头，调节探头高度，使探头浸入供给室药物溶

液中，且探头底面距离皮肤表面 5 mm。在透皮实

验开始时即对扩散池内的离体皮肤进行超声处

理，采用 75%的占空比，超声波暴露 0.5 min，间

歇 1.5 min。根据设计参数，调节超声波作用时间

和强度。其余按“2.3”项下方法操作。应用实验

数据求得稳态渗透速度后，计算超声波对药物经

皮渗透的促渗倍数(ER)： 

ER=JE/J0 

JE 为使用超声后药物的稳态渗透速率，J0 为

不使用超声的药物稳态渗透速率。 

3  结果 

3.1  透射电镜(TEM)观察 

采用 TEM 观察各种动物的皮肤形态，结果显

示，各种动物皮肤角质层的厚度大小为小型猪>乳

猪>大鼠>小鼠。小型猪和乳猪的表皮形态与人表

皮相似。结果见图 1。 

3.2  RHT 分析方法 

3.2.1  色谱条件  按“2.4.1”项下色谱条件，对

卡巴拉汀 HPLC 测定方法进行方法学验证，结果

表明各种动物皮肤浸出成分与主药峰能很好分

离，不干扰对卡巴拉汀的分析，结果见图 2。 

 
图 1  不同动物皮肤的透射电镜图 
A小鼠；B大鼠；C小型猪；D乳猪；E人[7]。 

Fig. 1  TEM images of different animal skins  
Amouse; Brat; Cminiature pig; Dsucking pig; Ehuman[7]. 
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图 2  RHT 及皮肤浸出液的 HPLC 图 
A小鼠；B大鼠；C小型猪；D乳猪；ERHT。 

Fig. 2  HPLC chromatogram of skin extract and RHT  
Amouse; Brat; Cminiature pig; Dsucking pig; ERHT. 

3.2.2  线性范围  RHT 浓度在 3~300 µg·ml1 内，

峰面积积分值与浓度有良好的线性关系，标准曲

线方程：A=41.453C+5.686，r=0.999 8。 

3.2.3  精密度和回收率  样品日内精密度 RSD 

为 0.86%，日间精密度 RSD 为 0.99%，精密度达

到分析要求。回收率测定结果表明，高、中、低

浓度测定的回收率结果分别为(102.36±0.78)%、

(100.23±0.62)%和(99.32±0.88)%。 

3.2.4  稳定性试验  结果表明供试品溶液 24 h 内

稳定性良好，峰面积的平均 RSD 为 0.82%。 

3.3  RHT 在不同动物皮肤中的渗透速率 

2% RHT 溶液在不同动物皮肤中的渗透速率

为：小鼠>大鼠>小型猪>乳猪。其中小鼠皮肤的渗

透速率远大于其他 3 种皮肤，而小型猪与大鼠相

近。由于大鼠皮肤的渗透性一般都大于人皮肤，

小型猪又较难获得，因此选择乳猪皮肤进行超声

波介导的 RHT 经皮渗透实验。结果见表 1。 

表 1  RHT 在不同动物皮肤中的经皮渗透参数(n=4, sx  ) 

Tab. 1  Permeation parameters of RHT through different 
skins(n=4, sx  ) 

皮肤来源 
稳态透皮速率(J)/ 

µg·cm2·h1 

药物 24 h的累积渗透量(Q24)/ 

µg·cm2 

小鼠 11.30±2.10 252.41±46.74 

大鼠 1.77±0.57 34.87±12.35 

小型猪 1.36±0.33 30.75±6.79 

乳猪 0.18±0.02 4.40±0.51 

3.4  超声强度对 RHT 经皮渗透的影响 

保持超声频率 20 kHz 和累积超声时间 3 min

不变，调整超声强度依次为 2，6.7，11 W·cm2，

比较超声强度对超声促渗作用的影响，渗透参数

见表 2，渗透曲线见图 3。 

3.5  超声时间对 RHT 经皮渗透的影响 

保持超声频率 20 kHz 和超声强度 2 W·cm2

不变，调整累积超声时间依次为 3，12，30 min，

比较超声使用时间对超声促渗作用的影响，渗透

参数见表 3，渗透曲线见图 4。 

表 2  超声强度对 RHT 经皮渗透参数的影响(n=4, sx  )  

Tab. 2  Influence of ultrasound intensities on permeation 
parameters of RHT(n=4, sx  )  

超声强度/W·cm2 J/µg·cm2·h1 Q24/µg·cm2 ER 

对照组 0.18±0.02 4.40±0.51 1.00 

2 1.63±0.31 33.52±3.40 9.15 

6.7 6.80±1.16 157.62±25.03 38.16 

11 15.12±2.44 345.68±59.01 84.79 

 
图 3  超声强度对 RHT 渗透曲线的影响 

Fig. 3  Influence of ultrasound intensities on penetration 
profile of 2% RHT   

表 3  超声时间对 RHT 经皮渗透参数的影响(n=4, sx  ) 

Tab. 3  Influence of ultrasound with different working time 
on permeation parameters of RHT(n=4, sx  ) 

超声时间 Js/µg·cm2·h1 Q24/µg·cm2 ER 

对照组 0.18±0.02 4.40±0.51 1.00 

 3 min 1.63±0.31 33.52±3.40 9.15 

12 min 4.11±0.95 90.06±20.01 23.03 

30 min 7.64±0.68 167.28±14.75 42.85 

 
图 4  超声时间对 RHT 渗透曲线的影响 

Fig. 4  Influence of ultrasound with different working time 
on penetration profile of 2% RHT  

3.6  超声能量和促渗倍数关系 

为了比较超声强度与超声作用时间对促渗倍

数影响的大小，将超声强度与超声作用时间的乘

积定义为总能量(E)，即：  
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E=I×t 

式中 I 为超声强度(W·cm2)，t 为超声作用时

间(s)。将表 2 和表 3 的有关数据换算后组成表 4。

从中可见，改变超声强度，当总能量从 360 J 增加

到 1 980 J 时，促渗倍数从 9.15 提高到 84.79；而改

变超声作用时间，当总能量从 360 J 增加到 3 600 J

时，促渗倍数从 9.15 提高到 42.8；超声作用时间

组的总能量是超声强度组的近 1 倍，而超声作用

时间组的促渗倍数只有超声强度组的二分之一。

因此，超声强度对 RHT 经皮渗透的影响显著大于

超声作用时间。 

表 4  超声能量和促渗倍数关系 

Tab. 4  Relationship between ultrasonic energy and enhance rate 

超声强度组 超声作用时间组 

总能量/J 促渗倍数 总能量/J 促渗倍数 

  360  9.15   360  9.15 

1 206 38.16 1 440 23.03 

1 980 84.79 3 600 42.80 

4  讨论 

在小鼠、大鼠、小型猪和乳猪 4 种动物皮肤

中，小鼠皮肤角质层的厚度要明显小于其他动物，

因而渗透性 好；大鼠皮肤角质层厚度居中；小

型猪和乳猪的皮肤角质层 厚，其中小型猪略厚

于乳猪。经皮实验结果显示，RHT 在小鼠皮肤中

的渗透速率 大，大鼠与小型猪相近，乳猪 小。

在卡巴拉汀饱和水溶液的经皮渗透实验中，大鼠

与小型猪的透皮速率有很大差异，大鼠腹部皮肤

的渗透速率为 125.82 µg·cm2·h1，而小型猪和乳

猪分别为 62.45 µg·cm2·h1 与 51.66 µg·cm2·h1。

RHT 与卡巴拉汀在小型猪皮肤中实验结果的差

异，可能由于水溶性的 RHT 易于透过有粗大毛孔

的小型猪皮肤有关。因此药物在各种动物皮肤中

渗速率的大小，与药物的性质有关。鉴于伦理上

的原因，不能用人皮肤作对照实验，因而本研究

的实验结果对乳猪皮肤在经皮给药研究中的应用

有一定的参考价值。 

促进药物经皮渗透的常用方法是使用经皮吸

收促进剂，但对水溶性药物的促透作用不强。物

理促透方法如离子导入、低频超声波和电致孔等

技术，适合于水溶性与大分子药物。电致孔技术

不适于患者自身给药，离子导入需要在整个给药

间段施加电场，超声波介导经皮给药促透作用时

间长。超声波对药物渗透增强作用主要取决于 3

个的超声参数：频率、强度和应用时间[13-14]。本

研究采用总能量评价超声强度与超声作用时间对

促渗倍数影响的结果，有助于超声参数的选择。 

国外已有 RHT 的碱基卡巴拉汀的经皮给药贴

片 Exelon Patch 上市，其剂量有 4.6 mg·(24 h)1[15]。

根据本实验结果，使用直径为 4.37 cm 的超声波暴

露面积，可能达到相同的剂量水平。因此在超声

波介导下，经皮给药可能成为 RHT 的新给药方法。 
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