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胶带粘贴技术结合 ＬＣＭＳ法测定人体皮肤
角质层中艾迪康唑浓度
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摘　要　采用胶带粘贴技术采集人体浅层皮肤样本，经提取处理后进行ＬＣＭＳ测定，建立了人体皮肤角质层中艾迪康
唑的定量分析方法。ＬＣＭＳ测定以酮康唑为内标，甲醇００１％甲酸水溶液（６５∶３５）为流动相，经 ＳｈｉｍｐａｃｋＶＰＯＤＳＣ１８柱
分离后，电喷雾离子化，选择性正离子检测。研究表明该方法在０６～１８００ｎｇ／ｍＬ范围内线性关系良好（ｒ＝０９９９８），方法
回收率、批内及批间精密度均符合生物样本药物浓度测定要求。运用该方法对１０例健康志愿者外用艾迪康唑乳膏后皮内
药物浓度的动态变化过程进行了初步考察，结果表明该方法灵敏、专属，可用于人体局部外用艾迪康唑乳膏后角质层中药

物浓度测定及人体皮肤药代动力学研究。
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　　三唑类抗真菌药是目前临床上应用最为广泛的
抗真菌药物，国外已有多个该类药物上市或进入临

床研究。艾迪康唑（ｉｏｄｉｃｏｎａｚｏｌｅ，结构式见图１）是
由第二军医大学张万年教授课题组基于唑类化合物
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的构效关系研究结果，通过计算机辅助设计研发的

新一代三唑类广谱抗真菌药物［１－２］。艾迪康唑为麦

角固醇生物合成抑制剂，可抑制真菌羊毛甾醇１４α
去甲基化酶，干扰细胞膜麦角固醇的合成，导致细胞

膜的改变和胞浆内容物的渗出而起抑菌作用，具有

广谱、高效和低毒的特点，对深部真菌和浅部真菌均

有很强的抗真菌活性，对目前临床上难以治疗的曲

霉菌感染也有很强活性［２，４］。鉴于国内浅部真菌病

的发病率较高，艾迪康唑被制成局部皮肤给药的外

用制剂，用于皮肤浅部真菌感染的治疗。

皮肤外用制剂主要针对皮损局部病理靶组织

发挥药理作用，因而测定药物在局部靶组织的浓度

是了解药物在靶部位的量效关系和量时关系的
关键步骤。系统药代动力学试验方法只表示外用

制剂皮肤局部给药后，药物非病理靶点的作用及可

能对人体带来的系统不良反应和毒性作用，无法提

供药物在病理靶点的相关信息及特点，从而难以对

外用制剂的有效性和安全性作出准确评价。胶带

粘贴法作为一种采样技术，适用于作用靶位为角质

层及表皮上层的局部外用制剂的皮内药物动态过

程的研究［５－７］。本研究运用胶带粘贴技术结合ＬＣ
ＭＳ法，建立了人体皮肤局部外用艾迪康唑乳膏后
角质层中药物浓度的定量分析方法，并对人体皮肤

外用艾迪康唑乳膏后角质层中药物浓度的动态变

化过程进行了初步考察，为艾迪康唑乳膏后续进行

深入的皮肤药代动力学研究提供了依据和基础。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｉｏｄｉｃｏｎａｚｏｌｅ
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　材　料

１１　药品和试剂
艾迪康唑乳膏（安徽济人药业有限公司、第二

军医大学药学院，规格２％，批号２００９１００８）；艾迪
康唑对照品（第二军医大学，纯度９９６７％）；酮康
唑对照品（中国药品生物制品检定所）；甲醇（色谱

纯，德国Ｍｅｒｃｋ公司）；甲醇（色谱纯，江苏汉邦科
技有限公司）；甲酸（色谱纯，美国 Ｔｅｄｉａ公司）；三
蒸水自制。胶带（Ｓｃｏｔｃｈ８４５，美国３Ｍ公司）

１２　仪　器
ＬＣＭＳ２０１０ＥＶ液质联用系统及应用软件 ＬＣ

ＭＳｓｏｌｕｔｉｏｎＶｅｒｓｉｏｎ３３０（日本岛津公司）；ＢＰ２１１Ｄ
电子天平（德国赛多利斯公司）。

&

　方　法

２１　ＬＣＭＳ测定条件
色谱柱：ＳｈｉｍｐａｃｋＶＰＯＤＳＣ１８（１５０ｍｍ×

２０ｍｍ，５μｍ）；流动相：甲醇００１％甲酸水溶液
（６５∶３５）；流速：０２ｍＬ／ｍｉｎ；ＥＳＩＭＳ选择性正离子
检测，艾迪康唑测定离子［Ｍ＋Ｈ］＋ｍ／ｚ４８４８５；内
标酮康唑测定离子［Ｍ＋Ｈ］＋ｍ／ｚ５３１９０。主要
ＥＳＩＭＳＤ工作参数：ＣＤＬ温度 ２５０℃；Ｂｌｏｃｋ温度
２００℃；Ｐｒｏｂｅ电压＋４５ｋＶ；检测电压１４５ｋＶ；雾
化气流速１５Ｌ／ｍｉｎ。
２２　皮肤样品的采集

给药部位擦去剩余药物及限制框，用干医用纱

布轻擦至手轻触无黏性感，同一部位固定取样限制

框。２０片空白胶带合并称重。１片胶带中心区域
置取样限制框内框，用４００ｇ砝码在取样区域做圆
周移动，使胶带充分接触皮肤，快速撕脱。同一取

样部位采集２０次，再次合并称重，两次称重质量之
差即为粘取的角质层重量ｍｓｃ。
２３　生物样品处理

将同一部位采集的２０层粘有皮肤样品的胶带
合并置于同一１００ｍＬ锥形瓶中，加入提取液（甲
醇００１％甲酸水，６０∶４０）１００ｍＬ，精密加入内标溶
液（１ｍｇ／ｍＬ）１００μＬ，室温浸泡 １２ｈ。涡旋混匀
２ｍｉｎ，取提取液１ｍＬ，１４０００ｒ／ｍｉｎ高速离心后，
上清液供ＨＰＬＣＭＳ分析。
２４　健康受试者皮内药物消除的初步考察

试验经中国医学科学院皮肤病医院国家药物

临床研究机构伦理委员会审核批准后实施。１０名
健康受试者（男性５名，女性５名，年龄１９～２８岁，
体重５１～７３ｋｇ，身高１５７～１８０ｃｍ），常规体检及
生化检验结果证明肝肾功能正常、心电图正常、精

神状态良好。受试前４周内未参加过其他皮肤外
用药物临床试验，受试前２周及实验期间未系统应
用其他药物。受试前对试验目的与要求完全了解，

并自愿签署知情同意书。

受试者左侧前臂下段及右侧前臂上、中、下共

４处，两处区域相距至少２ｃｍ，每处２×２ｃｍ２区域

０８



第１期 吴黎莉等：胶带粘贴技术结合ＬＣＭＳ法测定人体皮肤角质层中艾迪康唑浓度

２％艾迪康唑乳膏０５ｇ封包给药，１ｈ后擦去剩余
药物。分别于去除药物后４，８，１２，２４ｈ按“２２”项
方法采集皮肤样本。按“２３”项操作后，ＬＣＭＳ法
测定其中的艾迪康唑浓度 ｃｖ，按公式（１）换算成皮
肤药物浓度ｃｓｃ。式中，Ｖ为提取液的体积，ｍｓｃ为角
质层重量。

ｃｓｃ（μｇ／ｇ）＝
ｃｖ（ｎｇ／ｍＬ）×Ｖ（ｍＬ）
ｍｓｃ（ｇ）×１０００

（１）

'

　结　果

３１　特异性
空白皮肤胶带、空白皮肤胶带加艾迪康唑对照

品和内标、受试者用药后皮肤胶带的典型图谱如图

２所示。艾迪康唑和内标酮康唑的保留时间分别
为３６ｍｉｎ和２２ｍｉｎ左右，皮肤中的内源性物质
及胶带成分对测定无干扰。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＲｅｐｒｅｓｅｎｔｉｖｅＳＩＭ（＋）ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｂｌａｎｋｓｔｒａｔｕｍｃｏｒｎｅｕｍｓａｍｐｌｅ（Ａ），ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄｓｔｒａｔｕｍｃｏｒｎｅｕｍｓａｍｐｌｅ（Ｂ）ａｎｄｓｔｒａｔｕｍｃｏｒ
ｎｅｕｍｓａｍｐｌｅｏｆａｈｅａｌｔｈｙｖｏｌｕｎｔｅｅｒ（ｉｏｄｉｃｏｎａｚｏｌｅ９０３０ｎｇ／ｍＬ）（Ｃ）Ⅰ：ｉｏｄｉｃｏｎａｚｏｌｅⅡ：ｋｅｔｏｃｏｎａｚｏｌｅ

３２　标准曲线及定量下限
分别精密吸取艾迪康唑标准贮备液适量，置粘

有空白皮肤的胶带上，配制成艾迪康唑质量浓度分

别为０６，３，１２，６０，３００，６００，１８００ｎｇ／ｍＬ的生物
样本，每一浓度点均为２０层皮肤胶带的总和。自
然挥干后分别按“２３”项下生物样品处理方法，自
“加入１００ｍＬ提取液”起同样操作，并进行色谱分
析，记录色谱峰面积（Ａｓ）与内标色谱峰面积（Ａｒ）。
以峰面积比 Ｒ（Ｒ＝Ａｓ／Ａｒ）对质量浓度（ｃ，ｎｇ／ｍＬ）
进行线性回归，回归方程：Ｒ＝３４６７×１０－３ｃ＋

２８４６×１０－４，ｒ＝０９９９８（ｗ＝１／ｃ２）。表明艾迪康
唑生物样品质量浓度在０６～１８００ｎｇ／ｍＬ范围内
色谱响应线性关系良好。最低定量限为 ０６
ｎｇ／ｍＬ。
３３　精密度和准确度

按标准曲线测定方法配制高、中、低３种质量
浓度（１８，３００，１５００ｎｇ／ｍＬ）的生物样本，进样分
析。在一个分析批内测定５次，计算批内精密度；
在不同天连续制备并测定３个分析批，计算批间精
密度。结果见表１。

Ｔａｂｌｅ１　Ｉｎｔｒａｂａｔｃｈａｎｄｉｎｔｅｒｂａｔｃｈｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄａｃｃｕｒａｃｙｏｆｉｏｄｉｃｏｎａｚｏｌｅ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

Ａｄｄｅｄ／（ｎｇ／ｍＬ）
Ｉｎｔｒａｂａｔｃｈ

Ｆｏｕｎｄ／（ｎｇ／ｍＬ） Ａｃｃｕｒａｃｙ／％ ＲＳＤ／％
Ｉｎｔｅｒｂａｔｃｈ

Ｆｏｕｎｄ／（ｎｇ／ｍＬ） Ａｃｃｕｒａｃｙ／％ ＲＳＤ／％
１８ １７８±０１３ ９８７１ ７３６ １７７±０１０ ９８３３ ５３８
３００ ２９３２０±１１６６ ９７７３ ３９８ ３１２８７±１６４４ １０４２９ ５２５
１５００ １４６５０１±１２８９ ９７６７ ０８８ １４７７５１±３０１７ ９８５０ ２０４
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３４　提取回收率
按标准曲线测定方法配制 １８，３００，１５００

ｎｇ／ｍＬ３种不同浓度的生物样本各５份，按“２３”项
下方法处理后进样分析，记录艾迪康唑与内标的色

谱峰面积比Ａｓｒ。另取空白样品６份，分别加入提取
液（甲醇００１％甲酸水，６０∶４０）１００ｍＬ，浸泡１２ｈ。
加入等量的艾迪康唑应用液适量，配成各浓度水平

标准液各２份。精密加入内标溶液（１ｍｇ／ｍＬ）１００
μＬ，涡旋混匀２ｍｉｎ，取提取液１ｍＬ，高速离心后上
清液进样分析。测定艾迪康唑与内标的色谱峰面

积比 Ａｒｒ。按 Ａｓｒ／Ａｒｒ×１００％计算，即得生物样品
处理方法的回收率。测得低、中、高３种浓度生物
样本的回收率（％）分别为８２２０，７９２０和８２５９。
３５　基质效应

取粘有空白皮肤的胶带共１５份，每份２０条
（５种不同来源、每种３份）置１００ｍＬ锥形瓶中，
加入提取液（甲醇００１％甲酸水，６０∶４０）１００ｍＬ
浸泡１２ｈ后，参照标准曲线测定方法，分别加入
艾迪康唑标准液的稀释液适量，配成 １８，３００，
１５００ｎｇ／ｍＬ３种浓度水平，每一浓度各５份；另分
别取与基质样品组１８，３００，１５００ｎｇ／ｍＬ３种浓度
水平等量的艾迪康唑标准液的稀释液，置１００ｍＬ
锥形瓶中，每一浓度各５份，各加入甲醇００１％甲
酸水（６０∶４０）液 １００ｍＬ。精密加入内标溶液（１
ｍｇ／ｍＬ）１００μＬ，涡旋混匀２ｍｉｎ，取１ｍＬ高速离心
后，上清液供 ＨＰＬＣ／ＭＳ分析，记录艾迪康唑和内
标酮康唑的色谱峰面积。

计算含基质样品组峰面积与无基质对照组峰

面积的比值，以考察不可见干扰（即共流出成分，

主要是内源性物质）对艾迪康唑和酮康唑离子化

效率的影响情况，结果表明艾迪康唑与内标的基质

效应均在８５％～１１５％之间，基质对两者离子化效
率的影响基本稳定。

３６　稳定性考察
按标准溶液配制方法配制艾迪康唑质量浓度

分别为１８和１５００ｎｇ／ｍＬ的皮肤样品，进行室温
放置及处理后进样溶液的稳定性考察，结果表明皮

肤样品室温放置２４ｈ，处理液室温放置２４ｈ，４℃
自动进样器中放置２４ｈ，－２０℃长期放置２０ｄ，稳
定性均良好（ＲＳＤ均小于１０％）。
３７　皮内药物浓度动态变化过程的初步考察结果

１０例健康受试者前臂屈侧皮肤外用２％艾迪

康唑乳膏１ｈ，去除药物后艾迪康唑平均皮肤药物
浓度时间曲线见图３。

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｍｅａｎｓｔｒａｔｕｍｃｏｒｎｅｕｍｄｒｕｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｉｍｅｃｕｒｖｅｏｆｉｏｄｉ
ｃｏｎａｚｏｌｅｆｒｏｍ１０ｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓａｆｔｅｒｔｏｐｉｃａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ２％ ｉｏｄｉｃｏｎａｚｏｌｅ
ｃｒｅａｍｆｏｒ１ｈ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

1

　讨　论

与系统给药不同，局部外用治疗药物要求在规

定时间内有足量的药物到达并保持在皮肤和浅表

组织中，以发挥最大的药理学作用。皮肤药代动力

学研究药物在皮肤靶部位的吸收、分布、代谢和转

归过程，对创新性局部外用药物的研发具有重要的

指导作用［８］。目前皮肤药代动力学研究方法较

多，如胶带粘贴法、微透析法、激光扫描共聚焦显微

镜等，主要针对外用制剂不同的作用靶位进行选

择。这些方法中，胶带粘贴法对皮肤的伤害相对较

小、可自然恢复，且采集的皮肤样本来自于艾迪康

唑外用给药的作用靶部位。虽然不能在同一部位

获得连续的时量数据，但采用相邻多点给药、采
样，也能得到类似的时量数据，计算出动力学
参数。

国内外关于生物样本中艾迪康唑浓度测定方

法主要有ＬＣ／ＵＶ法［９］、ＬＣＭＳ／ＭＳ法［１０］测定血浆

中药物浓度，ＵＰＬＣＵＶ法结合微透析技术测定真
皮中艾迪康唑药物浓度［１１］，均无法获得药物在其

作用靶位中的相关信息。本研究采用胶带粘贴技

术结合ＬＣＭＳ法建立了人体皮肤角质层中艾迪康
唑浓度的定量分析方法，并应用该方法考察了局部

外用艾迪康唑乳膏后健康受试者角质层中药物浓

度动态变化过程。该方法灵敏度高、专属性好、简

便、快速、可操作性强，为艾迪康唑乳膏的进一步深

入研究及其临床合理应用、临床治疗的给药剂量及

给药频度的确定提供参考。

人体各部位表皮厚度具有差异性，皱褶部位皮
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肤最薄，足部皮肤最厚，而前臂内侧皮肤表皮厚度

接近全身表皮厚度平均值。外用制剂人体试验的

给药部位大多选择前臂屈侧及背部。虽然背部区

域给药及取材均较为方便，但存在毛发、痤疮、毛囊

炎等的干扰，而前臂屈侧的干扰因素相对较少。因

此本次试验选择在受试者双前臂屈侧用药。

胶带的选择是实验能否顺利进行的重要因素，

不同种类胶带的黏性和成分均会影响实验结果。

国产普通胶带黏性较小，相同条件下粘取的皮肤样

品很少，且其黏性成分对药物的含量测定有干扰。

美国３Ｍ胶带黏性较强，在同一部位粘取数次后即
能采集大部分角质层，且黏性成分不干扰艾迪康唑

的浓度测定。

采用胶带粘贴法采集皮肤样品，在同一部位粘

取２０层，可除去大约（６６±１２）％的角质层，粘取
５０层即可除去几乎全部角质层。用经皮肤水份丧
失（ＴＥＷＬ）作为指标考核角质层屏障，当 ＴＥＷＬ达
到初始值的６倍以上时，７５％～８０％的角质层已被
除去。以往的研究一般在同一部位粘取１５～３０层
不等。另外，同一部位胶带粘取２０层，受试者的主
观没有异常的不适感；而继续粘取至３０层时，痛感
明显，皮肤外伤性刺激损伤较大。综合上述结果，

本研究最终确定的采样层数为每处给药部位粘取

２０次（层）。
胶带采集的皮肤样本不同于血、尿等生物样

本，初始样本中除一般的生物杂质外，还含有胶带

中的黏性化合物，成分更为复杂。本研究对药物的

提取方法进行了探索，考察了酸性、中性及碱性条

件下药物回收率和胶带成分的干扰情况。结合

ＬＣＭＳ分析对进样溶液的限制，最终选择以甲醇
００１％甲酸水（６０∶４０）为提取液浸泡 １２ｈ提取。
按本研究建立的生物样品处理方法操作，艾迪康唑

的回收率较高且稳定，内源性物质及胶带成分均不

干扰艾迪康唑的测定。

胶带粘贴法采集皮肤样品，可使取样部位皮肤

产生外伤性的应激性反应（如红、肿等）。针对这

些因采样方法所导致的急性皮肤外伤性刺激，参照

临床治疗的经验，在皮肤样本采集后，立即于给药

部位涂搽金霉素眼膏，预防可能发生的感染及减少

皮肤水份丧失，维持涂搽１周后，用硅油乳膏常规
皮肤保湿滋润，以减轻皮肤不良反应。本研究１０
例受试者无一例出现继发性皮肤不良反应。
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