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Цель исследования: доказать принципиальную возможность увеличения скорости диффузии инсулина 
через кожу in vitro с предварительной аппликацией на нее микроигл. Материалы и методы. В исследо-
ваниях in vitro была использована микроэмульсионная матричная трансдермальная терапевтическая сис-
тема инсулина. Лекарственной субстанцией служил полусинтетический генноинженерный инсулин че-
ловека. Для усиления диффузионного потока лекарственного вещества были использованы аппликаторы, 
представляющие собой кремниевые микроиглы длиной 40 и 150 мкм на кремниевой подложке. Динамику 
выхода инсулина из трансдермальных терапевтических систем через неконсервированную кожу кролика 
изучали in vitro в стеклянных диффузионных ячейках Франца на анализаторе диффузии лекарственных 
препаратов HDT 1000 (Copley Scientifi c Ltd., Великобритания). Для отделения спектра поглощения ин-
сулина от спектров поглощения собственных белков кожи при исследовании рабочих растворов гормо-
на на спектрофотометре была использована методика мечения инсулина флуоресцеин изотиоцианатом. 
Результаты. Показано, что количество инсулина, прошедшее через кожу in vitro из трансдермальной 
терапевтической системы за 20 часов, составляет 282,5 ± 61,1 и 372,3 ± 7 мкг после предварительной 
аппликации микроигл размером 40 и 150 мкм соответственно. Это в 1,4 и 1,9 раза больше по сравнению 
с трансдермальной системой без использования микроигл. Заключение. Найдены условия применения 
микроигл (длина – 150 мкм, время предварительной аппликации – 1 ч) для повышения диффузии инсули-
на через кожу из модельной трансдермальной терапевтической системы.
Ключевые слова: трансдермальная терапевтическая система, микроиглы, диффузия инсулина.
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Aim: to prove the possibility of increasing the diffusion of insulin through the skin in vitro with pre-applying 
microneedles. Materials and methods. Microemulsion for transdermal therapeutic system of insulin has been 
used in vitro studies. Genetically engineered human insulin has been used in this research. Applicators with sili-
con microneedles (40 and 150 microns long) have been used to enhance the diffusion fl ux of drug substance. The 
dynamics of insulin release from the transdermal therapeutic systems through the rabbit skin has been studied 
in glass Franz diffusion cells in analyzer diffusion of drugs HDT 1000 (Copley Scientifi c Ltd., UK). Insulin 
has been labeled with fl uorescein isothiocyanate to separate the insulin absorption spectrum from the spectra of 
native skin proteins at spectrophotometer measurements. Results. The amounts of insulin delivered through the 
skin in vitro after previous application of microneedles of 40 and 150 microns are 282.5 ± 61.1 and 372.3 ± 7.0 
microgram, respectively. This is 1.4 and 1.9 times more than in the transdermal system without microneedles. 
Conclusion. The conditions for increasing the diffusion of insulin through the skin in a model transdermal thera-
peutic system with microneedles (length – 150 microns, duration of pre-application – 1 hour) have been found.
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ВВЕДЕНИЕ
В настоящее время на фармацевтическом рынке 

растет число лекарственных средств (ЛС) и вакцин, 
которые вводятся пациентам с помощью инъекций. 
Но не всегда инъекционный способ введения ле-
карства бывает удобным для самостоятельного ис-
пользования, так как часто невозможно обеспечить 
асептичекое выполнение инъекции или требуется 
специализированная помощь медицинского персо-
нала. Поэтому все более распространенными стано-
вятся разработки неинвазивных способов доставки 
данных лекарственных веществ (ЛВ) [1].

Трансдермальные терапевтические системы 
(ТТС) являются привлекательной альтернативой 
инъекциям, хотя преодоление рогового слоя кожи 
лекарственными веществами, особенно высокомо-
лекулярными, до сих пор остается сложной задачей. 
Одним из возможных подходов преодоления кожно-
го барьера является использование микроигл. Дан-
ный способ усиления чрескожного проникновения 
чрезвычайно актуален для макромолекул [2, 3], в 
том числе и для создания ТТС инсулина.

За последнее десятилетие были опробованы 
многие материалы для изготовления микроигл, та-
кие как кремний [4], двуокись кремния, полимеры, 
стекло и другие. Размер игл обычно варьирует в диа-
пазоне от 1,0 до 300 мкм в длину, диаметр острия 
около 1,0 мкм. Кремниевые микроиглы, как прави-
ло, формируют с помощью технологий микроэлек-
тромеханических систем (МЭМС-технологии) на 
кремниевых подложках с толщиной 300–700 мкм. 
На единице площади подложки может содержаться 
до 1000 микроигл [5]. Микроиглы за счет эмпири-
чески подобранной длины проходят только роговой 
слой и эпидермис, не затрагивая дермы, в которой 
находятся нервные волокна и кровеносные сосу-
ды [6] (рис. 1).

В научной литературе встречаются сообщения 
о разработке систем чрескожной доставки лекарс-

твенных веществ с использованием полых микро-
игл для различных заболеваний, например, таких 
как болезнь Альцгеймера [7, 8], коллаген-индуци-
рованный артрит [9], сахарный диабет [10]. Было 
показано, что микроиглы повышают диффузию 
высокомолекулярных ЛВ в кровоток через роговой 
слой, обеспечивая тем самым специфическую эф-
фективность ТТС.

Разработка конструкции ТТС с полыми микроиг-
лами является трудной и затратной задачей. В связи 
с этим мы решили использовать модельную лекарс-
твенную форму, состоящую из двух частей: ТТС 
инсулина с микроэмульсионной системой доставки 
[11, 12] и аппликатора с микроиглами (рис. 2).

Цель данной работы – доказательство принципи-
альной возможности увеличения скорости диффу-
зии инсулина через кожу in vitro с предварительной 
аппликацией на нее микроигл.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Состав и конструкция ТТС инсулина

В качестве образца для исследования эффек-
тивности использования микроигл in vitro для уве-
личения проницаемости кожи была использована 
матричная ТТС инсулина [11–13]. ЛВ в матрицу 
вносили в составе микроэмульсионной компози-
ции [14].

Лекарственной субстанцией служил полусинте-
тический генноинженерный инсулин человека (ФС 
42У-201-1103-01), синтезированный на Экспери-
ментальном предприятии Института биоорганиче-
ской химии им. М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинни-
кова РАН.

Микроиглы
Для усиления диффузионного потока ЛВ были 

использованы аппликаторы, представляющие со-
бой кремниевые пластины размером 10 × 10 мм с 
кремниевыми микроиглами с защитным слоем из 
нитрида кремния (толщина слоя Si3N4 – 0,11 мкм) 
(рис. 2). Микроиглы были изготовлены в Научно-
исследовательском институте физических проблем 
им. Ф.В. Лукина с использованием МЭМС-техно-
логий. В качестве исходного материала использова-
ли кремниевую заготовку КДБ-10(100) диаметром 
100 мм. На заготовке методом фотолитографии фор-
мировали микроиглы с заданной высотой и плот-
ностью распределения с последующим анизотроп-
ным травлением кремниевой пластины щелочным 
раствором. Полученную кремниевую заготовку с 
микроиглами разрезали на пластины нужного раз-
мера.

В экспериментах были использованы иглы дли-
ной 40 и 150 мкм. Расстояние между микроиглами в 
первом случае составило 250 мкм, а во втором слу-
чае – 500 мкм.

Рис. 1. Схематичное представление проникновения 
микроигл в верхние слои кожи

Fig. 1. Schematic representation of the microneedles penetra-
tion in the upper layers of the skin
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Экспериментальные животные
Животные получены из вивария ФГБУ 

«ФНЦТИО им. ак. В.И. Шумакова» МЗ РФ. Все ма-
нипуляции с животными проводили согласно прави-
лам, принятым Европейской конвенцией по защите 
позвоночных животных, используемых для исследо-
ваний и других научных целей (European Convention 
for the Protection of Vertebrate Animals Used for Ex pe-
ri mental and other Scientifi c Purposes (ETS 123) Stras-
bourg, 1986). Содержание животных осуществля-
лось в соответствии с требованиями ГОСТ Р ИСО 
10993-2-2011 «Изделия медицинские. Оценка биоло-
гического действия медицинских изделий. Часть 2. 
Требования к условиям содержания животных».

В экспериментах по изучению диффузии инсу-
лина из ТТС in vitro были использованы кролики 
породы Новозеландский белый мужского пола мас-
сой 2,1–2,4 кг.

Мечение инсулина
Для отделения спектра поглощения инсулина от 

спектров поглощения собственных белков кожи при 
исследовании рабочих растворов гормона на спект-
рофотометре была использована методика мечения 
инсулина флуоресцеин изотиоцианатом (ФИТЦ). 
Максимум поглощения ФИТЦ фиксируется при 
длине волны 495 нм. Так как ФИТЦ связывается с 
лизиновыми остатками белка в щелочной среде при 
рН 9,2 [15], мечение инсулина проводили в 0,2 М 
растворе NaHCO3, подщелаченным 1 н NaOH до 
рН 9,2. Конъюгат и непрореагировавшую метку 
разделяли на хроматографической колонке PD-10, 
заполненной гелем Sephadex G-25 М (Pharmacia, 
Швеция).

Уровень мечения инсулина ФИТЦ F определяли 
по формуле:

 F = (φA495)/(C0ξ495
ФИТЦ), 

где φ – множитель, учитывающий отношение мо-
лекулярных масс инсулина к ФИТЦ; A495 – погло-
щение конъюгата инсулин-ФИТЦ при длине волны 
495 нм (см–1); C0 – концентрация меченого инсулина 
в растворе (мг/мл); ξ495

ФИТЦ – коэффициент экстинк-
ции ФИТЦ при 495 нм, равный 196 мл/мг·см.

Во всех экспериментах уровень мечения состав-
лял 0,8–1,2.

Изучение скорости диффузии инсулина 
в ячейках Франца

Образцы кожи взрослых кроликов готовили по 
ранее описанной методике.

Диффузию инсулина из ТТС через неконсер-
вированную кожу кролика изучали in vitro в стек-
лянных ячейках Франца [16] при непрерывном пе-
ремешивании при 32 °С на анализаторе диффузии 
лекарственных препаратов HDT 1000 (Copley Scien-
tifi c Ltd., Великобритания) (рис. 3) с последующей 
регистрацией спектров поглощения рабочих рас-
творов на спектрофотометре UV-2600 (Shimadzu, 
Япония).

Метод электронной сканирующей 
микроскопии (СЭМ)

Исследование поверхности аппликатора с микро-
иглами проводили на сканирующем электронном 
микроскопе «JEOL JSM-T330» (JEOL, Япония) при 
увеличении 1000 и ускоряющем напряжении 5 кВ.

Рис. 2. Микрофотография кремниевых игл для трансдермальных терапевтических систем: а – аппликатор с микроиг-
лами; б – отдельная микроигла

Fig. 2. SEM-ima ge of the silicon needles for transdermal delivery systems: а – applicator with microneedles; б – single mi-
croneedle

а б
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Алгоритм проведения исследований 
модельной системы ТТС с микроиглами

При исследовании диффузии инсулина через 
кожу in vitro на образец неконсервированной кожи 
кролика накладывали аппликатор с микроиглами, 
с последующим закреплением данной конструк-
ции между фланцами донорской и приемной камер 
диффузионной ячейки. Через определенное время 
аппликатор удаляли и на кожу накладывали ТТС 
инсулина.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Исследование прочности микроигл

Как известно, кремниевые микроиглы достаточ-
но хрупкие, поэтому существовала опасность за-
крытия микроканалов в коже сломанными концами 
микроигл. Методом СЭМ были проведены иссле-
дования целостности микроигл до и после аппли-
кации в течение 1 ч, которые показали, что микро-
иглы полностью сохраняют свою форму. На рис. 4 
представлена типичная фотография микроиглы до 
и после эксперимента.

Время предварительного воздействия 
микроигл

В эксперименте in vitro было проверено влияние 
различного времени предварительной аппликации 
микроигл длиной 40 мкм на диффузию инсулина 
из ТТС через неконсервированную кожу кролика. 
Были выбраны следующие временные интервалы: 
1, 2 и 4 часа. Результаты данного эксперимента 
представлены в таблице.

Как видно из таблицы, влияние микроигл на 
диффузию инсулина из ТТС через кожу наблюдает-
ся после 1 ч их предварительной аппликации. Меж-

Рис. 3. Анализатор диффузии лекарственных препаратов 
HDT 1000 (Copley Scientifi c Ltd., Великобритания)

Fig. 3. Diffusion analyzer of drugs HDT 1000 (Copley Scien-
tifi c Ltd., UK)

Токопроводящее покрытие получали методом 
ионного напыления на установке JFC-1100 (JEOL, 
Япония). Время напыления – 8–10 минут, величина 
постоянного тока – 5–7 мА. В качестве напыляемо-
го материала использовали платино-палладий-воль-
фрамовый комплекс.

Рис. 4. Микрофотография кремниевой микроиглы: а – до эксперимента; б – после эксперимента

Fig. 4. SEM-image of the silicon needle: а – before the experiment; б – after the experiment

а б
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ду значениями массы гормона, прошедшего через 
кожу в течение 1, 2 и 4 часов после аппликации 
микроигл (соответственно 329,5 ± 69,5; 363,2 ± 78,2 
и 224,3 ± 86,3 мкг), нет статистически достоверных 
отличий (р > 0,5). Можно предположить, что в ус-
ловиях проведенного эксперимента для повышения 
специфической активности ТТС инсулина важно не 
время аппликации микроигл на коже, а сам факт об-
разования микроканалов.

При проведении дальнейших экспериментов in 
vitro было выбрано время воздействия микроигл на 
кожу, равное 1 часу.

Исследование проникновения 
инсулина через кожу in vitro после 
предварительной аппликации микроигл

Была проведена серия экспериментов по изуче-
нию диффузии инсулина из ТТС in vitro через не-
консервированную кожу в течение 20 часов после 

предварительного воздействия на нее аппликатора 
с микроиглами длиной 40 мкм и 150 мкм в течение 
1 ч. В качестве контроля исследовали диффузию ин-
сулина из ТТС через неконсервированную кожу без 
предварительной аппликации микроигл.

На рис. 5 представлена диффузия инсулина из 
ТТС через кожу in vitro.

Из представленной диаграммы следует, что че-
рез 4 ч от начала эксперимента масса инсулина, 
продиффундировавшего через кожу с контактной 
площади 0,95 см2 после предварительной аппли-
кации микроигл длиной 40 мкм, составляет 13,4 ± 
4,3 мкг, что в 1,5 раза больше, чем в контрольных 
образцах (9,6 ± 5,3 мкг, р < 0,5). Через 17 и 20 часов 
масса инсулина в системе с использованием таких 
микроигл составляет 170,7 ± 75,7 и 282,5 ± 61,1 мкг 
соответственно, что в 1,4 раза больше, чем в систе-
ме без игл (р < 0,5).

При этом отметим, что увеличение длины микро-
игл еще более усиливает диффузию инсулина. При 
аппликации микроигл длиной 150 мкм количество 
продиффундировавшего гормона составляет 17,9 ± 
8,6; 230,4 ± 13,2 и 372,3 ± 7 мкг через 4, 17 и 20 ча-
сов соответственно. Это примерно в 1,9 раза больше 
по сравнению с ТТС без использования микроигл.

Положительная динамика увеличения диффузии 
инсулина через кожу после аппликации микроигл 
сохраняется на протяжении 20 ч. Следовательно, 
сформированные микроиглами в роговом слое ка-
налы остаются открытыми в течение всего времени 
эксперимента.

ВЫВОДЫ
Проведенные эксперименты in vitro показали, 

что предварительная аппликация микроигл повы-
шает диффузию инсулина через кожу в течение 

Рис. 5. Диффузия инсулина из ТТС через неконсервированную кожу кролика in vitro (n = 9)

Fig. 5. Insulin diffusion from TDS through unpreserved rabbit skin in vitro (n = 9)

Таблица
Исследование диффузии инсулина из ТТС 

при различном времени воздействия микроигл 
на кожу

Reserch of insulin diffusion from TDS at various 
time of pre-application microneedles to the skin

Время воздействия 
микроигл

Масса инсулина, прошедшего 
через кожу за 24 часа, мкг/см2*

±σ (n = 5)
Без микроигл 
(контроль) 168,6 ± 82,1

Менее 1 ч 170,6 ± 67,5
1 ч 329,5 ± 69,5
2 ч 363,2 ± 78,2
4 ч 224,3 ± 86,3
Примечание. * – 40 мкг = 1,0 Ед.
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20 ч без нарушения целостности микроигл после 
их воздействия. Выбраны длина и время предва-
рительной аппликации микроигл (150 мкм и 1 ч 
соответственно), обеспечивающие заметное повы-
шение диффузии инсулина через кожу из модель-
ной трансдермальной терапевтической системы. 
Следующим шагом исследований, доказывающих 
эффективность чрескожного переноса высокомоле-
кулярных ЛВ, является разработка технологии из-
готовления полых микроигл и включение их в конс-
трукцию ТТС.

Работа выполнена при финансировании Мин-
здравом России в рамках выполнения государствен-
ного задания «Разработка и экспериментальное 
исследование трансдермальных терапевтических 
систем (ТТС) высокомолекулярных лекарственных 
веществ» (№ гос. регистрации 115102010017).
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