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实验研究

复方乌头微乳皮肤刺激性和急性毒性实验研究
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摘要　目的：观察复方乌头微乳皮肤刺激和急性毒性实验，为临床安全用药提供依据。方法：单次刺激性试验选大鼠１２
只，完整皮肤和破损皮肤２组，采用同体左右侧自身对比，实验前２４ｈ将其背部对称两侧用脱毛剂脱毛，将去毛部位分成
４个区域，左侧分为上下２个区域，右侧分为上下个区域，在各大鼠身体左上侧皮肤上涂微０５ｍＬ，右上侧皮肤上涂空白
微乳０５ｍＬ，其余部分不做处理，于涂药６ｈ去除药物，分别在１、２４、４８、７２ｈ观察皮肤刺激反应及恢复情况，与对侧比较。
多次刺激性实验方法同上，给药３次／ｄ，每次０５ｍＬ，连续７ｄ，于末次给药去除药物后１周内，观察皮肤刺激反应、急性毒
性试验将ＳＤ大鼠随机分为５组，即生理盐水组，空白微乳组，高、中、低剂量治疗组，每组１５只，雌雄各半。各组大鼠背部
脊柱两侧剃毛，面积约４ｃｍ×３ｃｍ，空白对照组涂生理盐水０９ｍＬ／（只·ｄ），药物对照组涂凡士林膏０９ｍＬ／（只·ｄ），
低剂量组涂微０９ｍＬ／（只·ｄ），中剂量组涂微乳１５ｍＬ／（只·ｄ），高剂量组涂微乳２５ｍＬ／（只·ｄ），分３次给药，间隔
４ｈ，连续给药１４ｄ（间隔７ｄ脱毛１次），分别在给药前（Ｄ０），给药后第７天（Ｄ７），给药后第１４天（Ｄ１４）记录动物体质量，
观察动物外观体征，行为活动，腺体分泌等，并检测血常规及血液生化指标。结果：皮肤刺激性实验无明显变化，皮肤急性

毒性试验主要血液学指标、生化指标与空白对照组比较差异均无统计学意义（Ｐ＞００５）。高剂量组有两只大鼠腹泻，体
质量下降，其余大鼠大鼠外观、行为体征、活动、精神状态均无明显异常；饮食、粪便及尿液正常；无大鼠死亡情况发生。结

论：复方乌头微乳外用对大鼠完整皮肤无刺激性，对破损皮肤有轻度刺激性，对大鼠皮肤无急性毒性。
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　　乌头汤在临床上经常用来治疗类风湿性关节
炎［１］等各种关节疼痛。复方乌头微乳是将乌头汤为

基本方的我校附属医院的浸膏剂改成微乳制剂，我

们通过皮肤刺激性和急性毒性实验，了解其中毒剂

量，以更好地为临床应用提供科学依据，现报道如

下。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　动物　健康 ＳＤ大鼠１００只，体质量２００～
２５０ｇ，雌雄各半，由河南省实验动物中心提供，动物
合格证号：１５０６１７。每只分笼饲养，基础饲料为实验
鼠全价颗粒饲料，饮用水为已洁净消毒的水，笼底垫

料为已经洁净消毒的锯末，更换１次／２ｄ。实验室
温度２１～２４℃，湿度５５％～７０％，光照１２ｈ明暗周
期。

１１２　药物　复方乌头微乳：生川乌３０ｇ、生马钱
子２０ｇ、红花３０ｇ、麻黄２０ｇ、当归２０ｇ、川芎２０ｇ、黄
芪２０ｇ、甘草１０ｇ、生白芍２０ｇ。将以上中药在６０℃
恒温干燥３ｈ，以料液比为１∶５的７５％乙醇浸泡１２
ｈ，重复３次，合并滤液，滤液６０℃减压浓缩至糖浆
状，残渣以料液比为１∶４的６０℃生理盐水溶解、静
置、分层并过滤，得澄清淡黄色水溶液，该溶液６０℃
减压浓缩。将以上浓缩的原料放入十六醇，单甘脂，

吐温－８０１５％，白凡士林１５％、甘油 ５％溶液中。
在３７℃水浴中涡旋混匀后，加入２０倍的蒸馏水，于
磁力搅拌下乳化，制成微乳。微乳中乌头碱含量小

于０２４ｍｇ／ｍＬ。
空白微乳：微乳中不加入任何药物成分。

１１３　试剂与仪器　Ｂｉｏｆｕｇｅｓｔｒｕｔｏｓ型高速低温离
心机；（ＫｅｎｄｒｏＬａｂｏｒａｔｏｒｙＰｒｏｄｕｃｔｓ）；ＪＹ９２２Ｄ型超声
波细胞粉碎机（宁波新芝科器研究所）；ＹＫＨＩ型液
体快速混合器（江西医疗器械厂）；ＴＵ１８０紫外可见
分光光度计（北京普析通用仪器有限责任公司）；

ＲＥ５２ＡＡ型旋转蒸发仪（上海亚荣生化仪器厂）；
ＰＴＨＷ型电热套（巩义市英峪予华仪器厂）；电热恒
温水浴锅（上海医疗器械股份有限公司一医疗器械

五厂）；予华ＳＨＺＤ（１ｌＩ）循环水式真空泵（巩义市英
峪予华仪器厂）；ＣＥＬＬＤＹＮ３７００全自动五分类血球
分析仪（日本光电）；７５％的乙醇（商丘市永发酒厂）
批号：２０１４０９０８。
１２　方法

１２１　分组与模型制备　选健康大鼠１２只，体质
量２００～２５０ｇ，雌雄各半，分为２组：完整皮肤组和
皮肤破损组，每组６只。按照《中药新药研究指南》
的要求，采用同体左右侧自身对比，实验前２４ｈ将
其背部对称两侧用脱毛剂脱毛，脱毛面积每侧为３
ｃｍ×３ｃｍ。实验前检查去毛皮肤是否因去毛而划
破，如皮肤受伤，该大鼠不宜用作完好皮肤的刺激性

实验。破损皮肤的制作方法：用 ７５％乙醇皮肤清
洁，消毒，暴漏完整皮肤，待乙醇挥发后，采用一次性

无菌７号针头将完整的皮肤消毒去划“井”字破口，
破损区域２ｃｍ×２ｃｍ，以刺伤表皮，不伤真皮，见有
渗血为度。

１２２　给药方法
１２２１　单次给药大鼠皮肤刺激实验　将去毛部
位分成４个区域，左侧分为上下２个区域，右侧分为
上下个区域，左侧上半区涂抹复方乌头微乳，左侧下

半区不做处理，右侧上半区涂抹空白微乳，右侧下半

区不做处理。涂抹０５ｍＬ／次。于涂搽受试物４６ｈ
后，用温水除去残留受试物。然后在１、２４、４８、７２ｈ
观察皮肤刺激反应及恢复情况，与对侧比较，并根据

中药、天然药物刺激性和溶血性研究的技术指导原

则［１］（编号ＺＪＧＰＴ４１）制定评分标准。
肤刺激反应评分标准：红斑勉强可见为１分，中

度红斑为２分，严重红斑为３分，紫色红斑并有焦痂
形成为４分；水肿勉强可见为１分，皮肤隆起轮廓清
楚为２分，隆起１ｍｍ为３分，隆起１ｍｍ以上并有
扩大为４分。皮肤剌激强度评价标准：０５＜分值＜
３Ｏ为轻度刺激性，３０＜分值＜６０为中度刺激性，
分值＞６０为强刺激性。
１２２２　多次给药对大鼠皮肤的刺激性实验　选
健康大鼠１２只，体质量２００～２５０ｇ，雌雄各半，实验
方法同上，给药３次／ｄ，０５ｍＬ／次，连续应用７ｄ，于
末次给药后１周内，观察皮肤刺激反应，并按上述评
分标准进行评价。

１２２３　急性毒性实验　将７５只大鼠体质量２００
～２５０ｇ，随机分为５组，即空白微乳照组，生理盐水
对照组，高剂量组、中剂量组、低剂量组每组１５只，
雌雄各半，各组大鼠背部脊柱两侧剃毛，面积约４ｃｍ
×３ｃｍ。空白对照组涂生理盐水０９ｍＬ／（只·ｄ），
空白微乳对照组０９ｍＬ／（只·ｄ），低剂量组涂复方
乌头微乳０９ｍＬ／（只·ｄ），中剂量组涂抹复方乌头
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微乳１５ｍＬ／（只·ｄ），高剂量组涂抹复方乌头微
２５ｍＬ／（只·ｄ），给药，３次／ｄ，连续给药１４ｄ（间隔
７ｄ脱毛１次），分别在给药前（Ｄ０），给药后第７天
（Ｄ７），给药后第１４天（Ｄ１４）记录动物体质量，观察
动物外观体征，行为活动，腺体分泌，呼吸，饮食，排

泄物等及其他中毒表现，若有动物死亡，则需要肉眼

观察和尸检，必要时病理学检查。并将实验组与对

照组进行比较。

１２３　检测指标与方法　第１５天将所有豚鼠心脏
取血（先用１０％水合氯醛以８００ｍｇ／ｋｇ腹腔注射麻
醉豚鼠，然后快速打开胸腔暴露心脏，持１０ｍＬ注射
器经左心室插入抽取５～８ｍＬ，检测各组大鼠血红
蛋白（Ｈｇｂ）、红细胞计数（ＲＢＣ）、白细胞计数
（ＷＢＣ）及白细胞分类（包括中性粒细胞、淋巴细胞、
单核细胞及嗜酸粒细胞）主要血液学指标同时，收
集血液，分离血清，检测尿素氮（ＢＵＮ）、丙氨酸氨基
转移酶（ＡＬＴ）、天冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）及血清
总胆红素（ＴＢｉＬ）等主要生化指标。
１３　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１３０统计学软件进
行统计学分析，计量资料采用均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）
表示，采用ｔ检验。
２　结果
２１　实验对大鼠皮肤的刺激性　单次给药后１、８、
１２、２４ｈ观察皮肤刺激反应，所有动物均未出现明显
红斑、水肿等反应；完整皮肤组和破损皮肤组均无刺

激性反应，空白微乳和复方乌头微乳对皮肤均无刺

激性。多次给药后连续观察１周，完整皮肤所有大
鼠给药侧皮肤均未出现明显红斑、水肿及其他皮肤

反应。破损组大鼠的皮肤，复方乌头微乳和空白微

乳均有轻度的刺激性。但在连续给药４８ｈ后刺激
性消失。

２２　急性毒性实验对大鼠体质量的影响　通过体
质量的检测，各组分别与第 ７天和第 １４天进行对
比，各组之间差异无统计学意义，高剂量组有两只大

鼠在用药第１０天出现腹泻，体质量下降，未给予任
何治疗，在第１４天停药后，腹泻逐渐缓解。所有动
物未见死亡。

２３　急性毒性试验对大鼠血常规指标的影响　实
验１４ｄ后，心脏取血，比较治疗组与对照组大鼠血
常规指标，差异无统计学意义。

２４　急性毒性试验对大鼠血生化指标的影响　见
表３。

表１　急性毒性实验对大鼠体质量的影响［ｎ，（ｇ）］

组别 鼠数 Ｄ０（ｇ） Ｄ７（ｇ） Ｄ１４（ｇ）

空白微乳对照组 １５ ２１８３±２２８ ２４１５±１６３ ２８１７±２４２
生理盐水对照组 １５ ２１５９±１９２ ２５１６±１９４ ２８９４±２１４
低剂量组 １５ ２２４４±２１５ ２４０７±２１５ ２９０４±１６３
中剂量组 １５ ２２１８±１９４ ２５０８±２０９ ２８５６±１９２
高剂量组 １５ ２１３６±２５９ ２４７６±１８６ ２７９１±２８４
Ｆ ０２３６ ２３５６ ０３５６
Ｐ ０９５４ ００９６ ０２５１

　　注：组间比较，Ｐ＞００５，无统计学意义。

表２　急性毒性试验对大鼠血常规指标的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 鼠数 Ｈｇｂ（ｇ／Ｌ） ＲＢＣ（１０１２） ＷＢＣ（１０９）
白细胞分类

中性粒细胞 淋巴细胞 单核细胞 嗜酸粒细胞

生理盐水组 １５ １４４±０３０ ７４８±２１０ ５３４±５３２ ０１６±０２５ ０７５±０６８ ００１７±０３２ ００２１±０３５
空白微乳组 １５ １４６±３３６ ７４９±３２５ ５５７±４３９ ０１５±０８４ ０７８±０７８ ００１８±０６５ ００１９±０６５
高剂量组 １５ １４９±２４１ ７３６±２６３ ５４９±２５８ ０１７±０６５ ０７９±１０２ ００１７±０８５ ００１８±０７８
中剂量组 １５ １４１±４３８ ７２９±４１２ ５５０±４３７ ０１６±０３４ ０８１±０７３ ００１８±０４６ ００２０±０１２
低剂量组 １５ １５２±３２５ ７４１±３５８ ５４３±３５９ ０１５±０７４ ０７６±０５９ ００１９±０５９ ００１８±０３７
Ｆ ３４５０ ０４５０ ２１５１ １８３２ ４０２２ １５８９ ３２１７
Ｐ ００７９ ０２０１ ０１０１ ０２３４ ００７１ ０２０７ ００８４

　　注：组间比较，Ｐ＞００５，无统计学意义。

表３　急性毒性试验对大鼠血生化指标的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 鼠数 ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） ＡＳＴ（Ｕ／Ｌ） ＴＢＩＬ（μｍｏｌ／Ｌ） ＧＬＵ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＢＵＮ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＴＰ（ｇ／Ｌ）

生理盐水组 １５ ６９７３±１１３４ ３１２８５±８９１２ ０７７±０３２ ８５６±３０４ ９１０±０８５ ４３５７±０８９
空白微乳组 １５ ８０１２±１５３９ ２７０１２±１０２１５ ０７１±０３７ ７８５±２５８ ９５８±０３６ ４５８７±１０２
高剂量组 １５ ７４３５±１７５４ ２８９４５±９８６５ ０６５±０２９ ７６１±２６７ １０３５±０５８ ４２５６±１１２
中剂量组 １５ ７６５４±１６４８ ３００４５±９７１４ ０６４±０３６ ８０４±２８７ １００８±０４９ ４４２１±０９５
低剂量组 １５ ７９４０±１８９４ ２５６１８±１１０５８ ０７０±０２８ ７３９±２９０ ９８７±０６１ ４５１０±０９１
Ｆ ４５８１ ３２５４ ２６９８ ２０９７ ２８７５ ５０１１
Ｐ ００７０ ００８１ ０２３２ ０２６９ ０２１１ ００６８

　　注：组间比较，Ｐ＞００５，无统计学意义。
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３　讨论
本方正是以《伤寒论》乌头汤为基本方加减而

成，具有温经温经散寒、祛风除湿、舒筋活络止痛的

功效。乌头汤在临床上经常用来治疗类风湿性关节

炎［２３］等各种关节疼痛的患者，现代研究也证

明［４６］：白芍总苷、马钱子碱、乌头碱，具有较强的镇

痛作用，而微乳制剂可以促进白芍总苷等成分的头

皮吸收。从而能提高临床疗效。中药外用的安全性

已经受到２０００余年的临床验证，但随着现代分离
提取技术的出现，直接作用在病变部位的有效成分

浓度相对提高［７９］。尤其是微乳制剂，使皮肤的角质

层结构发生变化，促进药物的吸收。这些因素导致

临床外用制剂的不安全性。例如乌头碱毒性极大，

成人口服乌头碱 ０２ｍｇ中毒，２～５ｍｇ可以致
死［１０１３］。因口服的毒性限制了临床广泛的引用，为

达到减毒增效的目的，透皮给药是理想给药方式。

乌头碱透皮给药最小致死量为 １５６ｍｇ／ｋｇ。乌头
碱镇痛作用强度随着用药量的增加而加强，当用量

达到 １８７５ｍｇ／ｋｇ时，乌头碱镇痛作用达到平台
期［１４１６］。因此，乌头碱透皮给药方式优于内服，但

必须做相关的毒性实验，以便了解其毒性反应，为临

床安全用药提供指导。

我们通过复方乌头微乳的皮肤刺激性实验和急

性毒性实验，证实了复方乌头微乳对皮肤单次给药

和多次给药，对完整皮肤均无刺激性。多次给药后，

复方乌头微乳和空白微乳对破损皮肤均有轻度刺激

性，但用药后刺激性消失。这种轻度的刺激既可以

是药物中的活性成分，也可以是基质本身。因复方

乌头微乳与空白微乳对破损皮肤刺激比较无差异，

考虑到可能是基质所致，因此进一步选择良好的基

质是我们努力的方向。通过急性毒性实验表明：除

了高剂量组有２只大鼠出现腹泻，体质量下降，其余
大鼠外观、行为体征、活动、精神状态均无明显异常；

饮食、粪便及尿液正常，无大鼠死亡情况发生。体质

量，血常规和血生化组间比较差异无统计学意义。

类风湿等关节炎患者因为长期服药，出现许多

并发症，中药外用虽有疗效，但制剂往往落后，再加

上中药复方制剂的成分复杂，且容易发生水解、氧

化、挥发等因素，通常不提取单一纯品。提起的成分

中有些是脂溶性，有些是水溶性的，故一时难以借用

某些先进的外用用新剂型［１７１８］。然而微乳可以避

免这些不利因素。微乳具有表面张力较低，易于湿

润皮肤，组织透过性好等优点［１９２１］。微乳本身具有

良好的稳定性，对于水溶性、脂溶性及难溶性药物均

有较好的溶解能力，既可以克服“首过效应”促进药

物吸收，又能提高生物利用度。其特定的纳米尺度

使微乳剂具有一定的缓释和靶向作用［２２２３］。微乳

具有良好的透皮吸收能力，主要是通过其作用于角

质层而促进药物透皮吸收。另外，微乳也可通过提

高药物溶解度、作用于皮肤附属器来促进药物透皮

吸收。
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少量由肾上腺分泌。雌二醇浓度是检查下视丘—垂

体—生殖腺轴功能的指标之一［７］。孕酮（Ｐｒｏｇｅｓｔｅｒ
ｏｎｅ，Ｐ）是一种重要性激素，不仅在月经周期的调节
中起重要作用，也是维持妊娠所必须的重要激素之

一，Ｐ由卵巢分泌，在卵巢内主要是由黄体产生，因
此，临床上测定血清孕酮的含量，对于妇女卵巢排卵

功能也有着重要的意义。本实验所反映出来的激素

水平，可能预示着正常卵泡由正常到功能衰竭之间

的一个过渡阶段。Ｅ２的升高可作为早期卵巢功能
不全或障碍的重要指标，可估计卵泡池中所剩卵泡

的数量。本次实验表明，二仙汤能够升高 Ｐ、Ｅ２水
平，进而改善卵巢功能。

二仙汤对顺铂损伤的卵巢颗粒细胞具有较好的

疗效。以往研究表明，二仙汤可以作用于垂体，改善

ＧＴＨ细胞的结构促性腺激素的合成和分泌，有效的
治疗绝经后高血压。可以调节自身性腺分泌，使性

激素增加，临床治疗月经不调。也可以延缓老年大

鼠弓状核退化，用于治疗女性更年期综合征［８１１］。

本次实验研究表明，二仙汤通过调节血清中激素含

量，能降低顺铂干预后大鼠卵巢颗粒细胞中 ｂａｘ蛋
白在卵泡颗粒细胞表达，增强 ｂｃｌ２蛋白的表达，二
仙汤可抑制卵巢颗粒细胞凋亡，降低顺铂对卵巢颗

粒细胞的损害，从而促进卵泡发育，改善卵巢功能。
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