
作者简介：王敏，首都医科大学中医药学院，北京市右安门外西头条１０号
责任作者：龚慕辛，教授，首都医科大学中医药学院，北京市右安门外西头条１０号

实验研究

双黄乳膏不同皮肤体外扩散的实验研究

王　敏　赵　婷　龚慕辛　尚雅文　张　超
（首都医科大学，北京，１０００６９）

摘要　目的：研究两种氮酮（Ａｚｏｎｅ）含量的双黄乳膏中盐酸小檗碱在不同皮肤的经皮扩散情况并对结果进行分析比较。方法：
使用智能透皮试验仪对含氮酮１％（Ａ）和４％（Ｂ）的两种双黄乳膏进行体外经皮扩散实验，测定累积透过量和经皮扩散速率。
结果：鼠皮（背皮、腹皮）的累积透过量及经皮扩散速率均明显高于蛇蜕（Ｐ＜００１）。对于蛇蜕，Ａ乳膏累积透过量及经皮扩散
率高于含Ｂ乳膏（Ｐ＝００３７，００２８）；对于鼠皮，则累积透过量差异无统计学意义，经皮扩散率 Ｂ乳膏反而高于 Ａ乳膏（Ｐ＝
００４６）。结论：采用不同皮肤会造成实验结果的不同。用蛇蜕筛选氮酮的用量，灵敏度高，干扰因素少，结果稳定。
关键词　双黄乳膏；蛇蜕；鼠腹皮；鼠背皮；经皮扩散；氮酮

ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＳｔｕｄｙｏｎＴｒａｎｓｄｅｒｍａｌＤｉｆｆｕｓｉｏｎｏｆＳｈａｎｇｈｕａｎＣｒｅａｍｉｎＶｉｔｒｏｏｎＤｉｆｆｅｒｅｎｔＳｋｉｎｓ
ＷａｎｇＭｉｎ，ＺｈａｏＴｉｎｇ，ＧｏｎｇＭｕｘｉｎ，ＳｈａｎｇＹａｗｅｎ，ＺｈａｎｇＣｈａｏ

（ＳｃｈｏｏｌｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＣａｐｉｔａｌＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１０００６９，Ｃｈｉｎａ）
Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：ＴｏｓｔｕｄｙｔｈｅｔｒａｎｓｄｅｒｍａｌｄｉｆｆｕｓｉｏｎｏｆｂｅｒｂｅｒｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｉｎＳｈａｎｇｈｕａｎｇＣｒｅａｍｗｉｔｈｔｗｏｄｉｆｆｅｒｅｎｔＡｚｏｎｅｃｏｎ
ｔｅｎｔｓｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｋｉｎｓａｎｄｔｏｃｏｍｐａｒｅａｎｄａｎａｌｙｚｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ｉｎｔｅｌｌｉｇｅｎｔｔｒａｎｓｄｅｒｍａｌｔｅｓｔｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅ
ｔｈｅｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｐｅｒｍｅａｔｉｎｇａｍｏｕｎｔｓｏｆｂｅｒｂｅｒｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｉｎｔｗｏｋｉｎｄｓｏｆＳｈａｎｇｈｕａｎｇＣｒｅａｍｗｉｔｈ１％ ａｚｏｎｅ（ＣｒｅａｍＡ）ａｎｄ４％
ａｚｏｎｅ（ＣｒｅａｍＢ）．Ｔｈｅｎｄｉｆｆｕｓｉｏｎｒａｔｅｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｅｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｐｅｒｍｅａｔｉｎｇａｍｏｕｎｔｓａｎｄｔｒａｎｓｄｅｒｍａｌｄｉｆｆｕｓｉｏｎｒａｔｅｏｎ
ｍｉｃｅｓｋｉｎ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇｓｋｉｎｏｆｂａｃｋａｎｄａｂｄｏｍｅｎ，ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｏｎｓｎａｋｅｓｌｏｕｇｈ（Ｐ＜０．０１）．Ｏｎｓｎａｋｅｓｌｏｕｇｈ，ｔｈｅ
ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｐｅｒｍｅａｔｉｎｇａｍｏｕｎｔｓａｎｄｔｒａｎｓｄｅｒｍａｌｄｉｆｆｕｓｉｏｎｒａｔｅｏｆｂｅｒｂｅｒｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｉｎｃｒｅａｍＡｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｃｒｅａｍ
Ｂ（Ｐ＝０．０３７，０．０２８）．Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆｔｈｅｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｐｅｒｍｅａｔｉｎｇａｍｏｕｎｔｓｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｃｒｅａｍｓｗａｓｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｏｎｍｉｃｅｓｋｉｎ，ｂｕｔ
ｔｈｅｔｒａｎｓｄｅｒｍａｌｄｉｆｆｕｓｉｏｎｒａｔｅｏｆｃｒｅａｍＢｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｃｒｅａｍＡｏｎｍｉｃｅｓｋｉｎｏｆｂａｃｋ（Ｐ＝０．０４６）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｋｉｎｓｈｏｗｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｓｕｌｔ．ＳｎａｋｅｓｌｏｕｇｈｗａｓｓｕｐｅｒｉｏｒｔｏｍｉｃｅｓｋｉｎｉｎｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇＡｚｏｎｅｃｏｎｔｅｎｔｂｅｃａｕｓｅｏｆｉｔｓｈｉｇｈｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ，
ｌｅｓｓｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｓａｎｄｅｘｃｅｌｌｅｎｔｓｔａｂｉｌｉｔｙ．
ＫｅｙＷｏｒｄｓ　ＳｈａｎｇｈｕａｎｇＣｒｅａｍ；Ｓｎａｋｅｓｌｏｕｇｈ；Ｂａｃｋａｎｄａｂｄｏｍｅｎｓｋｉｎｏｆｍｉｃｅ；ＰｅｒｃｕｔａｎｅｏｕｓＤｉｆｆｕｓｉｏｎ；Ａｚｏｎｅ
ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３－７２０２．２０１３．１０．０３１

　　双黄乳膏是由黄连、黄柏等组成的外用乳膏，具有
清热解毒、消炎止痛作用，主要用于各种肌腱扭伤、挫

伤所致之红肿热痛。本实验就透皮吸收促进剂－氮酮
用量对有效成分盐酸小檗碱体外经皮渗透的影响进行

考察，为进一步筛选处方做准备。有关双黄巴布剂中

盐酸小檗碱透皮吸收的研究已有报道［１－２］，但均采用

大鼠皮，本实验利用蛇蜕、小鼠皮肤研究体外经皮扩散

的情况。

１　材料与仪器
１１　材料与试药　黄连、黄柏等饮片７０％醇提物（自
制），氯化钠（北京化工厂，批号２００２１１２２），羊毛脂（北
京市昌平石鹰化工厂，９９１１０２），液体石蜡（北京求贤化
工试剂厂，批号２１１００３０２１），月桂氮酮（北京化学试剂

公司，批号０４１２０２），尼泊金乙酯（中国医药公司北京
采购供应站，批号９１０７０９），三乙醇胺（北京化学试剂
工厂，批号９３０９０１），硬脂酸（北京益利精细化学品有
限公司，批号２００００７１７），甘油（北京市嘉利佳工贸有
限公司），蒸馏水。乌梢蛇蛇蜕（整条，购于安国药

市）；雄性ＩＣＲ小鼠（北京维通利华实验动物技术有限
公司，许可证编号：ＳＣＸＫ（京）２００６－０００９）。
１２　仪器　智能透皮试验仪（ＹＢ－Ｐ６，天津市富兰斯
电子科贸有限公司），超声波清洗机（ＫＱ－５００，昆山市
超声仪器有限公司），紫外分光光度计（ＵＶ－１８００ＰＣ，
上海美普达仪器有限公司），电动脱毛器（市购）。

２　方法
２１　双黄乳膏的制备　取硬脂酸６１３ｇ、液体石蜡１０
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ｍＬ、羊毛脂１１２ｇ，氮酮（乳膏 Ａ加１ｍＬ，乳膏 Ｂ加４
ｍＬ）置小烧杯中，在７５℃水浴加热并搅拌使其熔化，备
用。另取尼泊金乙酯０２ｇ溶于甘油２ｍＬ与三乙醇胺
２ｍＬ、适量水和制成水相，水浴加热至７５℃，备用，将
油相缓慢加入水相中，边加边沿同一方向用玻璃棒充

分搅拌，使充分乳化成稠膏状，加入适量药物７０％乙
醇提取浸膏研匀，即得含药物浸膏５％的乳膏Ａ、Ｂ。
２２　标准曲线的制备　精密称取盐酸小檗碱５０ｍｇ，
用０９％的氯化钠溶液溶解，置于１００ｍＬ容量瓶内定
容，制成浓度为００５ｍｇ／ｍＬ对照品母液，分别吸取不
同量母液于 １０ｍＬ容量瓶内，配制成浓度依次为
００４５、００２、００１、０００５、０００１ｍｇ／ｍＬ的对照品溶
液，后分别取不同量浓度为０００５ｍｇ／ｍＬ的对照品溶
液置于１０ｍＬ容量瓶内，配制成浓度依次为００００５、
００００２、００００１ｍｇ／ｍＬ的对照品溶液。将此８个浓
度的对照品溶液用紫外分光光度计于２６５ｎｍ处测定
吸光度，作线性拟合，求出标准曲线方程为 Ｙ＝
６１５８８Ｘ＋０００４４，相关系数 ｒ＝０９９９９，说明盐酸小
檗碱浓度在００００１ｍｇ／ｍＬ至００４５ｍｇ／ｍＬ范围内线
性关系良好。

２３　渗透试验用皮肤的处理
２３１　蛇蜕的处理　蛇蜕背部剪成适当大小，用生理
盐水洗净并浸泡３０ｍｉｎ后，用滤纸吸干表面水分，备用。
２３２　鼠皮的处理　取健康雄性ＩＣＲ小鼠（３０±２）ｇ，
断脊髓处死，立即剪取背部、腹部皮肤，取下背部、腹部

皮肤，先用手术剪剪去长毛，然后再用自动脱毛器剃净

剩余的短毛。仔细剥离皮下脂肪层和结缔组织，用生

理盐水冲洗干净，置生理盐水中，低温冰箱保存备用。

实验前自然解冻，并用滤纸吸干后使用。

２４　经皮扩散操作方法　采用改良扩散池［３］，暴露皮

肤面积为１６６８ｃｍ２，接收池容积为１６４ｍＬ。接收池
内放入小转子，将剪好的完整蛇蜕、鼠腹皮、鼠背皮及

固定在智能透皮试验仪的扩散池与接收池之间，用夹

子固定好，角质层向上，真皮一侧与接收液相贴。用减

重法精称双黄乳膏（Ａ／Ｂ）０５ｇ均匀、严密涂于扩散池
暴露的皮肤表面。设定智能透皮试验仪的条件：温度

３７℃，水浴保持恒温，转速５００ｒ／ｍｉｎ（小转子的）。分
别在放入后的０５ｈ、１ｈ、２ｈ、４ｈ、６ｈ、８ｈ、１０ｈ、１２ｈ
从接收池精密取２０ｍＬ释放液，并立即补充等量恒温
的生理盐水。

２５　含量测定方法　以生理盐水作空白对照，释放液
立即在２６５ｎｍ处测定吸光度，记录实验数据。浓度较
大超出紫外量程的，进行稀释后测定。每组平行操作

６次。以样品液吸光度代入回归方程求出样品中盐酸
小檗碱的含量，得到累积透过量。Ｑｎ＝Ｃｎ×Ｖ＋Ｖｒ×


ｎ－１

ｉ＝１
Ｃｉ。其中，Ｃｎ表示第ｎ个时间点的接收液药物浓度

（ｍｇ／ｍＬ），Ｖ表示接收池内生理盐水体积（Ｖ＝１６４
ｍＬ），Ｖｒ表示取样体积（Ｖ＝２ｍＬ），Ｃｉ为第ｉ个时间点
的接收液药物浓度（ｍｇ／ｍＬ），ｉ＝ｎ－１。计算出累积透
皮吸收量Ｑ（ｍｇ）。
３　结果

１）双黄乳膏 Ａ与双黄乳膏 Ｂ经蛇蜕和鼠皮透皮
释放不同时间累积量见表１。

表１　不同浓度氮酮乳膏盐酸小檗碱累积透过量（Ｑ±ＳＤ，μｇ，ｎ＝６）

０５ｈ １ｈ ２ｈ ４ｈ ６ｈ ８ｈ １０ｈ １２ｈ

蛇蜕 Ａ ６２８±６９９ ９４０±７７４ １４８０±１２５２ ２３１±８１７ ３０６±１１２ ３８９±１２８ ４７７±１４９ ５５３±１７３
Ｂ ８５７±５７９ ９８６±７８４ １２５±６２６ １８５±４４１ ２２８±４９４ ２６９±６１６ ３０９±７９５ ３６１±９０７

小鼠腹皮 Ａ ４４８±３４０ ７５９±２６９ １４６±３７４ ３０５±１００ ４７６±１６０ ６１１±１９１ ７３１±２０８ ８５６±２３９△△

Ｂ ３３９±９２６ ５８３±１２９ １１５±１９６ ２７３±６０２ ４８１±９９０ ６９９±１２８ ９１５±１８５ １１３０±２０８△△

小鼠背皮 Ａ ５４９±３３８ ９２６±５７３ １７２±１０１ ３２６±１７６ ４９２±２４６ ６５８±３２６ ７８４±３８０ ９０２±４２９△△

Ｂ ５３５±１７６ １０１±３８９ ２１３±８６７ ４６４±２０５ ７７５±３６７ １０６０±４４８ １３５６±５２６ １５８９±６３０△△

　　注：Ａ：１％氮酮，Ｂ：４％氮酮。同类皮肤４％氮酮乳膏与１％氮酮乳膏相比，Ｐ＜００５；同种软膏背皮、腹皮分别与蛇蜕相比，△△Ｐ＜００１。

表２不同浓度氮酮乳膏盐酸小檗碱经皮扩散速率（μｇ／ｈ，ｎ＝６）

回归方程 ｒ 扩散速率

蛇蜕 Ａ ｙ＝４１９９ｘ＋５４４１ ０９９９１ ４１９９±１２０６
Ｂ ｙ＝２３６４ｘ＋７９３０ ０９９８１ ２３６４±１２６１

小鼠腹皮 Ａ ｙ＝７２１７ｘ＋１３５５ ０９９８４ ７２１７±２２０４△△

Ｂ ｙ＝９６６２ｘ－６２６２ ０９９６５ ９６６２±１８４３△△

小鼠背皮 Ａ ｙ＝７５５３ｘ＋２４５７ ０９９８６ ７５５３±２４５７△△

Ｂ ｙ＝１３７２ｘ－４４５０ ０９９９２ １３７２±５５０１△△

　　注：Ａ１％氮酮；Ｂ４％氮酮。同类皮肤４％氮酮乳膏与１％氮酮乳膏
相比，Ｐ＜００５；同种软膏背皮、腹皮与蛇蜕分别与蛇蜕相比，△△Ｐ＜
００１。

　　２）双黄乳膏 Ａ与 Ｂ经蛇蜕和鼠皮不同时间的累
积透过量经线性回归，直线的斜率即经皮扩散速率

（μｇ／ｈ），回归方程及相关系数 ｒ见表２。截距为负值
即表示药物经皮吸收有扩散时滞。

３）由表１可以看出：Ａ乳膏盐酸小檗碱累积透过
量，小鼠腹皮是蛇蜕的 １５倍，小鼠背皮是蛇蜕的 １６
倍；Ｂ乳膏盐酸小檗碱累积透过量，小鼠腹皮是蛇蜕的
３１倍，小鼠背皮是蛇蜕的４４倍。累积透过量为小鼠
背皮＞小鼠腹皮＞蛇蜕。用小鼠腹部和背部皮肤进行
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经皮扩散试验，虽然 Ａ乳膏累积透过量均呈现大于 Ｂ
乳膏的趋势，但结果无统计学意义。采用蛇蜕时，Ａ乳
膏累积透过量大于 Ｂ乳膏，结果有统计学意义（Ｐ＝
００３７）。
４　讨论

氮酮为目前使用较多的促透剂，用量小、无毒且对

皮肤的刺激性很低，对亲水性或疏水性化合物均有较

强的透皮吸收促进作用［４－５］，使用浓度为 ０１％ ～
１０％，常用浓度为０５％～２％［６］。前人研究发现氮酮

对不同药物的透皮吸收影响不同，其用量并非越高越

好，故对试验药物应选择最佳用量［７－８］。本试验考察

了两种不同浓度的氮酮对于双黄乳膏１２ｈ累积透过
量和经皮扩散速率的影响，发现蛇蜕无论从累积透过

量还是经皮扩散速率均能较好地区分两者的差异，证

明氮酮含量４％的乳膏中有效成分透皮吸收量和速率
均低于氮酮含量１％的乳膏。而小鼠无论背皮还是腹
皮试验结果虽能看出氮酮含量４％的乳膏透皮存在时
滞，但从累积透过量看差异无统计学意义，对两者的区

分度不佳。透皮吸收研究中实验皮肤的选择对预测药

物的透皮特性有重要意义，目前认为小猪、猴和蛇蜕等

与人皮肤较为相似［９］，但由于皮肤来源的关系，大鼠、

小鼠和兔皮仍常用作透皮吸收实验皮肤，豚鼠皮也偶

见报道［６］。本试验也说明透皮吸收试验选取皮肤不

同，会影响试验的结论。分析其原因如下。

蛇蜕是一种无毛囊的纯角质层，厚度为 １０～
２０μｍ，分β层（以β角蛋白为主）、中层（以α角蛋白
和类脂为主）和α层（以α角蛋白为主）。β层对透过
性影响不大，中层与 α层是透过的主要屏障，中层结
构与人角质层极相似，因此在结构、组成、脂类含量、水

分渗透性等方面与人类表皮角质层类似。据文献报

道，药物透过蛇蜕的渗透系数与其透过人皮的渗透系

数相似或常略低，而其它动物表皮的渗透系数则远大

于人皮肤［１０－１１］。有实验表明氮酮对蛇蜕的促透作用

比小鼠皮更显著，认为其主要作用部位可能是角质

层［１２］，这可能是采用蛇蜕做透过试验对氮酮含量差异

更敏感的原因之一。其次，蛇蜕表皮为一个完整薄层，

能够制备多个样品；单个动物也可提供多次蜕皮，从而

消除个体差异；蜕皮可在室温下保存。蛇蜕缺少毛囊，

可以避免经毛囊路径的渗透，实验结果稳定，个体差异

小，容易比出差异。而小鼠的皮肤由于存在毛囊，在制

备鼠皮时需要进行剃毛等操作，容易发生肉眼难以发

现的皮肤损伤或剃毛不净［１１］，且同只小鼠可制备的皮

张数量受到限制，因此引入较大的个体差异，实验结果

不易稳定［１３］，难以比出差异。故蛇蜕作为体外透皮实

验的扩散膜其实验数据会更有实际意义。因此，建议

在进行透皮试验时，应根据试验目的选择适宜的皮

肤［１４］。

此外，根据多次试验发现，小鼠背部毛远远多于腹

部，且背部皮肤较厚，皮下脂肪层和结缔组织较难去

净［１５］；小鼠腹部皮肤毛少，较薄，皮下结缔组织较易去

净，实验结果相比与背部皮肤更稳定，差异较小。因

此，小鼠腹部皮肤更适宜于做透皮吸收试验。

本试验选取蛇蜕进行体外透皮试验，并与常用的

小鼠背皮与腹皮进行了结果的对比，试验结果可以为

双黄乳膏不同处方经人体透皮的差异提供参考。
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