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摘要：为探究纳米制剂技术和促渗剂对滇白珠提取物体外透皮性能的影响，分别采用介质研磨

法和薄膜分散法，将提取物制备成纳米混悬液和纳米脂质体，测定了其中总黄酮和水杨酸类成分

的载药量与包封率．随后，通过Ｆｒａｎｚ扩散池法，进一步评估这２种制剂在小鼠皮肤上的累积渗
透率和皮内滞留量．结果发现，２４ｈ内，脂质体水杨酸累积渗透量是纳米混悬液的１３４倍；皮内
滞留量为纳米混悬液的３７８倍；不同促渗剂对累积渗透量的影响按照氮酮≈薄荷醇＞丙二醇＞
无促渗剂的顺序递减，但对皮内滞留量的影响基本可忽略．水杨酸类成分的渗透和滞留均显著高
于总黄酮．因此，纳米制剂技术、促渗剂及活性成分的性质均对体外透皮行为产生不同程度的影
响，采取综合策略可提高中药制剂的经皮吸收性能．
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　　民族药滇白珠为杜鹃花科白珠树属植物滇白珠（Ｇａｕｌｔｈｅｒｉａｌｅｕｃｏｃａｒｐａｖａｒｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ）的干燥根或全
草，又名满山香、透骨草，是瑶药五大经典药中的“下山虎”［１］．目前已上市的滇白珠相关制剂包括滇白珠糖
浆、金骨莲胶囊、复方透骨香乳膏、枫荷除痹酊，其主要功效为祛风湿、活血瘀，临床主要用于治疗风湿类疾

病．滇白珠含有水杨酸甲酯糖苷类、黄酮类、萜类、木脂素类等多种化学成分，其中水杨酸类和黄酮类成分具
有明确的抗炎、镇痛作用［２－４］，是滇白珠的主要活性成分．

与口服、注射等途径相比，经皮给药具有避免肝脏首过效应、延长有效作用时间和稳定血药浓度等优势．
但多数药物的经皮渗透性不佳，难以达到有效治疗浓度，特别是对于水溶性和油溶性均较差的药物．由于经
皮给药制剂在载药量和皮肤渗透方面存在极大限制，选择合适的透皮促渗手段提高其有效成分浓度成为制

剂研究的关键．目前常用的促渗手段包括物理方法（微针、离子导入、电致孔和超声波导入等）［５－６］、化学方
法（氮酮、丙二醇等促渗剂）和各类药剂学方法（纳米制剂技术）［７］．药剂学中常采用纳米技术促进药物透皮
吸收，其中纳米结晶载药量高，能显著改善皮肤渗透性［８］；而脂质体技术能包载不同类型药物，并作为“储药

库”在角质层累积［９－１０］．因此，这２种技术在药物透皮吸收中的应用较广泛．
本研究将滇白珠提取物分别制备为纳米混悬液和脂质体，重点比较２种纳米制剂技术和不同促渗剂对

其活性成分体外透皮释放行为的影响，旨在为滇白珠相关经皮给药制剂的研发提供参考依据．

１　仪器与材料

１．１　实验仪器与设备
超声波清洗器（上海冠特超声仪器有限公司），Ｔ６新世纪ＰＣ－紫外分光光度计北京普析通用仪器，ＳＦ－



ＴＤＬ低速台式大容量离心机（上海菲恰尔分析仪器有限公司），ＴＫ－２４ＢＬ型透皮扩散试验仪（上海锴凯科技
贸易有限公司），９０ＰｌｕｓＰＡＬＳ激光粒度仪（布鲁克海文），Ｎ－１２００Ｂ旋转蒸发仪（上海泉杰仪器有限公司），
ＥＵ－Ｋ１－２０ＴＦ实验室超纯水机（南京欧凯环境科技有限公司）．
１．２　试剂与试药

羟丙甲基纤维素（上海运宏化工制剂辅料技术有限公司），吐温８０（广东光华科技股份有限公司），Ｌ－
薄荷醇、１，２－丙二醇、芦丁对照品、水杨酸对照品（源叶生物科技有限公司），ＰＥＧ４００、二甲基亚砜、三氯甲
烷、磷酸氢二钠、磷酸二氢钾、氢氧化钠、硝酸铝（天津市风船化学试剂科技有限公司），氮酮（天津市大茂化

学试剂厂），卵磷脂（麦克林生物试剂有限公司），胆固醇（罗恩生物试剂有限公司），乙醇（天津市致远化学

试剂有限公司），甲醇（广东光华科技股份有限公司），实验用水均为超纯水．除非特别说明，所配制的试液均
以质量分数表示．
１．３　实验材料

尾叶滇白珠乙醇提取物（北京中医药大学折改梅研究员课题组提供）、昆明小鼠若干（动物许可证号：

ＳＹＸＫ（滇）Ｋ２０２２－０００４）．

２　实验方法

２．１　溶剂筛选
初步考察滇白珠提取物在１２种溶剂中的溶解性，包括水、体积分数为９５％乙醇、２％吐温８０水溶液、薄

荷醇－冰片共熔物（物质的量比１∶１）、５％氮酮、丙二醇、１％ＳＤＳ水溶液、５０％ＰＥＧ４００、油酸、肉豆蔻酸异丙
酯、二甲基亚砜和３％精氨酸，为后续研究提供参考．参考《中国药典》２０２０版凡例项下溶解度测定方法，称
取１０ｍｇ提取物粉末，加入少量溶剂，超声３０ｓ后观察溶解情况．逐渐增加溶剂用量直至粉末完全溶解或无
法继续溶解；记录溶剂总体积，并估算粗略溶解度．结果表明，１０ｍｇ滇白珠提取物在０５ｍＬ上述溶剂中均
不能完全溶解，但乙醇中的溶解量较多且溶解较快．

随后，筛选乙醇水溶液的体积分数．称取１０ｍｇ提取物粉末，分别加入３００μＬ体积分数为３０％、５０％、
７０％和９５％的乙醇溶液，４０Ｈｚ超声３０ｍｉｎ观察粉末溶解情况；补加溶剂至１５００μＬ．超声溶解步骤同上，
６０００ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ，观察未溶解的粉末量；取适量上清液，经０４５μｍ微孔滤膜过滤，并使用紫外分光光
度仪在２８４ｎｍ波长下测定吸光度值（此波长为提取物溶液的最大吸收波长）．
２．２　滇白珠含量测定方法学研究
２．２．１　最大吸收波长的确定

精密称取适量水杨酸对照品，用ＰＢＳ溶液（ｐＨ＝７３）配制成质量分数为００２ｍｇ／ｍＬ的溶液；精密称取
滇白珠提取物，用ＰＢＳ溶液（ｐＨ＝７３）溶解稀释成０５０ｍｇ／ｍＬ的溶液，超声３０ｍｉｎ作为供试液；使用紫外
分光光度计上分别测定上述溶液在１９０～８００ｎｍ范围内的最大吸收波长．同法配制芦丁对照品并对滇白珠
提取物溶液进行显色处理［１１］．先与１ｍＬ５％亚硝酸钠溶液反应６ｍｉｎ；再１ｍＬ１０％硝酸铝溶液反应６ｍｉｎ；
最后加１０ｍＬ４％氢氧化钠溶液加水定容，反应１５ｍｉｎ后，进行紫外光谱测定．
２．２．２　方法学考察

精密称取水杨酸对照品５０００ｍｇ，加１０ｍＬＰＢＳ溶液（ｐＨ＝７３）溶解，置１００ｍＬ量瓶中加水定容至刻
度；再精密吸取０２００、０６００、１０００、１４００、１８００和２２００ｍＬ分别置２５ｍＬ量瓶中，加水至刻度摇匀，配制
成质量浓度为０００４、００１２、００２０、００２８、００３６和００４４ｍｇ／ｍＬ的溶液．分别在２９６ｎｍ处测定吸光度Ａ，绘
制标准曲线，得回归方程为Ａ＝０００７＋２４３８２Ｃ（Ｒ２＝０９９９９）．取６份０１０ｍｇ／ｍＬ的水杨酸对照品溶液进
行精密度试验，并分别于０、２、４和６ｈ测定稳定性；取６份０１０ｍｇ／ｍＬ的滇白珠供试液测定重现性．

芦丁对照品溶液按照上述相同方法，配制成质量浓度为００１、００３、００５、００７、００９和０１１ｍｇ／ｍＬ的
溶液；分别在５０８ｎｍ处测定吸光度Ａ，绘制标准曲线．
２．３　滇白珠提取物的纳米混悬液及脂质体的制备

采用介质研磨法制备纳米混悬液［１２－１３］．称取适量羟丙甲纤维素（ＨＰＭＣ）分别与吐温８０按照不同质量
比例（０∶１、１∶１、１∶２和２∶３）混合均匀作为助悬剂，加入１０ｍＬ纯水，配制物质的量分数约为１％的助悬剂．称
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取１０ｍｇ滇白珠提取物粉末，与上述助悬剂以１∶１０质量比混合均匀，置于２５ｍＬ小烧杯中，在磁力搅拌器中
调速至（２０±５）ｒ／ｓ，至少研磨４ｈ以上以除去氧化锆珠．在不同时间点取样，置于显微镜下观察并比较粒径
形态和尺寸．结果发现，研磨时间８～１６ｈ后，粒径形态变化基本稳定；当助悬剂质量比为１∶１时，粒径达到
最小值，体系均匀稳定．因此确定１∶１为制备滇白珠纳米混悬液的最佳助悬剂比例．

采用薄膜分散法制备脂质体［１４］．分别称量４０ｍｇ滇白珠提取物、胆固醇，１２０ｍｇ豆磷脂，混合研磨均匀
后置于１５ｍＬ离心管中，加入１０ｍＬ氯仿，４０ｋＨｚ超声３０ｍｉｎ．上清液转移至旋蒸瓶中，在４０℃水浴中减压
蒸发除去有机溶剂．当瓶壁形成均匀薄膜时，继续抽真空１５ｍｉｎ，随后加入２０ｍＬＰＢＳ缓冲液（ｐＨ＝７３）进
行薄膜清洗；将该膜超声处理３０ｍｉｎ，经过０４５μｍ微孔滤膜过滤，获得脂质体．
２．４　外观形态的表征

分别对滇白珠纳米混悬液及脂质体进行外观观察和微观形态分析．透射电子显微镜（ＴＥＭ）制样前，需
要将样品适当稀释，通过０４５μｍ微孔滤膜，然后使用磷钨酸溶液进行负染，最后晾干．
２．５　粒径、Ｚｅｔａ电位、载药量和包封率的测定

取滇白珠的纳米混悬液或脂质体，适当稀释后，使用激光粒度仪分别测定粒径、多分散指数（ＰＤＩ）、Ｚｅｔａ
电位，平行测定３次．

取１５ｍＬ滇白珠脂质体，１００００ｒ／ｍｉｎ高速离心１５ｍｉｎ，取４５０μＬ上清液至超滤离心管（３ＫＤ）中，再次
以１００００ｒ／ｍｉｎ高速离心１５ｍｉｎ，取上清液备用；另取１ｍＬ脂质体，加入４ｍＬ甲醇进行破乳；上述溶液按
２２项下方法，在２９６和５０８ｎｍ处分别测量吸光度，计算药物质量浓度；进一步按公式（１）和公式（２）计算滇
白珠提取物脂质体的载药量（ＤＬ，μｇ／ｍＬ）和包封率（ＥＥ，％）．

ＤＬ＝总药物质量浓度－游离药物质量浓度． （１）
ＥＥ＝ＤＬ／总药物质量浓度×１００％． （２）

２．６　体外透皮实验研究
按照上述２．３项下制备得滇白珠纳米混悬液（记为ＮＣ）．分别用１％氮酮、１％薄荷醇、１％丙二醇和纯水

将滇白珠纳米混悬液稀释至５ｍｇ／ｍＬ．采用透皮扩散试验仪，设置上室为供给池，下室为接受池，扩散池容积
７ｍＬ，有效扩散面积２９２ｃｍ２，在（３７±０５）℃下恒温水浴，并以３００ｒ／ｍｉｎ磁力恒速搅拌．

实验前，使用推毛器剃除小鼠毛发，并通过脱颈法处死小鼠．剪下其背部皮肤，小心剥离皮下脂肪及黏膜
组织，反复用生理盐水冲洗干净后，将皮肤保存在适量生理盐水中，置于－８０℃冰箱保存．每组实验平行使
用３只小鼠．使用前，将冻存的鼠皮解冻，检查皮肤有无破损，并固定于供给池和接受池之间，角质层朝上并
密封．接受池中放入磁子，并加入ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ７３），确保真皮层充分接触接受液，排除气泡．向供给池中
加入１ｍＬ待测样品．分别于１、２、４、６、８、１０、１２和２４ｈ取出２ｍＬ接受液，并及时补充等量新鲜介质．取出的
接收液经０２２μｍ微孔滤膜过滤，按“２４”项下紫外分光光度法测定其质量浓度．并利用下列公式分别计算
单位面积累积渗透量（Ｑｎ，μｇ／ｃｍ），稳态渗透速率（Ｊｓ，μｇ／（ｃｍ

２ｈ）．按照以上方法分别对含有不同透皮吸收
促进剂的滇白珠纳米混悬液与脂质体（药物质量浓度均为５ｍｇ／ｍＬ，以提取物计）进行透皮吸收实验，每组
实验平行３次［１５］．

Ｑｎ＝
ＣｎＶ＋∑ｎ－１

ｉ＝１
ＣｉＶｉ

Ａ ． （３）

Ｊｓ＝
ｄＱ
ｄＴ． （４）

式（３）、（４）中，Ａ为扩散池上部鼠皮有效渗透面积，Ｖ为接受池所能乘装接受液体积，Ｖｉ为每个时间点取样
量，Ｃｎ为第 ｎ次取样时接收液中药物质量浓度，Ｃｉ为第 ｉ次取样时接收液中药物质量浓度．以时间 ｔ为横坐
标，单位面积累计渗透量Ｑｎ为纵坐标绘制累积渗透曲线．对所得曲线进行线性回归，累积渗透曲线的斜率
即为经皮渗透速率Ｊｓ（μｇ／（ｃｍ

２ｈ））．
体外透皮实验结束后，沿着扩散池有效透皮面剪下小鼠皮肤，用浸有生理盐水的棉签轻轻擦去鼠皮表面

残留药物，将处理好的鼠皮剪碎后置于具塞试管中，精密加入７０％乙醇３００ｍＬ，超声处理３０ｍｉｎ，用体积分
数为７０％乙醇补足摇匀，经０２２μｍ微孔滤膜滤过，分光光度法法测定其吸光度．皮肤滞留量按式 ＱＳ＝Ｖ′
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Ｃ／Ａ计算，皮肤滞留量式中 Ｖ′为提取鼠皮液总体积，Ｃ为鼠皮提取液药物总质量浓度，Ａ为扩散渗透面积
（２９２ｃｍ２）．

对不同剂型体外透皮实验结果进行独立样本 ｔ检验．将未加促渗剂的混悬液与其他各组比较，若 Ｐ＜
００１，Ｐ＜００５则认为具统计学差异，通过此分析，探讨不同剂型和促渗剂添加对透皮促渗效果的影响．

３　实验结果与讨论

３．１　溶剂筛选结果
图１为滇白珠在不同体积分数的乙醇溶液中的吸光度（２８４ｎｍ，ｎ＝３）．可以看出，吸光度值按照５０％＞

７０％＞９５％＞３０％的顺序依次降低．因此，选择体积分数为５０％的乙醇作为溶剂．溶剂筛选结果表明，滇白
珠提取物在常用溶剂中的溶解性不足，即使在二甲基亚砜中的溶解度也低于３０ｍｇ／ｍＬ．由于该提取物为中
等极性物质，在体积分数为５０％的乙醇中溶解性相对较好，这可能与其制备方法有关［２］．其较差的溶解性对
制剂配制和后续透皮吸收研究不利．
３．２　滇白珠含量测定方法学研究结果
３．２．１　最大吸收波长确定结果

如图２所示，水杨酸对照品溶液与滇白珠提取物供试样品１在（２９６±１）ｎｍ处有最大吸收，芦丁对照品
溶液与滇白珠提取物供试样品２在（５０８±１）ｎｍ处有最大吸收．

　　　 图１　滇白珠的吸光度　　　　　　　　　　　图２　滇白珠提取物紫外分光光度图

３．２．２　方法学考察结果
表１为水杨酸和总黄酮质量分数测定回归方程方法学考察表．结果表明，水杨酸和芦丁对照品溶液分别

在４～４４和１０～９８３ｍｇ／Ｌ的质量浓度范围内均呈现良好的线性关系．精密度、重现性和稳定性考察均符合
要求，说明该法简便可行．

表１　含量测定回归方程及方法学考察表

成分 波长／ｎｍ 回归方程 Ｒ２ 精密度的ＲＳＤ／％ 稳定性的ＲＳＤ／％ 重复性的ＲＳＤ／％

水杨酸 ２９６±１ Ａ＝０．００７＋２４．３８２Ｃ ０．９９９９ ０．６６ ０．８５ ０．６７

总黄酮 ５０８±１ Ａ＝－０．０００４＋８．１４Ｃ ０．９９９９ ０．３０ １．０４ ０．５７

３．３　滇白珠提取物的纳米混悬液及脂质体外观形态观测
如图３所示，滇白珠提取物的混悬液外观呈淡黄色（图３ａ），其脂质体则呈淡乳白色（图３ｂ），二者均有

明显的丁达尔效应．ＴＥＭ表征结果显示，二者均呈类球形，混悬液中的提取物粒径较大，在１３０～２８０ｎｍ内；
而脂质体粒径较小（４０～１００ｎｍ），外观圆整均匀．
３．４　粒径、Ｚｅｔａ电位、载药量和包封率测定结果

如表２所示，滇白珠纳米混悬液平均粒径为４５４７９ｎｍ，多分散指数（ＰＤＩ）平均为０２１２，脂质体平均粒
径为４６８２ｎｍ，ＰＤＩ平均为０２６２．两者粒径均值相差较小，且均一性较好．

纳米混悬液的Ｚｅｔａ电位约５５４ｍＶ，脂质体的Ｚｅｔａ电位约 －３７９４ｍＶ，脂质体相较于纳米混悬液电位
绝对值更大，表明其体系更稳定．滇白珠纳米混悬液和脂质体的粒径测量结果相较于透射电镜粒径略大，这
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图３　滇白珠纳米混悬液和脂质体的外观及ＴＥＭ图

可能是在ＴＥＭ拍摄前经过稀释和０４５μｍ滤膜过滤处理，且拍摄过程中样品经过晾干导致粒径有所变化．
脂质体载药量和包封率结果如表２所示，总黄酮载药量约为１６３６０％，水杨酸载药量约为１４１５％，二

者差异较大；但包封率差异较小，均在８１％左右．

表２　滇白珠样品粒径、电位、载药量和包封率

供试品 粒径均值／ｎｍ ＰＤＩ均值 Ｚｅｔａ电位均值／ｍＶ 成分 ＤＬ／（ｇ·ｍＬ－１） ＥＥ／％

纳米混悬液 ４５４７９ ０２１２ ５５４ — — —

脂质体 ４６８２ ０２６２ －３７９４
水杨酸 １４１５ ８１５０

总黄酮 １６３６０ ８０６１

３．５　体外透皮实验
体外透皮实验结果显示，与空白组相比，添加不同促渗剂的滇白珠纳米混悬液透皮促渗效果提升不明显

（表３和图４），这可能由于空白组中，稳定剂吐温８０自身具有一定促渗作用．然而，与未添加促渗剂的纳米
混悬液组相比，添加促渗剂的纳米混悬液在渗透速率和渗透量方面有所增加，透皮吸收效果得到改善．

对未添加促渗剂的纳米混悬液、添加不同促渗剂的纳米混悬液和脂质体在２４ｈ内的累计透过量进行 Ｔ
检验．结果发现以水杨酸为指标时，未加促渗剂的纳米混悬液组与其余各组之间Ｐ＜００５，均具显著性差异；
以总黄酮为指标时，除与１％丙二醇组（Ｐ＝０８１４）相比，无显著性差异外，其余组均存在显著差异，这表明添
加促渗剂和改变剂型均能有效促进滇白珠提取物的透皮吸收．

表３　滇白珠脂质体和不同纳米混悬液皮肤渗透系数

成分 供试品类别 Ｑ－ｔ方程 Ｒ２ Ｊｓ／（μｇ·ｃｍ
－２·ｈ－１） Ｑ２４／（μｇ·ｃｍ

－２）

混悬液＋１％氮酮 Ｑ＝１５６７９ｔ＋４０５３３ ０８２２４ １５７ ７８１６

混悬液＋１％薄荷醇 Ｑ＝１６１４３ｔ＋４０２９３ ０９０８３ １６１ ７９０４

水杨酸 混悬液＋１％丙二醇 Ｑ＝１５３１８ｔ＋３５８６２ ０９４５６ １５３ ７２６３

混悬液 Ｑ＝１４０９２ｔ＋２８９５１ ０９８２３ １４１ ６２７７

脂质体 Ｑ＝２６５５４ｔ＋２０１５５ ０７９５６ ２６６ ８３８８

混悬液＋１％氮酮 Ｑ＝０９２５４ｔ＋２０９６６ ０７０３９ ０９３ ３８２１

混悬液＋１％薄荷醇 Ｑ＝０９３０３ｔ＋２０５０４ ０７３００ ０９３ ３８５９

总黄酮 混悬液＋１％丙二醇 Ｑ＝０６９９５ｔ＋１５４３７ ０９５２８ ０７０ ３１２７

混悬液 Ｑ＝０６９７４ｔ＋１４１９８ ０９７８０ ０７０ ３０３８

脂质体 Ｑ＝１４１５８ｔ＋９３２６７ ０７３１８ １４２ ３４６１

如图４所示，添加不同促渗剂的滇白珠提取物纳米混悬液与空白组相比，其药物Ｑｓ差异并不显著，而脂
质体组的药物Ｑｓ显著高于纳米混悬液组，水杨酸和总黄酮质量分数约为纳米混悬液组的３倍，表明脂质体
组能够促进滇白珠的皮肤渗透和滞留，有利于透皮吸收．
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（ａ）单位面积水杨酸渗透量随时间的变化 （ｂ）单位面积总黄酮渗透量随时间的变化

（ｃ）不同样品的水杨酸皮内滞留量 （ｄ）不同样品的总黄酮皮内滞留量

图４　滇白珠脂质体和不同纳米混悬液的体外透皮渗透曲线及皮内滞留量
（ｎ＝３纳米混悬液、脂质体载药量均换算为５ｍｇ／ｍＬ）

４　讨论

不同促渗剂对滇白珠提取物的透皮吸收效果具有差异，氮酮和薄荷醇的促渗效果优于丙二醇和无促渗

剂，但促渗剂对皮肤内滞留量的影响较小．与脂质体相比，纳米混悬液能显著提高水杨酸和总黄酮的累积渗
透量和皮内滞留量．尽管水杨酸与黄酮的理化性质不同，但在纳米技术和促渗剂的作用下，表现出相似的透
皮变化趋势，累积透过量及皮内滞留量均高于总黄酮，这可能由于黄酮溶解性极低，而水杨酸类极性适中，与

皮肤组织亲和性更高．鉴于中药提取物透皮吸收的复杂性，尤其是在多成分配方中，不同组分的透皮性能可
能存在显著差异．本研究为滇白珠外用制剂的开发奠定了基础．未来研究应进一步探索纳米技术和化学促渗
剂对不同成分透皮吸收的具体影响，以优化其外用制剂的性能．
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