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［摘要］　目的：研究不同透皮促渗剂对复方跌打损伤药方中主要成分胡椒碱体外经皮渗透的促进作用。方法：采用Ｆｒａｎｚ扩

散池，选择氮酮、丙二醇、Ｎ甲基吡咯烷酮（ＮＭＰ）、油酸、薄荷油及其组合作为透皮促渗剂，以预处理的离体小鼠皮肤作为渗透

屏障，ＨＰＬＣ法测定接收液中胡椒碱的含量。结果：与空白对照组相比，除丙二醇以外，其余透皮促渗剂均能显著提高胡椒碱

的渗透速率（Ｐ＜０．０５），其中以氮酮与ＮＭＰ合用促渗效果最好，渗透速率达到４．４９μｇ·ｃｍ
－２·ｈ－１。结论：氮酮与ＮＭＰ联

用的复合促透剂促渗效果最好，适合作为本复方的透皮促渗剂。
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　　双乌跌打损伤中药复方乃劳氏伤科世代祖传秘方，由胡

椒、毕拔、生草乌等２０味中药组成，制成膏药外用敷贴，具有

祛瘀止痛、续筋接骨等功效，疗效显著。由于中药成分复杂，

加入适当的透皮促渗剂可以促进药物的透皮吸收，本研究以

复方中胡椒和毕拔的有效成分胡椒碱为指标药物，考察了不

同透皮促渗剂及其组合的透皮促进作用，为研制双乌跌打损

伤水凝胶贴剂提供实验依据。

１　仪器和材料

　　ＴＫ１２Ａ型透皮扩散试验仪（上海锴凯科技贸易有限公

司）；岛津ＳＰＤ１０Ａｖｐ型检测器，ＬＣ１０ＡＴｖｐ 型高效液相色谱

泵；ＫＬＥ１０００型恒温水浴（上海贺得实验设备有限公司）。胡

椒碱对照品（上海顺勃生物工程技术有限公司）；水溶性氮酮

（北京耐确生化技术研究所）；油酸（上海化学试剂公司）；丙二

醇（上海凌峰化学试剂有限公司）；Ｎ甲基吡咯烷酮（美国国际

特品有限公司上海代表处）；薄荷油（上海化学试剂公司）；试

剂均为分析纯。双乌跌打损伤方药材由慈溪市骨伤科医院提

供。昆明种雄性小鼠，体质量（２０±２）ｇ，上海斯莱克实验动物

有限责任公司，ＳＣＸＫ（沪）２００７２００５。

２　方法和结果

２．１　分析方法的建立

２．１．１　检测波长的确定　称取适量胡椒碱标准品用流动相

溶解，制备成一定浓度的标准品溶液。将标准品溶液按紫外

分光光度法（《中国药典》２００５版附录ⅣＡ），在２００～４００ｎｍ
波长下扫描。紫外扫描结果显示，胡椒碱标准品在３４３ｎｍ
处有最大吸收，故本实验采用３４３ｎｍ作为检测波长。

２．１．２　 色 谱 条 件 　 色 谱 柱 为 ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８ （５μｍ，

４．６ｍｍ×２５０ｍｍ），流动相为甲醇水＝８０∶２０［１］，流速１

ｍｌ／ｍｉｎ，检测波长３４３ｎｍ，进样量２０μｌ，室温。

２．１．３　胡椒碱标准曲线的制备　精密称取胡椒碱对照品５

ｍｇ，置于５０ｍｌ棕色容量瓶中，加无水乙醇至刻度，摇匀，配

成浓度为１００μｇ／ｍｌ的储备液。分别精密量取胡椒碱储备

液５、１、０．５、０．１ｍｌ，置于１０ｍｌ容量瓶中，加无水乙醇至刻

度，配成浓度为５０、１０、５、１μｇ／ｍｌ的胡椒碱标准液。再精密

量取１μｇ／ｍｌ的胡椒碱标准液５、１、０．５ｍｌ，置于１０ｍｌ容量

瓶中，加无水乙醇至刻度，配成浓度为０．５、０．１、０．０５μｇ／ｍｌ
的胡椒碱标准液。７个标准液依次取样２０μｌ，按２．１．２项下

条件测定峰面积，以３次测定的平均峰面积（Ａ）对进样浓度

（Ｃ）回归得到标准曲线。回归方程为Ａ＝１２３７７１Ｃ－６０９，相

关系数ｒ＝０．９９９２，表明胡椒碱对照品溶液在０．０５～５０μｇ／

ｍｌ浓度范围内线性关系良好。ＨＰＬＣ图谱见图１。

２．１．４　回收率试验　分别配制高、中、低３种浓度（１０、１、

０．１μｇ／ｍｌ）的胡椒碱溶液，按２．１．２项下色谱条件分析，测

定峰面积，计算回收率。结果方法回收率在９５％～１０５％之

间，符合含量要求。

２．１．５　日间精密度 　取浓度分别为１０、１、０．１μｇ／ｍｌ的胡

椒碱标准液，按２．１．２项下色谱条件测定，１ｄ内每个浓度测

定５次，计算所得数据的相对标准差ＲＳＤ，结果日间精密度

均＜２％，符合含量测定要求。

２．１．６　稳定性考察　配制高、中、低３种浓度（１０、１、０．１μｇ／

ｍｌ）的胡椒碱溶液，避光室温放置，在０、２、４、８及１２ｈ后分别

进样，测定峰面积。测得峰面积的ＲＳＤ分别为０．４５、０．７３、

０．８５％，均＜１％，表明被测组分在１２ｈ内化学性质稳定，满
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足实验定量的要求。

图１　胡椒碱含量测定ＨＰＬＣ色谱图

Ａ：标准液；Ｂ：样品溶液

２．１．７　干扰实验　按处方量比例称取除毕拔和胡椒外各味

药，按２．２实验方法取２ｈ时间点的透皮接受液，用胡椒碱的

色谱条件检测，结果表明胡椒碱的含量测定不受其他成分干

扰。

２．２　体外透皮吸收实验

２．２．１　实验样品的制备　将双乌跌打损伤药材粉碎，过６
号筛备用。依处方量称取各味药粉，按等量递增法混匀，以１

∶２比例加入去离子水制备成混悬液。

２．２．２　离体鼠皮的制备及预处理［２３］　用脱毛膏涂布小鼠

腹部皮肤除毛，清洁后饲养２４ｈ，再断颈处死，剥离腹部皮

肤，除去皮下脂肪组织和黏连物，用生理盐水冲洗干净后置

－２０℃冰箱冰冻保存。在实验前将皮肤取出，于３７℃生理盐

水解冻，用医用纱布包裹，分别将０．５ｍｌ不同透皮促渗剂

（复合促透剂按１∶１预先混合）滴加到角质层面，保持扩散

至整个皮肤表面并与皮肤接触１２ｈ，除去纱布，用生理盐水

洗净擦干后使用。

２．２．３　透皮装置及计算方法［４５］　将处理好的小鼠腹部皮

肤固定在垂直扩散池的上下两个半池之间，角质层面向供给

池，供给池加上４ｇ实验样品，接收池加入６．２ｍｌ的３０％乙

醇生理盐水，水浴温度（３２±０．５）℃，磁力搅拌子搅拌速度

３００ｒ／ｍｉｎ，分别于０．５、１、２、４、６、８、１０、１２ｈ取样，每次吸取

接收液６．２ｍｌ，并补充等量的接收液。接收液需预先超声除

气，并３２℃水浴预热。将样品用０．４５μｍ滤膜滤过，续滤液

在１２ｈ内按２．１．２项下条件测定浓度。按下式计算药物单

位面积的累计透过量：

Ｑ＝
Ｃｎ×Ｖ０＋Σ

ｎ＝１

ｉ＝１
（Ｃｉ×Ｖｉ）

Ａ

　　其中，Ｃｎ 和Ｃｉ 为第ｎ次和第ｉ次取样时接受液的浓度，

Ｖ０为扩散池体积，Ｖｉ为第ｉ次取样的体积，Ｑ 为单位面积累

计透过量，Ａ 为皮肤透过面积（４．１３ｃｍ２）。本实验中，Ｖ０和

Ｖｉ都是６．２ｍｌ。

　　以单位面积累计渗透量为纵坐标，时间为横坐标，进行

回归，所得直线的斜率为稳态透皮速率Ｊ（μｇ·ｃｍ
－２·ｈ－１），

增渗倍数ＥＲ＝Ｊ促渗剂组／Ｊ空白组。

　　用透皮促渗剂预处理过离体小鼠皮肤，分别考察了氮酮

（ａｚｏｎｅ），Ｎ甲基吡咯烷酮（Ｎｍｅｔｈｙｌｐｙｒｒｏｌｉｄｏｎｅ，ＮＭＰ），丙

二醇（ｐｒｏｐｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ，ＰＧ），油酸（ｏｌｅｉｃａｃｉｄ，ＯＡ），薄荷油

（ｐｅｐｐｅｒｍｉｎｔｏｉｌ，ＰＯ）以及氮酮与 ＮＭＰ、油酸、薄荷油、丙二

醇按１∶１配制的复合促透剂对胡椒碱体外透皮行为的影响

（表１、２）。

表１　不同透皮促渗剂对胡椒碱平均单位面积累积透过量的影响
（ｎ＝５，珚ｘ±ｓ）

组别
渗透时间ｔ／ｈ

０．５ １ ２ ４ ６ ８ １０ １２
空白 ０．２３±

０．０７
０．５７±
０．１４

１．３１±
０．４４

２．６２±
０．６３

４．７３±
１．１３

７．１１±
１．５６

９．９６±
２．１７

１２．８９±
２．４６

氮酮 ０．２５±
０．１０

０．８０±
０．２５

２．１０±
０．６２

５．１３±
１．２０

９．１５±
１．８５

１３．０２±
１．７６

１７．４７±
１．８８

２１．７９±
１．８７

丙二醇 ０．１７±
０．０４

０．４７±
０．０７

１．２０±
０．２０

３．００±
０．６５

５．１５±
１．２６

７．５６±
１．５９

１０．４６±
１．７８

１３．２８±
１．８５

油酸 ０．２７±
０．１４

０．９１±
０．１７

２．５７±
０．３６

７．７４±
１．１７

１４．４０±
２．１０

２１．５０±
３．０１

２８．９８±
４．０１

３７．４１±
５．３８

薄荷油 ０．２７±
０．３５

０．５３±
０．５２

１．６２±
１．０７

３．９６±
１．７１

７．３５±
２．３９

１１．２１±
３．１６

１４．０９±
３．７７

１９．８４±
３．７０

Ｎ甲基吡咯烷酮 ０．４６±
０．１０

０．９６±
０．１５

２．１６±
０．２７

４．５５±
０．７３

７．９１±
１．２１

１１．３８±
１．３４

１４．６３±
１．５２

１８．４４±
３．０４

氮酮＋丙二醇 ０．２１±
０．０５

０．６３±
０．１９

１．８９±
０．５０

６．１０±
１．６８

１３．０５±
３．３５

１９．５３±
４．４５

２６．４１±
５．５８

３２．９６±
６．５０

氮酮＋油酸 ０．４２±
０．４

０．９９±
０．７４

２．４２±
１．２９

８．５３±
３．４０

１５．３６±
５．０５

２１．９８±
６．２１

２９．００±
７．４１

３５．４９±
８．８２

氮酮＋Ｎ甲基吡咯烷酮 ０．６９±
０．１５

２．４３±
０．６８

５．３４±
１．３５

１３．１６±
３．６５

２２．４２±
５．４９

３０．９９±
６．４６

４１．５１±
６．８５

５３．０１±
５．２８

氮酮＋薄荷油 ０．５７±
０．２６

１．３１±
０．４７

３．２２±
１．５６

８．９７±
２．６１

１５．８０±
３．５４

２２．６９±
４．３２

２９．４８±
５．３１

３７．０９±
４．６７
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表２　胡椒碱透皮动力学参数

组别 渗透方程 ｒ Ｊ（μｇ·ｃｍ－２·ｈ－１）ａ 增渗倍数

空白 ｙ＝１．０８ｘ－０．９４ ０．９９０３ １．０８±０．２２ －
氮酮 ｙ＝１．８７ｘ－１．５１ ０．９９６８ １．８７±０．１７ １．７３
丙二醇 ｙ＝１．１３ｘ－１．００ ０．９９４１ １．１３±０．１８ １．０５
氮酮＋丙二醇 ｙ＝２．９１ｘ－３．２６ ０．９９３５ ２．９１±０．６０△ ２．６９
油酸 ｙ＝３．２２ｘ－３．３３ ０．９９３９ ３．２３±０．４７ ２．９８
氮酮＋油酸 ｙ＝３．１３ｘ－２．７６ ０．９９７２ ３．１３±０．７７△ ２．９０
薄荷油 ｙ＝１．６７ｘ－１．６７ ０．９９１８ １．６８±０．３３ １．５５
氮酮＋薄荷油 ｙ＝３．１２０ｘ－２．５３ ０．９９７３ ３．２０±０．４６ ２．８９
Ｎ甲基吡咯烷酮 ｙ＝１．５６ｘ－０．９３ ０．９９７１ １．５６±０．２３ １．４４
氮酮＋ Ｎ甲基吡咯烷酮 ｙ＝４．４９ｘ－３．２２ ０．９９６７ ４．４９±０．５６△ ４．１６

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１与空白组比较；△Ｐ＜０．０５与单纯促透剂组比较．ａ：ｎ＝５

　　实验结果表明，胡椒碱的经皮扩散呈零级动力学过程，

累积渗透量与渗透时间线性关系良好。对实验数据进行两

样本双侧的ｔ检验可知，与空白组相比，除丙二醇外，其余透

皮促渗剂的稳态透皮速率均具有显著差异（Ｐ＜０．０５），说明

对胡椒碱的体外经皮渗透均有显著的促进作用，促渗效果依

次为氮酮＋ＮＭＰ＞薄荷油＞氮酮＋薄荷油＞氮酮＋油酸＞
氮酮＋丙二醇＞氮酮＞薄荷油＞ＮＭＰ，其中氮酮＋ＮＭＰ组

的稳态渗透速率达到４．４９μｇ·ｃｍ
－２·ｈ－１，是空白组的４．１６

倍，促透作用最强。

　　与单一促渗剂相比，除薄荷油＋氮酮组以外，其余复合

促渗剂的稳态渗透速率均有显著差异（Ｐ＜０．０５），说明大多

数透皮促渗剂联用会有协同作用，可以显著提高药物的累积

透过量和稳态渗透速率，取得对药物最大的促透效果。

３　讨　论

　　本实验建立了胡椒碱的高效液相分析方法，采用体外透

皮实验，用透皮促渗剂预处理过离体小鼠皮肤，分别考察了

氮酮、ＮＭＰ、油酸、薄荷油、丙二醇以及氮酮与ＮＭＰ、油酸、薄

荷油、丙二醇按１∶１配制的复合促透剂对胡椒碱体外透皮

行为的影响，结果表明，除个别例外，复合促透剂对双乌跌打

损伤药方中的胡椒碱有较好的促透效果，其中 ＮＭＰ与氮酮

联合促透效果最好，可以加入药方以提高治疗效果，并为今

后研究提供试验依据。

　　胡椒和毕拔温中散寒，行气止痛，其主要成分胡椒碱的

含量高，易于检测，具有消炎镇痛作用［７］，与复方药效关联度

好，因此选其作为指标化合物对双乌跌打损伤药方混悬液进

行含量测定。参考文献［８］并结合前期实验结果，采用３０％乙

醇生理盐水作为接收液，溶解度好，可以满足实验漏槽条件，

溶液在避光条件下１２ｈ内检测，稳定性良好。

　　在本实验中，氮酮与ＮＭＰ联用之后促透效果明显加强，

可能是因为ＮＭＰ作为透皮促渗剂可以有效分配到角质层

中，改变组织内部膜的溶解特性，使得氮酮更容易分配进入

细胞间区域，破坏细胞类脂质双分子层的有序结构，增加流

动性，促进药物扩散［９］。

　　使用油酸对皮肤处理后，药物的皮肤透过性明显加强，

稳态渗透速率达到３．２３μｇ·ｃｍ
－２·ｈ－１，是空白组的２．９８

倍，促透效果仅次于 ＮＭＰ与氮酮联用。据文献［１０］报道，油

酸渗入皮肤的角质层后与角质细胞间类脂相互作用，破坏了

类脂所形成的膜结构，产生大量腔隙，使细胞间隙扩大，形成

许多易于物质渗透的通道，从而降低丁扩散阻力，有利于药

物穿过角质层［９］。在本实验中，油酸与氮酮联用后，促透效

果反而不如油酸单用，可能是因为油酸与氮酮同为脂溶性，

两者联用可能竞争降低脂质双分子层结构的有序程度，不仅

无法发挥出协同促渗的作用，反而降低了促渗效果［１１］。
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