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摘= =要：目的= =比较草乌甲素在不同方式制备的家兔破损皮肤体外渗透速率的差异，了解皮肤破损方式对草乌甲素透过率的

影响。方法= =结合组织病理学检查，对所获破损皮肤的破损程度进行判断，同时采用改良 cr~nz扩散池装置进行透皮试验，

以草乌甲素含量为考察指标，emiCJjpLjp 法测定接受液中指标性成分含量。结果= =针头划伤、砂纸打磨、QB= k~Op 脱毛

剂处理这 P种方式均能得到不同损伤程度的破损皮肤；组织病理学检查显示砂纸打磨至皮肤发红时，破损程度比较适宜，局

部表皮缺失，真皮完好。三者渗透速率常数存在明显差别，分别为 VSKUO、ONMKO、OKUON=ngL（Åm·Ü），以砂纸打磨所获破损皮

肤的渗透速率常数最大。结论= =砂纸打磨可以获得较好的破损皮肤模型，该模型对药物透过率影响较小。=
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经皮给药制剂又称经皮给药系统（ír~nsderm~l=
drug= delávery= sysíem，qaap）或称透皮治疗系统

（ír~nsderm~l=íÜer~peuíáÅ=sysíem，qqp），是药物通过

皮肤吸收后转运至局部组织或全身血液循环而发生

局部或全身作用的制剂xNz。此类制剂的安全性评价

常因其剂型、给药途径等特殊性而有一定难度，主

要因为经皮给药后的实际剂量及毒性暴露量和毒性

反应程度取决于透入皮肤的药量，而临床上皮肤病=
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变往往改变了正常皮肤屏障完整性和药物通透性，

药物的透皮吸收率除了受药物本身理化特性、给药

方法等因素限制外，还常因皮肤屏障功能状态受到

不同程度的影响xOJPz，因此，在刺激性和长期毒性试

验中通常需将破损皮肤模型用于试验，以充分暴露

受试物的局部刺激性或L和全身毒性。=
目前，国内通常采用体外扩散池法、残留量分

析法和在体微透析法等方法进行经皮给药制剂的透

过率或药动学方面的研究xQJRz；安全性评价实验室常

用的破损皮肤制备方法有针头划伤、砂纸打磨、钝

器刮伤或由脱毛剂造成的表皮损伤xSz。但动物破损

皮肤与人临床不同疾病下皮肤的角质层状态并不完

全一致，并且实验操作者在选择上述制备方法时通

常考虑的多是操作的方便程度，往往凭经验以肉眼

判断破损程度，忽视了脱毛过程所致角质层损失差

异和皮肤破损模型制备方法及其他因素对实际的病

理损伤程度及药物透过率产生的影响，从而可能对

经皮给药制剂的毒性评价带来不同程度的干扰。=
本文以草乌甲素凝胶膏为受试物，选用针头划

伤、砂纸打磨、QB=k~Op脱毛剂处理这 P种有代表

性的皮肤破损方法制备家兔破损皮肤，以体外扩散

池法开展体外透皮实验，考察上述方式所得破损皮

肤的体外吸收特征，并从破损皮肤的组织病理学形

态和药物皮肤体外渗透速率这两个方面探讨不同破

损皮肤模型制备方法及因素产生的差异及影响，为

经皮给药制剂毒性暴露和安全性评价选择更为科学

合理的病理模型提供实用的技术方法。=
N= =材料和方法=
NKN= =仪器=

Agálení=NOMMpi液相色谱仪（Agálení，二元泵，

自动进样器）；Amf=POMM=nJqr~p三重四级杆串联质

谱（美国 A_公司）；An~lysí=NKR工作站；智能透皮

试验仪（天津富兰斯 v_JmS）；分析天平（美国 lÜ~us
公司）；Allegr~= SQo 高速冷冻台式离心机（美国

_~Åkm~n公司）；utJUMA涡旋混合器（上海精科实

业有限公司）；jaOMM 氮吹仪（杭州奥盛仪器有限

公司）；宠物用电推剪（上海 Clalp= hmJPMMM）；
组织病理学检查仪器均为德国 ieáÅ~公司。=
NKO= =试药=

草乌甲素凝胶膏（载药量约为 MKMS=mgLÅm，云

南省药物研究所，批号 OMNPMT）；草乌甲素对照品

（质量分数≥VUB，中国食品药品检定研究院，批号

NMMRPMJOMMRMN）；次乌头碱（质量分数≥VUB，北

京世纪奥科生物技术有限公司，批号 jrpqJ=
NPMNNTMS）；甲醇（色谱纯，德国jerÅk公司）；其

余试剂均为分析纯。=
NKP= =动物=

普通级日本大耳白家兔 S只，雌雄各半，P～Q
月龄，OKQ～PKM= kg，来源于昆明市艾尼莫实验动物

养殖中心，许可证号：pCuh（滇）hOMNOJMMMO。=
NKQ= = iCJjpLjp检测条件=
NKQKN= = 色谱条件 = = 色谱柱为 Agálení= ponosÜell=
p_JCNU柱（RM=mm×QKS=mm，OKT=μm）；流动相为 MKNB
甲酸 NM= mmolLi醋酸铵水溶液J甲醇（NO∶UU）；体

积流量 MKR=miLmán；柱温 OM=℃；进样量 R=μi。=
NKQKO= =质谱条件= = bpf源，mlp模式，joj定量。

草乌甲素= xj＋ezH为 mLz= SQQKQ→RUQKP，次乌头碱=
xj＋ezH为 mLz=SNSKP→RRSKO。质谱参数：Cro=NMKM，
fp=RRMMKM，qbj=PMMKMM，dpN=ORKMM，dpO=PRKMM，áÜe=
lk，CAa=ilt，am=TOKM，bm=NMKMM。=
NKR= =检测样本预处理=

精密加入 NM=μi内标工作液至 O=mi=bm管中，

氮吹至干，再精密移取 NMM=μi经扩散池收取的 m_p
溶液，旋涡 O=mán，加入 N=mi醋酸乙酯，涡旋 P=mán，
Q=MMM=rLmán离心 NM=mán，取上清 SMM=μi，氮气吹干，

OMM=μi甲醇复溶，NR=MMM=rLmán离心 NM=mán，取上

清，R=μi进样。=
NKS= =离体破损皮肤制备=

破损皮肤的破损程度参照 OMNQ年 R月 NP日颁

布的《药物刺激性、过敏性和溶血性研究技术指导

原则》的附录中有关“PK=皮肤刺激性试验”对破损

皮肤破损程度的描述，即“破损皮肤试验中皮肤破

损程度以损伤表皮层为限”xTz，故本实验中选择了

P 种有代表性的制备方法来获得破损皮肤，并结合

组织病理学检查结果综合判断，确定皮肤的最适破

损程度。=
NKSKN= =破损方法= =家兔乙醚麻醉后，用宠物电推剪

先将背部毛尽量剔除干净，剔除过程中注意勿将兔

皮肤划伤。将 S只去毛后的家兔分为 P个组，每组

O只。按下面 P种方式制备破损皮肤。=
A 法：针头划= =即用 R= mi一次性注射器针头

在家兔皮肤表面间隔 P= mm 划多条横线，再间隔 P=
mm 划多条竖线，形成多个“井”字，深度以皮肤

表面变浅红即可。=
_ 法：砂纸打磨= =即将砂纸包裹在木棒上，然

后在家兔皮肤表面轻轻摩擦，直至皮肤表面变为
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浅红。=
C法：化学脱毛剂= =即将纱布浸于 QB=k~Op中，

再将纱布敷于家兔皮肤 R= mán后取下，以洁净纱布

擦净皮肤表面残余k~Op，再用大量清水冲洗至k~Op
除净。=
NKSKO= =离体破损皮肤制备= = S 只家兔分为 P 组，按

上述 P 种方法破损皮肤后及时颈总动脉放血安乐

死，剖取上述 P 种方法制备的破损皮肤各约 S×S=
ÅmO，除去皮下组织和脂肪，以生理盐水冲洗适当

时间，每种方法所获的每块破损皮肤均分为两部分，

其中一部分皮肤置福尔马林溶液中固定，用于组织

病理学检查，以确定皮肤破损程度是否适宜，另外

一部分皮肤则用于体外透皮实验。=
NKT= =破损皮肤病理学检查=

病理取材厚度 O～P=mm，长度约 N～O=Åm，切

片厚度 P=μm，eb染色、制片，进行组织病理学镜

检，据镜检结果对各块破损皮肤所见病变程度进行

半定量分级。=
NKU= =家兔破损皮肤体外透皮试验=

取草乌甲素凝胶膏，按扩散池接收口内径大小

（NKNT=ÅmO）将凝胶膏剪切，待用。将按“NKS”要求

制备的离体破损皮肤固定于改良 cr~nz 扩散池上，

皮内层面向下（朝向扩散池内方），皮外层面向上，

将剪好的草乌甲素凝胶膏揭去保护层，紧贴于皮肤

外层，用夹子将扩散池组合夹紧固定。扩散池接收=
室事先放入磁力搅拌子，并加满 PO= ℃的 MKMR=
molLi、pe=TKQ=m_p溶液作为接收介质（NO=mi），
排出接收室中的气泡，使家兔皮肤内层与接收介质

紧密接触，池外以 PO=℃水浴保温，磁力搅拌子以

PRM=rLmán的速度搅拌，分别于 N、O、P、Q、R、S、
T、U、NM、NN和 OQ=Ü从接收池中抽取 MKP=mi的 m_p
接受液，同时向接收池中补充等量 PO=℃的 MKMR=
molLi、pe=TKQ的 m_p溶液。将收集的 m_p接收液

置于 O～U=℃备存，待所有时间点 m_p 接收液均收

集后，分别按“NKR”项下方法处理、分析检测。=
NKV= =数据处理=

通过各时间点样品测定结果，计算每个时间点

单位面积的累积释药量（n），并对结果进行评价。=

n＝（mns＋sM∑
−

=

N

N

n

i
ip ）LA=

式中，s为接收室中接收液总体积，sM为每次取样的体

积，mn为第 n次所取样品测定的药物浓度，pi为第 i个样品

的药物浓度测定值，A为扩散池中家兔皮肤的有效扩散面积。=

O= =结果=
OKN= =特异性=

在本实验 iCJjpLjp 检测条件下草乌甲素及

内标次乌头碱峰形均良好，在各自检测通道内未见

干扰峰，两者保留时间分别为 NKON=mán和 NKNV=mán，
结果见图 N。=
=

=

=

=

=
NJ草乌甲素；OJ次乌头碱=
NJ=_ulley~Åonáíán=AX=OJ=eyp~Åonáíáne=

图 N= =空白 m_p 缓冲溶液（A）、草乌甲素对照品（B）、次

乌头碱对照品（C）、草乌甲素含药接受液（a）
iCJjpLjp图=

cigK= N= = iCJjpLjp= chromatogram= of= mBpJBlank= EAFI=
BulleyaconitinJmBpHstandard= EBFI= eypaconitineJ=
mBpHstandard=ECFI=BulleyaconitinJdrugJcontaining=
accepting=liquid=EaF=

M= MKQ= MKU= NKO= NKS= OKM= OKQ= OKU=

A=

M= MKQ= MKU= NKO= NKS= OKM= OKQ= OKU=
t=L=mán=

N=a=

M= MKQ= MKU= NKO= NKS= OKM= OKQ= OKU=

O=C=

M= MKQ= MKU= NKO= NKS= OKM= OKQ= OKU=

N=_=
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OKO= =基质效应=
本实验考察了空白 m_p溶液经提取后，内源性

杂质对草乌甲素和内标次乌头碱的离子抑制情况。

结果显示，草乌甲素 m_p 溶液质控样品在 NKVUT、
PNKUM、RMVKM= ngLmi 这 P 个质量浓度下的基质效应= =
（n＝S）分别为 VSKQVB、VQKVOB、VTKOUB；内标次

乌头碱基质效应（n＝NU）为 VPKOTB。=
OKP= =标准曲线和线性范围=

以草乌甲素 m_p溶液质量浓度C（分别为 MKNOQ=
O、MKQVS=T、NKVUT、TKVRM、PNKUM、NOTKM、RMVKM=ngLmi）
为横坐标，草乌甲素峰面积（Ab）和内标峰面积（AÜ）
比值为纵坐标 v，做线性回归，得回归方程为：v＝
MKMNU= VC－MKMMO= RT（r＝MKVVO= U），权重系数 w＝
NLCO，药物浓度与峰面积间线性关系良好，线性范

围为 MKNOQ=O～RMVKM=ngLmi，最低定量限为 MKNOQ=O=

ngLmi（pLk≥NM）。=
OKQ= =精密度和准确度=

制备质量浓度分别为 NKVUT、PNKUM、RMVKM=ngLmi
的草乌甲素 m_p 溶液质控样品，按“NKR”项下操

作，重复 P=d，据随行的标准曲线计算测定浓度，由

实测浓度计算批内与批间精密度，每批实测浓度的

平均值与理论浓度的比值为准确度，结果见表 N。=
OKR= =回收率=

制备质量浓度分别为 NKVUT、PNKUM、RMVKM=ngLmi
的草乌甲素 m_p 溶液质控样品，按“NKR”项下操

作，测定得峰面积为 A；精密移取 NMM=μi空白 m_p
溶液按“OKO”项下操作提取后得到的含基质残渣，

用浓度分别为 NKVUT、PNKUM、RMVKM=ngLmi的草乌甲

素工作液复溶，测定得峰面积 _。A和 _的百分比

即为提取回收率，结果见表 N。=

表 N= =测定草乌甲素在 mBp中的精密度、准确度和回收率=
qable=N= =aetermination=of=precisionI=accuracy=and=recovery=of=bulleyaconitin=A=in=mBp=

质控浓度L=
Eng·mi−NF=

日内= En=Z=SF= 日间= En=Z=SF= 回收率= En=Z=SF=
LB=–x s LEng⋅mi−NF= 精密度LB= 准确度LB= –x s LEng⋅mi−NF= 精密度LB= 准确度LB=

NKVUT= NKUN±MKNR= UKNR= VNKNU= NKUN±MKNO= SKRV= VNKMS= TU±S=
PNKUM= PN±Q NOKVV VUKNN PN±P NMKNM VSKQT UM±T 
RMVKM= RNO±OQ QKTV NMMKSR RMM±PM SKRV VUKSV TR±Q 

=
OKS= =稳定性=

制备浓度分别为 NKVUT、PNKUM、RMVKM=ngLmi的

草乌甲素 m_p 溶液质控样品，考察 m_p 溶液样品

于 PO=℃放置 P=d、O～U=℃存放 OQ=Ü、于 PO=℃放置

P=d后再于 O～U=℃存放 O=d的稳定性；同时考察按

“NKR”项下操作处理后样品在室温及 O～U=℃放置 P=
d 内多个时间点的稳定性。以随行的标准曲线计算

测定浓度与理论浓度比较，变化范围在−NKPPB～

−NNKUVB，表明在上述条件下草乌甲素稳定性良好。=

OKT= =破损皮肤病理检查结果=
破损皮肤病理检查结果见图 O，针头破损皮肤，

基本完好；纱纸破损皮肤，局部表皮缺失，真皮完

好；QB=k~Op破损皮肤，局部表皮缺失、真皮浅层

缺失。=
OKU= =破损皮肤体外透皮试验结果=

将 P种不同方式制备的破损皮肤在设定的时间

点下取样测定，通过测定值计算得到的单位面积释

药量见表 O，平均累积释药曲线见图 P。以每种破损=
=

= = = = = = = = = = = = =
AJ针头破损皮肤，基本完好= = _J纱纸破损皮肤，局部表皮缺失，真皮完好= = CJk~Op破损皮肤，局部表皮缺失、真皮浅层缺失=
AJ=needle=sÅr~íÅÜesI=b~sáÅ~lly=ání~ÅíX=_J=s~ndp~per=polásÜedIloÅ~l=skán=ás=mássángI=íÜe=dermás=ání~ÅíX=CJ=QB=k~Op=depál~íoryI=ioÅ~l=skán=~nd=superfáÅá~l=
dermás=mássáng= =

图 O= =破损皮肤病理镜检结果=
cigK=O= =qhe=histopathological=results=of=damaged=skin=

A= _= C=
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表 O= =不同破损方式下相应时间点单位面积累积释药量 n=Eng·cm−OF=
qable=O= =qhe=unit=area=accumulated=release=amount=EnF=of=damaged=skin=prepared=by=different=ways=in=the=corresponding= =

time=points=Eng·cm−OF=

tLÜ=
nLEng·Åm−OF=

针头划伤（A）= 砂纸打磨（_）= QB=k~Op（C）=
AN= AO= _N= _O= CN= CO=

N= TKRRQ= SKSUR= kdK= kdK= kdK= kdK=
O= PQKMQ= QMKUQ= PUKVR= PMKSR= kdK= kdK=
P= TNKRS= TVKSV= VUKSR= SMKSR= kdK= kdK=
Q= NOMKR= NORKU= NVMKO= NUMKS= kdK= kdK=
R= NQPKT= NRVKR= PNSKQ= POMKS= kdK= kdK=
S= OMMKR= OMUKQ= PPSKP= PQMKP= RKPTQ= RKVTV=
T= PQVKU= PRSKV= SPNKS= RVQKV= RKSTM= UKPNP=
U= PVMKS= POTKR= TSQKV= TPNKR= kdK= NPKPN=
NM= QSPKO= QUQKP= N=NSM= N=MMS= kdK= NOKMR=
NN= SUVKQ= TMOKP= N=OSN= N=NUV= NNKTO= NSKMR=
OQ= O=NMM= O=PPU= Q=TUU= Q=PUV= OUKTP= UPKQN=

kdJ未检测到=
kdJundeíeÅíed=

=
图 P= =不同破损方式平均累积释药曲线=

cigK=P= =qhe=curve=of=average=accumulated=release=amount=of= =
damaged=skin=prepared=by=different=ways=

方式下平均累积释药量 n对时间 t进行动力学方程

拟合，结果针头划伤破损方式的拟合曲线为 n＝
VSKUO=t－OURKS（rO＝MKVRS=Q），渗透速率参数（gs）
为 VSKUO=ngL（Åm·Ü）、滞留时间（ql~g）为 OKVR=Ü；
砂纸打磨破损方式的拟合曲线为 n＝ONMKO=t－TRVKV
（rO＝MKVST=V），gs为 ONMKO=ngL（Åm·Ü）、ql~g为 PKSO=
Ü；QB= k~Op 破损方式的拟合曲线为 n＝OKUON= t－
NPKMP（rO＝MKVTQ=P），gs为 OKUON=ngL（Åm·Ü）、ql~g
为 QKSO=Ü。=
P= =讨论=

经皮外用制剂的安全性评价常因其剂型、给药

途径等特殊性而具一定难度，给药后的实际剂量及

毒性暴露量和毒性反应程度主要取决于透入皮肤的

实际药量，其透皮吸收率常受皮肤屏障功能状态（包

括不同种系、不同体位、不同疾病下的皮肤角质层

状态）及给药方法的限制；此外，经皮给药制剂的

透皮吸收过程除了受药物本身的性质、透皮制剂剂

型、透皮促进剂及基质等方面的影响，还因为主要

吸收屏障–皮肤的病变改变了正常皮肤屏障的完整

性和药物通透性，使药物吸收速度相比屏障功能正

常的皮肤有不同程度增加，进而可能导致潜在过敏

性及其他毒副作用的发生率增加。=
因此，在经皮制剂安全性评价研究中必须注意

与临床实际情况相吻合并考虑如何采取更接近实际

的措施，如动物皮肤病理状态、透皮方式等方面均

存在如何模拟临床的问题。由于毒理实验中皮肤脱

毛和破损皮肤制备时，往往会忽略破损皮肤制备方

法的异同对试验结果潜在的影响，主观认为常规方

法均能使皮肤破损并获得理想程度，而忽视了常规

方法凭经验操作制备得到的破损皮肤可能存在明显

差异，这种差异一旦影响到透皮渗透速率，即会导

致药物在动物体内的暴露量产生差异，将无法明确

诠释药物经皮吸收后的症状反应及程度与药物经皮

给予剂量、实际剂量和毒性暴露量的相关性，从而

可能致安全性评价的结果不准确。故经皮给药制剂

毒性试验以皮肤损伤的模拟操作最关键。=
本实验通过对比 P 种常见的破损皮肤制备方

法，发现 P种方法在操作时均能以肉眼直观的观察

JNMMM=

M=

NMMM=

OMMM=

PMMM=

QMMM=

RMMM=

M= R= NM= NR= OM= OR= PM=

n
LEn
g·
Åm

−O
F=

t=L=Ü=

针头划伤=
砂纸打磨=
QB=k~Op=
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到皮肤有明显破损，但破损程度因人员及操作标准

的异同等其他影响因素而难以控制。因此，为了确

定上述各方法所获皮肤的破损程度是否适宜（即以

损伤表皮为度），对所获破损皮肤均进行了组织病理

学检查。=
组织病理检查结果分析显示：①砂纸打磨至皮

肤发红时，镜下皮肤破损程度比较适宜，可见局部

表皮缺失，真皮完好。②与肉眼的直观判断恰恰相

反，针头划伤破损皮肤镜检则显示皮肤基本完好，

这可能是因为该方式对皮肤的破损为非连续性，导

致皮肤损伤密度与其他方式具明显差异，再受病理

取材限制（即无法大量连续切片），取材具一定随机

性且未对其他部位重新取材，故病理检查结果与实

际的皮肤破损程度不吻合。因此，在这种情况下应

结合破损皮肤的实际操作情况和肉眼观察结果进行

判断，最好能准确定位皮肤局部破损位置并重新取

材进行病理学检查，以进一步确定破损程度是否适

宜。③用 QB=k~Op涂覆 R=mán，肉眼观察皮肤可见

散在出血点，镜下可见皮肤有破损，且破损程度稍

重，可导致真皮浅层缺失；另有文献报道xUz，用 UB
的 k~Op 脱毛，可确保大鼠皮肤角质层不受破坏，

而本实验用 QB= k~Op 却使家兔的皮肤受到过度破

损，这可能与操作时 k~Op 停留在皮肤的时间、大

鼠角质层与家兔厚度的差异有关。提示用 k~Op 对

完整皮肤组实验动物脱毛操作时，也应注意其对动

物皮肤可能会造成不同程度损伤。=
体外透皮实验结果分析显示，P 种方法制备获

得的破损皮肤用于草乌甲素凝胶膏体外透皮试验，

其中，针头划伤得到的 gs为 VSKUO= ngL（Åm·Ü）、砂

纸打磨得到的 gs为 ONMKO= ngL（Åm·Ü）、QB=k~Op脱
毛剂得到的 gs为 OKUON= ngL（Åm·Ü），P 种破损方式

透过率存在较大差异。进一步分析导致这种差异的

原因，认为可能是由于针头划伤导致的皮肤破损为

非连续性，破损密度低，且有较大面积的皮肤因未

受到有效破坏使角质层仍得以保留，而角质层是药

物渗透过皮肤的最大障碍xVJNMz，也是经皮给药制剂

透过率及其毒性暴露量和安全性评价的最大影响因

素；QB=k~Op涂覆 R=mán，镜检显示皮肤已被过度破

损，理论上渗透速率应不会低，但上述结果表明其

渗透速率却是 P种破损方式中最低的，结合前期实

验数据发现草乌甲素在碱性条件中不稳定、分子结

构极易破坏的情况，分析此现象可能为 k~Op 破损

皮肤时因局部皮肤吸附部分 k~Op 而呈现一定碱性

环境，从而使草乌甲素于透皮过程中受到相应破坏

所致。是否确切，有待将来研究中作进一步验证。=
此外，体外透皮实验时扩散池的温度、接受液

的种类、制备皮肤的储存条件、实验时皮肤在一定

时间内生理活性改变等诸多方面的因素，均会不同

程度影响皮肤透过率的检测结果xSz，但因本实验主

要目的是平行比较皮肤不同破损方式下同一制剂

的透过率差异，故上述影响因素在此实验中未过多

关注。=
综上分析提示，用砂纸打磨的方式获取的破损

皮肤，应为毒理试验用于模拟临床皮肤损伤病理状

态中较理想的方式之一，但实际操作时，应在 plm
中明确规定砂纸的规格型号和打磨终点的肉眼判断

标准。考虑动物皮肤损伤程度及其透过率的影响因

素非常多，药物离体破损皮肤的体外透皮试验结果

与在体破损皮肤的透皮试验结果可能会有较大差

异，故在今后的试验中还需针对各影响因素进行更

深入细致的研究，以期更全面获取经皮给药制剂的

药物代谢特征，为经皮制剂的毒理研究和安全性评

价提供科学的技术支持。=
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