
中草药= = Chinese=qraditional=and=eerbal=arugs= =第 QT卷=第 NR期= OMNS年 U月=

= =

·OSPR·=

基于主成分分析的金黄凝胶体外透皮吸收研究=

陆兆光 NI=OI=P，闫= =明 NI=OI=P，杨= =晶 NI=OI=P，张= =红 NI=OI=P，吴= =云 NI=OI=P，丁= =岗 NI=OI=P，王振中 NI=OI=P，=
萧= =伟 NI=OI=PG=
NK=江苏康缘药业股份有限公司，江苏=连云港= = OOOMMN=
OK=中药制药过程新技术国家重点实验室，江苏=连云港= = OOOMMN=
PK=中药提取精制新技术重点研究室，江苏=连云港= = OOOMMN=

摘= =要：目的= =综合评价剂型改进后的金黄凝胶的体外透皮吸收效果，为金黄凝胶新药开发提供体外渗透动力学方面的实验

依据。方法= =以离体大鼠背部皮肤为体外模型，采用改良的 cr~nz扩散池进行透皮吸收试验，首先建立金黄凝胶和金黄油膏

接收液及皮肤滞留样品的 emiC指纹图谱，并对指纹图谱原始数据进行主成分分析（mCA）；其次确定金黄凝胶与金黄油膏

共有的药物组分峰，求出各共有峰的面积，应用 mCA法求得 mCA载荷图；最后以复方中透皮吸收效果较好的芍药苷为代表，

对体外渗透动力学进行考察。结果= =金黄凝胶药物组分的整体体外透皮吸收效果优于金黄油膏，芍药苷的体外透皮吸收符合

零级动力学过程，且金黄凝胶中芍药苷的累积透过量、透皮速率及皮肤滞留量均高于金黄油膏。结论= =改进剂型后的金黄凝

胶整体体外透皮吸收效果更好。mCA法是研究中药经皮给药制剂体外透皮吸收实验的有效手段。=
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金黄油膏（gánhì~ng= lántment）是苏州市中医

院骨伤科的协定处方，由赤芍、天花粉等 R味中药

组成，临床用于软组织损伤、骨折早期及骨性关节

炎等病症，尤其对热性肿痛效果良好xNz。但原制剂

为油膏，处方药味均以细粉入药，存在药物释放不

完全、质量可控性差、使用不便等缺点。与之相比，

凝胶剂作为一种新型的外用制剂，具有载药量大、

生物相容性好、使用方便、舒适等多种优点。因此，

为了有效解决金黄油膏临床应用的顺应性，克服其

剂型上的不足，拟将其开发为金黄凝胶（gánhì~ng=
del）S类新药xNJOz。=

但剂型改变后的金黄凝胶能否增加药物成分的

透皮吸收效果尚不清楚，而常用的中药经皮给药制

剂体外透皮吸收研究方法，常常只能选择单个或几

个药物成分作为指标，并不能代表中药经皮给药制

剂整体药物成分的透皮规律xPJSz。本研究采用主成分

分析（mCA）法对金黄凝胶经皮给药的整体药物组

分的 emiC指纹图谱进行综合评价，克服了由单个

或几个药物成分作为评价指标研究透皮规律的缺

陷，并在 mCA揭示出各共有药物组分峰面积表现出

相似的体外透皮吸收规律的基础上，以金黄凝胶中

透皮吸收效果较好的芍药苷色谱峰为代表，对累积

透过量、透皮速率及皮肤滞留量等指标进行考察。=
N= =仪器与材料=

Agálent=NOMM高效液相色谱仪，美国安捷伦科技

有限公司；qmvJO 智能透皮扩散试验仪，上海黄海

药检仪器有限公司；_pNOQp=p~rtoráìs电子天平，北

京赛多利斯科学仪器有限公司；diJNS 型离心机，

上海安亭科学仪器厂。金黄凝胶，批号 OMNRMNMN，
每克金黄凝胶含芍药苷 MKUV= mg，相当于生药 MKOP=
g，江苏康缘药业股份有限公司研制；金黄油膏（对

照药物），批号 OMNPMRNM，相当于生药 MKOP=g，苏州

市中医院院内制剂；空白凝胶（空白组），批号

OMNRMNMN，江苏康缘药业股份有限公司；芍药苷对

照品，质量分数 VQKVB，批号 NNMTPSJOMNPPT，中国

食品药品检定研究院；实验所用试剂甲醇与乙腈为

色谱纯，磷酸为分析纯，纯化水（自制）。=
pa大鼠 NM只，购于浙江省实验动物中心，雄

性，体质量 NRM～OMM=g，生产许可证号 pCuh（浙）

OMNQJMMMN，质量合格证号 MMNSSSN。=
O= =方法与结果=
OKN= =大鼠离体皮肤制备=

健康大鼠 NM只，雄性，体质量 NRM～OMM=g，实

验室饲养 N周以适应环境。实验前小心剪去背部体

毛（注意不要损伤皮肤），然后将大鼠脱颈处死，剥

离背部皮肤，将取下的皮肤平铺于玻璃片上，角质

层朝下，仔细去除其皮下脂肪及黏连组织，再用生

理盐水反复冲洗干净，滤纸吸干表面水分，用锡箔

纸包裹后放入冰箱（−OM=℃）冷冻保存，N 周内用

完。每次实验前仔细检查鼠皮的完整性，有任何破

损的皮肤不能用于实验。=
OKO= =体外透皮吸收实验=

实验分为实验组（金黄凝胶，n＝V）、对照组（金

黄油膏，n＝V）和空白组（空白凝胶，n＝P）。实验

前从冰箱中取出备用皮肤，室温下自然解冻，并用

无菌生理盐水漂洗至无浑浊，滤纸吸干表面水分备

用。取约 RM=mg金黄凝胶（与金黄油膏生药材用量

一致），均匀涂于皮肤表面，将大鼠皮肤固定在竖式

cr~nz扩散池（扩散池面积为 NKST= cmO，体积为 SKR=
mi）的上下两室之间，使角质层面向上，用弹簧夹

固定，接收池中加满生理盐水作为接收液，恒温

（PTKM±MKO）℃，磁力搅拌子转速 PMM= rLmán。分别

于 O、Q、S、U、NM、NO、OQ=h从接收池中取出 MKR=mi
接收液，并立即补加等量的恒温（PTKM±MKO）℃新

鲜生理盐水。按上述方法完成对照组与空白组的体

外透皮吸收实验。=
OKP= =接收液与皮肤样品的制备=

将各时间点吸取的 MKR=mi接收液分别置于 NKR=
mi的离心管中，转速 NO=MMM=rLmán离心 NM=mán，取

上清液至高效液相样品瓶中；将实验结束后的有效

扩散面积大鼠皮肤剪切下来，并剪碎置于玻璃匀浆

器中，加入 MKR=mi甲醇充分匀浆，匀浆液离心后，

取上清液 MKO= mi 加入装有内插管的高效液相样品

瓶中，待测。=
OKQ= =供试品溶液制备=

称取金黄凝胶 Q=g置于 OM=mi量瓶中，加甲醇

稀释至刻度，超声处理 NM=mán，转速 NO= MMM= rLmán
离心 NM=mán，取上清液作为供试品溶液。=
OKR= = emiC分析方法的建立xTJUz=
OKRKN= = emiC 条件= = 色谱柱为 Agálent= p_JCNU 柱
（NRM=mm×QKS=mm，5 μm），流动相为乙腈JMKNB磷
酸水溶液（NQ∶US），检测波长 OPM= nm，体积流量

NKM=miLmán，柱温 PM=℃，进样量 10 μL。=
OKRKO= =专属性考察= =空白组与实验组OQ=h时间点的

接收液及实验结束后的皮肤经处理后进样分析，结

果表明空白组接收液与空白组皮肤样品的色谱峰均
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不干扰金黄凝胶有效成分芍药苷的 emiC测定，且

能够与金黄凝胶其他药物组分的色谱峰很好地分

离，见图 N。=

OKRKP= =对照品溶液的配制和标准曲线的建立= =精密

称取芍药苷对照品 QKSMM=mg，置 OM=mi量瓶中，加

适量甲醇溶解，并稀释至刻度，摇匀，得对照品储=

= = = = =

= = = = =

= = = = =

= = = = =
=
=

AJ对照品= = _J金黄凝胶供试品= = C～b分别为空白组、对照组、实验组皮肤滞留样品= = c～e分别为空白组、对照组、实验组接收液样品=
AJreference=sìbst~nce= = _Jgánhì~ng=del=s~mple= = C—bJsâán=retentáon=s~mples=án=bl~nâ=groìpI=control=groìpI=~nd=experáment~l=groìpI=respectávelóX= =
c—eJsolìtáon=án=bl~nâ=groìpI=control=groìpI=~nd=experáment~l=groìpI=respectáveló==

图 N= = OQ=h时间点接收液与皮肤滞留样品的 emiC图谱=
cigK=N= =emiC=of=receptive=solution=and=sâin=retention=at=OQ=h=time=point=

=
备液。精密量取对照品储备液 NKMM= mi，置 OR= mi
量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，得芍药苷质量浓度

为 9.2 μg/mL 的对照品溶液。精密量取 9.2 μg/mL 对

照品溶液 MKOR、MKRM、NKMM、OKMM、PKMM、QKMM=mi，
置 R= mi量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，得芍药苷

质量浓度分别为 MKQS、MKVO、NKUQ、PKSU、RKRO、TKPS=
μg/mL 的系列对照品溶液。以芍药苷质量浓度为横

坐标（u），峰面积为纵坐标（v）进行线性回归，

得回归方程 v＝NPKVPO=u＋MKRSP=S，r＝MKVVU=U，结

果表明芍药苷在 MKQS～7.36 μg/mL 线性关系良好。=
OKRKQ= =精密度试验= =取 9.2 μg/mL 的芍药苷对照品

溶液进样 10 μL，重复进样 S次，芍药苷峰面积 opa
值为 NKOTB。=
OKRKR= =稳定性试验= =取金黄凝胶皮肤滞留样品与

OQ= h接收液样品分别进样，每次进样 10 μL，每隔

NO=h进样 N次，P=d内测定 S次，结果显示芍药苷及

其他主要色谱峰面积基本保持不变，金黄凝胶皮肤

滞留样品与 OQ= h 接收液样品中芍药苷峰面积 opa

值分别为 OKNPB和 OKOSB。=
OKRKS= =重复性试验= =按“OKQ”项下方法制备金黄凝

胶供试品溶液，平行 S份，分别进样 10 μL，结果

表明图 NJ_中 NR个药物组分色谱峰面积的 opa均

小于 PKMMB，其中芍药苷峰面积 opa为 NKTTB。=
OKRKT= =加样回收率试验= =将各组OQ=h空白组接收液

混合，作为空白接收液备用。取芍药苷对照品溶液

适量加入空白接收液中，配制成含芍药苷 MKQS、
MKVO、1.84 μg/mL 的低、中、高 P个质量浓度的对

照品溶液各 P份，进样 10 μL 测定，计算回收率分

别为 NMRKTB、NMPKOB、VVKTB，opa分别为 OKNTB、

NKTUB、NKQPB。=
OKS= =数据处理=
OKSKN= = mCA= =在完成体外透皮实验样品的 emiC测

定后，对接收液及皮肤滞留样品进行 mCA。首先导

出金黄凝胶和金黄油膏 OQ=h时间点emiC色谱图的

Cps格式原始数据，然后将 Cps数据通过 o软件

（httpsWLLwwwKrJprojectKorgL）做 mCA运算，得到 mCA

芍药苷=

V=E芍药苷F=A=

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

d= e=
P=
R= T=

V=
NP=

N=O=
P=Q=R=S=

T=U=

NM=NN=NO=NP= NQ= NR=

_=

C= a=

b=

N=O=P=
Q=
R=S=
T=U=

NM= NR=NO=NN= NP= NQ=

V=E芍药苷F= c=
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得分图。mCA得分图直观形象地显示金黄凝胶组和

金黄油膏组的接收液及皮肤滞留样品均能够完全分

开（图 O），表明金黄凝胶和金黄油膏组无论在接收

液还是在皮肤滞留样品中，其 emiC指纹图谱均整

体表现出显著性差异。=

=
=
=

=

=
=

图中的每 N个点代表 N个样本，下同=
b~ch=poánt=án=the=plot=represents=one=s~mpleI=s~me=~s=below=

=
图 O= =皮肤滞留样品= EAF=与接收液样品= E_F= emiC 指纹图

谱数据的 mCA=
cigK=O= =mCA=score=plot=of=emiC=fingerprint=data=from=sâin=
retention=EAF=and=receptive=solution=E_F=
=

基于emiC的特征谱图和色谱峰保留时间是鉴

定化合物的基础，而色谱响应强度（如峰高、峰面

积）是定量不同样品或组别之间差异的基础xVz。本

实验从金黄凝胶与金黄油膏OQ=h时间点的接收液和

皮肤滞留样品的指纹图谱中共找出了 NR 个共有药

物组分峰（图 NJ_），该 NR 个共有药物组分峰是通

过对比给药组样品、金黄凝胶供试品与空白组样品

的色谱峰保留时间，排除空白样品色谱峰干扰后的

共有峰。首先对这 NR个共有药物组分峰的峰面积数

据进行标准化处理［标准化数据＝E峰面积－该列平

均峰面积FL该列的标准差］，然后经标准化处理的数

据作为输入变量进行 mCA，求出金黄凝胶和金黄油

膏在接收液与皮肤滞留样品中的 mCA 载荷图（图

P）。mCA载荷图直观形象地展示出各共有药物组分

峰的峰面积变量与金黄凝胶组变量在空间上相聚较

近，表明各药物组分峰的峰面积与金黄凝胶组正相

关程度高，即金黄凝胶组药物组分的整体透皮效果

优于金黄油膏组；另外，各峰面积变量距离原点较

远且远近相似，说明各峰面积变量均可以被这 O个
主成分充分解释，且各峰面积变量表现出相似的体

外透皮吸收特征。=

=
=
=

=
=
=

空间上相聚越近的变量，正相关程度越高；距离原点越远说明该

变量被这 O个主成分解释得越充分=
qhe= v~rá~bles= on= the= sp~ce= ~re= closer= together= wáth= e~ch= ~nd= the=
degree= of= posátáve= correl~táon= ás= hágher= between= two= v~rá~blesK= qhe=
dást~nce= from= the= orágán= ás= f~rther= ~nd= the= v~rá~bles= ~re=more= fìlló=
expl~áned=bó=the=two=práncáp~l=components=

=
图 P= =皮肤滞留样品= EAF=与接收液样品= E_F=共有药物组分

峰的主成分分析载荷图=
cigK= P= = mCA= biplot= of= common= peaâ= areas= from= sâin=
retention=EAF=and=receptive=solution=E_F=
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OKSKO= =累积透过量（n）与皮肤滞留量（np）计算

方法xQz= =通过上述mCA得知各共有药物组分峰的体

外透皮吸收特征相似，为了能够揭示金黄凝胶体外

渗透动力学特征，选择了复方中透皮吸收效果较好

的有效成分芍药苷为代表，对 n、透皮速率及 np
等指标进行考察。芍药苷 n按照下列公式计算。=

nn＝EsCn＋∑
−

=

1

1

n

i
CisiFLA=

其中 nn为第 n 个时间点（金黄凝胶与金黄油膏中芍药苷均

从 S= h检测到）的 n（μg/cmO），Cn为第 n个时间点测得的

芍药苷质量浓度（μg/mL），Ci为第 i个时间点测得的芍药苷

质量浓度（μg/mL），si为每次取样的体积（mi），实验中扩

散池容积（s）为 SKR=mi，有效扩散面积（A）为 NKST=cmO=

以 n对渗透时间 t进行线性回归（图 Q），所得

方程即为渗透动力学方程，所得斜率即为透皮速率

常数［gs，μg/(cmO·hF］。芍药苷体外渗透动力学参数

及 np见表 N。综上表明芍药苷在 O种剂型中的体外

透皮行为满足零级动力学过程，且金黄凝胶组中芍

药苷的 nOQ、gs及 np均显著高于金黄油膏组。由于

mCA 显示各共有药物组分峰的体外透皮吸收特征

相似，因此其他药物组分在金黄凝胶中的体外透皮

行为也应满足零级动力学过程。=
P= =讨论=

中药经皮给药制剂是一种高度复杂的混合体

系，临床上常以多物质多靶点的方式协调发挥疗效，=

=
=
=

图 Q= =金黄凝胶与金黄油膏中芍药苷的透皮吸收曲线=
cigK= Q= =nJt= curves= of= paeoniflorin= from= ginhuang=del= and=
ginhuang=lintment=

=
表 N= =芍药苷体外渗透动力学参数及皮肤滞留量=

qable=N= = fn=vitro=permeation=âinetics=parameters=and=sâin=retention=amount=of=paeoniflorin=

药物= nOQ/(μg·cm−OF= 渗透动力学方程= r gs/(μg·cm−O·h−NF= np/(μg·cm−OF=

金黄凝胶= NMKQSN±MKUVO= n＝MKQRS=O=t－MKQSV=S= MKVVU=M= MKQRS= NMKUVN±MKTUR=

金黄油膏= SKVON±MKRUV= n＝MKORS=R=t＋MKUOQ=T= MKVVS=O= MKORT= NKUON±MKORV=
=
因此全面综合地评价中药经皮给药制剂的透皮规

律，能够为其药效的发挥提供重要的物质基础。目

前在研究中药经皮给药制剂体外透皮吸收过程中，

由于中药经皮给药制剂复杂的物质基础，通常只能

选择单个或几个药物成分作为评价指标，很难代表

其整体药物成分的透皮规律。因此，寻找一种更加

全面综合的评价透皮规律方法，是中药经皮给药制

剂现代化研究的一个重要方面xNMz。=
mCA 是一种基于投影技术的多元统计分析方

法，它可以利用投影的方法将原始数据产生的数学

模型进行降维处理以化繁为简，在不损失或尽量少

损失原有信息的情况下把多个变量转化成较少几个

重要变量且包含原有大部分信息的多元统计方法，

该方法排除了原始数据中相互重叠的信息，避免了

评价中主观加权的弊端，从而直观地发现样品或组

别之间的差异xVJNOz。=
本研究对金黄凝胶经皮给药的整体药物组分的

指纹图谱原始数据及 NR 个共有药物组分峰面积分

别进行 mCA，克服了由单个或几个药物成分作为评

价指标研究透皮规律的缺陷。mCA的结果表明金黄

凝胶组药物组分的整体体外透皮吸收效果优于金黄

油膏组。实验中选择透皮吸收效果较好的芍药苷色

谱峰为代表，对 n、gs及 np等指标进行考察，结果

表明芍药苷在 O种剂型中的体外透皮行为符合零级

动力学过程，且金黄凝胶组中芍药苷的 n、gs及 np
均显著高于金黄油膏组。由于 mCA显示各峰面积变

量具有相似的体外透皮吸收特征，因此可知金黄凝

胶组中其他药物组分的 nOQ、gs及 np也应显著高于

金黄油膏组，且金黄凝胶组中其他药物组分的体外

透皮吸收行为应满足零级动力学过程。以上研究结

果与前期研究发现金黄凝胶对大鼠急性软组织损伤

的治疗作用明显优于金黄油膏xNPz是相符的。=
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