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制剂与质量

大鼠皮肤角质层对青藤碱脂质体贴剂透皮吸收的影响

张英丰，汪小根，周莉玲

(广州中医药大学，广东广州 510405)

摘 要：目的 考察大鼠皮肤角质层对青藤碱脂质体贴剂透皮吸收的影响。方法 采用Franz扩散池法分别考察

正常腹部、背部皮肤及经采用胶带剥离法制备的去角质层腹部、背部皮肤的透皮吸收特性，以预设的采样间隔采

样，HPLC法检测，以单位面积累积透皮量对时间拟合，透皮速率常数(J)作为判断的标准。结果除去角质层的腹

部及背部皮肤比相应部位的正常皮肤J有明显增加，且皮肤中药物释放速率常数也大于相应部位的正常皮肤。结

论皮肤角质层对青藤碱脂质体贴剂透皮特性有显著影响，在制备动物皮肤时应注意皮肤的完整性。
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Impact of rat skin stratum corneum on transdermal absorption

characteristic of Sinomenine Liposome Patch

ZHANG Ying—feng，WANG Xiao—gen，ZHOU Li—ling

(Guangzhou University of Traditional Chinese Medicine，Guangzhou 510405，China)

Abstract：Objective To study the effect of skin stratum corneum on transdermal absorption

characteristic of Sinomenine Liposome Patch．Methods The normal and stripped stratum corneum skin of

back and abdomen was used to study the transdermal absorption characteristic by Franz method．The

transdermal absorption sample was taken at the preset sampling time point．The sample content was

determined by HPLC．The cumulative transdermal amount of per unit area was fitted with sampling time

point，the transdermal rate constant(J value)was selected as comparative standard．Results The

transdermal rate constant(，)of skin with stratum corneum stripped increased obviously than that of the

normal skin．SO was the released rate constant．Conclusion The skin stratum corneum has an notable

impact on transdermal absorption characteristic of Sinomenine Liposome Patch．When the skin of

experimental animal being prepared，the integrality should be paid more attention．

Key words：Sinomenine Liposome Patch；tape stripping；stratum corneum(SC)；transdermal

absorption

皮肤角质层是药物透皮扩散的主要屏障已经成

为共识，角质层的厚度0．8～1．2 mm，角质层细胞

填充主要是类脂形成的液晶结构，这种致密“砖泥结

构”，既作为机体的一种防御屏障，也是药物扩散的

主要屏障。本实验采用Franz扩散池法从定量研究

青藤碱透皮吸收的角度考察角质层对药物透皮吸

收、皮肤药物储库的影响，为透皮试验时动物皮肤的

制备、体外试验相关影响因素的控制提供借鉴。

1仪器与试药

日本岛津LC一10AT HPLC，SPD一10A可变

波长紫外检测器，N2000双通道色谱工作站；TK一

12A型透皮扩散试验仪(上海锴凯科技贸易有限公

司，接收室容积7 mL，有效透皮面积2．92 cm2；十万

分之一电子分析天平(Sartorius公司)；LD5—2A型

高速离心机(北京医用离心机制造厂)。

青藤碱对照品购于中国药品生物制品检定所

(批号0774—200105)；色谱纯甲醇，水为超纯水，其

他试剂为分析纯。

2方法与结果

2．1青藤碱的HPLC法测定

2．1．1 色谱条件：色谱柱：大连依利特Hypersil

BDS柱(250 mm×4．6 mm，5肛m)；流动相为甲醇一

水(50：50，加入的0．2％乙二胺作为改性剂)；体积

流量为1 mL／min；检测波长为265 nm；柱温为室温。
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2．1．2标准曲线的制备：精密称取P。O。干燥至恒重

的青藤碱对照品7．50 mg，置于25 mL量瓶中，甲醇

定容，振摇即得0．30 mg／mL对照品贮备液。分别吸

取0．5、2、4、6、8、10、12、14肛L注入高效液相色谱仪。

以峰面积对进样量进行线性回归，得回归方程y一467

978 X+17 633，r=0．999 7，进样量在0．15～4．2弘g

与峰面积呈良好的线性关系。再取1 mL置于25 mL

量瓶中，甲醇定容，分别吸取0．5、1、2、4、6、8、10、12

肛L注入高效液相色谱仪，以峰面积对进样量进行线性

回归，得回归方程Y一480 622 X+492．37(r=

0．999 1)，进样量在0．006～0．144 4肛g与峰面积呈

良好的线性关系。

2．1．3精密度试验：高、低质量浓度对照品液在1 d

内连续进样5次，每次进样10肚L，并分别在连续5

d每天进样1次，每次进样lO弘L，考察日内RSD和

日间RSD，结果分别为0．53％、1．08％、2．08％、

2．98％。

2．1．4稳定性试验：取供试品溶液分别于0、2、4、

8、24 h进样测定，结果青藤碱峰面积的RSD为

2．52％，表明供试品溶液在24 h内比较稳定。

2．1．5阴性干扰试验：按透皮试验方法将空白脂质

体贴剂贴于皮肤表面，接收室加入7 mL pH 6．8的

PBS液(实测pH 6．73)，在24 h时用微量进样器取

出100肛L接收液进样分析，结果表明在青藤碱出峰

位置无干扰峰，分析条件可行。

取空白大鼠皮肤按2．6项下的皮肤处理方法处

理，进样10扯L，结果表明皮肤内源性成分对青藤碱

无明显干扰，皮肤处理条件可行。

2．2离体皮肤及去角质层皮肤的制备：取雌性体重

180---．200 g SD大鼠，用BaS在腹部及背部脱毛，并

饲养1周以待BaS对皮肤造成的损伤完全恢复。脱

颈处死后分别取下腹部及背部皮肤，仔细剥离皮下

脂肪组织，并用生理盐水反复冲洗，直至无浑浊为

止，将制备好的一半皮肤用压敏胶带均匀用力地、平

行操作地剥离角质层各25次，得去角质层背部及腹

部皮肤uJ。

2．3接收液的处理：接收液为7 mL经过10min超

声脱气并放冷至室温的pH 6．8的PBS液(实测pH

6．73)。

2．4皮肤的预处理：皮肤自然解冻后固定于Franz

扩散池，角质层向上，在达到预定温度后平衡1 h。

2．5 透皮吸收试验：考察温度设定32℃。采用

TK一12A型透皮扩散试验仪，将上述4种皮肤同时

固定在Franz扩散池内[2]，皮肤上表面与剥离保护

层的青藤碱脂质体贴剂紧密接触，真皮层与接收液

接触。在接收室中注入接收液7 mL并小心将气泡

完全驱逐出。磁力搅拌转速为(200士10)r／min，分

别在0．5、1、2、4、6、8、10、12、14、22、24 h用注射器

吸取1 mL接收液，并随即补充相同体积、相同温

度、相同组成的接收液。样品经0．44肛m水系微孔

滤膜滤过后按上述色谱条件进样10肛L，测定青藤

碱的质量浓度。实验重复3次。

2．6皮肤储库效应的考察：在经皮渗透结束后立即

剥离脂质体贴剂，取出全部接收液换以新鲜的7 mL

接收液，用恒温32℃的生理盐水液冲洗皮肤表面

后，将皮肤继续固定在Franz扩散池内，并在2、4、

6、8、10、24 h取样2 mL置于10 mL具塞玻璃离心

管内，加入5 mL碱性氯仿，涡旋混匀器混匀l min

后3 000 r／rain离心5 min，用干燥的刻度吸管精密

吸取4 mL萃取液，50℃N。吹干，100肛L甲醇涡旋

1 min溶解残渣后转移到0．5 mL的EP管中，

10 000 r／rain离心5 min后进样lO肛L分析。在皮

肤释放结束后立即将皮肤剪碎置玻璃匀浆器内，碱

性氯仿(1 mL×3)匀浆，3 000 r／min离心5 min后

将氯仿50℃N。吹干，100弘L甲醇涡旋1 min溶解

残渣后转移到0．5 mL的EP管中，10 000 r／min离

心5 min后进样10肛L分析。实验重复3次。

2．7结果处理：采用SPSSll．0数据处理软件处理

数据。按以下公式计算单位面积累积渗透量。
n一1，I一1

C。×7+三C,-X1 C。×7+三Cf×2

Q一————jFL—一 Qc”一————_产L+Q匀浆
式中，Q：单位面积累积渗透量(弘g／cm2)；C。：第咒个取样点

测得的药物质量浓度(pg／mL)；C。：第i(i一雄一1)个取样点

测得的药物质量浓度(／-g／mL)；A：有效透皮面积(2．92 cm2)

以Q的平均值对时间t分别按零级、Higuchi方

程口3进行拟合，所得方程的斜率即为透皮速率常数

(，)，同时以EF—J去角质层皮肤∥正常皮肤评价角质层对

药物经皮渗透的影响。结果见表1。

以单位面积累积释放量Q。T，的平均值对时间t

分别按零级、Higuchi方程进行拟合，所得方程的斜

率即为皮肤储库释放速率常数(R)，R7一R去角质层皮肤／

R正常皮肤评价剥离角质层对药物经皮释放的影响。累

积释放量与皮肤残留药量之和即为皮肤储库总药

量。结果见表2。

皮肤储库的总药量计算为：Q(丁)=Q释放+Q匀浆，

结果见表3。
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表1 脂质体贴剂透皮吸收特性拟合方程血一3)

Table 1 Fitting equations on transdermal absorption characteristic of Sinomenine Liposome Patch白一3)

皮肤 回归方程 J EF

腹部皮肤

去角质层腹部皮肤

背部皮肤

去角质层背部皮肤

Q一9．718 8t+0．994 8 (r2—0．987 O) 9．718 8

Q一55．5 tl／2—59．739 7 (rz一0．962 5) 55．500 0

Q一34．681 5￡+142．804 8(r2—0．953 3) 34．681 5 3．568 5

Q一205．462 3 tl／2—92．609 6 (r2—0．984 9) 205．462 3 3．702 0

Q一3．671 9f+3．540 7 (r2—0．996 4) 3．671 9

Q一19．628 4 tl／2—23．690 0 (r2—0．913 7) 19．628 4

Q一15．381 2 t一2．159 5(rz一0．997 2) 15．381 2 4．188 9

Q一83．428 2 tl／2—90．041 1 (r2—0．913 7)83．428 2 4·250 4

当以零级拟合时，t，的单位是pg／(cm2·h)；当以Higuchi拟合时，，的单位是弘g／(cm2·hi／Z)，表2同

When fitting in zero order unit of J is pg／(cm2·h)；When fitting in Higuchi unit of J is肛g／(cm2·hl／Z)，Table 2 is same

表2脂质体贴剂皮肤释放特性拟合方程(弹一3)

Table 2 Fitting equations on skin releasing characteristics of Sinomenine Liposome Patch(n一3)

皮肤 回归方程 R 尺

腹部皮肤 Q一0．472 2≠+0．641 3 (r2—0．992 8)0·472 2

Q一3．045 5tI／2—3．613 0 (r2—0．962 1) 3．045 5

去角质层腹部皮肤 Q一0．829 9f+0．026 2 (r2—0．976 o)0．829 9 1·757 5

背部皮肤 Q一5．147 9 t“2—7．074 7 (r2一O．985 7) 5-147 9 1·688 4

Q一0．559 3 f+3．155 l (r2—0．910 5)0．559 3

Q一3．75 tl／2—1．995 2 (r2—0．931 3) 3．750 0

去角质层背部皮肤 Q一1．264 5 f+2．998 9 (r2—0．898 1) 1．264 5 2·260 9

Q一8．201 0tI／2—8．656 8 (r2—0．951 1)8．201 0 2．186 9

表3脂质体贴剂皮肤储库效应 扩散进接收室内。因除去了角质层，故药物相比于完
Table 3 Skin storing effect of Sinomenine

Liposome Patch

可以看出，皮肤储库总的药量顺序为：

Q去角质层背皮>Q去角质层腹皮>Q背皮>Q腹皮。

从不同拟合方程所得到的EF值来看，除去角

质层的皮肤的透皮速率常数要明显高于正常皮肤，

且同一皮肤不同方程拟合得到的比值接近，腹部皮

肤与背部皮肤之间的EF值差异不大，表明角质层

对腹部及背部皮肤有相同或相近的影响。

从皮肤释放特性来看，根据R7值，表明去角质

层的皮肤释放速率常数要快于正常皮肤。皮肤储库

储存的总药物量：Q去角质层背皮>Q去角质层腹皮>Q背皮>

Q腹皮。

3讨论

在药物渗透时根据扩散室与接收室的浓度差扩

散，J=DKAC／h[43(D为扩散系数，K为分配系数，

△C为扩散室与接收室的浓度差，h为角质层厚

度)，由上式看出J与浓度差成正比。当药物扩散结

束后，残留在皮肤中的药物储库做为扩散的原动力，

替代了原△C起的作用。药物在储库的推动下被动

整皮肤渗透明显增多，而皮肤储库释放速率亦明显

快过完整皮肤。

从药物透皮吸收行为看，根据，=DKAC／h可

知，与皮肤厚度^成反比，因大鼠背部皮肤比腹部

皮肤厚，，相比于腹部皮肤小，去角质层的背部皮肤

，也小于去角质层腹部皮肤，。

从皮肤释放药物行为看，去角质层皮肤因除去

角质层这个主要渗透屏障，吸收速率快于完整皮肤，

沉积于皮肤内部的量(即形成药物储库)相应也大于

完整皮肤，故在以药物储库做为扩散原动力的情况

下去角质层皮肤的释放速率快于完整皮肤。因背皮

厚于腹皮，相应皮肤中沉积的药物量也高于腹皮，故

从结果可以看到背部皮肤的释放快于腹部皮肤，去

角质层背部皮肤释放快于去角质层腹部皮肤。
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