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黄白温敏型原位凝胶的处方筛选与评价  
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摘  要：目的  筛选并优化黄白温敏型原位凝胶的处方，并考察其经皮渗透性能。方法  以泊洛沙姆 407（P407）、泊洛沙

姆 188（P188）、聚乙二醇 6000（PEG6000）作为凝胶基质材料，以胶凝温度为考察指标，采用 Box-Behnken 效应面法优化

温敏凝胶处方；对制备的温敏凝胶进行理化表征，并采用 Franz 透皮扩散池法考察黄白温敏凝胶的经皮渗透性能。结果  黄

白温敏型原位凝胶的最佳处方为 P407 20.10%，P188 2.54%，PEG6000 2.00%，胶凝温度为（34.2±0.2）℃，24 h 内欧前胡

素、盐酸小檗碱的累积渗透量分别为（14.07±1.34）、（395.72±35.04）μg/cm2，均符合 Higuchi 动力学方程。结论  制备的

凝胶具有温敏、缓释作用，为临床提供治疗蛇虫咬伤的制剂奠定基础。 
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Abstract: Objective  To select and optimize the Phellodendron chinense and Angelica dahurica (Yellow-white) thermosensitive 

in-situ gel, and to investigate its transdermal permeability. Methods  Using poloxamer 407, poloxamer 188, and PEG6000 as gel 

matrix materials, and taking gelation temperature as investigation index, Box-Behnken response surface method was used to optimize 

the gel matrix prescription. At the same time, the thermosensitive gel was characterized, and the transdermal permeability of drugs in 

the yellow-white thermosensitive in-situ gel was investigated by Franz transdermal diffusion cell. Results  The best prescription of 

thermosensitive in-situ gel is P407 20.10%, P188 2.54%, PEG6000 2.00%, and the gelation temperature is (34.2 ± 0.2) ℃. Within 24 

h, the cumulative permeation of imperatorin and berberine were (14.07 ± 1.34) and (395.72 ± 35.04) μg/cm2, respectively, and the 

release process of imperatorin and berberine followed Higuchi kinetic equation. Conclusion  The gel prepared in this study has 

temperature sensitivity and slow release, which can lay the foundation for clinical preparation for treating snake and insects bites.  
Key words: yellow-white temperature sensitive in situ gel; optimization of prescription; Box-Behnken response surface methodology; 

percutaneous permeability; imperatorin; berberine hydrochloride; Higuchi kinetic equation; temperature sensitive; release slowly 
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毒蛇咬伤是严重影响劳动人民生命健康的常见

灾害性疾病，在我国每年有超过 1 万人死于毒蛇咬

伤。中医中药治疗毒蛇咬伤不仅有着悠久的历史，

并且独具特色[1]。蛇虫咬伤后毒蛇毒虫的毒液进入

人体，患处表现出红肿热痛、皮肤表层温度升高、

炎症反应等局部症状，故临床常外用给药，直达病
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灶，发挥抗炎、消肿的作用。通过中华医典数据库

和中医资源网等的古文检索发现，白芷外用常用于

治疗蛇虫咬伤，黄柏外用常用于解毒消肿，且以“黄

柏”“白芷”“外敷/外用”为关键词检索发现，二者

常配伍使用，发挥解毒、消肿、止痛等作用。然而，

临床治疗蛇虫咬伤所致肿痛外用制剂多为散剂，其

颗粒粗大，刺激性强，患者依从性不高。近年来，

半固体凝胶剂以其制备简单、使用温和备受青睐，

而具有温度响应型凝胶颇具潜力，其为智能给药系

统，能够实时感知环境、用药部位等的温度变化并

随之发生相转变，当温度低于临界相变温度（lower 

critical solution temperature，LCST）时呈液态，高

于 LCST 时呈半固体凝胶态，从而延长药物滞留时

间，持续释药，提高生物利用度[2-4]。因此，本课题

组研制了一种环境响应型凝胶剂——黄白温敏凝

胶，旨在研发出一种便于患者使用且能快速消除蛇

虫咬伤致患处疼痛、肿胀的新型中药外用制剂，扩

大其在临床的使用范围，为中药复方外用制剂的发

展提供借鉴。 
1  材料 
1.1  动物 

健康 SPF级雄性昆明种小鼠，体质量 18～22 g，

购于江西中医药大学动物中心，动物许可证号：

SCXK（赣）2018-0003，动物实验经江西中医药大

学实验动物伦理委员会批准，批准文号：

JZSYDWLL-20200901。 
1.2  试药 

白芷饮片，江西江中中药饮片公司，批号

160718，产地安徽；黄柏饮片，江西继中堂健康科

技有限公司，批号 180801，产地四川，上述药材均

经江西中医药大学鉴定教研室葛菲教授鉴定，白芷

为伞型科当归属植物白芷 Angelica dahurica (Fisch. 

ex Hoffm.) Benth. et Hook. f.的干燥根，黄柏为芸香

科黄 柏属植物 黄皮树 Phellodendron chinense 

Schneid.的干燥树皮，均符合《中国药典》2020 年

版质量要求。 
对照品欧前胡素（批号 110826-201616，质量

分数 99.6%）、盐酸小檗碱（批号 110713-201814，

质量分数 86.7%），中国食品药品检定研究院；泊洛

沙姆 407（P407，批号 GNC2192B）、泊洛沙姆 188

（P188，批号 GNC33221B），德国 BASF 公司；聚

乙二醇 6000（PEG6000，批号 810T032），北京索莱

宝科技有限公司；聚乙二醇 4000（PEG4000，批号

M1005A）、聚乙二醇 400（PEG400，批号 D1101A）、

甘油（批号 M1101A），大连美仑生物技术有限公司；

甲醇，色谱纯，西陇科学股份有限公司；磷酸，西

陇化工股份有限公司；无水乙醇（批号 2008239），

西陇科学股份有限公司；纯水，实验室纯水仪自制。 
1.3  仪器 

EPED 实验室级超纯水器，南京易普易达科技

发展有限公司；Anto paar Physica MCR101 型流变

仪，奥地利安东帕公司；ZNCL-BS 智能磁力搅拌器，

西安安泰仪器科技有限公司；Agilent1260 型高效液

相色谱仪，美国安捷伦科技有限公司；Turbiscan Lab

稳定性分析仪，法国 Formulaction 公司；BSA 124S

型电子分析天平，德国 Sartorius 公司；PHS-3C 型

pH 计，上海雷磁仪器有限公司；SU8010 扫描电子

显微镜（SEM），日本日立公司。 
2  方法与结果 
2.1  提取物的制备 

在前期的提取工艺考察基础上，提取药材得到

提取液，水浴蒸干后置于 45 ℃真空干燥得提取物

粉末。黄柏提取物：8 倍量 60%乙醇为溶剂，提取

3 次，每次 1 h，投药量为 5%（按原粉计，浸膏得

率为 13.42%）；白芷提取物：10 倍量 75%乙醇为溶

剂，提取 3 次，每次 1 h，投药量为 5%（按原粉计，

浸膏得率为 10.12%）。 
2.2  助溶剂的筛选 

采用法国 Turbiscan Lab 型近红外稳定性分析

仪比较温敏凝胶的稳定性[5-6]。固定 P407 和 P188

的比例不变，以不同的助溶剂（PEG6000、PEG4000、

甘油、PEG400）制备温敏凝胶，筛选最佳助溶剂；

将样品置于样品瓶中，25 ℃下测定，每天扫描 1

次，连续测定 7 d。体系整体动力学不稳定性结果如

图 1 所示，由图 1 可知动力学不稳定性指数（TSI）

值为 PEG4000＞甘油＞PEG400＞PEG6000，即以

PEG6000 为助溶剂时温敏凝胶的稳定性最佳，因此 
 

 

图 1  稳定性扫描图 
Fig. 1  Stability of different formulations 
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选择 PEG6000 作为凝胶助溶剂。 
2.3  制备工艺 

采用“冷溶法”制备温敏凝胶[7]，将 PEG6000

溶于处方量的水中，并加入处方量的黄柏和白芷提

取物，超声使其完全溶解，冰水浴下依次缓慢加入

处方量的 P407、P188，搅拌均匀，然后置于 4～10 ℃

冰箱冷藏 24 h，使其充分溶胀，得到澄清、分散均

匀的药物凝胶溶液。 
2.4  胶凝温度（gelation temperature，Tg）的测定 

采用“搅拌子法”测定温敏凝胶的 Tg
[8-9]，取温

敏凝胶液 5 mL，加入搅拌子，并插入探针式温度计

（准确度为 0.1 ℃），使温度计的探针完全浸没在温

敏凝胶液中，置于磁力搅拌器上，转速设置为 200 

r/min，持续缓慢升温，使凝胶液的温度上升速率为

1～2 ℃/min，观察并记录凝胶完全凝结（不流动）

时的温度，即为 Tg，每个样品平行测定 3 次，取平

均值。 
2.5  处方优化 
2.5.1  单因素考察  以 Tg作为考察指标，对不同用

量的 P407（20%、21%、22%、23%、24%）、P188

（1%、2%、3%、4%、5%）及 PEG6000（1%、2%、

3%、4%、5%）进行单因素考察，结果 P407 用量

越高，Tg越低；P188 用量越高，Tg越高；PEG6000

用量越高，Tg越高，且 PEG6000 用量超过 3%时凝

胶黏度降低，用量为 5%时温度加热至 55 ℃仍无法

完全胶凝。 
2.5.2  Box-Behnken 效应面法优化温敏凝胶基质处

方  使用 Design Expert 8.0.6 软件，根据单因素考察

的试验结果，选择 P407 用量（X1）、P188 用量（X2）、

PEG6000 用量（X3）为主要影响因素，并确定其用

量范围：X1 20%～24%、X2 1%～5%、X3 1%～3%，

以 Tg为评价指标进行处方优选，根据星点设计的原

理，各因素设置 3 水平，用代码值−1、0、+1 来表

示，以 Tg 为评价指标进行处方优选，Box-Behnken

效应面法实验的因素水平、实验设计及结果见表 1。 
2.5.3  方差分析与显著性检验  采用 ANOVA 分析

实验数据，由表 2 的各回归系数的显著性检验可得，

模型方程中 X1、X2、X3均为对 Tg有极显著影响。 
2.5.4  模型拟合   根据实验结果，应用 Design 

Expert 8.0.6 软件进行二次多项式逐步回归拟合，得

到方程：Tg＝30.66－4.34 X1＋1.75 X2＋1.94 X3－

0.40 X1X2－0.83 X1X3＋0.35 X2X3－0.14 X1
2－0.017 

X2
2－1.54 X3

2。通过方程可以看出，在测定范围内，

随着 X1 的升高，胶凝温度明显降低，而随着 X2、

X3 的升高，胶凝温度明显升高。该模型 P＜0.000 1，

表明有极显著性差异；相关系数 R2＝0.985 8，表明 

表 1  Box-Behnken 效应面法实验的因素水平、实验设计与结果 
Table 1  Design and results of Box-Behnken response surface methodology 

试验号 X1/% X2/% X3/% Tg/℃ 试验号 X1/% X2/% X3/% Tg/℃ 试验号 X1/% X2/% X3/% Tg/℃ 

1 22 (0) 3 (0) 2 (0) 31.3 7 20 (−1) 6 (+1) 2 (0) 37.2 13 22 (0) 3 (0) 2 (0) 30.5 

2 20 (−1) 1 (−1) 2 (0) 33.1 8 22 (0) 1 (−1) 3 (+1) 28.4 14 24 (+1) 3 (0) 1 (−1) 23.4 

3 22 (0) 3 (0) 2 (0) 30.9 9 24 (+1) 1 (−1) 2 (0) 24.6 15 20 (−1) 3 (0) 1 (−1) 29.8 

4 24 (+1) 3 (0) 3 (+1) 26.5 10 20 (−1) 3 (0) 3 (+1) 36.2 16 24 (+1) 6 (+1) 2 (0) 27.1 

5 22 (0) 3 (0) 2 (0) 30.4 11 22 (0) 6 (+1) 1 (−1) 29.1 17 22 (0) 1 (−1) 1 (−1) 26.1 

6 22 (0) 6 (+1) 3 (+1) 32.8 12 22 (0) 3 (0) 2 (0) 30.2      

表 2  各项因素回归系数和方差分析 
Table 2  Factor regression coefficients and ANOVA  

方差来源 平方和 自由度 F 值 P 值 显著性 方差来源 平方和 自由度 F 值 P 值 显著性 

模型 219.18 9 53.87 ＜0.000 1 极显著 X1
2 0.085 1 0.19 0.676 7  

X1 150.51 1 332.94 ＜0.000 1 极显著 X2
2 1.289×10−3 1 2.852×10−3 0.958 9  

X2 24.50 1 54.19 0.000 2 极显著 X3
2 10.02 1 22.16 0.002 2 极显著 

X3 30.03 1 66.43 ＜0.000 1 极显著 残差 3.16 7    

X1X2 0.64 1 1.42 0.272 9  失拟项 2.39 3 4.13 0.102 1 不显著 

X1X3 2.72 1 6.02 0.043 8  纯误差 0.77 4    

X2X3 0.49 1 1.08 0.332 4  总误差 222.34 16    
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该模型预测值与测定值的相关性良好。失拟项 P＝

0.102 1＞0.05，不具有显著性，表明方程拟合度和

可信度良好。利用 Design Expert 8.0.6 软件绘制实验

结果的二维等高线图和三维效应图见图 2。 

           

           

图 2  X1、X2、X3对 Tg影响的效应面图与等高线图 
Fig. 2  Contour plot and response surface of effect of variables X1, X2, X3 on Tg 

2.5.5  优化工艺验证  通过分析结果，并将胶凝温

度控制在 34～36 ℃，从而得到最佳处方为 X1＝

20.10%，X2＝2.54%，X3＝2.00%；即 P407 20.10%，

P188 2.54%，PEG6000 2.00%。按优化工艺制备 3

批温敏凝胶，测定其 Tg，实测值为（34.2±0.2）℃

（n＝3），预测值为 34.15 ℃，偏差为 0.73%。 
2.6  凝胶载药量的考察 
2.6.1  载药量对温敏凝胶性状的影响考察  采用

上述最优处方，考察不同载药量，按照“2.3”项方

法制备载药量为 2%、3%、4%、5%、6%、7%、9%、

10%、12%、15%、20%（按原粉计，且黄柏-白芷 1∶

1）的凝胶，比较以下性状，结果见表 3。 
2.6.2  载药量对凝胶黏弹性区间及频率扫描曲线

的影响考察  使用 Anton Paar Physica MCR101 型

流变仪，试样用 PP50 不锈钢平行板（直径 50 mm），

间隙 1 mm，测定储能模量（G′）和损耗模量（G″），

测试均在（35.0±0.5）℃下进行。通过振幅扫描（应

变为 0.01%～100%，频率为 10 rad/s）测定样品的

线性黏弹区间，结果如图 3 所示，频率扫描（应变

为 1%，频率扫描范围 0.1～100 Hz）如图 4 所示。 
由上述结果可知，载药量对温敏凝胶的黏弹性

及频率扫描曲线无显著性影响，但是随着载药量增

加温敏凝胶的 pH 值也随之降低，并呈现出一定的 

表 3  不同载药量的考察 
Table 3  Investigation of different drug loads 

载药量/% 外观性状 稳定性 pH 值 Tg/℃ 

2 橙黄色、均一透明 稳定 6.27 34.9 

3 黄色、均一透明 稳定 6.12 35.5  

4 黄色、均一透明 稳定 6.03 34.8  

5 黄棕色、均一透明 稳定 5.78 34.2  

6 黄棕色、均一透明 离心后少量沉淀 5.68 34.4  

7 黄棕色、均一透明 离心后沉淀 5.57 34.2  

9 黄棕色、透明，底 

部少量沉淀 

离心后沉淀 5.50 34.2  

10 黄棕色、透明，底 

部沉淀 

离心后沉淀 5.47 34.0  

12 黄棕色、底部沉淀 离心后沉淀 5.43 33.0  

15 黄棕色、底部浑浊 离心后沉淀 5.34 32.5  

20 黄棕色、底部浑浊 离心后沉淀 5.30 30.7   
pH 值依赖性，当载药量过大时，温敏凝胶的胶凝温

度开始下降，可能原因为载药量增加，pH 值降低，

溶液存在大量氢离子，从而影响了分子间氢键结合

力，相邻分子间的缠结作用减弱，致使胶凝温度降

低。综合以上结果确定最终凝胶载药量为 5%。 
2.7  黄白温敏凝胶的质量评价 
2.7.1  外观及性状观察  室温下，载药溶胶为黄棕 
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图 3  不同载药量的线性黏弹区间图 

Fig. 3  Linear viscoelastic interval diagram of different drug loadings 

 

图 4  不同载药量的频率扫描曲线图 
Fig. 4  Frequency scanning curves of different drug loadings 

色均匀分散的溶液，流动性好。相变温度以上（温

度＞34.2 ℃）载药凝胶为黄棕色的半固体，形态良

好，透明均匀，有一定弹性，不能流动，见图 5。 
2.7.2  胶凝温度与胶凝时间的测定  采用“2.4”项

下方法测定凝胶的胶凝温度为（34.2±0.2）℃，另

取 4 ℃冷藏 24 h 的温敏凝胶溶液，恢复至室温后，

取 5 mL 于西林瓶中，放在 35 ℃水浴锅中，以倒置

西林瓶 15 s凝胶溶液未发生流动时的时间作为该凝

胶溶液的胶凝时间，平行测定 3 次，结果胶凝时间

为（53.6±0.8）s。 
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图 5  温敏凝胶形态 
Fig. 5  Thermosensitive gel morphology 

2.7.3  pH值的测定  使用 pH 计直接测定温敏凝胶

的 pH 值，结果 pH 值为 5.78±0.02，符合经皮给药

制剂 pH 5～7 的要求。 
2.7.4  离心、耐寒、耐热稳定性  取本品适量置于

离心管中，分别于 3000 r/min 离心 30 min、50 ℃和

−20 ℃储存 24 h，均未出现分层现象。 
2.7.5  温敏凝胶的 SEM 观察  先将温敏凝胶制成

冻干粉，取适量凝胶粉末，喷金，加速电压 3.0 kV，

采用场发射 SEM[10-11]观察凝胶表面的微观结构形

态及其孔径大小。结果温敏凝胶三维网状结构图见

图 6。 

 
图 6  温敏凝胶 SEM 图 

Fig. 6  SEM image of temperature sensitive gel 

2.7.6  温敏凝胶的渗透压的测定  采用 Osmomat 

030 冰点渗透压计测定凝胶的渗透压[12]，测得其平

均渗透压为 1302 mOsmol/kg，大于等渗溶液（280～

320 mOsmol/kg），即其具有高渗作用，基于唐南平

衡理论，表明该制剂应用于蛇虫咬伤所致的肿胀伤

口，具有良好的消肿作用。 
2.7.7  温敏凝胶的流变学性质考察 [13-14]  使用

Anton Paar Physica MCR101 型流变仪，试样用 PP50

不锈钢平行板（直径 50 mm），间隙 1 mm，除相变

温度测定外其他均在（35.0±0.5）℃下进行测试。 
（1）凝胶线性黏弹区（LVER）：通过 LVER 测

试结果可得到凝胶的内部三维网状结构被破坏所

能承受的最大形变，振幅扫描（应变为 0.01%～

100%，频率为 10 rad/s）测定样品的 LVER 的结果

见图 7。从图中可知应变（γ）＜1%，G′＞G″，弹 

 

图 7  凝胶线性黏弹区间 
Fig. 7  Linear viscoelastic interval of gel 

性占主体，既样品表现出凝胶结构，当 γ＞1%，G′

开始下降，当 G′＝G″时，凝胶结构完全被破坏，   

G′＜G″，黏性占主体，表现出流体性质。因此，所

有的动态振荡实验都需控制 γ 在 1%以内。 
（2）相变温度测定：在振荡模式下测量凝胶的

溶胶-凝胶转变温度。频率固定在 1 Hz，进行 1%应

变。样品以 2 ℃/min 的速率加热，温度范围在 5～

50 ℃。结果见图 8 和 9。由图 8 可知，在 34 ℃左

右 G′和 G″相交，交点即其相变温度。在此温度前

样品主要存在损耗模量，表现出明显的流体性质，

相变温度后逐渐 G′＞G″，说明凝胶结构正在形成，

且 G′和 G″趋于平缓，证明凝胶黏弹性趋于稳定。

图 9 为通过复合黏度可表征样品整体的黏弹性质，

随着温度的升高，样品的复合黏度发生突变，突变

点即为凝胶的相变温度，与图 8 一致。 
（3）频率扫描：频率扫描旨在描述样品在非破

坏性变形范围内的时间相关特性，在振荡模式下对

凝胶进行频率扫描（应变为 1%，频率扫描范围 0.1～

100 Hz）。高频率指在较短时间尺度内的快速运动，

而低频率指在较长时间尺度内的缓慢运动或静止状 

 

图 8  动态温度扫描图 
Fig. 8  Dynamic temperature scanning diagram 
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图 9  复合黏度随温度变化扫描图 
Fig. 9  Scanning diagram of composite viscosity changing 

with temperature 

态。可用于表征凝胶内部结构的长期稳定性。结果

如图 10 所示。在整个频率扫描范围内中，G′曲线始

终高于 G″曲线，表现出明显的以弹性为主的特性，

且 G′较稳定，未出现显著的频率依赖性，表明凝胶

始终具有稳定的三维网状结构。 

 

图 10  频率扫描图 
Fig. 10  Frequency scanning diagram 

2.8  温敏凝胶离体经皮渗透性研究[15-16] 

2.8.1  白芷中欧前胡素经皮渗透方法学的建立 
（1）色谱条件：菲罗门 C18 色谱柱（250 mm×

4.6 mm，5 μm）；流动相为甲醇-0.1%磷酸水溶液

（75∶25）；体积流量 1.0 mL/min；检测波长 300 nm；

进样 20 μL；柱温 30 ℃。理论塔板数≥5000，分离

度＞1.5。 
（2）对照品溶液的配制：精密称定欧前胡素对

照品适量于量瓶中，加甲醇定容并制成欧前胡素质

量浓度为 14.75 μg/mL 的对照品储备液，低温密封

储存，备用。 
（3）专属性试验：精密吸取欧前胡素对照品溶

液、药物凝胶透皮接收液、空白凝胶透皮接收液各

20 μL，按“2.8.1（1）”项色谱条件测定，记录色谱

图（图 11），结果表明方法专属性良好。 
（4）线性关系考察：取欧前胡素对照品储备液， 

 

 

 

图 11  欧前胡素对照品 (A)、药物凝胶透皮接收液 (B) 和

空白凝胶透皮接收液 (C) 的 HPLC 图 
Fig. 11  HPLC diagram of imperatorin reference standard 

(A), drug gel transdermal receiver (B), and blank gel 

transdermal receiver (C) 

用甲醇依级稀释至 7.38、3.69、1.84、0.92、0.46、

0.23 μg/mL 的系列欧前胡素对照品溶液，0.22 μm

微孔滤膜滤过，将对照品溶液注入液相色谱仪，按

“2.8.1（1）”项方法测定峰面积。以对照品质量浓

度为横坐标（x），峰面积积分值为纵坐标（y），绘

制标准曲线，结果显示欧前胡素的线性方程为 y＝

34.857 x－0.916 6，r＝1.000 0，结果表明欧前胡素

在 0.23～14.75 μg/mL 线性关系良好。 
（5）精密度试验：精密吸取 0.92 μg/mL 欧前胡

素对照品溶液 20 μL，按“2.8.1（1）”项方法重复

进样 6次，测定峰面积，结果欧前胡素峰面积的RSD

为 0.59%，表明仪器精密度良好。 
（6）重复性试验：平行制备透皮供试品溶液 6

份，按“2.8.1（1）”项方法测定，计算的欧前胡素

质量浓度的 RSD 为 4.37%，结果表明该实验重复性

良好。 
（7）稳定性试验：取同一供试品溶液，分别于

0、2、4、6、8、12、24 h 进样，测定峰面积，计

算其峰面积的 RSD 为 0.34%。结果表明供试品溶液

在 24 h 内稳定性良好。 
（8）加样回收率试验：精密吸取 1.88、3.76、

7.36 μg/mL 欧前胡素对照品储备液，用空白凝胶透

皮接收液配制低、中、高质量浓度的质控样品，各

平行 3 份，按“2.8.1（1）”项下色谱条件测定，并

计算加样回收率，结果平均加样回收率为 101.64%，

RSD 为 2.08%。 
2.8.2  黄柏中盐酸小檗碱经皮渗透方法学的建立 

（1）色谱条件：菲罗门 C18 色谱柱（250 mm×

4.6 mm，5 μm）；流动相为乙腈-0.1%磷酸溶液（50∶

50）（每 100 毫升加十二烷基磺酸钠 0.08 g）；体积

流量 1.0 mL/min；柱温 30 ℃，检测波长 265 nm，
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进样量 5 μL。 
（2）对照品溶液的配制：精密称定盐酸小檗碱

对照品适量于量瓶中，加甲醇定容并制成盐酸小檗

碱质量浓度为 125.00 μg/mL 的对照品储备液，低温

密封储存，备用。 
（3）专属性试验：精密吸取盐酸小檗碱对照品

溶液、药物凝胶透皮接收液、空白凝胶透皮接收液

各 5 μL，按“2.8.2（1）”项色谱条件测定，记录色

谱图（图 12），结果表明方法专属性良好。 

 

 

 

图 12  盐酸小檗碱对照品 (A)、药物凝胶透皮接收液 (B) 

和空白凝胶透皮接收液 (C) 的 HPLC 图 
Fig. 12  HPLC diagram of berberine hydrochloride 

reference standard (A), drug gel transdermal receiver (B), 

and blank gel transdermal receiver (C) 

（4）线性关系考察：取盐酸小檗碱对照品储备

液，用甲醇依级稀释至 62.50、31.25、15.63、7.81、

3.91、1.96 μg/mL 的系列盐酸小檗碱对照品溶液，

0.22 μm 微孔滤膜滤过，将对照品溶液注入液相色

谱仪，按“2.8.2（1）”项方法测定峰面积。以对照

品质量浓度为横坐标（x），峰面积积分值为纵坐标

（y），绘制标准曲线，结果显示欧前胡素的线性方程

为 y＝11.231 x－10.604，r＝0.999 8，结果表明盐酸

小檗碱在 1.96～125.00 μg/mL 线性关系良好。 
（5）精密度试验：精密吸取 15.63 μg/mL 盐酸

小檗碱对照品溶液 5 μL，按“2.8.2（1）”项方法重

复进样 6 次，测定峰面积，结果盐酸小檗碱峰面积

的 RSD 为 0.15%，表明仪器精密度良好。 
（6）重复性试验：平行制备透皮供试品溶液 6

份，按“2.8.2（1）”项方法测定，计算盐酸小檗碱

质量浓度的 RSD 为 2.19%，结果表明该实验重复性

良好。 
（7）稳定性试验：取同一供试品溶液，分别于

制备后 0、2、4、6、8、12、24 h 进样，测定峰面

积，计算盐酸小檗碱峰面积的 RSD 为 0.13%。结果

表明供试品溶液 24 h 内稳定性良好。 
（8）加样回收率试验：精密吸取 15.63、31.25、

62.50 μg/mL 盐酸小檗碱对照品储备液，用空白凝胶

透皮接收液配制低、中、高质量浓度的质控样品，

各平行 3 份，按“2.8.2（1）”项色谱条件测定，并

计算加样回收率，结果平均加样回收率为 104.16%，

RSD 为 0.38%。 
2.8.3  小鼠离体皮肤的制备  选取 18～22 g 健康

SPF 级昆明雄性小鼠，剃除腹部毛发，麻醉后剃毛，

快速分离腹部皮肤，用脱脂棉擦除皮下脂肪及黏液

组织，生理盐水冲洗，滤纸吸干水分后用铝箔纸包

裹，于−20 ℃冻存备用。 
2.8.4  离体透皮渗透扩散装置及条件  采用改良

Franz 扩散池，扩散面积 1.825 cm2，接收池容积为

12 mL，恒温水浴温度控制在（37.0±0.5）℃，转

速设定为 300 r/min，每次取样量为 1 mL。将制备

好的小鼠腹部皮肤按照扩散池面积裁剪，置于扩散

池与接收池之间，真皮层面向接收池。接收池中放

入磁力搅拌子，并加入含 30%乙醇溶液的生理盐水

12 mL，使用前超声脱气。将 1 mL 凝胶均匀涂抹于

皮肤表面，平行 6 份。分别于 4、6、8、10、12、

24 h 精密移取接收液 1 mL，同时立即补加等量的空

白接收液，以保证接收液环境不变。接收液以 0.22 

µm 的微孔滤膜滤过，备用。 
2.8.5  数据分析[17]  药物的累积透过量（Qn）的计

算公式如下。 

Qn＝(VCn＋
1

1

n

i

−

=

 CiVi)/A 

A 表示有效扩散面积（1.825 cm2），V 为接收液总体积（12 

mL），Vi 为取样体积（1 mL），Cn 为第 n 次取样时接收液中

药物的质量浓度，Ci 表示第 i 次取样时接收液中药物的质量

浓度 

以药物的 Qn为纵坐标，时间 t 为横坐标，并采

用零级、一级、Higuchi、Ritger-Peppas、Hixon-Crowell

模型对 Q-t 进行模型拟合，同时对曲线中的直线部

分进行线性回归，求出的直线斜率即为稳态透皮速

率［Js，μg/(cm2·h)］，实验结束后，取下皮肤，生

理盐水洗净，将给药部分皮肤剪碎后，加入甲醇 1 

mL，超声 30 min，于 8000 r/min 离心 10 min，取上

清液，0.22 μm 微孔滤膜滤过，测定含量，并计算

药物滞留量（Qs，Qs＝VC/A，A 为有效扩散面积，

V 为溶解样品体积，C 为测得的药物质量浓度），结

果见图 13 和表 4。黄白温敏凝胶中欧前胡素与盐酸

小檗碱的释药均 Huguchi 释放动力学方程，且

Ritger-Peppas 方程拟合系数均大于 0.89。 
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图 13  温敏凝胶中欧前胡素和盐酸小檗碱累积透过量 

( x s , n = 5) 
Fig. 13  Cumulative permeation of imperatorin and 

berberine in thermosensitive gel amount ( x s , n = 5) 

3  讨论 
温敏凝胶是一种新型的智能缓释制剂，其凝胶

过程不需要额外的添加剂和化学反应参与，且温度

是生物体本身所具备的一种体征，故其自发现以来

一直是医药领域的研究热点，已被应用于黏膜给

药、注射给药、直肠给药及经皮给药等。 
在凝胶剂的制备过程中，通常以水作为介质，

故只能溶解水溶性药物，当需要在凝胶体系中加

入不溶于水或难溶于水的药物时，亲水性助溶剂的

使用是必要的。本研究使用 Turbiscan Lab 稳定性

分析仪比较了不同助溶剂对温敏凝胶体系的稳定

性影响，其优点在于：①温敏凝胶在常温下呈液

态溶胶状态，符合 Turbiscan Lab 稳定性分析仪的

测定要求；②仪器测量时采用非进入式方法，不稀

释，无外力，不搅动，可直接表述分散体系的真实

状态；③可准确、快速、完全地表征处方不稳定

性和变化过程，为温敏凝胶的处方筛选和评价提供

了理想手段。 
本实验采用Box-Behnken响应面法[18]对处方进

行了优化，二项式拟合效应面反映了 P407、P188、

PEG6000 与温度的变化规律，且模型拟合度和可信

度良好。此外，本研究还对温敏凝胶进行了表征，

扫描电镜结果可看出温敏凝胶形成了一定的三维

网状结构，且网状结构排列整齐，孔隙疏松，相互

贯通；通过冰点渗透压仪测定其渗透压，发现以高 

表 4  欧前胡素和盐酸小檗碱的经皮渗透动力学参数 ( x s , n = 5) 
Table 4  Percutaneous permeation kinetic parameters of imperatorin and berberine ( x s , n = 5) 

成分 Qn-t 方程 R2 模型 Q24/(g∙cm−2) Js/(μg∙cm−2·h−1) Qs/(g∙cm−2) 

欧前胡素 Qn＝3.887 1 t1/2－4.188 1 0.964 5 Higuchi 14.07±1.34 3.89 0.178 3±0.007 8 

盐酸小檗碱 Qn＝114.04 t1/2－151.51 0.990 9 Higuchi 395.72±35.04 114.04 1.647 6±0.040 9 
 
分子材料制备的温敏凝胶剂具有高渗作用，基于唐

南平衡理论，可知其作用于肿胀皮肤可以快速的反

渗出肿胀部位的组织液，以达到良好的消肿止痛作

用，这不仅解决了散剂由于矿物药加入，在溶解时

放热和高浓度盐溶液环境带来的皮肤刺激性，同时

水凝胶的使用也可以增加患者舒适性与适应性；同

时还采用流变仪对温敏凝胶流变学性质进行了评

价，流变学特性是凝胶剂的重要特征[19]，相对于黏

稠度、硬度、涂展性这类宏观且主观性质评价，流

变学的精确度、可信度、重复性更高[20]，且获得的

参数对于分析凝胶结构、凝胶强度、黏弹性、胶凝

行为、物理稳定性等具有更高价值和意义，并使凝

胶剂的质量评价更趋科学化[21]。 
本实验采用 Franz 扩散池法研究了黄白温敏凝

胶的体外经皮吸收行为，结果显示其中欧前胡素和

盐酸小檗碱的累积渗透量 Qn-t 模型拟合均符合

Huguchi 释放动力学方程，表明药物释放存在一定

的缓释效果，且 Ritger-Peppas 方程拟合系数大于

0.89，说明释药机制骨架溶蚀作用。 
由于本实验主要研究了完整皮肤的经皮渗透

性，而临床实际情况为被蛇虫咬伤的破损皮肤，故

后期应该增加其他更深入的研究从而更真实的描

述药物的经皮吸收行为。 
利益冲突  所有作者均声明不存在利益冲突 
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