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雷公藤甲素二元醇质体凝胶的皮肤药动学研究  
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摘  要：目的  比较雷公藤甲素（triptolide，TP）二元醇质体凝胶（binary ethosome gel，BEG）（TP@BEG）和 TP 普通凝

胶（ordinary gel，OG）（TP@OG）皮肤药动学的行为差异，考察其在体经皮渗透性能。方法  采用体外增量法和体外减量

法考察微透析探针体外回收率与传递率，同时建立了 TP 微透析方法，并通过微透析技术联合 LC-MS/MS 定量分析技术对

TP 的 BEG 和 OG 皮肤药动学进行了研究。结果  通过微透析数据整合发现，TP@OG 和 TP@BEG 中 TP 皮下最大药物质量

浓度（Cmax）分别为 185.12、116.13 ng/mL，半衰期（t1/2）分别为 3.35、3.10 h，达峰时间（tmax）分别为 2.25、4.88 h，10 h

内药时曲线下面积（AUC0～10）分别为 657.59、610.27 ng·h/mL。结论  TP@BEG 在维持较高的生物利用度同时可延长药物

在皮下组织中的滞留时间，具有更优的缓释作用，可望成为 TP 经皮给药的新剂型。 
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Pharmacokinetic study of triptolide diethosome gel in skin 
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Abstract: Objective  To compare the pharmacokinetic behavior of triptolide (TP) binary ethosome gel (BEG) (TP@BEG) and TP 

ordinary gel (OG) (TP@OG), and to investigate the transdermal permeability of TP@BEG. Methods  The in vitro recovery and 

transfer rate of TP microdialysis probe were investigated by in vitro increment method and in vitro dedosage method. TP 

microdialysis method was established, and the pharmacokinetics of TP@BEG and TP@OG skin were studied by microdialysis 

technique combined with LC-MS/MS quantitative analysis technique. Results  Microdialysis data integration showed that the 

maximum subcutaneous drug concentration (Cmax) of TP in TP@BEG and TP@OG were 185.12 ng/mL and 116.13 ng/mL, the 

half-life (t1/2) were 3.35 h and 3.10 h, and the peak time (tmax) were 2.25 h and 4.88 h. The areas under the curve (AUC0—10) were 

657.59 ng·h/mL and 610.27 ng·h/mL, respectively.Conclusion  TP@BEG can maintain high bioavailability and prolong the 

retention time in subcutaneous tissues, and has better sustained release effect. It is expected to be a new dosage form of TP for 

transdermal delivery. 
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雷公藤甲素（triptolide，TP）是从卫矛科雷公

藤属植物雷公藤 Tripterygium wilfordii Hook. f.中分

离出的一种环氧化二萜内酯化合物，是雷公藤的主

要活性成分之一，具有免疫活性、抗炎、抗风湿和

抗肿瘤作用，但严重的不良反应，尤其是肝肾毒性，

限制了其临床的安全应用[1-6]。TP 经皮给药，既可

以减少消化道毒性，避免首关效应，又能缓慢、持

续的发挥疗效，具有得天独厚的优势[7-8]。二元醇质

体作为一种新的经皮给药载体，具有制备工艺简单，

性质稳定、减少皮肤毒性、生物利用度高、具有缓
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释作用等特点[9-10]。但醇质体的液态体系不利于进

行经皮给药，且不利于长期保存。而半固体凝胶剂

不仅在一定程度上提高了醇质体的保存效果，而且

易于涂展[11-12]。将二元醇质体制备成二元醇质体凝

胶（binary ethosome gel，BEG），既保证了药物良

好地经皮渗透，又使得药物易于保存和使用，具有

双重优势[13]。本实验采用微透析技术和 LC-MS/MS

定量分析技术联用的方式进行 TP 二元醇质体凝胶

（TP@BEG）的皮肤药动学研究，并通过皮肤药动

学参数的对比考察，对 TP 的普通凝胶（ordinary gel，

OG）和 BEG 2 种制剂进行药动评价，以期为 TP 外

用剂型的开发提供新的思路。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

BS124S 型电子分析天平，北京 Sartorius 仪器

系统有限公司；ZNCL-BS 型智能磁力搅拌器，西安

安泰仪器科技有限公司；TGL-20MC 台式高速冷冻

离心机，湖南湘鑫仪器仪表有限公司；AB Triple 

QUAD 450液质联用仪，美国AB Sciex公司；Agilent 

120 SB-C18 色谱柱（50 mm×2.1 mm，2.7 μm），美

国安捷伦科技公司；微透析仪（包括微量注射器推

进泵、CMA450 麻醉动物体温维持系统、MAB85

冷却收集器），瑞典 CMA 公司；CMA30 线性探针

（膜长度 10 mm，截留相对分子质量 6000），瑞典

CMA 公司；TP-6 型垂直立式 Franz 扩散池，天津

精拓仪器科技有限公司；KQ3200E 型超声波清洗

器，昆明市超声仪器有限公司；EPED-ESL-10TH

型实验室级超纯水器，南京易普易达科技发展有限

公司；XW-80A 型涡旋混合器，上海青浦沪西仪器

厂；pH-3C pH 计，上海仪电科学仪器股份有限公司。 

1.2  试剂 

TP@OG 和 TP@BEG，实验室自制，江西中医

药大学现代中药制剂教育部重点实验室，批号

20210615、20210616；大豆卵磷脂（LipoidS100），

德国 Lipoid 公司；胆固醇，北京索莱宝生物有限公

司，批号 527G035；TP 对照品，成都普菲德生物技

术有限公司，批号 20072301，质量分数≥98%；1,2-

丙二醇（批号 191102）、三乙醇胺（批号 190311），

西陇科学股份有限公司；卡波姆 940，上海麦克林

生化科技有限公司，批号 C11457934；羧甲基纤维

素钠，Sigma-Aldrich，批号 MKCK2298；泊洛沙姆

407，德国 BASF 公司，批号 GNC2192B；甲酸，

分析纯，西陇科学股份有限公司，批号 Z0707；乙

腈，HPLC，美国 Tedia 公司；氯化钠注射液，辰欣

药业股份有限公司，批号 2009220721；乌拉坦，美

国 Sigma 公司，批号 WXBD1167V，质量分数≥

99%；无水乙醇分析纯，西陇科学股份有限公司，

批号 601221；超纯水，电阻率 18.25 MΩ·cm，南京

易普易达科技发展有限公司。 

1.3  动物 

SPF 级健康雄性 SD 大鼠，体质量（200±20）

g，购自江西中医药大学实验动物中心，许可证号

SCXK（赣）2018-0003。所有动物实验遵循江西中

医药大学动物实验伦理委员会有关实验动物管理和

使用的规定，均符合 3R 原则。 

2  方法与结果 

2.1  TP 凝胶剂的制备[14-17]  

2.1.1  TP@BEG 的制备  称取适量大豆卵磷脂、胆

固醇及丙二醇于烧杯中，加入已完全溶解的 TP 乙

醇溶液，置于磁力搅拌器（35 ℃、600 r/min）上混

合溶解得醇相，吸取于注射器中；另取含一定量超

纯水的烧杯于磁力搅拌器，将注射器中醇相缓慢滴

加于水相中，继续水合 30 min，此后冰浴探头式超

声（功率 200 W，超声 5 s，间隙 5 s）5 min，即得

TP 二元醇质体，过 0.22 µm 微孔滤膜，密封，4 ℃

保存。 

另称取 2 g 卡波姆 940，均匀分散于 100 mL 超

纯水中，磁力搅拌（35 ℃、600 r/min）1 h，取出

静置 6 h 以上，得均一、稠度适中的空白凝胶。 

称取一定量卡波姆空白凝胶和TP二元醇质体，

适当搅拌后滴加三乙醇胺充分搅拌，直至调节 pH

为 6.5 左右，即得 TP@BEG。其中，原料药 TP 投

药量 8.3 mg，大豆卵磷脂质量浓度 6.9 mg/mL，醇

相占比为 38.5%，二元醇（乙醇与丙二醇）比例为

7∶3，卵胆比（卵磷脂与胆固醇）比例为 5∶1，空

白凝胶基质与二元醇质体比例为 1∶9。 

2.1.2  TP@OG 的制备  取 8.3 mg TP 并溶解于无

水乙醇中，加入同 TP@BEG 等量等质量浓度的卡

波姆 940 空白凝胶，后加超纯水搅拌，再滴加三乙

醇胺搅匀，调节 pH 至 6.5 左右，即得到 TP@OG。 

2.2  TP LC-MS/MS 条件的确定和方法学考察 

2.2.1  LC-MS/MS 条件  流动相为乙腈-0.1%甲酸

水溶液；梯度洗脱：0～0.2 min，10%乙腈；0.2～

1.3 min，10%～45%乙腈；1.3～2.3 min，45%～95%

乙腈；2.3～2.9 min，95%乙腈；2.9～3.0 min，95%～

10%乙腈；3.0～5.0 min，10%乙腈；进样量为 5 L；
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体积流量为 0.4 mL/min；色谱柱柱温为 35 ℃。 

采用ESI电喷雾离子源，离子源温度为 550 ℃，

正离子模式检测，离子化电压为 5500 V，气帘气体

（UR）为 241.32 kPa（35 psi），源内气体 1（GS1）

为 379.21 kPa（55 psi），源内气体 2（GS2）为 344.74 

kPa（50 psi），扫描方式为多反应监测（MRM），优

化后 TP 的 MRM 参数：母离子 m/z 361.1，子离子

m/z 145.2，去簇电压 110 V，碰撞电压 37 eV。 

2.2.2  对照品储备液的制备  精密称取 TP 对照品

5 mg，甲醇溶解定容至 10 mL 量瓶中，取 0.1 mL

置于 10 mL 量瓶中，加经高速离心处理后的 30%乙

醇生理盐水溶液稀释到刻度线，混匀，即得 TP 对

照品储备液，存放于−80 ℃冰箱中，备用。 

2.2.3  专属性考察  将探针植入皮肤后，连接微透

析装置。在探针有效透析窗上方的皮肤均匀涂抹空

白凝胶和 TP@BEG，以 30%乙醇生理盐水作为空白

灌流液[18]进行灌流，灌流体积流量为 1 L/mL，得

到空白透析液和微透析样品。取对照品储备液，自

然解冻后采用 30%乙醇生理盐水溶液进行稀释得到

TP 对照品溶液。分别吸取空白透析液、TP 对照品

溶液及微透析样品 5 L 进行 LC-MS/MS 检测，结

果见图 1，可见空白皮肤微透析样品对 TP 测定无干

扰，表明该方法专属性较好。 
 

 

 

 

图 1  空白透析液 (A)、TP 对照品 (B) 和微透析样品 (C) 

的 LC-MS/MS 图谱 

Fig. 1  LC-MS/MS chromatomap of blank dialysate (A), TP 

reference substance (B), and microdialysis sample (C) 

2.2.4  线性关系考察  取对照品储备液，采用 30%

乙醇生理盐水稀释得到质量浓度分别为 2.5、5.0、

10.0、25.0、50.0、100.0、200.0 ng/mL 的对照品溶

液，按“2.2.1”项 LC-MS/MS 条件进样分析并记录

色谱峰面积，以 TP 峰面积为纵坐标（Y），质量浓度

为横坐标（X），进行线性回归，得 TP 线性回归方

程 Y＝680.84 X－135.61，R2＝0.999 5，结果表明 TP

在 2.5～200.0 ng/mL 与峰面积呈良好的线性关系。 

2.2.5  日内、日间精密度与准确度考察  平行制备

质量浓度为 5、25、100 ng/mL 的 TP 对照品溶液各

5 份，并连续 3 d 进样测定，考察其日内、日间精密

度。并以最终实际测定质量浓度与预先标示质量浓

度的比值计算回收率及其 RSD，考察准确度。结果

显示 TP 日内和日间精密度 RSD 均≤1.86，准确

度在 95%～105%，RSD≤4.08，符合药典生物样

品分析方法要求[19]。 

2.2.6  稳定性考察  分别将 5、25、100 ng/mL 质量

浓度对照品溶液以及微透析样品置于−80 ℃冰箱

中，次日取出于 4 ℃溶解，进行反复冻融 3 次后进

样检测，每个质量浓度检测 5 个样品，各个质量浓

度的 RSD 均＜15%，可见样品冻融稳定性较好，结

果见表 1。 

表 1  TP 冻融稳定性试验结果 ( x s , n = 5) 

Table 1  Results of freeze-thaw stability test of TP ( x s ,  

n = 5) 

样品 
TP/(ng∙mL−1) 

RSD/% 
冻融前 冻融后 

对照品溶液 5 5.15±0.10 1.97 

 25 26.05±0.66 2.52 

 100 99.05±0.55 0.55 

微透析样品 78.13 75.92±0.96 1.26 
 

2.2.7  残留效应  进 200 ng/mL 高质量浓度的对照

品溶液后再进空白样品溶液，如此反复 3 次，空白

样品色谱图中均未出现明显的目标峰，可见仪器无

残留效应。 

以上方法学考察实验结果表明，该分析方法快

速、灵敏、专属性强、精密度好、稳定可靠且无残

留效应，适用于 TP 的测定。 

2.3  TP 在体皮肤微透析方法的建立[20-21] 

2.3.1  探针回收率与传递率的计算方法  增量法计

算回收率公式 R 增＝C 透析液/C 周围液，减量法传递率公

式 R 减＝1－C 透析液/C 灌流液，其中 R 代表回收率，C 透析液
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均为灌流后所得透析液质量浓度，C 周围液为增量法中

探针周围液药物质量浓度，C 灌流液为减量法中装填于

微量注射器的灌流液质量浓度。 

2.3.2  手术方法  取雄性 SD 大鼠，麻醉后腹部朝

上固定于加热垫上，小心剃去腹部鼠毛。将腹部皮

肤微微提起，取特定的带孔针头穿刺皮肤，随后将

用肝素钠处理过的 CMA 30/10 mm 线性探针从针头

处小心引入，当将探针的半透膜部分移动到皮肤中

间位置的时候将引导针缓慢抽出，连接微透析装置，

并收集透析液。 

2.3.3  不同药物质量浓度对探针回收率影响的考察 

（1）体外增量法测定回收率：取 Franz 扩散池，

分别加入 25、100、200 ng/mL 的 TP 对照品溶液 10 

mL 作为周围液，穿入探针并用镊子引导至穿出扩

散池，保持温度为（37.0±0.2）℃，转速为 300 r/min。

以空白灌流液进行灌流，灌流体积流量为 1 L/min。

使用各个对照品溶液前需平衡 0.5 h 以上后再开始

接液，每隔 0.5 h 接 1 管，共收集 5 管，将收集的透

析液和周围液均进行 LC-MS/MS 检测，计算 TP 含

量，据此计算各个质量浓度的探针回收率。结果见

表 2。 

（2）体外减量法测定回收率：在 Franz 扩散池

中分别加入 10 mL 空白灌流液，穿入探针并用镊子

引导至穿出扩散池，温度维持在（37.0±0.2）℃，

转速 300 r/min，分别以 25、100、200 ng/mL 质量

浓度的 TP 对照品溶液作为灌流液，在 1 L/min 体

积流量下进行灌流，各质量浓度平衡 0.5 h 以上再进

行接液，接液间隔为 0.5 h，每个收集 5 次，每接完

1 个质量浓度后更换新的空白灌流液。将透析液和

注射针中的灌流液均进样检测，减量法计算每个质

量浓度的传递率。结果见表 2。在 25～200 ng/mL

增量法和减量法的皮肤探针回收率和传递率基本相

等，且不因质量浓度的变化而变化，可见 TP 对照

品溶液的质量浓度几乎不对皮肤探针的回收率与传

递率产生影响，因此在 25～200 ng/mL 可用探针的 

表 2  TP 质量浓度对探针回收率的影响 ( x s , n = 5) 

Table 2  Effect of TP concentration on recovery of probe 

( x s , n = 5) 

TP 质量浓度/ 

(ng∙mL−1) 

皮肤探针 CMA30 

R 增/% R 减/% 

25 17.98±0.38 18.71±2.39 

100 18.18±1.13 18.28±2.02 

200 18.65±0.87 18.09±2.12 

离体传递率来替代离体回收率，对于之后在体实验

提供了有力依据。 

2.3.4  探针在大鼠皮下传递率的稳定性考察  动物

处理及探针植入同“2.3.2”项下，采用 100 ng/mL

质量浓度的TP 对照品溶液作为灌流液，以 1 L/min

体积流量灌流，平衡 1 h 以上后采集透析液，收集

间隔 0.5 h，连续收集 20 次，即 10 h。测得 10 h 内

皮肤探针平均传递率为（19.07±2.55）%，表明探

针在大鼠皮下 10 h 内的传递率趋于稳定，又因探针

离体增量法的回收率与减量法的传递率相近，所以

在10 h内可用测得的探针在体传递率作为此探针释

药在体微透析中的回收率，进而开展在体给药微透

析试验，通过探针回收率得以对所测得数据进行校

正，结果见图 2。实验结果显示，在一定质量浓度

范围内，用增量法和减量法测得的皮肤探针回收率

和传递率基本相等，且不受 TP 质量浓度的影响，

其 10 h 内测得的传递率相对稳定，可用于在体皮肤

微透析技术实验的校正。 

 

图 2  TP 皮肤探针在体微透析传递率稳定性 

Fig. 2  Stability of transmissionability of TP skin probe on 

microdialysis in vivo 

2.4  TP@OG 和 TP@BEG 皮肤药动学研究 

2.4.1  在体微透析试验  动物处理及探针植入同 

“2.3.2”项下，实验在整个探针植入过程中都用空白

灌流液灌流。待探针完全植入成功后开始计时，灌

流体积流量为 1 L/min，平衡 60 min 使探针周围组

织恢复正常。探针平衡结束后，在给药区域上均匀

涂抹 TP@OG 或者 TP@BEG 0.3 g，盖上保鲜膜防

止凝胶蒸干，同时开始接液，接液间隔为 0.5 h，连

续收集 10 h，即收集 20 个样品。取样结束后取已知

质量浓度的 TP 对照品溶液作为标准灌流液灌流，

平衡 1 h 后开始接液，连续收集 3 次，每次 0.5 h，

作为该探针在体回收率的透析液样品。撤掉探针后，

将微量泵调为 15 L/min，收集 2 min，连续收集 3

次，每次 30 L，即得 TP 标准灌流液的质量浓度（在

体回收率的原液）。 

根据探针 TP 标准灌流液的原液和其透析液可

以算出探针的在体传递率。根据前期微透析方法学
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考察结果表明，TP 探针的传递率可以代替探针的回

收率，故根据得出的在体传递率对各点 TP 的药物

质量浓度进行校正，求得皮肤下各点 TP 实际的质

量浓度（C 实际＝C 测/D 损失率）。 

2.4.2  皮肤药动学结果比较  根据药动学各时间点

数据测定结果，以测得的各时间点 TP 质量浓度为

纵坐标，以时间为横坐标作图，得 TP@OG 和 TP@ 

BEG的大鼠皮下经时浓度变化图，见图3，可见TP@ 

BEG 浓度-时间曲线更平滑，药物释放更稳定，有

明显的缓释效果，而 TP@OG 则相反，且达峰速度

较快；总体来看，TP@OG 的累积释放量与 TP@BEG

相近。 

采用 DAS 2.0 药动学软件进行数据处理，得

TP@BEG 和 TP@OG 的经皮药动学参数（表 3）。

根据统计矩分析数据的结果可知 TP@OG 和 TP@ 

BEG 中的 TP 在皮肤中的最大药物质量浓度（Cmax）

分别约为 185.12、116.13 ng/mL，半衰期（t1/2）分 
 

 

图 3  大鼠皮下 TP 质量浓度经时变化曲线 ( x s , n = 4） 

Fig. 3  Change curve of  subcutaneous TP concentration 

in rats over time  ( x s , n = 4) 

表 3  TP 大鼠皮下药时曲线主要药动学参数 ( x s , n = 4) 

Table 3  Major pharmacokinetics parameters of TP rat 

subcutaneous drug curve ( x s , n = 4) 

参数 单位 TP@OG TP@BEG 

Cmax ng∙mL−1 185.12±7.47 116.13±9.94 

tmax h 2.25±0.29 4.88±0.25 

t1/2 h 3.35±2.45 3.10±0.50 

AUC0～10 ng∙h∙mL−1 657.59±36.75 610.27±30.38 

AUC0～∞ ng∙h∙mL−1 784.67±72.18 786.41±33.08 

MRT0～∞ h 6.18±1.98 7.29±0.58 

别约为 3.35、3.10 h，达峰时间（tmax）分别约为 2.25、

4.88 h，10 h 内药时曲线下的面积（AUC0～10）分别

约为 657.59、610.27 ng·h/mL。结果表明，与 TP@OG

相比，TP@BEG 在维持较高的生物利用度的同时可

延长药物在皮下组织中的滞留时间，具有更优的缓

释作用。 

3  讨论 

本实验利用 LC-MS/MS 技术进行微量样品的

测定，并通过微透析技术收集经时皮下灌流液，以

研究 TP@BEG 的皮肤药动学，首先建立了 TP 的

LC-MS/MS 含量测定方法学，在此基础上进一步建

立微透析样品的测定方法，其思路在于首先利用

Franz 扩散池在体外情况下进行不同质量浓度的灌

流，证明探针的增量法回收率或减量法传递率不受

质量浓度的影响，且增量法回收率与减量法传递率

相近，说明可用探针的减量法传递率代替增量法回

收率，进而通过测试探针的在体传递率来代表给药

时的回收率，进行药物质量浓度的校正，以此能够

较真实的反映药物吸收后的皮下质量浓度。 

本研究应用经皮微透析技术结合 LC-MS/MS

技术，测定给药部位皮下组织中游离药物质量浓度，

获得了药物实时动力学数据，并计算相应的药动学

参数，研究 TP@BEG 的皮肤药动学。药动学结果

显示，TP@BEG 组的 Cmax 小于 TP@OG 组，tmax高

于 TP@OG 组，t1/2 略小于 TP@OG 组，而 AUC 与

TP@OG 组相近。一般来说 BEG 生物利用度会高于

OG，而本研究实验结果显示 TP@BEG 组生物利用

度与 TP@OG 相近，仔细分析造成该现象原因可能

为 TP@BEG 中的药物进入组织后流动性大，容易

进入体循环而造成局部药量损失[11]。值得注意的

是，TP@BEG 组的浓度-时间曲线较 TP@OG 组平

滑，说明药物经脂质体包裹后，延长了药物在皮肤

组织中的滞留时间，加强了缓释作用。因此，与

TP@OG 相比，TP@BEG 在维持了较高的生物利用

度的同时，有效延长药物在皮下组织中的滞留时间，

具有更优的缓释作用，提高使用者的依从性，可望

成为 TP 经皮给药的新剂型。 
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