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甘草酸新型离子液体微乳的制备及体外评价  

闫  巧 1, 2，薛玉叶 2，李方琴 2，王  芳 2，秦祉剑 2，戴  博 2，袁海龙 2* 

1. 成都中医药大学药学院，四川 成都  611137 

2. 空军特色医学中心药学部，北京  100142 

摘  要：目的  采用亲油性离子液体 1-丁基-3-甲基咪唑六氟磷酸盐（1-butyl-3-methylimidazolium hexafluorophosphate，

BMIMPF6）取代传统微乳油相制备甘草酸（glycyrrhizic acid，GA）离子液体微乳（ionic liquid microemulsion，IL-ME）

（GA-IL-ME），以改善甘草酸的透皮吸收。方法  通过溶解度实验、配伍实验和绘制伪三元相图筛选微乳处方；利用 D-最优

混料设计法以粒径为考察指标进行处方优化，并对最优处方制备的微乳进行理化性质、稳定性、体外透皮吸收以及细胞毒性

评价。结果  GA-IL-ME 的最佳处方为 BMIMPF6-聚山梨酯 80-PEG400-蒸馏水（5.8∶32.4∶10.8∶51.0）；所得微乳为黄色澄

清透明状液体，透射电子显微镜（transmission electron microscope，TEM）显示 GA-IL-ME 呈均匀的球形或类球形，平均粒

径为（10.61±0.63）nm，多分散系数（polydispersity index，PDI）为 0.130±0.022，ζ 电位为（−10.29±0.22）mV；GA-IL-ME

在高速离心、储存稳定性、高温以及冷热和冻融循环实验中均表现出良好的稳定性；体外透皮结果显示，GA-IL-ME 在 24 h

内单位面积累积渗透量为（310.37±33.65）μg/cm2，为甘草酸传统水包油（O/W）型微乳的 1.34 倍，甘草酸水溶液的 6.76

倍；细胞毒性实验表明 GA-IL-ME 毒性低，生物相容性良好。结论  BMIMPF6 能显著增加甘草酸的溶解度，将其引入微乳

体系制备新型水包离子液体型微乳，明显增加了甘草酸的经皮累积渗透量，可为中药透皮给药系统新剂型的开发提供参考，

同时为甘草酸的进一步研究应用奠定基础。 
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Abstract: Objective  Glycyrrhizic acid ionic liquid microemulsion (GA-IL-ME) was prepared by replacing the traditional 

microemulsion oil phase with the lipophilic ionic liquid 1-butyl-3-methylimidazolium hexafluorophosphate (BMIMPF6) to improve 

the transdermal absorption of glycyrrhizic acid (GA). Methods  The formulation of the microemulsion were screened by solubility 

investigation, compatibility test and pseudo-ternary phase diagrams, and the formulation were further optimized by D-optimal 

mixture design with the particle size as the evaluation index. Then the physicochemical properties, stability, in vitro transdermal 

absorption and cytotoxicity of the optimized microemulsion were evaluated. Results  The optimized formulation was composed of 

5.8% BMIMPF6, 32.4% Tween-80, 10.8% PEG400 and 51.0% water. The prepared microemulsion was a yellow clear transparent 

liquid. GA-IL-ME was observed to be spherical or nearly spherical by transmission electron microscopy (TEM) and distributed 

evenly, with an average particle size of (10.61 ± 0.63) nm, a polydispersity index (PDI) of 0.130 ± 0.022 and an average ζ potential of 

(−10.29 ± 0.22) mV. GA-IL-ME showed good stability in high-speed centrifugation, high-temperature, heating-cooling and freeze- 

thaw cycles, and storage stability experiments. Results of in vitro transdermal experiments showed that the cumulative permeation 

per unit area in 24 h of GA-IL-ME was (310.37 ± 33.65) μg/cm2, which was 1.34 times that of glycyrrhizic acid traditional oil in 
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water (O/W) microemulsion and 6.76 times that of glycyrrhizic acid aqueous solution. Cytotoxicity experiments showed that GA-IL- 

ME had low toxicity and good biocompatibility. Conclusion  BMIMPF6 can significantly increase the solubility of GA. Introducing 

it into microemulsion system to prepare a new ionic liquid in water microemulsion significantly increased the transdermal 

permeability of GA, which could provide a reference for the development of new dosage forms of traditional Chinese medicine 

transdermal delivery system and lay a foundation for further research and application of GA. 

Key words: glycyrrhizic acid; ionic liquid; mircroemulsion; D-optimal mixture design; transdermal absorption; cytotoxicity; pseudo 

ternary phase diagram 

 

甘草酸（glycyrrhizic acid，GA），又称甘草甜

素，是从豆科植物甘草中分离纯化得到的一种三萜

皂苷，具有抗炎、抗氧化、抑制黑色素沉着、抗肿

瘤、抗紫外线辐射等多重药理作用[1-3]，被广泛用于

各种皮肤病的治疗如银屑病、特应性皮炎、光老化、

皮肤癌以及黑色素瘤等[4-7]。目前，甘草酸的给药途

径主要为口服与注射，前者生物利用度低，后者易

产生水钠潴留、高血压、低血钾、水肿等不良反应。

经皮给药具有无痛、避免首过消除、安全性好、患

者顺应性好等特点，可有效解决以上问题。但甘草

酸存在水溶性差、相对分子质量大（822.93）、透皮

吸收差等问题，严重制约了其在经皮给药方面的应

用和发展[8-9]。因此，需要寻找合适的药物载体以改

善甘草酸的透皮吸收，促进其药效的发挥。 

微乳是由水、油、乳化剂和助乳化剂以适当比

例自发形成的一种低黏度、透明或半透明、光学各

向同性的热力学稳定体系[10]，具有增溶、促渗、易

于制备等优点，是经皮给药的常用剂型，但传统微

乳的增溶和促渗能力是有限的。离子液体是由大体

积有机阳离子和无机或有机阴离子构成的熔点低于

100 ℃的盐，在室温或室温附近呈液态[11]，具有良好

的溶解和促渗能力、热稳定性以及抗菌活性[12]。研

究发现，将离子液体引入微乳体系制备的新型离子

液体微乳（ionic liquid mircroemulsion，IL-ME）可以

结合微乳和离子液体的双重优势，在保持传统微乳

特性的基础上，还可显著提高其增溶和促渗能力以

及热稳定性，克服传统微乳无法溶解多种水不溶性

药物的缺陷，尤其是在水和有机溶剂中都不能溶解

的药物，部分离子液体还可作为微乳的抑菌剂[12-15]。

Goindi 等[16]以 1-丁基-3-甲基咪唑六氟磷酸盐（1- 

butyl-3-methylimidazolium hexafluorophosphate ，

BMIMPF6）为油相制备了依托度酸 IL-ME，发现

BMIMPF6 对依托度酸有一定的增溶作用，体外透皮

结果显示该 IL-ME 的累积经皮渗透率大约为传统

水包油（O/W）型微乳的 1.6 倍；Salabat 等[13]和 Parsi

等[17]同样以离子液体 BMIMPF6 为油相制备了塞来

昔布 IL-ME，发现塞来昔布在 IL-ME 的溶解度是传

统 O/W 型微乳的 7.8 倍，且前者经皮渗透速率为后

者的 5.6 倍。因此，本研究以甘草酸为原料药，将

离子液体 BMIMPF6 引入微乳组分中，制备具有双

重特性的甘草酸离子液体微乳（glycyrrhizic acid 

ionic liquid mircroemulsion，GA-IL-ME），以达到增

加甘草酸溶解度、改善其透皮效果、提高药物疗效

的目的，为甘草酸治疗皮肤病提供一种有效的治疗

途径和给药方式。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

LC-20AD 型高效液相色谱仪，日本岛津公司；

Winner 802 型纳米激光粒度仪，济南微纳颗粒仪器

股份有限公司；BY-G20 型高速离心机，北京白洋

医疗器械有限公司；DF-101S 型集热式恒温加热磁

力搅拌器，上海凌科实业发展有限公司；BT125D

型电子天平，赛多利斯科学仪器有限公司；TP-6 型

智能透皮扩散仪，天津市鑫洲科技有限公司；Tecnai 

G2 F30 型场发射透射电子显微镜（TEM），美国 FEI

公司；MCO-15AC 型二氧化碳培养箱，日本三洋公

司；Synergy H1 型全功能酶标仪，美国伯腾仪器有

限公司。 

1.2  药材与试剂 

甘草酸对照品，批号 PS010448，质量分数≥

99.0%，成都普思生物科技股份有限公司；甘草酸

原料药，批号 190421，质量分数≥95.0%，北京世

纪奥科生物技术有限公司；BMIMPF6 （批号

RH326318，质量分数≥97%）、橄榄油、蓖麻油、

肉豆蔻酸异丙酯（isopropyl myristate，IPM）、辛癸

酸甘油酯（caprylic capric triglycerride，GTCC）、聚

氧乙烯氢化蓖麻油（RH-40）、油酸，均购自上海易

恩化学技术有限公司；油酸乙酯，国药集团化学试

剂有限公司；聚山梨酯 80，四川金山制药有限公司；

蓖麻油聚氧乙烯醚（EL-35），北京索莱宝科技有限

公司；1,2-丙二醇、聚乙二醇（polyethyleneglycol，

PEG）400、丙三醇，均购自江西益普生药业有限公
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司；无水乙醇，天津福晨化学试剂有限公司；CCK-8

细胞增殖检测试剂盒，武汉伊莱瑞特生物科技股份

有限公司；乙腈、甲醇为色谱纯，美国赛默飞世尔

科技公司，其余试剂均为分析纯。 

1.3  细胞及动物 

人永生化角质形成细胞（ human immortal 

keratinocyte line，HaCaT）购自北京协和细胞库。

BALB/c 小鼠，雌性，体质量（20±2）g，SPF 级，

购自北京斯贝福生物技术有限公司，动物许可证号

SCXK（京）2019-0010。动物实验伦理经空军特色

医学中心批准，批准号：空特（科研）第 2022-187- 

PJ01。 

2  方法与结果 

2.1  甘草酸含量分析方法的建立 

2.1.1  对照品储备液的配制  精密称取甘草酸对照

品 10.00 mg 于 25 mL 量瓶中，加入适量甲醇超声使

其溶解，甲醇稀释至刻度线，摇匀，即得质量浓度

为 400.00 μg/mL 的对照品储备液。 

2.1.2  供试品溶液的配制  精密移取 GA-IL-ME 

100 μL，加入适量甲醇，超声（80 W，20 kHz）5 min，

定容至 10 mL，摇匀，即得供试品溶液。同法制备

空白离子液体微乳溶液。 

2.1.3  色谱条件  C18 色谱柱为 Inertsil ODS-3 柱

（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为乙腈-0.1%磷

酸水溶液（40∶60）；体积流量 1.0 mL/min；检测波

长 254 nm；柱温 30 ℃；进样体积 20 μL。 

2.1.4  专属性考察   取甘草酸对照品溶液和经

“2.1.2”项下方法处理的 GA-IL-ME、空白离子液体

微乳溶液，按“2.1.3”项下色谱条件进行检测，结

果如图 1 所示。结果表明，该色谱条件下，色谱峰

分离度好，峰形稳定，无干扰。 

2.1.5  线性关系考察  精密移取甘草酸对照品储备

液，加甲醇配制成质量浓度分别为 400.00、100.00、

50.00、25.00、12.50、6.25 μg/mL 的对照品溶液，

滤过后按“2.1.3”项下色谱条件进行测定，以峰面

积为纵坐标（Y），甘草酸质量浓度为横坐标（X），

进行线性回归，得回归方程为 Y＝15 887 X－53 186，

r2＝0.999 9，表明甘草酸在 6.25～400.00 μg/mL 与

峰面积线性关系良好。 

2.1.6  精密度试验  取质量浓度为 50 μg/mL 的对

照品溶液，按“2.1.3”项下色谱条件连续进样测定

6 次，记录峰面积，计算其 RSD 为 0.27%，表明仪

器精密度良好。 

 

 

 

图 1  空白离子液体微乳  (A)、甘草酸对照品  (B) 和

GA-IL-ME 样品 (C) 的 HPLC 图 

Fig. 1  HPLC chromatogram of blank ionic liquid 

microemulsion (A), GA reference substance (B) and GA-IL- 

ME sample (C) 

2.1.7  重复性试验  取“2.1.2”项下的供试品溶液

6 份，按“2.1.3”项下色谱条件进样测定峰面积，

计算甘草酸质量浓度。结果表明，甘草酸的平均质

量分数为 19.50 mg/g，RSD 值为 0.15%，表明该方

法重复性良好。 

2.1.8  稳定性试验  将同一批次供试品溶液室温下

放置，分别于 0、2、4、6、8、10、12、24 h 后，

按“2.1.3”项下色谱条件进样。结果表明，甘草酸

峰面积的 RSD 为 0.30%，表明供试品溶液于室温下

放置 24 h 内稳定性良好。 

2.1.9  加样回收率试验  精密移取已知质量浓度的

GA-IL-ME 9 份，分别加入相当于样品中甘草酸含

量 80%、100%、120%的甘草酸对照品，每个比例 3

份，按“2.1.2”项下方法处理后，依“2.1.3”项下

色谱条件进样分析，计算得平均加样回收率分别为

98.27%、101.67%、100.66%，RSD 分别为 0.15%、

0.36%、0.90%，表明该方法回收率良好。 

2.2  甘草酸在各辅料中溶解度的测定 

取待筛选的油相、乳化剂和助乳化剂（表 1）各

1 g 至 2 mL EP 管中，加入过量甘草酸，涡旋混匀

后超声 4 h，室温下放置 24 h，于 10 000 r/min 下离

心 10 min（离心半径为 8.5 cm），取上清液用甲醇

适当稀释，0.45 μm 微孔滤膜滤过后，采用“2.1.3”

项下色谱条件，测定甘草酸含量。原则上选择对甘

草酸有较高溶解度的辅料作为微乳的组成成分，以

达到对药物的最大溶解能力，防止药物在微乳储存

过程中析出结晶体[18]。由实验结果（表 1）可知，

甘草酸在离子液体 BMIMPF6 中的溶解度明显高于

其他油相，说明 BMIMPF6 有一定的增溶作用；在

所考察的乳化剂中，聚山梨酯 80 和 EL-35 对甘草 

A 
 
 

B 
 
 
 
 
 

C 

甘草酸 

甘草酸 

0         4         8        12        16        20 

t/min 
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表 1  甘草酸在各辅料中的饱和溶解度 ( x s , n = 3) 

Table 1  Saturated solubility of GA in different excipients 

( x s , n = 3) 

组成 辅料 
溶解度/ 

(mg∙g−1) 
组成 辅料 

溶解度/ 

(mg∙g−1) 

油相 BMIMPF6 1.209±0.026 乳化剂 EL-35 12.090±0.708 

 橄榄油 0.019±0.001  聚山梨酯 80 12.852±0.703 

 油酸 0.017±0.003  RH-40 1.534±0.025 

 油酸乙酯 0.122±0.018 助乳化剂 1,2-丙二醇 243.993±19.025 

 蓖麻油 0.422±0.006  PEG400 209.001±3.944 

 GTCC 0.020±0.003  甘油 232.327±20.765 

 IPM 0.801±0.001  无水乙醇 0.333±0.050 

 

酸的溶解能力更大；助乳化剂中，1,2-丙二醇、甘

油和 PEG400 对甘草酸的溶解度均较高，无显著差

异。基于以上结果，最终选择 BMIMPF6 为油相，

聚山梨酯 80 和 EL-35 为乳化剂，甘油、1,2-丙二醇

和 PEG400 为助乳化剂用于进一步的处方筛选。 

2.3  配伍实验 

2.3.1  乳化剂的筛选  为了进一步考察辅料的相容

性，筛选出适宜的乳化剂，将 BMIMPF6 分别与乳

化剂（聚山梨酯 80、EL-35）以质量比 1∶9、2∶8、

3∶7、4∶6、5∶5 涡旋混合均匀，于室温下静置，

观察是否分层。按如下方法进行配伍实验：取空白

微乳 0.5 g，在 100 r/min 磁力搅拌下加入到 50 mL 

37 ℃的蒸馏水中，观察乳化情况，根据表 2 的目测

评价标准进行等级分类[19]，因 BMIMPF6 的密度比

水大，因此略做改动。由相容性和配伍结果（表 3）

可知，乳化剂聚山梨酯 80 与 BMIMPF6 配伍后相容

性和乳化性较好，所以最终选取聚山梨酯 80 作为乳

化剂。 

2.3.2  助乳化剂的筛选  分别将聚山梨酯 80 和助

乳化剂甘油、PEG400、1,2-丙二醇以 2∶1 混匀后，

再将 BMIMPF6 与上述混合物按质量比 1∶9、2∶8、 

表 2  乳化等级分类 

Table 2  Classification of emulsification grade 

乳化 

等级 
外观描述 

A 级 在 1 min 之内快速乳化，外观呈澄清或淡蓝色乳光 

B 级 在 1 min 之内快速乳化，外观呈半透明或蓝白光 

C 级 在 2 min 之内乳化，外观呈亮白色不透明液体 

D 级 乳化时间超过 2 min，外观呈暗灰色或底部略带油滴 

E 级 不发生乳化，底部有油滴 

3∶7、4∶6、5∶5 涡旋混合均匀，室温下静置，观

察是否分层，评测方法同“2.3.1”项。结果（表 4）

显示，PEG400 的乳化能力最优，因此最终选择

PEG400 为助乳化剂。 

表 3  不同油相与乳化剂的配伍实验 

Table 3  Compatibility experiment of different oil and 

surfactants 

油相/乳化剂 
乳化等级分类 

1∶9 2∶8 3∶7 4∶6 5∶5 

BMIMPF6/聚山梨酯 80 A A A～B D～E E 

BMIMPF6/EL-35 A A～B D E E 

表 4  油相与混合乳化剂的配伍实验 

Table 4  Compatibility experiment of oil and mixed 

surfactants 

油相/乳化剂/助乳化剂 
乳化等级分类 

1∶9 2∶8 3∶7 4∶6 5∶5 

BMIMPF6/聚山梨酯 80/1,2-丙二醇 A A～B C～D E E 

BMIMPF6/聚山梨酯 80/PEG400 A A A～B D～E D～E 

BMIMPF6/聚山梨酯 80/甘油 D～E E 分层 分层 分层 
 

2.4  绘制伪三元相图 

通过绘制伪三元相图确定乳化剂和助乳化剂的

比例（Km）以及成乳区域。将聚山梨酯 80 与 PEG400

分别以 2∶1、3∶1、4∶1 混合均匀形成混合乳化剂

（Smix），然后将BMIMPF6与Smix按质量比1∶9～9∶

1 混匀，37 ℃、100 r/min 磁力搅拌下滴加蒸馏水至

体系从澄清透明状变为淡蓝色乳光或浑浊时，记录

加水量。通过 Origin 2019b 软件绘制伪三元相图，

将能形成澄清或带有蓝色乳光的实验点定为伪三元

相图中可形成微乳的处方点，这些点连接后与水相

顶点形成的封闭区域，即为成乳区，结果见图 2。

微乳区域面积越大，说明微乳处方越稳定，最终确

定 Km为 3∶1。为进一步开发最优处方，采用 D-最

优混料设计进行处方优化。 

2.5  D-最优混料设计优化微乳处方 

2.5.1  试验设计  D-最优混料设计是一种常用的

混料设计方法，具有设计简单、预测精度高、多目

标同步优化等特点。本研究以 BMIMPF6 的用量

（X1）、Smix 的用量（X2）和水的用量（X3）为自变

量（3 相质量分数总和始终为 1），平均粒径（Y）

为因变量，采用 D-最优混料设计对微乳处方进行优

化。根据伪三元相图确定 BMIMPF6、Smix、水的用量

分别为 2.6%～10%、37.8%～50%、47.3%～55.6%， 
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图 2  不同 Km (2∶1、3∶1、4∶1) 下的伪三元相图 

Fig. 2  Pseudo-ternary phase diagrams at different Km (2∶1, 3∶1, 4∶1) 

实验设计和结果见表 5。按照表 5 中处方称取

BMIMPF6、Smix，于 37 ℃、100 r/min 磁力搅拌 5 min

混匀后，加入甘草酸原料药，磁力搅拌混匀，再加

入处方量的蒸馏水，同等转速下磁力搅拌 1 h，即得

GA-IL-ME，其中甘草酸质量分数为 20 mg/g。 

2.5.2  模型拟合及效应面分析  用 Design Expert 

13软件对实验结果进行方差及 2次多项式回归拟合

分析，得到粒径的非线性回归方程为 Y＝33.86 X1＋

8.69 X2＋9.49 X3－26.78 X1X2－22.24 X1X3＋0.079 7 

X2X3，R2＝0.989 1，P＜0.000 1，失拟项 P＝0.449 4，

拟合方程的相关系数较好，显著性水平 P 值＜0.05，

失拟项 P 值＞0.05，表明该模型与真实数据之间具

有较高的拟合度，模型预测可信度良好，可用于最 

表 5  D-最优混料设计及结果 ( x s , n = 3) 

Table 5  D-optimal mixture design and results ( x s , n = 3) 

序号 X1/% X2/% X3/% Y/nm 

1 8.65 40.91 50.45 14.74±0.72 

2 6.60 37.80 55.60 12.32±0.03 

3 2.60 41.80 55.60 9.32±0.54 

4 5.64 43.58 50.79 10.45±0.10 

5 2.60 44.55 52.85 9.03±0.27 

6 3.34 46.91 49.75 9.59±0.23 

7 10.00 42.70 47.30 17.27±0.78 

8 10.00 37.80 52.20 19.66±0.34 

9 6.80 45.90 47.30 11.69±0.24 

10 6.60 37.80 55.60 12.90±0.13 

11 5.82 40.78 53.40 10.57±0.54 

12 10.00 37.80 52.20 18.33±0.12 

13 2.60 50.00 47.40 8.30±0.08 

14 2.60 41.80 55.60 9.23±0.10 

15 10.00 42.70 47.30 17.41±0.69 

16 2.60 50.00 47.40 8.64±0.14 

优处方的分析及预测。 

根据回归模型绘制等高线图和3D响应面图（图

3），可以直观地反映各因素对响应值的影响以及最

优条件下各因素的取值。由图可知随着 BMIMPF6

用量的增加以及 Smix用量的减少，微乳粒径随之增

大，适当的减少 BMIMPF6 用量或增加乳化剂比例

可以使粒径减小。 

2.5.3  验证实验  根据 Design Expert 13 软件综合

评价后得微乳最优处方（以粒径最小为优）：

BMIMPF6-Smix-水 5.8∶43.2∶51.0，在此条件下，粒

径的预测值为 10.76 nm。根据最优处方构建目标微

乳，精密称取 BMIMPF6 0.58 g、聚山梨酯 80 3.24 g，

PEG400 1.08 g，于 37 ℃、100 r/min 磁力搅拌 5 min

混匀后，加入甘草酸原料药，磁力搅拌混匀，再加

入 5.10 g 蒸馏水，同等转速下磁力搅拌 1 h，即得

GA-IL-ME，处方中甘草酸质量分数为 20 mg/g。平

行制备 3 份 GA-IL-ME 进行处方验证。所制 3 份微

乳粒径分别为 9.77、11.27、10.80 nm，平均粒径为

（10.61±0.63）nm，实测值与预测结果相近，说明

采用D-最优混料设计优化GA-IL-ME处方具有良好

的预测性和重现性。 

2.6  GA-IL-ME 的质量评价 

2.6.1  外观和形态  如图 4-A 所示，在室温下，GA- 

IL-ME 外观呈黄色澄清透明的均一状液体，静置不

分层，具有良好的流动性和丁达尔现象。取 GA-IL- 

ME适量，蒸馏水稀释 10倍后取适量滴加到铜网上，

待挥干后，2%磷钨酸溶液负染 10 min，晾干后，于

TEM 下观察，结果如图 4-B、C 所示，GA-IL-ME

粒径较小，大小分布均匀，呈均匀的球形或类球形。 

2.6.2  粒径、PDI 和 ζ 电位  取 GA-IL-ME 用蒸馏

水稀释 10 倍，纳米粒度仪测定其粒径及 PDI，每个

样品重复测定 3 次。结果表明，GA-IL-ME 的平均 
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图 3  配方变量对粒径影响的等高线图 (A) 和 3D 响应面图 (B) 

Fig. 3  Contour plot (A) and 3D response surface plot (B) of effect of formula variables on particle size 

   

图 4  GA-IL-ME 的外观及丁达尔效应图 (A)、TEM 图 (100 nm, B; 20 nm, C) 

Fig. 4  Appearance and Tyndall effect diagram of GA-IL-ME (A) and its TEM image (100 nm, B; 20 nm, C) 

粒径为（10.61±0.63）nm，PDI 为 0.130±0.022，

粒径分布见图 5；取上述微乳稀释液用电位仪测得

其 ζ 电位为（−10.29±0.22）mV。PDI 值是反映微

乳均一性的重要指标，PDI 越小，体系均一性越好，

越易保持稳定，本实验所制备的微乳粒径小且分布

均匀；一般 ζ 电位控制在−20～−50 mV 时体系较为

稳定，本实验所制备的微乳 ζ 电位不在该界限范围

内，但这并不能说明 GA-IL-ME 不稳定，有研究表

明，ζ 电位的测定对评价非离子型表面活性剂制备

的乳剂稳定性价值不大，此外，不少文献制备的稳

定性微乳 ζ 电位也不高[20-23]。因此，从粒径及粒径

分布初步分析 GA-IL-ME 具有较好的稳定性。 

 

图 5  GA-IL-ME 的粒径分布 

Fig. 5  Particle size of GA-IL-ME 

2.7  稳定性实验 

2.7.1  高速离心稳定性  取 2 g 微乳于 5000 r/min

离心 30 min（离心半径 8.5 cm），离心后微乳外观

依然澄清透明，无沉淀和无分层现象。 

2.7.2  储存稳定性考察  取 GA-IL-ME 3 份，分别

于 4 ℃、室温（25 ℃）、40 ℃下储存 30 d，于第 0、

1、3、5、10、20、30 天取样，观察微乳外观性状、

粒径及药物含量的变化情况。结果表明，在储存期

间微乳外观保持不变，未出现分层或沉淀；粒径和

药物含量的变化如表 6 所示，随着储存时间的增加，

微乳粒径略有增大，药物含量略有下降，且温度越

高，越不利于微乳的储存，相较于室温和 40 ℃，

4 ℃低温储存更有利于保持微乳的稳定性。 

2.7.3  高温实验  将 3 份等量微乳（与储存稳定性

实验同一批次）密封于西林瓶中，分别于 70、80、

90、100 ℃下水浴加热 30 min，室温放置 24 h 后，

考察微乳的外观、粒径及粒径分布、ζ 电位及药物

含量有无变化[18]。70～100 ℃处理后，外观上微乳

未出现分层、沉淀等现象；粒径随着温度升高而增

大，但 PDI 却随之减小（表 7），这可能是因为温度 
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表 6  GA-IL-ME 的储存稳定性 ( x s , n = 3) 

Table 6  Storage stability of GA-IL-ME ( x s , n = 3) 

储存 

条件/℃ 

储存 

时间/d 
外观性状 粒径/nm 

甘草酸/ 

(mg∙g−1) 

4 1 黄色澄清透明 10.61±0.63 19.69±0.80 

 3 黄色澄清透明 10.84±0.57 19.80±0.92 

 5 黄色澄清透明 11.05±0.49 19.30±0.99 

 10 黄色澄清透明 11.05±0.53 19.49±0.43 

 20 黄色澄清透明 11.64±0.35 19.26±1.06 

 30 黄色澄清透明 11.85±0.46 19.13±1.17 

25 1 黄色澄清透明 10.61±0.63 19.69±0.80 

 3 黄色澄清透明 10.73±0.69 19.65±0.84 

 5 黄色澄清透明 11.02±0.50 19.14±0.91 

 10 黄色澄清透明 11.37±0.40 19.42±0.61 

 20 黄色澄清透明 11.63±0.38 19.10±0.93 

 30 黄色澄清透明 12.08±0.42 18.87±1.01 

40 1 黄色澄清透明 10.61±0.63 19.69±0.80 

 3 黄色澄清透明 10.78±0.88 19.62±0.43 

 5 黄色澄清透明 11.41±0.60 19.02±0.82 

 10 黄色澄清透明 11.76±0.40 18.66±0.77 

 20 黄色澄清透明 12.15±0.58 18.65±0.77 

 30 黄色澄清透明 12.38±0.54 18.21±0.68 

表 7  不同温度对 GA-IL-ME 稳定性的影响 ( x s , n = 3) 

Table 7  Effects of different temperatures on stability of 

GA-IL-ME ( x s , n = 3) 

温度/℃ 粒径/nm PDI ζ 电位/mV 
甘草酸/ 

(mg∙g−1) 

70 10.86±0.49 0.131±0.023 −9.80±0.27 19.85±0.61 

80 10.90±0.60 0.129±0.020 −8.57±0.72 19.56±0.03 

90 11.91±0.46 0.129±0.022 −7.75±1.11 19.48±0.01 

100 12.18±0.33 0.127±0.023 −7.59±0.34 19.34±0.02 

 

的升高降低了表面活性剂亲水性头部基团与水分子

之间的氢键或水化作用，减小了界面曲率，导致团

聚体尺寸增大，从而使微乳粒径变大[24]，同时热处

理可能使粒子对乳化剂的吸附作用减弱，乳胶粒周

围的双电子层变薄，粒子聚集增多，从而使微乳的

PDI 减小[18]；此外，随着温度的升高，ζ 电位从 

（−9.80±0.27）mV 上升到（−7.59±0.34）mV，药

物含量略有下降。以上结果均表明 GA-IL-ME 体系

对热较稳定。 

2.7.4  冷热和冻融循环实验 

（1）冷热循环：将 3 份与储存稳定性实验同一

批次的 GA-IL-ME 密封于西林瓶中，置于 4 ℃冰箱

存放 48 h 后，再于 45 ℃存放 48 h，如此于 4 ℃和

45 ℃之间循环贮存 6 次。 

（2）冻融循环：将 3 份 GA-IL-ME 密封于西林

瓶中，置于−20 ℃存放 48 h 后，再于 25 ℃存放 48 

h，如此于−20 ℃和 25 ℃之间循环贮存 3 次[25]。观

察微乳在循环实验中是否发生相分离并测定其粒

径、PDI 和药物含量。结果表明，冷热循环后微乳

粒径、PDI 和药物含量分别为（11.82±1.17）nm、

0.143±0.013 和（18.34±0.67）mg/g，冻融循环后分

别为（12.15±0.96）nm、0.144±0.017 和（17.43±

0.15）mg/g。经过冷热和冻融循环实验后，GA-IL-ME

外观仍澄清透明，未出现沉淀、相分离等情况；粒

径和 PDI 略有增加，药物含量略有下降，说明该系

统可以在升温或冷冻后自我修复，进一步证明了

GA-IL-ME 有较好的稳定性。 

2.8  GA-IL-ME 体外透皮实验 

2.8.1  实验皮肤的制备  小鼠实验前 1 d 用脱毛膏

去除腹部毛发，静养 1 d 后颈椎脱臼处死，剪下腹

部皮肤，除去皮下脂肪和其他组织，再用生理盐水

冲洗干净，滤纸吸去多余水分后于−20 ℃冰箱中保

存，1 周内使用。 

2.8.2  体外经皮吸收实验  采用 Franz 扩散池进行

体外透皮实验。取预先处理好的鼠皮，用生理盐水

浸泡 30 min，滤纸吸干备用。鼠皮角质层面向供给

池，真皮层面向接收池并与接收液接触，确保接收

液和皮肤之间没有气泡，用铁夹固定装置。接收液

为 PBS 缓冲液（pH 7.4），水浴温度（32.0±0.5）℃，

搅拌速度 350 r/min。 

实验开始前，先打开透皮扩散仪，用接收液稳

定 30 min，然后向供给池中分别加入的 1 g 的甘草

酸水溶液、GA-IL-ME 和甘草酸 O/W 型微乳液（该

微乳油相为传统油相中对甘草酸溶解能力最高的

IPM，除油相种类外其余均与 GA-IL-ME 保持一致，

记为 GA-IPM-ME）。分别于 1、2、4、6、8、10、

12、24 h 从接收池中取出 1 mL 接收液，取样后补

充等量同温的空白接收液。样品经 0.45 μm 滤膜滤

过后 HPLC 进样分析测定药物含量。按下列公式计

算单位面积累积渗透量（Qn）、渗透速率（Js）和渗

透系数（Kp）。 

Qn＝(CnV0＋

1

1

n

i

−

=

CiV)/A 

Js＝dQn/dt 
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Kp＝Js/C0 

Cn 为第 n 个取样点测得的药物质量浓度，V0 为接收池体积，

Ci 为第 i（i＝n－1）个取样点测得的药物质量浓度，V 为取

样体积，A 为有效透皮面积，t 为取样时间，C0 为药物初始

质量浓度，本实验中，V0＝15 mL，V＝1 mL，A＝3.14 cm2，

C0＝20 mg/g 

体外透皮吸收曲线如图 6 所示，相关渗透参数

见表 8。结果表明，GA-IL-ME 的透皮渗透性能优

于 GA-IPM-ME 和甘草酸水溶液。GA-IL-ME 的 Qn

值为（310.37±33.65）μg/cm2，分别是 GA-IPM-ME

的 1.35 倍和甘草酸水溶液的 6.76 倍。表明将甘草酸

制备成新型离子液体微乳（GA-IL-ME）能够促进

甘草酸的经皮渗透，同时，与普通的 O/W 型微乳

（GA-IPM-ME）相比，离子液体的引入能明显增加

微乳的促渗活性。动力学结果表明，GA-IL-ME 的

透皮速率最快，GA-IPM-ME 次之，甘草酸水溶液

最慢。 

2.9  细胞毒性评价 

CCK8 法比较 GA-IL-ME 与 GA-IPM-ME 对

HaCaT 细胞的毒性大小。取对数生长期且生长状况 
 

 

图 6  甘草酸水溶液、GA-IPM-ME、GA-IL-ME 的体外透

皮吸收曲线 ( x s , n = 3) 

Fig. 6  In vitro transdermal absorption curve of GA aqueous 

solution, GA-IPM-ME and GA-IL-ME ( x s , n = 3) 

表 8  渗透 24 h 后甘草酸水溶液、GA-IPM-ME 和 GA-IL- 

ME 的 Qn、Js和 Kp ( x s , n = 3) 

Table 8  Qn, Js and Kp of GL solution, GA-IPM-ME and 

GA-IL-ME after permeating for 24 h ( x s , n = 3) 

参数 Qn/(μg∙cm−2) Js/(μg∙cm−2∙h−1) Kp/(×10−3 cm∙h−1) 

甘草酸水溶液 45.90±4.11 1.99±0.14 0.10±0.01 

GA-IPM-ME 230.99±20.81*** 10.77±1.06*** 0.54±0.05*** 

GA-IL-ME 310.37±33.65***# 14.36±1.53*** 0.72±0.08*** 

与甘草酸水溶液比较：***P＜0.001；与 GA-IPM-ME 比较：#P＜0.05 

***P < 0.001 vs GL aqueous solution; #P < 0.05 vs GA-IPM-ME 

良好的 HaCaT 细胞，以 5×103个/孔接种于 96 孔板

中，空白组加入等量无细胞培养基，37 ℃贴壁培养

72 h[15]。取出 96 孔板，吸去孔内培养基，分别加入

100 μL 含甘草酸质量浓度为 3.125、6.250、12.500、

50.000、100.000 μg/mL的GA-IPM-ME及GA-IL-ME

培养基，对照组加空白培养基，置培养箱继续培养

24 h后，吸去培养基，每孔加入 100 μL含 10% CCK8

的无血清培养基，于 37 ℃继续孵育 1 h 后，用酶标

检测仪于波长 450 nm 处测定吸光度（A）值。按下

列公式计算细胞存活率。 

细胞存活率＝(A 样品－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

不同质量浓度的 GA-IL-ME 及 GA-IPM-ME 对

HaCaT 细胞存活率的影响结果如表 9 所示。结果表

明，当甘草酸质量浓度在 3.125～25.000 μg/mL 时，

GA-IL-ME 和 GA-IPM-ME 均表现出良好的生物相

容性，细胞存活率均大于 90%；而当甘草酸质量浓

度增大至 50.000 μg/mL 时，2 种微乳均使 HaCaT 细

胞的存活率下降至小于 80%。上述结果表明，与传

统微乳制剂中常用油相 IPM 相比，将离子液体引入

微乳并未对 HaCaT 细胞产生明显的细胞毒性作用。 

3  讨论 

在微乳处方中，油相是微乳的重要载体，影响

微乳的载药量和乳化效果；乳化剂主要用来提供基 

表 9  不同质量浓度 GA-IL-ME、GA-IPM-ME 对 HaCaT

细胞存活率的影响 ( x s , n = 3) 

Table 9  Effects of GA-IL-ME and GA-IPM-ME with 

different concentrations on survival rate of HaCaT cells 

( x s , n = 3) 

组别 药物剂量/(μg·mL−1) 细胞存活率/% 

GA-IL-ME 3.125 103.25±1.69 

 6.250 100.66±2.38 

 12.500 96.43±1.09 

 25.000 90.98±2.61 

 50.000 51.18±3.60 

 100.000 10.21±3.36*** 

GA-IPM-ME 3.125 104.21±3.98 

 6.250 96.75±2.26 

 12.500 100.74±2.13 

 25.000 92.64±2.22 

 50.000 55.61±4.89 

 100.000 36.70±2.20 

与 GA-IPM-ME 比较：***P＜0.001 

***P < 0.001 vs GA-IPM-ME 
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本的微乳化特性；助乳化剂用于降低界面张力，增

强乳化效果，稳定乳滴，同时还具有很好的增溶作

用[26]。因此，药物的溶解度、处方的相容性以及微

乳的稳定性常常作为处方筛选的重要指标。所以，

本次研究通过溶解度实验、配伍实验和绘制伪三元

相图，选择了溶解性能最优的 BMIMPF6 作为油相；

相容性良好的聚山梨酯80和PEG400作为乳化剂和

助乳化剂，并通过伪三元相图确定了两者的最佳比

例。在筛选油相时发现 BMIMPF6 对甘草酸有一定

的增溶作用，这可能是由于 BMIMPF6 和甘草酸之

间产生了氢键作用和范德华力[27]；绘制伪三元相图

时发现一些原本澄清透明的样品放置 2 h 后底部会

出现油滴，说明这些体系不稳定，所以在本次实验

中将这些处方进行了剔除，这提示在绘制伪三元相

图时，不能仅以微乳外观作为评判指标，还应该考

虑其稳定性。 

粒径是衡量微乳质量的重要指标之一，粒径越

小，微乳表面积越大，越有利于药物的透皮吸收。

有研究表明，当微乳粒径大于 600 nm 时，药物主

要停留在角质层，无法到达皮肤深层；当粒径小于

300 nm 时可以有效地将药物传递到皮肤的深层[28]。

因此，本实验以粒径为评价指标，采用 D-最优混料

设计优化处方，以最大程度的增加皮肤透过量。实

验中发现，油相的减少和混合乳化剂的增加均有利

于粒径的减少，这主要是因为离子液体的浓度越高

所形成的油滴越大，要在油滴周围形成稳定的界面

膜，需要更多的表面活性剂去调节[29]。 

体外透皮结果显示，GA-IL-ME 的 Qn 和 Js均高

于 GA-IPM-ME 和甘草酸水溶液，其中水溶液最差。

原因可能有以下几个方面：①药物纳米化后，粒径

显著减小，比表面积增大，增加了皮肤接触面，利

于甘草酸的透皮吸收；②微乳本身可以通过增溶、

增加角质层的水化作用以及破坏脂质双分子层来促

进药物渗透；③GA-IL-ME 的平均粒径比 GA-IPM- 

ME 的平均粒径（11.3±0.6）nm 小，更有利于透皮

吸收；④BMIMPF6 具有增溶作用，同时其阳离子基

团咪唑基具有促渗作用[30-31]。 

尽管离子液体有众多的优点，但其毒性一直是

人们关注的话题，所以，本实验选取 HaCaT 细胞株

进一步评价了 GA-IL-ME 的体外毒性。IPM 无毒性

和刺激性、保湿性好，是局部外用制剂和化妆品的

常用辅料之一[32]，所以在细胞毒性试验中继续将

GA-IPM-ME 作为参比制剂。结果显示，GA-IL-ME

和GA-IPM-ME对HaCaT细胞存活率的影响基本一

致，其中 GA-IL-ME 的毒性略大于 GA-IPM-ME。

说明在本实验的使用剂量下，GA-IL-ME 与 GA- 

IPM-ME 的安全性基本一致，可以用于透皮给药。 

综上所述，本研究制备的 GA-IL-ME 粒径均一，

具有较好的稳定性、经皮促渗能力以及生物相容性，

证明 IL-ME 对甘草酸的溶解和透皮吸收具有促进

作用，为提高甘草酸药效奠定了基础。后期将继续

开展皮肤刺激性和药效学评价研究，以期为 GA-IL- 

ME 提供更为全面的研究资料，为甘草酸新制剂研

究开发提供有价值的参考。 
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