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基于“药辅合一”理念的当归精油纳米乳递药系统的构建、表征及评价  

邱  菁，徐纯艺，周玮玲，赵淋仙，李燕燕，胡慧玲* 

成都中医药大学药学院 西南特色中药资源国家重点实验室，四川 成都  611137 

摘  要：目的  构建当归精油纳米乳（Angelica Sinensis Radix essential oil-loaded nanoemulsion，AEO-NE）递药系统并对其

进行表征及稳定性、毛囊靶向、毛发生长促进作用评价。方法  分别应用伪三元相图法和星点设计-响应面法（central composite 

experiment design-response surface method，CCD-RSM）对纳米乳处方进行筛选和优化。对纳米乳乳剂类型、粒径、ζ 电位、

多分散指数（polydispersity index，PDI）、微观形态、黏度、pH 值进行表征。以粒径、PDI、外观变化及 Z-藁本内酯含量为

指标，评价最优处方纳米乳离心稳定性、放置稳定性以及稀释稳定性。通过在体给药荧光标记的 AEO-NE 于小鼠背部皮肤

研究制剂毛囊靶向能力。应用 C57BL/6 小鼠研究 AEO-NE 体内促进毛发生长的作用。结果  AEO-NE 最优处方为 AEO-辛基

酚聚氧乙烯醚 10（OP-10）-无水乙醇-水（2.25∶0.75∶1∶96）；按最优处方所制 AEO-NE 外观澄清、透明、微泛蓝光，乳剂

类型为 O/W 型，平均粒径为（15.95±0.33）nm，PDI 为 0.11±0.02，ζ 电位为（−0.14±0.10）mV，pH 值为 5.89±0.16，黏

度为（1.57±0.08）mPa·s，透射电镜结果表明 AEO-NE 乳滴呈球形，外观圆整，大小在 20 nm 内。AEO-NE 离心稳定性、稀

释稳定性良好，在 4 ℃条件下密封避光放置稳定性良好，粒径及 Z-藁本内酯含量无显著变化。AEO-NE 局部皮肤给药 24 h

内均表现出毛囊靶向性，具有促进毛发生长的作用。结论  基于“药辅合一”理念，成功构建了以 AEO 为唯一油相的 AEO-

NE，其宏观及微观形态、相关理化性质符合纳米乳制剂要求，稳定性良好，在靶向促进毛发生长方面具有一定潜力。 
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Construction, characterization and evaluation of Angelica Sinensis Radix 

essential oil-loaded nanoemulsion drug delivery system based on concept of 

“combination of drugs and adjuvants” 
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Abstract: Objective  To prepare, characterize Angelica Sinensis Radix essential oil (AEO)-loaded nanoemulsion (AEO-NE) and 

evaluate on its hair follicle targeted capacity, hair growth promoting effect and stability. Methods  The pseudo-ternary phase diagram 

method and central composite design-response surface method (CCD-RSM) were used to screen and optimize the prescription of AEO-

NE, respectively. The type, average droplet size, ζ potential, polydispersion index (PDI), microscopic morphology, viscosity and pH of 

AEO-NE were characterized. The centrifugation stability, placement stability and dilution stability of the optimized AEO-NE were 

evaluated with particle size, PDI, appearance change and content of Z-ligustilide as indicators. The hair follicle targeted ability of AEO-

NE was investigated by administrating fluorescin-labeled AEO-NE to the back skin of mice in vivo. The promoting effect of AEO-NE 

on hair growth was studied in C57BL/6 mice. Results  The optimized formula of AEO-NE consisted 2.25% octylphenol 

polyoxyethylene ether 10 (OP-10), 0.75% absolute ethanol, 1% AEO and 96% water; The appearance of the optimized AEO-NE was 

clear, transparent and slightly blue. The emulsion type is O/W type, the average particle size was (15.95 ± 0.33) nm, the PDI was   

0.11 ± 0.02, the ζ potential was (−0.14 ± 0.10) mV, the pH value was 5.89 ± 0.16, and the viscosity was (1.57 ± 0.08) mPa·s. The result 

of transmission electron microscope showed that AEO-NE was spherical and round, and its size was within 20 nm. AEO-NE had good 
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stability in centrifugation and dilution, and was stable at 4 ℃ avoiding light with no significant changes in droplet size and Z-ligustilide 

content. AEO-NE showed hair follicle targeted property within 24 h with local skin administration, and had the effect of promoting 

hair growth. Conclusion  Based on the concept of “combination of drugs and adjuvants”, the AEO-NE with AEO as the only oil phase 

was successfully constructed. Its macro- and micro-morphology, related physical and chemical properties met the requirements of 

nanoemulsion preparation. With good stability, AEO-NE had certain potential in hair follicle-targeted promoting hair growth. 

Key words: Angelica Sinensis Radix essential oil; nanoemulsion; selection of composition; CCD-RSM; characterization; stability 

evaluation; hair follicle targeted; hair growth promoting effect 

 

当归为伞形科植物当归 Angelica sinensis (Oliv.) 

Diels 的干燥根，具有补血活血、调经止痛、润肠通

便的功效，兼具极高的药用价值和食用价值[1]。当

归精油（Angelica Sinensis Radix essential oil，AEO）

是当归中主要活性部位之一，含量约为 1%。研究表

明 AEO 具有多种药理作用，包括抗氧化、抗炎、抑

菌等[2-5]。除此之外，当归作为“血中圣药”，对因气

血不足和失于调达造成的斑秃、脂溢性脱发等具有

良好的治疗效果。临床研究发现，以 95%乙醇配制

的含生药质量浓度为 0.25 g/mL 的 AEO 溶液临床治

疗脱发有效率达 76.2%[6]。 

无翅型 MMTV 整合位点家族成员（wingless-

type MMTV integration site family，Wnt）、骨形态发

生蛋白（bone morphogenetic protein，BMP）、外胚

叶发育不全蛋白基因（ectodysplasin-A，Eda）、Notch

和 Shh（Sonic hedgehog）通路与毛囊的分化及其形

态产生密切相关，而核转录因子-κB（nuclear factor-

κB，NF-κB）的水平对于以上信号通路的调控至关

重要[7]。Wu 等[8]研究发现，AEO 的主要成分 Z-藁

本内酯具有抑制 NF-κB 信号通路的作用。对接斑秃

主要原因——免疫炎性浸润，AEO 具有显著的抗炎

作用，能够显著下调肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis 

factor-α，TNF-α）、白细胞介素-6（interleukin-6，IL-

6）、IL-1β 等促炎因子水平[9-10]。综上，AEO 在改善

脱发、促进毛发生长方面具有一定潜力。然而，AEO

亲脂性强，其主要成分具有遇光、热不稳定，水溶

性差的缺点，限制了其在临床上的应用。 

与普通乳液不同，纳米乳（nanoemulsion，NE）

乳滴平均直径通常小于 100 nm，因而其外观一般呈

透明或半透明状[11-12]。NE 具有增加难溶性药物溶

解度[13]、提高稳定性[14]及生物利用度[15]的作用，是

挥发油类药物的优良载体。此外，NE 具有较强的皮

肤递送能力[16]，且其黏度小，皮肤顺应性良好[17]。

AEO 作为改善脱发症状的潜力药效物质，不但自身

具有良好的皮肤渗透性，还对多种生物活性成分具

有一定的促渗透作用[18]，具备“药辅合一”的应用

特色。 

基于提高 AEO 稳定性、增强患者顺应性并充

分体现“药辅合一”的原则，本研究拟将 AEO 作为

油相制成经皮给药的纳米乳制剂，对其理化性质进

行表征，并评价制剂稳定性及其毛发生长促进作用，

以为斑秃、脂溢性脱发等皮肤疾病相关制剂的研发

提供理论和实验依据。 

1  材料与仪器 

1.1  药品与试剂 

辛基酚聚氧乙烯醚 10（OP-10）、氢化蓖麻油聚

氧乙烯醚（C0-40）、聚氧乙烯氢化蓖麻油（RH 40）、

1,3-丁二醇、Labrasol、聚乙二醇-400（PEG-400），

山东优索化工科技有限公司；聚山梨酯-80（Tween-

80，T80）、无水乙醇、甘油，成都市科隆化学品有

限公司；苏丹 III 染色液、1%亚甲基蓝染色液，北

京索莱宝科技有限公司；无水硫酸钠，重庆茂业化

学试剂有限公司；对照品 Z-藁本内酯，批号 MUST-

22022602，10 mg/mL，2 mL/支，成都曼斯特生物科

技有限公司；尼罗红，上海麦克林生化科技有限公

司；达霏欣（2%米诺地尔），陕西振东安欣生物制

药有限公司，批号 20220503。 

1.2  仪器与设备 

85-2A 型数显恒温测速磁力搅拌器，常州越新

仪器制造有限公司；QUINTIX35-1CN 型十万分之

一电子分析天平，赛多利斯科学仪器有限公司；pHs-

3C 型 pH 计，上海仪电科学仪器股份有限公司；

LitesizerTM 500 型纳米粒度电位仪，上海安东帕商贸

有限公司；JEM 2100F 型透射电子显微镜（TEM），

日本捷欧路科贸有限公司；DM6B 型显微镜、SOPI-

SW0033 型冷冻切片机，德国徕卡仪器有限公司；

Agilent 1260 型高效液相色谱仪，含 DAD 检测器，

美国 Agilent 公司。 

1.3  实验动物 

6 周龄健康雄性 SPF 级 C57BL/6 小鼠，体质量

（20±2）g，由成都达硕实验动物有限公司提供，实

验动物许可证号为 SYXK（川）2020-030。所有小
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鼠实验期间全程饲养于（25±1）℃和 50%～60%湿

度下，每 12 小时进行光照/黑暗交替，并允许自由

获取水和食物，实验开始前适应性喂养 1 周。所有

动物实验遵循成都中医药大学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  AEO 的制备 

取当归药材粉末适量，精密称定，参照《中国

药典》2020 年版挥发油测定法甲法采用水蒸气蒸馏

法提取 AEO，收集并用无水硫酸钠处理后，于 4 ℃

避光储存备用。采用 GC-MS 分析 AEO 的化学成分，

其中以 Z-藁本内酯含量最高，占比约 80%。 

2.2  当归精油纳米乳（AEO-NE）的制备 

精密称取处方量的 OP-10 和无水乙醇，磁力搅

拌混匀后加入 AEO，磁力搅拌使其充分混匀，再逐

滴加入去离子水，于室温、800 r/min 条件下磁力搅

拌 30 min，即得 AEO-NE。 

2.3  Z-藁本内酯 HPLC 含量测定 

2.3.1  色谱条件  色谱柱为 Desc: Uranus C18 柱

（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为乙腈-水（55∶

45）；检测波长 320 nm；柱温 35 ℃；体积流量 1.0 

mL/min；进样体积 10 μL。 

2.3.2  Z-藁本内酯对照品溶液的配制  精密量取 Z-

藁本内酯对照品溶液（10 mg/mL）100 μL 置于 10 

mL 棕色量瓶中，加适量甲醇超声溶解并定容至刻

度，配制成质量浓度为 100 μg/mL 的 Z-藁本内酯对

照品储备液。 

2.3.3  AEO-NE 供试品溶液的制备  精密吸取 200 

μL AEO-NE 于 10 mL 棕色量瓶中，先加 5 mL 甲醇

超声 5 min 破乳后，静置，再用甲醇定容，经 0.22 

μm 微孔滤膜滤过，取续滤液作为 AEO-NE 供试品

溶液。 

2.3.4  阴性对照溶液的制备  取空白纳米乳（blank 

NE，B-NE）溶液，按照“2.3.3”项下方法制备，即

得阴性对照溶液。 

2.3.5  专属性考察  分别将 Z-藁本内酯对照品溶

液、AEO-NE 供试品溶液、阴性对照溶液进样高效

液相色谱仪，记录各色谱图，结果见图 1，Z-藁本内

酯在供试品溶液和对照品溶液中的出峰位置一致，

结果表明 AEO-NE 中其他成分对 Z-藁本内酯含量

测定无影响。 

2.3.6  线性关系考察  精密配制质量浓度分别为

1.00、2.00、5.00、10.00、20.00、50.00、100.00 μg/mL 

 

图 1  B-NE (A)、Z-藁本内酯对照品 (B) 和 AEO-NE 样品 

(C) 的 HPLC 图 

Fig. 1  HPLC of B-NE (A), Z-ligustilide reference substance 

(B), and AEO-NE sample (C) 

的 Z-藁本内酯对照品溶液，按“2.3.1”项下色谱条

件，进样 10 μL，以 Z-藁本内酯对照品质量浓度为

横坐标（X），峰面积为纵坐标（Y），得回归方程为

Y＝9.704 7 X＋2.158 2，R2＝0.999 6，结果表明 Z-藁

本内酯在 1.00～100.00 μg/mL 线性关系良好。 

2.3.7  精密度考察  取同一 AEO-NE 供试品溶液，

用 0.22 μm 微孔滤膜滤过后，按“2.3.1”项下色谱

条件，进样 10 μL，重复进样 6 次，记录色谱峰面

积并计算其 RSD 值，结果表明 RSD 值为 0.12%，

仪器精密度良好。 

2.3.8  重复性试验  取同一批 AEO-NE 6 份，按

“2.3.3”项下方法制备供试品溶液，按“2.3.1”项下

色谱条件，进样 10 μL，记录峰面积并计算 Z-藁本

内酯质量浓度的 RSD 值，结果表明其 RSD 为

1.95%，方法重复性良好。 

2.3.9  稳定性试验  取新鲜制备的 AEO-NE，按

“2.3.3”项下方法制备供试品溶液，按“2.3.1”项下

色谱条件，分别在制备后的 0、1、2、4、8、12、24 h

进样 10 μL，记录峰面积，并计算峰面积 RSD 值。

结果表明，RSD 值为 0.69%，AEO-NE 供试品溶液

在 24 h 内稳定性良好。 

2.3.10  加样回收率试验  分别精密吸取 5、10、20 

μg/mL 的 Z-藁本内酯对照品溶液 1 mL 于一定体积

B-NE 样品中，每个浓度平行 3 份，涡旋混匀后经

0.22 μm 微孔滤膜滤过，取续滤液按“2.3.1”项下色

谱条件进样 10 μL，记录峰面积并计算平均加样回

收率。结果表明加样回收率分别为（98.66±0.33）%、

（96.79±0.24）%、（104.78±0.28）%，RSD 值为

0          4          8         12         16 

t/min 

A 

 

 

B 

 

 

 

 

 

C 

Z-藁本内酯 

Z-藁本内酯 
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0.33%、0.25%、0.27%，该方法准确性良好。 

2.4  纳米乳递药系统构建 

2.4.1  处方筛选  经预实验研究发现，以 AEO 为

纳米乳递药系统的唯一油相，可以制得澄清、透明、

微泛蓝光纳米乳。因此，基于精简处方、提高载药

量和“药辅合一”理念，以目标药物 AEO 作为纳米

乳递药系统的油相。基于水包油型（O/W）纳米乳

的制备目的，根据亲水亲油平衡值（hydrophilic and 

lipophilic balance value，HLB）初步确定待筛选乳化

剂为 T80（HLB 值∶15）、OP-10（HLB 值∶13.6）、

RH-40（HLB 值∶14～16）、CO-40（HLB 值∶14～

16），待筛选助乳化剂为常用的甘油、PEG-400、

Labrasol、1,3-丁二醇、无水乙醇。 

采用水滴定法结合伪三元相图法，确定纳米乳

递药系统中乳化剂和助乳化剂的种类以及乳化剂与

助乳化剂的质量比（Km）。伪三元相图的绘制：将乳

化剂与助乳化剂按质量比为 3∶1、2∶1、1∶1、1∶

2 混匀，再将混合表面活性剂（Smix）与 AEO 以 9∶

1、8∶2、7∶3、6∶4 的质量比混合均匀，在 800 

r/min、（25±1）℃条件下逐滴加入去离子水，记录

临界加水量，应用 Origin 2019 绘制伪三元相图并观

察成乳区域面积。以伪三元相图纳米乳区域面积大

小为指标，同时结合混合乳化剂的乳化能力（与油

相在一定质量比条件下形成纳米乳的能力）确定纳

米乳的处方组成。结果表明，以 T80 为乳化剂无法

形成纳米乳，如图 2～4 所示，确定乳化剂为 OP-

10，助乳化剂为无水乙醇，Km为 2∶1。 

2.4.2  星点设计实验  基于前期实验结果，以 Km

（X1）、油相与油相及混合表面活性剂得质量比［油/ 

(油＋Smix)，X2］为影响因素，以粒径（Y1）、PDI（Y2）、

挥发油含量（Y3）的总评归一值（overall desirability，

OD）为评价指标，应用 Design Expert8.0.6 软件采

用 2 因素 5 水平的星点设计响应面法进行实验设

计。因素、水平、实验安排及结果见表 1。 

         

图 2  乳化剂筛选的伪三元相图 

Fig. 2  Pseudo-ternary phase diagram for selection of emulsifier 

         

     

图 3  助乳化剂筛选的伪三元相图 

Fig. 3  Pseudo-ternary phase diagram for selection of co-emulsifier 
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图 4  Km筛选的伪三元相图 

Fig. 4  Pseudo-ternary phase diagram for selection of Km 

表 1  CCD-RSM 因素、水平及结果 

Table 1  CCD-RSM experiment factors, levels and results 

编号 X1 X2 Y1/nm Y2/% Y3/% OD 

1 2.00 0.04 13.42 18.70 0.16 0.29 

2 3.00 0.40 29.67 23.20 1.56 0.55 

3 2.00 0.46 5 601.00 17.60 1.75 0.00 

4 3.41 0.25 15.59 11.00 0.97 0.70 

5 1.00 0.10 12.74 21.30 0.38 0.40 

6 3.00 0.10 13.39 19.70 0.48 0.42 

7 2.00 0.25 15.60 17.40 0.96 0.61 

8 0.59 0.25 34.84 16.20 0.97 0.58 

9 2.00 0.25 15.13 10.00 0.95 0.72 

10 2.00 0.25 15.80 11.50 0.92 0.70 

11 1.00 0.40 5 661.00 16.30 1.59 0.00 

12 2.00 0.25 17.30 21.20 0.49 0.54 

13 2.00 0.25 19.31 21.50 0.49 0.53 

 

OD＝(d1d2…dn)1/n 

对于取值越小越好的因素：di＝(ymax－yi)/(ymax－ymin) 

对于取值越大越好的因素：di＝(yi－ymin)/(ymax－ymin) 

2.4.3  模型拟合  通过 Design-Expert 8.0.6 软件对

OD 值进行二次非线性拟合，F＝26.63，P＝0.000 5＜

0.05，方程具有统计学意义，失拟项 F＝1.27，P＝

0.397＞0.05，并拟合得回归方程 OD＝0.319 43－

0.127 63 X1＋3.226 15 X2＋0.885 34 X1X2－11.114 13 

X2
2。方差分析结果表明，回归模型 P＝0.000 2＜

0.001，R2 为 0.916 6，失拟项水平不显著（P＝   

0.397＞0.05），说明模型拟合良好，预测性好。根据

所拟合的方程，应用 Design-Expert 8.0.6 软件绘制

三维效应面图，见图 5。 

2.4.4  最优处方预测  根据平均粒径和 PDI越小越

好，OD 值越大越好的标准并结合效应面图，预测

出最优处方 Km＝3∶1，挥发油与混合表面活性剂的

质量比为 0.26，OD 值为 0.715。最优处方为 1%  

 

 

图 5  X1及 X2对 OD 值影响的三维效应面图 (A) 及二维等

高线图 (B) 

Fig. 5  3D (A) and 2D (B) curves of effect of X1 and X2 on OD 

value 

AEO、2.25% OP-10、0.75%无水乙醇、96%水。 

2.4.5  验证实验  按照最佳处方，按“2.2”项下方

法平行制备 3 批 AEO-NE，测定粒径、PDI 并计算

AEO 含量，结果见表 2。照优化处方制备的 AEO-NE

粒径较小且分布均一性良好，偏差较小，表明该方

程预测性良好，重复性良好。 

表 2  最优处方验证实验结果 ( x s , n = 3) 

Table 2  Experimental results of optimal prescription 

validation ( x s , n = 3) 

批次 粒径/nm PDI/% 精油用量/% OD 值 偏差/% 

1 15.95±0.33 12.07±2.95 1 0.68 −4.62 

2 16.57±0.08 15.27±1.50 1 0.70 −1.54 

3 15.98±0.44 9.97±1.04 1 0.71 −1.13 
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2.5  纳米乳表征 

2.5.1  乳剂类型鉴别   采用染色法和稀释法对

AEO-NE 乳剂类型进行鉴别。取等量 AEO-NE 装于

2 个磨口玻璃瓶中，分别加入等量水溶性染料亚甲

基蓝和油溶性染料苏丹红 III，观察比较二者在

AEO-NE 中的扩散速度。结果表明，水溶性染料亚

甲基蓝在AEO-NE中的扩散速度快于油溶性染料苏

丹红 III。取适量 AEO-NE，向其中加入一定量水，

结果表明AEO-NE能被水稀释而不发生外观性状的

变化。综上，AEO-NE 为 O/W 型纳米乳。 

2.5.2  粒径、ζ 电位及多分散系数  按优化后处方

制备 AEO-NE 3 批，于 25 ℃条件下采用纳米粒度

仪测定粒径、ζ 电位及多分散系数。结果如图 6 所

示，AEO-NE 平均粒径大小为（15.95±0.33）nm，

PDI 为 0.11±0.02，ζ 电位为（−0.14±0.10）mV。 

 

图 6  AEO-NE 的粒径分布 

Fig. 6  Droplet size distribution of AEO-NE 

2.5.3  宏观和微观形态  最优处方AEO-NE外观澄

清、透明、微泛蓝光，符合纳米乳的制剂特征（图

7-c、d）。采用 TEM 对 AEO-NE 的微观形态进行表

征，取少量 AEO-NE 滴于铜网的支持膜上，自然晾

干，再用 2%磷钨酸负染 10 min，用滤纸吸去多余

的染液，经自然晾干后，将铜网置于 TEM 下观察制

剂微观形态并拍照。结果如图 7-a、b 所示，AEO-

NE 乳滴之间无黏连，呈球形，外观圆整，粒径在 20 

nm 内。 

2.5.4  pH 值及黏度  人体正常皮肤表面 pH 值为 5

左右，呈弱酸性，皮肤给药制剂直接作用于皮肤，

影响皮肤表面 pH，因此，相关制剂 pH 应尽可能接

近皮肤本身 pH 值[19-20]。按最优处方平行制备 3 批

AEO-NE，应用 pH 计于室温条件下测定其 pH 值，

平行 3 次。测量结果表明，最优处方 AEO-NE pH 为

5.89±0.16（n＝3），符合皮肤给药制剂弱酸性的要

求。皮肤外用制剂的感官特性对于患者尤为重要，

易于涂抹、使用后无黏腻感可显著提高患者的顺应 

 

 

图 7  AEO-NE 的 TEM 微观形态 (100 nm, a; 50 nm, b) 和

宏观形态 (c, d) 

Fig. 7  AEO-NE’s TEM micro-morphology (100 nm scale, a; 

50 nm scale, b) and macro-morphology (c, d) 

性。此外，较小的黏度有利于制剂渗透皮肤[21]。 

按最优处方平行制备 3 批 AEO-NE，应用旋转

黏度计于室温条件下测定其黏度，平行 3 次。结果

表明，最优处方制备的 AEO-NE 的黏度为（1.57±

0.08）mPa·s（n＝3），属于低黏度流体，适于皮肤局

部给药。 

2.5.5  载药量及包封率   照最优处方制备 3 批

AEO-NE，并按“2.3.3”项下方法制备供试品溶液，

经 0.22 μm 微孔滤膜滤过后取续滤液加入样品瓶，

按“2.3.1”项下色谱条件进样，记录 Z-藁本内酯峰

面积，计算样品中 Z-藁本内酯的含量。结果表明，

AEO-NE 载药量以 Z-藁本内酯计为（0.69±0.01）%。 

采用超滤离心法，取一定量 AEO-NE 于 10 000

超滤离心管中，以 10 000 r/min 离心（离心半径为

9.2 cm）20 min，取滤液以适量甲醇溶解混匀，经

HPLC 检测 Z-藁本内酯含量，并按公式计算包封率。

结果表明，AEO-NE 的包封率为（99.28±0.44）%。 

包封率＝(Ctotal－Cfree)/Ctotal 

Ctotal 为制剂中 Z-藁本内酯含量，Cfree 为滤液中 Z-藁本内酯

含量 

2.6  稳定性评价 

2.6.1  离心稳定性  取适量 AEO-NE 分别于 6000、

8000、10 000 r/min（离心半径为 6.2 cm）条件下离

a                              b 

c                              d 

1                 10                100 

粒径/nm 
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心 20 min，观察并测定离心前后外观性状、粒径及

PDI 的变化。结果如表 3 所示，AEO-NE 在 6000、

8000、10 000 r/min 离心后粒径未发生显著变化，

PDI 仍保持在 30%以内，且外观仍呈澄清、透明、

微泛蓝光状，未产生分层、沉淀等不稳定现象，表

明离心稳定性良好。 

表 3  不同离心转速条件下 AEO-NE 离心前后粒径和 PDI

变化 ( x s , n = 3) 

Table 3  Changes of AEO-NE in particle size and PDI before 

and after centrifugation at different rotational speeds 

( x s , n = 3) 

离心转速/(r∙min−1) 粒径/nm PDI 

0 16.03±0.14 0.121 7±0.019 8 

6000 16.02±0.25 0.097 0±0.017 3 

8000 15.96±0.23 0.093 0±0.020 7 

10 000 16.03±0.05 0.175 3±0.044 2 

2.6.2  稀释稳定性  用蒸馏水将AEO-NE分别稀释

50、100、200、1000 倍，观察 AEO-NE 稀释前后外

观性状。结果表明，按照以上倍数稀释后，AEO-NE

仍呈澄清透明状，未产生分层、破乳、沉淀等不稳

定现象，表明稀释稳定性良好。 

2.6.3  放置稳定性  将AEO-NE装于棕色密封螺口

瓶中，分别在 4、25、60 ℃条件下放置 3 个月，观

察外观性状并测定粒径及 Z-藁本内酯含量变化情

况。AEO-NE 在 60 ℃条件下不稳定，发生分层、

破乳等不稳定现象，而在 4、25 ℃条件下可维持澄

清透明。 

如表 4 所示，AEO-NE 在 4 ℃条件下放置稳定

性良好，粒径无显著变化，在 25 ℃条件下粒径显

著增加（P＜0.001）；2 种温度条件下，PDI 均保持

在 30%以内；4 ℃、避光条件下，AEO-NE 中主要

成分 Z-藁本内酯含量仅下降约 2.5%，而在 25 ℃、 

表 4  不同温度下 AEO-NE 放置 3 个月粒径、PDI 及 Z-藁本内酯含量变化 ( x s , n = 3) 

Table 4  Changes of particle size, PDI and relative content of Z-ligustilide of AEO-NE after three months ( x s , n = 3) 

t/d 
粒径/nm PDI/% Z-藁本内酯相对含量/% 

4 ℃ 25 ℃ 4 ℃ 25 ℃ 4 ℃ 25 ℃ 

0 17.06±0.10 16.57±0.07 9.77±2.31 9.03±0.35 100.00±0.00 100.00±0.00 

90 16.76±0.32 18.32±0.12*** 11.40±3.40 10.63±3.27 97.52±0.08 25.69±0.16### 

与同温度 0 d 比较：***P＜0.001；与同时间 4 ℃比较：###P＜0.001 

***P < 0.001 vs 0 d at the same temperature; ###P < 0.001 vs 4 ℃ at the same time 

避光条件下，制剂中主要成分 Z-藁本内酯含量下降

达 75%。综上，AEO-NE 在 4 ℃、避光条件下放置

稳定性良好。 

2.7  毛囊靶向研究 

以尼罗红为荧光探针制备荧光标记的 AEO-NE

和 AEO，精密吸取 100 μL 涂抹于 C57BL/6 小鼠背

部脱毛区皮肤（2 cm×2 cm），分别于给药 12、24 h

后将小鼠处死，取给药区皮肤，经冷冻切片（纵切，

10 μm）后置于荧光显微镜（552 nm，×20）下观察。

如图 8-c、d 所示，AEO 给药 12 h，药物主要停留在

皮肤表皮层，给药 24 h 后可观察到药物进入皮肤真

皮层，但分布无规则。如图 8-a、b 所示，AEO-NE

给药 12、24 h 后，皮肤全层均有红色荧光，说明

AEO-NE 能成功穿透皮肤各层；其中以真皮层毛囊

部位的荧光最强，说明 AEO-NE 具有一定的毛囊靶

向能力。 

2.8  AEO-NE 的体内促进毛发生长药效学研究 

2.8.1  造模  用宠物剃毛器剃除小鼠脊柱两侧背部

的毛发（面积约为 4 cm2＝2 cm×2 cm）使其变短 

  

  
a、b-AEO-NE 给药 12、24 h  c、d-AEO 给药 12、24 h 

a, b-administration of AEO-NE for 12, 24 h  c, d-administration of 

AEO for 12, 24 h 

图 8  毛囊靶向性能评价 

Fig. 8  Evaluation of AEO-NE hair follicular targeting 

property 

毛囊 

真
皮

 

表皮 

 a                             b 

 c                             d 
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后，取适量脱毛膏涂抹于剃毛部位，3～4 min 后除

去残余毛发并用温水清洗干净，选取脱毛区皮肤为

粉红色或肤色且无破损的小鼠进行后续实验。 

2.8.2  动物分组及给药  24 只 C57BL/6 小鼠随机

分为对照组（B-NE）、AEO-NE 组、阳性对照组（2%

米诺地尔）及 AEO 组，每组 6 只。在造模 24 h 后，

用微量移液器吸取药液后，用吸头均匀涂抹在小鼠

脱毛区皮肤上，待背部涂药区完全挥干后，再放入

笼中。每次给药前使用生理盐水将背部给药区清洗

干净后擦干，随即给药，每天涂抹 100 μL，每天 1

次，连续 21 d。 

2.8.3  体内促进毛发生长作用评价  于给药第 21

天测定小鼠新生毛发长度，在脱毛区中间部位随机

拔取新生毛发 5 根，在放大镜下用游标卡尺下观察

测量，将毛发两端的最远距离记为毛发长度，取平

均值。末次给药 24 h 后，将小鼠备皮，处死，取背

部定点皮肤（面积约 2 cm×2 cm），10%福尔马林固

定，石蜡包埋切片，常规 HE 染色。在光学显微镜

下观察切片，对比分析各组的毛囊生长情况，并将

病理切片置于光学显微镜（×200 倍）对毛囊进行

计数分析。 

结果如表 5 所示，与对照组相比，AEO-NE 及

阳性药（2%米诺地尔）组小鼠毛发长度、毛囊密度

均显著增加（P＜0.05、0.01），AEO 组虽无显著性

差异，但仍有增加趋势。AEO-NE 组小鼠毛囊密度

最大（P＜0.01），且显著高于 AEO 组（P＜0.01），

说明纳米乳递药系统有利于 AEO 的局部皮肤递送。

如图 9 所示，各组小鼠给药区域皮肤各层分界清晰，

均未见明显炎性细胞浸润，AEO-NE 组小鼠可见大

量毛囊增多。综上，AEO-NE 可以显著增加新生毛

发长度、增大毛囊密度，具有促进 C57BL/6 小鼠毛

发生长的作用，且无明显皮肤刺激性。 

表 5  C57BL/6 小鼠新生毛发长度、毛囊密度测量结果

( x s , n = 6) 

Table 5  New born hair length and follicle density of 

C57BL/6 mice ( x s , n = 6) 

组别 新生毛发长度/mm 毛囊密度/(个∙mm−2) 

对照 6.45±0.88 59.15±8.38 

AEO-NE 8.09±0.33* 115.83±2.21** 

阳性对照 9.17±0.45** 94.11±12.05* 

AEO 7.68±0.51 80.37±17.81## 

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与 AEO-NE 组比较：##P＜0.01 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group; ##P < 0.01 vs AEO-NE group 

 

 

图 9  C57BL/6 小鼠皮肤组织病理学 

Fig. 9  Skin histopathology of C57BL/6 mice 

3  讨论 

脱发疾病发生率高，影响着全世界上亿人，仅

斑秃就困扰着数百万人[22-23]。脱发属于皮肤科常见

病和多发病，以脂溢性脱发和斑秃最为常见[24]，虽

不会危及生命健康，但均明显影响患者外在形象，

从而可能会产生较为严重的心理后果，包括高度焦

虑和抑郁等[25]。治疗脱发的药物以合成药物为主，

包括钾离子通道类药物（米诺地尔及其衍生物）、抗

雄激素药物（非那雄安和螺内酯）、抗炎的糖皮质激

素类药物等[26-27]。上述药物安全性、长期有效性、不

良反应等问题的存在，限制了其临床应用。基于安

全性较高的特点，天然药物及其有效成分在脱发疾

病的治疗领域受到广泛关注。研究表明，酸枣仁精

油、薰衣草精油、薄荷精油、侧柏精油等挥发油均

有一定的促进毛发生长的作用[28-31]，提示天然植物

来源的挥发油在治疗脱发疾病方面具有一定潜力。 

皮肤是人体最大的器官，经皮给药途径为药物

的吸收提供了更大的表面积，有利于临床疗效的发

挥[32]。且与口服、注射剂等相比，经皮肤递药具有

增强患者顺应性的优势。皮肤角质层的障碍是药物

进入皮肤的关键难题，其解决方法一般分为物理方

法（微针、微射流、激光、电导等）和化学方法（渗

透促进剂、生物肽等）2 种[33-34]。“药辅合一”是中

药制剂过程中辅料使用的一大重要原则，也是中药

制剂区别于化药制剂的显著特征，但在新型递药系

统中较少得到体现。AEO 既是改善脱发症状的潜力

药效物质，又具有促渗透作用，可作为一种具有促

渗透作用的亲脂性油状液体，在纳米乳递药系统中

既能充当油相又能作为促渗透剂，充分体现了“药

阳性对照                         AEO 

对照                         AEO-NE 
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辅合一”的原则。此外，基于前期预实验结果及精

简处方、提高目标药物含量的考虑，本研究以 AEO

为纳米乳递药系统唯一油相，制备皮肤给药发挥局

部作用的 AEO-NE，以提高原料药物 AEO 的稳定

性，精准递药于毛囊，发挥促进毛发生长作用。本

实验首先通过单因素实验确定磁力搅拌速度为 800 

r/min，搅拌时间为 30 min，应用伪三元相图法筛选

纳米乳处方中乳化剂、助乳化剂的种类以及 Km。乳

化剂筛选过程中发现，以 AEO 为油相，常用乳化剂

T80 与各助乳化剂在一定质量比条件下均不能形成

纳米乳，可能与湿度有关。RH-40 伪三元相图面积

稍大于 OP-10，但实验发现以 RH-40 为乳化剂、混

合表面活性剂与油相质量比为 6∶4 时，不能形成

纳米乳；以 OP-10 为乳化剂、混合表面活性剂与油

相质量比为 6∶4 时，能形成纳米乳，因此综合考虑

初步确定乳化剂为 OP-10。 

药物的尺寸会影响其皮肤递送的效率，一般尺

寸越小越容易进入皮肤的较深层[35]。制剂表征结果

表明，AEO-NE 粒径较小，利于 AEO 进入皮肤深层

发挥药理作用。药效学研究证实，AEO-NE 较 AEO

增加毛发长度、毛囊密度的作用强，表明 NE 有利

于 AEO 的皮肤递送，发挥毛发生长促进作用。荧光

成像结果表明，皮肤给药 AEO-NE 在 24 h 内表现

出一定的毛囊靶向性，有利于药效的精准发挥和毒

性的降低。综上，纳米乳在毛囊相关疾病的制剂开

发方面具有一定前景。本研究成功构建了适于皮肤

给药的 AEO-NE，揭示了其在靶向治疗毛囊相关疾

病的潜力，但皮肤刺激性、皮肤渗透及滞留等性能

的体内外评价有待进一步开展。 
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