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透皮促进剂对白花前胡甲素体外经皮渗透的影响
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［摘要］ 目的: 考察透皮促进剂对白花前胡甲素 ( dl-praeruptorin A，Pd-Ia) 体外经皮渗透的影响。方

法:采用改进的 Franz 扩散池，以大鼠离体皮肤为渗透屏障，用高效液相色谱法对 Pd-Ia 进行含量测定，考察

月桂氮 酮 ( Azone) 及 1% Azone 与不同浓度丙二醇 ( PG) 混合物对 Pd-Ia 透皮吸收的影响。结果:使用

Azone 对 Pd-Ia 有促透作用，1% Azone 效果较好，平均渗透速率达到 4． 064 μg·cm －2·h －1 ; 1% Azone 与 15%
PG 合用促透效果最好，平均渗透速率达到 4． 889 μg·cm －2·h －1，且与单用 1% Azone 有显著性差异 ( P ＜
0. 05) 。结论:1% Azone 与 15% PG 合用时，含 0． 5% Pd-Ia 溶液体外渗透具有最大促透效果，体现出协同作用。
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Influence of penetration enhancers on in vitro transdermal
permeation of dl-praeruptorin A
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［Abstract］ Objective: To study the effect of penetration enhancers on the in vitro transdermal permeation
of dl-praeruptorin A ( Pd-Ia) through rat skin． Methods: The permeation experiments were evaluated by Franz dif-
fusion cell in excised rat skin． HPLC-UV method was established to determine the concentration of Pd-Ia in recep-
tor compartment． Azone or 1% Azone combined with propylene glycol ( PG) as chemical penetration enhancers
were applied to study the skin permeation rates of Pd-Ia． Results: 1% Azone alone achieved the highest penetra-
tion rate，4． 064 μg·cm －2·h －1 ． 1% Azone combined with 15% PG was the best penetration enhancer with the
maximal penetration rate of 4． 889 μg·cm －2·h －1 ． Conclusion: Combination of 1% Azone with 15% PG is effec-
tive on transdermal permeation of Pd-Ia in vitro，and the combination exerts a synergistic effect．

［Key words］ dl-praeruptorin A ( Pd-Ia) ; transdermal; penetration enhancers; Azone; propylene glycol
( PG)

中药前胡为伞形科植物白花前胡 ( Peucedanum
praeruptrum Dunn) 的干燥根，具有散风清热，降气化

痰的功效，作为止咳化痰平喘药而广泛应用
［1］。白

花前胡甲素 ( dl-praeruptorin A，Pd-Ia) 为白花前胡

根中提取出的一种角型吡喃香豆素
［2］，是一种脂溶

性物质。近年来，药理研究表明，Pd-Ia 作为一种钙
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阻滞剂和钾通道开放剂，具有保护心肌缺血
［3 － 4］

和

局灶性脑缺血急性损伤作用
［5］。常天辉等

［6 － 7］
在大

鼠心肌急性缺血再灌注( MIR) 同时静脉注射 Pd-Ia，

能抑制血清白细胞介素 6 ( IL-6 ) 水平，降低心肌凋

亡刺激蛋白 Fas、提高 Bcl-2 /Bax 的比率，强度与硝

苯地平接近。但是，在我们前期实验中发现，Pd-Ia
在大鼠体内的半衰期短; 大剂量 Pd-Ia 口服给药后，

在血液中也很难检测到，可能与其吸收或在胃肠道

被某些消化酶代谢有关，也有可能吸收后很快被肝

药酶代谢，首过效应强
［8］。

经皮给药是目前药物制剂研发热点之一，是一

种无创伤性给药的新途径，可以避免肝脏首过效应

及胃肠道的降解，提高生物利用度; 给药后血药浓度

可控、持久、恒定，提高疗效，减少毒副作用
［9］。但

由于皮肤的屏障作用，使药物经皮渗透速率难以满

足临床治疗的需要。因此，经皮给药通常加入适当

的透皮促进剂来增加药物的经皮渗透。本实验考察

了透皮促 进 剂 月 桂 氮 酮 单 用 或 合 用 丙 二 醇 对

Pd-Ia 体外经皮渗透的促进作用，为 Pd-Ia 经皮给药

制剂研究和开发提供参考。

材 料

1 药物与试剂

白花前胡甲素( Pd-Ia，纯度 ＞ 98%，日本明治药

科大学赠送) ; 油酸 ( 批号: 0904062，汕头市西陇化

工有限公司) ; 月桂氮 酮 ( 批号: 19186，上海晶纯

试剂有限公司) ; 丙二醇 ( 批号: 0906111，汕头市西

陇化工有限公司 ) ; 聚乙二醇 400 ( PEG400，批号:

20090310，广东光华化学厂有限公司) ; 甲醇为色谱

纯; 水为超纯水; 其他试剂均为分析纯。
2 仪器

1100 series 高效液相色谱仪 ( 配有 G1311A 型

四元输液泵、G1313A 型自动进样器、G1315A 型柱

温箱和 G1322A 型脱气装置，美国 Agilent 公司) ; 药

物透皮扩散仪及垂直式 Franz 扩散池( 接受池体积

为 6． 5 mL，透过面积为 2． 8 cm2，上海黄海药检仪器

有限公司) ; 离心机( 美国 Sigma 公司) ; DELTA 320
PH 计( 梅特勒-托利多仪器上海有限公司) 。
3 动物

SD 大鼠，雄性，体重为 200 ～ 250 g，由厦门大学

实验动物中心提供，使用许可证: SYXK ( 闽) 2008-
0003。

方 法

1 溶解度的测定

取过量 Pd-Ia 置于平底西林瓶中，分别加入 2
mL 纯化水、油酸( OA) 、33% 乙醇、33% 乙醇 /油酸，

37 ℃水浴搅拌( 300 r·min －1 ) 48 h 达到平衡。样品

6 000 r·min －1
离心 10 min，取上清液用甲醇稀释，

0. 45 μm 微孔滤膜过滤，续滤液用 HPLC 分析，测定

3 次，取平均值，计算溶解度。
2 体外经皮渗透试验

2． 1 接受液的选择 取过量 Pd-Ia 置于平底西林

瓶中，分别加入 2 mL 生理盐水、10% 乙醇生理盐水

( 乙醇∶ 生理盐水 = 1∶ 9，v / v) 、20%的乙醇生理盐水、
30% 乙 醇 生 理 盐 水、33% 乙 醇 生 理 盐 水、10%
PEG400 生 理 盐 水、20% PEG400 生 理 盐 水、30%
PEG400 生理盐水、35% PEG400 生理盐水，37 ℃ 水

浴搅拌( 210 r·min －1 ) 48 h 达到平衡。取上清液适

量，6 000 r·min －1
离心 10 min，取上清液用甲醇稀

释，0． 45 μm 微孔滤膜过滤，续滤液用 HPLC 分析，

测定 3 次，取平均值，得到 Pd-Ia 在各种介质中的溶

解度。
2． 2 供给液的制备 供给液由一定浓度的透皮促

进剂，33%乙醇 /油酸( v / v) 组成，空白对照组不含

透皮促进剂，每组溶液都含有 0． 5% Pd-Ia。8 组供

给液分别为: A: 不含透皮促进剂 ( 作空白) ; B1 : 1%
Azone; B2 : 3% Azone; B3 : 5% Azone; B4 : 7% Azone;

C1 : 1% Azone + 5% PG; C2 : 1% Azone + 10% PG;

C3 : 1% Azone + 15% PG。
2． 3 离体大鼠皮肤的制备 取体重 200 ～ 250 g 的

雄性 SD 大鼠，乙醚麻醉后，用电动剃须刀剃净腹部

体毛，取无损伤皮肤，仔细剔除皮下脂肪和粘连物，

用生理盐水冲洗皮肤内外表面，－ 20 ℃保存，1 周内

使用，使用前自然解冻。
2． 4 体外透皮试验 将皮肤固定在扩散池的上、下
两室之间，角质层面向供给池，接受池加入为 33%
乙醇生理盐水，供给室中加入药液 0． 7 g，装置置于

( 36 ± 0． 5) ℃恒温水浴中搅拌( 210 r·min －1 ) ，分别

于 1，2，3，4，6，8，12，24 h 取样 2 mL，同时补加相同

温度等体积新鲜接受液。样品在 6 000 r·min －1
离心

10 min 后，用 0． 45 μm 微孔滤膜过滤，取样品续滤液

20 μL 进行 HPLC 分析。
3 含量测定方法的建立

3． 1 色谱条件 Hypersil-C18 色谱柱( 250 mm × 4． 6
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mm，5 μm) ; 流动相: 甲醇-水 ( 75 ∶ 25 ) ; 流速: 1 mL·
min －1 ; 检测波长: 321 nm; 柱温: 25 ℃，进样量: 20 μL。
3． 2 标准曲线的制备 精密称取 Pd-Ia 21． 0 mg，用

无水乙醇溶解 ( 超声 5 min 助溶) ，定容至 10 mL，配

成质量浓度为 2． 10 mg·mL －1
的储备液，精密量取

0. 952 mL 储备液置于 10 mL 容量瓶中，用空白大鼠

皮肤浸出液稀释至刻度，摇匀。再逐步稀释成 Pd-Ia
质量浓度为 1，2，5，10，20，50，100 μg·mL －1

系列标

准溶液，离心后进样 20 μL。
4 数据处理

样品按照上述色谱条件进行含量测定，计算单

位时间内药物渗透量，同时计算单位面积内药物累

积渗透量，以单位面积累积渗透量( Qn，μg·cm
－2 ) 为

纵坐标，以时间( t) 为横坐标，得药物累积渗透曲线，

对所得曲线进行回归，斜率即为药物的渗透速率

( J，μg·cm －2·h －1 ) 。采用 GraphPad Prism 5 软件对

不同透皮促进剂组进行双样本 t 检验。

结 果

1 溶解度

Pd-Ia 溶解度测定结果见表 1。

表 1 Pd-Ia 在溶媒中的溶解度 n = 3，珋x ± s
溶 媒 溶解度 /μg·mL －1

水 5． 57 ± 0． 219

油酸 477． 21 ± 79． 472

33%乙醇 458． 43 ± 11． 231

33%乙醇 /油酸( v / v) 790． 04 ± 65． 564

由表 1 可知，Pd-Ia 在水中的溶解度很小，为水

难溶性药物; 在 33%乙醇 /油酸中溶解度最高。
2 接受液的筛选

Pd-Ia 在不同接受液中的溶解度见表 2。将大

鼠皮肤分别在生理盐水( 正常对照组) 和 33% 乙醇

生理盐水中浸泡 24 h，固定染色，皮肤组织切片在显

微镜下观察，结果见图 1。

表 2 Pd-Ia 在各种接受液中的溶解度

n = 3，珋x ± s
接受液 溶解度 /μg·mL －1

生理盐水 4． 28 ± 0． 277
10%乙醇生理盐水 7． 88 ± 0． 146
20%乙醇生理盐水 22． 09 ± 2． 947
30%乙醇生理盐水 286． 12 ± 4． 029
33%乙醇生理盐水 458． 43 ± 11． 231
10% PEG400 生理盐水 4． 19 ± 0． 182
20% PEG400 生理盐水 11． 69 ± 1． 367
30% PEG400 生理盐水 18． 83 ± 0． 277
35% PEG400 生理盐水 21． 93 ± 2． 163

图 1 大鼠皮肤石蜡切片显微镜照片( × 400)

由表 2 可知，Pd-Ia 在 33% 乙醇生理盐水中的

溶解度最高，为 458． 43 μg·mL －1，其 pH 为 6． 0，接

近于人体体液的 pH 值，符合“漏槽条件”，接受液使

用前应超声脱气。如图 1 所示，经 HE 染色法染色

后，大鼠皮肤石蜡切片在显微镜下观察到: 两者均没

有使角质层脱离、表皮组织结构保持完整、没有改变

皮肤的屏障结构，结果与文献［10］报道相符。
3 方法学验证

3． 1 专属性考察 大鼠皮肤 33% 乙醇生理盐水浸

出液( 空白) 、对照品和样品离心，经微孔滤膜过滤

后进样，按上述色谱条件进行测定，色谱图见图 2。
皮肤浸 出 液 中 的 杂 质 不 干 扰 Pd-Ia 的 含 量 测 定，

Pd-Ia的保留时间约为 7． 1 min。

图 2 体外渗透样品的 HPLC 图



Chinese Journal of New Drugs 2012，21( 8)

929
中国新药杂志 2012 年第 21 卷第 8 期

3． 2 线性和检测限 以测得 Pd-Ia 峰面积( A) 与其

质量浓度( C) 作线性回归，得标准曲线方程为 A =
24． 481C + 5． 651 9，r = 0． 999 9 ( n = 6 ) ，在 1． 0 ～
100． 0 μg·mL －1

内呈良好线性关系。检测限为 0． 1
μg·mL －1。
3． 3 精密度和准确度 制备高、中、低( 100，10，1． 0
μg·mL －1 ) 3 个质量浓度的 Pd-Ia 对照品溶液，按上

述色 谱 条 件 测 定。平 均 准 确 度 分 别 为 95． 8%，

98. 8%，107． 3%。平行操作 5 次考察方法的日内精

密度，重复操作 5 d 考察方法的日间精密度，结果日

内 RSD≤2． 58%，日间 RSD≤2． 12%，说明该方法精

密度良好。
4 透皮促进剂的选择

4． 1 单一透皮促进剂(Azone) 与空白组比较，

Azone 各剂量组经皮渗透速率均有显著性差异( P ＜
0． 05) ，说明 Azone 对 Pd-Ia 有明显的促透作用，1%
Azone 的透皮促进作用最强，经皮渗透速率为 4． 063 7
μg·cm －2·h －1，见表 3 和图 3。

表 3 各浓度 Azone 促透效果 n = 3，珋x ± s

组 别 渗透方程 R J /μg·cm －2·h －1 24 h 累积渗透量 /μg·cm －2

A( 空白组) A = 2． 854 2C － 0． 381 3 0． 997 5 2． 854 2 ± 0． 181 67． 628 ± 4． 318

B1 ( 1% Azone) A = 4． 063 7C － 2． 481 4 0． 996 0 4． 063 7 ± 0． 256b 92． 097 ± 2． 939b

B2 ( 3% Azone) A = 3． 354 5C － 1． 412 7 0． 999 0 3． 354 5 ± 0． 201a 78． 463 ± 5． 039

B3 ( 5% Azone) A = 3． 858 5C － 1． 585 8 0． 999 0 3． 858 5 ± 0． 238b 89． 752 ± 1． 837b

B4 ( 7% Azone) A = 3． 426 3C － 0． 596 6 0． 996 0 3． 426 3 ± 0． 139b 79． 349 ± 3． 443b

与空白组比较，a: P ＜0． 05，b: P ＜0． 01

图 3 不同浓度 Azone 对 Pd-Ia 经皮渗透速率影响

4． 2 Azone 与 PG 混合透皮促进剂 以 1% Azone
分别与 10% ，15% PG 联用作为混合透皮促进剂。
与空白组比较，其渗透速率均有显著性差异 ( P ＜
0. 05 ) 。1% Azone + 15% PG 的促透效果比其他

任何组 的 促 透 效 果 好，经 皮 渗 透 速 率 达 4． 889 4

μg·cm －2·h － 1，与 1% Azone 组比较，其 24 h 累 积

渗透总量增大，有显著性差异 ( P ＜ 0. 05 ) ，渗透速

率增大，但没有显著性差异，见表 4 和图 4，表明

1% Azone 与 15% PG 联 合 使 用 可 以 产 生 协 同

作用。

表 4 Azone 与不同浓度 PG 混合透皮促进剂的促透效果 n = 3，珋x ± s

组 别 渗透方程 R J /μg·cm －2·h －1 24 h 累积渗透量 /μg·cm －2

A( 空白组) A = 2． 854 2C － 0． 381 3 0． 997 5 2． 854 2 ± 0． 181 67． 628 ± 4． 318

C1( 1% Azone + 5% PG) A = 3． 793 8C + 2． 003 6 0． 994 5 3． 793 8 ± 0． 634 89． 715 ± 5． 550

C2( 1% Azone + 10% PG) A = 4． 140 6C + 2． 638 5 0． 997 5 4． 140 7 ± 0． 402a 99． 875 ± 9． 024a

C3( 1% Azone + 15% PG) A = 4． 889 4C + 10． 642 0． 991 5 4． 889 4 ± 0． 481a 123． 152 ± 12． 174ab

与空白组比较，a: P ＜0． 01; 与 1% Azone 组比较，b: P ＜0． 05
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图 4 1%Azone 与不同浓度 PG 混合透皮促进剂

对 Pd-Ia 经皮渗透速率影响

讨 论

对于水溶性低的药物，常会在接受液中加入一

些醇类或非离子型表面活性剂等来增加药物的溶解

度。本试验筛选得到 33% 乙醇 /生理盐水作为接受

液，具有良好的接受药物能力，又能保持皮肤表皮的

屏障结构，但是，长时间浸泡在水溶液中，皮肤组织

表皮细胞发生了水合作用，均有不同程度膨胀，变

大; 选择 33%乙醇 /油酸作为供给液的溶剂，尽可能

增大 Pd-Ia 的溶解度，减少溶剂对大鼠皮肤结构的

影响，并且能提高 Azone 的促透作用。
本文考察了目前最常用的合成类透皮促进剂

Azone 对 Pd-Ia 的透皮促进作用。一般认为 Azone
对类脂有特异性的溶解作用，破坏类脂所形成的膜，

使毛囊口拓宽，促进药物通过毛干与毛囊壁之间的

微孔隙和皮质腺到达真皮; 它主要作用于细胞类脂

双分子层，增加双分子层的流动性，促进了药物通过

细胞间的扩散
［11］。Azone 的促透作用不一定会随浓

度的增大而增加，有效浓度常在 1% ～ 6% 左右，其

最佳浓度与药物的物理化学性质及所用的介质有

关
［12］。由实验结果可知，单独使用 Azone 的最佳浓

度为 1%，因此，选用 1% Azone 与不同浓度 PG 作为

混合透皮促进剂。
Azone 与 其 他 透 皮 促 进 剂 合 用 常 有 更 佳 效

果
［12］。当 Azone 与 PG 混合使用时，PG 分布在类脂

极性基团之间的亲水性区域，使它容易分配进入细

胞间部位，PG 还可以促进药物通过细胞内途径转

运
［11］，增加在角质层的溶解度，从而使角质层的有

序性下降，扩散速率提高
［13］，因此可以提高 Azone

的促透作用。

本文结果表明，1% Azone 与 15% PG 合用对

Pd-Ia 的透皮促进作用最大，体现出了协同作用，可

供 Pd-Ia 经皮给药制剂研究作参考。
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