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六味地黄凝胶体外透皮特性与皮肤刺激性评价研究
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摘要：目的　研究六味地黄凝胶的体外透皮特性，并考察其皮肤刺激性。方法　采用立式Ｆｒａｎｚ扩散池进行体外透皮试验，以
大鼠皮肤作为透过屏障，对六味地黄凝胶进行大鼠体外皮肤渗透实验，采用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）测定接受介质中马钱苷、
莫诺苷和丹皮酚的浓度，计算累积渗透量及透过率，考察六味地黄凝胶的体外透皮特性；并观察六味地黄凝胶单次或多次涂

抹于豚鼠完整及破损皮肤处后的刺激情况。结果　六味地黄凝胶在１２ｈ内莫诺苷、马钱苷、丹皮酚的累积透过量分别为
２４６５６，２９８４７，３６９８９μｇ·ｃｍ－２，累积渗透率分别为１９６７％，２１５５％，３９１８％，且六味地黄凝胶对豚鼠完整皮肤及破损皮
肤均无刺激性。结论　六味地黄凝胶透皮性能良好，各指标成分体外透皮过程均符合Ｈｉｇｕｃｈｉ动力学方程，对豚鼠皮肤无刺激
性，皮肤外用安全可靠，具有临床应用潜力
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　　六味地黄方是补肾养阴的经典名方，由酒萸肉、
泽泻、牡丹皮、熟地黄、山药和茯苓六味中药组成，用

于阿尔茨海默病［１］、骨质疏松［２］、胆固醇和脂代谢

异常［３４］、高血压［５］等，同时对于小儿脑瘫治疗效果

良好［６７］。但是目前仅有口服制剂，儿童因脏器发育

不全，口服用药会存在用药安全范围窄、服药时窒

息、依从性差等问题［８］，从而导致药物不能达到预

期疗效。为提高患儿用药安全性及顺应性，可将其

制成外用制剂配合推拿手法治疗小儿脑瘫［９］。六

味地黄凝胶是依据中医“内病外治”理论及“剂型

改造”原则，将六味地黄方制备得到的外用凝胶

剂［１０］。研究表明，六味地黄膏摩配合推拿手法，能
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促进有效成分入体协同改善脑瘫患儿病症［１１１３］，

且处方中牡丹皮提取得到的丹皮酚具有促渗作

用［１４］，可见六味地黄凝胶具有潜在的应用前景。

目前尚未见六味地黄凝胶体外透皮特性研究的报

道，因此本研究拟采用 Ｆｒａｎｚ扩散池，对六味地黄
凝胶体外透皮特性进行考察，并采用健康豚鼠观

察其皮肤刺激性，为六味地黄凝胶临床应用于小

儿脑瘫提供依据。

１　仪器与试药
１１　仪器

Ｗａｔｅｒｓ１５２５２４８９ＨＰＬＣ色谱仪（Ｗａｔｅｒｓ公司）；
ＴＫ２４ＢＬ药物透皮扩散仪（上海锴凯科技有限公
司）；ＤＨＡＵＳ＠型分析天平（奥豪斯仪器有限公司）。
１２　试药

莫诺苷对照品（批号：２０１８０３）、丹皮酚对照品
（批号：２０１８０７）、马钱苷对照品（批号：２０１８０８），纯
度＞９８％（中国食品药品检定研究院）；酒萸肉（批
号：１８１１０９）、茯苓（批号：１８１１０７）、熟地黄（批号：
１８１１０３）、山 药 （批 号：１８１１０５）、泽 泻 （批 号：
１８１１０２）、牡丹皮（批号：１８１１０６）（昆明官渡德阳远
知药材经营部），经云南中医药大学鉴定教研室主

任张洁副教授鉴定，均符合《中国药典》２０２０年版规
定；丙二醇（麦克林生化科技有限公司），三乙醇胺

（天津市富宇精细化工有限公司），卡波姆９４０（上
海源叶生物有限公司），甲醇色谱级。

１３　动物
健康豚鼠１６只，雌雄各半，体质量０２８～０３２ｋｇ，

普通级，购自昆明医科大学实验动物中心，实验动物

许可号：ＳＣＸＫ（滇）Ｋ２０１５０００５。健康雄性昆明种
大鼠，体质量１８０～２００ｇ，购自于湖南斯莱克景达实
验动物有限公司，实验动物许可号：（ＳＣＸＫ湘）
２０１６０００２。

２　方法与结果
２１　六味地黄凝胶的制备

第一步：采用水蒸气蒸馏法提取牡丹皮挥发

性成分、酶辅助超声法提取茯苓多糖，再合并全方

进行水提得到水提物；第二步：３ｇ卡波姆 ９４０加
入１００ｍＬ牡丹皮蒸馏液中溶胀 １２ｈ；第三步：牡
丹皮蒸馏液中析出的丹皮酚用４５ｇ丙二醇溶解，
与３８ｍＬ水提物一起加入溶胀好的卡波姆中，搅拌
均匀后，加入５４ｇ三乙醇胺，最后加水至３００ｇ，
搅匀即得［１０］。

２２　马钱苷、莫诺苷和丹皮酚ＨＰＬＣ方法的建立
２２１　对照品溶液的制备　取马钱苷、莫诺苷、丹
皮酚对照品适量，精密称定，加甲醇制成每１ｍＬ含
莫诺苷、马钱苷、丹皮酚各０１、１、１ｍｇ的混合对照
品溶液［１０］。

２２２　供试品溶液的制备　取六味地黄凝胶体外
透皮接收液适量，０２２μｍ微孔滤膜滤过，取续滤
液，即得。

２２３　色谱条件　色谱柱：ＳｔａｂｌｅＢｏｎｄＡｎａｌｙｔｉｃａｌＣ１８
（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；流动相：甲醇（Ａ）水
（Ｂ），梯度洗脱（０～１５ｍｉｎ，２４％ ～２８％ Ａ；１５～
２５ｍｉｎ，２８％～５０％ Ａ；２５～３０ｍｉｎ，５０％ ～２４％ Ａ；
３０～３５ｍｉｎ，２４％ Ａ），流速１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波
长：莫诺苷和马钱苷２４０ｎｍ，丹皮酚２８０ｎｍ，进样体
积１０μＬ，柱温３０℃［１０］。

２２４　专属性试验　取供试品溶液、对照品溶液及
阴性样品溶液，分别注入液相色谱仪进行测定，结果

显示莫诺苷、马钱苷、丹皮酚与其他色谱峰分离良

好，分离度 ＞１５，理论塔板数 ＞４０００，且无内源性
物质干扰（图１）。

图１　六味地黄凝胶中莫诺苷、马钱苷、丹皮酚的高效液相
色谱（ＨＰＬＣ）图
Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ，ｌｏｇａｎｉｎ，ａｎｄｐａｅ
ｏｎｏｌｉｎＬｉｕｗｅｉＤｉｈｕａｎｇｇｅｌ

２２５　线性关系考察　取莫诺苷、马钱苷、丹皮酚
对照品适量，精密称定，加甲醇配制成莫诺苷

２２００ｍｇ·ｍＬ－１、马钱苷０７２０ｍｇ·ｍＬ－１、丹皮酚
４０００ｍｇ·ｍＬ－１的对照品母液，逐级稀释成系列对
照品溶液，按“２２３”项下色谱条件进样检测，分别
以莫诺苷、马钱苷、丹皮酚浓度为横坐标（Ｘ），对应
的峰面积为纵坐标（Ｙ），进行线性回归，结果见表１。
２２６　精密度考察　取“２２１”项下对照品溶液，按
“２２３”项下色谱条件连续进样６次进行检测，得到
莫诺苷的 ＲＳＤ为０５４％、马钱苷的 ＲＳＤ为０７６％、
丹皮酚的ＲＳＤ为０９７％，表明仪器精密度良好。
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表１　莫诺苷、马钱苷、丹皮酚线性回归方程
Ｔａｂ１　Ｌｉｎｅａｒｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｓｆｏｒｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ，ｌｏｇａｎｉｎ
ａｎｄｐａｅｏｎｏｌ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ　 Ｅｑｕａｔｉｏｎ ｒ２ Ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ／ｍｇ·ｍＬ－１

Ｍｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅ Ｙ＝１７９３５Ｘ－０２２３１ ０９９９８ ０１００－２２００
Ｌｏｇａｎｉｎ Ｙ＝２０２５７Ｘ－０１６９５ ０９９９６ ００３６－０７２０
Ｐａｅｏｎｏｌ Ｙ＝５２７２５Ｘ－０５６０９ ０９９９４ ０１００－４０００

２２７　稳定性考察　取“２２２”项下供试品溶液，
按“２２３”项下色谱条件于０、２、４、６、８、１０、１２、２４ｈ
进样分析，得到莫诺苷的 ＲＳＤ为１４７％、马钱苷的
ＲＳＤ为１６６％、丹皮酚的 ＲＳＤ为１２７％，表明供试
品溶液在２４ｈ内稳定性良好。
２２８　重复性试验　取“２２２”项下供试品溶液，
按“２２３”项下色谱条件连续进样６次，得到莫诺
苷的ＲＳＤ为１０５％、马钱苷的ＲＳＤ为０９８％、丹皮
酚的ＲＳＤ为１２５％，表明方法重复性良好。
２２９　加样回收率试验　精密称取莫诺苷、马钱
苷、丹皮酚对照品适量，加入透皮接受液，分别制成

含莫诺苷２００、４００、６００μｇ·ｍＬ－１、马钱苷５０、１００、
２００μｇ·ｍＬ－１、丹皮酚１５０、３００、４５０μｇ·ｍＬ－１的溶
液各３份，按“２２３”项下色谱条件进样分析，计算
得出莫诺苷、马钱苷、丹皮酚的平均回收率分别为

９９７２％、９８３３％、９８３９％，ＲＳＤ分别为 ２３０％、
２４６％、１８２％，表明该方法准确度良好。
２３　体外透皮试验［１５１６］

２３１　离体皮肤制备　ＳＤ大鼠，雄性，脱颈椎处死
后，立即剪下腹部皮肤，分离皮下组织及脂肪，用生

理盐水冲洗干净，选用无破损皮肤保存备用［１５］。

２３２　透皮试验　取大鼠皮肤并解冻，固定在透
皮杯上，其中皮肤角质层面向供给池，真皮层面

　　　

向接受池，并用夹子固定，剪去多余皮肤，精密称

取１０ｇ六味地黄凝胶均匀涂于皮肤上，接收池
中分别注满①ＰＥＧ４００体积分数 ９５％乙醇生理
盐水（１∶３∶６）；②体积分数 ９５％乙醇生理盐水
（３∶７）；③体积分数 ３０％乙醇生理盐水；④体积
分数 １５％乙醇生理盐水 ４种接受介质，置于
Ｆｒａｎｚ透皮扩散池上，于（３２±０５）℃水浴中，
６００ｒ·ｍｉｎ－１搅拌，分别于 １、２、３、４、５、６、７、８、９、
１０、１１、１２ｈ取样３ｍＬ，同时补加等量的同温度接收
介质。样品用０２２μｍ的微孔滤膜滤过后，取续滤
液，按“２２２”项下色谱条件测定莫诺苷、马钱苷、
丹皮酚含量，比较不同接受介质对指标成分透过的

影响［１６］。按公式１计算单位面积累积渗透量。
Ｑ＝（Ｖ０ｃｎ＋

ｎ－１
ｉ＝１Ｖｃｉ）／Ａ 公式（１）

其中Ｖ０为接收室体积，ｃｎ为第ｎ次取样时浓度，
Ｖ为取样体积，ｃｉ为第 ｉ次取样时浓度，Ａ为有效渗
透面积。以不同的 Ｑ％对 ｔ作图（图２），结果表明，
体积分数３０％乙醇生理盐水作为接收介质时，莫诺
苷、马钱苷的累积渗透量最多，而丹皮酚在 ＰＥＧ４００
体积分数９５％乙醇生理盐水（１∶３∶６）的接收介质
中累积渗透量最高，综合考虑，选择体积分数３０％
乙醇生理盐水作为接受介质。结果显示，莫诺苷、马

钱苷、丹皮酚在１２ｈ的累积透过率分别为１９６７％、
２１５５％、３９１８％。

分别用零级方程、一级方程和 Ｈｉｇｕｃｈｉ方程对
体积分数３０％乙醇生理盐水接受液中的莫诺苷、马
钱苷、丹皮酚累积透过率进行拟合，见表２，结果显
示，莫诺苷、马钱苷、丹皮酚的体外经皮渗透均符合

Ｈｉｇｕｃｈｉ方程，表明六味地黄凝胶具有一定的缓释
作用。

图２　六味地黄凝胶１２ｈ累积释放曲线图。ｎ＝４，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ２　ＴｈｅｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｒｅｌｅａｓｅｃｕｒｖｅｏｆＬｉｕｗｅｉＤｉｈｕａｎｇｇｅｌｉｎ１２ｈｏｕｒｓ．ｎ＝４，珋ｘ±ｓ

２４　皮肤刺激性试验
２４１　单次给药对豚鼠皮肤刺激性试验　动物分
组及给药方式：选取健康豚鼠 ８只，雌雄各半，给
药前２４ｈ轻轻脱去背部鼠毛。随机分为完整皮肤
组和破损皮肤组，采用同体左右侧自身对比法进

行皮肤刺激性试验。在２组动物的左侧涂抹六味
地黄凝胶，右侧涂抹空白凝胶，用纱布和医用胶布

固定。给药２４ｈ后温水轻轻擦除凝胶，分别在１、
２４、４８、７２ｈ观察豚鼠给药部位皮肤的反应，根据
《中药、天然药物局部刺激性和溶血性研究技术指
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导原则》评分细则：平均分值 ＝（红斑形成总分 ＋
水肿形成总分）／试验动物数，皮肤刺激强度分值
在０～０４９为无刺激性，０５０～２９９为轻度刺激
性，３００～５９９为中度刺激性，６００～８００为强
刺激性［１５，１７］。

表２　莫诺苷、马钱苷、丹皮酚１２ｈ内累积渗透动力学方程
Ｔａｂ２　Ｔｈｅｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｔｒａｎｓｄｅｒｍａｌｋｉｎｅｔｉｃｅｑｕａｔｉｏｎｉｎ１２
ｈｏｕｒｓ

　Ｇｒｏｕｐ 　Ｆｉｔｔｅｄｅｑｕａｔｉｏｎ Ｅｑｕａｔｉｏｎ ｒ２

ＭｏｒｒｏｎｉｓｉｄｅＺｅｒｏｌｅｖｅｌｅｑｕａｔｉｏｎ Ｑ＝００１４９ｔ＋００２９３ ０９５４３
Ｌｉｎｅａｒｅｑｕａｔｉｏｎ ｌｎ（１－Ｑ）＝－００１６９ｔ－００２６８ ０９６２８
Ｈｉｇｕｃｈｉｅｑｕａｔｉｏｎ Ｑ＝００７０２ｔ１／２－００４４９ ０９９１８

Ｌｏｇａｎｉｎ Ｚｅｒｏｌｅｖｅｌｅｑｕａｔｉｏｎ Ｑ＝００１６３ｔ＋００３２７ ０９５５７
Ｌｉｎｅａｒｅｑｕａｔｉｏｎ ｌｎ（１－Ｑ）＝－００１８７ｔ－００２９６ ０９６４９
Ｈｉｇｕｃｈｉｅｑｕａｔｉｏｎ Ｑ＝００７６５ｔ１／２－００４８１ ０９９２０

Ｐａｅｏｎｏｌ Ｚｅｒｏｌｅｖｅｌｅｑｕａｔｉｏｎ Ｑ＝００２２４ｔ＋０１６８２ ０８５０２
Ｌｉｎｅａｒｅｑｕａｔｉｏｎ ｌｎ（１－Ｑ）＝－００３１５ｔ－０１７８４ ０８７０６
Ｈｉｇｕｃｈｉｅｑｕａｔｉｏｎ Ｑ＝０００９５ｔ１／２－０００６６ ０９６８７

单次给药皮肤刺激性试验结果：结果显示，单次

给药２４ｈ后，豚鼠在７２ｈ内未出现红斑、水肿现象，
且４８ｈ后破损皮肤开始出现结痂情况，并在７２ｈ后
开始脱落，对比空白凝胶和六味地黄凝胶组豚鼠的

皮肤刺激情况，排除药物引起的损伤导致皮肤结痂，

根据皮肤刺激评价标准，六味地黄凝胶单次给药对

皮肤无刺激性。

２４２　多次给药对豚鼠皮肤刺激性试验　动物分
组及给药方式：另取 ８只健康豚鼠，处理方法同
“２４１”项下“动物分组及给药方式”中方法，每天
给予空白凝胶和六味地黄凝胶，并用纱布和胶带固

定，每次给药６ｈ，连续７ｄ。每天给药前观察给药局
部皮肤刺激情况，记录现象并评分。停药后观察１、
２４、４８、７２ｈ对皮肤的刺激反应。除观察红斑及水肿
情况进行评分外，同时观察给药部位是否有色素沉

着，出血点，皮肤粗糙或皮肤菲薄等情况、记录发生

时间及消退时间［１７］。

多次给药皮肤刺激性试验结果：连续给药７ｄ
后，完整皮肤和破损皮肤豚鼠均未出现红斑或水肿，

平均积分值均为０，且破损皮肤组从第３天开始出
现结痂现象，于第７天基本脱落完。且豚鼠涂抹药
物部位未出现色素沉着、出血点，皮肤光滑。根据皮

肤刺激评价标准，六味地黄凝胶多次给药对皮肤无

刺激性。

３　讨　论
六味地黄凝胶体外透皮研究结果显示，六味地

黄凝胶中莫诺苷的透皮速率最低，丹皮酚的透皮速

率最高，是莫诺苷的２倍左右，马钱苷的透皮速率稍
高于莫诺苷，导致透皮速率差距的原因可能与化合

物结构有关。Ｌｉ等［１８］报道脂水分配系数在１２左
右时的透皮性能最佳，当脂水分配系数增大时，药物

脂溶性越大，越容易滞留在皮肤内，而脂水分配系数

越小，药物亲水性越强，则难以通过皮肤屏障。莫诺

苷与马钱苷均属于环烯醚萜类糖苷，这两个化合物

的脂水分配系数在０５左右［１９］，丹皮酚的脂水分配

系数在１９左右［２０］，故丹皮酚的透过速率要大于莫

诺苷与马钱苷。

研究表明，莫诺苷、马钱苷能抑制神经退行性病

变、保护神经、抗炎［２１２２］，丹皮酚也能保护神经、抗

炎、提高免疫力［２３］，而脑瘫患儿多伴有炎症且神经

病理病变，因此六味地黄方能有效改善脑瘫患儿的

病症。六味地黄方提取物中，大多数化合物为糖苷

类，其脂水分配系数均较低，故可在其外用制剂处方

中加入促透基质或使用新型经皮技术促使有效化合

物进入体内。由于新生儿皮肤角质层薄弱，毛细血

管丰富，故使用推拿手法，加速用药部位血液循环从

而促进药物吸收。但六味地黄方外用透皮入血成分

及具体作用机制尚未明确，后仍须对其展开深入研

究，为脑瘫治愈事业提供新思路。

ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ
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药），２０２４，４６（２）：６１５６１９．
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