
第４３卷　第３期
２０２５年 ３月

中　华　中　医　药　学　刊
ＣＨＩＮＥＳＥ　ＡＲＣＨＩＶＥＳ　ＯＦ　ＴＲＡＤＩＴＩＯＮＡＬ　ＣＨＩＮＥＳＥ　ＭＥＤＩＣＩＮＥ

Ｖｏｌ．４３Ｎｏ．３
Ｍａｒ．２０２５

ＤＯＩ：１０．１３１９３／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３-７７１７．２０２５．０３．０１４

基于正交试验研究外用加味三黄泻心汤配比

及微乳凝胶对痤疮的药效学评价

梁进京，杨新雪，董蕊
（吉林农业大学中药材学院，吉林 长春 １３０１１８）

　　摘要：目的 研究八味中药的体外抑菌效果，筛选出外用治疗痤疮的最佳复方配比，制备复方微乳凝胶用于小鼠痤疮

模型的体内药效学研究。方法 选取痤疮丙酸杆菌和金黄色葡萄球菌为目标菌，采用滤纸片法测定八味中药的抑菌圈直

径和最小抑菌浓度（ＭＩＣ）；采用正交试验法优化复方配比；以伪三元相图为评价指标制备微乳，对微乳及微乳凝胶理化
性质进行综合评价；采用背部注射痤疮丙酸杆菌建立小鼠痤疮模型，设置空白组、模型组、阳性药组、微乳凝胶组和复方

微乳凝胶组，通过ＨＥ和Ｍａｓｓｏｎ染色观察组织病理改变，酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测血清中炎症因子白介素１β
（ＩＬ－１β）、白介素１０（ＩＬ－１０）和肿瘤坏死因子－α（ＴＮＦ－α）水平。结果 结果表明八味中药均有不同程度的抑菌效果，

其中黄连对痤疮丙酸杆菌的抑菌效果最好，甘草对金黄色葡萄球菌的抑菌效果最好，ＭＩＣ均为３１．２５ｍｇ／ｍＬ。正交试验
结果表明，大黄、黄连、黄芩、甘草以２５０、２５０、１２５、６２．５ｍｇ／ｍＬ，即配比为４∶４∶２∶１时杀菌率最佳。根据伪三元相图得
到最终微乳处方为吐温－８０３ｇ，聚乙二醇４００６ｇ，肉豆蔻酸异丙酯１ｇ，蒸馏水１２ｇ，按质量比加入１％卡波姆９４０，充分
溶胀后得到微乳凝胶，将水相用中药复方提取液代替得到复方微乳凝胶。药效学实验表明，与空白组相比，模型组小鼠

皮肤组织出现明显的病理改变，血清中 ＩＬ－１β、ＩＬ－１０、ＴＮＦ－α含量显著增高（Ｐ＜０.０１）；与模型组相比，给药组病理性
改变有不同程度的缓解，血清炎症因子含量降低，其中复方微乳凝胶组改善效果最显著（Ｐ＜０.０１）。结论 以大黄、黄

连、黄芩、甘草配伍的复方具有明显的抑菌作用，制备复方微乳凝胶对小鼠痤疮模型有良好的治疗作用，可以有效缓解痤

疮丙酸杆菌引发的痤疮炎症反应。
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ｅｍｕｌｓｉｏｎｇｅｌ；ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ

　　痤疮是一种毛囊皮脂腺单位的慢性炎症性皮肤病，主要表
现为丘疹、粉刺、囊肿、结节、脓疱及瘢痕，多发于１５～２５岁青
年男女［１］。现代医学认为：痤疮的发生主要和皮脂腺的大量

分泌、微生物稳态失调、毛囊皮脂腺导管的异常角化和炎症因

子等有关［２］。其中痤疮丙酸杆菌、金黄色葡萄球菌、化脓性葡

萄球菌、表皮葡萄球菌是痤疮发病的主要致病性微生物，病原

体侵入人体皮肤，在外因素的诱导下导致痤疮丙酸杆菌异常增

殖，使皮肤菌群失衡［３］。临床上治疗寻常型痤疮一般使用抗

生素、激素等药物，由于这类药物对细菌的耐药性和副反应的

出现，使用某种单一治疗方法的效果往往不尽如人意［４］。因

此，从天然植物中挖掘安全高效的功能性组分防治痤疮已成为

当前重要的研究方向。

三黄泻心汤来源于《金匮要略》，大黄、黄连和黄芩组成，

属于汤剂，有泻火解毒，燥湿泄热的功效，外证疮疡，临床应用

在原方基础上加味治疗痤疮［５］。现代药理研究表明三黄泻心

汤具有抑菌抗炎作用，在临床治疗寻常痤疮显示出良好效果和

优势。通过对中医治疗寻常型痤疮的药方整理得知黄连、甘

草、大黄、黄柏、黄芩、白芍、黄芪等寒性药、苦味药、甘味药出现

的频率较高，以归肝经、肺经、脾经的药味较多［６］。从抑制

寻常痤疮的病原菌痤疮丙酸杆菌的视角来探寻治疗寻常痤

疮有效的中药，具有良好的前景。现代药理研究表明，三黄

泻心汤对痤疮丙酸杆菌有良好的体外抑菌作用［７］。陈永虎

等［８］研究发现三黄泻心汤可通过多成分、多靶点、多通路

的调控对炎症具有良好的治疗效果。刘晓敏等［９］研究了三

黄祛痘凝胶的功效和安全性，通过体外实验表明其对痤疮

致病菌具有良好的抑菌作用，并且对兔耳痤疮模型具有良

好的治疗效果。

本文从现代医学角度将传统的三黄泻心汤通过加味组成

复方，前期通过体外抑菌实验证明此方对痤疮丙酸杆菌和金黄

色葡萄球菌确有抑菌疗效。经过复方筛选和复方配比的优化，

将中药复方制备成微乳凝胶，将微乳和凝胶的优势相结合，以

提高生物相容性和药物利用率促进药物吸收利用。利用痤疮

丙酸杆菌建立小鼠痤疮模型，观察复方微乳凝胶对痤疮模型的

炎症改善效果，探讨复方微乳凝胶治疗痤疮的药效，为中医药

治疗寻常型痤疮提供新的依据和思路。

１　材料和方法
１．１　材料

大黄 （Ｒｈｅｕｍ ｐａｌｍａｔｕｍ Ｌ．）、黄柏 （ＣｏｒｔｅｘＰｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｉ
Ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）、黄芩（ＳｃｕｔｅｌｌａｒｉａｂａｉｃａｌｅｎｓｉｓＧｅｏｒｇｉ）、金银花（Ｌｏｎｉｃｅ-
ｒａｊａｐｏｎｉｃａＴｈｕｎｂ．）、黄连（ＣｏｐｔｉｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓＦｒａｎｃｈ．）、甘草（Ｇｌｙ-
ｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓＦｉｓｃｈ．）、白芍（ＲａｄｉｘＰａｅｏｎｉａｅＡｌｂａ）、枳实
（ＣｉｔｒｕｓａｕｒａｎｔｉｕｍＬ．）购自吉林省长春市宏检大药房。药材经
吉林农业大学包海鹰教授鉴定。

１．２　菌株
痤疮丙酸杆菌（ＢＮＣＣ３３０６０５Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍａｃｎｅｓ，Ｐ．ａｃ-

ｎｅｓ）、金黄色葡萄球菌（ＢＮＣＣ１８６３３５Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，Ｓ．
ａｕｒｅｕｓ）购自北纳生物。
１．３　仪器与培养基

ＲＥ１００－Ｓ旋转蒸发仪（大龙兴创实验仪器），ＫＱ－３００ＤＥ
型数控超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司），ＴＨＺ－
９８ＡＢ恒温振荡器（上海一恒科学仪器有限公司），ＳＷ－ＣＪ－
１ＦＤ洁净工作台（苏州安泰空气技术有限公司），ＳＰＬ－２５０生
化培养箱（天津市莱玻特仪器设备有限公司），ＬＤＺＭ－６０Ｌ－Ｉ
立式高压蒸汽灭菌器（上海申安医疗器械厂），ＳＨＢ－ⅢＡ循环
水式多用真空泵（长春吉豫科教仪器设备有限公司），厌氧盒

（日本三菱），ＨＢＹ００１厌氧产气包、厌氧培养袋、脑浸心液肉汤
培养基（ＢＨＩ）（青岛海博），乙醇（京试，分析纯），ＮａＣｌ（泉瑞试
剂，辽宁），酵母提取物、蛋白胨、琼脂（上海麦克林生化科技股

份有限公司）、吐温－８０（安耐吉化学，货号：Ｅ０８０７３０）、聚乙二
醇４００（阿拉丁生化科技股份有限公司，货号：Ｌ２１２２２７７）、肉豆
蔻酸异丙酯（萨恩化学技术有限公司，货号：Ａ０２０８５２）、卡波姆
９４０（河南万邦化工科技有限公司，货号：ＦＮ０６４１６），肿瘤坏死
因子－α（ＴＮＦ－α）、白介素 －１０（ＩＬ－１０）、白介素 －１β（ＩＬ－
１β）检测试剂盒（晶美有限公司，货号：Ｊ２１６３－Ａ）。
１．４　中药提取物制备

根据文献报道［１０］称取各中药饮片１０ｇ，粉碎过８０目筛，
置于２００ｍＬ锥形瓶中，按１∶１０料液比加入７５％乙醇，浸泡３０
ｍｉｎ后，６０Ｈｚ超声提取两次，每次６０ｍｉｎ，合并滤液，抽滤提取
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液用旋转蒸发仪减压浓缩除去溶媒，用蒸馏水定容至１０ｍＬ，
使药液浓度相当于生药量１ｇ／ｍＬ，备用。
１．５　抑菌圈直径的测定

采用纸片扩散法测定抑菌圈直径［１１］，取１．４的中药提取
物１ｍＬ浸泡滤纸片８ｈ，高压灭菌，备用。取浓度为 １×１０７

ｃｆｕ／ｍＬ的供试菌液１００μＬ滴加铺板，再将含药滤纸片贴于平
板，以ＰＢＳ为空白对照，无菌蒸馏水为阴性对照，配置浓度为
１０ｍｇ／ｍＬ的环丙沙星为阳性对照，３７℃恒温培养箱中培养１２
ｈ。抑菌圈直径以＜７ｍｍ表示无抑菌作用，＞７ｍｍ表示有抑
菌作用。

１．６　最小抑菌浓度的测定
采用二倍稀释法将药物稀释至浓度为５００、２５０、１２５、６２．５、

３１．２５、１５．６２５ｍｇ／ｍＬ，将滤纸片置于不同浓度溶液中 ８ｈ，
１２１℃高压灭菌１５ｍｉｎ，用无菌ＰＢＳ做空白对照，取１００μＬ供
试菌液铺板，再将滤纸片贴于平板上，痤疮丙酸杆菌置于厌氧

培养盒中加厌氧产气包培养，３７℃恒温培养箱培养１６～１８ｈ，
观察抑菌圈直径，其中最小抑菌圈所对应的药液浓度

为ＭＩＣ［１２］。
１．７　正交试验选择复方最佳配比

选择大黄（ＤＨ）、黄连（ＨＬ）、黄芩（ＨＱ）、甘草（ＧＣ）为复方
组成，选用抑菌圈直径作为正交试验的评价指标，各单味中药

为考察因素，建立正交表，确定最佳配伍比例。

１．８　扫描电镜观察复方对细菌细胞膜的影响
细菌生物膜是一种由细菌聚集在一起形成的复杂结构，其

表面被黏附的多种物质所包覆，具有很强的耐药性和抗原

性［１３］。通过，扫描电镜观察加味三黄泻心汤对痤疮丙酸杆菌

和金黄色葡萄球菌细胞膜的影响。

１．９　微乳凝胶制备
通过伪三元相图法确定微乳凝胶的制备工艺［１４］。油相为

肉蔻酸异丙酯，乳化剂为吐温－８０，助乳化剂为聚乙二醇４００，
Ｋｍ值为３∶１、２∶１、１∶１、１∶２和１∶３（Ｋｍ＝乳化剂的质量／助
乳化剂的质量），混合后即为乳化剂相。将油相与乳化剂相分

别按１∶９、２∶８、３∶７、４∶６、５∶５、６∶４、７∶３、８∶２、９∶１的比例混
合。磁力搅拌下，缓慢滴加水相，至溶液澄清不再变化即得微

乳，称定质量，计算水相质量。以油相、Ｋｍ和水相作为伪三
元相图的３个顶点，根据伪三元相图微乳区域大小，评价乳化
效果。将微乳中水相用２．５项下得到的中药复方代替，得到
复方微乳液，取１０ｍＬ制备所得的微乳，加入０．５％，１．０％，
１．５％卡波姆－９４０，搅拌充分溶胀１２～１６ｈ，向溶液中加入三
乙醇胺调节 ｐＨ值至 ４～５，即得微乳凝胶，低温保存，
备用［１５］。

１．１０　微乳凝胶的理化检查
取适量微乳，利用布鲁克海文粒径仪分别测量其粒径分

布、多分散指数（ＰＤＩ）和Ｚｅｔａ电位。
把复方微乳稀释后滴加在铜网上，静置后用滤纸吸干，再

滴加２％磷钨酸复染，烘干后利用透射电镜观察其形态。
１．１１　复方微乳凝胶对痤疮功效评价
１．１１．１　痤疮造模、给药及处理　将２４只ＩＣＲ小鼠［许可证号
ＳＣＸＫ（吉）２０１８－０００７］分为空白组、模型组、阳性组、微乳凝
胶组、复方微乳凝胶组、毒理组，运用Ｋｌｉｇｍａｎ法对小鼠进行痤

疮模型建立，对小鼠进行脱毛处理，然后用５０％油酸１００μＬ
涂抹于小鼠背部，每隔一天小鼠皮下注射１×１０８的痤疮丙酸
杆菌２０μＬ，连续１４ｄ后停止造模，可见小鼠皮肤粗糙，出现囊
肿，连续给药２０ｄ，给药量１ｇ／只，每天早晚各一次，观察小鼠
皮肤形态变化。模型建立成功后，于给药第一天开始，每隔５ｄ
拍照观察痤疮形态变化［１６－１７］。

１．１１．２　皮肤组织病理学检查　皮肤组织于４％多聚甲醛溶
液固定后，常规脱水处理，石蜡包埋，切片，ＨＥ染色，将染色后
的切片梯度乙醇脱水，封片，显微镜观察病理变化。

切片在离子水中浸泡后，脱色至白色，浸泡到马松染色剂

中，纯乙醇脱水，封片，显微镜观察病理变化。通过 Ｍａｓｓｏｎ染
色进一步评估每组胶原蛋白的沉积和成熟。

１．１１．３　血清生化指标　实验小鼠眼球取血，离心得到血清，
按照空白组、模型组、给药组，根据 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书，检测
血清中ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－１０表达水平。
２　结果
２．１　八味中药对痤疮丙酸杆菌和金黄色葡萄球菌的抑菌圈直
径结果

结果显示，八味中药对痤疮丙酸杆菌的抑菌圈均 ＞７ｍｍ，
除金银花和白芍之外，其他六味中药对金黄色葡萄球菌的抑菌

圈均＞７ｍｍ。其中，黄连对痤疮丙酸杆菌的抑菌圈直径最大，
为（１３．８３±２．８９）ｍｍ，黄芩对金黄色葡萄球菌的抑菌圈最大，
为（１５．２８±３．１３）ｍｍ。通过抑菌圈直径可知，除金银花和白
芍外，其他中药对细菌生长具有显著抑制作用，如插页ⅩⅣ图１、
表１所示。

表１　８味中药提取物对痤疮丙酸杆菌和金黄色葡萄球菌的
抑菌圈直径结果（ｎ＝３，�ｘ±ｓ） 单位：ｍｍ

中药提取物
抑菌圈／（ｍｍ）

痤疮丙酸杆菌 金黄色葡萄球菌

甘草　　 ９．７７±１．８２ １１．１０±２．２４
大黄　　 １２．３２±１．２７ １３．８８±１．０５
黄连　　 １３．８３±２．８９ １４．５６±１．２４
黄柏　　 ９．５０±２．６４ ８．１１±２．４３
黄芩　　 ９．８５±１．５４ １５．２８±３．１３
金银花　 ７．３２±１．０７ ９．１６±２．１６
枳实　　 １０．５２±１．２９ ９．１３±１．４３
白芍　　 ７．９８±０．９８ １２．９８±１．６３
空白对照 ０ ０
阴性对照 ０ ０
阳性对照 １８．００±１．３９ １３．６１±２．８６

２．２　八味中药对痤疮丙酸杆菌和金黄色葡萄球菌的最小抑菌
浓度结果

结果表明，八味中药对痤疮丙酸杆菌抑菌效果最好的是黄

连，其ＭＩＣ为３１．２５ｍｇ／ｍＬ，甘草为６２．５ｍｇ／ｍＬ，大黄、黄芩和
白芍为１２５ｍｇ／ｍＬ。对金黄色葡萄球菌抑菌效果最好的是甘
草，其ＭＩＣ为３１．２５ｍｇ／ｍＬ，黄芩为６２．５ｍｇ／ｍＬ，大黄、黄连和
白芍为１２５ｍｇ／ｍＬ。综合考虑每味中药的抑菌效果，除原方中
三味中药以外，其他五味中药中甘草的ＭＩＣ最小，具有较强的
抑菌效果，且甘草与原方没有配伍禁忌，故选择大黄、黄连、黄

芩、甘草为复方即加味三黄泻心汤进行后续研究，如插页ⅩⅣ图
２、表２所示。
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２．３　正交试验选择复方最佳配比及方差分析实验结果
如表３所示建立正交表，其中大黄（ＤＨ）、黄连（ＨＬ）、黄芩

（ＨＱ）、甘草（ＧＣ）用缩写表示。通过正交试验Ｋ值和Ｒ值，确
定痤疮丙酸杆菌的最优组合为 ＤＨ３、ＨＬ３、ＨＱ３、ＧＣ３，ＤＨ＞
ＨＬ＞ＧＣ＞ＨＱ，其对应浓度为２５０、６２．５、２５０、１２５ｍｇ·ｍＬ－１，
配比为４∶１∶４∶２，金黄色葡萄球菌的最优组合为 ＤＨ３、ＨＬ３、
ＨＱ３、ＧＣ３，ＨＬ＞ＤＨ＞ＨＱ＞ＧＣ。对应浓度为２５０、２５０、１２５、６２．
５ｍｇ·ｍＬ－１，配比为４∶４∶２∶１。

表２　８味中药提取物对痤疮丙酸杆菌和金黄色葡萄球菌的

ＭＩＣ检测结果（ｎ＝３） 单位：ｍｇ／ｍＬ

中药提取物
ＭＩＣ／（ｍｇ／ｍＬ）

痤疮丙酸杆菌 金黄色葡萄球菌

甘草　 ６２．５０ ３１．２５
大黄　 １２５．００ １２５．００
黄连　 ３１．２５ １２５．００
黄柏　 ２５０．００ ２５０．００
黄芩　 １２５．００ ６２．５０
金银花 ２５０．００ ５００．００
枳实　 ５００．００ ５００．００
白芍　 １２５．００ １２５．００

表３　痤疮丙酸杆菌和金黄色葡萄球菌正交试验因素水平
单位：ｍｇ／ｍＬ

菌种 水平 大黄 黄连 黄芩 甘草

Ｐ．ａｃｎｅｓ １ ６２．５ １５．６２５ ６２．５０ ３１．２５０
２ １２５．０ ３１．２５０ １２５．００ ６２．５００
３ ２５０．０ ６２．５００ ２５０．００ １２５．０００

Ｓ．ａｕｒｅｕｓ １ ６２．５ ６２．５００ ３１．２５ １５．６２５
２ １２５．０ １２５．０００ ６２．５０ ３１．２５０
３ ２５０．０ ２５０．０００ １２５．００ ６２．５００

　通过上述方差分析得到的 ４种中药对痤疮丙酸杆菌和金
黄色葡萄球菌的最优组方分别为 Ｆ１和 Ｆ２。方差分析和显著
性水平结果可知，整体模型Ｐ＜０.０５，表明所用模型差异显著
统计学意义。大黄、黄连、黄芩、甘草提取物对痤疮丙酸杆菌的

抑菌活性有显著性影响；大黄、黄连提取物对金黄色葡萄球菌

的抑菌活性有显著性影响，而黄芩、甘草提取物对金黄色葡萄

球菌抑菌活性无显著性影响。见表4-表6。

２．４　复方杀菌率的测定
取６个离心管，将各中药提取物稀释至最小抑菌浓度，每

个试管加中药提取物０．８ｍＬ，取１×１０７ｃｆｕ／ｍＬ供试菌液０．２
ｍＬ加入到试管中，ＰＢＳ做空白对照，混合均匀后分别取 １００
μＬ均匀涂布于平板上，在３７℃恒温培养箱中培养１２ｈ，记录
每个平板中的菌落数，与空白组对比，计算中药及其复方的杀

菌率［１８］。由插页ⅩⅤ图３可知，中药及复方对痤疮丙酸杆菌和
金黄色葡萄球菌有抑制作用，给药后细菌数量明显减少，复方

Ｆ２对痤疮丙酸杆菌和金黄色葡萄球菌的抑菌效果最好，杀菌
率分别为（９１．２２±０．０１）％、（９５．８５±０．１０）％，且复方比三黄
泻心汤的抑菌效果更好，对两种菌，Ｆ２组三黄泻心汤组具有显
著性，说明与原方相比，加药后通过配比研究得到的外用处方

具有更好地抑菌作用，即选定Ｆ２为最佳处方，用于后续研究。

表４　正交试验设计结果 （ｎ＝３）

试验号 大黄 黄连 黄芩 甘草 空白
抑菌圈／（ｍｍ）

Ｐ．ａｃｎｅｓ Ｓ．ａｕｒｅｕｓ

１ １ １ １ １ １ ９．１２±０．０２ ７．１８±０．０２
２ １ ２ ２ ２ ２ ９．７６±０．１７ ７．８０±０．１７
３ １ ３ ３ ３ ３ １２．８９±０．３５ １０．９１±０．３５
４ ２ １ １ ２ ３ １０．９４±０．０６ ７．５４±０．０６
５ ２ ２ ２ ３ １ １１．８７±０．０９ ７．８０±０．０９
６ ２ ３ ３ １ ２ １２．４６±０．０８ １０．３７±０．０８
７ ３ １ ２ ３ ２ ９．２６±０．２１ ９．４３±０．２１
８ ３ ２ ３ １ ３ １４．９１±０．０５ １０．５８±０．０５
９ ３ ３ １ ２ １ １４．８９±０．０１ １２．８７±０．０１
１０ １ １ ３ ２ ２ １０．１５±０．０３ １１．１７±０．０３
１１ １ ２ １ ３ ３ ９．８９±０．０２ ７．６５±０．０２
１２ １ ３ ２ １ １ １１．５６±０．１４ １１．３２±０．１４
１３ ２ １ ２ １ ３ １２．８８±０．１５ ８．５４±０．１５
１４ ２ ２ ３ ２ １ １３．６３±０．０６ ９．５５±０．０６
１５ ２ ３ １ ３ ２ １３．９８±０．０３ １２．３６±０．０３
１６ ３ １ ３ ３ １ １２．８１±０．０８ １０．８３±０．０８
１７ ３ ２ １ １ ２ １３．８４±０．３１ ９．９７±０．３１
１８ ３ ３ ２ ２ ３ １１．０５±０．０４ １２．６８±０．０４

均值 Ｋ１ ２１．１２ ２１．７２ ２４．２２ ２１．８０ ２４．９２
Ｋ２ ２５．２５ ２４．６３ ２２．１３ ２４．６５ ２３．４７
Ｋ３ ２５．５９ ２５．６１ ２５．６２ ２５．５１ ２３．５７
Ｒ ４．４６ ３．８９ ３．４９ ３．７０ １．４５

最优组合（Ｆ１） ＤＨ３、ＨＬ３、ＨＱ３、ＧＣ３
均值 Ｋ１ １８．６８ １８．３１ １９．１９ １９．０３ １９．３２

Ｋ２ １８．７３ １７．７９ １９．２８ ２０．１４ ２０．５４
Ｋ３ ２２．２０ ２３．５０ ２１．１４ ２０．４３ １９．７５
Ｒ ３．５２ ５．７１ １．９５ １．３９ １．２２

最优组合（Ｆ２） ＤＨ３、ＨＬ３、ＨＱ３、ＧＣ３

表５　正交试验方差分析

菌种名称 方差来源 ＳＳ ｄｆ ＭＳ Ｆ值 Ｐ值

痤疮丙酸杆菌 修正模型　 ５３．３４６ａ １０ ５．３３５ ５．４９１ ０．０１７
大黄　 １８．５４５ ２ ９．２７２ ９．５４４ ０．０１０**

黄连　 １２．２８７ ２ ６．１４３ ６．３２３ ０．０２７*

黄芩　 ９．２５６ ２ ４．６２８ ４．７６４ ０．０４９*

甘草　 １１．２８３ ２ ５．６４１ ５．８０６ ０．０３３*

空白　 １．９７６ ２ ０．９８８ １．０１７ ０．４１０*

误差　 ６．８０１ ５ ０．９７２
总计　 ２６４９．５０８ １８
修正后总计 ６０．１４７ １７

金黄色葡萄球菌 方差来源　 ＳＳ ｄｆ ＭＳ Ｆ值 Ｐ值
修正模型　 ４８．５８０ａ １０ ４．８５８ ３．７８１ ０．０４５
大黄　 １２．２４０ ２ ６．１２０ ４．７６３ ０．０４９*

黄连　 ２９．９４２ ２ １４．９７１ １１．６５１ ０．００６**

黄芩　 ３．６２８ ２ １．８１４ １．４１２ ０．３０５*

甘草　 １．６２７ ２ ０．８１３ ０．６３３ ０．５５９
空白　 １．１４３ ２ ０．５７２ ０．４４５ ０．６５８
误差　 ８．９９４ ５ １．２８５
总计　 １８３３．８５３ １８
修正后总计 ５７．５７５ １７

注：*与空白组比较，Ｐ＜０.０５；**与空白组比较，Ｐ＜０.０１。

２．５　复方最小抑菌浓度的测定
将中药复方定容至５０ｍＬ容量瓶，用蒸馏水二倍稀释至不
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同浓度，即 Ｖ１、Ｖ２、Ｖ３、Ｖ４、Ｖ５、Ｖ６，测定中药复方对两种细菌
最小抑菌浓度，当浓度为Ｖ３时，无抑菌效果，故复方最小抑菌
浓度为Ｖ２（即２２０ｍｇ／ｍＬ）（插页ⅩⅤ图４）。
表６　单味中药及其复方对痤疮丙酸杆菌和金黄色葡萄球菌杀菌率（ｎ＝３）

组方
杀菌率／（％）

痤疮丙酸杆菌 金黄色葡萄球菌

大黄 ７２．１２±０．０８ ６４．３１±０．０９
黄连 ８１．９７±０．１１ ６６．５０±０．０４
黄芩 ５５．５２±０．０５ ６２．２４±０．１２
甘草 ８５．８８±０．０３ ６８．６１±０．１７
Ｆ１ ８７．７８±０．０７ ８７．６３±０．０５
Ｆ２ ９１．２２±０．０１ ９５．８５±０．１０
三黄泻心汤 ８８．４９±０．０４ ６９．８４±０．１１

２．６　扫描电镜观察复方对细菌细胞膜的影响
由插页ⅩⅥ图５可知，给药后中药复方能够破坏生物膜中

的聚集物质和黏附物质，从而抑制细菌生长，而空白组和 ＰＢＳ
组细菌形态完整，说明加味三黄泻心汤通过破坏细菌细胞壁结

构和改变细胞膜的通透性来抑制细菌的生长。

２．７　微乳凝胶制备
２．７．１　微乳液的制备　通过伪三元相图确定了Ｋｍ比值及油
相与混合乳化剂的比值，用于微乳组方的筛选。以肉豆蔻酸异

丙酯为油相，吐温－８０为表面活性剂，聚乙二醇为助表面活性
剂，进行微乳组方的滴定。在常温下，建立伪三元相图，混合表

面活性剂与助表面活性剂（Ｋｍ比值为３∶１、２∶１、１∶１、１∶２和
１∶３），与油相以不同比例混合，然后逐滴加水相，观察混合物
体系的变化，记录临界点时加水量。澄清透明的混合物被认定

为微乳。使用ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ９．０软件绘制伪三元相图，确定微乳区
域。根据伪三元相图微乳区域大小，选择最佳的油相Ｋｍ。以

吐温－８０和聚乙二醇１∶２混合，油相肉豆蔻酸异丙酯与混合
乳化剂１∶９时得到澄清且透明的微乳，作为后续研究（图６）。
２．７．２　微乳凝胶形态观察　如插页ⅩⅥ图７所示，当加入凝胶
剂为１％时，所得微乳凝胶黏度适中，易于涂布。
２．８　微乳凝胶的理化性质评价
２．８．１　微乳粒径分布及 Ｚｅｔａ电位测定　结果发现最佳配比
的微乳的透光率为（９３．７７±０．０１）％，平均粒径为（６６．３２±
３.５５）ｎｍ，ＰＤＩ为（０．１１±０．０１），Ｚｅｔａ电位为（－０．６６±
０.１４）ｍＶ。
２．８．２　微乳透射电镜图　结果表明微乳为类球状，表面无聚
集，粒径约８０ｎｍ，与粒径测定结果一致（图８）。
２．８．３　复方微乳凝胶对细菌存活率的影响　甲硝唑凝胶为阳
性对照，分别取１ｇ复方微乳凝胶和甲硝唑凝胶至含有１ｍＬ
浓度１×１０７ｃｆｕ／ｍＬ的供试菌液离心管中，３７℃、１２０ｒ培养４
ｈ，取１００μＬ均匀涂布于平板，３７℃培养１２ｈ，菌落计数。如
插页ⅩⅥ图９所示，复方微乳凝胶能够有效抑制细菌生长。
２．９　复方微乳凝胶对痤疮功效评价

健康的雄性ＩＣＲ小鼠（５周龄，体质量１６～１８ｇ）来自长春
亿斯实验动物有限公司，并获得质量证书编号为 ＳＣＸＫ（吉）
２０１８－０００７。本研究的所有实验均获得了吉林农业大学实验
动物伦理委员会的批准，所有的实验动物研究都遵循吉林农业

大学实验动物伦理委员会制定的《实验动物管理条例》。将２４
只ＩＣＲ小鼠分为空白组、模型组、阳性组、微乳凝胶组、复方微
乳凝胶组、毒理组，运用Ｋｌｉｇｍａｎ法对小鼠进行痤疮模型建立，
对小鼠进行脱毛处理，然后用５０％油酸１００μＬ涂抹于小鼠背
部，每隔一天小鼠皮下注射１×１０８的痤疮丙酸杆菌２０μＬ，连
续１４ｄ后停止造模，可见小鼠皮肤粗糙，出现囊肿，连续给药
２０ｄ，给药量１ｇ／只，每天早晚各１次，观察小鼠皮肤形态变

图６　伪三元相图
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图８　空白微乳液和复方微乳液透射电镜照片

化，通过Ｈ＆Ｅ染色观察病理学变化，毒理组不做处理，按照同
样方法给药［１６］。给药２０ｄ后痤疮的治疗效果如插页ⅩⅦ图１０
所示，空白组小鼠皮肤组织形态结构完整，表面覆有薄层角质层，

表皮层较薄，皮肤光滑，各区域正常。与空白组比较，模型组表皮

明显增厚，皮下间质内大量腺体增生。与模型组比较，阳性对照组

（甲硝唑凝胶）、复方微乳凝胶组组织病理形态得到改善。

２．９．１　复方微乳凝胶毒理学考察　用药２０ｄ后，对各组小鼠
进行组织病理学检查，其心、肝、脾、肺、肾等脏器组织均未见病

理改变，各组均未见水肿、表皮增生、角化等现象。与对照组比

较，复方微乳凝胶组未见任何异常，对主要脏器无显著不良影

响，为比较安全的外用药物（插页ⅩⅧ图１１）。
２．９．２　ＨＥ染色　皮肤组织于４％多聚甲醛溶液固定后，常规
脱水处理，石蜡包埋，切片，ＨＥ染色，将染色后的切片梯度乙
醇脱水，封片，显微镜观察病理变化。如插页ⅩⅨ图１２所示，空
白组皮肤组织表皮较薄，鳞状上皮细胞排列整齐，血管、脂肪组

织、毛囊及皮脂腺等清晰可见，无明显病理改变；与空白组相

比，模型组表皮增厚明显，角质化物沉积，毛囊萎缩，有大量炎

性细胞浸润；阳性药组、微乳凝胶组和复方微乳凝胶组表皮增

厚、组织增生及炎性细胞浸润情况均有不同程度的减轻。其中

复方微乳凝胶组结构较为清晰，表皮轻微增厚，组织增生程度

较轻，仅有轻微炎症细胞浸润。

２．９．３　Ｍａｓｓｏｎ染色　切片在离子水中浸泡后，脱色至白色，
浸泡到马松染色剂中，纯乙醇脱水，封片，显微镜观察病理变

化。通过 Ｍａｓｓｏｎ染色进一步评估每组胶原蛋白的沉积和成

熟。如插页ⅩⅨ图１３所示，用复方微乳凝胶处理的皮肤表面显
示出较有序和较好的胶原蛋白沉积。与模型组相比，阳性药

组、复方微乳凝胶组中发现更多的胶原纤维，并在给药后２０ｄ
逐渐形成网络结构。

２．９．４　ＥＬＩＳＡ法检测 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－１０表达水平　由
图１４可知，与空白组相比，模型组 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β和 ＩＬ－１０
的含量显著升高（Ｐ＜０.０１）。与模型组比较，给药组小鼠血清
中ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β和ＩＬ－１０含量均有不同程度的降低，其中
尤以复方微乳凝胶组以及阳性组炎症因子含量降低最为显著，

差异有统计学意义（Ｐ＜０.０５）。
３　讨论

随着中药复方制剂的不断发展，微乳已成为今后研究发展

的方向之一，微乳具有载药能力强、稳定性高等特点，适合作各

种中药提取物的给药载体，然而流动性强影响其对痤疮的治疗

效果，加入凝胶剂后，可以增加黏附性，提高利用率［１９－２０］。本

实验主要运用于外用处方，在用药安全的前提下，制备复方微

乳凝胶。复方中大黄、黄连、黄芩具有疏风清热、泻火解毒的作

用，其主要活性成分能够抑制细菌的生长，缓解炎症和感

染［２１－２３］，甘草则具有调和诸药之性的作用，甘草中黄酮类化合

物具有很好地抑菌作用，能够增强方剂的功效，外用于热毒上

火、炎症感染所导致的寻常痤疮［２４］。

在痤疮的治疗过程中，大多采用抗生素治疗，效果虽好，但

容易使皮肤产生耐药性［２５］。在长期治疗过程中，中药因其具

有多成分、多靶点的特点，在外用治疗痤疮中展现出独特优

注：＃＃与空白组相比，Ｐ＜０.０１；*与模型组相比，Ｐ＜０.０５；**与模型组相比，Ｐ＜０.０１。

图１４　各组小鼠血清炎症因子ＴＮＦ－α（Ａ）、ＩＬ－１β（Ｂ）和ＩＬ－１０（Ｃ）水平变化

０９
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势［２６］。痤疮的发病机制复杂，研究证实，炎症在痤疮的发生、

发展和消退中起着举足轻重的作用［２７］。研究发现，痤疮丙酸

杆菌是角质形成细胞释放 ＩＬ－１β的强效诱导剂，呈剂量依赖
性。ＩＬ－１０、ＩＬ－６和ＴＮＦ－α等细胞因子也参与痤疮的炎症
反应［２８］。此外，痤疮丙酸杆菌是激活 ｔｏｌｌ样受体的重要因素，
ＴＬＲ的激活引发机体产生免疫应答，释放多种炎症细胞因子，
这些细胞因子的大量释放会引起皮肤的炎症反应，从而导致痤

疮的炎性反应出现［２９］。因此，痤疮相关的病理变化与 ＴＮＦ－
α、ＩＬ－１β和ＩＬ－１０的表达密切相关［３０］。

本研究通过抑菌实验，筛选出中药复方。利用单因素实验

优化微乳凝胶制备工艺。结果显示，复方微乳凝胶剂外观性状

良好，耐热性、稳定性理想，对痤疮丙酸杆菌和金黄色葡萄球菌

有确切的抑制作用。组织染色和 ＥＬＩＳＡ结果显示，模型组小
鼠皮肤组织出现明显的病理改变，血清中 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β和
ＩＬ－１０含量显著高于空白组（Ｐ＜０.０１）；复方微乳凝胶给药治
疗后病理性改变有不同程度的缓解，血清炎症因子含量显著降

低（Ｐ＜０.０１）。因此，在这项研究中，复方微乳凝胶可能通过
抑制痤疮丙酸杆菌介导的炎症因子 ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β和 ＩＬ－
１０的表达，从而发挥有效其抗炎作用。

综上所述，本研究通过古方结合现代研究得到的新复方制

成的复方微乳凝胶，对小鼠痤疮模型具有一定的治疗效果，为

痤疮研究提供新思路。
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Ｉｍｍｕｎｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１６，２２１（９）：１００１－１０１１．

［３０］　ＺＨＡＮＧＺ，ＭＵＬＦＡＵ－ＴＡＮＧＪ，ＴＡＮＧＪＦＡＵ－ＤＵＡＮＺ，ｅｔａｌ．

Ａｓｍａｌｌｐｅｐｔｉｄｅｗｉｔｈｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｐｏｔｅｎｔｉａｌｆｏｒｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙａｃｎｅｖｕｌ-

ｇａｒｉｓ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１７，８（８）：７２９２３．

１９
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ⅩⅣ

基于正交试验研究外用加味三黄泻心汤配比及微乳凝胶对痤疮的药效学评价

（正文见８５－９１页）

注：１黄连、２大黄、３甘草、４黄柏、５黄芩、６白芍、７枳实、８金银花、Ａ空白对照、Ｂ阴性对照、Ｃ阳性对照。
图１　８味中药提取物对痤疮丙酸杆菌和金黄色葡萄球菌的抑菌圈直径结果（ｎ＝３，ｍｍ）

注：Ａ大黄、Ｂ黄柏、Ｃ黄芩、Ｄ金银花、Ｅ黄连、Ｆ甘草、Ｇ白芍、Ｈ枳实。

图２　８味中药提取物对痤疮丙酸杆菌和金黄色葡萄球菌的ＭＩＣ检测结果（ｎ＝３，ｍｇ·ｍＬ－１）
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ⅩⅤ

　　注：*与空白组相比，Ｐ＜０.０５；**与空白组相比，Ｐ＜０.０１；＃与三黄泻心汤组相比，Ｐ＜０.０５；＃＃与三黄泻
心汤组相比，Ｐ＜０.０１。Ａ空白、Ｂ大黄、Ｃ黄连、Ｄ黄芩、Ｅ甘草、ＦＦ１、ＧＦ２、Ｈ三黄泻心汤。

图３　中药及复方对痤疮丙酸杆菌和金黄色葡萄球菌的杀菌率

图４　中药复方对痤疮丙酸杆菌和金黄色葡萄球菌的最小抑菌浓度



第４３卷　第３期
２０２５年 ３月

中　华　中　医　药　学　刊
ＣＨＩＮＥＳＥ　ＡＲＣＨＩＶＥＳ　ＯＦ　ＴＲＡＤＩＴＩＯＮＡＬ　ＣＨＩＮＥＳＥ　ＭＥＤＩＣＩＮＥ

Ｖｏｌ．４３Ｎｏ．３
Ｍａｒ．２０２５

ⅩⅥ

图５　扫描电镜观察中药复方对痤疮丙酸杆菌和金黄色葡萄球菌的影响

图７　微乳凝胶状态图

注：**与生理盐水组相比，Ｐ＜０.０１。
图９　复方微乳凝胶对痤疮丙酸杆菌和金黄色葡萄球菌存活率
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ⅩⅦ

图１０　各组小鼠痤疮的治疗效果图
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ⅩⅧ

图１１　小鼠６种器官的组织病理学结果
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ⅩⅨ

图１２　各组小鼠皮肤组织ＨＥ染色病理学观察（×２００）

图１３　各组小鼠皮肤组织Ｍａｓｓｏｎ染色病理学观察（×２００）


