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［摘　要］　为奶牛乳房炎的治疗提供了一种新型高效的透皮给药制剂，并考察其体外透皮给药的

行为特点。采用薄膜分散法制备黄藤素柔性纳米脂质体（ＰＦＬ），高效液相色谱仪（ＨＰＬＣ）测定包封

率，透射电镜（ＴＥＭ）观察ＰＦＬ的结构、激光粒度仪（ＬＰＳＡ）测定 ＰＦＬ的粒径和表面 Ｚｅｔａ电位；然后

将ＰＦＬ制备成水凝胶贴剂（ＰＦＬ－ＨＰ），并采用立式双室扩散池考察ＰＦＬ－ＨＰ体外透皮给药的行为

特点，并同药物水凝胶贴剂（Ｐ－ＨＰ）与加入５％氮酮的水凝胶贴剂（Ｐ－Ａ－ＨＰ）进行对照。结果表

明，ＰＦＬ对黄藤素的包封率为（７９±２．２３）％，ＰＦＬ为圆球形层状囊泡结构，粒径为（１９０±２４）ｎｍ，

Ｚｅｔａ电位为（－５４±２．６５）ｍＶ；ＰＦＬ－ＨＰ膏体柔软、膏面平整光洁，黏附性良好可４８ｈ黏附于奶牛乳

房而不脱落；２４ｈ时，ＰＦＬ－ＨＰ的药物累积透过量是 Ｐ－ＨＰ与 Ｐ－Ａ－ＨＰ的 ２．１２倍（ｔ－ｔｅｓｔ，

Ｐ＜０．０５）与１．１３倍（ｔ－ｔｅｓｔ，Ｐ＞０．０５），同时，ＰＦＬ－ＨＰ组中药物在皮肤组织的滞留量（即“储库效

应”）也高于 Ｐ－ＨＰ与 Ｐ－Ａ－ＨＰ（ｔ－ｔｅｓｔ，Ｐ ＜０．０５）。黄藤素柔性纳米脂质体水凝胶贴剂

（ＰＦＬ－ＨＰ）药物透皮吸收效率高、黏附性良好、使用方便，奶牛对其具有良好的依从性。ＰＦＬ－ＨＰ

可作为治疗奶牛乳房炎的一种新型高效透皮给药制剂。
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　　奶牛乳房炎是一种严重危害奶牛养殖业的疾

病，在我国的发病率为３３％左右［１－２］。奶牛乳房炎

多因环境卫生、挤奶不当特别是机械挤奶或饲养管

理不合理等引起病原微生物感染而发病。黄藤素

（ｐａｌｍａｔｉｎｅ，ＰＮ）是从防己科植物黄藤（Ｆｉｂｒａｕｒｅａｒｅ

ｃｉｓａＰｉｅｒｒｅ）中提取精制而得的一种季胺盐异喹啉类

生物碱，具有较好的抗菌、抗病毒作用［３］与抗炎作

用，还能显著增强体内白细胞的吞噬能力；其在自

然界易代谢、不残留，因此，在兽药领域具有广阔的

应用前景。临床上对于奶牛乳房炎的治疗主要有

注射给药、乳房灌注、口服给药与乳房外敷给药等，

其中，乳房外敷给药具有给药方便、药物可透皮吸

收而直达病灶与克服奶牛对注射、灌注和口服给药

的恐惧引起的应激反应等优点，因此，备受关注。

但是，传统的外敷给药剂型如涂膜剂、气雾剂、软膏

剂与洗剂等由于载药量小、给药后易损失、药物透

皮吸收效率低等原因而受到一定的限制。柔性脂

质体是一种高效透皮给药载体，可以通过多种机制

促进药物特别是水溶性药物通过皮肤与黏膜吸

收［４－５］，但脂质体混悬液具有易流动而在皮肤上滞

留时间短、易损失的弊端。水凝胶贴剂是由水溶性

高分子材料等制备而成的具有三维网络结构的新

型透皮给药载体，具有载药量大、膏体柔软舒适、黏

性良好、无刺激无过敏等优点而成为研究热点；水

凝胶基质不仅与脂质体具有良好的相容性，也能提

高脂质体的稳定性［６］。本文首次将黄藤素制备成

柔性纳米脂质体水凝胶贴剂，并研究了其体外透皮

给药的行为特点，为进一步的应用奠定基础。

１　材 料

１．１　 试 药 　 黄 藤 素 （纯 度 ≥ ９８％，批 号

ＸＣ２０１４０５１４）购自西安小草植物科技有限责任公

司；黄藤素标准品（中国食品药品检定研究院，纯度

≥９８％，批号１１０７３２－２０１１０８）；大豆磷脂（湖北远

成药业有限公司）；胆固醇（天津博迪化工股份有限

公司）；丙三醇、１，２－丙二醇（厦门星鲨制药有限公

司）；ＴｒｉｔｏｎＸ－１００、硫酸鱼精蛋白（Ｓｉｇｍａ公司）；甘

氨酸铝、聚丙烯酸钠 ＮＰ－７００与 ＮＰ－８００（美国国

际特品公司）；ＰＶＰＫ－１２０（河南博爱新开元有限

公司）；ＥＤＴＡ－２Ｎａ（天津市科密欧化学试剂有限公

司）；酒石酸（安徽华源生物药业有限公司）；高弹

无纺布（上海一蓝无纺布制造有限公司）；双硅纸

（江苏宇宣工业有限公司）；其他试剂均为分析纯，

水为双蒸水。

１．２　仪器　Ｑｕｉｎｔｉｘ２２４－１ＣＮ电子天平、ＳＩＧＭＡ１

－１４离心机（赛多利斯科学仪器公司）；５２－ＡＡ旋

转蒸发仪（上海亚荣生化仪器厂）；Ｂ１１－１型恒温

磁力搅拌器（上海司乐仪器有限公司）；ＦＪ－２００高

速分散匀质机（上海标本模型厂）；ＪＥＭ－２０００ＥＸ

透射电镜（日本电子株式会社，日本）；ＺＥＮ－３６００

激光粒度仪（马尔文，英国）；ＨＩＣ－１０ＡＳＰ高效液
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相色谱仪（ＳＰＤ－１０Ａ检测器，岛津，日本）；ＺＪ－５０

型真空搅拌混合机、ＧＳＴ－ＩＩ型涂布切割机（温州市

皓丰机械有限公司）；贴剂黏性检测装置（按照《中

国药典》２０１５年版自制）。水平双室扩散池（扩散

面积Ａｅ＝１．５４ｃｍ２，容积Ｖ＝５．０ｍＬ）。

１．３　动物　健康奶牛３０头，山东省烟台市某养殖

场；奶牛乳房部位皮肤（烟台市屠宰场）。

２　方 法

２．１　含量测定方法　色谱柱为 ＨｙｐｅｒｓｉｌＢＤＳＣ１８

（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，５．０μｍ），流动相为乙腈

－０．４％磷酸（２０：８０，Ｖ／Ｖ），检测波长３４５ｎｍ，流速

１．０ｍＬ／ｍｉｎ，进样量２０μＬ。取黄藤素标准品，精密

称定，用双蒸水配制成浓度为０．８、２．８、８．４、１４．０、

２５．０μｇ／ｍＬ的标准品溶液，精密移取各浓度溶液

２０μＬ，注入 ＨＰＬＣ中测定，并以峰面积 Ａ为纵坐

标，以浓度Ｃ为横坐标，进行线性回归，得线性方程

Ａ＝９５．５１１６Ｃ－４８．９８２９，ｒ＝０．９９９５，表明黄藤素

浓度Ｃ在０．８～２５．０μｇ／ｍＬ范围内与峰面积 Ａ具

有良好的线性关系。

２．２　黄藤素柔性纳米脂质体（ＰＦＬ）的制备及其性

质考察　取３．０ｇ卵磷脂与０．０５ｇ胆固醇置于茄

形瓶内，用１０ｍＬ无水乙醇振摇至溶解；于５０℃、

－０．０５ＭＰａ条件下旋转除掉乙醇，至物料在瓶壁上

形成干燥的脂质膜。将２０ｇ１，２－丙二醇加入双蒸

水中混合均匀，得水相，取出１／３量，将０．３ｇ的ＰＮ

加入其中溶解并于５０℃预热，然后缓慢加入茄形

瓶中，氮气氛围下与脂质膜水合６０ｍｉｎ，再转移至

锥形瓶内，高速（２００００ｒ／ｍｉｎ）匀质５ｍｉｎ，再通过

０．２２μｍ聚丙烯滤膜过滤２次，之后将剩余的２／３

水相加入其中，振摇混匀，即得，４℃保存。

ＰＦＬ包封率测定：取０．７５ｍＬ脂质体于２ｍＬ离

心管中，加入０．７５ｍＬ鱼精蛋白溶液（１０ｍｇ／ｍＬ），

摇匀，静置３ｍｉｎ，离心（１００００ｒ／ｍｉｎ）１５ｍｉｎ，弃掉

上清液，用２ｍＬ１０％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００甲醇溶液消解

沉淀物至澄清透明，取２０μＬ进样测定ＰＮ的含量。

包封率按照如下公式计算：包封率（％）＝（Ｗ１／Ｗ２）

×１００％，其中Ｗ１为被脂质体包封的药量，Ｗ２为实

际加入的总药量。粒径与 Ｚｅｔａ电位：取 ＰＦＬ稀释

液样品适量，注入激光粒度仪测定 ＰＦＬ的粒径与

Ｚｅｔａ电位。结构观察：将ＰＦＬ稀释液样品适量滴于

铜载网上，晾干后用磷钨酸（１．５％，Ｗ／Ｗ）进行负染

色，晾干，置于透射电镜下进行结构观察。

２．３　黄藤素柔性纳米脂质体水凝胶贴剂（ＰＦＬ－

ＨＰ）的制备及其黏性考察　取 ＮＰ－８００与 ＮＰ－

７００各１．５、０．４５ｇ甘氨酸铝和０．０５ｇＥＤＴＡ－２Ｎａ，

加入至３５ｇ丙三醇中，真空搅拌均匀，作为甘油相；

另取０．４５ｇ酒石酸，９．５ｇＰＶＰＫ－１２０，加入２５ｇ

纯化水中，搅拌至充分溶解，作为水相；再取 ７０ｇ

ＰＦＬ与 水 相 共 同 加 入 甘 油 相 中，真 空 搅 拌

（８０ｒ／ｍｉｎ）８ｍｉｎ，得到膏体；再将膏体转移至涂布

切割机上进行涂布切割，得到半成品贴剂并置于温

度为２８～３０℃、湿度为５０％ ～５５％的条件下放置

７２ｈ，封装，于室温下再放置９６ｈ，即得 ＰＦＬ－ＨＰ。

将７０ｇＰＦＬ更换为７０ｇ０．３％ＰＮ水溶液，其余操作

不变，即可制备得到黄藤素水凝胶贴剂（Ｐ－ＨＰ）；

再添加 ５％氮酮则得到含氮酮的水凝胶贴剂

（Ｐ－Ａ－ＨＰ）。

贴剂黏性的测定：参照《中国药典》２０１５年版

的斜坡滚球法测定，实验前，除去供试品包装材料，

使互不重叠在室温放置２ｈ以上；取供试品３片，置

于倾斜板（倾斜角３０°）中央，膏面向上，斜面上部

１０ｃｍ及下部１５ｃｍ用０．０２５ｍｍ厚的涤纶薄膜覆

盖，中间留出５ｃｍ膏面，将各标准钢球自斜面顶端

自由滚下，以至少２片供试品黏性面能够粘住的最

大球号钢球表示其黏性的大小，试验重复３次，本

实验所用钢球球号及规格符合规定。同时，将奶牛

３０头分为 ３组，每组 １０头，然后将 ＰＦＬ－ＨＰ、

Ｐ－ＨＰ与Ｐ－Ａ－ＨＰ各１０贴分别贴于各组奶牛乳

房部位，观察记录贴剂自帖敷到完全脱落的时间即

为奶牛在体帖敷时间，帖敷药物期间奶牛自由饮食

走动。

２．４　体外透皮给药　用剃须刀小心剔除奶牛乳房

部位皮肤毛发并剥离皮下组织，用水冲洗干净后夹

于立式扩散池中间，角质层面向供给池，真皮层面向

接收池；立式扩散池固定在调温恒控磁力搅拌器上，

并以恒定的速度搅拌接收液，保持恒温在（３２±

·８４·
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０．５）℃；在供给池中分别加入 ＰＦＬ－ＨＰ、Ｐ－ＨＰ与

Ｐ－Ａ－ＨＰ各４．５ｇ，在接收池中加入５ｍＬ的双蒸水

作为接收液。然后于０．５、１．０、２．０、６．０、１２．０、２４．０ｈ

取接收液０．３ｍＬ，并补加等量的双蒸水，共取６个

样，重复３次。样品经０．２２μｍ滤膜过滤，取２０μＬ

注入液相色谱仪测定ＰＮ的含量，并按下公式计算药

物的累积透过量（△Ｍ）：△Ｍ＝∑ＣＶ／Ａｅ，其中Ｖ为接

收液的体积（ｍＬ），Ｃ为接收液中的药物浓度

（μｇ／ｍＬ），Ａｅ为有效扩散面积（ｃｍ
２）。实验结束后，

皮肤样品用生理盐水冲洗３ｍｉｎ，再将其剪成小块，

加入等量的生理盐水，进行匀浆；匀浆液于 ５０００

ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，移取上清液２０μＬ注入液相色谱

仪测定ＰＮ的含量，ＰＮ在皮肤组织中的滞留量以单

位面积皮肤组织中含有的药量表示（μｇ／ｃｍ２）。

３　结果与分析

３．１　黄藤素柔性纳米脂质体（ＰＦＬ）及其性质　本

文所制备的ＰＦＬ由透射电镜（图１）观察为具有层

状囊泡结构的圆球形或椭球形，ＰＦＬ的层状囊泡结

构可能是由于１，２－丙二醇增加了脂质体脂质双分

子层磷脂膜的变形性所致，与以乙醇为柔软剂的醇

质体具有类似的层状结构［７］。ＰＦＬ的粒径为１９０±

２４ｎｍ，表面Ｚｅｔａ电位为－５４±２．６５ｍＶ；研究表明

当微粒表面 Ｚｅｔａ电位的绝对值大于３０ｍＶ时，脂

质体微粒间由大量净电荷产生较强的静电斥力而

利于微粒体系的稳定性提高与粒径分布均匀［８］。

图１　黄藤素柔性纳米脂质体的透射电镜图

３．２　黄藤素柔性纳米脂质体水凝胶贴剂（ＰＦＬ－

ＨＰ）及其黏性　制备的黄藤素柔性纳米脂质体水

凝胶贴剂（ＰＦＬ－ＨＰ）外观为淡黄色层状膏体、膏面

平整光洁、无冷流无渗析（图２）。贴剂的黏性与药

物释放、治疗效果等密切相关，黏性的评价指标有

初粘力、持黏力与剥离强度等，其中初粘力不仅能

够反映材料表面与整体的性质，也能够反映贴剂的

黏性特别是贴敷于皮肤上长时间的真实黏附性能，

因此，初粘力常被用于评价水凝胶贴剂的黏附

性［９－１０］，ＰＦＬ－ＨＰ的初粘力与贴敷于奶牛的黏附

性如下表１所示。

图２　黄藤素柔性纳米脂质体水凝胶贴剂图

（Ａ－膏体面层，Ｂ－无纺布背衬层）

表１　水凝胶贴剂的黏附性（ｎ＝３）
贴剂类型 初粘力（标准钢球号） 奶牛在体帖敷时间／ｈ
ＰＦＬ－ＨＰ ２８±２ ５０±２．０
Ｐ－ＨＰ ２７±２ ４５±３．５
Ｐ－Ａ－ＨＰ ２４±２ ４０±３．０

３．３　水凝胶贴剂的体外透皮给药　体外透皮给药
实验表明，随着时间的延长，三种载体 ＰＦＬ－ＨＰ、
Ｐ－ＨＰ与Ｐ－Ａ－ＨＰ的药物累积透过量均不断增
加。如图３所示在透皮给药的前１．５ｈ内，Ｐ－Ａ－
ＨＰ的药物累积透过量大于ＰＦＬ－ＨＰ和 Ｐ－ＨＰ；但
２．０ｈ后，ＰＦＬ－ＨＰ的药物累积透过量最大，表明
２．０ｈ后柔性纳米脂质体促进药物透皮吸收的作用
大于传统的氮酮促渗剂。２４ｈ时，ＰＦＬ－ＨＰ的药物
累积透过量分别是Ｐ－ＨＰ与Ｐ－Ａ－ＨＰ的２．１２倍
（ｔ－ｔｅｓｔ，Ｐ＜０．０５）与１．１３倍（ｔ－ｔｅｓｔ，Ｐ＞０．０５）；
同时，ＰＦＬ－ＨＰ药物在皮肤中的滞留量也显著高于
Ｐ－ＨＰ与Ｐ－Ａ－ＨＰ（ｔ－ｔｅｓｔ，Ｐ＜０．０５），表明柔性
纳米脂质体能够促使药物在皮肤组织中形成良好
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的“储库效应”而更利于奶牛乳房炎的局部靶向治

疗，具体如图４所示。

图３　不同载体中黄藤素通过皮肤的累积渗透量（ｎ＝３）

图４　不同载体透皮给药后黄藤素在皮肤中
的滞留量（ｎ＝３）

４　讨论与小结
奶牛乳房炎已经成为我国奶牛养殖业的重大

威胁，加之抗生素类药物滥用的潜在不良反应和危

害逐渐被认识，因此，亟待开发新型高效的天然药

物制剂用于奶牛乳房炎的治疗。本文首次制备了

天然单体药物黄藤素的柔性纳米脂质体水凝胶贴

剂（ＰＦＬ－ＨＰ），并研究了 ＰＦＬ－ＨＰ的黏性与体外
透皮给药行为。结果表明，ＰＦＬ－ＨＰ具有良好的黏
性，其初粘力达到２８±２（标准钢球号）、奶牛在体
贴敷时间为５０±２．０ｈ；良好的黏性意味着药物制
剂可与皮肤持久接触而不脱落，从而使药物持续缓

慢释放而直达病灶；体外透皮给药实验表明，ＰＦＬ－
ＨＰ作为ＰＮ透皮给药的载体，不仅能够促进药物透
皮吸收而提高其累积透过量，也能促进药物在皮肤

组织中形成良好的“储库效应”而利于长效缓释，这

可能是由于柔性脂质体具有较好柔软性和变形性

的脂质双分子层膜，能够通过变形作用、与细胞发

生融合或扰乱皮肤角质层的有序结构［１１］等机理促

进ＰＮ进入皮肤并在皮肤组织中形成“药物储库”。

脂质体混悬液本身是一种热力学与动力学不稳定

体系，易发生聚集、融合与药物泄露等，因此，成为

临床应用的瓶颈之一；本文将药物柔性脂质体与水

凝胶贴剂结合制成柔性纳米脂质体水凝胶贴剂，避

免了单纯脂质体混悬液存在的稳定性低的问题、易

于流动而损失给药剂量与在病灶部位滞留时间短

的弊端；同时，柔性纳米脂质体水凝胶贴剂的膏体

柔软，贴敷后奶牛无不适反应且不影响挤奶操作而

具有良好的依从性。因此，本文为奶牛乳房炎的治

疗提供了一种新型透皮制剂，填补了领域空白，具

有广阔的应用前景。
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