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摘要# 目的!建立VKDE法测定大鼠皮肤中三七皂苷 J"’ 人参皂苷 J[" 含有量& 方法!分析采用 ECf E",色谱柱
"#’& 22q0Q( 22% ’ %2#( 以水)乙腈为流动相% 梯度洗脱( 柱温 %& d( 体积流量 "Q& 2D<24S( 检测波长 #&% S2&
结果!三七皂苷J" 和人参皂苷J[" 分别在 &Q#", _"0Q( %;"5o&Q+++ &# 和 &Q+#+ _("Q+ %;"5o&Q+++ ## 范围内呈
良好的线性关系% 提取回收率 ,+Q,!_"&%Q&!& 大鼠全皮及角质层下皮肤给药 "# L 后% 三七皂苷 J" 在三七总皂苷
脂质体混悬液中的滞留量高于在传递体混悬液中% 而人参皂苷J[" 恰好相反& 结论!该方法简便准确% 重复性好% 专
属性强% 可用于大鼠皮肤中三七总皂苷主要成分的测定&
关键词! 三七皂苷J"( 人参皂苷J["( 大鼠( 皮肤( VKDE
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!!三七总皂苷是五加科植物三七 F%&%D&/6/’-&=
<+&’ "@OX=$# ?$V$EL.S 的主根或根茎经加工制
成的总皂苷+", % 主要包括人参皂苷 J;"’ J["
"J["#’ J.’ J>’ J[#’ J[%’ J8% 以及少量三七

皂苷 J" "J" #’ J#’ J%’ J(
+#, % 具有活血化瘀’

消肿止痛’ 补虚强壮等功效% 现代药理研究表明%
其对心血管疾病防治具有良好的效果% 主要是由于
它可舒张血管以增加血流量’ 抑制血小板聚集% 并
在动脉粥样硬化过程中抑制炎症反应的发生+%, %
还可减少血清中乳酸脱氢酶和肌酸激酶的含有量%
使超氧化物歧化酶’ 谷胱甘肽过氧化物酶’ 过氧化
氢酶水平恢复正常% 从而对心血管系统起到保护作
用+0, & 同时% 它在促进损伤修复方面起到重要作

用% 可促进骨髓基质细胞的增殖和成骨分化% 从而
帮助受伤的骨头修复% 临床上主要应用于软组织损
伤’ 骨折愈合’ 骨关节病及脊髓损伤治疗等+’, &
另外% 它还具有丰富的抗癌活性% 能促进癌细胞凋
亡% 阻滞细胞周期+0, &

目前% 三七总皂苷市售与在研剂型主要有片
剂’ 胶囊’ 颗粒’ 注射液’ 脂质体’ 微乳等% 但是
普通口服制剂往往由于胃肠道酶’ 菌群’ NV等因
素影响% 生物利用度较低% 而且药物对消化道黏膜
具有刺激性( 注射剂存在患者顺应性差’ 安全性低
的问题% 并且主要适用于全身给药% 对身体局部损
伤的治疗效果不理想+()5, % 故有必要进行新剂型与
新给药途径的研究以弥补上述缺点& 经皮给药具有
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可避免肝脏与胃肠道首过效应’ 血药浓度恒定’ 给
药次数少’ 可及时中断给药等优点% 而皮肤外用制
剂应用后% 皮肤中药物滞留量的监测对阐明制剂的
生物效应特点 "起效时间’ 药效强弱’ 作用持续
时间’ 毒副作用大小等# 以及药物经皮渗透途径
与机制有着重要意义+,)+, % 故本实验首次建立
VKDE法测定大鼠皮肤中三七总皂苷主要成分三七
皂苷J"’ 人参皂苷J[" 的含有量&
CD仪器与材料
"Q"!仪器!DE)#"%& 高效液相色谱仪’ DE)#&%& 紫
外检测器 "上海天美科学仪器有限公司#( @:"#0:
电子天平 "德国 :3XP9X4OM公司#( 低速离心机 "上
海安亭科学仪器公司#&
"Q#!试药与材料!三七总皂苷 "注射级% 云南植
物药业有限公司% 批号 V@#&&,""&%#( 人参皂苷
J[" "含有量 +#Q(!% 批号 ""&5&0)#&&+#"#’ 三七
皂苷 J" "含有量 +’Q5!% 批号 ""&50’)#&"&"’ #
对照品 "中国食品药品检定研究院#( 高纯胆固醇
"注射级% 上海艾伟特医药科技有限公司% 批号
@&"##"#( 维生素 1 "浙江新和成股份有限公司%
批号 #̂&"#""&%#( 大豆卵磷脂 "注射级% 含有
量" 5&!% 上 海 太 伟 药 业 有 限 公 司% 批 号
&+"#&,#( 柠 檬 烯 " 含 有 量 " +,Q%!% 批 号
"0&,#’#’ 柠 檬 醛 " 含 有 量 " +5Q’!% 批 号
"0"&&(# "吉安市聚鹏天然香料油有限公司#& 乙
腈为色谱纯 "美国 V9S.Z\.//公司#( 甲醇’ 丙酮
为分析纯 "天津永大化学试剂有限公司#( 水为双
蒸水( KC:传递体与脂质体 "自制#( 其他试剂均
为分析纯& 透明胶带 "K9/3X[.3X% 上海拥立胶粘
有限公司#&
"Q%!动物!清洁级 :H大鼠% 体质量 "",& c#&#
;% 雄性% 由浙江中医药大学动物实验中心提供%
合格证号 :E‘a "沪# #&"%)&&"(&
ED方法与结果
#Q"!对照品溶液配制!精密称取对照品三七皂苷
J""Q,# 2;’ 人参皂苷J[" 5Q50 2;% 置于 #’ 2D量
瓶中% 甲醇溶解并定容% 摇匀% 即得 "三七皂苷
J"’ 人参皂苷 J[" 质量浓度分别为 &Q&5# ,’
&Q%"& 2;<2D#% 0 d下保存&
#Q#!色谱条件!ECf E", 色谱柱 "#’& 22q
0Q( 22% ’ %2#( 流动相水 "F# )乙腈"@#% 梯度
洗脱"& _"# 24S% ,"! F’ "+! @( "% _(& 24S%
,"!_(0! F’ "+!_%(! @( (" _(# 24S% (0!_
&F’ %(!_"&&! @#( 体积流量 "Q& 2D<24S( 柱温

%& d( 检测波长 #&% S2( 进样量 #& %D&
#Q%!离体鼠皮制备!取正常进食可自由饮水的大
鼠% 过量乙醚麻醉致死% 固定于鼠板上% 用剃毛器
与弯头剪去除胸骨至腹部的毛发% 剪下腹部皮肤%
小心去除皮下组织% 确保皮肤角质层的完整性% 生
理盐水漂洗干净% 展平并吸去多余水分% 锡箔纸包
裹% 置于e5& d冰箱中保存% 备用&
#Q0!空白皮肤样品处理!取空白皮肤样品% 室温
下自然解冻% 剪取 " 82# 置于研磨器中% 加入
#&& %D生理盐水% 充分研磨% 得皮肤匀浆% 加入
% 2D提取溶剂 "丙酮 m甲醇 o% m"# 涡旋 # 24S%
# &&& X<24S 离心 "’ 24S 后% 将上清液转移至具塞
塑料离心管中% 重复 # 次% 合并提取液% (& d下
氮气流吹干% #&& %D甲醇涡旋 " 24S 溶解残留物%
离心后吸取 #& %D上清液% 进样分析&
#Q’!含药皮肤样品处理与分析!将待测皮肤样品
分为 # 等分 "经过有效渗透部分圆的圆心直线切
割#% 取其中 " 份用胶带黏贴角质层侧皮肤% 重复
#& 次% 即得去角质层鼠皮% 测定角质层下皮肤的
药物滞留量( 另 " 份不作处理% 用于测定全皮的药
物滞留量% 两者相减% 即得角质层中的药物滞留
量& 取两者适量% 剪取合适大小% 如不足 " 82# 则
以空白皮肤补足% 按 .#Q0/ 项下方法进行提取与
分析&
#Q(!含有量测定
#Q(Q"!标准曲线绘制!取空白皮肤 " 82#% 置于研
磨器中% 加入 .#Q"/ 项下对照品溶液 %’ ’’ "&’
#’’ ’&’ 5’’ "&&’ #&& %D"其中三七皂苷J" 含有
量分 别 为 &Q#",’ &Q%(0’ &Q5#,’ "Q,#’ %Q(0’
’Q0(’ 5Q#,’ "0Q( %;% 人参皂苷 J[" 含有量分别
为 &Q+#+’ "Q’’’ %Q"&’ 5Q50’ "’Q’’ #%Q#’ %"Q&’
("Q+ %;#% 按 .#Q0/ 项下方法操作& 以峰面积
"a# 对含有量 "S# 进行线性回归% 得三七皂苷
J"’ 人参皂苷 J[" 回归方程分别为 ao#& +("Se
5 (5"Q, "5o&Q+++ &#’ ao#, %%,Se0% "’+ "5o
&Q+++ ##% 分别在 &Q#", _"0Q( %;与 &Q+#+ _("Q+
%;范围内呈良好的线性关系&
#Q(Q#!专属性考察!取给药 "# L 后的皮肤’ 空白
皮肤加对照品溶液’ 空白皮肤% 按 .#Q0/ 项下方
法处理后进行分析% 结果见图 "& 由图可知% 皮肤
中的内源性成分对成分含有量测定无干扰% 该方法
专属性良好&
#Q(Q%!精密度与准确度试验!取空白皮肤 " 82#%
加入低’ 中’ 高 % 个质量浓度的对照品溶液 "三
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"$三七皂苷J"!#$人参皂苷J["
"$S9P9;4SM.S9M4>.J"!#$;4SM.S9M4>.J["

图 CD样品:$>6色谱图
O#MJCD:$>6)*+".(/"M+(.’"-’(.V%,’

七皂苷 J" 含有量分别为 &Q%(0’ %Q(0’ "0Q( %;%
人参皂苷 J[" 含有量 "Q’’’ "’Q’’ ("Q+ %;% 下
同#% 制成质控样品% 按 .#Q0/ 项下方法操作%
" >内连续测定 ’ 次% 即为日内精密度( 连续 ’ >
内各测 " 次% 即为日间精密度% 再测定准确度% 结
果见表 "% 表明该方法精密度与准确度良好&

表 CD样品精密度与准确度试验结果 $"HU&
4(0JCD5,’N%/’"-V+,)#’#"K(K!())N+()& /,’/’-"+’(.V%,’

$"HU&

成分
加入量<

%;
测得量<

%;
相对回收

率<!
J:H<!

日内精密度日间精密度
三七皂苷J" &Q%(0 &Q%’+ +,Q( "&Q0 "#Q&

%Q(0 %Q(# ++Q’ 5Q% ,Q’
"0Q( "0Q5 "&&Q, (Q’ 5Q#

人参皂苷J[" "Q’’ "Q’# +,Q% 5Q& ,Q5
"’Q’ "’Q5 "&"Q" 0Q0 (Q+
("Q+ ("Q+ "&&Q& "Q’ %Q#

#Q(Q0!提取回收率试验!向 " 82# 空白大鼠皮肤

中加入低’ 中’ 高 % 个质量浓度的对照品溶液% 制
成质控样品% 按 .#Q0/ 项下方法操作% 平行 %
次& 另取空白皮肤 " 82#% 按 .#Q0/ 项下方法操
作% 在有机层中加入相应对照品溶液% (& d水浴
下氮气吹干% #&& %D甲醇涡旋 " 24S 溶解残留物%
离心% 吸取 #& %D上清液分析% 平行 % 次& 结果%
提取回收率在 ,+Q,! _"&%Q&!之间% 符合生物样
本含有量测定要求&
#Q(Q’!稳定性试验!向 " 82# 空白大鼠皮肤中加
入低’ 中’ 高 % 个质量浓度的对照品溶液% 制成质
控样品% 按 .#Q0/ 项下方法操作% 室温下放置
#0 L后% 离心% 吸取 #& %D上清液分析% 考察样品
在室温下的稳定性% 平行 % 次& 同法配制质控样
品% e5& d冷冻 "5# L# % 次后% 在室温下解冻%
考察样品在冷冻和解冻过程中的稳定性% 平行 %
次& 结果见表 #% 可知样品稳定性良好&

表 ED样品稳定性试验结果 $!% "HF&
4(0JED5,’N%/’"-’/(0#%#/& /,’/’-"+’(.V%,’$!% "HF&

成分
#0 L内稳定性 冷冻)解冻稳定性

低 中 高 低 中 高
三七皂苷J" +5Q" ++Q, ++Q( ++Q’ ++Q( "&&Q"
人参皂苷J[" ++Q& "&&Q& ++Q5 +,Q# "&&Q& ++Q+

#Q5!滞留量测定!取健康雄性 :H大鼠% 乙醚麻
醉后固定% 剔除腹部毛发% 然后将一定量三七总皂
苷传递体或脂质体混悬液 "相当于 ( 2;三七总皂
苷# 均匀涂抹于 # 82# 皮肤区域内% "# L后过量乙
醚麻醉致死大鼠% 按 .#Q%/ 项下方法取下给药部
位皮肤% 生理盐水冲洗皮肤以除去表面吸附的药
物% 吸水纸吸干皮肤表面后% 展平于玻璃板上% 按
.#Q0/’ .#Q’/ 项下方法进行处理与分析% 结果见
表 %& 由表可知% 不同制剂应用 "# L后% 全皮及角
质层下皮肤中三七皂苷 J" 滞留量均为脂质体混悬
液i传递体混悬液% 而人参皂苷J[" 恰好相反&

表 FD各成分滞留量测定结果 $"HU&
4(0JFD5,’N%/’"-+,/,K/#"K(."NK/!,/,+.#K(/#"K"-Q(+#S

"N’)"K’/#/N,K/’$"HU&

剂型 成分
全皮<

"%;-82e##

角质层下皮肤<

"%;-82e##
传递体 三七皂苷J" 0Q#5 0Q"#

人参皂苷J[" "#Q0’ ""Q5%
脂质体 三七皂苷J" 5Q(, ’Q%(

人参皂苷J[" ""Q’( 5Q(’

FD讨论与结论
本实验在皮肤样品的前处理过程中采用了物理

方法 "研磨匀浆#% 这与具有强烈腐蚀性与氧化性
5,,"
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的化学方法 "高氯酸# 相比% 有利于药物的稳
定+"&, & 再对提取溶剂进行筛选% 发现以丙酮)甲醇
"% m"# 为提取溶剂时% 提取回收率最高% 而且提
取次数以 # 次为宜&

实验结果显示% 三七总皂苷传递体中相对较少
的三七皂苷J" 滞留于皮肤% 而其脂质体中该成分
滞留较多 "特别是角质层中#% 基本符合两者的皮
肤转运机制& 传递体是通过诱导皮肤屏障层中水性
通道的扩张% 加上自身的形变能力% 同时借助皮肤
水化梯度形成的渗透力% 使得囊泡顺利穿透皮肤屏
障( 脂质体仅是通过直接与皮肤接触而产生相互作
用 "膜间转运# 来促进药物渗透% 并且在角质层
中形成药物储库% 故对促进药物渗透的作用有限&
与此相反% 脂质体中人参皂苷J[" 的皮肤滞留量低
于传递体% 可能是由于其与磷脂双分子层的结合力
较强+"", "这是一种很特殊的情况#% 阻碍了与囊
泡的解离过程% 从而导致膜间转运量的减少% 而传
递体由于是整体穿透% 所以不存在上述问题&

综上所述% 本实验成功建立了VKDE法测定大
鼠皮肤中三七总皂苷主要成分三七皂苷 J"’ 人参
皂苷J[" 的含有量% 并对其传递体与脂质体的透皮
机制进行了初步探讨% 可为相关制剂皮肤渗透’ 滞
留及其机制的研究奠定基础&
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