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［摘要］ 为增加异补骨脂素的皮肤透过量及滞留量，提高其生物利用度。该文采用高压均质法制备异补骨脂素纳米结构脂

质载体( IPＲN-NLC)，以包封率、载药量及平均粒径为评价指标，运用正交实验优化最佳处方。采用 Franze 扩散池法考察

IPＲN-NLC 的体外透皮。结果表明，最优处方固液脂质比为 7∶ 3，药脂比 1∶ 30，表面活性剂 1% ，制备的 IPＲN-NLC 平均包封率

为(90. 25 ± 0. 73)% ，平均载药量为(1. 56 ± 0. 27)% ，平均粒径为(305 ± 1. 57) nm;体外透皮实验显示 IPＲN-NLC 提高了 IPＲN
的皮肤透过量，且皮肤滞留量是 IPＲN(水)溶液的 3 倍。采用高压均质法制备的 IPＲN-NLC 提高了 IPＲN 的皮肤透过量及滞留

量，在经皮给药领域具有广阔的应用前景。
［关键词］ 异补骨脂素; 纳米结构脂质载体; 体外透皮; 皮肤滞留量

Preparation of isopsoralen loaded nanostructured carrier and
its in vitro transdermal permeation characteristics
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［Abstract］ To increase the permeation and retention of isopsoralen in skin，and improve its bioavailability. Isopsoralen loaded nano-
structure liquid carrier ( IPＲN-NLC) was prepared by high pressure homogenization andoptimized by orthogonal experiment with the en-
capsulation efficiency，drug loading and average particle size as the evaluation indexes. The in vitro transdermal permeation of IPＲN-
NLC was evaluated by Franze diffusion cells. The results showed that solid-liquid lipid ratio of optimum IPＲN-NLC formulation was 7∶
3，drug-lipid ratio of 1∶ 30，1% surfactant. Under these conditions，IPＲN-NLC had an average encapsulation of (90. 25 ± 0. 73)% ，

drug loading of (1. 56 ± 0. 27)% and an average particle size of (305 ± 1. 57) nm. The in vitro transdermal permeation results showed
that IPＲN-NLC could increase the amount of IPＲN permeated though skin，with 3 times of the epidermal retention as compared with
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IPＲN solution. From the results we can know that the IPＲN-NLC prepared by high pressure homogenization can improve the permeation
andaccumulation of IPＲN in the skin，with wide application prospects in the field of transdermal administration.
［Key words］ isopsoralen; nanostructured lipid carrier; in vitro transdermal permeation; skin retention

白癜风是由皮肤和毛囊处的黑素细胞内酪氨酸

酶的功能减退、丧失所引起的一种常见的色素障碍

性皮肤疾病
［1］。黑色素合成减少是白癜风发病的

直接原因，而酪氨酸酶是皮肤黑素生物合成的关键

酶，因此提高酪氨酸酶的活性是治疗白癜风的关

键
［2］。补骨脂为豆科植物补骨脂 Psoralea corylifolia

L. 的干燥成熟果实，可用于治疗白癜风、斑秃、牛皮

癣以及瘤样皮肤病
［3-5］。补骨脂中香豆素类成分异

补骨脂素( isopsoralen，IPＲN) 具有光敏性，可以提高

酪氨酸酶的活性，促进黑色素合成，是治疗白癜风的

主要药效成分
［6］。然而，IPＲN 为难溶性物质，不易

透皮且在皮肤表皮层滞留量少，生物利用度低，严重

制约了其在皮肤领域的应用。
纳米结构脂质载体 ( nanostructured lipid carri-

ers，NLC)是从固体脂质纳米粒(solid lipid nanoparti-
cles，SLN)发展而来的一种新型纳米给药系统

［7-8］。
NLC 是将差异较大的液体脂质加到固体脂质中，增

加晶体的混乱度，为药物提供更多容纳空间，不仅提

高了载药量，还避免了放置过程中药物泄漏、包封率

的降低，提高了药物的稳定性
［9-10］。同时，NLC 具有

良好的皮肤黏附性，覆盖于皮肤后会在皮肤表面形

成一层稠密的薄膜，发挥水合效应，从而促进药物的

透皮吸收，提高了药物的生物利用度，因此 NLC 是

经皮给药的一种良好的载体，越来越受到广泛的

关注
［11］。
为增加其在皮肤的滞留量，提高药物的生物利

用度，充分发挥药物的疗效，本实验采用高压均质法

将 IPＲN 制成纳米结构脂质载体，通过正交试验优

化处方，并对 IPＲN-NLC 的体外透皮性能进行评价。
1 材料

Agilent 1260 型高效液相色谱仪 ( 美国 Agilent
公司);TB-215D 电子天平(1 /10 万，丹佛仪器(北京

有限公司);恒温磁力搅拌器( DF-101S 集热式恒温

加热磁力搅拌器); Nicomp380 Z3000纳米激光粒度

仪(苏州微流纳米生物技术有限公司);TP-6 智能透

皮试验仪(天津市鑫洲科技有限公司)

IPＲN 原料药(质量分数 98%，陕西金泰生物工

程有限公司，批号 xh20160415)，IPＲN 对照品( 中国

食品药品检定研究院，批号 110738-201614)，单硬

脂酸甘油酯(GMS，阿法埃莎化学有限公司)，Migly-
ol 812(广州威希化工有限公司，批号 150420)，山

嵛酸甘油酯(ATO888，法国嘉法狮，批号 158355)，

大 豆 磷 脂 ( 上 海 太 伟 药 业 有 限 公 司，批 号

20150201)，中碳链三甘酯(MCT，北京风礼精求商

贸有限责任公司，批号 24561)，聚氧乙烯氢化蓖麻

油 ＲH40( 北京风礼精求商贸有限责任公司，批号

19049768EO)，蓖麻油( 天津市光复精细化工研究

所，批号 141120)，色谱甲醇、乙腈，其他试剂为分

析纯。
2 方法与结果

2. 1 含量测定的方法学建立

2. 1. 1 色谱条件

Kromasil 100-5C18 (4. 6 mm × 250 mm，5 μm，

82592)，柱 温 25 ℃，流 动 相 为 乙 腈-0. 1% 磷 酸 水

(38∶ 62)，检 测 波 长 246 nm，体 积 流 量 1. 0 mL·
min －1，进样量10 μL。
2. 1. 2 溶液的配制

2. 1. 2. 1 供 试 品 溶 液 的 配 制 精 密 量 取 1 mL
IPＲN-NLC 至 10 mL 量瓶中，加甲醇破乳并定容至

刻度，1 万 r·min －1
离心 10 min，0. 45 μm 的微孔滤

膜滤过后即得 IPＲN-NLC 供试品溶液;同法制得空

白 NLC 供试品溶液。
2. 1. 2. 2 对照品贮备液的制备 精密称取 IPＲN
对照品适量，置 25 mL 量瓶中，加甲醇溶解并定容至

刻度线，即得 0. 404 g·L －1
的 IPＲN 对照品储备液，

置 4 ℃冰箱中保存备用。
2. 1. 3 专属性考察

分别取对照品溶液、供试品溶液，在上述色谱条

件下分 别 进 样 10 μL，记 录 色 谱 图，结 果 见 图 1。
IPＲN-NLC 的保留时间与对照品保留时间一致，在

该检测条件下，空白 NLC 对 IPＲN 的含量测定无

干扰。
2. 1. 4 线性关系考察

精密吸取 IPＲN 对照品贮备液适量，用甲醇分

别配置成质量浓度为 1. 617，8. 085，16. 17，24. 255，

32. 34 mg·L －1 IPＲN 溶液。按上述色谱条件进行测
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A. 对照品;B . IPＲN-NLC;C. 空白 NLC。

图 1 异补骨脂素纳米结构脂质载体的 HPLC
Fig. 1 HPLC of IPＲN-NLC

定，记 录 峰 面 积。以 IPＲN 的 质 量 浓 度 为 横 坐 标

(X)，峰面积为纵坐标(Y) 绘制标准曲线，得线性回

归方程 Y = 8 613. 509 16X － 0. 091 94，Ｒ2 = 0. 999 9，

结果表明 IPＲN 在 1. 617 ～ 32. 34 mg·L －1
线性关系

良好。
2. 1. 5 精密度考察

精密吸取质量浓度为 16. 17 mg·L －1
的 IPＲN

对照品溶液，按 2. 1. 1 项下色谱条件进样，平行测定

6 次，计算精密度。结果精密度的 ＲSD 为 0. 22%，

表明仪器的精密度良好。
2. 1. 6 重复性考察

按照 2. 1. 2 项下方法平行制备 6 份供试品溶液

进样检测，记录峰面积，计算 ＲSD。重复性 ＲSD 为

0. 080% (n = 6)，表明该试验方法重复性较好。
2. 1. 7 稳定性试验

取 2. 1. 2 项下的 IPＲN-NLC 供试品溶液，分别

在 0，2，4，8，12，24 h 进样测定，记录峰面积。结果

ＲSD 为 0. 36%，表明 IPＲN-NLC 供试品在 24 h 内

稳定。
2. 1. 8 回收率测定

精密吸取 0. 6，0. 8，1. 0 mL IPＲN 对照品溶液于

10 mL 量瓶中，分别加入 0. 5 mL 空白 NLC，加甲醇

超声破乳 0. 5 h 后定容至刻度线，即得质量浓度分

别为 0. 970 2，1. 293 6，1. 617 mg·L －1
供试品溶液。

按 2. 1. 1 项色谱条件进样，分别测定 3 次，计算回收

率。测得平均回 收 率 分 别 为 101. 2% ，98. 62% ，

100. 9% ，ＲSD 分 别 为 0. 65% ，0. 35% ，0. 33% ，

表明该方法回收率良好，制 剂 辅 料 对 IPＲN 的 测

定无影响。

2. 2 IPＲN 在不同固液脂质中溶解度的测定

测定 IPＲN 在不同液体脂质、固体脂质中的溶

解度。取过量 IPＲN 原料药于安瓿瓶中，分别加入 5
mL Miglyol 812、油酸、蓖麻油、MCT、橄榄油、矿物

油，混匀，置恒温磁力搅拌器中，1 200 r·min －1
搅拌

24 h 后，5 000 r·min －1
离心 10 min，取 100 μL 上清

液于 10 mL 量瓶中，甲醇定容，过 0. 45 μm 微孔滤

膜，进行 HPLC 分析。分别将相同质量的不同固体

脂质分别加热到 75 ℃后，在搅拌的条件下向熔融基

质中加入过量的 IPＲN，IPＲN 在不同脂质中的溶解

度见表 1。结果表明，IPＲN 在 MCT 和 ATO888 中溶

解度较大，且 MCT 和 ATO888 有较强的亲和力，故

选择 MCT 为液体脂质，ATO888 为固体脂质。

表 1 IPＲN 在不同脂质中的溶解度

Table 1 Solubility of IPＲN in different lipids

脂质 溶解度 /mg·g － 1

ATO888 38. 43
GMS 44. 36
硬脂酸 28. 14
Miglyol812 11. 9
油酸 10. 32
蓖麻油 15. 22
橄榄油 9. 07
矿物油 0. 93
MCT 16. 14

2. 3 IPＲN-NLC 的制备

2. 3. 1 高压均质法制备 IPＲN-NLC
采用高压均质法制备 IPＲN-NLC［12］。精密称取

处方量 ATO888，MCT 于 77 ℃ 水浴加热到熔融状

态，再加入 IPＲN 原料药 35 mg，搅拌混匀溶解后作

为油 相。另 称 取 处 方 量 聚 氧 乙 烯 氢 化 蓖 麻 油

ＲH40、大豆卵磷脂于 100 mL 烧杯中，加入 70 mL 蒸

馏水，水浴加热至与油相相同的温度，作为水相。在

77 ℃条件下，用 1 mL 注射器将水相缓慢匀速注入

到搅拌速度为 1 200 r·min －1
的油相中，继续搅拌

0. 5 h，将得到的初乳在 1 万 r·min －1
下高速剪切 3

次，每次 1 min，然后在 88 MPa 条件下，高压均质循

环 6 次，在室温下冷却，即得 IPＲN-NLC。同法制得

不含 IPＲN 的空白 NLC。
2. 3. 2 粒径及多分散指数(PI)的测定

在室温条件下取 IPＲN-NLC 适量，经过稀释后，

采用 Winner-802 纳米激光粒度仪测定 IPＲN-NLC 的
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粒径及 PI，测定温度 25 ℃(n = 3)。
2. 3. 3 包封率及载药量的测定

本实验采用超滤离心法测定 IPＲN-NLC 的包封

率和载药量。精密量取 IPＲN-NLC 分散液 0. 5 mL，

置 3 万截留相对分子质量的离心超滤管内管中，于

1 万 r·min －1
离心 10 min，外管滤液置于 2 mL 量瓶

中，甲 醇 定 容 至 刻 度，过 0. 45 μm 微 孔 滤 膜，按

HPLC 条件进行测定含药量，为 W离。另取 0. 5 mL
分散液置 10 mL 量瓶内，甲醇超声破乳 30 min，定容

至刻度，过 0. 45 μm 微孔滤膜，按 HPLC 条件进行测

定含药量，为 W总。包封率和载药量计算如下。
包封率 = (W总 －W游 ) /W总 × 100%
载药量 = (W总 －W游 ) /(W脂质总量 +W总 －W离 ) × 100%

式中，W总为异补骨脂素纳米脂质载体分散液中

的总药量，W游为游离药物量，W脂质总量 为固体脂质及

液体脂质的总量。
2. 3. 4 IPＲN-NLC 处方优化

2. 3. 4. 1 试验设计 在单因素考察结果的基础上，

选择药脂比(A)、固液脂质比(B)、表面活性剂浓度

(C)为考察因素，以粒径、载药量及包封率为评价指

标，采用 L9(34 ) 正交实验优化 IPＲN-NLC 处方。因

本实验为多评价指标的优化试验，包封率及载药量

越大越好，而粒径较小时为好，因此，利用综合评分

法，将各指标统一综合考察。L9 (34 ) 正交试验因素

水平表见表 2，结果见表 3，以载药量，包封率和粒径

为评价指标，利用综合加权评分法筛选最佳处方。
载药量在制剂中占重要地位，其加权为 50;包封率

和粒径次之，分别为 30，20，总分为 100 分，以此分

为标准对正交试验进行综合加权分析，综合评分 =
50 × (yi1 － y1min) /(y1max － y1min) + 30 × (yi2 － y2min) /
(y2max － y2min) + 20 × (yi3 － y3min) /(y3max － y3min)。

表 2 单因素试验因素水平

Table 2 Factors and levels of orthogonal design

水平
A

药脂比

B

固液脂质比

C

表面活性剂浓度 /%

1 1 /30 8∶ 2 0. 5
2 1 /40 7∶ 3 1
3 1 /50 6∶ 4 2

方差分析见表 4，结果表示，极值 Ｒ 反应各因素

对实 验 结 果 的 影 响 程 度，Ｒ 越 大，影 响 就 越 大，

表 3 正交试验安排及结果

Table 3 Ｒesults of orthogonal design

No. A B C D
yi1

包封率

/%

yi2
载药量

/%

yi3
粒径

/nm
综合评分

1 1 1 1 1 83 1. 28 380. 00 52. 71
2 1 2 2 2 91 1. 61 345. 65 91. 71
3 1 3 3 3 95 1. 64 215. 12 78. 97
4 2 1 2 3 89. 4 0. 91 350. 12 40. 47
5 2 2 3 1 92. 75 1. 05 241. 94 43. 46
6 2 3 1 2 92. 34 0. 80 223. 32 24. 19
7 3 1 3 2 95. 5 1. 18 213. 56 52. 62
8 3 2 1 3 81 1. 35 342. 27 51. 05
9 3 3 2 1 92. 58 1. 20 340. 33 62. 51
K1 74. 46 48. 6 42. 65 52. 89
K2 36. 04 62. 07 64. 89 56. 17
K3 55. 39 55. 22 58. 35 56. 83
Ｒ 38. 42 13. 47 22. 25 3. 94

注:D. 空白。

即 A ＞ C ＞ B ＞ D，其中各因素水平影响度为 A1 ＞
A3 ＞ A2，B2 ＞ B3 ＞ B1，C2 ＞ C3 ＞ C1。药脂比(A)和表

面 活 性 剂 浓 度 ( C ) 对 实 验 结 果 有 显 著 影 响

(P ＜ 0. 05)，为主要影响因素，固液脂质比(B) 影响

不大。最终确定最优处方为 A1 B2 C2，即药脂比为

1∶ 30，固液脂质比为 7∶ 3，表面活性剂的浓度为 1%。

表 4 方差分析

Table 4 Ｒesults of analysis of variance

方差来源 离差平方和 均方 F P

A 2 215. 811 1 107. 905 112. 095 0. 009
B 235. 521 117. 76 11. 915 0. 077
C 858. 184 429. 092 43. 414 0. 023
误差 19. 767 9. 884

注:自由度均为 2。

2. 3. 4. 2 处方验证 以最优处方制备 3 批 IPＲN-
NLC，分别测其包封率、载药量、及粒径。结果显示平

均包 封 率 为 (90. 25 ± 0. 73)%、载 药 量 为 (1. 56 ±
0. 27)%、粒径为(305 ± 1. 57) nm，表明具有较好的

重复性。
2. 3. 5 X 射线衍射分析(XＲD)

采用 X 射线衍射(XＲD)对 IPＲN 原料药、IPＲN-
NLC、固态脂质 ATO888 及 IPＲN 的物理混合物进行

表征。分别取适量的上述样品，置于载玻片上压实

后，进行 XＲD 分析，结果见图 2。由图可知，IPＲN
在 0 ～ 40°有多个衍射峰，固体脂质 ATO888 在 20 ～
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25°有 2 个衍射峰，与 IPＲN 原料药 XＲD 图相比，

IPＲN 物理混合物在 0 ～ 40°的衍射峰显著减弱，可

能是一部分 IPＲN 已包裹于脂质中，而从 IPＲN-NLC
的 XＲD 峰形中可以看出 IPＲN 的衍射峰完全消失，

表明 IPＲN 已被包裹于 NLC 中，以无定型状态存在。

A . IPＲN 原料药;B. IPＲN-NLC;C. ATO888;D. 物理混合物。

图 2 IPＲN-NLC 的 XＲD 图

Fig. 2 XＲD patterns of IPＲN-NLC

2. 4 体外透皮试验

2. 4. 1 离体皮肤处理方法

取 SD 大鼠，用 10% 水合氯醛麻醉后，剃毛，剥

离腹部皮肤，小心剔除皮下脂肪和结缔组织及血管

后，用生理盐水冲洗干净，检查其完整性后即可用。
2. 4. 2 透皮扩散试验方法

采用改良的 Franz 扩散池进行试验。将制备好

的离体皮肤用滤纸吸干表面水分后固定于 Franz 扩

散池的供给池和接受池之间，角质层面向供给池。
接受池中加入 13 mL 含 20%乙醇的 pH 7. 4 磷酸盐

缓冲液，在接受池中加入磁力搅拌子并排出气泡，使

皮肤和接受液充分接触，转速为 350 r·min －1，水浴

温度为 (37 ± 0. 2)℃，扩散池的有效透皮 面 积 为

1. 418 cm2。供 给 池 分 别 注 入 适 量 IPＲN-NLC 和

IPＲN( 水) 溶液后开 始 计 时，于 0. 083，0. 25，0. 5，

0. 75，1，2，3，5，7，10，12，24 h 从接受池中取样 1
mL，同时补加同温等量的空白接受液。样品过 0. 45
μm 滤膜后进样分析，并计算单位面积的累计透过

量(Qt)，将 Qt 对时间 t 进行线性回归，即得透皮动

力学方程，所得斜率为透皮速率常数(Js，μg·h －1·
cm －2)，Qt的计算公式如下。

Q t =
VrCt +

t － 1

i = 1
VsCi

A

式中 Qt为 t 时间的累积透过量，Vr 代表接受液

的体积(13 mL)，Ct 为每个取样点质量浓度 ( g·
L －1)，Vs为取样体积(1 mL)，Ci为第 i 次取样测得的

接受液中药物浓度，A 为扩散渗透面积(cm2)。
体外透皮试验结束后，分别取下鼠皮，用棉签轻

轻擦拭皮肤表面，以去除残留药物，生理盐水反复冲

洗，滤纸吸干水分，剪下有效皮肤面积，并将皮肤剪

碎，移入 5 mL 离心管中，精密加 2 mL 无水甲醇，涡

旋 5 min 后，超声 30 min，3 000 r·min －1
离心 10

min，过 0. 45 μm 滤膜进样检测。记录峰面积，计算

IPＲN-NLC 和 IPＲN 溶液皮肤滞留量。
IPＲN 溶液及其 NLC 的透皮结果见图 3，表 5。

结果表明，IPＲN 溶液及其 NLC 的透皮吸收存在显

著性 差 异，不 仅 IPＲN-NLC 的 Q24 及 Js 明 显 高 于

IPＲN 溶液，且表皮滞留量是 IPＲN 溶液的 3 倍，说明

NLC 促进了 IPＲN 的透皮吸收，提高在的皮肤滞留

量，有利于药物充分发挥疗效。

图 3 IPＲN 溶液与 IPＲN-NLC 经皮 Qt-t 关系(n = 3)

Fig. 3 Transdermal Qt-t relationship profiles of IPＲN solution
and IPＲN-NLC

表 5 IPＲN 溶液与 IPＲN-NLC 的透皮参数(珋x ± s，n = 3)

Table 5 The permeablity parameters of IPＲN-NLC and IPＲN
solution(珋x ± s，n = 3)

剂型
Q24

/μg·cm －2

Js

/μg·h －1·cm －2

皮肤滞留量

/μg·cm －2

IPＲN 溶液 31. 7 ± 10. 81 1. 49 ± 0. 33 0. 39 ± 0. 11
IPＲN-NLC 62. 18 ± 0. 68 3. 13 ± 0. 28 1. 17 ± 0. 09

3 讨论

在 IPＲN-NLC 的制备过程中，油相和水相的混
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合时的温度需要大于混合脂质熔点，如果油相加入

到水相中，油相会先凝固，使油相分散不均匀，会有

较大的粒子形成，而水相加入油相则形成的粒子较

均匀，所以本实验采用水相加入到油相的方法
［13］。

制备 NLC 常用的几种固体脂质中，IPＲN 在 GMS 和

ATO888 中溶解度较大，但以 GMS 为固体脂质时，制

备的 NLC 不稳定，放置过程中也会产生沉淀，而

ATO888 制备的 NLC 具有良好的稳定性，且 IPＲN 在

ATO888 中有较高的溶解度，固本实验以 ATO888 为

药物载体。
IPＲN-NLC 的包封率随固液脂质比的降低先增

加后降低，可能因为固体脂质减少液体脂质适量增

加，液体脂质扰乱固体脂质的固有晶格结构，为药物

提供更多的容纳空间，提高药物的包封率;当固液脂

质比降为 1 时，体系中形成纳米粒减少，不足以吸附

表面活性剂，使多余的表面活性剂形成胶束，增加了

药物在水相中的溶解度，导致包封率和载药量降低。
透皮实验研究表明，与 IPＲN 溶液相比，IPＲN-

NLC 显著增加了药物的皮肤透过量及在皮肤中的

滞留量，可能是 NLC 可以与皮肤发生水合作用，进

而促进药物的透皮吸收，也可能是 NLC 通过毛囊进

入皮肤，在皮肤中形成药库，然后缓慢释放药物。此

外，NLC 中无刺激性辅料，对皮肤无刺激性，将 IPＲN
包裹于 NLC 中不仅降低了其对皮肤的刺激性，而且

提高了皮肤滞留量，使药物充分发挥疗效。因此将

NLC 作为 IPＲN 的载体，应用于新型皮肤局部给药

制剂，具有较大的研究价值。
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