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摘要： 目的　 制备甘草酸耦合紫草水提物水凝胶， 并评价其治疗放射性皮肤损伤作用。 方法　 自组装法制备水凝胶，
傅里叶红外光谱、 Ｘ 射线衍射、 扫描电镜、 流变学分析进行表征， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ、 流式细胞术评价抗炎活性， 细胞活性测

试、 溶血实验评价生物安全性， 以 ＲＯＳ 表达及 ＤＰＰＨ·、ＡＢＴＳ＋·自由基清除率为指标评价抗氧化活性。小鼠随机分为

模型组、 水凝胶组 （２００ μＬ）、 康复新组 （２００ μＬ）， Ｘ 射线辐照诱导皮肤损伤， 病理学染色评价对放射性皮肤损伤的

修复作用。 结果　 水提物中含有生物碱、 黄酮、 多糖， 其中多糖主要由 Ｄ⁃葡萄糖组成。 水凝胶呈网状孔隙结构， 生

物安全性良好， 抗炎、 抗氧化活性较强， 通过抑制 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达及促进胶原沉积来修复放射性皮肤损伤。
结论　 甘草酸耦合紫草水提物水凝胶可促进放射性皮肤损伤修复， 为相关治疗提供了新思路。
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　 　 随着介入放射技术在临床上的成熟应用， 长期

工作在介入科和核医学科的一线职业人员常受慢性

放射性皮肤损伤的困扰［１］， 严重时会出现皮肤溃

疡、 坏死、 纤维化等症状［２］。 目前， 临床上常以

介入防护手套防护， 但沉重的铅手套会影响精细操

作， 故开发可涂抹、 使用便捷的外用制剂成为研究

热点。
紫草具有凉血活血、 清热解毒、 透疹消斑等作

用［３］， 常用于治疗疮疡、 湿疹、 水火烫伤， 大多

制成外用制剂， 在治疗皮肤疾病过程中效果显著，
能有效促进创面愈合［４］， 主要含生物碱、 黄酮等

成分， 可抑菌、 抗炎、 免疫调节、 抗氧化等［５］。
甘草广泛分布于我国北方及中亚国家［６］， 素有

“国老” 美誉［７］， 主要成分甘草酸具有较强的抗

炎、 抗病毒、 抗菌、 免疫调节作用［８］， 对炎症性、
免疫性、 感染性皮肤病均有良好的疗效［９⁃１１］， 并且

常与其他中药配伍， 可增强疗效， 降低后者不良

反应［１２］。
因此， 本实验利用甘草酸易组装成超分子水凝

胶的特性， 将其与紫草水提物耦合， 制备甘草酸耦

合紫草水提物， 并考察该制剂治疗放射性皮肤损伤

作用， 以期充分发挥两者治疗优势及水凝胶良好

性能。
１　 材料

１􀆰 １　 动物 　 ４０ 只雄性 ８ 周龄 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小

鼠， 平均体质量 （２０±２） ｇ， 由无锡市惠山江南实

验动物场提供， 动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （苏）
２０２３⁃０００５。 研究经江南大学实验动物伦理委员会批

准 （伦理编号 ＪＮ． ＮＯ２０２５１１１４Ｂ０３２０４１ ［１７３］ ）。
１􀆰 ２　 试剂、 药物与药材 　 甘草酸对照品 （货号

Ｂ１０４０７） 购自上海士峰生物科技有限公司。 脂多

糖 （ＬＰＳ， 编号 ｂｓ⁃８０００Ｐ） 购自北京博奥森生物技

术有限公司。 即用型 ＳＡＢＣ⁃ＰＯＤ 免疫组化试剂盒

（货号 １００１）、 ＤＡＢ 显色试剂盒（货号 １０２５） 均购

自南京建成生物工程研究所； ＩＬ⁃１β（货号 Ｐ８０３７⁃１）、
ＴＮＦ⁃α （货号 Ｐ９１１９⁃４８Ｔ） ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒均购自

上海泰坦科技股份有限公司。 ＩＬ⁃１β 抗体 （货号

１６８０６⁃１⁃ａｐ） 购自武汉三鹰生物技术有限公司；
ＴＮＦ⁃α 抗体 （货号 Ａ１１５３４） 购自武汉爱博泰克生

物科技有限公司。 Ｌ⁃抗坏血酸 （货号 ０１０８０７６４）
购自上海优试化工有限公司； 地塞米松 （ＤＸＭＳ，

货号 ０４４９７４６０） 购自上海泰坦科技股份有限公司。
积雪苷霜软膏 （序列号 ０２０４９４５４２３） 购自海南普

利制药股份有限公司； 地奈德乳膏 （国药准字

Ｈ２０２３３８１３） 购自湖北人福成田药业有限公司； 康

复新液 （批号 Ｂ２４０９４６） 购自四川好医生攀西药业

有限责任公司。 其他试剂均购自国药集团化学试剂

有限公司。 紫草由西藏藏医药大学提供， 经西藏藏

医药大学藏药系格桑顿珠教授鉴定为正品。
１􀆰 ３　 仪器　 数字切片扫描系统 （型号 Ｐａｎｎｏｒａｍｉｃ
ＭＩＤＩ， 匈牙利 ３ＤＨＩＳＴＥＣＨ 公司）； 生物学 Ｘ 射线

辐照 仪 （ 型 号 ＲＳ２０００ＰＲＯ， 美 国 ＲａｄＳｏｕｒｃｅ 公

司）； 傅里叶红外光谱仪、 Ｘ 射线衍射仪 （型号

ＴＥＮＳＯＲ Ⅱ、 Ｄ２ ＰＨＡＳＥＲ Ａ２６⁃Ｘ１⁃Ａ２Ｅ０Ｂ２Ａ０， 德

国 Ｂｒｕｋｅｒ 公司）； 全功能微孔板检测仪 （型号

Ｓｙｎｅｒｇｙ Ｈ４， 美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司）； 扫描电子显微镜

（型号 ｓｕ１５１０， 日本日立公司）； 旋转流变仪 （型
号 Ｐｈｙｓｉｃａ ＭＣＲ３０１， 奥地利安东帕公司）； 超高效

液相色谱仪 （型号 Ｖａｎｑｕｉｓｈ， 美国赛默飞世尔科技

公司）； 麻醉机 （型号 Ｒ５００， 深圳市瑞沃德生命

科技股份有限公司）； 高效液相色谱 （型号 Ａｇｉｌｅｎｔ
１１００， 美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）。
１􀆰 ４　 细胞 　 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 巨噬细胞购自武汉普诺赛

生命科技有限公司； Ｌ９２９ 小鼠成纤维细胞购自中

国科学院细胞库。
２　 方法

２􀆰 １　 模型建立　 ４０ 只小鼠随机分为模型组、 水凝

胶组、 康复新组、 积雪苷霜组、 地奈德乳膏组， 麻

醉后用脱毛膏进行腿部脱毛， 生理盐水擦拭干净，
侧卧于生物学 Ｘ 射线辐照仪中， 脱毛腿部向上，
设置辐照剂量为 ４０ Ｇｙ。 辐照结束后， 水凝胶组每

天在辐照部位皮肤涂抹２００ μＬ水凝胶， 康复新组

每天涂抹 ０􀆰 ２ ｍＬ 康复新液， 积雪苷霜组、 地奈德

乳膏组每天涂抹 ０􀆰 ２ｇ 药膏。 １５ ｄ 后取皮， 考察其

损伤情况并评分， 评分标准为大面积创伤未愈， 计

３ 分； 小面积创伤未愈， 计 ２ 分； 皮肤红肿， 计 １
分； 皮肤无损伤， 计 ０ 分。
２􀆰 ２　 取材　 小鼠麻醉后眼球取血， 脱颈处死， 剪

下腿部皮肤， 一部分用 ４％ 多聚甲醛固定， 用于苏

木素⁃伊红 （ＨＥ） 染色和免疫组织化学研究； 另一

部分置于－８０ ℃冰箱中保存， 进行蛋白提取检测。
２􀆰 ３　 ＨＥ 染色、 Ｍａｓｓｏｎ 染色　 采用石蜡对小鼠皮肤
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组织进行包埋， 制成厚度为 ５ μｍ 的切片， 置于

６５ ℃烘箱中融蜡， 预热二甲苯脱蜡， 梯度乙醇水

化， 对细胞核和细胞质进行ＨＥ 染色， 梯度乙醇脱水，
中性树胶封片， 采用数字切片扫描系统进行扫描。

切片脱蜡水化， 苏木素染色 ８ ｍｉｎ， 蒸馏水洗

涤， 继续分化， 丽春红染液染色 ８ ｍｉｎ， 弱酸清洗

液洗涤， 分别用磷钼酸、 苯胺蓝染色液染色 １ ｍｉｎ。
清洗后快速脱水， 二甲苯透明， 中性胶密封。 通过

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析胶原沉积面积。
２􀆰 ４　 免疫组织化学 （ ＩＨＣ） 染色 　 将小鼠皮肤组

织石蜡切片在 ６５ ℃下烘烤 １ ｈ， 二甲苯脱蜡， 梯度

酒精水化， 柠檬酸盐缓冲液进行抗原修复， 加入

Ｈ２Ｏ２， 室温孵育 １５ ｍｉｎ 以灭活过氧化物酶， 血清

封闭 ３０ ｍｉｎ 以减少非特异性结合， 一抗、 二抗孵

育， ＤＡＢ 显色， 梯度酒精脱水， 二甲苯透明， 中

性树胶封片。 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析阳性面积。
２􀆰 ５　 细胞培养 　 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 巨噬细胞在含 １０％ 胎

牛血清的 ＤＭＥＭ 高糖培养基中培养， Ｌ９２９ 细胞在

含 １０％ 血清、 １％ 双抗体的 ＤＭＥＭ 中培养， 设置

５％ ＣＯ２ 培养箱温度为 ３７ ℃， 细胞增殖 ８０％ ～９０％
时收集， 进行下一次传代和铺板。 首先， 丢弃培养

皿中的培养基， 适量预热 ＰＢＳ 缓冲液洗涤细胞 ３
次。 然后， 采用移液枪分离附着在培养皿底部的细

胞， 充分混合， 收集悬浮液。 最后， 适当稀释细胞

悬浮液， 在显微镜下采用血细胞计数器进行计数。
２􀆰 ６　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达　 取

对数生长期 ＲＡＷ２６４􀆰 ７、 Ｌ９２９ 细胞， 以每孔 ２×１０５

个的密度接种于 ６ 孔板中， 设置空白对照组、 ＬＰＳ
组 （１ μｇ ／ ｍＬ）、 给药组 （ １ μｇ ／ ｍＬ ＬＰＳ ＋ ０􀆰 １％ 、
０􀆰 ５％ 、 ２􀆰 ５％ 水凝胶）、 地塞米松组， 孵育 ２４ ｈ 后

诱导炎症模型， 采用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取 ＲＮＡ， 取

１ μｇ， 逆转录成 ｃＤＮＡ， ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 进行荧光定量

ＰＣＲ 检测。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 采用 ２－△△ＣＴ法检测

ＩＬ⁃１β、 ＴＮＦ⁃α ｍＲＮＡ 表达。 引物序列见表 １。
表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
基因 引物序列（５′⁃３′）
ＩＬ⁃１β 正向 ５′⁃ＧＣＴＧＡＡＡＧＣＴＣＴＣＣＡＣＣＴＣＡＡＴＧ⁃３′

反向 ５′⁃ＴＧＴＣＧＴＴＧＣＴＴＧＧＴＴＣＴＣＣＴＴＧ⁃３′
ＴＮＦ⁃α 正向 ５′⁃ ＣＡＴＣＴＴＣＴＣＡＡＡＡＴＴＣＧＡＧＴＧＡＣ ⁃３′

反向 ５′⁃ ＴＧＧＧＡＧＴＡＧＡＣＡＡＧＧＴＡＣＡＡＣ ⁃３′
β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ５′⁃ ＣＡＴＧＧＡＧＴＣＣＴＧＴＧＧＣＡＴＣＣ⁃３′

反向 ５′⁃ＣＴＣＣＴＴＣＴＧＣＡＴＣＣＴＧＴＣＧＧ⁃３′

２􀆰 ７　 流式细胞术检测　 采用 ＬＰＳ （１ μｇ ／ ｍＬ） 诱导

ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞向 Ｍ１ 型巨噬细胞的极化， 预处理后

对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７、 Ｌ９２９ 细胞进行染色， 破膜， ＣＤ８６、
ＣＤ２０６ 巨噬细胞标记物固定， 分析细胞表型。
２􀆰 ８　 水提物制备和表征

２􀆰 ８􀆰 １　 制备方法　 称取干燥紫草根 １００ ｇ， 粉碎后

加入 １０ 倍量蒸馏水， 在 １００ ℃下提取 ３ ｈ， 重复 ３
次， 提取液过滤后除去残渣， 合并滤液， 浓缩后分

为 ２ 份， 其中 １ 份冻干， 即得。
２􀆰 ８􀆰 ２　 多糖提取与纯化 　 向 “２􀆰 ８􀆰 １” 项下另一

份浓缩液中加入乙醇， 使其体积分数为 ６０％ ～
８０％ ， ４ ℃静置过夜， 沉淀离心后收集多糖， 无水

乙醇洗涤， 冻干。
２􀆰 ８􀆰 ３　 多糖含量测定 　 采用酸水解⁃莱茵⁃埃农氏

法。 称取粉碎后的水提物冻干粉适量， 置于 ２５０
ｍＬ 量瓶中， 首先加入 ５０ ｍＬ 去离子水， 再缓慢加

入乙酸锌、 亚铁氰化钾溶液各 ５ ｍＬ， 加入水定容

至刻度， 混匀， 静置 ３０ ｍｉｎ， 过滤， 取续滤液， 准

确吸取 ５０ ｍＬ， 置于 １００ ｍＬ 烧杯中， 加入 ５ ｍＬ 盐

酸和 ２０ ｍＬ 水， 摇匀， ６８ ℃ 水浴 １５ ｍｉｎ， 取出，
冷却， 氢氧化钠溶液中和至中性， 加入水定容至刻

度。 吸取碱性酒石酸铜甲、 乙溶液各 ５ ｍＬ， 加入

１０ ｍＬ 水， 样品溶液滴定至终点， 若多糖含量较

低， 则加入 １０ ｍＬ 样品水解液， 葡萄糖标准溶液滴

定， 以蓝色刚好褪去为终点， 记录葡萄糖消耗体

积， 测定转化前后转化糖质量分数， 计算蔗糖

含量。
２􀆰 ８􀆰 ４　 单糖组成分析

２􀆰 ８􀆰 ４􀆰 １　 多糖水解 　 取多糖 ２０ ｍｇ， 置于 １０ ｍＬ
水解管中， 加入 ５ ｍＬ ２ ｍｏｌ ／ Ｌ ＴＦＡ （液体样品取等

体积 ４ ｍｏｌ ／ Ｌ ＴＦＡ， 与样品溶液按 １ ∶ １ 比例混

合）， 充 入 Ｎ２ （ １０ Ｌ ／ ｍｉｎ， １ ｍｉｎ） 封管， 置于

１１０ ℃烘箱中水解 ２ ｈ， 冷却后打开瓶盖， 取１ ｍＬ，
加入 １ ｍＬ 甲醇， ７０ ℃水浴中 Ｎ２ 吹干， 重复 ２ 次

以去除 ＴＦＡ， 加入 １ ｍＬ ０􀆰 ３ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 溶液充分

溶解残渣， 作为水解液。
２􀆰 ８􀆰 ４􀆰 ２　 单糖衍生化　 取单糖标准液、 多糖水解

液各 ４００ μＬ， 置于 ５ ｍＬ 具塞试管中， 加入 ４００ μＬ
ＰＭＰ 甲醇溶液， 涡漩混匀， ７０ ℃水浴反应 ２ ｈ， 取

出， 冷却至室温， 加入 ４００ μＬ ０􀆰 ３ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ 中和

（ｐＨ ６～７）， 加入水、 氯仿各 １ ２００ μＬ， 涡旋混匀，
静置， 弃去氯仿相， 萃取 ２ 次， 水相经 ０􀆰 ４５ μｍ 微

孔滤膜过滤后进样分析。
２􀆰 ８􀆰 ４􀆰 ３　 色谱条件 　 Ｃ１８ 色谱柱 （ ２５０ ｍｍ × ４􀆰 ６
ｍｍ， ５ μｍ）； 流动相 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸钠缓冲液

（ｐＨ ＝ ６􀆰 ７） ⁃乙腈； 体积流量 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温
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３０ ℃； 检测波长 ２５０ ｎｍ； 进样量 ５ μＬ。
２􀆰 ９　 水凝胶制备　 将 ６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甘草酸溶于 １ ｍＬ
ＰＢＳ 缓冲液中， 调节 ｐＨ 至 ７􀆰 ２， 当甘草酸完全溶解

后分别加入 １０、 ３０、 ５０ ｍｇ 水提物 （编号 １ ～ ３），
８０ ℃水浴孵育 ６ ｈ， 置于 ４ ℃冰箱中静置 ２４ ｈ， 即得。
２􀆰 １０　 傅里叶红外光谱分析　 检测水提物、 水凝胶

在 ４ ０００～４００ ｃｍ－１波数范围内的光谱分布。
２􀆰 １１　 ＤＰＰＨ·、ＡＢＴＳ＋·自由基清除能力测定　 将

水凝胶与 ＤＰＰＨ·自由基溶液混合，作为测定液，
同时设置对照液， 在室温下置于黑暗中 ３０ ｍｉｎ，
４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 在 ５１７ ｎｍ 波长处检测吸

光度 Ａ， 阳性药物为 Ｌ⁃抗坏血酸 （ Ｖｃ）， 计算

ＤＰＰＨ·自由基清除率，公式为清除率 ＝ ［１－（Ａ测定 －
Ａ对照） ／ Ａ空白］ ×１００％ 。 同法测定 ＡＢＴＳ＋ ·自由基

清除率。
２􀆰 １２　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ５􀆰 ０ 软

件进行处理， 数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用

ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 水提物组成表征 　 采用 ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 法

鉴定出 ５９５ 种成分， 见图 １Ａ， 主要包括生物碱、
黄酮和多糖， 其中正离子模式下鉴定出 ３４１ 种， 其

活性成分有小檗碱、 伪麻黄碱、 穿心莲内酯、 甜菜

碱等， 具体见表 ２， 同时多糖含量为 ５９􀆰 ８１％ ， 纯

度为 ９３􀆰 ７１％ 。 红外光谱 （图 １Ｂ） 显示， 水提物

具有典型的多糖特征［１３］， 在 ３ ２１０􀆰 ４２ ｃｍ－１附近的

强峰是羟基振动伸缩， ２ ９２６􀆰 ４５ ｃｍ－１处的强吸收带

是 Ｃ⁃Ｈ 振动［１４］， １ ４００􀆰 ３５ ｃｍ－１处的吸收峰是 Ｃ⁃Ｏ
拉伸振动［１５］， １ ５７５ ｃｍ－１处的弱吸收带是⁃ＮＨ、 Ｃ⁃
Ｎ 耦合酰胺Ⅱ带［１６］， ９９０􀆰 ３０ ｃｍ－１处的吸收带是 Ｃ⁃
Ｎ 伸缩振动。 多糖中主要单糖为 Ｄ⁃葡萄糖， 相对

含量为 ８５􀆰 ７７％ ， 见图 １Ｃ、 表 ３。

图 １　 紫草水提物组成表征

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｌｉｔｈｏｓｐｅｒｍｉ Ｒａｄｉｘ ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔ

３􀆰 ２　 水凝胶表征 　 孵育 ６ ｈ、 静置 ２４ ｈ 后， １、 ２
号水凝胶由液态变为凝胶态， 见图 ２Ａ， 并且冻干

后呈均匀排列的网状孔隙结构， 见图 ２Ｂ。
　 　 在傅里叶红外光谱 （图 ２Ｃ） 中， Ｃ⁃Ｏ 拉伸振

动引起 １ ４００􀆰 ３５ ｃｍ－１处的吸收峰， 与甘草酸耦合

后迁移到 １ ４１７􀆰 ４２ ｃｍ－１ 处； Ｃ⁃Ｎ 键伸缩振动在

９９０􀆰 ３０ ｃｍ－１处产生的吸收带偏移到 １ ０４２􀆰 ３４ ｃｍ－１

处， 但在 ３ ２１０􀆰 ４２ ｃｍ－１附近多糖羟基振动伸缩引

起的吸收带并未产生明显偏移， 表明水提物与甘草

酸通过弱相互作用力来产生稳定的耦合。
在 Ｘ 射线衍射图谱［１７］ （图 ２Ｄ） 中， 有 １０ 个

显著衍射峰， 分别为 ２θ ８􀆰 ３９５°、 １２􀆰 ３１５°、 １３􀆰 ９４３°、
１４􀆰 ９８９°、 １５􀆰 ８１２°、 １５􀆰 ９３３°、 １６􀆰 ２９５°、 １７􀆰 ２０２°、
１４􀆰 ９８９°、 ２０􀆰 ２９５°、 ２９􀆰 ７２３°处的尖锐峰， 结晶有

序； 甘草酸与水提物自组装后， 前者特征衍射峰消

失， 形 成 新 的 二 维 结 构， 并 且 在 ２θ ３１􀆰 ３９１°、
０３５２
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　 　 　 　 表 ２　 紫草水提物活性成分

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ａｃｔｉｖｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｎ Ｌｉｔｈｏｓｐｅｒｍｉ Ｒａｄｉｘ ａｑｕｅｏｕｓ
ｅｘｔｒａｃｔ

序号 名称 分子式 相对分子质量 ｔＲ ／ ｍｉｎ 离子模式
１ 甜菜碱 Ｃ５Ｈ１１ＮＯ２ １１８􀆰 ０８６ ５ ０􀆰 ３１６ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋

２ 胆碱 Ｃ５Ｈ１３ＮＯ １０４􀆰 １０７ ４ ０􀆰 ８４５ ［Ｍ＋Ｈ＋ＣＨ３ＯＨ］＋

３ 芽子碱 Ｃ９Ｈ１５ＮＯ３ １６８􀆰 １０１ ８ １􀆰 ８２０ ［Ｍ＋Ｈ⁃Ｈ２Ｏ］ ＋

４ 伪麻黄碱 Ｃ１０Ｈ１５ＮＯ １６６􀆰 １２２ ６ ３􀆰 ３９８ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋

５ 多花水仙碱 Ｃ１８Ｈ２１ＮＯ５ ３３２􀆰 １４８ ６ ６􀆰 ０９８ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋

６ 小檗碱 Ｃ２０Ｈ１７ＮＯ４ ３３６􀆰 １２２ ３ ６􀆰 １１２ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋

７ 穿心莲内酯 Ｃ２０Ｈ３０Ｏ５ ３１１􀆰 ２２１ ３ ８􀆰 ０６５ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋

８ 棕榈酰肉碱 Ｃ２３Ｈ４５ＮＯ４ ４００􀆰 ３４１ ４ １２􀆰 ７０４ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋

９ 毒芹碱 Ｃ８Ｈ１７Ｎ １２８􀆰 １４３ ５ １３􀆰 ５７８ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋

４５􀆰 ２６１°、 ５６􀆰 ７５９°、 ７８􀆰 ５４９° 处形成新的尖锐峰，
即有序结晶结构。

在紫外图谱 （图 ２Ｅ） 中， 水凝胶呈现显著的

红移现象， 表明其颜色有明显变化。
随着 ｐＨ 变化， 水凝胶电位发生改变， 主要为

负电位， 见图 ２Ｆ。 因此， 水凝胶能通过阳离子陷

阱效应来产生定向热电场， 有效引导细胞定向迁

移， 整合促血管生成外泌体等活性成分， 均匀分散

并控制释放， 实现电场刺激与生物活性因子协同作

用， 促进再上皮化和真皮再生， 从而提升创面愈合

效果。
在 ３７ ℃ 下， 水凝胶黏度范围在 １􀆰 ０ × １０－１ ～

　 　 　 　

表 ３　 单糖相对含量测定结果

　 Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ
ｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

序号 名称 相对含量 ／ ％ ｔＲ ／ ｍｉｎ
１ Ｌ⁃古洛糖醛酸 ０􀆰 ５９１ １４􀆰 ０７２ ９
２ Ｄ⁃甘露糖醛酸 ０􀆰 ０９４ １４􀆰 ９９０ ７
３ Ｄ⁃甘露糖 ０􀆰 ６２２ １６􀆰 ２１７ ７
４ Ｄ⁃氨基葡萄糖 ０􀆰 ３９５ １７􀆰 ９７９ ３
５ Ｄ⁃核糖 ０ ０
６ Ｌ⁃鼠李糖 ０􀆰 １５５ １９􀆰 ３６８ ２
７ Ｄ⁃葡萄糖醛酸 ０􀆰 ２１８ ２１􀆰 ４０６ ３
８ Ｄ⁃半乳糖醛酸 １􀆰 ４０８ ２２􀆰 ３２７ ９
９ Ｄ⁃氨基半乳糖 ０ ０
１０ Ｄ⁃葡萄糖 ８５􀆰 ７７３ ２４􀆰 ２０３ ７
１１ Ｄ⁃半乳糖 １􀆰 ７１１ ２５􀆰 ４３２ ０
１２ Ｄ⁃木糖 ０ ０
１３ Ｌ⁃阿拉伯糖 ２􀆰 ５０７ ２６􀆰 ３５１ ４
１４ Ｌ⁃岩藻糖 ６􀆰 ５２７ ２７􀆰 ７７１ １

１􀆰 ０×１０５ Ｐａ·ｓ 之间，并且随着剪切速率增加而逐渐

降低， 表明水凝胶具有稳定的弹性网络和流动性，
能实现有效的药物输送， 避免其坍塌， 见图 ２Ｇ；
１、 ２ 号水凝胶损耗模量 Ｇ″在 １􀆰 ０×１０－１ ～１􀆰 ０×１０２ ｒ ／ ｓ
范围内， 超过储能模量 Ｇ′， 表明水凝胶主要表现

为黏性， 并呈现出液态， 见图 ２Ｈ。
综上所述， １、 ２ 号水凝胶均具有良好的相关

特性。 根据制剂在皮肤上适宜涂抹的情况， 最终选

择 ２ 号水凝胶用于后续细胞、 动物实验。

图 ２　 甘草酸耦合紫草水提物水凝胶表征图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｐｌｏｔｓ ｆｏｒ ｈｙｄｒｏｇｅｌ ｏｆ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｕｐｌｅｄ ｗｉｔｈ Ｌｉｔｈｏｓｐｅｒｍｉ Ｒａｄｉｘ ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔ
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３􀆰 ３　 体外活性评价

３􀆰 ３􀆰 １　 生物安全性　 由图 ３Ａ～３Ｂ 可知， ２ 号水凝

胶在浓度 ０􀆰 ０２％ ～ １２􀆰 ５％ 范围内对 ＲＡＷ２６４􀆰 ７、
Ｌ９２９ 细胞活性均无显著影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 由图 ３Ｃ
可知， 水凝胶浓度分别为 ０􀆰 １％ 、 ０􀆰 ５％ 、 ２􀆰 ５％ 时，
溶血率分别为 ０􀆰 ３３３％ 、 ０􀆰 ４００％ 、 ０􀆰 ６１２％ ， 均明

显低于国际标准化组织规定的物质溶血率标准

（２％ ）， 表明其生物安全性良好。
３􀆰 ３􀆰 ２　 抗炎活性 　 由图 ４Ａ ～ ４Ｄ 可知， ＬＰＳ 诱导

ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞比例增加至 ４２􀆰 ００％ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），
而水凝胶干预后降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 并且 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表达亦然 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 由图 ４Ｅ～４Ｆ 可

知， ＬＰＳ 可促进 Ｌ９２９ 细胞 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β ｍＲＮＡ 表

达 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而水凝胶干预后两者 ｍＲＮＡ 表达

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 与地塞米松接近。
３􀆰 ３􀆰 ３　 抗氧化活性　 由图 ５Ａ～５Ｂ 可知， 随着水凝

胶浓度增加 ＲＯＳ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 由图 ５Ｃ ～
５Ｄ 可 知， 随 着 水 凝 胶 浓 度 增 加 ＤＰＰＨ ·［１８］、
ＡＢＴＳ＋·［１９］自由基清除率升高， 但弱于 Ｌ⁃抗坏血酸。

图 ３　 甘草酸耦合紫草水提物水凝胶生物安全性

Ｆｉｇ􀆰 ３ 　 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓａｆｅｔｙ ｏｆ ｈｙｄｒｏｇｅｌ ｏｆ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ ａｃｉｄ
ｃｏｕｐｌｅｄ ｗｉｔｈ Ｌｉｔｈｏｓｐｅｒｍｉ Ｒａｄｉｘ ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔ

注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＬＰＳ 组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 甘草酸耦合紫草水提物水凝胶抗炎活性 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ａｎｔｉ⁃ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｈｙｄｒｏｇｅｌ ｏｆ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｕｐｌｅｄ ｗｉｔｈ Ｌｉｔｈｏｓｐｅｒｍｉ Ｒａｄｉｘ ａｑｕｅｏｕｓ

ｅｘｔｒａｃｔ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
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图 ５　 甘草酸耦合紫草水提物水凝胶抗氧化活性 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｆｉｇ􀆰 ５ 　 Ａｎｔｉ⁃ｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｈｙｄｒｏｇｅｌ ｏｆ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｕｐｌｅｄ ｗｉｔｈ

Ｌｉｔｈｏｓｐｅｒｍｉ Ｒａｄｉｘ ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ４　 体内药效学评价 　 由图 ６Ａ 可知， Ｘ 射线照

射 ５ ｄ 后小鼠皮肤出现红肿、 脱皮等症状； １０ ｄ 后

模型组开始出现破溃， 而水凝胶组和康复新组出现

脱皮； １５ ｄ 后模型组出现大面积破溃， 而水凝胶

组、 康复新组、 地奈德乳膏组和积雪苷霜组长出新

的皮肤。 由图 ６Ｂ 可知， 水凝胶组、 康复新组、 地

奈德乳膏组和积雪苷霜组对小鼠皮肤损伤具有修复

作用， 以水凝胶组更明显 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 这可能是因

为制剂通过甘草酸 “治疗体系———抗炎特性” “凝
胶体系———形成网状结构” 来起到治疗、 负载水

提物的双重作用， 并且甘草、 紫草配伍效果显著优

于单用前者。
ＨＥ 染色 （图 ７Ａ） 显示， Ｘ 射线照射 １５ ｄ 后

模型组小鼠皮肤存在厚结痂层， 其下方皮肤组织被

大量炎症细胞浸润； 水凝胶组小鼠皮肤开始出现新

生上皮组织， 炎症细胞消退； 康复新组小鼠皮肤新

生上皮组织较松散。 Ｍａｓｓｏｎ 染色 （图 ７Ｂ） 显示，
水凝胶组和康复新组小鼠皮肤组织出现大量胶原蛋

白， 并且其表达高于模型组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ７Ｅ。
ＩＨＣ 染色 （图 ７Ｃ、 ７Ｄ、 ７Ｆ、 ７Ｇ） 显示， 水凝胶组

和康复新组小鼠皮肤 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 表达低于模型

组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
４　 讨论与结论

Ｘ 射线辐照皮肤组织时， 会导致角质细胞、 成

纤维细胞 ＤＮＡ 链断裂及碱基损伤， 影响细胞正常

功能与增殖， 甚至引发凋亡［２０］， 同时它与细胞内

水分作用后产生大量自由基， 通过氧化反应来攻击

生物大分子， 加重损伤［２１］。 另外， 受损细胞释放

注： 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 甘草酸耦合紫草水提物水凝胶对 Ｘ 射线诱导小鼠皮

肤损伤的修复作用 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ６ 　 Ｒｅｐａｉｒ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｙｄｒｏｇｅｌ ｏｆ ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ ａｃｉｄ

ｃｏｕｐｌｅｄ ｗｉｔｈ Ｌｉｔｈｏｓｐｅｒｍｉ Ｒａｄｉｘ ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔ
ｏｎ Ｘ⁃ｒａｙ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｏｕｓｅ ｓｋｉｎ ｉｎｊｕｒｙ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

炎症介质， 引发局部炎症， 使皮肤出现红肿、 疼痛

等症状［２２］， 而上述炎症反应又会进一步加剧组织
３３５２
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注： 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 各组小鼠皮肤病理学染色 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇｓ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｓｋｉｎｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ

ｇｒｏｕｐｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

损伤。 甘草酸耦合紫草水提物水凝胶兼具紫草多糖

的抗氧化作用、 甘草酸的抗炎作用、 水凝胶保湿易

涂抹的优势， 具有治疗放射性皮肤损伤的潜力。
甘草酸作为典型的中药小分子凝胶因子， 因其

独特的理化性质和生物活性而广泛应用于医药领

域［２３］， 其溶液可凭借自身结构基团， 通过分子间

氢键、 疏水作用及 π⁃π 堆积来参与自组装［２４］。 本

实验发现， 甘草酸与紫草水提物主要通过上述相互

作用， 并以物理交联为主来组装成凝胶， 而紫草多

糖中的羟基可与该成分形成稳定的胶体， 并保留其

生物活性［２５］， 结合扫描电镜图像及甘草酸特性，
推测其自组装可能形成控释框架， 负载紫草水

提物［２６］。
甘草酸耦合紫草水提物水凝胶具有良好的生物

相容性和适宜的黏度， 是应用于皮肤损伤的基础。
体外实验证实， 该制剂抗氧化、 抗炎活性较强， 可

改善辐照小鼠皮肤损伤， 加速胶原蛋白沉积及皮肤

再生。
综上所述， 甘草酸耦合紫草水提物水凝胶生物

相容性和降解性良好， 可形成三维网络结构， 为皮

肤创面提供良好的愈合环境； 紫草多糖与甘草酸协

同作用时可清除自由基， 减轻氧化损伤， 抑制过度

炎症， 促进皮肤修复再生。 同时， 该制剂应用方

便， 安全性高， 刺激性小， 为治疗放射性皮肤损伤

提供了新思路。
利益冲突： 所有作者声明不存在利益冲突。
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疏肝补肾颗粒干法制粒工艺优化及其物理指纹图谱建立

王超群１， 　 刘　 延２， 　 房　 鑫１， 　 张继全１， 　 梁　 爽１∗

（１． 上海中医药大学创新中药研究院中药现代制剂技术教育部工程研究中心， 上海 ２０１２０３； ２． 海军军医
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摘要： 目的　 优化疏肝补肾颗粒干法制粒工艺， 并建立其物理指纹图谱。 方法　 基于质量源于设计 （ＱｂＤ） 理念， 选

择滚轮压力、 送料转速、 压辊转速作为关键工艺参数 （ＣＰＰｓ）， 成型率、 溶化率、 吸湿率、 休止角作为关键质量属性

（ＣＱＡｓ）。 在单因素试验基础上， 以送料转速、 压辊转速、 压辊压力为影响因素， ＣＱＡｓ 为评价指标， 星点设计⁃效应

面法优化干法制粒工艺， ＡＨＰ⁃ＣＲＩＴＩＣ 混合加权法计算综合评分。 单形格子设计筛选辅料， 以粉体学参数为评价指标

建立物理指纹图谱。 结果　 最佳条件为送料转速 ４０􀆰 ９３ ｒ ／ ｍｉｎ， 压辊转速 ５􀆰 ５３ ｒ ／ ｍｉｎ， 压辊压力 １１􀆰 ８４ ＭＰａ， 辅料糊精，
综合评分为 ９５􀆰 １２７ 分。 １５ 批样品物理指纹图谱相似度均大于 ０􀆰 ９８。 结论　 糊精可保障疏肝补肾颗粒良好的成型性与

溶散性， 物理指纹图谱能表征该制剂粉体学特性， 从而为其他中药颗粒剂的质量评价提供新方法。
关键词： 疏肝补肾颗粒； 干法制粒工艺； 物理指纹图谱； 星点设计⁃效应面法； ＡＨＰ⁃ＣＲＩＴＩＣ 混合加权法； 质量源于设计
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