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摘要： 目的　 制备祛风除痹成膜凝胶， 并评价其抗炎镇痛作用和安全性。 方法　 以乌头茎叶为原料， 制备成膜凝胶。
在单因素试验基础上， 以成膜剂 （ＰＶＡ１７８８） 用量、 增塑剂 （丙三醇） 用量、 无水乙醇用量为影响因素， 成膜时间、
外观性状的综合评分为评价指标， 正交试验优化制备工艺。 采用醋酸致小鼠扭体模型考察镇痛作用， 佐剂诱导大鼠关

节炎模型考察抗炎作用， 家兔皮肤刺激性实验考察安全性。 结果　 最佳条件为基质 （ＭＣ⁃４００） 用量 ０􀆰 ３ ｇ， 成膜剂用

量 ０􀆰 １ ｇ， 增塑剂用量 ０􀆰 ５ ｇ， 无水乙醇用量 １ ｇ， 药物用量 ０􀆰 ５ ｇ， 综合评分为 ３３􀆰 ６９ 分。 与对照组比较， 祛风除痹成

膜凝胶中、 高剂量组小鼠扭体次数减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 其中高剂量组疼痛抑制率为 ５０􀆰 ９４％ ； 与模型组比较， 祛风除痹

成膜凝胶各剂量组大鼠足趾肿胀度、 关节炎指数、 血清 ＴＮＦ⁃α 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并且中、 高剂量组血

清 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 末次给药后 １、 ２４、 ４８、 ７２ ｈ， 家兔完整、 破损皮肤未出现异常， 无刺

激性。 结论　 该方法稳定可靠， 可用于制备抗炎镇痛较强、 安全性良好的祛风除痹成膜凝胶。
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　 　 类风湿关节炎是一种自身免疫性疾病， 可导致

患者关节畸形及功能丧失， 对其生活造成极大影

响［１］。 目前， 临床治疗类风湿关节的常用药物包

括糖皮质激素、 非甾体抗炎药、 抗风湿药物等， 但

长期服用会导致严重不良反应［２］， 而中医药治疗

本病已有数千年历史， 疗效显著［３⁃４］。 乌头汤源自

《金匮要略》， 主要用于治疗风湿性疾病， 效果良

好［５⁃６］， 但由于方中君药乌头性烈、 有毒， 导致其

应用受限。 乌头在临床上只用其母根 （川乌） 与

子根加工品 （附子） 入药， 但其茎叶生物量丰富，
白白丢弃将导致资源严重浪费［７］， 并且该部位所

含总生物碱的含量约其为地下部位的 １ ／ ２， 对类风

湿关节炎有良好的疗效和更小的急性毒性［８⁃１１］。
近年来， 药物递送系统受到关注， 其中经皮给

药发展迅速， 相较于传统口服给药， 它具有避免首

过效应、 增强依从性等优点［１２⁃１３］， 并且成膜制剂

是一种效果良好的药物递送形式， 可作为储存库，
从而实现缓释等功能［１４⁃１６］。 课题组前期将乌头汤

中的制川乌替换为乌头茎叶， 制备祛风除痹洗

液［１７］， 本实验在此基础上进一步改良剂型， 制备

成膜凝胶， 并评价其抗炎镇痛作用及安全性。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 ＳＰＦ 级昆明种小鼠， 体质量 １８ ～ ２２ ｇ，
雌雄各半； ＳＤ 大鼠， 体质量 １８０ ～ ２２０ ｇ， 雄性；
普通级新西兰兔， 体质量 ２􀆰 ０ ～ ２􀆰 ５ ｋｇ， 雌雄各半，
均由成都达硕实验动物有限公司提供， 动物生产许

可证号 ＳＣＸＫ （川） ２０２０⁃００３０。 正式实验前所有

动物适应性饲养 １ 周， 环境条件温度 （２２±２）℃，
相对湿度 （６０±５）℃， 标准光照 ／黑暗周期 １２ ｈ。
动物实验经成都中医药大学伦理委员会批准

（２０２４０４４）。
１􀆰 ２　 试剂与药物 　 羧甲基纤维素钠 （批号 ９００４⁃

３２⁃４）、 聚乙烯醇 １７８８ （批号 ２０２３０４２７０１）、 无水

乙醇 （批号 ２０２４０１１６０１）， 均购于成都市科隆化学

品有限公司； 丙三醇 （批号 ２０１６０９０６）， 购于成都

金山化学试剂有限公司； 柠檬酸三乙酯 （批号

２０２１０７２０９）， 购于北京迈瑞达科技有限公司； 聚

乙二醇 ４００ （批号 ＲＨ５１９７７０）， 购于上海易恩科技

发展有限公司； 丙二醇， 购于成都市科隆化学品有

限公司； 完全弗氏佐剂 （货号 Ｆ５８８１）， 购于西格

玛奥德里奇 （上海） 贸易有限公司。 ＥＬＩＳＡ 试剂

盒 （ＩＬ⁃１β， 购于武汉伊莱瑞特生物科技股份有限

公司； ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６， 均购于上海酶联生物科技有

限公司）。 乌头茎叶采自四川江油， 经成都中医药

大学高继海副教授鉴定为正品， 标本 （编号 ＣＷ⁃
２０２００９０１） 保存于成都中医药大学西南特色中药

资源国家重点实验室 （药物资源发现与中药资源

循环利用 １００２ 实验室）。 扶他林， 购于北京诺华制

药有限公司。
１􀆰 ３　 仪器 　 Ｒａｐｉｄ ＴＡ＋质构仪 （上海腾拔仪器科

技有限公司）； ＢＴＦ⁃１２００Ｃ⁃Ｓ 黏度计 （上海方瑞仪

器有限公司）； １０１ 电热鼓风干燥箱 （上海一恒科

学仪器有限公司）； ＢＣＥ２２２４⁃１ＣＣＮ 电子天平 ［赛
多利斯科学仪器 （北京） 有限公司］； ＰＨＳ⁃２Ｆ
ＰＨ 计 （上 海 仪 电 科 学 仪 器 股 份 有 限 公 司 ）；
ＲｅａｄＭａｘ１２００ 光吸收全波长酶标仪 （上海闪谱生物

科技有限公司）； ＰＶ⁃２００ 足趾肿胀仪 （成都泰盟

软件有限公司）。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 提取物制备 　 乌头茎叶粗粉加入 ２０ 倍量

０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ盐酸浸泡 １ ｈ， 在 ７０ ℃下提取 ２ 次， 每

次 ３ ｈ， 提取液浓缩上样至 ００１×１２ 型阳离子交换

树脂， 上样液质量浓度为 ０􀆰 ３ ｇ ／ ｍＬ， 盐酸调 ｐＨ 至

３， 上样量为 ０􀆰 ５ ＢＶ， ３ ＢＶ 超纯水除杂， ４ ＢＶ
００１１
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３ ｍｏｌ ／ Ｌ氨水⁃９５％ 乙醇洗脱， 富集纯化总生物碱。
另取麻黄、 黄芪、 白芍、 炙甘草各 ８０ ｇ， 置于同一

容器中， 加入 ６ 倍量 ５０％ 乙醇浸泡 ３０ ｍｉｎ， 冷凝回

流提取 ３ 次， 第 １ 次 １ ｈ、 第 ２、 ３ 次各 ０􀆰 ５ ｈ， 合

并提取液， 在 ６０ ℃下真空浓缩至每 １ ｍＬ 相当于

０􀆰 ２ ｇ 生药。 将乌头茎叶总生物碱与上述 ４ 种药材

提取液按 １ ∶ ３ 比例混合， 浓缩至生药量 １５ ｇ ／ ｍＬ，
置于－４ ℃冰箱中保存， 即得。
２􀆰 ２　 成膜凝胶制备　 称取凝胶基质、 成膜剂、 增

塑剂适量， 加水溶胀， 搅拌均匀过夜， 向凝胶中依

次加入处方量乙醇、 药物， 搅拌至分散均匀， 加入

水至足量， 即得， 分装于透明密闭玻璃瓶中。
２􀆰 ３　 配方筛选

２􀆰 ３􀆰 １　 成膜时间　 取成膜凝胶 ０􀆰 ２ ｇ， 置于 ３５ ℃

塑料培养皿中， 在薄膜上放置盖玻片， 如果移除后

其表面干净无异物， 则认为已经干燥， 记录干燥所

需时间， 即成膜时间， 平行 ３ 次， 以＜８ ｍｉｎ 为优，
８～１１ ｍｉｎ 为良， ＞１１ ｍｉｎ 为差。
２􀆰 ３􀆰 ２　 ｐＨ 　 参照 ２０２０ 年版 《中国药典》 通则

０６３１， 取成膜凝胶约 １ ｇ， 加入 ２０ ｍＬ 水搅拌 ３０
ｍｉｎ， 采用 ＰＨ 计测量， 平行 ３ 次， 以 ５􀆰 ５ ～ ６􀆰 ５
为优。
２􀆰 ３􀆰 ３　 黏度 　 采用黏度计测量， 平行 ３ 次， 以

１ ５００～６ ５００ ｍＰａ·ｓ 为优。
２􀆰 ３􀆰 ４　 外观性状 　 精密量取成膜凝胶溶液 ０􀆰 ５
ｍＬ， 均匀涂于 ４ ｃｍ×４ ｃｍ 玻璃板上， 自然干燥后

按表 １ 标准进行评价。

表 １　 成膜凝胶外观性状评分标准

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｓｃｏｒｉｎｇ ｓｔａｎｄａｒｄｓ ｆｏｒ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ ｏｆ ｆｉｌｍ⁃ｆｏｒｍｉｎｇ ｇｅｌ
评分标准 优（８～１０ 分） 良（５～７ 分） 中（２～４ 分） 差（０～１ 分）
成膜性 成膜均匀 成膜不均匀有突起 成膜完全不均匀，有破损 不成膜

均匀性 凝胶表面光滑均有光泽，均匀细腻 平整，均匀有细小颗粒 不平整结块 不成凝胶

柔韧性 撕拉有弹性，无破损，可被轻松取下 可被完整取下 难以取下，取下后有破裂 完全断裂

２􀆰 ３􀆰 ５　 力学性能　 取成膜凝胶 ０􀆰 ５ ｇ， 置于 ３５ ℃
塑料培养基中， 干燥成膜后切取 １ ｃｍ×５ ｃｍ 测量机

械性能， 当其薄膜拉伸强度为 ４０ ～ ８０ Ｎ ／ ｍｍ２、 断

裂伸长率为 ０􀆰 ３～０􀆰 ６ 时分别表示具有良好的强度、
韧性。
２􀆰 ４　 单因素试验

２􀆰 ４􀆰 １　 基质种类 　 分别考察了甲基纤维素⁃４００
（ＭＣ⁃４００）、 明胶、 羧甲基纤维素钠 （ ＣＭＣ⁃Ｎａ）、
卡波姆， 发现明胶和卡波姆与药液混合后未形成均

匀可成膜的基质， 而 ＭＣ⁃４００ 和 ＣＭＣ⁃Ｎａ 虽然均可

成膜， 但后者过于黏稠， 流动性不佳， 而且易发

霉， 故最终确定为 ＭＣ⁃４００。
２􀆰 ４􀆰 ２　 基质用量　 表 ２ 显示， 随着基质用量增加

黏度升高， 但超过 ０􀆰 ３ ｇ 后黏度过大， 导致成膜凝

胶外观不均匀， 存在硬块， 并且难以形成外观良好

的薄膜， 影响其外观性状和涂展性， 故最终确定为

０􀆰 ３ ｇ。
表 ２　 基质用量筛选结果

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｍａｔｒｉｘ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

基质用量 ／ ｇ 外观评分 ／ 分 成膜时间 ／ ｍｉｎ ｐＨ 黏度 ／ （ｍＰａ·ｓ）
０􀆰 １ ２１ ７􀆰 ３１ ５􀆰 ４６ ３ １０２􀆰 ６７
０􀆰 ２ ２５ ８􀆰 ２０ ５􀆰 ５１ ３ ７２１􀆰 ５４
０􀆰 ３ ２５ ９􀆰 ４３ ５􀆰 ７６ ４ ６４７􀆰 ３２
０􀆰 ４ ２２ １０􀆰 ２０ ５􀆰 ５０ ６ ６４０􀆰 ６７
０􀆰 ５ ２０ １０􀆰 ５５ ５􀆰 ４６ ８ ３７９􀆰 ３８

２􀆰 ４􀆰 ３　 成膜剂种类 　 分别考察了羟丙基纤维素

（ＨＰＣ）、 聚乙烯吡咯烷酮 （ＰＶＰ）、 聚乙烯醇 １７８８
（ＰＶＡ１７８８）、 羟丙基甲基纤维素 （ ＨＰＭＣ⁃４００），
发现加入 ＨＰＣ 或 ＨＰＭＣ⁃４００ 后基质浑浊； 加入

ＰＶＡ１７８８ 或 ＰＶＰ 后基质呈透明胶状， 其中后者流

动性过大， 局部涂抹时易流走， 使用体验差， 而前

者具有良好的外观及适中的流动性， 故最终确定

为 ＰＶＡ１７８８。
２􀆰 ４􀆰 ４　 成膜剂用量　 表 ３ 显示， 成膜剂用量超过

０􀆰 ２ ｇ 后薄膜不均匀， 有块状颗粒产生， 故最终确

定为 ０􀆰 ２ ｇ。
表 ３　 成膜剂用量筛选结果

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｆｉｌｍ⁃ｆｏｒｍｉｎｇ ａｇｅｎｔ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ

成膜剂用量 ／ ｇ 外观评分 ／ 分 成膜时间 ／ ｍｉｎ ｐＨ 黏度 ／ （ｍＰａ·ｓ）
０􀆰 １ ２４ ６􀆰 ２２ ５􀆰 ７８ ５ ４９６􀆰 ６７
０􀆰 ２ ２５ ７􀆰 ４１ ５􀆰 ６９ ５ ６４０􀆰 ６７
０􀆰 ３ ２２ ８􀆰 ２３ ５􀆰 ６７ ６ ３５０􀆰 ３３
０􀆰 ４ ２０ ８􀆰 ５３ ５􀆰 ５８ １３ ７０８􀆰 ６７
０􀆰 ５ １８ １０􀆰 ３５ ５􀆰 ５１ ２１ ８７９􀆰 ２３

２􀆰 ４􀆰 ５　 增塑剂种类 　 分别考察了丙三醇、 丙二

醇、 聚乙二醇 ４００ （ ＰＥＧ４００）、 柠檬酸三乙酯

（ＴＥＣ）， 结果见表 ４。 由此可知， 加入丙二醇或

ＴＥＣ 后薄膜不均匀， 有裂痕； 加入丙三醇或 ＰＥＧ
后可均匀成膜， 拉伸强度减小， 断裂伸长率升高，
以前者更明显， 故最终确定为丙三醇。
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表 ４　 增塑剂种类筛选结果

Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｐｌａｓｔｉｃｉｚｅｒ ｋｉｎｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
种类 外观评分 ／ 分 成膜时间 ／ ｍｉｎ 黏度 ／ （ｍＰａ·ｓ） ｐＨ 拉伸强度 ／ （Ｎ·ｍｍ－２） 断裂伸长率

无增塑剂 ２３ ８􀆰 １５ ２ ２０９􀆰 ０３ ５􀆰 ５０ １１８􀆰 ０５ ０􀆰 ２０
丙三醇 ２５ ８􀆰 １５ ２ ０６８􀆰 ０３ ５􀆰 ５６ ９０􀆰 ６５ ０􀆰 ４４
丙二醇 １６ １０􀆰 ２９ ２ ０９６􀆰 ５７ ５􀆰 ４８ １７􀆰 ８２ ０􀆰 ３９
ＰＥＧ ２４ ９􀆰 ０４ １ ９９９􀆰 ９０ ５􀆰 ４８ ４７􀆰 ８３ ０􀆰 ３９
ＴＥＣ １５ １１􀆰 ０５ １ １８５􀆰 ３０ ５􀆰 ４２ ４１􀆰 ４７ ０􀆰 ６７

２􀆰 ４􀆰 ６　 增塑剂用量 　 表 ５ 显示， 增塑剂用量为

０􀆰 ５ ｇ 时力学性能最佳， 但超过 ０􀆰 ５ ｇ 后黏度升高，
薄膜不均匀， 出现块状颗粒， 故最终确定为 ０􀆰 ５ ｇ。

表 ５　 增塑剂用量筛选结果

Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｐｌａｓｔｉｃｉｚｅｒ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
增塑剂用量 ／ ｇ 外观评分 ／ 分 成膜时间 ／ ｍｉｎ 黏度 ／ （ｍＰａ·ｓ） ｐＨ 拉伸强度 ／ （Ｎ·ｍｍ－２） 断裂伸长率

０􀆰 １ ２０ ８􀆰 ０６ ２ ５８７􀆰 ２３ ５􀆰 ４７ ３０􀆰 ４８ ０􀆰 ７２
０􀆰 ３ ２２ １０􀆰 ４３ １ ７０１􀆰 ９３ ５􀆰 ５３ ５２􀆰 ２６ ０􀆰 ４８
０􀆰 ５ ２４ ８􀆰 ２５ ２ ２３９􀆰 １０ ５􀆰 ５２ ９０􀆰 ６５ ０􀆰 ４４
０􀆰 ７ ２０ ９􀆰 ３５ １ ８５４􀆰 ２７ ５􀆰 ４６ ７９􀆰 ７４ ０􀆰 ４６
０􀆰 ９ １９ ８􀆰 ３５ ２ ６８９􀆰 ４３ ５􀆰 ４９ ６４􀆰 ４５ ０􀆰 ３０

２􀆰 ４􀆰 ７　 无水乙醇用量　 表 ６ 显示， 无水乙醇用量为 １􀆰 ５ ｇ 外观性状和力学性能良好， 故最终确定为 １􀆰 ５ ｇ。
表 ６　 无水乙醇用量筛选结果

Ｔａｂ􀆰 ６　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ａｎｈｙｄｒｏｕｓ ｅｔｈａｎｏｌ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
无水乙醇用量 ／ ｇ 外观评分 ／ 分 成膜时间 ／ ｍｉｎ 黏度 ／ （ｍＰａ·ｓ） ｐＨ 拉伸强度 ／ （Ｎ·ｍｍ－２） 断裂伸长率

１ ２０ １０􀆰 ８８ １ ６８３􀆰 ６７ ５􀆰 ４２ ４６􀆰 ３２ ０􀆰 ３７
１􀆰 ５ ２２ １０􀆰 ３６ １ ６６６􀆰 １３ ５􀆰 ４１ ５８􀆰 １５ ０􀆰 ３６
２ ２２ １０􀆰 ２７ ２ ０８８􀆰 ９０ ５􀆰 ３７ ６８􀆰 ９３ ０􀆰 ２３

２􀆰 ５ ２１ ９􀆰 ２８ １ ５７１􀆰 ６７ ５􀆰 ３８ ３６􀆰 ３８ ０􀆰 ２５
３ ２１ ８􀆰 ６９ １ ２２１􀆰 ８７ ５􀆰 ３６ ２３􀆰 ３４ ０􀆰 ３０

２􀆰 ４􀆰 ８　 药物用量　 表 ７ 显示， 药物用量超过 ０􀆰 ７ ｇ 后薄膜出现裂痕， 故最终确定为 ０􀆰 ５ ｇ。
表 ７　 药物用量筛选结果

Ｔａｂ􀆰 ７　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｄｒｕｇ ｃｏｎｓｕｍｐｔｉｏｎ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
药物用量 ／ ｇ 外观评分 ／ 分 成膜时间 ／ ｍｉｎ 黏度 ／ （ｍＰａ·ｓ） ｐＨ 拉伸强度 ／ （Ｎ·ｍｍ－２） 断裂伸长率

０􀆰 １ ２０ １０􀆰 ０１ ４ ００７􀆰 ６７ ６􀆰 ０３ ４８􀆰 １２ ０􀆰 ２９
０􀆰 ３ ２２ ９􀆰 ３５ ２ ９６２􀆰 ３３ ５􀆰 ９７ ６２􀆰 ９５ ０􀆰 ３０
０􀆰 ５ ２４ ９􀆰 ２７ ２ ８１２􀆰 ３３ ５􀆰 ９７ ６１􀆰 ４９ ０􀆰 ３６
０􀆰 ７ １９ ９􀆰 ０７ ３ ０６５􀆰 ６７ ６􀆰 ０２ ４２􀆰 １８ ０􀆰 ２１
０􀆰 ９ １８ ９􀆰 ５６ ４ ４１３􀆰 ６７ ６􀆰 ０３ ４１􀆰 ８４ ０􀆰 ２６

２􀆰 ５　 正交试验　 在单因素试验基础上， 选择成膜

剂用量 （Ａ）、 增塑剂用量 （Ｂ）、 无水乙醇用量

（Ｃ） 作为影响因素， 成膜时间、 外观性状的综合

评分 （Ｙ） 作为评价指标， 公式为综合评分 ＝ （１５－
成膜时间） ＋ （成膜性评分＋柔韧性评分＋均匀性评

分）， 因素水平见表 ８， 结果见表 ９， 方差分析见表

１０。 由此可知， 各因素影响程度依次为 Ａ＞Ｃ＞Ｂ；
最优工艺为 Ａ１Ｂ２Ｃ１， 即成膜剂用量 ０􀆰 １ ｇ， 增塑剂

用量 ０􀆰 ５ ｇ， 无水乙醇用量 １ ｇ。
２􀆰 ６　 验证试验 　 按 “２􀆰 ５” 项下优化工艺进行 ３
批验证试验， 结果见表 １１， 可知该工艺稳定可靠

　 　 　 　 表 ８　 正交试验因素水平

Ｔａｂ􀆰 ８　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｆｏｒ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ
水平 Ａ 成膜剂用量 ／ ｇ Ｂ 增塑剂用量 ／ ｇ Ｃ 无水乙醇用量 ／ ｇ
１ ０􀆰 １ ０􀆰 ３ １
２ ０􀆰 ２ ０􀆰 ５ １􀆰 ５
３ ０􀆰 ３ ０􀆰 ７ ２

（综合评分 ＲＳＤ 为 １􀆰 １７％ ）。 最终确定， 最优工艺

为称取 ０􀆰 ３ ｇ ＭＣ⁃４００、 ０􀆰 １ ｇ ＰＶＡ１７８８， 加入 ０􀆰 ５ ｇ
丙三醇、 ４ ｇ 去离子水， 搅拌均匀， 室温静置溶胀

１２ ｈ 后加入 ０􀆰 ５ ｇ 药物、 １ ｇ 无水乙醇， 搅拌均匀，
即得 （总量为 １０ ｇ）。
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表 ９　 正交试验设计与结果

Ｔａｂ􀆰 ９　 Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ
试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ（空白） Ｙ 综合评分 ／ 分

１ １ １ １ １ ３３􀆰 ９７
２ １ ２ ２ ２ ３２􀆰 ５６
３ １ ３ ３ ３ ３４􀆰 ６２
４ ２ １ ２ ３ ２９􀆰 ８１
５ ２ ２ ３ １ ２９􀆰 ６０
６ ２ ３ １ ２ ２９􀆰 ７０
７ ３ １ ３ ２ １６􀆰 ８８
８ ３ ２ １ ３ ２０􀆰 ００
９ ３ ３ ２ １ １６􀆰 ７０
Ｋ１ １０１􀆰 １５ ８０􀆰 ６６ ８３􀆰 ６７ ８０􀆰 ２７ —
Ｋ２ ８９􀆰 １１ ８２􀆰 １６ ７９􀆰 ０７ ７９􀆰 １４ —
Ｋ３ ５３􀆰 ５８ ８１􀆰 ０２ ８１􀆰 １０ ８４􀆰 ４３ —
ｋ１ ３３􀆰 ７２ ２６􀆰 ８９ ２７􀆰 ８９ ２６􀆰 ７６ —
ｋ２ ２９􀆰 ７０ ２７􀆰 ３９ ２６􀆰 ３６ ２６􀆰 ３８ —
ｋ３ １７􀆰 ８６ ２７􀆰 ０１ ２７􀆰 ０３ ２８􀆰 １４ —
Ｒ １５􀆰 ８６ ０􀆰 ５０ １􀆰 ５３ １􀆰 ７６ —

表 １０　 方差分析结果

Ｔａｂ􀆰 １０　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ
来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

Ａ ４０７􀆰 ８０５ ２ ２０３􀆰 ９０３ ７８􀆰 ８１７ ０􀆰 ０１３
Ｂ ０􀆰 ４０９ ２ ０􀆰 ２０４ ０􀆰 ０７９ ０􀆰 ９２７
Ｃ ３􀆰 ５４３ ２ １􀆰 ７７１ ０􀆰 ６８５ ０􀆰 ５９４

Ｄ（误差） ５􀆰 １７４ ２ ２􀆰 ５８７ — —

表 １１　 验证试验结果 （ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 １１　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｅｓｔｓ （ｎ＝３）

试验号
成膜时间 ／

ｍｉｎ
成膜性

评分 ／ 分
均匀性

评分 ／ 分
柔韧性

评分 ／ 分
综合

评分 ／ 分
１ ８􀆰 ７４ １０ ９ ９ ３３􀆰 ２４
２ ７􀆰 ７４ ９ ９ ９ ３４􀆰 ２６
３ ８􀆰 ４３ ９ ９ ９ ３３􀆰 ５７

平均值 ８􀆰 ３０ ９􀆰 ３３ ９􀆰 ００ ９􀆰 ００ ３３􀆰 ６９

２􀆰 ７　 镇痛作用研究　 ４０ 只小鼠随机分为 ５ 组， 每

组 ８ 只， 分别为对照组、 阳性药 （扶他林） 组

（０􀆰 ０５ ｇ ／ ｋｇ） 及祛风除痹成膜凝胶低、 中、 高剂量

组 （０􀆰 ０２５、 ０􀆰 ０７５、 ０􀆰 １２５ ｇ ／ ｋｇ）， 适应性喂养 ７ ｄ
后给药， 给药前一天小鼠背部脱毛 （面积 ２ ｃｍ×３
ｃｍ）， 给药组涂抹相应药物， 对照组涂抹空白凝

胶， 连续 ５ ｄ。 末次给药 １ ｈ 后， 小鼠腹腔注射

０􀆰 ９％ 冰醋酸 （１０ ｍＬ ／ ｋｇ）， 观察其 １５ ｍｉｎ 内扭体

次数 （以同时出现腹部凹陷、 身体拉长、 臀部抬

高为扭体）， 计算抑制率， 公式为抑制率 ＝ ［ （模
型组平均扭体次数－给药组平均扭体次数） ／模型

组平均扭体次数］ ×１００％ ， 结果见表 １２。 由此可

知， 与对照组比较， 祛风除痹成膜凝胶中、 高剂量

组小鼠扭体次数减少 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 其中高剂量组抑

制率大于 ５０％ 。

表 １２　 成膜凝胶对小鼠扭体次数的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝８）
Ｔａｂ􀆰 １２ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｉｌｍ⁃ｆｏｒｍｉｎｇ ｇｅｌ ｏｎ ｍｏｕｓｅ ｗｒｉｔｈｉｎｇ

ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ （ｘ±ｓ， ｎ＝８）

组别 扭体次数 ／ 次 抑制率 ／ ％

对照组 ３３􀆰 １３±４􀆰 ５８ —

阳性药组 １２􀆰 ２５±２􀆰 ８２∗∗ ６３􀆰 ０２

祛风除痹成膜凝胶高剂量组 １６􀆰 ２５±６􀆰 １８∗∗ ５０􀆰 ９４

祛风除痹成膜凝胶中剂量组 ２１􀆰 ５０±２􀆰 ６２∗∗ ３５􀆰 ０９

祛风除痹成膜凝胶低剂量组 ２８􀆰 ３８±６􀆰 ６１ １４􀆰 ３４

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

２􀆰 ８　 抗炎作用研究

２􀆰 ８􀆰 １　 分组、 造模与给药　 ３６ 只大鼠随机分为 ６
组， 每组 ６ 只， 分别为空白组、 模型组、 阳性药

（扶他林） 组 （０􀆰 ２５ ｇ ／ ｋｇ） 及祛风除痹成膜凝胶

低、 中、 高剂量组（０􀆰 ０５、 ０􀆰 １５、 ０􀆰 ２５ ｇ ／ ｋｇ）， 适应

性喂养 １ 周后除空白组外各组右后足底注射 ０􀆰 １ ｍＬ
完全弗氏佐剂， 空白组右后足底注射等量生理盐

水［１８⁃１９］。 造模后第 １４ 天起， 给药组大鼠每天给予

相应药物， 空白组和模型组大鼠每天给予空白

基质。
２􀆰 ８􀆰 ２　 指标检测

２􀆰 ８􀆰 ２􀆰 １　 足趾肿胀度　 在造模前一天至给药结束，
每 ４ ｄ 采用组织肿胀仪测量大鼠右后足趾长度， 计

算足趾肿胀度， 结果见图 １。 由此可知， 造模后与

空白组比较， 模型组及各给药组大鼠足趾肿胀度升

高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明造模成功； 给药后第 ３２ 天，
与模型组比较， 祛风除痹成膜凝胶各剂量组大鼠足

趾肿胀度降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 各组大鼠足趾肿胀度 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 １ 　 Ｒａｔ ｐａｗ ｓｗｅｌｌｉｎｇ ｄｅｇｒｅｅｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ （ ｘ±ｓ，

ｎ＝６）

２􀆰 ８􀆰 ２􀆰 ２　 关节炎指数 　 造模前一天至给药结束，
每 ４ ｄ 记录大鼠关节炎指数， 最高 １６ 分， 评分标

准为 ０ 分， 无红肿； １ 分， １～２ 个趾间关节肿胀或

发红； ２ 分， ３～４ 个趾间关节或 １ 个较大关节肿胀

或发红； ３ 分， ４ 个以上关节肿胀或发红； ４ 分，
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整个关节严重发炎， 结果见图 ２。 由此可知， 造模

后与空白组比较， 模型组和给药组大鼠关节炎指数

升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 表明造模成功； 给药后第 ３２ 天，
与模型组比较， 祛风除痹成膜凝胶各剂量组大鼠关

节炎指数降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。

注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组大鼠关节炎指数 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｒａｔ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ ｉｎｄｉｃｅｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

２􀆰 ８􀆰 ２􀆰 ３　 血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水平　 给药结

束后大鼠禁食， 腹腔注射戊巴比妥钠麻醉， 腹主动

脉取血， 室温静置 ２ ｈ， ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，
取上清液， 置于－８０ ℃冰箱中保存， 按照 ＥＬＩＳＡ 试

剂盒说明书检测 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水平， 结果见

图 ３。 由此可知， 与空白组比较， 模型组大鼠血清

ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型

组比较， 祛风除痹成膜凝胶各剂量组大鼠血清

ＴＮＦ⁃α 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 中、 高剂量组大鼠血

清 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见

图 ３。
２􀆰 ８􀆰 ２􀆰 ４　 病理切片　 苏木精⁃伊红 （ＨＥ） 染色后，
在显微镜下观察大鼠踝关节病理变化， 结果见图

４。 由此可知， 空白组大鼠踝关节软骨表面光滑，
未观察到软骨损伤和炎性细胞浸润； 模型组大鼠踝

注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 各组大鼠血清 ＴＮＦ⁃α （Ａ）、 ＩＬ⁃６ （Ｂ）、 ＩＬ⁃１β （Ｃ） 水平 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｒａｔ ｓｅｒｕｍ ＴＮＦ⁃α （Ａ）， ＩＬ⁃６ （Ｂ） ａｎｄ ＩＬ⁃１β （Ｃ） ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｇｒｏｕｐｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

注： Ａ～Ｅ 分别为空白组、 模型组、 阳性药组及祛风除痹成膜

凝胶高、 中、 低剂量组。

图 ４　 各组大鼠踝关节 ＨＥ 染色图 （×４０）
Ｆｉｇ􀆰 ４　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｒａｔ ａｎｋｌｅ ｊｏｉｎｔｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ

ｇｒｏｕｐｓ （×４０）

关节有大量炎性细胞浸润； 与模型组比较， 祛风除

痹成膜凝胶中、 高剂量组大鼠踝关节病理变化和增

生不明显。

２􀆰 ９　 安全性研究 　 ８ 只家兔预饲养 ３ ｄ 后随机分

组， 实验前 ２４ ｈ 对其背部两侧皮肤进行剃毛， 选

取无红斑、 破损、 结痂区域， 记号笔标记 ２􀆰 ５ ｃｍ×
２􀆰 ５ ｃｍ 作为给药区， 给药前采用消毒针头在破损

皮肤剃毛区域划出 “井” 字， 以出现渗血为度。
破损皮肤组和完整皮肤组家兔左侧皮肤涂抹空白基

质， 右侧皮肤涂抹成膜凝胶， 剂量均为 ０􀆰 ５ ｇ ／只，
给药后贴敷至少 ４ ｈ， 除去药物， 温水清洁给药部

位， 每天 １ 次， 连续 ７ ｄ， 在自然光线下肉眼观察

皮肤反应。 在每次除去药物后 １ ｈ 和再次贴敷前，
以及末次给药后 １、 ２４、 ４８、 ７２ ｈ， 观察家兔皮肤

药物贴敷部位是否有色素沉着、 出血点、 皮肤粗糙

或变薄情况， 记录其发生、 消退时间以评价红斑、
水肿情况， 并进行皮肤刺激反应评分［２０］， 结果见

表 １３、 图 ５。
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表 １３　 家兔皮肤刺激性实验结果

Ｔａｂ􀆰 １３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｒａｂｂｉｔ ｓｋｉｎ ｉｒｒｉｔａｔｉｏｎ ｔｅｓｔｓ

组别 动物数 ／ 只
皮肤刺激反应评分 ／ 分

末次给药后 １ ｈ 末次给药后 ２４ ｈ 末次给药后 ４８ ｈ 末次给药后 ７２ ｈ
皮肤刺激程度

完整皮肤组 空白基质 ４ ０ ０ ０ ０ 无刺激性

祛风除痹成膜凝胶 ４ ０ ０ ０ ０ 无刺激性

破损皮肤组 空白基质 ４ ０ ０ ０ ０ 无刺激性

祛风除痹成膜凝胶 ４ ０ ０ ０ ０ 无刺激性

图 ５　 家兔皮肤病理变化 （除去药物 ７２ ｈ）
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｒａｂｂｉｔ ｓｋｉｎｓ （ｄｒｕｇ ｒｅｍｏｖａｌ

ｆｏｒ ７２ ｈ）

　 　 由此可知， 完整皮肤组和破损皮肤组家兔涂抹

成膜凝胶后， 给药部位皮肤均未出现红斑和水肿，
无明显出血点等异常情况， 末次给药后 １、 ２４、
４８、 ７２ ｈ 也无上述病理变化； ２ 组相关评分均为 ０
分， 即皮肤刺激强度为无刺激性。
３　 讨论与结论

本实验以成膜时间、 ｐＨ、 黏度、 外观性状、
力学性能为评价指标， 采用单因素试验结合正交试

验。 最终确定， 祛风除痹成膜凝胶最优制备工艺为

称取 ０􀆰 ３ ｇ ＭＣ⁃４００ 与 ０􀆰 １ ｇ ＰＶＡ１７８８， 加入 ０􀆰 ５ ｇ
丙三醇润湿基质， 再加入 ４ ｇ 去离子水， 室温放置

溶胀 １２ ｈ 后加入 ０􀆰 ５ ｇ 药物， 最后加入 １ ｇ 无水乙

醇， 搅拌均匀， 制成总量为 １０ ｇ 的制剂， 它具有

良好的外观， 便于患者使用。
类风湿关节炎作为一种慢性自身免疫性疾病，

ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 在本病发生过程中通过多种机

制来促进炎症和关节破坏［２１⁃２２］。 本实验发现， 祛

风除痹成膜凝胶中、 高剂量组大鼠血清 ＴＮＦ⁃α、
ＩＬ⁃６、 ＩＬ⁃１β 水平低于模型组， 表明该制剂抗炎机

制可能与调节三者水平有关， 从而减轻炎症反应。
皮肤刺激性实验表明， 祛风除痹成膜凝胶对家兔未

呈现刺激性。

综上所述， 针对中药材的非药用部位进行研究

时， 可提高资源利用率， 顺应碳中和背景下中药产

业高质量的技术路径［２３］， 并且其资源价值的发现

是开发新药物、 扩大药用部位、 综合利用资源的重

要途径［４，２４］。 本实验发现， 乌头茎叶毒性比川乌和

附子更低， 并且抗炎镇痛作用良好， 应用潜力巨

大［１０⁃１１，１７］， 可为其他中药非药用部位的开发提供新

思路。
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摘要： 目的　 优化杜仲叶总黄酮提取工艺， 并评价其抗氧化活性。 方法　 在单因素试验基础上， 以乙醇体积分数、 液

料比、 浸泡时间、 提取时间为影响因素， 总黄酮、 芦丁、 异槲皮苷、 紫云英苷、 根皮苷、 槲皮素、 山柰酚含量及浸膏

得率的综合评分为评价指标， ＡＨＰ⁃熵权 ＴＯＰＳＩＳ 法结合 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化提取工艺。 再测定 ＤＰＰＨ·、ＡＢＴＳ＋·
自由基清除率。结果　 最佳条件为乙醇体积分数 ６０％ ， 液料比 ２１ ∶ １， 浸泡时间 １􀆰 ５ ｈ， 提取时间 ２􀆰 ０ ｈ， 提取次数 ２
次， 各成分含量及浸膏得率分别为 ７９􀆰 ６７１、 ０􀆰 １３１、 １􀆰 １２７、 ０􀆰 ０３５、 ２􀆰 １４３、 ０􀆰 ８５５、 ０􀆰 １５７ ｍｇ ／ ｇ 及 ３７􀆰 ５３４％ 。 总黄酮

对 ＤＰＰＨ·、ＡＢＴＳ＋·自由基的 ＩＣ５０值分别为 ０􀆰 ０２８、 ０􀆰 ０５３ ｍｇ ／ ｍＬ。 结论　 该方法稳定可靠， 可用于提取抗氧化活性较

强的杜仲叶总黄酮。
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