白芥子挥发油促进冬病夏治方经皮渗透研究
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摘要：目的  研究白芥子挥发油对冬病夏治方中多个有效成分的促进透皮吸收作用。方法  采用体外透皮试验，以离体大鼠皮肤为透皮屏障，以冬病夏治方各中药中的有效成分延胡索乙素、细辛脂素、盐酸麻黄碱、黄芩苷作为模型药物，HPLC法测定各模型药物透过量，观察白芥子挥发油(0.5%，2%，5%)对各模型药物的经皮促渗透作用。结果  白芥子挥发油浓度较低时（0.5%）对各模型药物无明显的促进经皮渗透作用，随着浓度的增大，白芥子挥发油（2%，5%）可显著促进有效成分延胡索乙素、细辛脂素、盐酸麻黄碱、黄芩苷经皮渗透吸收，且呈浓度依赖性，即浓度越大，促透效果越好。结论  白芥子挥发油能促进冬病夏治方中有效成分延胡索乙素、细辛脂素、盐酸麻黄碱、黄芩苷经皮渗透吸收，作为处方中君药起到了治疗与促进药物渗透双重作用，从而达到增效的目的。
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Effect of volatile oils from Semen sinapis on percutaneous permeability of the “Treatment of Winter Disease in Summer” prescription
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[Abstract]  Objective:：To study the effects of volatile oil from Semen sinapis on promoting the transdermal absorption of multiple ingredients in “Treatment of Winter Disease in Summer” prescription. Methods： With rat skin as transdermal barrier and the components of ephedrine hydrochloride, asarinin, tetrahydropalmatine and baicalin as the model drugs, the in vitro transdermal test was used to investigate the effect of different concentration of volatile oil (0.5%, 2%, 5%) on the transdermal permeation to each model drug by measuring the drug permeation quantity of each model drugs with HPLC. Results：Low concentration ( 0.5%) of volatile oil from Semen sinapis had few obvious effect on the percutaneous permeation of the model drugs. With the increasing of the concentration, it was significantly promoted the active ingredient of tetrahydropalmatine, asarinin, ephedrine hydrochloride, baicalin percutaneous penetration, and in a concentration-dependent, that is, the higher concentration, the better effect of promoting penetration. Conclusions： The volatile oil of Semen sinapis can promote the percutaneous absorption of ephedrine hydrochloride, asarinin, tetrahydropalmatine and baicalin, which are the active ingredients in the “Treatment of Winter Disease in Summer” prescription. As the monarch drug in a prescription, it has played a dual role in treating and promoting drug permeation.
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皮肤作为人体最大的器官，皮肤表皮中的角质层形成的皮肤屏障对大多数外用药物渗透皮肤都有相当大的阻碍作用，许多药物透过该屏障的速率都相当缓慢。因此，克服皮肤的屏障作用，寻求促进药物经皮渗透吸收的方法，使药物在一定时间内透过皮肤并达到起效浓度，成为了经皮给药领域开发与研究的热点之一[1]。透皮促进剂（penetration enhancer, PE）是能暂时性降低皮肤屏障性能，提高药物渗透皮肤速率，增强药物经皮透过量的一类化合物。中药挥发油时滞短、促透效果好、毒性小，属于天然的透皮吸收促进剂，且具有一定的药物活性，药辅合一，可同时发挥促渗透与治疗的双重作用[2]。
“冬病夏治”疗法广泛应用于哮喘的预防与治疗，应用历史悠久，临床效果良好，可减轻哮喘症状，提高哮喘患者的生活质量等[3]，体现了中医药的优势。治疗哮喘的“冬病夏治”处方源于清朝名医张璐所著的 《张氏医通》[4]，处方包含白芥子、细辛、甘遂、延胡索、麻黄与黄芩6味中药。该疗法由于其显效性与低副作用的特点而被广泛应用。据统计，每年夏天数百万中国哮喘患者接受“冬病夏治”方药的治疗[3]。因此，该疗法作为丰富的传统疗法中的一种，可作为一种理想的哮喘治疗补充疗法。
冬病夏治方中君药白芥子为十字花科植物芥Sinapis alba L.或芥Brassica junceaih. Czern.et Coss.的干燥成熟种子。主要功效为温肺豁瘐刺气、散结通络止痛。用于寒痰咳嗽，咳喘痰多，胸胁胀痛，痰滞经络，关节麻木、疼痛，痰湿流注，阴疽肿毒[5]。白芥子在外治法中常作为引赤发泡药应用，白芥子挥发油是白芥子中的主要成分，由白芥子苷经芥子酶水解产生，为淡黄色的油状物，易挥发，有辛辣味，是具有成为透皮吸收促进剂潜质的药物。

本实验以冬病夏治方中有效成分麻黄碱、细辛脂素、延胡索乙素、黄芩苷作为模型药物，通过考察白芥子挥发油对冬病夏治方各成分体外经皮渗透的影响，探讨白芥子促进药物透皮吸收的作用，为经皮促渗剂的研究开发提供参考。
1 材料
1.1 药品及试剂  白芥子(康美药业股份有限公司，批号：161207251)；延胡索乙素（含量≥98%，成都克洛玛生物科技有限公司，批号：CHB150730）；细辛脂素（含量≥98%，成都克洛玛生物科技有限公司，批号：CHB161228）；黄芩苷（含量≥98%，成都克洛玛生物科技有限公司，批号：CHB160819）；盐酸麻黄碱（含量≥98%，中国药品生物制品检定所，批号：171241-201007）；0.9%氯化钠生理盐水；甲醇、乙腈、三乙胺为色谱纯；抗坏血酸，磷酸，十二水合磷酸氢二钠，碳酸氢钠，聚乙二醇400，柠檬酸均为分析纯；水为双蒸水。

1.2 仪器  1290型高效液相色谱仪，包括G7114B泵，G7104A紫外检测器，G7167B自动进样器，G7116B柱温箱（美国Agilent公司）；TP-6智能透皮试验仪，Franz扩散池（天津市精拓仪器科技有限公司）；CP225D型电子天平（上海佑科仪器仪表有限公司）。

1.3 动物  Wistar雄性大鼠，SPF级，体质量(180-220) g，由南方医科大学实验动物中心提供，许可证号：SCXK(粤)2016-0041 
2 方法与结果

2.1 白芥子挥发油的制备[6]  称取白芥子粉碎，置圆底烧瓶中；加入5倍量pH为5的磷酸氢二钠-柠檬酸缓冲液，振荡摇匀后加入抗坏血酸浓度至0.5 mmol•L-1；将其置于50 ℃恒温水中水解3 h，再加4倍量水用水蒸馏蒸汽法提取即得到白芥子挥发油，为淡黄色的油状物。

2.2 延胡索乙素HPLC测定方法的建立

2.2.1液相条件  Agilent HC-C18色谱柱(4.6 mm×250 mm，5 μm)，流动相乙腈-0.01%磷酸水（用三乙胺调节pH至6.0）（38∶62），柱温30 ℃，流速1.0 mL•min-1，检测波长280 nm，进样量：10 μL。
2.2.2专属性考察 分别取延胡索乙素对照品溶液、延胡索乙素体外透皮接收液、延胡索乙素体外透皮试验空白接收液，过滤，按2.2.1色谱条件进行HPLC检测，结果显示接收液中其他成分对延胡索乙素的检测无干扰，见图1。
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图1 延胡索乙素专属性考察图谱
A:延胡索乙素对照品图谱；B:延胡索乙素外透皮接收液图谱；C:空白接收液；1:延胡索乙素

Fig.1 Exclusive Chromatogram of Tetrahydropalmatine
A: Standard Chromatogram of Tetrahydropalmatine; B:Sample Chromatogram of Tetrahydropalmatine; C:Blank Chromatogram of Transdermal delivery solution；1:Tetrahydropalmatine
2.2.3线性关系考察  精密称取延胡索乙素对照品适量，配制成0.99，4.98，24.88，49.77，99.54，199.07，398.15 μg•mL-1不同质量浓度的对照品溶液，过滤，分别上样10 μL，按2.2.1项下方法对延胡索乙素进行测定。以药物的峰面积为纵坐标，延胡索乙素的质量浓度为横坐标，绘制标准曲线，得回归方程：Y=13.566X - 1.9366（r=0.9999），表明延胡索乙素在0.99～398.15μg•mL-1 范围内线性关系良好。
2.2.4精密度试验  精密称取延胡索乙素对照品10 mg，加甲醇定容至10 mL配成母液，精密量取1 mL母液加甲醇定容至10 mL，配成100 μg•mL-1的对照品溶液，按2.2.1项下方法对延胡索乙素的峰面积进行测定，连续进样6次。结果显示，延胡索乙素对照品溶液6次进样测得的峰面积RSD为0.25%，表明仪器的精密度良好。

2.2.5稳定性试验  精密量取2.2.4项下延胡索乙素对照品母液1 mL，加甲醇定容至10 mL，配成100 μg•mL-1的对照品溶液，分别在0，2，4，8，12，24 h进样10 μL，按2.2.1项下方法对延胡索乙素的峰面积进行测定，测得延胡索乙素浓度的RSD为0.73%，表明样品中的延胡索乙素在24 h内稳定性良好。

2.2.6重复性试验  精密吸取2.2.4项下延胡索乙素对照品母液1 mL，加甲醇定容至10 mL，配成100 μg•mL-1的对照品溶液，平行制备6份，过滤，分别注入液相色谱仪中，测定延胡索乙素含量。结果显示，延胡索乙素的平均含量为98.83 μg•mL-1，RSD为1.34%，表明该方法的重复性良好。

2.2.7 加样回收试验  精密吸取已知浓度的接收液6份，按照接收液中延胡索乙素的质量浓度加入等量的延胡索乙素对照品溶液。按照2.2.1项下色谱条件进行测定。结果显示延胡索乙素的平均加样回收率是101.2%，RSD为2.33%，表明该方法能准确度良好。

2.3 细辛脂素HPLC测定方法的建立

2.3.1液相条件  Agilent HC-C18色谱柱(4.6 mm×250 mm，5 μm)，流动相乙腈（A）-水(B)梯度洗脱（0～20 min，50%A；20～26 min，50%～100%A），柱温40℃，流速1.0 mL•min-1，检测波长287 nm，进样量：10 μL。
2.3.2专属性考察  分别取细辛脂素对照品溶液、细辛脂素体外透皮接收液、细辛脂素体外透皮试验空白接收液，过滤，按2.3.1色谱条件进行HPLC检测，结果显示接收液中其他成分对细辛脂素的检测无干扰，见图2。
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图2 细辛脂素专属性考察图谱

A: 细辛脂素对照品图谱；B: 细辛脂素外透皮接收液图谱；C:空白接收液；1: 细辛脂素
Fig.1 Exclusive Chromatogram of Asarinin
A: Standard Chromatogram of Asarinin; B:Sample Chromatogram of Asarinin; C:Blank Chromatogram of Transdermal delivery solution；1:Asarinin
2.3.3线性关系考察  精密称取细辛脂素对照品适量，配制成0.53，2.66，13.32，26.65，53.30，106.60，213.20μg•mL-1不同质量浓度的对照品溶液，过滤，分别上样10 μL，按2.3.1项下方法对细辛脂素进行测定。以药物的峰面积为纵坐标，细辛脂素的质量浓度为横坐标，绘制标准曲线，得回归方程:Y = 9.8729X+ 0.8141 (r = 0.9999)，表明细辛脂素在0.53～213.20μg•mL-1 范围内线性关系良好。
2.3.4精密度试验  精密称取细辛脂素对照品10 mg，加甲醇定容至10 mL配成母液，精密量取1mL母液加甲醇定容至10 mL，配成100 μg•mL-1的对照品溶液，按2.3.1项下方法对细辛脂素的峰面积进行测定，连续进样6次。结果显示，细辛脂素对照品溶液6次进样测得的峰面积RSD为0.88%，表明仪器的精密度良好。

2.3.5稳定性试验  精密量取2.3.4项下细辛脂素对照品母液1 mL，加甲醇定容至10  mL，配成100 μg•mL-1的对照品溶液，分别在0，2，4，8，12，24 h进样10 μL，按2.3.1项下方法对细辛脂素的峰面积进行测定，测得细辛脂素浓度的RSD为0.96%，表明样品中的细辛脂素在24h内稳定性良好。

2.3.6重复性试验  精密量取2.3.4项下细辛脂素对照品母液1 mL，加甲醇定容至10 mL，配成100 μg•mL-1的对照品溶液，平行制备6份，过滤，分别注入液相色谱仪中，测定细辛脂素含量。结果显示，细辛脂素的平均含量为98.01 μg•mL-1，RSD为1.77%，表明该方法的重复性良好。

2.3.7 加样回收试验 精密吸取已知浓度的接收液6份，按照接收液中细辛脂素的质量浓度加入等量的细辛脂素对照品溶液。按照2.3.1项下色谱条件进行测定。结果显示细辛脂素的平均加样回收率是98.8%，RSD为2.62%，表明该方法能准确度良好。

2.4 盐酸麻黄碱HPLC测定方法的建立

2.4.1液相条件  Agilent HC-C18色谱柱(4.6 mm×250 mm，5 μm)，流动相乙腈-0.2%磷酸水溶液（4∶96），柱温30 ℃，流速1.0 mL•min-1，检测波长210 nm，进样量：10 μL。
2.4.2专属性考察 分别取盐酸麻黄碱对照品溶液、盐酸麻黄碱体外透皮接收液、盐酸麻黄碱体外透皮试验空白接收液，过滤，按2.4.1色谱条件进行HPLC检测，结果显示接收液中其他成分对盐酸麻黄碱的检测无干扰，见图3。
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图3盐酸麻黄碱专属性考察图谱

A:盐酸麻黄碱对照品图谱；B:盐酸麻黄碱外透皮接收液图谱；C:空白接收液；1:盐酸麻黄碱
Fig.3 Exclusive Chromatogram of Ephedrine hydrochloride

A: Standard Chromatogram of Ephedrine hydrochloride; B:Sample Chromatogram of Ephedrine hydrochloride C:Blank Chromatogram of Transdermal delivery solution；1:Ephedrine hydrochloride
2.4.3线性关系考察  精密称取盐酸麻黄碱对照品适量，配制成0.29，1.47 ，7.33，14.66，29.32，58.65，117.30μg•mL-1不同质量浓度的对照品溶液，过滤，分别上样10 μL，按2.4.1项下方法对盐酸麻黄碱进行测定。以药物的峰面积为纵坐标，盐酸麻黄碱的质量浓度为横坐标，绘制标准曲线，得回归方程:Y = 8.472X+3.6474（r = 0.9999），表明盐酸麻黄碱在0.29～117.3μg•mL-1 范围内线性关系良好。
2.4.4精密度试验  精密称取盐酸麻黄碱对照品10 mg，加甲醇定容至10 mL配成母液，精密量取1 mL母液加甲醇定容至10 mL，配成100 μg•mL-1的对照品溶液，按2.4.1项下方法对盐酸麻黄碱的峰面积进行测定，连续进样6次。结果显示，盐酸麻黄碱对照品溶液6次进样测得的峰面积RSD为1.13%，表明仪器的精密度良好。

2.4.5稳定性试验  精密量取2.4.4项下盐酸麻黄碱对照品母液1 mL，加甲醇定容至10 mL，配成100 μg•mL-1的对照品溶液，分别在0，2，4，8，12，24 h进样10 μL，按2.4.1项下方法对盐酸麻黄碱的峰面积进行测定，测得盐酸麻黄碱浓度的RSD为1.36%，表明样品中的盐酸麻黄碱在24 h内稳定性良好。

2.4.6重复性试验  精密量取2.4.4项下盐酸麻黄碱对照品母液1 mL，加甲醇定容至10 mL，配成100 μg•mL-1的对照品溶液，平行制备6份，过滤，分别注入液相色谱仪中，测定盐酸麻黄碱含量。结果显示，盐酸麻黄碱的平均含量为99.04 μg•mL-1，RSD为1.17%，表明该方法的重复性良好。

2.4.7 加样回收试验  精密吸取已知浓度的接收液6份，按照接收液中盐酸麻黄碱的质量浓度加入等量的盐酸麻黄碱对照品溶液。按照2.4.1项下色谱条件进行测定。结果显示盐酸麻黄碱的平均加样回收率是99.2%，RSD为1.91%，表明该方法能准确度良好。

2.5 黄芩苷HPLC测定方法的建立

2.5.1液相条件  Agilent HC-C18色谱柱(4.6 mm×250 mm，5 μm)，流动相甲醇-0.2%磷酸水溶液（45:55），柱温30 ℃，流速1.0 mL•min-1，检测波长280 nm，进样量：10 μL。

2.5.2专属性考察 分别取黄芩苷对照品溶液、黄芩苷体外透皮接收液、黄芩苷体外透皮试验空白接收液，过滤，按2.5.1色谱条件进行HPLC检测，结果显示接收液中其他成分对黄芩苷的检测无干扰，见图4。
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图4 黄芩苷专属性考察图谱
A:黄芩苷对照品图谱；B:黄芩苷外透皮接收液图谱；C:空白接收液；1:黄芩苷

Fig.4 Exclusive Chromatogram of Baicalin 

A: Standard Chromatogram of Baicalin; B:Sample Chromatogram of Baicalin; C:Blank Chromatogram of Transdermal delivery solution；1:Baicalin
2.5.3线性关系考察  精密称取黄芩苷对照品适量，配制成0.26，1.29，6.45，12.90，25.80，51.60，103.20μg•mL-1不同质量浓度的对照品溶液，过滤，上样10 μL，按2.5.1项下方法对黄芩苷进行测定。以药物的峰面积为纵坐标，黄芩苷的质量浓度为横坐标，绘制标准曲线，得回归方程:Y = 86.873X + 35.266（r = 0.9999），表明黄芩苷在0.26～103.20μg•mL-1 线范围内性关系良好。
2.5.4精密度试验  精密称取黄芩苷对照品10 mg，加甲醇定容至10 mL配成母液，精密量取1mL母液加甲醇定容至10 mL，配成100 μg•mL-1的对照品溶液，按2.5.1项下方法对黄芩苷的峰面积进行测定，连续进样6次。结果显示，黄芩苷对照品溶液6次进样测得的峰面积RSD为0.71%，表明仪器的精密度良好。

2.5.5稳定性试验  精密量取2.5.4项下黄芩苷对照品母液1 mL，加甲醇定容至10 mL，配成100 μg•mL-1的对照品溶液，分别在0，2，4，8，12，24 h进样10 μL，按2.5.1项下方法对黄芩苷的峰面积进行测定，测得黄芩苷浓度的RSD为0.92%，表明样品中的黄芩苷在24 h内稳定性良好。

2.5.6重复性试验  精密量取2.5.4项下黄芩苷对照品母液1 mL，加甲醇定容至10 mL，配成100 μg•mL-1的对照品溶液，平行制备6份，过滤，分别注入液相色谱仪中，测定黄芩苷含量。结果显示，黄芩苷的平均含量为98.64 μg•mL-1，RSD为1.55%，表明该方法的重复性良好。

2.5.7 加样回收试验  精密吸取已知浓度的接收液6份，按照接收液中黄芩苷的质量浓度加入等量的黄芩苷对照品溶液。按照2.5.1项下色谱条件进行测定。结果显示黄芩苷的平均加样回收率是102.0%，RSD为2.71%，表明该方法能准确度良好。
2.6 体外透皮吸收实验

2.6.1 离体皮肤的制备：Wistar大鼠颈椎脱臼处死，剃去腹部鼠毛取腹部皮肤并剥离皮下脂肪层，生理盐水洗净，立刻进行实验。
2.6.2 Franz扩散池装置：Franz扩散池由上下两只筒状玻璃管对合而成，夹于玻璃管间的皮肤将其分成上下两室。上室为供给室，下室为接收室，渗透面积为3.14 cm2，接收室容积为15 mL，实验温度保持为32±0.5 ℃，搅拌速度为300 r• min-1。

2.6.3 供给液与接收液的制备  将过量的模型药物分别溶于0.9%生理盐水中配成过饱和溶液，超声后静置，取上清液，分别加入3个不同浓度的白芥子挥发油，超声20 min使其充分混匀作为各组供给液。黄芩苷透皮试验采用40%聚乙二醇400的生理盐水作为接收液[7]，其余3组透皮试验均选用0.9%生理盐水作为接收液。
2.6.4 体外透皮吸收  将处理好的皮肤固定于接收室与供给室之间，皮肤角质层面朝向供给室，真皮层面朝向接收室，将接收液加入Franz扩散池中，在实验条件下平衡0.5 h后，供给室注入2 mL添加了不同浓度白芥子挥发油作为促透剂的模型药物生理盐水饱和溶液，再在供给室上盖上保鲜膜防止溶液挥发，分别于1，2，4，6，8，12，24 h从接收液中取样1 mL，同时补充相同体积的空白接收液，得到的样液过滤后使用HPLC进行含量测定，进样体积为20 μL。按照公式计算单位面积累积透过量。
2.7 数据处理及统计  根据模型药物的单位面积累积透过量与时间作图得到药物经皮渗透动力学曲线，各模型药物的累积透过量按公式进行计算:

 (1) 
公式中，Q（μg•cm-1）为单位面积累积透过量；
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为第n个点的药物浓度，
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为第i（i=n-1）个点的药物浓度，V为接收室的容积，V0为取样体积，A为扩散池的有效扩散面积。

以累积透过量Q对时间作曲线，得到渗透动力学曲线，并对其直线部分进行回归，求出直线斜率J [μg • cm-2 • h-1] ，即稳态流速:
J = dQ / dt   （2）  
所有实验结果均用SPSS20.0软件进行统计分析，计量资料用均数±标准差（
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）表示。对各模型药物的累积透过量进行方差齐性检验，若方差不齐，采用Satterthwaite近似t检验。若方差齐，采用独立样本t检验。显著性标准为α≤0.05。
3 结果
3.1 白芥子挥发油对延胡索乙素的经皮促透作用
白芥子挥发油对延胡索乙素渗透大鼠皮肤的体外药动学曲线与相关渗透参数的影响见图5和表1。白芥子挥发油在较低浓度（0.5%）时，未有明显促进延胡索乙素经皮渗透的效果，促透倍数仅为1.36，随着白芥子挥发油应用浓度的增加，延胡索乙素的体外经皮累积透过量明显增加。2%，5%白芥子挥发油对延胡索乙素的促透倍数分别为2.80，4.56，促渗透效果良好，与对照组比较有显著性差异（P ＜0.05）。且呈浓度依赖性，浓度越高，促渗透效果越好。回归方程见表1，各组回归方程线性均良好。
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图5  延胡索乙素在白芥子挥发油作用下的体外经皮渗透动力学曲线（n=3）

Fig 5  In vitro transdermal permeation kinetics curve of etrahydropalmatine under the action of volatile oil of Semen sinapis
表1  延胡索乙素在白芥子挥发油作用下的体外透皮参数（
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，n=3）
Table 1  In vitro transdermal parameters of etrahydropalmatine under the action of volatile oil of Semen sinapis
	促透剂
	回归方程
	稳态流速/(μg•cm-2•h-1)
	24h累积透过量/(μg•cm-2)
	促透倍数

	对照组
	Y=2.3328X-0.8582（R²=0.9963）
	2.33
	55.64±1.23
	--

	0.5%白芥子挥发油
	Y=3.2103X-1.4636（R²=0.9998）
	3.21
	75.43±3.56
	1.36

	2%白芥子挥发油
	Y=6.7478X-7.4996(R²=0.9983)
	6.75
	155.54±3.38*
	2.80

	5%白芥子挥发油
	Y=11.23X-17.607(R²=0.9981)
	11.23
	253.81±6.95*
	4.56


与对照组比较，*P ＜0.05
3.2白芥子挥发油对细辛脂素的经皮促透作用

白芥子挥发油对细辛脂素渗透大鼠皮肤的体外药动学曲线与相关渗透参数的影响。见图6和表2。白芥子挥发油在较低浓度（0.5%）时，未有明显促进细辛脂素经皮渗透的效果，促透倍数仅为1.27。随着白芥子挥发油应用浓度的增加，细辛脂素的体外经皮累积透过量明显增加。2%，5%白芥子挥发油对细辛脂素的促透倍数分别为2.80，4.56，促渗透效果良好，与对照组比较有显著性差异（P ＜0.05）。且呈浓度依赖性，浓度越高，促渗透效果越好。回归方程见表2，各组回归方程线性均良好。
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图6  细辛脂素在白芥子挥发油作用下的体外经皮渗透动力学曲线（n=3）

Fig 6  In vitro transdermal permeation kinetics curve of asarinin under the action of volatile oil of Semen sinapis
表2   细辛脂素在白芥子挥发油作用下的体外透皮参数（
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Table 2  In vitro transdermal parameters of asarinin under the action of volatile oil of Semen sinapis;

	促透剂
	回归方程
	稳态流速/(μg•cm-2•h-1)
	24h累积透过量/μg•cm-2
	促透倍数

	对照组
	Y=3.2419X-1.1931（R²=0.9978）
	3.24
	78.01±3.39
	--

	0.5%白芥子挥发油
	Y=4.2396X+2.7988（R²=0.9876）
	4.24
	99.40±10.84
	1.27

	2%白芥子挥发油
	Y=12.35X+4.669(R²=0.9901)
	12.35
	287.90±25.93*
	3.69

	5%白芥子挥发油
	Y=23.224X+12.829(R²=0.9931)
	23.22
	549.33±21.92*
	7.04


与对照组比较，*P ＜0.05
3.3白芥子挥发油对盐酸麻黄碱的经皮促透作用

白芥子挥发油对盐酸麻黄碱渗透大鼠皮肤的体外药动学曲线与相关渗透参数的影响。见图7和表3。白芥子挥发油在较低浓度（0.5%）时，未有明显促进盐酸麻黄碱经皮渗透的效果，促透倍数仅为1.24。随着白芥子挥发油应用浓度的增加，盐酸麻黄碱的体外经皮累积透过量明显增加。2%，5%白芥子挥发油对盐酸麻黄碱的促透倍数分别为1.96，3.34，促渗透效果良好，5%白芥子挥发油组与对照组比较有显著性差异（P ＜0.05）。且呈浓度依赖性，浓度越高，促渗透效果越好。回归方程见表3，各组回归方程线性均良好。
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图7  盐酸麻黄碱在白芥子挥发油作用下的体外经皮渗透动力学曲线（n=3）

Fig 7  In vitro transdermal permeation kinetics curve of ephedrine hydrochloride under the action of volatile oil of Semen sinapis;

表3   盐酸麻黄碱在白芥子挥发油作用下的体外透皮参数（
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Table 3  In vitro transdermal parameters of ephedrine hydrochloride under the action of volatile oil of Semen sinapis;

	促透剂
	回归方程
	稳态流速/(μg•cm-2•h-1)
	24h累积透过量/μg•cm-2
	促透倍数

	对照组
	Y=0.889X-0.2234（R²=0.9977）
	0.89
	20.91±1.31
	--

	0.5%白芥子挥发油
	Y=1.0643X+0.1458（R²=0.996）
	1.06
	25.90±0.92
	1.24

	2%白芥子挥发油
	Y=1.6966X-1.3278(R²=0.9925)
	1.70
	40.92±3.57
	1.96

	5%白芥子挥发油
	Y=2.891X-4.6294(R²=0.9652)
	2.90
	69.87±2.29*
	3.34


与对照组比较，*P ＜0.05
3.4白芥子挥发油对黄芩苷的经皮促透作用

白芥子挥发油对黄芩苷渗透大鼠皮肤的体外药动学曲线与相关渗透参数的影响。见图8和表4。白芥子挥发油在较低浓度（0.5%）时，未有明显促进黄芩苷经皮渗透的效果，促透倍数仅为1.75。随着白芥子挥发油应用浓度的增加，黄芩苷的体外经皮累积透过量明显增加。2%，5%白芥子挥发油对黄芩苷的促透倍数分别为4.74，7.97，促渗透效果良好，2%，5%白芥子挥发油组与对照组比较有显著性差异（P ＜0.05）。且呈浓度依赖性，浓度越高，促渗透效果越好。回归方程见表4，各组回归方程线性均良好。
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图8  黄芩苷在白芥子挥发油作用下的体外经皮渗透动力学曲线（n=3）

Fig 8  In vitro transdermal permeation kinetics curve of baicalin under the action of volatile oil of Semen sinapis;

表4   黄芩苷在白芥子挥发油作用下的体外透皮参数（
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Table 4  In vitro transdermal parameters of baicalin under the action of volatile oil of Semen sinapis;
	促透剂
	回归方程
	稳态流速/(μg•cm-2•h-1)
	24h累积透过量/μg•cm-2
	促透倍数

	对照组
	Y=0.694X-0.5912（R²=0.9971）
	0.69
	16.34±0.77
	--

	0.5%白芥子挥发油
	Y=1.2091X-1.388（R²=0.9927）
	1.21
	28.62±3.93
	1.75

	2%白芥子挥发油
	Y=3.1721X-3.1248(R²=0.984)
	3.17
	77.39±1.87*
	4.74

	5%白芥子挥发油
	Y=5.4948X-4.1247(R²=0.9967)
	5.49
	130.23±12.22
	7.97


与对照组比较，*P ＜0.05
4讨论

    本实验所研究促进透皮吸收的对象药物白芥子挥发油以及所选用的模型药物均为中医药经典方剂“冬病夏治”方中的有效成分。
白芥子为中药引赤发泡药，而白芥子挥发油是白芥子中的主要成分，是白芥子苷经芥子酶水解产生得到的淡黄色油状物。白芥子作为冬病夏治方的君药，在本方治疗哮喘过程中产生的引赤发泡起最关键作用，其作用于皮肤后可引起皮肤局部皮肤红赤甚至起泡，引起皮肤角质层中细胞膜蛋白可逆性构型变化，增加皮肤的渗透性，使局部毛细血管扩张、血液循环加快，从而可使药物吸收加快，加速达到起效浓度，从而达到更好的治疗效果[8]。由此推断，白芥子的发泡作用应为本方中促进药物渗透从而更好的发挥药效的关键，加上白芥子本身温肺豁瘐刺气的药用，药辅合一，为冬病夏治方预防治疗哮喘奏效之精髓。
中药挥发油促进药物透皮吸收的机制有几种：a.通过扰乱角质细胞间脂质的有序排列或直接抽提角质层脂质成分[9]；b.通过与角质蛋白互相作用，破坏其致密结构，降低其屏障阻力[10]；c.通过提高角质层的溶解性能，改善药物在其中的分配[11]；d.增强角质层中细胞膜流动性及膜电位而增加表皮活性，从而降低皮肤屏障[12]等。
本研究采用改良Franz扩散池法，采用HPLC法检测模型药物成分建立了体外透皮实验，考察白芥子挥发油对延胡索乙素、细辛脂素、盐酸麻黄碱、黄芩苷的促透皮吸收作用，结果发现其均可促进4种模型药物的经皮吸收，且具有浓度依赖性，挥发油比例越高，促渗倍数越大，呈浓度依赖性。由此推测，白芥子挥发油促渗机制可能是引起细胞膜电位改变[13]或蛋白质的可逆构型变化[14]，影响皮肤角质层结构，从而增加了皮肤的渗透性。

综上所述，本实验验证了白芥子为冬病夏治方发泡增效的关键药物，同时为将白芥子挥发油开发成用于中药外用制剂的透皮吸收促进剂提供了理论依据，但其促透机制仍需后续深入进行研究探讨。
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