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角质层及其类脂对雌二醇经皮渗透的作用

平其能 孙国庆 刘国杰

(药剂学研究室 )

摘 要 采用扩散装置和放射性同位素标记物测定
,

辅以 盯RI 和 D S c 技术
,

研究了雌二醉

( O E) 在角质层
、

去脂角质层
、

表皮以及活性表皮中的渗透性质和分配性质
,

分析角质层及其类脂在

亲脂性药物经皮渗透中的作用
。

实验表明角质层是该类药物渗透的屏障
,
o E 在其中的渗透速度受

到角质层通透性和药物在角质层分配系数的双重控制
,

而 O E 从角质层转运 至活性表皮的过程不成

为限速因素
.

角质层的屏津性质仅部分来源于角质层类脂
,

而角质层细胞膜产生的阻力则是角质层

屏库性质的重要组成部分
。

角质层类脂同时又可能是 OE 扩散的途径
,

该类物质通过对亲脂性药物

增溶
、

提高后者在角质层中的分配产生影响
。

促进剂 1
,
8
一

按油精 ( 1
,
8
一
c N ) 对 o E 的促渗作用也部分

地依赖于角质层类脂的存在
.

通过一种可逆的物理相互作用改变类脂途径的通透性
。

关工词 角质层
,

类脂 ; 雌二醉 (Eo )
;
扩散系数

;
分配系数

, 1
,

8
一

按油精 ( l
,
8
一
C N )

研究皮肤结构层次及其组成对了解药物

经皮吸收机理和改善药物经皮渗透具有重要

意义
。

传统上认为药物渗透是经由角质细胞

膜向皮肤深层扩散的过程
,

并且认为角质层

类脂是皮肤屏障性质形成的主要因素〔’
· ’ 〕 。

根

据角质层结构特点
,

即角质细胞膜不是类脂

双分子层膜而是交联角蛋 白致密膜
,

角质细

胞内容物 由大量非纤维蛋 白组成
,

仅含少量

类脂
,

大量类脂填充在角质细胞间隙
,

很早以

前就 有研究 者提 出过 所 谓
“

砖块 和 砂 浆

(价 i e k s a n d m o r at r )
”
双室模型假设

,

形象地比

喻了角质细胞和细胞间隙的通透性质 3[]
。

但

事实上直至近 JU年研究者们才注意到这一假

设的意义
。

一些实验研究业已证明汞离子经

由角质细胞间隙扩散
;
细胞间隙类脂影响水

分子蒸发速度以及在人工重组的角质层中类

脂组分改变水分子转运速度等 4[ 一 “ 〕。

笔者曾

利用 5一氟脉喻咤为模型药物
,

证实 了角质层

类脂途径对此类非离子型亲水性药物扩散以

及作为渗透促进剂增效部位的重要性闭
。

本

文则以 。 E 为药物模型
,

通过 比较角质层
、

去

脂角质层
、

活性表皮和表皮在促进剂 1
,

8
一

c N

存在和缺乏情况下的通透性
,

推测角质层及

其类脂在亲脂性药物经皮渗透 中的作用
。

实验部分

1
.

1 药品 和仅器

O E (A ld r ie h ) ; 2
,

4
,

6
,

7
一“ H (N )

一

O E (N EN

R e s e a r e h P r叱 u t s
,

3 7 M Bq / m l ) ; l
,

8
一

C N ( 5 19
-

m a ) ; 放射性测定闪烁液 ( P h a rm ac ai ) ; 透皮扩

散装置 ( 自制 ) ; 液体闪烁计数器 ( p a e k a r d T r i
-

ca br 46 0c ) ;
傅利 叶透 射 红 外 分光光度计

( o a 一a x y
盯 IR f ir s t s y s t e m ) , 差示扫描热分析

仪 (氏
r k in

一

E lm e r es r ie s 7 ) ; 扫描 电子显 微镜

( s X
一

4 0 )等
。

1
.

2 实验才法

1
.

2
.

1 皮肤样品制备 取一 20 C 冷藏的 人

体腹部皮 肤
,

置 60
`

C 热水中 朽
S 后分 离表

皮
,

贮于 0
.

0 02 % ( w [/
产

)叠氮化钠溶液 中或

干燥备用
。

角质层的制取 系将表皮内侧即活

性表皮用 0
.

0 0 2 5 % (W八
’

)胰酶溶液 消化 16

h
,

洗净消化后粘液即得
。

另取适度干燥之 表
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皮 固定在玻璃板 上
,

用 粘胶带反复 粘贴 20

次
,

剥去角质层即得活性表皮
。

取干燥角质层

按 l m l / m s 用量浸没在 C H C 1
3一

M e O H
一

H Z
o ( 4 0

: 1 0 `
)l 溶剂中

,

轻微振摇 30 m ni
,

取 出干燥

即得去脂角质层
。

用 s E M 观察各皮肤样品的

组织形态
。

1
.

2
.

2 角质层和 去脂角质层的 D s C 分析与

Fr 琅 分析 取干燥皮肤样品剪成约 1 c m x l

ncI 小块
,

称重后置于相对湿度为 98 %的密

闭器皿中
,

俊组织水合量达 20 一 30 %
,

迅速

密封在热分析用不锈钢样品皿中
,

以相同空

皿为参照
。

Ds C 温度范围为一 10 ~ 1 40
`

C
,

升

温速度为 10 ℃ /m ni
。

为了检查 1
,

8
一

C N 的影

响
,

可取水合皮肤样品先行在其 中浸泡 3 0 5 ,

取出后用纸吸干表面液体
,

然后同法装样分

析
。

FT IR 分析系将水合皮肤样品直接固定在

仪器透射窗
,

检测范围为 4 0 0 0~ 6 0 0 。 m
一 , 。

1
.

2
、

3 O E 经皮渗透 系数的测定 渗透试验

用不锈钢双室扩散池及自动集样 系统进行
。

将充分溶胀的皮肤样品剪成约 1 c m x l c m

小块
,

外侧 向上固定在扩散室和接受室之间
。

渗透条件是
:

扩散液为 0
.

25 ml o E 饱和水溶

液 ( 0
.

0 0 3 m g /m l和 0
.

7 5 M B q /m l )
,

每 s h 更

换一次
;
扩散面积 为 0

.

12 6 c m Z ;
接受 液 为

0
.

0 0 2% ( w / V ) 登氮化钠水溶液
,

流速 Z m 一/

h
,

每 1
.

s h 集样一次
,

连续 24 h
。

将各时间收

集的样液分别加 s ml 放射性测定闪烁液
,

混

匀
,

用 Pa
e k a r d T r i

一

ca
r b 4 6 0 e 型闪烁计数器

测定
。

以累积放射性计数 ( C pM )对集样时间

h( )作图
,

曲线稳态段斜率即为 o E 渗透系数

K 一。

在完成 24 h 集样后
,

原位清洗残留药物

和标记物
,

拭干扩散室
,

加入 0
.

1 m l l
,

8
一

c N

使与皮肤样品接触
,

12 h 后用纸吸干剩余促

进剂
,

重新按上述渗透条件操作 24 h 及测

定
,

即得 l ,
8
一

NC 预处理后 O E 的渗透系数
。

1
.

2
.

4 O E 分邢 系数 (皮肤 样品 /水 ) 的 N,J 定

取溶胀皮肤样品剪成 1 cm x l cm 小块
,

称

重后置小玻管中或称重后在 I
,

8
一

C N 中浸泡

12 h 再转移至相 同小玻管中
,

分别加入 } ml

已经稀释 5 倍的 O E 扩散液
,

密闭振荡 24 h
。

将达分配平衡后的皮肤样 品及 0
.

01 m l 药液

分置闪烁计数瓶 中
,

各加入 0
.

5 m ol L/ 氧氧

化季按甲苯溶液 l ml
,

侯组织溶解后
,

续加醋

酸 0一 m l
,

闪烁液 5 m l
,

混匀
,

7)11 1定放射书胜
,

川

下式计算 O E 的分配系数 P C :

群爵器黯等馨糯拐

2 结果和讨论

2
.

1 溶 荆提取后 角质层结构的 变化

已有文献报道采用透射电 户显微镜技术

研究有机溶剂提取角质细胞间隙类脂后角质

层的细胞结构 e[,
, 〕 。

本实验仅用扫描 电子显微

镜验证角质层去脂后组织 的完整 性以 及用

TF IR 和 D s c 技术核实去脂有效性
。

S EM 检

查未见有裂隙
、

孔洞形成
,

表明角质细胞间隙

类脂的提取不影响角质细胞之间的联结
.

这

符合角质细胞的相互联 系依赖 J
“

其间的角质

蛋白链锁结构而与镶嵌其中的类脂双 分子层

结构无关的理论〔生01 ,

也与前述透射电镜研究

结果相吻合
。

FT IR 透射图谱表明
,

与类脂分

子结构相关的 C ~ 0 伸缩振动 ( 17 4 3 cm ` )和

C 一H 对称或 不对称伸缩 振动 ( 2 9 19 和 2 8 5 0

cm 一 ’
)在溶剂提取后分别完全 消失和强度减

弱
,

但代表蛋 白质分子结构的 c
一

N 伸缩振动

和 N
一

H 弯曲振动 ( l夕6 3 和 14 0 7 cl 。 ’
)未发生

变化
。

D S C 图谱亦指出
,

在溶剂提取后
,

角质

层类脂的三个热转变峰 ( 39 C
,

72 C 和 86 c )

完全消失
,

而蛋白质变性的热转变峰 没有改

变
。

这些结果均证明溶剂有效地提取 了角质

层类脂而不损害角质层蛋白质结构
。

2
.

2 角质层 的屏降性质

O E 在皮肤样品 中的各种渗透性 参数列

于表 l
。
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T a b 1
.

T b e
p e

rma eb山 t y Pa ra m et e r so f o e s
t a rd io lt h ro u g ht h e va rio u s sk in m emba n re sa t 2 3C

歇加 m emb ra 目 e s
K,

em / h X 1 0 3

h .

e m 只 1 03

E p目 e rm si

S trl P侧习 e P记“ m 抽

S t r . ut m C o 它n e U m

o . l ip记 ed s o a ut m c o r n e u m

4
.

3 8士 0
.

6 6

18 5 2士 2 8 6

5
.

4 4士 0
.

9 9

3
.

5 3士 0
.

4 4

14
.

4 0士 3
.

2 8

12
.

2 9士 2
.

2 6

8
、

8 9土 1
.

7 3

2
,

8 5士 0
.

7 8

:

:{
. T h e t川 c k n .

o f f u l l y h y d r a t曰 t i ss u e , a n d t h e d a t e f r o m r e f t l l」
.

O E 在表皮和 角质层有相近的渗透 系数

( p 一 0
.

1 0)
,

从表皮剥 去角质层 以及角质 层

去脂后
,

二者的 K
,

值出现方向相反的变化

( p 一 0
.

1 0)
。

因为表皮与活性表皮 内 o E 的分

配无显著性差异 ( p = 0
.

1 0 )
,

而在角质层 去

脂后 O E 的分配显著减小P( 二 0
.

0 5 )
,

所以可

以初步认为这种 K
,

值方向相反的改变
,

前者

是因为活性表皮自身的通透性大于角质层和

表皮
, 后者则是由于角质层类脂的损失导致

了 O E 在角质层中浓度梯度的下降
。

为了更

直接地分析各皮肤层次的通透性
,

可按下式

计算出 o E 在各组织中的扩散系数 D
,

D 是仅

与药物性质及组织通透性有关的参数
。

K
, .

h

代 )

计算结果列 于表 2
,

表中还 列出了扩散

阻力
, (扩 散系数的倒数 )和渗透阻力 (渗透

系数的倒数 )
。

T a b Z
。

T b e dj f f u soi n c o吧 ff 化沁 n始 a n d 口ss u e r七̀ 坛扭 n C e月
of

o吧 s之ar d应树 i n th e s k in m em b r a n es

S k ni m e m br a n es
D

em Z丫 1 0 6

r ( l / D )

h /
e m Z火 10

R ( l / k
,
)

h /
em

E Pi d e rm si

S t r 1P少川 e P id e rm si

S t扭 t u m c o r n e u m

De 印dl 曰 s t r a t u m e or n e u m

2
.

4 3士 0
.

3 7

7
.

5 3土 1
.

1 6

1
.

8 4士 0
.

3 3

3
.

7 1土 0
.

4 6

4 28士 5 8

1 48士 2 7

6 46土 J 4 1

29 0士 3 0

2 3 8土 3 2

6 0士 11

2 ] 8士 4 8

3 0 6土 3 2

由表 2 可知
,

表皮渗透阻力大致上是角

质层和 活性表皮二者渗透阻力的和
,

但角质

层明显占有更大比例
。

比较二者的扩散系数

或扩散阻力则更清楚地表明
,

角质层的通透

性是 O E 经皮渗透的限速因素
, O E 在其中的

扩散速度仅为在活性表皮 中 14/ P( 一 0
.

0 5 )
,

活性表皮的扩散阻力也仅为完整表皮扩散阻

力的 1/ 3 左右
。

曾有研究认为
,

由于活性表皮

的亲水性质
,

亲脂性药物从角质层转运 至该

组织的过程可能成为该类药物经皮渗透的限

速因素〔’ 2〕。

但根据本实验结果
,

O E 在活性表

皮和角质层中有近似的分配系数 (参见表 )l

以及 Eo 在活性表皮中有大得多的扩散速度
;

同时根据活性表皮细胞膜不同于角质细胞膜

而 是类脂双 分子层 结构 的特 征 0l[ 〕 ,

可 以认

为
,

活性表皮 以及上述转运过程不大可能成

为 o E 经皮渗透的限速因素
。

2
.

3 类脂在构成角质层通透性质 中的作用

角质层去脂后 O E 的扩散系数明显增加

( p = 0
.

05 )( 表 2 )
,

说明类脂的存在是 角质层

屏障性质的因素之一
。

但检查去脂角质层的

扩散阻力
,

相对于活性表皮仍显示很高的屏

障性质
,

该阻力仍占去脂角质层阻力的 50 %

左右
。

很显然
,

这部分阻力系来自类脂以外的

角质细胞膜结构
。

换言之
,

角质细胞膜和角质

细胞间隙类脂在形成角质层屏障性质时至少

具有相同的重要性
,

类脂不是角质层扩散阻

力产生的唯一因素
。

另一方面
,

可以注意到
,

虽然 O E 在去脂角质层 中的扩散 系数增加了

近 一倍 (表 2 )
,

但总的渗透速度却有所下降
。

这 种现象的出现显然是 由于角质层 去脂 后

O E 在其中分配的显著减小抵 消了扩散系数

增加的影响
。

由此可知
,

角质层类脂对 O E 的

渗透并不完全是产生屏障作用
,

同时也 对此
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类亲脂性药物产生明显的增溶作用并因止匕提 OE 的渗透性有不同程度的提高 (见表 3 )
.

o F

高渗透速度
,

这也可能是类脂对 5
一

氟脉嗜陡 在皮肤各层间的分配 系数 则趋 向一致
,

较 预

等亲水性药物产生较大屏障作 用的原 因之 处理前均有显著提高 P( 一 o
·

0 5 )
。

这是 由
一

十

一
。

所以
,

对于亲脂性药物而言
,

在角质层中 ]
,

8
一

c N 可能以相近 比例的饱和度滞 留在 各

的分配性质与其扩散性质具有 同等 的重要 皮肤层中
,

而 l
,

8
一

C N 对 O E 有比水强得 多的

性
,

其渗透速度受其分配因素和扩散因素共 溶解能力 (8
.

02 m g / m l )
,

所以
,

只要有少许 1
·

同支配
。

虽然本实验结果不能直接证明角质 8
一

C N 存在就能很大 程度地提 高 o E 的分配
。

细胞间隙是 Eo 转运的途径
,

但根据类脂大量 这一现象也从另一方面说 明
,

在皮肤中的亲

富集在细胞间隙的结构特点以及 O E 的分配 脂性物质如类脂的存在有利于亲脂性药物的

性质
,

亦可了解该途径对 O E 转运的重要性
。

渗透
。 二

但也很明显 犷鉴于去脂角质层中 O E 的

2
.

4 存在促进荆时 角质层及其类脂对 O E 渗 分配系数也大幅度增加
,

可见 1
,

8
一

c N 对皮肤

透的作用 分 配性质的影 响与角质层类脂存在 与否无

用 1
,

8一 C N 对皮肤样品预处理 12 h 后
,

关
。

几 b 3
.

Th
e Pe rm ea b il i t y Pa r a m e t e r s o f姗

t r a d io l t h r o u hg t h e v a r oi u s s k l n m e m b r a n cs

a t 3 2℃ a f r e r t r e a rm e n t w i t h l ,

8
一 e in e o le f or 12 h
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利用表 3 数据如前计算出 l
,

8
一

C N 预处

理后 Eo 的扩散系数
、

扩散阻力和渗透阻力
,

见表 4
。

表中除去脂角质层的扩散 系数和相

应扩散阻力维持基本不变外 P( = 0
.

1 0 )
,

其它

各层皮肤样品的扩散性均有一定改善
,

这种

变化表明 1
,

8一 c N 对皮肤通透性的影响可能

依赖于皮肤 中类脂的存在
,

对缺乏类脂的去

脂角质层不发生分配 以外的改变
,

从而造成

去脂角质层扩散阻力相对升高 (占角质层扩

散阻力的 70 % )
。

这一结果符合许多促进剂

均通过改变角质细胞间隙类脂双分子层结构

发生促渗作用的假设〔`’ 〕 。

比较预处理前后 o E

在角质层的渗透曲线 ( 图 1) 亦可发现
,

l
,

R
-

C N 对角质层的促渗性质的影响并非永久性

的改变
,

在到达伪稳态后
,

o E 的渗透性 随集

样时间延长逐渐下降直到恢复与预处理前伪

稳态曲线平行
,

这也表 明 1
,

8
一

C N 的作用可能

是一种可逆的物理结构的变化或者是一种物

理吸附
。

用 1
,

8
一

C N 浸泡 30
5 的 角质层的 D s c

图谱亦表 明类脂热转变峰的前 移以及洗 净

1
,

8
一

C N 后热转变峰恢复到原温度
,

均 证实类

脂与促进剂间存在可逆的物理相互作用
。
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一
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1 2h

从表 4 数据分析可以看出
,

活性表皮在

表皮扩散阻力中所占分数仍维持在 40 %左

右
,

角质层渗透阻力仍占表皮渗透阻力的更

大比例等
,

故仍可推论
,

角质层是 o E 经皮渗

透的主要限速屏障
,

而且
,

促进剂 l
,

8
一

c N 的

使用不能逆转这一基本性质
,

只能相对减小

其阻力
,

OE 渗透性的增加
,

依然是扩散因素

及分配因素控制的结果
。
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【文摘 0 0 ) 昆明山海案化学成分研究 张 亮
,

张

正行
,

盛龙生
,

安登魁
,

吕 扬
,

郑启泰
,

王 树春
.

药

学学很
,
l , , 3 . , . ( 1 ) : 3 2

一
4

从 昆 明 山 海棠 〔洲神钓咖帅 匆州漱” 刀 (说 vl
.

)

H u
hct 〕根的饭仿提取物中分得三个单体

,

经光谱分析

鉴定晶 l 为已知物雷膝二枯胶 ( t r一p刚 i t e r
伴

n i。 a e id )
,

晶 2 和晶 3 为新二菇化合物
,

分别命名为雷藤二菇

酸 B ( t r i以od iet r讲
n ie a e di B )和山海棠二菇内酷 ^ ( h y

-

你日 io l id e A )
。

【文摘 0 0 2】薄层色谱选择性优化析方法及其在药

物分析中的应用 胡育筑
,

何 华
,

赖宇红
,

倪坤仪
.

药学学报
,
1 9 93 ; Z a ( l ) : 5 0

一
6

提出一套合理的溶剂选择性优化方法及优化指

标— 逐步登高法和 N R C 优化指标
。

适用于建立薄

层色谱溶剂系统时通过实验迅速确定展开剂的最佳

配比
。

并成功地应用于丹参注射液
、

人工牛黄和头抱

唾吩钠的薄层色谱展开系统的优化
。

【文摘 0 03】当归对变态反应性炎症的影响 胡 蛛

娟
,

李佩珍
,

杭秉茜
.

中药材
,

199 3 ; l 6( 1 )
:
3 9

一

刊

当归水煎剂 (含生药 1 9 /m l )
,

8 9 / k g 灌胃对豚 鼠

F o

ssr m ” 皮肤血管炎 及大城反 向皮肤过敏 反应 拜有

显著的抑制作用
,

且能明显抑制大鼠被动 A r thu
、
反

应
。

提示当归对 ,
、

, 型变态反应性 炎症有抑制作

用
。

I 文摘 0 0 4】二十种贝母药材的蛋白质电泳鉴别

刘惠娟
,

李 萍
,

徐路珊
,

徐国钧
.

中药材
.

! 9 9 2 ;
15

( 1 1 )
: 2 3

一
5

应用 S Ds
一

聚丙烯酞胺凝胶电泳法对 朋 种贝峥

药材样品的蛋白质进行了对 比分析研究
。

结果表明

各种贝母的蛋白质 电泳图谱存在明 显差异
,

同种植

物栽培品与野生品之间存在差异
。

结果可作为 鉴别

贝母类药材的依据之一
。


