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香叶木苷（Diosmin）是从茜草科植物蓬子菜（Gali-

um verum Linn.）中分离得到的黄酮苷类化合物，为该植

物的主要活性成分[1]。近年来，临床上应用蓬子菜及香

叶木苷治疗糖尿病皮肤溃疡取得了较好的效果，如苑海

刚等[2]在控制糖尿病患者血糖水平的基础上，向其溃疡

创面喷洒蓬子菜水煎液，发现该水煎液对患者皮肤溃疡

创面的愈合具有明显的促进作用；Hasanoglu A 等 [3]发

现，外用微粉化香叶木苷可促进豚鼠皮肤感染创面的愈

合；Guilhou JJ等[4]的临床观察发现，口服微粉化香叶木

苷可有效促进患者小腿静脉溃疡的愈合。但香叶木苷

难溶于水，口服吸收效果不佳[5]，故本研究拟将香叶木苷

制成外用制剂。临床常用的外用制剂剂型包括散剂、乳

膏剂等，存在易吸湿、热敏性差等缺点，影响药物稳定

性，从而阻碍药效的充分发挥[6]。凝胶剂的制备工艺简

单，且具有生物相容性好、涂展性好、透皮吸收好、无油

腻感、易清洗等优点，适用于皮肤或黏膜疾病的治疗[7]。

为此，本研究拟以卡波姆 940为基质制备香叶木苷凝胶

剂，以透析袋扩散法考察其体外释药特性；以累积释放

率（Q）为指标，采用正交试验优化其处方，以期制得释药

性良好且使用方便的糖尿病皮肤溃疡外用制剂。

1 材料
1.1 仪器

LC-2010A 型液相色谱仪，配备 Class-VP Ver.6.1色

谱工作站（日本Shimadzu公司）；BT25S型分析天平（德

国Sartorius公司）；SK8200H型超声波清洗器（上海科导

超声仪器有限公司）；LDZ4-2型自动平衡离心机（常州

市国立试验设备研究所）；DELTA 320型 pH 计（瑞士

Mettler Toledo 公司）；DHG-9140A 型恒温干燥箱（上海
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摘 要 目的：筛选香叶木苷凝胶剂的最优处方，并考察其体外释药特性。方法：以卡波姆940为基质制备香叶木苷凝胶剂；以累

积释放率为考察指标，卡波姆940、乙醇、丙三酮用量以及pH值为考察因素设计L9（34）正交试验，优化香叶木苷凝胶剂的处方并验

证。以香叶木苷软膏剂为参照，采用透析袋扩散法考察按最优工艺所制香叶木苷凝胶剂的体外释药特性。结果：香叶木苷凝胶剂

最优处方为卡波姆940 1.5 g、乙醇15 mL、丙三醇8 g、pH 6。按最优处方所制凝胶剂呈黏稠状棕黄色半固体，涂展性良好；释药2 h

时的平均累积释放率为（12.67±0.12）％。体外释药试验结果显示，香叶木苷凝胶剂在12 h内释放较快，然后逐渐放缓，12、24 h时

的累积释放率分别为（71.93±0.42）％、（80.47±0.54）％，其释药符合Higuchi方程；香叶木苷软膏剂释放较慢，12、24 h时的累积释

放率分别为（41.74±0.18）％、（62.63±0.59）％，其释药符合一级方程。结论：成功优化了香叶木苷凝胶剂的处方；所得香叶木苷凝

胶剂释药性良好。
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ABSTRACT OBJECTIVE： To optimize the formulation of Diosmin gel and to investigate its in vitro release property.

METHODS：Diosmin gel were prepared by using Carbomer 940 as matrix. Using accumulative release rate as index，with the

amount of Carbomer 940，ethanol，acetone and pH as factors，L9（34）orthogonal test was conducted. The formulation of Diosmin

gel was optimized and validated. Using Diosmin ointment as reference，dialysis bag diffusion method was used to investigate in

vitro release property of Diosmin gel prepared by optimal formulation. RESULTS：The optimal formulation of Diosmin gel included

Carbomer 940 1.5 g，ethanol 15 mL，glycerol 8 g，pH 6. The gel prepared with optimal formulation was sticky brown-yellow semi

solid，and had good coating and spreading properties. The average accumulative release rate（2 h）was（12.67±0.12）％. Results of

drug release test showed that Diosmin gel released rapidly within 12 h，then gradually slowed down. The accumulative release rates

were（71.93±0.42）％（12 h）and（80.47±0.54）％（24 h），drug release of which were in line with Higuchi equation. Diosmin

ointment was released slowly. The accumulative release rates were（41.74±0.18）％（12 h）and（62.63±0.59）％（24 h）. Drug

release of it were in line with first-order equation. CONCLUSIONS：The formulation of Diosmin gel is optimized successfully.

Prepared Diosmin gel has good drug release property.
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一恒科学仪器有限公司）；HZS-HA型水浴振荡器（哈尔

滨市东联电子技术开发有限公司）。

1.2 药品与试剂

香叶木苷原料药（本实验室自制，纯度：≥90％）；香

叶木苷对照品（批号：039H0692，纯度：≥99.5％）、透析

袋（截留分子量：8 000～14 000 Da，批号：20100103012）

均购自美国Sigma公司；卡波姆940（北京市海淀会友精

细化工厂，批号：090305）；白凡士林（南昌白云药业有限

公司）；硬脂酸、液体石蜡（天津市天力化学试剂有限公

司）；单硬脂酸甘油酯（天津市大茂化学试剂厂）；尼泊金

乙酯（安徽山河药用辅料股份有限公司）；司盘 80（天津

市博迪化工有限公司）；聚山梨酯80（天津百世化工有限

公司）；甲醇为色谱纯，其余试剂均为分析纯，水为纯

化水。

2 方法与结果
2.1 香叶木苷凝胶剂的制备

称取卡波姆 940 0.5 g，均匀撒入适量水中，使其充

分溶胀；称取香叶木苷原料药 10 g 溶解于乙醇 15 mL

中，随后加入丙三醇 10 g、对羟基苯甲酸乙酯 0.05 g，混

匀，加至溶胀的卡波姆940中搅拌均匀；用三乙醇胺调节

pH至 6，加水至 100 g，搅拌均匀，即得（每 100 g凝胶剂

含香叶木苷原料药10 g）[8]。

2.2 香叶木苷软膏剂的制备

称取香叶木苷原料药 10 g，充分溶解于水中，加入

丙三醇10 g作为水相，加热至85 ℃；取白凡士林3 g、硬

脂酸 5 g、液体石蜡 10 g 和单硬脂酸甘油酯 4 g，作为油

相，再加入防腐剂尼泊金乙酯 0.2 g，加热至 85 ℃；将水

相滴加至油相中，充分搅拌均匀。另取司盘80 1 g和聚

山梨酯 80 4 g，混匀，加热至 85 ℃，作为乳化剂，将乳化

剂加至上述水相和油相混合物中，搅拌均匀，冷却，凝

固，即得（每100 g软膏剂含香叶木苷原料药10 g）[9]。

2.3 香叶木苷含量的测定

2.3.1 色谱条件 色谱柱：Topsil C18（250 mm×4.6 mm，

5 μm）；流动相：甲醇-0.2％磷酸水溶液（47 ∶ 53，V/V）；流

速：1.0 mL/min；检测波长：275 nm；柱温：30 ℃；进样量：

10 µL。

2.3.2 对照品溶液的制备 精密称取香叶木苷对照品

0.005 0 g，置于 50 mL量瓶中，加甲醇溶解并定容，即得

质量浓度为0.1 mg/mL的对照品溶液。

2.3.3 供试品溶液的制备 按“2.1”项下方法制备香叶

木苷凝胶剂后，精密称取 0.080 0 g，置于 25 mL量瓶中，

加甲醇溶解并定容，超声（功率：500 W，频率：59 kHz，下

同）处理 20 min。精密量取上述溶液 5 mL，置于 25 mL

量瓶中，加甲醇溶解并定容，超声处理 20 min，经 0.45

µm微孔滤膜滤过后，即得供试品溶液。

2.3.4 阴性对照溶液的制备 按“2.1”项下方法制备缺

香叶木苷原料药的空白凝胶剂，再按“2.3.3”项下方法操

作，即得阴性对照溶液。

2.3.5 专属性试验 取对照品溶液、供试品溶液、阴性

对照溶液各适量，按“2.3.1”项下色谱条件进样分析，记

录色谱图。结果，香叶木苷的保留时间约为 8.7 min，阴

性对照溶液在相同保留时间处未见干扰，表明本法专属

性好，详见图1。

2.3.6 标准曲线的绘制 精密量取“2.3.2”项下对照品

溶液1、2、4、6、8、10 mL，分别置于10 mL量瓶中，加甲醇

定容，摇匀，制得质量浓度分别为 10、20、40、60、80、100

µg/mL 的系列标准溶液，按“2.3.1”项下色谱条件进样

分析，记录峰面积。以待测物质量浓度（x，µg/mL）为横

坐标、峰面积（y）为纵坐标进行线性回归，得标准曲线方

程为 y＝346 187x－96.501（R2＝0.999 4），表明香叶木苷

检测质量浓度的线性范围为10～100 µg/mL。

2.3.7 定量限与检测限的考察 取“2.3.2”项下对照品

溶液适量，用甲醇倍比稀释，按“2.3.1”项下色谱条件进

样分析，以信噪比 10 ∶ 1、3 ∶ 1分别计算定量限、检测

限。结果，香叶木苷的定量限为 4 µg/mL，检测限为 1.5

µg/mL。

2.3.8 精密度试验 取“2.3.6”项下质量浓度为60 µg/mL

的标准溶液，按“2.3.1”项下色谱条件重复进样6次，记录

峰面积。结果，香叶木苷峰面积的 RSD 为 0.38％（n＝

6），表明仪器精密度良好。

2.3.9 稳定性试验 取“2.3.3”项下供试品溶液适量，分

别于室温放置0、2、4、8、12、24 h时按“2.3.1”项下色谱条

件进样分析，记录峰面积。结果，香叶木苷峰面积的

RSD为0.40％（n＝6），表明供试品溶液在24 h内稳定性

良好。

2.3.10 重复性试验 取“2.1”项下同一批次凝胶剂，共

6份，按“2.3.3”项下方法制备供试品溶液，再按“2.3.1”项

下色谱条件进样分析，记录峰面积。以香叶木苷对照品

为外标物、采用外标法计算样品含量。结果，香叶木苷

的平均含量（质量百分比）为 8.58％，RSD为 0.80％（n＝

6），表明本法重复性良好。

注：1.香叶木苷

Note：1. diosmin

图1 高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms
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2.3.11 加样回收率试验 取“2.1”项下同一批次凝胶

剂，共9份，按“2.3.3”项下方法制备供试品溶液。将上述

供试品溶液分为 3组，分别以样品中香叶木苷含量的

80％、100％、120％加入一定量的香叶木苷对照品溶液，

再按“2.3.1”项下色谱条件进样分析，记录峰面积并计算

加样回收率。结果，香叶木苷的平均加样回收率分别为

98.66％、99.55％、96.78％，RSD 分别为 1.86％、1.44％、

1.31％（n＝3）。

2.4 香叶木苷凝胶剂的体外释药行为考察

参考透析袋扩散法[10]模拟体外释药。精密称取香

叶木苷凝胶剂 4.0 g，置于经预处理的透析袋中，尽量除

尽袋内气泡后，用透析夹夹紧，置于水浴振荡器中，设置

释放介质为 pH 7.4的磷酸缓冲溶液（PBS）1 000 mL、转

速为100 r/min、温度为（37.0±0.5）℃。分别于释放试验

第 10、30 min以及 1、2、4、6、9、12、24 h时精密吸取释放

液5 mL，同时补充等温、等体积的空白释放介质。释放

液经 0.45 μm微孔滤膜滤过后，按“2.3.1”项下色谱条件

进样测定，记录峰面积，代入标准曲线方程计算溶出液

中香叶木苷的质量浓度（c），并按公式计算相应时间点

香叶木苷的 Q 值：Q（％）＝[（cn×V+∑
i＝1

n－1n－1

ci×Vi）/m]×100％

（式中，cn为第n个取样点药物的质量浓度，V为释放介质

的体积，ci为第 i个取样点药物的质量浓度，Vi为取样体

积，m为凝胶剂中香叶木苷原料药的质量）。

2.5 香叶木苷凝胶剂处方的优选

2.5.1 正交试验设计及结果 在本课题组前期单因素

试验考察的基础上，选择对凝胶剂性能影响较大的卡波

姆 940用量（A）、乙醇用量（B）、丙三醇用量（C）及 pH值

（D）等 4个因素作为考察对象，每个因素设 3个水平，以

L9（34）正交试验表安排试验，按“2.1”项下方法制备凝胶

剂，以2 h时的Q值作为评价指标[11]，筛选香叶木苷凝胶

剂的最优处方。因素与水平见表 1，正交试验设计及结

果见表2，方差分析见表3。

表1 因素与水平

Tab 1 Factors and levels

水平

1

2

3

因素
A（卡波姆940用量），g

0.5

1.0

1.5

B（乙醇用量），mL

15

20

25

C（丙三醇用量），g

6

8

10

D（pH）

6

6.5

7

由表 2可见，各因素对香叶木苷Q值的影响程度排

序为 B＞C＞D＞A，处方以 A3B1C2D1组合为最佳，即卡

波姆 940 1.5 g、乙醇 15 mL、丙三醇 8 g、pH为 6。由表 3

可见，乙醇、丙三醇用量及pH值对凝胶剂中香叶木苷Q

值的影响有统计学意义（P＜0.05）。

2.5.2 验证试验 按照正交试验筛选的最优处方制备3

批香叶木苷凝胶剂，按“2.3.3”项下方法处理后，再按

“2.3.1”项下色谱条件进样分析，并按“2.4”项下方法进行

体外释药试验，计算2 h时的Q值。结果，按最优处方制

得的3批凝胶剂均呈黏稠状棕黄色半固体，且涂展性好；

释药 2 h 时其平均 Q 值为（12.67± 0.12）％，RSD 为

0.94％（n＝3），表明该工艺合理、可行。

表2 正交试验设计及结果

Tab 2 Design and results of orthogonal test

序号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

K1

K2

K3

K1

K2

K3

R

A

1.

1.

1.

2.

2.

2.

3.

3.

3.

54.544

56.314

57.649

18.181

18.771

19.216

1.035

B

1.

2.

3.

1.

2.

3.

1.

2.

3.

62.718

49.567

56.222

20.906

16.522

18.741

4.384

C

1.

2.

3.

2.

3.

1.

3.

1.

2.

54.214

62.204

52.089

18.071

20.735

17.363

3.372

D

1.

2.

3.

3.

1.

2.

2.

3.

1.

60.709

55.169

52.629

20.236

18.390

17.543

2.693

Q1，％
10.123

8.461

8.331

10.218

8.375

8，584

9.587

8.249

10.849

Q2，％
11.103

9.198

7.328

11.568

8.349

9.220

10.119

6.945

11.910

Q 总，％
21.226

17.659

15.659

21.786

16.724

17.804

19.706

15.184

22.759

注：Q1为第1次正交试验的Q值；Q2为重复正交试验的Q值；Q 总＝

Q1+Q2

Note：Q1 is the Q value of the first orthogonal test；Q2 is the Q va-

lue of the repeated orthogonal test；Q 总＝Q1+Q2

表3 方差分析结果

Tab 3 Analysis results of variance

因素
A

B

C

D

误差

偏差平方和
0.813

14.391

9.476

5.679

3.925

自由度
2

2

2

2

9

F

0.932

16.499

10.865

6.512

P

＞0.05

＜0.05

＜0.05

＜0.05

注：F0.05（2，2）＝19.00

Note：F0.05（2，2）＝19.00

2.6 香叶木苷凝胶剂体外释药特性的研究

取“2.2”项下香叶木苷软膏剂和“2.5.2”项下香叶木

苷凝胶剂适量，按“2.4”项下方法进行体外释药试验，平

行操作 3次。以时间为横坐标、Q值为纵坐标，采用Ex-

cel 2007软件绘制体外释药曲线，详见图 2。结果，香叶

木苷凝胶剂在12 h内释放较快，然后逐渐放缓，12、24 h

时的 Q 值分别为（71.93±0.42）％、（80.47±0.54）％；香

叶木苷软膏剂释放较慢，12、24 h 时的 Q 值分别为

（41.74±0.18）％、（62.63±0.59）％。这表明香叶木苷凝

胶剂的体外释药性能良好，且优于香叶木苷软膏剂。

将香叶木苷软膏剂、香叶木苷凝胶剂的Q值与时间

分别按零级、一级、Higuchi模型进行拟合。结果，香叶

木苷软膏剂的体外释药过程符合一级方程，香叶木苷凝

胶剂的体外释药过程符合 Higuchi 方程（相关系数 r 越

大，表明拟合效果越好），详见表4。

3 讨论
近年来，随着有关香叶木苷药理活性研究的不断深

入，其越来越多的生物活性逐渐被发现，如降压[12]、降血

糖 [13]、抗肿瘤 [14]、保护心肌 [15]、抗炎 [16]、抗糖尿病皮肤溃
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疡[2-4]等，其中抗糖尿病皮肤溃疡的作用备受关注。Atia

NM等[17]研究发现，外敷香叶木苷纳米晶体对糖尿病皮
肤溃疡模型大鼠具有明显的创面改善作用；潘金强等[18]

的临床研究发现，口服微粒化香叶木苷能有效促进糖尿
病皮肤溃疡患者创面的愈合；且内服与外用香叶木苷对
糖尿病溃疡均有良好的疗效[17-20]。但该化合物的溶解度
较低，口服吸收效果不佳，且外用软膏剂的释药性能较
差，使其应用受到一定限制[5-6]。为此，本研究将香叶木
苷制成具有良好释药性能的凝胶剂，并以体外释药特征
为考察指标，对其处方进行优化，旨在为糖尿病皮肤溃
疡的临床治疗提供参考。

在建立香叶木苷含量测定方法时，本课题组曾以甲
醇-水体系为流动相。为改善色谱峰峰形、提高分离度，

在水相中加入了少量磷酸[21-22]。同时，本研究对两相的
比例进行了筛选，最终以甲醇-0.2％磷酸水溶液（47 ∶ 53，
V/V）作为流动相。方法学考察结果显示，本研究所建立
的HPLC法简便、快速、灵敏度高，可用于香叶木苷含量
的测定。

在前期研究中，笔者曾尝试使用引湿性强、吸水性
好的羧甲基纤维素作为该水性凝胶剂的基质，但该基质
不溶于有机溶剂，且所得制剂黏度较大、涂展性较差、体
外释药性能差（Q值低）。卡波姆940是水性凝胶剂常用
的基质，对酸、碱、醇均具有一定的耐受性，可进行低温
贮存，并耐高压和湿热灭菌，具有良好的生物相容性和
载药性能，且涂展性较好，易黏附于皮肤的表面，有助于
延长药物的滞留时间[23]。因此，本研究以卡波姆 940作
为凝胶剂基质。同时，考虑到水性凝胶剂容易丧失水分
及发生霉变，故本研究以丙三醇为保湿剂、对羟基苯甲
酸乙酯为防腐剂，以确保凝胶剂的稳定性。

在前期单因素试验中，笔者将凝胶剂的外观、涂展
性、热稳定性等作为初步处方筛选的指标，发现卡波姆

940、乙醇和丙三醇的用量以及pH值对上述指标的影响
较大，且当卡波姆 940、丙三醇用量较大（卡波姆 940≥

0.020 g/g，丙三醇≥0.120 g/g）或乙醇用量偏少（≤0.01

mL/g）、pH值偏低（pH≤5.5）时，所得凝胶剂稳定性差，

且外观无光泽。因此，笔者将卡波姆 940、乙醇、丙三醇
用量以及 pH 水平分别设置为 0.5～1.5 g、15～25 mL、

6～10 g 和 6～7，在此基础上，以 Q 值为评价指标 [11]，采
用正交试验对上述因素及水平进行筛选。由于所选正
交试验表未预留误差项，故本研究进行了重复正交试验
以减少试验误差。结果显示，各因素对药物释放的影响
程度排序为B＞C＞D＞A，且乙醇、丙三醇用量以及 pH

值对凝胶剂Q值的影响有统计学意义。筛选获得最优
处方为卡波姆 940 1.5 g、乙醇 15 mL、丙三醇 8 g、pH 6。

按此处方制备了3批香叶木苷凝胶剂，得黏稠状棕黄色
半固体，涂展性好，且pH值与正常皮肤pH值一致[24]。

体外释药研究结果显示，香叶木苷凝胶剂的释药过
程符合Higuchi方程，属骨架扩散机制；与香叶木苷软膏
剂比较，该凝胶剂的Q值更高、释药性更好，可作为糖尿
病溃疡外用治疗药物，但其透皮吸收特征还有待后续试
验进一步探讨。

综上，本研究成功优化了香叶木苷凝胶剂的处方，

所得制剂呈黏稠状棕黄色半固体，涂展性及释药性能良
好。本课题组将进一步对该凝胶剂的刺激性、致敏性以
及对糖尿病皮肤溃疡的治疗效果进行研究，以期为该凝
胶剂的开发及应用提供科学依据。
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表4 香叶木苷凝胶剂和软膏剂的体外释药拟合方程

Tab 4 Fitting equations of in vitro release of Diosmin

gel and ointment

方程

零级方程
一级方程
Higuchi方程

香叶木苷凝胶剂
拟合方程

Q＝3.501 8t+12.052 0

ln（1－Q）＝－0.072 6t－0.082 2

Q＝19.047 0t1/2－5.622 9

r

0.924 3

0.967 1

0.971 5

香叶木苷软膏剂
拟合方程

Q＝2.633 9t+3.910 3

ln（1－Q）＝－0.041 0t－0.011 4

Q＝13.493 0t1/2－7.618 0

r

0.986 7

0.998 0

0.976 7
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摘 要 目的：研究苯甲酰乌头原碱（BAC）对人肺癌A549细胞自噬和凋亡的影响，探讨其用于非小细胞肺癌治疗的作用机制。

方法：采用不同剂量的BAC（10、50、100、200、400 μmol/L）分别对A549细胞进行处理后，观察细胞的形态变化，并采用CCK-8法测

定细胞的增殖抑制率。将细胞分为对照组（不加药物）和BAC低、高剂量组（200、400 μmol/L），分别加入相应药物处理后，采用流

式细胞术测定细胞凋亡率，采用聚合酶链式反应法和Western blotting测定细胞中凋亡相关因子B淋巴细胞瘤因子2（Bcl-2）、Bcl-2

凋亡相关X蛋白（Bax）、胱天蛋白酶3（Caspase-3）和自噬相关因子Beclin1、LC3、P62的基因及蛋白表达水平。结果：采用不同剂量

的 BAC 处理后，细胞出现皱缩、排列稀疏、溶解等现象，BAC 100、200、400 μmol/L 剂量组细胞增殖抑制率显著升高（P＜0.05或

P＜0.01）。流式细胞术检测结果显示，BAC低、高剂量组细胞凋亡率分别在药物作用24、48 h时有不同程度的上升，且该促凋亡作

用具有剂量、时间依赖趋势。与对照组比较，BAC 各剂量组细胞中 Bcl-2、P62的 mRNA 和蛋白表达水平均有不同程度的降低，

Bax、Caspase-3、Beclin1、LC3的mRNA和Bax、Active Caspase-3、P62、Beclin1、LC3Ⅱ/Ⅰ的蛋白表达水平均有不同程度的升高，其

中BAC低剂量组Caspase-3的mRNA和Bcl-2、Active Caspase-3、Beclin1、LC3Ⅱ/Ⅰ、P62蛋白表达水平，以及BAC高剂量组各目标

基因的mRNA和蛋白的表达水平差异均有统计学意义（P＜0.05或P＜0.01），且上述影响均呈剂量依赖趋势。结论：BAC可抑制

A549细胞的增殖、促进其凋亡，并且能促进 Beclin1、LC3（LC3Ⅱ/Ⅰ）、Bax、Caspase-3（Active Caspase-3）表达和抑制 P62、Bcl-2等

自噬/凋亡相关基因及蛋白的表达；其机制可能与BAC通过促进细胞发生过度自噬从而导致细胞凋亡有关。
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