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川芎挥发油对雷公藤甲素体外透皮性能及细胞毒性的影响 Δ
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摘 要 目的 探究川芎挥发油对雷公藤甲素体外透皮性能和细胞毒性的影响。方法 采用气相色谱-质谱联用法对川芎挥发油

的化学成分进行分析。分离KM小鼠下腹皮肤，分为雷公藤甲素、雷公藤甲素配伍川芎挥发油1∶10、1∶50、1∶100组（以下简称“配伍

1∶10”“配伍1∶50”“配伍1∶100”组），将各组小鼠皮肤与相应乳膏各0.2 g充分接触24 h后，采用高效液相色谱法测定各组接收液中

雷公藤甲素的累计透皮量（Qn），并计算透皮吸收速率（Jss）；再以人永生化角质形成细胞（HaCat）为模型，采用CCK-8法检测不同浓

度川芎挥发油和雷公藤甲素配伍前后的细胞存活率。结果 共鉴定出62个川芎挥发油化学成分，包括Z-藁本内酯、洋川芎内酯、β-

瑟林烯等。与雷公藤甲素组比较，配伍1∶10组和配伍1∶50组24 h内雷公藤甲素的Qn（P＜0.01）和Jss有所升高，而配伍1∶100组的Qn

（P＜0.05）和Jss有所下降。与雷公藤甲素组比较，雷公藤甲素浓度在36、72、144 ng/mL时，配伍1∶10组和配伍1∶50组可以显著提高

HaCat细胞的存活率（P＜0.05或P＜0.01），而配伍1∶100组细胞的存活率反而降低，但差异无统计学意义（P＞0.05）。结论 雷公藤

甲素与川芎挥发油在配伍比例为1∶10和1∶50时可以促进雷公藤甲素的透皮吸收，且可降低雷公藤甲素对HaCat细胞的毒性。
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ABSTRACT OBJECTIVE To explore the effect of volatile oil of Ligusticum chuanxiong on the transdermal properties and 

cytotoxicity of triptolide in vitro. METHODS The chemical constituents of the volatile oil of L. chuanxiong were analyzed by gas 

chromatography-mass spectrometry. The lower abdominal skin of KM mice was separated and divided into triptolide group， 

triptolide in compatibility with volatile oil of L. chuanxiong groups at 1∶10， 1∶50， 1∶100 （hereinafter referred to as 

“compatibility 1∶10”“compatibility 1∶50”“compatibility 1∶100” groups）. After the skin of mice in each group was fully exposed to 

0.2 g of the corresponding cream for 24 h， the cumulative transdermal dose （Qn） of triptolide in the receiving solution of each 

group was determined by high-performance liquid chromatography， and the transdermal absorption rate （Jss） was calculated. Human 

immortalized keratinocytes （HaCat） were used as a model， the CCK-8 method was used to detect the cell survival rate of different 

concentrations of the volatile oil of L. chuanxiong and triptolide before and after compatibility. RESULTS A total of 62 chemical 

constituents of the volatile oil of L. chuanxiong were identified， including Z-ligustilide， senkyunolide， and β-selinene. The Qn （P＜

0.01） and Jss of triptolide increased within 24 h in the compatibility 1∶10 and 1∶50 groups， while the Qn （P＜0.05） and Jss 

decreased in the compatibility 1∶100 group as compared with the triptolide group. Compared with the triptolide group， the cell 

survival rate of HaCat was significantly increased in the compatibility 1∶10 and 1∶50 groups when the triptolide concentrations were 

36， 72 and 144 ng/mL （P＜0.05 or P＜0.01）； while the cell survival rate of HaCat was decreased in the compatibility 1∶100 

group， but the difference was not statistically significant （P＞0.05）. CONCLUSIONS When the compatibility ratio of triptolide 

and volatile oil of L. chuanxiong was 1∶10 or 1∶50， it can 

promote the transdermal absorption of triptolide and reduce the 

cytotoxicity of triptolide to HaCat.
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雷公藤别名黄藤、断肠草，为卫矛科植物雷公藤

Tripterygium wilfordii Hook. f. 的根、叶及花，始载于《神

农本草经》，具有祛风除湿、通络止痛、解毒杀虫的功

效[1]。现代临床研究表明，雷公藤可用于治疗类风湿性

关节炎、紫癜性肾炎、系统性红斑狼疮等自身免疫性疾

病，疗效显著[2―4]。雷公藤甲素是雷公藤的主要活性成

分和毒性成分，其活性强、毒性大、生物利用度低、难溶

于水、药物吸收性差，长期服用不仅会刺激胃肠道，引起

中枢神经损伤，还会造成严重的肝肾毒性[5―6]，因此雷公

藤甲素是目前所有雷公藤制剂质量控制和安全标准的

主要指标性成分[7]。有研究显示，雷公藤制剂经皮给药

可以在发挥药效的同时很好地降低雷公藤甲素的毒

性[1]。配伍减毒增效是中医药特色之一，通过配伍可促

进毒性药物代谢、拮抗毒性药物的峻烈之性并协同发挥

疗效，起到增效减毒的作用。本课题组前期通过数据挖

掘雷公藤外用治疗类风湿性关节炎的用药规律发现，雷

公藤外用时常与乳香、没药、川芎等配伍发挥增效减毒

作用[8]。川芎挥发油是川芎的主要成分之一，由苯酞类、

烯萜醇类、脂肪酸类等成分组成，具有较好的抗炎、抗氧

化、调节细胞凋亡与细胞自噬等作用[9]，同时其还可以作

为一种透皮促渗剂来促进药物的透皮吸收[10]。基于此，

本研究探讨了川芎挥发油对雷公藤甲素体外透皮性能

和细胞毒性的影响，以期为后续川芎挥发油配伍雷公藤

甲素的体内实验和配伍减毒作用机制研究，以及相关外

用制剂的开发奠定基础。

1　材料

1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括1260型高效液相色谱仪、

6890N-5973N 型 气 相 色 谱 - 质 谱（gas chromatography-

mass spectrometry，GC-MS）联用仪（美国 Agilent 公司），

XD-202型倒置显微镜（南京江南永新光学有限公司），

Incubator 型 CO2培养箱（上海力申科学仪器有限公司），

TECAN Spark 型多功能酶标仪（西安昊兴生物科技有限

公司），TT-6D Franz 型扩散池（天津正通科技有限公

司）等。

1.2　主要药品与试剂

川芎挥发油（批号 20220711）购自颇黎芳香医药科

技（上海）有限公司；雷公藤甲素对照品（批号20150813，

纯度≥98%）购自成都普菲德生物技术有限公司；单硬

脂酸甘油酯（批号0210220）购自福晨（天津）化学试剂有

限公司；轻质液体石蜡购自西安天正药用辅料有限公

司；羊毛脂（批号 1902172）、三乙醇胺（批号 21090101）、

无水乙醇（批号161217）均购自西陇科学股份有限公司；

硬脂酸（批号 RH252437）购自上海易恩化学技术有限公

司；DMEM 高糖培养基（批号 20220726）购自北京索莱

宝生物科技有限公司。

1.3　实验动物与细胞

雄性 KM 小鼠 30 只，体重（23±2）g，由斯贝福（北

京）生物技术有限公司提供，生产许可证号为 SCXK（京）

2019-0010；所有动物实验遵循江西中医药大学动物实

验伦理委员会有关实验动物管理和使用的规定，符合3R

原则。人永生化角质形成细胞（HaCat）购自中国科学院

典型培养物保藏委员会细胞库，目录号为 SCSP-5091。

2　方法与结果
2.1　川芎挥发油主要成分的鉴定

采用 GC-MS 法。参照文献[11―12]中川芎挥发油

的 GC-MS 鉴定方法，精密量取川芎挥发油 50 μL，置于

10 mL 容量瓶中，用正己烷定容，充分混匀后过0.22 μm

微孔滤膜，待测。GC-MS 条件如下：Agilent HP-5 MS 色

谱柱（0.25 mm×30 m，0.25 μm）；程序升温（60 ℃保持3 

min；以 4 ℃/min 升至 120 ℃，保持 5 min；以 6 ℃/min 升

至 210 ℃，保持 5 min；以 8 ℃/min 升至 280 ℃，保持 5 

min）；载气为高纯氮气；流速为1 mL/min；分流比为20∶1；

进样口温度为200 ℃；火焰离子化检测器温度为250 ℃；

进样量为1 μL。质谱条件如下：离子源为电子轰击离子

源；电子能量为 70 eV；接口温度为 280 ℃；离子源温度

为230 ℃；质量扫描范围为29～550 mAU。

结果，本研究共鉴定出川芎挥发油中的62个化学成

分 ，通 过 美 国 国 家 标 准 与 技 术 研 究 所 数 据 库 20. L

（https：//www.sisweb.com/software/ms/nist.htm）匹配化合

物，并采用峰面积归一化法计算各化合物的相对百分含

量。川芎挥发油中相对百分含量排前 10位的化学成分

及其相关信息见表1。

2.2　雷公藤甲素透皮接收液的含量测定方法

含量测定采用高效液相色谱法。

2.2.1　对照品、供试品溶液的制备

取雷公藤甲素对照品适量，精密称定，置于棕色瓶

中，加甲醇溶解并定容，制成每1 mL含雷公藤甲素0.25 mg

的溶液，过0.22 μm 微孔滤膜，即得对照品溶液。

按“2.3.1”项下方法制备乳膏，再按“2.4”项下方法进

行体外透皮实验，取各组 Franz 扩散池中的透皮接收液

1 mL，过0.22 μm微孔滤膜，即得供试品溶液。

表1　川芎挥发油中相对百分含量排前 10位的化学成

分及其相关信息

化学成分
Z-藁本内酯
洋川芎内酯
β-瑟林烯
γ-松油烯
Z-亚丁基苯酞
萜品油烯
丁苯酞
（1S）-（－）-α-蒎烯
E-藁本内酯
邻-异丙基苯

保留时间/min

33.567 7

33.214 6

26.644 3

9.876 5

32.062 1

10.908 3

31.566 1

5.924 2

38.199 6

8.703 5

相对百分含量/%
41.219

14.280

6.465

4.626

4.200

3.872

2.418

2.392

2.009

1.830
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2.2.2　色谱条件

采用 Symmetry C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）色谱

柱，流动相为乙腈-水（42∶58，V/V），流速为 0.8 mL/min，

检测波长为218 nm，柱温为30 ℃，进样量为10 μL。

2.2.3　方法学考察

（1）专属性考察：取“2.2.1”项下对照品、供试品溶液

及 20% 乙醇生理盐水（空白透皮接收液）各适量，按

“2.2.2”项下色谱条件进样测定。结果显示，相同时间下

对照品与供试品溶液存在相同色谱峰，空白透皮接收液

不干扰雷公藤甲素的检测（图 1）。（2）线性关系考察：取

“2.2.1”项下对照品溶液，以甲醇稀释，配制质量浓度为

30.75、20.5、12.3、6.15、0.82、0.615 μg/mL 的雷公藤甲素

对照品系列溶液，按“2.2.2”项下色谱条件进样测定，记

录峰面积。以雷公藤甲素峰面积为纵坐标（A）、质量浓

度 为 横 坐 标（C）进 行 回 归 分 析 ，得 回 归 方 程 为 A＝

26.615C+13.300，R 2＝0.999 8（n＝6）。结果表明，雷公藤

甲素质量浓度在 0.615～30.75 μg/mL 线性范围内与峰

面积呈良好线性关系。（3）精密度考察：取“2.2.1”项下对

照品溶液，按“2.2.2”项下色谱条件连续进样6次，记录峰

面积。结果显示，雷公藤甲素峰面积的 RSD 为 0.51%

（n＝6），表明仪器精密度良好。（4）重复性考察：取雷公

藤甲素组扩散 24 h 后的透皮接收液 6份，按“2.2.1”项下

方法制备供试品溶液，再按“2.2.2”项下色谱条件进样检

测，记录峰面积。结果显示，雷公藤甲素峰面积的 RSD

为 0.73%（n＝6），表明该方法重复性良好。（5）稳定性考

察：取雷公藤甲素组扩散 24 h 后的透皮接收液，分别于

放置 0、2、4、6、8、10、12、24 h 时按“2.2.2”项下色谱条件

进样测定，记录峰面积。结果显示，峰面积的 RSD 值为

1.08%（n＝8），表明该样品在 24 h 内稳定。（6）加样回收

率试验：取雷公藤甲素组扩散 24 h 后的透皮接收液，测

定其质量浓度，然后分别加入0.8、1、1.2倍该质量浓度的

雷公藤甲素对照品，按“2.2.2”项下色谱条件进样测定，

计算其加样回收率。结果显示，雷公藤甲素的平均加样

回收率为 102.3%，RSD 为 4.05%（n＝3），表明该方法准

确度良好。

2.3　乳膏的制备及质量评价

2.3.1　乳膏的制备

根据本课题组前期研究结果[13―14]及制备乳膏的经

验，并结合预实验结果，分别制备空白乳膏、雷公藤甲素

乳膏、雷公藤甲素配伍川芎挥发油质量比为1∶10、1∶50、

1∶100（以下分别简称“配伍 1∶10”“配伍 1∶50”“配伍

1∶100”）的乳膏。

2.3.2　乳膏质量评价

（1）离心稳定性：称取空白乳膏和雷公藤甲素乳膏

及配伍乳膏各1 g，以3 500 r/min 离心30 min，结果显示，

该条件下空白乳膏和雷公藤甲素乳膏及配伍乳膏均未

见分层破乳现象。（2）耐寒、耐热性评价：分别称取空白

乳膏和雷公藤甲素乳膏及配伍乳膏各1 g，置于 EP 管中，

分别在45、4、－20 ℃的条件下放置24 h，结果显示，上述

寒热条件均不会对乳膏产生影响。（3）含药量：称取雷公

藤甲素乳膏和配伍 1∶10、配伍 1∶50、配伍 1∶100乳膏各

1 g，置于10 mL 容量瓶中，加甲醇定容后涡旋、超声使溶

解，过 0.22 μm 微孔滤膜后按“2.2.2”项下色谱条件进行

含量测定，每份样品平行制样 3份。结果显示，雷公藤

甲素乳膏和配伍 1∶10、配伍 1∶50、配伍 1∶100乳膏中雷

公藤甲素的含药量分别为（211.0±9.2）、（209.8±7.8）、

（213.6±6.8）、（217.5±10.3）μg/g（n＝3）。

2.4　川芎挥发油对雷公藤甲素体外透皮性能的影响

2.4.1　小鼠离体皮肤的制备

取雄性 KM 小鼠 30 只，适应性喂养 3 d，腹腔注射

50 mg/kg 戊巴比妥钠溶液麻醉，脱毛后取下腹皮，用生

理盐水和棉球去除皮肤上多余的脂肪和淋巴组织，用螺

旋测微仪测量皮肤厚度后迅速放入－20 ℃冰箱中保存

备用。

2.4.2　乳膏体外透皮实验

从－20 ℃冰箱中取出小鼠离体皮肤，置于 37 ℃生

理盐水中解冻 10 min，冲洗干净后用滤纸吸干水分，将

小鼠皮肤固定于 Franz 扩散池中的供给池和接收池之

间，再向接收池中注入 20% 乙醇生理盐水作为接收液，

排尽气泡后用封口膜密封，调节扩散池温度为（37.0±

0.2）℃，以 350 r/min 平衡 30 min。将小鼠皮肤分为雷公

藤甲素组和配伍1∶10、配伍1∶50、配伍1∶100组，分别取

雷公藤甲素乳膏和配伍 1∶10、配伍 1∶50、配伍 1∶100乳
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膏各 0.2 g 置于供给池中并确保乳膏和各组皮肤充分接

触（每组平行6份），分别于4、6、8、10、12、24 h 时抽取接

收液1 mL，并补充同体积同温度的空白接收液。将取出

的接收液按“2.2.1”项下方法制备供试品溶液，再按

“2.2.2”项下色谱条件进样测定，并按照如下公式计算各

时 间 点 的 单 位 面 积 累 计 透 皮 量（Qn）：Qn＝

（VCn + ∑
i = 1

n - 1

CiVi）/A，式中，A 为扩散池的有效扩散面积，V

为接收液总体积，Cn为第 n 次取样时接收液中的药物浓

度，Ci为第 i 次取样时接收液中的药物浓度，Vi为第 i 次取

样体积。以 Qn 对时间（t）作线性回归，所得斜率即为雷

公藤甲素的透皮吸收速率（Jss）。分别采用零级动力

学、一级动力学、Higuchi 方程对释放过程进行拟合，并

计算决定系数（R 2）。采用 Graph Pad Prism 5.0和 SPSS 

22.0软件进行数据分析，计量数据以 x±s 表示；多组间

比较采用单因素方差分析，组间进一步两两比较时采用

LSD-t 检验，检验水准α＝0.05。

结果显示，24 h 内雷公藤甲素组和配伍 1∶10、配伍

1∶50、配伍 1∶100 组雷公藤甲素的 Qn 分别为（21.98±

0.13）、（26.87±0.36）、（31.46±1.08）、（18.51±1.95）μg/cm2

（n＝6），Jss分别为1.058、1.171、2.950、0.748/[μg/（cm2·h）]。

与雷公藤甲素组比较，配伍 1∶10组和配伍 1∶50组 24 h

内雷公藤甲素的 Qn（P＜0.01）和 Jss有所升高；配伍1∶100

组的 Qn（P＜0.05）和 Jss 有所下降。各组雷公藤甲素的

24 h 累计渗透曲线见图2。以 Q24 h对 t 进行拟合，结果显

示雷公藤甲素组的体外透皮释放过程符合零级方程和

Higuchi 方程，配伍 1∶10组和配伍 1∶100组的体外透皮

释放过程更符合一级动力方程，而配伍1∶50组中雷公藤

甲素的体外透皮释放过程则更符合 Higuchi 方程。拟合

结果见表2。

2.5　川芎挥发油配伍雷公藤甲素对 HaCat 细胞毒性的

影响

2.5.1　细胞培养

用含 10% 胎牛血清和含青霉素、链霉素的 DMEM

高糖培养基在 37 ℃含 5%CO2的培养箱中培养，待细胞

生长至状态稳定后，取对数生长期、生长状态稳定的细

胞进行后续实验。

2.5.2　细胞毒性实验

细胞毒性采用 CCK-8法进行检测。

（1）川芎挥发油和雷公藤甲素对 HaCat 细胞毒性的

影响：取生长状态稳定的对数生长期 HaCat 细胞，制备成

密度为9×104个/mL 的悬液，以 S 型接种于96孔板中，每

孔200 μL，待细胞融合至80%～90%，弃去完全培养液，

用不含钙镁的 Hanks’平衡盐溶液清洗2遍，根据课题组

前期实验和预实验结果，分别用质量浓度为 10、18、20、

36、72、144、272、544 ng/mL 的雷公藤甲素和1.155、5.75、

11.55、115.5、1 150 μg/mL 的川芎挥发油溶液处理细胞

24 h，每个浓度设置6个复孔，另设不加药物但加细胞的

对照组和不加药物、不加细胞的空白组。处理 24 h 后，

吸去 96孔板中的药物，用不含钙镁的 Hanks’平衡盐溶

液清洗，加入含10%CCK-8的基础培养基溶液，每孔100 

μL，将细胞置培养箱中孵育2 h 后，置于酶标仪中检测其

在 450 nm 波长处的光密度（OD）值，并按公式计算细胞

存活率：细胞存活率＝（给药组OD值－空白组OD值）/

（对照组OD值－空白组OD值）×100%。结果显示，当雷

公藤甲素质量浓度为20 ng/mL 时、川芎挥发油质量浓度

为11.55 μg/mL 时，细胞存活率均大于90%，说明该浓度

下二者单独给药均不会对 HaCat 细胞产生毒副作用，但

随着给药浓度增大，HaCat 细胞的存活率逐渐降低，结果

见图3。

（2）川芎挥发油和雷公藤甲素配伍对 HaCat 细胞毒

性的影响：按“2.5.2”（1）项下方法铺板及培养细胞，再以

雷公藤甲素质量浓度为 18、36、72、144 ng/mL 分别配伍

川芎挥发油1∶10、1∶50、1∶100处理细胞并测定 OD 值后

计算细胞存活率。结果，与雷公藤甲素组比较，雷公藤

甲素质量浓度在36、72、144 ng/mL 时，配伍1∶10组和配

伍 1∶50组可以显著提高 HaCat 细胞的存活率（P＜0.05

或 P＜0.01），而配伍1∶100组细胞的存活率反而降低，但

差异无统计学意义（P＞0.05）。结果见图4。
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图2　各组雷公藤甲素24 h累计渗透曲线

表2　各组经皮渗透实验数据拟合结果（x±s，n＝6）

组别

雷公藤甲素组
配伍 1∶10 组
配伍 1∶50 组
配伍 1∶100 组

零级方程
拟合方程

Q＝1.06t－2.94

Q＝1.17t－1.04

Q＝2.95t＋1.24

Q＝0.75t＋0.02

R 2

0.992

0.992

0.945

0.996

一级方程
拟合方程

Q＝65.32（1－e－0.015t）

Q＝84.66（1－e－0.015t）

Q＝56.40（1－e－0.034t）

Q＝269.92（1－e－0.003t）

R 2

0.911

0.997

0.982

0.997

Higuchi 方程
拟合方程

Q＝7.47t1/2－15.08

Q＝8.25t1/2－14.40

Q＝8.94t1/2－11.83

Q＝5.27t1/2－8.51

R 2

0.992

0.984

0.991

0.988
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图3　雷公藤甲素和川芎挥发油对HaCat细胞毒性的影响
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3　讨论

雷公藤甲素作为雷公藤的主要活性成分，虽然临床

口服治疗疾病的效果确切、疗效显著，但严重的肝肾毒

性使其开发利用受到了极大的限制。本课题组前期制

备雷公藤甲素外用制剂时发现，采用经皮给药方式可以

在发挥疗效的同时显著降低雷公藤甲素的肝肾毒性，但

用于大鼠时出现了一定的皮肤毒性和皮肤屏障问题[15]。

为进一步开发雷公藤甲素外用制剂并降低皮肤毒性，本

课题组通过制备不同的载雷公藤甲素纳米制剂进行经

皮渗透性和皮肤毒性研究，结果发现，纳米制剂虽然可

以促进雷公藤甲素的透皮吸收，但外用给药时会造成一

定的皮肤损伤[16―17]。川芎挥发油作为川芎的主要活性

成分，其不仅可以提高皮肤抗氧化能力，减少皮肤氧化

损伤，还常作为药物促渗剂与药物协同发挥疗效[18]。本

次体外透皮实验研究显示，配伍 1∶10和 1∶ 50组的雷公

藤甲素的 Jss和 Qn均高于雷公藤甲素组，表明配伍川芎挥

发油可以显著提高雷公藤甲素的经皮渗透性，其原因可

能是川芎挥发油通过改变皮肤角质层有序致密的结构

和角质层脂质来增加其流动性，进而降低皮肤屏障功

能。但当配伍比例提高至 1∶100时，川芎挥发油又会对

雷公藤甲素的透皮吸收产生一定的抑制作用，原因可能

是雷公藤甲素在高剂量川芎挥发油中的亲和性增加，使

药物在皮肤的接触界面（角质层）和药物进入角质层后

的活性表皮界面的分配系数发生改变，使皮肤表面浓度

下降，导致 Jss和 Qn下降。

本研究在细胞毒性研究中发现，随着药物浓度的增

加，单独给予川芎挥发油和雷公藤甲素均会使 HaCat 细

胞的存活率降低；而与雷公藤甲素比较，配伍1∶10和1∶50

可以显著提高 HaCat 细胞的存活率（P＜0.05），原因可能

是川芎挥发油可通过介导内质网和线粒体功能来发挥

氧化损伤保护作用；当配伍比例达到1∶100时，细胞存活

率略低于单独给予雷公藤甲素组，推测原因可能是当川

芎挥发油和雷公藤甲素同时达到一定浓度后，二者会协

同损伤细胞。

本实验仍存在诸多不足，例如只参考了文献和课题

组前期经验，选择小鼠下腹皮和20% 乙醇生理盐水作为

透皮接收介质来进行实验，并未对其他动物皮肤进行比

较研究，也没有系统地进行接收介质的筛选[19―20]。同

时，在乳膏的制备及评价中，本研究只参考了前期的制

备经验，并未进行系统的理化性质评价，后续本课题组

将重点进行在体皮肤刺激性研究。

综上所述，雷公藤甲素与川芎挥发油的配伍比例为

1∶10和 1∶50时可以促进雷公藤甲素的透皮吸收，降低

雷公藤甲素对 HaCat 细胞的毒性。
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