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 · 综述 ·

拉曼光谱在皮肤外用制剂质量与体外透皮研究中的应用

崔潆心1,2,3，魏京京4，叶晓霞2,3，乐　健2,3 （1. 复旦大学药学院, 上海 201203；2. 上海市食品药品检验研究院, 上海

201203；3. 国家药品监督管理局化学药品制剂质量分析重点实验室 , 上海  201203；4. 中国食品药品检定研究院 , 北京

102629）

［摘要］  经皮给药具有安全、便利和依从性高等特点。然而皮肤结构复杂且个体差异大，特别是角质层的阻隔导致皮

肤外用制剂的生物利用度普遍不高。皮肤外用制剂处方组成复杂，质量影响因素较多，需严格控制产品质量。拉曼光谱作为

一种非破坏性的振动光谱，结合化学计量学方法、成像技术和其他光谱技术，可以用于表征皮肤外用制剂的关键质量属性研

究。本文综述拉曼光谱在皮肤外用制剂的晶型、粒度分布、辅料以及体外透皮实验等研究中的应用。在体外透皮试验中，着

重探讨拉曼光谱用于选择实验用皮肤样本、研究药物在皮肤中的空间分布及药物与皮肤相互作用等。

［关键词］　皮肤外用制剂；拉曼光谱；质量研究；皮肤

［文章编号］　2097-2024（2026）03-0113-07　　　［DOI］　10.12206/j.issn.2097-2024.202409017

Application  of  Raman  spectroscopy  in  the  quality  control  and  in  vitro
permeation studies of topical drug formulations
CUI  Yingxin1,2,3, WEI  Jingjing4, YE  Xiaoxia2,3, LE  Jian2,3（1. School  of  Pharmacy,  Fudan  University,  Shanghai  201203,  China;
2. Shanghai Institute of Food and Drug Control, Shanghai 201203, China; 3. Key Laboratory for Quality Analysis of Chemical Drug
Preparations,  National  Medical  Products  Administration,  Shanghai  201203,  China; 4. China National  Institute  for  Food and Drug
Control, Beijing 102629, China）

［Abstract］  Transdermal  drug  delivery  offers  advantages  such  as  safety,  convenience,  and  high  patient  compliance.
However,  the  complex  structure  of  the  skin  and  significant  individual  variability,  particularly  the  barrier  function  of  the  stratum
corneum, result in generally low bioavailability for topical formulations. The formulation of topical drug products is complex, with
numerous  factors  influencing  quality,  which  requires  strict  control  of  product  quality.  Raman  spectroscopy,  as  a  non-destructive
vibrational  technique,  combined  with  chemometric  methods,  imaging  technology,  and  other  spectroscopic  techniques,  can  be
applied to study the key quality attributes of topical  drug formulations.  The applications of Raman spectroscopy in studies of the
crystal  form, particle  size distribution,  excipient  research,  and in  vitro transdermal experiments  of  topical  drug formulations were
summarized. In particular, it focused on the use of Raman spectroscopy in the selection of skin samples for in vitro permeation tests,
the study of drug spatial distribution in the skin, and the interactions between drugs and the skin.

［Key words］　topical formulations；Raman spectroscopy；quality study；skin

皮肤外用制剂应用于皮肤表面，有些药物还可

以经毛细血管吸收进入体循环，产生全身治疗作

用，包括软膏剂、乳膏剂、凝胶剂、散剂、水剂及洗

剂等[1]。皮肤外用制剂处方复杂，质量影响因素较

多，但其质量研究在相当长一段时间内未得到足够

重视和发展。1997 年美国 FDA 首次提出非无菌

半固体制剂扩大规模和上市后变更应开展体外释

放和体内生物等效性研究[2]。我国药品审评中心分

别于 2021 年和 2022 年发布了《化学仿制药透皮贴

剂药学研究技术指导原则》[3] 和《皮肤外用化学仿

制药研究技术指导原则（试行）》[1]，对皮肤外用制剂

质量研究提出了新的技术要求。拉曼光谱法因样

品前处理方法简单、无损、变异性低，结合成像技

术及化学计量学方法能够可视化药物结晶及渗透

深度，有潜力作为皮肤外用制剂质量研究技术手

段，有助于多角度科学认识制剂质量，提高皮肤外

用制剂的质量研究水平。本文综述了拉曼光谱在

皮肤外用制剂质量及体外透皮研究中的最新进展。
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 1    拉曼光谱简介

 1.1    原理

1928 年印度物理学家 Chandrasekhara Venkata
Raman 首次发现了拉曼散射效应，即当光与物质碰

撞时，小部分光子发生能量变化，散射光子与入射

光子频率不同，称为非弹性散射（拉曼散射）。在非

弹性散射中，散射光子比入射光子能量小，称为斯

托克斯散射；相反，称为反斯托克斯散射[4]。拉曼光

谱反映了从入射光子到散射光子的波数偏移和散

射强度的关系。

 1.2    仪器发展及联用技术

早期的拉曼光谱由于灵敏度低，其应用发展受

到较大限制。20 世纪 60 年代，激光光源问世，提

高了拉曼光谱的灵敏度；70 年代末，引入了拉曼光

谱与光学显微镜相结合的方法，并将其应用于多个

领域的微量分析[5]；80 年代，Fleischmann 等将光滑

银电极表面进行粗糙化处理，得到高质量拉曼光

谱，开启了对表面增强拉曼光谱研究；90 年代，

Hirschfeld 发明了近红外傅里叶变换拉曼光谱技

术[6]。傅里叶变换型拉曼光谱仪采用干涉仪代替分

光仪，减少了由样品或杂质吸收激光后发射荧光造

成的干扰。

为了进一步提高分辨率，采用了更先进的技

术。相干拉曼散射显微镜包括受激拉曼散射显微

镜（stimulated Raman scattering microscopy，SRS）和
相干反斯托克斯拉曼散射显微镜（coherent  anti-
stokes  Raman  scattering  microscopy， CARS）两种 ，

这两种技术都需要两个激光光场，通过调谐激光之

间的差频以匹配目标物的分子振动，可以产生比传

统拉曼光谱高出几个数量级的信号[7]。表面增强

拉 曼 光 谱 （surface-enhanced  Raman  spectroscopy，
SERS）就是将非常薄的样品吸附在纳米结构的金

属（金或银）上，当用与样品表面等离子体共振的激

发波长照射样品时，就会产生强电磁场，尤其是靠

近金属表面的分子[8]。由于该技术需要制备大量非

常薄的样品，很少用于皮肤渗透分析[9]。共聚焦拉

曼光谱技术（confocal Raman spectroscopy，CRS）是
最常用的拉曼技术，使光源、样品和检测器三点共

轭聚焦，消除杂散光的干扰，进而达到增强信号的

目的，可以用于研究外源物质对皮肤的渗透或分析

健康和患病状态下的皮肤。结合可移动的扫描平

台，可以在三维空间中精确定位样品，进行二维或

三维成像，也称为共聚焦拉曼显微镜 （confocal
Raman microscopy，CRM）。共聚焦拉曼显微镜由

激光光源、物镜、分束器、针孔、电动扫描台、探测

器和光纤组成，用于引导激光光源到物镜和物镜到

探测器的光。此外，光纤还可以用作针孔，以实现

共聚光[10]。

 1.3    优势

拉曼光谱是一种振动光谱技术，具有高空间分

辨率和良好的穿透能力，其不需要特殊的制样方

法，具有无损、原位分析的特点。图谱中携带丰富

的指纹信息，可以识别不同样品（如不同皮肤）之间

的微小差别。与红外光谱相比，共价键的伸缩振动

在拉曼光谱中信号更强，因此，拉曼光谱在生物样

本的检测中更具优势。此外，水的拉曼信号非常

弱，样品测定可以不受水分干扰[11]。

 2    拉曼光谱在皮肤外用制剂质量研究中的应用

多数皮肤外用制剂处方组成复杂，工艺参数控

制难度大，微小的处方工艺变化都有可能导致产品

质量的显著差异。因此，需要基于产品特征，多个

角度开展皮肤外用制剂的质量研究，加强制剂产品

的质量控制，保证皮肤外用制剂的安全、有效、质

量可控。皮肤外用制剂的关键质量属性包括但不

限于：晶型、粒度分布、体外释放实验（in vitro release
testing, IVRT）和体外透皮实验（in vitro permeation
testing, IVPT）等[1]。拉曼光谱在这些关键质量属性

的研究中得到越来越多的应用。

 2.1    晶型研究

皮肤外用制剂的疗效与药物在制剂中的存在

状态密切相关。混悬型外用制剂中活性药物成分

以固体形式分散于基质中，其晶型直接影响药物的

稳定性、溶解度、生物利用度等性质。一般而言，

晶型的质量控制方法首选粉末 X 射线衍射法

（powder X-ray diffraction,  PXRD） [12]，其次是红外

光谱法、拉曼光谱法、差示扫描量热法等。但是半

固体制剂中活性药物成分（active  pharmaceutical
ingredient,  API）含量低，可能无法测出 PXRD 响

应[12]，且 PXRD 制样研磨过程可能引起转晶，而拉

曼光谱在药物晶型的研究方面有独特的优势，其无

需样品制备，可减少研磨制样造成的转晶现象[13]。

拉曼光谱对同一药物不同晶型的定性研究主要通

过峰形和峰位的解析进行；定量研究则主要通过结

合化学计量学的方法开展，常用的方法有主成分分

析、聚类分析和多元曲线分辨率交替最小二乘

法等[14]。

为提高生物利用度，增加和维持给药时间，皮

肤外用制剂中 API 的浓度通常尽可能接近或高于
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最大药物浓度（即饱和或过饱和状态），所以易受环

境因素影响而结晶。Belsey 等[15] 将接近饱和的布

洛芬丙二醇溶液使用 30 min 后，用 SRS 捕捉到了

布洛芬-d3 晶体在皮肤上的图像。2008 年罗替高

汀透皮贴剂因析晶被美国 FDA 要求召回[16]，原因

是药物形成了一种新的晶型，这种晶型在贴剂的硅

酮基质中更稳定，但溶解度低[17]。由此可见检查皮

肤外用制剂结晶的必要性。

Yilmaz 等[18] 使用光学显微镜和 CRM 观察芬

太尼贴剂有晶体和无晶体区域，发现有晶体析出区

域在 1 001 cm−1 附近有一个强峰（图 1），而无晶体

区域无该峰，该差异可用于生产质量监控。Norio 等[19]

使用拉曼光谱确定了两种尿素乳膏中尿素及辅料

的特征光谱峰，并对乳膏中晶体形成的过程进行了

光谱分析，随着时间变化观察到尿素的特征峰发生

位移，结合显微镜图像进一步观察到晶体的沉积状

态。综合来看，两种尿素乳膏晶体结构不同，晶体

形成的速率也不相同。Yannick 等[20] 通过观察布

洛芬和萜烯类形成的二元混合体系的 C=H 和

C=O 拉曼带的位移，说明将布洛芬溶解在萜烯类天

然深共晶溶剂中，再通过熔融法制备共无定形布洛

芬−精氨酸共混物，是避免布洛芬结晶的最佳途径，

该发现可以降低药物结晶对皮肤渗透的负面影响，

同时也为制剂处方优化提供新的方法。
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图 1    来自晶体和非晶体区域的拉曼光谱图和光学显微镜图像[18]

A. 晶体区域拉曼光谱图；B. 非晶体区域拉曼光谱图；C. 晶体区域光学显微镜图像；D. 非晶体区域光学显微镜图像
 

 2.2    粒度及颗粒分析

API 在基质中以混悬状态存在时，其颗粒的粒

径分布影响药物的溶解度、释放速率，粒径过大还

会影响肤感。《中国药典》2020 年版四部 0109 软

膏剂通则要求混悬型软膏中不得检出大于 180 μm
的粒子。乳膏剂、乳剂产品为包含油/水两相的热

力学不稳定体系，制剂的液滴粒径等指标反映了处

方工艺的合理性，并可能会影响到药物的释放性能

和透皮性能。《中国药典》2020 年版四部 0982 粒

度和粒度分布测定法规定第一法（显微镜法）和第

二法（筛分法）用于测定药物制剂的粒子大小，第三

法（光散射法）用于测定原料药或药物制剂的粒度

分布。显然，筛分法和光散射法不适用于半固体的

粒度检测，显微镜法是半固体制剂粒度检测的主要

手段。

制剂产品中的粒度分析难点在于如何有效区

分 API 和辅料中的粒子，显微镜与拉曼光谱技术的

联用则能有效地解决该问题，在获得图像的同时可

以开展定性分析，甚至进行粒度统计。刘绪平等[21]

照第一法检查盐酸金霉素眼膏的粒度，并利用显微

拉曼光谱完成粒度检测的基础上进一步开展粒子

归属探索性研究。测定盐酸金霉素对照品、原料药

及各种辅料的拉曼光谱，将粒径大于 50 μm 的微粒

作为研究对象，经过图谱对比，发现粒径大于 50 μm
的微粒均来自盐酸金霉素的原料。

皮肤的渗透效果受粒径大小的影响，小颗粒药

物通过毛囊进入角质层，溶解的药物通过跨细胞途

径，另外还有细胞间途径[22]。 Patel 等[23] 发现微乳

的粒径越小，药物渗透率越高，药物在皮下组织中

的浓度越高，给药效率越高。另一项研究表明[24]，
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通过在聚合物粘合剂基质中使用 API 的悬浮液，然

后依靠颗粒的溶解作为速率控制步骤，可以控制药

物的递送速度。对于治疗窗口窄的药物，能够达到

更好的效果。可见颗粒粒径并不是越小越好，显微

拉曼光谱有潜力在控制粒度大小方面发挥作用。

 2.3    辅料研究

皮肤外用制剂成分复杂，为了增加药物稳定性

及生物利用度，需要多种添加剂，如透皮促进剂、增

溶剂、增黏剂、抗氧剂、防腐剂、矫味剂和结晶抑

制剂等。拉曼光谱在多元复杂体系中的解析功能

具有独特的优势。

拉曼光谱可用于药用辅料的掺假或污染研

究。Jason 等[25] 利用拉曼光谱及拉曼光谱图库，构

建了 1 种数学模型，研究了 3 种辅料/污染物系统，

甘油/二甘醇、丙二醇/二甘醇和乳糖/三聚氰胺，发

现每种系统对污染物的检测灵敏度分别为 18%、

32% 和 4%。拉曼光谱对辅料的鉴别也可以用于药

品溯源。罗思恒等[26] 通过观察 9 种联苯苄唑乳膏

的拉曼光谱，发现由于辅料的差别，导致拉曼图谱

在 1 600 cm−1 和 1 650 cm−1 处存在微小差异，结合

主成分分析，在无需获得每种辅料图谱的情况下，

成功完成药品溯源。

 3    体外透皮实验

IVPT 是模拟外用药物在生理条件下的透皮过

程，以反映外用制剂的质量[1]。皮肤的选择及处理

是影响 IVPT 实验结果的重要因素。拉曼光谱不仅

可以帮助合理地选择皮肤样本，还可以表征药物在

皮肤中空间分布及药物与皮肤的相互作用等。

 3.1    实验用皮肤样本的选择

皮肤作为人体最大的器官，由表皮、真皮、皮下

组织组成，具有一定的复杂性和个体间的差异性。

因为拉曼散射光谱对特定的官能团具有唯一性，所

以可以清楚观察到不同物种皮肤的差别。Tfail 等[27]

利用 CRS 在 660 nm（15 151 cm−1）波段对人腹部皮

肤和猪耳皮肤进行了光谱比较，结果表明深层皮肤

光谱中的脂质含量和角质层光谱中的透明质酸和

类胡萝卜素含量存在显著差异。一项研究表明，猪

皮肤的渗透性与人最为相似，1 047 cm−1 和 1 526 cm−1

处的拉曼振动是猪皮和离体人皮之间唯一存在显

著差异的振动（图 2） [28]。IVPT 试验中，猪皮是除

离体人皮以外的次要选择[29]。
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图 2    离体人皮 (黑色)和猪皮 (灰色)在 400～1 800 cm−1 光谱范围内的拉曼图谱[28]

 

IVPT 实验前需要对皮肤样本进行筛选。FDA
与 EMA 均要求在试验前进行皮肤屏障完整性测

试，包括经皮水分散失法、氚化水渗透法和经皮电

阻法等。此外，FDA 要求每组供体皮肤需要相同

的解剖区域、冻融循环次数及厚度等[30-31]。

孟茹[32] 用 CRS 观察到脂质（2 881 cm−1）、角蛋

白（2 933 cm−1）和酰胺Ⅰ带蛋白（1 653 cm−1）的拉

曼峰随皮肤深度增加而降低 ，酰胺Ⅰ带蛋白

（1 653 cm−1）在 28 μm 后保持稳定（图 3），确定其为

角质层的边界，并利用主成分分析、聚类分析和

HE 切片染色对结论进行验证，角质层厚度的确定

为紫外吸收剂安全性评价标准的建立及紫外吸收

剂的阻渗实验提供了理论支持。刘娟等[33] 为研究

面霜中的 β-熊果苷在角质层中的渗透情况，利用拉
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曼光谱测量皮肤含水量在角质层和表皮层随深度

的变化曲线，并对两段曲线进行拟合，确定交点对

应的深度为角质层的厚度，保证了所有皮肤样本角

质层厚度的一致性。

 3.2    药物用于皮肤后的空间分布

研究皮肤外用制剂的空间分布，可以为处方优

化和质量评价提供数据支撑。一般采用黏性胶带

剥离角质层，再对胶带及皮肤残留物超声提取药

物[34]。尽管 EMA 对胶带剥离法做出比较详细的规

定，如要求胶带黏合剂不干扰药物定量测定、胶带

黏合力应满足少量高效、剥离角质层的量应大于

75%[31]，但是如何确保黏合剂不对测定产生干扰，

以及如何评价胶带的黏附性仍然存在一定困难；同

时，胶带剥离法的结果还易受采样者施加压力及采

样次数等因素的影响。拉曼光谱无需胶带剥离，且

可以表征皮肤结构，结合 Matlab 及 R 语言等可以

确定角质层厚度，提高实验准确性[32]。

沈心怡等[34] 用 CRS 采集了皮肤的拉曼光谱，

结合数学模型，建立了光谱信号与目标物浓度的线

性回归方程，通过 Matlab 程序算出皮肤中目标物浓

度的贡献系数，并以热图的形式表现出来，实现了

皮肤中大分子分布的可视化，也为不适用于传统胶

带剥离法研究的药物提供了参考。Kang 等[35] 也采

取了类似的方法，将拉曼映射技术与多元线性回归

结合，计算出离体人体皮肤组织中利多卡因的浓度

贡献因子，并以热图的形式展示渗透深度（图 4）。
Zhang 等[36] 为探究双氯芬酸是否在表皮或真皮中

形成药物储库，分别测出用药和未用药的皮肤拉曼

光谱，建立了双氯芬酸相对浓度 [ 双氯芬酸（445 cm−1）

与皮肤特征带的积分面积之比 ] 的检测限，结合聚

类分析确定真皮和表皮的连接处。处理后的图像

表明，双氯芬酸会在表皮形成药物储库，而真皮中

的浓度非常低，接近于检测限。拉曼光谱不仅适用

于离体皮肤，也适用于临床的皮肤活检，有潜力作

为评估局部镇痛药的生物等效性研究的辅助工具。

由于皮肤的本底信号高，因此研究药物空间分

布首先需要准确寻找药物的特征峰位，确保皮肤本

底信号的峰不干扰药物测定，同时注意识别并去除

宇宙射线 [34]。Krombholz 和 Lunter 确定咖啡因在

556 cm−1 处拉曼峰不受皮肤信号干扰，利用 CRS
绘制出咖啡因渗透深度随时间的变化曲线[37]。拉

曼光谱的信号会随着皮肤深度的增加而逐渐衰减，

Zarmpi 等[38] 发现来自角蛋白酰胺Ⅰ带蛋白信号较

为恒定，可以用来校正信号衰减，利用 4-氰酚作为

强拉曼活性的渗透增强剂，建立了一个校正函数，

并成功用于皮肤药物的拉曼测定。
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 3.3    药物与皮肤相互作用

郭世奇等[39] 为研究盐酸特比萘芬高角质层滞

留的原因，利用衰减全反射傅里叶变换红外光谱、

差示扫描量热法、拉曼光谱等技术研究药物与皮肤

的相互作用，通过观察脂质和角蛋白特征峰强度的

变化，说明盐酸特比萘芬改变脂质和角蛋白的结

构，使角质层的脂质堆叠更加致密，流动性降低，皮

肤透过性降低。Wanjiku 等[40] 为全面了解乙醇增

强皮肤透过性的机制，利用扫描透射 X 射线显微镜

和 SRS，以蛋白质和脂质之间的比值为观察指标，

得到了不同乙醇浓度和暴露时间条件下，人类角质

层、小鼠皮肤和蛋白/脂质比率变化规律。当乙醇

浓度是 12% 时，小鼠皮肤的蛋白脂比与人类皮肤
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相似，随着乙醇浓度和暴露时间的增加，脂质在小

鼠皮肤中以更高的速率溶解（图 5）。Wanjiku 等创

建的方法可以用于指导处方优化，利用动物皮肤模

型选择合适的渗透促进剂等。
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图 5    蛋白脂比 30 min和 300 min的组织暴露比较[40]

注：空心圆代表 30 min，实心圆代表 300 min。
 

 4    总结

拉曼光谱具有高空间分辨率、良好的穿透能

力、无损、原位分析等特点，与化学计量学的结合，

与成像技术的联用使拉曼光谱在皮肤外用制剂质

量研究中获得了更多的应用，不仅可用于鉴别、晶

型研究，还可用于粒度、辅料和体外透皮研究等。

拉曼光谱技术在皮肤个性化给药制剂研发、局部镇

痛药生物等效性研究、现场便携化检测设备开发以

及借助数学模型高效处理数据等方面表现出的应

用潜力，值得科研人员进一步研究和转化应用。
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