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摘要  目的: 建立 H PLC - ELSD法测定黑乳海参皂苷甲 nobilisideA冻干脂质体药物含量以及包封率。方法:采用 SB- C18柱;

流动相为甲醇 - 01 5%醋酸二元梯度洗脱;检测器为蒸发光散射检测器; 采用微柱离心法分离重建后的 nob iliside A脂质体和

游离药物。结果: nob iliside A在 01 120~ 11 92 Lg线性关系良好 ( r= 01 9993); 方法平均回收率为 99112% ( n = 9)。结论: 本方

法简便快速, 结果准确可靠,可用于 nob iliside A冻干脂质体含量及包封率的测定。
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Abstract Objective: To deve lop an HPLC- ELSD m ethod for determ ination o f content and entrapment efficiency

of nob ilisideA freeze- dried liposome. Methods: HPLC- ELSD was adopted in the quant itat ive analysis w ith Ag-i

lent SB- C18 co lumn and methanol- 015% HAc by grad ient elution ofmob ile phasew ith ELSD detector. M icroco-l

umn centrifuga tionmethod w as used to determ ine entrapment efficiency of nob ilisideA freeze- dried liposome. Re-

sult: The linear range for nobilisideA w as 01120- 1192 Lg ( r= 019993). The average recovery w as 99112% ( n =

9) . Conc lusion: TheHPLC- ELSD method is simple, accurate and re liable for the determ ination of the content

and the entrapment effic iency of nobilisideA freeze- dried liposome.
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黑乳海参皂苷甲 ( nob iliside A,结构式见图 1)

是从黑乳海参中提取出来的三萜皂苷类成分, 作为

海参体内主要的有毒物质和化学防御物质, 它具有

较强的抗肿瘤活性, 是很有前景的抗肿瘤药物
[ 1 ]
,

目前已经申请了该化合物的专利
[ 2]
。同时研究也

表明 nobilisideA的不良反应很大,而脂质体是一种

新型的药物载体,通过包埋药物可降低药物毒性、降

低溶血作用 (如两性霉素 B
[ 3]

), 并且作为具有生物

降解性和生物相容性载药系统,脂质体已得到广泛

研究和应用,是迄今为止唯一上市的可用于静脉注

射的纳米给药载体
[ 4]
, 鉴于脂质体作为给药系统的

诸多优点,本文研究制备了 nobiliside A脂质体。但

是液体脂质体在贮存过程中,易出现聚结、分层等不

稳定现象。为使 nobiliside A能更好地发挥其生物

活性、降低毒性,本研究以冷冻干燥法将 nob ilisideA

制成了冻干脂质体, 其研究在国内外未见报道。为

了有效地控制其质量, 作者采用 HPLC- ELSD法建

立了定量分析 nob iliside A冻干脂质体的含量及包

封率的方法,为建立 nob iliside A冻干脂质体制剂质

量评价体系奠定了基础, 结果表明该方法简明、准

确, 重现性好, 可以用于制剂的质量评价。
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图 1 nob ilisid e A结构式

Fig 1 S tructu re of nob ilis ide A

1 仪器与试药

111 仪器 Ag ilent 1100 series高效液相色谱仪,

Ag ilent化学工作站 ( G1311A泵, G1314A紫外检测

器 ) ; A lltech ELSD 2000ES型蒸发光散射检测器 (美

国奥泰科技有限公司 ), XWK - 3A空气泵 (天津分

析仪器厂 ); H itech- K flow超纯水机, M ETTLER TO-

LEDO G135电子天平 (德国梅特勒公司 ) ; Ag ilent

8453紫外可见光谱仪 (美国惠普公司 ) , JEOL -

2010型透射电子显微镜 (日本电子公司 ); TGL -

16C高速台式离心机 (上海安亭科学仪器厂 ) ; JY92

- ÒN超声波细胞粉碎机 (宁波新芝生物科技股份

有限公司 ) ; R - 205型旋转蒸发仪 (瑞典 BUCH I公

司 ) ; NANO- S型 Zetasizer纳米粒径分析仪 (英国马

尔文仪器公司 ); A dvantage型冷冻干燥机 (美国

V irtis)。

112 试药 注射用大豆磷脂 ( S80, 上海太伟有限

公司, 注射级 ) ; nob iliside A对照品 (由第二军医大

学药学院海洋药物研究室提供, 纯度\ 98% ); 胆固

醇 (国药集团化学试剂有限公司 ) ; 蔗糖 (云南省勐

永药业有限公司 ) ; Sephadex G - 50(瑞典 Pharmac ia

公司进口分装, 40 ~ 150 Lm ); 水为超纯水; 其余试

剂均为分析纯。

2 Nobiliside A冻干脂质体以及空白冻干脂质体的

制备

采用薄膜超声法制备。取适量的磷脂与胆固醇

(W /W为 2B1) ,置茄形瓶中, 加入无水乙醇和氯仿

( V /V为 7B3)的混合液,振荡使完全溶解, 即得类脂

溶液。将茄形瓶置旋转蒸发器上,于 50 e 减压蒸发
溶剂使类脂溶液形成一层均匀薄膜。向薄膜中加入

nob iliside A浓度为 015mg# mL
- 1
的水溶液 10 mL,

轻摇, 将类脂膜洗脱并水合成含药脂质体混悬液,再

将含药脂质体水浴超声 45 m in,直至近透明, 200W

探头超声 1 m in即得 (工作 6 s,间隙 6 s, 共 10次 ),

于冰箱 4 e 保存备用。将所得的 nobiliside A脂质

体加入 10% (W /V )的蔗糖作为支撑剂预冻 5 h后冷

冻干燥,即得 nob iliside A冻干脂质体。上述的水化

介质中不加 nobilisideA, 同法操作即可制得空白冻

干脂质体。

211 nob iliside A冻干脂质体显微形态的观察 取

重建后的冻干脂质体混悬液适量, 将其吸附于覆盖

有碳膜的铜网上, 自然晾干后置透射电镜下观察。

本实验中制备的脂质体为略带蓝色乳光的胶体溶

液。透射电镜照片结果表明, nob iliside A冻干脂质

体粒子均匀圆整,为球形或近球形,可见清晰的脂质

体双层膜结构 (见图 2)。

图 2 nob il is ide A冻干脂质体的电镜图片

F ig 2 T ransm ission electronm icroscopy (TEM ) of nobil is ide A freeze-

dried liposom es

212 nobilisideA冻干脂质体平均粒径及 Zeta电位

的测定 将用蒸馏水重建后的 nob iliside A冻干脂

质体采用 Zetasizer纳米粒径分析仪测定粒径大小和

分布以及 Zeta电位, 此仪器所测定的粒径范围为

016 nm~ 6 Lm,测得重建后的脂质体的平均粒径为

11618 nm。重建后脂质体溶液的 Zeta 电位为

- 1519mV。

3 nobilisideA冻干脂质体含量测定方法的建立

311 溶液制备
31111 对照品溶液 精密称取 nobiliside A对照品

15100 mg, 置于 10 mL量瓶中, 加 50%甲醇定容至

刻度,作为储备液。再取储备液 160 LL于 5mL量

瓶中,加 50%甲醇至刻度, 即得对照品溶液。

31112 供试品溶液 精密吸取重建后的 nob iliside

A冻干脂质体 200 LL于 2 mL量瓶中,加入甲醇和

异丙醇的混合液 ( 7B3, V /V )破乳并稀释至刻度, 摇

匀, 16000 r# m in
- 1
离心 5m in,取上清液作为供试品

溶液。

31113 空白溶液 精密吸取重建后的空白冻干脂
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质体 200 LL于 2 mL量瓶中, 加入甲醇和异丙醇的

混合液 ( 7B3, V /V )破乳并稀释至刻度, 摇匀,

16000 r# m in
- 1
离心 5 m in, 取上清液作为空白溶

液。

312 色谱条件 色谱柱: A g ilent SB- C18反相色谱

柱 ( 150 mm @ 416 mm, 5 Lm ); 流动相: 甲醇 ( A ) -

015%醋酸 ( B ),二元梯度洗脱: 28% By 20% B ( 0~

5 m in) , 20% By 2% B ( 5~ 12m in), 2% By 0% B ( 12

~ 25 m in) ; 平衡时间 5 m in; 流速 1 mL# m in
- 1
; 柱

温:室温;检测器为蒸发光散射检测器;漂移管温度:

80 e ;空气流量: 210 L # m in
- 1
; 撞击器: 关; 进样

量: 20 LL。

313 方法的专属性考察 在上述色谱条件下, 分别

取 / 3110项下的对照品溶液、供试品溶液、空白溶液

各 20 LL注入液相色谱仪, 记录色谱图 (图 3)。由

图可见在此色谱条件下, 辅料和试剂对药物测定无

干扰, nob iliside A峰的保留时间约为 716 m in。

314 线性关系考察 精密量取 / 311110项中的储

备液 20, 40, 80, 160, 240, 320 LL, 置于 5 mL量瓶

中,加 50%甲醇至刻度。精密吸取上述 6个不同浓

度的对照品溶液各 20 LL, 进样,测定峰面积。以对

照品峰面积的自然对数 ( lnY )对进样量的自然对数

( lnX )进行线性回归, 回归方程为:

lnY= lnX @ 017281- 018246 r= 019993
线性范围为 01120~ 1192 Lg。
315 精密度试验 按 / 3140项方法配制 nobiliside

A对照品溶液 6100, 48100, 96100 Lg# mL
- 1
低、中、

高 3种浓度, 各精密吸取 20 LL, 重复进样 6次, 记

录色谱峰峰面积,结果低、中、高浓度对照品溶液的

峰面积的 RSD( n = 6)分别为 218% , 113%, 0149%。
说明日内精密度良好。精密吸取上述低、中、高浓度

对照品各 20 LL于第 1, 2, 3d进样, 根据峰面积计算

日间精密度,结果低、中、高浓度对照品溶液的峰面

积的 RSD ( n= 6)分别为 112%, 116% , 115%。说明
日间精密度良好。

316 回收率试验 取蒸馏水重建后的空白冻干脂

质体 200 LL于 2 mL量瓶中, 分别加入不同量的对

照品储备液,各加入甲醇和异丙醇的混合液破乳并

稀释至刻度,得浓度分别为 6100, 48100, 96100 Lg#
mL

- 1
的 nobiliside A溶液, 制备上述溶液各 3份,按

/ 3120项色谱条件测定峰面积, 代入回归方程换算

成浓度,计算回收率 (回收率 =测定浓度 /配制浓度

@ 100% ),结果见表 1。平均回收率为 99112% ( n

= 9)。

图 3 nob il is ide A对照品溶液 ( A)、nob il is ideA脂质体 ( B )、空白脂

质体 ( C)的色谱图

F ig 3 The chrom atogram s ofn ob ilis ideA solu tion( A) , nob il is ideA l ipo-

som e( B ) and b lank liposom e( C )
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表 1 样品的回收率 (n= 3)

Tab 1 R ecovery determ inat ion of nob iliside A liposom e

加入量

( added) /L g# mL - 1

测定结果

( found) /Lg# mL - 1

回收率

( recove ry ) /%
RSD /%

6100 6103 10015 113

48100 47194 99187 119

96100 95140 99138 115

317 含量测定 精密吸取 3批用蒸馏水重建后的

nob iliside A冻干脂质体 200 LL于 2mL量瓶中,加

入甲醇和异丙醇的混合液破乳并稀释至刻度, 摇匀,

16000 r# m in
- 1
离心 5 m in, 取上清液作为供试品溶

液,进样 20 LL, 测定含量, 按外标法计算出样品中

nob iliside A的含量。结果 3批冻干脂质体中 nobil-i

sideA 的平均含量 ( n = 3)分别为 01491, 01494,
01501mg# mL

- 1
, RSD分别为 113%, 115%, 110%。

318 稳定性试验 取同一批次的 nobiliside A冻干

脂质体的含量测定项下供试品溶液, 分别于室温放

置 0, 2, 4, 6, 8 h按照 / 3120项下方法进样测定, 结果

5次测定的含量的 RSD ( n = 5)为 210%, 说明供试

品溶液在 8 h内稳定。

319 重复性试验 取同一批制备的 nob iliside A冻

干脂质体 6份, 用蒸馏水重建后, 精密吸取 200 LL

置于 2mL量瓶中,加入甲醇和异丙醇的混合液破乳

并稀释至刻度, 摇匀, 16000 r# m in
- 1
离心 5 m in,取

上清液进样 20 LL, 测定含量, 结果 RSD ( n = 6)为

214%。
4 nobiliside A冻干脂质体含量测定方法的建立

411 微型柱的制备  取 1 mL注射针筒,底部放一

略小于其内径的圆形滤纸, 加入用蒸馏水溶胀的

Sephadex G - 50凝胶。将装好的注射器放入离心管

内 2000 r# m in
- 1
离心 3m in,除去多余的蒸馏水,备

用。

412 洗脱曲线的考察 精密吸取 nob ilisideA药物

水溶液和空白脂质体各 011mL,分别缓缓加于 2个

微柱的顶部 (注意勿滴入柱床边缘 ), 500 r# m in
- 1

离心 3 m in, 使 nob iliside A和空白脂质体分别进入

凝胶柱中。由柱顶部加入相同体积的蒸馏水, 每次

2000 r# m in
- 1
离心 5m in, 收集洗脱液,再于柱顶部

加入相同体积的蒸馏水,重复以上操作,收集每次的

洗脱液。每管空白脂质体洗脱液用异丙醇破乳定容

至 2 mL, 以异丙醇和水混合液空白溶剂于 278 nm

处测定吸收度;每管药物洗脱液按照 / 3120项下方

法进样测定。根据每管空白脂质体的吸收度或

药物浓度制备洗脱曲线。其中 1 ~ 5管洗脱液为

空白脂质体混悬液, 6~ 16管洗脱液为游离 nob i-l

iside A溶液。结果表明药物和脂质体能够完全

分开。

413 药物柱回收率试验 精密量取已知含量的游

离 nobilisideA水溶液 011 mL, 缓缓加于柱顶部 (注

意勿滴入柱床边缘 ), 500 r# m in
- 1
离心 3 m in, 使

nobilisideA进入凝胶柱中。由柱顶部加入相同体

积的蒸馏水, 2000 r# m in
- 1
离心 5m in, 收集洗脱液,

再于柱顶部加入相同体积的蒸馏水,重复以上操作,

收集第 6管到第 16管的洗脱液用甲醇定容到 2 mL

后, 采用 HPLC- ELSD法测定药物的含量。精密量

取已知含量药物水溶液 011 mL用甲醇定容到 2 mL

后, 采用 HPLC- ELSD法测定药物的含量。计算药

物的柱回收率, 结果药物的平均柱回收率为

97134% ( n= 3), 基本达到要求。

414 空白脂质体柱回收率试验 精密量取空白脂

质体溶液 011mL,缓缓加于柱顶部 (注意勿滴入柱

床边缘 ), 500 r# m in
- 1
离心 3 m in,使空白脂质体进

入凝胶柱中。由柱顶部加入相同体积的蒸馏水,

2000 r# m in
- 1
离心 5 m in,收集洗脱液, 再于柱顶部

加入相同体积的蒸馏水,重复以上操作, 收集前 015
mL洗脱液用异丙醇破乳定容到 2mL后,摇匀,以异

丙醇 -水体积比为 3B1的溶液为空白溶剂在 278

nm处测定吸收度。精密量取空白脂质体混悬液

011 mL, 加入 014 mL蒸馏水后用异丙醇定容至 2

mL,摇匀, 同样以异丙醇 -水体积比为 3B1的溶液
为空白溶剂在 278 nm处测定分别测定吸收度, 计算

空白脂质体回收率。空白脂质体柱回收率 =上柱后

吸收度 /上柱前吸收度 @ 100%。结果平均回收率为

96134% ( n= 3) , 表明空白脂质体的柱回收率基本

达到要求。

415 样品包封率的测定 精密吸取用蒸馏水重建

后的 nob ilisideA冻干脂质体混悬液 011mL,缓缓加

于柱顶部, 500 r# m in
- 1
离心 3 m in。由柱顶部加入

相同体积的蒸馏水, 2000 r# m in
- 1
离心 5 m in, 收集

洗脱液,再于柱顶部加入相同体积的蒸馏水,重复以

上操作, 合并前 015 mL洗脱液,用异丙醇稀释至 2

mL,摇匀。按 / 3120项下的色谱条件进样, 测定峰

面积, 代入标准曲线计算 nob iliside A的含量; 另精

密吸取重建后 nobiliside A冻干脂质体混悬液 011
mL, 用异丙醇破乳定容至 2 mL, 摇匀。精密吸取

溶液 20 LL, 同法测定, 计算包封率。测定结果见

表 2。
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表 2 nobilisid e A脂质体包封率测定结果 ( n= 3)

Tab 2 The entrapm ent effic iency of

nob iliside A liposom e am ong three batches

批号 ( Lo t No. ) EE /% RSD /%

070714 9618 0176

070715 9612 114

070716 9514 0192

5 讨论

511 nob ilisideA是一种三萜皂苷成分,紫外扫描图

谱可以看出其没有明显的紫外吸收, 所以不宜用

UV检测。而 ELSD检测器为质量通用型检测器,可

检测任何挥发性低于流动相的化合物, 同时灵敏度

和稳定性亦能符合含量测定的要求, 是分析无紫外

吸收类成分的有力工具。作者首次建立了 nobil-i

sideA冻干脂质体含量和包封率测定的 HPLC -

ELSD方法。通过筛选流动相组成、调节不同时间

流动相的比例,使 nobiliside A峰在 716 m in左右出

峰,使其避开了溶剂峰以及脂质体中磷脂和胆固醇

峰的干扰;流动相中不同有机相和有机相不同时间

的比例对 nobilisideA的分离影响较大,经多次试验

比较, 以本文所用的比例较佳。

512 在配制包封率测定的供试品溶液时, 考察了单

纯使用甲醇破乳、加入曲拉通等表面活性剂破乳以

及异丙醇破乳。单纯选用甲醇作为破乳剂时, 由于

在微柱离心法测定包封率时脂质体被稀释, 破乳不

完全;加入曲拉通等表面活性剂作为破乳剂对 no-

b ilisideA检测有干扰; 用异丙醇作为破乳剂, 破乳

完全且对 nob iliside A的测定没有影响。

513 脂质体包封率的测定方法有很多, 如葡聚糖柱

层析法、微柱离心法、透析法、超速离心法
[ 4]
等。作

者曾试用过葡聚糖凝胶柱过滤法、透析法分离脂质

体和游离药物,均可达到分离的效果,但是微柱离心

法更为简便、快速, 同时重现性较好, 适合于 nob il-i

side A冻干脂质体包封率的测定。从而为 nob iliside

A冻干脂质体处方工艺筛选和质量控制奠定了基

础。
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