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RP － HPLC法测定酒石酸茚喹诺啉脂质体中药物含量及包封率*

袁松
1，孙会敏1，涂家生2，丁丽霞1＊＊

( 1．中国食品药品检定研究院，北京 100050; 2．中国药科大学，南京 210009)

摘要 目的:建立酒石酸茚喹诺啉脂质体中药物含量及包封率测定方法。方法:采用逆向蒸发法制备脂质体，葡聚糖凝胶柱
层析法分离脂质体和游离药物，以磷酸盐缓冲液为洗脱介质。采用反相高效液相色谱法测定脂质体中酒石酸茚喹诺啉的含
量。结果:酒石酸茚喹诺啉含量测定方法的回收率为 99. 5%，在 5 ～ 200 μg·mL －1

范围内线性关系良好( r = 0. 9998) ;柱层析
法分离游离药物的柱回收率为 101. 0%，加样回收率为 97. 9%。样品的平均包封率为 40. 3%。结论:酒石酸茚喹诺啉脂质体
中药物含量及包封率测定方法准确、灵敏，可用于测定酒石酸茚喹诺啉脂质体的包封率。
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RP-HPLC determination of content and entrapment
efficiency of indoquinoline tartrate liposomes*

YUAN Song1，SUN Hui-min1，TU Jia-sheng2，DING Li-xia1＊＊

( 1． National Institute of Food and Drug Control，Beijing 100050，China;
2． China Pharmaceutical University，Nanjing 210009，China)

Abstract Objective: To establish an RP-HPLC method for the determination of content and entrapment effi-
ciency of tartrate indoquinoline liposomes． Methods: The content of tartrate indoquinoline was determined by RP-
HPLC． Entrapment efficiency was determined after the separation of the unentrapped drug by Sephadex-G50 chro-
matography． Results: A good linear relationship was found between peak area and the concentration of tartrate in-
doquinoline in the range of 5 － 200 μg·mL －1 ( r = 0. 9998 ) ，the sample recovery was arround of 99. 5% ． The
recovery of Sephadex-G50 chromatography was 101. 0% and the recovery of tartrate indoquinoline was 97. 9% ．
The average entrapment efficiency of tartrate indoquinoline liposome was 40. 3% ． Conclusion: This method is
accurate，sensitive and applicable for determination of content and entrapment efficiency of tartrate indoquinoline
liposome．
Key words: tartrate indoquinoline; liposome; entrapment efficiency; Sephadex-G50 chromatography; HPLC

酒石酸茚喹诺啉 ( tartrate indoquinoline ) 是对
kappa阿片受体具有很高亲和性和选择性的新型四
氢异喹诺啉衍生物，在小鼠热板镇痛实验研究中显

示出了较强的镇痛活性，本品作为酒石酸茚喹诺啉

注射剂，为中枢性镇痛剂，以静脉注射的给药方式，

药物起效迅速。本研究拟将该药物制备成脂质体以
提高药物的靶向性。在研究中我们以凝胶柱层析法
对载药脂质体和游离药物进行了有效分离，采用

RP － HPLC法测定药物含量，建立了酒石酸茚喹诺
啉脂质体包封率的分析方法，该法简单快速，准确性

高。
1 仪器与试药
仪器: UV － 2550 型紫外分光光度计( SHIMAD-

ZU 公司) ，Waters 2695 － 2996 液相色谱仪 ( Waters
公司) ，S40K型酸度计( METTLER TOLEDO 公司) ，
XS205 型电子天平 ( METTLER TOLEDO 公司 ) ，
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N －1001型旋转蒸发仪( EYELA公司) ，SB － 2000 型
电热恒温水浴锅( EYELA 公司) ，BI － 90PULA 型纳
米粒度分析仪( BROOKHAVEN公司) 。
试药:酒石酸茚喹诺啉 ( 中国药科大学提供) ，

注射用蛋黄卵磷脂 ( 上海艾韦特有限公司 批号:

EL9001) ，胆固醇( 天津市化学试剂有限公司 批号:
20091214) ，Sephadex － G50 ( Medium 瑞典 Sigma 公
司) ，甲醇为色谱纯，其余试剂均为分析纯。
2 酒石酸茚喹诺啉含量测定方法的建立
2. 1 色谱条件 色谱柱: CAPCELL － RAK C18

( 3. 0 mm ×10 mm，3 μm) ;流动相: 51. 4 mmol·L －1

醋酸铵溶液( 冰醋酸调 pH至 4. 10) －甲醇( 3∶ 2) 作
为流动相;流速: 1 mL·min －1 ;检测波长: 254 nm;柱
温: 37 ℃ ;进样量: 20 μL。
2. 2 系统适用性 取空白脂质体 0. 5 mL，于
10 mL量瓶中，加入 0. 5 mL 四氢呋喃破乳后，加甲
醇定容至刻度，即得空白脂质体破乳液;取酒石酸茚

喹诺啉脂质体 0. 5 mL 于 10 mL 量瓶中，以0. 5 mL
四氢呋喃破乳后，加甲醇定容至刻度，即得酒石酸茚

喹诺啉脂质体破乳液; 取酒石酸茚喹诺啉5 mg于
10 mL量瓶中，用甲醇溶解并定容，即得酒石酸茚喹
诺啉溶液。
取空白脂质体破乳液、酒石酸茚喹诺啉脂质体

破乳液、酒石酸茚喹诺啉溶液各 20 μL 进样分析。
色谱图见图 1。在该色谱条件下，酒石酸茚喹诺啉
的保留时间约为 9. 4 min。理论塔板数为 2012，与
相邻色谱峰的分离度为 3. 46。杂质峰和药物峰分
离良好，辅料和试剂对药物测定无干扰。
2. 3 线性范围 精密称取酒石酸茚喹诺啉
50. 0 mg，用甲醇溶解并定容至 100 mL量瓶中，得浓
度为 500 μg·mL －1

酒石酸茚喹诺啉甲醇溶液作为

储备液备用。精密移取储备液，以甲醇为溶剂配制
浓度为 5，10，25，50，100，150，200 μg·mL －1

系列酒

石酸茚喹诺啉溶液，按“2. 1”项下色谱条件进样
20 μL检测。以峰面积 ( A) 对质量浓度 ( C) 进行线
性回归，得标准曲线:

A = 2 × 104643C － 8 × 104137 r = 0. 9998( n = 7)
结果表明在 5 ～ 200 μg·mL －1

浓度范围内之

间，峰面积对浓度呈良好的线性关系。
2. 4 精密度试验 精密量取酒石酸茚喹诺啉储备
液 1. 0，2. 0，3. 0 mL，分别置 10 mL 量瓶中，用甲醇
稀释至刻度，摇匀，得浓度为 50，100，150 μg·mL －1

的酒石酸茚喹诺啉溶液，分别精密吸取 20 μL连续

图 1 空白脂质体( A) 、酒石酸茚喹诺啉( B) 、酒石酸茚喹诺啉脂质

体( C) 高效液相色谱图
Fig 1 HPLC chromatograms of blank liposome ( A) ，tartrate indoquino-

line( B) and tartrate indoquinoline liposome( C)

1．酒石酸茚喹诺啉( tartrate indoquinoline)

进样 6 次，记录色谱峰峰面积，结果低、中、高浓度峰
面积的 RSD( n = 6) 分别为 0. 87%，0. 46%，0. 10%，
说明日内精密度良好; 精密吸取上述低、中、高浓度
酒石酸茚喹诺啉溶液 20 μL 分别于第 1，2，3 d 进
样，根据峰面积计算日间精密度，结果低、中、高浓度
溶液峰面积的 RSD ( n = 6 ) 分别为 0. 66%，1. 2%，
1. 2%，说明日间精密度良好。
2. 5 加样回收率试验 精密量取空白脂质体混悬
液 0. 5 mL置 5 mL 量瓶中，分别精密加入酒石酸茚
喹诺啉储备液 0. 8，1. 0，1. 2 mL，加入适量四氢呋喃
破乳后，用甲醇稀释至刻度，摇匀，每个浓度配制 3
份，分别进样 20 μL，测定峰面积，代入标准曲线换
算成实际测定浓度，计算回收率 ( 回收率 =测定浓
度 /配制浓度) ，结果见表 1，平均回收率为 99. 5%
( n = 9) 。
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表 1 加样回收率试验结果(n =3)
Tab 1 The recovery of the tartrate indoquinoline

sample in the blank liposome

加入量

( added) /

μg·mL －1

检测量

( found)

μg·mL －1

平均回收率

( average recovery)

/%

RSD

/%

80. 00 79. 01 98. 8 0. 2

100. 00 97. 53 97. 5 0. 2

120. 00 121. 40 101. 1 0. 1

3 酒石酸茚喹诺啉脂质体制备［1］

按比例称取卵磷脂与胆固醇置于圆底烧瓶中，

加入适量三氯甲烷使其溶解后，通过旋转蒸发除去

有机溶剂，将得到的脂质薄膜重新溶于乙醚中，同时

加入一定体积的酒石酸茚喹诺啉水溶液，进行超声

处理后得到 W/O型乳剂，将 W/O 型乳剂置于旋转
蒸发仪中，于 37 ℃下减压蒸发，除去有机溶剂，得到
白色稠厚胶状物，加入少量水后，再继续蒸发除去残

留的有机溶剂，同时旋转使瓶壁上的凝胶脱落，最后

得乳白色的酒石酸茚喹诺啉脂质体混悬液，依次过

0. 8 μm、0. 45 μm的微孔滤膜各 3 次即得酒石酸茚
喹诺啉脂质体。用激光粒度仪测定所制备脂质体的
平均粒径在 200 nm左右。
4 酒石酸茚喹诺啉脂质体包封率的测定
4. 1 葡聚糖凝胶柱层析条件 称取 Sephadex － G50
10 g，用蒸馏水充分溶胀 24 h 后，装于内径1. 5 cm的
玻璃柱中，柱床高 15 cm;以 pH 6. 5 的磷酸盐缓冲液
为洗脱液;流速为 1 mL·min －1 ;室温下洗脱。
4. 2 洗脱曲线的绘制 精密移取酒石酸茚喹诺啉
脂质体和酒石酸茚喹诺啉甲醇溶液的混合液

0. 5 mL，上 Sephadex － G50 凝胶柱，以磷酸盐缓冲
液( pH 6. 5) 为洗脱液进行洗脱，分段收集，每 2 mL
收集 1 份，共收集 100 mL，每管加四氢呋喃 0. 5 mL
后，用甲醇定容至 5 mL，按“2. 1”项下条件测定药物
含量，以峰面积为纵坐标，洗脱液累计洗脱体积为横

坐标绘制洗脱曲线( 见图 2，从洗脱曲线可以看出，
酒石酸茚喹诺啉脂质体从 10 mL 处开始流出，在
20 mL处已全部洗脱，而未包封的游离酒石酸茚喹
诺啉在第 40 mL 处开始流出，到 70 mL 处已全部洗
脱。脂质体和游离药物能得到很好的分离，中间间
隔约20 mL，可以确保分离效果。
4. 3 柱回收率考察 配制低、中、高 3 种浓度的酒
石酸茚喹诺啉溶液，分别精密移取 0. 5 mL 上柱，按
“4. 1”项下条件进行洗脱，收集游离药物组分后，稀

图 2 酒石酸茚喹诺啉脂质体和游离药物洗脱曲线
Fig 2 The elution curve of Tartrate Indoquinoline liposome and free drugs

释定容后按“2. 1”项下色谱条件检测药物含量，计
算酒石酸茚喹诺啉药物的柱回收率，结果见表 2，平
均回收率为 101. 0% ( n = 3 ) ，结果表明 Sephadex －
G50 对酒石酸茚喹诺啉没有吸附作用，酒石酸茚喹
诺啉可被洗脱液完全洗脱下来。

表 2 酒石酸茚喹诺啉柱回收率
Tab 2 The column recovery of tartrate indoquinoline

加入量

( added)

/mg·mL －1

测定量

( found)

/mg·mL －1

回收率

( recovery)

/%

平均回收率

( average recovery)

/%

1. 620 1. 642 101. 4

1. 980 2. 013 101. 6 101. 0 ± 1. 0

2. 400 2. 397 99. 86

4. 4 酒石酸茚喹诺啉溶液加样回收率的考察
配制低、中、高 3 种浓度的酒石酸茚喹诺啉溶液，
分别加入空白脂质体，混匀，得标准混合液，精密

移取 0. 5 mL上柱，按“4. 1”项下条件进行洗脱，收
集游离药物组分后，稀释定容，按“2. 1”项下色谱
条件检测药物含量，计算酒石酸茚喹诺啉药物的

柱回收率，结果见表 3，其平均值为 97. 9% ( n =
3 ) ，结果表明，脂质等辅料的加入不影响酒石酸茚
喹诺啉的洗脱，所以用凝胶柱层析法可以有效分

离游离药物和脂质体。
表 3 酒石酸茚喹诺啉柱加样回收率

Tab 3 The recovery of tartrate indoquinoline
in blank liposome

加入量

( added)

/mg·mL －1

测定量

( found)

/mg·mL －1

回收率

( recovery)

/%

平均回收率

( average recovery)

/%

1. 272 1. 314 96. 8

1. 564 1. 610 97. 1 97. 9 ± 1. 6

1. 913 1. 918 99. 6
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4. 5 酒石酸茚喹诺啉脂质体包封率测定 精密量
取酒石酸茚喹诺啉脂质体 0. 5 mL，上预先处理好的
Sephadex － G50 凝胶柱，用 pH 6. 5 的磷酸盐缓冲液
以 1 mL·min －1

的速度室温下洗脱，收集 40 ～ 70 mL
游离药物流出液，用甲醇将游离药物流出液稀释定

溶至 50 mL，取 20 μL进样分析，计算游离药物含量
( W游 ) ;另取 0. 5 mL 酒石酸茚喹诺啉脂质体，加入
适量的四氢呋喃破乳后，用甲醇定容稀释至 50 mL，
取 20 μL进样分析，计算脂质体混悬液中的药物总
量( W总 ) 。包封率计算方法为: 包封率 = ( 1 －
W游 /W总 ) × 100%。不同批次酒石酸茚喹诺啉脂质
体包封率检测结果见表 4。
表 4 酒石酸茚喹诺啉柱脂质体包封率测定结果(n =3)

Tab 4 The entrapment efficiency of tartrate indoquinoline
liposome among three batches

批号

( batch)

包封率

( entrapment efficiency) /%

RSD

/%

101013 － 1 39. 30 1. 40

101013 － 2 38. 93 0. 93

101013 － 3 42. 70 1. 27

5 讨论
5. 1 测定方法的选择［2］ 取酒石酸茚喹诺啉甲醇
溶液、空白脂质体在 200 ～ 400 nm波长范围内扫描，
结果酒石酸茚喹诺啉甲醇溶液在 206nm 处有最大
吸收，但脂质体中的卵磷脂和胆固醇在该波长下也

有吸收，若采用紫外分光光度法测定脂质体中药物

含量，辅料将干扰测定，因此考虑采用专属性较高的

高效液相色谱法。
5. 2 破乳剂的选择 在试验中分别以 10% Triton
X － 100［3］、甲醇、四氢呋喃、乙腈作为破乳剂破坏脂
质体，实验结果表明，以相同体积的以上破乳剂加入

到脂质体混悬液中，磷脂析出，过滤后，经 10%
Triton X － 100、甲醇、乙腈破坏的脂质体仍有乳光，
以四氢呋喃为乳化剂，无基质析出。所以最终选择
四氢呋喃作为乳化剂。
5. 3 脂质体中游离药物的分离 本实验采用葡聚
糖凝胶柱层析法对酒石酸茚喹诺啉脂质体和游离药

物进行分离，中国药典 2010 年版规定［4，5］，含药脂

质体与游离药物的分离可以使用凝胶柱层析法、高
速离心法、微柱离心法以及透析法等［6 ～ 8］，透析法操

作简单，但消耗时间较长;作者曾尝试以高速离心法

对游离药物进行分离，在 20000 r·min －1
离心 30

min，得到的上层液依旧为乳白色混悬液，说明并未
将游离药物和脂质体完全分离。采用葡聚糖凝胶柱
层析法，由洗脱曲线可以看出脂质体和游离药物得

到了很好的分离，简便快速，通过药物的柱回收率及

加样回收率可以看出葡聚糖凝胶对酒石酸茚喹诺啉

没有吸附，该法能够准确测定游离药物的含量。
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