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摘要  目的: 建立微柱离心 - H PLC法测定两性霉素 B脂质体包封率。方法: 采用葡聚糖凝胶 ( Sephadex G- 50)微柱离心法

分离脂质体与游离药物;用高效液相色谱法测定脂质体中两性霉素 B的含量 ,计算包封率。结果: 在所选色谱条件下, 辅料不

干扰测定, 两性霉素 B浓度在 11 0~ 5010 mg# L- 1范围内线性良好。微柱离心法能有效的将两性霉素 B脂质体与游离药物分

离, 加样回收率为 10012% , RSD为 01 97%。结论:该方法便捷, 准确,重现性好, 可用于测定两性霉素 B脂质体的包封率。
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Determ ination of entrapment efficiency of amphotericin B liposome

bym ini- column centrifugation- HPLC

WEIRu i- ping, WANG Q iu- yun, ZHU W en- chuan, CHEN Yu- shuang

( Shangha iAs ia Pioneer Pharm aceu ticals Co. , Ltd, Shangh ai201203, C h ina)

Abstract Objec tive: To establish am ini- co lumn centrifugat ionHPLC method to determ ine the entrapm ent eff-i

ciency o f amphotericin B liposome. Methods: A m in i- co lumn centrifugat ion w as emp loyed to separate the drug free

from the liposom e. The content o f amphotericin B was quantified byHPLC. Results: U nder the chrom atogram cond-i

t ion the supplementary w as app lied w ith no inf luence. A calibra ted linear curve of amphoter icin B concentration w as

w ith in 110- 5010mg# L
- 1
( r= 019998) . The free amphoter ic in B w asw e ll separated from the liposome using m in i

- column centrifugation. The addit ion of blank liposome recovery rate of ampho tericin B w as 10012% w ith RSD o f

0197%. Conclusion: Themethod w as simp le, accurate, reproducib le, and app licab le for determ inat ion o f entrapment

effic iency of amphotericin B liposome.

Key words: amphotericin B ; liposome ; m in i- co lumn centrifugat ion; HPLC; entrapment efficiency

两性霉素 B ( ampho tericin B, AmB )是一种多烯

类全身抗真菌抗生素, 由 nodosus链丝菌培养液中

提取而得,是目前治疗新生隐球菌、曲霉菌等深部真

菌感染的首选药
[ 1]
。近年来, 随着广谱抗生素、皮

质激素、免疫抑制剂、细胞毒药物的应用, 深部真菌

感染的发病率呈上升趋势, 针对两性霉素 B治疗剂

量下比较严重的毒副作用, 将两性霉素 B制成脂质

体,可以明显降低毒性,提高治疗指数
[ 2]
。

包封率 ( entrapm ent e ff iciency)是评价脂质体内

在质量的重要指标之一, 5中国药典 62005年版脂质
体制剂指导原则明确指出了脂质体包封率的计算方

法,并规定包封率不得小于 80%
[ 3]
。测定包封率的

关键是使脂质体与游离药物有效分离, 目前常用的

包封率测定方法有葡聚糖凝胶柱色谱法、透析法、超

速离心法、超滤膜过滤法、鱼精蛋白沉淀法
[ 4]
。其

中的葡聚糖凝胶柱色谱法由于操作简单常被采用,

但存在洗脱时间长、洗脱体积大、药物浓度低等问

题。据文献报道, 对微型凝胶柱的洗脱条件进行优

化,上述缺陷可以克服
[ 5, 6]
。本文采用微柱离心- HPLC

图 1 AmB化学结构

F ig 1 The chem ical structu re of amphotericin B
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法测定了 AmB脂质体包封率,并对微柱分离 AmB

脂质体的条件进行了优化,结果表明该方法准确,专

属性强,重复性好。

1 仪器和试药
111 仪器  1100LC高效液相色谱仪 ( G1311A泵,

G1314A紫外检测器, 美国 Ag ilent公司 ); SK3200H

超声波清洗器 (上海科导超声仪器有限公司 ) ; 85~

2型磁力搅拌器 (上海志威电器有限公司 ); JEN-

CO6173 pH计 (上海任氏电器有限公司 )。

112 试剂和药品  甲醇、乙腈 (色谱纯, Sigma-

A ldrich Chem ie GmbH ); EDTA (分析纯,苏州花桥化

工四厂 ) ;二甲基亚砜 (分析纯, 宜兴市达华化工有

限公司 ) ;葡聚糖凝胶 Sephadex G- 50(上海源聚生

物科技有限公司进口分装 ) ; AmB对照品 (上海新先

锋药业有限公司,批号 A I070401,含量 10019% );注

射用 AmB脂质体 (上海新先锋药业有限公司, 批号

070106, 070201, 070301); 注射用 AmB去氧胆酸盐

(上海新先锋药业有限公司, 批号 070101, 规格 25

mg) ;纯水本公司生产。

AmB对照品储备液  精密称取 AmB对照品

50mg,置 50mL量瓶中, 用 DMSO - 甲醇 ( 2B8)稀释

至刻度,精密量取 5mL置 50mL量瓶中,用 DMSO -

甲醇 ( 2B8)稀释至刻度。

AmB脂质体溶液  取 AmB脂质体 1瓶, 加水

10mL溶解并混匀, AmB浓度约为 1mg# mL
- 1
,备用。

空白脂质体溶液  取空白脂质体 1瓶, 加水

10mL溶解并混匀。

葡聚糖凝胶微型柱的制备  将处理好的 Sepha-

dex G- 50,用空白脂质体饱和, 装入 215mL的注射
器中, 离心 2 m in( 2000 r# m in

- 1
), 制成 Sephadex G

- 50的微型柱。

2 方法与结果

211 色谱条件 色谱柱 K romasil C18柱 ( 250 mm @

416mm, 5 Lm); VWD可变波长紫外检测器;检测波

长 405 nm;流速 110 mL# m in
- 1
; 流动相: 乙腈 -甲

醇 - 215mmo l# L
- 1
EDTA ( 25B50B30) ; 柱温 25 e ;

进样量 20 LL;反相洗脱。

212 系统适用性实验  分别量取 AmB对照品储备

液、AmB脂质体溶液、空白脂质体溶液适量置 100

mL量瓶中,加 DMSO -甲醇 ( 2B8)溶液稀释至刻度,

按上述色谱条件进样记录色谱图,见图 2,理论塔板

数以 AmB计不低于 3000, 辅料无干扰。

图 2 AmB对照品 ( A)、AmB脂质体 ( B )和空白脂质体 ( C )色谱图

F ig 2 C hrom atogram s of amphotericin B referen ce substan ce(A )  am-

photericin B l iposom e( B) and b lank liposom e( C )

213 标准曲线的绘制 精密量取 AmB对照品储备

液适量,用 DMSO - 甲醇 ( 2B8)溶液稀释成浓度为

110, 1010, 2010, 3010, 5010 Lg# mL
- 1
的溶液, 按

/ 2110项色谱条件进样, 以峰面积 A 对浓度 C作线

性回归,回归方程为:

A = 130131C+ 33176 r= 019998
表明 AmB在 110~ 5010 Lg# mL

- 1
内线性关系

良好。

214 精密度试验  精密量取 AmB对照品储备液适

量, 用 DMSO-甲醇 ( 2B8)溶液稀释成浓度为 1010
Lg# mL

- 1
的溶液, 按 / 2110项色谱条件连续进样 5

次, 计算精密度 RSD为 0161%。
215 回收率试验 精密量取 AmB对照品储备液适

量, 加入空白脂质体溶液 1 mL, 用 DMSO - 甲醇

( 2B8)溶液稀释成浓度为 110, 1010, 5010 Lg# mL
- 1

的溶液,每个浓度 3份, 按 / 2110项色谱条件进样,

计算回收率 (表 1)。
表 1 AmB回收率测定结果 (n= 3)

Tab 1 The recovery ofAmB

C /Lg# mL - 1 回收率 ( recove ry ) /% RSD /%

110 99180 0189

1010 99180 0179

5010 10110 0125
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216 AmB脂质体中 AmB的含量测定  取 AmB脂

质体 3批,分别用 DMSO -甲醇 ( 2B8)溶液稀释成浓

度为 3010 Lg# mL
- 1
的样品溶液, 按 / 2110项色谱条

件进样测定。 3 批样品含量分别为 10012% ,

10014%, 10011%; RSD 分别为 0176%, 0178% ,

0154%。
217 葡聚糖凝胶 ( Sephadex G- 50)  微柱离心法

对脂质体和游离药物的分离

21711 洗脱曲线的考察  取 AmB脂质体溶液 014
mL,缓缓加于葡聚糖凝胶微型柱顶部,用水以 1mL

# m in
- 1
流速洗脱,每 3 m in收集洗脱液 1瓶, 共收

集 6瓶;前 3瓶收集于 50 mL量瓶中后 3瓶收集于

25 mL量瓶中; 后改用 DMSO - 甲醇 ( 2B8 )溶液洗

脱,继续收集 7瓶洗脱液分别于 10mL量瓶中,将收

集的 7瓶洗脱液用 DMSO-甲醇 ( 2B8)稀释至刻度。
按 / 2110色谱条件进样测定,测定结果表明洗脱 15

m in后,脂质体已完全被洗脱。

图 3 AmB脂质体洗脱曲线

Fig 3 AmB liposom e elut ion cu rve

21712 微柱离心加样回收 取 AmB去氧胆酸盐适

量,加水溶解使 AmB浓度为 1 mg# mL
- 1
。分别量

取 012, 013, 014 mL溶液置 Sephadex G - 50微型柱

上,加入同体积空白脂质体溶液, 置离心机中离心 2

m in( 2000 r# m in
- 1
)。每个浓度 3份样品, 每份样

品重复离心 3次合并离心液,用 DMSO -甲醇 ( 2B8)

稀释至 10mL; 按 / 2110色谱条件进样, 以取相同样

品量不经微柱离心直接测定为对照, 计算回收率,

低、中、高 3种浓度的回收率分别为 99116% ,

10113%, 10012% ; RSD为 0117% , 0151%, 0139%。
21713 包封率测定的重现性  精密量取 AmB脂质

体溶液 014mL,按 / 2170项下方法测定,验证包封率
测定方法的重现性, 结果平均包封率为 98173% ,

RSD为 1115%。

218 包封率的测定
取 AmB脂质体样品 1瓶, 加 10 mL水使溶解,

涡旋使溶液均匀。精密量取该溶液 014mL置 Seph-

adex G - 50微型柱上,离心 3次, 合并收集离心液移

入 10mL量瓶中,用 DMSO-甲醇 ( 2B8)溶液稀释至

刻度,按 / 2110项色谱条件进样,计算包封药物量。

精密量取该样品溶液 014mL置 10mL量瓶中,

用 DMSO -甲醇 ( 2B8)溶液稀释至刻度,按 / 2110项
色谱条件进样分析, 计算药物总量。用以下公式计

算包封率, 3批样品的包封率分别为 98181%,

98151%, 99105% ; RSD 分别为 0154% , 0162%,

0164%。

包封率 En(% ) =
包封药物
药物总量

@ 100%

3 讨论

由于 AmB在二甲基亚砜中溶解,在甲醇中极微

溶, 在水中不溶,遇光易分解,所以 AmB脂质体破乳

采用 DMSO - 甲醇 ( 2B8)溶液, 对 AmB和磷脂都有

很好的溶解性,配制好的 AmB溶液不宜久放。在加

样回收试验中,为解决 AmB的溶解性, 将其制备成

AmB的去氧胆酸盐。
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