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摘要  目的: 建立青蒿油多相脂质体中维 A酸的鉴别及含量测定方法。方法: 采用薄层色谱法对维 A酸进行定性鉴别, 并采

用高效液相色谱法同时测定维 A酸及其降解产物异维 A酸的含量。色谱柱: D ikma Krom asilC18柱 ( 250 mm @ 416 mm, 5Lm );

流动相: 乙腈 - 011%磷酸溶液 ( 88B12);检测波长: 355 nm;柱温: 30 e ;流速: 11 0 mL# m in- 1;进样量: 10 LL。结果: 在薄层层

析色谱中能检出维 A酸, 维 A酸在 011016 ~ 11016 Lg范围内具有良好的线性关系 ( r= 01 9999); 平均回收率为 991 4% , RSD

为 01 35%。结论:该方法简便、快速、准确,具有良好的重复性和回收率, 可作为该制剂中维 A酸的质量控制方法。
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TLC identification and content determ ination of tretinoin

in Artem isia oil polyphase liposome

HE B ing, TIAN J,i FENGW en- yu, LI Chun- hong, A IH ong- b ing

( Inst itu te ofM ateriaM ed ica ofLu zhouM ed ical College, Lu zhou 646000, Ch ina)

Abstract Objec tive: To establish the method for the ident ification and determ ina tion o f tret ino in in artem isia o il

po lyphase liposome. Methods: T retino in in A rtem isia o il po lyphase liposom ew as ident ified by TLC, and the content

of tret ino in and isotretino in w ere detected simu ltaneously byHPLC. The separation w as carried out on a D ikma Kro-

masil C18 column( 250mm @ 416mm, 5 Lm). The mobile phase w as acetonitrile- 011% phosphoric ac id solution

( 88B12) , the detectivew ave length was set at 355 nm, the co lumn temperaturew as 30 e , the flow ra tew as 110mL

# m in
- 1

and the in ject ion vo lume was 10 LL. Results: Tret ino in cou ld be detected by TLC, the ca libration curve

show ed good linearity over the range o f 011016 - 11016 Lg ( r = 019999) . The average recovery w as 9914% w ith

RSD 0135% . Conclusion: Th ism ethod is simple, rapid, accurate and w ith good repeatab ility and recovery, it can be

used as the qua lity contro lm ethod for this preparation.

Key words: A rtem isia o il po lyphase liposome; tretino in; TLC identificat ion; content determ inat ion; entrapment eff-i

ciency; leakage rate; in vitro re lease

  青蒿油多相脂质体是我所研究的中药新药,由

青蒿油、维 A酸、甘草酸铵等组成, 经体内外药效学

试验表明,该制剂具有抗肝癌、肺癌、白血病的作用。

为完善其质量控制标准, 采用薄层色谱法对维 A酸

进行定性鉴别, 并采用高效液相色谱法测定了维 A

酸及其降解产物异维 A酸的含量,同时检测了维 A

酸的包封率、渗漏率和体外释放度。该方法简单快

速,重复性好, 可作为该制剂中维 A酸的质量控制

标准。

1 仪器与试药

戴安高效液相色谱仪 ( P680A四元低压梯度

泵, PDA - 100二极管阵列检测器, TCC- 100柱温

箱, Chromeleon色谱工作站 ); 瑞士 Prec isa电子天平

( XR 205SM - DR ); ZRS - 8G智能溶出仪 (天津市

天大天发科技有限公司 ) ; HSE- 12固相萃取装置

(天津恒奥科技发展有限公司 ); 固相萃取小柱

( Besep SPE Co lumn, C18, 500 mg# 6mL
- 1

); 硅胶 G

薄层预制板 (青岛海洋化工厂 ) ;透析袋 (截留相对

分子质量 8000~ 14000,美国进口分装 )。

对照品维 A酸 (批号: 100307 - 200401)、异维
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A酸 (批号: 100224- 200402), 中国药品生物制品检

定所; 乙腈为色谱纯,其余试剂均为分析纯, 水为重

蒸馏水;青蒿油多相脂质体及阴性对照样品 (自制,

批号: 050615, 050623, 050629,规格: 10 mL)。

2 方法与结果

211 薄层鉴别

21111 溶液制备

对照品溶液: 取维 A酸对照品适量, 精密称定,

加甲醇制成浓度为 1mg# mL
- 1
的溶液,作为维 A酸

对照品溶液。

供试品溶液:取本品 1 mL, 加水稀释到 10 mL,

过预处理好的 C18固相萃取小柱 (甲醇 10 mL活化,

水 10mL平衡 ) , 用 80%甲醇 5mL洗脱, 弃取洗脱

液,再用甲醇 2mL洗脱,收集洗脱液即得。

阴性对照液:取按处方比例及制备工艺制得缺

维 A酸的阴性对照样品, 按供试品溶液制备方法制

成阴性对照溶液。

21112 薄层层析  吸取上述溶液各 5 LL, 分别点

于同一硅胶 G薄层板上,以石油醚 ( 60~ 90 e ) -

乙酸乙酯 -甲酸 ( 40B5B1)为展开剂, 展开,取出,晾

干,喷以 2%香草醛 10%磷酸乙醇溶液,在 105 e 加

热至斑点显色清晰。供试品色谱中, 在与对照品色

谱相应的位置上显相同深蓝色斑点, 阴性对照无此

斑点。结果见图 1。

图 1 维 A酸薄层层析图谱

F ig 1 TLC ch rom atogram of tret inoin

11维 A酸对照品 ( tret inoin reference sub stan ce)  2~ 41样品

( sam p les)  51阴性对照样品 ( n egat ive samp le)

212 含量测定

21211 色谱条件  色谱柱: D ikma K romasil C18 ( 250

mm @ 416 mm, 5 Lm); 流动相: 乙腈 - 011%磷酸溶
液 ( 88B12) ; 检测波长: 355 nm; 柱温: 30 e ; 流速:

110mL# m in
- 1
;进样量: 10 LL。

21212 溶液制备
对照品溶液:取经五氧化二磷减压干燥至恒重

的维 A酸及异维 A酸对照品适量, 精密称定,置棕

色量瓶中, 加异丙醇制成每 1 mL含维 A酸 5018
Lg、异维 A酸 513 Lg的溶液,即得。

供试品溶液: 精密量取本品 1 mL, 置棕色量瓶

中, 以异丙醇稀释至 25mL,摇匀即得。

阴性对照溶液: 精密量取按处方比例及制备工

艺制得不含维 A酸的阴性对照样品 1mL, 以异丙醇

稀释到 25 mL,摇匀即得。

21213 系统适应性试验  分别精密吸取对照品溶
液、供试品溶液、缺维 A酸的阴性对照溶液各 10

LL,注入高效液相色谱仪,记录色谱图,结果见图 2。

从图 2可见,维 A酸的保留时间约为 1113m in,维 A

酸峰与异维 A酸的分离度为 5159, 拖尾因子为
1102, 理论塔板数以维 A酸峰计为 18162,以异维 A

酸峰计为 17575。维 A酸及异维 A酸峰纯度因子分

别为 999和 982,阴性对照溶液的色谱图中, 在维 A

酸出峰位置处无干扰,即本试验条件下维 A酸与其

他组分分离完全。

图 2 青蒿油多相脂质体 HPLC色谱图

Fig 2 HPLC ch rom atogram s of artem is ia oil polyphase l iposom e

A.对照品 ( reference sub stances)  B. 供试品 ( samp le)  C. 阴性对照

( negat ive sam ple)

11异维 A酸 ( isotretino in)  21维 A酸 ( tretino in)

21214 线性关系考察  分别精密吸取 / 212120项

下对照品溶液 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20 LL, 注入液相色

谱仪,按上述色谱条件测定峰面积, 以峰面积 A 对

进样量 C ( Lg)进行线性回归, 维 A酸和异维 A酸的

回归方程分别为:

A = 11210C+ 015459 r= 019999
A = 10817C+ 010632 r= 019999
结果表明,维 A酸进样量在 011016~ 11016 Lg范围
内, 异维 A酸进样量在 010106~ 01106 Lg范围内与
峰面积有良好的线性关系。当信噪比为 10B1时, 异

维 A酸的定量限为 0165 ng。

21215 精密度试验  精密吸取 / 212120项下对照

品溶液 10 LL, 连续进样 6次, 测得维 A酸和异维 A

酸峰面积的 RSD分别为 0126%和 0158% ( n = 6 ),
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表明仪器精密度良好。

21216 稳定性试验  取本品 (批号: 050615)的供

试品溶液,避光 5 e 放置,分别于制备后 0, 4, 8, 12,

24, 36 h进样测定,测得维 A酸和异维 A酸峰面积

的 RSD分别为 111%和 117% ( n = 6) , 表明供试品

溶液在 36 h内稳定。

21217  重复性试验  取同一批样品 (批号:

050615), 照 / 212120项下供试品溶液的制备方法,

平行制备 6份供试品溶液, 分别进样测定,测得维 A

酸和异维 A酸含量分别为 019601和 010295 mg#

mL
- 1
, RSD分别为 0139%和 0156% ( n = 6) ,表明本

法重复性良好。

21218 回收率试验  精密量取已知含量的本品

(批号: 050615 ) 9份, 每份 1 mL, 分成 3组, 每组 3

份,分别精密添加浓度为 012406 mg# mL
- 1
的维 A

酸和 010075mg# mL
- 1
的异维 A酸对照品溶液 3,

4, 5mL,照 / 212120项下方法制备供试品溶液, 按上

述色谱条件测定,并计算回收率。结果维 A酸和异

维 A酸的平均加样回收率分别为 9914%和 9813% ,

RSD为 0135%和 0182% ( n = 9)。表明本法测定有

效成分和杂质含量均具有良好的回收率及较高的准

确度。

21219 样品测定  分别精密吸取对照品溶液和供

试品溶液各 10 LL,按上述色谱条件测定, 记录维 A

酸和异维 A酸的峰面积,并用外标法计算维 A酸及

其降解产物异维 A酸的含量,结果见表 1。

表 1 青蒿油多相脂质体中维 A酸和

异维 A酸含量测定结果 ( n= 3)

Tab 1 Determ ination resu lts of tretino in and

isotretino in in Ar tem isia oil polyphase liposom e

批号

( Lo t No. )

维 A酸 ( tretinoin) 异维 A酸 ( isotre tino in)

含量 ( content)

/mg# mL- 1

R SD

/%

含量 ( con tent)

/mg# mL- 1

RSD

/%

050615 019603 0151 010298 01 97

050623 019362 0132 010316 01 64

050629 019538 0147 010265 01 82

213 包封率测定  由于维 A酸脂溶性极强, 在透

析时, 包封于脂质体内的药物和游离药物之间的动

态平衡不易破坏,即不易发生渗漏,故可采用透析法

测定维 A酸的包封率。经试验发现, 在透析袋中,

10 h药物的释放就可以达到平衡,为保证药物完全

释放, 实验选择在 12 h取样测定药物包封率。取脂

质体 1mL,加入已处理的透析袋内, 将透析袋浸入

透析液 (即制备脂质体的水合介质 ) 100mL中,置于

磁力搅拌器上搅拌,定时更换透析液,透析 12 h, 将

透析袋内容物取出置 25mL量瓶中, 加异丙醇稀释

至刻度,按上述色谱条件测定含量, 作为 W包。另取

脂质体 1mL,加异丙醇稀释到 25mL,测定含量, 作

为总药量 W总。根据公式包封率 EE (% ) = (W包 /

W总 ) @ 100%计算包封率。测得 3批脂质体中维 A

酸的包封率分别为 9715%, 9618%, 9813%; RSD为

112% , 0193%, 114% ( n= 3)。

214 体外释放度试验

取脂质体 1 mL,置透析袋内 (扎紧两端, 除去气

泡 ) ,固定于溶出仪的搅拌桨上, 以 200 mL磷酸盐

缓冲液 ( pH 714) -异丙醇 ( 60B40)为介质, 在 37 e
水浴中以 100 r# m in

- 1
搅拌, 分别在 015, 1, 115, 2,

215, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 16, 24 h吸取透析液 1 mL,

并及时补充等量同温介质,进样测定,以此作为释放

的游离药物总量 W游。以含量测定项下测得含量作

为总药物量 W总 , 以公式 Q (% ) = (W游 /W总 ) @

100%计算累积释药率。另取 1 mg维 A酸原料, 加

异丙醇 1 mL溶解, 同法测定维 A酸溶液的体外释

放度,以累积释药率 Q (% )对释药时间 t ( h )作图,

见图 3。

图 3 青蒿油多相脂质体和维 A酸溶液体外释放曲线

Fig 3 Release curves of tretin oin in Artem isia o ilpolyphase liposom e

and tretino in so lut ion

11维 A酸溶液 ( tret inoin solu tion)  21青蒿油多相脂质体 ( Arte-

m isia oil polyphase liposom e)

从图 3可见,维 A酸溶液在 1 h释药接近 60%,

6 h趋于平衡;而青蒿油多相脂质体中的维 A酸释

放较缓慢,前 6 h内仅释放了 60%的药物。对脂质

体和溶液的 0~ 24 h体外释药数据分别以零级、一

级、H iguch i、W eibu ll、对数正态分布方程进行拟合,

结果脂质体以对数正态分布方程拟合最好, 而溶液

以一级方程拟合最好,体外释放方程分别为:

Q脂质体 = 011685 lnt+ 013220 r= 019985
ln( 100- Q溶液 ) = - 013568t- 018289 r= 019972
215 渗漏率检测  同包封率测定法, 分别在 0, 3,
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6, 9, 12, 18月测定各月包封率 W包 n, 以公式渗漏率

LR (% ) = [ (W包 0 - W包n ) /W包 0 ] @ 100%计算各月

的渗漏率。结果见表 2。

表 2 青蒿油多相脂质体中维 A酸的渗漏率测定结果 (% )

Tab 2 Leakage rate of tretino in in Ar tem isia

oil polyphase liposom e

批号

( Lo t No. )

时间 ( t ime) /month

3 6 9 12 18

050615 0126 0153 0193 1149 2102

050623 0112 0132 0175 1118 1163

050629 0123 0147 0186 1129 1186

3 讨论

311 薄层鉴别提取方法选择  试验尝试多种破乳

和提取方法,但效果均不理想, 主要是常规提取方法

易导致维 A酸分解为异维 A酸, 二者合并为一椭圆

斑点。后来发现 C18 SPE小柱能吸附脂质体内药

物,故以脂质体通过预处理的 SPE小柱,以 80%甲

醇洗脱尽量除去其他杂质后,再以甲醇洗脱获得维

A酸供试品溶液, 其展开斑点圆整, 维 A酸也未大

量分解为异维 A酸,异维 A酸干扰较小。

312 薄层鉴别展开系统选择  在鉴别维 A酸时尝

试了文献报道的所有展开系统
[ 1~ 3]

, 但效果均不理

想,主要是由于维 A酸与青蒿油中某一成分无法分

离,即空白有干扰。后采用鉴别方中青蒿油的展开

系统: 石油醚 ( 60~ 90 e ) -乙酸乙酯 ( 36B5) , 再加
适当甲酸,并增加石油醚的比例, 即石油醚 ( 60~ 90

e ) -乙酸乙酯 -甲酸 ( 45B5B1) , 可有效分离维 A

酸和青蒿油,分离效果良好。

313 薄层鉴别显色剂选择  维 A酸的薄层鉴别,

文献
[ 1~ 3]
普遍采用 GF254薄层板, 并在紫外灯下检

视,但实验发现紫外灯下维 A酸的斑点对比度并不

强,给照相带来一定困难, 且背景色亮绿色荧光也很

难冲印出来, 故实验比较了其他显色剂。当喷以

1%三氯化铁乙醇溶液和 10% 硫酸乙醇溶液时, 维

A酸显淡黄色。而 011%溴酚蓝乙醇溶液在蓝紫色
背景下所显黄色斑点也不强。最后发现喷以 2%香

草醛 10%硫酸乙醇溶液,在 105 e 加热 2 m in,维 A

酸即显深蓝色,而空白中的青蒿油斑点在维 A酸位

置不显色,即空白无干扰。但此显色剂中硫酸具有

强氧化性,很容易将薄层板烤黄,试验发现将磷酸代

替硫酸,即 2%香草醛 10%磷酸乙醇溶液显色, 虽然

显色烘烤时间要加长至 4~ 5 m in,但薄层板不会烤

黄,效果较 2%香草醛 10%硫酸乙醇溶液好。

314 测定波长的选择  采用二极管阵列检测器在
190~ 380 nm范围内分别扫描对照品溶液及供试品

溶液中维 A酸峰的紫外吸收, 其分别在 355, 355 nm

有最大吸收,故检测波长选择 355 nm。

315 流动相的选择  维 A酸的降解产物一般为 13

-顺维 A酸 (异维 A酸 )、9 -顺维 A酸等, 它们与

维 A酸很难分离, 在选择流动相系统时, 尝试用多

组流动相系统
[ 4~ 7]
的不同比例、流速及柱温。试验

发现流动相以乙腈 - 011%磷酸 ( 88B12) , 流速为

110 mL# m in
- 1
,柱温为 30 e 时保留时间适宜,维 A

酸与异维 A酸及其他降解产物分离效果最理想, 故

采用此流动相。

316 小结  实验采用薄层色谱法对青蒿油多相脂

质体中维 A酸进行定性鉴别, 并采用 HPLC测定了

维 A酸及其降解产物异维 A酸的含量,并检测了维

A酸的包封率、渗漏率及体外释放度。结果薄层鉴

别专署性强,斑点圆整, 日光下显深蓝色,对比度强;

含量测定准确可靠,精密度好,具有良好的重复性和

回收率,可用于该制剂中维 A酸的质量控制。该分

析方法也适用于其他含维 A酸的制剂定性和定量

分析。
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