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摘　要　建立兔眼房水中两性霉素 B 含量测定的高效液相色谱方法, 研究两性霉素 B 脂质体药膜的

缓释作用。采用 Hypersil C18( 4. 6mm×150mm, 5�m )色谱柱, 以甲醇∶EDT A-2Na ( 5mmol/ L ) = 80∶20

( V / V )为流动相, 流速: 1mL / min; 柱温: 室温; 检测波长: 405nm ;进样量: 20�L。结果表明两性霉素 B 在

22. 3—2450ng/ m L 范围内线性关系良好( r= 0. 9996) ,房水中两性霉素 B 的平均提取回收率大于 95% ,日

内 RSD 为 1. 05%。检出限为 4ng / mL。该法简便、准确、可靠, 适合两性霉素 B 的含量测定。
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1　引言
两性霉素 B是大环内酯类高效广谱的抗真菌药物, 是临床治疗深部真菌感染的首选药。传统

的两性霉素制剂的肾毒性较大,但其缓释剂型有缓释、减少毒副作用及并发症发生的优点,且疗效

与 传统的制剂相当或更好, 这极大地促进了两性霉素在临床中的应用
[ 1, 2]
。两性霉

素 B( Amphotericin B, AmB)对治疗真菌性眼内炎可能具有独特的优越性
[ 3]
。本研究中建立了精密

的 HPLC 测定兔眼房水中两性霉素 B 的含量, 研究两性霉素 B 脂质体药膜的缓释作用, 为治疗真

菌性角膜炎提供良好的移植材料和方法。

2　实验部分

2. 1　仪器和试剂

SY-8100高效液相色谱仪(北京北分瑞利公司) ; TGL-16高速台式离心机(上海医用分析仪器

厂 ) ; KQ2200B 超声仪器 (昆山市超声仪器有限公司 ) ; SK-1 快速混匀器 (江苏国华仪器) ;

DW-25W198冰箱(青岛市海尔公司)。

两性霉素 B 对照品(美国 Sigma公司) ;两性霉素 B 脂质体(上海新先锋药业有限公司, 批号:

080802) ; 两性霉素 B 脂质体药膜(自制) ; 甲醇(色谱纯,江苏汉邦科技有限公司) ;乙腈(色谱纯, 江

苏汉邦科技有限公司) ; 二甲基亚砜( DMSO, 纯度≥99. 5%, 德国默克公司) ;乙二胺四乙酸二钠

( EDTA -2Na)等其他试剂均为分析纯。



2. 2　实验方法

2. 2. 1　色谱条件

色谱柱: Hypersil C18柱( 4. 6mm×150mm, 5�m) ; 流动相: 甲醇∶EDT A-2Na ( 5mmol/ L ) =
80∶20( V / V ) ;流速: 1. 0mL/ min;柱温:室温 25℃; 紫外检测波长: 405nm;进样体积: 20�L。色谱图
见图 1。

2. 2. 2　对照品储备液配制

准确称取 0. 0127g 两性霉素 B对照品,加 1mL 二甲基亚砜溶解后,置于 10mL 棕色容量瓶中,
加 1mL 二甲基亚砜溶解后,加甲醇稀释至刻度,摇匀得浓度为 1. 27mg / mL 的储备液,置于冰箱中

- 20℃避光冷藏保存备用。准确吸取对照品储备液 400�L,置于 25mL 棕色容量瓶中,加甲醇稀释

至刻度,摇匀,即得浓度为 20. 32�g/ mL 的两性霉素 B对照品溶液。

2. 2. 3　样品的收集

取 3只健康新西兰大白兔, 单只眼的眼角膜表面进行药膜移植,手术后 1、2、3、4、5d 同一时间

点抽取房水 0. 1mL,置于- 40℃避光保存, 待测。

2. 2. 4　样品的预处理

取兔眼房水 100�L 于 1. 5mL 离心管中, 按与样品 1∶1( V / V )比例加入乙腈,涡旋混匀 1min,

13000r/ m in离心 15m in,取上清液供高效液相色谱法分析,记录峰面积, 定量。

3　结果与讨论

3. 1　方法专属性实验

在选定的色谱条件下, 空白药膜与空白房水中的杂质不干扰测定, 峰形良好, 保留时间约为

4. 9min(图 1)。

图 1　两性霉素 B 色谱图

峰 1——两性霉素B。

A——两性霉素 B对照品; B——空白房水; C——空白药膜; D——房水中的两性毒素 B。
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3. 2　校准曲线的制备

取两性霉素 B对照品储备液适量, 分别稀释配制成浓度为 22. 3, 55. 8, 127, 254, 635, 1270,

2540ng / mL 的两性霉素 B溶液, 取 20�L 进样, 按上述色谱条件测其峰面积,以峰面积( y )对浓度

( x )作线性回归,得线性回归方程: y= 94. 989x+ 1040. 9, r= 0. 9996。

检出限: 取对照品溶液 20�L 进样,当信噪比为 3时,测得两性霉素 B的检出限为 4ng / mL。

3. 3　精密度与回收率实验

3. 3. 1　精密度实验

取“3. 2”项下浓度为 22. 3, 127, 1270ng / mL 的两性霉素 B对照品溶液,分别于同一天内进样 5

次,根据校准曲线计算含量,结果 RSD值分别为 1. 04%、1. 20%、0. 92%, 平均 RSD为 1. 05%, 表

明该方法精密度良好。

3. 3. 2　回收率实验

取空白房水,分别加入两性霉素 B对照品溶液适量,配成浓度为 55. 8, 127, 2540ng/ mL 的房水

两性霉素 B 对照品样品各 3份, 按照“2. 2. 4”项下处理后,进样 20�L 进行 HPLC 分析,计算回收

率,结果见表 1。

表 1　房水中两性霉素 B回收率结果

加入量(n g/mL ) 测得量( ng/ mL) 回收率( % ) 平均回收率( % )

55. 1 98. 7

55. 8 54. 0 96. 8 97. 6

54. 3 97. 3

125 98. 4

127 126 99. 2 99. 5

128 100. 8

2499 98. 4

2540 2531 99. 6 98. 6

2486 97. 9

3. 4　样品测定

按照“2. 2. 4”项下方法处理兔眼房水样品, 进样 20�L,进行 HPLC分析,测得结果见表 2。

表 2　样品的测定结果

时间( d) 第 1只(n g/m L) 第 2只( ng/ mL) 第 3只( ng/ mL) 平均值( ng/ mL)

1 113. 3 112. 6 113. 5 113. 1

2 61. 5 60. 3 61. 7 61. 2

3 44. 8 43. 7 45. 6 44. 7

4 31. 3 30. 6 32. 2 31. 4

5 28. 5 27. 6 28. 8 28. 3

4　结论
本实验建立的以甲醇∶EDTA-2Na( 5mmol/ L ) = 80∶20( V / V )为流动相的 HPLC 测定方法,

空白房水和空白药膜都不干扰测定,且回收率良好。出峰时间快,峰形和精密度良好,测定效果较

好,结果稳定,适用于两性霉素 B的房水含量的快速分析测定。

从本实验样品测定结果可以看出两性霉素 B脂质体药膜用于兔眼房水具有良好的缓释作用,

可为治疗真菌性角膜炎提供良好的移植材料和方法。
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Determination of Amphotericin B in Aqueous Humor of Rabbits by HPLC

L I Xiao-M ei　ZHENG Yong-Chi　WANG Hong-Gui　REN Qiang
( P eopl e’s H ospital of D uj iangy an, D uj iangy an, Sichuan 611830, P. R . China)

Abstract　The method for the determinat ion of amphotericin B ( AmB) in aqueous humor of

rabbits was established by HPLC to study sustained release of liposome emulsion of AmB, with

Hypersil C18 ( 4. 6mm × 150mm, 5�m ) column and methanol ∶ EDT A-2Na ( 5mmol/ L ) =

80∶20( V / V ) as mobile phase. The f low rate and detection w avelength w ere 1. 0mL/ min, 405nm,

respect ively , w ith sample volume for determination of 20�L. The results showed that AmB had a good
linear in the range of 22. 3—2450ng/ mL( r= 0. 9996) . The average recovery w as above 95% with

RSD of 1. 05% in a day. The detect ion limit was 4ng / mL. This method is simple, rapid, accurate and

selective for the determinat ion of AmB.
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