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HPLC法测定人参皂苷 Re蛋清蛋白
纳米混悬剂中的药物含量

张雅昕, 王 � 龙, 刘克非, 王 � 范, 徐 � 晖, 邓意辉
(沈阳药科大学 药学院,辽宁 沈阳 110016)

摘要: 目的 建立人参皂苷 R e蛋清蛋白纳米混悬剂中药物含量的测定方法。方法 采用 D iam ons il

C18色谱柱 ( 250 mm � 4� 6 mm, 5 �m ) ,流动相为乙腈�体积分数为 0�05% 磷酸水溶液 (体积比 25 
75), 流速 1�0 mL!m in- 1, 紫外检测波长 203 nm, 柱温 25 ∀ 。结果 在本实验条件下, 制剂中辅料对

药物含量的测定无干扰, 人参皂苷 R e质量浓度在 44�40~ 177�6 m g! L - 1内线性关系良好 ( r =

0� 999 9, n = 5), 药物平均加样回收率为 100� 1% , R SD为 0� 84% ( n = 9)。结论 此方法准确可靠、

简便易行、重现性好,可用于人参皂苷 R e蛋清蛋白纳米混悬剂中药物含量的测定。
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中图分类号: R 917; R 927� 2� � � 文献标志码: A

� � 人参皂苷 Re ( g insenoside Re,化学结构式见

图 1)属人参皂苷三醇型 ( B型 ) ,外观为无色针状

结晶, 显酸性,难溶于水, 易溶于甲醇、乙醇、丙二

醇。文献报道, 人参皂苷 Re可明显降低肿瘤细

胞膜流动性,有一定抗肿瘤作用;可抑制细胞膜上

不饱和脂肪酸的过氧化反应, 有显著的抗衰老功

能
[ 1]
。另外, 人参皂苷 Re可通过调节中枢胆碱

能系统及改善异常血液流变状态, 对化学药物导

致的记忆损伤具有很好的修复作用
[ 2 ]

;并且能够

改善休克的血液动力学障碍和微循环障碍, 维持

内环境的稳定和组织的正常状态及功能
[ 3 ]
。

F ig. 1� Struc ture of ginsenoside R e

� � 一般而言, 难溶性药物受体内溶出速度的影

响,经口给药吸收较差, 生物利用度低, 个体差异

大,将其制成纳米混悬剂, 可以增加药物粒子的表

面积, 并能减小扩散层的厚度
[ 4]

, 使药物溶出速

度增加,从而提高经口给药的生物利用度。在纳

米混悬剂中,常采用加入表面活性剂或高分子聚

合物作为稳定剂来抑制药物粒子间的聚集沉

积
[ 5- 6]
。作者根据人参皂苷 Re的特性,成功地用

探头超声法制备了人参皂苷 Re蛋清蛋白纳米混

悬剂
[ 7- 8]
。蛋清蛋白不仅方便易得、成本低,而且

蛋清本身是一种天然的营养物质、无毒,并且对于

大多数人群而言,蛋清不存在免疫原性,是一理想

的药物传递系统载体。目前尚未见关于用蛋清蛋

白作为稳定剂的报道。为了对制剂进行有效的质

量控制,作者建立了 H PLC法测定制剂中人参皂

苷 Re的含量。

1� 仪器与材料

高效液相色谱仪: P230高压恒流泵、DAD230

二极管阵列检测器、DAD2000色谱数据处理工作

站 (大连依利特科学仪器有限公司 ) , D iam onsil

C18色谱柱 ( 250 mm � 4�6 mm, 5 �m,美国迪马公

司 ) , KQ5200B超声波清洗器 (江苏昆山超声仪器

有限公司 )。



人参皂苷 Re对照品 (中国药品生物制品检

定所, 批号 110754�200822), 人参皂苷 Re原料药

(大连医海生物科技有限公司 ) ,乙醇、甲醇、乙腈

(色谱纯,江苏汉邦科技公司 ) , 无水乙醇 (药用

级,安徽安特生物化学有限公司 ), 水 (重蒸水, 自

制 ) , 人参皂苷 Re蛋清蛋白纳米混悬剂 (规格为

2�5 g! L
- 1

, 批号 20091117、20091124、20091202,

自制 )。

2� 方法与结果

2�1� 色谱条件

色谱柱: D iamonsil C18 色谱柱 ( 250 mm �

4�6 mm, 5 �m ); 流动相:乙腈�体积分数为 0�05%

磷酸水溶液 (体积比 25 75); 柱温: 25 ∀ ; 流速:

1�0 mL!m in
- 1

; 紫外检测波长: 203 nm; 进样量: 20

�L。

2�2� 溶液的制备

取人参皂苷 Re对照品 5�0 m g, 精密称定。

置 10 mL量瓶中,加入体积分数为 20%的乙醇水

溶液适量,超声处理使其溶解, 放冷。用体积分数

为 20%乙醇水溶液稀释至刻度, 混匀, 得对照储

备液。

精密量取人参皂苷 Re蛋清蛋白纳米混悬剂

1�0 mL, 置 10 mL量瓶中,加入乙醇�乙腈 (体积比

2 1) 6�0 mL沉淀蛋白。于 200 W、40 kH z下超声

提取 5 m in, 用乙醇�乙腈 (体积比 2 1)稀释至刻

度, 混匀后将内容物全部转移至离心管中,

10 000 r!m in
- 1
离心 10 m in,通过 0�22 �m微孔滤

膜除去蛋白沉淀。精密移取续滤液 4�0 mL,置 10

mL量瓶中, 流动相稀释至刻度, 混匀, 得供试溶

液。

实验中作者发现, 若采用无水乙醇配制药品

溶液进行 H PLC分析, 在溶剂峰前端会出现一个

峰 (图 2中峰 1) ,并且峰面积随药物质量浓度的

增加而增大。

A# E thano ;l B# 355� 2 m g! L- 1 g insenoside R e; C# 888�0 m g! L- 1 g insenos ide R e; 1# U nknown; 2# G insenoside R e

Fig. 2� HPLC chrom atogram s of ethanol and gin senoside Re in 99�7% ethanol

� � 收集峰 1的流出液进行 HPLC分析, 发现流

出液主峰的保留时间 (图 3中峰 1)和人参皂苷

Re的保留时间相同 (图 2中峰 2) ,且在峰 1的位

置没有其他峰出现。由紫外光谱图 (图 4)可见,

图 2中峰 1和峰 2的紫外吸收特征一致,证明溶

剂峰前端的物质即为人参皂苷 Re。作者采用体

积分数为 20%的乙醇溶液溶解药物, 并用流动相

稀释进行 H PLC分析, 经过验证, 体积分数为

20%的乙醇溶液对药物出峰情况没有影响, 并且

能够保证药物完全溶解。目前作者尚未见关于该

现象的报道,具体机理有待进一步论证。

A# E thano ;l B# P eak 1 in F ig� 2; 1# G insenoside R e

Fig. 3� HPLC chromatogram s of effluent
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Fig. 4� UV absorp tion spectrum s of peak 2( A) and peak 1( B)

2�3� 色谱系统适用性及专属性试验

在 ∃ 2�1%条色谱条件下, 理论塔板数按人参

皂苷 Re计不低于 5 000, 人参皂苷 Re色谱峰与

相邻色谱峰分离度大于 1�5, 拖尾因子 0�95 ~

1�05。

取自制的空白纳米混悬剂 (除不加入主药

外,制备工艺与供试品相同 )和人参皂苷 Re纳米

混悬剂, 按 ∃ 2�2%条方法处理样品, 分别进样

20 �L。另配制 Re对照溶液, 流动相稀释, 进样

20 �L,色谱图见图 5。空白辅料对主药的含量测

定无干扰。

A# Blank nano suspension; B# Standard; C# Sam ple; 2# G insenoside R e

F ig. 5� HPLC chrom atogram s of nanosuspension and gin senosideR e standard

2�4� 线性关系考察

分别精密量取对照储备液 1�0、1�6、2�0、

3�0、4�0 m L,置 10 mL量瓶中, 用流动相稀释至刻

度,混匀, 制得质量浓度分别为 44�40、71�00、

88�80、133�2、177�6 m g! L
- 1
的对照溶液。分别进

样 20 �L,记录峰面积。以峰面积 (A )对质量浓度

( �, m g! L
- 1

)绘制标准曲线, 计算线性方程为A =

4�267 �- 1�970, r= 0�999 9。结果表明人参皂苷

Re质量浓度在 44�40~ 177�6 m g! L
- 1
内与峰面积

呈良好的线性关系。

2�5� 稳定性试验

取 ∃ 2�4%条中质量浓度为 88�80 m g! L
- 1
的人

参皂苷 Re溶液, 于 4 ∀ 冰箱放置,并在 0、2、4、8、

12、24 h分别取样 20 �L经 H PLC分析,计算得各

时间点峰面积 ( A )的平均值为 0 h时测定值的

100�1%、100�3%、99�9%、100�2%、100�2%。表

明该溶液在 4 ∀ 下 24 h内稳定。

2�6� 精密度试验
精密量取人参皂苷 Re蛋清蛋白纳米混悬剂

(批号 20091117)供试品 5份, 按 ∃ 2�2%条方法制

成供试溶液。分别取样 20 �L进行 H PLC分析,

记录峰面积,计算得人参皂苷 Re含量的 RSD值

为 1�2%。表明仪器的精密度良好。

2�7� 重复性试验
取 ∃ 2�4 %条中质量浓度为 44�40、88�80、

177�6 m g! L
- 1

(低、中、高 )的人参皂苷 Re对照溶

液,连续进样 6次,记录峰面积,计算得 RSD分别

为 0�5%、0�6%、0�6%。表明方法的重复性良

好。

2�8� 定量限的确定
将人参皂苷 R e对照溶液稀释不同的倍数,

进行 HPLC分析, 测得定量限 ( S /N = 10 )为

200 ng。

2�9� 回收率试验

精密量取 1�0 mL的空白纳米混悬剂 9份,分

别置于 10 mL量瓶中,精密加入质量浓度为 2�5 g

! L
- 1
对照溶液 0�8、1�0、1�2 mL各 3份, 充分混

匀,按 ∃ 2�2%条方法除去蛋白。分别精密量取续
滤液 4�0 m L, 置于 10 mL量瓶中, 用流动相稀释

至刻度,混匀。分别进样 20 �L, 记录峰面积, 计
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算回收率, 结果见表 1。表明该方法的回收率符 合要求。

Table 1� The resu lts of recover ies of ginsenoside R e( n= 9)

m adde d /m g m found /mg R ecove ry /% A ve rage recove ry /% R SD /%

2�0 2� 024 101� 2

2�0 1� 994 99� 7

2�0 2� 012 100� 6

2�5 2� 508 100� 3

2�5 2� 485 99� 4 100� 1 0� 8

2�5 2� 493 99� 7

3�0 2� 997 99� 9

3�0 3� 021 100� 7

3�0 2� 988 99� 6

2�10� 供试品含量测定
取 3批自制的人参皂苷 Re蛋清蛋白纳米混

悬剂, 按 ∃ 2�2%条方法制备供试溶液, 分别进样

20 �L。另取质量浓度为 0�1 g! L
- 1
的对照溶液,同

法测定。用峰面积按外标法计算含量, 测得 3批

供试品的标示质量分数含量分别为: 99�8% (批

号 20091117)、99�4% (批号 20091124 )、100�9%

(批号 20091202), RSD值为 1�1%。

3� 讨论与结论

a�蛋白沉淀剂的选择: 文献通常采用乙腈沉

淀蛋白,产生的沉淀疏松且容易过滤除去
[ 9- 10]

。

但作者发现人参皂苷 Re在乙腈中几乎不溶, 如

果以乙腈作为蛋白沉淀剂,则不能充分提取药物。

实验中发现,在用对药物具有良好溶解性的甲醇

或乙醇沉淀蛋白时,这 2种溶剂虽然能将药物充

分提取,但所得的沉淀较少且悬浮于溶剂中,不易

除去。故作者考察了不同比例的甲醇�乙腈、乙
醇 �乙腈作为蛋白沉淀剂的情况, 发现当采用乙

醇 �乙腈体积比 2 1为混合溶媒时, 产生的沉淀疏

松、易除去, 可将药物充分提取,而且操作方便,重

现性好,故最终选择乙醇�乙腈 (体积比 2 1)沉淀

蛋白。采用混合溶媒作为蛋白沉淀剂,一方面,使

制剂中的蛋白被沉淀分离, 容易除去;另一方面,

保证药物溶解于有机溶剂中,可将其充分提取。

b�作者所建立的蛋清蛋白纳米混悬剂中人
参皂苷 Re的含量测定方法, 重现性好, 精密度

高,测定结果准确可靠,可作为该制剂的质量控制

方法。
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t id ine and bism uth respective ly in plasm a, and study the pharm acokinet ics and re lative bioequivalence fo llow �
ing o ral adm inistrat ion o f com pound ranitid ine tablets and com pound ran it id ine capsules in healthy v o lun�
teers. M ethods Tw enty hea lthy vo lun teers to ok com po und ran it id ine tablets and com pound ran it idine cap�
sules, respect ive ly. The concentration o f ranitid ine in plasm a w as de term ined by HPLC, and the concen trat ion

of bism uth in p la sm a w as determ ined by ICP�M S, then the concentration- t im e curves w ere plo tted and the

m ain pharm acokinet ic param eters w ere ca lculated, respectively. Results The m a in pharm acok inetic param e�
ters o f test and reference preparat ion respect iv ely in plasm a w ere: ranitidine tm ax = ( 1�9 & 0�5) and ( 2�1 &

0�6) h, �m ax = ( 492�8 & 276�7) and( 466�5 & 224�4)�g!L
- 1

, t1 /2 = ( 2�9 & 1�6) and( 2�8 & 1�0) h, AUC0�t =

( 2 548�3 & 895�6 ) and ( 2 377�5 & 887�0) �g! h!L
- 1

, AUC0�∋ = ( 2 562�9 & 912�8 ) and ( 2 377�5 &

887�0)�g! h!L
- 1

. The re la tive b ioav ailab ility o f trop ise tron fo r test drug w as( 111�6 & 35�4)% o f ran iti�
d ine; bism uth tmax = ( 0�4 & 0�2) and( 0�3 & 0�1) h, �max = ( 56�0 & 40�2) and ( 53�3 & 37�9) �g! L

- 1
, t1 /2 =

( 6�9 & 2�6) and ( 7�2 & 2�3) h, AUC0�t = ( 151�8 & 118�9 ) and ( 156�3 & 117�9 ) �g! h! L
- 1

, AUC0�∋ =

( 153�1 & 120�2 ) and ( 157�7 & 119�3 ) �g! h! L
- 1

. The re la tive b io ava ilability o f b ism uth w as ( 95�3 &

16�2)% . Conclusions The tw o k inds o f com po und ran itid ine fo rm ulations are bioequiva lent in hea lthy vo l�
un teers.

Key words: ranit id ine; bism uth; pharm acok inetics; b ioequ iva lence
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Determ ination of the content of ginsenoside Re in egg

albumen nanosuspensions by HPLC

ZHANG Y a�x in, WANG Long, LIU K e�fe,i W ANG Fan, XU H u,i D ENG Y i�hui

(Schoo l o f Pha rm acy, Shenyang Pharm aceutica lUn iversity, Shenyang 110016, C hina )

Abstract: Objective To estab lish an HPLC m ethod fo r the content determ ination o f g insenoside Re in egg

album en nano suspensions. Methods The separat ion w as perfo rm ed w ith a D iam onsilC18 co lum n( 250 mm �
4�6 mm, 5 �m ) at 25 ∀ , and the m obile phase w as ace ton itrile- 0�05% pho sphor ic acid(V V = 25 75),

the f low rate w as 1. 0 mL!m in
- 1

and detective w av eleng th w as set at 203 nm. Results The linear range o f

g in seno side Re w as 44�40�177�6 m g! L
- 1

( r = 0. 999 9, n = 5). The average recov ery o f g inseno side Re w as

100�1%, and RSD w as 0�84% (n = 9). Conclusions The m ethod is sim ple, accurate and reproducible, and it

can be used fo r determ ination o f g inseno side Re in egg a lbum en nano suspen sions.

Key words: g insenoside R e; egg album en nanosuspension; HPLC; con tent determ ination
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