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摘要  目的: 建立冬凌草甲素纳米脂质载体药物含量及包封率测定的高效液相色谱法。方法: K rom asil C
18
柱 ( 4160 mm @ 150

mm, 5 Lm ) ;流动相: 甲醇 -水 ( 52B48); 流速 11 0 mL# m in- 1;检测波长: 242 nm;进样量: 20 LL; 柱温: 25 e 。建立超滤离心法

测定冬凌草甲素纳米脂质载体的包封率。结果:在此色谱条件下冬凌草甲素与辅料及溶剂峰均得到良好分离 ,冬凌草甲素在

11 0~ 100Lg# mL- 1浓度范围内线性关系良好 ( r= 01 9998, n = 7), 冬凌草甲素纳米脂质载体的包封率为 ( 6812 ? 01 60)%。结

论: 该方法准确可靠、简单快速 ,可用于冬凌草甲素纳米脂质载体药物含量及包封率的测定。
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HPLC determ ination of content and entrapment

efficiency of oridonin nanostructured lipid carriers
*
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Abstract Objectives: To estab lishHPLC method to determ ine the drug content and entrapment efficiency of or ido-
n in nanostructured lip id carriers. M ethods: U sing methano l- w ater( 52B48) as mob ile phase, the separation w as

performed on a K rom asilC18 co lumn( 4160mm @ 150mm, 5 Lm) at a f low rate of 110 mL# m in
- 1
. The detection

w ave leng th w as 242 nm and the column temperature w as 25 e . Results: R egression analysis of peak area against

oridon in concentration show ed good stra ight line fit over the range exam ined: 110- 100 Lg# mL
- 1
( r= 019998, n =

7) . The entrapment efficiency o f oridon in nanostructured lip id carriers w as ( 6812 ? 0160 )% . Conclusions: Th is

method w as proved to be simple, accurate, sensitive and applicable fo r determ ination of drug conten t and entrapment

effic iency of oridon in nanostructured lipid carriers.

Key words: or idonin; content determ ination; entrapment efficiency; HPLC; u ltrafiltrat ion

  冬凌草甲素 ( oridon in, OR I)是从唇形科香茶菜

属植物中分离出的一种贝壳杉烯二萜类天然有机化

合物, 该成分具有较强的抗肿瘤活性,对多种移植性

肿瘤有效,临床上主要用于肝癌、食管癌、胰腺癌等

的治疗
[ 1]
。冬凌草甲素几乎不溶于水, 口服后血药

浓度较低,肿瘤细胞周围的冬凌草甲素浓度更低,很

难达到有效治疗浓度, 从而影响冬凌草甲素的抗癌

效果, 进而限制了其在临床上的应用。因此,如何增

大冬凌草甲素的水溶性和靶向性是提高冬凌草甲素

疗效的关键。

包封率是评价纳米脂质载体质量的重要指标,

也是其发挥疗效的关键。为了评价冬凌草甲素纳米

脂质载体的质量, 作者建立了 HPLC法测定冬凌草

甲素纳米脂质体的药物含量以及超滤离心法
[ 2, 3]

HPLC测定冬凌草甲素纳米脂质载体的包封率, 主

成分峰与辅料峰及溶剂峰均得到良好分离, 从而排

除辅料对测定的干扰, 具有灵敏度高、专属性好、方

便快捷的特点。

1 仪器与试药

ER - 182A型电子天平 (日本 ) ; Am iconU ltra-

4离心超滤管 (M illipore); TGL - 16G - A高速冷冻

离心机 (上海安亭科学仪器厂 ) ; 8200HP型超声仪

(上海科导超声仪器有限公司, 频率: 59 kH z, 功率:

M ax- 450W ); Ag ilent 1100型高效液相色谱仪 (美

)587)药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2009, 29( 4)

*

**
国家自然基金资助项目 ( 30472130)
通讯作者: Te:l ( 0531) 88382015; E - ma i:l zhang_dr2006@ yah oo. com. cn



国 A gilent公司 )。

冬凌草甲素原料药 (含量 98117% ,陕西旭煌植

物科技发展有限公司, 批号 XHO 070315) ; 冬凌草

甲素纳米脂质载体 (规格: 0140 mg# mL
- 1
)及空白

纳米脂质载体 (自制 ) ;娃哈哈 Ò 纯净水; 甲醇为色
谱纯, 其余试剂均为分析纯。

2 实验方法与结果

211 色谱条件  色谱柱: K romasil C18柱 ( 4160 mm

@ 150 mm, 5 Lm ); 流动相:甲醇 - 水 ( 52B48) ; 流速

1 mL# m in
- 1
; 检测波长: 242 nm; 进样量: 20 LL;柱

温: 25 e 。

212 标准曲线的绘制  精密称取 OR I对照品 20

mg,置于 100mL量瓶中,加甲醇使之溶解, 并定容

至刻度, 制成浓度为 200 Lg# mL
- 1
的对照品储备

液。分别精密量取对照品储备液 0105, 015, 1, 2, 3,
4, 5mL, 分置 7只 10mL量瓶中,用流动相定容至刻

度,摇匀, 得浓度为 1, 10, 20, 40, 60, 80, 100 Lg#
mL

- 1
的系列溶液,分别取 20 LL进样测定。以峰面

积 (A )对浓度 (C )进行线性回归, 得到冬凌草甲素

的回归方程为 ( n= 7) :

A = 211529 C- 713195 r= 019998
结果表明 OR I在 1100~ 100100 Lg# mL- 1

范围内冬

凌草甲素的峰面积和浓度呈良好的线性关系。

213 专属性试验
21311 对照品溶液的制备  精密量取冬凌草甲素
对照品储备液 1mL置 10mL量瓶中,用流动相定容

至刻度,得浓度为 20 Lg# mL
- 1
的冬凌草甲素对照

品溶液。

21312 供试品溶液的制备  精密量取冬凌草甲素

纳米脂质载体溶液 110mL于 10mL的量瓶中,加入

1 mL DMF破乳, 超声 10 m in, 用流动相定容至 10

mL, 15000 r# m in
- 1
离心 20m in,上清液经 0122 Lm

滤膜过滤后即得冬凌草甲素纳米脂质载体破乳液。

21313 空白纳米脂质载体溶液的制备
精密量取空白纳米脂质载体溶液 110 mL, 按

/ 213120项下方法操作, 即得空白纳米脂质载体破
乳液。

取冬凌草甲素对照品溶液、空白纳米脂质载体

破乳液和冬凌草甲素纳米脂质载体破乳液各 20 LL

进样, 色谱图见图 1。

由色谱峰可见辅料峰与冬凌草甲素峰分离良

好,辅料对冬凌草甲素测定无干扰, 方法专属性强,

冬凌草甲素色谱峰的保留时间约为 619 m in。
214 精密度试验  精密配制低、中、高 3种浓度 ( 1,

图 1 冬凌草甲素对照品 ( A)、空白纳米脂质载体 ( B)、冬凌草甲素

纳米脂质载体 ( C )色谱图

F ig 1 HPLC ch rom atogram s of oridon in reference sub stance( A ) , blank

n anostructured lip id carriers ( B ) and oridon in - load ed nanostructu red

l ip id carriers( C)

1.冬凌草甲素 ( oridon in )

50, 100 Lg# mL
- 1
)的冬凌草甲素对照品溶液各 5

份, 在 / 2110条件下分别进样 20 LL, 分别于 1 d内

测定 5次,连续测定 5 d,记录峰面积,并计算日内和

日间精密度。由测定结果可知, 3种浓度对照品溶

液的日内 RSD分别为 116%, 0154%, 0172% ( n =

5), 日间 RSD分别为 113% , 0140%, 0171% ( n =

25)。结果表明该方法精密度良好。

215 重复性试验  取同一批样品,按照 / 213120项
下方法平行制备供试品溶液 6份, 在 / 2110条件下

分别进样 20 LL, 记录峰面积积分值, 计算含量, 结

果冬凌草甲素含量为 013975 mg# mL
- 1
,其 RSD为

0183% ( n= 6)。结果表明该方法重复性良好。

216 回收率试验  精密称取冬凌草甲素对照品适

量于 10mL量瓶中,加入空白纳米脂质载体适量配

成浓度为 10, 500, 1000 Lg# mL
- 1
的溶液,各 5份。

精密量取上述各溶液 1 mL置 10 mL量瓶中, 加入

DMF 1 mL破乳, 超声 10 m in, 用流动相定容至 10

mL,分别配制成浓度为 1, 50, 100 Lg# mL- 1
的供试

液, 15000 r# m in
- 1
离心 20 m in,上清液经 0122 Lm

滤膜过滤后取续滤液 20 LL进样测定冬凌草甲素含

量。计算冬凌草甲素的方法回收率。结果显示低、

中、高 3种浓度的平均回收率分别为 9914%,
10011%, 9918%; RSD 分 别 为 111%, 0178%,
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0144% ( n = 5)。

217 加样回收率试验  按 / 2160项下方法测定冬
凌草甲素含量Ñ。同时取同批次相应量的冬凌草甲

素纳米脂质载体按 / 2160项下方法中 /取 1 mL,,
进样 20 LL0测定冬凌草甲素含量 Ò。将冬凌草甲

素含量 Ñ减去冬凌草甲素含量 Ò, 即得添加的冬凌

草甲素回收量。计算冬凌草甲素的方法回收率。结

果显示低、中、高 3种浓度的平均回收率分别为

10010%, 10012%, 10010% ; RSD 分别为 116% ,

0131%, 0124% ( n = 5)。

218 含量测定
精密量取冬凌草甲素纳米脂质载体适量 (相当

于冬凌草甲素 510 mg )于 25 mL量瓶中,用注射用

水定容至刻度。精密量取该溶液 1 mL置 10 mL量

瓶中, 加入 DMF 1 mL破乳, 超声 10 m in,用流动相

定容至 10mL, 15000 r# m in
- 1
离心 20 m in,上清液

经 0122 Lm滤膜过滤后取续滤液 20 LL进样测定,

即为纳米脂质载体中冬凌草甲素的含量。

3批纳米脂质体溶液样品中冬凌草甲素的含量

分别为标示量的 99116% , 99142%, 99125% ; RSD

分别为 0156%, 0142% , 0147% ( n = 5)。

219 包封率测定
21911 不同截留相对分子量的冬凌草甲素透过率
实验  精密量取 20 Lg# mL- 1

的冬凌草甲素溶液各

4 mL置离心超滤管内管中,分别利用截留相对分子

量为 5, 10, 30 K的超滤管进行超滤, 3000 r# m in
- 1

离心 30 m in, 超滤液经 0122 Lm滤膜过滤后取 20

LL进样,采用高效液相法测定冬凌草甲素含量。比

较不同截留相对分子量的超滤管对冬凌草甲素的透

过率。结果显示截留相对分子量为 5, 10, 30 K的超

滤管的透过率分别为 9815% , 9816% , 9814% ; RSD

分别为 0181%, 0171% , 0172% ( n= 5)。

结果表明不同截留相对分子量的超滤管对冬凌

草甲素的透过率没有明显的差异, 为了更好地分离

纳米脂质载体与游离药物,并考虑速度问题,本文选

择截留相对分子量为 10 K的超滤管进行冬凌草甲

素包封率的考察。

21912 冬凌草甲素膜透过率实验  精密配制低、

中、高 3种浓度 ( 1, 50, 100 Lg# mL
- 1
)的冬凌草甲

素对照品溶液各 5份,精密量取各溶液 4mL置离心

超滤管 (截留相对分子量为 10 K )内管中, 3000 r#

m in
- 1
离心 30m in,超滤液经 0122 Lm滤膜过滤后取

20 LL进样, 采用高效液相法测定冬凌草甲素含量。

结果显示低、中、高 3种浓度的平均透过率分别为

9817% , 9816%, 9816%; RSD 分 别 为 0172%,
0167% , 0146% ( n= 5)。结果表明冬凌草甲素的浓

度对其膜透过率无影响。

21913 超滤回收率  精密称取冬凌草甲素对照品

适量于 10 mL量瓶中, 加入空白纳米脂质载体适量

配成浓度为 1, 50, 100 Lg# mL
- 1
的溶液, 各 5份。

精密量取各溶液 4 mL置离心超滤管 (截留相对分

子质量为 10K )内管中, 3000 r# m in- 1离心 30m in,

超滤液经 0122 Lm滤膜过滤后取 20 LL进样测定冬

凌草甲素含量。计算冬凌草甲素的方法回收率。结

果显示低、中、高 3种浓度的平均回收率分别为

9819% , 9816%, 9913%; RSD 分 别 为 0142%,
0191% , 0162% ( n = 5)。结果表明, 回收率试验中

冬凌草甲素与空白纳米脂质载体不发生吸附作用,

对包封率测定基本没影响,此法符合要求。

21914 超滤加样回收率  按 / 219130项下方法进
样测定冬凌草甲素含量 Ñ。同时取同批次相应量的

冬凌草甲素纳米脂质载体按 / 219130项下方法中

/取 4 mL, ,进样 20 LL0测定冬凌草甲素含量 Ò。
将冬凌草甲素含量 Ñ减去冬凌草甲素含量 Ò, 即得

添加的冬凌草甲素回收量。计算冬凌草甲素的方法

回收率。结果显示低、中、高 3种浓度的平均回收率

分别为 9819% , 9817% , 9912%; RSD 分 别 为

0175% , 0197%, 0188%。结果表明, 加样回收率试
验中冬凌草甲素与冬凌草甲素纳米脂质载体不发生

吸附作用,其对包封率测定基本没影响,此法符合要

求。

21915 包封率的测定  精密量取纳米脂质载体乳
液 4mL置离心超滤管 (截留相对分子量为 10 K)内

管中, 3000 r# m in- 1离心 30m in,然后取超滤液 110
mL,用流动相定容至 10mL, 0122 Lm滤膜过滤后取
续滤液 20 LL进样,采用高效液相法测定,得游离的

冬凌草甲素含量, 即 W free。另取纳米脂质载体乳液

110 mL,加入 DMF 110 mL破乳,超声 10 m in, 用流

动相定容至 10 mL, 15000 r# m in
- 1
离心 20 m in, 上

清液经 0122 Lm滤膜过滤后取续滤液 20 LL进样测

定, 得 ORI- NLC的总含药量, 即 W to tal。

EE=
W tota l-W free

W total

@ 100%

DL =
W total-W free

W lip id

@ 100%

式中,W total -系统中的总药量; W free - 介质中未

包封的游离药物量; W lip id -纳米脂质载体中脂质总

重量; EE -包封率; DL -载药量。
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测得 3 批样品的包封率分别为 6818% ,

6813%, 6717% ; 载药 量分 别 为 418%, 510% ,

418%。
3 讨论
包封率的测定方法有凝胶过滤法、透析法、冷冻

超速离心法、超滤离心法等。但凝胶过滤法费时费

力;透析法透析过程缓慢,样品被稀释, 容易造成药

物的泄露且比较费时; 冷冻超速离心法由于其巨大

的离心力容易造成部分亚微粒破碎, 被包封或吸附

的药物进入上清液和小粒径的亚微粒没有完全沉淀

下来。本文曾尝试通过冷冻超速离心法测定药物的

包封率,但由于单硬脂酸甘油酯的密度很低,通过该

方法很难将游离药物和纳米粒很好分离。超滤离心

法是在离心力的作用下, 利用筛分原理对大分子和

小分子物质进行分离: 溶剂与部分低相对分子质量

溶质穿过超滤膜的孔道到达膜的另一侧, 而高相对

分子质量溶质或纳米粒被截留。作者通过对不同截

留相对分子量的离心超滤管进行筛选, 最终选择截

留相对分子量为 10 k的离心超滤管。该方法简单

易行,重现性好,且能达到很好的分离效果, 更适于

生产中进行质量控制,相信会在纳米制剂包封率的

测定中具有广阔的应用前景。
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关于举办第四届 /全国中药材鉴定和标本管理人员培训班 0的通知

各有关单位:

根据第九届 (湖北武汉 )、第十届 (河南南阳 )全国中药检验工作研讨会会议精神, 为加强中药基源

鉴定方面人才培养,强化中药的安全与质量控制必须从源头抓起的理念, 搭建全国中药标本数字化平

台, 提高中药检验整体水平, 由中国药品生物制品检定所主办、重庆市药品检验所承办的第四期 /全国

中药材鉴定和标本管理人员培训班 0拟定于 2009年 5月 18日至 22日在重庆市召开。培训班旨在培养

和提高中药检验、监管人员的业务素质,缓解中药材鉴定后备人才不足的现状。同时促进各药检所标本

管理工作,为建立全国药检所标本资源共享平台创造条件。关于培训对象、主要内容、培训方式、时间、

地点、费用与报名方式, 详见中检所网站: h ttp: / /www. nicpbp. o rg. cn。
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