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HPLC测定复方维A酸脂质体中蒿酮的含量和包封率 
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【摘 要】目的：建立复方维 A酸脂质体中蒿酮的含量和包封率测定的高效液相色谱(High performance liquid chromatographv． 

HPLC)法。方法：色谱柱：迪马 Kromasil C18柱(250 mmx4．6 mm，5 Ixm)；流动相：乙腈一水(75：25)；检测波长：242 nm；柱温： 

30℃；流速：0．8 ml／min；进样量：10 Ixl。结果：蒿酮在 25．16～251．60~g／ml范围内具有良好的线性关系(r=O．999 9)，平均回收率为 

99．53％，RSD为0．72％。结论：该方法简便快速、准确，具有良好的重复性和回收率，可作为该制剂中蒿酮的定量分析方法。 
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HPLC determination of the content and entrapment efficiency of artemisia 

ketone in compound tretinoin Iiposome 
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【Abstract】Objective：To establish a HPLC method for the content and entrapment efficiency determination of artemisia ketone in 

compound tretinoin liposome．Methods：The separation was carried out Off a Dikma Kromasil C18 column(250 mm x 4．6ram，5 m)． 

The mobile phase was acetonitrile—water(75：25)．The detective wavelength was set at 242 am．The column temperature was 30％．The 

flow rate was 0．8 mYmin and the sample size was 10 Ix1．Results：Th e calibration curve showed good linearity over the range of 25．16- 

作者介绍：杨世艳(1980一)，女，住院医师， 

研究方向：靶向脂质超声微泡。 

通信作者：何 兵，男，副研究员，Email：lyhb2008@126．coln。 

基金项目：四川省教育厅重点项目(编号：08ZA114)；四川省卫生厅 

科研课题(编号：090190)。 

251．60 t．Lg／ml(r=O．999 9)．The average recovery was 99．53％ 

with RSD of 0．72％．Conclusion：This method is simple，rapid， 

accurate and with good repeatability and recovery．It can be used 

as a quantitative analysis method for this preparation． 

【Key words】HPLC；compound tretinoin liposome；artemisia ke— 

tone；content determination；entrapment efficiency 

表5 黄芪总黄酮含量测定结果 回收率，为进一步开发利用该药用资源提供了依据。 

被《中国药典》所采用的最常见的总黄酮测定方法，其中又以 

NaNOE-AI(NO，) 一NaOH比色法常用。这种方法以NaNO2-A1 

(NO3)3为显色剂，在碱性条件下，利用其与黄酮物质生成红 

色铝螯合物为特征，以芦丁为对照，在510 am处测定吸光度， 

从而得到待测物质总黄酮的含量。 

因此本研究采用芦丁作为对照品，采用NaNO2-AI(NO )r 

NaOH比色法做为紫外测定黄芪总黄酮含量的方法。 

实验结果表明该法精密度、重现性、稳定性均较好，平均 
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复方维A酸脂质体是由青蒿油、维A酸等组成的脂质体 

制剂，经体内外药效学试验表明，该制剂具有抗肝癌、肺癌、 

自血病的作用。蒿酮为青蒿油中主要化学成分，占挥发油的 

43％t~1，有关蒿酮含量测定的文献不多，文献[2，3】测蒿酮含量 

均是采用气相色谱法，试验参照文献【4]采用高效液相色谱 

(High performance liquid chromatography。HPLC)测定了复方 

维A酸脂质体中蒿酮的含量。该方法简便快速，重复性好，可 

用于该制剂蒿酮的定量分析。 

1 仪器与试药 

戴安 HPLC仪(P680A四元低压梯度泵 ，PDA一100二极管 

阵列检测器，TCC一100柱温箱，Chromeleon色谱工作站)，瑞 

士Precisa电子天平(XR 205SM—DR)，透析袋(截留分子量 8 

000—14 000，美国进口分装)。 

蒿酮对照品(Sigma—Aldrich公司提供，批号：053989／1)； 

乙腈为色谱纯，其余试剂均为分析纯，水为重蒸馏水，复方 

维A酸脂质体及阴性对照样品(自制，批号：091016、091021、 

091030，规格 ：10 m1)。 

2 方法与结果 

2．I 色谱条件 

色谱柱：迪马 Kromasil C18(250 mm x4．6 mm，5 m)； 

流动相：乙腈一水(75：25)；检测波长：242 am；柱温：30％；流 

速：0．8 ml／min；进样量 ：10 l。 

2．2 溶液的制备 

2．2．1 对照品溶液 精密称取蒿酮对照品适量．加甲醇稀释 

制成浓度为0．125 8 mg／m]的溶液即得。 

2．2．2 供试品溶液 精密量取本品 1 rnl，以异丙醇稀释到 

25 ml，摇匀即得。 

2．2．3 阴性对照溶液 取按处方工艺制得不含青蒿油的阴 

性对照样品，按供试品溶液的制备方法制成阴性对照溶液。 

2．3 系统适应性与 阴性 对照试验 

在上述色谱条件下，分别对照品溶液、供试品溶液、阴性 

对照溶液进样，所得色谱图见图 1。蒿酮与相邻色谱峰的分 

离度大于 1．5，拖尾因子为1．06，理论板数以蒿酮峰计大于 

10 000，阴性对照在蒿酮峰处无干扰。 

2．4 线性关系考察 

精密量取蒿酮对照品溶液 (1．258 mg／m1)1、2、3、4、5、10 

，分别置于50 mI容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，摇匀，得 

25．16、50．32、75．48、100．64、125．80、251．60~g／ml的系列对照 

品溶液。再分别精密吸取 1O 注入液相色谱仪．按上述色 

谱条件测定峰面积，以峰面积 A对浓度 C(I,Lg／m1)进行线性 

回归，得回归方程：A=108．275 3C一0．4971，r=0．999 9。结果表 

明，蒿酮在25．16~251．60 Ixg／ml范围内，具有良好线性关系。 
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A．对照品；B．供试品；c．阴性对照；1．蒿酮 

图 1 复方维 A酸脂质体 HPLC色谱图 

2．5 精密度试验 

取“2．2．1”项下对照品溶液，重复进样6次，测得蒿酮峰 

面积RSD为0．36％(n=6)，表明仪器精密度良好。 

2．6 稳 定性试验 

取本品(批号：091016)的供试品溶液，室温下放置，分别 

于制备后0、4、8、12、24、36 h进样测定，测得蒿酮峰面积RSD 

为0．79％(n=6)，表明供试品溶液在36 h内稳定。 

2．7 重复性试验 

取同一批样品(批号：091016)，照“2-2_2”项下方法，平行 

制备 6份供试品溶液，分别进样测定，测得蒿酮平均含量为 

3．051 6 mgCml，RSD为O．52％(n=6)，表明本法重复性良好。 

2．8 回收卒试验 

精密吸取已知含量(3．051 6 mg／m1)的本品(批号：091016) 

9份，每份0．5 ml，分成3组，每组 3份，分别精密添加蒿酮对 

照品溶液(O．521 6 mghn1)2、3、4 ml，照“2．2．2”项下方法制备 

供试品溶液，按“2．1”项下色谱条件测定，并计算回收率。结 

果见表 1。试验结果表明本法具有良好的回收率。 

表 1 样品回收率试验测定结果 

2．9 样品测定 

分别精密吸取对照品溶液和供试品溶液各 10 1，按 

“2．1”项下色谱条件测定，记录蒿酮的峰面积，并用外标法计 

算蒿酮含量，结果见表 2。 

2．10 包封率测定 

取脂质体 1 ml，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)1oo ml中，置于磁力搅拌 
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表2 复方维 A酸脂质体中蒿酮含量测定结果(n=3) 

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 25 ml量瓶中，加异丙醇稀释至刻度 ，按“2．1”项下色谱条 

件测定含量，作为w包。另取脂质体 1 ml，加异丙醇稀释到25 

ml，测定含量，作为总药量w总。根据公式 

包封率=(w包 ~)x100％ 

结果见表 3。 

表 3 复方维 A酸脂质体中蒿酮包封率测定结果 (n=3) 

3 讨 论 

3．1 测定方法的选择 

蒿酮属于挥发性成分。一般采用 Gc法测定|2I]】，但蒿酮 

具有紫外吸收，故也可采用HPLC测定 。实验参照文献[2] 

色谱条件测定了上述 3批制剂中蒿酮的含量，结果分别为 

3．07％、3．52％、3．25％，说明两种方法测定蒿酮并无显著性差 

异。但采用 GC法测定蒿酮，由于青蒿油中每一种成分均会 

出峰．要40 min后所有色谱峰才会出完，然后等柱温下降到 

初始温度平衡系统，又要等待近 10 min，这时才能进下一针 

样品。而采用HPLC测定蒿酮，由于青蒿油中具有紫外吸收 

的成分不多，故出的色谱峰并不多，只有蒿酮 1个主峰和5 

个小峰。且由于是等度洗脱，无需回到初始比例平衡系统，只 

需 12 min即可检测完。 

可见GC更适合以蒿酮为参照峰的指纹图谱检测，而 

HPLC更适合以蒿酮为指标成分的含量测定，且HPLC测定蒿 

酮可以明显缩短检测时间，也无太多杂峰。 

3．2 破膜溶剂的选择 

对包封在脂质体中药物的测定，一般需加入一定量破膜 

溶剂以对磷脂双分子层进行破坏，让药物从载体中完全释放 

出来，从而保证测定结果的准确性。取 l ml脂质体，试验分 

另U以 lO％Triton x一100乙醇溶液阁、甲醇 、乙醇17]、水一异丙 

醇一乙醚(2：2：1) 、异丙醇一水(4：6)唧、乙醚、乙酸乙酯、正丁 

醇、异丙醇稀释到 25 ml，结果只有 lO％Triton X一100乙醇溶 

液和异丙醇能将脂质体溶解为澄清溶液，但Triton X一100在 

242 rim仍有较强的紫外吸收，在蒿酮后面会出现一怪峰．影 

响测定。故最后选择以异丙醇作破膜溶剂。 

3．3 测定波长选择 

采用二极管阵列检测器在 190—380 1"111'1范围内分别扫描 

对照品、样品溶液中蒿酮峰的紫外吸收，对照品和样品中的 

蒿酮均在 241．7 nm有最大吸收，故检测波长选择 242 nm 

3．4 包封率测定方法选择 

脂质体包封率测定方法有葡聚糖凝胶柱层析法、超速离 

心法和透析法等。葡聚糖凝胶柱层析法成本较高，且需绘制 

洗脱曲线确认脂质体与游离药物是否分离，操作较繁琐。而 

超速离心法脂质体在高速离心时有可能凝聚而被破坏。由于 

蒿酮脂溶性较强，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 

析法测定包封率。经试验发现 ，在透析袋中，8 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。 
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