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TLC法考察阿霉素脂质体的稳定性 

赵俊义，朱 莉，胡春梅，潘黎军，王 驰 

(重庆医科大学药学院药剂教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：通过以TLC分离阿霉素脂质体各组分及其降解产物，考察其作为阿霉素脂质体稳定性评价方法的适用性以及 

进行方法改进。方法：分别用 4种 TLC展开系统进行 2次展开，用 甲氧基苯甲醛显色。结果：以氯仿 一甲醇 一水 一氨水 

(65：35：2．5：2．5)作展开剂，分离效果较好。结论：TLC法操作简便、重复性好，可用作脂质体质量控制的一种方法。 
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I nvestigation of the stability of adriamycin liposome by TLC 
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(Department of Pharmaceutics，College of Pharmacy，Chongqing Medical University) 

【Abastract】Objective：To investigate the usability of TLC as a evaluating method for adriamycin liposome stability by separating 

its composition and degradation products with TLC and improve this method ．Methods：The plates were developed twice with 

four development systems，visualized by 4-methoxybenzaldehyde．Results：It was better to separate EPC，cholesterol and their 

degradation products by using chloroform-methanol-water-ammonia(65：35：2．5：2_5)as the mobile phase Conclzasion：TLC could 

be used for the quality control of the adriamycin liposome due to its simple operation and hi gh reproducibility． 
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阿霉素是蒽环类抗肿瘤抗生素，对急性白血病 

有明显疗效，对其它恶性肿瘤也有作用，但因其严 

重的心脏毒性【l】，使其临床应用受到极大限制。利用 

脂质体作为药物载体[21，将阿霉素制备成脂质体，可 

提高阿霉素的靶向性，降低其心脏毒性，提高治疗 

指数。现已上市的阿霉素脂质体Doxil，临床显示极 

大的提高了阿霉素的治疗指数。但是脂质体在储藏 

期间不稳定，易氧化和水解 ，导致药物泄露 ，增加了 

药物毒性。因此，脂质体在储藏期间的稳定性成了 

关键问题。 

脂质体稳定性是脂质体质量控制中的一项重 

要指标。本文用TLC法考察脂质体的稳定性，国内 

未见文献报道。该法是先将阿霉素脂质体降解，以 

TLC分离溶液各组份，然后在显色剂下显色 ，根据 

斑点情况定性研究脂质体的稳定性。相对于其它方 

法，TLC具有操作简单，无需大型仪器及特殊的样品 

处理，显色稳定的独特优势。 

作者介绍：赵俊叉(1981一 )，男。硕士， 

研究方向：靶向制剂。 

通讯作者：王 驰。男，副教授，E—maihwangchi639@sohu．com。 

1 实验材料 

卵磷脂标准品(上海东尚实业有限公司)；卵磷脂原料药 

(中国医药集团上海化学试剂公司)；胆固醇(中国医药集团 

上海化学试剂公司)；阿霉素(浙江海正药业有限公司)；4一甲 

氧基苯甲醛(国药集团化学试剂有限公司)；硅胶 c(5 m，青 

岛海洋化工分厂)；透析袋(MW8DO0—14400，北京鼎国试剂 

有限公司)；层析缸、显色缸；甲醇、氯仿、冰醋酸、氨水等均为 

分析纯。 

2 方法与结果 

2．1 标准溶液及分解产物的制备 

2．1．1 卵磷脂标准溶液及分解产物的制备 称取 

100mg卵磷脂于试管中，加甲醇$ml得卵磷脂标准溶 

液(20mg／m1)；另称取 lOOmg卵磷脂于试管中，加入 

0．$ml 37％(w，w)HCl，充分溶解 ，然后在 100oC的水 

浴中加热 30rain，冷却至室温，再加入 10ml氯仿进 

行提取，提取液作为卵磷脂的降解溶液备用。 

2．1．2 胆固醇标准溶液及分解产物的制备 称取 
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10mg胆固醇于试管中，加氯仿 5ml得胆固醇标准溶 

液(2mg／m1)；胆固醇的降解溶液制备方法同卵磷脂。 

2．1．3 阿霉素标准溶液的制备 称取 5mg阿霉素 

于试管中，加甲醇5ml得阿霉素标准溶液(1mg／m1)。 

2．2 阿霉素脂质体及降解溶液的制备 

分别称取卵磷脂、胆固醇72mg、28mg于烧杯中， 

加入 10ml氯仿，磁力搅拌充分溶解。然后 50~C旋转 

蒸发成膜，40~C干燥过夜。加 10ml硫酸铵水化30min， 

超声 10min，得小单室空白脂质体，在 PBS溶液中透 

析 3次，每次用透析液 l 000ml，透析6h：透析后的 

脂质体中加 5mg阿霉素，40~C孵育 30min，得阿霉素 

脂质体。 

取 5ml阿霉素脂质体，加入甲醇至 20ml，超声 

10min，得阿霉素脂质体溶液；另取 5ml阿霉素脂质 

体，在 45℃的水浴中加热 24h，加入甲醇至 20m|，超 

声 10min，得脂质体的降解溶液。 

2．3 TLC条件选择 

TLC板的制备：称取羧甲基纤维素钠(CMC—Na) 

2．4g，加蒸馏水 300ml，100~C加热溶解，冷却取上清 

液，然后缓慢加入到 120g硅胶 G中，边加边顺时针 

搅拌，混匀后铺板(10cm×20em)，待薄板自然晾干， 

置烘箱中 l10~C烘烤，30min后取 ，于干燥器中保 

存备用。 

展开剂：考察了4种展开系统的分离效果，结果 

见表 l。 

显色剂：l％(V厂v)的 4一甲氧基苯甲醛 。溶液 

的配制：4一甲氧基苯甲醛 一98％硫酸 一98％醋酸 一 

乙醇一水(1：2：10：60：30)： 

2．4 TT．C过 程 

采用单向双展开法进行展开。分别用毛细管吸取上 

述溶液在点样线上等距离点样(见图 1)，在预先用 

展开剂饱和30min的层析缸中展开(展距1 7cm，1．5h)， 

取出后室温下(25 oC)凉干 ，红色斑点为阿霉素斑 

点。为了使分离效果更好，在同一方向进行第 2次 

展开，操作同第 1次。当展开后，用电吹风把展开剂吹 

干，把 TLC板浸入4一甲氧基苯甲醛显色缸中，10s后 

取出，l10~C烘烤 8min，取出后 12min，在黑色背景 

上显绿、蓝色的斑点，且斑点颜色稳定，蓝色斑点代 

表胆固醇及其降解产物，绿色斑点代表卵磷脂及其 

降解产物。每种溶液进行 3次平行实验。 

1．卵磷脂标准品；2．卵磷脂的降解溶液；3．阿霉素标准品； 

4．鲜制脂质体；5．降解后脂质体；6．胆固醇降解溶液； 

7．胆固醇标准品 

图 1 卵磷脂、胆固醇与其降解产物的分离图谱 

展开剂：氯仿一甲醇一水(65：25：4) 

表 1 卵磷脂、胆固醇、阿霉素与其降解产物在不同展开剂中的 Rf值(竹：3) 

(一 )表示没展开：系统 1：氯仿一甲醇一水(65：25：4)；系统2：乙酸乙酯一环己烷(35：35)；系统 3：氯仿一甲醇一N-N 一水一乙酸(30 

10：40：5：10)；系统4：氯仿一甲醇一水一~k(65：35：2．5：2．5)： 
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2．5 结果 

通过比较 ，以系统 4作展开剂，阿霉素脂质体 

各组分及其降解产物能达到良好的分离，除R 值为 

O．63和 O．65的2个斑点外，分离度均大于 1．5。TLC 

图谱见图4，计算R 值(见表 1 o 

1．卵磷脂标准品；2．卵磷脂的降解溶液；3．阿霉素标准 

品；4．鲜制脂质体；5．降解后脂质体；6．胆固醇降解溶 

液；7．胆固醇标准品 

图2 卵磷脂、胆固醇与其降解产物的分离图谱 

展开剂：乙酸乙酯一环己烷(35：35) 

1．卵磷脂标准品；2．卵磷脂的降解溶液；3．阿霉素标准 

品；4．鲜制脂质体 ；5．降解后脂质体 ；6．胆固醇降解溶 

液；7．胆固醇标准品 

图3 卵磷脂、胆固醇与其降解产物的分离图谱 

展开剂：氯仿一甲醇一丙酮一水一乙酸(30：10：40：5：10) 

3 讨 论 

脂质体在储藏期间膜材易发生氧化和水解。卵 

磷脂的降解包括氧化和水解，氧化主要发生在不饱 

和脂肪链上，最终导致不饱和脂肪链的断裂，生成 

1．卵磷脂标准品； 2．卵磷脂的降解溶液；3．阿霉素标准 

品；4．鲜制脂质体；5．降解后脂质体；6．胆固醇降解溶 

液；7．胆固醇标准品 

图 4 卵磷脂、胆固醇与其降解产物的分离图谱 

展开剂：氯仿一甲醇一水一氨水(65：35：2．5：2．5) 

多种过氧化物，水解生成溶血卵磷脂和脂肪酸，溶血 

卵磷脂在体内具有很强的溶血作用；胆固醇氧化生 

成毒『生的7一酮固醇。为了防止阿霉素脂质体在降解 

过程中药物泄露和产生一系列毒性产物，对它的稳 

定性进行考察非常必要。 

脂质体稳定性的考察方法有：外观检查(颜色、 

絮凝)、显微镜检查(晶体)、pH值测定(磷脂水解)、 

过氧化值测定(磷脂氧化 )、包封率测定、HPLC法[31 

(测定脂质体各组份及降解产物)等，常用方法是测 

定包封率。在脂质体的几种稳定性考察方法中，外 

观检查和pH值测定的灵敏度不高；包封率测定虽然 

能直接反映脂质体的稳定性 ，但是操作繁琐 ，需要 

定量取样过柱或离心分离 ；HPLC法虽然能定量测 

定阿霉素脂质体各组分及其降解产物，但卵磷脂、胆 

固醇和降解产物在紫外光下无吸收，需要使用特殊 

的检测器，如蒸发光散射检测器 ，或衍生化使之有 

紫外吸收，这些都需对样品做特殊的制备和提取，使 

分析复杂化。本文所用 TLC方法能克服上述方法的 

不足，操作简便、斑点显色稳定，能作为阿霉素脂质 

体稳定性考察的一种方法，是否能对其它脂质体的 

稳定性进行研究还需做进一步的实验。 

从实验结果来看，TLC能很好的分离卵磷脂、 

胆固醇、阿霉素与其降解产物。图 1显示(5)比(4)多3 

个斑点，其中蓝色斑点为胆固醇的降解产物，绿色斑 

点为卵磷脂分解生成的两种脂肪酸，说明脂质体在 

(下转第 1102页) 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


一

1 102 一  重庆医科大学学报 2OO8年第33卷第 9期 (Joumal of Chongqing Medical University 2008．Vo1．33 No．9) 

织的干扰而产生伪影，影响图像质量。故提出，在实 

际应用中，若能将 MRI T-Map与二维解剖图像有效 

结合起来，监控效果更佳。前者动态监控HIFU辐照 

过程中靶区域的温度变化，从而调控超声剂量，避免 

过度及不足损伤，后者 HIFU术前定位，术中焦域的 

引导，避免遗漏病灶或损伤周围正常组织，及术后 

凝固性坏死的评价和随访。 

近年来，国外已有学者成功地将磁共振引导的 

聚焦超声治疗系统应用于子宫肌瘤和肝脏、肾脏、 

骨及前列腺肿瘤的临床治疗中，且对于其他疾病如 

动静脉畸形等的临床应用也在积极的探讨和摸索 

中 91。目前该方面的研究大多停留在动物实验和 I 

期临床试验阶段。本研究亦仅为初步的探索性实验， 

相信随着实验设备的不断改进，MRI测温技术的进一 

步发展及 T-Map与二维解剖图像更加紧密的结合 ， 

MRI在聚焦超声治疗术中发挥的作用将有着不可 

比拟的优势。 
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该条件下不稳定，组成成份发生了降解。我们也考察 

了脂质体在常温下放置 10d后的情况，在 TLC板上 

出现明显的降解产物斑点，但pH值变化不明显，表 

明TLC方法比其它方法灵敏。 

在 4种展开系统中，系统 1不能对降解产物展 

开；系统2中卵磷脂降解产物的迁移速度过快，且不 

能把胆固醇标准品与降解产物分离；系统 3各组分 

的分离度不大，只有系统4能很好的分离各组分，因 

此选择系统4作为最佳席岍 剂。系统4中所含少量氨水 

的主要作用是调整展开剂的pH，使分离斑点集中，减 

少拖尾现象。比较系统3与系统2、4可发现，由于系 

统 4展开剂中含有丙酮后卵磷脂的Rf值增大，说明 

丙酮有助于卵磷脂的分离。 

以系统4作为展开剂时，要达到很好的分离需 

1．5h。有文献报道，采用反相TLC后时间缩短至0．5h， 

而且斑点小，定量准确。该法所用的TLC板在硅胶上 

键合了c 。链。如果能以溶血卵磷脂、过氧化物、多种 

脂肪酸标准品对照，确定脂质体的降解产物，并对 

它们进行薄层扫描，测定每种产物的含量 ，则能够 

准确知道脂质体在不同时间发生的降解情况，更易 

于控制好条件减少脂质体在储藏期间的降解，这些 

都有待做进一步的工作。 
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