
见ꎬ不同剂型各特征峰高低有差异ꎬ为今后银杏叶提取

物及制剂质量￣工艺相关性研究提供了分析手段ꎮ
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微柱离心￣ＨＰＬＣ 法测定

载左旋多巴聚乙二醇化固体脂质纳米粒的包封率∗

魏曼ꎬ张宇佳ꎬ陈谕园ꎬ张楠ꎬ郑稳生
(北京协和医学院、中国医学科学院药物研究所ꎬ药物传输技术及新型制剂北京市重点实验室ꎬ北京　 １０００５０)

摘　 要　 目的　 建立测定左旋多巴聚乙二醇(ＰＥＧ)化固体脂质纳米粒包封率的方法ꎬ进行质量评价ꎮ 方法　 采用葡

聚糖凝胶(Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ￣５０)微柱离心法分离固体脂质纳米粒和游离药物ꎻ高效液相色谱(ＨＰＬＣ)法测定固体脂质纳米粒中左

旋多巴含量ꎬ计算包封率ꎮ 结果　 在所建立的色谱条件下ꎬ辅料不干扰测定ꎬ左旋多巴在 １０.５４~５２７.００ μｇ􀅰ｍＬ－１范围内线

性关系良好ꎬ高、中、低浓度加样回收率分别为 ９９.１３％ꎬ９９.５１％ꎬ９９.０４％ꎬＲＳＤ 分别为 １.２５％ꎬ１.９１％ꎬ１.７１％ꎻ所建立的微柱离

心条件能有效分离左旋多巴固体脂质纳米粒与游离药物ꎮ 空白固体脂质纳米粒的洗脱率为 ９８.８４％ꎬＲＳＤ 为 ０.８０％(ｎ＝３)ꎬ
３ 种浓度游离药物的平均吸附率分别为 １００.００％ꎬ９８.７５％ꎬ９８.５６％ꎬＲＳＤ 分别为 ０.００％ꎬ０.１９％ꎬ０.１８％(ｎ＝ ３)ꎻ３ 种不同浓度

药物和空白 ＰＥＧ 化固体脂质纳米粒物理混合液的吸附率分别为 ９９.６８％ꎬ９８.４６％ꎬ９９.２１％ꎬＲＳＤ 分别为 １.５２％ꎬ０.２３％ꎬ
０.２１％ꎮ 结论　 该方法方便快速ꎬ准确度高ꎬ重复性好ꎬ可用于测定载左旋多巴 ＰＥＧ 化固体脂质纳米粒的包封率ꎮ

关键词　 左旋多巴ꎻ固体脂质纳米粒ꎻ微柱离心ꎻ色谱法ꎬ高效液相ꎻ包封率

中图分类号　 Ｒ９７２ꎻＴＱ４６０.１　 　 　 文献标识码　 Ａ 　 　 　 文章编号　 １００４－０７８１(２０１７)０７－０７９７－０４
ＤＯＩ　 １０.３８７０ / ｊ.ｉｓｓｎ.１００４￣０７８１.２０１７.０７.０１９

Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｅｎｔｒａｐｍｅｎｔ Ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ Ｌｅｖｏｄｏｐａ￣ｌｏａｄｅｄ ＰＥＧｙｌａｔｅｄ￣Ｓｏｌｉｄ Ｌｉｐｉｄ
Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｂｙ Ｍｉｎｉ￣Ｃｏｌｕｍｎ Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ￣ ＨＰＬＣ

ＷＥＩ ＭａｎꎬＺＨＡＮＧ ＹｕｊｉａꎬＣＨＥＮ ＹｕｙｕａｎꎬＺＨＡＮＧ ＮａｎꎬＺＨＥＮＧ Ｗｅｎｓｈｅｎｇ(Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｄｒｕｇ Ｄｅｌｉｖｅｒｙ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｎｏｖｅｌ Ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｂｅｉｊｉｎｇꎬ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｍａｔｅｒｉａ ＭｅｄｉｃａꎬＰｅｋｉｎｇ Ｕｎｉｏｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅꎬ
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ ＳｃｉｅｎｃｅｓꎬＢｅｉｊｉｎｇ １０００５０ꎬＣｈｉｎａ )

ＡＢＳＴＲＡＣＴ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｍｉｎｉ￣ｃｏｌｕｍｎ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ￣ＨＰＬＣ ｍｅｔｈｏｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｅｎｔｒａｐｍｅｎｔ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ
ｏｆ ｌｅｖｏｄｏｐａ￣ｌｏａｄｅｄ ＰＥＧｙｌａｔｅｄ￣ｓｏｌｉｄ ｌｉｐｉｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ.　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａ ｄｅｘｔｒａｎ ｇｅｌ(Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ￣５０) ｍｉｎｉ￣ｃｏｌｕｍｎ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ
ｗａｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ｓｅｐａｒａｔｅ ｔｈｅ ｆｒｅｅ ｄｒｕｇ ｆｒｏｍ ｓｏｌｉｄ ｌｉｐｉｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ.Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｌｅｖｏｄｏｐａ ｗａｓ ｑｕａｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ＨＰＬＣ.　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　
Ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｅｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎꎬｔｈｅ ｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓ ｈａｄ ｎｏ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｎ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｅｖｏｄｏｐａ.Ａ ｃａｌｉｂｒａｔｅｄ ｌｉｎｅａｒ
ｏｆ ｌｅｖｏｄｏｐａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｗｉｔｈｉｎ １０.５４－５２７.００ μｇ􀅰ｍＬ－１ .Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｈｉｇｈꎬｍｅｄｉｕｍ ａｎｄ ｌｏｗ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｌｅｖｏｄｏｐａ
ｗｅｒｅ ９９.１３％ꎬ９９.５１％ ａｎｄ ９９.０４％(ＲＳＤ ｗｅｒｅ １.２５％ꎬ１.９１％ ａｎｄ １.７１％)ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.Ｔｈｅ ｆｒｅｅ ｌｅｖｏｄｏｐａ ｗａｓ ｗｅｌｌ ｓｅｐａｒａｔｅｄ
ｆｒｏｍ ｓｏｌｉｄ ｌｉｐｉｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｍｉｎｉ￣ｃｏｌｕｍｎ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｓｏｌｉｄ ｌｉｐｉｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｗａｓ

􀅰７９７􀅰医药导报 ２０１７ 年 ７ 月第 ３６ 卷第 ７ 期
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ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ　 ＬｅｖｏｄｏｐａꎻＳｏｌｉｄ ｌｉｐｉｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓꎻＭｉｃｒｏｃｏｌｕｍｎ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎꎻＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙꎬｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄꎻ
Ｅｎｔｒａｐｍｅｎｔ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

　 　 目前临床主要使用的抗帕金森病药物为左旋多巴

(ｌｅｖｏｄｏｐａꎬＬ￣ＤＯＰＡ)ꎬ其本身并无药理活性ꎬ透过血￣脑
屏障进入中枢后经多巴脱羧酶分解转化为多巴胺而发

挥药理作用ꎮ 然而左旋多巴口服生物利用度和脑摄取

率很低ꎬ主要是因为在外周循环中被芳香族氨基酸大

量水解ꎬ临床服用左旋多巴片剂后约 ２ ｈ 血药浓度即

降至有效浓度(０.６~２４ μｇ􀅰ｍＬ－１)以下[１￣２]ꎬ常与外周

脱羧酶抑制药联合给药ꎮ 固体脂质纳米粒(ｓｏｌｉｄ ｌｉｐｉｄ
ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓꎬＳＬＮ)以天然或合成的固态类脂化合物为

载体ꎬ将药物包裹于类脂核中制成的固态胶粒系统ꎬ可
以提高药物稳定性ꎬ此外还具有可控释放、靶向定位释

放、毒性低等优点[３]ꎮ 聚乙二醇( ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌꎬ
ＰＥＧ)是一种无毒、无免疫原性和抗原性的亲水性化合

物ꎬ对药物的释放无影响ꎮ 载体经低分子质量 ＰＥＧ 修

饰后ꎬ血浆半衰期延长ꎮ 有研究显示ꎬＳＬＮ 表面用低分

子质量高密度 ＰＥＧ 修饰后ꎬ粒子疏水性和静电作用均

降低ꎮ 笔者以聚乙二醇化单硬脂酸为脂材ꎬ采用复乳￣
溶剂挥发法制备载左旋多巴的 ＰＥＧ 化 ＳＬＮ ( ＬＤＰ￣
ｐＳＬＮ)ꎬ以期提高 ＬＤＰ 的口服生物利用度ꎬ延长其血

浆半衰期同时获得平稳的血药浓度ꎮ 为控制 ＬＤＰ￣
ｐＳＬＮ 的质量ꎬ采用微柱离心￣ＨＰＬＣ 法测定其包封率ꎬ
方法简捷ꎬ结果重复性好ꎮ
１　 仪器与试药　
１.１　 仪器　 ＺＮＣＬ￣ＢＳ１８０ 磁力搅拌仪(北京瑞威伟业

仪器设备有限公司)ꎻＨｉｔａｃｈｉ 高效液相色谱仪(四元

泵、在线脱气机、自动进样器、ＤＡＤ 检测器ꎬ日本日立

公司)ꎻ低速离心机(湖南湘仪实验仪器开发有限公

司)ꎻ紫外分光光度计(北京普析通用仪器有限责任公

司)ꎻ３８０ＺＬＳ 粒径仪(美国 ＰＳＳ 公司)ꎮ
１.２　 试药　 左旋多巴(上海阿拉丁试剂公司ꎬ批号:

收稿日期　 ２０１６－０７－０２　 修回日期　 ２０１６－０８－２６
基金项目 　 ∗ 国家科技部十二五国家科技重大专项

(２０１２０９３０ＺＸ０９３０１００２￣００１￣００８)
作者简介　 魏曼(１９８６－)女ꎬ山东临沂人ꎬ在读硕士ꎬ研究

方向:纳米释药载体ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｗｅｉｍａｎ２００８＠ １６３.ｃｏｍꎮ
通信作者　 郑稳生(１９６６－)ꎬ男ꎬ安徽潜山人ꎬ研究员ꎬ博

士ꎬ研究方向:中、西药物新制剂及新释药系统技术研究与开

发ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｚｈｅｎｇｗｅｎｓｈｅｎｇ＠ ｉｍｍ.ａｃ.ｃｎꎮ

７４８４７３３５)ꎻ三硬脂酸甘油酯(上海安谱试剂公司ꎬ批号:
Ｘ３２２Ｇ００５)ꎻ聚乙二醇单硬脂酸酯(上海阿拉丁试剂公

司ꎬ批号:Ｈ１５０３０７５)ꎻ胆固醇(国药集团化学试剂公司ꎬ
批号:２０１４１０２９)ꎻ大豆卵磷脂(国药集团化学试剂公司ꎬ
批号:２０１４１２０４)ꎻ Ｂｒｉｊ Ｓ１０ (上海阿拉丁试剂ꎬ批号:
Ｇ１４０４０５４)ꎻ乙腈为色谱纯ꎬ其他试剂均为分析纯ꎮ
２　 方法与结果　
２.１　 ＬＤＰ￣ｐＳＬＮ 的制备 　 采用复乳￣溶剂挥发法制备

ＬＤＰ￣ＰＳＬＮꎮ 精密称取处方量三硬脂酸甘油酯、聚乙二

醇单硬脂酸酯ꎬ７５ ℃水浴融化作为油相ꎬ将此油相、内
水相 ＬＤＰ 的盐酸溶液以及相同温度的大豆卵磷脂 /正
丁醇溶液混合ꎬ轻度搅拌形成 Ｗ/ Ｏ 微乳[４]ꎻ得到的微

乳缓慢滴加于 ４００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１搅拌下 ４０ ℃的 Ｂｒｉｊ Ｓ１０ 水

溶液中ꎬ形成 Ｗ/ Ｏ / Ｗ 复乳ꎬ挥干有机溶剂后继续搅拌

至体积浓缩为原来的四分之一时ꎬ将得到的半透明体

系进行冰浴固化ꎬ２ ｈ 后以 ３００ Ｗ 的功率探头超声

１０ ｍｉｎꎬ得 ＬＤＰ￣ｐＳＬＮ 悬液ꎮ
２.２　 空白 ＰＥＧ 化固体脂质纳米粒(Ｂｌａｎｋ￣ｐＳＬＮ)的制

备　 除以纯化水代替 ＬＤＰ 盐酸溶液作为内水相外ꎬ按
“２.１”项方法制备ꎬ即得 Ｂｌａｎｋ￣ｐＳＬＮꎮ
２.３ 　 溶液的配制 　 Ｂｌａｎｋ￣ｐＳＬＮ 破乳液:精密量取

Ｂｌａｎｋ￣ｐＳＬＮ 悬液 ０.１ ｍＬꎬ置于１０ ｍＬ量瓶ꎬ加无水乙醇

０.５ ｍＬ 超声 ５ ｍｉｎ 破乳ꎬ１％盐酸定容至刻度ꎬ摇匀ꎬ即
得ꎮ

ＬＤＰ 对照品溶液: 精密称取 ＬＤＰ１０ ｍｇꎬ 置于

１０ ｍＬ量瓶ꎬ１％盐酸溶解并定容至刻度ꎬ摇匀ꎬ即得ꎮ
ＬＤＰ￣ｐＳＬＮ 破乳液: 精密 量 取 ＬＤＰ￣ｐＳＬＮ 悬 液

０.１ ｍＬꎬ置 １０ ｍＬ 量瓶ꎬ加无水乙醇 ０.５ ｍＬ 超声３０ ｍｉｎ
破乳ꎬ１％盐酸定容至刻度ꎬ摇匀ꎬ即得ꎮ
２.４　 分析方法的建立　
２.４.１　 色谱条件 　 色谱柱:Ｋｒｏｍａｓｉｌ Ｃ１８柱(４.６ ｍｍ×
２５０ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎬ流动相:０. １％ 三氟乙酸溶液￣乙腈

(９６􀏑４)ꎬ流速:１.０ ｍＬ􀅰ｍｉｎ－１ꎬ检测波长:２８０ ｎｍꎬ进
样量:１０ μＬꎬ柱温:２５ ℃ꎮ
２.４.２　 专属性考察　 取 ＬＤＰ 对照品溶液、Ｂｌａｎｋ￣ｐＳＬＮ
破乳液以及 ＬＤＰ￣ｐＳＬＮ 破乳液各 １０ μＬꎬ按“２.４.１”项
色谱条件进样测定ꎬ记录色谱图ꎬ见图 １ꎮ 可知固体脂

质纳米粒辅料对药物测定无影响ꎮ
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　 　 Ａ.空白 ＰＥＧ 化固体脂质纳米粒ꎻＢ.左旋多巴对照品溶液ꎻ
Ｃ.左旋多巴 ＰＥＧ 化固体脂质纳米粒ꎻ１.左旋多巴

图 １　 ３ 种溶液 ＨＰＬＣ 图　
Ａ.ｂｌａｎｋ ＰＥＧ￣ｓｏｌｉｄ ｌｉｐｉｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅꎻＢ. ｌｅｖｏｄｏｐａ ｃｏｎｔｒｏｌꎻＣ.

ｌｅｖｏｄｏｐａ ＰＥＧ￣ ｓｏｌｉｄ ｌｉｐｉｄ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅꎻ１.ｌｅｖｏｄｏｐａ
Ｆｉｇ.１　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｓｏｌｕｔｉｏｎ　

２.４.３　 线性与范围　 精密称取 ＬＤＰ１０.５４ ｍｇꎬ置１０ ｍＬ
量瓶ꎬ用 １％盐酸溶解并定容至刻度ꎬ摇匀ꎬ作为贮备液ꎬ
分别稀释制成 １０.５４ꎬ２１.０８ꎬ４２.１６ꎬ５２.７０ꎬ１０５.４ꎬ２１０.８ꎬ
５２７.０ μｇ􀅰ｍＬ－１供试品溶液ꎬ按“２.４.１”项色谱条件进样

测定ꎬ记录峰面积ꎮ 以 ＬＤＰ 浓度(Ｃ)为横坐标、峰面积

(Ａ)为纵坐标进行线性回归ꎬ得线性回归方程 Ａ ＝
３０ ５７８Ｃ＋１０ ２６５(ｒ２ ＝ １.０００)ꎮ 结果表明 ＬＤＰ 在 １０.５４~
５２７.０ μｇ􀅰ｍＬ－１浓度范围内与峰面积线性关系良好ꎮ
２.４.４　 仪器精密度实验　 精密量取 ５２.７０ μｇ􀅰ｍＬ－１对

照品溶液ꎬ重复进样测定 ６ 次ꎬ记录峰面积ꎬ计算得

ＲＳＤ 为 ０.４９％(ｎ＝ ６)ꎮ 表明仪器精密度良好ꎮ
２.４.５　 重复性实验　 取同一批(批号:２０１６０４１５)样品

１ ｍＬꎬ平行 ６ 份ꎬ置于 １０ ｍＬ 量瓶ꎬ加无水乙醇 ０.５ ｍＬ
破乳后用 １％盐酸定容至刻度ꎬ摇匀ꎬ按“２.４.１”项色谱

条件进样测定ꎮ 结果 ＬＤＰ 平均含量 ４６.０１ μｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ
ＲＳＤ 为 ０.６２％(ｎ＝ ６)ꎮ
２.４.６　 稳定性实验 　 取同一批(批号:２０１６０４１５)样

品ꎬ按“２.４.５”项方法制备供试品溶液ꎬ在室温下放置

０ꎬ１ꎬ２ꎬ４ꎬ６ꎬ８ꎬ１０ꎬ１２ꎬ２４ ｈ 后分别进样检测ꎬ记录峰面

积ꎬ计算 ＲＳＤ 为 ０.５７％(ｎ＝ ９)ꎮ 结果表明样品在 ２４ ｈ
内稳定性良好ꎮ
２.４.７　 方法回收率实验　 分别精密量取“２.４.３”项储备

液 ０.１ꎬ０.３ꎬ１.０ ｍＬ 各 ３ 份ꎬ置 １０ ｍＬ 量瓶ꎬ加入 Ｂｌａｎｋ￣
ｐＳＬＮ 悬液 ０.２ ｍＬꎬ加无水乙醇 ０.５ ｍＬ 破乳后用 １％盐

酸稀释并定容至刻度ꎬ摇匀ꎬ按“２.４.１”项色谱条件进样

测定ꎬ记录峰面积ꎬ计算加样回收率ꎮ 高、中、低浓度加

样回收率分别为 ９９.１３％ꎬ９９.５１％ꎬ９９.０４％ꎬＲＳＤ 分别为

１.２５％ꎬ１.９１％ꎬ１.７１％ꎬ表明该方法准确度良好ꎮ
２.５　 固体脂质纳米粒与游离药物分离　
２.５.１　 微型凝胶柱的制备　 称取一定量 Ｓｅｐｈａｄｅｘ Ｇ￣
５０ 用纯化水溶胀 １２ ｈ 后ꎬ装入 ２ ｍＬ 去掉内塞的注射

器中(底部放两张略小于其内径的圆形滤纸)排除气

泡后ꎬ以水平衡 ２~３ 个柱体积[５]ꎬ以 ３ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１( ｒ
＝ １５.７ ｃｍ)离心 ２ ｍｉｎꎬ去除柱中多余水分ꎬ得微柱(柱
高约 １.７ ｃｍ)ꎬ备用ꎮ
２.５.２　 微型凝胶柱对 Ｂｌａｎｋ￣ｐＳＬＮ 的吸附 　 取 Ｂｌａｎｋ￣
ｐＳＬＮ ０.１ ｍＬ 缓缓加入到微柱的顶端ꎬ５００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离

心 １ ｍｉｎ( ｒ＝ １５.７ ｃｍ) 使 Ｂｌａｎｋ￣ｐＳＬＮ 进入微柱ꎬ继续

加入纯化水 ０.２ ｍＬ 于微柱的顶端ꎬ２ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１( ｒ ＝
１５.７ ｃｍ)离心 ２ ｍｉｎꎬ收集洗脱液ꎬ连续重复操作 ４ 次ꎮ
合并收集液于 １０ ｍＬ 量瓶ꎬ加无水乙醇 ０.５ ｍＬ 超声破

乳ꎬ１％盐酸稀释并定容至刻度ꎬ摇匀ꎬ于 ２０８ ｎｍ 处测

定吸光度(Ａｎ)ꎻ另取 Ｂｌａｎｋ￣ｐＳＬＮ０.１ ｍＬ 于 １０ ｍＬ 量

瓶ꎬ加无水乙醇 ０.５ ｍＬꎬ超声破乳后用 １％盐酸稀释并

定容至刻度ꎬ摇匀ꎬ于 ２０８ ｎｍ 处测定吸光度(Ａ０)ꎻ按
照 Ａｎ / Ａ０ ×１００％计算微柱对 Ｂｌａｎｋ￣ｐＳＬＮ 的平均回收

率ꎬ结果为 ９８.８４％ꎬＲＳＤ 为 ０.８０％(ｎ ＝ ３)ꎬ见表 １ꎮ 表

明此微柱几乎可以将 Ｂｌａｎｋ￣ｐＳＬＮ 全部洗脱ꎮ

表 １　 Ｂｌａｎｋ￣ｐＳＬＮ 的微柱离心回收率　
Ｔａｂ. １ 　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ Ｂｌａｎｋ￣ｐＳＬＮ ｂｙ ｍｉｎｉ￣ｃｏｌｕｍｎ ａｆｔｅｒ

ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ　 ｎ＝ ３

样品编号 Ａｎ Ａ０ 回收率 / ％
１ ０.３１６ ９９.６８
２ ０.３１１ ０.３１７ ９８.１０
３ ０.３１３ ９８.７４

２.５.３　 微柱对游离药物的吸附 　 精密称取 Ｌ￣ＤＯＰＡ
原料药 ３ 份ꎬ以 １％盐酸溶解并定容ꎬ配制成浓度分别

为 ０.１ꎬ０.５ꎬ１ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ 溶液ꎮ 精密吸取各浓度溶液

０.１ ｍＬꎬ缓缓加入微柱顶端ꎬ按“２.５.２”项条件离心洗

脱ꎬ合并收集的洗脱液置于 １０ ｍＬ 量瓶ꎬ用 １％盐酸定

容至刻度ꎬ摇匀ꎬ按“２.４.１”项色谱条件分别进样测定ꎬ
记录峰面积为 Ａ１ꎮ 精密量取各浓度溶液 ０.１ ｍＬ 于

１０ ｍＬ 量瓶中用 １％盐酸稀释并定容至刻度ꎬ按“２.４.
１”项色谱条件测定峰面积为 Ａ０ꎮ 按[(Ａ０ －Ａ１) / Ａ０ ×
１００％]计算微柱对游离药物的吸附率ꎮ 结果 ３ 种浓度

药物的吸附率分别为 １００％ꎬ９８.７５％ꎬ９８.５６％ꎬＲＳＤ 分

别为 ０.００％ꎬ０.１９％ꎬ０.１８％(ｎ ＝ ３)ꎮ 说明在洗脱范围
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内微柱几乎可以将游离药物完全吸附ꎮ
２.５.４　 微柱对 Ｂｌａｎｋ￣ｐＳＬＮ 和游离药物物理混合液的

吸附　 精密量取 ０.１ ｍＬ 的空白 ＳＬＮ ３ 份置于 １０ ｍＬ
量瓶ꎬ分别加入适量 Ｌ￣ＤＯＰＡ 原料药ꎬ用 １％盐酸定容

至刻度ꎬ制成浓度分别为 ０.１ꎬ０.５ꎬ１ ｍｇ􀅰ｍＬ－１物理混

合液ꎮ 按“２.４.１”项色谱条件测定过柱前药物的峰面

积(Ａ０)ꎮ 分别取 ３ 个不同浓度物理混合样液 ０.１ ｍＬ
加于微柱顶端ꎬ按“２.５.２”项离心条件分离游离药物与

Ｂｌａｎｋ￣ｐＳＬＮꎬ收集洗脱液ꎬ加无水乙醇破乳后用 １％盐

酸定容至 １０ ｍＬꎬ按“２.４.１”项色谱条件测定过柱后峰

面积(Ａ１)ꎬ按[(Ａ０－Ａ１) / Ａ０×１００％]计算微柱对物理混

合样品中游离药物的吸附率ꎮ 结果 ３ 种不同浓度药物

的吸附率分别为 ９９.６８％ꎬ９８.４６％ꎬ９９.２１％ꎻＲＳＤ 分别

为 １.５２％ꎬ０.２３％ꎬ０.２１％ꎮ
２.５.５　 洗脱曲线的绘制 　 精密吸取 ＬＤＰ￣ｐＳＬＮ 悬液

０.１ ｍＬ加到微柱顶端“２.４.２”项离心条件进行洗脱ꎬ收
集每次的洗脱液ꎬ加无水乙醇破乳后用 １％盐酸定容

至 １０ ｍＬꎬ按“２.４.１”项色谱条件测定峰面积ꎬ根据峰面

积与收集管数绘制洗脱曲线ꎬ其中 １~４ 管洗脱液为空

白脂质体混悬液ꎬ５ ~ １４ 管洗脱液为游离 Ｌ￣ＤＯＰＡ 溶

液ꎬＳｅｐｈａｄｅｘＧ￣５０ 微型凝胶柱可较好地将 ＳＬＮ 与游离

Ｌ￣ＤＯＰＡ 药物分离ꎬ结果见图 ２ꎮ

图 ２　 ＬＤＰ￣ｐＳＬＮ 洗脱曲线　
Ｆｉｇ.２　 Ｅｌｕｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＬＤＰ￣ｐＳＬＮ　

２.６　 包封率的测定　 精密量取 ３ 份不同批次的 ＬＤＰ￣
ｐＳＬＮ 悬液各 ０.１ ｍＬꎬ上样于微柱顶端ꎬ按“２.５.２”项方

法分离游离药物和 ＳＬＮꎬ最终洗脱液收集到 １０ ｍＬ 量

瓶ꎬ经无水乙醇破乳后ꎬ用 １％盐酸稀释定容至刻度ꎬ

摇匀ꎬ按“２.４.１”项色谱条件测定包封于 ＳＬＮ 中药物浓

度 Ｃ１ꎮ 再分别量取各批次 ＬＤＰ￣ｐＳＬＮ 悬液 ０.１ ｍＬ 于

１０ ｍＬ 量瓶ꎬ经无水乙醇破乳后ꎬ用 １％盐酸稀释定容

至刻度ꎬ摇匀ꎬ按“２.４.１”项色谱条件测定总药物的浓

度(Ｃ０)ꎬ以公式 ＥＥ％ ＝ Ｃ１ / Ｃ０ ×１００％计算包封率ꎮ 最

终测得脂质体的包封率分别为 ３６.６％ꎬ３７.５％ꎬ３５.０％ꎻ
ＲＳＤ 分别为 １.２８％ꎬ１.０４％ꎬ１.４２％(ｎ＝ ３)ꎮ
３　 讨论　

文献[６]报道ꎬ离心转速和时间以及微柱的高度

对葡聚糖凝胶微柱的分离效果有很大的影响ꎮ 转速过

高或离心的时间过长会使凝胶溶胀吸收的水分离出

来ꎬ导致凝胶柱中出现大量气泡甚至断裂ꎻ转速过低或

离心时间过短会减少洗脱体积ꎬ导致 Ｓ 纳米粒和游离

药物分离效果不好ꎮ 微柱的高度过高导致洗脱体积增

大ꎬ稀释倍数增大ꎬ给破乳带来不便ꎻ微柱的高度过低ꎬ
分离效果不好ꎬ易导致游离药物洗出ꎮ 本实验对 ３ 种

规格的葡聚糖凝胶(ＳｅｐｈａｄｅｘＧ￣２５ꎬ５０ ꎬ１００)进行了考

察ꎬ并对离心力、离心时间和柱高进行反复摸索ꎬ筛选

出微柱离心分离的最佳条件为微柱高度 １.７ ｃｍꎬ３ ０００
ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ３ ｍｉｎꎮ

紫外分光光度法对 Ｂｌａｎｋ￣ｐＳＬＮ 的破乳液进行全

波长扫描ꎬ显示其在 ２０８ ｎｍ 波长处有最大吸收ꎬ故选

择 ２０８ ｎｍ 测定 Ｂｌａｎｋ￣ｐＳＬＮ 破乳液的吸光度ꎮ
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