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马钱子碱（Brucine）是从马钱科植物马钱（Strychnos

nux-vomica L.）的干燥成熟种子中提纯的一种弱碱性吲哚类生

物碱，虽毒性较大但却具有多种药理作用[1]，目前其抗肿瘤作

用是国内外研究的热点[2-6]，但是马钱子碱的水溶性差、半衰期

短、生物利用度低[7-9]，严重限制了其药效的发挥。纳米结构脂

质载体（Nanostructured lipid carrier，NLC）是在固体脂质纳米

粒（Solid lipid nanoparticle，SLN）基础上发展起来的新一代纳

米给药系统，是在SLN的基础上加入了与固态脂质性质相差

较大的液态油，使纳米粒具有较高的晶体缺陷，从而能容纳较

多的药物分子，能有效避免在装载过程中药物泄漏、包封率降

低的现象。NLC不仅保留了SLN生理相容性好、可生物降解、

靶向作用较强、药物体内滞留时间长、生物利用度高的优点，

同时提高了药物的包封率和载药量[10]。将马钱子碱制成NLC

制剂有望延长药物在体内的作用时间、提高靶向性、减少对其

他脏器的毒副作用。

本课题组采用溶剂乳化超声法制备了马钱子碱NLC，采

用高效液相色谱（HPLC）法测定了其中的主药含量，并通过葡

聚糖凝胶柱过滤法分离其中的游离药物，测定其包封率，为制

剂的处方筛选与工艺优化奠定了基础。
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摘 要 目的：建立测定马钱子碱纳米结构脂质载体中主药含量及包封率的方法。方法：采用高效液相色谱法测定主药含量，测

定包封率时以葡聚糖凝胶柱过滤法分离马钱子碱纳米结构脂质载体中的游离药物。色谱柱为Dikma C18，流动相为流动相A（甲

醇）-流动相 B[水-乙酸-三乙胺（230 ∶ 2.4 ∶ 0.3，V/V/V）]（30 ∶ 70，V/V），流速为 1 ml/min，检测波长为 265 nm，进样量为 10 μl，柱温为

30 ℃。结果：马钱子碱质量浓度在4.00～80.00 μg/ml范围内与其峰面积呈良好的线性关系（r＝0.999 9）；精密度、稳定性、重复性

试验的 RSD≤1.67％；含量测定平均加样回收率为 99.66％，RSD＝0.45％（n＝9）；葡聚糖凝胶柱过滤法平均回收率为 99.75％，

RSD＝1.74％（n＝9）；平均包封率为69.92％。结论：该方法操作方便、重复性好、效率高，可用于马钱子碱纳米结构脂质载体中的

主药含量及包封率的测定。
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Determination of the Main Content and Entrapment Efficiency in the Brucine Nanostructured Lipid Carrier
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for determining the main contents and entrapment efficiency in the bruc-

ine nanostructured lipid carrier（NLC）. METHODS：HPLC was adopted to determine the main content，sephadex gel filtration meth-

od was employed to separate free drug in brucine NLC to determine the entrapment efficiency. The column was Dikma C18 with the

mobile phase of mobile phase A（methanol）-mobile phase B [water-acetic acid-triethylamine（230 ∶ 2.4 ∶ 0.3，V/V/V）]（30 ∶ 70，V/V）at

the flow rate of 1 ml/min，the detection wavelength was 265 nm，volume was 10 μl and temperature was 30 ℃. RESULTS：The

linear range of brucine was 4.00-80.00 μg/ml（r＝0.999 9）；RSDs of precision，stability and reproducibility tests were ≤1.67％；av-

erage recoveries of content determination and sephadex gel filtration method were respectively 99.66％（RSD＝0.45％，n＝9）and

99.75％（RSD＝1.74％，n＝9）；and the average entrapment efficiency was 69.92％. CONCLUSIONS：The method is simple，re-

producible and efficient，and can be used for the determination of main contents and entrapment efficiency in brucine NLC.
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化大豆磷脂（美国Cargill公司）；Poloxamer 188（德国BASF公

司）；葡聚糖凝胶Sephadex G-50（分离范围：1 000～3 000，上海

浩然生物技术有限公司）；甲醇（色谱纯，北京Dikma公司）；水

为纯净水（杭州娃哈哈集团），其他试剂均为市售分析纯。

2 方法与结果
2.1 马钱子碱NLC和空白NLC的制备

结合本课题前期研究，采用溶剂乳化超声法制备马钱子

碱NLC：称取处方量的单硬脂酸甘油酯、油酸、卵磷脂放入烧

杯中，精密称定，加 5 ml无水乙醇于烧杯中，60 ℃水浴条件下

使其完全溶解，于恒温磁力搅拌作用下加入处方量的主药使

其混匀作为油相；量取 1％Poloxamer 188溶液 40 ml置于烧杯

中，恒温水浴中加热到 60 ℃作为水相；将油相在 60 ℃恒温磁

力搅拌作用下缓缓滴加到水相中，滴加完毕后，立即超声（功

率：750 W，频率：20 kHz）处理3 min，继续室温搅拌45 min，除

去无水乙醇，即得马钱子碱NLC混悬液。同时，以相同的方法

制备不含马钱子碱的空白NLC混悬液。

2.2 马钱子碱NLC主药含量的测定

2.2.1 色谱条件 色谱柱：Dikma C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；

流动相：流动相A（甲醇）-流动相B[水-乙酸-三乙胺（230 ∶ 2.4 ∶
0.3，V/V/V）]（30 ∶ 70，V/V）；流速：1 ml/min；检测波长：265 nm；

进样量：10 μl；柱温：30 ℃。

2.2.2 溶液的制备 （1）对照品溶液的制备：取马钱子碱对照

品 2.0 mg，精密称定，加入甲醇溶解并定容至 25 ml，制得质量

浓度为80.00 μg/ml的对照品溶液。（2）马钱子碱NLC供试品溶

液的制备：精密量取马钱子碱NLC混悬液适量，加适量甲醇超

声（功率：200 W，频率：40 kHz）处理 30 min，破坏NLC的结构

使包载于其中的药物充分释放出来，经 0.22 μm 微孔滤膜滤

过，即得。（3）空白NLC溶液的制备：精密量取不含马钱子碱的

空白NLC混悬液适量，按“（2）”项下方法制得空白NLC溶液。

2.2.3 专属性试验 取“2.2.2”项下的对照品溶液、马钱子碱

NLC供试品溶液、空白NLC溶液各适量，按“2.2.1”项下色谱条

件进样，记录色谱，详见图1。由图1可见，在该色谱条件下辅

料对主药的含量测定无干扰，方法的专属性良好。

2.2.4 线性关系考察 分别精密量取“2.2.2”项下对照品溶液

0.25、0.50、1.00、2.00、4.00、5.00 ml，置于5 ml量瓶中，用适量流

动相稀释，摇匀，定容，按“2.2.1”项下色谱条件进样测定，记录

色谱峰面积。以马钱子碱质量浓度（x，μg/ml）为横坐标、峰面
积（y）为纵坐标进行线性回归，得回归方程 y＝20 600x+14 000

（r＝0.999 9，n＝6）。结果表明，马钱子碱质量浓度在 4.00～

80.00 μg/ml范围内与其峰面积呈良好的线性关系。

2.2.5 精密度试验 取“2.2.2”项下对照品溶液适量，配制成
高、中、低（64.00、32.00、16.00 μg /ml）3个质量浓度的溶液各 5

份，按“2.2.1”项下色谱条件，单日内每份进样1次，每个质量浓
度连续进样5次，记录峰面积。结果，日内精密度的RSD分别
为 0.45％、0.53％、0.78％。连续测定 5 d，记录峰面积。结果，

日间精密度的RSD分别为 1.28％、1.09％、1.67％。RSD均小
于2％，表明本方法的精密度良好。

2.2.6 稳定性试验 精密吸取同一马钱子碱NLC供试品溶液
（批号：1121）适量，分别于放置 0、2、4、8、10、12 h时按“2.2.1”

项下色谱条件进样，记录峰面积。结果，RSD＝0.58％，表明供
试品溶液在12 h内稳定性良好。

2.2.7 重复性试验 取同一批马钱子碱 NLC 样品（批号：

1121）适量，共 6份，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再按
“2.2.1”项下色谱条件进样，记录峰面积。结果，RSD＝1.45％，

表明本方法的重复性良好。

2.2.8 加样回收率试验 精密量取马钱子碱NLC样品（批号：

1121）适量，共 9份，分别加入对照品溶液（80.00 μg/ml）适量，

按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，定容得高、中、低3个质量
浓度的溶液，经0.22 μm微孔滤膜滤过后，按“2.2.1”项下色谱条
件进样测定，记录峰面积，计算加样回收率。结果表明方法准
确度良好，详见表1。

表1 加样回收率试验结果（n＝9）

Tab 1 Results of recovery tests（n＝9）
样品含量，
μg
40.235

40.235

40.235

40.235

40.235

40.235

40.235

40.235

40.235

加入量，
μg

320.000

320.000

320.000

160.000

160.000

160.000

80.000

80.000

80.000

测得量，
μg

359.900

360.501

360.198

198.101

200.205

200.108

118.000

120.187

120.222

加样回收率，
％

99.91

100.07

99.99

98.93

99.99

99.94

98.14

99.96

99.99

平均加样回
收率，％

99.66

RSD，
％

0.45

2.2.9 样品含量测定 分别精密量取3批马钱子碱NLC样品
各 1 ml，各取 3份，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再按

“2.2.1”项下色谱条件进样测定，计算样品含量，结果详见表2。

表2 样品含量测定结果（n＝3）

Tab 2 Results of samples content determination（n＝3）

批号
1121

1122

1123

主药含量，μg/ml

163.92

162.11

163.22

RSD，％
1.05

1.27

1.12

2.3 马钱子碱NLC包封率的测定

本试验采用葡聚糖凝胶柱过滤法测定马钱子碱NLC的包
封率[11-14]。

2.3.1 洗脱曲线的绘制 将预处理好的葡聚糖凝胶Sephadex

G-50装填于 1.5 cm×30 cm 的凝胶柱中，凝胶装填高度为 18

cm，避免分层与气泡产生，静置平衡后备用。精密吸取马钱子

碱NLC混悬液（批号：1121）1 ml缓缓加至凝胶柱上方，以流速

0.9～1 ml/min的蒸馏水按每 1 ml 1管进行洗脱，收集第 1～12

0.02

0.00

2.00 14.00
时间，min

A

AU

0.05

0.00

2.00 14.00
时间，min

B

AU

0.05

0.00

AU

2.00 14.00
时间，min

C
图1 高效液相色谱图

A.空白NLC；B.马钱子碱对照品；C.马钱子碱NLC；1.马钱子碱

Fig 1 HPLC chromatograms
A.blank NLC；B.brucine reference；C. brucine NLC；1.brucine
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ml的洗脱液；后改用 20％的乙醇溶液继续洗脱，收集第 13～

35 ml洗脱液。按“2.2.2”项下供试品溶液制备方法处理第1～

12 ml的洗脱液后，按“2.2.1”项下色谱条件进样测定，同时取第

13～35 ml的洗脱液直接进样测定，并计算含量，绘制马钱子碱

NLC洗脱曲线，详见图 2。由图 2可见，游离药物与NLC能完

全分离开。

2.3.2 柱回收率试验 精密吸取马钱子碱 NLC 混悬液（批

号：1121）1 ml缓缓加至凝胶柱上方，以流速 0.9～1 ml/min的

蒸馏水进行洗脱，按洗脱曲线结果收集第 5～12 ml的洗脱液

为除去了游离药物的洗脱液。分别取0.5、1.0、1.5 ml除去了游

离药物的洗脱液缓缓加至凝胶柱上方，以流速 0.9～1 ml/min

的蒸馏水进行洗脱，收集洗脱液 30 ml，测定NLC经分离洗脱

后的药量；另取 0.5、1.0、1.5 ml 除去了游离药物的洗脱液按

“2.2.2”项下供试品溶液制备方法处理，按“2.2.1”项下色谱条

件进样测定马钱子碱NLC中的总药量，计算回收率，结果详见

表3。由表3可见，马钱子碱经过葡聚糖凝胶柱洗脱吸附损失

较小，辅料的加入不影响NLC中游离药物的分离，可被洗脱液

洗脱完全。

表3 柱回收率试验结果（n＝3）

Tab 3 Results of column recovery tests（n＝3）

浓度

高
中
低

NLC中的总
药量，μg

22.15

13.79

7.26

NLC经分离洗脱
后的药量，μg

21.84

14.03

7.18

回收率，
％

98.60

101.74

98.90

平均回收
率，％

99.75

RSD，
％

1.74

2.3.3 包封率的测定 取 3批马钱子碱NLC样品各适量，分

别精密量取 1 ml 缓缓加至凝胶柱上方，以流速为 0.9～1 ml/

min的蒸馏水洗脱，收集第 5～12 ml的洗脱液，加入甲醇超声

（功率：200 W，频率：40 kHz）破乳，用流动相定容后，按“2.2.1”

项下色谱条件进样测定，计算其中主药的含量（WNLC）；另取马

钱子碱NLC样品 1 ml，按“2.2.2”项下供试品溶液制备方法处

理，再按“2.2.1”项下色谱条件进样测定，计算其中的总药量

（W 总）。 按公式计算马钱子碱 NLC 的包封率 ：包封率

（EE，％）＝WNLC/W 总×100％。包封率测定结果详见表4。

表4 包封率测定结果（n＝3）

Tab 4 Determination results of entrapment efficiency（n＝3）

批号
1121

1122

1123

包封率，％
68.84

69.73

71.20

平均包封率，％

69.92

RSD，％

1.70

3 讨论
在非胃肠道给药的微粒制剂中，游离药物与被包裹的药

物在体内有不同的组织分布，会导致不同的治疗效果[15]。包封

率是纳米脂质载药系统质量评价的重要指标，分为直接测定

法和间接测定法[16]。目前，文献中包封率的测定方法多采用间

接测定法，即分离游离药物与纳米脂质，如葡聚糖凝胶柱过滤

法、离心超滤法、透析法、超速离心法[17-21]，以测定被包封药物

的质量浓度，计算包封率。透析法用时较长，容易导致被包封
的药物泄漏，且受人为因素的影响较大，因此本试验未考虑；

超速离心法利用纳米脂质的密度差进行分离，而本试验采用
的脂质基质密度均小于 1，纳米脂质的粒径较小，在超速离心
后仍有大量的载药脂质不会沉淀，且在强大的离心力作用下
药物易泄漏，测得的包封率较低，故亦未采用。

本试验采用葡聚糖凝胶柱过滤法，利用分子排阻色谱原
理及吸附原理将不同分子质量的纳米粒子分离，应用广泛。

该方法避免了透析法耗时长、被包封药物易泄漏而导致载药
量降低的缺点，以及离心法在强大的离心力作用下造成的纳
米脂质破裂引起药物泄露的不足。

本试验结果表明，葡聚糖凝胶柱过滤法回收率较高，可满
足马钱子碱NLC包封率的测定要求。

综上所述，该法操作方便、重复性好、效率高，可用于马钱
子碱纳米结构脂质载体中的主药含量及包封率的测定。
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几种模式识别方法用于中药挥发油红外光谱法鉴别的比较研究Δ
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摘 要 目的：比较几种模式识别方法在中药挥发油红外光谱法鉴别中的分类效果。方法：对多种忍冬属和柑橘属中药的挥发油

进行红外光谱测定，应用系统聚类、K-均值聚类、人工神经网络、支持向量机方法对样品红外光谱进行分类。结果：系统聚类与K-

均值聚类分类效果不佳，人工神经网络和支持向量机方法均取得100％分类正确率。结论：可以将人工神经网络和支持向量机模

式识别方法与红外光谱法结合，构建化学计量学指纹图谱技术，用于中药挥发油的鉴别。

关键词 中药；挥发油；红外光谱法；模式识别；化学计量学指纹图谱技术

Comparative Study of Several Pattern Recognition Methods in the Identification of Volatile Oils of Tradition-
al Chinese Medicine by Infrared Spectroscopy
QIU Xin-hua1，TANG Tie-xin1，LIU Yan1，WU Mei-zhu1，TAN Xiong-si1，GAN Ke-lin1，YAO Wei-sheng2（1.Zhao-
qing Medical College，Guangdong Zhaoqing 526020，China；2.Zhaoqing Hospital of Traditional Chinese Medi-
cine，Guangdong Zhaoqing 526020，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To compare the performance of several pattern recognition methods in the identification of volatile

oils of traditional Chinese medicine（TCM）by infrared spectroscopy. METHODS：The volatile oils of several Lonicera and Citrus

TCM were determined by infrared spectroscopy. All samples of infrared spectrum were classified by hierarchical clustering，K-mean

clustering，artificial neural networks，and support vector machine. RESULTS：The results of hierarchical clustering and K-mean clus-

tering were ineffective. Methods of artificial neural networks and support vector machine achieved correct classification rate of

100％. CONCLUSIONS：Artificial neural networks and support vector machine can be combined with infrared spectroscopy to cre-

ate chemometric fingerprinting for the identification of volatile oils of TCM.

KEYWORDS Traditional Chinese medicine；Volatile oils；Infrared spectroscopy；Pattern recognition；Chemometric fingerprinting
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红外光谱鉴别法专属性很强，广泛应用于化学药物的鉴

别。中药挥发油是混合物，红外光谱信息复杂、变异大，仅凭

人工比对很难区分。很多研究报道采用化学计量学方法与红

外光谱法相结合，用于中药的鉴别[1-7]，其中最常使用的化学计

量学方法是基于欧氏距离、夹角余弦、Pearson（泊松）相关系数

等距离（或相似度）量度的相似度分析或聚类分析方法[1-5]，缺

少应用人工神经网络和支持向量机模式识别方法的研究。本

试验比较了几种模式识别方法在多种忍冬属和柑橘属中药挥

发油红外光谱法鉴别中的判别效果，报道如下。

1 材料
1.1 仪器和分析软件

用 IRsolution 150SU1工作站软件控制的 IRAffinity-1傅里

叶红外光谱仪来自日本岛津公司。数据文件的格式转换使用

自编程序（用 Java语言在Eclipse 4.20集成开发软件下开发）。

K-均值聚类、系统聚类、人工神经网络分析使用SPSS 21软件

试用版（美国 IBM公司）。支持向量机分析使用Libsvm 3.17软
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