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摘 要 目的：建立测定硫酸长春新碱脂质体含量的方法，并对其3种包封率测定方法进行比较。方法：采用高效液相色谱法测

定药物含量，色谱柱为Agilent C18，流动相为4.5％二乙胺水溶液（pH 7.0）-甲醇（1 ∶ 7，V/V），流速为1.0 ml/min，检测波长为297 nm；

分别采用超速离心法、超滤法、微柱离心法分离游离药物并测定包封率。结果：硫酸长春新碱检测质量浓度线性范围为1～160 μg/ml

（r＝0.999 9），平均回收率为（97.8±1.1）％；3种方法测定包封率的方法回收率均符合方法学要求（回收率均≥96.54％），测得样品

的包封率分别为96.54％、96.84％、95.29％。结论：本品含量测定方法准确；包封率测定方法中以超滤法操作更简单且快速。建立

的含量和包封率测定方法可用于该制剂的质量控制。
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Content Determination of Vincristine Sulphate Liposomes and Comparison of 3 Methods for Entrapment
Efficiency
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the method for the content determination of vincristine sulphate（VS）liposomes，and to

compare 3 methods for entrapment efficiency. METHODS：HPLC method was adopted. The determination was performed on Agi-

lent C18 column with mobile phase consisted of 4.5％ diethylamine solution（pH 7.0）-methanol（1 ∶ 7，V/V）at the flow rate of 1.0

ml/min. The detection wavelength was set at 297 nm. The entrapment efficiency was determined by ultracentrifugation，ultrafiltra-

tion and microcolumn centrifugation method，respectively. RESULTS：The linear range of VS were 1-160 μg/ml（r＝0.999 9）with

an average recovery of（97.8±1.1）％. Method recoveries of 3 methods for entrapment efficiency were in line with the methodology

requirements（recoveries≥96.54％），entrapment efficiency were 96.54％，96.84％，95.29％ . CONCLUSIONS：The method for

content determination is accurate；ultracentrifugation method is more simple and rapid among 3 methods. Established methods for

content determination and entrapment efficiency can be used for quality control of the preparation.

KEYWORDS Vincristine sulphate liposomes；Content determination；Entrapment efficiency
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长春新碱（Vincristine）是来自夹竹桃科植物长春花的生物
碱类抗癌药物，主要用于治疗急性淋巴细胞白血病、乳腺癌、

支气管肺癌、软组织肉瘤及神经母细胞瘤等[1]。目前已有的上
市制剂即注射剂存在半衰期短、可致神经系统及胃肠道毒性
反应的缺点。为使长春新碱达到减毒、增效的抗肿瘤作用，微
球、脂质体常用于长春新碱的载药系统。由于长春新碱为片
状结晶，性质极不稳定，因此常用其硫酸盐，即硫酸长春新碱
（Vincristine sulphate，VS）[2]。如加拿大 Inex 公司研究开发的
VS脂质体，其临床前及Ⅱ/Ⅲ期临床研究结果表明，将长春新
碱制成脂质体，可改善其体内药动学行为，降低药物毒性，提
高其疗效[3-4]。本课题组通过 pH梯度法自制VS脂质体，改善
了美国FDA已批准上市的美国Talon公司的VS脂质体注射剂
Marqibo®的临床应用性，通过3种常用分离方法（超速离心法、

超滤法、微柱离心法），建立了以高效液相色谱（HPLC）法测定
VS的含量及计算包封率的方法，结果证明本产品的主药包封
率符合Marqibo®制剂学包封率要求（＞90％）。另外，自制产
品改善了该国外品种 3瓶装的包装形式，利用 1瓶装包装，一
步完成脂质体制备及pH调节步骤，提高了脂质体制剂在分装、

运输、临床配制时的安全性、便捷性，具有明显的技术优势。

1 材料
1.1 仪器与材具

1260 HPLC仪（美国Agilent公司）；BSA224S电子天平（北
京赛多利斯仪器系统有限公司）；CS150GXL微量超速离心机
（日本日立公司）；HC-3018R冷冻超速离心机（安徽中科中佳
科学仪器有限公司）；UV-1200紫外-可见分光光度仪（上海美
普达仪器有限公司）；SCIENT-ⅡD超声细胞粉碎仪（宁波新芝
生物科技股份有限公司）。

Pall超滤离心管（北京金欧亚科技发展有限公司，截留分
子质量10 K）。

1.2 药品与试剂
VS 原料药（广州白云山汉方现代药业有限公司，批号：

20130901，纯度：99.1％）；VS对照品（上海通田生物技术股份
有限公司，批号：20130405，纯度：99.8％）；二硬脂酰基磷脂酰
乙醇胺-聚乙二醇 2000（DSPE-PEG2000，批号：20130415，纯
度：99.0％）、氢化大豆卵磷脂（HSPC，批号：20130208，纯度：

95％）、胆固醇均来源于上海艾韦特医药科技有限公司；VS脂
质体（课题组自制，批号：20131010、20131011、20131012，含
量：2 mg/ml）；葡聚糖凝胶G-50（北京瑞达恒辉科技发展有限
公司，批号：HA-0240-02，纯度：100％）；其余试剂为色谱纯。

2 方法与结果
2.1 空白脂质体及VS脂质体的制备

根 据 pH 梯 度 法 制 备 脂 质 体 [5-6]。 称 取 适 量 DSPE-
PEG2000、HSPC、胆固醇，按质量比1 ∶ 5 ∶ 2溶于三氯甲烷中，减
压蒸发除去三氯甲烷。以枸橼酸缓冲液（300 mmol/L，pH 4.0）
为 水 化 介 质 ，60 ℃ 水 浴 搅 拌 30 min，使 总 脂 质（DSPE-
PEG2000、HSPC、胆固醇）质量浓度达到30 g/L，所得混悬液于
300 W功率下探头超声8 min，然后依次通过0.8 、0.45 μm的微
孔滤膜，即得空白脂质体混悬液。取空白脂质体 0.5 ml，加入
1.0 ml VS 溶液（4 g/L）及 0.5 ml 碳酸钠溶液（500 mmol/L，pH
11.0）适量，60 ℃水浴孵育30 min，即得VS脂质体。

2.2 VS含量测定
2.2.1 色谱条件。Agilent C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动
相：4.5％二乙胺水溶液（pH 7.0）-甲醇（1 ∶ 7，V/V），过滤、脱气，

流速：1.0 ml/min；二极管阵列检测器（DAD），检测波长：297

nm；进样量：20 μl。

2.2.2 溶液的制备。（1）对照品溶液：称取VS对照品适量，加
入甲醇溶解，稀释成质量浓度为20 μg/ml的溶液，摇匀，即得。

（2）VS脂质体及空白脂质体供试品溶液：取VS脂质体溶液 1

ml，置于100 ml量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀即得VS脂质体供
试品溶液；同法制得空白脂质体供试品溶液。

2.2.3 方法专属性试验。取VS溶液及脂质体，加入适量甲醇
对供试品溶液进行破乳。取破乳后脂质体和空白脂质体破乳
溶液各20 μl，过0.45 μm微孔滤膜，进样测定，记录色谱图。结
果表明，辅料不干扰主成分测定，色谱见图1。

2.2.4 标准曲线的制备。精密称取VS对照品适量，甲醇溶解
后制成1 mg/ml对照品贮备液。精密移取一定量的贮备液，用
甲醇稀释成质量浓度分别为1、5、10、20、40、80、160 μg/ml的对
照品溶液，过 0.45 μm 的微孔滤膜，进样测定。以 VS 峰面积
（A）对其质量浓度（c）进行线性回归，得标准曲线方程为：A＝
18.408c－0.1721（r＝0.999 9），结果表明VS检测质量浓度线性
范围为1～160 μg/ml。
2.2.5 精密度试验。照“2.2.4”项下方法制备5、20、80 μg/ml对
照品溶液，连续进样 6次，测定VS的峰面积，计算 3 d的日间
精密度和日内精密度。结果显示，低、中、高质量浓度日内
RSD 分别为 1.13％、0.44％、0.32％（n＝6），日间 RSD 分别为
1.78％、0.95％、0.50％（n＝3）。表明该方法的精密度符合方法
学要求。

2.2.6 回收率试验。精密移取“2.2.4”项下 VS 贮备液 0.15、
1.00、2.00 ml，置于 50 ml 量瓶中，分别加入空白脂质体 1 ml。
按“2.2.2”项下方法制成供试品溶液，进样测定，计算回收率。

结果显示，高、中、低质量浓度回收率分别为 96.9％、97.6％、

98.9％，RSD 分别为 1.0％、1.8％、1.9％（n＝3），平均值为
（97.8±1.1）％。表明该分析方法的回收率符合方法学要求。

2.2.7 样品含量测定。取 3批样品，按“2.2.2”项下方法制成
VS脂质体供试品溶液；另取对照品溶液，分别进样测定，以外
标法计算VS的含量。结果显示，3批样品含量分别为 2.085、
2.088、2.123 mg/ml，标示百分含量分别为 104.3％、104.4％、

106.2％。

2.3 超速离心法测定包封率
2.3.1 方法回收率试验（方法①）。精密制备低、中、高 3种质
量浓度（5、20、80 μg/ml）的VS甲醇溶液，置于离心管（离心半

图1 高效液相色谱图
A.甲醇；B.空白脂质体；C.VS脂质体；D.VS溶液；1.VS

Fig 1 HPLC chromatograms
A. methanol；B. blank liposomes；C. VS liposomes；D. VS solution；1.
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径：6.1 cm）中，50 000 r/min 超速离心 2 h，移取上清液进样分
析，平行测定3次，计算游离药物回收率＝测得质量浓度/样品
已知质量浓度×100％，结果见表1。

表1 超速离心法回收率试验结果（n＝3）
Tab 1 Results of ultracentrifugation recovery tests（n＝3）

样品已知质量
浓度，μg/ml

5

20

80

测得质量浓度，μg/ml

方法①
4.99

20.10

80.40

方法②
4.94

19.78

79.28

回收率，％
方法①

99.8

100.6

100.5

方法②
98.7

98.9

99.1

RSD，％
方法①

98.7

98.9

99.1

方法②
0.30

0.36

0.11

2.3.2 加样回收率试验（方法②）。精密量取VS甲醇溶液适
量，加入空白脂质体中，使VS溶液的质量浓度分别为5、20、80

μg/ml，按“2.3.1”项下方法分离游离药物，计算游离药物加样回
收率＝测得浓度/样品已知质量浓度×100％，结果见表1。

2.3.3 包封率的测定。精密量取VS脂质体2 ml，置于离心管
中，50 000 r/min（离心半径：6.1 cm）超速离心 2 h，移取上清液
进样分析，计算游离药物量 W 游；另外取供试品溶液 2 ml，按

“2.2.7”项下方法测定并计算总药量W 总。包封率（％）计算方
程如下：（W 总－W 游）/W 总×100％。结果显示，3批样品的包封率
分别为96.53％、96.52％、96.57％，平均值为96.54％。

2.4 超滤法测定包封率
2.4.1 方法回收率试验（方法①）。精密制备低、中、高 3种浓
度（5、20、80 μg/ml）的VS甲醇溶液，分别取0.6 ml置于超滤离
心管中，收集续滤液，将超滤前后药物溶液用流动相稀释至适
当浓度，进样分析，平行测定 3次，计算游离药物回收率，结果
见表2。

表2 超滤法回收率试验结果（n＝3）
Tab 2 Results of ultrafiltration recovery tests（n＝3）

样品已知质量
浓度，μg/ml

5

20

80

测得质量浓度，μg/ml

方法①
5.03

20.40

79.90

方法②
4.89

19.72

79.20

回收率，％
方法①
100.6

101.8

99.9

方法②
97.8

98.6

99.0

RSD，％
方法①

1.24

0.52

0.34

方法②
0.61

0.18

0.81

2.4.2 加样回收率试验（方法②）。精密量取VS甲醇溶液适
量，加入空白脂质体中，使VS溶液的质量浓度分别为5、20、80

μg/ml，按“2.4.1”项下方法分离游离药物，计算游离药物加样回
收率，结果见表2。

2.4.3 包封率的测定。精密量取VS脂质体 0.6 ml，置于超滤
离心管中，12 000 r/min（离心半径：4.7 cm）离心15 min，移取超
滤离心管下层溶液进样分析，计算 W 游；另取供试品溶液 0.6

ml，按“2.2.7”项下方法测定，计算总药量W 总和包封率。结果
显示，3批样品的包封率分别为 96.89％、96.85％、96.77％，平
均值为96.84％。

2.5 微柱离心法测定包封率
2.5.1 微柱的制备。将葡聚糖凝胶G-50用蒸馏水在100 ℃充
分溶胀后装填于2 ml注射针筒内（底部放1张略小于其内径的
圆形滤纸），尽量排除气泡，于 1 000 r/min（离心半径：4.7 cm）

离心3 min除去多余的蒸馏水，制备微柱待用。

2.5.2 VS和空白脂质体的洗脱曲线。精密吸取VS溶液和空
白脂质体各 0.5 ml，分别缓慢加入微柱的顶端。500 r/min（离
心半径：4.7 cm）离心3 min，使VS溶液和空白脂质体进入凝胶
柱中。以1 000 r/min（离心半径：4.7 cm）离心5 min，收集洗脱
液。再于柱子的顶部加入 1 ml水溶液，以 1 000 r/min（离心半
径：4.7 cm）离心 5 min，收集每次的洗脱液 0.7 ml，水定容至 3

ml。平行操作 3份样品，以水作为空白溶剂于 297、500 nm波

长处用紫外-分光光度仪测定吸光度，每份样品共收集 17管。

从 1号管开始，以管号为横坐标、吸光度为纵坐标作图，得到
VS溶液和空白脂质体的洗脱曲线。结果显示，VS游离药物可
在第10管～第17管洗脱液中全部流出，与空白脂质体完全分
离，详见图2。

2.5.3 空白脂质体的回收率试验。精密量取空白脂质体溶液
0.5 ml，按照“2.5.2”项下重复此操作 6次，收集每次的洗脱液，

将6次的洗脱液合并，用水定容至3 ml，以水作为空白溶剂，于
297 nm 波长处用紫外-可见分光光度仪测定洗脱液吸光度。

再精密量取空白脂质体溶液 0.5 ml，加入水中定容至 3 ml，以
水作为空白溶剂，于500 nm波长处用紫外-可见分光光度仪测
定洗脱前溶液吸光度。计算空白脂质体的回收率＝洗脱液吸
光度/洗脱前溶液吸光度×100％，结果为97.6％。

2.5.4 游离药物的回收率试验。精密量取VS溶液（2 mg/ml）

0.5 ml，按照“2.5.2”项下重复此操作 6次，收集洗脱液，用水定
容至 3 ml后进样，测定洗脱液中药物质量浓度。另精密量取
VS溶液（2 mg/ml）0.5 ml，用甲醇定容到3 ml后，进样测定洗脱
前溶液中药物质量浓度。回收率＝洗脱液中药物质量浓度/洗
脱前溶液中药物质量浓度×100％，结果为98.6％。

2.5.5 包封率的测定。精密量取VS脂质体1 ml，按照“2.5.2”

项下重复此操作 6次，合并前 6次的洗脱液，加甲醇定容至 2

ml；取 1 ml此溶液进样分析，记录峰面积。同时精密量取VS

脂质体1 ml，用甲醇定容至2 ml；取1 ml此溶液进样分析，记录
峰面积。计算包封率＝过柱后脂质体中药物含量/未过柱前脂
质体中药物含量×100％，结果 3 批样品的包封率分别为
95.41％、95.16％、95.29％，平均值为95.29％。

3 讨论
分离游离药物与脂质体的方法很多，常用的有葡聚糖凝

胶过滤法、微柱离心法、透析法、超滤法、超速离心法、有机溶
剂萃取法、柱层析法、固相萃取法等[7]。本文尝试使用超滤法、

超速离心法、微柱离心法分离VS脂质体与游离药物。结果可
知，超速离心法所耗介质较多，使用仪器设备比较昂贵，由于
离心时机械力的作用可能造成微粒聚集，导致脂质体被破坏，

可能引起药物泄漏[8]。微柱离心法分离游离药物和脂质体时，

需要用适量的蒸馏水和缓冲液进行洗脱，存在稀释倍数过大、

消耗时间过长等缺点[9-10]，且测得包封率数值略低于其他 2种
方法。超滤法得到的包封率最高，其可减少因加入稀释介质
所引起的药物渗漏，且分离的时间大大缩短，效率也大大提
高。故比较 3种方法可知，超滤法操作更简单、快速，且重现
性好。

考虑到分离游离药物的过程中可能会由于超滤膜对药物
有吸附作用导致测量的误差，所以本文对超滤法进行了方法

图2 洗脱曲线
A. VS溶液；B. 空白脂质体

Fig 2 Elution curve
A. VS solution；B. blank liposomes
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柱前衍生HPLC法测定干髓糊剂中多聚甲醛的含量Δ
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摘 要 目的：建立测定干髓糊剂中多聚甲醛含量的方法。方法：采用2，4-二硝基苯肼柱前衍生高效液相色谱法。色谱柱为Di-
amonsil C18（2），流动相为甲醇-水（60 ∶ 40，V/V），流速为1.0 ml/min，检测波长为355 nm，柱温为25 ℃。结果：多聚甲醛（以甲醛计）

检测质量浓度线性范围为 5.05～252.50 μg/ml（r＝0.999 7）；精密度、重复性、稳定性试验的 RSD 均小于 2％；平均加样回收率为

99.12％，RSD＝1.86％（n＝9）。结论：建立的方法专属性强，结果准确可靠，可用于干髓糊剂中多聚甲醛的含量测定。

关键词 柱前衍生；高效液相色谱法；2，4-二硝基苯肼；干髓糊剂；多聚甲醛；含量测定

Content Determination of Paraformaldehyde in Mummification Pastes by HPLC with Pre-column De-
rivatization
WEI Xue-ping1，MA Jin-gang2，GUO Fei-yan1，WANG Peng-yuan1，WANG Xiao-juan1（1.Dept. of Pharmacy，Hos-
pital of Stomatology，Fourth Military Medical University，Xi’an 710032，China；2.Institute for Drug and Instru-
ment Control，Joint Logistics Department，Lanzhou Military Command，Lanzhou 730050，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the content determination of paraformaldehyde in mummification pastes.
METHODS：HPLC with pre-column 2，4-dinitrophenylhydrazine derivatization method was adopted. The determination was per-
formed on Diamonsil C18（2）column with mobile phase consisted of methanol-water（60 ∶ 40，V/V）at the flow rate of 1.0 ml/min.
The UV detection wavelength was set at 355 nm and the column temperature was 25 ℃. RESULTS：The linear range of paraformal-
dehyde（calculated by formaldehyde）was 5.05-252.50 μg/ml（r＝0.999 7）. RSDs of precision，reproducibility and stability tests
were all lower than 2％. The average recovery was 99.12％（RSD＝1.86％，n＝9）. CONCLUSIONS：The method is specific，ac-
curate and reliable，and it can be used for the content determination of paraformaldehyde in mummification pastes.
KEYWORDS Pre-column derivatization；HPLC；2，4-dinitrophenylhydrazine；Mummification pastes；Paraformaldehyde；Content
determination

回收率和加样回收率试验[11]，结果符合方法学要求，证明该方
法可用于VS脂质体包封率的测定。

本文横向比较了目前较常见的 3种包封率测定方法测定
VS脂质体的结果，不仅对VS脂质体的质量控制研究具有一定
意义，而且对其他包封水溶性药物脂质体的研究也具有参考
价值。
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