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长春碱（Vinblastine，VLB）是一种双吲哚型生物碱，存在

于夹竹桃科植物长春花中。VLB能干扰增殖细胞纺锤体的形

成，使有丝分裂停止于中期。研究表明，VLB 有免疫抑制作

用，对霍杰金氏病、绒毛膜上皮癌疗效较好，对急性白血病、乳

腺癌、卵巢癌、睾丸癌、头颈部癌、口咽部癌、单核细胞白血病

均有一定疗效[1-2]。VLB在水中的溶解度小，临床应用过程中

表现出明显的刺激性和毒副作用。为提高药物的抗肿瘤效

果，降低药物的毒副作用，拟将VLB制备成亲水基修饰阳离子

脂质体。笔者以高效液相色谱（HPLC）法测定该脂质体中

VLB的含量，并通过葡聚糖凝胶柱分离法测定VLB脂质体的

包封率，为该制剂的进一步开发提供理论依据。

1 材料
1.1 仪器

安捷伦LC-1100 HPLC仪（G21771AA-UV检测器、安捷伦

色谱工作站）；KQ3200超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公

司）；AY220电子分析天平（日本岛津公司）；RE-52AA旋转蒸

发器（上海亚荣生化仪器厂）；DF2101S磁力搅拌器（巩义市予

华仪器厂）；JY92-2D 超声波细胞捣碎机（宁波新芝生物科技股

份有限公司）；MiniExtruder 脂质体挤出仪（美国 Avanti Po-

lar Lipids公司）。

1.2 药品与试剂

VLB（武汉金诺化工有限公司，批号：GPC-JNHG20110921，

质量分数：98.2％）；VLB对照品（贵州迪大科技有限公司，批

号：GZDD-0329，质量分数：99.7％）；VLB 亲水基修饰阳离子

脂质体（辽宁中医药大学自制，批号：120511、120512、120513）；

·基本药物检定·
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摘 要 目的：建立测定长春碱亲水基修饰阳离子脂质体中主药含量及脂质体的包封率的方法。方法：采用高效液相色谱法。色

谱柱为迪马C18柱，流动相为乙腈-甲醇-二乙胺（13 ∶ 53 ∶ 34，V/V/V），检测波长为281 nm，流速为1.0 ml/min，柱温为30 ℃，进样量为

10 μl。 采用葡聚糖凝胶柱分离法分离长春碱亲水基修饰阳离子脂质体游离药物以测定包封率。结果：长春碱检测质量浓度在

0.02～0.30 mg/ml范围内与峰面积积分值呈良好的线性关系（r＝0.999 6）；精密度、稳定性、重复性试验的RSD≤1.88％；低、中、高

浓度的平均加样回收率为99.82％，RSD＝0.15％（n＝9）；所测脂质体的平均包封率为86.40％。结论：该方法准确可靠、简单快速、

重复性好，可用于脂质体的药物含量及包封率的测定。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the content determination of main component and the entrapment efficiency

of Vinblastine hydrophilic group modified cationic liposomes. METHODS：HPLC method was adopted. The determination was car-

ried out on C18 column with mobile phase consisted of acetonitrile-methanol-diethylamine（13 ∶ 53 ∶ 34，V/V/V）at the flow rate of 1.0

ml/min. The column temperature was at 30 ℃ and the sample size was 10 μl. The free drug of Vinblastine hydrophilic group modi-

fied cationic liposomes was separated by sephadex column so as to detect the encapsulation rate. RESULTS：The linear range of vin-

blastine were 0.02-0.30 mg/ml（r＝0.999 6）with an average recovery of 99.82％（RSD＝0.15％，n＝9）. RSDs of precision，stabil-

ity，and repeatability tests were all ≤1.88％. The average encapsulation rate was 86.40％. CONCLUSIONS：The method is accu-

rate，reliable，simple，rapid and reproducible，and it can be used for the determination of the content and encapsulation rate of lipo-

somes.
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3β-[N-（N’，N’-二甲基胺乙基）胺基甲酰胺基]-胆固醇（美国

Avanti Polar Lipids公司，缩写：DC-Chol，分子质量：495.18）；二

棕榈酰磷脂酰胆碱（日本精化株式会社，缩写：DPPC，分子质

量：734.04）；聚乙二醇-二硬脂酰磷脂酰乙醇胺（日本精化株式

会社，缩写：PEG2000-DSPE，分子质量：2 800.5）；Sephadex

G-50（上海华蓝化学科技有限公司）；甲醇、乙腈为色谱纯，其

他试剂均为分析纯，水为纯净水。

2 方法与结果
2.1 VLB亲水基修饰阳离子脂质体的制备

结合课题的前期研究，设计VLB亲水基修饰阳离子脂质

体的制备方法 [3]：称取 DPPC 0.037 0 g、DC-Chol 0.025 2 g、

PEG2000-DSPE 0.001 0 g，精密称定，加氯仿 20 ml使其溶解，

于旋转蒸发器中除去氯仿，制备磷脂薄膜。加 pH 3.0的柠檬

酸缓冲液 30 ml，水化磷脂薄膜，缓慢振摇，60 ℃水浴，磁力搅

拌 30 min，超声波处理 30 min，制备空白脂质体。将所得脂质

体依次通过 0.45、0.22 μm微孔滤膜滤过，加入 0.2 mol/L VLB

溶液 4.44 ml，并用 l mol/L磷酸氢二钠将 pH调至 7.5，于 55 ℃

水浴保温10 min，冷却至室温，即得。

2.2 脂质体中主药含量的测定

2.2.1 色谱条件 [4] 色谱柱：迪马 C18柱（200 mm×4.6 mm，5

μm）；流动相：乙腈-甲醇-二乙胺（13 ∶ 53 ∶ 34，V/V/V）；柱温：

30 ℃；检测波长：281 nm；流速：1.0 ml/min；进样量：10 μl。

2.2.2 溶液的制备 （1）供试品溶液的制备：精密量取VLB亲

水基修饰阳离子脂质体1.0 ml，加甲醇9.0 ml，超声处理（功率：

250 W，频率：40 kHz）10 min，破乳，0.22 µm微孔滤膜滤过，取

续滤液适量，即得。（2）对照品溶液的制备：取VLB对照品30.0

mg，精密称定，加甲醇溶解并定容至 100 ml，得质量浓度为

0.30 mg/ml的对照品溶液。（3）空白溶液的制备：制备不含VLB

的空白脂质体，再按供试品溶液方法制备，即得。

2.2.3 系统适应性试验 取对照品溶液、空白溶液和供试品

溶液各10 μl，按“2.2.1”项下色谱条件进样分析，记录色谱图，

详见图1。对照品色谱峰的保留时间约为8.4 min，空白在此位

置没有色谱峰，对VLB的测定无干扰。理论板数按VLB计不

低于3 000。

2.2.4 线性关系考察 精密量取“2.2.2”项下对照品溶液适

量，用甲醇稀释成质量浓度分别为 0.02、0.05、0.10、0.15、0.20、

0.30 mg/ml的系列溶液，按“2.2.1”项下色谱条件进样测定。以

峰面积（y）为纵坐标，VLB检测质量浓度（x）为横坐标，进行线

性回归，得回归方程 y＝5 481.4x+80.571（r＝0.999 6）。结果表

明，VLB检测质量浓度在0.02～0.30 mg/ml范围内与峰面积积

分值呈良好的线性关系。

2.2.5 精密度试验 取“2.2.4”项下线性范围内的 3种质量浓

度（0.02、0.15、0.30 mg/ml）的对照品溶液适量，每种浓度 3份，

按“2.2.1”项下色谱条件进样，测定峰面积。结果，RSD＝

1.88％，说明仪器精密度良好。

2.2.6 稳定性试验 取批号为 120511的样品适量，在常温放

置下分别于0、2、4、6、8、12 h按“2.2.1”项下色谱条件进样，测

定峰面积。结果，RSD＝0.64％，表明样品溶液在 12 h内质量

稳定。

2.2.7 重复性试验 取批号为 120511的样品适量，按“2.2.2”

项下方法制备供试品溶液，并按“2.2.1”项下色谱条件进样，平

行测定 6次。结果，样品的平均质量浓度为 0.251 4 mg/ml，

RSD＝1.86％，表明本方法重复性良好。

2.2.8 加样回收率试验 精密量取批号为 120511的样品 1.0

ml，共 9份，分别加入对照品溶液（0.05 mg/ml）4.0、5.0、6.0 ml，

按“2.2.2”项下供试品溶液的制备方法进行制备，并按“2.2.1”

项下色谱条件进样测定，计算加样回收率，结果见表1。

表1 加样回收率试验结果（n＝9）

Tab 1 Results of recovery tests（n＝9）

样品编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

所含量，
mg

0.251 4

0.251 4

0.251 4

0.251 4

0.251 4

0.251 4

0.251 4

0.251 4

0.251 4

加入量，
mg

0.200 0

0.200 0

0.200 0

0.250 0

0.250 0

0.250 0

0.300 0

0.300 0

0.300 0

测得量，
mg

0.450 6

0.450 8

0.450 7

0.501 2

0.501 3

0.501 3

0.551 1

0.551 0

0.551 2

加样回收率，
％

0.995 8

0.996 8

0.996 3

0.998 4

0.999 6

0.999 6

0.999 0

0.998 8

0.999 3

平均加样
回收率，％

99.82

RSD，
％

0.15

2.2.9 样品含量测定 精密量取不同批号的样品 1.0 ml，各 3

份，按“2.2.2”项下条件制备供试品溶液，并按“2.2.1”项下色谱

条件进样测定和计算含量，结果见表2。

2.3 VLB脂质体包封率的测定

2.3.1 洗脱曲线的绘制 [5-6] 称取 Sephadex G-50 2.0 g，加 pH

7.6磷酸盐缓冲液，浸泡24 h，湿法装柱。精密吸取样品（批号：
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图1 高效液相色谱图
A.对照品；B.空白；C.供试品

Fig 1 HPLC chromatograms
A. substance control；B. blank；C. test sample
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120511）0.5 ml，加至凝胶柱（1.0 cm×12 cm）上方，用蒸馏水进

行洗脱，洗脱速度1.0 ml/min，收集洗脱液，每份2 ml，分别吸取

1 ml，加蒸馏水1 ml，混匀，超声使其澄清，以洗脱溶液为空白，

于281 nm波长处测定吸光度A，结果见图2。

2.3.2 上柱回收率的测定 吸取 3种质量浓度的对照品溶液

（0.02、0.15、0.30 mg/ml）各0.5 ml，按照“2.3.1”项下方法进行分

离，合并游离组分，测定 VLB 含量。结果，VLB 柱回收率＝

102.5％，RSD＝1.41％（n＝3）。取质量浓度为 0.02、0.15、0.30

mg/ml的对照品溶液各适量，分别加入空白脂质体，混合均匀，

精密移取0.5 ml，上柱，洗脱，收集游离药物，测定含量。结果，

平均加样回收率为100.4％，RSD＝1.75％（n＝3）。

2.3.3 包封率的测定 取不同批号VLB脂质体各 3份，分别

精密吸取 0.5 ml，按“2.3.1”项下方法操作，收集游离药物，合

并，混匀，水浴蒸干，残渣用甲醇溶解，滤过，滤液定容至5 ml，

以0.22 µm微孔滤膜滤过，取滤液10 μl测定，计算VLB的质量

浓度，按照以下公式计算脂质体的包封率：

EE＝Mt－My/Mt×100％

式中，Mt为VLB总量，My为未被脂质体包封的VLB的量。

3批VLB脂质体包封率的测定结果详见表3。

表3 包封率的测定结果（％％，n＝3）

Tab 3 Result of encapsulation rate（％％，n＝3）

批号
120511

120512

120513

包封率
85.40

86.70

87.10

平均包封率

86.40

RSD

1.02

3 讨论
3.1 包封率测定方法的选择

分离脂质体中游离药物的方法有葡聚糖凝胶柱分离法

（凝胶滤过色谱分离法）、鱼精蛋白沉淀法、透析法、反透析法、

微柱离心法[7-10]等。在预试验中发现，鱼精蛋白沉淀法在沉淀

脂质体时，鱼精蛋白对游离的药物有一定的吸附沉淀作用；采

用透析法测定脂质体的包封率，透析过程操作时间过长；反透

析法虽然可以弥补透析法的不足，但需要将透析袋置于脂质

体溶液中，所耗脂质体较多，成本较高；微柱离心法在离心过

程中可能发生脂质体变形或破裂而导致包封率下降。故笔者

采用葡聚糖凝胶柱分离法测定脂质体的包封率。结果表明，

本法操作简单、快捷、药物分离效果较好。

3.2 影响脂质体包封率的因素

影响脂质体包封率的因素主要为药物本身的性质。脂溶

性或水溶性较好的药物的包封率较高，药物的荷电性、分子质

量及其浓度等对包封率也有影响。在制备脂质体时，类脂膜

的组成对包封率也有影响，加入适量的胆固醇可以提高包封

率。另外，脂质体的制备方法对包封率也有很大的影响。

3.3 含量测定时检测波长的选择

根据笔者前期对VLB亲水基修饰阳离子脂质体的研究发

现，VLB在 264 nm波长处有最大光谱吸收，因此本试验选择

HPLC检测波长为264 nm。VLB测定中所用的流动相为乙腈-

甲醇-二乙胺溶液（取二乙胺 14 ml，加水 986 ml，混匀，磷酸调

pH至7.5）的混合液，分别考察不同体积比（13 ∶53 ∶34，10 ∶50 ∶40，
7 ∶ 47 ∶ 46）对 VLB 保留时间的影响。结果，流动相体积比为

34 ∶ 66时VLB的保留时间为 10.9 min，峰形对称，故确定流动

相乙腈-甲醇-二乙胺体积比为13 ∶53 ∶34。
综上所述，本研究确定的HPLC测定方法结果准确可靠、

简单快速、重复性好。采用葡聚糖凝胶柱分离法测定脂质体

的包封率，方法操作简单、快捷、药物分离效果较好，可用于制

剂包封率的测定。
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表2 样品含量测定结果（n＝3）

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

批号
120511

120512

120513

长春碱，mg/ml

0.251 4

0.250 4

0.250 8

RSD，％
0.95

1.04

1.12

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
洗脱液，份

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

0.2

0.1

0

－0.1

吸
光

度
，A

图2 洗脱曲线

Fig 2 Plot of elution of curves
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