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HPLC法测定槲皮素固体脂质纳米粒的含量
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摘要:  目的 建立 HPLC法测定槲皮素固体脂质纳米粒含量的方法。方法 色谱柱: Diamonsil C18柱,

流动相: 甲醇-41 3%乙酸溶液 ( 55B 45) , 流速: 11 0mL # min-1 , 检测波长: 254nm, 进样量: 20LL, 柱

温: 30 e 。结果 槲皮素在 201 0~ 2001 0Lg # mL
-1
范围内线性关系良好, 平均回收率为 981 6% , RSD=

11 18%, 结论 本方法快捷、简便、准确、专属性强, 可用于槲皮素固体脂质纳米粒的质量控制。
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Determination of Quercetin Solid Lipid Nanoparticles by HPLC
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ABSTRACT:  Objective T o establish the determinat ion method of quercet in solid lipid nanopart icles( QU E

- SLNs) . Methods H PLC co lumn w as Diamonsil C18. M obile phase: methano-l 41 3% acet ic acid ( 55 B

45) , f low r ate: 11 0mL # min
-1
, column temperature: 30 e , inject ion volume: 20LL, detect ion

w avelength: 254nm. Results The linear range of quercet in w as 201 0 ~ 2001 0Lg # mL-1 . The average

recovery w as 981 6% , w ith RSD 11 18%. Conclusion T his method is simple, accurate, and feasible. It can

be used for quality cont rol of QU E-SLNs.
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  槲皮素是一种天然黄酮类化合物[ 1] , 以苷的形

式在一些植物药中存在; 固体脂质纳米粒具有细胞

亲和性、靶向性、缓释性、低毒性和稳定性的特

点, 药物制成脂质体可大大提高生物利用度
[ 2]
。槲

皮素固体脂质纳米粒是一种抗癌新制剂, 为了更好

地发挥槲皮素的药理作用、控制制剂质量, 笔者试

验用高速离心-高效液相色谱法对其主药槲皮素含

量进行测定。

1  仪器与试药

戴安 3000型高效液相色谱仪; TGL-16G离心

机 (上海安亭科学仪器厂) ; U PS-200H 型超声波

震荡仪 ( 500W, 50KHZ, 南京熊猫电子仪器有限

公司) ; LG-冰箱 ( LTR-B2071GT BC)。槲皮素对

照品 (中国药品生物制品检定所, 批号: 100081-

200406) ; 槲皮素固体脂质纳米粒 (十堰市武当中

医 药 研 究 所, 批 号: 20100410、 20100415、

20100422) ; 无水乙醇、甲醇、乙酸均为色谱纯。

2  方法与结果

21 1  色谱条件[ 3-5]

色 谱 柱: Diamonsil C18 柱 ( 41 6mm @

250mm , 5Lm) ; 流动相: 甲醇-41 3% 乙酸溶液
( 55 B 45) ; 流速: 11 0mL # min-1 ; 检测波长:

254nm; 进样量: 20LL, 柱温: 30 e 。

21 2  溶液的制备
21 21 1  对照品溶液的制备  精密称取在 105 e 减

压干燥至恒重的槲皮素对照品 201 0mg , 置 100mL

量瓶中, 加无水乙醇超声溶解, 定容, 即得 200

Lg # mL-1对照品溶液。
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21 21 2  供试品溶液的制备  取槲皮素固体脂质纳

米粒 1g, 精密称定, 置 50mL 平底烧杯中, 加无

水乙醇约 15mL 超声破乳分散, 溶液转入 50mL 量

瓶中, 用无水乙醇分次洗涤烧杯 3 次 ( 10、10、

10mL) , 洗液并入量瓶中, 定容, 摇匀, 取混合溶

液适量, 于高速离心机中离心 15min (转速: 116 @

10
4
) , 取上清液用01 45Lm微孔滤膜滤过, 即得。

21 21 3  阴性对照溶液的制备  精密称取不含槲皮素

的阴性样品1g, 照 / 21 2120 项下方法制备, 即得。

21 3  系统适用性试验
分别吸取对照品、供试品、阴性对照溶液, 在

/ 21 10 色谱条件下进样, 结果对照品、供试品溶液

在相同位置有吸收峰出现, 阴性对照溶液无吸收, 说

明制剂中的辅料对槲皮素测定不产生干扰。见图 1。

a1 对照品; b1 供试品; c1 阴性对照; 11 槲皮素。

图 1  槲皮素固体脂质纳米粒 H PLC 色谱图

21 4  线性关系考察
分别吸取槲皮素对照品溶液 11 0、21 0、41 0、

61 0、81 0、101 0mL, 置 10mL 量瓶中, 用甲醇稀

释至 刻 度, 即 得 201 0、 401 0、 801 0、 1201 0、
1601 0、2001 0Lg # mL-1的对照品溶液, 精密吸取

20LL, 在 / 21 10 色谱条件下进样测定, 重复操作

3次, 以峰面积为纵坐标, 浓度为横坐标, 进行线

性回归, 得回归方程:

A= 11 3435C- 11 4904  r= 01 9996
结果表明, 槲皮素在 201 0~ 2001 0Lg # mL-1范围内

呈良好的线性关系。

21 5  精密度试验

取浓度为 80Lg # mL-1的对照品溶液, 在 / 2110

色谱条件下分别进样6次, 测定槲皮素的峰面积, 结

果峰面积平均值为 6016103, RSD为11 12% ( n= 6)。

21 6  稳定性试验
取已测知含量的供试品溶液 ( 5~ 10 e 保存) ,

在 0、4、12、24、36、48h 分别取样, 在 / 21 10

色谱条件下进样测定, 结果峰面积平均值为 741 5418,
RSD为11 62%。表明溶液在 48h内基本稳定。

21 7  重复性试验

平行称取 6 份样品, 各 1g, 精密称定, 按

/ 212120 项下方法制备供试品溶液, 在 / 21 10 色谱

条件下进样, 测得槲皮素平均含量为 101 48Lg #mL-1,

RSD = 11 80% ( n = 6) , 表明方法重复性良好。

21 8  回收率试验

取已知含量的槲皮素固体脂质纳米粒样品 (批

号: 20100415, 含量 1021 4mg # g-1 ) 6 份, 每份

01 5g , 精密称定, 分别加入含量为 40Lg # mL-1对

照品溶液 1mL, 按 / 2121 20 项下方法制备溶液, 在

/ 2110 色谱条件下进样, 测定槲皮素的含量, 计算回

收率, 结果见表 1。

表 1 槲皮素固体脂质纳米粒回收率试验结果 ( n= 6)

样品含量

( Lg # mL- 1)

加入量

( Lg)

测得量

(Lg # g- 1)

回收率

( % )

平均回收率

( % )

RSD

( % )

511 2 4010 901 5 991 2

511 2 4010 891 2 971 8

511 2 4010 911 5 1001 3 981 6 11 18

511 2 4010 881 7 971 3

511 2 4010 891 9 991 7

511 2 4010 881 6 971 1

21 9  含量测定

取样品 3 批, 各 1g , 精密称定, 按 / 21 21 20
项下方法制备供试品溶液, 在 / 21 10 色谱条件下

进样, 测定槲皮素的含量, 结果见表 2。

表 2  槲皮素固体脂质纳米粒含量测定结果 ( n= 3)

样品批号 槲皮素含量(Lg # mL-1 ) RSD( % )

20100410 991 1 11 70

20100415 1021 4 11 14

20100422 1041 2 11 06

3  讨论
分别取 / 21 20 项下的各溶液, 在 200 ~

400nm处做紫外扫描, 结果对照品和供试品溶液

在 254nm 处均有最大吸收, 而阴性对照溶液在该

波长处无吸收, 因此选择测定波长为 254nm。

槲皮素不溶于水, 本试验采用高速离心-HPLC

法测定槲皮素固体脂质纳米粒中槲皮素的含量, 处

理样品过程中加入无水乙醇超声, (下转第 784页)

780 中国药事 2011年第 25卷第 8期



CNA S组织的有关食品、化妆品能力验证计划, 与

广西食品药品检验所进行了食品、保健食品相关检

测项目的比对, 同时在实验室内部也开展了新项目

的人员比对和方法比对。通过这些质控手段, 使我

所在检测新领域的项目实施中, 强化了人员素质,

积累了工作经验, 为扩项认证做好积极的准备。

21 5  新项目工作的总结验收
根据扩项实施计划的时间表, 在现场评审前技

术负责人应择时组织召开相关人员会议, 对前期的

扩项准备工作进行总结、分析、评价, 对存在的问

题提出解决方案, 对现场评审前尚需完善的工作提

出建议, 落实整改措施, 最后对所有申报的新项目

逐一确认验收。评价确认工作要点、面结合。所谓

/点0 就是对那些技术要求较高、操作较复杂的检
测项目, 如禁限用物质、有害残留物的检测等, 往

往需用气-质联用仪或液-质联用仪等大型高端精密

仪器, 这些技术的应用又是我们较为陌生的, 所以

应做专门的确认, 从标准方法、仪器设备、人员水

平、检测过程和结果等方面进行评价, 关注其结果

的技术指标是否达到标准规范的要求; 所谓 /面0

是指对那些类似或操作简单的检测项目、与过去所做

的检测相同或相近的项目, 可一并进行确认验收。

21 6  其他

其他准备工作如仪器设备的检定校准和标识化

管理、各种质量活动和检验工作材料的整理归档,

包括各种质量文件、内审和管理评审、监督检查、

能力验证活动、现行有效的标准规范、仪器设备档

案、人员技术业绩档案、检测报告及相关记录、实

验室的安全环保管理、化学试剂和标准品的管理、

实验室内务整理等, 均应按 5评审准则6 及本实验
室管理体系文件的要求进行。

3  工作体会

笔者认为, 要真正做好这些跨领域的检测工

作, 实验室的新建、改扩建、仪器设备的配置固然

重要, 而实验室人员技术能力的提升和整个实验室

管理制度的完善更是当务之急。只有这样才能适应

不断增加的新检验检测工作, 为相关行政监管提供

有力的技术支撑。
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(上接第 780页) 是促使样品破乳进而使槲皮素被

无水乙醇充分溶解; 利用高速离心使脂质包材与溶

剂更好地分离; 以甲醇-41 3%乙酸溶液 ( 55 B 45)

为流动相, 样品分离效果良好。该方法快捷、简

便、准确、专属性强, 辅料不对主药含量测定产生

干扰, 可用于槲皮素固体脂质纳米粒的质量控制。
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