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　　[摘要 ]　目的 :建立葫芦素 B人血清白蛋白纳米粒中药物含量的测定方法。方法 :采用 D iamonsil C18柱 (200

mm ×4. 6 mm, 5μm) ;以乙腈 2水 2磷酸 (45∶55∶0. 1)作为流动相 ;流速为 1 mL·m in - 1 ;检测波长为 228 nm;柱温 30℃。

结果 :在本实验条件下蛋白纳米粒中辅料对葫芦素 B的测定无干扰 ,在 1. 0～20 mg·L - 1浓度范围内线性关系良好

( r = 0. 999 9, n = 5) ,葫芦素 B平均回收率为 100. 2% , RSD为 0. 8% ( n = 3)。结论 :本法准确可靠 ,简便易行 ,可用

于葫芦素 B人血清白蛋白纳米粒中药物含量的测定。
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[ Abstract]　O bjective: To establish a HPLC method for the determ ination of cucurbitacin B in hu2
man serum album in nanoparticles. M ethods: The separation was performed on a D iamonsil C18 column

(200 mm ×4. 6 mm, 5μm ) at 30 ℃, and the mobile phase was acetonitrile2water2phosphoric acid (45∶

55∶0. 1) , the flow rate was 1 mL·m in
- 1

. Cucurbitacin B was detected at 228 nm. Results: The linear

range of cucurbitacin B was in the range of 1. 0～20 mg·L - 1 ( r = 0. 999 9, n = 5). The average recovery

of cucurbitacin B was 100. 2% , and RSD was 0. 83% ( n = 3). Conclusion: An accurate and simp le

method was established for the determ ination of cucurbitacin B in human serum album in nanoparticles.
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　　葫芦素 ( cucurbitacins)是从葫芦科植物中提取

得到的苦味苷元成分 ,是一类高度氧化的四环三萜

类化合物 ,至今已发现几十种。葫芦素是一类水难

溶性化合物 ,目前国内仅有葫芦素 BE片剂用于临

床 ,但其毒副作用明显 [ 1 ]。据报道 ,葫芦素 B , D, E,

I都具有比阳性对照物多柔比星更强的抗癌活性 ,

而其中葫芦素 B ( cucurbitaicin B , CuB )对人结肠、

乳腺、肝脏及中枢神经系统的癌细胞均表现出最强

的生长抑制作用 [ 2 ]。

为降低毒性 ,提高生物利用度 ,本实验室对市售

的葫芦素混合物进行分离纯化后得到单一的 CuB,

并根据其疏水性 ,成功地用高压乳化法制备了 CuB

的人血清白蛋白 ( human serum album in, HSA )纳米

粒。近年来 ,白蛋白纳米粒作为新型的药物传递系

统受到了广泛的关注 ,由于其具有生物相容性、毒性

及刺激性低、无抗原性 ,并且相对容易制备 ,同时可

实现靶向和缓释作用等优点 ,白蛋白纳米粒常被作

为药物甚至反义寡核苷酸的良好载体 [ 3 ]。白蛋白

是向细胞输注营养的蛋白质 ,能够在迅速生长的

肿瘤组织中蓄积 ,使药物定向释放至肿瘤细胞 ,提

高疗效。由美国生命科学公司 (American biosci2
ence)开发的紫杉醇蛋白纳米粒注射液 ( paclitaxel,

ABRAXANE)已获得美国 FDA批准上市 [ 4 ]。白蛋

白纳米粒作为成功的抗肿瘤药物载体展现出广阔

的开发前景。

作为一种具有较强抗肿瘤活性的中草药提取成

分 , CuB新剂型的研究开发具有重要意义。目前国

内外尚未见到关于 CuB HSA纳米粒的报道 ,为了对

所制备的 CuB HSA纳米粒进行有效的质量控制 ,本

实验建立了用高效液相色谱法测定 CuB HSA纳米

粒中 CuB含量的方法。

仪器与试药

高效液相色谱仪 ( P230高压恒流泵 , UV228紫
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外 2可见检测器 , HW 2000色谱数据处理工作站 ,

大连依利特科学仪器有限公司 ) ; D imansil C18色谱

柱 (200 mm ×4. 6 mm, 5μm,迪马公司 )。葫芦素原

料药 (天津药物研究院药业有限责任公司 ,批号 :

050701,纯度 67. 91% , HPLC面积归一化法测定 ) ;

CuB纯品 (本实验室自制 ,批号 : 20060907,纯度

99197% , HPLC面积归一化法测定 ) ;乙腈 (色谱纯 ,

江苏汉邦科技公司 ) ;甲醇 (色谱纯 ,江苏汉邦科技

公司 ) ;无水乙醇 (色谱纯 ,天津科密欧化学试剂开

发中心 ) ;磷酸 (分析纯 ,沈阳经济技术开发区试剂

厂 ) ;水为重蒸水。

由本实验室制备的 CuB HSA纳米粒 ,批号分别

为 20061024 (平均粒径 137. 3 nm ) ; 20061101 (平均

粒径 138. 8 nm) ; 20061110 (平均粒径 145. 5 nm) ,经

N icomp2380激光粒度测定仪 (美国 PSS公司 )测定 ,

所有样品粒度分布均匀。

方法与结果

　 　色谱条件

色谱柱 : D iamonsil C18柱 ( 200 mm ×4. 6 mm, 5

μm,迪马公司 ) ;流动相 :乙腈 2水 2磷酸 (45∶55∶0. 1) ;

紫外检测波长 : 228 nm;柱温 : 30 ℃;流速 : 1 mL·

m in
- 1

;进样量 : 20μL。外标法测定含量。

　 　空白辅料的干扰

分别取制备的空白 HSA纳米粒 (除不加入主药

外 ,制备工艺与供试品相同 )和 CuB HSA纳米粒

1 mL置于 10 mL量瓶中 ,加入适量乙腈沉淀蛋白 ,

30 ℃水浴超声 (功率 : 200 W ,频率 : 40 kHz)提取

5 m in,加乙腈至刻度。将提取液通过 0. 22μm微孔

滤膜过滤除去蛋白沉淀 ,分别取 20μL注入高效液

相色谱仪。同时取 CuB对照品溶液 20μL进样。由

图 1可知空白辅料对主药的含量测定无干扰。

1为 CuB峰 ( tR = 13126 m in)

图 1　CuB的 HPLC色谱图

　 　线性关系考察

精密称取 CuB对照品 10. 0 mg置 100 mL量瓶

中 ,加乙腈溶解并定容至刻度 (作为储备液 )。精密

量取 0. 1, 0. 5, 1. 0, 1. 5, 2. 0 mL分别置于 10 mL棕

色量瓶中 ,加乙腈稀释至刻度 ,摇匀 ,即分别制得浓

度为 1, 5, 10, 15和 20 mg·L - 1的对照品溶液。分别

精密量取 20μL进样 ,记录峰面积。以峰面积 (A )对

浓度 (C , mg·L - 1 )绘制标准曲线 ,计算线性回归方程

为 A = 155 67 C - 962. 43, r = 0. 999 9。表明 CuB对

照品在 1. 0～20 mg·L - 1浓度范围内峰面积与浓度

的线性关系良好。

　 　精密度试验

取“3”项下浓度为 10. 0 mg·L - 1的 CuB溶液 20

μL进样 ,连续测定 6次 ,记录峰面积。所得 CuB峰

面积的 RSD值为 0. 5%。

　 　稳定性试验

取待测的 CuB HSA纳米粒样品 ,按照“2”项中

提取方法处理 ,最终得到的 CuB溶液 ,于室温环境

下放置 ,并在 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 h分别取 20μL进

样 ,记录峰面积。所得 CuB峰面积的 RSD值为

017%。说明该溶液在 12 h内稳定。

　 　检测限及定量限

将 CuB对照品溶液稀释不同倍数 ,分别取 20

μL进样。信噪比为 3∶1时 ,检测限为 0. 625 ng。当

信噪比为 10∶1时 ,定量限为 2. 5 ng。

　 　回收率试验

精密量取 9份 1. 0 mL的空白 HSA纳米粒 ,分

别置于 10 mL量瓶中 ,分别加入精密量取的对照品

储备液 0. 8, 1. 0和 1. 2 mL各 3份 ,充分混匀。加入

适量乙腈沉淀蛋白 , 30 ℃水浴超声提取 5 m in,加乙

腈至刻度。将提取液通过 0. 22μm微孔滤膜过滤除

去蛋白沉淀。另精密量取 CuB对照品储备液 1. 0

mL置 10 mL量瓶中 ,加乙腈定容至刻度 ,制成 10. 0

mg·L - 1的 CuB溶液 ,精密量取上述溶液各 20μL注

入液相色谱仪 ,计算回收率。测定结果见表 1,该法

回收率符合要求。
表 1　CuB的回收率 n = 3

加入量 /μg 测得量 /μg 回收率 /% 平均值 /% RSD /%

8. 0 8. 126 101. 6

8. 0 7. 964 99. 6

8. 0 7. 979 99. 7

10. 0 9. 914 99. 1

10. 0 9. 976 99. 8 100. 2 0. 8

10. 0 9. 968 99. 7

12. 0 12. 03 100. 3

12. 0 12. 01 100. 6

12. 0 12. 16 101. 3

　 　样品含量测定结果

分别精密量取 3批自制的 CuB HSA纳米粒

1 mL,置 10 mL量瓶中 ,按回收率项下的方法沉淀提
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取 ,得到的供试品溶液 ,分别精密量取 20μL注入高

效液相色谱仪。另取 CuB对照品溶液 ,同法测定。

记录色谱峰面积 ,计算得到 3批样品的含量分别为 :

批号 20061024为 100. 2% ,批号 20061101为 9916% ,

批号 20061110为 100. 7% , RSD = 0. 5%。

讨　　论

本实验采用了文献报道的 CuB的最大吸收波

长作为检测波长 ,但文献报道的色谱条件多为甲醇 2
水流动相系统 [ 5, 6 ]

,所得色谱峰有拖尾 ,理论塔板数

较低。因此本实验采用了乙腈 2水系统 ,并加入磷

酸 ,改善峰形的同时缩短保留时间 ,提高了理论塔板

数。在其他色谱条件相同的情况下 ,作者考察的甲

醇 2水 (62∶38)的流动相 ,理论塔板数仅为 2 875,而

本实验所采用的流动相理论塔板数提高到 8 212,有

利于 CuB的分离检测。

由于蛋白纳米粒是一种比较特殊的制剂 ,所以

本方法的关键之处在于选择一种合适的方法将蛋白

与药物分离开来 ,避免其对测定产生干扰。考虑到

CuB是一种脂溶性极强的物质 ,本实验选定有机溶

剂沉淀蛋白的方法来处理样品 ,有机溶剂可破坏蛋

白的水化层 ,使之发生沉淀反应。一方面 ,制剂中的

蛋白被沉淀分离 ,另一方面脂溶性极强的药物充分

溶解于有机溶剂中而被提取出来。

在本法建立的过程中 ,作者考察过甲醇、乙腈以

及无水乙醇 3种蛋白沉淀剂。其中甲醇产生的蛋白

沉淀量较少 ,且不易过滤除去 ,有可能沉淀不完全 ;

无水乙醇沉淀迅速 ,但生成较大的团块 ,不利于药物

溶出 ;乙腈能够形成均匀疏松的沉淀 ,既能保证药物

的充分提取又容易过滤除去沉淀。因此本实验选择

了乙腈作为蛋白沉淀剂。

本法较酶解蛋白然后测定的方法更为简便省

时 [ 7 ]。蛋白纳米粒样品经有机溶剂沉淀提取后可

直接进样测定 ,适合强脂溶性药物蛋白纳米粒制剂

的分离检测。
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