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摘要：目的　建立小柱离心联合高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）测定适配体修饰的斑蝥素 （ＣＴＤ）脂质体靶向纳米载药体系
（ＡｐｔＣＴＤＮＬＰ）的包封率，并进行药剂学性质研究。方法　采用薄膜分散法制备ＣＴＤＮＬＰ，其表面通过化学自组装技术用适
配体进行修饰，构建ＡｐｔＣＴＤＮＬＰ并进行理化性质表征。以空白脂质体柱回收率与游离ＣＴＤ洗脱率为指标，单因素考察优化
小柱分离条件，用 ＨＰＬＣ定量测定 ＡｐｔＣＴＤＮＬＰ的包封率。结果　ＡｐｔＣＴＤＮＬＰ呈规则圆球形，平均粒径、多分散系数
（ＰＤＩ）、Ｚｅｔａ电位分别为 （１０１０±１０５８）ｎｍ、（０２０８±００１２）、（－１９±０３９７）ｍＶ，且具有缓释作用。葡聚糖凝胶小柱分离
游离ＣＴＤ的最佳条件：４００μＬ上样量，静置吸附２５ｍｉｎ，１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，去离子水洗脱３次 （５００μＬ，１０００ｒ·
ｍｉｎ－１离心 ５ｍｉｎ）。３批ＡｐｔＣＴＤＮＬＰ平均包封率为 （９４５６±０８０）％。结论　对于亲脂性小分子药物脂质体，小柱离心联
合ＨＰＬＣ可快速有效地分离脂质体与游离药物，测定ＡｐｔＣＴＤＮＬＰ的包封率。
关键词：斑蝥素；脂质体；适配体；小柱离心法；包封率
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　　《神农本草经》记载斑蝥可攻毒蚀疮、逐瘀散结，
研究表明其有效成分斑蝥素 （ｃａｎｔｈａｒｉｄｉｎ，ＣＴＤ）具有
多靶点、多途径、多机制抗恶性肿瘤作用［１３］，但其毒

副作用大、靶向性低、水溶性差，临床应用严重受

限［４６］。脂质体生物相容性好、易于修饰，是 ＦＤＡ批
准用于临床的第一个纳米载药系统［７９］。适配体

（ａｐｔａｍｅｒ，Ａｐｔ）是能高特异识别靶标，且免疫原性低
的单链寡聚核苷酸，成为最佳靶向分子之一［１０１１］。因

此，本研究采用 ＨｅｐＧ２肝癌细胞的适配体通过化学
自组装技术修饰到脂质体表面，构建适配体修饰的斑

蝥素脂质体靶向纳米载药体系 （ＡｐｔＣＴＤＮＬＰ），精
准识别肝癌细胞，增强抗肝癌效果，降低ＣＴＤ的毒副
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作用。包封率是评价脂质体处方工艺和包封状况的

重要指标［１２］，是降低ＣＴＤ毒副作用的重要因素。
脂质体包封率常用测定方法包括透析法、超滤离

心法、超速离心法等［１３１５］。采用透析法测定时，由于

包封药物泄漏导致结果偏低，且游离的 ＣＴＤ被透析
介质稀释几十倍，必须经过浓缩才能用高效液相色谱

法（ＨＰＬＣ）检测。超滤离心法则由于“浓差极化”使
得药物易附着在超滤膜上导致测定结果不准，且成本

高［１６］。超速离心法则由于脂溶性药物沉降于油水界

面和离心管底部，导致测量结果偏高［１７］。小柱离心

联合ＨＰＬＣ基于葡聚糖凝胶色谱的“分子筛”原理，在
外加离心力作用下实现游离药物的快速分离，葡聚糖

凝胶用量少、成本低，洗脱液用量少不会过度稀释样

品，可以直接用ＨＰＬＣ进行定量测定［１２，１７］。

在ＡｐｔＣＴＤＮＬＰ靶向纳米载药体系包封率的
测定过程中，建立了葡聚糖凝胶小柱联合 ＨＰＬＣ定
量测定包封率的方法。以空白脂质体柱回收率与游

离ＣＴＤ洗脱率为指标单因素考察优化小柱分离条
件，建立了ＡｐｔＣＴＤＮＬＰ包封率的测定方法。用去
离子水洗脱３次就可以完全分离游离药物和脂质
体。该法能高效分离体系中游离 ＣＴＤ、简便易行、
测定结果可靠，为后续进一步深入研究 ＡｐｔＣＴＤ
ＮＬＰ的体内外抗肝肿瘤作用提供实验基础。

１　材　料
１１　仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ１２００高效液相色谱仪 （美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公
司）；ＸＢ２２０Ａ分析天平 （广州广电计量检测股份有
限公司）；ＺｅｔａｓｉｚｅｒＮａｎｏＺＳ９０激光粒度分析仪 （英国
马尔文仪器有限公司）；ＷｏｎｄａＳｉｌＣ１８Ｓｕｐｅｒｂ柱 （岛
津实验器材有限公司）；ＴＤＺ４ＷＳ台式低速离心机
（湖南湘仪实验室仪器开发有限公司）；ＪＥＭ２１００Ｆ透
射电子显微镜 （日本ＪＥＯＬ）；ＳＣＩＥＮＴＺⅡＤ超声波细
胞粉碎机 （宁波新芝生物科技股份有限公司）。

１２　药品与试剂
ＣＴＤ（批号：２００８０６０１，纯度大于９８％，武汉欣

欣佳丽生物科技有限公司）；ＣＴＤ对照品 （批号：
１１０７８３２０２２０６，纯度大于９６４％，中国食品药品检
定研究院）；Ａｐｔ［批号：１９２６７４２１１６，生工生物工程
（上海）股份有限公司］；葡聚糖凝胶 ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０
（批号：１７００４２０１，瑞典 Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司）；大豆卵磷
脂 （批号：５７９０１０１１５００５５１３）、硬脂酰基磷脂酰乙
醇胺聚乙二醇２０００（ＤＳＰＥＰＥＧ２０００，批号：５８８２００
２１９００９２０１）、ＤＳＰＥＰＥＧ２０００马来酰亚胺（ＤＳＰＥ

ＰＥＧ２０００Ｍａｌ，批号：１１５ＣＣＧ１６６３）（德国 Ｌｉｐｏｉｄ公
司）；磷酸盐缓冲液 （ＰＢＳ，批号：２３０４５２８３，广州赛
国生物科技有限责任公司）；二氯甲烷（批号：

２０２２０５１６，分析纯，太仓沪试剂有限公司）；胆固醇
（批号：２０１８１１１６，上海国药集团化学试剂有限公
司）；甲醇为色谱纯。

２　方法与结果
２１　ＡｐｔＣＴＤＮＬＰ的制备及表征
２１１　 ＡｐｔＣＴＤＮＬＰ的制备　精密称取 ２ｍｇ
ＣＴＤ、６０ｍｇ大豆卵磷脂、５ｍｇ胆固醇、１２ｍｇＤＳＰＥ
ＰＥＧ２０００及９４５μＬＤＳＰＥＰＥＧ２０００Ｍａｌ（００４ｍｇ·
ｍＬ－１）置于２５０ｍＬ茄型瓶，加入１０ｍＬ二氯甲烷，
超声溶解 （功率：２００Ｗ，频率：４００ｋＨｚ，５ｍｉｎ），
５５℃恒温水浴，减压旋蒸除去二氯甲烷，形成均匀
透明的脂质薄膜，加入１０ｍＬＰＢＳ（ｐＨ７４），３５℃
恒温水浴，搅拌水化１ｈ，探头超声１０ｍｉｎ（总功率
１００Ｗ，超声２ｓ，间隔２ｓ），经过０２２μｍ微孔滤膜
过滤，即得带有淡蓝色乳光的斑蝥素脂质体靶向纳

米载 药 体 系 （ＣＴＤＮＬＰ），同 法 制 得 ＮＬＰ。按
ｎ（ＤＳＰＥＰＥＧ２０００Ｍａｌ）ｎ适配体 ＝１０∶１的比例将 ＣＴＤＮＬＰ与
适配体在４℃、Ｎ２保护下孵育２４ｈ，制成带有淡蓝色
乳光的ＡｐｔＣＴＤＮＬＰ（图１），同法制得适配体空白
脂质体 （ＡｐｔＮＬＰ），４℃储藏待用。

图１　适配体修饰的斑蝥素脂质体靶向纳米载药体系（Ａｐｔ
ＣＴＤＮＬＰ）的外观
Ｆｉｇ１　ＡｐｐｅａｒａｎｃｅｏｆＡｐｔＣＴＤＮＬＰ

２１２　ＡｐｔＣＴＤＮＬＰ的粒径电位形态表征　取 １
ｍＬＡｐｔＣＴＤＮＬＰ用 ＰＢＳ定容于 １０ｍＬ量瓶中，准
确移取１０μＬ滴入铜网中，静置２４ｈ干燥，用透射
电子显微镜观察其形态。用激光粒度仪测定 Ａｐｔ
ＣＴＤＮＬＰ的粒径、Ｚｅｔａ电位及多分散系数（ＰＤＩ）。
结果见图２、图３，ＡｐｔＣＴＤＮＬＰ为规则的圆球形，分
散均匀，粒径分布在 （１０１０±１０５８）ｎｍ，平均 ＰＤＩ
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为 （０２０８±００１２），平均 Ｚｅｔａ电位为 （－１９±
０３９７）ｍＶ。结果表明，ＡｐｔＣＴＤＮＬＰ粒径大小利
于在肿瘤部位的聚集，ＰＤＩ数值小于０３符合药典
标准［１８］，表明ＡｐｔＣＴＤＮＬＰ分布均匀，分散性好。

图２　ＡｐｔＣＴＤＮＬＰ粒径分布
Ｆｉｇ２　ＳｉｚｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＡｐｔＣＴＤＮＬＰ

图３　ＡｐｔＣＴＤＮＬＰ透射电镜图
Ｆｉｇ３　ＴＥＭｉｍａｇｅｏｆＡｐｔＣＴＤＮＬＰ

２１３　体外释放　采用透析法评价 ＡｐｔＣＴＤＮＬＰ、
ＣＴＤＮＬＰ的体外释放。将２ｍＬ脂质体加入透析袋
中，加入３００ｍＬ体积分数０２５％Ｔｗｅｅｎ８０的 ＰＢＳ
（ｐＨ７４）缓冲液，于３７℃、３６０ｒ·ｍｉｎ－１恒温振荡
４８ｈ，并于０５、１、２、７、１２、２４、４８ｈ准确量取１ｍＬ透
析介质（同时补充等量的释放介质）测定 ＣＴＤ质量
浓度，计算释放率，结果见图４。ＣＴＤＮＬＰ、ＡｐｔＣＴＤ
ＮＬＰ在３０ｍｉｎ内释放率均未超过４０％，在１～２ｈ
之间ＡｐｔＣＴＤＮＬＰ、ＣＴＤＮＬＰ装载的ＣＴＤ均迅速释
放，２ｈ后缓慢释放，１２ｈ累积释放率均超过８０％，
４８ｈ的累积释放率分别为８７９５％、９０６３％，结果
表明制备得到的 ＡｐｔＣＴＤＮＬＰ、ＣＴＤＮＬＰ具有缓释
作用，适配体的修饰并未影响ＣＴＤ的释放。
２２　ＣＴＤ含量测定方法的建立
２２１　色谱条件　ＷｏｎｄａＳｉｌＣ１８Ｓｕｐｅｒｂ色谱柱

　　　　

图４　斑蝥素脂质体靶向纳米载药体系（ＣＴＤＮＬＰ）、Ａｐｔ
ＣＴＤＮＬＰ的体外释放曲线
Ｆｉｇ４　ＩｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅｐｒｏｆｉｌｅｏｆＣＴＤＮＬＰａｎｄＡｐｔＣＴＤＮＬＰ

（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）。流动相：水甲醇
（２３∶７７）；流速１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：３０℃；检测波
长：２３３ｎｍ；进样量：２０μＬ。
２２２　溶液的制备　ＣＴＤ对照品和供试品的制备：
分别精密称取 ＣＴＤ对照品、供试品 ２０ｍｇ，置于
１０ｍＬ量瓶中，以色谱甲醇溶解定容，分别制成
２００ｍｇ·ｍＬ－１的ＣＴＤ对照品和供试品，４℃储存
备用。

脂质体供试品的制备：准确量取１ｍＬ空白脂质
体置于１０ｍＬ量瓶中，甲醇定容，超声破乳３０ｍｉｎ
（功率为２００Ｗ，频率为４００ｋＨｚ），静置２４ｈ，即得空
白脂质体破乳液，同法制得ＡｐｔＣＴＤＮＬＰ破乳液。
２２３　专属性考察　分别取２００ｍｇ·ｍＬ－１ＣＴＤ
对照品溶液、２００ｍｇ·ｍＬ－１ＣＴＤ供试品溶液、空白
脂质体破乳液和 ＡｐｔＣＴＤＮＬＰ破乳液，按“２２１”
项色谱条件检测，记录色谱图，见图５。结果表明，
在“２２１”项色谱条件下，辅料对 ＣＴＤ的含量测定
无干扰，此条件可用于ＣＴＤ的定量检测。
２２４　线性关系考察　分别准确量取２００ｍｇ·
ｍＬ－１ ＣＴＤ对照品溶液 ０１２５、０５、１２５、２５、
３７５ｍＬ置于 ５ｍＬ的量瓶，色谱甲醇定容配成
００５、０２０、０５０、１００、１５０ｍｇ·ｍＬ－１的标准溶液，
０２２μｍ微孔滤膜过滤，进样ＨＰＬＣ检测，采用外标
法对 ＣＴＤ对照品的质量浓度进行测定，记录峰面
积。以对照品质量浓度为横坐标 （ｘ，ｍｇ·ｍＬ－１），
峰面积为纵坐标 （ｙ）得到线性回归方程 ｙ＝
９０５６９ｘ＋１９８６，ｒ＝０９９９（ｎ＝６），表明 ＣＴＤ质量
浓度与峰面积在００５～２００ｍｇ·ｍＬ－１有良好的线
性关系。

２２５　进样精密度试验　分别准确量取２００ｍｇ·
ｍＬ－１ＣＴＤ对照品溶液０１２５、２５ｍＬ置于５ｍＬ的量
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瓶，用色谱甲醇定容配成００５、１００ｍｇ·ｍＬ－１，取
低、中、高质量浓度 （００５、１００、２００ｍｇ·ｍＬ－１）进
样ＨＰＬＣ检测，重复进样５次，记录峰面积，见表１。

结果表明，进样量为２０μＬ，低、中、高浓度的峰面积
ＲＳＤ值 （ｎ＝５）分别为１４８％、０１３％、０１０％，表明
进样精密度良好。

Ａ－甲醇；Ｂ－空白脂质体；Ｃ－斑蝥素（ＣＴＤ）对照品；Ｄ－ＣＴＤ供试品；Ｅ－ＡｐｔＣＴＤＮＬＰ。

Ａ－ｍｅｔｈａｎｏｌ；Ｂ－ｂｌａｎｋｌｉｐｏｓｏｍｅｓ；Ｃ－ＣＴＤｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅ；Ｄ－ＣＴＤｓａｍｐｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎ；Ｅ－ＡｐｔＣＴＤＮＬＰ．

图５　斑蝥素（ＣＴＤ）含量测定中专属性考察高效液相色谱（ＨＰＬＣ）图
Ｆｉｇ５　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｉｎｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＣＴＤｃｏｎｔｅｎｔ

表１　ＣＴＤ含量测定方法的精密度考察
Ｔａｂ１　ＳｔｕｄｙｏｎｔｈｅｐｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆＣＴＤｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

ｍｅｔｈｏｄ

ρ／ｍｇ·ｍＬ－１ Ａ１ Ａ２ Ａ３ Ａ４ Ａ５ Ｍｅａｎ ＲＳＤ／％

００５ ７０９ ６９３ ７０９ ６９２ ７１５ ７０４ １４８

１００ ９１９０ ９１８５ ９２０８ ９１８３ ９１７８ ９１８９ ０１３

２００ １８３４３１８３６５１８３８８１８３４８１８３６５１８３６２ ０１０

２２６　重复性试验　按照“２１１”项条件制备
ＡｐｔＣＴＤＮＬＰ，准确量取 １ｍＬＡｐｔＣＴＤＮＬＰ置于
１０ｍＬ的量瓶，用甲醇定容破乳，ＨＰＬＣ重复进样检
测５次，ＣＴＤ的峰面积分别为５３１４、５３０８、５２８２、
５３０５、５３３２，平均峰面积为５３０８２，ＲＳＤ为１６１％，
表明重复性良好。

２２７　加样回收率试验　分别准确量取２００ｍｇ·
ｍＬ－１ＣＴＤ对照品溶液０１２５、２５ｍＬ置于５ｍＬ的
量瓶，用色谱甲醇定容配成００５、１００ｍｇ·ｍＬ－１测
试液。取 １ｍＬ低、中、高质量浓度（００５、１００、
２００ｍｇ·ｍＬ－１）分别与等量的空白脂质体混匀，按
照“２２１”项条件进样 ＨＰＬＣ检测，记录峰面积，见
表２。结果表明，在“２２１”项色谱条件下，３份低、
中、高浓度的回收率均在９０％～１１０％之间，表明此
方法的回收率合格。

表２　ＣＴＤ含量测定方法的加样回收率考察ｎ＝３，ｘ±ｓ
Ｔａｂ２　ＲｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｏｆＣＴＤｓｏｌｕｔｉｏｎｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄｎ＝３，ｘ±ｓ

ρ／ｍｇ·ｍＬ－１ Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％ Ｍｅａｎ／％ ＲＳＤ／％

００５ ９７７ ９８８±０８０１ ０９９

９９４

９９４

１ １００３ １００３±００４７ ００５８

１００３

１００２

２ １００１ １０００±００８２ ０１０

１０００

９９９

２３　小柱离心法的方法学研究
２３１　葡聚糖凝胶小柱的制备　称取３ｇＳｅｐｈａｄｅｘ
Ｇ５０葡聚糖凝胶浸于６０ｍＬ去离子水２４ｈ，充分溶
胀后填充至２５ｍＬ注射器 （底部放适量脱脂棉），
静置至底端不再滴水，将其放到１０ｍＬ小管一起置
于离心管中，１０００ｒ·ｍｉｎ－１斜角离心１ｍｉｎ使凝胶
脱水形成表层平整、高度约为２ｃｍ的小柱。
２３２　空白脂质体紫外全波长扫描　准确量取
１００μＬ空白脂质体，用ＰＢＳ（ｐＨ７４）定容于５ｍＬ
量瓶中，以ＰＢＳ为空白对照，２００～４５０ｎｍ进行紫外
扫描，测得空白脂质体的最大吸收波长为２５４ｎｍ。
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故选择２５４ｎｍ作为定量测定空白脂质体的吸收
波长。

２３３　葡聚糖凝胶小柱对空白脂质体的吸附　准
确量取１００、１５０、２００μＬ空白脂质体分别均匀加入
ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０葡聚糖凝胶小柱，静置吸附２５ｍｉｎ，
１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，去离子水洗脱２次（每次
５００μＬ，１０００ｒ·ｍｉｎ－１，离心５ｍｉｎ），收集洗脱液。以
去离子水作为空白对照，于２５４ｎｍ测定空白脂质体
（Ａ０）及各次洗脱液 （Ａｘ）的吸光度，按公式１计算柱
回收率。累积柱回收率分别为（９８３７±０２６）％、
（１００２２±０）％、（１００９６±０）％，结果表明，去离子水洗
脱２次可将空白脂质体完全洗脱，累积小柱回收率可
达到９８％以上（公式１）。因此，可以用去离子水做洗
脱剂。

柱回收率（％）＝
Ａｘ
Ａ０
×１００％ 公式（１）

２３４　 静置吸附时间的考察　准确量取 ３份
１５０μＬ空白脂质体均匀加至葡聚糖凝胶小柱顶部，
分别吸附１０、１５、２５ｍｉｎ，１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，
用去离子水洗脱 ２次 （每次 ５００μＬ，１０００ｒ·
ｍｉｎ－１，离心５ｍｉｎ），收集洗脱液。于２５４ｎｍ测定洗
脱液吸光度，按公式 １计算柱回收率。静置吸附
１０、１５、２５ｍｉｎ的柱回收率分别为 （４２２６±０）％、
（９４４６±０１９）％、（１０２８７±０）％，结果表明静置
吸附２５ｍｉｎ时，空白脂质体已完全洗脱，因此选择
静置吸附时间为２５ｍｉｎ。
２３５　离心速度对空白脂质体柱回收率的影响　
准确量取３份１５０μＬ空白脂质体均匀加至葡聚糖
凝胶小柱顶部，静置吸附２５ｍｉｎ，分别用７００、１０００、
１５００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，再用去离子水洗脱２次
（每次５００μＬ，１０００ｒ·ｍｉｎ－１，离心５ｍｉｎ），收集洗脱
液，在２５４ｎｍ处测定吸光度。按照公式１计算柱回
收率。离心速度为７００、１０００、１５００ｒ·ｍｉｎ－１的柱回
收率分别为 （９５６０±０）％、（１０２１０±０１９）％、
（１０３４４±０１９）％，离心速度为１５００ｒ·ｍｉｎ－１时会
造成柱子断裂，因此离心速度选用１０００ｒ·ｍｉｎ－１。
２３６　离心时间对空白脂质体柱回收率的影响　
准确量取３份１５０μＬ空白脂质体均匀加至葡聚糖
凝胶小柱顶部，静置吸附２５ｍｉｎ，１０００ｒ·ｍｉｎ－１分
别离心１、３、５ｍｉｎ，去离子水洗脱２次（每次５００μＬ，
１０００ｒ·ｍｉｎ－１，离心５ｍｉｎ），收集离心液，在２５４ｎｍ
处测定吸光度，按照公式 １计算柱回收率。柱回
收率分别为 （７１７０±０）％、（９８９０±０３８）％、
（１０２８０±０３８）％。结果表明，离心时间越长，柱

回收率越高。离心５ｍｉｎ时空白脂质体完全过柱，
故离心时间定为５ｍｉｎ。
２３７　上样量的考察　准确量取１００、２００、４００μＬ
空白脂质体分别均匀加至葡聚糖凝胶小柱顶部，静

置吸附２５ｍｉｎ，１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，去离子水
洗脱 ２次 （每次 ５００μＬ，１０００ｒ·ｍｉｎ－１，离心
５ｍｉｎ），收集洗脱液，在２５４ｎｍ处测定吸光度。按
照公式１计算。柱回收率分别为 （１０２９９±０）％、
（９９０４±０１９）％、（１００９６±０）％，实验结果显示，
上样量对柱回收率的影响相对较小，但研究发现上

样量过大会导致游离药物与包封药物无法分离，故

采用４００μＬ脂质体。
２３８　ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０小柱对 ＡｐｔＮＬＰ与 ＣＴＤ物理
混合物的吸附 　 准确量取 １ｍＬＡｐｔＮＬＰ和
２００ｍｇ·ｍＬ－１ＣＴＤ溶液涡旋混匀制成物理混合
物。准确量取４００μＬ物理混合物均匀加至葡聚糖
凝胶小柱顶部，按照最佳分离条件，静置２５ｍｉｎ，去
离子水洗脱１５次 （每次５００μＬ，１０００ｒ·ｍｉｎ－１，离
心５ｍｉｎ），收集各次洗脱液，置于２ｍＬ量瓶中用甲
醇定容。以甲醇为空白对照组，于 ２５４ｎｍ处测定
ＡｐｔＮＬＰ的吸光度并计算其含量。按照“２２１”
项色谱条件进样 ＨＰＬＣ测定 ＣＴＤ含量。以洗脱次
数为横坐标，分别以 ＡｐｔＮＬＰ、ＣＴＤ的含量为纵坐
标，绘制物理混合物的洗脱曲线，见图 ６。结果表
明，既定的洗脱条件洗脱 １５次均未检测到 ＣＴＤ，
洗脱３次就可以将物理混合物中的 ＣＴＤ和 Ａｐｔ
ＮＬＰ完全分离。

图６　ＡｐｔＮＬＰ和ＣＴＤ物理混合物洗脱曲线
Ｆｉｇ６　ＥｌｕｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆＡｐｔＮＬＰａｎｄＣＴＤｐｈｙｓｉｃａｌｍｉｘｔｕｒｅ

２３９　ＡｐｔＣＴＤＮＬＰ包封率的测定　按照“２１１”
项条件制备３批 ＡｐｔＣＴＤＮＬＰ，准确量取２ｍＬＡｐｔ
ＣＴＤＮＬＰ于１０ｍＬ量瓶，按照“２２２”项下条件破
乳，进样ＨＰＬＣ测定并计算出ＣＴＤ的总质量浓度ρ０。
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取同等体积的ＡｐｔＣＴＤＮＬＰ，按照按最佳分离条件分
离ＡｐｔＣＴＤＮＬＰ和游离的ＣＴＤ，收集洗脱液于１０ｍＬ
量瓶，按照“２２２”条件破乳，采用ＨＰＬＣ测定并计算
出包封的ＣＴＤ质量浓度ρ１。按公式２计算３批Ａｐｔ
ＣＴＤＮＬＰ的包封率分别为９４２９％、９５６５％、９３７５％，
平均包封率为（９４５６±０８０）％，ＲＳＤ值为１０４％。

包封率（％）＝
ρ１
ρ０
×１００％ 公式（２）

３　讨　论
包封率是评价脂质体纳米载药体系质量的重要

指标，包封率的大小会直接影响用药剂量和药物疗

效［１９］。本研究用小柱离心联合ＨＰＬＣ测定ＡｐｔＣＴＤ
ＮＬＰ的包封率是 （９４５６±０９８）％，有望在后续Ａｐｔ
ＣＴＤＮＬＰ抗肝肿瘤作用的研究中，提高ＣＴＤ抗肝肿
瘤效果，降低ＣＴＤ对其他正常细胞的毒副作用。

在探索ＳｅｐｈａｄｅｘＧ５０葡聚糖凝胶小柱分离游离
ＣＴＤ条件时，本研究对空白脂质体进行２００～４５０ｎｍ
紫外波长扫描，确定其最大吸收波长为２５４ｎｍ。通过
小柱离心前后空白脂质体的吸光度比值 （柱回收率）

作为评价指标，单因素考察优化小柱分离条件，建立

了ＡｐｔＣＴＤＮＬＰ包封率的测定方法。研究中发现有
机溶剂易损坏葡聚糖凝胶的立体网状结构发生皱缩

塌陷，导致药物无法分离，因此，本研究用去离子水做

洗脱剂，且溶解ＣＴＤ时尽量降低供试品中甲醇的用
量，以确保最佳分离效果。离心转速、离心时间、吸附

时间、上样量都会影响分离效果，因此在探索时需要

对这些因素进行考察。本研究用小柱离心联合ＨＰＬＣ
法测定包封率的最佳分离条件是４００μＬ上样量，静
置吸附２５ｍｉｎ，１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，只需洗脱３
次就可以完全分离游离药物。与传统葡聚糖凝胶柱

色谱法相比，小柱离心联合 ＨＰＬＣ测定法不仅成本
低，而且更简便快速，能有效地测定ＣＴＤ包封率。

综上所述，本研究建立了葡聚糖凝胶小柱离心

联合ＨＰＬＣ定量检测 ＡｐｔＣＴＤＮＬＰ包封率的方法，
并进行了系统的方法学研究。结果表明，该法简便

快速，为后续进一步深入研究 ＡｐｔＣＴＤＮＬＰ的体内
外抗肝肿瘤作用奠定实验基础。
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