
·1254　 ·
第 二 军 医 大 学 学 报
Acad J Sec Mil Med Univ 　2006 Nov ;27 (11)

·研究快报·
草苔虫内酯冻干脂质体的制备及质量评价

俞园媛 , 陈建明 3 (第二军医大学药学院药剂学教研室 ,上海 200433)

[摘要 ] 　目的 :制备草苔虫内酯冻干脂质体 ,建立该脂质体的质量标准。方法 : 采用经典的旋转薄膜分散法制备草苔虫内酯

脂质体 ,以氯仿为脂质溶媒 ,旋转蒸发挥干有机溶剂 ,水化后探针超声乳化 ,加入支撑剂后冻干即得。采用反相高效液相色谱

法 (RP2HPLC)测定草苔虫内酯冻干脂质体的含量 ,以 Agilent C18为色谱柱 ,以甲醇2水 75 ζ25 (0～38 min) ,73. 7 ζ26. 3 (38～

45 min) ,79 ζ21 (45～48 min)为流动相 ;柱温为 25 ℃;流速为 1. 5 ml/ min ;紫外检测波长为 228 nm。采用 Zetasizer 粒径测定仪

测定脂质体粒径 ;采用离心超滤法测定脂质体的包封率。结果 :草苔虫内酯冻干脂质体粒径大小均匀 ,平均粒径 0. 423μm ;

RP2HPL C 法测定 ,在 44～220μg/ ml 浓度范围内线性关系良好 , r = 0. 999 8 ;日内和日间精密度均良好 (RSD < 2 %) ;高、中、低

(88、110、132μg/ ml) 3 个浓度的回收率分别为 100. 8 %、98. 4 %、100. 9 % ;最低检测限 4. 4 ng ;最低定量限为 17. 6 ng ;脂质体包

封率达 98. 68 %。结论 :本制备方法适于制备草苔虫内酯脂质体 ,所建立的分析方法准确可靠 ,重现性好、操作简便、专属性

强 ,符合质量测定要求。
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Preparation and quality evaluation of bryostatins freeze2dried l iposomes
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[ ABSTRACT] 　Objective :To prepare bryostatins f reeze2dried liposomes and to establish a quality standard for the liposomes.

Methods : Film dispersion technique was used to encapsulate bryostatins with liposomes. Chloroform was taken as the solvent

and was volatilized by revolving. Emulsification was performed with the probe after hydration , then the supporting agent was

added for f reeze drying. An RP2HPLC method was developed to determine the f reeze2dried liposome content . The separation

was performed with a Agilent C18 Column and the mobile phase was methanol2water in gradient elution 75 ζ 25 (0238 min) ,

73. 7 ζ26. 3 (38245 min) , 79 ζ21 (45248 min) by a flow rate of 1. 5 ml/ min , with the UV detector set at 228 nm. Zetasizer was

used to determine the size of liposomes and the entrapment efficiency was determined with centrifugal ult rafilter. Results : The

f reeze2dried liposomes were homogeneous and the mean diameter was 0. 423μm. The standard curve was linear over the range of

442220μg/ ml , r = 0. 999 8. The int ra2day and inter2day RSDs were less than 2. 0 %. The recoveries of the high , middle and low

concentrations (88 , 110 , and 132μg/ ml) were 100. 8 % , 98. 4 % , and 100. 9 % , respectively. The detection limit was 4. 4 ng ,

the quantitation limit was 17. 6 ng , and the entrapment efficiency was 98. 68 %. Conclusion : The film dispersion technique is

suitable for preparation of bryostatins liposomes. The method in this study is easy2to2use , accurate , and with good

repeatability.
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　　草苔虫内酯是来源于海洋生物总合草苔虫中的

大环内酯类化合物 ,对多种肿瘤细胞株具有很强的

细胞毒作用 ,草苔虫内酯是一类极具开发前景的抗

肿瘤药物。1982 年美国 Pet tit 教授所领导的小组首

先分离并鉴定了草苔虫内酯 ( bryostatin) 1[ 1 ] ,发现

其对 P388 淋巴瘤白血病细胞具有很强的细胞毒活

性。随后 ,美国、日本和中国的科学家先后从总合草

苔虫中发现了 19 种草苔虫内酯[2～5 ] 。其中 bryosta2
tin 1 已经在美国进入 Ⅱ期临床试验 ,bryostatin 4 是

继bryostatin 1之后的另外一种处于临床试验中的

药物。但是草苔虫内酯脂溶性强、不良反应大 ,阻碍

了它作为临床制剂的应用。为此 ,我们开发了草苔

虫内酯脂质体 ,希望能克服这些问题。

　　本实验建立了草苔虫内酯的高效液相色谱的分

析检测方法 ,并进行了方法学考察 ,对草苔虫内酯脂

质体进行性质研究。
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1 　材料和方法

1. 1 　仪器和试剂 　Agilent 高效液相色谱 (1100

型) ; Agilent C18 色谱柱 ( Agilent Technologies ) ;

BS124S 型电子天平 (德国赛多利斯公司) ;NANO2S

型 Zetasizer 纳米粒径分析仪 (英国马尔文仪器公

司) ;超滤离心管 (美国 Millipore 公司) ; T GL216C

高速台式离心机 (上海安亭科学仪器厂) ;J Y922ⅡN

超声波细胞粉碎机 (宁波新芝生物科技股份有限公

司) ;草苔虫内酯 (由第二军医大学药学院海洋药物

研究室提供 ,纯度 ≥98 %) ;空白脂质体 (自制) ;水为

去离子蒸馏水 ;其余试剂均为分析纯。

1. 2 　脂质体的制备 　采用薄膜分散法制备草苔虫

内酯脂质体 ,规格为 0. 5 mg/ ml。精密称取大豆磷

脂 1. 0 g、胆固醇 0. 15 g 及草苔虫内酯 25 mg 共溶

于 20 ml 氯仿中 ,所得溶液置 250 ml 梨形瓶中 ,水

浴温度为 37 ℃、压力为 0. 1 MPa、转速为 80 r/ min

下旋转蒸发 ,除去有机溶剂 ,在梨形瓶内壁上形成均

匀的薄膜后加入 50 ml 蒸馏水 ,继续在 37 ℃水浴常

压下旋转洗膜 45 min ,得脂质体混悬液[ 6 ] ,将该混悬

液于 500 W 探针超声处理 10 min ,得稳定的草苔虫

内酯脂质体 ,调节 p H 值至 6. 5 ,加入 7. 5 g 的甘露

醇 ,溶解 ,置 - 50 ℃超低温冰箱中预冻 12 h 后在冷

冻干燥机中冻干 ,即得。

1. 3 　脂质体粒径的测定 　取重建草苔虫内酯脂质

体溶液适量 ,采用 Zetasizer 粒径测定仪测定粒径 ,

以蒸馏水为分散介质 ,测定温度为 25 ℃,黏度为

0. 887 2 MPa ·s ,此仪器所测定的粒径范围为0. 6～

6 000 nm。

1. 4 　脂质体中草苔虫内酯含量测定方法的建立

1. 4. 1 　色谱条件 　色谱柱 :Agilent C18色谱柱 (150

mm ×4. 6 mm ,5μm) ;流动相为甲醇2水 ,二元梯度

洗脱 : 75 ζ 25 ( 0～38 min) , 73. 7 ζ 26. 3 ( 38～45

min) ,79 ζ21 (45～48 min) ;流速 :1. 5 ml/ min ;紫外

检测波长 :228 nm ;进样量 :20μl ;柱温 :25 ℃。

1. 4. 2 　方法的专属性考察 　本实验所用的草苔虫

内酯主要含有 bryostatin 4、5、8、10 等多种成分[7 ] ,

由于 bryostatin 5 出峰时间最短 ,分离度较好 ,含量

较高 ,因此本研究选用 bryostatin 5 作为主要的定量

成分。取 bryostatin 5 对照品溶液、空白冻干脂质体

破乳液和草苔虫内酯冻干脂质体水合后破乳液各

20μl 进样分析。

1. 4. 3 　线性关系考察 　取 60 ℃减压干燥至恒重的

bryostatin 5 对照品约 11 mg ,精密称定 ,置 10 ml 容

量瓶中 (1. 1 mg/ ml) ,用甲醇溶解并稀释至刻度 ,摇

匀 ,制得对照品储备液 ;精密量取对照品储备液适

量 ,用甲醇定量稀释成 44、88、110、132、220μg/ ml

不同浓度的溶液 ,摇匀 ,同法配制 3 份。吸取上述各

溶液 20μl 分别进样。

1. 4. 4 　检测灵敏度考察 　取线性关系项下的稀溶

液 ,用甲醇稀释成 bryostatin 5 0. 1、0. 2、0. 25、0. 5

μg/ ml 4 个浓度的溶液 ,以空白流动相 (甲醇 ζ水 =

75 ζ25) 做对照 ,仪器灵敏度 AU FS 为 - 0. 000 5～

+ 0. 000 5 ,依次进样 20μl ,在 228 nm 处检测 ,考察

信噪比 S/ N (信号峰高/ 噪声峰高) 为 3 时的样品浓

度。

1. 4. 5 　定量限考察 　取线性关系项下的稀溶液 ,用

甲醇稀释成 bryostatin 5 0. 2、0. 5、0. 8、1. 0μg/ ml 4

个浓度的溶液 ,以空白流动相 (甲醇 ζ水 = 75 ζ25)

做对照 , 仪器灵敏度 AU FS 为 - 0. 000 5 ～

+ 0. 000 5 ,依次注入 20μl ,在 228 nm 处检测 ,考察

信噪比 S/ N 为 10 时的样品浓度。

1. 4. 6 　精密度实验 　取标准溶液 (110μg/ ml) ,分

别在日内 (0、3、6、9、12 h) 、日间 (0、1、2、3、4 d) 的规

定实验时间内进样。

1. 4. 7 　回收率实验 　于 3 个 10 ml 容量瓶中加入

准确配制的 1. 1 mg/ ml bryostatin 5 的甲醇溶液各

0. 8、1. 0、1. 2 ml ,再分别精密移取空白脂质体 2 ml

于上述容量瓶中 ,各加入甲醇溶液破乳并定容 ,摇匀

得高、中、低 3 个浓度的样品溶液。分别进样 20μl ,

测定峰面积 ,重复 3 次。

1. 4. 8 　样品的含量测定 　精密量取重建草苔虫内

酯脂质体溶液 2 ml 于 10 ml 容量瓶中 ,加甲醇溶液

破乳并定容 ,摇匀得供试品溶液。进样 20μl ,测得

草苔虫内酯的峰面积 ,重复 3 次 ,代入标准曲线方程

计算出草苔虫内酯的含量。

1. 5 　脂质体包封率的测定 　取适量草苔虫内酯冻

干脂质体 ,加入注射用水适量 ,轻摇 ,取 5 ml 该溶

液 ,置超滤膜分子质量截留值为 50 000 的超滤器

中 ,15 000 r/ min 离心 3 min ,取澄清的离心液适量 ,

用甲醇稀释至适当浓度 ,20μl 进样 ,测定峰面积后

根据标准曲线计算游离药物含量 mfree ;根据 1. 4. 8

项计算得脂质体中药物的总含量 mtot ,并按公式计

算药物包封率 En ( %) : En ( %) = ( mtot - mfree ) /
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mtot ×100 %[8 ] ,式中 mtot 和 mfree 分别表示脂质体中

药物总含量和游离药物含量。

1. 6 　脂质体稳定性考察 　将密封于西林瓶中的样

品于 (40 ±2) ℃下放置 0、1、2、3、6 个月 ,考察脂质体

外观、粒径、含量等的变化 ,并以 0 个月时脂质体中

草苔虫内酯的含量为 100 % ,其他各时间药物含量

与之作比较 ,计算出药物含量变化的百分率。

2 　结 　果

2. 1 　形态和粒径 　该方法制得的草苔虫内酯冻干

脂质体呈疏松、白色固体状态 ,水分散性好。结果显

示重建的草苔虫内酯冻干脂质体粒径大小均

匀 ;粒径基本呈正态分布 ,平均粒径为0. 423μm

(图 1) 。　　　　

图 1 　草苔虫内酯脂质体粒径分布图

Fig 1 　Size distribution prof ile of bryostatins liposomes

derived from bryostatins freeze2dried liposomes

‘2. 2 　草苔虫内酯脂质体的含量测定

2. 2. 1 　方法专属性 　由图 2 可知 ,辅料峰出峰时间

为 12 min 左右 ,而 bryo statin 5 的出峰时间为 27

min 左右 ,因此辅料对药物测定无干扰。

2. 2. 2 　线性关系 　以浓度 ( c) 为横座标、bryostatin

5 的峰面积 ( A)为纵座标进行线性回归 ,得回归方程

( n = 3) : A = 11. 358 c - 225. 6 , r = 0. 999 8。线性

范围为 44～220μg/ ml。

2. 2. 3 　最低检测限和定量限 　通过信噪比 S/ N > 3

检验 ,确定本色谱系统对 bryostatin 5 的最低检测限

为 4. 4 ng。通过信噪比 S/ N > 10 检验 ,确定本色谱

系统对 bryostatin 5 的定量限为 17. 6 ng。

2. 2. 4 　方法精密度 　实验结果表明重复性较好 ,

bryostatin 5 峰面积日内 RSD = 1. 29 % ( n = 5) ,日

间 RSD = 1. 34 % ( n = 5) ,均小于 2. 0 % ,可以满足

定量分析的要求。

2. 2. 5 　回收率 　计算回收率 ( n = 3 ) 分别为

100. 8 %、98. 4 %、100. 9 % ; RSD 分别为 0. 98 %、

1. 32 %、1. 26 %。

2. 2. 6 　样品含量测定 　3 批草苔虫内酯脂质体中

草苔虫内酯的测定结果 (标示量) 分别为 101. 5 %、

97. 8 %、103. 6 % ; RSD 分别为 1. 29 %、1. 06 %、

1. 45 %。

2. 3 　草苔虫内酯冻干脂质体的包封率 　通过测定

脂质体中游离药物含量和药物总含量 ,得脂质体的

包封率为 98. 68 %(表 1) 。

图 2 　草苔虫内酯 5 对照品( A) 、空白脂质体( B) 、草苔虫内酯脂质体( C)色谱图

Fig 2 　HPLC chromatograms of bryostatins reference substance( A) ,blank liposomes( B) , and bryostatins liposomes( C)
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表 1 　草苔虫内酯冻干脂质体的包封率

Tab 1 　Entrapment eff iciency of

bryostatins freeze2dried liposomes

( n = 3)

No . mtot ( mB/μg) mfree ( mB/μg) En ( %) RSD( %)

1 111. 65 1. 412 98. 73 1. 56
2 107. 58 2. 195 97. 96 1. 68
3 113. 96 0. 741 99. 35 1. 95

2. 4 　脂质体稳定性考察　样品于 (40 ±2) ℃恒温箱

中放置 0、1、2、3、6 个月后表观良好 ,粒径和药物含

量均变化不大 (表 2) 。

表 2 　草苔虫内酯冻干脂质体稳定性结果

Tab 2 　Stability of bryostatins freeze2dried liposome

( n = 3)

Time
( t/ mont h) Appearence Particle

diameter ( d/μm)
Content

efficiency( %)

0 Loose white solid 0. 423 98. 68
1 Loose white solid 0. 435 98. 32

2 Loose white solid 0. 451 99. 26
3 Loose white solid 0. 456 98. 02
6 Loose white solid 0. 459 97. 98

3 　讨 　论

　　草苔虫内酯是一类具有相同母核的大环内酯类

化合物 ,本实验所用的草苔虫内酯其主要成分是

bryostatin 4、5、8、10 ,我们在室温下以 73. 7 %～

79 %的甲醇溶液作为流动相进行梯度洗脱 ,虽然保

留时间较长 ,但 bryostatin 4、5、8 和 10 各峰的峰形

和分离度均良好 ,该色谱条件用于制剂的检测不受

干扰杂质的影响 ,效果较好。在用 HPL C 检测过程

中发现 , bryostatin5由于极性较大 ,能够实现完全

分离检测 ;而其他草苔虫内酯成分易受杂质干扰 ,无

法满足基线分离的要求。因此 ,以 bryostatin 5 为考

察对象 ,进行了草苔虫内酯的方法学考察。

　　将草苔虫内酯制成脂质体有利于提高药物的靶

向性 ,降低药物的毒性反应 ,以更好地发挥草苔虫内

酯抗肿瘤疗效 ;制成冻干脂质体有利于提高药物的

稳定性。本研究制得的草苔虫内酯冻干脂质体呈疏

松、白色固体状态 , 水分散性好 , 脂质体粒径

分布均匀 ,药物包封率高 ,具有很好的实际应用前

景。
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