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RP-HPLC 法测定紫杉醇脂质体的药物包封率 *

游杨杨 1，索绪斌 1**，岳静静 1，徐兴 1，张涵 2

（1．广东药科大学中药学院，广州 510006；2．广州市茗川生物科技有限公司，广州 510006）

摘要　目的：建立紫杉醇脂质体药物包封率的测定方法。方法：采用葡聚糖凝胶 G-50 柱色谱法分离紫

杉醇脂质体和游离药物，用 RP-HPLC 法检测紫杉醇的量，计算脂质体中紫杉醇的包封率；色谱条件：采用

Platisil-ODS（250 mm×4.6 mm，5 μm）色谱柱，以甲醇 - 水（含 0.1% 三乙胺和 0.67% 冰乙酸）（80∶20）为

流动相，流速 1.0 mL·min-1，检测波长 227 nm，柱温为室温。结果：紫杉醇与辅料及溶剂的色谱峰分离良好，

峰形很好；紫杉醇线性范围 0.5~50 μg·mL-1（r=0.999 3），加样回收率范围为 99.66%~100.8%，包封率范围

为 90.29%~91.65%。结论：本方法能快速检测紫杉醇脂质体中紫杉醇含量及包封率。 
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Determination of entrapment efficiency of  
liposomal paclitaxel by RP-HPLC*
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Abstract　Objective：This study establishes the determination method of entrapment efficiency of paclitaxel 
liposome．Methods：The liposomal paclitaxel were separated well from free paclitaxel by the Sephadex G-50 
chromatography and was detected with RP-HPLC method．A Platisil-ODS（250 mm×4.6 mm，5 μm）analytical 
column was used at room temperature，and the mobile phase was composed of methanol-water（containing 
0.1% triethylamine and 0．67% glacial acetic acid） （80∶20）at a flow rate of 1.0 mL·min-1，and the detection 
wavelength was 227 nm．Results：Paclitaxel peak was well separated with liposome excipients peak and solvent 
peak with a good peak shape．The linear range of paclitaxel was 0．5-50 μg·mL-1（r=0.999 3），the average 
recovery was 99.66%-100.84% and the entrapment efficiency of the liposomal paclitaxel was 90.29%-91.65%．

Conclusion：The method can quickly detect the encapsulation efficiency of liposomal paclitaxel．
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100~300 μm）；甲醇为色谱纯，其他试剂均为分析纯。

2　方法与结果

2.1　脂质体制备

取 10 mL 磷酸盐缓冲液（pH 7.40），加热至 50 ℃。

精密称取紫杉醇原料药 5 mg，大豆磷脂 400 mg，胆固

醇 26.7 mg，α- 生育酚 12 mg，溶于少量（约 1 mL）
无水乙醇中，超声（功率 40 W，频率 200 kHz）8~10 
min 至完全溶解，磁力搅拌下注入上述磷酸盐缓冲液

中，减压除去无水乙醇后，水浴超声 5 min，取出，用

0.45 μm 的微孔滤膜挤出过滤，得到粒径均匀的紫杉

醇脂质体，于 4 ℃中保存备用。

空白脂质体的制备除不加紫杉醇原料药外，其余

步骤同脂质体制备。

2.2　含量测定

2.2.1　色谱条件  
色谱柱：Platisil-ODS（250 mm×4.6 mm，5 μm）；

流动相：甲醇 - 水（含 0.1% 三乙胺和 0.67% 冰乙酸）

（80∶20）；流速：1.0 mL·min-1；检测波长：227 nm；柱

温：室温；进样量：20 μL。
2.2.2　溶液制备

2.2.2.1　对照品溶液　精密称取紫杉醇对照品 5 mg，
置 50 mL 量瓶中，加流动相溶解并稀释至刻度，摇匀，

得对照品储备液（紫杉醇质量浓度为 100 μg·mL-1）；

精密量取该储备液 2 mL，置 10 mL 量瓶中，加流动相

稀释至刻度，摇匀，即得对照品溶液（紫杉醇质量浓

度为 20 μg·mL-1）。

2.2.2.2　供试品溶液　精密量取紫杉醇脂质体 0.4 
mL，置 10 mL 量瓶中，加流动相溶解并稀释至刻度，

摇匀，超声（功率 40 W，频率 200 kHz）约 1 min 使脂

质体完全破解，由乳白色的变成无色，过滤，取续滤液

过 0.45 μm 微孔滤膜，即得供试品溶液。

2.2.3　方法学考察

2.2.3.1　专属性试验　取“2.2.2”项下的紫杉醇对照

品溶液和供试品溶液，按上述色谱条件注入液相色谱

仪；另取处方量辅料，置 10 mL 量瓶中，按拟订方法

制备空白对照溶液，注入液相色谱仪，分别记录高效

液相色谱图（见图 1），考察系统适用性。结果表明，

在该色谱条件下，辅料对紫杉醇的测定无干扰。

紫杉醇（paclitaxel，PTX）［1］是从红豆杉树皮中

提取分离的一种二萜生物碱类化合物，对许多类型的

肿瘤细胞具有细胞毒作用［2］。脂质体作为抗肿瘤药

物载体，因其制作简单，对机体无毒，能显著降低药物

毒副作用及容易实现肿瘤靶向等优点而备受关注。

近年来国内外对紫杉醇脂质体已进行了很多的研 
究［3-6］，并且国内已有上市的注射用紫杉醇脂质体。

包封率是评价脂质体制剂质量好坏的最重要的指标，

也是脂质体能否发挥较普通制剂高效、低毒特点的关

键［7］。因此，准确快速地测定紫杉醇脂质体的包封

率具有重要的意义。中国药典 2015 年版二部［8］载

有紫杉醇原料药的 HPLC 测定方法，以甲醇 - 水 - 乙

腈（23∶41∶36）为流动相；注射用紫杉醇脂质体的质

量标准采用国家食品药品监督管理局标准 WS-718
（X-529）-2002［9］，以甲醇 - 水（3∶1）为流动相进行

含量和包封率的检测；其他一些研究者有的采用不

同比例的乙腈 - 水或者甲醇 - 水为流动相［10-13］，有

的采用不同比例的甲醇 - 水 - 乙腈为流动相［14］；这

些方法在本实验研究中均出现主峰严重拖尾及保留

时间过长的现象。为了克服该现象，曾对 HPLC 色谱

条件进行了大量的尝试和探索，获得的 HPLC 条件能

够很好地使主成分峰与辅料峰及溶剂峰完全分开，并

且保留时间缩短，能够快速准确地测定紫杉醇脂质体

的包封率。

1　仪器与试药

SCL-10AVP 型高效液相色谱仪（岛津公司）；

Platisil-ODS（250 mm×4.6 mm，5 μm；填料：十八烷基

硅烷键合硅胶；迪马科技有限公司）；BSA124S 电子天

平（北京赛多利斯科学仪器有限公司）；JJ500 型分析

天平（常德双杰测试仪器有限公司）；pHS-3C 型精密

pH 计（上海仪电科学仪器股份有限公司）；759 紫外

可见分光光度计（上海菁华科技有限公司）KQ5200B
型超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）。

紫杉醇原料药（海南紫杉园制药有限公司，批

号 141001，纯度 >99.0%）；紫杉醇对照品（中国食品

药品检定研究院）；卵磷脂（批号 121001，上海金伴

药业有限公司）；胆固醇（批号 100918，上海蓝季科

技发展有限公司）；Sephadex G-50（Pharmacia 公司，
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1．紫杉醇（paclitaxel）

A．对照品溶液（reference substance solution）　B．空白对照溶液（blank 

control solution）　C．供试品溶液（test sample solution）

图 1　高效液相色谱图

Fig. 1　HPLC chromatograms

2.2.3.2　线性关系考察　精密移取“2.2.2.1”项下对

照品储备液 0.05、0.1、0.3、0.5、1、2、3、5 mL，分别置

10 mL 量瓶中，加流动相稀释并定容至刻度，摇匀，分

别按上述色谱条件进样测定色谱峰面积；以峰面积

（A）为纵坐标，质量浓度（C）为横坐标进行线性回

归，得回归方程：

A=18 766C+8 883.2   r=0.999 3（n=8）
结果表明，紫杉醇质量浓度在 0.5~50 μg·mL-1 范

围内与峰面积线性关系良好。

2.2.3.3　精密度试验　精密移取“2.2.2.1”项下对照品

储备液适量，分别配制质量浓度为 3、15、30 μg·mL-1

的溶液，分别按“2.2.1”项下色谱条件进行测定，记录

色谱图。日内测定 6 次，并连续测定 5 d，计算日内、

日间精密度。结果见表 1。由结果可知，精密度均符

合要求。

表 1　紫杉醇的方法精密度试验考察

Tab. 1　Precision of the method for determination of PTX

质量浓度（ρ）/
（μg·mL-1）

RSD/%

日间（inter-day） 日内（intra-day）

3.0 2.56 3.42

15.0 2.09 2.79

30.0 1.28 1.72

2.2.3.4　稳定性试验　分别取“2.2.2”项下对照品溶

液和供试品溶液，分别于放置 0、2、4、8、10 h 时进样

测定，记录峰面积；结果对照品溶液和供试品溶液峰

面积的 RSD 分别为 0.25% 和 1.41%，表明对照品溶

液和供试品溶液均在 10 h 内稳定性良好，能满足测

定需要。  
2.2.3.5　加样回收率试验　精密量取空白脂质体 0.4 
mL 共 9 份，置 10 mL 量瓶中，分别加入质量浓度为 100 
μg·mL-1 紫杉醇对照品储备液 1.6、2.0、2.4 mL 各 3 份，

用流动相稀释并定容至刻度，摇匀，超声（功率 40 W，

频率 200 kHz）约 1 min，挤过 0.45 μm 微孔滤膜，即得

供试溶液。分别取 20 μL 注入液相色谱，将峰面积代

入标准曲线计算测定紫杉醇质量浓度，与实际紫杉醇

质量浓度相比得到样品加样回收率，所得到的平均加

样回收率在 98%~102% 内，RSD 均小于 2%，能够满足

脂质体中紫杉醇含量测定要求。结果见表 2。
2.3　葡聚糖凝胶 G-50 柱对脂质体和游离药物的分离

2.3.1　葡聚糖凝胶 G-50 柱的制备   
精密称取葡聚糖凝胶 G-50 3.0 g，用 10 倍煮

沸的蒸馏水溶胀 4~6 h，超声（功率 40 W，频率 200 
kHz）脱气 20 min，即得葡聚糖凝胶 G-50 悬浮液。装

柱，柱内径 1.0 cm，柱高 20 cm，需缓慢、均匀、连续地

加入已经脱气的葡聚糖凝胶 G-50 悬浮液，使其均匀

的沉积，直至所需要的高度（约 16~17 cm），以蒸馏水

封柱保存备用。

2.3.2　葡聚糖凝胶 G-50 对空白脂质体的吸附   
精密量取空白脂质体 0.5、1.0、2.0 mL，分别直接

加于葡聚糖凝胶 G-50 柱顶端，用 pH 7.40 的磷酸盐

缓冲溶液约 20 mL 洗脱于 10 mL 量瓶中并定容，于

450 nm 处测吸光度；分别连续连续上样操作 7 次，第

7 次洗脱液测定数据与第 6 次一致，所以选择前 6 次

的测定数据；另空白脂质体 0.5、1.0、2.0 mL 各取 1
份，直接置于 10 mL 量瓶中，用上述磷酸盐缓冲液稀

释至刻度，于 450 nm 处测吸光度。计算前 6 次操作

的回收率。结果见图 2。
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表 2　紫杉醇脂质体的回收率试验结果

Tab. 2　Results of recovery test of PTX liposomes

编号

（No.）
加入量

（added）/（μg·mL-1）

测得量

（found）/（μg·mL-1）

回收率

（recovery）/%
平均回收率

（average recovery）/%
RSD/

%

1 16.00 15.96 99.76 99.66 1.5

2 16.18 101.1

3 15.70 98.11

4 20.00 19.85 99.25 100.2 1.9

5 20.23 101.2

6 20.01 100.0

7 24.00 24.41 101.7 100.8 1.4

8 24.24 101.0

9 23.94 99.77

1. 紫杉醇脂质体洗脱（paclitaxel liposome elution）

2. 游离药物洗脱（free drug elution）

图 3　紫杉醇脂质体样品及游离药物洗脱曲线

Fig. 3　The elution curves of paclitaxel liposome and free drug samples

根据洗脱曲线可知，前 10 mL 洗脱液为脂质体包

封药物，后 10 mL 洗脱液为游离药物，脂质体包封药

物和游离药物通过葡聚糖凝胶柱 G-50 得到很好的

分离。

2.3.4　脂质体包封率的测定　精密量取 0.2 mL 的

脂质体用 pH 7.40 磷酸盐缓冲溶液稀释于 10 mL 量

瓶中，定容，混匀后，过 0.45 μm 的滤膜，按上述色谱

条件进样，测峰面积，代入标准曲线，计算紫杉醇总

量 Cb；精密量取脂质体 0.2 mL 加于空白脂质体预饱

和的凝胶柱顶端，用 pH=7.40 的磷酸盐缓冲溶液洗

脱，收集第 3~10 mL 的洗脱液，用 pH=7.40 磷酸盐缓

冲溶液稀释于 10 mL 量瓶中，定容，混匀后，过 0.45 
μm 的滤膜，按上述色谱条件进样，测峰面积，代入

标准曲线，计算包入脂质体中紫杉醇的量 Ca，按 Ca/
Cb×100% 计算包封率。结果见表 3。 

1．0.5 mL　2．1.0 mL　3．2.0 mL

图 2　葡聚糖凝胶 G-50 对空白脂质体的吸附

Fig. 2　Adsorption of Sep G-50 on blank liposomes

由图 2 可知，0.5 mL 空白脂质体洗脱 3 次，1.0 
mL 和 2.0 mL 的空白脂质体分别洗脱 2 次凝胶柱可

以达到吸附饱和，且 2.0 mL 空白脂质体第 1 次回收

即可达到 95% 以上。本实验操作中，均用 0.5 mL 空

白脂质体以饱和凝胶柱洗脱 3 次。

2.3.3　脂质体分离洗脱曲线   
取紫杉醇对照品 1.8 mg，用无水乙醇溶解并定容

至 5 mL 量瓶中作为游离药物储备液。精密移取空白

脂质体 0.5 mL，上葡聚糖凝胶柱，用 pH 7.40 的磷酸

盐缓冲溶液约 15 mL 以 0.5 mL·min-1 的流速洗脱，

连续洗脱 3 次，，对凝胶柱进行空白脂质体预饱和。

然后分别精密移取紫杉醇脂质体 0.2 mL 和游离药物

储备液 0.1 mL 上柱，以 pH=7.40 的磷酸盐缓冲液洗

脱，收集流份，每管收集 1 mL，测定紫杉醇峰面积；以

峰面积为纵坐标，收集份数为横坐标，绘制紫杉醇脂

质体、游离药物 PBS 缓冲液洗脱曲线，结果见图 3。
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表 3　紫杉醇脂质体包封率

Tab. 3　The entrapment efficiency of paclitaxel liposome

批号

（batch No.）
Ca/μg Cb/μg

包封率

（entrapment 
efficiency）/%

RSD/%

1 183.46 200.18 91.65
2 185.42 203.17 91.26 0.78
3 203.61 225.50 90.29

3　讨论

3.1　色谱条件的选择

在流动相的选择中，试用不同比例的乙腈 - 水、甲

醇 - 水 - 乙腈、甲醇 - 水为流动相，发现保留时间比较

长，峰形也不好，最后摸索出甲醇 - 水（含 0.1% 三乙胺

和 0.67% 冰乙酸）（80∶20）为流动相，紫杉醇的出峰时

间为 6.165 min，且辅料对紫杉醇的峰值无干扰。

3.2　紫杉醇脂质体的药物包封率测定方法的选择

紫杉醇在波长 227 nm 处有最大吸收，而辅料大

豆磷脂在此波长处也有紫外吸收。如直接用紫外分

光光度法测定紫杉醇脂质体中紫杉醇的量，由于脂质

体在溶液中是微粒体系，会吸收部分紫外光线，干扰

药物的吸收，另外即使将含药的脂质体完成溶解于甲

醇中成透明溶液，也会因为大豆磷脂的存在干扰药物

的测定。因此，作者采用葡聚糖凝胶 G-50/HPLC 法

测定紫杉醇脂质体的包封率，使测定结果更加准确。

3.3　含药脂质体与游离药物洗脱分界点的界定

脂质体包封率测定的关键是：（1）减少葡聚糖凝

胶 G-50 柱对含药脂质体的吸附；（2）含药脂质体与

游离药物完全分开。为了解决这 2 个问题，采取空白

脂质体预饱和的方法，减少凝胶柱对含药脂质体的

吸附，而且该结果在葡聚糖凝胶 G-50 柱对空白脂质

体的吸附试验中得到了验证；采用 10 mL 为分界点

收集脂质体部分，游离药物与脂质体在葡聚糖凝胶

G-50 柱上的洗脱曲线显示，前 10 mL 是含药脂质体，

后 10 mL 是游离药物，以 10 mL 为分界点，游离药物

对含药脂质体无干扰。
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