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Ｗ／Ｏ型黄芩苷纳米乳的制备及质量评价
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［摘要］目的　制备 Ｗ／Ｏ型黄芩苷纳米乳并对其质量进行评价。方法　通过优化处方工艺制得 Ｗ／Ｏ型黄

芩苷纳米乳，并对其外观、粒径、载药量及稳定性进行考察，采用高效液相色谱法测定纳米乳中黄芩苷的含

量，检测波长为２８０ｎｍ。结果　Ｗ／Ｏ型黄芩苷纳米乳为均一透明的液体，平均粒径为（６３．４０±１．１０）ｎｍ，

载药量为９．５ｍｇ／ｍＬ。黄芩苷在１２．４０～３１０．００μｇ／ｍＬ浓度范围内与峰面积线性关系良好，狉＝０．９９９７。

高、中、低质量浓度的黄芩苷供试品溶液平均加样回收率分别为９９．８８％、９９．０１％、１００．３１％，ＲＳＤ均小于

０．８７％。黄芩苷纳米乳在常温和低温条件下贮存３０ｄ，含量无明显变化。结论　制备的 Ｗ／Ｏ型黄芩苷纳

米乳质量稳定可靠，建立的高效液相色谱法操作简便、快捷、重复性好，可用于测定纳米乳中黄芩苷的含量。
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　　黄芩苷是从唇形科植物黄芩（犛犮狌狋犲犾犾犪狉犻犪犫犪

犻犮犪犾犲狀狊犻狊犌犲狅狉犵犻）的干燥根中提取分离出来的一种

黄酮类化合物［１２］，具有抑制乙型肝炎病毒复制、清

除乙型肝炎病毒复制模板环状ＤＮＡ、抑制肝纤维化

等药理作用［３４］，临床上主要用于治疗慢性乙型肝

炎。研究表明，乙型肝炎病毒易藏匿于淋巴系

统［５６］，而黄芩苷常规剂型难经淋巴转运，不能有效

地富集于淋巴系统，导致慢性乙型肝炎的治疗受到

一定的阻碍。纳米乳是一种新型淋巴靶向递药系

统［７］，本课题组前期成功制备出 Ｗ／Ｏ型黄芩苷纳

米乳，相对于黄芩苷混悬剂，所制备得到的 Ｗ／Ｏ型

黄芩苷纳米乳可经淋巴转运，极大提高了黄芩苷的

生物利用度。为进一步评价 Ｗ／Ｏ型黄芩苷纳米乳

的质量体系，本研究建立了 Ｗ／Ｏ型黄芩苷纳米乳

的高效液相色谱分析方法，对 Ｗ／Ｏ型黄芩苷纳米

乳中黄芩苷进行含量测定，为该制剂质量控制提供

一定的参考。

１　仪器与试药

１．１　仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪（包含

Ｇ１３１１Ｘ四元梯度泵、Ｇ１３２９自动进样器、Ｇ１３１６Ａ

柱温箱、Ｇ１３１５Ｃ紫外检测器）：美国安捷伦公司；

ＷｅｌｃｈＴｏｐｓｉｌＨＰＬＣＣ１８色谱柱（４．６ ｍｍ×２５０

ｍｍ，５μｍ）：上海月旭材料科技公司；ＣＰ２２５Ｄ型十

万分之一电子天平：德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司；ＫＱ５２００Ｂ

型数控超声波清洗器：江苏省昆山市超声仪器有限

公司；ＤＦ１０１Ｂ型磁力搅拌器：河南省巩义市予华
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１２６．ｃｏｍ

仪器责任公司；ＭａｌｖｅｒｎＺｅｔａｓｉｚｅｒＮａｎｏＺＳ９０纳米

粒径电位分析仪：英国马尔文仪器有限公司；ＳＹＺ

Ｃ型石英自动亚沸高纯水蒸馏器：南京桑力电子设

备厂。

１．２　试药　Ｗ／Ｏ型黄芩苷纳米乳及空白纳米乳

（批 号 分 别 为 ２０１７１０１０、２０１７１１０１、２０１７１１０２、

２０１７１１０３、２０１７１１０４、２０１７１１０５、２０１７１１０６、２０１７１１０７、

２０１７１１０８、２０１７１１０９）：自制；黄芩苷对照品（批号

１１０７１５２０１３１８，含量≥９８％）：中国食品药品检定研

究院；黄 芩 苷 原 料 药 （批 号 １４１２０１，含 量 为

８５．９４％）：四川省玉鑫药业公司；大豆磷脂：安徽省

合肥沃森生物科技公司；１，２丙二醇、肉豆蔻酸异丙

酯、磷酸、甲醇（色谱纯）：国药集团化学试剂公司；苏

丹红、亚甲蓝：天津市光复精细化工公司；蒸馏水：自

制；其他试剂均为分析纯。

２　方法与结果

２．１　Ｗ／Ｏ型黄芩苷纳米乳的制备及载药量考察　精

密称取大豆磷脂１０．５ｇ、１，２丙二醇１０．５ｇ、肉豆蔻

酸异丙酯９ｇ混合置于锥形瓶中，在４５℃恒温下磁

力搅拌至全溶，精密称定黄芩苷原料药３１３．５ｍｇ

溶于上述体系中，直至黄芩苷原料药全部溶解在混

合溶液中，室温下往体系缓慢滴加３ｇ双蒸水直至

体系变为透明均匀的液体，即得 Ｗ／Ｏ型黄芩苷纳

米乳，载药量为９．５ｍｇ／ｍＬ。

２．２　Ｗ／Ｏ型黄芩苷纳米乳质量评价

２．２．１　外观性状　制备的 Ｗ／Ｏ型黄芩苷纳米乳

外观上均为橙黄色均一透明液体，流动性良好。

２．２．２　类型鉴别　采用染色法来判断纳米乳类型，

取黄芩苷纳米乳（批号２０１７１０１０）５．０ｍＬ于两只试

管中，分别加入适量的水溶性染料亚甲基蓝和油溶
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性染料苏丹红于试管中，比较两种染料的扩散速度。

结果苏丹红的扩散速度明显快于亚甲基蓝的扩散速

度，表明制备的纳米乳为 Ｗ／Ｏ型纳米乳。

２．２．３　粒径分布　取 Ｗ／Ｏ型黄芩苷纳米乳（批号

２０１７１０１０）１．０ｍＬ，用外相肉豆蔻酸异丙酯稀释至

１０ｍＬ。取稀释后的纳米乳适量，用 ＭａｌｖｅｒｎＺｅｔａ

ｓｉｚｅｒＮａｎｏＺＳ９０纳米粒径电位分析仪测定纳米乳

体系的粒径，结果见图１。本实验制备的 Ｗ／Ｏ型黄

芩苷纳米乳的平均粒径为（６３．４０±１．１０）ｎｍ（狀＝

３），ＰＤＩ为（０．１６６±０．００６）（狀＝３），表明制备的

Ｗ／Ｏ型黄芩苷纳米乳大小均一，且分布均匀。

图１　Ｗ／Ｏ型黄芩苷纳米乳粒径分布图

２．３　Ｗ／Ｏ型黄芩苷纳米乳的含量测定

２．３．１　色谱条件　色谱柱：ＷｅｌｃｈＴｏｐｓｉｌＨＰＬＣ

Ｃ１８色谱柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；流动相：甲

醇０．１％磷酸水（５５∶４５）；柱温为３０℃；流速１．０

ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长为２８０ｎｍ；进样量：１０μＬ。理论

塔板数按黄芩苷计算，应不小于３０００。

２．３．２　对照品溶液的制备　精密称取黄芩苷对照

品６．２ｍｇ，置１０ｍＬ量瓶中，加甲醇溶解并稀释至

刻度，即得６２０．００μｇ／ｍＬ的对照品储备液，４℃条

件下避光储存。

２．３．３　供试品溶液的制备　精密量取纳米乳１．０

ｍＬ，置１０ｍＬ量瓶中，加甲醇稀释至刻度，超声２０

ｍｉｎ破乳。精密量取１．０ｍＬ破乳液，置１０ｍＬ容

量瓶中，加甲醇稀释至刻度，混匀，即得纳米乳待测

样品，避光保存。

２．３．４　方法学考察

（１）专属性考察　分别取空白溶剂（甲醇）、黄芩

苷对照品（以甲醇稀释所得的溶液）、空白纳米乳（批

号２０１７１１０１，按“２．３．３”项下方法制备供试品溶

液）、Ｗ／Ｏ 型黄芩苷纳米乳（批号 ２０１７１１０２，按

“２．３．３”项下方法制备供试品溶液），按“２．３．１”项下

方法进行检测，记录色谱图，结果见图２。黄芩苷保

留时间为９．５９ｍｉｎ，辅料与试剂不干扰药物测定，

表明方法专属性良好。

图２　甲醇（Ａ）、空白纳米乳（Ｂ）、黄芩苷对照品（Ｃ）、Ｗ／Ｏ型黄芩苷纳米乳（Ｄ）的高效液相色谱图（１．黄芩苷）

　　（２）线性关系　取对照品储备液０．２、０．５、１．０、

２．０、３．０、４．０、５．０ｍＬ分别置于１０ｍＬ量瓶中，用

甲醇稀释至刻度，摇匀，配制成浓度为 １２．４０、

３１．００、６２．００、１２４．００、１８６．００、２４８．００、３１０．００

μｇ／ｍＬ的系列溶液。按“２．３．１”项下方法进行检测，

平行测定３次，求得峰面积的平均值，以黄芩苷浓度

（狓）与峰面积（狔）作图，绘制标准曲线，并计算得回

归方程狔＝３８．１２５狓－３２．３８４（狉＝０．９９９７）。结果

表明，黄芩苷在１２．４０～３１０．００μｇ／ｍＬ范围内与峰

面积的线性关系良好。

（３）精密度试验　取标准曲线中浓度为６２．００

μｇ／ｍＬ对照品溶液，按“２．３．１”项的色谱条件连续

进样６次，记录色谱峰面积，计算ＲＳＤ为０．８９％，

表明仪器精密度良好。

（４）重复性试验　精密量取 Ｗ／Ｏ型黄芩苷纳

米乳１．０ｍＬ（批号２０１７１１０２），共６份，按“２．３．３”

项下方法制备供试品溶液，按“２．３．１”项下的色谱条

件测定，记录色谱峰面积，按“２．３．４”项下“（２）”之标

准曲线计算黄芩苷含量，计算ＲＳＤ为１．５４％，表明

方法重复性良好。

（５）稳定性考察　取同一供试品溶液分别于室

温放置０、２、４、６、８、１２、２４ｈ后，按照“２．３．１”项下色

谱条件进样测定，记录色谱峰面积，按“２．３．４”项下

“（２）”之标准曲线计算黄芩苷含量，计算 ＲＳＤ为

１．２１％，表明供试品溶液在２４ｈ内稳定性良好。

（６）加样回收率试验　精密量取已知含量的

Ｗ／Ｏ型黄芩苷纳米乳１．０ｍＬ（批号２０１７１１０２），共

９份，置于１００ｍＬ容量瓶中，分别精密加入９．５

ｍｇ／ｍＬ黄芩苷对照品溶液０．８、１．０、１．２ｍＬ，各３

份，加入一定容积的甲醇，超声２０ｍｉｎ破乳，最后稀

释至刻度，制得低、中、高质量浓度的黄芩苷供试品

溶液，按“２．３．１”项下的色谱条件测定，记录色谱峰

０９
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面积，按“２．３．４”项下“（２）”之标准曲线计算黄芩苷

含量，结果见表１。低、中、高３个浓度的平均加样

回收率分别为９８．７０％、９９．０１％、１００．３１％，ＲＳＤ分别

为０．４０％、０．６６％、０．８７％，表明该方法准确度良好。

表１　加样回收率试验

编号
样品含量／

（μｇ／ｍＬ）

加入量／

（μｇ／ｍＬ）

测得量／

（μｇ／ｍＬ）

加样回

收率／％

平均加样

回收率／％

ＲＳＤ／

％

１ ９５．３０ ７６．００ １７０．３３ ９８．７２

２ ９５．３０ ７６．００ １７０．６０ ９９．０８ ９８．７０ ０．４０

３ ９５．３０ ７６．００ １７０．００ ９８．２９

４ ９５．３０ ９５．００ １８８．９３ ９８．５６

５ ９５．３０ ９５．００ １９０．０７ ９９．７６ ９９．０１ ０．６６

６ ９５．３０ ９５．００ １８９．０７ ９８．７１

７ ９５．３０ １１４．００ ２１０．７３ １０１．２５

８ ９５．３０ １１４．００ ２０８．７７ ９９．５４ １００．３１ ０．８７

９ ９５．３０ １１４．００ ２０９．４７ １００．１５

２．３．５　样品含量测定　精密量取６批 Ｗ／Ｏ型黄

芩苷纳米乳各１．０ｍＬ，每批３份，按“２．３．３”项下方

法制备供试品溶液，以“２．３．１”项下色谱条件测定，

记录色谱峰面积，按“２．３．４”项下“（２）”之标准曲线

计算黄芩苷含量，结果见表２。

表２　黄芩苷含量测定结果（狀＝３）

批号 黄芩苷／（μｇ／ｍＬ） ＲＳＤ／％

２０１７１１０４ ９４．８７ ０．９５

２０１７１１０５ ９５．０９ １．１３

２０１７１１０６ ９５．７２ １．０８

２０１７１１０７ ９５．３６ ０．９８

２０１７１１０８ ９４．８９ ０．７９

２０１７１１０９ ９５．９６ １．０２

２．４　初步稳定性考察　精密量取２．０ｍＬＷ／Ｏ型

黄芩苷纳米乳封于安瓿瓶中（批号２０１７１１０３），共８

份，每组４份，分别进行常温实验（２５℃放置３０ｄ）

和低温实验（４℃放置３０ｄ），分别于０、１０、２０、３０ｄ

时观察纳米乳的外观形状，并测定黄芩苷含量。结

果见表３。在常温２５℃、低温４℃条件下放置３０

ｄ，纳米乳外观澄清透明、无分层现象，且含量与０ｄ

测定结果相比较无明显变化，表明制备的 Ｗ／Ｏ型

黄芩苷纳米乳在此时间内性质稳定。

表３　稳定性试验结果

试验

条件

贮存时间／

ｄ
外观

含量／

（ｍｇ／ｍＬ）

低温 ０ 橙黄透明 ９．５１

１０ 橙黄透明 ９．５３

２０ 橙黄透明 ９．４７

３０ 橙黄透明 ９．４２

常温 ０ 橙黄透明 ９．５４

１０ 橙黄透明 ９．４３

２０ 橙黄透明 ９．３９

３０ 橙黄透明 ９．３１

３　讨论

纳米乳是一种热力学稳定体系［８］，其破乳影响

药物的释放，选择适宜的破乳方法对准确检测出黄

芩苷含量具有重要意义。纳米乳的破乳方法主要有

化学破乳法和物理破乳法［９］。预实验中，考察了超

声破乳和甲醇、乙腈的破乳效果，结果发现，超声无

法破乳，乙腈破乳后出现浑浊，故选用甲醇作为破乳

剂。同时，本实验考察甲醇联合超声法对所制备的

Ｗ／Ｏ型黄芩苷纳米乳的破乳效果，结果发现甲醇联

合超声条件下破乳效果最好（溶液澄明）。

文献报道黄芩苷含量测定时流动相的体系主要

为甲醇０．２％磷酸水
［１０１１］，考虑到磷酸对色谱柱的

损害，本实验比较了甲醇０．２％磷酸水溶液、甲醇

０．１％磷酸水溶液的色谱行为，结果发现两者流动相

条件下峰形无差异。因此，选择甲醇０．１％磷酸水

溶液为流动相条件，减小对色谱柱的损伤。

本实验对 Ｗ／Ｏ型黄芩苷纳米乳中黄芩苷进行

含量测定，以甲醇０．１％磷酸水为流动相，色谱峰分

离效果好，峰形尖锐，操作简便，结果准确可靠，重现

性好，可用于 Ｗ／Ｏ型黄芩苷纳米乳的质量控制和

稳定性考察。
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