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摘要 }目的  建立脂肪酸含量测定的高效液相色谱法 o并以此测定鸦胆子油乳注射液中的游离脂肪酸和结合脂肪酸含量 ∀方

法  用 Ξ2溴代苯乙酮为衍生化试剂 o三乙醇胺为催化剂对脂肪酸进行酯化使其产生紫外吸收 o利用 � °�≤法进行分离定量 ∀

色谱条件为 }采用 ≥«¬°2³¤¦® ∂ °2�⁄≥k≤t{ o txs�≅ wqy°°o xΛ°l色谱柱 o检测波长 uwu±°o流动相为甲醇 Β乙腈 Β�u � � yxΒuzΒ

{o柱温 }uxε o流速 tqs°�r°¬±∀十七烷酸为内标 ∀结果  在上述色谱条件下 o各脂肪酸衍生物均达到基线分离 ∀鸦胆子油

乳注射液中游离脂肪酸含量较低 o主要为结合脂肪酸 ∀结论  本方法为评价和控制鸦胆子油乳质量提供了依据 ∀
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  鸦胆子油乳注射液是以鸦胆子仁石油醚提取物为原料 o

以精制大豆磷脂为乳化剂制成的水包油型乳剂 ∀在临床上

主要应用于肺癌 !肺癌脑转移和消化道恶性肿瘤的治疗 ∀鸦

胆子种仁含油 xyquvh o油中不皂化物占 tqvyh ~皂化物

|uqwzh
≈t  ∀早在 t|ut年就有学者发现一些二元羟酸有溶

解肿瘤细胞的作用 o之后国内外对脂肪酸抗肿瘤作用进行了

较多的研究 ∀从研究结果来看 o碳链越长 o解离度越低 o呈现

分子状态所需的 ³�越接近生理 ³�
≈u2v 

o则其抗肿瘤活性越

明显 ∀而不饱和脂肪酸较饱和脂肪酸的抗肿瘤活性更为明

显 o两者间存在显著性差异 ∀同时脂肪酸经甲酯化后其抑瘤

性也大大降低 o因此游离羟基和双键是脂肪酸分子中二个重

要活性基因 ∀鸦胆子油乳注射液中的主要活性成分为不饱

和脂肪酸 2油酸和亚油酸 o两者的抑瘤活性均已被证实 o但至

今未有鸦胆子油乳注射液含量测定的报道 ∀笔者采用柱前

衍生化的 � °�≤o分别测定了鸦胆子油乳注射液中游离脂肪

酸和结合脂肪酸的含量 ∀为鸦胆子油乳注射液的质量控制

提供思路 ∀

1  仪器与试剂

≥«¬°¤§½∏�≤ 2usts≤高效液相色谱仪 ~≥°⁄2� ts�√³检测

器 k日本岛津公司 l~×��2ty�台式离心机 k上海安亭科学仪

器厂 l~≥¤µ·²µ¬∏¶�≥ tts≥分析天平 k德国赛多利斯 l~�≠|u2��

超声波细胞粉碎机 k宁波新芝生物科技股份有限公司 l∀鸦

胆子油乳注射液 k浙江九旭药业有限公司 o批号 }ussxsxsto

ussxsxsuoussxsxsvlo鸦胆子油 k浙江九旭药业有限公司 l∀

油酸 !亚油酸 !十七烷酸对照品 k≥¬ª°¤公司 l∀甲醇 !乙腈色

谱纯 o丙酮 �� !冰乙酸 �� o和三乙醇胺分析纯 ∀ Ξ2溴代苯乙

酮 kΞ2�µ²°²¤¦̈·²³«̈ ±²± ö国药集团化学试剂有限公司 o批

号 }× usswttsvo化学纯 l ∀
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2  实验方法与结果

2q1  色谱条件

色谱柱 }≥«¬°2³¤¦® ∂ °2�⁄≥ txs�≅ wqy k≥� �� �⁄��lo

保护柱 }≥«¬°2³¤¦® �∂ °2�⁄≥ ts�≅ wqyk≥� �� �⁄��l∀流动

相 }甲醇 Β乙腈 Β�u � � yxΒuzΒ{o柱温 }uxε o检测波长 Κ �

uwu±°o流速 tqs°�r°¬±∀在上述色谱条件下 o各脂肪酸衍

生物均达到基线分离 ∀理论板数按油酸计为 ts ssso油酸衍

生物与软脂酸衍生物峰的分离度为 uqy∀

2q2  衍生化方法

衍生化试液的配制  取 Ξ2溴代苯乙酮约 uss°ªo精密称

定 o置 ts°�量瓶中 o用丙酮溶解并稀释至刻度 o摇匀 o即得

k此液在 wε 保存 o可使用 t个月 l∀

取三乙醇胺约 uxs°ªo精密称定 o置 ts°�量瓶中 o用丙

酮溶解并稀释至刻度 o摇匀 o即得 k此液在 wε 保存 o可使用 t

个月 l∀

取冰乙酸约 tss °ªo精密称定 o置 ts°�量瓶中 o用丙酮

溶解并稀释至刻度 o摇匀 o即得 ∀

衍生化反应  取一定量脂肪酸溶液 o�u
吹干 o精密加入

Ξ2溴代苯乙酮 kus°ªr°�l和三乙醇胺 kux°ªr°�l各 xsΛ�o

乙腈 vssΛ�o试管加塞密封 o混合摇匀 o于 tssε 加热 tx°¬±o

冷却至室温后 o精密加入乙酸溶液 zxΛ�o于 tssε 加热 x°¬±o

�u
吹干备用 ∀

2q3  标准曲线的制备

取油酸对照品约 us °ªo亚油酸对照品约 ts °ªo软脂酸

对照品约 x °ªo硬脂酸对照品约 ts °ªo分别置 ts°�量瓶

中 o用甲醇溶解并稀释至刻度 o摇匀 o为对照品贮备溶液 k油

酸液在 p usε 保存 o可使用 t个月 ~其余的溶液在 wε 保存 o

可使用 t个月 l∀

内标溶液的配制  取十七烷酸 ts°ªo精密称定 o置

ts°�量瓶中 o用甲醇溶解并稀释至刻度 o摇匀 o为内标贮备

溶液 k此液在 wε 保存 o可使用 t个月 l∀

标准曲线 ´ }精密量取对照品贮备溶液 ´和 µ各 xoxso

tssotxsovssΛ�于 x°�具塞离心试管中 o分别精密加入内标

溶液 xsΛ�o�u
吹干 o精密加入 Ξ2溴代苯乙酮 kus°ªr°�l和

三乙醇胺 kux°ªr°�l各 xsΛ�o乙腈 vssΛ�o混合摇匀 o于

tssε 加热 tx°¬±o冷却至室温后 o精密加入乙酸溶液 zxΛ�o

于 tssε 继续加热 x°¬±o�u
吹干 o精密加甲醇 xssΛ�o振摇

t°¬±o离心 kts sssµr°¬±lts°¬±o取上清液 tsΛ�注入高效液

相色谱仪 o记录色谱图 o以浓度 ≤ kΛªl和对应的峰面积比

k≠ l计算回归方程 k≠ � ¤≤ n ¥l∀数据由 ≥°≥≥软件处理 ∀

标准曲线 µ }精密量取对照品贮备溶液 ´和 µ各 uoxo

tsotxovsΛ�于 x°�具塞离心试管中 o分别精密加入内标溶

液 uxΛ�o�u
吹干 o余下同 /标准曲线 ´ 0操作 ∀

2q4  精密度实验

精密量取各对照品贮备溶液 tssΛ�按照 /标准曲线 µ 0

方法项下重复操作 x次 o记录峰面积 o由回归曲线计算油酸 !

亚油酸的浓度 o计算 � ≥⁄值分别为 uqtyh ouq{vh ovqu|h

和 vqsuh ∀

表 1  各脂肪酸标准曲线回归方程 k≠ � ¤≤ n ¥l

Ταβ 1  ×«̈ µ̈ªµ̈¶¶¬²± ¬̄± ¶̈²©©¤··¼ ¤¦¬§¶k≠ � ¤≤ n ¥l

成  分 ¤ ¥  � u 线性范围 kΛªl

油  酸 uqvxu ≅ tspu sqvt|v sq|zv| tsqyu ∗ xvsqs

sqsyxv p sqs|zw sq||s{ xqyzs ∗ tutqx

亚油酸 uqwty ≅ tspu p yqtzy ≅ tspu sq||vt vqwss ∗ y{qss

sqsuxu p sqstsy sq||zw tqtvy ∗ uuqzu

软脂酸 zq{wz ≅ tspv vqxz{ ≅ tspu sq||wt twqus ∗ u{wqs

sqsyxw sqsuty sq||zv uq{ss ∗ wuqss

硬脂酸 tq{xt ≅ tspu sqtuzs sq|{yt tsqws ∗ tvsqs

sqsvz| sqstu sq|||v uqs{s ∗ xuqss

2q5  加样回收率测定

精密量取各对照品溶液 tsΛ�于 x°�具塞离心试管中 o

分别加入鸦胆子油乳注射液破乳并提取后的正庚烷溶液

uxΛ�o照 /标准曲线 µ 0项下操作 o平行测定 v份样品 o由回

归曲线计算油酸 !亚油酸的浓度 o并计算出加样回收率 ∀回

收率分别为 }ktstqw ? uqyzlh oktsuqz ? tquylh oktssqz ?

uqvslh和 ktstqy ? sqyxlh ∀

2q6  样品含量测定

2q6q1  脂肪酸的分离提取  称取 sqwª无水硫酸钠于 ts °�

具塞离心试管中 o用内容量移液管精密量取鸦胆子油乳注射

液 sq{°�o加入等体积的蒸馏水 o涡旋 t°¬±o间断超声 ts°¬±

k超声 x°¬±o间隔 x°¬±o强度 yss• lo{sε 水浴加热 vs°¬±
≈y  ∀

待乳剂完全破乳后取出放冷 o精密加入异丙醇 2正庚烷 2冰乙

酸 kwsΒtsΒtl的混合溶液 uqx°�o涡旋振摇 t°¬±o间断超声

u°¬±o放置 ts°¬±∀精密加入正庚烷 t°�o蒸馏水 tqx°�o涡

旋振摇 t°¬±o间断超声 u°¬±o离心 ts°¬±ku xssµr°¬±l∀精密

吸取最上层淡黄色液体 o置 x°�量瓶中 o加正庚烷稀释至刻

度 o摇匀 ∀

2q6q2  游离脂肪酸的含量测定  从上述 x°�量瓶中精密吸

取 xssΛ�o加入内标溶液 uxΛ�o摇匀后 �u
吹干 o再精密加入

Ξ2溴代苯乙酮 kus°ªr°�l和三乙醇胺 kux°ªr°�ll各

xsΛ�o乙腈 vssΛ�o按 /标准曲线 µ 0项下操作 ∀上清液即为

供试品溶液 µ ∀

2q6q3  结合脂肪酸的含量测定  另从上述 x°�量瓶中精密

吸取 xssΛ�o加氢氧化钾 2甲醛溶液 ksqx°²̄ r�lsqw°�o旋涡

振摇 t°¬±o于 ysε 水浴加热 vs°¬±o冷却至室温后加异丙醇 2

正庚烷 2冰乙酸 kwsΒtsΒtl的混合溶液 uqx°�o涡旋 t°¬±o间

断超声 u°¬±o室温下放置 ts°¬±∀再精密加入正庚烷 t°�o双

蒸水 tqx°�o涡旋 t°¬±o间断超声 u°¬±k间隔 vs¶o强度

xss• lo离心 ku xssµr°¬± ≅ ts°¬±l后精密吸取上清液 t°�o

加入内标溶液 xsΛ�o混匀后 �u
吹干 o照 /标准曲线 ´ 0项下

操做 ∀ �u
吹干后精密加甲醇 xssΛ�o振摇 t°¬±o离心 kts

sssµr°¬±lts°¬±o上清液即为供试品溶液 ´ ∀

测定法  精密吸取供试品溶液 tsΛ�注入高效液相色谱

仪 o记录色谱图 o由回归方程计算供试品含量 ∀
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表 2  鸦胆子油乳注射液含量测定 k°ª# °�
pt
o� ¤̈± ? ≥o ν � vl

Ταβ 2  ×«̈ §̈ ·̈µ°¬±¤·¬²± µ̈¶∏̄·¶²©�µ∏¦̈¤­¤±¤±¬¦¤²¬̄¬±­̈¦·¬²±

批号 亚油酸 软脂酸 油  酸 硬脂酸

游离脂肪酸 ussxsxsv tqytu ? sqsyvx squ|s{ ? sqssxy sqzvww ? sqsvyt sqt{|v ? sqsswy

ussxsxsu tqw{z ? xwqs squ||y ? sqssvz sqyvvw ? sqsxsx sqt{s| ? sqssuv

ussxsxst tquzw ? sqs|wt squuxy ? sqswx sqyv{t ? sqssvz sqtwvy ? sqst{y

结合脂肪酸 ussxsxsv tq{wv ? sqvw{{ vqsxx| ? sqztst tyqtt ? vqtzt vq{tx ? sq|wuw

ussxsxsu tqxwzy ? sq{tus uqx|w ? sqtszv txqw| ? sq{vz uq{wv ? sqttyv

ussxsxst tqy{sx ? sqztvu uqzztz ? sqt{wu txqwy ? sqy|z vqwwz ? squz{u

3  讨论

本实验是在相关文献的基础上加以改进 ≈x2z 而来 ∀

�§²¶« � «̈·¤等详细讨论了 uow2二溴苯乙酮在 t{2冠 2y醚催

化下和 Α2溴苯乙酮在三乙胺催化下 o脂肪酸的衍生化反应及

相关的色谱行为 ∀本实验对上述方法均进行了考察 o结果发

现 Ξ2溴苯乙酮在三乙胺催化下的酯化反应操作简便快捷 o而

且在相同色谱条件下 o所得脂肪酸酯的保留时间只相当于 uo

w2二溴苯乙酮衍生物的一半 ∀在本实验色谱条件下 owx°¬±

内可分析完一个样品 o而 uow2二溴苯乙酮衍生物需要 zx°¬±∀

中国药典从 t|{x年版开始采用 � °�≤法进行含量测定 o

但仅有 z例 o到 usss年版已增加到 y|z例 o内容涉及鉴别 !检

查和含量测定项目 ∀美国药典中 {xh以上的品种采用高效

液相 k� °�≤l法进行定量分析 ∀鉴于 � °�≤在药品分析中的

应用越来越多 o因此有必要建立 � °�≤法测定鸦胆子油乳注

射液中活性成分油酸和亚油酸的含量 o从而控制和提高产品

质量 ∀

鸦胆子油乳注射液中脂肪酸存在游离和结合两种形式 o

现执行标准为 • ≥v2�2uzv|2|zk部颁中药成方制剂 k第十九

册 llo采用滴定法测定总酸含量 ∀本实验对鸦胆子油乳注射

液的抗肿瘤活性成分 2油酸和亚油酸进行分离 o并分别测定

了游离型和结合型的含量 o对阐明鸦胆子油乳注射液的物质

基础和药效作用的相互关系具有积极意义 ∀
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高效液相色谱法测定盐酸苯海拉明片的有关物质和溶出度

江燕 k湖北省药品检验所 o武汉 wvssywl

摘要 }目的  采用高效液相色谱法考察并建立同时测定盐酸苯海拉明片的有关物质和溶出度的方法 ∀方法  色谱柱为 ⁄¬¤2

°²±¶¬̄2≤t{ kuss°° ≅ wqy°°oxΛ°lo流动相为 sqxh三乙胺溶液 k用磷酸调 ³�值至 yqxl2乙腈 kx{Βwulo检测波长为 ux|±°∀结

果  精密度及稳定性均良好 ~盐酸苯海拉明浓度在 sqsux ∗ uqx°ªr°�范围内与峰面积呈良好的线性关系 oρ为 sq||| |~加样

回收率的平均值为 |{qwh o� ≥⁄ � sqvwh ∀结论  本法精密度好 o结果准确可靠 o适用于盐酸苯海拉明片有关物质和溶出度这

两项质量检验分析 ∀
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