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采用中国药典 2010 年版附录 XC 溶出度测定

法第二法的装置。分别测定 CXB 原料药、西乐葆、

微粉化 CXB 3 组样品溶出度，溶出介质为 0.5% 

SDS pH 6.8 的磷酸盐缓冲液，体积为 900 mL，转

速为(100±1)r·min1，温度为(37±0.5)℃。分别于

10，20，30，45，60 min 取样 5 mL，过 0.45 μm

微孔滤膜，同时补加等温释放介质 5 mL，按“2.2”

项下紫外分光光度法测定溶出介质中 CXB 的浓

度，并计算 CXB 的累积溶出度，绘制溶出曲线，

结果见图 4。 

 
图 4  CXB 体外溶出度实验 

Fig. 4  Release profile in vitro of CXB 

实验结果表明，CXB 经微粉化后可显著提高

溶出速率，在 30 min 内 CXB 基本溶出完全，与市

售制剂塞来昔布胶囊溶出行为形似；而 CXB 原料

药溶出非常缓慢，在 60 min 溶出率仅为 15%左右。

说明将 CXB 经微粉化处理能够显著提高药物溶

出度。 

3  讨论 

通过前期预实验，药物平均粒径控制在

1~3 μm 时，药物溶出较好。考虑到药物放置后期

粒径可能有增大，故本试验将粒径控制到 1 μm，

为后期稳定性试验留下空间。 

气流粉碎的关键在于高压气流产生的高度湍

流和能量转换流可以使物料之间发生相互剧烈的

冲击、碰撞和摩擦。压缩空气喷气流的动能与其

质量流的一次方成正比，与其速度的平方成正比，

因此，喷气流的速度是影响物料破碎程度的一个

重要因素。通常，喷气流的速度与气流入口的压

强成正比，压缩空气的压强越大，其喷气动能越

大。从图 1 的试验结果可以看出：压缩空气的压

力越大，粉碎效果越好，CXB 微粉的粒度越小，

粒度分布范围也越窄。 
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HPLC 测定他克莫司软膏体外透皮吸收 
  

肖学成，熊驰，彭秀菊，张磊(湖北中医药大学药学院，武汉 430065) 

 
摘要：目的  建立规格为 0.03%的他克莫司软膏体外透皮接收液中药物的 HPLC 测定方法，研究 0.03%他克莫司软膏的

体外透皮量。方法  采用 Diamonsil C18 色谱柱(250 mm×4.6 mm，5 μm)；流动相：乙腈-水-磷酸(700∶300∶1)；流速：

1.0 mL·min1；检测波长：215 nm。体外透皮实验采用改良的 Franz 直立式扩散池，透皮屏障采用实验用离体乳猪皮。将

自制软膏与市售软膏的透皮结果进行对比分析，分别在设定的不同时间点取样测定透皮接收液中他克莫司的浓度，计算

累积透皮量。结果  他克莫司的标准曲线方程为 A=16 310.263C+3 629.783(r=0.999 97)，线性范围为 2.088~20.88 µg·mL1，
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平均回收率为 99.10%。累积透皮量与时间呈良好的线性关系，自制软膏与市售软膏的透皮结果无显著性差异。结论  该

检测方法操作简便，快速准确，是考察他克莫司软膏体外透皮性能的理想方法。 
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Determination of Percutaneous Absorption of Tacrolimus Ointment by HPLC 
 
XIAO Xuecheng, XIONG Chi, PENG Xiuju, ZHANG Lei(College of Pharmacy, Hubei University of Chinese Medicine, 

Wuhan 430065, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish an HPLC method for quantitative determination of tacrolimus in vitro percutaneous 
solution, and investigate the ability of percutaneous penetration of 0.03% Tacrolimus ointment. METHODS  Diamonsil C18 
column(250 mm×4.6 mm, 5 μm) was used as the fixed phase and a mixture of acetonitrile, purified water and phosphoric 

acid(700∶300∶1) as mobile phase. The flow rate was 1.0 mL·min1. The detection wavelength was at 215 nm. Improved Franz 

type diffusion cells were used in vitro permeation studies and excised mini pigs skins in vitro were used as transdermal barrier. 
The concentration of tacrolimus in the receptor solution was determined by HPLC to investigate its cumulative permeation 
quantities at different time respectively and compared with that of the commercial ointment. RESULTS  The regression 

equation of Tacrolimus ointment was linear in the range of 2.08820.88 µg·mL1(A=16 310.263C+3 629.783, r=0.999 97). The 
average recovery was 99.10%. A good linear relationship existed between the cumulative penetration quantities and the time. 
There was no significant difference in the permeation quantities between the self-made and commercial ointment. 
CONCLUSION  The method is simple, rapid, and accurate. It is a good method to evaluate the characteristic of permeation for 
Tacrolimus ointment. 
KEY WORDS: tacrolimus; ointment; percutaneous absorption; HPLC 

 

他克莫司，又名 FK506，是一种具有免疫活

性的大环内酯类抗菌药物，有很强的免疫抑制作

用，通过抑制早期淋巴细胞相关基因的表达，从

而抑制 T 淋巴细胞的免疫活性[1]。他克莫司在皮肤

科的主要应用有特异性皮炎、掌、跖部湿疹、溢

脂性皮炎、慢性光化性皮炎、银屑病、白癜风、

大疱性疾病、斑秃及其他头皮皮肤病、酒渣鼻、

肉芽肿性疾病、坏疽性脓皮病的伤口愈合、皮肤

型红斑狼疮和结缔组织疾病、继发性皮肤瘙痒症

及其他皮肤病[2-3]。本研究建立了高效液相色谱法

测定 0.03%他克莫司软膏体外透皮吸收量，结果表

明该方法能使样品得到较好分离，排除辅料及其

他干扰，方法操作简便，快速准确，可用于产品

的质量控制和体外透皮量检测，为临床使用提供

了实验依据。 

1  材料 

1.1  仪器   

AUW220D 分析天平(日本岛津)；HH 型恒温

电热水浴器(巩义市英峪予华仪器厂)；HJ-4A 型数

显恒温多头磁力搅拌器(金坛市岸头中旺实验仪器

厂)；改良的 Franz 直立式扩散池(自制)；KNAUER

高效液相色谱仪(德国诺尔公司)。 

1.2  试样   

市售 0.03%他克莫司软膏(日本 Astellas Toyama 

Co., Ltd. Toyama Plant，批号：029720)；0.03%他

克莫司软膏 (武汉诺安药业有限公司，批号：

20120701，20120702，20120703)；他克莫司对照

品(国药集团川抗制药有限公司，批号：110201，

纯度：99.7%)；0.9%氯化钠水溶液(即生理盐水，

氯化钠，台山市新宁制药有限公司)；无水乙醇(分

析纯，国药集团化学试剂有限公司)；乙腈(色谱纯，

天津科密欧化学试剂有限公司)；磷酸(分析纯，国

药集团化学试剂有限公司)。 

1.3  动物  

实验用小型乳猪(巴马香猪)，购自重庆宗申医

达生物技术研发有限公司，健康，♀，9 周，体质

量 7.2 kg，许可证号：SYXK(渝)2010-0001。 

2  方法与结果 

2.1  色谱条件   

色谱柱为 Diamonsil C18 色谱柱(250 mm×

4.6 mm，5 μm)；流动相：乙腈-水-磷酸(700∶300∶

1)；流速：1.0 mL·min1；检测波长：215 nm；进

样量：20 µL。  

2.2  溶液的配制   
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2.2.1  对照品储备液的制备  精密称取他克莫司

对照品 10.44 mg，至 100 mL 量瓶中，加生理盐水

-无水乙醇(50∶50)溶解并稀释至刻度，摇匀，即

得浓度为 104.4 µg·mL1的溶液，作为对照品储备液。 

2.2.2  对照品溶液的制备   吸取 5 mL 对照品储

备液置于 50 mL 量瓶中，加生理盐水-无水乙醇

(50 ∶ 50) 溶 解 并 稀 释 至 刻 度 ， 即 为 浓 度 为

10.44 µg·mL1 的对照品溶液。 

2.2.3  空白软膏基质的制备  按处方量制备成不

含他克莫司的阴性样品适量，作为空白软膏基质。 

2.2.4  空白基质液的制备   取空白软膏基质 0.5 g，

将其均匀涂布于固定在 Franz 扩散池的猪皮上，

12 h 后取接收液适量，用孔径为 0.45 μm 的微孔滤

膜滤过，取续滤液作为空白基质液。 

2.2.5  样品溶液的制备  取 0.03%他克莫司软膏

0.5 g，将其均匀涂布于固定在 Franz 扩散池的猪皮

上，12 h 后取接收液适量，孔径为 0.45 μm 的微孔

滤膜滤过，取续滤液作为样品溶液。 

2.3  专属性试验 

分别取“2.2”项下中对照品溶液、空白基质

液、样品溶液各 20 μL 进样，记录色谱图，结果表

明在此色谱条件下，空白基质不会对皮肤产生影

响，且空白基质在他克莫司主峰处无吸收峰，故

对他克莫司的含量测定无干扰。结果见图 1。 

2.4  标准曲线的绘制   

精密量取“2.2.1”项下对照品储备液各 2，5，

3，5，3，5 mL 分别至 100，100，50，50，25，

25 mL 的量瓶中，加生理盐水-无水乙醇(50∶50)

稀释至刻度，摇匀，得到浓度分别为 2.088，5.22，

6.264，10.44，12.528，20.88 µg·mL1 的系列标准

溶液。按“2.1”项下色谱条件，分别进样 20 μL，

以峰面积 A 为纵坐标、浓度 C 为横坐标，得标准

曲线方程为 A=16 310.263C+3 629.783(r=0.999 97)，

表明他克莫司浓度在 2.088~20.88 µg·mL1 内线性

关系良好。 

 
图 1  高效液相色谱图 
A对照品溶液；B空白基质液；C12 h 后接受液 

Fig. 1  HPLC chromatograms 
Areference solution; Bblank substrate solution; Caccept liquid after 
12 h 

2.5  精密度试验   

精密量取“2.2”项下对照品储备液各 5 mL，

分别移至 100，50 和 25 mL 量瓶中配制成 5.22，

10.44 和 20.88 µg·mL1 的低、中、高 3 个浓度的他

克莫司对照品溶液，分别于 1 d 内每个浓度重复进

样 5 针，连续进样测定 6 d，根据所得数据计算得到日

内精密度RSD 为 1.32%，日间精密度RSD 为 1.96%。 

2.6  回收率实验  

 按“2.2.2”项下对照品溶液的配制方法，配

制浓度为 10.44 µg·mL1 对照品溶液 2 份。按处方

量制备出含他克莫司分别为 80%，100%，120%的

样品软膏，制备成对应的供试品溶液。每个浓度

制备 3 批供试品溶液，每批供试品溶液 1 式 2 份。

在每个浓度项下，2 份对照品溶液及每份供试品各

进样 2 次，进样量 20 µL，测定峰面积，用外标法

计算回收率，结果为 80%，100%，120% 3 种浓度

的回收率分别为 99.32%，98.92%和 99.07%，平均

回收率为 99.10%。 

2.7  样品溶液稳定性 

将 12 h 接收液于室温下存放 24 h，分别于 0，

4，6，8，12，24 h 量取 20 µL 注入液相色谱仪，

计算峰面积的 RSD为 1.47%，表明样品溶液在 24 h

内稳定。 

2.8  体外透皮实验 

2.8.1  离体猪皮的制备  巴马香猪处死后立即剪

取腹部皮肤，仔细剥离皮下脂肪层和结缔组织,用

生理盐水冲洗干净，置生理盐水中，低温冰箱保

存备用。实验前自然解冻，并用生理盐水浸泡

30 min，用滤纸吸干，备用[4]。每块皮肤随机分成

2 份，1 份用市售软膏，另 1 份用自制软膏，以尽

量消除动物皮肤不同所产生的误差。 

2.8.2  透皮扩散装置  采用改进的 Franz 立体扩

散装置，接受递质体积为 14 mL，有效释药面积为

4.7 cm2，(37±0.5)℃恒温，搅拌速度为 300 r·min1。 

2.8.3  实验步骤  取制备好的离体猪皮置于 Franz

立式扩散池的 2 个半池之间，用夹子固定好。皮

肤角质层朝上，分别取 0.03%他克莫司软膏 0.5 g

均匀涂布于皮肤上，在接受池中加生理盐水-无水

乙醇(50∶50)14 mL，以皮肤恰好与液面接触为好，

用磁力搅拌器不断搅拌接收液，使药物自然释放，

保持(37±0.5)℃恒温水浴。分别于涂布后的 1，2，

4，6，8，12 h 各点取接受液 1 mL[取样后即向接

受室内补充 1 mL 生理盐水-无水乙醇(50∶50)]。



 

·842·         Chin J Mod Appl Pharm, 2014 July, Vol.31 No.7                          中国现代应用药学 2014 年 7 月第 31 卷第 7 期 

用 0.45 μm 微孔滤膜过滤，取续滤液进样测定，按

下列公式[5]计算单位面积累积渗透量(Q)：  

Qn =Vo×qn/V+




1

1

n

i
iq  

式中 Vo 为接收液总体积，V 为取样量，qn 为

第 n 次实测单位面积渗透量 qn=样品峰面积×对照

品浓度×接收液取样量/(对照品峰面积×释放面

积)，qi 为第 n 次前每次测得的单位面积渗透量。 

2.8.4  实验结果   各时间点药物单位面积累计

渗透量见表 1。以单位面积累积渗透量对时间进

行线性回归，所得直线斜率即透皮速率，结果见

表 2。

表 1  2 处方药物单位面积累积渗透量 

Tab. 1  Cumulative permeation in unit area of two formulations 

累积渗透量/μg 
项目 

1 h 2 h 3 h 4 h 6 h 8 h 10 h 12 h 

自制软膏 定量限以下，未检出 9.910 5 16.178 5 21.408 8 28.026 6 

市售软膏 定量限以下，未检出 9.938 9 16.751 3 21.297 3 27.774 3 

表 2  2 处方药物单位面积累积渗透量 Q 及透皮速率分析 

Tab. 2  Analysis between cumulative permeation Q in unit area of two formulations and penetration rate 

处方 回归曲线方程 相关系数 r 透皮速率/μg·cm2·h1 12 h 累积渗透量/μg·cm2 

自制软膏 Q=2.785 7t6.577 2 0.976 7 2.785 7 28.026 6 

市售软膏 Q=2.778 1t6.506 1 0.976 4 2.778 1 27.774 3 

 

自制软膏和市售软膏的平均累积渗透量的统

计分析结果表明，他克莫司的累积渗透量与渗透

时间呈良好的线性关系，且自制软膏与市售软膏

的平均积累渗透量没有明显差异。结果见表 3。 

表 3  2 处方平均累积渗透量的比较(方差分析表) 

Tab. 3  Comparison of average cumulative permeation of 
two prescription drugs (analysis of variance table) 

变异来源 
离均差平 

方和 SS 
自由度 均方 MS F 值 P 值 

组间   0.007 1  0.007 

组内 347.217 6 57.870 
1.2×104 0.992(>0.05)

3  讨论 

由于他克莫司在水中几乎不溶，而易溶于乙

醇，考虑到他克莫司的溶解性，及皮肤的生理特

性，选用生理盐水-无水乙醇(50∶50)为透皮接受

介质。 

体外方法最常用于皮肤穿透性研究，体外皮

肤对化合物和水的渗透试验显示人和猪的皮肤是

相似的。在体外相同的条件下，用猪皮肤预测人

皮肤的通透性数据亦是相似的，一些化合物体内

皮肤穿透证明，刚断奶的猪的背部皮肤与人的前

臂皮肤最相近，而小型猪的皮肤与人的皮肤穿透

性特征最接近[5]。所以本实验选用小型猪猪皮为模

型进行透皮分析。 

 在体外皮肤渗透实验中，动物皮肤中的蛋白

质的脱落或溶解不仅会污染接受液而且本身可能

会有紫外吸收，在本研究中，波长 215 nm 处没有

任何干扰主药测定的物质存在，因此，笔者采用

检测灵敏度较高的 HPLC 测定吸收液中的他克莫

司的含量，排除了干扰，得到了基线分离，保证

了实验结果的准确。 

本实验采用改进的 Franz 立体扩散装置考察

他克莫司体外透皮量，操作简便，重复性好。为

防止由于猪皮中蛋白质和脂质等大量生物大分子

在接收液中溶出影响检测结果、污染色谱柱，因此

在进行 HPLC 检测之前必须对接收液进行过滤。 

由测定结果可以看出，自制软膏和市售软膏

的相关系数、透皮速率及 12 h 累积渗透量均非常

平行，其结果是准确可信的。2 处方平均累积渗透

量方差统计分析结果显示，自制软膏与市售软膏

的透皮平均累积渗透量无显著性差异，即两者透皮

现象基本一致，表明两者的治疗效果相当。 
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UPLC 同时测定复方守宫散中核苷类含量 
  
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摘要：目的  建立 UPLC 同时测定复方守宫散中腺嘌呤、腺苷含量的方法。方法  色谱柱 Acquity BEH C18(2.1 mm× 

100 mm，1.7 μm)，甲醇-水为流动相，梯度洗脱，流速：0.25 mL·min1，柱温：26 ℃，检测波长：254 nm。结果  腺嘌

呤、腺苷的进样量分别在 0.040 9~0.511 5 mg·mL1(r=0.999 9)和 0.057 8~0.722 0 mg·mL1(r=0.999 6)内与其峰面积呈良好的

线性关系；平均回收率分别为 97.7%，97.7%，RSD 分别为 0.96%，1.18%。结论  该方法快速、可靠、准确，可作为复

方守宫散的质量控制方法。 

关键词：超高效液相色谱；复方守宫散；腺嘌呤；腺苷；含量测定 
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Simultaneous Determination of Nucleoside Contents in Compound Shougong Powder by UPLC 
 
WU Jian1,2, GAO Jiarong1,2*, HAN Yanquan1, LI Xiang1(1.The First Affiliated Hospital of Anhui University of Chinese 

Medicine, Grade 3 Laboratory of TCM Preparation, State Administration of TCM, Hefei 230031, China; 2.Anhui University of 
Chinese Medicine, Hefei 230032, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a UPLC method for the determination of adenine and adenosine in Compound 
Shougong powder. METHODS  The determination was performed on Acquity BEH C18(2.1 mm×100 mm, 1.7 μm) with mobile 

phase consisted of methabol-water(gradient elution) at a flow rate of 0.25 mL·min1. Column temperature was 26 .℃  The UV 

detection wavelength was set at 254 nm. RESULTS  The calibration curves were linear in the range of 0.040 9 

0.511 5 mg·mL1(r=0.999 9) for adenine, 0.057 80.722 0 mg·mL1(r=0.999 6) for adenosine. The average recoveries were 
97.7%, 97.7% and RSDs were 0.96%, 1.18%, respectively. CONCLUSION  The determination method is fast, reliable, 
accurate, and can be used for quality control of Compound Shougong powder. 
KEY WORDS: UPLC; Compound Shougong powder; adenine; adenosine; content determination 
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复方守宫散为安徽中医药大学第一附属医院

特色中药制剂，由守宫、何首乌、生晒参、三七、

梅花、没药 6 味药组成，处方来源于安徽中医药

大学第一附属医院肿瘤科经验方，具有补虚解毒，

消肿止痛功效，临床应用近 20 年，对于晚期肿瘤

及肿瘤化疗患者增强免疫力效果良好[1]。其君药守

宫具有祛风定惊、止咳平喘、散结解毒、通络止

痛等功效，临床用于肿瘤的治疗效果确切[2-3]，但

其抗肿瘤的物质基础尚不明确，除了小分子多肽

外，核苷类成分有可能亦是主要活性成分[4]。在前

期生产过程中，仅采用薄层扫描法对其蒽醌类成

分进行测定[5]，不能全面、有效反映制剂的质量。

根据国家食品药品监督管理局对医院制剂质量标

准提高的要求，本实验采用 UPLC 对制剂中的腺

嘌呤、腺苷含量进行同时测定，以达到控制制剂

质量、保证用药安全有效的目的。 

1  材料 

1.1  仪器 




