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HPLC-CAD法测定两性霉素 B脂质体中 HSPC、DSPG含量分析 *
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摘要 目的：建立高效液相色谱（HPLC）-电喷雾检测器（CAD）法测定两性霉素 B脂质体（L-AMB）中氢化大豆磷脂酰胆碱（HSPC）

和磷脂二硬酯酰磷脂酰甘油（DSPG）含量的方法。方法：采用 Venusil XBP C 8（4.6 mm× 250 mm，5 滋m）色谱柱，柱温：30℃；以甲
醇 -水作为流动相；喷雾压力：56.4 psi，喷雾温度：55℃；梯度洗脱，流速 1.0 mL·min-1。结果：L-AMB各磷脂在 5~60 mg·mL-1内与

峰面积呈良好的线性关系。HSPC平均回收率为 100.06%，平均 RSD为 0.42；DSPG平均回收率 100.03%，平均 RSD为 0.55。按

HPLC-CAD 色谱条件测定 L-AMB 中 HSPC、DSPG 含量分别为 1497.66 mg·L-1、4710.93 mg·L-1，且无溶血磷脂检出。采用

HPLC-ELSD法验证，HSPC、DSPG含量分别为 1495.28 mg·L-1、4712.71 mg·L-1，两种方法测定 HSPC、DSPG含量基本一致。结

论：HPLC-CAD测定 L-AMB中 HSPC、DSPG含量操作简单、准确，可准确测定 L-AMB中脂质体的质量。
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Determination of HSPC and DSPG in Amphotericin B Liposomes by
HPLC-CAD*

To establish a method for the determination of hydrogenated soybean phosphatidylcholine (HSPC) and

phosphatidylglycerol (DSPG) in amphotericin B liposomes (L-AMB) by HPLC and electrospray detector (CAD). Venusil XBP

C 8 (4.6 mm× 250 mm, 5 滋m) column was used. The column temperature was 30℃. Using methanol-water as mobile phase; Spray pres-

sure: 56.4 psi, spray temperature: 55℃; Gradient elution at flow rate of 1.0 mL·min-1. L-AMB phospholipids had a good linear

relationship with peak area in 5~60 mg·mL-1. The average recovery of HSPC was 100.06%, and the average RSDS were 0.42. The aver-

age recovery of DSPG was 100.03%, and the average RSDS were 0.55. HSPC and DSPG contents in L-AMB were 1497.66 mg·L-1 and

4710.93 mg·L-1, respectively, and no lysophospholipids were detected by HPLC-CAD. HSPC and DSPG contents were 1495.28 mg·L-1 and

4712.71 mg·L-1, respectively. HSPC and DSPG contents by HPLC-ELSD method were consistent. Determination of HSPC

and DSPG in L-AMB by HPLC-CAD is simple and accurate, and can accurately determine the quality of liposome in L-AMB.
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前言

近年来，我国真菌感染的发病率呈逐年上升趋势，两性霉

素 B（amphotericin B，AMB）是一种大环七烯类抗真菌药物，可

有效控制真菌，主要用于深部真菌的治疗。但注射用两性霉素

B毒性较大，患者如果长时间使用会造成循环系统及肾损害，

限制了 AMB的临床应用[1]。1991年 AMB的新制剂 -两性霉素

B脂质体（liposomal amphotericin B，L-AMB）在英国上市，可改

变 AMB在体内的分布降低毒性[2]。L-AMB是 AMB和脂质体

的复合体，其中后者为两层磷脂结构，AMB渗入其中复合而

成。由于脂质体不仅可减少 AMB毒性，提高药物的安全性，还

会降低胆固醇亲和力，增加宿主细胞膜对真菌细胞膜麦角固醇

的亲和力，提高抗真菌的活性。但由于 AMB是发酵产物，多次

提取精制后产品中仍存在部分杂质；再加之 L-AMB溶解性差，

国内研发的处方中添加了一定量的去氧胆酸盐增溶[3-6]。且磷脂

酰胆碱水解可能产生溶血磷脂酰胆碱等有害杂质，会增加血栓
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形成及动脉粥样硬化发生的风险。因此，准确测定 L-AMB中脂

质体含量，对质量控制十分重要。本研究建立 HPLC-CAD测定

L-AMB冻干粉中氢化大豆磷脂酰胆碱（HSPC）和磷脂二硬酯

酰磷脂酰甘油（DSPG）含量及 HSPC 降解产物溶血磷脂

（MSPC）含量，为 L-AMB质量控制提供准确的检测方法。

1 仪器与材料

1.1 仪器

高效液相色谱仪 Ultimate 3000（美国热电公司）；Coron-

aVeo CAD检测器（美国 Dionex公司）；电子天平 XS205（瑞士

Mettler公司）。

1.2 材料

DSPG（纯度 > 99%）、HSPC（纯度 > 99%）、MSPC（纯度 >

99%）对照品（lipoid公司）；甲醇（德国 MERCK公司）色谱纯；

二甲基亚砜；氯仿（分析纯）；注射用水。注射用两性霉素 B脂质

体（上海新亚药业有限公司，批准文号：国药准字 H20030892）。

2 方法和结果

2.1 色谱条件

采用 Venusil XBP C 8（4. 6 mm× 250 mm，5 滋m）色谱柱，
柱温:30℃；以甲醇 -水作为流动相；喷雾压力：56.4 psi，喷雾温

度：55℃；进样量 10 滋L；梯度洗脱,流速 1. 0 mL·min-1。梯度洗

脱方法如下：洗脱时间 0.0 min时，流动相 A和 B分别为 95%、

5%；洗脱时间 5.0 min时，流动相 A和 B分别为 100%、0%；洗

脱时间 15.0 min时，流动相 A和 B分别为 85%、15%；洗脱时

间 20.0 min时，流动相 A和 B分别为 95%、5%。

2.2 溶液制备

2.2.1 系统适用性溶液制备 分别精密称取 L-AMB对照品

HSPC 5.38 mg，DSPG 5. 14 mg，MSPC 5.39 mg分别置于 10 mL

量瓶中；加入甲醇溶解定容作为储备液，然后精密吸取

0.05，0.1，0.2，0.3，0.4，0.6 mL HSPC、DSPG、MSPC 储备液于

5 mL量瓶，加入甲醇稀释至刻度并混合均匀后，在各量瓶上分

别按各储备液浓度贴上 1~6号标签。

2.2.2 对照品和供试品溶液 将精密称取的 L-AMB对照品

HSPC、DSPG、MSPC适量，加注射用水溶解并稀释配制成浓度

为 1 g·L-1的溶液后,精密吸取 100 滋L于 5 mL量瓶中, 作为对

照品；精密称取的 L-AMB适量，甲醇稀释定容为 1 g·L-1的溶

液后，精密吸取 100 滋L于 5 mL量瓶中，作为供试品。

2.2.3 系统适用性试验 分别取 HSPC、DSPG、MSPC标准品

适量，配成 10 滋g·mL-1的混合溶液，作为系统适用性溶液。

2.2.4 破坏试验 取 L-AMB样品，分别进行高温、氧化、酸、

碱、强光破坏试验，具体如下：（1）高温破坏：将 L-AMB用水稀

释成 2 mg/mL的溶液，100℃水浴加热 15 h，作为热破坏溶液；

（2）氧化破坏：将 1 mL 30%过氧化氢加入 L-AMB中，用水稀释

成 2 mg/mL的 L-AMB溶液，放置 50 h，作为氧化破坏溶液；

（3）酸破坏：将 1mL10mol/L盐酸溶液加入 L-AMB中，放置 7 h，

再用 1 mL 10 mol/L氢氧化钠中和至中性，用水稀释成 2 mg/mL

的 L-AMB溶液，作为酸破坏溶液；（4）碱破坏：将 1 mL 10 mol/L

氢氧化钠溶液加入 L-AMB中，放置 7 h，用 1 mL 10 mol/L盐酸

中和至中性，用水稀释成 2 mg/mL的 L-AMB 溶液，作为碱破

坏溶液；（5）强光破坏：将 L-AMB用水稀释成 2 mg/mL的溶

液，于 4500Lx照度下放置 21 d，作为光破坏溶液。分别取以上

五种破坏溶液，按 2.1色谱条件分析，结果显示，L-AMB在高

温、氧化、酸、碱、强光破坏后杂质均能实现满意分离，分离度

均＞1.5。

2.3 方法学验证

2.3.1 线性范围 按 HPLC-CAD色谱条件，以峰面积（Y）为纵

坐标，浓度（X，滋g·mL-1）为横坐标，绘制标准曲线，记录色谱峰

面 积 。 HSPC、DSPG、MSPC 标 准 曲 线 方 程 分 别 为

Y=262797X+11190，r=0.9997；Y=31872X+55038，r=0.9993；

Y=28196X+28692，r=0.9991；结果显示，L-AMB各磷脂在 5~60

mg·mL-1内与峰面积呈良好的线性关系。

2.3.2 精密度试验 精密称取 L-AMB 处方原料与辅料，将

HSPC、DSPG 标准品配成主药含量为 1 g·L-1的溶液后抽取

100 滋L置于 5 mL量瓶中，甲醇稀释至刻度。重复进样 6次，按

2.1色谱条件测定，计算 6次平均含量。结果显示，HSPC、DSPG

的平均含量分别为 1162.83 mg·L-1，4319.26 mg·L-1；RSD分别

为 0.06%，0.11%，提示 HPLC-CAD精密度良好。

2.3.3 回收率试验 精密称取 L-AMB 处方 HSPC、DSPG 与

辅料分别置于 10 mL量瓶中，加入适量二甲基亚砜（DMSO），

超声 10 min溶解磷脂,甲醇定容,分别配成 80%、100%、120%

的磷脂溶液，精密加入低、中、高三种对照品，每个浓度制备三

份溶液，2.1色谱条件进行测定，计算回收率，结果显示，HSPC

平均回收率为 100.06%，平均 RSD为 0.42；DSPG平均回收率

100.03%，平均 RSD为 0.55。提示 HSPC、DSPG与辅料回收率

良好，证明 HPLC-CAD法测定 L-AMB中 HSPC、DSPG准确

度高，符合验证要求。见表 1、表 2。

2.3.4 样品测定 将 L-AMB样品甲醇稀释定容为 1 g·L-1的

溶液后,精密吸取 100 滋L于 5 mL量瓶中，按 HPLC-CAD色谱

条件测定，用外标法计算 HSPC、DSPG含量。结果显示，HSPC

为 1497.66 mg·L-1，DSPG为 4710.93 mg·L-1，且无溶血磷脂检

出；提示 L-AMB 中 HSPC、DSPG 含量稳定。同时采用

HPLC-ELSD法进行验证，两种方法测定 HSPC、DSPG含量基

本一致。详见表 3。

3 讨论

HSPC和 DSPG 是 L-AMB中的主要成分,其稳定性直接

影响 L-AMB的渗漏率、包封率及脂质体在体内的行为[7,8]。目前

常用的测定磷脂组成的 HPLC 法、SFC 技术等多为紫外检测

器[9-11]，其中 HPLC是一种检测速度快、选择性好、检测效率高、

操作智能等特点且优点，是药物分析上应用最广泛的分析技术

之一。但由于其检测波长约为 205 nm，灵敏度较低，干扰严重，

波长短，限制此波长上有吸收部分溶剂的流动相，达不到经流

动相改变来提高磷脂分离的手段。随着检测器与色谱模块联用

的色谱联用技术的出现，大大提高了待测样品分离分析的灵敏

度，为药品质量分析提供了广阔空间[12-15]。作为色谱联用技术之

一的重要组成部分，各种类型的检测器在 HPLC系统中相当于

"眼睛 "，而对于不同的药物或不同种类的化合物，需要在众多

检测器中选择一种合适的 "眼睛 "对待测品检测的准确性尤

为关键。
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目前色谱联用技术中常用的检测器有电喷雾检测器

（CAD）、荧光检测器、紫外（UV）检测器、质谱（MS）检测器、示

差折光检测器、等离子发射检测器（PED）、蒸发光散射检测器

（ELSD）等[16-19]。其中 UV具有梯度洗脱适用性强、环境适应性

高、灵敏度高的特点，是目前 HPLC应用最广泛的检测器，不足

之处是对待测物的化学结构有较强的依赖性，不适合 L-AMB

的检测。而MS虽可提供待测物准确的结构信息和分子量，是

一种常规化、高度自动化的分析手段，但 MS检测的前提是需

将被测物电离，对于难电离或无法电离的化合物则无法进行检

测。CAD是美国 ESA Biosciences公司 2004年 10月推出的新

型通用型检测器，具有独特的检测原理，即待测物在打碎时会

形成中性颗粒，而只有在这些中性颗粒表面才有电荷附着，所

以 CAD检测器可对阴阳离子和中性的检测一次性完成，特别

适合如脂类、皂苷类、糖类等弱紫外或无紫外吸收药物成分的

检测。另外，大多数 CAD检测器的参数在出厂时设定好，安装、

操作简单方便，灵敏度高，平衡时间短，重现性良好。与上述其

它检测器比较，CAD灵敏度更高，且化合物的结构不会影响响

应值，类似质量化合物的响应值基本一致，检出限更低[20-22]。同

时在 CAD检测中，低浓度范围内浓度与响应值线性相关，含量

可用外标法直接测定，后续无需求导后线性回归等繁琐操作[12,13]。

CAD检测器的不足之处是流动相中的有机相会影响响应信

号，且无法检测挥发性的化合物。

目前 HPLC-CAD已用于硫酸卡那霉素等西药及牛黄解毒

片等中成药含量的测定[23-25]。HPLC-CAD分析中对结果的影响

表 1 HSPC回收率

Table1 HSPC recovery rate

Mass concentration（mg·L-1）
Detection mass

concentration（mg·L-1）
Recovery rate（%） Average recovery rate（%） Mean RSD（%）

983 985.14 99.71 100.06 0.42

997 1004.29 100.52

958 960.18 100.04

1197 1183.57 99.73

1218 1221.85 99.67

1189 1193.57 99.92

1098 1102.74 100.49

1098 1105.35 100.27

1057 1069.37 99.93

表 2 DSPG回收率

Table 2 DSPG recovery rate

Mass concentration

（mg·L-1）

Detection mass

concentration（mg·L-1）
Recovery rate（%） Average recovery rate（%） Mean RSD（%）

522 520.38 99.98 100.06 0.55

531 532.43 100.72

528 529.06 100.24

507 509.25 100.18

442 438.62 99.57

452 453.81 100.33

352 350.92 100.03

355 356.47 99.78

349 350.76 99.68

表 3 两种方法测定 HSPC、DSPG含量比较

Table 3 Comparison of HSPC and DSPG content determined by two methods

Method HSPC（mg·L-1） DSPG（mg·L-1）

HPLC-CAD 1497.66 4710.93

HPLC-ELSD 1495.28 4712.71
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因素众多，包括分析参数、色谱柱及仪器等均易对分析结果造

成影响，致图谱重复性差等问题。而实验方案的设计应充分考

虑多个分析参数间的交互作用，寻找最佳测定条件，对提高检

测准确性和有效性十分重要，可显著提高检测效率，减少检测

次数。本研究采用 HPLC-CAD法，采用梯度洗脱，以甲醇 -水

作流动相，测定 L-AMB 中 HSPC、DSPG 含量，结果显示，

L-AMB各磷脂在 5~60 mg·mL-1内与峰面积呈良好的线性关

系。HSPC平均回收率为 100.06%，平均 RSD为 0.42；DSPG平

均回收率 100.03%，平均 RSD为 0.55。按 HPLC-CAD色谱条

件测定 L-AMB 中 HSPC、DSPG含量分别为 1497.66 mg·L-1、

4710.93 mg·L-1，且无溶血磷脂检出。CAD信号响应的影响因素

包括样品和溶剂的雾化程度。其喷雾压力主要由喷雾口径等硬

件决定，默认值为 56.4 psi，且说明书显示此喷雾压力为最佳喷

雾压力。本实验中使用 CAD喷雾压力为 56.4 psi，未对默认值

进行调节。同时本实验进一步采用 HPLC-ELSD 法验证，

HSPC、DSPG 含量分别为 1495.28 mg·L-1、4712.71 mg·L-1，结

果显示，两种方法测定 HSPC、DSPG含量基本一致。

综上所述，HPLC-CAD测定 L-AMB中 HSPC、DSPG含量

操作简单、准确，C 8色谱柱极性适中，具有检测快速、高效分离

的特性，可准确测定 L-AMB中脂质体的含量量。但由于 DSPG

对流动相的水分较敏感，因此在实验中要严格控制水分含量，

以确保磷脂的有效分离。
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