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摘要： 目的 对丹皮酚微海绵进行质量标准研究及形态学考察。方法 采用HPLC法测定丹皮酚微海绵中丹皮酚的含量。色谱条件：色谱柱为Thermo Syncronis C18 柱（250mm×4.6mm，5μm）；以甲醇-水（65∶35）为流动相；检测波长为276nm，流速为1.0mL·min-1。采用H-3000N扫描电镜对所形成的丹皮酚微海绵进行形态学观察，用Mastersize 2000激光衍射粒度分析仪对丹皮酚微海绵的粒径大小和粒径分布均匀性进行测定。结果 丹皮酚在10～1000µg·mL-1的浓度范围内，与峰面积呈良好的线性关系（R2=0.9993）；平均回收率为98.95％，RSD为2.90%；丹皮酚微海绵中丹皮酚的平均含量为0.7741g·g-1。扫描电镜显示，丹皮酚微海绵是一种粒径分布比较均匀，球状多孔结构，球表面和内部有很多孔组成，球表面没有药物结晶存在。用激光衍射粒度分析仪测得微海绵表面积平均粒径为10.23±0.74μm，体积平均粒径为23.27±0.76μm。结论 制备的丹皮酚微海绵粒径分布均匀，稳定性好。所建立的丹皮酚微海绵质量分析方法稳定可靠，重现性好，可用于丹皮酚微海绵的质量控制。
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 Quality Specification Studies and Morphology Observation of Paeonol Microsponge
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Abstract：Objection To study the quality specification and the morphology of the paeonol microsponges. Methods HPLC method was used for determination the paeonol content in the microsponge. The chromatographic separations were performed using an HPLC column 250 × 4.6 mm with a particle size of 5 μm (Syncronis C18; Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL, USA). A mixture of methanol and distilled water (65∶45) was used as the mobile phase. The filtered mobile phase was pumped at a flow rate of 1 mL·min-1, and the wavelength was set at 276 nm. The morphology and appearance of the microsponges were studied using an H-3000N scanning electron microscopic (SEM) with a system. And the particle size and particle size distribution of the microsponges were determined by a Mastersize 2000 laser light-scattering technique. Results A good linear relationship was found between the peak areas for various concentrations, from 10µg·mL-1 to 1000µg·mL-1, (R2=0.9993). And the average recovery of the method was 98.95%, RSD was 2.90%. The determined drug content in paeonol microsponge was 0.7741g·g-1. And the SEM photomicrographs indicated that the microsponges were finely spherical and uniform in shape, porous in nature, and with no drug crystals on the surface. The particle size and particle size distribution determined by the laser light-scattering were calculated. The mean volume diameter and the specific surface area were 23.27 ± 0.76 μm and 10.23±0.74μm, respectively. Conclusion: The established quality analysis method was accurate and reliable with good reproducibility, which would be suitable for the quality control of the paeonol microsponge. The prepared paeonol microsponge was even distribution in size and satisfactory in stability.
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微海绵是近几年发展起来的一个用于缓释给药的新型给药技术，在控制药物释放速度以及部位方面显示出较大的优势[1]。同时，微海绵还能够提高难溶性药物的溶解速率，增加难溶性药物的生物利用度[2]。将药物制备成微海绵制剂，还能够控制药物的释放速度，减少药物用量[3]，降低副作用[4]。丹皮酚微海绵软膏是本课题组研制的一种新型的经皮给药制剂，在治疗湿疹方面具有一定的疗效[5]。前期对丹皮酚微海绵的制备方案进行了研究，筛选出丹皮酚微海绵的最优制备工艺[6]，然而未对丹皮酚微海绵的质量标准及其形态学进行考察，不能保证丹皮酚微海绵的质量及其稳定性。因此本实验以丹皮酚为受试药物，以微海绵为药物载体，参照前期的研究制备丹皮酚微海绵[6]，对其质量标准及形态学进行考察，从而为丹皮酚微海绵的应用奠定基础。
1 材料
1.1药品及试剂 丹皮酚对照品，批号：110708-200506，中国药品生物制品检定院；丹皮酚，批号：20110326，含量为98%，西安金绿生物工程技术有限公司；乙基纤维素-M70，批号：20100802，天津市福晨化学试剂厂；聚乙烯醇1788，批号：A1231005，上海阿拉丁试剂有限公司；二氯甲烷，批号：XK 13-011-00015，天津市富宇精细化工有限公司；甲醇，色谱纯，批号：1.06007.4008，德国默克公司。
1.3仪器  U400/80-220单相串激电动搅拌器，上海微特电机有限公司；H-3000N扫描电子显微镜，日本Hitachi公司；Mastersize 2000激光衍射粒度分析仪，英国Malven Insteruments 公司；高效液相色谱仪（Agilent 1100 系列、Agilent G1316A泵、Agilent G1322A紫外检测器、Agilent G1313A自动进样器，美国 Agilent公司；CP225D型电子天平、BP110S型电子天平，德国Sartorias公司；超声波清洗器，昆山市超声仪器有限公司。
2 方法与结果
2.1丹皮酚微海绵质量标准研究
2.1.1测定波长选择  取丹皮酚适量，加甲醇定容，在200~400nm波长范围内对丹皮酚进行全波长扫描，丹皮酚在276nm处有最大吸收，选择276nm为丹皮酚的检测波长。
2.1.2色谱条件与系统适用性试验  以十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂；色谱柱为Thermo Syncronis C18 柱（250mm×4.6mm，5μm）；以甲醇-水（65∶35）为流动相；检测波长为276nm，流速为1mL·min-1，检测温度为25℃。
2.1.3 对照品溶液制备  精密称取丹皮酚对照品1.0mg，置10mL容量瓶中，加甲醇适量使溶解并稀释至刻度，摇匀，即得（每1mL含丹皮酚100µg）。
2.1.4 供试品溶液制备  取丹皮酚微海绵样品约3mg，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入甲醇25mL，密塞，称定质量，超声处理（功率100W，频率40kHz）30min，放冷，再称定质量，用甲醇补足减失的质量，滤过，摇匀，即得。
2.1.5 仪器精密度考察  分别精密吸取对照品溶液10μL，按2.1.2项下的含量测定方法连续重复进样6次，测得对照品平均峰面积为4824.5，RSD为0.3%，表明仪器精密度良好。
2.1.6 标准曲线建立  分别取丹皮酚对照品适量置于容量瓶内，加甲醇稀释至浓度分别为10 ，50，100 ，150、200 ，400，600 ，800，1000µg·mL-1的标准溶液，按上述色谱条件依次进样10µL，以峰面积为纵坐标，对照品浓度为横坐标，绘制标准曲线，得回归方程， Y=4.6465X－28.817，相关系数R2=0.9993，结果表明丹皮酚在10~1000µg·mL-1的浓度范围内，与峰面积呈良好的线性关系。
2.1.7专属性测定  按照“丹皮酚微海绵的制备方法”制成缺丹皮酚的空白微海绵，按2.1.4项下“供试品溶液的制备”制成阴性样品溶液，吸取对照品溶液、供试品溶液与阴性样品溶液各10μL，注入高效液相色谱仪，缺丹皮酚的阴性样品溶液中，在与对照品溶液相对应的位置上没有色谱峰，表明阴性样品无干扰，结果见图1~3。
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图1 丹皮酚对照品的HPLC色谱图
Figure 1 HPLC chromatogram of paeonol
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图2 丹皮酚微海绵的HPLC色谱图
Figure 2 HPLC chromatogram of paeonol microsponge
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图3 空白微海绵的HPLC色谱图
Figure 3 HPLC chromatogram of microsponge without paeonol
2.1.8重复性测定  取制备的丹皮酚微海绵约3mg，共6份，精密称定，按2.1.4项下“供试品溶液的制备”制备供试品溶液进行测定，精密吸取10μL注入高效液相色谱仪进行测定，6次操作的RSD为1.26%，说明本方法重现性良好。
2.1.9加样回收率试验  取丹皮酚微海绵（含丹皮酚为0.7741g·g-1）内容物约1.7mg，共6份，精密称定，分别精密加入丹皮酚对照品（批号为：110708-200506）约1.3mg，按2.1.2项下“色谱条件”进行测定，计算丹皮酚的回收率，测得的平均回收率为98.95％，RSD为2.90%（n=6），说明方法的准确度较好。结果见表1。
表1 准确度实验结果
Table1 Results of Accuracy

	编号
	供试品取样量/mg
	丹皮酚含量/mg
	对照品加入量/mg
	测得量/mg
	回收率/%
	平均回收率/%
	RSD/%

	1
	1.64
	1.27
	1.24
	2.46
	95.97
	98.95
	2.90

	2
	1.92
	1.49
	1.51
	3.01
	100.66
	
	

	3
	1.74
	1.35
	1.33
	2.63
	96.24
	
	

	4
	1.30
	1.01
	1.04
	2.08
	102.88
	
	

	5
	1.81
	1.40
	1.41
	2.77
	97.16
	
	

	6
	1.56
	1.21
	1.23
	2.45
	100.81
	
	


2.1.10稳定性实验  取丹皮酚微海绵样品，精密称取3.5mg，置50mL容量瓶内，按2.1.4项下拟定方法制备供试品溶液，精密吸取10μL注入高效液相色谱仪，分别在0、2、4、6、8、10小时内测定其含量，其峰面积的平均值为2732.9，RSD为0.50%（n=6），表明样品在10小时内稳定。
2.1.11含量测定  按照2.1.2项下“色谱条件” 测定3批样品中丹皮酚的含量，结果见表2。3批丹皮酚微海绵的平均含量为0.7741g/g。
表2 丹皮酚微海绵含量测定结果
Table 2 Content determination of paeonol microsponge

	批号
	丹皮酚/g·g-1
	平均含量/g·g-1

	1
	0.7704
	0.7741

	2
	0.7658
	

	3
	0.7860
	


2.2丹皮酚微海绵的形态学观察  将所得的丹皮酚样品镀金制样后放在扫描电镜下进行观察。所制得的丹皮酚微海绵为类白色粉末。扫描电镜下分布均匀，微粒表面无丹皮酚结晶，微海绵呈球状多孔状结构。见图4～图6。
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图4 丹皮酚                                        图5 丹皮酚微海绵

Figure 4 Paeonol                                     Figure 5 Paeonol microsponge
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（1）放大倍数×400                                    （2）放大倍数×1800

图6 丹皮酚微海绵扫描电镜图
Figure 6 Scanning electron micrograph of the formed microsponges

采用激光衍射粒度分析仪Mastersize 2000对丹皮酚微海绵的粒度大小和粒径分布均匀性进行测定，按照微海绵的最优制备工艺，制备3批样品，所有实验都是平行进行了3次，取3次实验的平均值为最终测定结果。测得的微海绵表面积平均粒径D[3,2]为10.23±0.74μm，体积平均粒径D[4,3]为23.27±0.76μm，粒径的分散系数为0.732±0.067。粒径大小的标准偏差和分散系数都较小，表明得到的丹皮酚微海绵粒径分布均匀。结果见表3，图7表示3批样品的粒径分布图，纵坐标为微海绵粒径分布的体积百分比，横坐标为丹皮酚的粒径值。
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第1批样品
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第2批样品
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第3批样品
图7  3批样品的粒径分布图
Figure7  Particle size distribution of the sample group

表3丹皮酚微海绵粒径大小及其分散系数
Table  3 Particle size and sorting coefficient of the formed microparticles

	批次
	表面积平均粒径/μm
	平均值/μm
	体积平均粒径/μm
	平均值/μm
	分散系数(σ)
	平均值

	1
	9.486
	10.230
	22.414
	23.270
	0.669
	0.732

	2
	10.966
	
	23.885
	
	0.802
	

	3
	10.238
	
	23.510
	
	0.726
	


3 讨论
丹皮酚的HPLC检测方法已经比较成熟，本文首先对丹皮酚进行了全波长扫描，发现丹皮酚在276nm处有最大吸收，因此确定丹皮酚的检测波长为276nm，查阅文献[7-10]，选择流动相为甲醇-水，在前期研究的基础上，确定流动相比例为65∶35，丹皮酚的保留时间为6min左右，出峰时间合适，峰型比较好。所建立的分析方法专属性较强、重现性好，可用于丹皮酚微海绵的质量控制。
粒径分布是评价微海绵的一项重要指标，粒径大小及其分布均匀性直接影响微海绵在体内的特性。粒径分布的测定通常采用透射电子显微镜法、库尔特计数器法和激光衍射法等，本研究采用Mastersizer 2000马尔文激光衍射粒度分析仪测定丹皮酚微海绵的粒径大小及粒径分布均匀性。测定原理是根据激光照射到分散在水中的微粒上会产生散射现象，散射光的能量分布能够反映粒径的分布情况。对粒径分布均匀性的测定指标用分散系数（σ）来评定，分散系数（σ）是根据粒径分布的体积百分比计算得到的，因此分散系数能很好的评价丹皮酚微海绵粒径的分布情况。分散系数的评判标准[11]为：σ<0.35，粒径分布非常好；0.35≤σ≤0.50,粒径分布比较好；0.50<σ<1.00，粒径分布均匀；1.00≤σ≤2.00，粒径分布较差；2.00<σ<4.00，粒径分布非常差；σ≥4.00，粒径分布特别差。因此分散系数越小，微粒分布越均匀。最优工艺得到的微海绵表面积平均粒径为10.23±0.74μm，体积平均粒径为23.27±0.76μm，粒径分散系数为0.732±0.067。表明得到的丹皮酚微海绵粒径分布均匀。本课题制备的丹皮酚微海绵粒径分布均匀，稳定性较好，所建立的质量分析方法稳定可靠，重现性好，可用于丹皮酚微海绵的质量控制。
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