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HPLC 测定 PCL-g-PEI 载药胶束中 

葫芦素 B 的含量 
 

胡欣悦, 史秀琳, 张毅*
 

天津中医药大学中药学院, 天津 300193 

摘要: 目的：建立 PCL-g-PEI 聚合物载药胶束中葫芦素 B（Cuc B）的含量测定方法。方法：采用溶剂挥发法等

制备 Cuc B 载药聚合物胶束，采用 HPLC 测定载药胶束中 Cuc B 的含量。检测色谱条件：采用 Agilent C18 色谱

柱（150 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：乙腈/水/冰醋酸=45：55：0.1（体积比）；流速：1.0 mL/min；检测波长：

228 nm；柱温：25°C；进样量：20 μL。结果：Cuc B 在 1×10
-6

 ~ 0.1 mg/mL 浓度范围内线性关系良好（r=0.9999）；

空白 PCI-g-PEI 载体无干扰；该方法的精密度、稳定性、重复性以及回收率均符合要求。采用溶剂挥发法制备

Cuc B 载药胶束的包封率和载药量最高。结论：本文建立的 Cuc B 测定方法专属性强，有较好的精密度和重现性，

且加样回收率符合要求；可定量检载药 PCL-g-PEI 胶束中 Cuc B 的含量，且可为中药 Cuc B 相关制剂的含量测定

提供参考。 
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Determination of Cucurbitin B in PCL-g-PEI Micelle 

by HPLC 
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*
 

College of Chinese Materia Medica, Tianjin University of Traditional Chinese Medicine, Tianjin 300193, China 

Abstract: Objective: To establish a method for the determination of Cucurbitin B in drug-loaded PCL-g-PEI polymer 

micelles. Methods: Cucurbitin B loaded micelles were prepared by solvent volatilization. HPLC method was used to 

determine the content of Cucurbitin B in PCL-g-PEI micelles. The separation was performed on Agilent C18 column 

(150 mm×4.6 mm, 5 μm) with mobile phase consisted of acetonitrile/water/glacial acetic acid=45: 55: 0.1 (V/V/V) at the 

flow rate of 1.0 mL/min. The detection wavelength was set at 228 nm, and the column temperature was 25°C. Sample 

volume was 20 μL. Result: The good linearity with Cucurbitin B concentration range was achieved in the rang of 

1×10
-6

~0.1 mg/mL (r=0.9999). Blank PCI-g-PEI micelle carrier had no interference. The precision, stability, 

repeatability and recovery of the method meet the requirements. Solvent volatilization method was employed to prepare 

Cucurbitin B drug-loaded micelle, which has the highest drug loading capacity among them. Conclusion: The method for 

the determination of Cucurbitin B established in this paper has strong specificity, good precision and reproducibility, and 

the recovery rate meets the requirements. The content of Cucurbitin B in drug-loaded polymer micelles can be 
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quantitatively determined, which provides reference for the content determination of Cucurbitin B related preparations of 

Traditional Chinese medicine. 

Keywords: HPLC; Polymeric Micelle; Cucurbitin B; PCL-g-PEI Polymer 

 

1 引言 

两亲性聚合物主要是通过共价键将它的亲水区域

和疏水区域相连而形成的大分子聚合物。两亲性共聚

物聚合物在选择性溶剂中可通过不同链段之间的非共

价键相互作用自发构筑成各种有序组装体结构。由于

各个链段的物理化学性质不同，共聚物在某些条件下

可发生微相分离，在水溶液中能自组装形成胶束，疏

水性的链段形成内核，亲水性的链段形成外壳，形成

独特的壳-核结构聚合物胶束[1]。该胶束可作为疏水性

药物的纳米容器，对疏水性药物具有增溶作用；利用

其纳米级粒径增强药物对肿瘤组织血管壁的渗透，实

现对肿瘤的被动靶向性释药行为；此外，对胶束的表

面特征及粒径的合理设计有助于避免网状内皮系统的

识别，延长药物在血液中的循环时间；可偶联靶向配

体，使药物定位传递，实现主动靶向作用[2, 3]。 

聚己内酯（PCL）是一种通过 ε-己内酯在金属阴离

子络合催化剂催化下开环聚合形成的一种可降解的合

成高分子材料。它不溶于水，但可溶于多种有机溶剂，

其降解产物为二氧化碳和水，对人体无毒且不会积蓄

于体内，其最终降解产物将被机体吸收和排泄到体外，

具有良好的透过性和生物相容性，是具有长效降解机

制的疏水性聚合物，常作为两亲性聚合物物的疏水性

骨架和缓释药物载体材料[4, 5]。 

葫芦素 B（Cuc B）是从葫芦科等植物中分离得到

的一类四环三萜类化合物，是葫芦素家族中含量最丰

富的成员。现代研究表明，Cuc B 有很强的药理活性，

包括抗炎，降血糖，心血管效应，保肝作用[6-8]以及

抗肿瘤活性等[9, 10]，由于其水溶性差且不稳定，毒性

较大，口服生物利用率低并出现以胃肠道为主的不良

反应，极大的限制了它在临床医药方面的应用。近年

来，国内外学者在不断创新研制新型 Cuc B 纳米制剂

[11-15]。 

本文采用两亲性聚合物 PCL-g-PEI 作为载体，Cuc 

B 作为模型药物，采用溶剂挥发法等制备其胶束溶液，

并建立了 HPLC 测定 Cuc B 的含量方法，且将该法用

于测定载药胶束中 Cuc B 的含量。 

2 实验部分 

2.1 主要药品与试剂 

试剂 来源 

Cuc B 对照品 天津药物研究院 

Cuc B 原料药 天津药物研究院 

乙腈 北京百灵威科技有限公司 

色谱纯甲醇 天津市康科德科技有限公司 

丙酮 天津市康科德科技有限公司 

二甲基亚砜（DMSO） 天津市康科德科技有限公司 

PCI-g-PEI 聚合物 实验室自制 

2.2 仪器 

仪器 厂家 
DF-101S 集热式恒温加热磁

力搅拌器 
巩义市予华仪器有限责任公司 

DS-7510DT 超声仪 上海生析超声仪有限公司 

FD-IC-50 冷冻干燥机 北京博医康实验仪器有限公司 

电子分析天平 日本岛津公司 

旋转蒸发仪 上海亚荣生化仪器厂 

高效液相色谱仪 日本岛津公司 

马尔文电位粒径分析仪 马尔文仪器有限公司 

低倍透射电子显微镜（TEM） JEM 300 

 

Figure 1 The maximum absorption wavelength of Cuc B 
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3 方法与结果 

3.1 检测波长的确定 

配制适宜浓度的Cuc B 对照品甲醇溶液，以甲醇做为

空白对照，按照UV-Vis 在 200-500 nm 波长范围内进行全

波长扫描。记录Cuc B 最大吸收波长。扫描结果如图 1 所

示，表明Cuc B 最大吸收波长为 228 nm，与相关文献中所

记载的数据相符[16]，故选此波长作为Cuc B 的检测波长。 

3.2 色谱条件 

采用 HPLC 测定 Cuc B 的浓度。检测条件如下：

色谱柱为 C18 柱；流动相为乙腈/水/冰醋酸（体积比

45:55:0.1），流速为 1.0 mL/min，柱温为 25°C，检测

波长为 228 nm，进样量为 20 μL。 

3.3 Cuc B/PCL-g-PEI 载药胶束的制备 

(1) 透析法[17]：2 mg PCL-g-PEI 和 2 mg 药物溶解于

10 mL DMSO 中，在连续搅拌下逐渐滴入到 10 mL

蒸馏水中，室温下搅拌 3 h 后，将溶液转入透析袋

中（3500 D）于去离子水中透析 48 h，获得的载药

胶束溶液8000 rpm下离心10 min，除去游离药物，

离心上清液过膜备用。 

(2) 薄膜水化法[18]：2 mg PCL-g-PEI 和 2 mg 药物溶

解于 10 mL 甲醇溶液中，室温条件下搅拌过夜，

旋蒸除去有机溶剂，使药物与载体的混合物于瓶

壁上形成均匀的薄膜，然后加入 10 mL 蒸馏水在

30°C连续搅拌下反应24 h，将所得载药溶液8000 

rpm 下离心 10 min，除去游离药物，离心上清液

过膜备用。 

(3) 溶剂挥发法[19]：2 mg PCL-g-PEI 溶于 10 mL 蒸

馏水中，2 mg 药物溶解于 10 mL 甲醇/丙酮

（v/v=5:5）混合溶液中，将有机相缓慢滴入水相

中，30°C 条件下使有机溶剂自然挥发，连续搅

拌 3 天后，旋蒸除去剩余有机溶剂，将所得载药

溶液 8000 rpm 下离心 10 min，除去游离药物，

离心上清液过膜备用。 

3.4 专属性试验 

精密吸取空白 PCI-g-PEI 载体 1 mg 于 10 mL 容量

瓶中甲醇定容，取此甲醇液适量加乙腈稀释定容，摇

匀后经 0.45 μm 有机膜过滤，吸取滤液 20 μL 进样；精

密吸取 Cuc B 载药胶束溶液适量，乙腈稀释定容，同

法操作，进样；精密称取 Cuc B 对照品适量，加少量

甲醇溶解，用乙腈稀释至适宜浓度，同法操作，进样。

色谱图结果如图 2 所示，由图中可看出，Cuc B 保留时

间在 11 min 左右，而空白胶束溶液在此时间内并无峰

出现，而载药胶束溶液在此时间出现的峰型较佳，没

有干扰因素，说明 PCL-g-PEI 载体对 Cuc B 的含量测

定无干扰，符合分析要求，方法专属性良好。 

 

(a) PCL-g-PEI 

 

(b) Cuc B/PCL-g-PEI 

 

(c) Cuc B 

Figure 2 HPLC chromatogram 
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3.5 线性关系考察 

精密称取 Cuc B 标准品适量，加入甲醇溶解定容

得浓度为 1.0 mg/mL 的标准贮备液；精密移取一定量

的此贮备液置于 10 mL 容量瓶中，甲醇定容得一系列

浓度的标准品溶液，各取 20 μL 进样。以 Cuc B 的浓度

为横坐标、峰面积为纵坐标，绘制标准曲线，结果见

图 3。以最小二乘法进行回归运算，求得的直线回归方

程即为标准曲线：y=7.6×106x＋2718.0，R
2
=0.9999。

结果表明 Cuc B 在 1×10
-6

 ~ 0.1 mg/mL浓度范围内浓度

与峰面积的线性良好。 

 

Figure 3 The standard curve of Cuc B 

3.6 精密度考察 

精密称取 Cuc B 2.5 mg，置 25 mL 容量瓶中甲醇

定容，得储备液。精密移取储备液 1 mL、1 mL、2 mL，

分别置于 25 mL、10 mL、10 mL 容量瓶中甲醇定容，

得到 0.004 mg/mL、0.01 mg/mL、0.02 mg/mL 低、中、

高三个浓度的 Cuc B 溶液。每份溶液分别在一日内日

进样 5 次，计算相对标准偏差（RSD）。结果详见表 1，

由表中数据可以看出，日内相对标准偏差皆小于 2%，

表明该方法精密度良好。 

Table 1 Precision of HPLC method to determine Cuc B (n=5) 

Addition 

(μg/mL) 

Measured value (μg/mL) Mean 

(μg/mL) 

RSD 

(%) 1 2 3 4 5 

4 2.925 2.965 2.966 3.029 2.975 2.968 1.18 

10 8.181 8.093 8.148 8.147 8.165 8.147 0.41 

20 16.46 16.37 16.45 16.51 16.48 16.45 0.32 

3.7 重复性实验 

精密量取 6 份相同条件下制备的载药胶束溶液，

过膜后，于相同的色谱条件下进样，记录峰面积，计

算 RSD 为 1.66%，表明该方法重复性良好。 

3.8 回收率实验 

精密移取空白载体 PCL-g-PEI 甲醇溶液 3 份适量

于容量瓶中，加入 2.5 中所述 Cuc B 储备液，分别配制

成浓度为 0.004 mg/mL、0.01 mg/mL、0.02 mg/mL 的溶

液，取 20 μL 进样，平行 3 次，测定回收率，具体数据

见表 2。从计算结果中可以看出，方法回收率良好。 

Table 2 The recovery of Cuc B with blank micelle (n=3) 

Addition 

(μg/mL) 

Measured 

value (μg/mL) 

Recovery 

rate (%) 

Mean±SD 

(%) 

RSD 

(%) 

4 3.963 99.08 

98.45±1.01 1.02 

4 3.996 99.90 

4 3.994 99.86 

10 9.792 97.92 

10 9.878 98.78 

10 9.829 98.29 

20 19.38 96.88 

20 19.43 97.15 

20 19.64 98.21 

3.9 聚合物胶束的形态与粒径 

采用低倍透射电子显微镜（TEM）观察各共聚物

胶束的形态。具体操作方法为：将载药胶束水溶液滴

于铜网上，待溶剂基本挥发完后，以磷钨酸染色，室

温下挥干溶剂后，放入样品台，通过 TEM 对粒子形态

进行观察，如图 4 所示，载药胶束呈较规则的球形，

具有纳米级尺度且分散性良好。 

 

Figure 4 TEM photographs of drug-loaded PCL-g-PEI micelle 

采用激光粒度仪对聚合物胶束粒径及其分布进行

测定。以超纯水为溶剂，配制适宜浓度（大于聚合物

的临界胶束浓度）的空白胶束以及载药胶束样品稀溶

液，经 0.45μm 孔径水膜过滤后进行测定，如图 5 所示，

载药聚合物胶束溶液的粒径较小，100 nm 左右，且分

散性良好。 
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Figure 5 Size distribution of drug-loaded PCL-g-PEI micelles 

3.10 Cuc B 载药胶束的包封率和载药量

的测定 

采用 HPLC 测定透析法、薄膜水化法及溶剂挥发

法所制备的 Cuc B@PCL-g-PEI 胶束中 Cuc B 的含量。

按下面的公式计算包封率和载药量： 

包封率=（胶束中的药物含量/投药量）×100% 

载药量=（胶束中的药物含量/聚合物载体与药物的总量）×100% 

结果如图 6 所示。 

 

Figure 6 Cuc B Loading effiency by different drug@micelle 

preparation method 

4 讨论 

4.1 含量测定方法的选择 

目前中药 Cuc B 的含量测定方法有 UV 和 HPLC

法，本次实验选择的是 HPLC 法，由 UV-Vis 全波长扫

描可知 Cuc B 的最大吸收波长是 228nm，在此波长下

载体 PCL-g-PEI 也有一定的吸收，虽然可以通过以空

白载体溶液作为空白对照来排除载体吸收的干扰，但

是相较于 HPLC 定量不够精准，此外在 Cuc B 的原料

药中存在的杂质也会对其吸收产生干扰，所以 UV 的

方法专属性和灵敏度低于 HPLC，故本次实验选择的是

HPLC 法测定 Cuc B 的含量。 

4.2 色谱条件的确定 

文献报道的 HPLC 法测定 Cuc B 的含量的流动相

有甲醇水，乙腈水，乙腈水加少量冰醋酸，乙腈水加

少量磷酸，乙腈水加少量甲酸等。考虑到峰形和保留

时间，以及流动相中加入少量冰醋酸能有效地改善 Cuc 

B 的峰型，防止其拖尾，故本次实验选择乙腈水加少量

冰醋酸作为流动相，选择了最佳配比乙腈/水/冰醋酸

（体积比 45:55:0.1），结果表明，峰形较为尖锐，分

离度较好，峰无拖尾现象，拖尾因子 0.95～1.05，且保

留时间约 11min 左右。故检测条件为：色谱柱为 C18

柱；流动相为乙腈/水/冰醋酸（体积比 45:55:0.1），流

速为 1.0 mL/min，柱温为 25°C，检测波长为 228 nm，

进样量为 20 μL。 

4.3 专属性考察 

本实验分别精密称取空白 PCI-g-PEI、Cuc B 载药

胶束及 Cuc B 对照品，用适宜溶剂溶解、稀释定容至

适宜浓度后经 0.45 μm 有机膜过滤，吸取滤液 20 μL 进

样，可得出 Cuc B 保留时间在 11 min 左右，载药胶束

溶液在 11 min 时出现的峰型较为尖锐，分离度较好，

峰无拖尾现象，没有干扰，且而空白胶束溶液在此时

间内并无峰出现，说明 PCL-g-PEI 载体对 Cuc B 的含

量测定无干扰，符合分析要求，方法专属性良好。 

4.4 聚合物胶束的形态、粒径表征 

本实验采用选择溶剂挥发法制备载药胶束，采用

TEM 观察各共聚物胶束的形态。通过 TEM 对载药胶

束粒子形态进行观察，可见载药胶束呈较规则的球形，

具有纳米级尺度且分散性良好。 

本实验进一步采用激光粒度仪对共聚物胶束粒径

及其分布进行测定。测试结果显示载药胶束的粒径为

100nm 左右，且分散性良好。 
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4.5 Cuc B 载药胶束的包封率、载药量的

测定 

本实验分别采用透析法、薄膜水化法及溶剂挥发法

制备了 Cuc B@PCL-g-PEI 载药胶束，并以载药量和包

封率作为评价指标筛选最佳载药方法。通过对不同载药

方法的主要影响因素进行考察，筛选出每种方法的最佳

工艺。然后固定加入 Cuc B 和 PCL-g-PEI 的质量，分别

用三种最佳工艺的载药方法制备 Cuc B 载药胶束，结果

显示透析法制得的载药胶束包封率与载药量几乎为零，

薄膜水化法的包封率与载药量分别为 33.74%和 25.23%，

溶剂挥发法的包封率与载药量最高，分别为 52.79%和

34.55%。综合上述，我们选择溶剂挥发法制备载药胶束。 

5 结论 

本文采用溶剂挥发法等制备了 Cuc B@PCL-g-PEI

胶束，并建立了 HPLC 用于载药聚合物胶束中 Cuc B 的

包载含量的测定方法。载药胶束呈较规则的球形，具有

纳米级粒径，为 100 nm 左右，且载药胶束分散性良好。

溶剂挥发法制得Cuc B载药胶束的包封率与载药量分别

为 52.79%和 34.55%。此方法灵敏度高、重现性好、分

离度好，符合样品分析要求，该研究也可为相关中药制

剂中 Cuc B 含量测定提供准确可靠的分析方法。 
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