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高效液相色谱法测定吲哚美辛缓释微球的含量

高 颖1，吴艺君1，金蓉蓉2，陆丹红2，温 俊2* ，李文生1

( 1. 温州医学院附属眼视光医院，浙江 温州，325027; 2. 温州医学院药学院，浙江 温州，325027)

摘 要 建立吲哚美辛缓释微球中吲哚美辛含量的高效液相色谱方法。采用 Zorbax Eclipse XDB-C18 色谱柱

( 4. 6 mm × 150 mm，5 μm) ，以 pH 3. 0 的 0. 1 mol /L 冰醋酸溶液-乙腈( 20∶ 80) 为流动相，流速为 1. 0 mL /min，柱温

为 30 ℃，检测波长为 320 nm，进样量 20 μL，用外标法测得。吲哚美辛在 2. 0 ～ 80. 0 μg /mL 范围内线性关系良好

( r = 0. 999 9) ，平均回收率为 98. 70%，RSD 为 1. 50%。本方法灵敏度高，操作简单可靠。
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吲哚美辛是( Indomethacin) 非甾体类药物之一，直接抑

制环氧化酶( Cox) 活性，阻止前列腺素的合成和释放，对脂

氧酶也有抑制作用，从而减少白三烯( LT) 生成［1］。在临床

上主要应用于治疗风湿性关节炎、类风湿性关节炎、骨关节

炎及强直性脊椎炎等，如今在眼科应用逐渐被重视，能维护

血-眼屏障稳定性及抗炎作用，同时能够抑制血管内皮生长

因子［2］。但是吲哚美辛在体内半衰期短，不能长期维持有

效的治疗浓度，故缓释制剂的研制成为了热点［3］。国家食

品药品监督管理局国家药品标准 WS-10001-( HD-1373 ) -
2003 采用紫外分光光度法测吲哚美辛含量，但由于缓释载

体是高分子材料，对吲哚美辛的含量测定产生干扰。本文

参考文献［4］采用高效液相色谱法测定吲哚美辛的含量，方

法简便，准确，重复性好且高效。

1 仪器与试药

安捷伦 1200 系列高效液相色谱仪 ( 美国，安捷伦公

司) ，包括 G1322A 在线脱气机、G1311A 四元泵、G1315D 二

极管阵列检测器、G1316A 柱温箱、G1329A 自动进样器，化

学 工 作 站 ( Agilent chemstation，Rev. B. 01. 03. ［204 ］) ;

Discovery DV 215 CD 电子分析天平( 美国，奥豪斯公司) ;

Christ Alpha 1-4 /2-4 LD plus 冷冻干燥机( 德国，Christ 公

司) ; T10 型高剪切分散机( 德国，IKA 公司) ; RE-2000 旋转

蒸发器( 上海亚荣生化仪器厂) ; N4PLUS 粒度分析仪( 美国

贝克曼库特公司) ; 乙腈( 德国 Merck 公司，色谱纯) ; 冰醋

酸( 国 药 集 团 化 学 试 剂 有 限 公 司，分 析 纯 ) ; 超 纯 水

( Millipore 超纯水仪自制) ; PLGA( 济南岱罡生物工程有限公

司，批号 2010110311) ; Eudragit RS100 ( 赢创罗姆药用树脂

部，E070708187) ; 吲哚美辛原料药( 中国药品生物制品检定

所，100258-200904) ; PVA( Sigma，30000-70000，醇解度 81% ～
90% ) ; 二氯甲烷( 西陇化工股份有限公司，分析称) 。

2 方法

2. 1 吲哚美辛微球的制备

采用 0 /W 乳化溶剂挥发法制备微球，PLGA 和 Eudragit
RS 按 1∶ 3比例分别称重 62. 5 mg 和 187. 5 mg，吲哚美辛按

照制 得 的 微 球 总 质 量 的 20% 和 30% 称 量。将 称 得 的

PLGA/Eudragit RS 和吲哚美辛溶解于 5mL 有机溶剂二氯甲

烷中做为油相，在高剪切分散机( 5 档 × 10 min) 搅拌状态下

将油相缓慢滴加入 2% 的 PVA 水溶液 50 mL 中，将形成的

乳液转移至旋转蒸发仪，在室温真空条件下蒸发 4 h，挥干

有机溶剂，得到的乳液离心洗涤 3 次，最后冷冻干燥。按此

工艺在不同日期制备 3 批样品，理论载药量分别为 20%
( 1 号-20100425 ) 、30% ( 2 号-20100425 ) 、30% ( 3 号-
20100525) 。其中，理论载药量 = 吲哚美辛初始投入的质量

( mg) /微球总质量( mg) 。
2. 2 激光粒度仪

取少量冻干粉末，分散在 150 mL 超纯水中，超声 0. 5 ～
1 h，使其充分分散。在室温下，利用激光粒度仪检测微球

的平均粒径。样品的浓度维持在 5 × 10 －4 counts /s，激光扫

描角度 90°。
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2. 3 色谱条件及系统适应性试验

色谱 柱: Zorbax Eclipse XDB-C18 色 谱 柱 ( 4. 6 mm ×
150 mm，5 μm) ; 流动相: 0. 1 mol /L 冰醋酸溶液-乙腈( 20 ∶
80) ; 检测波长: 320 nm; 柱温: 30 ℃ ; 流速: 1. 0 mL /min; 进

样量 20 μL。在 此 色 谱 条 件 下，吲 哚 美 辛 的 出 峰 时 间 为

2. 250 min，理论塔板数为 4 569。

3 结果

3. 1 微球粒径

以 PLGA 和 Eudragit RS 100 为载体材料的载药微球，

其平均粒径为( 2 588. 3 ± 1 202. 2) nm，见图 1。
Unimodal results summary

Angte
Mean
( nm)

Std． Dev
( nm)

Baseline
Error

PJ． Countsis
Diff． Coer

( m /s)
Overflow

90． 00 2 588． 3 1 202． 2 104． 60% 0． 787 4． 40e + 04 1． 66E-13 47 612

Fig 1 Particle size distributions of indomethacin
PLGA /Eudragit RS 100 microspheres

3. 2 对照品溶液制备

精密称取吲哚美辛对照品 4 mg，置入加入 10 mL 容量

瓶中，加入流动相溶液定容，超声溶解 0. 5 h ( 功率 100%，

温度 20 ℃ ) ，再经过 0. 22 μm 有机微孔滤膜过滤，做为对照

品储存液。得到 400 μg /mL 的吲哚美辛对照品溶液。
3. 3 阴性对照品溶液制备

精密称取 4mg 空白微球( 根据吲哚美辛微球投料比

20% ) ，置入加入 10 mL 容量瓶中，加入流动相溶液定容，超

声溶解 0. 5 h( 功率 100%，温度 20 ℃ ) 。再经过 0. 22 μm
有机微孔滤膜过滤，作为阴性对照品储存液。
3. 4 供试品溶液的制备

精密称取吲哚美辛微球 5 mg，置 10 mL 容量瓶中加流

动相定容，超声溶解 0. 5 h( 功率 100%，温度 20 ℃ ) 。再经

过 0. 22 μm 有机微孔滤膜过滤，即得供试品溶液。
3. 5 专属性考察

分别精密量取上述处理后得到的对照品溶液、供试品

溶液和阴性对照品溶液各 20 μL 注入高效液相色谱仪，记

录色谱图谱。见图 2。
3. 6 标准曲线绘制

吸取 400 μg /mL 上述对照品溶液分别进行梯度稀释至

80，40，20，10，5，2 μg /mL。按上述色谱条件和测定方法各

进样 20 μL 进行测定。结果表明: 在 2. 0 ～ 80. 0 μg /mL 的

浓度范围内线性关系呈良好线性。

Reference substance indomethacin ( A) ; Sample from indom-
ethacin-microspheres ( B) ; Negative sample from bland micro-
spheres without indomethacin( C)

Fig 2 The chromatograms of HPLC detective method

3. 7 重复性试验

精密称取一定量同一批次的供试品 6 份，按照上述制

备供试品方法制备供试品溶液，每份样品进样 1 次，吲哚美

辛峰面积的 RSD 为 0. 92%，说明使用该法重复性良好。
3. 8 精密度试验

取对照品溶液，按上述色谱条件和测定方法，连续 6 次

进样测定，测定各组分的峰面积。吲哚美辛 RSD 为 0. 36%。
3. 9 稳定性试验

取供试品溶液，分别于在 0，2，4，6，8 h 进样分别测定，

吲哚美辛峰面积的 RSD 为 0. 49%，说明此溶液较稳定。
3. 10 回收率试验

按处方的比例配置低、中、高 3 种不同浓度的供试品，

精密称取一定量的吲哚美辛对照品及辅料，每个浓度 3 份。
放置于尖底试管中，用流动相溶解漩涡 2 min，经 0. 22 μm
有机微孔滤膜过滤，再用流动相把样品稀释到一定浓度。
进样 20 μL。吲哚美辛的平均回收率为 98. 7%，RSD 为

1. 50%。见表 1。
3. 11 样品测定

精密称取吲哚美辛对照品及自制吲哚美辛缓释微球

3 个批次样品。每个批次精密称取 3 份。按上述方法，进行

梯度稀释至 20 μg /mL 用各峰面积的外标法计算各批中吲

哚美 辛 的 含 量，结 果 为 1 号-20100425 实 测 载 药 量 为

( 18. 79 ± 1. 00) % ，2 号-20100425 实测载药量为( 29. 48 ±
2. 12) % ，3 号-20100525 实测载药量为( 28. 49 ±1. 48) %。
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Tab 1 Recovery rate of the HPLC method ( n = 9)

Concentration of the
standard samples( μg /mL)

Real concentration of the
standard samples( μg /mL)

Recovery rate
( % )

Mean recovery rate
( % )

RSD
( % )

15 15. 041 100. 27
15. 052 100. 35
15. 043 100. 29

19 18. 405 96. 87
18. 415 96. 92 98. 70 1. 50
18. 418 96. 94

22 21. 768 98. 95
21. 765 98. 93
21. 734 98. 79

4 讨论

本品采用光电二极管阵列检测器，进行紫外扫描，吲哚

美辛在 228 nm 和 320 nm 波 长 处 有 最 大 吸 收 峰，但 在

320 nm波长能在较短时间内达到良好基线，对于峰面积的

准确 积 分 提 供 必 要 条 件，故 选 用 320 nm 波 长 作 为 检 查

波长。
随着流动相中乙腈的浓度的增加，吲哚美辛的保留时

间明显提前。在理论塔板数符合正常检查要求下，选用了

不干扰吲哚美辛出峰效果的最短出峰时间，故将流动相比

例定为 0. 1 mol /L －1冰醋酸溶液-乙腈( 20∶ 80) 。
在样品测定时，2 号样品的 RSD 值大于 2%，由于本样品

是自制吲哚美辛缓释微球，将药物包裹在两组混合材料中，

粒径在 3 μm 左右，首次尝试应用于眼科疾病治疗。分布在

微球中的药物含量存在一定误差，也是造成 RSD 大于 2%的

原因之一。国家食品药品监督管理局( SFDA) 国家药品标

WS-10001-( HD-1373) -2003 中提到采用乙醇萃取吲哚美辛，

并用紫外分光光度法测吲哚美辛乳膏中吲哚美辛的含量。
由于本研究的对象是吲哚美辛 PLGA/Eudragit RS 100 缓释

微球，吲哚美辛略溶于乙醇，高分子材料不能完全溶解于乙

醇中，使用乙醇萃取的方法不能完全萃取出包裹在微球内部

的吲哚美辛，从而影响测量的准确度。本实验所采用的

HPLC 的方法专属性强，灵敏度高，并且可消除辅料的影响，

有利于缓释制剂中药物含量的真实测定。
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HPLC Determination of Indomethacin Content in Indomethacin Micro-
spheres
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Abstract Indomethacin microspheres were prepared by O /W solvent evaporation using PLGA and Eudragit RS 100，the mean
diameters were 2 588． 3 ± 1 202． 2 nm． A HPLC method for determiny indomethacin content in indomethacin microspheres was estab-
lished． ZORBAX Eclipse XDB-C18 column ( 4． 6 mm × 150 mm，5 μm) was used with mobile phase consisting of 0． 1mol /L glacial
acetic acid ( adjusted pH valne to 3． 0) -acetonitrile ( 20∶ 80) and with a total flow rate of 1． 0 mL /min． The column temperature was
30 °C． The UV detection wavelength was 320 nm，with injection amount 20 μL． The indomethacin curve was linear in the rangs of
2. 0 ～80. 0 μg /mL and the regression equation was Area =11． 642 × Amt + 0． 762，r = 0. 999 9． The average recovery of indomethacin
was 98. 70%，and the RSD was 1. 50% ． The method appeared to be highly sensitive，accurate and simple． It can be used to
determine indomethacin content in indomethacin microspheres．
Key words HPLC，Indomethacin，Assay
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