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华蟾素注射乳剂的制备及制剂质量的研究
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3.沈阳药科大学 生命科学与生物制药学院 , 辽宁 沈阳 110016)

摘要:目的 制备稳定合格的华蟾素注射乳剂 , 完善已有的含量测定方法 , 并对制剂的质量进行研
究。方法 采用高压乳匀法制备华蟾素注射乳剂 , 并在华蟾素注射液中 5-羟色胺含量测定方法

(WS3-B-3045-98)的基础上 , 建立准确 、稳定 、操作简便的华蟾素注射乳剂中指标性成分含量的测
定方法.结果 5-羟色胺含量的最佳测定条件为温度不低于 20℃, 且在加入显色剂后 30 ～ 35min内

测定 , 乳剂中5-羟色胺含量为(11.25±0.54)mg·L-1;华蟾素注射乳剂的粒径为(87.7±16.1)nm,
zeta电位为 -23.7 mV,渗透压偏高渗 , pH值为 5.31,黏度为 3.922×10-3 Pa·s, K

e
为 2.5%。结论

华蟾素注射乳剂各项指标基本符合《中华人民共和国药典》 2005版静脉注射制剂及部颁标准中华

蟾素制剂含量的要求。
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　　华蟾素是以传统中药材中华大蟾蜍(Bufo

bufogargarizansCantor)或黑眶蟾蜍(Bufomela-

nostictusSchneid)的阴干全皮为主要原料 ,经提取

精制而成。蟾皮性辛 、凉 ,微毒 ,具有清热解毒 、利

水消肿 、抗癌止痛等多种功效
[ 1]
。华蟾素成分复

杂 ,其水溶性成分中含有大量的吲哚类生物碱 ,如

5-羟色胺(5-HT)、蟾蜍色胺 、蟾蜍特尼 、蟾蜍硫磺

等;另外还含有蟾毒灵 、脂蟾毒配基 、华蟾酥毒基

等蟾毒内脂类成分以及还原糖 、氨基酸 、蟾蜍毒苷

元与精氨酸复合物等多种成分
[ 2 -4]

。药理实验表

明 ,华蟾素具有抗肿瘤 、抗病毒 、消炎 、止痛及提高

机体免疫力等多种药理作用 ,且华蟾素中所含有

的水溶性及脂溶性成分均具有抗肿瘤活性
[ 3, 5-8]

。

乳剂作为药物载体在体内具有选择性分布并且能

相对地起到缓释长效的作用 ,提高药物疗效 ,降低

毒性及不良反应 ,具有实用价值
[ 9]
。利用相似相

溶原理使蟾皮提取物中的蟾毒内脂类脂溶性成分

被乳剂中的油相包裹 ,既可以提高脂溶性成分的

溶解度 ,提高制剂的稳定性 ,也可以改善药物在体

内的组织分布特征 ,增强药效 ,并降低蟾毒内脂类

成分的不良反应 。目前还未见华蟾素注射乳剂的

上市产品 ,作者将其制成符合 《中华人民共和国

药典》2005版关于静脉注射制剂及部颁标准中华

蟾素制剂含量要求的稳定合格的注射用乳剂 ,同

时建立准确 、稳定 、简便的含量测定方法 ,并对其

基本性质进行研究。

1　仪器与材料

722光栅分光光度计(上海第三分析仪器

厂),自动平衡微型离心机(北京医用离心厂), 
JY92-Ⅱ超声波细胞粉碎机(浙江宁波新芝科

器研究所), NanoGenizer纳米高压均质机(苏州

微流纳米生物技术有限公司), 集热式恒温加热
磁力搅拌器 (河南巩义市英峪予华仪器厂),
Nicomp380 Z3000粒度测定仪(苏州微流纳米生物

有限公司), Delsa440SX电势粒度仪(美国 

BECKMAN COULTER公司 ), Vapro5220 渗透压
计 (美国WESCOR公司), WMY-01数字温度计

(上海医用仪表厂), 乌氏黏度计(自制)。

干蟾皮提取液(自制),大豆卵磷脂(上海太

伟药业有限公司),精制大豆油(辽宁铁岭北亚药

用油有限公司), F68(德国 BASF公司)、5-羟色胺

对照品 (中国药品生物制品检定所),其他试剂

(分析纯 ,市售)。

2　方法与结果
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2.1　华蟾素注射乳剂的制备

2.1.1　蟾皮提取液的制备

取干燥蟾皮适量 ,洗净 , 40 ℃烘干 ,将烘干的

蟾皮剪碎 ,称取 100 g转移至圆底烧瓶中 。蟾皮

加水煎煮 3次 ,第 1次加 6倍量的水并浸泡 1 h,

第 2、3次加 5倍量的水 ,每次煎煮 90min,合并提

取液 ,过滤 ,提取液浓缩至每毫升含生药 0.5 g的

溶液。浓缩液加无水乙醇至醇体积分数达到

60%, 4 ℃下放置 24 h,过滤 ,挥去滤液中的乙醇

并浓缩至每毫升含生药 1 g的溶液 ,再次加无水

乙醇至醇体积分数达到 85%, 4 ℃下放置 48h,过

滤 ,挥去滤液中的乙醇并浓缩至每毫升含生药 2 g

的溶液 。上述提取液加 300 g·L
-1
的磺基水杨酸

溶液不出现浑浊 。

2.1.2　处方筛选及工艺参数的确定

以乳剂的外观 、稳定常数为考察指标 ,经单因

素试验考察处方因素对注射乳剂的影响 ,初步确

定乳剂的处方为精制大豆油 20 ～ 40 g·L
-1
、乳化

剂(大豆卵磷脂与 F68的质量比为 1∶2)25 ～

35g·L
-1
、甘油-丙二醇(质量比 1∶1)混合物 200 ～

400g·L
-1
。采用正交试验方法 ,以精制大豆油

(A)、乳化剂(B)及甘油-丙二醇混合物(C)为考

察因素 ,选用 L9(3
4
)正交表以乳剂的稳定常数为

考察指标筛选最优处方 ,正交试验结果及分析见

表 1。用极差分析方法分析正交试验结果 ,可见

精制大豆油(A)是影响乳剂稳定性的最主要因

素 ,其次是甘油 -丙二醇混合物(C),乳化剂的影

响最小 ,即 A>C>B。由各因素的综合平均值可

知 ,此三因素的最优组合为 A2B2C2 ,即华蟾素注

射乳剂的最优处方为蟾皮提取液适量(每毫升含

生药 2 g, 5-HT含量为 1.295 g·L
-1
)、精制大豆油

30 g·L
-1
、大豆卵磷脂 10 g·L

-1
、F68 20g·L

-1
、甘油

150g·L
-1
、丙二醇150g·L

-1
,注射用水适量 。

Table1　Theresultsoforthogonalexperiment

No.

Factor

A
ρ/(g·L-1)

B
ρ/(g·L-1)

C
ρ/(g·L-1)

D
Ke/%

1 20 25 200 1 8.4

2 20 30 300 2 4.5

3 20 35 400 3 5.7

4 30 25 300 3 2.7

5 30 30 400 1 2.2

6 30 35 200 2 3.9

7 40 25 400 2 6.8

8 40 30 200 3 5.5

9 40 35 300 1 4.4

K
1 18.6 17.9 17.8

K
2 8.8 12.2 11.6

K3 16.7 14.0 14.7

 K1 6.2 6.0 5.9

 K2 2.9 4.1 3.9

 K3 5.6 4.7 4.9

R 3.3 1.9 2.1

　　以乳剂的外观 、稳定常数为考察指标 ,经单因

素试验确定乳剂制备的工艺参数为初乳化温度

60 ℃、乳化 20 min、超声细胞粉碎机 400 W间歇

超声 10 min、高压匀质机固定压力 100 MPa下循

环 4次 。

2.1.3　乳剂的制备

称取处方量的精制大豆油及大豆卵磷脂 ,加

入适量乙醇 ,水浴加热到 60℃使大豆卵磷脂均匀

分散于精制大豆油中 ,挥去乙醇 ,得油相;蟾皮提

取液 、F68、甘油 、丙二醇及注射用水加热使澄清 ,

继续加热 、搅拌使温度达到 60 ℃并保持恒定 ,得

水相。恒温 60℃下将水相缓慢加入油相中并不

断搅拌 ,继续搅拌 20 min,得初乳。初乳用超声细

胞粉碎机 400 W间歇超声 10min,转移至高压匀质
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机中 ,固定压力 100 MPa下循环 4次 ,然后灌装 、充

氮气 、封口 , 100℃煮沸灭菌 30min,得注射乳剂。

2.2　乳剂中药物含量的测定

华蟾素成分复杂 ,目前主要根据吲哚类生物

碱的特性 ,以 5-HT为对照品 ,采用分光光度法测

定本品中总生物碱的含量 ,以控制华蟾素制剂的

质量。作者在部颁标准 WS3 -B-3045-98测定华蟾

素注射液中 5-HT含量方法的基础上 ,建立准确 、

稳定 、操作简便的含量测定方法 ,为严格控制制剂

质量及乳剂的进一步研究奠定基础。

2.2.1　温度及放置时间对 5-HT含量测定的影响

精密称取 5-HT标准品 5.43 mg,置于 25 mL

量瓶中 ,加水溶解并稀释至刻度 ,摇匀 。精密吸取

5 mL置于 50mL量瓶中 ,加水至刻度 ,摇匀 ,即得

对照品溶液 。分别精密吸取 5-HT对照品溶液

2 mL置于 10 mL量瓶中 ,用水稀释成 5 mL,摇匀 ,

加入质量浓度为 150g·L
-1
的对二甲氨基苯甲醛

的盐酸溶液(浓盐酸与水的体积比为 2∶1)至刻

度 ,摇匀。分别在(10±0.5)、(15±0.5)、(20±

0.5)、(25±0.5)、(30±0.5)℃下放置 ,在不同时

间点取样 ,照 《中华人民共和国药典 》2005版分光

光度法 ,以水为空白 ,在 555 nm波长处测定吸光

度 ,以各温度下吸光度与该温度下吸光度最大值

的比值(相对吸光度)对时间作图 ,结果如图 1所

示 。结果表明 ,温度在 15 ～ 30 ℃时 ,对照品溶液

经过比色后 ,在 30 ～ 35 min内进行测定 ,结果较

为可靠 ,此结果与文献报道一致
[ 10]
。实验中发

现 ,当温度为(10±0.5)℃时 ,放置 50min吸光度

才达最大值 ,但当温度低于 20 ℃时 ,达峰前吸光

度值变化较大。因此最佳测定条件应为温度不低

于 20 ℃,且在加入显色剂后 30 ～ 35 min内测定

5-HT的含量 。

×—(10±0.5)℃;□—(15±0.5)℃;△—(20±0.5)℃;

◇—(25±0.5)℃;○—(30±0.5)℃

Fig.1　Therelativeabsorbabilityofdifferenttempera-

turesandtime

2.2.2　标准曲线及线性关系考察

精密量取对照品溶液 1.0、 2.0、 3.0、 4.0、

5.0mL,分别置于 10 mL量瓶中 , 用水稀释成

5 mL,摇匀 ,加质量浓度为 150 g·L
-1
对二甲氨基

苯甲醛的盐酸溶液(浓盐酸与水的体积比为 2∶1)

至刻度 ,摇匀 , 25 ℃下放置 30min。照 《中华人民

共和国药典 》2005版分光光度法 ,以水为空白 ,在

555nm波长处测定吸光度(A)。以吸光度(A)为

纵坐标 ,质量浓度(ρ)为横坐标 ,绘制标准曲线。

得到线性回归方程为 A=50.093ρ+6.98×10
-2
, r

=0.999 7。

2.2.3　样品含量测定

精密量取华蟾素注射乳剂 4 mL置于带刻度

试管中 ,加入适量的氯仿 ,涡旋 1 min,避光放置

24h, 4 000r·min
-1
离心 15 min,将离心得到的上

清液全部取出置于 10mL量瓶中并用水稀释至刻

度 。精密量取 5 mL置于 10 mL量瓶中 , 按

“ 2.2.2”条方法 ,测定 5-HT含量。结果自制华蟾素

注射乳剂中 5-HT的含量为(11.25±0.54)mg·L
-1
(n

=3),即平均值为 11.25 mg·L
-1
,符合部颁标准

中 5-HT含量不得少于 5.0 mg·L
-1
的规定。

2.2.4　回收率的测定

按照华蟾素乳剂处方制备空白乳剂。取空白

乳剂 2mL分别置于 9支带刻度试管中 ,分别加入

质量浓度为 46 mg·L
-1
的 5-HT标准品溶液 0.5、

1.0、1.5mL各 3支 ,涡旋 ,混合均匀 。按 “2.2.3”

条方法处理 ,在 555 nm波长处测定吸光度 ,平均

回收率为 96.3%, RSD=2.30%(n=9)。

2.3　乳剂基本性质的研究

2.3.1　粒径分布的测定

应用 PSS-380激光电泳 -粒度测定仪 ,对华蟾

素注射乳剂的粒径分布进行测定 ,粒径的 Nicomp

分布图谱见图 2。华蟾素注射乳剂的 Nicomp分

布体积质量径为(87.7 ±16.1)nm,且 Nicomp分

布强度质量径和体积质量径均是单一分布 ,说明

乳剂粒径均一;华蟾素注射乳剂的粒径分布符合

《中华人民共和国药典 》2005版中关于 “静脉用乳

状液型注射液分散相球粒的粒度 90%应在 1 μm

以下 ,不得有大于 5μm的球粒”的规定 。乳剂室

温避光放置 3个月后乳剂的粒径为 (89.2±18.

4)nm,说明乳剂较稳定。

2.3.2　其他性质的测定

应用 Delsa440SX电势粒度仪测定华蟾素注

射乳剂的 zeta电位 。按照华蟾素注射液说明书
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Fig.2　Theintensity-weightNicompdistribution(A)andvolume-weightNicompdistribution(B)ofHuachansupar-

enteralemulsion

中 “静脉滴注 ,一次 10 ～ 20 mL,用 50 g·L
-1
的葡

萄糖注射液 500 mL稀释后缓慢滴注 ”的使用方

法 ,将乳剂用 50g·L
-1
葡萄糖注射液稀释 25倍后

测定渗透压为偏高渗 。应用 PB-10型 pH计测定

华蟾素注射乳剂的 pH值。采用乌氏黏度计测定

乳剂的黏度
[ 11]
(25 ℃下水的 η为 8.904×

10
-4
Pa·s)。采用离心分光光度法测定乳剂的稳定

性常数(Ke)
[ 12]
,上述相关测定结果如表 2所示。

由表 2结果可见 ,华蟾素注射乳剂各项指标基本

符合《中华人民共和国药典 》2005版静脉注射制

剂的要求。

Table2　TheresultsofHuachansuemulsionpropertiesexperiment

No. V(zetapotential)/mV Osmoticpressure/(mOsmol·kg-1) pH η×103 /Pa·s Ke/%

1 - 391 5.28 3.922 2.8

2 - 394 5.30 3.922 2.3

3 - 389 5.34 3.922 2.4

Average -23.7 391 5.31 3.922 2.5

3　讨论

a.部颁标准中 5-HT含量的测定方法是利用

在酸性条件下对二甲氨基苯甲醛与吲哚类生物碱

反应生成紫红色物质的特性 ,采用分光光度法测

定吲哚类生物碱的含量。部颁标准中仅仅规定了

“室温及放置 30 min测定 ”的测定条件。实验过

程中发现 ,温度及放置时间对 5-HT含量的测定

有较大影响 ,这与有关文献报道的比色时间对华

蟾素注射液的含量测定结果影响较大相符
[ 12]
。

为了建立准确 、稳定的含量测定方法以便严格控

制制剂的质量 ,作者考察了温度及放置时间对 5-

HT含量测定的影响 ,从而确定最佳的测定条件。

采用相对吸光度代替吸光度对时间作图 ,可以减

少因仪器及实验操作带来的误差 ,可以将吸光度

的变化趋势更加直观的表现出来。

b.在测定乳剂药物含量过程中尝试过多种破

乳方法 ,其中有机溶剂破乳法比较简便 、适用。采

用乙醇 、甲醇 、丙酮破乳时 ,油相可以溶于溶剂中 ,

但当加入显色剂后由于盐酸的作用油会从有机溶

剂中析出 ,使溶液变浑浊 ,严重影响测定的结果。

当使用氯仿破乳时 ,油及磷脂均会溶于氯仿 ,油水

两相完全分离 ,从而排除油的干扰 ,实验结果表明

该方法稳定 、可靠 。
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PreparationofHuachansuparenteralemulsionand
studiesonthequalityofpreparation

DONGYan1 , LUOMeng2 , JIANGTong-ying1 , QIUDun-you1 , LIANGXin3 , WANGSi-ling1

(1.SchoolofPharmacy, ShenyangPharmaceuticalUniversity, Shenyang　110016, China;2.ShenyangDrug

InstantInspectionInstitute, Shenyang　110013, China;3.SchoolofLifeScienceandBiopharmaceutics,

ShenyangPharmaceuticalUniversity, Shenyang　110016, China)

Abstract:ObjectiveTopreparestableandvalidHuachansu(traditionalChinesemedicine)intravenouse-

mulsion, consummatethemethodofcontentdeterminationandstudythequalityofpreparation.MethodsThe

Huachansuintravenousemulsionwaspreparedbythehighpressurehomogenizermethod.Theaccurate, sta-

bleandconvenientmethodofthecontentdeterminationwasbuiltonthebasisofthecontentdeterminationof

5-HTintheinjection(WS3 -B-3045-98).ResultsThepreferablecolorimetricconditionswerethat:theab-

sorbabilitywasdeterminedin30-35minutesafterthedeveloperwasaddedandthetemperaturewasnotless

than20 ℃;thecontentof5-HTinemulsionwas(11.25±0.54)mg·L
-1
;theparticlesizedistributionof

Huachansuparenteralemulsionwas(87.7±16.1)nm, zetapotentialwas-23.7 mV, osmoticpressurewas

slightlyhigherthantheosmoticpressureofhumanplasma, pHvaluewas5.31, viscositywas3.922 ×

10
-3
Pa·s, andKewas2.5%.ConclusionsTheHuachansuparenteralemulsionmeetstherequirementsofin-

travenouspreparationinChinapharmacopoeiaandHuachansuinjection′scontentindepartmentstandard.

Keywords:Huachansu;emulsion;contentdetermination;highpressurehomogenizermethod;5-HT
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