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［摘　 要］ 　 建立了烯丙孕素微囊中烯丙孕素的高效液相色谱含量测定方法，采用 Ｋｒｏｍａｓｉｌ １００ － ５
Ｃ１８ （２５０ ｍｍ ×４． ６ ｍｍ， ５ μｍ） 色谱柱，以流动相水 － 乙腈（３０∶ ７０，Ｖ ／ Ｖ）、检测波长 ２３６ ｎｍ、流速

１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ、柱温 ３０ ℃、进样量 ２０ μＬ 为色谱条件，无水乙醇为溶剂对微囊进行加热超声提取。 结

果表明，在烯丙孕素保留时间无干扰峰出现，在 ５ ～ ３０ μｇ ／ ｍＬ 的浓度范围内线性关系良好（Ｒ２ ＝
０． ９９９３），回归方程为 Ａ ＝ ２１４６８Ｃ － １０８８７；总平均回收率为（１００． ９６ ± １． １４）％ ，ＲＳＤ 为 １． １３％ ；三个

浓度水平下 ＲＳＤ 分别为 ０． ８３％ 、１． １６％和 １． ８％ 。 该方法准确可靠、选择性好、简便、快速，可用于

烯丙孕素微囊含量测定及质量评价。
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ａｌｔｒｅｎｏｇｅｓｔ； ｍｉｃｒｏｃａｐｓｕｌｅ； ＨＰＬＣ； ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

　 　 烯丙孕素（Ａｌｔｒｅｎｏｇｅｓｔ）为 Ｃ１９ － 去甲睾酮的衍

生物，是一种动物用合成孕激素，通过抑制促性腺

激素（黄体生成激素和促卵泡成熟激素）的分泌阻

断母畜发情和排卵，调控发情周期。 美国、欧盟等

国家已批准其用于马和猪的同期发情、调节猪的批

次生产节律。 该药口服吸收快，主要分布于肝脏，
经Ⅱ相代谢，主要排泄途径为粪便，其次为尿液。
由于该药难溶于水，在环境中易光解［１］，现有产品

为油性溶液，需喷挤口服给药，使用不便利。 微囊

化技术是利用天然或合成的高分子成膜材料把液

体或固体药物包嵌形成直径 １ ～ ５００ μｍ 微小胶囊

的技术［２］。 该技术是近四十年来应用于药物制剂

的新方法，在兽药领域也得到了广泛应用。 将药物

制成微囊有以下作用：（１）掩盖药物的不良气味，如
恩诺沙星微囊、替米考星微囊等；（２）提高药物稳定

性，如鱼肝油微囊；（３）防止药物在胃内失活或减少

对胃的刺激性。 微囊技术提高药物稳定性的原理

为：囊心（即药物）被包裹而与外界环境隔离，可使

其免受外界的湿度、氧气、紫外线等因素的影响，从

而保证了药物的稳定。 服用后壁材降解，药物又能

被释放出来［３］。 采用复凝聚法制得烯丙孕素微囊，

提高了其对光和热的稳定性，药物贮存的稳定性，
以及给药方式的多样化选择。 微囊制剂中药物含

量的测定需要解决的主要问题是如何使药物完全

释放，这对于微囊制剂的质量控制非常重要［４ － ５］ 。

为了对自制烯丙孕素微囊制剂进行含量检测及质

量评价，以对其进行质量控制，有必要建立准确可

靠的含量检测方法。 目前，关于烯丙孕素测定方法

的研究多集中在生物样品如血液、动物组织中，制
剂方面仅见口服液中烯丙孕素含量检测方法的建

立。 关于微囊中烯丙孕素的含量检测尚无相关研

究报道。 本文拟建立一种高效液相色谱法用于测

定通过复凝聚法制得的微囊中烯丙孕素的含量，并
根据《兽用化学药物质量控制分析方法验证技术指

导原则》对该方法的专属性、线性、准确度及精密度

进行验证。
１　 材料与方法

１． １　 仪器 　 Ｗａｔｅｒｓ １５２５ 高效液相色谱仪，美国
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Ｗａｔｅｒｓ 公司；ＦＢ２２４ 自动内校电子分析天平，舜宇

恒平科学仪器有限公司；ＳＢ２５ － １２ＤＴＤ 超声波清洗

仪，宁波新芝生物科技股份有限公司；ＸＷ － ８０Ａ 旋

涡混合仪，海门市其林贝尔仪器制造有限公司；超
纯水制备系统：Ｆ３ＰＮ３３４９１ 型，美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司。
１． ２ 　 药 品 与 试 剂 　 烯 丙 孕 素 原 料 药 （ 含 量

９９． ９％ ），江苏远大信宜药业有限公司；烯丙孕素微

囊，自制；无水乙醇，分析纯，西陇化工股份有限公

司；甲醇、乙腈，色谱纯，美国天地有限公司。
１． ３　 方法

１． ３． １　 溶液的配制

１． ３． １． １ 　 烯丙孕素乙醇溶液的配制 　 精密称取

１０ ｍｇ烯丙孕素原料药于 １０ ｍＬ 棕色容量瓶中，用无

水乙醇溶解并稀释至刻度，摇匀，配制成 １ ｍｇ ／ ｍＬ 烯

丙孕素原料药母液。 用无水乙醇稀释母液获得不

同浓度工作液，现配现用。
１． ３． １． ２　 烯丙孕素微囊溶液及空白微囊溶液的配

制　 精密称取 １０ ｍｇ 烯丙孕素微囊于 １０ ｍＬ 棕色

容量瓶中，用无水乙醇 ３０ ℃温度条件下超声溶解

１５ ｍｉｎ 后，定容至刻度，摇匀，配制成 １ ｍｇ ／ ｍＬ 烯丙

孕素微囊母液。 用无水乙醇稀释母液获得不同浓

度烯丙孕素微囊工作溶液。 用同样的方法配制空

白微囊溶液母液及工作液。
１． ３． ２ 　 色谱条件　 色谱柱为 Ｋｒｏｍａｓｉｌ １００ － ５Ｃ１８
色谱柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ ｍｍ）；流动相为水 －
乙腈（３０∶ ７０，Ｖ ／ Ｖ）；流速 １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温 ３０ ℃；
检测波长 ２３６ ｎｍ；进样量 ２０ μＬ。
１． ３． ３　 专属性试验　 分别取不含烯丙孕素的空白

微囊辅料溶液、烯丙孕素原料药溶液（２０ μｇ ／ ｍＬ）、
以及已知浓度微囊提取液中添加烯丙孕素原料药

溶液（０． １ ｍｇ ／ ｍＬ），按 １． ３． ２ 项色谱条件进样分

析，记录色谱图，以考察空白微囊辅料对烯丙孕素

是否有干扰。
１． ３． ４　 标准曲线的建立　 用无水乙醇稀释 １ ｍｇ ／ ｍＬ
的烯丙孕素原料药母液，配制 １、２、５、１０、２０、５０、
１００ ｍｇ ／ ｍＬ的烯丙孕素系列标准溶液，用 ０． ２２ ｍｍ
的针筒式过滤器过膜后，按 １． ３． ２ 项的色谱条件进

样分析。 以测得的烯丙孕素色谱峰面积为纵坐标，

浓度为横坐标，进行线性回归，得到回归方程、相关

系数及标准曲线图。
１． ３． ５　 精密度试验　 用无水乙醇稀释 １ ｍｇ ／ ｍＬ 烯

丙孕素微囊母液，配制成 ２０、３０、４０ ｍｇ ／ ｍＬ 三个浓

度的烯丙孕素微囊溶液，用 ０． ２２ ｍｍ 的针筒式过滤

器过膜后，按 １． ３． ２ 项的色谱条件进样分析。 每个

浓度 ３ 个平行。 计算相对标准偏差（ＲＳＤ）。 相对

标准偏差（ＲＳＤ） ＝ 标准偏差（ＳＤ） ／计算结果的算

术平均值（ Ｘ
－
） × １００％ 。

１． ３． ６ 　 准确度试验 　 精密移取 １０、２０、３０ ｍｇ ／ ｍＬ
烯丙孕素原料药溶液各 ０． ５ ｍＬ，添加至 ０． ５ ｍＬ
３０ ｍｇ ／ ｍＬ的烯丙孕素微囊提取液中，制备成 ５． ０、
１０、１５ ｍｇ ／ ｍＬ 三个浓度的供试液，每个浓度平行制

备三份。 旋涡混匀后，用 ０． ２２ ｍｍ 的针筒式过滤器

过膜，按 １． ３． ２ 项的色谱条件进样分析，记录峰面积，
计算 ３ 个不同添加浓度的加样回收率、平均回收率、
ＲＳＤ。 其中，加样回收率 ＝ 加样后测定值 ／加入原料

药含量 ×１００％，ＲＳＤ 按 １． ３． ５ 项所列公式进行计算。
１． ３． ７　 稳定性试验　 取 ２０ μｇ ／ ｍＬ 的烯丙孕素原

料药溶液，分别于 ０、２、４、８、１２ ｈ，按 １． ３． ２ 项的色

谱条件进样分析，以峰面积计算烯丙孕素的（ｎ ＝ ５）
的 ＲＳＤ。
１． ４　 数据处理　 所有数据采用 Ｅｘｃｅｌ 进行统计学

分析。
２　 结果与分析

２． １　 专属性试验　 烯丙孕素原料药溶液、微囊提

取液及空白辅料中烯丙孕素的典型色谱图如图 １
所示。 由图可见，烯丙孕素保留时间为 ５． ５９１ ｍｉｎ。
在烯丙孕素保留时间 ２． ５％范围内，无干扰峰出现。
说明该方法的专属性良好。
２． ２　 标准曲线的制备　 烯丙孕素在 ５ ～ ３０ ｍｇ ／ ｍＬ
浓度范围内，线性关系良好，标准曲线方程为 Ａ ＝
２１４６８Ｃ － １０８８７，Ｒ２ ＝ ０． ９９９３，满足检测要求。 烯丙

孕素原料药标准曲线如图 ２ 所示。
２． ３　 精密度试验　 以烯丙孕素的峰面积计算，三
个浓度的 ＲＳＤ 分别为 ０． ８３％ 、１． １６％ 和 １． ８％
（表 １），符合方法学 ＲＳＤ 不大于 ２％的要求。

·７２·
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Ａ 为烯丙孕素原料药溶液（５０ ｍｇ ／ ｍＬ）；Ｂ 为空白辅料；

Ｃ 为已知微囊提取液中添加烯丙孕素原料药溶液

（添加浓度为 ５ ｍｇ ／ ｍＬ，实际浓度为 １７． ６７ ｍｇ ／ ｍＬ）

Ａ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ａｃｔｉｖｅ ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔ ｏｆ ａｌｔｒｅｎｏｇｅｓｔ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

（５０ ｍｇ ／ ｍＬ）， Ｂ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ａｃｃｅｓｓｏｒｙ；Ｃ ｒｐｒｅｓｅｎｔｓ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｋｎｏｗｎ

ｍｉｃｒｏｃａｐｓｕｌｅ ｓｐｉｋｅｄ ｗｉｔｈ ａｃｔｉｖｅ ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔ ｏｆ ａｌｔｒｅｎｏｇｅｓｔ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ（ ｔｈｅ ｓｐｉｋｅｄ ｌｅｖｅｌ ｉｓ ５ ｍｇ ／ ｍＬ ａｎｄ ｔｈｅ ａｃｔｕａｌ

ｃｏｎｅｎｃｔｒａｔｉｏｎ ｉｓ １７． ６７ ｍｇ ／ ｍＬ）

图 １　 烯丙孕素典型色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｔｙｐｉｃａｌ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ａｌｔｒｅｎｏｇｅｓｔ

图 ２　 烯丙孕素原料药标准曲线

Ｆｉｇ ２　 Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ

ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔ ｏｆ ａｌｔｒｅｎｏｇｅｓｔ

表 １　 三个浓度水平烯丙孕素微囊溶液的精密度

Ｔａｂ １　 Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ ａｌｔｒｅｎｏｇｅｓｔ ｉｎ ｍｉｃｒｏｃａｐｓｕｌｅ

ａｔ ｔｈｒｅｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ

序号
Ｎｏ．

烯丙孕素
微囊浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｏｆ ａｌｔｒｅｎｏｇｅｓｔ
ｍｉｃｒｏｃａｐｓｕｌｅ

／ （ｍｇ·ｍＬ － １）

峰面积
Ｐｅａｋ ａｒｅａ
（ｍＡｕ． ｓ）

平均峰面积
Ａｖｅｒａｇｅ ｐｅａｋ
ａｒｅａ（ｍＡｕ． ｓ）

ＲＳＤ ／ ％

１ ２０ ３５３７６２

２ ２０ ３５７５４５

３ ２０ ３５９５７９ ３５６９６２． ００ ± ２９５２． ００ ０． ８３

４ ３０ ５３０３８５

５ ３０ ５１９８５３

６ ３０ ５１９９７４ ５２３４０４． ００ ± ６０４６． ０３ １． １６

７ ４０ ７６２１３４

８ ４０ ７３５６３９

９ ４０ ７４４６６３ ７４７４７８． ６７ ± １３４７０． ０５ １． ８０

２． ４　 准确度试验 　 在 ５、１０、１０ ｍｇ ／ ｍＬ 添加浓度

下，每个浓度做 ３ 个重复，对烯丙孕素的加样回收

率进行评价。 结果如表 ２ 所示，５、１０、１０ ｍｇ ／ ｍＬ 三

个浓度下烯丙孕素的平均回收率分别为 １０１． ２５％ 、
９９． ８２％ 和 １０１． ８１％ ，ＲＳＤ 分别为 １． ０９、０． ６０ 和

０􀆰 ６９，符合方法学的要求。
２． ５　 稳定性试验　 通过对 １、５、２０ μｇ ／ ｍＬ 的烯丙

孕素原料药溶液，分别于 ０、２、４、８、１２ ｈ 进行测

定，以峰面积计算烯丙孕素的（ ｎ ＝ ５）的 ＲＳＤ 分别

为 １． ３０％ 、０． ５５％ 、０． ４８％ ，表明供试样品随着样

品浓度的升高稳定增加，但三个浓度在 １２ ｈ 内均

稳定（表 ３）。
３　 讨论与结论　

当前，在规模化养猪场，后备母猪发情率偏低、
断奶问题母猪久不发情等情况普遍存在。 母猪同

期发情主要是指利用外源激素诱导母畜群体在同

一时期内集中排卵和发情的技术，该技术可有效提

高后备母猪发情率、配怀率以及窝均产仔数，显著

提高猪场的生产管理水平。国外已将烯丙孕素作

·８２·
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表 ２　 三个添加浓度下烯丙孕素的回收率

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ａｌｔｒｅｎｏｇｅｓｔ ｉｎ ｍｉｃｒｏｃａｐｓｕｌｅ ａｔ ｔｈｒｅｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ

序号
Ｎｏ．

烯丙孕素添加浓度
Ｓｐｉｋｅｄ ｌｅｖｅｌ ｏｆ

ａｌｔｒｅｎｏｇｅｓｔ ／ （ｍｇ·ｍＬ － １）

回收率
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％

平均回收率
Ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％ 总平均回收率

Ｔｏｔａｌ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

１ ５ １００． ２８

２ ５ １０１． ０１ １０１． ２５ ± １． １０ １． ０９

３ ５ １０２． ４５

４ １０ １００． １１

５ １０ １００． ２２ ９９． ８２ ± ０． ５９ ０． ６０ １００． ９６ ± １． １４ １． １３

６ １０ ９９． １４

７ １５ １０１． ０１

８ １５ １０２． ３１ １０１． ８１ ± ０． ７０ ０． ６９

９ １５ １０２． １１

表 ３　 三个浓度水平烯丙孕素原料药溶液的稳定性

Ｔａｂ ３　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ａｌｔｒｅｎｏｇｅｓｔ ｉｎ ｍｉｃｒｏｃａｐｓｕｌｅ ａｔ

ｔｈｒｅｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ

烯丙孕素
微囊浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｏｆ ａｌｔｒｅｎｏｇｅｓｔ
ｍｉｃｒｏｃａｐｓｕｌｅ ／
（ｍｇ·ｍＬ － １）

时间
Ｔｉｍｅ

峰面积
Ｐｅａｋ ａｒｅａ
（ｍＡｕ． ｓ）

平均峰面积
Ａｖｅｒａｇｅ
ｐｅａｋ ａｒｅａ
（ｍＡｕ． ｓ）

ＲＳＤ ／ ％

１

０ １８９７０

２ １９２９０

４ １９３２２ １９１９５． ２０ ± ２４９． ３３ １． ３０

８ １９４９１

１２ １８９０３

５

０ １００９２５

２ １００３４０

４ ９９８０５ １００１３６． ８０ ± ５５４． ７５ ０． ５５

８ １００１５４

１２ ９９４６０

２０

０ ４２１７７５

２ ４２４２７４

４ ４２６８９０ ４２４４６５． ４ ± ２０５５． ６７ ０． ４８

８ ４２６０４４

１２ ４２３３４４

为养猪生产中必不可少的同期发情剂，且指出无替

代产品［６］。 目前烯丙孕素制剂主要为口服液［７］，以

及用于马的 ５％ 注射剂（Ｒｅａｄｙｓｅｒｖｅ® Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ）等。

由于烯丙孕素存在对光、热不稳定等缺点，因此，开
发微囊制剂以提高烯丙孕素在用药过程中的稳定

性以及便利性十分有意义。 建立微囊中烯丙孕素

的含量检测方法，则有利于对该制剂进行质量

控制。
目前，关于烯丙孕素测定方法的研究多集中在

生物样品如血液、动物组织、尿液中，包括药动学研

究中采用高效液相色谱 － 串联质谱（Ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍ⁃
ａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ － ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍ⁃
ｅｔｒｙ， ＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ）法测定马［８ － １０］ 和猪［１１ － １２］ 血

浆中烯丙孕素浓度，以及残留消除研究中采用（Ｕｌｔｒａ
ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ － ｔａｎｄｅｍ
ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ， ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ）法测定组织样

品［１３ － １６］、尿液［１７ － １８］ 中烯丙孕素的浓度。 制剂方

面，姜淋洁等［７］用异丙醇 －正己烷（５∶ ２０）对烯丙孕

素口服液进行前处理后，采用正相高效液相色谱法

测定其含量。
３． １　 微囊处理条件的优化　 由于烯丙孕素作为芯

材被包裹在明胶和阿拉伯胶形成的微囊中，因此，
要检测微囊中烯丙孕素的含量，首先要将微囊破

坏，使其从微囊中释放出来。 微球中药物含量测定

一般采用酶解法、溶剂提取法、超声处理、研磨提取

法等［５］。 酶解法可将载体材料的网状结构破坏，从

而使药物完全释放出来［１９］，但耗时较长，且酶的价

·９２·



中国兽药杂志 ２０２１ 年 ２ 月第 ５５ 卷第 ２ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

格昂贵。 研磨提取法则具有微囊用量较大，且需要

从研钵中转移，造成药物的损失等缺点。 蔡杰

等［２０］采用研磨 －超声法萃取微囊中的天然维生素

Ｅ，需要称取 １ ｇ 左右微囊于研钵中，加适量水和正

己烷进行研磨后，置超声波清洁器中振荡，定量转

移到 １２５ ｍＬ 的分液漏斗中，再用正己烷进行萃取。
本文采用溶剂 － 超声法对烯丙孕素进行萃取。 由

于烯丙孕素易溶于甲醇、乙睛、乙醇等有机溶剂，难
溶于水［２１］，因此，对比了甲醇与无水乙醇作为溶剂

进行萃取，发现二者萃取效果相当，最终选择毒性

更小的无水乙醇作为萃取溶剂。 研究过程中发现，
常温下超声，萃取效果较差，将超声温度提高到 ３０ ℃
时，则可以有效提高萃取率。 同时，考察了超声时

间对微囊的破坏情况，发现 １０ ｍｉｎ 左右可以使微囊

全部破裂，故本试验选择超声 １５ ｍｉｎ。 此外，由于

烯丙孕素对光和热不稳定，萃取温度不可设置过

高，且应注意避光操作。
３． ２　 高效液相色谱条件的选择　 通过对烯丙孕素

进行紫外 －可见光全波长扫描，并参考文献报道的

色谱条件［２１］，最终选择 ２３６ ｎｍ 作为烯丙孕素的检

测波长。 对比了高立会等［２１］ 采用的乙腈 ∶ ０． ０１％
磷酸水 ＝ （７∶ ３， Ｖ ／ Ｖ）和乙腈∶ 水（７∶ ３， Ｖ ／ Ｖ）作为流

动相对色谱峰峰形的影响，发现二者均可获得较好

峰形，差异较小，因此，最终选择无需配制的乙腈∶ 水
（７∶ ３， Ｖ ／ Ｖ）作为流动相。

本文建立了一种测定烯丙孕素微囊含量的高

效液相色谱法，该方法具有专属性强、线性关系良

好、准确度高和重复性好等特点，符合方法学验证

的要求。 且样品萃取方法简单、所需试剂价格便

宜，便于应用。 该含量测定方法可用于烯丙孕素微

囊中烯丙孕素的含量测定，以期为微囊的质量评价

和质量标准的制定奠定基础，并为其进一步研究和

开发提供依据。
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