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交感作用及 肾上腺索能受体兴奋作用。 ，气 

遭 高反应性病人应慎用 }必要时应与阿托品、 

氟哌啶同用． 在 Mor引起的支气管痉挛中， 

我们建议用 Nal治疗． 
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维 A酸的反相高压液相色谱测定法 

蒋新国，奚念束 (上海医科大学生物药剂学研究室，上海 

A reversed-phase HPLC method for determin- 

ing tretinoin 

JIANG Xin—Guo，XI Nian—Zhu 

(Eh'vision of Biopharmaceutics， Shanghai 

Medical University，Shanghai 200032，China) 

ABSTRACT Tretinoin (Tre)and its active 

stereo isomer isotretinoin (Iso)were simulta— 

neously determined by reversed-phase high 

perssure liquid chromatographic method with 

a HV detector adjusted to 348 12m． Separation 

was accomplished on YWG⋯C column by US— 

ing a M eOH INH．Ac buffer (pH 6．0)85：15 

(vol：vo1)-chlorpromazine (Ch1)being chosen 

as internal standard． Minimal detectable 

amount of Tre was 0．5 ng． Calibration curve 

was linear (r一 0．9999) i1"1 the co12centration 

range of 25— 2500 128 ·ml-。． This method 

was used to determinate the transdermal 

amounts of Tre from three different prepara— 

tions in Franz diffusion cell vitro． The re_ 
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sults showed that the proposed method could 

distinguish the．transdermal differences from 

various formulations or different skin sam— 

pies． In addition， it is able to be used in 

quantitative analysis of Tre and Iso． 

KEY W ORDS tretinoin；isotretinoin f high 

pressure liquid chromatography； cuta12eous 

administration 

摘要 用反相高压液相色谱法同时溯定透皮接 

受液中维 A酸及其活性异构体异维 A酸的量 ， 

以此评价维 A酸的体外透皮情况． 固定相 为 

YWG-C 化学键合相 ，流动相为 甲醇 ：醋酸铵 

缓冲渍(pH 6．。)85 15，内标氯丙嗪． 检测波 

长348 nm，最低检测量0．5 ng，线性范围25— 

2500 ng·rM ． 本法适用于维 A酸 的体外透 

皮研究及含量测定． 

关键词 △埋；异维A酸； 垦堕塑垦煎 
法；经皮给药 

维 A 酸(tretinoin，Tre)常用的定量方法 
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有 uv分光光度法“：，比色法。 和高压液相色 

谱法 (HPLC法)。 ． 体外透皮试验过程 中， 

由于Tre较易转变成其它异构体 ，加上透皮接 

受液中皮肤脂类溶出物的干扰 ，故不能直接使 

用 nv法或比色法 HPLC法虽能测定透皮样 

品中 Tre的量 但测得的并不是透过皮肤的 

Tre总量，因其中一部分 已转 变成其它异构 

体， 本文建立了一种可同时测定 Tre及其主 

要 异 构 体 异 维 A 酸 ({sotret{noin，Iso)的 

HPLC方法 ，通过测定它们的总量评价 Tre的 

透皮情况． 

M ATERIALS 

Waters 481系列 HPLC仪(美国 Waters公司)，超 

级恒温水潜 (上海实验仪器 厂)，85I2型恒温磁力搅 拌 

器(上海司乐议器厂)。Franz扩散池(自制 )_ 

Tre样品，含量≥99．5 。nap 180—3℃ (上海第 

六制药厂910510)I Iso样品，含量≥99．5 。rap 173 

— 6℃ (上海第六制药厂 ，911102)． Me0H．Et0H， 

~CH3)2CHOH。NaC!，NH‘Ae。glacial HAc等 均 为 

AR． 

M ETHODS 

Mobile phase 流动相中 Me0H含量越高或流动 

相的 pH越高 。Tre及 Iso的保 留时间越短 ；NH．Ac对 

两者的峰形均有较好的改善作用． 当流动相条件为 

Me0H：NH‘Ac缓冲液 (oH 6．0)85：15(rot,vo1)时， 

Tre及 Iso有适宜的保留时间且两者有较好的分离度． 

此时透皮接受液中的杂质对测定也无干扰 (Fig 1)． 

Internal standard 对多个化合橱进行选择 ，vita． 

min A acetate与 Tre及 Iso虽有满意的分离度 。但当 

它 们混合振摇 后，样品及 内标 的蜂面积均 有显著 下 

降． 其 它 酯 类 化 台 橱 如 phenyl salicylate，buty1． 

paraben也有同样现象 ，提示 Tre可能与这些 酯类化 

台物发生酯交换反应． 非酯类化舍橱 ehlorpromaz{ne 

(ChD与 Tre及 lso能很好分离且无相互作用，故可选 

作内标． 

Standard solutions 配制 Tre及 Iso 0．5 nag·ml 

的乙醇溶液为标准溶渡 。Chl i mg·ml 的乙醇溶液为 

内标溶灌 ，o一5℃保存 。用时稀释至所需浓度． 标准 

0 4 8 0 4 8 

Time／min 

Fig 1- H PLC in transderm al study in vitro． a) 

blank’ b) sampl妈 ： 1 internal standardj 2 

isotr~tinoin；3 trotinoin． 

溶液在棕色容量瓶内配制，在暗室内操作，并避免剧 

烈振摇 ，这 样可减少 Tre及 Iso转变成 其它异构体． 

标准溶液使用3 d后必须重新配制． 

HPLC 不锯钢色 谱柱 ：150 ram×4．6 ram．’固 

定相 ：YWG C 化学键台相 (10 m，天津试剂二厂)． 

流动相*MeOH：NHtAc缓冲液 <pl-1 6．0)85：1-5，流速 

0．9 ml·min一． uv检测波长348 nm，检测器灵 敏度 

0．02 AuFs。数据娃理仪衰减I6，环境温度20—25℃． 

内标 Ch1． 

Solvent system Tre有9种异构体 ，在一定条件下 

可以互相转变，光照，溶荆条件等均可影响转变程度． 

为了尽可艟减少Tre转变成其它异构体，整个实验除 

须在暗室中操作外，还需要选择一个使Tre最稳定的 

溶 剂 系 统． 我 们 比 较 了 MeOH， ErOH， 

(CH3)2CHOH ，OCHjCH2CH?CHi，(C2H5)2O ，CHCIa 

等溶剂系统以及 butylated hydroxytoluene，vitamin C 

等稳定荆 ，结果表明 ，异丙醇 堪 理盐水1；1(vol,vo1) 

溶剂系统的稳定作用最佳 ，因此 Tre的样品溶液及透 

皮接受液均采用该溶剂系统． 
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R ESUI 

Linear range 吸取 Tre 5 g·ml 的乙醇 

溶液5，10，20 及 Tre 50 g·ml_。的乙醇溶 

藏5，l0，20，50 1，分别加入等量的 1so乙醇 

溶液 ，加 内标溶液 1O l，最后加异丙醇一生理 

盐水溶剂系统至1ml，轻轻混匀 ，进样5O 进 

行 HPI C分析． 每一浓度配置3份样品，每份 

样品进样2次 ，取 其平均值． 分 别将 Tre及 

lso与 Chl的峰面积 比(y)对相应的Tre及 lso 

浓度 (x)回归，得 线性 方 程 Y 一0．0767_- 

2．3161X (Tre)及 Y￡一 0．0887+ 2．6547X2 

(1so)． Tre及 Iso浓度在25—2500 ng·ml。。范 

围 内与 峰 面 积 比有 良好 的 线 性 关 系 (r一 

0．9999)． 

PrecisioⅡ and accuracy 吸取 Tre 5 g 

·ml 的乙醇溶液1O 及 Tre 50 g·ml 的乙 

醇溶液 5，3O m，分别加入等量 的 Iso乙醇溶 

液，加内标溶液1O l，再 加异丙醇一生理盐水 

溶剂至1 ml，进样5O ，分别测定 Tre及 lso． 
一 日内先后测定5份样品，统计测定数据 的变 

异 系数 (cV)即为 日内精密度 (Tab 1)． 同法 

制各样品，分别在5日内进行 HPLC分析 ，统 

计 日间精密度(Tab 1)． 

将样品的测定值分别 除以各 自的加入量 ， 

可考察本方法测定的准确度(Tab 1)． 

若 以Tre与 lso之和评价方法的精密度和 

准确度，也可得到相同的结论． 

Recovery 用异丙醇一生理盐水溶剂 系统 

分 别配制 Tre 0．5和2 g·ml 溶液 ，置4只 

Franz释放池内，接透皮试验条件观察 Tre的 

变化情 况，避光 ，32℃电磁搅拌24 h后进行 

HPLC测定． 将测得的 Tre及 Iso总量比Tre 

初始量 ，计 算回收率． 结果表 明仅有小部分 

Tre转变为其主要异构体 lso且两者总量维持 

在 Tre的初始水平 (Tab 2)，这一结果 与文 

献-s 报道相符． 

Tab 1． Precision and a~ uracy of HPLC determ ina- 

tton of tretlnoin (Tie)an d isotretlnoin (1so)． i士 ． 

Added M easured Accuracy CV 

／ng ／ng ／ ／ 

T-h 2． Recovery oftretinoln (Tt-e) in tra~tsdermal 

study in Fitro． TIe 0-5 and 2 ‘ml叫 were preparat- 

ed ttsing isopropanol~aline (1 l 1，voi‘vo1)鼬 a sol- 

vent． Sam ples were placed in 4 Franz cells，protected  

from fight．m aintained at 32 ℃ and stirred magneti— 

cally for 24 h． Amounts of Tre and isotretinoin (Iso) 

were determined  by HPLC． 一 4， 士5． 

Added／~g Tre 2．00 8．00 

Measured／pg Tre 1．88士0．09 7．64~0．25 

lso 0．100士 0．010 0．61士 0．04 

Tre+Iso 1．98 8．25 

Reeovery／ 

Sensitivity 根据信噪比 S／N≥2的规定， 

测得本方法 中 Tre及 lso的最低检测量均为 

0·5 ng． 

Specificity 将 Tre样品经极端条件处理， 

色谱图中增加6个峰，其中仅有 1个很小的峰介 

于 Tre及 Iso峰之间，因此常规条件下 Tre的 

分解产物不会干扰测定． 

Application 选 SD种大 白鼠，早，鼠龄5 
—

7 wk． 剪去鼠毛24 h后处死，取皮，除尽皮 

下脂肪，洗净后置于 Franz或 Valia—Chien扩 
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散池的供给室与接受室间． 配制3种不同处方 

的 Tre制剂． 处方 A为 Tre 0．1 水包油型 

乳膏剂 ，处方 B为含1 Azone的 Tre 0．1 

水包油型乳膏剂 ，各取2 g置于 Franz池的供 

给室 内；处方 C为 Tre 0．1 溶液剂 ，取4 ml 

置于 Valia Chien池的供给室 内． 接受室内均 

用异丙醇一生理盐水接受液4 m1． 避光并恒温 

32℃，电磁搅拌24 h，用本方法测定接受液中 

Tre及 Iso的总量． 处方 A，B，C的透过量分 

别为1．9土1．0，2．3±1．1及36士10 g(n=4)． 

由此可评价透皮促进剂 Azone及剂型因素对 

Tre经皮吸收的影响． 

DISCUSSION 

体 外透 皮试验过程 中，透皮接受液 中的 

Tre可部分转变成其它异构体 ，因此仅仅以测 

定 Tre的量作为评 价依据就 会低估 它的实际 

透 皮效果． 研究表 明，当严 格控制透皮试验 

的光照、溶剂等条件时 ，仅有少量 Tre转变成 

Iso而几乎没有其它异构体生成． 因此通过测 

定透皮接受液中Tre及 Iso总量来评价 Tre的 

透 皮效果 ，可客观地反 映 Tre透 皮的实际情 

况 ，方法回收率为99．O一103．1 ． 

USP规定用 uv法测 定制剂 中 Tre的含 

量．但当原料不纯(含一种或数种异构体)或样 

品的光照，振摇过于剧烈时，uv法就有一定的 

局限性． 本法具有很好的专一性且能同时测 

定 Tre及 Iso的量． 故除可用于体外透皮研 

究外 ，还可用于 Tre及 Iso原料或制剂的含量 

测定及纯度检查． 
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