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� � [摘要 ] � 目的 � 建立体内外相关性良好的盐酸噻吩诺啡缓释微球的体外释放度测定方法。方法 � 采用直接释药法和透

析释药法测定盐酸噻吩诺啡缓释微球的体外释放度;采用高效液相色谱法测定盐酸噻吩诺啡缓释微球在大鼠注射部位的残

留量, 计算微球在体内的释药速度。通过相关性评价确定最佳的体外释放度测定方法。结果 � 透析释药法和直接释药法均

可获得良好的体内外相关性。结论 � 直接释药法和透析释药法均可用于测定盐酸噻吩诺啡微球的体外释放度。
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Ch ina)

[ Abstract] � Objective� To estab lish a m ethod for the dete rm ina tion of in vitro release of th ieno rph ine hydroch lo ride m icro�

spheres w ith a good corre lation be tw een in v ivo and in v itro. M ethods� Immed iate re lease and dialysis release m ethods w ere used to

determ ine the in vitro re lease rate of thienorphine hydroch lo ride m icrospheres. The residue th ieno rph ine hydro chlor idem icrosphe res in

the in jection sitew as determ ined byH PLC, and in vivo re lease rate o f thienorphine hydro ch lor idem icrospheres was caculated. The op�

tim al re lease so lution was chosen based on the correlation eva luation betw een the in vivo and in vitro resu lts. Resu lts� Imm ediate re�

lease and dialysis re lease m ethods had a good in vitro and in vivo correlation. Conclusion� Imm ediate re lease and dialysis re lease

m ethod cou ld be used to determ ine the in vitro re lease o f th ieno rph ine hydrochlor idem ic rospheres.
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� � 盐酸噻吩诺啡为军事医学科学院毒物药物研究

所自主研制的, 具有知识产权的国家一类新药。该

药结构新颖,为阿片受体的部分激动剂,能对抗吗啡

依赖, 有望开发成为新型的防复吸药
[ 1]
。为了减少

给药次数,提高患者用药的依从性,以乳酸羟醋酸共

聚物 PLGA ( 75 /25) 15000为载体, 采用 O /W型乳

化溶剂挥发法制备了在体外可缓释 21 d的盐酸噻

吩诺啡微球,对影响盐酸噻吩诺缓释微球体外释放

度的因素进行了考察, 并测定了盐酸噻吩诺微球在

大鼠注射部位的释放速度。

1� 实验材料

1. 1� 仪器 � LC�10AT VP型泵, SPD�10AVP型紫外
检测器 (日本岛津 ) ; N2000色谱数据工作站 (浙江

大学智能信息工程研究所 ); 透析袋 (截留分子量

10000, 北京鼎国 ) ; SHK�02�I台式恒温震荡培养箱
(北方同正 )。

1. 2� 试药 � 盐酸噻吩诺啡 (军事医学科学院毒物

药物研究所, 批号 03021302) ; 乳酸羟醋酸共聚物

(二单体比例 75� 25, 相对分子质量 15000, 四川交

通大学, 批号 060925) ; 盐酸噻吩诺啡 PLGA微球

(自制,载药量 5. 09% ); 甲醇, 乙腈为色谱纯; 水为

纯化水;其他试剂均为分析纯。

1. 3� 实验动物 � W istar大鼠, 雄性, 体重 ( 250 �
20) g,军事医学科学院动物中心提供。

2� 实验方法

2. 1� HPLC测定释放介质中盐酸噻吩诺啡的含量

� 色谱柱: Phenex prodigy C18色谱柱 ( 250 mm  4. 6

mm, 5 �m ),以乙睛 �甲醇 �0. 02 mo l/L酸盐缓冲液

( pH= 3, 含 0. 2%的三乙胺 ) ( 40� 15� 45)为流动

相; 流速: 1. 0 m l/m in; 柱温: 25 ! ; 检测波长: 220

nm,进样量: 20 � l。定时量取盐酸噻吩诺啡微球的

释放液 1m ,l用 0. 22 �m滤膜过滤, 取续滤液 20 � l

进样;配制 10 �g /m l的盐酸噻吩诺啡对照溶液, 在

相同色谱条件下进样,通过对照品计算释放介质中

药物的含量。在上述色谱条件下, 盐酸噻吩诺啡溶
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液在 1~ 80 �g /m l的范围内峰面积 ( Y)和浓度 (X )

的线性关系良好, Y = 27 847X + 8 703. 7, R
2
=

0�999 9( n = 3)。高、中、低 3种浓度的回收率分别

为 101. 38%, 99. 24% , 99. 93%, RSD 分别为

0�17%, 0. 40% , 0. 45% ( n = 5) ,其日内精密度分别

为 0. 61%, 0. 13%和 0. 79% ( n = 5);日间精密度分

别为 0. 91%, 0. 50%和 0. 63% (n = 5)。

2. 2� HPLC测定大鼠体内残留盐酸噻吩诺啡的含

量 � 色谱条件同 2. 1。盐酸噻吩诺啡溶液在 1~ 50

�g /m l的范围内峰面积 ( Y)和浓度 (X )的线性关系

良好, Y = 30 485X + 10 311, R
2
= 0. 999 9 ( n = 3)。

高、中、低 3种浓度的回收率分别为 98. 0% , 98. 7%

和 101. 6%。RSD分别为 0. 87% , 0. 91% , 0. 43% (n

= 5 ), 其日内精密度分别为 0. 89%, 0. 63% 和

0�59% (n = 5); 日间精密度分别为 1. 08%, 0. 94%

和 0. 73% (n = 5)。

2. 3盐酸噻吩诺啡缓释微球体外释放度的测定

2. 3. 1� 直接释药法 � 精密称取盐酸噻吩诺啡微球

10 mg, 置于盛有一定体积的浓度为 0. 05 mo l/L、

pH7. 4的磷酸盐缓冲液 (含 0. 02%叠氮化钠 )的三

角瓶中,置于温度为 ( 37. 0 � 1. 0) ! ,速度为 120 r/

m in的恒温振荡仪中振荡, 定时取样 1 m ,l同时补充

介质 1m l。HPLC法测定介质中药物的含量, 计算

累积释放度。

2. 3. 2� 透析释药法

2. 3. 2. 1� 不同浓度盐酸噻吩诺啡溶液扩散常数的

测定 � 分别精密移取 3 m l三种不同浓度盐酸噻吩

诺啡磷酸盐缓冲液溶液 ( pH 7. 4), 置于透析袋中,

两端扎紧后,放入盛有 27 m l释放介质的三角烧瓶

中,于 ( 37 � 0. 5) ! 的恒温振荡器中水平振荡, 频率

为 120 r /m in,于 0. 5、1、2、3、5、6、8、10 h取样 1 m ,l

同时补充介质 1m l。HPLC法测定介质中药物的含

量,计算盐酸噻吩诺啡溶液扩散速度常数和累积扩

散百分率。

2. 3. 2. 2 � 透析释药法测定盐酸噻吩诺啡微球的释
药速度 � 精密称取盐酸噻吩诺啡微球 10 mg, 置于

透析袋中, 加入 3 m l pH7. 4的磷酸盐缓冲液 (含

0�02%叠氮化钠 ) , 两端扎紧后,放入盛有 27 m l释

放介质的三角烧瓶中,于 ( 37 � 0. 5) ! 的恒温振荡

器中水平振荡,频率为 120 r /m in,定时取样 1m ,l同

时补充介质 1 m l。HPLC法测定介质中药物的含

量,计算累积释放度。

2. 4� 大鼠皮下注射盐酸噻吩诺啡微球后药物残留

量的测定 � 取W istar大鼠 18只,雄性,体重为 ( 250

� 20) g,按每只 40mg盐酸噻吩诺啡缓释微球的剂

量 (约相当于盐酸噻吩诺啡 2 mg)给药, 将盐酸噻吩

诺啡缓释微球以 1m l注射溶媒 (含 0�5%羧甲基纤
维素钠和 0. 1%的吐温 �80纯化水溶液 )混悬后沿大

鼠皮下注射。分别于给药后 1, 3, 5, 7, 14, 21 d每次

取大鼠 3只断头取血,小心剪取注射部位的皮下组

织,以确保残留微球全部取出。将取下的皮下组织

置于小烧杯中,用眼科剪剪成小块, 加入乙腈 /水 ( 9

� 1) 2m ,l用组织匀浆机匀浆 2m in, 加入甲醇 1 m l

以沉淀 PLGA,混匀后 10 000 rmp离心 10 m in,取上

清液转移至 10 m l容量瓶中, 流动相定容, 经 0. 22

�m滤膜过滤,取续滤液 20 � l进样。由于注射时会

有少量微球残留在注射器内, 故每次注射后需小心

收集注射器内残留微球,定量测定残留的药物量,计

算出实际注射的微球在大鼠体内的释药率, 释药率

= 1- (注射部位残留微球中药物的含量 /实际注射

的药物量 )  100%。

3� 结果

3. 1� 直接释药法 � 当释放介质的体积分别为 10 m l

和 30m l时,微球的体外释药曲线见图 1。从图中可

见,体积为 10m l的体外释药速度比 30m l略快,但两

者释药曲线相似因子 f2为 61. 86, 没有显著性差异,

最终选定释放介质体积为 30m l。测定释放介质在 21

d的 pH值,结果表明,两种释放条件下,介质的 pH一

直保持在 7. 4左右,与第 0 d相比无明显变化。

图 1� 直接释药法不同释放介质体积下
微球释药曲线图 ( n= 3)

∀ # ∀ 10 m ;l ∀ ∃ ∀ 30m l

3. 2� 透析释药法 � 结果见表 1,透析袋内溶液的浓度

对扩散速率无明显影响。在约 4 h时,大部分药物都

已经扩散出来。由此可见,游离药物在透析袋内中的

扩散速率常数 K值几乎不受初始盐酸噻吩诺啡溶液

浓度的影响, 透析袋中药物在 10 h的累积扩散量

98%以上,说明透析袋对盐酸噻吩诺啡没有吸附。

3�3� 透析释药法和直接释药法比较 � 结果见图 3。

直接释药法所获得的体外释放度数据略低于透析袋

法, 这是因为采用直接释药法时, 微球被容器的吸附

及取样过程中会造成微球的损失。但两者的相似因

子 f2为 70. 92,表明两种方法测得的释药曲线没有

显著性差异。
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表 1� 不同浓度盐酸噻吩诺啡溶液扩散常数 K ( 37 ! )

C 0
2

( �g/m l)

Q 0
s

( �g)

K

( h- 1, n= 3)
r  K ( h- 1 )

12. 49 37. 47 0. 3067 � 0. 016 0. 9775

124. 88 374. 64 0. 300 5 � 0. 013 0. 935 7 0. 308 3

624. 38 1 873. 14 0. 316 9 � 0. 011 0. 910 3

注: C0
2为溶液初始浓度

3. 4� 盐酸噻吩诺啡缓释微球在大鼠注射部位的释

药速度 � 盐酸噻吩诺啡缓释微球在大鼠体内的释药
速度符合 H iguch i方程 Q = 20. 49 t1 /2 - 5. 87, R

2
= 0.

989 1。结果见图 4。

图 4� 盐酸噻吩诺啡缓释微球在大鼠
注射部位的释放速度曲线 ( n = 3)

3. 5� 体内外相关性评价 � 以体外释药百分率 ( X)

对应体内释药百分率 ( Y)用最小二乘法进行线性回

归,得到如下回归方程:直接释药法: Y= 0�879 6X +

17. 838, R
2
= 0. 960 2; 透析释药法: Y = 0�851 6X +

16. 03, R
2
= 0. 958 1。可见, 采用直接释药法和透析

释药法测定盐酸噻吩诺微球所获得的体内外相关性

均较好 (R
2
> 0. 95), 结果见图 5~ 6。

4� 讨论

目前药典上还没有收载专用于微球体外释放度

测定的方法,研究者一般采用自行设计的方法,使体

外释放条件尽可能地模拟体内。测定温度一般为

37 ! , 测定介质的体积通常远小于常规的溶出度测

定法,可以只有几十毫升, 或几毫升
[ 2]
。目前常用

的微球体外释放度试验方法有直接法、透析法和溶

出度测定法。

笔者在本实验中对影响盐酸噻吩诺啡缓释微球

体外释放度的因素进行了考察, 得出最能反映体内

释放速度的体外实验方法。无论是采用透析法还是

直接释药法,都可以获得较好的体内外相关性。两

种方法在相同时间体内释药百分数都明显高于体外

释药百分数,尤其是在释药初期。这可能是由于体

内的脂质或其他生理活性物质作用, 有利于水分被

摄取于聚合物中而导致聚合物的降解速度加快
[ 3]
。

此外,体内的快速降解还可能与外源性抗体反应有

关
[ 4]
。外源抗体周围的巨噬细胞聚集在微球注射

部位,形成屏障。外源性抗体反应过程中产生的自

由基、酸性物质或者由这些细胞产生的酶可以加速

PLGA降解
[ 5 ]
。 (下转第 382页 )
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2� 通过临床合理用药监测系统 ( PASS)寻找药品

不良反应信息

� � 美康公司开发研制的临床合理用药监测系统

( P rescription Automatic Screen ing System, PASS)是一

套能够对医嘱进行实时监测,向医护人员提供药物

信息查询的数据库软件系统
[ 5]
。PASS挂接在医院

信息系统之上,通过对医院处方 (或医嘱 )进行实时

和历史性的监测审查, 提供不同级别的警告性提示

(黑、红、黄、绿 )告知用户结果信息, 并提供病人用

药指南、用药教育、药物不良反应、药物相互作用和

药物检验值信息等查询,以供医务人员咨询参考,从

而达到减少不合理用药, 防止不良事件发生的目

的
[ 6]
。PASS在临床的应用大大降低了 ADR的发生

率,使临床用药趋于合理化和规范化。

而笔者在这里介绍的主要是利用 PASS来主动发

现已经发生但临床漏报、未报的 ADR。这种方法主要

是利用 PASS中的筛选功能。因为患者用药是有一定

规律性的,可通过患者的用药情况反推出患者疾病的

发展情况
[ 7]
。如果患者所用药品中出现某些异常用

药,例如骨折患者在住院期间一直在用一两种抗菌药

物,某一天发现医生下达了抗过敏的用药医嘱,即可推

断其出现了过敏反应,对病例进行跟踪调查,分析过敏

反应产生的原因,就可能发现未上报的 ADR。因此可

以将某些疾病的治疗用药作为关键词进行条件筛选,

分析用药原因, 从而来发现 ADR。举例来说, 如在

PASS的筛选条件中选择 %医嘱内容 & %包含 &%甘利

欣&,系统就会自动把已经用过甘利欣的患者信息罗列
出来, 然后根据患者的住院号再到医信通系统中查阅

病历,查看生化指标,分析医生保肝治疗的原因,判断

肝功能变化与用药情况的关联性,再与医生沟通,完成

ADR的上报程序。工作流程如上图。

以上两种查找手段提高了 ADR的发现率, 弥

补了自发呈报方式的随意性大、漏报率高的不足。

2005年本院开展 ADR监测工作初期, 主要是医护

人员自发呈报, 一共上报了 116例; 2006年安装

PASS后,临床药师逐渐摸索出上述方法, ADR报

告的数量取得了明显的增加, 全年上报 ADR报表

201份,其中有 63例是临床药师通过这两种手段

发现的, 占了 31. 34%。 2007年上报 ADR报表

232份,其中有 90例是临床药师通过这两种手段

发现的, 占了 38. 79%。 2008年上报 ADR报表

243份, 其中有 112例是临床药师通过这两种手段

发现的, 占了 46. 1%。在 ADR报表数量增加的同

时,质量也有了很大提高, 以前只能发现恶心、呕

吐、皮肤过敏等常见的 ADR, 现在能发现肝肾功能

异常、血糖异常、骨髓抑制等难于发现的 ADR。通

过这种手段, 早在国家局通报加替沙星引起的血

糖异常之前本院已有上报, 另外新的、严重的不良

反应也时有发现。实践证明, 这种方法发现的

ADR质量更高、价值更大。
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