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响应面分析法优化利培酮微球体外加速释放条件
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摘要!目的!建立微球体外释放快速分析方法!考察其与体内相关性& 方法!制备生物可降解的利培酮微球!利用%:U2

%+797I+7中心组合实验和响应面分析法!优化利培酮微球体外加速实验条件& 结果!体外加速释放最佳条件*温度/.</ a!

磷酸盐缓冲液的HN/<("!有机溶剂浓度为"/Z& 验证实验表明优选工艺参数较为理想& 结论!优选的体外加速释放与长期
释放及体内相关性良好&
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!!生物可降解聚合物缓释制剂能够缓慢释放药物
达数天,数周甚至数月'这取决于聚合物类型和浓
度,药物载量和骨架的多孔性等+ 在生理条件下体
外药物释放的真实时间$,:782R+T3%对于评价这些系
统很重要+ 但是由于释药时间过长'给处方优化筛
选作带来很大的困难+ 因此希望能够找到一种合理
体外加速释药法$C9:TRR+T3:T4@@+,+T4R+? T+,+4C+

4HHT:4@9%来快速分析处方和工艺的变化+

响应面分析法$J+CH:7+C+]>TS4@+O+R9:?:,:8V'

J]O%

)$*可以用于确定各因素及其交互作用在加工
过程中对非独立变量的影响'精确地表述因素和响
应值之间的关系'它以最经济的方式'以较少的实验
次数和较短的时间对所选的实验参数进行全面研
究'是一种优化条件的有效方法'目前已广泛应用于
各个领域'但用于优化缓释药物体外释放条件的研
究国内外报道较少+

利培酮$T5CH+T5?:7+%是为苯并异唑衍生物'

是新一代的抗精神病药物'对精神分裂症等精神疾
病有良好的治疗作用)"*

+ 本实验参考文献))*的方

法考察影响自制利培酮DFM&微球的加速因素'利
用响应面分析法优化得到体外释放的最优体外加速
释放条件'并考察其与动物体内相关性等情况+

5N仪器与试药
数显电动磁力搅拌器.'2"$常州国华电器有限

公司%& î$'`型电子天平$O1**F1J*_F1̂ _公
司%&&85,+7R$$## 高效液相色谱仪$安捷伦科技有
限公司%& DFM&$'#d'#'黏均分子量) o$#

/

'韩国%&

D\&利培酮$江苏恩华药业集团%&透析袋$截流分
子量($ o$#

/

%&甲醇为色谱纯&水为重蒸水&其他试
剂为分析纯+

6N方法与结果
6<5N微球的制备

采用乳化2溶剂挥发法制备+ 将利培酮及DFM&

溶于挥发性复合溶剂中形成油相$_%'缓慢滴加至
高速搅拌的水相$k%'一定浓度的D\&做乳化剂'

乳化均匀后冰浴搅拌/ 9'过滤得微球'水洗涤数次
后真空干燥"/ 9'备用+

6<6N利培酮测定方法的建立

!/)$!
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采用高效液相色谱法测定介质中的利培酮浓
度+ 色谱条件(色谱柱(依利特X

$.

$/<( 33o"'#

33''

$

3%&流动相(甲醇2水2三乙胺$$.#n"#n#<''

冰醋酸调节HNf-<"%&流速($<# 3F!357

G$

&检测
波长("-. 73&进样量("#

$

F&柱温(/# a+

精密称取利培酮"' 38置'# 3F量瓶中'以#<$

3:,!F

G$

NX,溶解并稀释至刻度'摇匀'取$ 3F于
$# 3F量瓶中'#<$ 3:,!F

G$

NX,稀释到刻度摇匀'

得储备液$'#<#

$

8!3F

G$

%+ 精密量取储备液#<$'

#<"'#</'#<.'$<('"</ 3F置$# 3F量瓶中'以#<$

释放介质稀释至刻度'摇匀+ #</'

$

3滤膜过滤后
"#

$

F注入液相色谱仪'记录色谱图'计算峰面积'

以连续'次进样测定的峰面积平均值对利培酮的浓
度作线性回归'得标准曲线+

6<7N利培酮微球体外长期释药实验
精密称取' 38自制微球置于事先处理好的透

析袋中'加入HN-</ D%] " 3F'扎紧袋口'放入$.

3FHN-</磷酸盐缓冲液$D%]%'于磁力搅拌器上
释放+ 搅拌器的温度设置为)- a'转速为$$#

T!357

G$

'在)'('$"'"/ 9分别取出全部释放介质'

之后每"/ 9更换一次新介质'取出的介质经#</'

$

3滤膜过滤'采用NDFX测定利培酮的含量+ 计算
累积释放量'绘制体外释放曲线+

6<ON利培酮微球加速实验条件的优化实验
根据%:U2%+797I+7的中心组合实验设计原理'

选取温度$&%'D%]的HN值$%%和有机溶剂的浓度
$X%这三个对利醅酮微球体外释药效果影响显著的
因素'采用三因素三水平的响应面分析方法'实验因
素水平见表$+

表5N响应面设计因素与水平
9;=5 N Y4@R:TC47? ,+Q+,C:SJ+CH:7C+]>TS4@+

O+R9:?:A8V

水平 &da % XdZ

$ )# /<# '

" /# '<# $#

) '# (<# "#

!!采用上述中心组合实验设计进行释放实验+ 分
别于"'/'.'$"'$.'"/')# 9取出全部释放介质'更
换新介质+ 取出的释放介质经#</'

$

3微孔滤膜
过滤后'NDFX测定介质中的药物浓度'并计算累计
释放量+

参照h]D"- 中描述的&级点点相关方法'将
加速实验与长期直接释药法在相同的释放量所对应

的时间进行配对拟合'考察两者在释放过程中的相
关性情况+

6<PN利培酮微球的体内释药实验
取家兔( 只'

$"

兼用'平均体重"<0. I8'按
"<' 38!3F

G$的剂量'以$ 3F自制溶媒$含#<'/Z

羧甲基纤维素纳'#<$Z聚山梨酯2.#%混悬后肌肉注
射给药+ 注射前耳缘静脉取空白血样'注射后)'('

$" 9 取血" 3F'$ ? 后每隔$ 天取$ 次') ###

T!357

G$离心$# 357'取上层血浆$ 3F于G$. a

保存备用+ 以氯氮平为内标'乙醚提取'NDFX内标
法测定计算血浆中活性成分利培酮含量'并利用
)D.-软件分析药动学参数+

6<QN结果
6<Q<5N微球性质N该方法制备的微球球形圆整'表
面光滑见图$+ 粒径分布较窄见图"'绝大部分在
'# E-#

$

3之间']H47 f#</''载药量为$.Z'收率
为-#Z'包封率为-'Z+

图5N利培酮微球照片
S%. 5ND9:R:8T4H9 :ST5CH+T5?:7+35@T:CH9+T+

图6N微球粒径分布图
S%. 6N]5=+?5CRT5A>R5:7 :S35@T:CH9+T+C

6<Q<6N色谱方法学考察N在本实验所选的色谱条
件下'对照空白微球和含药微球样品色谱图中'在利
培酮出峰位置处无杂峰干扰'分离度符合要求+

按外标法以峰面积计算'将峰面积$)%对浓度
$8'

$

8!3F

G$

%进行线性回归'得到该条件下的标准
曲线方程为()f)# ""0>) 8[0-$<--)$*f#<000 .%&

线性范围#<' E$"

$

8!3F

G$

+ 低,中,高浓度日内
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J]^

%

"<)'Z'日间J]^

%

"<0)Z+ 低,中,高浓度平
均回收率为00<)-Z'J]^为"<)'Z$' f'%+

6<Q<7N体外长期释药实验结果N根据微球在介质
为HN-</ D%]长期体外实验的释放结果'利用扩
散2溶蚀模型拟合的累积释放曲线见图)'微球略有
突释'在" ?到$$ ?之间'微球持续恒速释放药物+

图7N利培酮微球在HN-</ D%]中的释放
S%. 7NJ+,+4C+HT:S5,+C:ST5CH+T?:7+35@T:CH9+T+C57 HN-</

D%]

6<Q<ON微球加速实验结果及分析N将微球释放量
为#<#''#<$''#</.'#<(-'#<-(所需的长期释药实
验和$'次加速释药实验的时间进行配对'采用最小
二乘法做线性回归'得*值&以*值为响应值'实验
设计与实验结果见表"'其中$ E$"是析因实验'$)

E$'是中心实验'用来估计实验误差+

表6N中心组合实验设计及响应值表
9;=6NX+7RT4,@:3H:C5R+?+C587 47? T+CH:7C+Q4,>+

实验号 &da % XdZ *

$ $ $ " #<0(# '

" $ ) " #<0'0 /

) $ " $ #<0'# )

/ $ " ) #<0(' '

' " $ $ #<0(' /

( " $ ) #<0.# $

- " ) $ #<0(# '

. " ) ) #<0-' "

0 ) $ " #<0-. $

$# ) ) " #<0-) $

$$ ) " $ #<0(0 0

$" ) " ) #<0." $

$) " " " #<0(( /

$/ " " " #<0(( $

$' " " " #<0(( 0

注(每组实验重复两次'结果取平均值
L:R+(14@9 +UH+T53+7RW4CT+H+4R+? RW5@+'R9+T+C>,RR4I+R9+4Q+T48+Q4,>+

6<Q<PN统计分析N采用]R4R5CR5@4(<#统计软件中
]R4R5CR5@CdB7?>CRT544, ]R4R5CR5@Cq]5U ]5834 下的
1UH+T53+7R4,̂ +C587 模块的)

!!

$ I2H % 47? %:U2

%+97I+7 ?+C587C对实验结果进行统计分析+ 选择温
度HN值有机溶剂的浓度作为自变量'回归得到的*

值作为因变量进行统计分析并考虑因素的交互作
用+ 因素的正态概率图见图/+ 由因素的正态概率
图可以看到除了温度'HN值'有机溶剂的浓度为主
要因素以外$因为它们明显偏离零点%'HN值的二
次作用影响也加以考虑'对于其他因素二次作用及
因素间的交互作用的影响可以不考虑'因为从图中
可以看到所有其他作用的影响都集中在一起并随机
分布在零的两边'数据点几乎成一直线+

图ON因素的正态概率图
S%. ONL:T34,HT:A4A5,5RVH,:R:SS4@R:TC

!!因素的D4T+R:图见图'+ 从图中同样可以清楚
地看到温度,溶剂的浓度,HN值及其二次作用为主
要影响因素'因为温度,溶剂的浓度,HN值的线形关
系及HN值的平方关系的=参数检验参数的大小小
于#<#'+

图PN因素的H4T+R:图
S%. PND4T+R:@94TR:SS4@R:TC

6<Q<QN回归方程的建立与显著性分析N借助软件
]R4R5CR5@(<#分析得到拟合全变量二次回归方程'各
变量的偏回归系数估计值及方差分析结果见表)+

得到拟合方程为(

if#<0"' '"" [#<##" /)P

$

G#<#"# $.'P

"

[#<$." ##"P

)

G

#<### #$P

$

"

[#<##" )"0P

"

"

G#<$-" 'P

)

"

G#<### #0- P

$

P

"

G#<### (.0P

$

P

)

G#<##$ 0/-P

"

P

)

!()$!
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表7N回归方程偏回归系数的估计值及方差分析表
9;=7N1CR534R+Q4,>+:ST+8T+CC5:7 +m>4R5:7 H4TR54,T+8T+CC5:7 @:+SS5@5+7R47? 474,VC5C:SQ4T547@+

因素 J+8T+CC7 R$'% H ]] O] Y

$$%温度$F% #<##" /)# )<()' /( #<#$/0 -' #<### ')# #<### ')# /#)<).- )

温度$j% G#<### #$# G$<-$$ "$ #<$/- -"- #<### ##/ #<### ##/ "<0". )

$"%HN$F% G#<#"# $.' G)<#"# ". #<#"0 /#- #<### #)$ #<### #)$ ")</#0 0

HN$j% #<##" )"0 )<0#/ )' #<#$$) '0 #<### #"# #<### #"# $'<"// #

$)%浓度$F% #<$." ##" "<0'# 0( #<#)$ .'# #<### #-0 #<### #-0 (#<"#" -

温度$j% G#<$-" '## G$</$# #0 #<"$- '.# #<### ##) #<### ##) $<0.. /

$FAV"F G#<### #0- G$<-#$ $" #<$/0 (($ #<### ##/ #<### ##/ "<.0) .

$FAV)F G#<### (.0 G#<0"( 0) #<)0( '#$ #<### ##$ #<### ##$ #<.'0 "

"FAV)F G#<##$ 0/- G#<"($ .$ #<.#) 0$/ #<### ### #<### ### #<#(. '

O+47dB7R+T@< #<0"' '"" )/<'(# ./ #<### 0""

JGCmT #<00) -/

&?6$JGCmT% #<0." /(

!!回归各项的方程分析结果同样表明'温度'HN

值'有机溶剂浓度以及HN值的二次作用的影响都
是显著的'而各因素的交互作用的影响则不显著'决
定系数J2CmT为#<00) -/'修正系数&?6$J2CmT%为
#<0." /('说明这三个因素及二次项能解释i变化
的00<)-/Z'模型拟合程度很好'因此可以用二次
回归方程代替真实实验点对体外加速释放进行分析
和预测+

6<Q<RN响应面分析及最优水平确定N响应面图形
是响应值对各实验因子所构成的三维空间的曲面
图'从响应面分析图上形象的看出最佳参数及各参
数之间的相互作用+ 根据回归方程作出不同因子的
响应分析图'借助软件]R4R5CR5@绘出的响应面分析立
体图见图('-'.+

图QN温度及HN值交互作用对T的影响
S%. QN1SS+@R:S57R+T4@R5:7 :SR9+R+3H+T4R>T+47? HN:7 T

图RN有机溶剂浓度及HN值交互作用对T的影响
S%. RN1SS+@R:S57R+T4@R5:7 :SR9+C:,Q+7R47? HN:7 T

图VN有机溶剂浓度及温度交互作用对T的影响
S%. VN1SS+@R:S57R+T4@R5:7 :SR9+C:,Q+7R47? R+3H+T4R>T+:7 T
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!!由这三个响应曲面图可以看出'温度都是在/'

到'#之间获得最大的响应值'通过快速"登高法#

对)个显著因素进行寻优'并对回归方程求一阶偏
导'得到优化结果如表/+

表ON)个显著因素的寻优结果
9;=ON%+CRT+C>,R:SR9T++C5875S5@47RS4@R:TC

因素 实测最小值 理论预测值实测最大值
温度 )# /.</ '#

HN / /<(" (

浓度 #<#' #<"/ #<"

6<Q<VN验证性实验N在最优水平下模型的预测值
为#<0.0 ('为验证模型预测的准确性'用最佳体外
释放条件$有机溶剂浓度为"/Z的HN/<(" D%]为
释放介质'磁力搅拌器的温度设置为/.</ a%进行
体外加速释放实验+

精密称取利培酮微球' 38'采用优化的加速实
验条件'转速为$$# T!357

G$

'进行加速实验+ 分别
于"'/'.'$"'$.'"/')# 9取出全部释放介质'更换
新介质+ 取出的释放介质经#</'

$

3微孔滤膜过
滤后'NDFX测定介质中的药物浓度'并计算累计释
放量+

采用扩散2溶蚀模型)/*

jfI

$

R

$d"

[I

"

R[I

)

R

"

[

I

/

R

) 对结果进行拟合$*f#<00. -%'见图0&并将加
速释药与体外长期释药得到的释药曲线进行点点相
关性拟合'其回归方程为(Sf#>-(0 $ N[#>'.' /$*

f#<0.0 /%'相关性良好'见图$#+

图WN双指数扩散模型拟合优化后体外加速释放结果
S%. WNDT:S5,+@4,@>,4R+? >C578̂ 5SS>C5:72+T:C5:7 O:?+,

6<Q<WN微球的体内释放!利培酮微球在家兔体内的血
药浓度经时变化曲线如图$$'在注射的初期略有突释'

突释量不大&在第'天到第"#天内'血药浓度维持在$(

78!3F

G$左右'波动范围小'具有缓释的效果+ 体内药
动学计算结果为(&hXf)-0<.)( . $78!?!3F

G$

%'

&hOXf/ ..$<0'($78!?!3F

G"

%'OJ*f$"<.'$?%+

图5[N优化后体外加速释药与真实释药的相关性
S%. 5[NX:TT+,4R5:7 A+RW++7 C9:TR2R+T347? ,:782R+T3T+,+4C+

图55N注射利培酮微球后利培酮血药浓度2时间曲线!' f
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S%. 55 N O+47 4@R5Q+T5CH+T5?:7+H,4C34@:7@+7RT4R5:72R53+

HT:S5,+4SR+T4?3575CRT4R5:7 :ST5CH+T5?:7+O]$' f('
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6<Q<5[N体内外相关性
以利培酮微球在优化得到的最佳体外加速释放

条件下的累积释放量和体内相应的时间点的&hX

值进行配对如表''线形回归得图$"+ 回归方程为
&hXf"<.## " j["#<-.'$*f#<00) .%+

表PN体外加速释放与体内释放配对
9;=PNJ+,4R5:7C95H A+RW++7 j47? &hX

体外释放$加速释放%

*d? j

体内释放
*d? &hX

# # # #
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7N讨论
通过响应面实验及回归分析'可以看出温度'

!.)$!
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图56N利培酮微球体外加速释放与体内释放的相关性
S%. 56NX:TT+,4R5:7 A+RW++7 4@@+,+T4R578T+,+4C+47? +' 1+1&

T+,+4C+

HN值和有机溶剂浓度的影响都是显著的'但是各个
因素之间的交互影响不显著&利培酮微球的体外加
速释放条件的优化'结果证明了%:U2%+797I+7中心
组合实验和响应面分析法相结合的实验统计方法能
快速,有效地实现条件优化'其优化后的条件效果较
好'且与体外长期释放及体内释药有良好的相关性'

对于微球处方及制备条件的筛选具有指导意义+

由于影响微球释药的多因素性以及微球的多项

性'微球中药物的释放特征很难在加速释药中得到细
致的表现+ 在处方工艺的探索过程中能否用加速释药
法筛选处方是研究者所关心的问题'在其应用时需要
考虑到加速释药与真实释药之间的相关性以及这种相
关性的释药范围&国外有报道认为可以将加速释药法
作为一项质量标准用于控制微球产品质量+ 但目前国
内外有关这方面的研究还寥寥无几'仍然需要进行大
量的工作以便进行全面合理的评价和应用+

BFSFBFJCF!
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)6* Ŷ&4HHT:Q+C,:7824@R5787+W+T28+7+T4R5:7 47R5HCV@9:R5@)K*<

%5:R+@9 k++I2L:Q+3A+T' "##)'$0$"%("-)2"./<

)7* ]N&O11LO' F11N' 1̂FhX&DD<&C9:TRR+T3$4@@+,+T4R+?

T+,+4C+% 4HHT:4@9 R:+Q4,>4R+H+HR5?+T+,+4C+ST:3DFM&?+H:R2

S:T3>,4R5:7C)K*<&&D] D94T3]@5'$000'$$)%($/(2$()<

)O* i_]NB&̀ BO'NBJ&̀ h_' &̀ BL_%h <̀D94T34@:I57+R5@C:S

HT:,:78+?2T+,+4C+XD*2$$2,:4?+? 35@T:CH9+T+C57 T4RC)K*<K

X:7RT:,,+? J+,+4C+' "###' (($"%( $'02$-'<

收稿日期("##-2#(2"0

全国医院药学#药学服务与实践$学术会议征文通知
!!由中国药学会医院药学专业委员会主办,0中国医院药学杂志1承办的"全国医院药学$药学服务与实践%学术会
议#将于"##0年第)季度在内蒙古召开+ 本次会议以药学服务与实践为主题'深入探讨药学服务的范筹,流程及其
创新实践+ 交流药学服务在合理用药中的任务与表现'促进安全,合理用药'更好的服务于患者'满足患者对医疗的
需求'推动医院药学事业的发展+ 会议还将邀请全国知名药学专家作专题报告'与代表进行学术交流和研讨+ 现向
全国医院药学工作者,医药研究人员,医药单位管理层人员征文+ 欢迎踊跃投稿+

5N征文内容
$$% 医院药学工作落实医疗卫生体制改革的思路与实践&

$"% 药师在临床药物治疗中的药学服务及管理模式的探索&

$)%药学服务的流程及服务的创新&

$/%药学服务中药品调剂自动化管理及经验&

$'%药学服务中的信息化管理的建设&

$(%药品管理及保障药品安全性中的新观念&

$-%临床合理用药'新药的临床评价和临床观察'药物的配伍'药物的不良反应与分析等中的新经验&

$.% 国外医院药学发展动态'临床药师的培养和继续教育'如何开展适合我国的临床药学'医院药学的学科建设
和管理经验+

6N征文要求
所有征文均属于未公开发表'未一稿两投'每篇文章均需附(## E.##字的摘要+ 论文书写格式按0中国医院药学杂

志1"##0年第一期稿约'请用电子邮件发送+ 请附作者详细通讯地址'电话和电子信箱+

7N说明
被大会录取的论文将编入论文集$光盘%'优秀论文可在0中国医院药学杂志1发表+ 会议将评出一,二,三等优秀论文并

进行奖励+ 参会代表将被授予中国药学会BB类药学继续教育学分并获论文证书+

ON会议地点和时间N内蒙古'具体时间和地点将另行通知+

PN征文截止时间N"##0年(月)#日+

来稿请1G345,(.".)('0(;$()<@:3'请在电子邮件上注明"会议征文#字样'以免与其他稿件混淆+

QN联系地址
地址(武汉市胜利街$''号0中国医院药学杂志1编辑部'邮政编码(/)##$/ '电话d传真(#"- G.".)('0(+
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