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基于同步辐射光源显微成像技术原位表征软胶囊结构

变化及内部微粒分布

熊 婷 1,2, 伍 丽 2, 彭 辉 3, 钱 蔚 3, 吴文婷 1, 朱卫丰 1, 殷宪振 2*, 张继稳 1,2*
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3. 汤臣倍健股份有限公司, 广东 珠海 519040)

摘要: 软胶囊壁不透光时, 无法直接观察内容物变化。本研究旨在原位无损伤地测定软胶囊的结构及其内部微

粒分布, 揭示软胶囊的内在质量, 发展软胶囊原研制剂剖析与物理稳定性评价的新技术。以蜂胶软胶囊为例, 依托

同步辐射光源X-射线显微成像 (synchrotron radiation X-ray micro computed tomography, SR-μCT) 原位无损伤地采

集软胶囊的CT投影图像, 通过三维重构计算内容物中微粒体积、个数、分布及囊壁厚度等结构参数, 分别定量分析

长期试验和加速试验 6个月后软胶囊的结构差异。结果表明, 长期试验的软胶囊内容物分布均匀, 微粒数量少; 加

速试验后软胶囊的壳壁在压缝部位、一侧囊壁处局部变薄, 内容物出现分层现象, 具有相对较强X-射线吸收的微粒

密集分布在囊壁边缘。本研究通过 SR-μCT获取的软胶囊结构参数可用于评价储存环境对软胶囊稳定性的影响,

为软胶囊质量控制与评价提供新方法。
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Abstract: It is difficult to directly observe the structural transformation inside of soft capsules if their shells

are opaque. This study was designed to noninvasively in situ measure the structural characteristics of the soft

capsules and internal particle distributions to reveal the intrinsic quality of the soft capsules and develop a new

technique for reverse engineering and the physical stability evaluation of the soft capsules. In this research, the CT

projection images of soft capsules, namely, propolis soft capsules, were collected via synchrotron radiation X-ray

micro computed tomography (SR-μCT). After three-dimensional reconstruction, the structural differences of the

soft capsules under long-term test and accelerated test for 6 months were quantitatively analyzed by calculating the

three-dimensional structure parameters such as volume, number and distribution of the particles inside and the

thickness for the wall of the capsules. There were only a small number of particles evenly distributed in the soft

capsules stored under common storage condition without layering. On the other hand, the shell wall of the soft
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capsule turned thinner locally at the occlusal portion and the particles with strong X-ray absorption were densely

distributed at the edge of the capsule wall after the accelerated test. This study revealed that the structural parame‐

ters of soft capsules obtained by SR-μCT could be used to evaluate the influence of storage environment on the

physical stability of soft capsules. The technology provides a new method for quality control and evaluation for the

soft capsules.

Key words: synchrotron radiation X-ray micro computed tomography; in situ; propolis; soft capsule; struc‐

ture; particle; stability

软胶囊是将挥发性或对囊材无溶解作用的药物溶

液或混悬液等定量密封于囊内, 具有生物利用度高、掩

盖不良气味、保护内容物免受外界氧气和光的影响、填

充均匀和安全性高等优点。由于多数软胶囊的囊壁加

有遮光剂, 以微粒析出、相互迁移为主的物理稳定性和

囊壁结构变化等方面缺少研究。直接剖开囊壁的粗糙

方法难以获得原研制剂的逆向工程研究方面重要信

息, 且会破坏内部微粒结构及其相互空间关系。此外,

在储存期间, 软胶囊的囊壁和内容物可能会发生化学

作用和动态的物理迁移, 从而影响软胶囊的质量[1,2]。

上市软胶囊制剂的质量评价往往会忽视内部的微粒及

其分布, 比如非均相的疏水药物 (格列齐特、氯雷他定

等) 软胶囊会加入一定的稀释剂[3,4], 在加速条件下, 稀

释剂的吸水性可能将囊壁水分迁移至内容物中, 使药

物结晶沉淀。目前软胶囊结构表征方法较粗放 (显微

镜观测法[5,6])、间接 (光谱学信息[6,7]与热分析[8,9]), 仅对

表面结构、各成分相互作用及结构变化进行描述, 难以

定量描述软胶囊内部微粒在空间上的分布和复杂的析

出分层现象。因此, 有必要建立软胶囊立体结构的原

位、无损伤的分析方法, 以评价软胶囊的物理稳定性。

同步辐射光源X-射线显微成像 (synchrotron radi‐

ation X-ray micro computed tomography, SR-μCT) 作为

新一代内部结构定量表征技术, 与常规计算机断层扫

描成像 (micro computed tomography, μCT)技术相比 ,

具有高准直性、高光通量、高偏振性及宽频谱范围等特

性, 可实现在微米和亚微米尺度上高分辨率、高区分度

地对制剂内部结构进行原位、无损伤的检测。采用三

维重构、分形维度的定量分析方法, 与药物释放机制相

结合, 可揭示制剂内部的丰富结构信息和阐明影响药

物释放特征的结构因素, 进而突破立体结构特异性评

价的难点[10-13]。

本文以长期试验与加速试验后蜂胶软胶囊为研究

对象, 使用 SR-μCT表征软胶囊内部精细结构, 获得一

系列 Slice图和三维重建图, 以微粒体积、空间分布及

囊壁厚度等为基本评价指标, 分别对内部微粒和囊壁

进行定量分析, 以期可视化地揭示长期与加速试验后

软胶囊在结构及微粒分布上的差异, 为软胶囊结构表

征及稳定性评价提供新方法。

材料与方法

仪器 SR-μCT (上海光源BL13W1线站); 高分辨

CCD 探测器 (pco. 2000, 德国 PCO 公司); 相位恢复及

切片重构软件: X-TRACT SSRF CWSx64 (澳大利亚联

邦科学与工业研究组织 , http://www.ts-imaging.net/

Default. aspx); 三维数据分析软件 : VGStudio Max

(Version 2.1, 德国Volume Graphics GmbH公司); Image

Pro Analyzer 3D (Version 7.0, 美国 Media Cybernetics

公司)。

材料 蜂胶软胶囊 (批号 20160201, 一款用于工

艺研究的自制实验样品, 与市售包装相当)。蜂胶软胶

囊由胶皮 (囊材) 和内容物压制而成, 内容物由植物油

和蜂胶混合而成, 囊材由明胶、甘油与水按一定比例混

合配制, 内容物和囊材经加热成型、冷却压丸制备软

胶囊。

稳定性试验 将同一批蜂胶软胶囊分为两组, 一

组在温度 (25 ± 2) ℃、相对湿度 (60 ± 10) %下进行长

期试验 (简称为“CQ”); 另一组样品在温度 (40 ± 2) ℃、

相对湿度 (75 ± 5) %的加速环境下储存 (简称为“JS”),

两组样品均储存6个月。

SR-μCT图像采集 首先采集蜂胶软胶囊的二维

投影图。将蜂胶软胶囊固定在样品台上, 确保在样品

台旋转过程中, 软胶囊不会振动。基于预实验, 优化和

调整成像参数, X-射线的能量选为 13.0 keV, 样品和探

测器之间的距离为 6 cm, 曝光时间为 1 s, 图像的有效

分辨率为 5.2 μm。样品台旋转 180°即完成一次CT图

像采集, 每个样品采集 900张投影图, 同时采集白场图

像 (X-射线光束照射路径上没有样品的背景图像) 与

暗场图像 (关闭X-射线照射后采集的图像)。

图像重构与定量分析 使用 X-TRACT SSRF

CWSx64软件对投影图进行同轴成像相位恢复, 图像经

背景校正、重构处理, 获得Slice图, 使用软件VGStudio

Max 和 Image Pro Analyzer 3D 分析渲染三维立体结

构, 通过分割、提取处理获取定量数据, 包括微粒体积、

空间分布及囊壁厚度等。
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结果与讨论

1 长期和加速试验条件下软胶囊的崩解

长期条件下的蜂胶软胶囊在 40 min内可完全崩

解, 而加速条件下的蜂胶软胶囊到达 60 min仍不能完

全崩解, 呈果冻状或在筛板上黏结部分胶皮。

2 蜂胶软胶囊Slice图

常规的显微成像法需要对软胶囊进行破坏处理,

只能提供二维结构数据; 且由于软胶囊内部为混悬油

状黏稠液体, 切割分离出来的囊壁内侧表面受内容物

“污染”, 难以观测囊壁的真实结构。而一般的水分测

定体现的是软胶囊整体结构信息, 不能原位揭示制剂

内部微细结构的变化。基于胶囊壳、内容物与空气对

X-射线的吸收差异, 可对CQ和 JS蜂胶软胶囊的囊壁

与内容物的结构进行识别 (图 1)。样品对X-射线的吸

收越弱, 灰度值越低, 不同结构之间对比明显。对比

CQ与 JS, 两者囊壁与内容物具有较好的区分度, 囊壁

比内容物具有更强的 X-射线吸收 , 压缝结构清晰可

见。在本研究的分辨率下, 囊壁结构未呈现明显差异,

但CQ与 JS胶囊内部结构显著不同。CQ与 JS内容物

中均可见大量结晶性微粒析出, 且相比于CQ, JS中部

分微粒的密度接近囊材的密度。CQ的内容物颗粒分

布相对较均匀, 高密度微粒数量较少 (图 1A, 红色箭

头); 相同区域处 JS 的内容物含有较多致密、呈强 X-

射线吸收性微粒 (图 1B, 红色箭头)。值得注意的是 ,

JS中有明显可见的空腔, 即分层结构 (图 1B, 绿色箭

头), 推测加速环境下析出微粒会向一侧迁移, 导致存

在较大空腔结构。

3 蜂胶软胶囊的三维结构

采用三维渲染图可视化分析CQ (图 2A) 与 JS (图

2B) 软胶囊的立体精细结构差异, 结果显示两者均具

有光滑的内外壁 , 压缝结构清晰可见且呈相对较强

X-射线吸收。软胶囊三维结构图表明, CQ内容物分

布均匀、无大量微粒 (红色箭头)、无分层现象 (绿色箭

头) (图 2A、C); 在同等部位处, JS内容物分层, 即空腔

区域 (绿色箭头), 且存在较多致密、高亮度微粒 (红色

箭头) (图2B、D)。

4 软胶囊内部微粒定量分析

相比于片剂, 密封软胶囊内的难溶性药物在吸收

部位呈溶液或混悬液状态, 可改善其生物利用度。据

文献[14]报道, 软胶囊在加速环境中会使药物结晶而析

出微粒, 使其失去改善药物生物利用度的基础。鉴于

软胶囊内部微粒的复杂性, 为直观、清晰地分析微粒

几何特征与空间分布, 依据灰度值差异对软胶囊中的

不同结构进行分离提取 (图 3), JS比CQ中析出物微粒

明显数量多、密集分布在囊壁附近 (红色箭头)、分层形

成空腔结构 (绿色箭头) (图 3A、B)。进一步将胶囊内

微粒提取 (图 3C、D, 红色微粒), 计算得CQ与 JS中微

粒的总体积分别为 7.3×107和 6.0×108 μm³、数量分别为

2 539和 36 234个, 单微粒平均体积分别为 2.9×104和

1.7×104 μm³。虽然软胶囊在储存期间处于相对静止状

态, 但加速环境下析出较多微粒, 其也可能会受重力牵

引向囊壁处沉积, 形成空腔结构 (分层现象)。

5 囊壁的定量分析

囊壁的质量对软胶囊的稳定性至关重要。基于灰

度值着色 (图 4, 颜色刻度条从蓝色到红色代表囊壁由

厚变薄), 结合形态学滤波分割, 实现囊壁结构的提取、

分离。结果可知, JS组与CQ组在囊壁厚度分布有较

大差异, 主要表现在 JS中较大部分囊壁较薄 (图 4, 红

色区域), 特别在胶囊压缝处 (图 4, 绿色箭头), JS组囊

Figure 1 Slices of propolis soft capsules. A: Propolis soft cap‐

sules under common storage condition for 6 months, referred to as

CQ; B: Propolis soft capsules under accelerated environment for 6

months, referred to as JS

Figure 2 Three-dimensional structure of propolis soft capsules.

A and C: One-half and one-quarter three-dimensional reconstruc‐

tion images of CQ; B and D: One-half and one-quarter three-di‐

mensional reconstruction images of JS
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壁较薄区域更大。

定量分析CQ与 JS (n = 3) 中的囊壁厚度分布 (图

5), 可见两者囊壁厚度主要分布在 200～600 μm, 在厚

度低值区域 (225～275 μm), JS所占百分比更高; 在厚

度高值区域 (350～500 μm), CQ总体百分比更高。

6 析出微粒与囊壁厚度的相关性分析

软胶囊内容物和囊壁的相互作用, 一定程度会造

成储存期间各组分的迁移及崩解时间延长等现

象[15-17]。由于软胶囊中微粒分散体系为热力学不稳定

体系, 在加速环境中, 组分间相互影响, 不可避免发生

诸如粒径变化、析出和分层等物理稳定性变化, 进而影

响药效的发挥。故有必要基于立体结构特异性与空间

分布差异全方面表征囊壁、内部微粒的结构, 以阐明软

胶囊的内在质量, 保证稳定性与治疗效果。

为分析加速试验后软胶囊囊壁变薄区域与微粒析

出分层区域间的联系, 将 JS中析出微粒分布图与囊壁

厚度分布图进行叠加 (图 6), 可见囊壁变薄区域 (红色

区域) 就是微粒出现分层的区域 (空腔区域)。本研究

对软胶囊囊壁的结构定量分析表明加速试验下蜂胶软

胶囊的一侧囊壁、特别是压缝局部的囊壁变薄, 并且囊

壁变薄区域与微粒析出迁移分层区域相对应 (箭头所

指处), 可能加速环境下囊壁中水分动态地向内容物迁

移, 使囊壁降低强度和可塑性等特性, 延长崩解时间。

Figure 3 Three-dimensional extraction of particles in propolis

soft capsules. A and C: CG; B and D: JS

Figure 5 Thickness distributions of propolis soft capsules walls

(n = 3)

Figure 4 Three-dimensional extraction of propolis soft capsule walls. A: CG; B: JS
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结论

软胶囊中非均相内容物及囊壁的原位检测是该类

制剂逆向工程的一个难题, 软胶囊内部结构与内容物

中微粒的空间分布是表征其质量、物理稳定性的关键。

本研究采用先进科学设施, 在软胶囊的结构研究、内容

物微粒的空间分布研究上, 实现原位、无损伤的三维定

量分析, 反映长期和加速环境储存下软胶囊内部结构

的精细变化, 为软胶囊制剂的逆向工程研究和质量评

价提供新方法, 对难溶性药物的混悬型软胶囊的逆向

工程研究具有一定的方法学意义。本研究提示研究者

应加强对软胶囊内容物中微粒的分析和评价, 在产品

质量研究阶段引入 SR-μCT技术将有助于软胶囊的质

量控制。
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