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蓓萨罗丁-聚乙烯吡咯烷酮共无定型物制备及在SD大鼠体内评价
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摘要: 蓓萨罗丁是一种新型维甲酸类似物, 大量研究表明其具有神经保护作用。其晶 I型的溶解度和生物利用

度较低, 严重限制了蓓萨罗丁的临床应用。本文首次制备蓓萨罗丁-聚乙烯吡咯烷酮共无定型物样品, 基于X射线

衍射及红外光谱分析表征了共无定型物结构。同时, 利用LC-MS建立 SD大鼠血浆及组织中蓓萨罗丁检测方法。

体外溶出结果表明共无定型物使蓓萨罗丁在纯水中溶出度提高了 4.17倍。SD大鼠分别给予 30 mg·kg-1蓓萨罗丁和

共无定型物后, 共无定型给药组的蓓萨罗丁血浆 AUC从 7 034.89 μg·L-1·h提高至 10 174.03 μg·L-1·h, 达峰时间从

7.33 h显著提前至 0.9 h, 同时Cmax 由 627.76 μg·L-1显著提升至 3 011.88 μg·L-1。各个组织中的蓓萨罗丁含量都有提

升, 其中以脑、肝和肾组织中提升最为显著。动物福利和实验过程均遵循中国医学科学院药物研究所动物伦理委员

会的规定。结果表明蓓萨罗丁-聚乙烯吡咯烷酮共无定型物改变了原药药物代谢动力学特征, 为蓓萨罗丁共无定型

物治疗脑部疾病提供临床前数据支持。
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Abstract: Bexarotene is a synthetic analogue of retinoic acid and exerts protective effects on the nervous

system. However, low bioavailability and poor solubility of the crystal type I form severely limits the application

of bexarotene in the clinic. A co-amorphous sample of bexarotene-PVP-K30 was prepared and the structure was

characterized by X-ray diffraction and infrared spectroscopy. To determine the pharmacokinetics and tissue distri‐

bution of bexarotene, an LC-MS method was established to profile and quantify bexarotene in plasma and tissues
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of SD rats. In vitro dissolution indicated that the co-amorphous form improved the dissolution of bexarotene

in pure water 4.17-fold. After rats were orally administered bexarotene or bexarotene-PVP-K30 co-amorphous

(equivalent to 30 mg·kg-1 bexarotene) the AUC of bexarotene was 7 034.89 and 10 174.03 μg·L-1·h respectively,

the peak time was advanced from 7.33 h to 0.9 h with the amorphous form, and Cmax was enhanced from 627.76 to

3 011.88 μg·L-1. The co-amorphous form yielded higher concentrations of bexarotene in various tissues, especially

brain, liver and kidney. Animal welfare and experimental procedures complied with the rules of the Animal Ethics

Committee of the Institute of Materia Medica, Chinese Academy of Medical Sciences. The results indicate that

bexarotene-PVP-K30 co-amorphous improves the pharmacokinetic characteristics of bexarotene and provides

preclinical data in support of bexarotene-PVP-K30 for the treatment of brain diseases.
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维甲酸 X 受体 (RXR) 有 3 种亚型 (RXRα、RXRβ

和RXRγ), 属于核受体[1]。它们是配体激活转录因子,

可以与其他核激素受体结合形成异二聚体调控细胞的

生长与分化[2]。蓓萨罗丁 (BEX) 是一种新型维甲酸类

似物[2], 可与 RXR特异性结合。1999年, BEX口服软

胶囊和外用凝胶剂被 FDA批准主要治疗皮肤 T细胞

淋巴瘤。近年来, 大量研究报道它在其他癌症中存在

治疗效果 , 例如非小细胞肺癌[3]、多形性胶质母细胞

瘤[4]、三阴性乳腺癌[5]和甲状腺癌[6]等。此外, BEX可

改善AD小鼠空间认知[7], 在脑卒中模型中起神经保护

作用[8]。同时, BEX在脑损伤模型中具有改善神经功

能[9]、抑制神经毒性[10]并促进神经元发育[11]等功能。

BEX属于生物药物分类系统 (BSC) II类化合物[12], 低

的溶解度导致其生物利用度很差, 其药物研发和临床

应用受到限制[13,14]。

目前报道提高BEX生物利用度的技术只有制备

纳米晶体[13,14], 此技术还需要很长的成熟过程。作为

提高 BSC II类化合物溶解度及生物利用度的一种有

效方法[15], 化合物无定型状态制备技术目前还没有应

用于改善BEX的溶解度及生物利用度的研究。无定

型状态药物的制备一般以高分子材料作为载体材料制

备成固体分散体。药物固体分散系统是活性药物分子

与共无定型配体以一定比例, 通过分子间相互作用形

成的无定型物质。其通过将粒径减小到微晶或分子水

平来增加水溶性差的药物溶解度和口服生物利用

度[16,17]。化合物通过形成共无定型物, 一方面可以改

善其理化性质, 提高临床治疗效果, 另一方面可以丰富

其结晶形式。甘油三酯通过与聚乙烯吡咯烷酮 (PVP)

和聚乙二醇 4000 (PEG4000) 制备成固体分散体, 纯化

合物的体外溶出度提高了 4.35倍[18]。另一项研究发现

白藜芦醇制备成固体分散体可使其在 SD大鼠体内的

生物利用度由0.9% ± 0.1%提高至10.5% ± 0.9%[19]。

本文首次得到BEX与PVP-K30共无定型物, 并通

过粉末X射线衍射和红外光谱分析的方法对其结构进

行表征, 溶出度实验结果显示共无定型物的溶解性优

于BEX。通过建立LC-MS检测方法, 对SD大鼠分别固

体灌胃给予 30 mg·kg-1 BEX 原药晶 Ⅰ型和 BEX-PVP-

K30共无定型物后的血浆及心、肝、脾、肺、肾、脑 (皮

层/其他) 中药物含量差异检测。研究结果对 BEX 新

剂型的开发提供指导。

材料与方法

仪器 球磨机 (Pulverisette 6, Fritsch, 德国); Rigaku

D/max-2550粉末 X射线衍射仪; 傅立叶变换红外-近

红外光谱仪 (美国 Perkin Elmer Spectrum 400); TDTF-

RC8MD 溶出实验仪 ; Agilent 1200 高效液相色谱仪 ;

Agilent 6110单四极杆质谱仪; 电子分析天平 (梅特勒-

托利多仪器有限公司)。

化学试剂 BEX购自北京偶合科技有限公司 (北

京, 中国) (批号: 20190916); PVP-K30购自博爱新开源

制药股份有限公司 (河南, 中国) (批号: P170315012);

熊果酸 (纯度>98%) 作为内标 (IS) 购自北京百灵威科

技有限公司 (批号: LE20R48); 乙腈和甲醇都是LC-MS

级 (J. T. Baker, USA); 氨水 (HPLC级) 购自 J&K科技公

司 (北京, 中国); 纯净水购自娃哈哈有限公司 (北京, 中

国); Milli-Q Reagent water system 纯水机 (MA, USA)

用来净化水。其他所有试剂至少满足分析纯。

实验动物 SPF级SD大鼠84只, 雌雄各半, 200～

220 g, 购自北京维通利华实验动物技术有限公司 (生

产批号: 2016-0006)。实验动物福利及流程遵循中国

医学科学院、北京协和医学院实验动物伦理委员会

批准。

共无定型物样品制备 通过前期大量筛选, 选择

水溶性好、稳定性好、无毒副作用的 PVP-K30作为共

无定型物辅料。在蓓萨罗丁和 PVP-K30质量比分别

为 5∶1、3∶1、3∶2和 1∶1四个条件下, 筛选出 1∶1的质量

比, 其具有工艺稳定性好, 消耗时间短及样品稳定特

征。制备方法为球磨法。将BEX (1.5 g) 和 PVP-K-30
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(1.5 g) 的混合物在球磨机中以 400 r·min-1条件研磨约

6 h, 球料比5∶1, 得到BEX-PVP-K30共无定型物。

X射线粉末衍射 对BEX、PVP-K30以及二者的

物理混合物和共无定形物进行粉末X射线衍射检测,

检测条件为: CuKα辐射, 石墨单色器, 管压40 kV, 管流

150 mA, 2θ扫描范围 3°～80°, 扫描速度 8°/分 , 步长

0.02°。

红外光谱检测 对BEX、PVP-K30和共无定形物

样品进行红外吸收光谱检测, 采用衰减全反射技术直

接测定, 波长范围为4 000～650 cm-1。

溶出度检测 实验以纯水为溶出介质, 每篮900 mL

纯水, 分别加入BEX 60 mg, 或共无定型物 120 mg, 在

37 ℃、50 r·min-1条件下溶出。于 0、15、30、60、90、120、

180、240、360和 480 min取滤液, 待测。HPLC检测条

件 : Eclipse Plus-C18色谱柱 (2.1 mm×100 mm, 3.5 µm,

美国安捷伦公司), 柱温 30 ℃, 流动相乙腈∶水 (90∶10),

检测波长255 nm, 以恒定流速1 mL·min-1等度洗脱。

LC-MS条件 美国Agilent 1200高效液相色谱仪

选择Eclipse Plus-C18色谱柱 (2.1 mm×100 mm, 3.5 µm),

柱温 30 ℃。流动相为乙腈∶水 (0.1% 氨水) = 30∶70,

以恒定流速0.3 mL·min-1洗脱。样品进样量10 µL。高

效液相色谱仪通过 ESI源连接到 Agilent 6110质谱仪

上。质谱仪采用负离子监测模式运行。离子源参数设

置如下: 喷雾器压力 35.0 psig, 毛细管压力 3 kV, 干燥

器温度 350 °C, 干燥气流 10.0 L·min-1。BEX和 IS的荷

质比 (m/z) 分别为 347 和 455, 破碎电压分别优化至

130 V和140 V。

BEX 及 IS 溶液配置 精密称取 BEX 和 IS, 分别

用甲醇配成 500 μg·mL-1储备溶液, 并储存在−40 °C。

将BEX储备溶液通过甲醇梯度稀释至 0.25、0.5、1、2、

3、5、10、12.5 和 15 μg·mL-1工作浓度。IS 储备溶液通

过甲醇稀释至10 μg·mL-1工作浓度。

标准曲线制备 标准曲线浓度范围 : 0.025～

1.5 μg·mL-1。选择 0.05、0.3 和 1.0 μg·mL-1 3 个浓度作

为质控样品浓度。分别取样品工作溶液 10 μL和 IS工

作溶液 (10 μg·mL-1) 加至 80 μL空白血浆中。依次加

入乙腈 300 μL和乙酸乙酯 500 μL到混合液中并充分

振荡 5 min, 1.34×104 r·min-1 离心 10 min 以提取 BEX

和 IS。将上清液 880 μL 转移到新的离心管中 , 氮吹

仪吹干。加入流动相 100 μL 并充分振荡进行复溶 ,

1.34×104 r·min-1 离心 10 min, 取上清液 10 μL 进样 ,

LC-MS系统检测。

血浆和组织样品的制备 取IS工作溶液 (10 μg·mL-1)

10 μL加至 100 μL血浆或组织样品中, 依次加入乙腈

300 μL和乙酸乙酯 500 μL以提取分析物。混合物被

充分振荡并以 1.34×104 r·min-1离心 10 min。将上清液

880 μL转移到新的离心管中, 氮吹仪吹干。加入流动

相 100 μL振荡复溶, 1.34×104 r·min-1离心 10 min, 取上

清液10 μL注入LC-MS系统检测。

药物代谢动力学检测方法验证

方法特异性 验证特异性的目的是确保生物样品

中没有内源性干扰。通过检测 6个独立的空白血浆样

品色谱图、空白血浆样品加入BEX和 IS工作溶液色谱

图以及大鼠给药后血浆样品色谱图来实现。

方法线性、精密度和准确性 通过分析标准曲线

获得线性。标准曲线由峰面积比 (BEX/IS) 与BEX的

标准浓度进行加权最小二乘线性回归得到。标准曲线

的相关系数 (r2) 满足 0.99或更高。此外, 定量下限满

足信噪比至少为 10∶1, 要求日内和日间准确度 (RE%)

和精密度 (RSD%) 分别小于 20%。通过一天对 3个浓

度质控样品进行 5 次测定来获得日内准确度和精密

度。通过连续 5天测定 3个浓度质控样品来确定日间

准确度和精密度[20]。

方法回收率和基质效应 BEX 回收率是指质控

样品中BEX峰面积值与直接溶解在空白血浆制备的

上清液中的峰面积值之比。基质效应是指在制备的空

白血浆上清液中溶解的BEX峰面积值与在流动相中

溶解的峰面积值之比。回收率和基质效应应保持在

100% ± 20%[21]。

方法稳定性 在以下条件下对 3个低、中和高浓

度质控样品进行 5 次重复分析 : 处理前将新鲜血浆

样品在冰上放置 6 h; 在-40 °C和 25 °C之间反复冻融

3个循环; 在-40 °C冻存 30天; 将处理好的血浆样品在

自动进样器中放置 24 h; 使用高于定量上限的浓度检

测稀释稳定性 (稀释因子为10)。样品可接受准确度和

精密度分别在±15%和15%之内。

药代动力学研究 12 只 SD 大鼠随机分为两组 ,

雌雄各半, 自由饮水, 实验前12 h禁食, 给药4 h后恢复

进食。两组大鼠分别通过固体灌胃针给予 30 mg·kg-1

BEX原药晶Ⅰ型和BEX-PVP-K30共无定型 (以BEX的

含量计算)。BEX 给药组在给药前及给药后 0.25、

0.75、1、1.5、2、3、4、6、7、12、24、36 和 48 h, BEX-PVP-

K30给药组在给药前及给药后 0.25、0.75、1、1.5、2、3、

4、6、7、12和 24 h于大鼠眼底静脉丛取血置于含有肝

素的离心管中, 4 °C以 5 000 r·min-1离心 10 min, 收集

血浆并储存在-40 °C条件, 待LC-MS分析。

组织分布研究 72只 SD大鼠随机分为两组, 雌

雄各半, 自由饮水, 实验前12 h禁食, 给药4 h后恢复进

食。两组大鼠分别通过固体灌胃针给予 30 mg·kg-1

BEX原药晶Ⅰ型和BEX-PVP-K30共无定型 (以BEX的
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含量计算)。各组给药 1、2、4、6、12和 24 h后, 脱颈处

死大鼠, 快速分离主要器官, 包括心、肝、脾、肺、肾、脑

(皮层/其他)。使用生理盐水轻轻冲洗组织以减少血液

干扰并立即吸干组织表面的水分, 同时在显微镜下轻

轻剥离脑血管。所有组织样品均存储在-40 ℃条件,

待LC-MS分析。

统计分析 使用DAS2.0软件进行非房室药代动

力学参数分析, 包括峰浓度 (Cmax)、达峰时间 (tmax)、药

时曲线下面积 (AUC)、消除半衰期 (t1/2) 和平均滞留时

间 (MRT)。所有参数均表示为平均值±SD。统计分析

和比较使用Graph Pad软件进行。P < 0.05结果被认为

具有统计学差异。

结果与讨论

1 共无定型粉末X射线衍射分析

经前期共无定型物辅料的筛选及 BEX 与 PVP-

K30质量比的确定, 通过球磨法制备了BEX-PVP-K30

共无定型物。粉末 X射线衍射分析结果如图 1所示,

BEX-PVP-K30共无定型物为无定型, 在 3°～40°内存

在 2个弥散衍射峰, 位置分别为 14.9º和 18.5º; BEX原

料药为晶态 , 在 4.9º、11.5º、12.6º、14.7º、17.2º、23.3º、

27.9º 和 29.7º 等处存在特征峰 ; PVP-K30 图谱在 3º～

40°内存在 2个弥散衍射峰, 位置分别为 11.7º和 19.9º。

物理混合样品图谱为两者叠加图谱。共无定型物图谱

与BEX、PVP-K30及物理混合物均存在明显区别。

2 红外光谱分析

红外光谱图谱结果如图 2 所示 , 共无定型物与

BEX及PVP-K30的红外光谱图存在明显差异, 羰基的

伸缩振动峰频率降低, 在 1 500～600 cm-1指纹区存在

明显差异。

3 纯水中溶出度结果分析

体外溶出度结果表明 (图 3), BEX的溶出度较低,

8 h溶出浓度约为 0.24 μg·mL-1。共无定型样品明显提

高BEX溶出速率, 提高BEX溶出度4.17倍。

4 BEX和 IS的质谱图

BEX和 IS在负离子检测模式比在正离子检测模

式具有更好的特异性和灵敏度。在全扫描模式下 ,

BEX 的质谱图分别在 m/z 347处指示[M-H]-离子, 而

IS在455处指示[M-H]-离子 (图4)。

5 药物代谢动力学检测方法验证

5.1 特异性 结果表明, BEX和 IS的保留时间分别为

3.7和 4.5 min (图 5)。在保留时间范围内, 空白血浆样

品中未检测到明显的峰, 没有明显的内源性干扰, 可满

足定量测定的要求。

5.2 方法线性、准确度和精密度 标准曲线浓度范围

为 25 ng·mL-1～1.5 µg·mL-1。表 1 列出了每种生物样

品的回归方程。最低定量下限的偏差在±20%以内, 其

他标准浓度的偏差均在±15%以内。日内和日间精密

度分别<9%和 7%, 标准浓度的准确度分别在±11%和

±7%以内。结果提示该方法可靠, 可重复用于定量测

定和分析。

5.3 方法回收率和基质效应 BEX 在 3个质控浓度

Figure 2 Comparison of the infrared spectroscopy of BEX, PVP-

K30 and BEX-PVP-K30 co-amorphous

Figure 1 Powder X-ray diffraction (PXRD) patterns of bexaro‐

tene (BEX), polyvinylpyrrolidone K30 (PVP-K30), physical mix‐

ture of BEX and PVP-K30 and BEX-PVP-K30 co-amorphous

Figure 3 Comparison of the vitro dissolution profile of pure

BEX and BEX-PVP-K30 co-amorphous
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下的回收率分别为 91.1% ± 8.38%、89.7% ± 7.89%、

95.26% ± 3.62%, 基质效应分别为 100.56% ± 8.07%、

107.32% ± 9.57%和 105.55% ± 3.71%。表明此提取方

法稳定, 样品中的基质对BEX检测无干扰。

5.4 方法稳定性 BEX 的 3 个质控浓度在考察条件

下的 RE 介于 -12.03%～10.45%, RSD 介于 0.92%～

6.11%, 表明BEX样品储存和处理过程稳定, 此方法能

够满足SD大鼠血浆及组织中BEX的测定。

6 药代动力学研究

两组药时曲线如图 6 所示 , 血浆样品中 BEX 的

药代动力学参数列于表 2。与BEX给药组相比, BEX-

PVP-K30 给药组的 AUC0-t 由 7 034.89 μg·L-1 ·h 提升

至 10 158.14 μg·L-1·h, 通过 t检验发现 AUC虽有提高

但没有显著性差异, 提示体外溶出度提高不等同于体

内吸收增强。但BEX-PVP-K30给药组的达峰时间由

7.33 h显著提前至 0.9 h, Cmax由 627.76 μg·L-1显著提高

至 3 011.88 μg·L-1, 同时 MRT 由 11.33 h 显著缩短至

6.34 h, 提示化合物分子在胃肠道吸收参数受其空间构

象及排列规律影响。BEX-PVP-K30改变了BEX原有

的吸收特征, 能迅速提高药物在生物体内的血药浓度,

从而发挥药物的治疗作用。结果提示, 可进一步探究

开发BEX缓控释制剂, 使血药浓度持续处于有效浓度

范围。

7 组织分布研究

BEX组织分布结果如图 7所示, 与BEX给药组相

比 , BEX-PVP-K30 共无定型物给药组显著提高 BEX

在脑、肝和肾中含量, 其中以脑组织中含量提升最为显

著。BEX-PVP-K30改变了原料药在组织中分布的特

征, 各个组织中BEX的浓度变化趋势与在血浆中的浓

Figure 4 Full-scan mass spectrometry of BEX with [M-H]- ion

at m/z 347 (a) and ursolic acid (internal standard, IS) with an

[M-H]- ion at 455 (b)

Figure 5 BEX and IS ion monitoring chromatogram. a: Blank rat

plasma samples; b: Blank plasma samples added BEX (1 μg·mL-1)

and spiked with IS; c: Plasma sample of rat orally administrated

with BEX (30 mg·kg-1) and spiked with IS

Table 1 Typical equations of plasma and tissues calibration

curves (n = 5)

Tissue
Plasma
Heart
Liver
Spleen
Lung
Kidney
Brain

The typical equation of the calibration curve
y = 0.003x − 0.039 6 (r² = 0.999 1)
y = 0.003x + 0.048 5 (r² = 0.999 5)
y = 0.003x + 0.050 (r² = 0.994)
y = 0.003x + 0.056 5 (r² = 0.996 6)
y = 0.003x + 0.056 (r² = 0.999 1)
y = 0.003x + 0.029 3 (r² = 0.995 2)
y = 0.003x + 0.027 (r² = 0.999)

Table 2 Pharmacokinetic parameters of BEX in SD rats orally

administrated with BEX (30 mg·kg-1) and BEX-PVP-K30 (equiva‐

lent to 30 mg·kg-1 BEX). n = 6,
-
x ± s. *P<0.05, **P<0.01, ***P<

0.001 vs BEX

Parameter

AUC0-t /μg·L-1·h

AUC0-∞ /μg·L-1·h

t1/2z /h

tmax /h

Cmax /μg·L-1

MRT0-t /h

Oral dose (30 mg·kg-1)

BEX

7 034.89 ± 2 274.83

7 243.50 ± 2 272.97

7.81 ± 2.21

7.33 ± 2.58

627.76 ± 301.13

11.33 ±1.30

BEX-PVP-K30

10 174.03 ± 5 583.43

12 531.31 ± 3 876.66

18.83 ± 28.37***

0.9 ± 0.13**

3 011.88 ± 2 239.64*

6.34 ±1.70**
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度变化趋势一致。肝脏和肾脏中BEX浓度显著性提

高可能受血浆中浓度的影响。值得注意的是, BEX在

脑组织分布情况为本文首次报道, 其中BEX-PVP-K30

显著提高脑组织中BEX含量, 提示表征的BEX-PVP-

K30 共无定型物增加血脑屏障通透性 , 又或者限制

BEX在脑中的排出速率并提高BEX的浓度, 具体相关

机制有待进一步探究。同时, 此结果进一步提示BEX-

PVP-K30共无定型物有治疗脑部疾病的可能。

Figure 7 The mean concentration of BEX in tissues of SD rats orally administrated with BEX (30 mg·kg-1), BEX-PVP-K30 (equivalent

to 30 mg·kg-1 BEX) at 1, 2, 4, 6, 12, 24 h. A: Heart; B: Liver; C: Spleen; D: Lung; E: Kidney; F: Cortex; G: Others (brain); H: The mean

concentration of BEX in tissues for 6 h after oral administration BEX (30 mg·kg-1), BEX-PVP-K30 (equivalent to 30 mg·kg-1 BEX) in rats.

n = 6,
-
x ± s. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs BEX

Figure 6 The mean plasma concentration-time curve of BEX in SD rats orally administrated with BEX (30 mg·kg-1) and BEX-PVP-K30

(equivalent to 30 mg·kg-1 BEX, A), the magnification of the drug time curve before 12 h (B)
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结论

本文首次制备BEX-PVP-K30共无定型物, 其具有

提高BEX溶解度及改善BEX药物代谢动力学的特征。

本研究对BEX新剂型开发及临床治疗脑部疾病起到

指导作用。

BEX 与 PVP-K30通过分子间相互作用形成共无

定型物, 使BEX体外溶出度提高了 4.17倍。进一步通

过X射线衍射及红外光谱分析表征显示两种结构存在

明显的差别。

同时本研究建立了一种特异性强、线性良好、精密

度和准确度可满足测定要求的LC-MS检测方法, 可用

于比较在给予 SD大鼠BEX和共无定型物后, BEX的

生物利用度和组织分布的差异。共无定型物使 BEX

在SD大鼠体内生物利用度提高了 44%, 同时可能受分

子间排列顺序变化影响导致原药原有的组织分布特征

发生改变 , 各组织中药物含量都有提升。结果表明

BEX-PVP-K30 既改善了 BEX 理化性质 , 同时也丰富

了BEX晶体形式。

基于本文的研究结果仍需要对共无定型物分子间

排列顺序和粒径的特征以及产生的药物代谢动力学差

异机制做进一步探究。
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