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注射用乳酸-羟基乙酸共聚物微球的体内外相关性研究进展

王 珊, 花亚冰, 高 翔, 张 慧, 刘 楠, 高 静*, 郑爱萍*

(军事科学院军事医学研究院毒物药物研究所, 北京 100850)

摘要: 注射用乳酸-羟基乙酸共聚物 (polylactide-polyglycolide, PLGA) 微球作为一种储库型释药系统, 自 1989

年第 1个产品Lupron depot获准在美国上市起, 已成功用于多种疾病的治疗, 具备在体内几天到几个月长时间释药

的能力, 可显著改善用药安全性, 提升患者顺应性。体内外相关性 (in vitro-in vivo correlation, IVIVC) 研究给微球制

剂的发展带来更多可能。IVIVC可以通过微球的体外释放行为阐述体内释药的动态信息, 在表征微球性能的同时

减轻各阶段的工作量, 对药物的研发、生产变更和监督管理等具有指导或支持作用。本文将注射用PLGA微球的释

放机制、体内外释放测定涉及的常用方法和理论进行归纳总结, 重点讨论了 IVIVC尤其是A级 IVIVC在微球制剂领

域的建立及应用, 为进一步的微球体内外相关性研究提供参考。
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Abstract: As a depot drug delivery system, injectable polylactide-polyglycolide (PLGA) sustained-release

microspheres have been successfully used to treat many diseases since the first microsphere product Lupron depot

was approved for marketing in the United States in 1989. It has the ability of long-term release in the body for

several days to several months, which can not only reduce the times of administration, but also reduce the drug

blood concentration fluctuations, significantly improve the safety and patient compliance. In vitro-in vivo correlation

(IVIVC) makes the development of microspheres more possible. It can describe the dynamic information of drug

release in vivo through the in vitro release behavior of microspheres, and can reduce the workload of each stage and

shorten the time span while characterizing the performance of microspheres. IVIVC can provide guidance or

support for drug development, production changes, supervision and management. This article summarizes the

release mechanism of injectable PLGA sustained-release microspheres, common measurement methods and theories

of in vitro and in vivo release. And we also focus on the establishment and application of IVIVC, especially A level

IVIVC in the field of microsphere preparations, to provide a reference for further study on in vitro-in vivo correla‐

tion of microspheres.
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微球是缓释剂型的研究热点, 是指药物分散或被

吸附在高分子聚合物基质中形成的微小球状实体, 粒

径一般在 1～250 µm[1], 主要通过皮下或肌肉注射方式

给药[2]。微球制剂制备方法多样, 包括常用的溶剂挥

发法、喷雾干燥法以及新兴的相分离法、膜乳化法等。

缓释微球作为药物长效递送系统, 能够在减少给药次

数的基础上提供治疗所需的稳定药物浓度, 同时药物

被分散在高分子材料中可以改善其在人体内所处的微

环境, 降低毒副作用, 用于蛋白多肽类等半衰期较短的

药物时, 可以提高生物利用度、增强药物效力和稳定

性[3,4]。在制备注射用缓释微球的众多可降解高分子

材料中 , 乳酸-羟基乙酸共聚物 (polylactide-polygly‐

colide, PLGA) 因具有较高的生物相容性而广受

关注[5]。

近年来, 候选药物大幅增加, 需要进行的临床研究

数量也加倍, 导致开发和监管的成本很高。同时, 在体

内监测 PLGA微球中药物的释放通常需要较长时间。

因此, 寻找一些方法预测药物的体内药代动力学是符

合现阶段需求且十分有益的。体内外相关性 (in vitro-

in vivo correlation, IVIVC) 的概念由 Wagner 等[6] 在

1985年首次提出, 是一种用于预测的数学模型, 描述

了药物的体外溶出行为 (通常是药物溶出速率或程度)

和体内药代动力学过程 (如血药浓度或药物吸收量)

之间的联系。IVIVC评价体系主要包括药物的体外释

放研究、体内释放研究和建立模型的数学处理方法 3

方面内容。通过 IVIVC在体内外释放行为间建立的定

量、可靠的联系, 测定药物体外释放行为就可以间接得

到体内释放结果。

不同制剂类型的释放特点不同, 缓控释制剂中药

物的释放是体内吸收的限速步骤, 所以 IVIVC在微球

的各方面得到了成功的应用[7]。本文简要地对注射用

PLGA微球 IVIVC的评价体系进行归纳总结, 并叙述

了 IVIVC在微球制剂领域的应用情况, 以期为进一步

的微球体内外相关性研究提供参考。

1 注射用PLGA缓释微球释放机制

缓释微球作为骨架型缓控释制剂, 释放机制主要

分为两类: 扩散和降解。微球制剂中药物的释放可以

是单相、两相或三相[8], 而大多数注射用 PLGA微球的

释放过程如图 1所示, 基本按照初始的表面释放、释放

速率近恒定的滞后释放和后期的加速释放 3 个阶段

进行。

在早期, 制备过程中分配或吸附到微球表面、存在

于孔隙内和近表面的药物迅速释放, 形成突释[9,10]。这

一阶段药物释放时间短、速率快, 通过控制扩散控制释

药。因为药物释放速率与微球直径成反比, 所以突释

现象可能被尺寸较小微球的释放加剧。传统的制备方

法通常会得到一部分直径小于 5～10 µm的微球, 这些

微球释药速度更快。研究人员发现, 在去除尺寸较小

的微球后, 药物初期的突释效应较小或消失[11,12]。此

外, 水溶性药物的突释效应可能会更加显著。在微球

Figure 1 Release process of polylactide-polyglycolide (PLGA) microspheres
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制备中, 此类药物倾向于从油相分配或扩散到水相中,

有吸附在界面上的趋势, 使得亲水性药物更集中在微

球表面[13,14]。同时, 载药量也影响药物的突释。通常

载药量越大, 药物的突释程度越大。

突释后一段的释放过程较为平稳。此时, 聚合物

发生溶胀, 孔隙增大, 形成较多的孔道, 被包裹在聚合

物内部的药物借助孔道向外缓慢释放[15]。这段时间

内, 微球表面及近表面的药物已基本溶出, 能够进入微

球的释放介质有限, 可能使微球内部的药物浓度饱和。

同时, 外部释放介质中药物浓度近似于零, 使得内外形

成一定的浓度梯度, 符合漏槽条件, 药物释放速率近似

恒定[8]。

最后溶蚀阶段微球的释药速率较快, 受聚合物降

解速率控制[16]。实际上, 聚合物的降解伴随在微球释

放的整个过程中, 只是在药物释放的尾声, 聚合物链的

快速水解断裂加快了释放进程, 并与聚合物的组成、分

子量、结晶度和端基等特征相关[5,17]。降解使聚合物长

链变为短链, 增加了微球的孔隙率和亲水性, 有利于介

质进入, 微球形成相互交联的药物释放通道, 最终不再

具有整球形态[8]。对于以 PLGA等聚酯材料为骨架的

微球, 聚合物降解主要是酯键的水解, 偏酸或偏碱都能

加速水解。同时水解过程中产生了酸性降解产物, 且

这些酸的生成速率高于扩散和被中和的速率, 使微球

内部生成局部酸性环境, 自催化加速降解[13,18]。与较

小尺寸的微球相比, 较大微球因为扩散距离的增加, 自

催化效果更明显[19]。

2 微球体外释放研究

体外释放行为是药物开发时必须考察的性质[18]。

同时, 微球制剂也需要测定体外释放来指导药物的体

内释放研究和体内外相关性的预测[20]。在许多情况

下, 没有得到预测能力可靠的 IVIVC是因为使用的体

外释放度方法对释药特征不同的微球处方不具备较好

的区分能力。当测定方法更加准确地反映了释药行

为, IVIVC创建成功的可能性就会增加[21]。所以, 注射

用 PLGA微球体外释放度测定条件和方法的选择, 既

要考虑药物自身的性质, 也要着眼于与体内药代动力

学参数有较好的相关性上。

影响微球体外测定的因素主要分为两类: 介质条

件和试验仪器[22]。介质大多从药物润湿的角度对释放

行为产生作用[18], 主要有介质体积、pH值、离子强度、

加入的表面活性剂、酶系统和缓冲系统等因素; 试验仪

器主要从流体动力学方面影响药物的体外释放测定,

包括温度、试验装置、搅拌速度/流速和搅拌方式等。

在实际操作时, 应通过调整释放条件和/或方法来充分

表达药物的释放行为。表 1[17,23-32]列出了美国 FDA批

准上市的注射用微球制剂常用的体外释放方法和释放

介质。

2.1 体外长期释放试验

因为微球释放行为的复杂性, 国内外都尚未制定

针对微球的统一的体外释放度测定方法[33,34]。体外长

期释放测定的方法和条件一般是模拟体内的真实释药

情况。值得注意的是, 测得的释放曲线应该体现完整

的释放过程, 不能丢失药物释放的任何片段。

2.1.1 直接释药法 直接释药法应用范围较广, 它是

将微球直接置于释放介质中, 采用适当的装置检测药

物的释放。该法可以通过恒温水浴振荡法、桨法和摇

床法进行。释放介质的体积从几毫升到几百毫升不

等, 满足漏槽条件即可。某些情况下, 为了降低药物降

Table 1 Examples of in vitro release methods of injectable PLGA microspheres approved by the U. S. Food and Drug Administration

(FDA). a: Active pharmaceutical ingredient; b: Phosphate buffered saline; c: Dissolution methods database of FDA

APIa

Leuprolide acetate

Octreotide acetate
Somatotropin (rDNA origin)
Triptorelin pamoate
Lanreotide
Minocycline HCl
Risperidone

Naltrexone

Exenatide
Pasireotide

Triamcinolone acetoamide

Method
Sample and separate

Dialysis
Sample and separate
Paddle
Sample and separate
Dialysis
Flow-through cell

Flow-through cell

Sample and separate
Paddle

Flow-through cell

Condition
PBSb (33 mmol·L-1, pH 7.4, 1 mL) with 0.02% (v/v) Tween 20 and 0.02% (w/v)

sodium azide, 100 r·min-1 and at 37 ℃
Sodium acetate buffer (50 mmol·L-1, pH 4.0, 10 mL), 100 r·min-1 and at 37 ℃
PBS, 2 r·min-1 and at 37 ℃
Water-methanol (95∶5, 500/1 000 mL), 200/75 r·min-1 and at 37 ℃
PBS (pH 7.4, 20 mL), 60 r·min-1 and at 37 ℃
PBS (pH 7.8, 8 mL) and at 37 ℃
PBS (10 mmol·L-1, pH 7.4, 250 mL) with 0.01% (w/v) sodium azide at 37 ℃

and pump flow rate is 8 mL·min-1

PBS (pH 7.4, 50 mL) with 0.02% (v/v) Tween 20 and 0.02% (w/v) sodium azide

at 37 ℃ and pump flow rate is 8 mL·min-1

PBS (pH 7.4, 1 mL), 100 r·min-1 and at 37 ℃
Cetyltrimethylammonium bromide solution (0.2%, pH 2, 500 mL), 50 r·min-1

and at 45 ℃
PBS (10 mmol·L-1, pH 7.2, medium volume is 15 times solubility volume) with

0.1% (w/v) SDS and 0.01% (w/v) sodium azide at 35 ℃ and pump flow rate is

8 mL·min-1

Reference
[23,24]

[25]
[26]

FDAc

[27]
[28]

[24,29]

FDA,[30]

[31,32]
FDA

[17]
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解产物在介质中积累产生的影响, 需要对缓冲液进行

更换[35,36]。该测定法简单直接、结果较准确且易实现

高通量。直接释药法的主要缺点有: 微球易漂浮在释

放介质表面, 易在介质中聚集; 取样和介质替换过程中

样品的损失不可避免, 尤其是当释放介质体积较小时,

损失是不可忽视的[35]。

Chen 等[37]将 PLGA 复合 CaSiO3阿司匹林微球和

CaSiO3阿司匹林微球分别置于 1 mL 磷酸盐缓冲溶液

(phosphate buffered saline, PBS) 中 , 在 37 ℃下利用直

接释药法测定释放曲线。结果与 CaSiO3 微球相比 ,

PLGA复合CaSiO3阿司匹林微球持续释放超过 40天,

释药时间明显延长, 体外缓释现象明显。Pervaiz等[38]

制备了一种新的基于不同聚合物比例的奥氮平微球,

并采用恒温水浴振荡法对不同处方微球的体外释放行

为进行考察。将样品置于PBS (pH 7.4) 中, 在 37 ℃下

水浴振荡 (100 r·min-1)。结果表明, 其中PLGA (75∶25)

和 PLGA (85∶15) 的微球释放周期大于 30天, 具备稳

定、长效的释药能力。

2.1.2 动态透析法 动态透析法是将微球置于含有释

放介质的透析装置内, 随后被放入含有大量相同介质

的容器中进行试验, 从外容器中取样检测。透析膜可

以将测试环境分为两个腔室。因为皮下或肌内注射给

药时微球会在组织内缓慢扩散, 所以膜透析仪器中非

漏槽条件的膜内部分可以对应给药部位, 符合漏槽条

件的外部对应体内的血液循环。此法较好地模拟了体

内真实释药条件 , 且取样和更换介质的简便性更

好[2,39]。设置测定条件时, 透析仪器的内容积应至少比

外部容积小 6～10倍, 以获得足够的动力使药物被输

送到膜外[5]。如果药物与透析膜相互作用, 则应考虑

其他方法进行测定。该方法的局限性在于透析膜内微

球可能会聚集; 装置中透析膜的扩散系数不会完全一

致, 而且在时间的作用下, 同一透析膜的扩散系数也会

改变[5,40]。Kaihara等[39]采用桨法和动态透析结合的方

法对他克莫司微球的体外释放行为进行评价。结果显

示, 透析法结合内搅拌的桨法得到的微球体外 28天释

放度为 (92.3 ± 13.4) %, 并与体内行为的相关性最好,

表明该法是一种适合预测他克莫司微球体内释药的体

外方法。

2.1.3 流通池法 流通池装置具备更好的动态模拟人

体体液循环的能力, 在国外广受认可[41], 且已收载入

2020版《中国药典》四部附录 0931“溶出度与释放度测

定法”项下。流通池装置分为循环式和开放式两种, 前

者是闭合式系统, 对于后者的开放式系统来说, 始终以

新鲜释放介质通过样品, 和其他方法相比与人体环境

更加接近。目前研究人员常加入比例适当的玻璃微珠

来形成层流并防止微球的聚集, 适于难溶性药物的测

定[42-44]。并且该装置可将样品固定阻止漂浮, 释放介

质的 pH值、体积和流速也可随需要进行调整, 具有灵

活性[45]。

Rawat等[46]制备了牛血清白蛋白PLGA微球, 并同

时采用流通池法与恒温水浴振荡法进行体外释放度检

测。因为减少了取样时样品的损失, 流通池法与恒温

水浴振荡法相比, 具有更高的累计释放百分比 (高约

12%)。所以针对该类蛋白质 PLGA微球, 流通池法可

以大限度地减少差异 , 更符合真实释药现象。Zuo

等[47]在含 0.1 mol·L-1十二烷基硫酸钠的 PBS (pH 7.4)

中分别用摇床法和流通池法对罗替戈汀微球的体外释

放过程进行实时测定, 并将体内外释放行为相关。结

果表明, 两法的体外释放曲线相似, 得到的体内外相关

性均较好, 相关系数均大于 0.99, 但流通池法检测到该

微球初期的突释, 更好地描述了体外的释药情况。

2.2 体外加速释放试验

由于微球的长效缓释特性, 在体外模拟生理条件

下药物的释放需要很长时间, 给各阶段所必需的测定

工作带来不便[2]。所以, 体外加速释放试验被用于提

高药物释放效率, 缩短释药周期, 给微球的体外释放提

供快速、有效的评估途径。目前可通过添加/调整温

度、pH值、有机溶剂、表面活性剂、酶和搅拌速率等方

法进行微球的体外加速释放, 其中应用较多的是升温

和调节pH值[21,48]。

初期微球的突释速度非常快, 加速条件下该阶段

释放的时间更会缩短, 所以进行加速试验时可能会发

现释药曲线上的突释阶段难以辨别或丢失, 这时可以

进行部分长期释放研究来得到药物的突释特征[5,44]。

值得注意的是, 理想情况下同一处方的加速和长期释

放试验会遵循相同的释放机制[49], 但微球在较剧烈的

条件下释放机制有可能改变。总之 , 因为是针对

IVIVC研究的体外加速试验, 所以得到的体外加速结

果要与体外长期释放或体内释药情况相关。

提高温度既能通过增强基质分子的迁移性加速药

物扩散, 也能加速基质的水合作用和降解来加速溶蚀[5,49]。

聚合物玻璃化温度 (glass transition temperature, Tg) 是

影响微球释放的关键温度点, 多作为选择试验温度的

依据。温度在聚合物Tg以上时, 药物的扩散系数可能

成倍增加, 有效地加速了微球的释药[50,51]。Andhariya

等[30]分别考察了高温 (45 ℃) 和不同 pH值 (4.5、6.0和

9.0) 条件对纳曲酮 PLGA微球加速释放的影响。结果

表明, 升高或降低 pH值后药物变得不稳定。在 45 ℃

并加入抗氧化剂的条件下, 药物稳定且在短时间内释

放完全, 得到的加速释放曲线与长期释放曲线拟合较
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好, 可预测该微球的长期释药行为。Chen等[52]开发了

基于恒温水浴振荡法的加速方法, 在 50 ℃条件下得到

了 20(S)-原人参二醇PLGA微球的加速释放曲线, 并与

长期释放结果比较。经拟合发现, 长期与加速试验的

相关性较好, 可用加速试验替代长期释放试验对药物

进行评价。

pH值通过影响聚合物的水解动力学来提高降解

速率 , 加速效果较升温法温和[48]。Zolnik 等[53]在 pH

7.4的长期释放和 pH 2.4的加速条件下对不同分子量

PLGA微球 (25 K和 70 K) 的体外释放行为进行考察。

结果表明, 两种微球处方在酸性和中性条件下都表现

出三相释放, 降低 pH值没有改变微球释放机制, 低 pH

值条件只在最后阶段加快了释放, 前两阶段与长期条

件下微球的表现相似。在 pH 2.4时, 低和高分子量的

PLGA微球分别于 19和 52天释放完全, 而常释条件下

药物完全释放需要 30和 84天。虽然该加速条件的效

果不是很显著, 不适于释放周期长的处方, 但类似的加

速条件可能对体内外相关性的研究起到帮助。

另外, 也可以同时考察多个参数来寻找较优的体

外加速试验条件。Xie等[54]在释放介质中加入乙醇和

Tween 80, 同时采用程序升温 (0～1 h: 40 ℃、1～6 h:

45 ℃和6～30 h: 50 ℃) 法对胸腺五肽微球进行加速试

验。结果 3种分子量微球的体外加速结果与体内释药

曲线的相关系数均大于 0.97, 相关性好, 可采用加速释

放方法模拟体内释药。Hu等[55]考察 pH值、温度、渗透

压和乙醇浓度对不同分子量的利培酮微球释放的影

响, 寻找最佳体外加速释放条件并建立 IVIVC对相关

性进行评价。最终确定条件: 释放介质为含 20% (v/v)

乙醇的PBS (pH 7.0, 0.1 mol·L-1), 温度为 45 ℃时, 体外

加速释放与体内释放结果有较好的相关性, 可用来快

速评价该微球的释药特性。

总之, 不论是体外长期试验还是加速试验, 都应以

生物相关性作为重点指导依据[56]。释放度测定的条件

和方法越接近体内正常的生理状态, 就越有可能得到

好的体内外相关性结果。

虽然微球的体外释放试验模拟了体内释药环境,

但人体对 PLGA微球的反应是一个复杂的过程, 药物

的释放受很多因素影响, 如药物在注射部位的分配、该

部位可用液体量和肌肉注射时肌肉的运动情况等[57]。

同时, 也包括酶、脂质、自由基、过氧化物和吞噬细胞等

生物活性物质对微球的影响[58]。其中脂质等可充当增

塑剂, 增加 PLGA的流动性, 有利于水进入微球; 机体

引发异物反应产生的酸性产物、自由基等也可能加快

聚合物的降解[59,60], 因此, 在大多数情况下, 微球在体

内的释放和降解会倾向快于体外。

3 微球体内释放研究

探究药物体内的释放特征非常重要, 因为体内释

放行为最为直观地展现了药物的临床性能, 为研究人

员提供全面的药物信息。同时, 微球制剂通常携带大

剂量的药物, 应该通过监测药物在体内的行为评价复

杂环境中药物是否保持平稳释放, 以保障用药最基本

的安全性。

另外, 因为动物和人在物种上的差异性, 动物模型

得到的结果不能完全推论到人体内。药物开发时, 动

物模型描述的体内释药行为可以用来构建体内外相关

性, 但在监管中只有在人体进行的研究可以作为证明

生物等效性 (bioequivalence, BE) 或生物利用度的依

据[21,44]。与体外研究相比, 体内测定方法较统一, 目前

微球体内释药研究主要采用以下两种方法: 血药浓度

法和体内滞留法。

3.1 血药浓度法

该法是在给药后定时从动物模型或人体取血, 测

定血浆样品中药物的浓度, 得到血药浓度-时间曲线以

评价体内的药物释放行为。Yang等[61]制备了盐酸帕

洛诺司琼 PLGA微球, 并定时从大鼠眼眶后穿刺采血,

用超高效液相色谱-串联质谱系统检测得到药代动力

学数据并与静脉内注射盐酸帕洛诺司琼溶液比较。体

内研究表明, 盐酸帕洛诺司琼 PLGA微球与纯药物相

比, 半衰期延长, 体内消除延缓, 显示出稳定的血药浓

度水平 (0.207～1.238 ng·mL-1), 达到了对药物缓释的

期望。Zhang等[62]采用固-微胶囊化工艺制备了恩替

卡韦微球, 并从大鼠眶静脉丛采集血样, 通过高效液相

色谱-串联质谱法进行分析得到血药浓度-时间曲线。

研究人员发现该药物体内释放前期突释不明显, 血药

浓度较稳定, 可持续释放 42天, 表明制备的微球在维

持有效药物浓度的前提下, 延长了恩替卡韦在体内的

作用时间, 可满足药物长期治疗的需求。

3.2 体内滞留法

体内滞留法是定时取出给药部位残留的微球 ,

选用适宜方法测定药物的残留量, 再进一步得出药物

体内释放度的一种方法。Liu等[63]通过体内滞留法测

定醋酸曲普瑞林微球在体内的释放情况, 以确定该处

方体内和体外加速释放的关系。结果显示, 微球在体

内 30天内的累积释放量为 88.32%, 体外加速释药曲线

与体内释放数据具有很好的相关性 (R2 = 0.993 8)。

Zolnik 等[57]给大鼠分别注射不同分子质量 (13 K 和

28 K) 的地塞米松微球, 按时将包含微球的皮下组织从

注射部位取出, 利用高效液相色谱分析后计算释药量。

体内释放曲线显示, 13 K和 28 K微球的初始突释量分

别约为 48%和 15%, 并分别在释放的第 8天和第 12天
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达平台期, 体内与体外释放百分数也具有相关关系。

4 注射用PLGA微球体内外相关性的建立

探究可能的 IVIVC是寻找药物体内外释放关系的

关键。事实上, 一个成功建立的 IVIVC在微球药物的

整个生命周期中都能发挥积极的意义。

4.1 体内外相关性分类

2020 版《中国药典》将体内外相关性归纳为 3

类[64]: A级: 体外释放曲线与体内吸收曲线上对应的时

间点具有点对点的关系。在A级 IVIVC下, 两条曲线

可以重合或通过添加换算因子后重合, 获得的信息量

最大; B级: 应用统计矩原理将体外平均释放时间与体

内平均释放时间或平均滞留时间进行比较。不能依靠

B级 IVIVC预测血药浓度曲线; C级: 是特定时间点的

释放度 (如 t50%、4 h内的释放百分比) 与单个药代动力

学参数 (如 Cmax、AUC或 tmax) 相关联。只能说明部分

相关, 缺乏预测能力。

4.2 A级 IVIVC建立步骤

A级 IVIVC被认为是体外释放度和体内药代动力

学数据相关关系最有力的证明。同时, A级相关也是

监管机构认可的用于替代BE研究的唯一相关性[65,66]。

所以在微球制剂的研究中只有A级相关才有指导体内

的实际意义和预测体内释放的能力, 研究人员多致力

于A级相关性的开发, 对B和C级别的 IVIVC研究相

对较少。如图 2所示, 一般微球制剂A级 IVIVC的建

立步骤为: ① 选用不少于两种释放速率的处方, 获得

体外释放度数据 (最少检测 3个时间点以涵盖释放曲

线的早期、中期和晚期) 和体内血浆浓度数据。对于

释放与条件无关的药物 , 可以选择一种速率的处方;

② 对血药浓度-时间曲线选择合适的数据处理方法,

将其转换为体内释放百分比-时间的曲线; ③ 判断各

时间点体内释放百分比与对应体外释放百分比的相关

程度。通常采用最小二乘法进行线性回归。

IVIVC必须采用具有不同释放速率 (以溶解百分

比衡量具有≥10% 的差异) 的处方建立 , 以获取更可

靠、牢固的体内外相关性, 同时在外部预测能力评估中

也可能获得更好的结果[67]。最终得到的 IVIVC可以是

线性, 也可以是非线性的, 这些结果都可能对药物的释

放行为有较好的指示作用[68-70]。

在创建 IVIVC 时 , 有大量数据需要处理 , 目前

GastroPlus®、Simcyp Simulator®和 WinNonlin Phoenix®

等软件工具可简化繁琐的计算步骤, 被用来快速、准确

地得到 IVIVC模型和预测能力的评估结果[67]。

4.3 体内释放数据处理方法

体内外相关性的高低既与体外和体内测定的方法

有关, 也受体内释放结果处理方法的影响。IVIVC建

立的关键在于如何从微球的药代动力学数据得到体内

释放度与时间的信息。

4.3.1 模型依赖法 传统的依赖于隔室模型的瓦格

纳-纳尔逊 (Wagner-Nelson) 法和卢-里格尔曼 (Loo-

Riegelman) 法出现较早, 但仍是目前研究体内数据的

常用方法[71]。这两种方法被认为是反卷积法的特例,

与反卷积法的理论依据相同。如果给药后具有明显的

一室模型特征 , 可利用 Wagner-Nelson 法得到药物体

内释放曲线; 如给药后体内的药代动力学符合二室模

型特征 , 应使用 Loo-Riegelman 法。Shen 等[29]用直接

释药法和流通池法对不同工艺制得的利培酮微球体

外释放行为进行测定, 并将家兔实验得到的药时曲线

用 Loo-Riegelman 法反卷积 , 建立 IVIVC 对药物体内

释放参数进行预测。结果得到了A级 IVIVC且模型拟

合较好。经过验证, Cmax的内部预测性是不确定的, 但

外部可预测性符合要求。同时发现利培酮市售制剂

Risperdal®的预测与实际AUC值差异仅为 0.08%, 证明

了建立的 IVIVC不仅可用于预测处方相同制备工艺不

同的利培酮微球的体内性能, 还可用于预测载药量相

似但组成不同的微球的体内行为, 以指导微球药物处

方或生产工艺的变化。

4.3.2 反卷积法 作为一种推导体内“释放度-时间曲

线”的数学方法, 反卷积法支持通过血药浓度-时间曲

线得到药物体内释放度数据, 也支持由体内释放度-时

间曲线推导血药浓度数据。该法的应用不受模型限

制, 适于模型化困难药物的研究, 且拟合结果准确可

靠[72]。Li等[73]尝试分别采用反卷积法和基于药代动力

学 (pharmacokinetics, PK) 模型的模拟方法得到艾塞那

肽双壁微球的 IVIVC, 利用直接释药法得到体外累积

释放量, 并从大鼠眼眶静脉中取血分析得出药代动力

学参数。结果表明, 通过反卷积和模拟计算得出的微

球初始突释分别约为1.1%和1.2%, 得到A级 IVIVC且

模型拟合良好 (反卷积和模拟方法的 R2分别为 0.982

和0.984)。

4.3.3 其他方法 分数AUC法、直接测量法[57]、基于

PK模型的模拟方法[73]等也被提出用于得到体内释放

度数据。分数AUC法不涉及消除速率常数, 在数据处

理上更加简便[74]。Wang等[75]采用恒温水浴振荡法测

定 3种 PLGA分子量的醋酸戈舍瑞林微球体外的释放

行为, 用分数AUC法处理药代动力学数据, 并将不同

释放速率的微球分别组合, 建立 3个 IVIVC模型。结

果得到A级体内外相关性, 同时对模型的外部预测能

力进行评估, 发现预测与实际的累积释放曲线基本重

合 , 说明建立的 IVIVC 模型具备可预测性。D'Souza

等[76]对 4种不同释放速率的奥氮平微球用动态透析法
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表征体外释放行为 , 用 Nelson-Wagner法和分数 AUC

法处理体内吸收数据 , 并建立 A 级 IVIVC, 发现采用

Nelson-Wagner法和分数AUC法测定 4种处方的体内

释放曲线无明显差异, 同时不论是 4种处方分别建模

还是建立 1个 A级 IVIVC, 这两种方法得到的体内释

放曲线都与体外释放行为表现出良好的相关性, R2在

0.95到0.99之间。

需要注意的是, IVIVC仅对当前研究的或相似的

药物处方的工作是有效的[77]。例如 , 可使用同一

IVIVC的处方需要与建模使用的处方具有相同的释放

机制和给药途径, 具有大致相同的生产工艺和处方组

成等。

5 体内外相关性模型的评价

5.1 内部预测能力评估和外部预测能力评估

具备高度的预测能力是建立 IVIVC的目标[65,78]。

所以, 在使用建成的 IVIVC之前的最后一步是对其预

测能力进行评价。证明 IVIVC模型的可预测性就是将

某一体外释放数据通过模型拟合获得体内数据的预测

值与观测值进行比较, 得到预测误差的百分比 (%PE)

并分析是否超限。评价方法包括内部预测能力评估和

外部预测能力评估。

评估内部可预测性是用建模的初始数据进行; 验

Figure 2 Development of in vitro-in vivo correlation of PLGA microspheres. F1: Formulation 1; F2: Formulation 2
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证外部可预测性则应用非建模的体外数据。相比较而

言, 可以知道外部预测能力是更可靠的, 因为基于新的

数据对 IVIVC模型进行评估。通常, 除治疗指数窄的

药物的模型和仅用两种释放速率处方建立的模型必须

进行外部验证外, 其他模型经评价确认具有内部预测

能力可认为是有效的[77,78]。

5.2 内、外部预测能力的评估指标

IVIVC通过预测体内生物利用度的误差大小来被

评价[21]。因此, 目前将AUC和Cmax的预测误差百分比

作为评估指标。

内部预测能力要求单个处方 AUC 和 Cmax 的%

PE ≤ 15%, 且%PE的绝对平均值不大于 10%; 如果得

到的结果不满足要求, 需要进一步评估外部预测能力

作为 IVIVC是否有效的最终确定。外部可预测性的标

准规定 AUC 和 Cmax 的%PE ≤ 10%; 如%PE 在 10%～

20%之间, 还需使用额外数据进行研究; 若%PE高于

20%, 通常表示可预测性不足[78]。

Andhariya 等[23]制备了 4 种生产工艺不同的醋酸

亮丙瑞林 (leuprolide acetate, LA) 微球 , 使用 Loo-

Riegelman法处理微球的体内药代动力学数据, 并将制

剂组合建立两个 IVIVC模型, 同时进行内部和外部预

测。结果显示, 两个组合都得到了A级体内外相关性

(r > 0.97)。 IVIVC 1 的 Cmax 外部% PE 符合要求 , 但

AUC的外部%PE为-10.85%, 不在规定范围内, 说明该

IVIVC 模型可预测性不足。IVIVC 2 的内部 AUC 平

均%PE超限, 进而借助外部数据进行验证。外部AUC

和Cmax的%PE分别为 1.52%和 2.83%, 表明 IVIVC 2的

外部预测能力较好。此外, 还研究了 IVIVC 2对微球产

品 Lupron Depot®的预测性。结果AUC和Cmax的%PE

均在可认同范围内, 证实建立的 IVIVC 2不仅可用于

预测成分等效制备工艺不同的 LA 处方的体内行为 ,

也可对成分不等效的LA制剂进行预测。

若检验结果在可接受范围边缘, 那么可以通过重

建 IVIVC模型、重新进行内外部预测能力评估、更改评

估时选用的处方或优化体外释放度的测定过程等方法

再次评价[68]。预测能力的评估是判断建立 IVIVC是否

成功的唯一准则, 相关系数的显著性检验结果较优只

能表明在该模型中体内外释放行为的相关关系好, 并

不能代表 IVIVC预测能力的高低[78]。

6 体内外相关性在注射用PLGA微球研究中的应用

体内外相关性研究正逐渐成为微球制剂开发和监

管中关键的一步。目前 IVIVC在PLGA微球研究中主

要有 3方面的应用: 生物等效性的替代、释放度质量标

准的制定和处方开发的指导[24]。

在药物开发和监管中常利用BE等指标来验证药

物的一致性[21,65]。因为药物的BE结果用药代动力学

数据表示, 所以建立的 IVIVC如果被接受, 那么就允许

体外释放度结果作为复杂耗时的PK研究的替代, 既满

足研究和监管中对BE的需求, 又不需要大量的人体试

验[79,80]。体内研究的减免, 不仅可以节约资源, 而且加

快了新处方合理性验证、新药申请、仿制药开发和生产

变更等进程。

释放度是重要的药物特征, 可作为定义产品规格、

显示批间的变化或一致性、评估制造工艺中任何变化

的依据。释放度标准通常是依照进行临床或生物利用

度试验批次药物的性质建立[79]。利用连接体内外研究

的 IVIVC 制定的释放度标准不仅可以作为质控的工

具, 还可以被授予体内释放相关性。这样, 释放度检查

就可以预测体内PK参数, 大大降低了通过检验的微球

制剂在体内释放出现问题的几率。

处方可以在组成、制造工艺和制造设备等方面进

行优化。在最初的处方探索阶段, IVIVC可以体现各

种因素的变化对药物释放行为的影响, 动物实验的次

数被大量地减少, 并有益于筛选出更理想的处方。

IVIVC可用来帮助识别与上市药物临床试验结果

可能相似的仿制药处方。在Somayaji等[81]的一项研究

中, 建立了一种新型A级 IVIVC用于筛选仿制药处方。

与传统的A级 IVIVC创建步骤不同, 他们将 3种候选

处方 (1、2和 3) 的体外释放数据直接与参考上市药物

(reference listed drug, RLD) 的体内释放相关联 , 同时

假设与RLD相关的曲线斜率接近 45°的处方有更高的

R2值。结果显示, 处方 2位于可接受的误差界限内, 与

RLD数据有较好的相关性, 表明利用改进的 IVIVC筛

选候选的长效微球处方将提高进行BE评估的资格, 即

进一步对符合体内释放试验的候选仿制药处方进行筛

选, 可以减少临床试验数量, 加速仿制药的开发。

7 结语

负载药物的PLGA微球已经成为缓控释制剂研究

的一个主流方向, 在临床治疗上拥有很大的优势, 极具

应用潜力。同时微球也是一种复杂的药物剂型, 有很

多影响其稳定性的因素, 如载药量、包封率和骨架材料

等。即使制备时加入等量的药物、聚合物和辅料, 生产

工艺中的一些微小改变也会在产品特征上体现, 因此

加倍了药物的评价工作。随着 IVIVC的发展, 这种局

面得到了改善。

另外, 体内外相关性研究强调了体外释放度的重

要性。得到的体外结果被期望尽可能地复制体内释药

行为, 所以没有准确、重复性好的体外测定方法在一定

程度上阻碍了 IVIVC的发展。目前看来, 微球体外释

放度方法仍有很多值得思考的地方, 可以从药物释放
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机制和仿生溶出系统等方面进行更深入的探讨。

建立 IVIVC前, 需要评估建模的可行性, 正确理解

药物的性质和体内药代动力学行为, 以及选择可较好

预测体内的体外测试条件 ; 建立模型后 , 也需要对

IVIVC的预测能力进行客观的分析。这是一项需要统

筹规划的工作, 涉及的内容较多, 但得到的可靠的体内

外相关性结果将积极地推动微球制剂的后续发展。总

之, 当下研究者努力的方向是在保证药物性能的前提

下改革常规程序, 减少动物和人体试验, 更有效地进行

药物的研究和监管。所以, 科学的 IVIVC对临床前研

究中处方的早期筛选和优化、已上市药物的生产扩大

或批准后的任何变化都起到了简化的作用, 为复杂的

评价方法找到了新途径。

可以相信, 体内外相关性研究会得到更深入和广

泛的探索, 将在注射用 PLGA微球的整个生命周期中

发挥更积极的指导和规范作用。
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