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共焦显微拉曼光谱成像技术探究冻干制剂-注射用培美曲塞二钠中

药物分布均匀性

韩 静, 姚 静, 董美阳, 施亚琴*, 孙葭北*

(中国食品药品检定研究院, 国家药品监督管理局化学药品质量研究与评价重点实验室, 北京 102629)

摘要: 本文采用共焦显微拉曼光谱技术, 以注射用培美曲塞二钠为模型药物, 首次探究冻干制剂药物空间分布

均匀性的评价方法。对冻干物一定区域进行拉曼光谱扫描, 先采用经典方法 (夹峰法) 以药物和辅料的特征拉曼光

谱峰进行成像, 由于冻干制剂中药物在辅料中高度分散, 经典方法无法对二者的分布进行区分, 难以评价均匀性。

随后采用“特征峰强度比值法”, 以药物-辅料特征拉曼光谱峰的相对强度进行成像, 利用药物-辅料相对含量评价药

物分布均匀性。方法学验证结果表明, 药物-辅料拉曼峰相对强度与相对含量线性关系良好 (r2 > 0.99), 方法精密度

和回收率可以满足拉曼成像均匀性分析要求。以该方法对 5个厂家注射用培美曲塞二钠进行拉曼成像, 结合拉曼

峰相对强度频次分布直方图对药物分布均匀性进行评价, 结果表明不同产品均匀性分布特征存在明显差异, 原研产

品药物分布均匀性相对较好。本研究为冻干制剂药物分布均匀性提供了可靠的方法, 有助于产品的质量评价和工

艺优化。
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Abstract: The method of homogeneity evaluation for active pharmaceutical ingredient (API) spatial distribu‐

tion in lyophilized product was investigated for the first time with confocal micro-Raman spectroscopy mapping,

using pemetrexed disodium for injection as a model drug. Certain areas of the lyophilized product were scanned to

obtain Raman spectra. The classical method ("peak clipping" method) was employed for mapping with characteristic

Raman peaks of the API and the excipient. Due to the API being finely dispersed in the excipient in lyophilized

products, the classical method cannot discriminate between the two ingredients making the distribution homogeneity

difficult to evaluate. The "ratio of characteristic peak intensities" method was then utilized. Using this method, the

relative intensity of the characteristic Raman peaks of the API to the excipient was applied for mapping and the

relative content of API to excipient was calculated for a homogeneity evaluation of the drug distribution. The

validation of this method showed a good linear relationship between the relative intensity and the relative content
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of API to excipient (r2 > 0.99), and the precision and recovery were adequate for homogeneity evaluation of API

by Raman spectroscopy mapping. Five products of pemetrexed disodium for injection from different manufacturers

were tested through Raman maps applying this method and the histograms of relative Raman intensity were also

plotted by frequency to help the homogeneity evaluation of drug distribution. The results showed that there were

obvious differences in the drug distribution homogeneity from different products, where a more homogeneous API

distribution was found in the brand product. This research provides a reliable method for the homogeneity evalua‐

tion of API distribution, which facilitates quality evaluation and process optimization of lyophilized products.

Key words: confocal micro-Raman spectroscopy; Raman mapping; pemetrexed disodium; lyophilized product;

homogeneity of active pharmaceutical ingredient distribution

拉曼光谱是一种基于拉曼散射效应的非弹性散射

光谱分析技术[1]。拉曼光谱表现的是物质分子结构振

动和转动信息, 因此具有指纹图谱功能。近年来拉曼

光谱技术因其无损性、非接触性、分析时间短、分辨率

高、水分无干扰等优点, 在药品检测和质量评价方面得

到了大量应用, 例如药物成分识别、药物真伪鉴定、药

物晶型分析、药物定量分析、药物微量分析、药物成分

分布、药物含量均匀性分析等[2-11]。共焦显微拉曼成像

是将拉曼光谱分析技术与显微分析技术相结合的一种

新型可视化分析手段。它将拉曼光谱仪和一个标准的

光学显微镜耦合在一起, 在使用高放大倍数的物镜观

察样品的同时使用显微的激光光斑对样品进行拉曼光

谱采集。与传统拉曼光谱技术相比, 在灵敏度、分辨率

等多方面得到了提高[12]。

药物活性成分在制剂中分布均匀性表征是药品质

量研究的重要组成部分。药物分布均匀性一方面可以

反映产品制剂工艺, 另一方面也可能影响药物制剂的

稳定性甚至体内特征。共焦显微拉曼成像技术用于制

剂中药物分布均匀性评价具有便捷、直观等优势。

1999年, Breitenbach等[13]首次报道了这方面技术应用

研究。随着检测手段的发展, 结合表面增强拉曼光谱

技术, 已经可以实现对于痕量药物的成像和均匀性分

析[14]。然而, 几乎所有药物分布均匀性分析的研究对

象都是片剂[14-21], 针对注射用冻干制剂的相关研究和

分析方法未见报道。对于加入辅料的冻干制剂, 虽然

不会像片剂或胶囊受到原辅料混合工艺的影响, 但冻

干工艺变化很可能影响冻干物内部药物分布的均匀

性, 进而影响产品质量。因此这类冻干制剂的药物分

布均匀性问题也应该得到重视。

注射用培美曲塞二钠是临床上治疗局部晚期肺癌

或转移性非小细胞肺癌的常用药物。该药原研制剂力

比泰®于 2005年在我国上市, 此后也有多家企业生产

不同规格的仿制药上市销售。随着生产企业的增多,

不同厂家产品是否存在质量差异成为了药物一致性评

价研究的课题。2014年该药物国家评价抽验项目的

结果表明, 不同厂家产品冻干物的外观在表面光滑程

度、整体疏松程度、硬度等方面均有较大差异。由于不

同产品的处方大致相同, 主要辅料均为甘露醇, 因此提

示以上这些差异极可能为冻干工艺不同所导致。而不

同冻干工艺是否会影响冻干物内药物分布均匀性尚未

可知。本课题将以不同厂家生产的注射用培美曲塞二

钠为研究对象, 首次尝试研究冻干制剂内药物分布特

征, 探究共焦显微拉曼成像技术用于评价冻干制剂药

物分布均匀性的可行性, 为冻干制剂质量评价以及产

品工艺研究和改良提供新思路和新方法。

材料与方法

仪器 共焦显微拉曼光谱仪 (LabRAM HR Evolu‐

tion, 日本 HORIBA 公司), 激发光波长 532 nm, 功率

10%, 50 倍物镜 , 光栅选择 600 (500 nm), 共焦针孔

(hole): 200 μm, 光谱采集时间优化为 5 s, 累积 1次, 使

用 CCD 检测器对样品进行光谱采集 , Labspec®软件

(日本HORIBA公司) 处理光谱数据。

试药与样品 培美曲塞二钠对照品 ( 批号 :

100897-202004, 中国食品药品检定研究院); 甘露醇对

照品 (批号 : 100533-202006, 中国食品药品检定研究

院); 5个厂家注射用培美曲塞二钠样品信息见表1。

对照品与冻干制剂拉曼光谱的采集 对培美曲塞

二钠对照品和甘露醇对照品进行单光谱采集, 获得特

征拉曼光谱图, 确定二者的特征拉曼光谱峰。对不同

厂家培美曲塞二钠冻干物粉末进行单光谱采集, 获得

各产品的拉曼光谱图, 考察培美曲塞二钠和甘露醇的

特征峰在冻干制剂拉曼光谱图中的专属性。

对照品拼接物拉曼光谱成像 将培美曲塞二钠对

照品和甘露醇对照品横向拼接平铺于载玻片上, 用另

一载玻片按压获得一个平整表面。在拼接处进行二维

光谱阵列采集 (成像采集), 采集步长为 20 μm, 步数为

30 (X轴) × 20 (Y轴), 采用特征峰夹峰法对采集的光谱

图进行成像处理。

冻干制剂拉曼光谱成像 取 5个厂家的产品, 切
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割西林瓶, 分别取出完整的冻干物, 正向置于载玻片

上, 取另一载玻片轻轻按压冻干物上表面获得一个平

整表面 (不破坏冻干物整体结构)。在上表面12点、3点、

6点、9点及中心位置 5个区域依次进行成像采集, 分

别记为 1～5号, 采集步长为 20 μm, 步数为 30 (X轴) ×

20 (Y轴), 分别采用特征峰夹峰法和特征峰强度比值

法对采集的光谱图进行成像处理, 评价冻干制剂药物

分布均匀性。同法操作, 以 1 μm步长对原研产品进行

成像采集, 采用特征峰夹峰法对采集的光谱图进行成

像处理。

拉曼光谱成像处理方法 本研究中采用两种方法

对冻干制剂拉曼光谱进行成像处理, 分别为夹峰法和

强度比值法。夹峰法是以物质的特征拉曼光谱峰进行拉

曼成像处理的方法, 在光谱图中选择 1 625和 480 cm-1

的拉曼峰分别作为培美曲塞二钠和甘露醇的特征峰,

以不同颜色区分, 对二维采集的所有光谱图进行成像

处理, 成像图中每个像素点代表一张光谱图, 像素点的

颜色强弱代表图谱中所选特征峰的强度大小; 强度比

值法是以物质的特征拉曼光谱峰强度比值进行拉曼光

谱成像处理的方法, 在光谱中计算培美曲塞二钠与甘

露醇特征峰的强度比值 (RI), 以该值对二维采集的所

有光谱图进行光谱成像, 成像图中每个像素点代表一

张光谱图, 像素点由蓝色至红色代表着光谱图中峰强

度比值由小到大。

培美曲塞二钠相对含量测定法的方法学验证 将

不同比例 (培美曲塞二钠∶甘露醇 = 20∶80、40∶60、50∶

50、60∶40、80∶20、90∶10) 的培美曲塞二钠和甘露醇对

照品加水溶解并混匀 , 分别取 0.5 mL 置 EP 管中 , 于

-30 ℃预冻 6 h, 之后以-88 ℃/8 pa升华干燥 12 h进行

冻干, 得到不同药物-辅料比的自制冻干物。完整取出

冻干物, 于载玻片上按压成扁平状进行成像采集, 采集

步长为 20 μm, 步数为 30 (X轴) × 20 (Y轴)。计算各比

例冻干物所有采集光谱图中培美曲塞二钠与甘露醇特

征峰强度比值的平均值, 建立强度比值与药物-辅料比

例的线性关系。采用不同药物-辅料比的自制冻干物

分别进行二维光谱成像采集, 计算特征峰强度比值平

均值, 代入线性方程计算药物-辅料比, 评价方法回收

率 (n = 3)。选择药物-辅料比 50∶50的自制冻干物进

行方法精密度考察, 以 20 μm步长、5 (X轴) × 5 (Y轴)

成像采集 25张拉曼光谱图, 计算特征峰强度比值平均

值, 同一区域连续重复测定 6次, 计算日内精密度, 在

第2天和第3天分别重复测定3次, 计算日间精密度。

药物分布均匀性分析 为了更加准确、客观地以

“强度比值法”成像结果进行药物分布均匀性分析, 本

研究将各扫描区域内全部像素点 (光谱图) 中的峰强

度比值数据导入SPSS软件, 计算平均值 (RI mean); 将

峰强度比值取整 (I) 作为横坐标, 以取整后强度比值

出现的频次 (F) 作为纵坐标 , 绘制频次分布直方图。

直方图表示整个成像结果中培美曲塞二钠-甘露醇拉

曼光谱特征峰强度比值的分布特征。同时, 如图 1所

示, 分别引入最大频次 (h)、分布宽度 (w)、半分布宽度

(1/2w) 和最大频次的强度比值 (Imax) 等参数, 并计算最

大频次/分布宽度 (h/w) 和最大频次强度比值与半分布

宽度的差的绝对值 (|1/2w−Imax|), 用以评价药物分布均

匀性, 其中, h/w用于评价分布直方图的离散度, h/w越

大代表离散度越小, 说明该扫描区域内药物分布越均

匀; |1/2w−Imax| 可在一定程度上反映直方图的对称性,

用于初步评价分布直方图的偏度, 该数值越趋近于 0

即 1/2w与 Imax越接近, 直方图对称性越好, 说明扫描区

域内不存在药物集中分布偏多或偏少的现象。

结果

1 培美曲塞二钠和甘露醇拉曼光谱特征峰的确定

培美曲塞二钠对照品和甘露醇对照品的拉曼光谱

Table 1 Products of pemetrexed disodium for injection used in the study

Product

Brand product
Generic product No. 1
Generic product No. 2
Generic product No. 3
Generic product No. 4

Batch No.

A643880D
20130701
4010011DV
140401
PM21402A

Specification/mg

100
500
200
200
500

Formulation

(pemetrexed disodium∶mannitol)
50∶50
50∶50
50∶50
80∶20
50∶50

Note

Eli Lilly and Company
Domestic company 1
Domestic company 2
Domestic company 3
Foreign generic company

Figure 1 Graphic illustration of parameters for histogam evalua‐

tion. F: Frequency; I: Relative Raman intensity of pemetrexed to

mannitol; h: Maximum frequency; w: Distribution width
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如图 2所示, 两种成分分别在 1 625和 480 cm-1峰位处

具有互不干扰的拉曼散射峰, 前者推测为培美曲塞二

钠分子苯环结构弯曲振动引起的散射峰, 后者推测为

甘露醇分子中O-C-C结构的弯曲振动和不对称伸缩振

动引起的散射峰 , 分别将它们指定为两种成分的特

征峰。

2 培美曲塞二钠冻干制剂的拉曼光谱

原研和仿制药 5个厂家冻干制剂的拉曼光谱图基

本一致。以原研产品为例, 拉曼光谱图中明显可见峰

位为1 625 cm-1的培美曲塞二钠特征峰和480 cm-1的甘

露醇特征峰 (图2), 说明该检测条件下各产品拉曼光谱

图中培美曲塞二钠特征峰和甘露醇特征峰专属性良

好, 可以用于冻干制剂的后续分析和成像。

3 夹峰法成像对冻干制剂药物分布的评价

本研究中分别选取培美曲塞二钠特征峰 (1 625 cm-1,

标记为绿色) 和甘露醇特征峰 (480 cm-1, 标记为红色),

采用夹峰法对对照品拼接物和各厂家冻干制剂成像采

集的拉曼光谱图进行成像处理。

3.1 对照品拼接物拉曼光谱成像 对照品拼接物拉

曼成像处理结果如图 3所示, 图 3A为成像采集区域显

微图, 图3B为图3C和3D的叠加图, 图3C和3D分别为

单独选择培美曲塞二钠特征峰和甘露醇特征峰处理的

成像图。叠加图中红色区域和绿色区域可以互相区分,

并且其分布界线与光学显微镜下对照品拼接物中两种

物质的分布界线一致。该结果说明夹峰法成像分析方

法能够准确地识别区分培美曲塞二钠和甘露醇两种

物质。

3.2 冻干制剂拉曼光谱成像 对原研产品在 20 μm

步长下获得的扫描图谱进行成像处理, 成像图中代表

培美曲塞二钠的绿色区域和代表甘露醇的红色区域几

乎重叠, 说明该条件无法将二者在冻干制剂中的分布

进行区分, 每个像素点的拉曼光谱图中都同时存在培

美曲塞二钠和甘露醇的特征峰。在此基础上, 尝试通

过减小步长、增加分辨率将主成分与辅料在成像图中

区分。然而, 即使将扫描步长减小至 1 μm, 得到的拉

曼成像结果与 20 μm步长结果基本相同。以上结果证

明, 冻干制剂中的培美曲塞二钠高度分散在赋形剂甘

露醇中, 采用夹峰法进行拉曼光谱成像并不能将二者

区分, 无法达到评价药物分布均匀性的目的。

4 培美曲塞二钠相对含量测定法的方法学验证

内标法是拉曼光谱定量分析方法之一, 待测物质

与内标物质拉曼特征峰的相对强度与二者含量比例在

一定范围内呈线性[22]。可以利用该方法的原理建立培

美曲塞二钠与甘露醇特征峰强度比值 (即二者相对强

度) 与药物-辅料比例的线性关系, 对冻干制剂中主成

分与辅料的相对含量进行定量分析, 从而达到评价药

物分布均匀性的目的。采用不同药物-辅料比的自制

冻干物进行该方法的方法学验证。

4.1 线性 将自制冻干物所有采集光谱图中培美曲

塞二钠与甘露醇特征峰强度比的平均值对药物-辅料

比例作图, 建立线性关系, 得线性方程为 y = 3.844 2x +

2.564 5 (r2 = 0.992 9), 说明药物-辅料比在 20∶80～

90∶10内与特征峰强度比值线性关系良好。

4.2 精密度和回收率 选择药物-辅料比 50∶50的自

制冻干物进行方法精密度考察 , 计算日内精密度为

5.24%、日间精密度 RSD 为 5.77%。选择 5 种不同药

物-辅料比的自制冻干物 (培美曲塞二钠∶甘露醇分别

为 40∶60、50∶50、60∶40、80∶20、90∶10) 进行方法回收

率考察 (n = 3), 结果分别为113.44%、124.71%、106.62%、

Figure 2 Raman spectra of reference standards and brand product.

Pemetrexed disodium (red) characteristic peak at 1 625 cm-1, mannitol

(green) characteristic peak at 480 cm-1, brand product (blue) shows

the characteristic peaks of pemetrexed disodium and mannitol at

1 625 cm-1 and 480 cm-1 both

Figure 3 Raman spectroscopy mapping of mosaic mixture of

pemetrexed disodium (left side of mixture) and mannitol (right

side of mixture) reference standards. A: Optical image; B: Merge

of images C and D; C: Raman image generated by clipping peme‐

trexed characteristic peak at 1 625 cm-1 (green); D: Raman image

generated by clipping mannitol characteristic peak at 480 cm-1

(red). The scale bars are 50 μm
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103.25%和103.74%, 结果表明方法回收率良好。

方法学验证结果说明, 通过拉曼光谱扫描并计算

光谱图中培美曲塞二钠和甘露醇特征拉曼峰的强度比

值, 可以实现对冻干制剂中二者相对含量的准确定量

分析。在此基础上, 在二维光谱阵列分析中可以尝试

采用特征峰强度比值法, 即以二者特征峰强度比值作

为成像参数, 进行药物分布均匀性分析。

5 特征峰“强度比值法”成像对冻干制剂药物分布的

评价

以培美曲塞二钠与甘露醇的相对含量对药物分布

均匀性进行评价, 采用特征峰“强度比值法”对不同厂

家冻干制剂成像采集的拉曼光谱图进行成像处理, 结

果见图 4, 从左至右依次为每个产品 1至 5号区域内的

成像结果。如成像图中颜色标尺所示, 像素点由蓝色

至红色说明光谱图中峰强度比值由小到大, 代表扫描

区域内样品中培美曲塞二钠相对甘露醇的含量由低到

高, 整体像素颜色越均匀, 说明该区域内培美曲塞二钠

相对甘露醇的量越一致, 分布均匀性越好。观察成像

结果可以发现不同产品之间以及产品不同区域之间药

物分布均匀性都有不同, 其中原研产品的均匀性差异

最小, 而仿制药3号的均匀性差异最大。

根据各扫描区域成像结果绘制峰强度比值频次分

布直方图, 结果见图 5。其中, 仿制药 3号冻干制剂 5

个扫描区域内峰强度比值的分布最宽, 特别是 2号区

域直方图几乎呈扁平状。峰强度比值落在横坐标趋近

于 0 的区域内说明该扫描点的样品中几乎不含主成

分; 相反, 峰强度比值落在横坐标值较高的区域内说明

该扫描点的样品中主成分含量极高, 辅料含量极少。

从直方图结果可以看出, 仿制药 3号药物分布均匀性

明显不如其他产品。

对直方图进行参数分析, 如图 1所示计算参数 h/w

和 |1/2w−Imax|, 结果见表 2。仿制药 3号各区域内的 h/w

值远小于其他产品 , 说明其均匀性较差; 仿制药 4 号

(进口仿制药) 的 5个区域内 h/w的平均值在所有产品

中是最高的, 但是RSD较大, 说明该产品不同区域之

间药物分布均匀性差异明显, 其中区域3和5的均匀性

较好 (h/w 较大), 1、2 和 4 区域内的均匀性相对较差

(h/w 较小); 原研产品、仿制药 1 号和仿制药 2 号三者

h/w的平均值相似, 而原研产品 5个区域内 h/w的RSD

明显小于其他产品, 说明原研产品总体药物分布均匀

性较好, 不同区域内药物分布均匀性特征较为一致。

分析各产品直方图 |1/2w−Imax| 计算值, 结果表明原研

产品与仿制药产品相比药物分布均匀性相对较好; 而

仿制药 3号的各扫描区域的 |1/2w−Imax| 值均较大, 说明

出现了药物或辅料集中分布的部分。

此外, 将各产品 5个扫描区域内全部像素点中的

峰强度比值计算平均值 (region mean), 代入 4.1项下的

线性方程, 得到各产品中培美曲塞二钠与甘露醇相对

含量的计算值 (calculate value), 结果见表 2。相对含量

的计算值与实际处方中二者比例较为一致, 也验证了

本次基于特征峰“强度比值法”的拉曼测定和均匀性评

价的准确性和可靠性。

讨论

近年来, 基于不同光谱的显微成像技术在药物质

量表征和研究中得到越来越多的应用, 通过化学显微

Figure 4 Raman spectroscopy mapping of 5 products by relative Raman intensity of pemetrexed (peak at 1 625 cm-1) to mannitol (peak at

480 cm-1) in regions 1-5, respectively. The scale bars are 100 μm
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成像可以在保持样品完整的前提下直观获得样品内部

的结构信息[23-27]。其中, 采用拉曼光谱成像法评价药

物活性成分在制剂中的分布均匀性受到了较多关注,

主要因为其可以在一定程度上反映产品制剂工艺特

征, 有助于产品质量评价、工艺分析优化以及伪药劣药

鉴别[19,28,29]。该评价方法在片剂中的应用已相对成熟,

采用夹峰法进行成像处理, 便可得到各成分在制剂中

的分布成像图[29,30]。本研究在评价注射用冻干制剂中

药物分布均匀性时, 首先尝试了夹峰法进行成像处理,

结果发现即使将图谱采集精度减小到步长 1 μm, 也无

法将制剂中的药物和辅料区分, 分析认为这是因注射

用冻干制剂生产工艺与片剂不同导致的。片剂生产工

艺中药物和辅料为物理混合, 且粉末粒度通常在微米

级别, 将图谱采集步长减小到药物辅料粉末粒度以下,

采集到的拉曼光谱为单一成分的光谱图, 因此采用夹

峰法成像可将药物和辅料轻易区分, 观察到制剂中药

物成分分布的图像。而冻干制剂通常将药物和辅料先

全部溶解于同一介质中, 经过冷冻干燥过程将液体介

质去除形成固体冻干物。此时药物在辅料中呈高度分

散的状态, 大部分扫描点下的光谱图中都同时含有药

物和辅料的特征峰, 采用夹峰法成像无法将二者区分。

基于内标法拉曼光谱定量分析的原理[22], 本研究又采

Table 2 Parameters of histograms plotted by relative Raman intensity of pemetrexed to mannitol for homogeneity evaluation of peme‐

trexed distribution in different products

Product

Brand product

Generic product

No. 1

Generic product

No. 2

Generic product

No. 3

Generic product

No. 4

Parameter

RI mean

h/w

|1/2w−Imax |

RI mean

h/w

|1/2w−Imax |

RI mean

h/w

|1/2w−Imax |

RI mean

h/w

|1/2w−Imax |

RI mean

h/w

|1/2w−Imax |

Region

1

6.3

2.2

1.0

8.5

1.1

2.0

10.8

0.3

18.0

8.7

0.16

33.0

7.6

0.8

2.0

2

6.4

1.8

1.5

4.2

4.2

3.5

8.4

0.3

18.5

32.5

0.01

121.0

9.1

0.4

5.5

3

3.9

1.6

8.5

6.5

1.5

1.0

4.5

1.2

8.5

25.3

0.05

94.5

2.9

6.7

2.0

4

3.7

1.3

8.5

6.0

0.8

12.0

9.6

0.8

4.0

9.0

0.08

82.5

8.3

0.3

14.5

5

8.9

0.7

7.0

8.3

0.5

11.0

4.8

2.7

1.0

7.2

0.12

87.5

2.5

9.0

1.5

Region

mean ± SD (n = 5)

5.8 ± 2.2

1.5 ± 0.6

5.3 ± 3.8

6.7 ± 1.8

1.6 ± 1.5

5.9 ± 5.2

7.6 ± 2.9

1.1 ± 1.0

10.0 ± 8.0

16.5 ± 11.6

0.09 ± 0.1

83.7 ± 32.0

6.1 ± 3.1

3.4 ± 4.1

5.1 ± 5.5

Pemetrexed disodium∶mannitol

Calculated value

0.84

1.07

1.31

3.62

0.92

Formulation

50∶50

50∶50

50∶50

80∶20

50∶50

Figure 5 Histograms plotted by frequency of relative Raman intensity of pemetrexed to mannitol from all pixels in Raman spectroscopy

mapping of figure 4
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用了药物-辅料峰强度比值法以二者特征峰的相对强

度值对冻干制剂拉曼图谱进行成像处理。方法学验证

结果表明, 该方法可以准确反映冻干制剂中药物与辅

料的相对含量, 以此对冻干制剂中药物分布均匀性进

行分析与评价。同时研究中也发现, 由于冻干制剂为疏

松多孔的块状物, 进行拉曼光谱采集时扫描平面不如

片剂平整, 导致不同扫描点下的拉曼光谱图信号强弱

不一, 而采用峰强度比值法进行成像, 以药物辅料相

对含量进行评价, 也可以很好地解决这一缺陷给均匀

性分析带来的影响。因此峰强度比值法比经典的夹峰

法更适合用于对冻干制剂中药物分布均匀性的评价。

采用峰强度比值法的拉曼光谱成像评价 5个厂家

注射用培美曲塞二钠冻干制剂中药物分布均匀性, 综

合分析成像和频次分布直方图结果, 认为原研产品的

药物分布均匀性与各仿制药产品比较相对较好。此

外, 通过分析各产品不同区域内峰强度比值发现, 原研

制剂和仿制药 1号中心位置的峰强度比值比周围区域

高, 说明中心位置药物的相对含量比周围高, 而其余 3

个厂家产品的情况与之相反, 中心位置药物相对含量

较周围低。由于不同产品的处方组成大致相同, 以上

药物分布均匀性差异可能来自于不同产品之间冻干工

艺不同。

冻干制剂中药物分布均匀性在一定程度上可反映

制剂微观结构的一致性, 与冻干工艺密切相关。预冻

方式、预冻时间、冻干曲线都可能影响到药物和辅料的

析出速度与程度, 从而影响冻干物结构和药物分布均

匀性。良好的冻干结构能够保证冻干过程中溶剂顺利

逸出, 反之会增加溶剂挥发阻力。结构上的不均匀可

能会导致局部溶剂残留增加, 甚至可能会使活性药物

成分局部降解, 影响产品稳定性和体内药效以及毒性。

因此药物分布均匀性是冻干制剂的一个重要质量属

性, 可在多方面影响产品质量和体内性质, 有必要对其

进行评价。过去由于没有合适的测定和评价方法, 几

乎没有对冻干制剂药物分布均匀性的研究。随着检测

技术的发展, 冻干制剂药物分布均匀性相关的质量评

价以及产品工艺研究应受到更多关注。

结论

本研究采用共焦显微拉曼光谱成像技术, 以注射

用培美曲塞二钠为模型药物, 首次对冻干制剂内部药

物分布均匀性进行了研究。对比夹峰法和峰强度比值

法的成像结果, 夹峰法不能将药物和辅料区分, 而峰强

度比值法可以准确表征冻干制剂内药物-辅料的相对

含量, 适合用于冻干制剂内药物均匀性评价分析。采

用该方法对 5 个厂家产品中药物分布均匀性进行评

价, 结果表明原研产品的均匀性相对较好。本文为研

究冻干制剂药物分布均匀性提供了可行的思路和方

法, 有助于产品质量评价和工艺分析。也可尝试将该

方法用于栓剂、滴丸以及中药制剂等的相关研究工作。
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