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注射用噻吩诺啡缓释微球加速稳定性研究
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摘要: 为满足噻吩诺啡长效缓释的临床需求, 研制注射用噻吩诺啡微球, 本研究进行了其加速稳定性研究, 探究

该微球适宜的贮存运输条件。以丙交酯乙交酯共聚物 [poly(lactic-co-glycolic acid), PLGA] 为载体材料, 使用乳化

溶剂挥发法, 制备了 3批中试规模的噻吩诺啡微球。通过考察 37、45、52、60 ℃下微球的体外释放, 应用阿伦尼乌斯

方程, 建立释放速率常数 (lgk) 与温度 (1/T) 之间的线性关系, 得到方程: lgk = −8.073/T + 24.35 (R2 = 0.985 3)。结果

显示, 可使用高温下微球释放预测 37 ℃体外释放, 选择 52.0 ± 0.5 ℃作为体外加速释放条件。建立质量研究方法,

考察微球形貌、载药量、粒径及粒径分布、聚合物分子质量、有关物质等关键质量属性在加速条件下的变化, 并以差

异因子 f1与相似因子 f2比较加速条件下释放行为的相似性。结果发现, 注射用噻吩诺啡缓释微球在 25 ± 2 ℃、相对

湿度 (relative humidity, RH) 60% ± 5%的加速稳定性试验条件下, 6个月各关键质量属性均未发生显著变化, 提示微

球可短期贮存于室温, 长期贮存可放置在5 ± 3 ℃条件下。

关键词: 噻吩诺啡; 丙交酯乙交酯共聚物; 微球; 加速稳定性试验; 关键质量属性

中图分类号: R943 文献标识码: A 文章编号: 0513-4870(2022)08-2503-09

Accelerated stability test of sustained-release thienorphine loaded

microspheres for injection

DAI Xu-dong1,2, WANG Shan2, DI Jin-wei2, LI Ming-yuan1, YU Peng1*, ZHENG Ai-ping2, GAO Jing2*

(1. College of Biotechnology, Tianjin University of Science & Technology, Tianjin 300457, China; 2. Institute of

Pharmacology and Toxicology, Academy of Military Medical Sciences, Academy of Military Sciences, Beijing 100850, China)

Abstract: In order to meet the clinical needs of long-acting sustained-release thienorphine, injectable

thienorphine loaded microspheres were developed, and the accelerated stability study was carried out to explore the

suitable storage and transportation conditions of the microspheres. Using poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) as

carrier material, 3 batches of microspheres were prepared in pilot scale with emulsion solvent evaporation method.

By investigating the in vitro release of thienorphine loaded microspheres at 37, 45, 52, and 60 ℃, and applying the

Arrhenius equation, the linear relationship between the release rate constant (lgk) and the temperature (1/T) was

established to obtain the equation: lgk = − 8.073/T + 24.35 (R2 = 0.985 3), which showed that the release of

microspheres at high temperature can be used to predict the release in vitro at 37 ℃, and 52.0 ± 0.5 ℃ was selected

as the accelerated release condition in vitro. The quality research methods were established to investigate the

changes of critical quality attributes such as microsphere morphology, drug loading, particle size and distribution,

polymer molecular weight, and the related substances under accelerated conditions. The difference factor f1 and

similarity factor f2 were used to assess the similarity of release behavior under accelerated conditions. The results

showed that under the accelerated experimental conditions of 25 ± 2 ℃ and relative humidity (RH) 60% ± 5%, the

critical quality attributes of injectable thienorphine loaded microspheres had no significant change in 6 months,
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suggesting that the long-term storage condition could be 5 ± 3 ℃.

Key words: thienorphine; poly(lactic-co-glycolic acid); microsphere; accelerated stability test; critical quality

attribute

噻吩诺啡 (thienorphine) 是由军事医学研究院毒

物药物研究所合成的阿片受体部分激动剂, 与上市药

物丁丙诺啡相比, 镇痛效能更强, 依赖性小, 安全系数

大, 是一种高效低毒的防复吸药物[1-4]。然而, 防复吸

药物的临床应用经常受限于患者的依从性。美国药物

滥用研究所 (National Institute on Drug Abuse, NIDA)

进行的一项研究表明, 戒毒后 3～6个月通常出现药物

戒断症状, 数年后仍可复发[5]。对很多患者来说, 长时

间坚持每天口服脱瘾药物非常困难, 这也是造成脱毒

后复吸率居高不下的主要原因。微球注射 1次可在体

内缓释 1个月或更长时间, 被动给药及缓释释药的模

式使得噻吩诺啡长效注射微球的研发具有迫切临床

需求。

噻吩诺啡长效注射微球设计为每月注射 1次的肌

肉注射缓释制剂。微球所载药量通常为普通制剂日用

剂量的十几甚至数十倍, 如果在贮存期间发生明显的

理化性质变化, 可能导致体内药物释放行为的改变, 例

如贮存期间如保存不当导致微球发生降解, 会加重突

释, 造成严重的不良反应[6]。因此, 对噻吩诺啡微球建

立质量研究方法, 进行稳定性考察十分必要[7,8]。本文

按照《中国药典》(2020版) 四部附录 9014微粒制剂指

导原则和 9001 原料药物与制剂稳定性试验指导原

则[9,10], 建立载药量、有关物质、聚合物分子质量、粒径

及粒径分布和释放行为等关键质量属性评价方法, 进

行加速稳定性试验, 为确定注射用噻吩诺啡缓释微球

适宜的贮存和运输条件提供指导和参考[11-13]。

材料与方法

仪器 T18 均质机 (德国 IKA 公司); OS20S 机械

搅拌器 (美国大龙兴创实验仪器有限公司); LGJ-18C

型冷冻干燥机 (北京四环科技仪器厂有限公司);

JSM7900F 型扫描电镜 (日本日立仪器有限公司);

ICH260 型药物稳定性箱 (德国美墨尔特有限公司);

LHH-250GP型药品强光稳定性试验箱 (上海蓝豹试验

设备有限公司); U3000 高效液相色谱仪、U3000 凝胶

渗透色谱仪 (美国赛默飞世尔科技有限公司); Master‐

sizer 2000 (英国Malvern公司); SW23型恒温水浴震荡

摇床 (德国优莱博技术有限公司)。

试剂 噻吩诺啡原料药 (中国人民解放军军事科

学院军事医学研究院毒物药物研究所合成 , 含量

99.2%, 批号 20181127); PLGA DLG 7525 2CA (美国

Evonik公司); 聚乙烯醇 18-88 (德国Merck公司); 聚苯

乙烯对照品分子质量分别为 4、10、20、30、70、150、

200 kDa (美国 Sigma公司); 甲醇、乙腈、三乙胺、四氢

呋喃 (均为色谱纯, 美国赛默飞世尔科技有限公司); 二

氯甲烷 (分析纯)、磷酸二氢钾 (化学试剂) (国药集团

化学试剂股份有限公司); Tween-20 (北京博奥拓达科

技有限公司)。

载噻吩诺啡的长效注射微球制备 根据本实验室

前期所建方法, 采用乳化溶剂挥发法制备噻吩诺啡微

球[14]。将噻吩诺啡与PLGA共溶于二氯甲烷中作为油

相, 其中PLGA质量浓度为 150.0 mg·mL-1, 药物质量浓

度为 15.0 mg·mL-1; 配制 1.15%的聚乙烯醇 (PVA) 溶液

作为水相, 以 1 mol·L-1 NaOH 调整 pH 至 10.0; 调整油

相泵速 240 r·min-1, 水相泵速 1 500 r·min-1, 均质速率

2 000 r·min-1, 而后将所得乳液加入蒸馏水中进行固

化, 固化搅拌转速150 r·min-1。

将微球连同固化用水, 通过真空抽滤分离, 然后加

入蒸馏水, 清洗微球至水溶液澄清、无泡沫产生为止,

而后将分散在水中的微球进行冻干。预冻阶段: 将微

球放置在−20 ℃冰箱中 2 h; 升华阶段: 板层温度控制

在 0 ℃, 并在此状态下维持 8 h, 真空度低于 23 Pa, 直

到产品中的冻结冰升华完毕为止; 解析阶段: 板层温

度加热到30 ℃并维持8 h, 最后得到粉末状微球。

载药量测定实验 色谱柱Agilent Zorbax SB C18

柱 (250 mm × 4.6 mm, 5 μm); 流动相为乙腈−0.02 mol·L-1

磷酸二氢钾溶液 (含0.2%三乙胺, 用磷酸调至pH 3.0 ±

0.1; 45∶55); 检测波长 232 nm; 流速 1.0 mL·min-1; 柱温

35 ℃; 进样量 20 μL。供试品溶液配制: 精密称取噻吩

诺啡微球约20.0 mg置50 mL量瓶中, 加入甲醇5.0 mL超

声溶解后用流动相定容作为供试品溶液[15]。对照品溶

液配制: 取噻吩诺啡对照品适量, 加入甲醇溶解并定量

稀释制成浓度为 20.0 μg·mL-1的溶液。载药量 (drug

loading, DL) 的计算方程如公式 (1):

DL (% )=
Weight of drug entrapped

Weight of microspheres analyzed
×100 (1)

载药量测定方法学验证

专属性 空白辅料: 精密称取空白微球 (除微球

不含药外, 制备方法同“载噻吩诺啡的长效注射微球制

备”项下制备方法) 20.0 mg, 置 50 mL量瓶中, 加入甲
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醇 5.0 mL 超声溶解后用流动相定容作为空白辅料。

空白溶剂: 配制方法同“载药量测定实验”项下对照品

溶液, 其中不含噻吩诺啡。对供试品溶液、对照品溶

液、空白辅料、空白溶剂进样, 进行专属性考察。

线性及其范围 按“载药量测定实验”项下对照品

配制方法, 配成质量浓度为 100 μg·mL-1的储备液, 再

稀释成 2、4、8、16、20、30、40 μg·mL-1的溶液, 以浓度为

横坐标, 峰面积为纵坐标, 绘制标准曲线。

精密度 重复性试验: 按“载药量测定实验”项下

对照品溶液, 配制 6份, 进行分析, 测定噻吩诺啡峰面

积。中间精密度: 用不同实验人员对重复性试验中的

6份溶液进样, 对测得的12个数据进行分析计算。

准确度 按“载药量测定实验”项下对照品溶液配

制方法平行配制 3种浓度溶液 (16、20、24 μg·mL-1), 各

3份, 分别进样分析。

体外加速释放方法的建立 为提高体外释放行为

的测定效率, 建立加速释放方法, 评价在加速稳定性各

时间点的微球释放行为变化。精密称量 20.0 mg微球,

置于 50 mL 离心管中 , 加入 50 mL 等温的释放介质

[0.01 mol·L-1磷酸盐缓冲液 (phosphate buffered saline,

PBS, pH 4.0)], 分别置于 37、45、52、60 ℃的水浴摇床

中, 调节转速为 120 r·min-1, 并于 2、4、6、8、12 h和 1、2、

3、7、14、21、28、35、42、49、56、63天进行取样, 每隔 7天

更换新鲜的等温释放介质, 累积释放率到 90%以上为

取样终点。

依据阿伦尼乌斯方程 [公式 (2)], 对其进行变形处

理 [公式 (3)], 用于判断释放速率常数与温度间的关

系, 以预测37 ℃的体外释放。

阿伦尼乌斯方程: k = A × e
-Ea RT

(2)

经过变形为: lgk =
− Ea

2.303RT
+ lgA (3)

k: 温度 T时的反应速率常数; A: 指前因子; Ea: 表

观活化能; R: 摩尔气体常量; T: 热力学温度。

释放度测定实验 在 52.0 ± 0.5 ℃恒温水浴、

120 r·min-1振荡条件下 , 以 PBS (0.01 mol·L-1, pH 4.0)

为释放介质, 于 1、3、7天取样, 每次取 1.0 mL, 同时补

充等量等温的新鲜释放介质。以 0天的释放度作为参

比样品, 计算 f1差异因子与 f2相似因子, 计算方程分别

见公式 (4) 和 (5):

f1 = {éë ù
û∑t = 1

n || Rt - Tt [ ]∑t = 1

n Rt } × 100 (4)

f2 = 50 × log
ì
í
î

é
ë
êêêê1 + (1 n )∑t = 1

n (Rt - Tt ) 2ù
û
úúúú

0.5ü
ý
þ

× 100 (5)

色谱柱 : Agilent Zorbax SB C18 柱 (250 mm ×

4.6 mm, 5 μm); 流动相为乙腈−0.02 mol·L-1磷酸二氢

钾溶液 (含 0.2% 三乙胺 , 用磷酸调至 pH 3.0 ± 0.1;

37∶63); 检测波长 214 nm; 流速 1.0 mL·min-1; 柱温

35 ℃; 进样量 20 μL。对照品溶液: 精密称取原料药约

20.0 mg置 50 mL量瓶中, 加入甲醇 5.0 mL超声溶解后

用流动相定容, 得 400 μg·mL-1的储液。精密量取储液

1.0 mL置25 mL量瓶中, 加入5.0 mL释放介质, 最后用

流动相定容, 制得浓度为 16.0 μg·mL-1的对照品溶液,

经 0.45 μm 尼龙滤膜过滤, 取续滤液进行测定。供试

品溶液 : 称取 8.5 mg 噻吩诺啡和 91.5 mg PLGA 置于

100 mL量瓶中, 加入释放介质, 定容。再取 2.0 mL加

入10 mL量瓶中, 用释放介质定容至刻度。

释放度测定方法学验证

专属性 空白辅料 : 取空白辅料 PLGA 10.0 mg,

于 50 mL量瓶中, 加入释放介质定容。空白溶剂: 同对

照品溶液, 其中不含原料药噻吩诺啡。对供试品溶液、

对照品溶液、空白辅料、空白溶剂进样 , 进行专属性

考察。

线性及其范围 按“释放度测定实验”项下对照品

配制方法, 配制成质量浓度为 100.0 μg·mL-1的储液, 再

逐步稀释成 1.0、2.0、5.0、10.0、20.0、50.0 μg·mL-1的溶

液, 以浓度为横坐标, 峰面积为纵坐标, 绘制标准曲线。

精密度 重复性试验: 按“释放度测定实验”项下

对照品溶液, 配制 6份, 进行分析, 测定噻吩诺啡峰面

积。中间精密度: 用不同实验人员对重复性试验中的

6份溶液进样, 对测得的12个数据进行分析计算。

准确度 按“释放度测定实验”项下对照品溶液配

制方法平行配制3种浓度溶液 (12.8、16.0、19.2 μg·mL-1),

各3份, 分别进样分析。

稳定性 取对照品及供试品, 于25 ℃下放置2、4、

8、12、16、24 h进行检测, 计算 1天内对照品溶液与供

试品溶液的含量变化。

有关物质检测实验 色谱柱 Agilent Zorbax XBD

C18 柱 (250 mm × 4.6 mm, 5 μm); 流动相为乙腈

−0.02 mol·L-1磷酸二氢钾溶液 (含 0.3% 三乙胺, 用磷

酸调至 pH 3.0 ± 0.1; 32∶68); 检测波长 213 nm; 流速

1.0 mL·min-1;柱温35℃;进样量20 μL。精密称取50.0 mg

噻吩诺啡微球, 置于 100 mL量瓶, 加入 20.0 mL甲醇、

10.0 mL乙腈, 用流动相定容。采用 1%自身对照对杂

质进行定量分析。

有关物质检测方法学验证

专属性 精密称量 625.0 mg载药微球, 于 50 mL

的量瓶中, 加入甲醇∶乙腈 = 2∶1 (v/v), 超声溶解, 定容

后作为储液备用。酸破坏供试品制备: 取 2.0 mL储液

于 50 mL 量瓶中 , 加入 1 mol·L-1 HCl 5.0 mL, 振摇后 ,

60 ℃放置 12 h, 取出后 , 加入 1 mol·L-1 NaOH 5.0 mL
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以中和反应, 最后用“有关物质检测实验”项下流动相

定容。碱破坏供试品制备: 取 2.0 mL储液于 50 mL量

瓶中, 加入 1 mol·L-1 NaOH 5.0 mL, 振摇后, 60 ℃放置

8 h, 取出后, 加入 1 mol·L-1 HCl 5.0 mL以中和反应, 最

后用“有关物质检测实验”项下流动相定容。氧破坏供

试品制备: 取 2.0 mL储液于 50 mL量瓶中, 加入 1%过

氧化氢溶液 1.0 mL, 振摇后 , 60 ℃放置 15 min, 取出

后, 用“有关物质检测实验”项下流动相定容。

检测限和定量限 取储液, 用流动相逐步稀释, 进

样分析, 记录色谱图, 以可靠的检测出被测物质的最低

浓度或量为检测限, 信噪比一般为 3; 以可靠的定量被

检测物质的最低浓度或量为定量限, 信噪比为10。

线性及其范围 以定量限为线性范围的最低点,

配制质量浓度为 0.17～50.00 μg·mL-1的溶液 , 进样分

析。最终以峰面积为纵坐标, 浓度为横坐标, 采用最小

二乘法得到线性回归曲线。

聚合物分子质量检测实验 色谱柱为 Waters

Styragel Guard Column (30 mm × 4.6 mm); Styragel HR 4

(300 mm × 7.8 mm); Styragel HR 4E (300 mm × 7.8 mm);

Styragel HR 3 (300 mm × 7.8 mm) 串联; 流动相为四氢

呋喃 ; 流速 1 mL·min-1; 柱温 40 ℃; 进样体积 100 μL;

检测器为示差折光检测器。标准品溶液 : 精密称量

25.0 mg, 4、10、20、30、70、150、200 kDa聚苯乙烯聚合

物标准品, 分别置于 10 mL量瓶中, 加入四氢呋喃, 放

置 4 h, 用流动相定容, 用 0.45 μm滤膜过滤, 再使用液

相检测 , 以建立校正曲线[16]。供试品溶液: 精密称取

10.0 mg微球, 置于 10 mL量瓶中, 加入四氢呋喃, 放置

12 h, 最终用流动相定容, 用0.45 μm滤膜过滤。

聚合物分子质量检测方法学验证

准确度 配制3份质量浓度为4.0 mg·mL-1的PLGA

储液, 然后分别稀释成浓度为0.8、1.0、1.2 mg·mL-1的溶

液, 进样分析。

精密度 取空白辅料PLGA, 参照“聚合物分子质

量检测实验”项下供试品溶液配制 1份, 重复进样 6次,

测得数均分子质量 (number-average molecular weight,

Mn)、重均分子质量 (weight-average molecular weight,

Mw) 以及多分散系数 (polydispersity index, PDI, Mw/

Mn), 计算平均值。

扫描电镜观察 将导电胶带黏结在样品座上, 再

把微球粉末均匀地撒在上面, 用洗耳球吹去未黏住的

粉末, 之后进行喷金处理, 用电镜观察微球表面形貌。

加速稳定性试验 取中试 3批噻吩诺啡长效缓释

微球, 分装于 5 mL 规格的无色西林瓶中, 轧盖密封。

在 25 ± 2 ℃、RH 60% ± 5%的条件下, 开展加速稳定性

试验。

粒径检测 取 400 mL超纯水置于粒度仪的样品

池中, 超声 1 min, 除去体系中的气泡。设置仪器参数

为 : 通用分析模式 ; 光学模型 : Fraunhoferrfd; 分散介

质: 水; 遮光度: 6.0%～12.0%; 颗粒折射度: 1.709; 分

散剂折射率: 1.330。设置搅拌速度。待背景提示可测

量后 , 称取噻吩诺啡微球 200 mg, 加入 0.5 mL 1%

Tween-20, 再加入 1.5 mL 水分散 , 涡旋形成均匀混悬

液。滴加样品于样品池, 使其遮光度在 6%～12%, 重

复测 3次, 结果取平均值, 最后通过粒度仪分析测量结

果D10、D50、D90, 计算Span值。

统计学分析 采用Excel软件对数据进行处理和

统计学分析, 数据以 x̄ ± s表示。

结果与讨论

1 载药量测定方法验证

1.1 专属性 如图 1所示, 对照品和供试品溶液均在

232 nm有峰, 空白溶剂和空白辅料对噻吩诺啡的吸收

峰无干扰, 该方法专属性好。

1.2 线性范围 以浓度C1为横坐标、峰面积A1为纵坐

标进行回归分析, 得到线性方程: A1 = 0.565 3C1, R2 =

0.999 9。结果表明噻吩诺啡在 2.0～40.0 μg·mL-1时线

性关系良好。

1.3 精密度 重复性试验结果表明, 6份供试液含量

相对标准偏差 (relative standard deviation, RSD) 为

0.61%, RSD < 6.0% 表明该方法重复性良好。中间精

密度试验结果显示 , 不同实验人员测得含量 RSD 为

0.99%, 12个数据中各个含量的RSD < 2.0%, 该方法精

密度良好。

1.4 准确度 回收率试验结果显示, 3个浓度的平均

回收率为100.95%, 回收率限度在85%～110%, RSD值

为0.77%, 该方法准确度良好[17]。

2 体外加速释放方法的建立

噻吩诺啡微球常速体外释放呈典型的三相释放,

分别为突释期、延滞期、快速释放期, 其中快速释放期

呈零级释放。由图 2A 可见, 释放率达到 90% 以上的

时间从 37 ℃的 63 天降低到 45 ℃的 28 天、52 ℃的

14 天、60 ℃的 1 天 ; 突释从 37 ℃的 0.85% 到 45 ℃的

4.05%、52 ℃的 18.53%、60 ℃的 44.58%, 随着释放环

境温度升高, 突释量不断增加。

经计算 , 37、45、52、60 ℃的速率常数 k 分别为

0.022 8、0.081 6、0.404 0、1.199 0 d-1。使用变形的阿伦

尼乌斯公式得到 lgk与1/T (开氏温度) 的线性关系图见

图2B, 方程为: lgk = −8.073/T + 24.35, R2 = 0.985 3, 直线

斜率为−Ea/2.303R, 经过计算得出Ea为 36.95 kcal·mol-1,

并以该方程得到 37 ℃下噻吩诺啡微球的预测释放速
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率为 0.020 7 d-1, 与实测值 0.022 8 d-1相近。基于以上

研究 , 考虑到 60 ℃释放过快 , 4 h 便可释放到 60% 以

上, 难以观察到微球释放过程中的微小变化, 因此选择

52 ℃作为体外释放的加速条件, 基于此考察加速稳定

性试验中的体外释放行为。

此外, 噻吩诺啡微球在 37和 60 ℃下释放过程中

分子质量的变化均表现为一级降解动力学 (图 2C), 说

明环境温度越高, 微球降解越快, 也是导致微球在高温

下突释增大的原因之一[18,19]。

3 释放度测定方法验证

3.1 专属性 如图 3所示, 对照品和供试品溶液中均

在 214 nm处出峰, 空白溶剂和空白辅料对噻吩诺啡测

定无干扰, 该方法专属性好。

3.2 线性范围 以浓度 C2为横坐标 , 峰面积 A2为纵

坐标, 进行回归分析, 得到线性方程: A2 = 1.470 1C2 +

0.003 4, R2 = 0.999 1。结果表明本品在1.0～40.0 μg·mL-1

Figure 1 Content determination methodology validation-specific test

Figure 2 Establishment of accelerated conditions for thienorphine long-acting sustained-release microspheres. A: Thienorphine release

from poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) microspheres at 37, 45, 52, and 60 °C in phosphate buffered saline (PBS, pH 4). Lines are fitted

through the data post burst release; B: Arrhenius plot of the rate of thienorphine release from microspheres (PBS, pH 4) as a function of

temperature at 60, 52, and 45 °C (shown as circle). Rate constants at 37 °C for predicted and experimental values are shown as a solid and a

closed circle, respectively; C: Semi-logarithmic plot of the change in polymer weight-average molecular weight (Mw) with time. Thienorphine

loaded microspheres were incubated in PBS buffer (pH 7.4). n = 3, x̄ ± s
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时线性关系良好。

3.3 精密度 重复性试验结果表明 6份供试液含量相

对标准偏差为0.11%, 符合RSD < 6.0%的要求, 重复性

良好。中间精密度试验结果表明两位实验人员测得含

量RSD为 0.23%, 均小于 11.0%, 符合《中国药典》[20]中

要求, 精密度良好。

3.4 准确度 回收率试验结果显示 3个浓度的平均回

收率为 99.41%, 回收率限度在 85%～110%, RSD值为

0.24%, 该方法测定释放度准确性良好。

3.5 稳定性 24 h内对照品溶液含量 RSD 为 0.38%,

供试品溶液含量RSD为 0.21%, 表明供试品和对照品

均具有良好的稳定性。

4 有关物质方法学验证

4.1 专属性 如图 4所示, 本品在强酸强碱条件下均

有较好的稳定性, 在强氧化剂的作用下, 易产生有关物

质。在各破坏条件下产生的降解产物均能与噻吩诺啡

主峰完全分离。采用二极管阵列检测器, 对各降解条

件下的主峰进行峰纯度测定, 纯度因子均大于 990, 表

明本色谱条件下主峰为单一峰, 各杂质与主成分可有

效分离。

4.2 检测限和定量限 经检验噻吩诺啡主峰的检测

限为 0.085 μg·mL-1, 信噪比 ≥ 3; 定量限为 0.17 μg·mL-1,

信噪比 ≥ 10, 均符合《中国药典》(2020版) 四部 9101[20]

分析方法验证指导原则中的要求。

4.3 线性及范围 以浓度C3为横坐标, 峰面积A3为纵

坐标, 进行回归分析, 得到线性方程: A3 = 1.524 5C3 +

0.003 4, R2 = 0.999 1。结果表明噻吩诺啡在 0.17～

50.00 μg·mL-1的浓度范围内线性关系良好。

5 聚合物分子质量方法学验证

5.1 准确度 回收率试验结果显示 3个浓度的平均回

Figure 3 Release degree methodology validation-specific test

Figure 4 Relevant material methodological validation-proprietary
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收率为 101.6%, Mw的RSD值为 3.24%, Mn的RSD值

为 2.68%。多分散系数的RSD值为 1.36%。RSD值均

小于 5.0%, 该方法测定聚合物分子质量的准确性

良好。

5.2 精密度 分子质量测定日内重复性良好, Mn的

RSD 值 3.80%, Mw 的 RSD 值为 1.52%, 多分散系数的

RSD值为2.75%, 均小于5.0%。

6 噻吩诺啡长效缓释微球加速试验下的稳定性

加速试验期间, 各取样点噻吩诺啡微球的电镜下

形态见图 5, 主药含量及释放差异因子、释放相似因子

的测定结果如表 1所示。结果表明, 在此加速条件下,

噻吩诺啡长效注射微球在 6个月加速试验中, 外观形

态圆整、呈白色粉末, 性状未发生明显变化。药物回收

率在 98%～102%, 含量无明显变化, 符合《中国药典》

(2020版)[20]中对于药物含量稳定性的要求。差异因子

和相似因子的计算结果显示, 在加速试验各时间点的

微球释放无显著差异。

表 2为加速试验过程中噻吩诺啡微球的有关物质

检测结果, 相对保留时间 (relative retention time, RRT)

为 0.93 的有关物质为已知杂质 R-1-甲基-1-[(噻吩-2-

基)-乙基]-1-(4,5-环氧-18,19-二氢-3-羟基-6-甲氧基-6,

14-亚乙基吗啡喃-7-基)-甲醇, 是在合成过程中带入的

杂质 , 限度应小于 0.25%, 且该已知杂质在加速条件

下, 随放置时间的增加, 杂质占比未增加。RRT为 0.38

的有关物质含量在试验期间逐渐增加, 但其 6个月内

未超过 0.1%, 按照国际人用药品注册技术协调会 (The

International Council for Harmonisation of Technical

Requirements for Pharmaceuticals for Human Use, ICH)

指导原则对于杂质限度的要求, 低于报告限度。

对加速试验条件下微球中的PLGA分子质量考察

的结果如图 6A所示, Mw为 15.0 ± 0.2 kDa, 多分散系

数约为 1.50 ± 0.02, 说明噻吩诺啡长效注射微球在加

速试验条件下, PLGA分子质量未发生显著变化, 即微

Figure 5 Particle morphology of thienorphine microspheres in accelerated stability test. Scale bar: 10 μm

Table 1 The critical quality attributes determined in the accelerated

stability tests. f1: Difference factor; f2: Similarity factor. n = 3, x̄ ± s

Batch number

20210404

20210406

20210408

Time/month

0
1
2
3
6
0
1
2
3
6
0
1
2
3
6

Recovery percent/%

100.00 ± 0.03
100.7 ± 0.01

98.9 ± 0.05
99.8 ± 0.03
98.2 ± 0.01

100.00 ± 0.03
101.4 ± 0.01

99.9 ± 0.02
100.7 ± 0.07

99.0 ± 0.03
100.00 ± 0.08

101.0 ± 0.03
99.4 ± 0.03
99.4 ± 0.04
99.4 ± 0.01

f1

–

3
6
5
6
–

3
3
6
3
–

3
3
7
7

f2

–

100
100
100
100
–

100
100
100
100
–

100
100
100
100

Table 2 The related substances of thienorphine loaded micro‐

spheres in the accelerated stability tests. RRT: Relative retention

time;“-”: The value is below the detection limit; Impurity B: An

unknown impurity; Impurity G: A known impurity

Batch

number

20210404

20210406

20210408

Time/

month

0

1

2

3

6

0

1

2

3

6

0

1

2

3

6

Impurity B%

RRT

0.38

0.38

0.38

0.38

0.38

0.38

0.38

0.38

0.38

0.38

0.38

0.38

0.38

0.38

0.38

%Ratio of

impurity

–

0.065

0.078

0.091

0.099

–

0.063

0.074

0.086

0.097

–

–

–

0.071

0.099

Impurity G%

RRT

0.93

0.93

0.93

0.93

0.93

0.93

0.93

0.93

0.93

0.93

0.93

0.93

0.93

0.93

0.93

%Ratio of

impurity

0.145

0.152

0.129

0.136

0.137

0.143

0.129

0.115

0.081

0.137

0.134

0.134

0.120

0.138

0.129

%Ratio of

all impurity

0.145

0.217

0.207

0.136

0.240

0.143

0.192

0.188

0.081

0.234

0.134

0.134

0.203

0.209

0.229

·· 2509



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2022, 57(8): 2503 −2511

球无明显降解, 并且通过检测加速条件下 6个月的微

球粒径 (图6B), 结果显示, D50与Span无明显变化。

结论

本研究基于对微球关键质量属性的认识, 对噻吩

诺啡缓释微球在加速试验中的理化性质变化进行了测

定, 结果显示, 在 25 ± 2 ℃、RH 60% ± 5%的加速稳定

性试验条件下, 微球具有较好的稳定性, 各项性质未发

生显著变化, 提示微球可短期贮存于室温, 长期贮存于

5 ± 3 ℃环境下。

长效注射微球作为一种特殊注射剂, 其稳定性考

察中需关注的有与普通注射剂相似之处, 如外观性状、

含量、有关物质等考察内容, 也有特殊质量属性, 如聚

合物分子质量等普通制剂无需考察的项目[6]。体外释

放行为的变化关系到微球的优效性和安全性, 是微球

关键质量属性之一[21], 但噻吩诺啡微球的体外释放周

期长, 若进行 37 ℃下考察, 考察周期需 2个月。本研

究选择 52.0 ± 0.5 ℃, 加速微球体外释放。所建立的体

外加速释放条件可用于评价加速稳定性试验期间微球

释放行为的变化 , 且测定周期由常规的 63 天缩短至

7天, 极大提高了测定效率。

本研究对3批次中试注射用噻吩诺啡缓释微球所展

开的加速稳定性试验及其中的系列方法建立和方法学

考察, 可为同类型特殊注射剂的研究提供有价值的参考。
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