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利用热熔特征检出混合粉体中目标成分粒径及其分布 
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摘要: 药物与辅料的粒径是影响固体制剂质量的重要因素, 对原研制剂的逆向工程和仿制药的一致性评价
具有重要意义。本文利用可控加热导致微粒熔化前后的显微图像比对, 识别目标成分、去除干扰性微粒, 建立混
合粉体中目标成分微粒粒径及其分布的新方法; 以辅料硬脂酸 (stearic acid, SA) 为研究对象, 对具有不规则形
态和球形的 SA微粒样品, 从混合粉体中识别具有熔融特征的 SA微粒, 得到粒径及其分布; 应用同样的方法, 分
析非诺贝特片剂内的药物微粒粒径及其分布。研究结果表明, 经适当的前处理, 使得目标微粒与其他微粒在显微
视野下充分分离, 然后利用热熔特征可以测定混合粉体中目标成分的微粒粒径及其分布。本研究为原研制剂的
剖析和仿制药的一致性评价提供可行方法。 
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Abstract: The particle diameters of active pharmaceutical ingredient (API) and excipients are important 
factors to the quality of preparations and have great significances in the reverse engineering to brand products 
and the consistent evaluation of generic drugs.  In this study, a novel method was established for particle size       
determination to identify the selected component and eliminate other interferential particles by comparing       
the microscopic images before and after fusion caused by controllable heating.  Stearic acid (SA) particles in       
irregular and spherical shape were selected as a typical excipient to demonstrate the methodology, which were 
identified from the mixed particles based upon its melting characteristics to detect their particle sizes as well as 
the size distributions.  In the same approach, the morphology and particle size of fenofibrate particles as API      
in tablets were analyzed.  The results illustrated that the particle diameters and particle size distributions of       
the selected components in the mixture of particles can be detected via the hot-melting characteristics under the 
prerequisite of proper pretreatment to separate selected components from other particles in microscopic field.  In 
conclusion, this research provides a practical approach for the reverse engineering purpose to brand products        
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and the consistent evaluation of generic drugs. 
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固体制剂由药物活性成分 (active pharmaceutical 
ingredient, API) 与辅料共同组成, 原辅料的粒径及
其分布是影响药物制剂质量的关键因素[1]。药用辅料

直接参与到药物制剂的成型、填充、崩解与溶出、缓

释和控释等过程。因此, 确定原料药与辅料的微粒性
质对保证制剂质量有重要意义[2]。聚焦制剂内部药物

及其关键性辅料的微粒形态及粒径, 不仅有助于精
确控制药物制剂的质量, 还对创制新剂型具有指导
价值。在片剂等剂型中, 由于原辅料高度混合, 同种
微粒之间、不同微粒之间的空间关系复杂, 难以测定
单一微粒的粒径, 制剂内部药物及其关键性辅料的
物质形态及粒径的测定是药物制剂剖析与一致性评

价研究的难点。成像是研究固体制剂内部物质形态及

分布最直接的方法, 然而, 当前能用于固体制剂内部
微粒形态及粒径的研究手段非常有限, 多数操作复
杂、数据分析难度大。例如, 核磁共振成像技术灵敏
度高且能实时在线成像[3], 太赫兹波成像利用光子能
量低的太赫兹辐射作为信号源可以实现高信噪比、高

灵敏度的无损伤检测[4], 但因技术本身的限制, 核磁
共振和太赫兹波成像的分辨率尚不足以提供药物制

剂内微粒的精细结构, 并不适合广泛的制剂结构三
维 (3D) 成像研究。激光共聚焦成像通过对同一样品
不同层面实时扫描, 然后叠加图像得到样品的 3D 结
构, 可以对较厚的荧光标本进行精细的光学切片分
析, 且图像的对比度和分辨率较好[5]; 光学相干断层
成像技术可以对不同深度组织所产生的反向散射强

度和延搁时间进行测量, 进而得到结构图像, 具有非
接触性、非破坏性等特点[6]; X-射线成像具有较高的
分辨率, 是目前较理想的三维成像技术[7]; 同步辐射
X-射线断层扫描显微成像具有可定量、非损伤、高灵
敏度和高分辨率性质, 已用于氯吡格雷、扑热息痛等
药物在制剂内的原位粒径分析, 但设备资源极其紧
张限制了其应用[7,

 
8]。上述方法由于成像技术复杂、

测试费用高、数据分析难度大和多数不能普及, 难以
在药厂实施, 制约了其实际应用。 

利用原辅料的热力学性质, 研究固体相变的方
法在药物制剂领域存在广泛的应用, 如药品检验、药
物生产过程中的质量控制等[9]。受热时, 有的药品在
熔融的同时分解, 有的药品则有明确的熔点[10]。测定

熔点可以对药物进行鉴别, 也可反映药物的纯度, 是
衡量药物质量的重要指标。热台显微镜[11]是在偏光

显微镜的基础上加装了恒温工作台, 同时具有热分
析和光学分析两种功能, 可直接观察物料的相变、熔
融、分解和重结晶等热力学动态过程, 具有测量周期
短、测试步骤简单、能直接观察目标成分相变的动态

过程等优点。本研究以硬脂酸 (stearic acid, SA) 为模
型辅料, 利用其热熔特征检出混合粉体中 SA 微粒, 
并对比不同混合微粒对 SA微粒粒径检测的影响, 建
立基于热熔特征识别混合粉体中目标辅料成分的方

法。同时, 以非诺贝特为模型药物, 利用其热熔特征
研究原研片与仿制片内药物微粒粒径及其分布特征

差异。通过热台显微镜采集目标成分熔化前后图像, 
使用 Image-Pro Analyzer (IPA) 软件对比识别目标成
分, 分析计算目标成分的平均粒径、定向长短接线径 
(Feret diameter)、面积相当径 (Heywood diameter) 和
周长相当径 (equivalent perimeter diameter) 等粒径
参数, 对混合粉体中 SA与片剂中非诺贝特微粒的各
粒径参数分别进行统计学分析, 为仿制药与原研药
的一致性评价提供新思路和新方法。 
 

材料与方法 
材料  硬脂酸 (纯度≥99.5%, 湖州展望药业有

限公司); 微晶纤维素 (PH-101, 美国 FMC公司); 乳
糖 (Flowlac 100, 德国美剂乐集团); Tween 80 (分析
纯, 南京威尔化工有限公司); 十二烷基硫酸钠 (分
析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 非诺贝特原研
片 (美国益邦制药公司); 非诺贝特仿制片 (国产某
公司); 图像处理软件 Image-Pro Analyzer (7.0 版, 美
国 Media Cybernetics公司)。 

主要仪器  透光反射偏光显微镜 (DYP-990)、精
密恒温工作台 (DY400) (上海点应光学仪器有限公
司); 涡旋混匀器 (MS3 数显型)、加热磁力搅拌器 
(ETS-D5) (德国 IKA公司)。 

粉末混合  将球形的硬脂酸 (spheric stearic acid, 
SAs) 微粒分别与微晶纤维素  (cellulose microcrys-
talline, MCC)、乳糖 (lactose, LAC)、微晶纤维素−乳
糖混合物 (1∶1, w/w) 按照 1∶2、1∶2.5和 1∶5 (w/w) 
比例置于 EP管中, 1 500 r·min−1涡旋 5 min, 使充分    
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混合。 
样品制备及显微图像采集 

样品制备  用 200 μL枪头蘸取少量 Tween 80平
铺于载玻片上, 形成无色透明的薄层; 再将样品填充
于洁净的 200 μL 枪头内, 用洗耳球尖头插入枪头大
口端, 枪头尖头以 45°度放置于载玻片的无色透明薄
层上方 2 cm处, 轻轻挤压洗耳球让粉末缓缓喷出并附
着于 Tween 80处理后的载玻片上, 使样品均匀分散。 

硬脂酸显微图像采集  采集载玻片上 SA熔化前
的微粒显微图后, 保持镜头、样品位置不变, 参照 SA
的熔点 (67～69 ℃) 将加热台从室温 (20 ℃) 开始
缓慢加热至 70 ℃ (接近目标成分熔点), 设置升温速
率为 1 ℃·s−1, 观察微粒形态变化, 采集 SA熔化后的
微粒显微图。 

非诺贝特片的分散及微粒图像采集  掰开非诺
贝特原研片、仿制片, 各称取 20 mg于离心管中, 加
入十二烷基硫酸钠 (0.2%, w/w) 水溶液 4 mL, 超声     
5 min使分散 (25 Hz, 25  ℃)。将得到的原研片、仿制
片微粒混悬液稀释 4倍后, 各移取 30 μL均匀涂布于
载玻片上, 真空干燥 2 h (20  ℃)。采集载玻片上的微
粒显微图后, 保持镜头、样品位置不变, 参照非诺贝
特的熔点  (80～82 ℃), 加热台由室温 (20 ℃) 开始

缓慢加热至 82 ℃ (接近目标成分熔点), 设置升温速
率为 1 ℃·s−1, 采集非诺贝特微粒熔化后的显微图。 

图像处理  在 IPA 中首先建立图像标尺; 将采      
集的显微图像转变为灰度图像, 调整亮度、对比度和
伽马值等参数, 增加目标微粒的对比度; 根据微粒分
布及成像分辨率设置面积、圆形度、半径比阈值提取

微粒, 在一种微粒样品的分析中使不同图片阈值的
设置保持一致; 对比熔化前后图片, 依据熔化后图    
片, 在熔化前图片中去除未熔的微粒, 并使用软件中
Count Size 工具, 计算得到熔化前图片中剩余微粒 
(目标成分) 的平均粒径、Feret径、Heywood径和周
长相当径等二维定量表征参数。平均粒径指通过目标

微粒圆心一点每隔 2° 划线, 所有线段的均值; Feret    
径指在投影面定方向外接平行线之间的距离 [12], 
Feret 径为在投影面定方向外接平行线的最长径和最
短径的均值; Heywood径 (DH) 是将粒子的投影面积 
(A) 当作圆面积计算求得的直径 [13]; 周长相当径 
(DL) 是将投影面的周长 (L) 当作圆周长计算求得的

直径。相关计算公式如下: 
DH = (4A/π)1/2                          (1) 
DL = L/π2                              (2) 
统计学分析   微粒的粒径采用“均值  ± 标准

差” ( x ± s) 表示。应用 SPSS 19.0软件进行统计学
分析, 不同粉体的数据采用 Kruskal-Wallis检验分析, 
P < 0.05为差异有统计学意义。 
 

结果 
1  混合辅料中目标成分检出的方法学建立 

药用辅料 SA 的熔点为 67～69 ℃, 在片剂中主
要作为润滑剂[14], 其润滑作用与其粒径和比表面积
有关[15]。 
1.1  不同类型的 SA微粒形态  未经处理的、不规则
形态硬脂酸 (irregular shape stearic acid, SAi) 微粒粒
径不均一, 呈扁平或针状 (图 1a); 而处理后的 SAs
的粒径相对均一, 粒径约为 10～50 μm, 呈规则的球
形 (图 1b)。使用热台对 SAi、SAs微粒加热至 70 ℃

后, 显微图片中的微粒全部熔化 (图 1c, d), 证明利用
热熔特征可以有效识别 SAi与 SAs微粒。 
 

 
Figure 1  Microscopic images of SAi particles (a, c) and SAs 
particles (b, d) before heating (a, b) and after heating (c, d) at      
70 ℃.  SAi: Irregular shape stearic acid; SAs: Spheric stearic acid 
 
1.2  混合粉体中 SAs 微粒的粒径测定  SAs 微粒形
态与MCC微粒可直观地区分, 而球形LAC微粒的形
态则与 SAs微粒相近, 需要进行热熔后, 利用熔化前
后微粒形态变化才能区分。采用 Tween 80薄层法, 分
别将混合粉体平铺于经 Tween 80薄层处理的载玻片
上, MCC (长条形或细微的点状微粒) 与 SAs (球形) 
分散均匀, 采集显微图像 (图 2a), 缓慢升温至 70 ℃

后, 可见 SAs 微粒熔融、呈液滴状, 未熔化的均为
MCC (图 2b)。SAs 微粒与球形 LAC 微粒按 1∶2.5 
(w/w) 混合 (图 2c), 加热至 70 ℃后, 可见部分球形微
粒熔化呈液滴状, 而未熔化球形微粒可断定为 LAC 
(图 2d)。同理, 将 SAs 微粒与 LAC-MCC 混合物按     
1∶5 (w/w) 混合, 采集显微图像 (图 2e), 加热至 70 ℃

后, SAs 熔化, 而 LAC 和 MCC 微粒均不发生熔化 
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Figure 2  Microscopic images of mixed powders of SAs-MCC (a, b), SAs-LAC (c, d), and SAs-MCC-LAC (e, f) before heating (a, c, e) 
and after heating (b, d, f) at 70 ℃.  SAs-MCC: Mixed powder of spheric steric acid and cellulose microcrystalline; SAs-LAC: Mixed 
powder of spheric steric acid and lactose; SAs-MCC-LAC: Mixed powder of spheric steric acid, cellulose microcrystalline and lactose 
 
(图 2f)。总之, 将 SAs微粒与不同形态、不同混合比
例的辅料 LAC 和 MCC 混合后, 在显微视野下观察, 
各微粒均可有效分散、微粒间干扰小, 利用各辅料的
熔融特征, 可有效地识别混合粉体中的 SAs微粒。 
1.3  混合粉体中 SAs 微粒的粒径分布  热熔法显微
观察后, 采集足够数量的 SAs 微粒 (每组  > 500 个), 
结合微粒数目与粒径分布范围, 对 SAs的平均粒径、
Heywood径、周长相当径和 Feret径作粒径频数分布
图。4 种粒径的频数分布图中 (图 3), 粒径累积分布
曲线趋势基本一致, SAs 微粒与不同辅料混合后, 测
定结果表明其微粒累积频数曲线高度重合, 微粒粒

径分布与未混合的 SAs 微粒的粒径分布基本一致; 
不同混合粉体中, 各组间粒径的粒径均值差异较小, 
均在 36～38 μm 内波动 (表 1), 表明各混合粉体中
SAs微粒粒径无显著差异, 说明本方法可以从混合粉
体中有效检出 SAs微粒。 

对以上不同混合比例和不同混合种类的粉体中

SAs 微粒的平均粒径、Feret 均径、Heywood 径、周
长相当径等参数进行统计学比较分析。使用 Kruskal-    
Wallis检验, P值均大于 0.05, 即未经混合的 SAs微粒
和混合粉末中的 SAs 微粒粒径分布相似, 证明球形
SAs微粒与不同辅料混合后, 利用热熔特征检出混合 

 

 
Figure 3  Pareto diagrams of 2D morphological parameters of SAs particles in mixtures of SAs-MCC, SAs-LAC, and SAs-MCC-LAC, 
in which the histogram and fold line represent the number and the cumulative frequency of SAs particles, respectively 

 
Table 1  Diameters of SAs detected from mixtures of SAs and other excipients  

Group Average diameter/μm Feret diameter/μm Heywood diameter/μm Equivalent perimeter diameter/μm 

SAs 36.92 ± 16.44 36.98 ± 16.34 36.39 ± 16.14 37.56 ± 16.75 

SAs-MCC 38.06 ± 16.37 38.67 ± 16.81 38.12 ± 16.86 38.72 ± 16.82 

SAs-LAC 36.86 ± 15.34 37.31 ± 15.09 37.15 ± 15.36 37.46 ± 15.00 

SAs-MCC-LAC 37.23 ± 16.84 38.01 ± 17.14 37.39 ± 17.07 37.69 ± 16.41 
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粉体中 SAs微粒粒径的方法准确可靠。 
2  片剂中药物成分的检出 

以非诺贝特为模型药物, 其熔点为 80～82 ℃, 是
临床常用的调血脂药物, 难溶于水, 微粉化非诺贝特
极大增加了药物和胃肠道的接触面积, 提高了生物
利用度, 其疗效与药物粒径有显著的相关性[16]。 
2.1  片剂中非诺贝特的粒径测定  片剂粉碎后的粉
体并不能直接在显微镜下观察, 需要适当处理, 以使
药物微粒与其他辅料分离, 而这样的分离不得对目
标成分的粒径造成影响。经预实验发现, 使用十二烷
基硫酸钠溶液和超声波处理后的非诺贝特原研片、仿

制片粉体能分散均匀, 但辅料微粒的形态与非诺贝
特微粒近似, 难以仅通过形态来进行分类; 通过前期
考察, 确定了十二烷基硫酸钠溶液浓度、超声波处理
强度与时间, 以保证药物微粒能充分地分散开, 而其
粒径及其分布不受影响; 利用热熔前后的微粒形态
变化的差异, 检出药物微粒。将处置后的待测样品置
于显微镜下 , 采集图片  (图 4a, b), 加热台由室温 
(20 ℃) 缓慢逐步加热至 82 ℃ (图 4c, d), 可见非诺
贝特微粒熔化呈液滴状。参照原研药品说明书, 非诺
贝特片中的辅料有羟丙甲纤维素、交联羧甲基纤维素

钠、MCC和硬脂酸镁等, 各辅料微粒在片剂中占比小, 
且熔点均高于 180 ℃, 显著区别于非诺贝特原料药, 
即在 82 ℃时不熔化的微粒为辅料微粒。使用 IPA对比
熔化前后的图片, 依据熔化后图片, 在熔化前图片中
去除未熔的微粒 (辅料微粒), 得到剩余微粒 (非诺
贝特微粒) 的图像, 并计算剩余微粒的粒径等参数。 
2.2  片剂中非诺贝特粒径分析  采集足够数量的原
研、仿制片中非诺贝特微粒 (每组>1 000个); 结合微
粒数量与粒径分布范围, 对非诺贝特微粒的平均粒 

 
Figure 4  Microscopic images of the dispersed particles of      
fenofibrate brand (a, c) and generic products (b, d) before heating 
(a, b) and after heating (c, d) at 82 ℃ 
 
径、Heywood径、周长相当径和 Feret径作粒径频数
分布图。4 种粒径频数分布图中 (图 5), 原研片与仿
制片中非诺贝特微粒的粒径分布存在一定差别。非诺

贝特原研片中药物单微粒粒径< 2 μm 的微粒数多于
仿制片中非诺贝特微粒数, 2～5 μm内微粒数少于仿
制片中的非诺贝特微粒数, 5～7 μm内的微粒数多于
仿制片中非诺贝特微粒数; 非诺贝特原研片中原料
药粒径频数分布相较于仿制片中的粒径分布更趋于

平缓, 说明原研片中非诺贝特微粒粒径较仿制片中
非诺贝特微粒粒径分布更加均匀。 

使用 Kruskal-Wallis检验对比分析非诺贝特原研
片、仿制片中非诺贝特微粒的各组粒径。经检验, 原研
片和仿制片中非诺贝特微粒的平均粒径、Feret均径、
Heywood径和周长相当径的P值均< 0.05, 证明原研、
仿制片中的非诺贝特的微粒粒径分布存在显著性差异。 

 

 
Figure 5  Particle size distributions of fenofibrate particles in brand and generic products 
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讨论 
原辅料的粒径是影响固体制剂药物质量的重要

因素, 利用热熔特征检出混合粉体中目标成分的微
粒粒径, 适用于具有明显熔点特征的辅料与 API, 结
合统计学方法对目标成分各粒径参数与原研制剂进

行对比分析, 为原研制剂的剖析和仿制药的一致性
评价提供了一个实用的基础方法。该方法的基本流程

是: ① 取样; ② 制样: 适当的反溶剂下分散, 载玻片
上涂布, 除去溶剂; ③ 常温成像: 热台显微镜采集同
一视野下的微粒影像; ④ 受热成像: 可控加热使目
标成分微粒熔化, 记录影像; ⑤ 目标微粒的识别与
检出; ⑥ 数据分析与统计。 

药物制剂内原料微粒、多种辅料微粒之间存在复

杂的空间关系, 显微图像并不能直接给出特定原料
药粉体或辅料粉体的粒径特征, 利用热熔特征检出
混合粉体中目标成分, 再进行定量分析, 具有一定的
局限性, 仅适用于熔点范围显著区别于混合粉体中其
他原辅料的情形, 而多个成分熔点近似、低熔点成分
存在时如何测定高熔点微粒粒径的方法学仍有待深

入研究; 利用热熔特征检测的微粒粒径均为二维等
效粒径, 其准确性可能低于高精度、高灵敏度的制剂
结构 3D 成像研究得到的三维参数; 统计足够数量的
目标成分微粒, 以提高实验结果的准确性。此外, 该
法受光学显微镜放大倍数及显微图像分辨率的限制, 
热台显微镜不适用于粉体粒径小于 1 μm的微粒检出
及粒径分析, 故利用热熔特征识别混合粉体中目标
成分需充分考虑原辅料目标成分熔点及其粒径范围。 

综上, 本研究以具有规则形态的 SAs 为研究对
象, 结合热熔特征与显微成像技术, 建立了混合粉体
中目标成分微粒粒径及其分布的新方法; 并成功将
其应用于分析非诺贝特片剂内的药物微粒粒径及其

分布, 为原研制剂的剖析和仿制药的一致性评价提
供示例和思路。 
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