
药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2019, 54(4): 710 −713

药物帕博西尼的定性和定量分析研究

王 娜, 戴苏云, 谢梦雨, 马雨璇, 王 冰*, 李 钢*

(南京师范大学生命科学学院, 分析测试中心, 江苏 南京 210023)

摘要: 采用差示扫描量热分析法 (differential scanning calorimetry, DSC)、扫描电子显微镜法 (scanning electron

microscopy, SEM) 和 X-射线粉末衍射法 (X-ray powder diffraction, PXRD) 对帕博西尼进行了结构表征, 初步建立

了帕博西尼A、B两种晶型的鉴定方法; 通过X-射线粉末衍射单峰法 (峰面积法和峰高法) 对帕博西尼 (palbociclib)

有效晶型 A 中混杂的晶型 B 进行了定量测定。结果表明 : DSC 法鉴定两种晶型其结果区分不够明显 , SEM 法

和PXRD法可快速有效鉴别两种晶型; 峰面积法和峰高法所建立的标准曲线方程分别为 y = 0.842 75x - 0.001 21和

y = 0.909 64x - 0.002 32, 两种方法的R2值分别为 0.986 17和 0.985 83, 两组曲线均取得了较好的线性关系, 其中峰面

积法的线性关系更好。峰面积标准曲线计算出B晶型的检测限 (limit of detection, LOD) 和定量限 (limit of quantity,

LOQ) 分别为 1.17%和 3.92%, 峰高标准曲线计算出B晶型的检测限和定量限分别为 1.19%和 3.97%, 峰面积法更为

灵敏。采用本实验的方法可快速的鉴定帕博西尼晶型A和晶型B并对其进行定量测定。
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Qualitative and quantitative analysis of palbociclib

WANG Na, DAI Su-yun, XIE Meng-yu, MA Yu-xuan, WANG Bing*, LI Gang*

(Test and Analysis Center, School of Life Sciences, Nanjing Normal University, Nanjing 210023, China)

Abstract: In this paper, three methods, differential scanning calorimetry (DSC), scanning electron microscopy

(SEM) and X-ray powder diffraction (PXRD), were used to characterize the structure of Palbociclib. The form-B

crystal mixed in with form-A crystal, the effective form of Palbociclib, was quantitated by the single peak method

(peak area method and peak height method) using X-ray powder diffraction. While the qualitative identification

by DSC was not clear, SEM and PXRD quickly and effectively identified two types of crystal. The standard

curve equations established by the peak area method and the peak height method are: y = 0.842 75x - 0.001 21 and

y = 0.909 64x - 0.002 32. This suggests that the linear relationship of peak area method is better than that of peak

height method (R2 = 0.986 17 and R2 = 0.985 83). The sensitivity of the peak area method (LOD = 1.17%, LOQ =

3.92%) are higher than the peak height method (LOD = 1.19%, LOQ = 3.97%). The methods from this study can

be used to identify and quantify palbociclib form-A and form-B crystal rapidly.
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自 20世纪 80年代开始, 我国乳腺癌的发病率和死

亡率一直呈上升趋势。乳腺癌发病率已经成为女性恶

性肿瘤的第一位 , 对女性身心健康造成了极大威

胁[1-3]。帕博西尼化学名为乙酰基-8-环戊基-5-甲基-2-

(5-哌嗪-1-基-吡啶-2-基氨酸)-8H-吡啶并[2,3-d]嘧啶-7-

酮[4], 结构式如图 1。帕博西尼自 2015年 2月 3日上市

以来 , 与来曲唑联用治疗雌激素受体阳性 (estrogen

receptor, ER+) 和人表皮生长因子受体 2 阴性 (human

epidermal growth factor receptor, HER2-) 的妇女晚期乳

收稿日期: 2018-11-26; 修回日期: 2019-01-14.

基金项目: 江苏省大型科学仪器设备共享服务平台资助 (BZ201403).

*通讯作者Tel / Fax: 86-25-85898176,

E-mail: 40010@njnu.edu.cn; 40388@njnu.edu.cn

DOI: 10.16438/j.0513-4870.2018-1067

·· 710



王 娜等: 药物帕博西尼的定性和定量分析研究

腺癌, 成为绝经期妇女晚期乳腺癌患者的一线治疗有

效药物[5-7]。它是一种抑制 4/6细胞周期蛋白依赖性激

酶 (cyclin-dependent kinase, CDK) 对成视网膜母细胞

瘤蛋白 (retinoblastomaprotei, Rb) 磷酸化作用的抑制

剂, 通过阻断细胞由生长期 (G1期) 到DNA复制期 (S

期) 来切断DNA的合成从而发挥药效[8-10]。相比于前

两代 CDKs抑制剂, 帕博西尼的选择性更高并且药效

更显著[11]。专利文献[4]中已公开报道帕博西尼具有晶

型A和晶型B两种晶型, 其中较为稳定的晶型A被认

为是抗癌药的有效晶型。制备过程较为复杂, 若制备

过程中稍有不当将会导致药物以混晶或无定型形式

存在。

对于同质异晶体的研究, 常借助于 DSC、SEM 和

PXRD, 在相关文献[12-14]中已有较多报道。因此, 本文

先通过这三种方法分别对帕博西尼的两种晶型进行表

征, 初步建立了定性分析方法。帕博西尼在制备过程

中常以A/B 混晶的形式出现, 而有效晶型是A晶型, 为

了确保药品质量, 需要一种切实有效的方法来测定帕

博西尼中晶型 A 和晶型 B的含量。本文采用 X-射线

粉末衍射单峰法中的峰面积法和峰高法对晶型A和晶

型B的混晶体系进行定量分析研究, 取得了可行的解

决办法, 为药物质量控制提供保障和科学依据。

材料与方法

单峰法原理 单峰法对样品的信息要求小, 方法

的灵敏度高。当固体药物为几种晶型的混合物时, 其

PXRD 图谱也是由这几种晶型的衍射图谱叠加而成,

且其衍射峰强度也会随着几种晶型比例的改变而呈现

出正相关的趋势[15]。在本文中, 首先配制一系列质量

百分比不同的帕博西尼晶型A和晶型B的二相体系混

合物。在同样的条件下收集混合物的 X-射线衍射图

谱, 获得晶型A与晶型B的衍射强度比值, 使衍射强度

与混合物中各晶型含量呈一定的线性关系, 从而得到

晶型A与晶型B的标准曲线。据此, 可根据标准曲线

获得未知样品帕博西尼晶型A和晶型B的含量。

仪器 天津天马衡基仪器有限公司的 FA2004型

电子天平; 河南太康科教器材厂的 SHB-3型循环水式

多用真空泵; 日本理学公司的D/max 2500VL/PC型阳

极转靶X射线衍射仪; 日本电子公司的 JSM-5610型扫

描电子显微镜 ; Analysis Diamond 差示扫描量热仪

(Perkin Elmer, 美国)。

材料 帕博西尼样品由南京卡文迪许生物工程技

术有限公司提供。

差示扫描量热法分析 (DSC) 称取样品约 2.0 mg

放入铝坩埚中密封, 将坩埚放入 DSC中进行测试, 以

氮气为保护气 (气体流量 60 mL·min-1), 将样品平衡至

25 ℃, 然后以 10 ℃· min-1的扫描速率升温至 300 ℃,

自然冷却。

扫描电子显微镜法分析 (SEM) 分别取帕博西

尼A晶型和B晶型样品粘结在样品座上, 镀膜处理后

放置于扫描电子显微镜下观察形态结构。测定条件:

加速电压5 kV, 放大倍数2 000倍。

X-射线粉末衍射法分析 (PXRD) 测定条件: 管

压: 40 kV; 管流: 200 mA。Cu-Kα辐射, 石墨弯晶单色

器, DS = SS = 1°, RS = 0.15 mm。扫描方式: 连续扫描。

实验样品的预处理 将帕博西尼A晶型样品和B

晶型样品分别过 200目筛, 使得粒径大小尽量一致, 便

于充分混合, 减小误差。

实验样品的配制过程 配制不同比例混晶体系。

本文采取研磨混合的方法来配制用于定量分析的二元

混合物。按照一定比例 (总量 300 mg) 分别于分析天

平上称取帕博西尼晶型A和晶型B的样品, 如表 1, 置

于玛瑙研钵中研磨混合, 编号N1～N14, 共14个样品。

数据的采集 将制备好的混合样品 (N1～N14) 在

相同的实验条件下进行 X-射线衍射扫描测定。测试

时, 将样品置于硼玻璃样品架填充区 (20 mm×20 mm×

0.2 mm), 使粉末试样均匀填充于样品架中, 填实后用

玻璃片轻压制片, 最后制得的试样表面应与样品架表

面齐平。比例相同的样品制样 3次, 测定 3次。取 3次

试样结果的平均值来建立标准曲线。

定量模型标准曲线的建立 帕博西尼晶型A和晶

Table 1 The proportion of form-A and form-B in the mixed crystal

system of palbociclib. N1-N14: The name of 14 samples of different

proportions

Form
A/%
B/%
Form
A/%
B/%

N1
99

1
N8
92

8

N2
98

2
N9
91

9

N3
97

3
N10
90
10

N4
96

4
N11
88
12

N5
95

5
N12
86
14

N6
94

6
N13
84
16

N7
93

7
N14
82
18

Figure 1 Structure of palbociclib (Mr 447.53)
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型 B 各有不同的特征峰。A 晶型在 2θ = 4.9°、7.8°、

10.0°、11.4°、17.0°、18.6°、22.4°和 22.9°处有特征峰 ,

2θ = 22.4°处为最强峰 ; 而 B 晶型在 2θ = 5.9°、10.8°、

12.7°、16.2°、18.0°、19.6°、22.5°和 26.5°处有特征峰 ,

2θ = 5.9°处为最强峰。因 A晶型在 2θ = 17.0°和 22.4°

处峰与 B 晶型的峰有重叠 , 所以选取 A 晶型在 2θ =

22.9°处峰作为定量分析的特征峰。选取 B 晶型的最

强峰, 即2θ = 5.9°处峰作为定量分析的特征峰。

采集数据后将所得的图谱用 Jade分析软件处理,

得到帕博西尼晶型A和晶型B特征峰的峰高强度和峰

面积积分强度, 根据公式 (1) 计算出晶型B与晶型A+

晶型B的强度比, 并以晶型B的质量百分含量对衍射

强度比作标准曲线。

X B =
I B

I A + I B

(1)

式中XB为衍射强度比; IB为B晶型的峰强度; IA为

A晶型的峰强度。

检测限和定量限 本文利用检测限 (LOD) 和定

量限 (LOQ) 两个指标来测试峰面积法和峰高法的灵

敏度[16]。计算公式见式 (2) 和式 (3):

LOD = 3.3σ/S (2)

LOQ = 10σ/S (3)

式中 σ为标准误差, 使用的是标准曲线截距的标

准误差; S为标准曲线的斜率。文中使用Origin软件对

两条标准曲线 (峰面积法和峰高法) 进行计算和分析。

结果

1 差示扫描量热法分析 (DSC)

帕博西尼 A 晶型和 B 晶型的 DSC 曲线如图 2 所

示。从曲线上看, A晶型和B晶型都仅有一个吸热峰,

测量得到的 A 晶型的熔点和热焓分别为 266.4 ℃和

96.0 J·g-1, B晶型的熔点和热焓分别为 270.5 ℃和 97.9

J ·g-1。由此可以看出, 两种晶型的熔点和热焓都比较

接近, 采用DSC法定性鉴定其结果区分不够明显。

2 扫描电子显微镜法分析 (SEM)

帕博西尼晶型A和晶型B的扫描电镜结果如图 3

所示, 晶型A与晶型B的形貌完全不同, 晶型A分层为

块状, 而晶型B为针状。结果与文献[4]一致, 可根据此

方法来鉴别帕博西尼晶型A与晶型B。

3 X-射线粉末衍射法分析 (PXRD)

从图 4和表 2中可以看出, 晶型A与晶型B各有不

同的特征峰。A 晶型在 2θ = 4.9°、7.8°、10.0°、11.4°、

17.0°、18.6°、22.4°和 22.9°处有特征峰 , 而 B 晶型在

2θ = 5.9°、10.8°、12.7°、16.2°、18.0°、19.6°、22.5° 和

26.5°处有特征峰, 与专利报道的结果基本一致[4], 误差

在±0.2°范围内, 可据此来鉴别晶型A与晶型B。同时,

不同的特征峰也可作为帕博西尼晶型A与晶型B定量

分析的基础。

Figure 3 SEM image of palbociclib form-A(A) and palbociclib

form-B(B)

Table 2 The comparison of palbociclib and patent

Number

1

2

3

4

5

6

7

8

2θ/°

Form-A

4.9

7.8

10.0

11.4

17.0

18.6

22.4

22.9

Patent[4]

5.1

8.0

10.1

11.5

17.1

18.7

22.5

23.0

2θ/°

Form-B

5.9

10.8

12.7

16.2

18.0

19.6

22.5

26.5

Patent[4]

6.0

10.9

12.8

16.4

18.1

19.8

22.6

26.7

Figure 4 Different characteristic peaks of palbociclib form-A

and form-B in PXRD patterns

Figure 2 DSC curves of palbociclib form-A and form-B. Peak:

Melting point; Delta H: The enthalpy change
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4 PXRD法定量标准曲线的建立

根据 X-射线粉末衍射峰面积法和峰高法测定了

N1～N14样品的晶型A与晶型B的特征峰强度数据, 由

式 (1) 可计算出峰面积标准曲线方程为 y = 0.842 75x -

0.001 21, 峰高标准曲线方程为y = 0.909 64x - 0.002 32。

两种方法的R2值分别为 0.986 17和 0.985 83, 两组曲线

均取得了较好的线性关系, 其中峰面积法的线性关系

较好。

5 检测限和定量限

检测限 (LOD) 和定量限 (LOQ) 可用来测试方法

的灵敏度, 根据公式 (2) 和公式 (3) 可计算出峰面积标

准曲线中 B 晶型的检测限和定量限分别为 1.17% 和

3.92%, 峰高标准曲线中B晶型的检测限和定量限分别

为1.19%和3.97%, 峰面积法比峰高法灵敏度更高。

讨论

在X-射线衍射的定量分析中, 通常每个物相选取

一条特征衍射峰采集数据。该衍射峰和其他物相的衍

射峰不可发生重叠, 尽可能选择独立且强度较高的特

征峰, 另外制样时还要避免择优取向等原因造成强度

不稳定、出现偏差的现象。本实验中因晶型A在 2θ =

17.0°和 22.4°与晶型B的峰发生重叠, 所以选取了晶型

A在2θ = 22.9°处峰作为定量分析的特征峰。选取B晶

型的最强峰, 即2θ = 5.9°处峰作为定量分析的特征峰。

本实验中, 帕博西尼晶型B极易黏附在研钵壁上。

在对晶型A和晶型B进行研磨混合时, 应采取适中的

力度进行。用力过大会导致样品黏附在玛瑙研钵壁

上, 从而造成数据不准确。

本文在定性分析帕博西尼两种晶型的基础上, 建

立了基于 PXRD峰面积法和峰高法的定量分析方法。

在药物帕博西尼的合成工艺中, 杂质的含量通常在较

低范围内波动。因此, 本实验配制了杂质晶型B在有

效晶型 A 中含量为 1% 到 18% 的样品, 而并非常量分

析时 1%到 100%的样品, 可更有针对性的对低杂质含

量进行定量分析。本文所采用的方法可快速准确的鉴

定出帕博西尼 A晶型和 B晶型并对其进行定量测定,

可应用于批量分析工作, 为药物质量控制提供保障和

科学依据。
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