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双零级模型法测定地塞米松植入剂的释放度
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摘要: 在地塞米松植入剂 (dexamethasone implants, DI) 的释放度实验中, 地塞米松(dexamethasone, DXM) 的降

解不可避免, 导致流池法测定的释放度结果仅达到70%～80%时即发生释放度曲线下降的现象。研究表明, DI在释

放度实验每个取样区间制剂中的药物呈近似零级释放, 并且DXM在释放介质水 (含 0.05 mg·mL-1苯扎氯铵) 中按零

级速率降解。依据上述结果, 本文建立的双零级模型推导出每个取样区间的释放度Ri的计算公式为 [Rim-R(i-1)m×(Cin/

Ci0)]×2/(1＋Cin/Ci0)。在每个取样区间, 只需要测定初期和末期的释放介质, 以及同法实验的原料液溶液中的主药

量, 即可计算包括降解药物在内的药物释放总量。本文还分析了双零级模型法测定的释放度曲线产生波动的原因

和误差来源, 并提出解决方案。结果表明, 双零级模型较好地解决了DI在经典释放度测定法中遇到的问题, 可以为

长效注射剂释放度实验中药物降解的定量表征提供一种方案。
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Abstract: Degradation of dexamethasone (DXM) is inevitable in the release test of dexamethasone implants

(DI). In the release test conducted with flow-through cell method, the measured release curves of DI started to fall

when cumulative release reached 70%-80%. Studies have shown that DI demonstrates a zero-order release rate of drug

within every sampling interval, and a zero-order rate degradation in water (containing 0.05 mg·mL-1 benzalkonium

chloride). Hence, this study establishes a double zero-order model (DZOM) to calculate the release during sam‐

pling intervals with the formula Ri = [Rim-R(i-1)m× (Cin/Ci0)]×2/(1＋Cin/Ci0). At each sampling interval, we measure

the initial and final drug contents in the release medium, and the concentrations of the active pharmaceutical ingre‐

dient (API) in the release medium obtained at the same condition of release test, to calculate the total released

DXM from the implants including the degraded drug. This paper has also analyzed the reasons for the fluctuations

in the drug release curve and the errors in the DZOM and provided solutions. Experimental results show that the

DZOM has effectively solved the problems encountered in the normal release method (NRM). The DZOM can be a

potential solution to drug degradation problems in the release tests of long-acting injections.
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地塞米松 (DXM) 为一种糖皮质激素, 具有消炎、

抑制免疫、抗休克及增强应激反应等药理作用, 多用于

自身免疫性疾病、过敏、炎症以及皮肤科、眼科疾病, 近

年来在癌症治疗中的应用也日益增多[1,2]。美国食品

和药品管理局 (FDA) 和欧洲药品质量管理局 (EDQM)

分别于 2009年和 2017年批准 Allergan公司爱尔兰工

厂生产的 DXM 玻璃体内植入剂上市, 用于治疗视网

膜静脉阻塞继发黄斑水肿等眼科疾病。在植入玻璃体

腔后的 2个月中DXM浓度维持较高水平, 并在 6个月

内持续释放DXM[3-5]。Ren等[6,7]开发的地塞米松植入

剂 (DI) 可经皮穿刺植入肾囊, 用于治疗肾病综合征,

释药周期可达 2个月。本研究团队研制的 DI采用热

熔挤出法制备, 考察了甘露醇作为亲水性基质在聚乳

酸-羟基乙酸共聚物 (PLGA) 骨架中发挥的作用[5,8]。

实时体外释放度实验是表征长效注射剂中药物在

体内释放的有效手段。释放度方法的设计应参考体内

释放的机制, 并且考虑释放部位的温度、分布、药物的

体积和渗透压等因素[9,10]。具有缓释作用的DI释放度

实验往往耗时数月, 且实验条件很复杂, 此时, 流池法

可发挥其巨大的优势: 长时间不间断运行和自动取样。

此外, 流池法的特点还表现为: ① 满足漏槽原则; ②

实验条件如样品池类型、释放介质的种类、组成和体

积、流速、温度等容易调整; ③ 本法已被美国药典、日

本药局方和英国药典收载, 便于推广和标准化。

释放度的测定一般以取样时释放介质中溶解的药

物总量表示, 即:

R = Rm (1)

式中, R是释放度; Rm是释放介质中的主药量, 通

过理化分析方法测定得到。速释制剂或大多数缓控释制

剂可用上式计算释放度, 但对于长效注射剂来说, 整个

释放度测定周期以周或月计, 期间药物在释放介质中

的稳定性需引起关注。已有研究人员发现DXM和纳

曲酮在释放介质磷酸盐缓冲液中均会发生降解[11,12]。

对于像多柔比星稳定性差的化合物, 即使释放度实验

只有几个小时到十几个小时, 降解仍然不能忽略[13]。

因此, 长效注射剂或主药不稳定的常规制剂的释

放度需要用下式修正:

R = Rm＋Rd (2)

式中, Rd是在释放介质中降解的主药量, 用理化分

析方法通常无法直接测定。

目前, 对于式 (2) 中 Rd的处理方式主要有下列几

种: ① 经典法, 忽略了Rd, 仍按照式 (1) 计算长效制剂

的释放度[14]; ② 取样分离法, 及时更换释放介质, 使降

解量 Rd在释放药物总量 R中占比始终处于极少的比

例, 从而忽略不计[12,15,16]; ③ 假定释放介质中制剂已释

放的药物与相同介质中的原料药降解速率相同, 取原

料药溶液同法进行释放度实验, 以取样时制剂与原料

药在各自释放介质中药物浓度的比值作为释放度[13]。

本文首次提出的双零级模型 (double zero-order

model, DZOM) 尝试解决 (2) 式中 Rd测定的问题。在

任一释放度取样区间内, 如果制剂的释放速率及药物

在释放介质中的降解速率均符合或近似符合零级速

率, 根据速率理论可推导出该取样区间中长效注射剂

的释放度Ri, 将各取样区间的释放度Ri累加后即为释

放度R。释放度实验中只需测定释放介质及同法实验

的原料药溶液中的药物量, 通过Excel软件计算即可。

材料与方法

仪器与试药 CE 7流池法溶出仪 (瑞士 Sotax公

司); 玻璃微纤维滤膜 GF/D 25 mm (Whatman 公司);

Agilent 1100 高效液相色谱仪 (配有高精度四元梯

度泵、在线脱气机、自动进样器、柱温箱和 DAD 检测

器 , Agilent 公司); DIKMA Diamonsil Plus C18 色谱柱

(150 mm×4.6 mm, 5 μm, 迪马公司)。

DXM对照品 (含量 99.7%, 批号 10019-201105, 中

国食品药品检定研究院); 供试品 [处方 1: 10%甘露醇

DI (含 50% DXM、10% 甘露醇和 40% PLGA), 批号

170220-4; 处方 2: L-PLGA (含 50% DXM 和 50% L-

PLGA), 批号 170220-2; 处方 3: 无甘露醇 DI (含 50%

DXM和 50% PLGA), 批号 170220-1] 均由药物制剂国

家工程研究中心提供, 每支含DXM 700 μg。乙腈、甲

醇 (色谱纯, 德国Merck公司); 85%磷酸 (分析纯, 上海

凌峰化学试剂有限公司); 苯扎氯铵 (benzalkonium

chloride, BC, L610P34, 99.60%, J&K公司); 水为超纯水。

DXM 降解速率的测定 色谱条件 : 色谱柱为

DIKMA Diamonsil Plus C18 色谱柱 (150 mm×4.6 mm,

5 μm), 柱温 30 ℃, 流动相为乙腈-水-85% 磷酸 (35∶

65∶0.59), 流速 1 mL·min-1, 进样量 20 μL, 检测波长为

250 nm。

取DXM对照品适量, 精密称定, 加甲醇使溶解并

用水 (含 0.05 mg·mL-1 BC) 定量稀释制成DXM质量浓

度约为 2 μg·mL-1溶液, 分别置于 2只离心管中, 密闭,

分置于44 ℃和37 ℃水浴中。44 ℃条件下分别于0、1、

2、3、7、14、21、28、35和42天; 37 ℃条件下分别于0、7、14、

21、28、35、42、49和 56天, 各取样 0.5 mL。精密量取上

述溶液各20 μL, 分别注入液相色谱仪, 记录色谱图, 按

面积归一化法以峰面积计算各时间点的主药量和杂质

总量, 考察DXM在不同温度下在水中的降解速率。

经典法测定释放度 取植入剂小池, 装入植入剂,

以水 (含 0.05 mg·mL-1 BC) 为介质, 体积 250 mL, 泵流
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速 8 mL·min-1, 温度为 37 ℃, 分别于 1、2、3、7、14、21、

28、35、42、49和 56天, 各取样 2 mL, 作为供试品溶液。

精密称取 105 ℃干燥 2 h后的DXM对照品适量, 加甲

醇使溶解 , 用水 (含 0.05 mg·mL-1 BC) 定量稀释制成

DXM 质量浓度分别为 0.101、1.01 和 2.02 μg·mL-1 溶

液, 作为对照品溶液。精密量取对照品溶液和供试品

溶液各20 μL, 分别注入液相色谱仪, 记录色谱图, 按外

标法以峰面积计算各取样时间点的释放量。1～14、

21 和 28～56 天的供试品溶液的质量浓度分别以

0.101、1.01和2.02 μg·mL-1对照品溶液校正因子计算。

DZOM测定释放度 如果将DI药物释放的整个

过程细分为若干个取样区间, 分别计作 t1、t2、t3…tk ,各

自区间对应的药物释放量分别计作R1、R2、R3…Rk。因

为释放量R具有加和性, 于是:

R = R1＋R2＋R3＋…＋Rk (3)

在任一区间 ti (1≤i≤k) 内, 只要 ti足够小, 可以认为

药物在此期间按近似恒定的速率释放, 即零级释放。

释放曲线通常将相邻两个取样点的释放度通过直线连

接, 也就是将制剂按零级释放处理。同时, 因为DXM

在介质中是按零级速率降解的, 称之为DZOM。

在 ti区间末期, 释放介质中溶解的药物量Rim来源

可分为两部分: ① ti-1区间末期已存在于释放介质中的

药物R(i-1)m, 又经过 ti时间的降解; ② ti区间制剂新释放

的药物Ri, 药物到达溶液中随即发生降解。

来源①的贡献量Rim1。R(i-1)m以游离的形式溶解于

释放介质中, 与同法实验的原料药溶液以相同的速率

降解, 在 ti区间末期, R(i-1)m剩余的药物量Rim1为:

Rim1 = R(i-1)m × (Cin/Ci0) (4)

式中, Ci0和Cin分别指同法实验的原料药溶液在 ti

区间初期和末期的药物浓度。

来源②的贡献量Rim2。植入剂中未释放部分的药

物不发生降解, 药物一旦释放到介质中, 降解随即发

生。在 ti区间内, 把 ti等分为 ti1、ti2、ti3…tij…tin共 n个时

间段 (n接近于无穷大), 因为药物释放和降解速率均为

匀速, 在任意一个时间段 tij内, 药物释放量Rij为 ti区间

药物释放量 Ri的 1/n, 而这部分药物在释放至介质中,

随即发生降解, ti1～tin 这 n个时间段中每个时段释放药

物的降解量分别为:

Rid1 = Ri /n × (1 - Cin / Ci0) × (n - 1) / n

Rid2 = Ri /n × (1 - Cin / Ci0) × (n - 2) / n

Rid3 = Ri /n × (1 - Cin / Ci0) × (n - 3) / n

……

Ridj = Ri / n × (1 - Cin / Ci0) × (n - j) / n

……

Ridn = Ri / n × (1 - Cin / Ci0) × (n - n) / n

式中, Ri为 ti区间的药物释放量, Ridj为 ti区间内第 j

个时间段内释放的药物的降解量。

将上述等式左右两边分别累加, 可得 ti区间植入

剂释放药物Ri的降解量为:

Rid = Rid1＋Rid2＋Rid3＋……＋Ridj＋……＋Ridn

= Ri /n × (1 - Cin / Ci0) × (n - 1) / n＋Ri /n × (1 -

Cin / Ci0) × (n - 2) / n＋Ri /n × (1 - Cin / Ci0) × (n -

3) / n ＋……＋Ri / n × (1 - Cin / Ci0) × (n - j) /
n＋……＋Ri / n × (1 - Cin / Ci0) × ( n - n) / n
= Ri / n × (1 - Cin / Ci0) × (n - 1＋n - 2＋n -

3＋……n - j＋……＋0) / n
= Ri / n × (1 - Cin / Ci0) × n × (n - 1) / 2 / n
≈ Ri × (1 - Cin / Ci0) / 2 (5)

Rim2实际上是 ti区间内制剂的药物释放量 Ri与随

即降解的药物量Rid的差值:

Rim2 = Ri - Rid = Ri - Ri × (1 - Cin / Ci0) / 2 (6)

于是 , Rim = Rim1＋Rim2 = R(i-1)m × (Cin / Ci0)＋[Ri - Ri ×
(1 - Ci / Ci0) / 2] (7)

公式 (7) 经变换后, 得到:

Ri = [Rim - R(i-1)m × (Cin /Ci0)] × 2 / (1＋Cin / Ci0) (8)

公式 (8) 是 DZOM 法计算 DI 释放度 R 的数学基

础。式中, Ri是 ti区间的释放度, 一般指相邻两个取样时

间点之间的释放度; R(i-1)m和Rim分别为 ti区间初期和末

期释放介质中的主药量; Ci0和 Cin分别为同法实验的

原料药溶液在 ti区间初期和末期的主药浓度。R(i-1)m、

Rim、Ci0和Cin均可通过理化分析方法直接测定得到。

DZOM 法测定 DI 释放度按照经典法测定释放

度项下实验, 按外标法以峰面积计算各取样点释放介

质中的药物, 即为公式 (8) 中的 Rim, 前一次取样点的

Rim即为本次取样点的 R(i-1)m。另取 DXM 质量浓度约

为 2 μg·mL-1的原料药释放介质溶液 250 mL, 置于流池

法储液瓶中, 与制剂同法实验, 按面积归一化法以峰面

积计算各取样点释放介质中的原料药浓度, 即为公式

(8) 中的 Cin, 前一次取样点的 Cin即为本次取样点的

Ci0。通过Excel软件, 将各区间的测定结果Rim、R(i-1)m、

Cin和Ci0代入公式 (8) 计算该区间释放度Ri, 将各Ri代

入公式 (3) 计算释放度 R。本次实验中, R1为 0～1天

的释放量, R2为 1～2天的释放量, R3为 2～3天的释放

量, R4为 3～7天的释放量, 其他依次类推。如果要计

算 7天的药物释放量, 即 R = R1＋R2＋R3＋R4; 计算 28

天的药物释放量, 即R = R1＋R2＋R3＋…＋R7。

结果

1 DXM降解速率

以降解时间为横坐标, 各温度下 DXM 百分含量
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为纵坐标进行线性回归, DXM 在水 (含 0.05 mg·mL-1

BC) 中按零级动力学降解:

44 ℃: Y = -0.022X + 0.987, r2 = 0.985

37 ℃: Y = -0.010X + 0.965, r2 = 0.982

2 经典法

所有处方的释放度均在 28 天达到峰值 70%～

80%, 然后出现释放曲线下降的现象 (图 1), 释放度结

果明显低于制剂中主药含量。该释放曲线实际上是制

剂中药物释放与溶液中药物降解的综合反映, 类似于

药物在体内的药时曲线, 吸收及代谢同时发生。因此,

经典法测定的释放度曲线无法客观评价DI真实的释

放量。

以处方 3为例, 如果将释放曲线与DXM原料溶液

的降解曲线比较, 纵坐标为制剂的释放度或经归一化

处理的原料溶液浓度, 见图 2。在释放初期, DI释放速

率快于降解速率, 释放度曲线表现为逐渐上升; 在第

28天达到顶峰, 此时释放速率等于降解速率, 释放度

曲线出现拐点; 28天后释放速率慢于降解速率, 释放

度曲线逐渐下降, 待植入剂不再释放药物时, 介质中只

有降解发生, 释放度曲线的斜率与药物降解曲线的斜

率趋于一致。

3 DZOM法

DZOM 法测定的 3 种处方释放度均在 42 天达到

90%以上, 释放量和达峰时间均明显大于经典法的测

定结果 , 克服了因降解造成的释放曲线下降的问题

(图3A～C)。

讨论

DZOM 法第 49 天的释放度较第 42 天有所下降 ,

其原因在于公式 (8) 的 Rim-R(i-1)m × (Cin / Ci0) 部分。由

于 Rim、R(i-1)m、Cin和Ci0都是通过HPLC法测得, 受到分

析方法本身波动性的限制, 当 Rim和 R(i-1)m、Cin和 Ci0数

值非常接近时 (主要发生在释放的初期和末期), 有可

能出现Ri = Rim - R(i-1)m × (Cin / Ci0) < 0, 即 ti区间的释放

度Ri小于零这一与常理相悖的结果。为了避免这种结

果出现, 对于Cin和Ci0的测定, 应尽可能采用面积归一

化法定量, 其主药或杂质含量变化趋势性明显强于外

标法, 获得Cin ≤ Ci0的结果并不困难。Rim和R(i-1)m的测

定只能通过外标法定量, 因此, 当Rim和R(i-1)m在数值上

比较接近时, 常用的HPLC等分析方法本身精密度的

局限性不能从根本上解决Ri < 0的问题, 此时可以尝试

采取以下几种处理方式: ① 尽可能一次性而不是分次

测定所有的供试品溶液; ② 承认分析方法中外标法存

Figure 1 Release of dexamethasone implants (DI) using normal

method. Formula 1: Containing 50% DXM, 10% mannitol and

40% PLGA; Formula 2: Containing 50% DXM and 50% L-PLGA;

Formula 3: Containing 50% DXM and 50% PLGA. PLGA: Poly

(lactic-co-glycolic acid)

Figure 2 Comparison of release of DI and degradation of dexa‐

methasone (DXM) in 0.05 mg·mL-1 benzalkonium chloride (BC)

solution

Figure 3 Release of formula 1 (A), formula 2 (B) and formula 3 (C) by normal method and double zero-order model (DZOM)
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在波动性, 允许释放曲线有轻微的下降, 如图 3; ③ 在

发生Ri < 0的取样区间对Ri值进行修正, 令Ri＝0, 也就

是说, 植入剂在该区间即使药物没有释放, 释放度也不

可能为负数, 因此强制其为零。以处方 3为例, 方式③

的处理结果见图4。有时, 由于原料药溶液比较稳定或

受到检测灵敏度的限制, 有可能在一个取样区间内, 即

使用面积归一化法也无法反映出降解的趋势。比如在释

放开始的 1～2个取样区间内, 杂质量可能始终为零,

但实际上降解已然发生。此时, 可以把原料药溶液降解

测定的周期延长, 计算若干个取样区间内总的降解率,

再按零级降解的规律换算出单个取样区间的降解率。

DZOM 法假定任一取样区间制剂的释放呈零级

速率, 可能与实际情况不符, 成为方法误差的来源。为

了减小这一误差, 理论上是将取样区间分割得越细越

好, 但取样区间缩短会导致取样频次的增加, 从而增加

了检测的随机误差。在DI释放度测定中, 释放曲线在

第 7天和 28天发生较明显转折, 在第 7～28天释放速

度最快, 提示可以在此区间增加取样频次, 避免降解反

应级数发生变化产生的误差。总之, 释放曲线形态正

常, 释放度的数据与制剂本身的含量吻合, 体外释放结

果与动物体内释放相关性较好 (将另文发表), 7天左右

的取样频率对于DI比较适合。

经典法中, 由于DXM降解的问题, 所有处方完全

释放的时间和释放度的结果均明显较DZOM法低, 会

误导对植入剂释放行为的评价。DZOM 法较好地解

决了上述问题。在研究思路上, DZOM法吸取了取样

分离法和原料降解比值法的优点。在计算药物的释放

度时, DZOM法的思路与取样分离法十分相似, DZOM

法每个取样区间的释放度等同于取样分离法一次更换

介质中的释放度。DZOM 法测定的释放度是把每一

区间的释放度累加起来, 而取样分离法是将每份介质

中的释放度累加起来。在实验中, DZOM法不用定期

地更换释放介质, 与取样分离法相比大大节省了工作

量, 并且使得流池法溶出仪可以充分发挥其自动化取

样的优势。在对降解药物的测定中, DZOM法没有像

取样分离法那样回避药物降解的问题, 而是参考了原

料降解比值法, 引入了原料药溶液同法降解这一做法,

将降解的药物量化, 同时, DZOM 法纠正了原料降解

比值法公式的错误, 使释放度结果更加合理。
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