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摘要：目的　探索体外溶出数据和动物的体内数据的相关性。方法　体外方法：
用碱性明胶先制备明胶水溶液，再把帕利哌酮棕榈酸酯加入溶液里面混匀后，在

冰箱冷藏１～２ｈ得到明胶水凝胶，然后将水凝胶放到桨法溶出仪进行溶出实
验，用高效液相色谱仪检测药物浓度，并计算释放度。体内方法：将帕利哌酮棕

榈酸酯通过肌内注射到比格犬体内后开始计时，分别于给药前０ｈ和给药后
６ｈ～３６ｄ进行采血，用液相色谱 －串联质谱联用技术检测血药浓度，并绘制血
药浓度－时间曲线。最后将得到的体外数据通过威布尔函数进行拟合、体内数
据通过内尔松－瓦格纳法和曲线下面积法进行转换，建立图表来评估体内和体
外药物释放的相关性。结果　体外的释放度在第１３天接近１００％，体内的释放
度在第３０～３６天接近１００％。内尔松 －瓦格纳法和曲线下面积法都得出了体
内与体外是有相关性的结论。结论　通过药物的体外溶出数据和动物的体内数
据建立体内外相关性是可行的。
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　　长效注射剂（ｌｏｎｇ－ａｃｔｉｎｇｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ，ＬＡＩ）水悬浮
剂配制成纳米悬浮剂或微纳米悬浮剂，通过缓慢溶解

药物晶体来延长药物释放时间，从而减少药物不良反

应，提高患者的依从性和耐受性［１－３］。对于长效注射

剂而言，建立体内外相关性是一项挑战。美国食品药

品管理局（ＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ＦＤＡ）指南的
相关部分目前只适用于口服缓释产品，不适用于非口

服剂型，如透皮剂型或长效注射剂型。不过，也有一

些研究者尝试用指南中的基本原则，从非口服剂型中

提取体内外相关性（ｉｎｖｉｔｒｏ－ｉｎｖｉｖｏｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ，
ＩＶＩＶＣ）［４－６］。ＩＶＩＶＣ关系的建立可以减轻初次批准
过程中以及批准后的由微小变更（如生产地点变更）

引起的生物等效性研究的临床负担。尽管 ＦＤＡ已经
推荐了一些用于ＬＡＩ水悬浮液的释放测试方法，但这
些方法的持续时间较短（只有３０ｍｉｎ至２ｄ），可能不
足以开发体内有效持续时间为几周至几个月的 ＬＡＩ
制剂的 ＩＶＩＶＣ［７］。本实验室开发了一种体外释放测
试方法，其可以对ＬＡＩ水悬浮液进行持续时间较长的
测试，可能适合开发 ＩＶＩＶＣ。本研究旨在通过帕利哌
酮棕榈酸酯的体外数据和体内动物数据来建立

ＩＶＩＶＣ。

材料与方法

１　材料
动物　比格犬，犬龄９～１１个月，体质量７～９ｋｇ，中

国科学院上海药物研究所提供。动物许可证号：

ＳＹＸＫ（沪）２０２０－００４２。本实验经中国科学院上海药
物研究所实验动物管理和使用委员会批准（伦理批

号：２０２２－０８－ＣＸＹ－２４）。
药品与试剂　帕利哌酮棕榈酸酯自研制剂，规

格：每支 １ｍＬ／１００ｍｇ，含量：１００ｍｇ·ｍＬ－１，批号：
１０６９ＹＺ２２０６０６－４、２２１０２８０２，帕利哌酮棕榈酸酯参比
制剂，规格：每支１ｍＬ／１００ｍｇ，批号：ＭＣＢＯＥ００，均由
丽珠医药集团股份有限公司生产；９－羟基利培酮 －
Ｄ４，含量：１００μｇ·ｍＬ－１，批号：ＦＮ０３２２２００２，百灵威
科技有限公司生产；浓盐酸，规格：每瓶５００ｍＬ，批号：
Ｊ２４１０７３５，聚山梨酯２０（吐温２０），规格：每瓶５００ｍＬ，
批号：Ｈ１９３０１６０，四氢呋喃，规格：每瓶 １Ｌ，批号：

Ｅ２４１６３９９，Ｎ，Ｎ－二甲基甲酰胺（Ｎ，Ｎ－ｄｉｍｅｔｈｙｌ
ｆｏｒｍａｍｉｄｅ，ＤＭＦ），规格：每瓶１Ｌ，批号：Ｇ２４１９３５０，均
由阿拉丁（上海）有限公司生产。

仪器　ＡＴ－ＸＴｅｎｄ（桨法）溶出仪，瑞士 Ｓｏｔａｘ公
司产品；ＡｃｑｕｉｔｙＡｒｃ＋２４８９ｕｖｌｖｉｓ高效液相色谱仪，美
国Ｗａｔｅｒｓ公司产品。
２　实验方法
２１　体外释放实验［８－１０］

体外释放用改进的溶出法。取碱性明胶５ｇ加入
装有水１００ｍＬ的小烧杯中，搅拌浸润１５ｍｉｎ。然后
在恒温水浴锅中进行加热（温度７０℃），直到明胶完
全溶解。将装有明胶水溶液的小烧杯从水浴锅中取

出，用移液枪移取明胶水溶液２０ｍＬ到另一个干净的
小烧杯中，然后用移液枪移取帕利哌酮棕榈酸酯注射

液０１ｍＬ加到装有明胶水溶液２０ｍＬ的小烧杯中，
混合均匀。将混合好的溶液放入冰箱的冷藏室进行

冷藏，１ｈ后，就会形成明胶凝胶。
将明胶凝胶从小烧杯中取出，将其放入到溶出仪

的溶出杯中，里面装有释放介质９００ｍＬ（０４９％聚山
梨酯 ２０的 ００１×１０－１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液、ｐＨ＝
４００），重复做３个。温度设定在２５℃，用搅拌器缓
慢地搅拌释放介质，在第１、３、５、７、１０、１３天，从释放
介质中移取样品１ｍＬ到进样小瓶中，进行高效液相
色谱（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＰＬＣ）
分析，并在溶出杯中补充释放介质。最后将得到的帕

利哌酮棕榈酸酯释放度通过威布尔函数进行拟合来

得到合理的体外释放数据。

２２　体内释放实验
２２１　动物分组与给药方法

将１８只雄性比格犬分成３组，每组６只。第１、２
组分别注射帕利哌酮棕榈酸酯自研制剂０１、０２（不同
批次），第３组注射帕利哌酮棕榈酸酯参比制剂；每只
比格犬于左侧臀肌部位（臀肌的上外侧）单次肌内注

射相对应编号的受试制剂，注射剂量为 ０５０ｍＬ／
５０００ｍｇ。
２２２　血样样品采集

注射完毕后开始计时，分别于给药前０ｈ及给药
后６ｈ和１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１４、１６、１８、
２０、２４、２８、３２、３６ｄ（共２２个采血点），经左前肢静脉
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取血１ｍＬ，置于ＥＤＴＡ－Ｋ２抗凝试管中。
２２３　体内释放实验计算方法

内尔松 －瓦格纳（Ｎｅｌｓｏｎ－Ｗａｇｎｅｒ）法［１１－１３］　
根据在动物体内测得的血浆浓度 －时间数据，用内尔
松－瓦格纳法进行解卷积，用公式①确定吸收率
（Ｆａｂｓ）。

Ｆａｂｓ（ｔ）＝
［Ｃｔ＋Ｋｅ×ＡＵＣ０－ｔ］
［Ｋｅ×ＡＵＣ０－ｔ］

①

Ｃｔ：在 ｔ时刻时的血药浓度；Ｋｅ：吸收速率常数；
ＡＵＣ０－ｔ：０到 ｔ时刻的血药浓度下面积；ＡＵＣ０－ｉｎｆ：０到
无穷大时的血药浓度下面积。

曲线下面积（ａｒｅａｕｎｄｅｒｔｈｅｃｕｒｖｅ，ＡＵＣ）分数法
　用梯形法则计算ＡＵＣ。

ＡＵＣｔ１－ｔ２＝
（Ｃ１＋Ｃ２）[ ]２

×（ｔ２－ｔ１） ②

ＡＵＣ分数是用“ｔ”时间的累积 ＡＵＣ除以累积
ＡＵＣ０－ｉｎｆ来确定的，这在文献［１４－１５］中已有描述。
２３　测定方法

本研究方法学建立和生物样本检测由中国科学

院上海药物研究所完成［１６］。

色谱条件　色谱柱：ＹＭＣＰａｃｋＰｒｏＣ１８柱（１００００
ｍｍ×４６０ｍｍ，３００μｍ）；流动相：１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１醋酸
铵缓冲盐１０００ｍＬ＋１００ｍＬ甲酸（Ａ）－乙腈７００ｍＬ＋
异丙醇３００ｍＬ＋甲酸１ｍＬ（Ｂ）＝２５∶７５；柱温：３５℃；流
速：１２ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样量：１０μＬ。

血浆样品处理　立即将采血管轻轻完全颠倒３次
与抗凝剂混匀，在４℃下，以３５００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，
分离血浆，置于－７０℃保存，待测。全血采集后至分离
血浆过程均在冰浴条件下操作，并在１ｈ内完成。
２４　方法学考察与评价［１７－２５］

专属性　分别取６只比格犬的空白血浆和１份
溶血的空白血浆各５００μＬ，除不加内标外，其他按
“血浆样品处理”项下操作；空白血浆中仅加入内

标，依同法操作，以评价内标对帕利哌酮测定的影

响；空白血浆中加入一定浓度的帕利哌酮和内标

９－羟基利培酮 －Ｄ４后，依同法操作。在本测定条
件下，帕利哌酮（目标物）和内标（９－羟基利培
酮 －Ｄ４）的保留时间均为１５０ｍｉｎ，见图１，空白血
浆中的内源性物质不干扰帕利哌酮棕榈酸酯（目标

物）和内标的测定。

标准曲线与定量下限　取比格犬空白血浆，配制
成帕利哌酮血浆质量浓度分别为 ０５０、１００、３００、
１０００、３０００、１００００、２５０００、５００００ｎｇ·ｍＬ－１的标准
系列样品。按“血浆样品处理”项下操作，记录色谱图。

　　　

图 １　帕利哌酮（Ａ）和９－羟基利培酮－Ｄ４（Ｂ）的典型色谱图
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｔｙｐｉｃａｌｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｐａｌｉｐｅｒｉｄｏｎｅ（Ａ）ａｎｄ９－
ｈｙｄｒｏｘｙｒｉｓｐｅｒｉｄｏｎｅ－Ｄ４（Ｂ）

以帕利哌酮质量浓度为横坐标（ｘ），以帕利哌酮与内
标物的峰面积比值为纵坐标（ｙ），用权重系数１／ｘ２进
行最小二乘法进行线性回归，以标准曲线上的最低浓

度点 为 定 量 下 限。结 果 显 示，帕 利 哌 酮 在

０５０～５００００ｎｇ·ｍＬ－１内，线性关系良好，其标准曲
线为ｙ＝４８５×１０－３ｘ＋３８８×１０－４（Ｒ２＝０９９７７），定量
下限为０５０ｎｇ·ｍＬ－１。

精密度与回收率　取低、中、高 ３个质量浓度
（１５０、２００００、４００００ｎｇ· ｍＬ－１）的质控样品
５０００μＬ，按“血浆样品处理”项下操作，每种质量浓
度６个样本，连续测定３ｄ，计算日内、日间精密度和
绝对提取回收率。根据当日标准曲线计算的质控样

品浓度与加入量的比值为相对回收率，见表１。
稳定性　在各种储存和加工条件下研究了帕利

哌酮在比格犬血浆中的稳定性，结果表明，帕利哌酮

在这些条件下是稳定的。

２５　ＩＶＩＶＣ开发
将拟合好的体外溶出曲线和通过Ｎｅｌｓｏｎ－Ｗａｇｎｅｒ

法得到的吸收率、ＡＵＣ分数法得到的 ＡＵＣ分数一起
绘制成释放度与时间关系图进行比较，观察帕利哌酮

棕榈酸酯是体内释放快还是体外释放快。最后以体

外释放度为横坐标、体内吸收率／体内 ＡＵＣ分数为纵
坐标制图，通过Ｒ２、Ｐ、斜率的值来判断体内与体外之
间是否具有相关性。

３　统计学处理
用ＰｈｏｅｎｉｘＷｉｎＮｏｎｌｉｎ软件进行统计分析。计量

资料用方差分析对其进行正态性检验，符合正态分布

的计量资料用 珋ｘ±ｓ表示，组间比较用独立样本 ｔ检验
或单因素分析；不符合正态分布的计量资料用中位数



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　１００５　

Ｖｏｌ４１Ｎｏ７Ａｐｒｉｌ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２９）

　　表１　用高效液相色谱法测定帕利哌酮的精密度和回收率
Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｐａｌｉｐｅｒｉｄｏｎｅｂｙｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（ｎｇ·ｍＬ－１）

Ｉｎｔｒａ－ｄａｙ（ｎ＝６） Ｉｎｔｅｒ－ｄａｙ（ｎ＝６）

Ｍｅａｓｕｒｅｄ

（ｎｇ·ｍＬ－１，珋ｘ±ｓ）

ＲＳＤ

（％）

ＲＥ

（％）

Ｍｅａｓｕｒｅｄ

（ｎｇ·ｍＬ－１，珋ｘ±ｓ）

ＲＳＤ

（％）

ＲＥ

（％）

Ｒｅｌａｔｉｖｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ

（％）

Ａｂｓｏｌｕｔｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ

（％）

１５０ １４９±０１５ ７９４ ０６７ １４９±０１５ ６７１ ０６７ ８２１０ ８９３３
２００００ １９５２８±６８０ ２６０ ２４２ １９５２８±６８０ ２７４ ２４２ ８５８３ ９４２４
４００００ ３９４９６±９２０ １７２ １２８ ３９４９６±９２０ １７７ １２８ ８２２５ ９６４４

ＲＳＤ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ；ＲＥ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｒｒｏｒ

（２５％位数，７５％位数）表示，组间比较用非参数检验；
计数资料用例数（百分比）表示，组间比较用卡方

检验。

结　　果

１　体外释放结果
体外的释放度结果如图２Ａ所示，释放度在第１３

天达到２０％左右。将体外溶出数据通过威布尔函数
拟合后得到的结果如图２Ｂ所示，释放度在第１３天达
到１００％。
２　体内释放结果

比格犬的血浆浓度时间曲线如图 ３Ａ所示。用
Ｎｅｌｓｏｎ－Ｗａｇｎｅｒ方法对药物动力学曲线进行解卷积，
得到的结果如图３Ｂ所示。药物的吸收在前１０ｄ内增
加较快，在第３０～３６天吸收率接近１００％。

图３Ｃ显示了ＡＵＣ分数随时间变化的曲线，制剂
０１、制剂０２（都是帕利哌酮棕榈酸酯，只是药物的批号
不一样）和参比制剂在前５ｄ显示出缓慢释放，之后
体内释放率迅速增加，直到在２０ｄ左右释放了大约
８０％ ～８５％，之后释放率趋于稳定，其基本在第
３０～３６天释放度达到 １００％。最后，３种制剂的体内
ＡＵＣ分数图均呈乙弧形，与体外药物释放曲线图相
似，这证明了无论是在体外还是在体内，释放机制即

药物随时间的释放是有相关性的。

３　ＩＶＩＶＣ结果
图４显示了体外释放度、用Ｎｅｌｓｏｎ－Ｗａｇｎｅｒ方法

　　

图 ２　帕利哌酮棕榈酸酯在 ｐＨ＝４０的释放介质里面的释放
度曲线（Ａ）和经过威布尔函数拟合后的释放度曲线（Ｂ）
Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｒｅｌｅａｓｅｄｅｇｒｅｅｃｕｒｖｅｏｆｐａｌｉｐｅｒｉｄｏｎｅｐａｌｍｉｔａｔｅｉｎｓｉｄｅ
ｔｈｅｒｅｌｅａｓｅｍｅｄｉｕｍａｔｐＨ＝４０（Ａ）ａｎｄａｆｔｅｒｆｉｔｔｉｎｇｔｈｅｒｅｌｅａｓｅ
ｄｅｇｒｅｅｃｕｒｖｅｗｉｔｈｔｈｅＷｅｉｂｕｌｌｆｕｎｃｔｉｏｎ（Ｂ）

的吸收率和ＡＵＣ分数之间的比较结果。帕利哌酮棕
榈酸酯制剂的体外释放略微快于体内释放。

将图 ４得到的数据进行相关性分析，就可以
得到体外释放和体内释放的相关性。从体外释放

度与体内吸收率的数据结果来看，线性相关性比

较好（Ｒ２值为 ０８６４４，Ｐ＜０００１，斜率值约为
０８２），这里所有的数据点都在对角线下方，这表
明体内释放速度慢于体外释放速度。从体外释放

度与体内 ＡＵＣ分数的数据结果来看，再次出现了
线性相关（Ｒ２值为 ０７９９５，Ｐ＜０００１，斜率值约
为 ０７７），同样显示了体内释放速度慢于体外释
放速度。这些数据表明，ＡＵＣ分数法可以作为解
卷积法的一种替代方法来获得 ＩＶＩＶＣ，这与之前
报道的方法类似［５］。

图 ３　帕利哌酮棕榈酸酯的浓度与时间的曲线（Ａ）、吸收率曲线（Ｂ）和ＡＵＣ分数曲线（Ｃ）
Ｆｉｇｕｒｅ３　 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｖｅｒｓｕｓｔｉｍｅｃｕｒｖｅ（Ａ），ａｂｓｏｒｂａｎｃｅｃｕｒｖｅ（Ｂ）ａｎｄＡＵＣｆｒａｃｔｉｏｎｃｕｒｖｅ（Ｃ）ｆｏｒｐａｌｉｐｅｒｉｄｏｎｅｐａｌｍｉｔａｔｅ



１００６　 中 国 临 床 药 理 学 杂 志　
第４１卷　第７期　２０２５年４月（总第４２９期）　　　　

图 ４　体外释放度、体内吸收率与ＡＵＣ分数曲线
Ｆｉｇｕｒｅ４　 Ｉｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅｄｅｇｒｅｅ，ｉｎｖｉｖｏａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｒａｔｅａｎｄＡＵＣｆｒａｃｔｉｏｎｃｕｒｖｅ

讨　　论

本文选择了一种经过改进的体外溶出方法来得

到帕利哌酮棕榈酸酯的体外溶出数据。该方法能够

让药物缓慢地从制剂内溶出，而不是在较短时间内

（比如１～２ｈ）全部溶出来，因为较长的持续时间有助
于体内外相关性的开发。通过去卷积法（Ｎｅｌｓｏｎ－
Ｗａｇｎｅｒ法）和 ＡＵＣ分数法得出的体内药物释放顺序
和释放曲线与测量到的体外药物释放顺序和释放曲

线几乎相似。所有受试制剂的体外释放与体内释放

之间有较好的线性相关性，这表明改良后的体外溶出

方法适用于帕利哌酮棕榈酸酯在比格犬体内的释放

评估，从而证实了通过体外溶出数据和动物体内释放

数据建立体内外相关性是可行的。该方法在成功的

同时也给其他的长效注射液进行体内外相关性研究

提供了一种新的选择方法。从这里就可以看出来如

果仅仅只是根据缓释口服剂型的指南来开发体内外

相关性是有一定难度的。开发出所需药物的体内外

相关性是十分重要的，因为ＩＶＩＶＣ能减少对动物实验
和人体实验的依赖，进而减少人体试验的次数，加快

药物的研发进度。这样不仅极大地降低了研究的成

本，而且还减少了伦理问题。本文的方法可能在未来

可以用于药物在人体体内释放结果的评估。
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（收稿日期２０２４－１０－２２）

·科学文摘·

吸入镇静治疗急性呼吸窘迫综合征患者的临床研究

引自：ＪＡＢＡＵＤＯＮＭ，ｅｔａｌ．Ｉｎｈａｌｅｄｓｅｄａｔｉｏｎｉｎａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｄｉｓｔｒｅｓｓｓｙｎｄｒｏｍｅ：ＴｈｅＳＥＳＡＲｒａｎｄｏｍｉｚｅｄｃｌｉｎｉｃａｌｔｒｉａｌ
［Ｊ／ＯＬ］．ＪＡＭＡ，２０２５：ｅ２５３１６９．２０２５－０３－１８［２０２５－０３－３０］．ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｍｅｄ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／４００９８５６４／．

ＪＡＢＡＵＤＯＮ等比较了吸入七氟醚与静脉注射异丙酚在急性呼吸窘迫综合征（ａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｄｉｓｔｒｅｓｓ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＡＲＤＳ）患者镇静中的临床疗效和安全性。该试验是一项随机、开放标签、Ⅲ期临床试验，随访９０ｄ，纳
入法国３７个重症监护病房患者（患有早期中度至重度ＡＲＤＳ）。将患者随机分为试验组（七氟醚吸入镇静）和对
照组（异丙酚静脉镇静），时间最长为７ｄ。主要终点为２８ｄ无呼吸机天数，关键的次要终点是９０ｄ的生存期。

该研究共纳入６８７例患者（平均年龄６５岁，３０％女性），其中，试验组３４６例、对照组３４１例。２组患者的中
位镇静总持续时间均为７ｄ（四分位距为４～７）。试验组和对照组至第２８天无呼吸机天数分别为００天（四分
位距为００～１１９）和００天（四分位距００～１８７），中位差为２１，标准化风险比为０７６。试验组和对照组的
９０ｄ生存率分别为４７１％和５５７％，风险比为１３１。在４个次要结局中，与异丙酚相比，七氟醚与较高的７ｄ
死亡率（分别为１９４％ ｖｓ１３５％，相对风险为１４４）和到第２８天无重症监护病房天数更少［分别为００（四分位
距为００～６０）ｖｓ００（四分位距为００～１５０）］相关。

该研究表明，在中重度ＡＲＤＳ患者中，与异丙酚镇静相比，七氟醚吸入镇静导致第２８天无呼吸机天数更少，
９０ｄ生存率更低。


