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摘要：目的：研究开发一种基于微球压片结合包衣的多奈哌齐植入（ＤＰＺ－ＩＭ）新制备技术，并通过体内外评估其作为一种持续释放给药

系统的优势，对减少给药频率、降低血药波动以及提高患者依从性具有重要意义。 方法：ＤＰＺ－ＩＭ 采用聚乳酸（ＰＬＡ），通过水－油－水复乳

溶剂蒸发技术制备成微球（ＤＰＺ－ＭＳ），经过压缩成棒状后再用 ＰＬＡ 溶液包衣。 对体外的表面形态、粒径分布、ＸＲＤ、载药量、包封率、热
分析、溶出度及制剂稳定性等进行考察，并且体内进行药代动力学研究。 结果：ＤＰＺ－ＭＳ 的 Ｄ５０粒径在 １２２．３ μｍ，ＤＰＺ－ＩＭ 的载药量为

６０．１％（质量分数），包封率为 ９６．６％。 ＤＰＺ－ＩＭ 的体外溶出度表明，多奈哌齐在溶出介质中 ８０ ｄ 累积释放度达到 ８０．０％以上，比 ＤＰＺ－ＭＳ
具备更长效更稳定的释放行为。 而体内研究表明，ＤＰＺ－ＩＭ（２５ ｍｇ ／ ｋｇ）在大鼠体内持续释放，第 １０ 天达到峰浓度，然后缓慢下降，第 ６０
天结束。 ＤＰＺ－ＩＭ 的缓释时间显著优于 ＤＰＺ 的 ２４ ｈ 和 ＤＰＺ－ＭＳ 的 ２０ ｄ。 结论：ＤＰＺ－ＩＭ 作为一种缓释给药策略，显著提高多奈哌齐的治

疗周期，可实现每两月给药一次，而且血药浓度更平稳。
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　 　 阿尔茨海默病（ＡＤ）是一种伴有行动功能障碍的进行性、
多因素及认知能力降低的退行性神经疾病。 由于全球老龄化
的严重性导致 ＡＤ 患病率逐年增加，因此该疾病将成为全球公
共卫生的重大问题［１－２］ 。 尽管阿尔茨海默病中神经元退化和认
知功能障碍的确切发病机制尚不清楚，但认为中枢胆碱能神经
传导的缺陷是 ＡＤ 的发病原因之一。 在 ＡＤ 病人的大脑皮层和
海马区的胆碱乙酰转移酶活性下降，胆碱酯酶抑制剂可以阻止
乙酰胆碱的水解并提高突触间隙中的浓度，从而增加胆碱能传
导［３－４］ 。

二代可逆性胆碱酯酶抑制剂盐酸多奈哌齐 （ Ｄｏｎｅｐｅｚｉｌ
Ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ），自从 １９９７ 年上市以来，依赖高度选择对神经元
乙酰胆碱酯酶的活性，无肝脏毒性，是临床治疗 ＡＤ 的一线药
物［５］ 。 目前，市场有口服片剂和胶囊制剂在售，但是，长期给药
存在漏服可能、血药浓度波动大、胃肠道反应等影响病人用药
的顺应性。

本研究创新性地采用微球压片的方式制备一种长效植入
剂（ＤＰＺ－ＩＭ），实现长周期释药，并且拥有高载药量和高包封率
的理想制剂。 采用体外释放度和微球的形态学、粒径分布、包
封率和载药量作为指标，评价多奈哌齐植入剂。 此外，采用 ＳＤ

大鼠评价多奈哌齐植入剂在体内的药代动力学行为。

１　 材料和方法

１．１　 材料
聚乳酸（ＰＬＡ，Ｍｗ ８００００，自制）；聚乙烯醇（ ＰＶＡ，Ｍｗ ８０ ～

１２４ ｋＤａ，江西阿尔法高科药业有限公司）；二氯甲烷和乙酸乙
酯（南京化学试剂股份有限公司）；盐酸多奈哌齐对照品（中国
食品药品检定研究院）；马来酸氯苯那敏对照品（中国食品药品
检定研究院）；乙腈和甲酸购自 Ｍｅｒｃｋ；其他化学试剂均为分析
级。
１．２　 仪器

高效液相色谱仪（１２６０，Ａｇｉｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）；台式电子显
微镜（ＴＭ４０００，日本岛津）； Ｘ 光粉末衍射（Ｅｍｐｙｒｅａｎ，美国马尔
文帕纳科）；粒度分析仪（Ｍａｓｔｅｒｓｉｚｅｒ ３０００，美国马尔文）；差示扫
描量热法（ＤＳＣ４０００，美国珀金埃尔默）；液质联用色谱（Ａｇｉｌｅｎｔ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ １２９０ Ｉｎｆｉｎｉｔｙ 液相色谱仪，６４７０ Ｔｒｉｐｌｅ Ｑｕａｄ ＬＣ ／ ＭＳ，
ＭａｓｓＨｕｎｔｅｒ Ｖ１０． ０ 工 作 站， 美 国 安 捷 伦 公 司 ）； 电 子 天 平
（ＭＥ１０５Ｄｕ，德国梅特勒托利多公司）；高速冷冻离心机（ＴＧＬ－
１６，湖南湘立科学仪器有限公司）；海尔立式超低温保存箱（ＤＷ
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－２５Ｌ２６２，青岛海尔特种仪器有限公司）。
１．３　 动物

Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠（ＳＰＦ 级，１８０ ｇ±２０ ｇ）由广东省
医学实验动物中心提供。 动物在给药前一星期，在 ２５ ℃ ±１ ℃
的温度和 ７５％±５％的相对湿度下，在自然光暗循环下适应，自
由获得食物和水。
１．４　 多奈哌齐的制备

将盐酸多奈哌齐和碳酸氢钠分别溶解于同体积的纯化水。
然后，碳酸氢钠加入盐酸多奈哌齐水溶液，待溶液出现浑浊。
随后，过滤收集沉淀，加入乙醇，搅拌溶解，再使其析晶，继续搅
拌 １７ ｈ。 最后，将收集沉淀用甲醇搅拌溶解，室温下持续搅拌
６ ｄ，形成晶体沉淀，过滤，真空干燥。
１．５　 多奈哌齐植入剂的制备

多奈哌齐（无盐物）和聚乳酸溶于二氯甲烷溶液中，搅拌使
其溶解，得到油相。 将氯化钠加入纯化水中溶解，得到内水相；
将油相加入内水相中，混合 ３０ ｓ，在冰冷下超声 ２０ ｓ，形成乳白
色的 Ｗ／ Ｏ 初乳；将初乳置于 ４～ ８ ℃条件下 １ ｈ。 配制 ０．５％聚
乙烯醇和 ５％氯化钠混合溶液，作为外水相；将 Ｗ／ Ｏ 初乳注入
外水相，连续搅拌，２４ ｈ 后过滤收集微球，真空干燥，筛分（７５ ～
１８０ μｍ），得到多奈哌齐复乳微球。 然后，将微球和外加多奈哌
齐混合，进行压制成棒状，再外层包衣（２％聚乳酸溶液）。
１．６　 表面形态

采用台式电子显微镜，检测背散射电子信号来观察微球和
制剂。 适量样品平铺在导电双面胶带，样品室抽真空，Ｃｈｇ－ｕｐ
Ｒｅｄ．（Ｌ）模式，在 １５ ｋＶ 激发电压下慢速进行观察。
１．７　 Ｘ 光粉末衍射分析

Ｘ 射线衍射（ＸＲＤ）用于分析样品的物理状态。 使用 ＸＲＤ，
Ｃｕ 靶 Ｋａ 射线，电压 ４０ ｋＶ，电流 ４０ ｍＡ，发散狭缝 １ ／ ８°，防散射
狭缝 １ ／ ４°，防散射狭缝 ７．５ ｍｍ，获得多奈哌齐 Ｆ 植入剂 ＸＲＤ 图
谱。 衍射图以 ０．０３° ／ ｍｉｎ 的速率在 ３° ～ ６０°的 ２θ 范围内进行扫
描。 取 １ ｇ 样品并用研钵和研杵压碎，然后再加到样品架上，结
果与文献对比。
１．８　 粒径分布

将多奈哌齐微球分散在纯化水中。 设置分散介质折射率
为 １．３３３，样品折射率实部为 １．５２，样品折射率虚部为 ０．１。 粒径
模型设置为通用，颗粒形状设置为球形。 样品和背景的测量时
间设置为 ５ ｓ。 光遮蔽范围限制设置为 ５％ ～２０％。 分散循环速
度 １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，超声时间 ５００ ｓ，每个样本 ３ 个测量周期，测量之
间的时间延迟为零。
１．９　 载药量和包封率

精密称取粉末 ４０ ｍｇ，置于 ２００ ｍＬ 量瓶中，加 １０ ｍＬ 二甲
基亚砜使超声 ３０ ｍｉｎ 使其溶解，放冷至室温，再加入流动相溶
液（Ｖ（缓冲液） ∶ Ｖ（乙腈） ∶ Ｖ（高氯酸） ＝ ６５０ ∶ ３５０ ∶ １，缓冲
液：１－葵烷磺酸钠 ２．５ ｇ 溶于 ６５０ ｍＬ 纯化水）至刻度，摇匀，滤
过，弃去初滤液，取续滤液进高效液相色谱。

十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂 （ Ｓｙｍｍｅｔｒｙ® Ｃ１８ ５ μｍ，
４．６ ｍｍ×１５０ ｍｍ）；柱温为 ３０ ℃，流速为 １．３ ｍＬ ／ ｍｉｎ，进样体积
为 １０ μＬ，检测波长为 ２７１ ｎｍ。

载药量＝样品含药质量
样品质量

×１００％

包封率＝样品含药质量
理论含药药量

×１００％

１．１０　 热分析
用差示扫描量热法分别测定盐酸多奈哌齐、多奈哌齐 Ｆ、聚

乳酸、多奈哌齐微球和多奈哌齐植入剂。 称量 ５ ｍｇ 样品到标准
铝盘 中， 盖 上 盖 子 并 密 封， 加 热 到 ４０ ℃ 保 持 １ ｍｉｎ， 以
１０ ℃ ／ ｍｉｎ从 ４０ ℃加热到 ２５０ ℃，冷却到室温。 同一个样品重

复两次，第一次消除热记忆，采用第二次的数据。 用 ９９．９９％的
铟校准该设备。
１．１１　 体外释放度研究

以 ｐＨ 值＝ ７．４ 磷酸盐缓冲液 ８０ ｍＬ 为释放介质，置 ３７ ℃ ±
０．５ ℃恒温水浴振荡器中，振荡频率为 ５０ ｒ ／ ｍｉｎ，依法操作，第 １
天取样，从第 ３ 天起每三天取样一次。 每次取样时候更换介
质。 采用高效液相色谱分析。
１．１２　 稳定性

依据 ＩＣＨ 的要求［６］ ，进行多奈哌齐植入剂的加速（４０ ℃ ×
７５ ＲＨ％）和长期（２５ ℃ ×６０ ＲＨ％）稳定性考察。 主要针对含
量的变化进行评价，检测条件采用载药量的方法。 此外，依据
已有稳定性数据，利用 Ｒ 语言数据包预测稳定性期限。
１．１３　 生物样品分析［７－９］

１．１３．１　 质谱系统

Ａｇｉｌｅｎｔ １２９０ 高效液相色谱仪和电喷雾（ＥＳＩ）离子源。 色谱
分离采用 Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８ 色谱柱 （３． ０ ｍｍ×
５０ ｍｍ，１．８ μｍ），流动相是 Ｖ（０． １％甲酸溶液） ∶ Ｖ（乙腈） ＝
４０ ∶ ６０，流速为 ０．２ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温 ４０ ℃，进样量为 ４ μＬ。 质谱
条件：电喷雾离子源（ＥＳＩ），毛细管电压 ４ ０００ Ｖ，干燥气温度
３００ ℃，干燥气流速 ５ Ｌ ／ ｍｉｎ，鞘气温度 ２５０ ℃，鞘气流速
１２ Ｌ ／ ｍｉｎ，雾化器压力 ３１０．２６ ｋＰａ（４５ ｐｓｉ），采用 ＭＲＭ 模式，在
正离子下分别扫描离子对 ｍ ／ ｚ ３８０．０→２４３．０（多奈哌齐）、ｍ ／ ｚ
２７５．０→２３０．０（氯苯那敏，内标）。
１．１３．２　 血浆样品处理

精密移取血浆样品 ５０ μＬ 至离心管，加入乙腈 ４００ μＬ，涡
旋 ３ ｍｉｎ，４ ℃下以 １４ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清液 １００ μＬ，加入
马来酸氯苯那敏溶液 ２０ μＬ，混匀后进 ＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ 分析。
１．１３．３　 药代动力学研究

将 ２４ 只体质量为（１８０±２０） ｇ，年龄 ６～８ 周龄的 ＳＤ 大鼠分
为四组，随机分配到笼中，雌雄各半，设置空白组、多奈哌齐 Ｆ
组、微球组和植入剂组。 按时间计划从每组大鼠（ｎ ＝ ６）颈静脉
采血，收集的血样在 ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 下离心 ５ ｍｉｎ，取上清液收集血
浆，以－８０ ℃保存。

手术前，按体质量（４０ ｍｇ ／ ｋｇ）给大鼠腹腔注射 ２％戊巴比
妥钠溶液。 待大鼠麻醉后，在大鼠背部用手术剪刀剪开 １ ｃｍ 左
右的口子，把多奈哌齐植入剂放入体内。 在伤口处滴加 ３Ｍ 生
物黏合胶水，用手黏合 ３０ ｓ 即可缝合，然后 ７５％乙醇擦拭。 将
多奈哌齐、多奈哌齐微球分散在助悬剂皮下注入，在伤口处用
７５％乙醇擦拭。
１．１３．４　 统计分析

将各时间点血药浓度数据输入 ＰＫＳｏｌｖｅｒ（Ｖ２．０ 版本），选择
非房室模型计算药代动力学参数 ｔ１ ／ ２、Ｔｍａｘ、Ｃｍａｘ、ＡＵＣ０－ｔ、ＡＵＣＩＮＦ、
ＭＲＴｌａｓｔ、Ｖｚ 和 ＣＬ，药时曲线下面积（ＡＵＣ）用梯形法求出［１０－１１］ 。

２　 结果与讨论

２．１　 多奈哌齐制剂的理化性质
盐酸多奈哌齐与脱盐后的多奈哌齐 Ｆ 比较，如图 １ 中 Ａ 和

Ｂ 所示，外观从片状变成碎片，盐酸多奈哌齐的 Ｄ５０是 ６４．２ μｍ，
而多奈哌齐 Ｆ 的 Ｄ５０是 ３３．７ μｍ。 此外，盐酸多奈哌齐熔点也从

２３８．２７ ℃下降到 ９８．１４ ℃ ［１２－１３］ 。 脱盐后的多奈哌齐 Ｆ 通过复
乳法制备得到具有丰富细孔结构的微球（Ｄ５０是 １２２．３ μｍ），不
仅增加了可压缩性，并且增加溶出介质的侵入，通过浓度扩散
提高溶出效率。 将微球与多奈哌齐的预混物压缩得到的棒状
物，微球颗粒均匀分布没有被破坏，然后将棒状物浸泡包衣。
从图 １Ｆ 可见，植入剂均匀包裹一层包衣膜，致密性良好，而植
入剂内部（图 １Ｅ），仍然可以清晰看到微球的堆叠结构，而且紧
密联系。
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Ａ－盐酸多奈哌齐；Ｂ－多奈哌齐 Ｆ 晶；Ｃ－多奈哌齐微球；Ｄ－未包衣多奈哌齐植入剂；Ｅ－多奈哌齐植入剂的内部结构；Ｆ－多奈哌齐植入剂的包衣层。
图 １　 多奈哌齐植入剂制备过程的电镜图

多奈哌齐微球的粒径分布见图 ２，多奈哌齐的热分析图谱见图 ３，ＸＲＤ 图见图 ４。

图 ２　 多奈哌齐微球的粒径分布

图 ３　 多奈哌齐的热分析图谱

图 ４　 多奈哌齐的 ＸＲＤ 图（文献 Ｆ 结晶来自参考文献［１３］ ）

不同阶段的 Ｄ５０粒径、载药量和包封率比较结果见表 １。

表 １　 不同阶段的 Ｄ５０粒径、载药量和包封率比较结果

阶段 Ｄ５０ ／ μｍ 载药量 ／ ％ 包封率 ／ ％

盐酸多奈哌齐 ６４．２ — —

多奈哌齐 Ｆ ３３．７ — —

多奈哌齐微球 １２２．３ ４７．８ ９５．６

多奈哌齐植入剂 — ６０．１ ９６．６

２．２　 体外溶出度
多奈哌齐被制备成微球，压缩后再包衣，意味着经过三种

手段的处理，使药物溶出行为得到有效控制，相较于单一微球

技术能够实现更长效的释放。 而外加的多奈哌齐填补了前期
溶出不出来的问题，制剂展现了速释与缓释结合，多重控制相
联合的缓释行为，使体外溶出接近 ０ 级稳定的动力学。 微球的
溶出时间在 ４０ ｄ，而植入剂的溶出时间延长到 ８０ ｄ 以上，如图 ５
所示。

图 ５　 多奈哌齐微球和植入剂的溶出度曲线

２．３　 稳定性考察
多奈哌齐植入在加速条件下和长期条件下进行 ３ 个月的

稳定性考察，按照指导原则定期对多奈哌齐植入剂的外观、含
量、有关物质和释放度进行考察，从稳定性数据（表 ２）可知基本
没有变化，对释放度无显著性影响。 结果提示，多奈哌齐植入
剂具有良好的稳定性。
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关于药物稳定性数据分析的任务，包括数据可视化、线性
回归分析、预测货架期含量、影响点分析以及交叉验证。 加载
ｇｇｐｌｏｔ２、ｃａｒｅｔ 和 ｃａｒ 数据包，利用 ｍｏｄｅｌ 函数进行批次的稳定性
回归：含量（％）＝ １００．１７２－０．１６１×时间，ｓｕｍｍａｒｙ（ｍｏｄｅｌ）函数显
示模型残差中位值为－０．０６７、残差标准误差 ０．０２８、调整后 Ｒ２ 为
０．９３３，ｐ 值是 ０．００３＜０．０５，帮助理解时间对含量的影响及其显著
性。 其次，通过 ｐｒｅｄｉｃｔ 函数预测模型货架期（低于 ９０％）在 ６０

个月内。 利用 ｉｎｆｌｕｅｎｃｅＰｌｏｔ （ｍｏｄｅｌ）函数为每个观测点对模型
参数的影响程度，识别出可能的异常值或高度影响模型拟合的
数据点。 最后，在 ｔｒａｉｎ 函数下完成交叉验证，１０ 折交叉验证的
ＲＭＳＥ（均方根误差）为 １．４５０×１０－５， Ｃｏｏｋ′ｓ Ｄ 值在 ０．２３８ 内表示
观测值对模型的影响较小，更接近总体的平均值。 具体数据见
表 ２ 和图 ６。

表 ２　 稳定性的结果

项目 保存状态
保存条件

温度 ／ ℃ 湿度 ／ ％
时间 ／ 月 实验项目 实验结果

加速试验 茶色 １０ ｍＬ 西林瓶水针胶塞 ４０ ７５ ３ 外观，含量，有关物质，释放度 无显著性变化

长期试验 茶色 １０ ｍＬ 西林瓶水针胶塞 ２５ ６０ ３ 外观，含量，有关物质，释放度 无显著性变化

Ａ－含量变化趋势曲线；Ｂ－模型交叉验证。
图 ６　 制剂的预测和模型评价结果

２．４　 药代动力学研究
从图 ７ 可见，ＤＰＺ－ＩＭ 皮下给药后，迅速吸收，在第 １０ 天出

现峰浓度，然后缓慢释放到达 ６０ ｄ。 相比较，ＤＰＺ 的吸收相更快，
然后迅速进入消除，维持仅 １ ｄ。 ＤＰＺ－ＭＳ 的维持时间约 ２０ ｄ，达

峰浓度时间在第 １０ 天。 数据经过 ＰＫＳｏｌｖｅｒ 软件处理得到（表
３），药代动力学参数显示多奈哌齐 Ｆ、微球组（２５ ｍｇ ／ ｋｇ）和植入
剂组（２５ ｍｇ ／ ｋｇ）的 Ｃｍａｘ分别为 ３７３．４３４ １，１９．３６０ 和 ７．９５０ ｎｇ ／ ｍＬ，
ＡＵＣ０－ｔ分别为 １５０．８０９，１２８．３８４ 和 １３９．６７２ ｎｇ ／ （ｍＬ·ｄ）。

图 ７　 多奈哌齐制剂的药时曲线图
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表 ３　 多奈哌齐制剂的药代动力学数据

参数 多奈哌齐 Ｆ 微球组 植入剂

ｔ１ ／ ２ ／ ｄ ０．２７７ ４．２０２ ５．４７０
Ｔｍａｘ ／ ｄ ０．００１ １０．０００ １０．０００

Ｃｍａｘ ／ （ｎｇ·ｍＬ－１） ３７３．４３４ １９．３６０ ７．９５０

ＡＵＣ０－ｔ ／ ［ｎｇ·（ｍＬ·ｄ） －１］ １５７．８０９ １２８．３８４ １３９．６７２

ＡＵＣＩＮＦ ／ ［ｎｇ·（ｍＬ·ｄ） －１］ １６９．６２２ １３７．９６７ １４１．４８１

Ｖｄ ／ ［ｍｇ·（ｎｇ·ｍＬ－１） －１］ ０．０１２ ０．２２０ ０．２７９

ＣＬ ／ ｛ｍｇ·［（ｎｇ·ｍＬ－１）·ｄ－１］ －１｝ ０．０２９ ０．０３６ ０．０３５
ＭＲＴＩＮＦ ／ ｄ ０．３２４ １１．３０９ ２１．６４７

　 　 注：ｔ１ ／ ２———半衰期；Ｔｍａｘ———药物在体内的最大浓度时间；Ｃｍａｘ———给药后出现的血药浓度最高值；ＡＵＣ０－ｔ———０ 到 ｔ 时间的血药浓度点，通过梯形

方法求得的曲线下面积；ＡＵＣＩＮＦ———从给药开始到理论外推无穷远，血药浓度点与时间的曲线下面积；Ｖｄ———当药物在体内达动态平衡后，体内药量与

血药浓度之比值；ＣＬ———机体清除器官在单位时间内清除药物的血浆容积；ＭＲＴＩＮＦ———从给药开始到理论外推无穷远，药物分子在体内停留的时间。

３　 结论

与传统的单一手段控制药物释放相比，本研究采用速释与
缓释相结合，微球压缩联合包衣膜控制的多重释药系统，开发了
一种多奈哌齐缓释植入剂。 研究结果表明，多奈哌齐缓释植入
剂具有稳定物理性质和高载药量，体外释放度研究和药代动力
学研究均显示其能够实现长达两个月以上的缓释效果，且在加
速和长期稳定性考察中表现出良好的稳定性，具有显著的优势，
有获得良好的临床应用效果的可能性，为后续缓释制剂研究提
供一种新的研究思路。
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