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　 　 ［摘要］ 　目的 　制备吉西他滨温敏凝胶注射剂 ，并建立其含量测定方法 。方法 　以聚乙二醇／聚酯嵌段共聚物（PLGA唱
PEG唱PLGA）为载体 ，制备吉西他滨温敏凝胶注射剂 ，采用１ H NMR 、FT唱IR对其结构进行表征 ，HPLC 法测定其中药物的含
量 。结果 　 吉西他滨温敏凝胶注射剂中 ，PLGA唱PEG唱PLGA 的质量分数为 ２０％ ，吉西他滨含量为 ４０ mg／ml ，胶凝温度为
（３７ ± ０ ．１５） ℃ ，在接近人体温度时黏度最大 ；吉西他滨在 ５ ～ ５００ μg／ml范围内线性关系良好（ r ＝ ０ ．９９９ ８） ，精密度和重复性

良好 ，溶液 ２４ h内稳定性良好 ，低 、中 、高浓度的吉西他滨的回收率分别为（９９ ．５ ± ３ ．２）％ 、（１００ ．４ ± ２ ．４）％ 、（１０２ ．１ ± ２ ．４）％ ，

n＝ ３ 。 ３ 批样品中吉西他滨的平均含量分别为标示量的 （１０１ ．８７ ± ２ ．９５）％ 、（９９ ．４ ± ２ ．７３）％ 、（９８ ．９８ ± ０ ．７１）％ ，n ＝ ３ 。

结论 　采用 PLGA唱PEG唱PLGA聚合物为载体制备的吉西他滨温敏凝胶注射剂质量可控 ，是一种很有开发前景的抗胰腺癌制剂 。
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Gemcitabine hydrochloride thermosensitive gel injection preparation and contents
determination
WEI Zhongming１ ，MO Donghai１ ，HUANG Qibin１ ，DING Xueying２ （１ ．Guilin Pavay Gene Pharmaceutical Cor ．Ltd ，Guilin
５４１００４ ，China ；２ ．Department of Clinical Pharmacy ，Shanghai First People＇s Hospital ，Shanghai Jiao Tong University ，Shang唱
hai ２０００８０ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To prepare gemcitabine hydrochloride thermosensitive gel injection and to stablish the determina唱
tion methods of its contents ．Methods 　 Gemcitabine hydrochloride thermosensitive gel injection was prepared using PLGA 唱

PEG唱PLGA as thermosensitive viecle ．The contents of gemcitabine hydrochloride were determined by HPLC ．Results 　 The
formulation contained ４０ mg ／ml gemcitabine and ２０％ （w t） PLGA唱PEG唱PLGA with phase唱transition temperature of （３７ ±

０ ．１５） ℃ ，showing the best viscosity around human body temperature ．Gemcitabine hydrochloride presented a good linearity in
the range of ５唱５００ μg／ml（ r ＝ ０ ．９９９ ８） ，which had good precision and reproducibility ．The recovery rate of low ，middle and
high concentrations of gemcitabine hydrochloride were （９９ ．５ ± ３ ．２）％ ，（１００ ．４ ± ２ ．４）％ ，（１０２ ．１ ± ２ ．４）％ ，n＝ ３ ，respectively ．

The average contents of gemcitabine hydrochloride in three batches of sample were （１０１ ．８７ ± ２ ．９５）％ ，（９９ ．４ ± ２ ．７３）％ ，

（９８ ．９８ ± ０ ．７１）％ ，n＝ ３ ，respectively ．Conclusion 　 The quality of gemcitabine hydrochloride thermosensitive gel injection with
PLGA唱PEG唱PLGA as matrix could be controlled ．It is a promising new drug for pancreatic cancer ．

　 　 ［Key words］ 　 gemcitabine hydrochloride ；PLGA唱PEG唱PLGA ；thermosensitive gel ；content determination

　 　吉西他滨（gemcitabine ，GEM ）是一种新型的脱

氧胞苷拟似物和核苷还原酶抑制剂 ，其结构 、性质和

代谢途径与阿糖胞苷相似 。虽然自 １９９７ 年批准上

市以来 ，吉西他滨就成为进展期胰腺癌的主要治疗

手段 ，但是实体瘤对任何化疗药物的敏感性都不佳 ，

临床主要治疗手段仍是在术后予以全身辅助的化学

治疗［１唱４］
。同时吉西他滨存在剂型单一 、毒副作用

大 、靶向性及病人用药顺应性差等缺点 。因此 ，研制

吉西他滨原位缓释长效注射剂对于改善胰腺癌患者

的生存质量 ，提高吉西他滨对胰腺癌的有效率非常

必要［５］
。 PLGA唱PEG唱PLGA 为合成高分子可注射

型水凝胶材料 ，结构和性能可精细调控 ，重复性好 ，

易于加工和工业化生产 ，并且其降解性可控 ，具有良

好的生物相容性［６唱９］
。本文以 PLGA唱PEG唱PLGA 为

载体 ，制备了吉西他滨温敏凝胶注射剂并对其进行了
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表征 ，建立了吉西他滨含量测定的高效液相方法 。

1 　仪器与试药

1 ．1 　仪器 　 电子天平（Sartorius BP ２２１S ，德国） ；

核磁共振波谱仪（Varian Mercury Plus NMR唱３００ ，

美国） ；傅立叶变换红外光谱仪 （Thermo Nicolet
IR２００ ，美国） ；电热恒温水浴锅（HH S１１唱２S１ ，贺德

实验设备有限公司 ，上海） ；流变仪 （Thermo Haak唱
er C２５P ，美国） ；漩涡振荡混合器 （SO唱２００ ，LAB唱
NET ，美国 ） ；高效液相色谱仪 （Hitachi D唱２０００
Elite ，日本日立公司 ） ；低温高速冷冻离心机

（５８０４R ，Eppendorf 公司 ，德国 ） ；超声仪 （Anke
TGL唱１６G ，德国） 。

1 ．2 　 材料 　 吉西他滨注射粉针剂 （泽菲 ，礼来公

司） ；吉西他滨标准品 （批号 １０６２２唱２００４０１ ，中国食

品药品检定研究院 ） ；PLGA唱PEG唱PLGA （自制 ，

LA ／GA ＝ ２ ．７ ∶ １） ；甲醇（色谱纯 ，Merck 公司 ，美

国） ；乙腈（色谱纯 ，Merck 公司 ，美国） ；其余试剂均

为分析纯 ，购自国药集团上海化学试剂公司 。

2 　方法与结果

2 ．1 　吉西他滨温敏凝胶制备 　将 PLGA唱PEG唱PL唱
GA 聚合物配制成质量分数为 １５％ 、２０％ 、２５％ 、

３０％ 的水溶液 ，待聚合物溶解完全后加入适量的吉

西他滨粉针剂配制成 ４０ mg／ml的吉西他滨温敏凝
胶溶液 ，充分振摇至溶解 ，于４ ℃ 静置 ２４ h 后将含
药凝胶冷冻干燥 。

2 ．2 　吉西他滨温敏凝胶结构鉴定 　取“２ ．１”项下得

到的 ２０％ 的 PLGA唱PEG唱PLGA 吉西他滨温敏凝胶
冻干粉 ，利用傅立叶变换红外光谱仪（FT唱IR）及核
磁共振氢谱仪（

１ H NMR）测试样品的结构 。 FT唱IR
测试中样品溶解于经无水处理后的二氯甲烷中 ，KBr
铺膜后在红外灯下干燥 ，采用傅利叶变换红外光谱仪

对样品进行检测 ；
１ H NMR探测中采用重水（D２O）

为溶剂 。根据图谱和分子量信息 ，分析样品的化学

结构 。结果表明 ，PLGA唱PEG唱PLGA 聚合物材料加
入前后 ，PLGA唱PEG唱PLGA 和吉西他滨的结构均没
有发生变化 ，结果见图 １至图 ６ 。

图 1 　吉西他滨核磁共振图谱

图 2 　 PLGA唱PEG唱PLGA三嵌段
共聚物核磁共振图谱

图 3 　吉西他滨温敏凝胶核磁共振图谱

图 4 　吉西他滨红外图谱
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图 5 　 PLGA唱PEG唱PLGA三嵌段共聚物红外图谱

图 6 　吉西他滨温敏凝胶红外图谱

2 ．3 　吉西他滨温敏凝胶胶凝温度 　取“２ ．１”项下制

备的吉西他滨温敏凝胶冻干粉各 １６０ mg ，加水 ４ ml
溶解于 １０ ml 玻璃试管中 ，将试管于４ ℃ 下静置

２４ h后放置水浴中 ，使样品溶液液面低于水浴液面 ，

启动升温程序 ，水浴从 ２０ ℃ → ６０ ℃开始缓慢升温 ，

升温速度为 １ ℃ ／min ，每升高 １ ℃保持 １５ min 。将
试管缓慢倾斜至 １８０ ℃ ，若 ３０ s 内未流到瓶口 ，认

为形成凝胶 ，此时温度为聚合物溶液唱凝胶的胶凝温

度（Tsol唱gel ） ；而当温度超过一定程度 ，凝胶迅速发生

沉淀 ，认为此时的温度为聚合物凝胶唱沉淀的相转变

温度（Tgel唱precipitate ） ，具体结果见图 ７ 。结果发现 ，加入

吉西他滨后 ，１５％ 、２０％ 、２５％ 、３０％ 的 PLGA唱PEG唱
PLGA 聚合物溶液均具有温度敏感的特性 ，随着聚

合物质量分数升高 ，溶液唱凝胶温度逐渐降低 ，凝胶唱

沉淀温度逐渐升高 。其中 ，２０％ PLGA唱PEG唱PLGA
聚合物溶液加入吉西他滨后 ，溶液唱凝胶温度为

（３７ ± ０ ．１５） ℃ ，凝胶唱沉淀温度为（４４ ± ０ ．２５） ℃ ，符

合人体温度的变化 ，并有利于吉西他滨温敏凝胶的

储存 ，表明 ２０％ PLGA唱PEG唱PLGA 聚合物溶液为
合适的给药载体 。

2 ．4 　吉西他滨温敏凝胶黏度温度曲线 　取“２ ．１”项

图 7 　吉西他滨温敏凝胶相转变曲线

下制备的 ２０％ PLGA唱PEG唱PLGA 吉西他滨温敏凝
胶冻干粉 ４００ mg制备 １０ ml凝胶溶液及 ２０％ PL唱
GA唱PEG唱PLGA 凝胶空白溶液 １０ ml ，将试管于
４ ℃下静置２４ h后 ，装入约 ９ ml的样品溶液于样品
池中 ，开启恒温水浴控制程序控制样品池温度 ，水浴

从 １０ ℃ 开始缓慢升温到 ５５ ℃ ，升温速度

０ ．５ ℃ ／min ，角频率为 １０ rad／s ，记录每升高 ０ ．５ ℃时

的聚合物溶液动态流变参数 ，以温度为横坐标 ，动态

黏度为纵坐标绘制温度唱黏度曲线 ，结果见图 ８及图

９ 。结果表明 ，２０％ 的 PLGA唱PEG唱PLGA 聚合物溶液
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中加入吉西他滨后 ，聚合物水溶液黏度虽略有升高 ，

但与未加吉西他滨的聚合物溶液黏度变化趋势一致 。

图 8 　 20％ PLGA唱PEG唱PLGA吉西他滨
温敏凝胶不同温度下黏度曲线

图 9 　 20％ PLGA唱PEG唱PLGA三嵌段
共聚物不同温度下黏度曲线

2 ．5 　吉西他滨温敏凝胶含量测定
2 ．5 ．1 　溶液的配制 　　 　 　 　 　 　 　 　 　 ①储备液的制备 ：精密称取吉

西他滨标准品 １ mg ，加入蒸馏水溶解 ，定容至

１０ ml ，作为储备液 。 ② 样品溶液的制备 ：精密称取

吉西他滨聚合物溶液适量 （约相当于含吉西他滨

５ mg） ，在不断振摇中缓慢加入蒸馏水制成每 l ml
中约含０ ．０５ mg的溶液 ，超声 １５ min ，高速离心 ，取

上清液作为供试品溶液［１０］
。

2 ．5 ．2 　色谱条件与系统适应性试验 　色谱柱 ：Dik唱
ma Diamonsil C１８ （５ μm ，２５０ mm × ４ ．６ mm） ；流动

相 ：甲醇／水（３０／７０ ，V ／V ） ；检测器 ：日本 Shimadzu
SPD 唱 １０AVP 二 极 管 阵 列 检 测 器 ；流 速 ：

１ ．０ ml／min ；检测波长 ：２６８ nm ；进样体积 ２０ μl 。精
密量取上述两种溶液各 ２０ μl ，分别注入液相色谱
仪 ，记录色谱图 ，吉西他滨在 ６ ．４ min 处出峰 ，辅料

对吉西他滨的出峰无干扰 ，且峰形较好 ，无拖尾 ，结

果见图 １０及图 １１ 。

2 ．5 ．3 　线性关系考察 　分别精密量取“２ ．５ ．１”项下

的吉西他滨储备液适量 ，加去离子水稀释配制成浓

度为 ５ 、１０ 、２０ 、５０ 、１００ 、２００ 、５００ μg／ml的系列标准

图 10 　吉西他滨标准品 HPLC色谱图

图 11 　吉西他滨凝胶溶液 HPLC色谱图

溶液 。分别取吉西他滨标准溶液 ２０ μl ，按“２ ．５ ．２”

项下色谱条件依次进样 ，每一浓度测定 ３次 ，取峰面

积平均值 。以吉西他滨浓度 c （μg／ml） 为横坐标 ，

峰面积 A 为纵坐标进行线性回归 ，建立吉西他滨标

准曲线 ，得到回归方程 A ＝ １７ ．６２８ c ＋ ３４ ．８９２（ r ＝
０ ．９９９ ８） ，结果表明 ，吉西他滨在 ５ ～ ５００ μg／ml 的
浓度范围内线性关系良好 。

2 ．5 ．4 　精密度试验 　　 　 　 　 　 　 　 　 　 ① 日内精密度 ：分别取２０ μl
高 、中 、低浓度的吉西他滨标准溶液 ，同一天内重复

测定 ３次 ，得到高 、中 、低 ３ 种浓度吉西他滨标准液

日内 RSD分别为 ０ ．０１９％ 、０ ．０２３％ 及 ０ ．０３１％ ，n＝
３ 。 ②日间精密度 ：分别取 ２０ μl高 、中 、低浓度的吉

西他滨标准溶液 ，连续测定 ３ d ，得到高 、中 、低 ３种

浓度吉西他滨标准液日间 RSD 分别为０ ．０２０％ 、

０ ．０３７％ 及０ ．０４１％ ，n＝ ３ 。结果表明 ，日内及日间精

密度均良好 。

2 ．5 ．5 　回收率试验 　按“２ ．１”项下的方法制备空白

凝胶 ，称量约 ３０ mg 各 ３份置于１０ ml容量瓶 ，分别

加入适量吉西他滨标准品 ，制成低 、中 、高 ３ 种浓度

（５ 、１００ 、２００ μg ／ml ）的溶液 。 取 ５ ml 溶液置于
１０ ml容量瓶 ，再分别加入“２ ．５ ．１”项下的吉西他滨

储备液 １ ml ，用蒸馏水稀释定容 ，按“２ ．５ ．２”项下色

谱条件进样测定峰面积 ，计算得低 、中 、高 ３ 种浓度

的吉西他滨的加样回收率分别为（９９ ．５ ± ３ ．２）％ 、

（１００ ．４ ± ２ ．４）％ 、（１０２ ．１ ± ２ ．４）％ ，n ＝ ３ 。结果表
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明 ，该方法准确度高 。

2 ．5 ．6 　重复性试验 　 取同一批号 （批号为

２０１２０８２１）吉西他滨温敏凝胶注射剂样品 ６ 份 ，按

“２ ．５ ．１”项下制备样品溶液 ，测定峰面积 ，计算得到

RSD为 ０ ．０４％ ，n＝ ６ ，表明该方法重复性良好 。

2 ．5 ．7 　稳定性试验 　 取“２ ．５ ．１”项下储备液 ，稀释

至一定浓度 ，分别在 ０ 、２ 、４ 、８ 、１２ h 进行测定 ，按吉

西他滨峰面积计算 RSD ＝ ０ ．１０％ ，n＝ ３ 。表明吉西

他滨溶液在 ２４ h内稳定性良好 。

2 ．5 ．8 　含量测定 　取 ３批吉西他滨温敏凝胶注射

剂样品（４０ mg／ml） ，按“２ ．５ ．１”项下处理方法制备

样品 ，按“２ ．５ ．２”项下色谱条件测定峰面积 。根据外

标法标准曲线方程计算得 ３批样品中吉西他滨的平

均含量为标示量的 （１０１ ．８７ ± ２ ．９５）％ 、（９９ ．４ ±

２ ．７３）％ 、（９８ ．９８ ± ０ ．７１）％ ，n ＝ ３ ，均在标示量的

９５％ ～ １０５％ 之间 ，符合含量测定要求 。

3 　讨论

　 　 PLGA唱PEG唱PLGA 具有温敏成胶性质 ，即常温

下成液体 ，遇生理温度快速变成凝胶 。以吉西他滨

为模型药物 ，PLGA唱PEG唱PLGA 聚合物为递药系统
制备吉西他滨原位凝胶注射剂 ，将其于肿瘤局部注

射 ，可延长作用时间 、提高药物肿瘤内浓度 ，同时使

药物浓集在肿瘤部位并缓慢释药 、达到安全有效的

治疗目的 。

　 　本实验所建立的 HPLC 法 ，专属性强 ，线性关

系良好 ，回收率 、精密度 、重复性 、溶液稳定性均符合

要求 ，可用于吉西他滨温敏凝胶注射剂的质量控制 。
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