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摘要

聚乳酸羟基⼄酸共聚物(PLGA)是⼀种可⽣物降解的聚合物，在医疗应⽤中⼴泛⽤于药物的缓控释放。PLGA的物理

特性（包括分⼦量和多分散性）会影响药物的释放⾏为。本研究展⽰了使⽤凝胶渗透⾊谱(GPC)测定PLGA的分⼦

量分布和多分散性。采⽤由Arc HPLC与强溶剂兼容性试剂盒和RI检测器组成的GPC系统，通过聚苯⼄烯标准品的

校正曲线分析PLGA样品。PLGA在0.5%聚⼄烯醇(PVA)⽔溶液中的降解研究表明，在14天的研究中，聚合物的分

⼦量逐渐下降。

优势

使⽤Arc HPLC系统、强溶剂兼容性试剂盒和RI检测器对PLGA聚合物进⾏可靠的GPC分析■

使⽤带有GPC选项的Empower™软件⾼效处理分⼦量分布的GPC数据■

通过表征分⼦量和分⼦量分布，轻松监测⽔性媒介中PLGA聚合物的降解■

简介
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聚乳酸羟基⼄酸共聚物是⼀种可⽣物降解的功能性聚合物，由于具有⽣物相容性、⽆毒性和⽆免疫原性，因此⼴

泛⽤于制药和医学⼯程产品1-3。 它在控制医疗产品中活性药物成分(API)的递送⽅⾯发挥着重要作⽤1-2。 通常情

况下，药物会掺⼊⽤作药物载体的聚合物基质中，药物的释放曲线与聚合物的化学和物理性质（包括分⼦量）有

关。相⽐于分⼦量较低的聚合物，分⼦量较⾼的聚合物通常降解速率较慢，因此会降低药物释放速率1-3。 PLGA是

聚乳酸(PLA)和聚羟基⼄酸(PGA)的共聚物2。

GPC⼜称为体积排阻⾊谱(SEC)，是表征聚合物分⼦量分布和多分散性指数(PDI)的常⽤技术。分⼦量测量通常包括

数均分⼦量(Mn)、重均分⼦量(Mw)和z均分⼦量(Mz)。PDI是Mw/Mn的⽐值，⽤于测量分⼦量分布范围。

在本研究中，使⽤配备强溶剂兼容性试剂盒和RI检测器的Arc HPLC系统测定PLGA样品的分⼦量和多分散性。强溶

剂兼容性试剂盒可⽀持使⽤聚合物的GPC分析中所需的强溶剂，例如四氢呋喃或⼆甲基甲酰胺4-5。 使⽤由聚苯⼄

烯标准品⽣成的相对校正曲线计算PLGA样品的分⼦量测量值。研究中考察了⽔对PLGA降解的影响，在14天的研

究过程中，发现聚合物分⼦量降低。所有计算均使⽤配备GPC选项的Empower软件完成6-7。

实验

含⼤约0.025%⼆丁基羟基甲苯的认证四氢呋喃(THF)，购⾃Fisher Chemicals，⽬录号：T397‒4。异丙醇(IPA)，

购⾃Honeywell，⽬录号：LC323‒4。聚⼄烯醇(PVA)，购⾃MP Biomedicals，⽬录号：151941。

样品描述

标准品溶液

ACQUITY™ APC聚苯⼄烯中分⼦量校正试剂盒，部件号：186007540 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/standards--reagents/186007540-acquity-apc-

polystyrene-middle-mw-calibration-kit.html> 。本研究使⽤了三个标准品中的两个：

红盖样品瓶：每瓶含Mp为130 K、21.5 K、6.54 K和1.25 K的聚苯⼄烯各1.5 mg■

⽩盖样品瓶：每瓶含Mp为35.5 K、9.13 K、2.28 K和0.266 K的聚苯⼄烯各1.5 mg■

向每个样品瓶中加⼊1.0 mL四氢呋喃，静置数⼩时使其溶解，制得聚苯⼄烯标准品溶液。浓度为1.5 mg/mL。

PLGA样品溶液

PLGA样品购⾃Sigma-Aldrich，具有不同的丙交酯:⼄交酯(L:G)⽐例：
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50:50，分⼦量：30,000~60,000■

65:35，分⼦量：40,000~75,000■

75:25，分⼦量：66,000~107,000■

85:15，分⼦量：50,000~75,000■

将PLGA样品在四氢呋喃中溶解数⼩时，制得浓度为5 mg/mL的PLGA样品。进⾏GPC分析之前，使⽤玻璃注射器

将溶液通过0.45 µm PTFE注射器过滤器（部件号：186009315 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/sample-preparation--filtration/186009315-wwptfe-

acrodisc-mini-045m-13mm-100-pk.html> ）过滤。

PLGA降解样品

在降解研究中使⽤丙交酯:⼄交酯⽐例为50:50和75:25的PLGA，称取约25 mg聚合物放⼊单独的闪烁瓶中。每个样

品瓶放⼊1 mL去离⼦⽔（含0.5% PVA）中于37 °C下孵育。第1、2、6、8、12和14天将样品瓶从培养箱中取出。

弃去⽔性媒介后，⽤去离⼦⽔冲洗样品，并在真空下⼲燥以去除残留的⽔。最后，将样品以5 mg/mL的浓度溶解

在THF中，并在进⾏GPC分析之前使⽤玻璃注射器通过PTFE注射器过滤器（部件号：186009315 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/sample-preparation--filtration/186009315-wwptfe-

acrodisc-mini-045m-13mm-100-pk.html> ）过滤。

⽅法条件

系统： Arc HPLC系统，配备四元溶剂管理器(QSM)、流通

针式(FTN)样品管理器和强溶剂兼容性试剂盒（部

件号：205002572）

流动相： 四氢呋喃

分离： 等度

流速： 1.0 mL/min

所有⾊谱柱(7.8 × 300 mm, 5 µm)均使⽤随附的连

接管（P/N：WAT084080）串联连接。

⾊谱柱：
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带制冷功能的柱温箱（部件号：186179100）

Styragel™ HR 4, 10,000 Å，分⼦量范围

：5,000〜600,000，部件号：WAT044225

Styragel HR 2, 500 Å，分⼦量范围

：500〜20,000，部件号：WAT044237

Styragel HR 1, 100 Å，分⼦量范围

：100〜5,000，部件号：WAT044234

柱温： 35 °C

检测： ⽰差折光检测器(RI)

采样速率：10 pts/s

极性：正

流通池温度：35 °C

进样体积： 50 µL

样品瓶： LCMS最⼤回收样品瓶，容积2 mL，部件号

：600000670CV

样品温度： 15 °C

清洗溶剂： 样品管理器/灌注清洗液：四氢呋喃

密封清洗液：异丙醇

数据管理

⾊谱软件： Empower 3 Feature Release 5Service Release 5 

(FR5 SR5)。GPC选项⽤于数据处理与报告。
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结果与讨论

选择⼀组具有不同孔隙率的三种⾊谱柱进⾏GPC分析，以覆盖聚苯⼄烯标准品和PLGA样品的分⼦量范围。不同孔

隙率的⾊谱柱可确保⾜够的聚合物分离度和准确的分⼦量测量。⾊谱柱按照孔径从⼤到⼩的顺序串联连接，以尽

量降低反压。运⾏溶于THF溶剂中的标准品溶液和样品溶液，使⽤THF作为流动相进⾏等度分离。使⽤Empower

软件的GPC选项进⾏数据处理和分⼦量计算。

聚苯⼄烯标准品和PLGA样品的代表性⾊谱图如图1所⽰。保留时间与聚合物的洗脱体积相对应。分⼦量最⼤的最

先洗脱，分⼦量最⼩的最后洗脱。
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图1.使⽤带有强溶剂兼容性试剂盒和RI检测器的Arc HPLC系统对聚苯⼄烯标准品和PLGA

样品进⾏⾊谱分析。

GPC校正

利⽤每种聚苯⼄烯标准品的峰位分⼦量(Mp)绘制GPC校正曲线。Empower⽣成了⼀条曲线，以分⼦量(Mp)的对数

为y轴，以保留时间为x轴作图。该⽅法采⽤三阶拟合表现出可接受的GPC校正，相关系数(R2)⼤于0.9998（图

2）。
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图2.使⽤聚苯⼄烯标准品⽣成的GPC校正曲线（使⽤Arc HPLC系统、强溶剂兼容性试剂

盒和RI检测器采集获得）。

PLGA样品分析

使⽤聚苯⼄烯标准品⽣成的相对校正曲线计算丙交酯:⼄交酯⽐例为85:15、75:25、65:35和50:50的PLGA样品的

分⼦量测量值。Mw计算值在39,722~74,688 Da范围内，多分散性指数为1.6~1.7（图3）。
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图3.使⽤配备强溶剂兼容性试剂盒和RI检测器的Arc HPLC系统得到的PLGA样品的分⼦量

。

PLGA的降解研究

本研究考察了37 °C下在⽔性媒介中孵育两周的PLGA 50:50和PLGA 75:25的降解情况。根据之前发表的⼀篇⽂章

，使⽤含0.5% PVA⽔溶液的⽔性媒介孵育PLGA样品，该研究表明PLGA聚合物容易通过聚合物内的亲⽔基团与⽔

的相互作⽤⽽降解3。 这些相互作⽤可能改变聚合物的特性，从⽽影响药物递送系统的性能3。

本研究使⽤在THF中制成浓度为1 mg/mL的聚苯⼄烯标准品（Mp：266~130,000 Da），计算了在不同时间间隔

取样所得到的样品的分⼦量。结果显⽰，在14天的研究期间，孵育的PLGA样品的Mw有所下降（图4）。
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图4.在37°C的0.5% PVA⽔溶液中孵育的PLGA聚合物的重均分⼦量(Mw)。

在研究开始时（第0天）采集的PLGA样品（L:G⽐为50:50和75:25）的GPC结果，与孵育间隔第8天和第14天进⾏

⽐较，评估分⼦量随时间的变化。⾊谱分离结果表明，与第0天的样品相⽐，⼩分⼦量的孵育样品洗脱时间更晚

（图5）。此外，使⽤分布图评估了分⼦量分布。Empower通过绘制dwt/d (log M)和累积分⼦量分布百分⽐

(%)与切⽚对数分⼦量的关系图来⽣成分布图（图6）。图中显⽰，与第0天的样品相⽐，孵育的PLGA 50:50样品

表现出更宽的分⼦量分布（图6A）。对于PLGA 50:50，孵育第14天样品的多分散性指数(PDI)最⼤，为2.4，第

8天和第0天样品的多分散性指数(PDI)分别为1.8和1.6。PLGA 75:25样品在研究过程中表现出相似的多分散性指数

（图6B）。
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图5.PLGA样品在37 °C下于0.5% PVA⽔溶液中孵育第0天、第8天和第14天的⾊谱洗脱结

果。
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图6.PLGA 50:50 (A)和PLGA 75:25 (B)降解研究（在37 °C下于0.5% PVA⽔溶液中孵育

）得到的分⼦量分布图。PDI：多分散性指数。

结论

使⽤由Arc HPLC系统与强溶剂兼容性试剂盒组成的GPC系统，计算具有不同丙交酯:⼄交酯⽐例的PLGA聚合物的

分⼦量分布。PLGA样品的分⼦量使⽤聚苯⼄烯标准品⽣成的相对分⼦量校正曲线计算⽽得。降解研究表明，含有

0.5% PVA的⽔溶液会降低PLGA的分⼦量。Empower软件GPC选项可实现快速的数据分析，从⽽有效表征聚合物

的分⼦量和分⼦量分布。
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