
线分离, 并且避开了血浆中内源性物质干扰, 保证了样品分

析的专属性。

3. 2� 检测波长和内标物的选择

将盐酸特比萘芬对照品溶液在 190 ~ 400 nm 范围内作

紫外扫描, 在 224 nm处有最大吸收, 故选择 224 nm为样品

检测波长。

运用液液萃取法对血浆样品进行处理需要经过提取、转

移、浓缩等过程,容易引入较大的偶然误差, 不适合用外标法

进行分析, 而适宜采用内标法。内标物质选择上, 本试验考

察过格列喹酮、吉非罗齐、米格列奈, 但它们保留时间太长;

考察过格列吡嗪、洛索洛芬钠、萘甲唑林、地西泮, 它们保留

时间合适, 经过血样提取后分析发现地西泮的提取效率最高

且峰响应稳定、出峰处无内源性杂质干扰, 且色谱行为与样

品盐酸特比萘芬相似、可以与样品基线分离, 故采用地西泮

为内标物质。

3. 3� 血样处理方法的选择

本试验尝试过蛋白沉淀法, 但样品的沉淀效率太低, 无

法满足灵敏度要求。固相萃取法成本较高且步骤繁琐, 所以

不作为首选方法。液液萃取法为常用的样品前处理方法,具

有很好的选择性, 药物能与多数内源性物质分离。经实验考

察, 此法可以满足特比萘芬血浆样品前处理的要求。

本试验同时考察了不同提取溶剂的提取效率, 包括正己

烷�异丙醇 ( 95�5)、乙酸乙酯、二氯甲烷�乙酸乙酯 ( 20�80)、

乙醚, 分别在酸性 ( 1 m o l L- 1 HC l)、中性、碱性 ( 1 m ol L- 1

NaOH )条件下处理进样。经过比较发现, 由于大多数内源性

物质均为酸性, 故酸性提取条件下样品及内标出峰处均有内

源性杂质干扰; 碱性提取样品较干净, 但峰响应明显降低;中

性提取仅正己烷�异丙醇 ( 95�5)提取条件下样品出峰处无干

扰且提取效率最高, 其他提取溶剂的样品峰响应均不及正己

烷�异丙醇 ( 95�5)。故采用中性正己烷�异丙醇 ( 95�5)为提

取溶剂, 此溶剂相对毒性小, 优于帅武平等 [ 1]选用的提取溶

剂氯仿。

3. 4� 药动学参数比较

本课题通过单剂量口服 250 mg盐酸特比萘芬片试验和

参比制剂, 测定得主要药动学参数与帅武平等 [1]报道口服

500 m g盐酸特比萘芬片试验和参比制剂所得参数相似, 但

Cm ax略有差异, 本课题口服剂量 250 m g与帅武平等 [1]报道口

服剂量 500 mg为二倍关系, 而所得 C
m ax
为 ( 1. 66 ! 0. 62)

�g mL- 1和 ( 1. 55 ! 0. 66) �g mL- 1与其所得 C
m ax

( 1. 8 !

0. 4)�g mL - 1和 ( 1. 9 ! 0. 7) �g mL- 1相近, 与剂量不成比

例, 其差异可能由口服剂型不同造成。

本实验血药浓度测定方法参考文献报道 [ 1, 3, 4]并加以改

进而建立, 所建立的样品前处理方法简单快速, 分析方法的

灵敏度、选择性、精密度和定量分析线性关系均良好, 符合生

物样品分析测定要求。应用本试验所建立的分离、检测方法

测定健康受试者口服盐酸特比萘芬片后的血药浓度, 估算了

盐酸特比萘芬片的主要药动学参数,阐明了盐酸特比萘芬在

体内的经时过程,进行了盐酸特比萘芬片单剂量口服给药健

康志愿者药动学研究和生物等效性评价, 为新药报批和临床

应用提供实验依据,提高用药安全性。
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左氧氟沙星分散片人体相对生物利用度及生物等效性研究

周志凌,余细勇, 杨敏
*
,林秋雄, 陈树桢,陈铁峰,单志新, 邓春玉,郑猛, 刘晓颖,江桂芬,林曙光 (广东省人民医院

医学研究中心,广州 510080 )

摘要: 目的 � 研究国产左氧氟沙星片剂的相对生物利用度, 并且评价该制剂的生物等效性。方法 � 20名男性健康受试者随机

交叉双周期给药, 分别口服单剂量左氧氟沙星试验制剂及参比制剂, 采用反相高效液相色谱法测定血药浓度, 计算两者的药

动学参数及相对生物利用度,并评价试验制剂的生物等效性。结果 口服左氧氟沙星 200 mg试验和参比制剂的主要药代力学

参数, t1/2分别为 ( 11. 0 ! 3. 2) h和 ( 9. 5 ! 2. 6 ) h; Tm ax分别为 ( 0. 90 ! 0. 46 ) h和 ( 1. 3 ! 0. 62) h; Cm ax分别为 ( 2. 7 ! 0. 75)

�g mL- 1和 ( 2. 65 ! 0. 70)�g mL- 1; AUC0~ T分别为 ( 16. 6 ! 3. 0)�g h mL - 1和 ( 16. 5 ! 2. 6) �g h mL- 1; AUC0~ ∀ 分别
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为 ( 18. 2! 3. 9)�g h mL- 1和 ( 19. 2 ! 3. 5)�g h mL- 1。按实测值 AUC0- T计算, 试验制剂对于参比制剂的平均相对生物

利用度为 ( 100. 6 ! 10. 2) %。Cmax、AUC0- T和 AUC0- ∀ 三个药动学参数制剂间均无显著性差异 (P > 0. 05 ), 服药周期对 Cm ax,

AUC0- T和 AUC0- ∀ 三个参数亦无明显影响 (P > 0. 05), Cm ax、AUC0- T和 AUC0- ∀ 三个药动学参数均存在明显的个体间差异 (P <

0. 05)。统计结果显示, AUC0- T的置信区间为 100. 7% ~ 113. 0% , AUC0- ∀ 的置信区间为 100. 1% ~ 112. 2% , Cm ax的置信区间

为 95. 0% ~ 115. 4% ,均符合等效标准; C
m ax
, AUC

0- T
和 AUC

0- ∀ 三个参数的双向 t检验结果同样符合等效标准; T
m ax
经非参检验

结果合格。结论 � 左氧氟沙星分散片试验制剂相对参比制剂生物等效。

关键词: 左氧氟沙星;生物利用度;高效液相色谱

中图分类号: R978. 27; R944. 4; R945. 2� � � 文献标识码: A� � � 文章编号: 1007�7693( 2008) 03�0220�04

B ioavailability and Bioequivalence Study of Levofloxacin Tablets in Chinese HealthyVolunteers

ZHOU Zh i�ling, YU X i�yong, YANGM in
*
, SHAN Zh i�x in, LIN Q iu�x iong, CHEN Shu�zhen, CHEN T ie�feng, DENG

Chun�yu, ZHENGM eng, LIU X iao�ying, JIANG Gui�feng, L IN Shu�guang ( Research C enter of M ed ical Sciences, Guangdong

Provincial Peop le 'sH osp ital, Guangzhou 510080, Ch ina)

ABSTRACT: OBJECTIVE� The a im is to study the relative bioavailab ility o f levo floxac in tab let in Ch inese hea lthy vo lun tee rs and to

eva luate the bioequivalence. METHODS� A sing le oral dose 200m g o f test and reference formu lations w as g iven to 20 hea lthy

vo lunteers in a random ized cross�over study. The concentrations o f levo floxac in in plasm aw ere determ ined byH PLC. RESULTS� The

m a in pharm acok ine tic param eters o f two formu lations, test and re ference, we re as follow s: t1 /2 we re ( 11. 0 ! 3. 2) h and ( 9. 5 ! 2. 6) h;

T
m ax

w ere ( 0. 90 ! 0. 46) h and ( 1. 3 ! 0. 62) h; C
m ax

w ere ( 2. 7 ! 0. 75 )�g mL- 1 and ( 2. 65 ! 0. 70) �g mL- 1; AUC
0- T

w ere

( 16. 6 ! 3. 0)�g h mL- 1 and ( 16. 5 ! 2. 6) �g h mL - 1; AUC0- ∀ w ere ( 18. 2 ! 3. 9) �g h mL- 1 and ( 18. 9 ! 3. 2)

�g h mL - 1, respectively. The relative b ioava ilab ility o f AUC0- T was ( 100. 6 ! 10. 2)% . The results of ANOVA and tw o one�sided

t test sta tistica l ana lysis for In Cm ax, In AUC0- T and In AUC0- ∀ show ed that tw o fo rmu la tions were bioequivalen t. The 90% con fidence

interva l of AUC0- T and AUC0- ∀ were 100. 3% ~ 113. 0% and 100. 1% ~ 112. 2% , in the range of 80~ 125% ; Cm ax was 95. 0% ~

115. 4% , also in the range of 70% ~ 143% , so the tw o tablets w ere b ioequ iva lent. CONCLU SION � The test and re ference

levofloxac in tablets were bioequivalent.

KEY WORDS: levofloxac in; b ioequ iva lence; H PLC

� � 左氧氟沙星 ( levo flox acin )是已在临床广泛应用的广谱

抗菌药。目前左氧氟沙星有注射剂、胶囊、分散片等多种剂

型, 然而有关左氧氟沙星分散片剂型的药动学特征和生物等

效性研究的文献报道并不多,为了研究乳酸左氧氟沙星分散

片的药动学特征和相对生物利用度, 我们建立了一个快速、

灵敏、可靠的高效液相色谱法 ( HPLC�FLD,荧光检测 )测定血

浆中左氧氟沙星浓度, 并以市售左氧氟沙星普通片剂作对

照, 比较不同制剂中的药动学特性, 并对两制剂进行生物等

效性评价。

1� 材料与方法

1. 1� 仪器与试剂

HP�1050 液 相色 谱 仪; HP�1046 荧光 检 测器; H P�

Chem sta tion数据处理工作站; ZT�I微型台式真空泵 (绍兴卫

星医疗设备制造有限公司 )。左氧氟沙星对照品, 含量

99. 0% (广东怡康制药有限公司 ); 内标参比品特拉唑嗪, 含

量 98. 6% (广州贝氏药业有限公司 )。甲醇、乙腈为色谱纯,

二氯甲烷等试剂为分析纯。受试制剂 (受试药 ): 乳酸左氧氟

沙星分散片 (广东怡康制药有限公司, 批号 040501, 100

m g 片 - 1 );参比制剂 (对照药 ): 左氧氟沙星片剂 (浙江医药

股份有限公司新昌盛制药厂,批号 040468, 100 mg 片 - 1 )。

1. 2� 色谱条件及样品处理方法

色谱柱为 U ltim a te C18 ( 4. 6 mm # 150 mm, 5 �m, 月旭公

司 ),柱温为 25 ∃ ; 流动相为乙腈: 0. 02 m o l L- 1磷酸二氢钾

水溶液 (含 0. 1%的三乙胺, 用 H3PO4调 pH 值至 4. 0) = 30�

70, v /v; 流速: 1. 0 mL m in- 1; 激发波长: 295 nm, 发射波长:

440 nm。

0. 2 mL含药血浆加至锥形离心管内, 加入 0. 2 mL pH =

7的 KH 2PO4缓冲溶液 (含特拉唑嗪内标 0. 872�g mL- 1 ),

再加入二氯甲烷 1. 5 mL密塞, 旋转振荡 1 m in, 4 ∃ 冷冻离心

( 2 000 r m in- 1 ) 3m in, 用微型台式真空泵吸取水相层,再将

二氯甲烷放入 2 mL锥形管内, 40 ∃ 水浴氮气流吹干。加入

流动相 40�L, 快速振荡数秒溶解残留物,吸取 20�L进样测

定。

1. 3� 方法学确证 [ 1]

1. 3. 1� 特异性 � 同时考察了 6个不同个体的空白生物样品

色谱图、空白生物样品外加对照物质色谱图及用药后的生物

样品色谱图。

1. 3. 2� 标准曲线 � 配制成浓度分别为 0, 0. 05, 0. 15, 0. 50,
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1. 00, 2. 50, 5. 00 �g mL- 1的带药血浆样品, 按前项样品处

理方法进行。以测得左氧氟沙星峰面积与内标峰面积之比

( Y )作纵坐标, 以血浆左氧氟沙星浓度 ( C )为横坐标制作标

准曲线。

1. 3. 3� 精密度与准确度 � 分别配制低 ( 0. 05 �g mL- 1 )、中

( 0. 50 �g mL- 1 )、高 ( 5. 00 �g mL- 1 )三个浓度的质控样

品, 每个浓度制备 5份样品, 分别在一天内重复 3次和分散

于 2周内重复 3次测定其浓度, 计算日内、日间误差。

1. 3. 4� 稳定性 � 考察了低、中、高三个浓度的质控样品分别

在 - 20 ∃ ( 4周 )、室温 ( 8 h)和反复冻融三次的稳定性,每个

浓度制备 5份样品。结果用偏差 ( RE)表示。

偏差: RE= [ (实测值 -标示值 ) /标示值 ] # 100%

1. 3. 5� 提取回收率 � 同时考察低、中、高三个浓度的质控样

品的提取回收率, 每个浓度制备 5份样品。

1. 3. 6� 方法学质控 � 每个分析批生物样品测定时应建立新

的标准曲线 ,并随行测定高、中、低三个浓度的质控样品。每

个浓度至少双样本。

1. 4� 生物利用度试验方法 [ 1]

1. 4. 1� 受试者基本情况 � 健康男性志愿者 20人, 年龄 20 ~

30岁, 平均年龄 ( 24. 4 ! 1. 9)岁; 体重 55~ 75 kg,平均 ( 62. 5

! 5. 2) kg; 平均体重指数 ( BM I)为 21. 2 ! 1. 5。所有受试者

试验前常规体检和血液生化检查, 肝、肾功能未见异常。受

试期间及试验前停服任何药物,并禁烟和酒。试验均签署知

情同意书, 并报送医学伦理委员会审批。

1. 4. 2� 药动学实验方法 � 受试者于试验日的前一天晚上开

始禁食 12 h,第二天早晨 7�30空腹开始试验。采用自身对

照、随机交叉的方法, 分别一次性口服受试药左氧氟沙星片

剂 2片 (规格: 100 m g /片 ), 或对照药左氧氟沙星片剂 2片

(规格: 100 m g /片 ), 用 100 mL温开水送服,服药后 2 h后给

予统一的轻微早餐 (牛奶 200 mL ), 午餐统一为标准餐。前

后两次给药间隔时间为一周。服药前和服药后 0. 25, 0. 5,

0. 75, 1, 1. 25, 1. 5, 2, 2. 5, 3, 4, 6, 9, 12, 24, 36 h前臂静脉取血

2~ 3 mL, 立即加入肝素抗凝试管中, 轻轻混匀, 尽快离心

3 000 r m in- 1, 10 m in,分离血浆贮存 - 20 ∃ 冰箱,待分析。

1. 5� 统计方法

所有数据均用 �x ! s表示。对 Cmax, Tm ax和 AUC0- T和

AUC0- ∀ 采用 DAS2. 0软件包进行生物等效性分析, AUC0- t采

用对数值, 等效标准范围 80% ~ 125% ; AUC0- ∀ 采用对数值,

等效标准范围为 80% ~ 125% ; Cmax采用对数值, 等效标准范

围为 70% ~ 143% ; Tm ax采用实测值进行非参检验。相对生物

利用度 ( F )采用下式计算:

F (% ) =
受试约 AUC0- T
对照药 AUC0- T

# 100%

2� 结果

2. 1� 方法学

本试验所建立的血浆左氧氟沙星的测定方法特异性强、

快速、准确可靠,完全符合药动学研究和生物等效性研究的

要求。左氧氟沙星和内标不受血浆内源性物质和代谢物的

干扰。标准曲线回归方程为: Y = 2. 008 9 C + 0. 002 1, r =

0. 999 9。定量下限 ( LLOQ )为 0. 050 �g mL- 1。本研究建

立的方法有较高的精密度和准确度,日内或日间偏差均小于

12%。稳定性试验结果表明样品 - 20 ∃ 保存 4周、室温放置

8 h和冻融三次有良好的稳定性, 偏差 ( RE)分别小于 15% ,

8%和 10%。在中性条件下用二氯甲烷提取血浆中的左氧氟

沙星, 其萃取率令人满意, 其提取回收率至少大于 86%。

2. 2� 左氧氟沙星药动学与相对生物利用度

所有的受试者实验期间未见其他不良反应,实验结束后

复查肝肾功能均正常。

单剂量口服左氧氟沙星分散片试验制剂或参比制剂血

药浓度�时间曲线见图 1。单剂量左氧氟沙星给药后, 受试药

与对照药的药动学参数比较如下: 消除半衰期 t1/2分别为

( 11. 0! 3. 2) h(受试药 )和 ( 9. 5 ! 2. 6) h(对照药 ); Tm ax分别

为 ( 0. 90 ! 0. 46) h (受试药 )和 ( 1. 3 ! 0. 62) h(对照药 ) ; C
m ax

分别为 ( 2. 7 ! 0. 75)�g  mL - 1 (受试药 )和 ( 2. 65 ! 0. 70)�g

 mL- 1 (对照药 ); 曲线下面积 AUC0- T分别为 ( 16. 6 ! 3. 0)

�g h mL- 1 (受试药 ) 和 ( 16. 5 ! 2. 6)�g h mL- 1 (对照

药 ); AUC0- ∀ 分别为 ( 18. 2 ! 3. 9) �g h mL- 1 (受试药 )和

( 18. 9! 3. 2)�g h mL- 1 (对照药 )。按实测值 AUC0- T计

算, 广东怡康制药有限公司制造的乳酸左氧氟沙星分散片相

对生物利用度为 ( 100. 6 ! 10. 2)%。

图 1� 左氧氟沙星血药浓度�时间曲线 ( n= 20)

F ig 1� M ean plasm a�levels tim e curves a fter adm inistration of

levofloxac in

2. 3� 生物等效性评价

单剂量给药后, 受试药与对照药的 Cm ax, AUC0- T和

AUC0- ∀ 三个药动学参数进行方差分析, 结果显示: Cm ax,

AUC0- T和 AUC0- ∀ 三个药动学参数制剂间均无显著性差异

(P > 0. 05), 服药周期对 Cm ax, AUC0- T和 AUC0- ∀ 三个参数亦

无明显影响 (P > 0. 05 ), C
max
, AUC

0- T
和 AUC

0- ∀ 三个药动学

参数均存在明显的个体间差异 (P ﹤ 0. 05)。将 Cm ax和 AUC

两个药动学参数对数转换后, 再进行双向单侧 t检验,

AUC
0- T
和 AUC

0- ∀ 等效判断标准为 ( 0. 8, 1. 25), C
m ax
等效判

断标准为 ( 0. 7, 1. 43)。统计结果显示, AUC0- T的置信区间

为 100. 3% ~ 113. 0% , AUC0- ∀ 的置信区间为 100. 1% ~

112. 2% , Cm ax的置信区间为 95. 0% ~ 115. 4% ,均符合等效标
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准; Cm ax, AUC0- T和 AUC0- ∀ 三个参数的双向单侧 t检验结果

同样符合等效标准; Tm ax经非参检验结果合格。因此, 受试药

与对照药比较具有生物等效性。

3� 讨论

3. 1� 本试验所建立的左氧氟沙星血浆浓度测定方法相对于

已有的测定方法 [ 2�4], 分析时间更短, 所需的样本量更少, 成

本更低。本方法在中性条件下用 1 mL二氯甲烷提取血浆中

的左氧氟沙星只需漩涡振荡 1 m in就有令人满意的提取回收

率, 并且左氧氟沙星和内标都有理想的保留时间, 分别为 2. 5

m in和 3. 1 m in, 进样间隔 3. 5 m in即可满足要求, 这样就大

大缩短了整个的分析时间。本检测方法取血量仅为 0. 2 mL,

用 1 mL二氯甲烷提取,流动相缓冲液中盐浓度更低、三乙胺

用量更少, 有机相比例更低,使得整个的分析成本大大降低。

总之, 本方法特异性强、准确可靠, 符合药动学研究的要求,

并且所需的分析时间短, 样本量少, 成本低, 适合于大批量样

本的分析处理。

3. 2� 相对于普通片剂, 分散片的优点是分散状态更佳、崩解

时间更短、药物溶出更迅速, 因而在体内吸收更快。我们研

究发现乳酸左氧氟沙星分散片相对于普通片剂有更短的

Tm ax,提示受试制剂在体内的吸收更快。
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奥美拉唑肠溶胶囊的人体药物动力学和生物等效性研究
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摘要: 目的 � 研究奥美拉唑肠溶胶囊在人体内药动学和生物等效性。方法 � 健康志愿者 20名,随机双交叉单剂量口服通化神

源药业有限公司研制的奥美拉唑肠溶胶囊 (试验制剂 )和海口康元制药有限公司生产的奥美拉唑肠溶胶囊 (参比制剂 ), 剂量

分别为 40 mg, 剂间间隔为 1周。分别于服药后 12 h内多点抽取静脉血, 用高效液相色谱 ( HPLC)法测定血浆中奥美拉唑肠溶

胶囊的浓度。用 DAS( D rug And Statistics, version 2. 0)药动学程序计算相对生物利用度并评价两种制剂生物等效性。AUC0�12,

AUC ( 0�inf)和 Cm ax经方差分析和双单侧 t检验, Tm ax进行秩和检验。结果 � 单剂量口服奥美拉唑肠溶胶囊试验和参比制剂后,血

浆奥美拉唑的 Cm ax分别为 ( 1 146. 77 ! 386. 58) ng mL- 1和 ( 1 138. 93 ! 360. 90) ng mL- 1; Tm ax分别为 ( 2. 40 ! 0. 53 ) h和

( 2. 28 ! 0. 44) h; AUC ( 0�12)分别为 ( 4 853. 61 ! 1 960. 52) ng h mL- 1和 ( 4743. 06 ! 1 740. 71) ng h mL- 1; AUC (0�inf)分别为

( 5 111. 76 ! 2 031. 72) ng h mL- 1和 ( 4 942. 71 ! 1 833. 39) ng h mL- 1。AUC( 0�12)的 90% 可信区间为 94. 6 ~ 106. 3% ,

AUC ( 0�inf)的 90%可信区间为 96. 5~ 107. 2% , Cm ax的 90%可信区间为 95. 9~ 104. 3%。结论 试验制剂与参比制剂的人体相对

生物利用度为 ( 101. 32 ! 14. 90)% , 试验制剂与参比制剂具有生物学等效性。

关键词: 奥美拉唑;药动学; 相对生物利用度; 生物等效性;高效液相色谱法
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Pharmacokinetics and B ioequivalence ofOm eprazole Enter ic�coated Capsules in Chinese healthy volunteers
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ABSTRACT: OBJECTIVE� To study the Pharmacokinetics and B ioequ iva lence of Om epra zole Enter ic�coated C apsules in Chinese

healthy vo lunteers. METHODS� A sing le oral dose ( 40m g of tested and reference form ulation) w ere g iven to 20 hea lthy vo lun teers in
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