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Abstract: This study aims to save cost of sampling for estimating the area under the amlodipine plasma 

concentration versus time curve in 24 hours (AUC0−24 h).  Limited sampling strategy (LSS) models was 
developed and validated by mutilple regression model within 4 or fewer amlodipine concentration values.  
Absolute prediction error (APE), root of mean square error (RMSE) and visual predict check were used as 
criterion.  The results of Jackknife validation showed that fifteen (9.4%) of the 160 LSS based on regression 
analysis were not within an APE of 15% by using one concentration-time point.  156 (97.5%), 159 (99.4%)  
and 160 (100%) of the 160 LSS model were capable of predicting within an APE 15% by using 2, 3, 4 points, 
separately.  Limited sampling strategies have been developed and validated for estimating AUC0−24 h of amlodipine.  
The present study indicated that the implemention of both 5 mg and 10 mg dosage could enable accurate 
predictions of AUC0−24 h by the same LSS model.  This study shows that 12, 4, 24, 2 h after administration are 
key sampling time points.  The combination of (12, 4), (12, 4, 24) or (12, 4, 24, 2 h) might be chosen as 
sampling hours for predicting AUC0−24 h in practical application according to requirement. 
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 有限采样法 (limited sampling strategy, LSS) 由
Johnston A 等[1]于 1990 年提出, 可应用于治疗药物监

测的统计学方法, 用有限的采样点建立数学模型, 对
监测药物的治疗参数如药时曲线下面积 (AUC) 等进

行较为准确的估算。已经有文献[2]报道有些 AUC 和

药效动力学相关。临床上通过监测 AUC 作为调整治
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疗患者的给药方案参考的方法已被大量使用。然而, 
AUC 的计算依赖于足够多的采血点数据, 多次采血

往往使患者难以接受。使用有限采样技术可以在保证

AUC 监测质量的前提下, 减少采血点 (只用 2～4 个

点), 这一方面可以大大减少患者的痛苦, 显著减少

医护人员的采血工作及分析成本, 另一方面, 也可以

处理部分采血点数据缺失的情形。至今已经有一些应

用有限抽样技术监测 AUC 的可行性研究[3−8]。 
氨氯地平为一线抗高血压及心绞痛药物, 有研

究 [ 2 ]表明氨氯地平的血药浓度与降压效果有线性  
关系。本研究使用了 4 个人体生物等效性临床试验共 
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160 例药时数据 , 应用有限采样法建立模型估算

AUC, 目的在于只用有限几个采血点来估计 AUC, 
且保证一定的准确度。这样可以采取少数几个关键的

时间点采血, 优化治疗药物监测, 减少对计算 AUC 影

响不大的采血点, 从而降低研究成本, 对研究药效学

与药动学之间的关系有重要意义。 
 

材料与方法 
研究对象与方法  数据来自 4 个随机双交叉氨

氯地平人体生物等效性试验, 每试验组有 20 人分别

服用苯磺酸氨氯地平参比剂及试验药, 共有 80 名受

试者 160 例数据。所有受试者均为健康男性, 年龄为

21.7 ± 1.1 (19～25) 岁, 身高 (cm) 为 171.5 ± 5.8 (157～
186), 体重 (kg) 为 63.4 ± 6.7 (51～87)。试验制剂和参

比制剂来自辉瑞、彼迪、云鹏、俞氏、新斯顿和东瑞

等 6 家制药公司。在安徽、辽宁等 3 家医院完成试验, 
试验前均已签署知情同意书, 通过伦理委员会批准。 

服药前受试者禁食过夜 (10 h 以上), 次日早晨

7∶30 空腹服用药物, 用温开水 200 mL 送服, 分别于

服药前 (0 h)、服药后 1、2、4、6、8、12、24、36、
48、72、96、120 和 144 h 从静脉采血 3 mL, 取血清, 
于 −20 ℃储存, 用于血药浓度检测。其中 5 mg 为普

通片剂, 10 mg 为分散片, 试验为双周期随机交叉设

计, 洗脱期为 2 周。 
药物浓度分析方法  5 mg 组血浆中苯磺酸氨氯

地平浓度和 10 mg 组血浆中的苯磺酸左旋氨氯地平浓

度均采用LC-MS/MS内标法测定[9]。实验仪器主要有: 
Finnigan TSQ Quantum Discover Max 型 LC-MS/MS
联用仪, ESI 离子源; TGL-16H 高速离心机; XS105 电

子天平; XW-80A 微型旋涡混合仪。血浆中内源性物

质不干扰样品测定, 检测方法的灵敏度、特异性、精

密度、准确度、标准曲线、样品稳定性及质控均符合

生物样品分析要求。 
数据分析  所有受试者按方案完成试验, 4 个等

效试验的 AUC0−n 和 AUC0−∞的 90%可信限在 80%～

125%内, Cmax 90%的可信限在 70%～143%之间, 双
向单侧 t检验提示均为试验药和参比药具有生物等效

性。 
有限采样分析方法  应用7个采血时间点 (1, 2, 4, 

6, 8, 12和24 h) 估算AUC0−24 h, 方程式为AUC0−24 h = 
A0 + A1 × C1 + A2 × C2 + … + An × Cn, Cn 和 An 分别表

示用于建模的第 n 个采血点的血药浓度和系数。用  
7 个采样点以梯形法计算 AUC0−24 h 近似作为实测值, 

从这 7 个点中分别选取 1、2、3 和 4 个点代入上述方 
程作为有限采样点估算 AUC0−24 h, 所有可能组合数

为 4
7

3
7

2
7

1
7 CCCC +++ , 共 98 个回归方程。计算求解所 

有方程的回归系数, 按决定系数 r2 及参数个数排序。 
r2 作为检测模型优劣的一个重要参数, 同时采用一 
阶 Jackknife方法[10, 11]验证模型, 总例数为 160例, 每
次切掉 1 例, 用其他 159 例计算拟合参数得到回归 
方程估算切掉的 1 例, 采用绝对预测误差 (absolute 
prediction error, APE) 和均方根误差 (root of mean 
square error, RMSE) 来评价模型, 见式 (1)、(2)。 

APE (%) = ( | Pred − Obs | ) / Obs × 100%       (1) 

%100)APE()N/1(RMSE 2 ×∑×=            (2) 

式中 Pred 为模型预测值, Obs 为实测值。如此方

法逐一切掉每个例数并计算, 共得到 160 个结果。 
另外也做了预测值和实测值的关系分析, 并以

实测值的加减 10% 和 15% 线作为参考线。用非参数

Bootstrap 方法[12]进行了参数的可信区间的估计。针对

1、2、3 和 4 个采样点分别选出最佳模型用 Bootstrap
方法抽样 2000 次来计算中位数及 95% CI。程序采用

Excel 的 VBA 语言编写。 
 

结果 
1  典型药时曲线和药动学参数 

8 个组的平均血药浓度曲线见图 1。图中相同形

状的实心与空心符号为一对等效性试验。从图中可以

看出, 5 mg 组药时曲线基本一致, 10 mg 组为分散片, 
药时曲线形状略不同于其他 5 mg 组, 但 AUC 差异无

统计学意义 (P > 0.05)。用非房室模型拟合得到的参

数见表 1。5 mg 组和文献[2]报道结果相符。苯磺酸氨

氯地平包括左旋和右旋两种成分, 其中左旋成分的

药效是右旋成分的近千倍。有文献[13]报道 5 mg 的左

旋氨氯地平同 10 mg 的氨氯地平相比左旋成分的药

代参数无显著差异。在本文中 10 mg (苯磺酸氨氯地

平分散片) 组检测的是血液中苯磺酸左旋氨氯地平

浓度, 因此, AUC 和 5 mg 组无明显区别。 
2  有限采样的多元回归方程 

对数据首先进行正态性检验, 由于数据符合正

态分布, 因此未做对数转换。计算 1～4 个采血点估算

AUC 的所有组合后, 按决定系数排序后各取数值最

大的 2 或 3 个方程, 共 14 个, 结果见表 2。1 个采样

点的最高决定系数为 0.871, 最佳采样点为 12 h; 2 个

采样点的最高决定系数为 0.944, 最佳点为 (12, 4) h; 
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Figure 1  Concentration-time curve of amlodipine after admini-
stration of 5 mg or 10 mg amlodipine orally to 8 Chinese health 
volunteer groups.  The two groups of data collected from the 
same bioequivalence study were indicated by solid and empty 
symbols with sample shape.  Values are given as mean ± SE 
 
Table 1  Pharmacokinetic parameters of amlodipine in healthy 
Chinese volunteers.  x ± s 

Parameter 5 mg (n = 120) 10 mg (n = 40) 

AUC0−t /μg·L−1·h 160.80 ± 47.80 176.16 ± 51.53 

AUC0−∞ /μg·L−1·h 181.67 ± 57.70 190.23 ± 54.40 

t1/2 /h  42.92 ± 24.70 31.59 ± 5.94 

tmax /h  7.12 ± 2.75  4.35 ± 1.75 

Cmax /μg·L−1  3.41 ± 0.81  5.04 ± 1.36 

 
3 个采样点的最高决定系数为 0.981, 最佳采样点为 
(24, 12, 4); 4 个采样点最高决定系数为 0.987, 采样时

间点为 (24, 12, 6, 4) 或 (24, 12, 6, 2)。 
3  模型验证 

回归方程的决定系数可作为模型优劣的一个重

要指标, 但决定系数无法反映模型稳定性问题。因此, 
本文应用 Jackknife 法做内部验证[10, 11]。按对象与方

法部分所述每次切去一个样本的结果见表 3, 当只使 

Table 2  Coefficient of determination of some of the best linear 
equations for estimation of AUC0−24 h in 1−4 sampling times 
strategy 

Sampling 
time/h 

r2 Linear equation 

12 0.871 11.905+17.750×C12 

8 0.790 7.887+17.413×C8 

12, 4 0.944 8.580+14.225×C12+4.415×C4 

12, 6 0.929 2.620+12.777×C12+6.990×C6 

12, 2 0.919 11.267+15.567×C12+3.374×C2 

24, 12, 4 0.981 3.103+7.143×C24+10.538×C12+4.408×C4 

24, 12, 2 0.964 5.138+7.921×C24+11.320×C12+3.601×C2 

12, 6, 4 0.960 4.160+12.347×C12+4.029×C6+3.177×C4 

24, 12, 6, 4 0.987 0.927+6.285×C24+9.775×C12+2.587×C6+3.617×C4

24, 12, 4, 2 0.987 3.455+7.464×C24+10.327×C12+3.221×C4+1.527×C2

24, 12, 8, 4 0.986 1.453+6.281×C24+8.835×C12+2.962×C8+4.113×C4

 
用一个参数建模时, 有 46 (28.8%) 例预测结果误差超

过了 10%, 15 (9.4%) 例的预测结果误差超过 15%, 可
见, 只用一个参数估计准确度和稳定性较差。而采用

两个参数预测结果有显著提高, 两点 (12, 4) 估计的

RMSE 较小, 预测误差也优于其他 3 组, 因此 (12, 4) 
为采用两点估算时的最佳采样点。采用 3 个点 (24, 12, 
4) 的有限采样模型除决定系数有较大提高外, RMSE
和超过 10%、15%预测误差的个数也显著减小, 为最

佳采样点。采用 4 个点估计的准确度进一步提高, 有 

(24, 12, 6, 4) 和 (24, 12, 4, 2) 两种组合决定系数可达

到 0.987, 但后者预测误差均在 15%以内, 且只有 1 例

超过 10%, RMSE 增加较小, 因此后者较佳。1～4 个

点的最佳组合分别为 (12)、(12, 4)、(24, 12, 4)、(24, 12, 
4, 2), 即关键时间点重要程度排序依次为 12, 4, 24, 2。 

这 4 种最佳组合的模型参数的 95%可信区间的

计算采用了 Bootstrap 方法[12], 这一方法也适合非正 
 
Table 3  Jackknife validation of absolute prediction error (APE) and root of mean square error (RMSE) in the different sampling  
strategies for prediction of AUC0−24 h.  a: Lower limited prediction error; b: Up limited prediction error; c: Number and ratio of     
calculated AUC0−24 h with a prediction error beyond 10%; d: Number and ratio of calculated AUC0−24 h with a prediction error beyond 15% 

Sample time/h r2 RMSE LAPE
a UAPE

b >10% N (%)c >15% N (%)d 

12 0.871 10.23 0.174 32.827  46 (28.8) 15 (9.4) 

8 0.790 13.38 0.089 39.381  72 (45.0)  45 (28.1) 

12, 4 0.944 6.83 0.000 37.314  17 (10.6)  4 (2.5) 

12, 6 0.929 7.04 0.024 20.123  28 (17.5) 10 (6.3) 

12, 2 0.919 8.44 0.011 25.821  33 (20.6) 14 (8.8) 

24, 12, 4 0.981 4.10 0.013 20.117  2 (1.3)  1 (0.6) 

24, 12, 2 0.964 5.92 0.009 20.723 14 (8.8)  4 (2.5) 

12, 6, 4 0.960 5.68 0.003 30.486 12 (7.5)  2 (1.3) 

24, 12, 6, 4 0.987 3.38 0.007 17.672  3 (1.9)  1 (0.6) 

24, 12, 4, 2 0.987 3.46 0.031 10.419  1 (0.6)  0 (0.0) 

24, 12, 8, 4 0.986 3.38 0.006 15.745  3 (1.9)  1 (0.6) 
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态分布的数据。95%置信区间的计算采用抽样 2 000
次, 取 0.025 和 0.975 分位数的方法, 结果见表 4, 所
有参数的 95%置信区间均不包括零。 

为了更直观评价预测的准确程度, 作者做了有

限采样的 B−A 关联图[14]。图 2 中 a, b, c 和 d 分别为

取 1, 2, 3和 4个采样点的所有可能组合中的最佳组合

做图。图中同形状的实心、空心标记符号为一对等效

试验组。横坐标为观测值和预测值的均值, 纵坐标为

观测值减预测值的百分比误差, 中心水平为零误差

线, 所有的点越集中在零误差线附近, 则说明其准确

度越高。点虚线为 15%预测误差线, 虚线为 10%预测

误差线。图 2a 中有许多点落在 15%预测误差线外, 对
10 mg 组的部分点估计偏低而对 5 mg 组的部分点估

计偏高, 表明用一个时间点估计 AUC 的不确定性较

大。而采用两个点后结果有很大改善, 见图 2b, 只有

少数几个点超过 15%预测误差线。若采用 3 个采血点, 
预测精度进一步提高, 体现出很好的线性, 决定系数

接近于 1 (r2 = 0.981)。采用 4 个点, 大多数点 (99.5%) 
预测误差都在 10%预测误差线内 (仅 1 例预测误差 > 

10% 为 11.4, 占总数的 0.6%), 达到了非常高的精度。

在实际应用中可参考实际情况按需选择。在图 2d 中

可以看到 5 mg 组同 10 mg 组都可以很好的拟合。 
模型的进一步外部验证选用文献[15]中人体药动

学研究数据。18 名健康受试者口服 10 mg 苯磺酸氨

氯地平分散片, 试验为双交叉设计, 共 36 例数据。采

用 2～4 个点的有限采样模型预测的 AUC0−24 h结果见

表 5。两点预测的 RMSE 值为 10.93, 略大于内部验

证误差 6.83, 且有一半的预测误差大于 10%, 有 4 
(11.1%) 例预测误差大于 15%。采用 3、4 个采样点

预测结果有显著提高, 两个方程结果比较接近。 
 
Table 4  The median (95% CI) of the intercept and the coefficient (Ai) results of different LSS (limited sampling strategy) model calcu-
lated by using Bootstrap method 

Sample time/h Intercept A1 A2 A3 A4 

12 11.91 (8.31−15.01) 17.74 (16.6−19.13)    

12, 4  8.57 (6.42−10.48) 14.21 (13.32−15.33) 4.41 (3.82−4.95)   

24, 12, 4 3.11 (2.07−4.14) 7.13 (6.45−7.8) 10.53 (10.07−11.07) 4.41 (4.05−4.74)  

24, 12, 4, 2 3.45 (2.65−4.25) 7.46 (6.86−8.13) 10.31 (9.85−10.8) 3.22 (2.95−3.56) 1.53 (1.22−1.74) 

 

 
Figure 2  B-A plots of AUC0−24 h predicted by each LSS.  Pred: Value of prediction; Obs: Value of observation.  a: 1-sample LSS;  b: 
2-sample LSS;  c: 3-sample LSS; d: 4-sample LSS 
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Table 5  Predictive performance for the LSS for prediction of AUC0−24 h for 10 mg amlodipine orally to 36 Chinese health volunteers 

LSS equation RMSE LAPE UAPE >10% N (%) >15% N (%) 

8.58+14.23×C12+4.42×C4 10.93 3.11 20.65 18 (50.0)  4 (11.1) 

3.10+7.14×C24+10.54×C12+4.41×C4  6.04 0.41 13.65 2 (5.6) 1 (2.8) 

3.46+7.46×C24+10.33×C12+3.22×C4+1.53×C2  5.70 0.33 11.67 2 (5.6) 1 (2.8) 

 

讨论 
有限采样以采样点同 AUC 之间存在线性关系为

基础, 除了可以对 AUC 应用有限采样策略外, 其他指

标 (如 Cmax、Tmax 等) 也可以尝试。随着取点数选取

的增加, 有限采样的模型估算准确度会逐渐提高, 但
这也意味着成本的增加。本研究采用多元回归模型, 
借助计算机编程实现计算 1～4个点的所有可能组合, 
按决定系数排序。这种方法和逐步法相比可更直接方

便的实现优选。本例中应用了较大样本量的数据, 得
到的回归模型相对可靠, 特别对于同本例受试者相

似的样本有较大参考价值。在做多元回归模型建模 
过程中需做正态检验, 若数据符合对数正态分布, 则
需要进行对数转换。有限采样模型参数 95% CI 的计

算采用了非参数 Bootstrap 方法, 所有 95% CI 不包括

零。在建模过程中, 也考虑过体重是否会对模型有影

响, 但结果发现其影响很小, 无统计学意义。这意味

着不必引入体重对血药浓度进行修正, 采样点的血

药浓度较低可能对应较低的 AUC, 血药浓度较高则

可能对应较高的 AUC, 但都可能应用同样的公式预

测。本例对苯磺酸氨氯地平及左旋苯磺酸氨氯地平 
组一起建模, 通过 Jackknife 方法作内部验证, 应用

Bootstrap方法计算了95%置信区间, 并采用文献10 mg
数据作外部验证, 模型表现很稳定。这也证实了氨氯

地平及左旋氨氯地平的有限采样模型有较高的准确

度, 可以按需要采用 2～4 个点预测。 
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