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格列齐特缓释片在比格犬体内的药动学及生物等效性
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[摘要] 目的 研究自制格列齐特缓释片在比格犬体内的药动学行为和体内外相关性。方法 取 6 条比格

犬随机分成两组，采用自身对照交叉方式给药，分别灌胃给予自制格列齐特缓释片和参比制剂达美康，给药剂量

为 30 mg。给药后于不同时间点采血，采用高效液相色谱法测定血药浓度，计算药动学参数，考察自制格列齐特

缓释片的药动学特征和相对生物利用度，评价其生物等效性，计算其体内外相关性。结果 达美康的药时曲线

下面积（AUC0-∞）为（101.74±20.29）μg/（mL·h），自制制剂格列齐特缓释片的 AUC0-∞为（95.40±28.68） 
μg/（mL·h），两者间各药动学参数差异均无统计学意义（P＞0.05）。自制格列齐特缓释片对达美康的相对生物

利用度为 93.77%，两者具有生物等效性。将制剂在犬体内的吸收分数与体外累积释药率作线性回归，达美康与自制

格列齐特缓释片的相关系数分别为 0.912 和 0.894，均大于临界值（r0.05，7＝0.754），两者的体外释放速率与犬体内

吸收速率均相关。结论 自制格列齐特缓释片在比格犬体内具有缓释特征，其与参比制剂达美康生物等效。本研究

建立的体外释放度测定方法可用于预测格列齐特缓释片在体内的吸收行为。
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Pharmacokinetics and bioequivalence of gliclazide modified release tablets in Beagle dogs
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[Abstract]　Objective　To explore the pharmacokinetics of self-made gliclazide modified release tablets in 
Beagle dogs and to evaluate the in vivo and in vitro correlation. Methods Six Beagle dogs were orally given self-made 
gliclazide modified release tablets or reference preparation (DaMeiKang) at a dose of 30 mg with self-control cross-over 
method. Blood samples were collected at different time points after administration. The gliclazide concentration in plasma 
was determined by high-performance liquid chromatography, and the pharmacokinetic parameters were calculated. The 
pharmacokinetic characteristics and relative bioavailability of self-made gliclazide modified release tablets were investigated, 
the bioequivalence was evaluated, and the in vivo and in vitro correlation was calculated. Results Area under curve (AUC0-∞)  
of DaMeiKang was (101.74±20.29) μg/(mL·h), and AUC0-∞ of self-made gliclazide modified release tablets was 
(95.40±28.68) μg/(mL·h). There were no significant differences in the pharmacokinetic parameters between the test and 
reference formulations (P＞0.05). The relative bioavailability of self-made gliclazide modified release tablets was 93.77%, 
which was bioequivalent with the reference preparation. The in vitro and in vivo correlation analysis showed that the 
correlation coefficients of DaMeiKang and self-made gliclazide modified release tablets were 0.912 and 0.894, respectively, 
which were higher than the critical value (r0.05, 7=0.754). The in vitro release rates of the two preparations were correlated 
with the in vivo absorption rates. Conclusion The self-made gliclazide modified release tablets have sustained-release 
characteristics and bioequivalence with reference preparation. The in vivo absorption behavior of gliclazide modified release 
tablets can be predicted by the in vitro release assay established in this study.
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目前，仿制药质量已成为国家、医药企业

和医疗机构的关注重点。开展仿制药质量一致性

评价、全面提高仿制药质量是《国家药品安全

“十二五”规划》的重要任务，是提高药品质量的

有效手段，对提升制药行业整体水平、保障公众用

药安全具有重要意义[1]。仿制药与原研药的质量一

致性不仅要求体外检验指标具有一致性，还要求体

内安全性和有效性具有一致性。

糖尿病是由体内胰岛素分泌绝对或相对不足

导致的以高血糖为特征的内分泌代谢性疾病[2]。国

际糖尿病联盟（International Diabetes Federation，
IDF）在第 7 版《IDF 全球糖尿病概览》中估测：

2015 年全球 20～79 岁成人糖尿病患病率为 8.8%，

患者人数达  4.15 亿；预计到  2040 年全球将有  
6.42 亿糖尿病患者[3]。格列齐特（gliclazide）为第  
2 代磺酰脲类降糖药，具有口服吸收快、降血糖活性

高的特点，且其引发低血糖、粒细胞减少及心血管不

良反应的发生率较低，兼具降血糖和改善凝血功能

双重作用。格列齐特不仅可以改善糖尿病患者的代

谢，还可改善或延缓糖尿病血管并发症的发生，在国

内外已广泛应用于临床，成为目前治疗 2 型糖尿病

最常用的药物之一[4-5]。格列齐特缓释片现已上市，由

法国施维雅（Serveir）公司研发。本研究以自制格列

齐特缓释片为受试制剂、市售格列齐特缓释片（商

品名：达美康）为参比制剂进行比格犬体内药动学研

究，验证自制格列齐特缓释片是否具有缓释特征，评

价仿制制剂与原研制剂是否生物等效，并考察自制

格列齐特缓释片的体内外释放行为，为仿制制剂与

原研制剂的一致性评价提供参考。

1　仪器和试药

1.1　仪器设备　Shimadzu LC-20AB 高效液相色

谱仪、Shimadzu SPD-20A 紫外检测器（日本岛津

公司）；HW-2000 色谱工作站 2.16 版（上海千谱

软件有限公司）；ZRS-8 智能溶出试验仪（天津

大学精密仪器厂）；Simplicity 水纯化系统（美国 
Millipore 公司）；XW-80A 旋涡混合器（上海医

科大学仪器厂）；TGL-16G 台式离心机（上海安

亭科学仪器厂）；BS224S 型电子天平（精密度为

0.000 1 g，德国 Sartorius 公司）。

1.2　药品与试剂　格列齐特对照品（中国药品

生物制品检定所，批号：100269-200402）；格

列吡嗪对照品（中国药品生物制品检定所，批

号：100281-200001）；格列齐特原料药（山东

科源制药股份有限公司，含量为 99.0%，批号：

0604034）；羟丙甲基纤维素（HPMC K100LV、

HPMC E50，英国卡乐康公司）；微晶纤维素

（MCC Celldone 102CG，国际特品有限公司，批

号：60102）；微粉硅胶 [Aerosil 200，赢创德固赛

（中国）投资有限公司]；硬脂酸镁（国际特品有

限公司，批号：60509）；肝素钠（上海第一生化

药业有限公司）；格列齐特缓释片（达美康，法国

施维雅制药有限公司，批号：6G0459）；甲醇、

乙腈（色谱纯，美国 Tedia 公司）；其他试剂均为

分析纯。

2　方法和结果

2.1　自制格列齐特缓释片的制备　称取  30  g 
格列齐特原料药与 75 g HPMC K100LV、15 g 
HPMCE50、78 g MCC Celldone 102 CG 等辅料，

在双锥混合器中混合均匀，加入润湿剂 90% 乙醇

适量制软材，过 30 目筛制粒，于 60 ℃ 烘干，

过 24 目筛整粒，加入润滑剂微粉硅胶和硬脂酸镁

混匀，采用 9 mm 的圆形冲模于单冲压片机上压

片。每片含药 30 mg，平均片重 200 mg，硬度 8～ 

10 kg。片剂处方有较好的压缩成形性，所制得的

缓释片表面光洁，片重差异、脆碎度、硬度、体外

释放等指标均符合质量标准。

2.2　色谱条件　Merck C8 色谱柱（250 mm× 

4.6 mm，5 μm）；柱温：30 ℃；流动相：甲醇-0.2%
冰醋酸（体积比  62∶38）；流速：1  m L / m i n； 
检测波长：229 nm；进样量：10 μL。
2.3　体外释放度的测定　取自制格列齐特缓释片和

达美康各 6 片，置于 pH 7.4 的磷酸盐缓冲液中，温度 
37 ℃，采用转篮法测定溶出度，转速为 100 r/min。分

别于 0.25、0.5、1、2、4、6、9、12、24 h 时取样 10 mL，
过 0.8 µm 滤膜，续滤液行 HPLC 测定，计算累积

释放率。自制格列齐特缓释片和达美康在 pH 7.4 的
磷酸盐缓冲液中于 12 h 内均表现出明显的缓释行

为，符合达美康质量标准中对释放度的要求，即  
2 h 限度为 17%～31%、4 h 限度为 35%～55%， 
12 h 限度为 85% 以上。此外，自制格列齐特缓释

片与达美康的释放行为表现出良好的相似性（相似

因子   f2＞50[6]），其  f2 为 62.94。见图 1。
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图 1 自制格列齐特缓释片和达美康的口服体外释放曲线

n＝6, x±s

3 mL，肝素抗凝，900×g 离心 10 min 后分离血

浆，于－20 ℃ 贮存，待作血药浓度分析。经洗净

期 2 周后交叉服药，同时间点取血，同法处理。

2.5　血浆样品预处理　取血浆样品 0.5 mL 加入内

标（20 μg/mL 格列吡嗪甲醇溶液）50 μL 和盐酸溶

液（0.4 mol/L）0.1 mL，加入乙酸乙酯 2.5 mL，振

荡混匀 2 min，离心（1 350×g）5 min，取上清液 
2 mL，氮气吹干，残留物加 0.08 mL 乙腈溶解，取 
10 μL 行 HPLC 测定。记录色谱图，计算格列齐特

与内标的峰面积之比，采用内标法进行定量分析。

2.6　方法学评价

2.6.1　方法专属性　取比格犬空白血浆，分别配制

空白血浆、空白血浆加内标液、空白血浆加一定浓

度格列齐特溶液（含内标）及给药后的血浆样品，

处理后进样行 HPLC 测定。格列齐特和内标格列

吡嗪的保留时间分别为 7.8 min 和 6.2 min。在上述

色谱条件下，格列齐特和内标的峰形均较好，且分

离度较好，内源物质基本无干扰，见图 2。

2.4　给药方案与血样采集[7-8]　6 条比格犬 [上海交

通大学农学院教学实验实习场提供，动物生产许可

证号：SCXK（沪）2017-0007] 随机分为两组，采

用自身对照交叉方式给药。禁食 12 h 后，分别口

服给予自制格列齐特缓释片和达美康，给药剂量

为 30 mg。于给药前和给药后 0.5、1、2、4、6、
8、10、12、24、36、48、60 h 抽取前肢静脉血各  

图 2 比格犬血浆内格列齐特的高效液相色谱图谱  
A: 空白血浆; B: 空白血浆加内标; C: 空白血浆加格列齐特与内标; D: 血浆样品. 1: 内标格列吡嗪; 2: 格列齐特
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2.6.2　最低检测限　在上述条件下，以信噪比 S/N＝3  

计算得该方法的最低检测限为 10 ng/mL。
2.6.3　线性关系　准确量取 0.5 mL 空白血浆共 

6 份，分别加入内标液 50 μL，再依次加入 0.1、

0.5、1、2、4、8 μg/mL 的格列齐特标准溶液，得

不同浓度标准血浆。按 2.5 项下方法处理含药血

浆，取 10 μL 行 HPLC 测定，记录色谱图。以样

品峰面积（As）与内标峰面积（Ai）的比值对血浆

浓度（ρ, μg/mL）进行线性回归，得到标准曲线： 
As/Ai＝0.214 1ρ＋0.067（R2＝0. 999 9），表明格列

齐特在 0.5～8.0 μg/mL 范围内线性关系良好。

2.6.4　精密度　取高、中、低浓度（0.5、2、8 μg/mL） 

的含药血浆各 3 份，分别于 1 d 内和 3 d 内不同时

间点按 2.5 项下方法处理，取 10 μL 行 HPLC 测

定，记录色谱图。根据标准曲线计算血浆样品中

格列齐特的浓度并计算日内和日间相对标准偏差

（relative standard deviation，RSD），即得日内精

密度和日间精密度。结果显示，高、中、低浓度含

药血浆日内精密度的 RSD 分别为 2.64%、1.27%、

0.96%，日间精密度的  RSD 分别为  9 .35%、

2.36%、4.96%，均符合试验要求。

2.6.5　方法回收率　取高、中、低浓度（0.5、2、

8 μg/mL）的含药血浆各 3 份，按 2.5 项下方法处

理后取 10 μL 行 HPLC 测定，记录色谱图，根据标

准曲线计算血浆样品中格列齐特的浓度，计算相对

回收率（方法回收率）。结果显示，在线性范围内

血浆样品的方法回收率为 82.53%～103.11%，符合

试验要求。

2.6.6　提取回收率　取高、中、低浓度（0.5、

2、8 μg/mL）的含药血浆各 3 份，按 2.5 项下方

法处理后取 10 μL 行 HPLC 测定，记录色谱图。

另取浓度分别为 0.5、2、8 μg/mL 的格列齐特对

照品乙腈溶液，取 10 μL 行 HPLC 测定，记录色

谱图并绘制标准曲线。计算绝对回收率（提取回

收率），结果显示，在线性范围内提取回收率为 

76.86%～78.94%，符合试验要求。

2.7　血药浓度测定结果及药动学参数　采用中

国药理学会药理学委员会编制的 3p87 药动学程

序进行血药浓度数据处理。达峰浓度 Cmax 和达峰

时间 Tmax 为实测值，其他参数采用统计矩模型计

算。采用 Student t 检验行统计学分析，检验水准

（α）为 0.05。自制格列齐特缓释片和达美康的比

格犬体内血药浓度-时间曲线图见图 3，所得药动

学参数结果见表 1。自制格列齐特缓释片和达美康

都表现出明显的缓释趋势，平均滞留时间（mean 

retention time，MRT）分别达（15.46±3.24）h  

和（15.95±3.04）h ，消除半衰期 T1/2e 分别达

（9.92±3.36）h 和（7.31±1.51）h。t 检验结果

表明，自制格列齐特缓释片和达美康的各药动学

参数差异均无统计学意义（P 均＞0.05）。

表 1　达美康和自制格列齐特缓释片的比格犬体内药动学参数

                                                 n＝6, x±s 

参数 达美康 自制格列齐特缓释片 P 值

AUC0-∞ (μg·mL－1·h－1) 101.74±20.29 95.40±28.68 0.67

MRT t/h 15.95±3.04 15.46±3.24 0.79

K (h－1) 0.10±0.02 0.08±0.03 0.16

T1/2e t/h 7.31±1.51 9.92±3.36 0.11

Cmax ρB/(μg·mL－1) 5.92±3.42 5.95±2.22 0.98

Tmax t/h 4.33 ±1.51 4.33±1.51 1.00

AUC0-∞: 药时曲线下面积; MRT: 平均滞留时间; K: 消除速率常数; T1/2e: 消除半衰期; Cmax: 达峰浓度; Tmax: 达峰时间

图 3　达美康和自制格列齐特缓释片口服给药后的平均

血药浓度 - 时间曲线图

n＝6, x±s
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2.8　生物利用度　以血药浓度-时间曲线下面积

（area under curve，AUC）计算自制格列齐特缓释

片对达美康的相对生物利用度（Fr），计算公式如

下：Fr＝AUC自制格列齐特缓释片/AUC达美康，得自制格列

齐特缓释片的相对生物利用度为 93.77%，两者具

有生物等效性。

2.9　体内外相关性　采用 Wagner-Nelson 法[9-10]计

算缓释片在犬体内的吸收分数（F），计算公式为  
F＝（Ct＋AUC0-t · K）/[K · AUC0-∞]，式中 Ct 为 t 时
的血药浓度，K 为消除速率常数，AUC 采用梯形法

计算。将 F 值与其体外累积释药率（X）作线性回归，

进行缓释片体内外相关性研究。结果显示，自制格列

齐特缓释片的回归方程为 F＝0.984 3X＋17.072（r＝
0.894）；达美康的回归方程为 F＝0.821 5X＋7.469 6 
（r＝0.912），相关系数均大于临界值（r0.05，7＝0.754），

即自制格列齐特缓释片和达美康在比格犬体内的药物

吸收率与体外释药率均相关。

3　讨　论

本研究在血样处理中，考虑到格列齐特属弱

酸性药物，血浆 pH 对提取率有一定影响，酸性环

境下提取率应高于碱性环境，因此本研究选用了酸

性环境进行提取。此外，选用乙酸乙酯作为萃取

剂，此法重现性好、易操作，且毒性相对较小，

优于既往研究中使用的正己烷、苯、乙醚、氯仿 
等[11-13]提取溶剂。

制剂体内药动学研究对制剂质量评价具有

重大意义。由本实验结果可知，自制格列齐特缓

释片的消除半衰期达（9.92±3.36） h，Tmax 达
（4.33±1.51） h，具有明显的缓释特征，且各药

动学参数与市售制剂达美康差异均无统计学意义，

相对生物利用度为 93.77%，自制格列齐特缓释片

与达美康具有生物等效性。上述结果表明自制格列

齐特缓释片达到了缓释的设计目的，并符合仿制药

的要求。

根据美国食品药品监督管理局药品评价和研

究中心的定义，药品体内外相关性是指用以描述某

一制剂（通常是缓控释制剂）的体外特征与体内反

应（如血浆药物浓度或吸收的药物总量）之间相关

关系的一种预测性数学模型。体内外相关性反映制

剂体外释放曲线与体内血药浓度-时间曲线之间的

关系。只有体内外特征具有相关性，才能通过制剂

的体外释放曲线预测其体内情况。本研究分析了自

制格列齐特缓释片和达美康在所建立的体外释放条

件中的释放行为与其在比格犬体内吸收分数间的相

关性。结果显示，自制格列齐特缓释片和达美康的

体外释放与犬体内吸收分数相关性好，即本研究所

采用的体外释放测定方法测得的药物释放行为可以

较好地反映药物的体内吸收行为，可用该方法进行

制剂的质量控制，为仿制制剂与原研制剂之间的一

致性评价提供了实验基础。
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