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ＨＰＬＣＭＳ法评价２种茴拉西坦胶囊的人体生物等效性
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　　［摘要］　目的　建立ＨＰＬＣＭＳ法测定人血浆中茴拉西坦的活性代谢物对甲氧基苯甲酰氨基丁酸（ＡＢＡ）的浓度，比较２
种茴拉西坦胶囊的人体生物等效性。方法　２４名健康男性志愿者单剂量交叉口服受试制剂或参比制剂２００ｍｇ，采用
ＨＰＬＣＭＳ法测定血浆中不同时间点茴拉西坦代谢物ＡＢＡ的血药浓度，计算主要药代动力学参数及相对生物利用度，评价２

种制剂的生物等效性。结果　受试制剂和参比制剂的主要药动学参数：Ｃｍａｘ分别为（９．３０±５．１３）和（８．７０±３．１７）μｇ／ｍｌ；
ｔｍａｘ分别为（３８．４１±１７．８９）和（３９．０９±１９．９２）ｍｉｎ；ｔ１／２分别为（３７．２１±１０．５１）和（３８．４５±９．２４）ｍｉｎ；ＡＵＣ０ｔ分别为

（５５５．２１±１５７．１０）和（５４５．３９±９７．２２）μｇ／（ｍｌ·ｍｉｎ）；ＡＵＣ０∞分别为（５６６．２４±１５８．０１）和（５５４．７１±１００．３２）μｇ／（ｍｌ·ｍｉｎ）。

以ＡＵＣ０ｔ和ＡＵＣ０∞计算，受试制剂的相对生物利用度Ｆ０ｔ和Ｆ０∞分别为（１０１．２２±１７．１７）％和（１０１．５２±１６．６３）％。２种制剂

的主要药代动力学参数差异无统计学意义。结论　２种茴拉西坦胶囊具有生物等效性。
　　［关键词］　茴拉西坦；对甲氧基苯甲酰氨基丁酸；生物等效性；高压液相色谱质谱法

　　［中图分类号］　Ｒ９６９．１　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２０１１）０１００５３０５

ＨＰＬＣＭＳｉｎｅｖａｌｕａｔｉｎｇｂｉｏｅｑｕｉｖａｌｅｎｃｅｏｆｔｗｏｋｉｎｄｓｏｆａｎｉｒａｃｅｔａｍｃａｐｓｕｌｅｓｉｎｈｅａｌｔｈｙｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓ

ＬＬｅｉ，ＺＨＡＯＬｉａｎｇ，ＺＨＯＵＧｕｉｃｈｅｎ，ＣＨＥＮＪｕｎ，ＺＨＡＮＧＧｕｏｑｉｎｇ

ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｈａｒｍａｃｙ，ＥａｓｔｅｒｎＨｅｐａｔｏｂｉｌｉａｒｙＳｕｒｇｅｒｙＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｓｅｃｏｎｄ ＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４３８，

Ｃｈｉｎａ

［收稿日期］　２０１０１１０５　　　　［接受日期］　２０１０１２１１
［作者简介］　吕　磊，硕士生，药师．Ｅｍａｉｌ：ｋ＿ｏｗｅｎ２００２＠１２６．ｃｏｍ
通讯作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２１８１８７５５７１，Ｅｍａｉｌ：ｇｕｏｑｉｎｇ＿ｚｈａｎｇ９１＠１２６．ｃｏｍ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａＨＰＬＣＭＳｍｅｔｈｏｄｆｏｒｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｎｇｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ４ｐａｎｉｓａｍｉｄｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ
（ＡＢＡ），ｔｈｅｍａｉｎａｃｔｉｖｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｏｆａｎｉｒａｃｅｔａｍｃａｐｓｕｌｅｓｉｎｔｈｅｐｌａｓｍａ，ａｎｄｔｏｃｏｍｐａｒｅｔｈｅｂｉｏｅｑｕｉｖａｌｅｎｃｅｏｆｔｗｏａｎｉｒａｃｅｔａｍ

ｃａｐｓｕｌｅｓｉｎｈｅａｌｔｈｙｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｗｅｎｔｙｆｏｕｒｈｅａｌｔｈｙｍａｌｅｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｇｉｖｅｎａｎｏｒａｌｓｉｎｇｌｅｄｏｓｅｏｆ２００

ｍｇｔｅｓｔｏｒｒｅｆｅｒｅｎｃｅａｎｉｒａｃｅｔａｍｃａｐｓｕｌｅｓｉｎａｃｒｏｓｓｏｖｅｒｍａｎｎｅｒ．ＴｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＡＢＡｗｅｒｅａｓｓａｙｅｄｂｙＨＰＬＣＭＳａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ．Ｔｈｅｍａｉｎｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｗｏｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓｗｅｒｅｃａｌｃｕｌａｔｅｄ，

ａｎｄｔｈｅｉｒｂｉｏｅｑｕｉｖａｌｅｎｃｅｗａｓｅｖａｌｕａｔｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｔｅｓｔａｎｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓｗｅｒｅａｓ

ｆｏｌ１ｏｗｓ：Ｃｍａｘｂｅｉｎｇ（９．３０±５．１３）ａｎｄ（８．７０±３．１７）μｇ／ｍｌ；ｔｍａｘｂｅｉｎｇ（３８．４１±１７．８９）ａｎｄ（３９．０９±１９．９２）ｍｉｎ；ｔ１／２ｂｅｉｎｇ
（３７．２１±１０．５１）ａｎｄ（３８．４５±９．２４）ｍｉｎ；ＡＵＣ０ｔｂｅｉｎｇ（５５５．２１±１５７．１０）ａｎｄ（５４５．３９±９７．２２）μｇ／（ｍｌ·ｍｉｎ），ａｎｄＡＵＣ０∞
ｂｅｉｎｇ（５６６．２４±１５８．０１）ａｎｄ（５５４．７１±１００．３２）μｇ／（ｍｌ·ｍｉｎ），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＲｅｌａｔｉｖｅｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙＦ０ｔａｎｄＦ０∞ｖａｌｕｅｓｏｆｔｈｅ

ｔｅｓｔｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｗｅｒｅ（１０１．２２±１７．１７）％ａｎｄ（１０１．５２±１６．６３）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｆｏｕｎｄｉｎｔｈｅ

ｍａｉｎｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｅｔｗｏａｎｉｒａｃｅｔａｍｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓｔｅｓｔｅｄｉｎｔｈｅ

ｐｒｅｓｅｎｔｓｔｕｄｙａｒｅｂｉｏｅｑｕｉｖａｌｅｎｔ．

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ａｎｉｒａｃｅｔａｍ；４ｐａｎｉｓａｍｉｄｏｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ；ｂｉｏｅｑｕｉｖａｌｅｎｃｅ；ｈｉｇｈｐｒｅｓｓｕｒｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１１，３２（１）：５３５７］

　　茴拉西坦，又名阿尼西坦、脑康酮，是γ氨基丁

酸（ＧＡＢＡ）的环化衍生物，可以通过血脑屏障选择

性作用于中枢神经系统，为脑功能改善药。本品对

于脑溢血、脑梗死，以及脑震荡、脑挫伤后的头痛、头

晕、睡眠困难等脑功能障碍均有改善作用，特别是对

脑血管疾病及中老年性的记忆力减退有明显疗效，

可作为老年性痴呆的预防和治疗用药［１］。本品口服

吸收好，不良反应较少，偶有口干、嗜睡症状，停药后

消失。

　　茴拉西坦在体内吸收迅速，血中达峰时间为

２０～４０ｍｉｎ，半衰期短。由于肝清除率高，口服后血

浆浓度较低，原形药物难以检测。其主要活性代谢
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产物对甲氧基苯甲酰氨基丁酸（ＡＢＡ）约占体内生物

转化产物的７０％，血药浓度较高，且稳定性好［２］。本

研究建立了一种灵敏、准确、简便的 ＨＰＬＣＭＳ方

法，以已经上市的无锡凯西药业有限公司生产的茴

拉西坦胶囊为参比制剂，通过测定受试者血浆中茴

拉西坦代谢物ＡＢＡ的浓度，评价２种茴拉西坦剂型

的生物等效性，为临床合理选用药物提供依据。

１　材料和方法

１．１　仪器　安捷伦１１００高效液相色谱串联１９４６Ｄ
单四级杆质谱（美国安捷伦公司），配有 ＥＳＩ源及

ＣｈｅｍＳｔａｔｉｏｎ工作站。ＸＷ８０Ａ型涡旋混合器（上海

医大仪器厂），ＴＧＬ１６Ｇ型高速离心机（上海安亭科

学仪器厂），ＭｅｔｔｌｅｒＡＥ２４０十万分之一电子天平（瑞

士 Ｍｅｔｔｌｅｒ公司）。

１．２　药品和试剂　受试制剂为茴拉西坦胶囊（山西

亚宝药业集团股份有限公司研制，规格０．２ｇ／粒，批

号：０９１００１）；参比制剂为茴拉西坦胶囊（无锡凯西

药业有限公司生产，规格０．１ｇ／粒，批号：０９０５０２）。

对照品ＡＢＡ（上海盟瀚化工科技有限公司提供，纯

度＞９９％），内标咖啡酸（中国药品生物制品检定所，

批号：１１０８８５２００１０２）。甲酸、甲醇为色谱纯（美国

Ｆｉｓｈｅｒ公司），水为纯水。

１．３　受试者选择　２４名健康男性受试者，年龄

２０～３０岁，平均（２３±２．９５）岁，体质指数在１９～２４

ｋｇ／ｍ２。体格检查正常；实验室检查显示Ｘ线胸透，

心电图，肝、肾功能和血象无异常。无烟酒嗜好、无

药物过敏史和药物依赖史、无精神病史及其他慢性

病史。试验前２周内未服任何药物。试验方案经本

院医学伦理委员会批准，试验前所有受试者均签署

知情同意书。

１．４　试验方案　本试验采用双周期自身交叉对照

试验设计，每个周期单次口服给药，药物清洗期为１
周。采用ＳＡＳ９．１．３统计软件区组随机化的方式将

２４名受试者随机分为２组。每组受试者每次试验时

分别服用受试制剂或参比制剂。给药剂量按照已上

市剂型的常规用法用量，均为０．２ｇ／次，其中受试制

剂为０．２ｇ×１粒，参比制剂为０．１ｇ×２粒。

　　试验场所设在本院药物临床试验机构Ⅰ期病

房。受试者于试验前１ｄ１７：００前入住Ⅰ期临床试

验病房，统一进食低脂餐，然后禁食过夜；次日早上

先留取空白血，然后按设计剂量用２００～２５０ｍｌ温

开水一次性服用研究药物。用药２ｈ后方可饮水，

４ｈ后进食统一低脂标准餐。用药后３０ｍｉｎ、２ｈ和

４ｈ，进行包括体温、脉博、血压和呼吸等生命体征的

检测。试验期间，由有资质的医护人员进行临床观

察，及时记录和处理不良事件。

１．５　血样采集　受试者分别于每周期给药前２０

ｍｉｎ，及给药后５、１０、１５、２０、３０、４５、６０、８０、１００、１２０、

１５０、１８０、２１０和２４０ｍｉｎ采集静脉血４ｍｌ，肝素抗

凝，１７９０×ｇ离心５ｍｉｎ，取血浆一式两份，于－４０℃
保存备用。

１．６　血药浓度测定

１．６．１　色谱条件　色谱柱：ＳＨＩＳＥＩＤＯ ＭＧＣ１８
（１００ｍｍ×３．０ｍｍ，３．０μｍ，日本资生堂公司），保

护柱：ＡｇｉｌｅｎｔＸＤＢＣ１８（１２．５ｍｍ×４．６ｍｍ，５．０

μｍ，美国安捷伦公司）。流动相：甲醇!水（含０．１％
甲酸）＝３４６６（Ｖ／Ｖ）；流速：０．５ｍｌ／ｍｉｎ，进样时

间１０ｍｉｎ，柱温：３０℃，进样量：５μｌ，柱后分流比

２１。

１．６．２　质谱条件　采用ＥＳＩ源正离子模式，毛细管

电压４０００Ｖ，干燥气流速１０Ｌ／ｍｉｎ，雾化气压力４０

ｐｓｉ（１ｐｓｉ＝６８９４．８Ｐａ），干燥气温度３５０℃。选择离

子模式（ＳＩＭ）２ｍｉｎ开始监测内标咖啡酸的［Ｍ＋

Ｈ］＋１８１．１，碎片电压７０Ｖ；５．２ｍｉｎ开始监测样品

ＡＢＡ的［Ｍ＋Ｈ］＋２３８．１和［Ｍ＋Ｎａ］＋２６０．１，碎片

电压１００Ｖ。

１．６．３　溶液配制　ＡＢＡ标准溶液的配制：精密称

取ＡＢＡ对照品１０．６ｍｇ，置于２５ｍｌ容量瓶中，加甲

醇溶解并稀释至刻度，摇匀，即得４２４μｇ／ｍｌＡＢＡ
储备液。再分别取适当体积置于１０ｍｌ容量瓶中以

甲醇依次稀释，配成浓度分别为０．１０６、０．２１２、

０．８４８、２．１２、８．４８、２１．２、４２．４μｇ／ｍｌ系列 ＡＢＡ标

准溶液，置于４℃冰箱保存待用。

　　内标咖啡酸标准溶液的配制：精密称取咖啡酸

对照品２．８ｍｇ，置于２５ｍｌ容量瓶中，加甲醇溶解并

稀释至刻度，摇匀，即得１１２μｇ／ｍｌ的内标储备液。

取该储备液１ｍｌ置于１０ｍｌ容量瓶中，加入甲醇稀

释至刻度，摇匀，即得１１．２μｇ／ｍｌ咖啡酸甲醇标准

溶液，置于４℃冰箱保存待用。

１．６．４　血浆样品预处理　精密量取１００μｌ血浆样

品，置１．５ｍｌ塑料离心管中，加入１１．２μｇ／ｍｌ咖啡

酸甲醇溶液１５０μｌ，涡漩混合２ｍｉｎ后，７８３０×ｇ离

心１０ｍｉｎ，取２００μｌ上清液于进样瓶中，５μｌ进样。

１．７　统计学处理　采用ＳＡＳ９．１．３统计软件包进

行统计分析，检验水平（α）为０．０５。分别将受试制剂
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与参比制剂的药代动力学参数 ＡＵＣ０ｔ、ＡＵＣ０∞及

Ｃｍａｘ经对数转换后，进行多因素方差分析，及在α＝

０．０５水平上进行双向单侧ｔ检验和（１２α）％置信区

间检验；对ｔｍａｘ进行非参数检验（Ｗｉｌｃｏｘｏｎ符号秩检

验）。

２　结　果

２．１　方法学考察

２．１．１　特异性　取６个来源于不同个体的空白血

浆１００μｌ，不加 ＡＢＡ与内标咖啡酸，均以甲醇补足

体积，其余按１．６．４项下操作。图谱见图１，在ＡＢＡ
及内标的保留时间处均没有内源性物质的干扰，说

明不同来源血浆中的内源性物质不干扰测定。

图１　血浆中ＡＢＡ和内标咖啡酸的典型色谱图

Ｆｉｇ１　ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＡＢＡａｎｄｉｎｔｅｒｎａｌ

ｓｔａｎｄａｒｄｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄｉｎｈｕｍａｎｐｌａｓｍａ

Ａ：Ｂｌａｎｋｐｌａｓｍａ；Ｂ：ＢｌａｎｋｐｌａｓｍａｓｐｉｋｅｄｗｉｔｈＡＢＡ（１０．６μｇ／ｍｌ）ａｎｄ

ｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄ（１６．８μｇ／ｍｌ）；Ｃ：Ｓｕｂｊｅｃｔｐｌａｓｍａｓｐｉｋｅｄｗｉｔｈｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄ

（１６．８μｇ／ｍｌ）．１：Ｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄ；２：ＡＢＡ（４ｐａｎｉｓａｍｉｄｏｂｕｔｙｔｉｃａｃｉｄ）

２．１．２　标准曲线与线性范围　取空白血浆１００μｌ，

精密加入标准系列溶液的ＡＢＡ对照品溶液５０μｌ旋

涡混匀，配成 ＡＢＡ 浓度分别为 ０．０５３、０．１０６、

０．４２４、１．０６、４．２４、１０．６及２１．２μｇ／ｍｌ的标准含药

血浆，按１．６．４项下操作，进样分析，记录色谱图，计

算ＡＢＡ峰面积与内标峰面积的比值。以血浆中待

测物浓度（Ｘ）为横坐标，待测物与内标的峰面积比

值（Ｙ）为纵坐标，用１／Ｘ 权重进行回归计算［３］，求得

回归方程：Ｙ＝０．４７６８Ｘ＋０．０１４０（ｒ＝０．９９９４）。

结果表明，ＡＢＡ在０．０５３～２１．２μｇ／ｍｌ范围内线性

关系良好。

２．１．３　定量限与检测限　按上述条件，以Ｓ／Ｎ＞１０
测得ＡＢＡ在血浆中的定量下限（ＬＬＯＱ）为０．０５３

μｇ／ｍｌ。经逐级稀释，按Ｓ／Ｎ＞３测得 ＡＢＡ在血浆

中的检测限为０．００９μｇ／ｍｌ。配制ＡＢＡ浓度为定量

下限的标准含药血浆５份，进行 ＨＰＬＣＭＳ分析，计

算ＡＢＡ面积与内标峰面积的比值，代入随行标准曲

线方程求得实测浓度，计算出定量下限的准确度为

８９．２７％～１０４．２７％，ＲＳＤ为６．５０％。

２．１．４　精密度与准确度　制备含ＡＢＡ浓度分别为

０．１０６、１．０６、１０．６μｇ／ｍｌ的标准含药血浆各５份，按

１．６．４项下操作，进样分析。并于每天配制浓度为

０．１０６、１．０６、１０．６μｇ／ｍｌ血浆样本各５份，进样分

析，连续３ｄ。将ＡＢＡ和内标峰面积的比值代入当

天的随行标准曲线求得实测浓度，计算批内和批间

精密度。结果批内精密度 ＲＳＤ＜３％、批间精密度

ＲＳＤ＜６％。

　　准确度以相对回收率表示，制备含有ＡＢＡ浓度

分别为０．１０６、１．０６、１０．６μｇ／ｍｌ标准含药血浆各５
份，按１．６．４项下操作，进样分析，记录色谱峰面积，

计算待测物峰面积和内标峰面积的比值，代入标准

曲线方程，计算实测浓度与加入浓度的比值即为相

对回收率。结果准确度范围为９１．４４％～１１３．６２％。

２．１．５　基质效应与提取回收率　分别制备ＡＢＡ浓

度分别为０．１０６、１．０６、１０．６μｇ／ｍｌ血浆样本，按

１．６．４项下操作，每个浓度平行操作５份，进样分析

得峰面积作为Ｓｅｔ３；取空白血浆，按１．６．４项下操

作，取上清液后加入 ＡＢＡ 标准溶液，使之浓度与

Ｓｅｔ３待测理论浓度一致，每个浓度平行操作５份，进

样分析得峰面积，作为Ｓｅｔ２；将ＡＢＡ标准溶液用甲

醇稀释，使之与Ｓｅｔ３待测理论浓度一致，进样分析

得峰面积，重复进样５次，作为Ｓｅｔ１。基质效应为

Ｓｅｔ２／Ｓｅｔ１，提取回收率为Ｓｅｔ３／Ｓｅｔ２，ＡＢＡ及内标咖

啡酸的结果见表１。由表１可得，ＡＢＡ的基质效应

范围为９４．８２％～９７．１３％，咖啡酸为９５．９１％，基质

效应影响较小，为可接受范围。ＡＢＡ提取回收率范

围为９１．８４％～１０６．５５％，咖啡酸为９８．７８％，回收

率结果良好。

２．１．６　稳定性考察　储备液稳定性：将浓度分别为

４２４μｇ／ｍｌ和１１２μｇ／ｍｌ的ＡＢＡ及内标咖啡酸的标

准储备液，置冰箱中（４℃）放置４０ｄ后取出，并新配

制浓度分别为３７８μｇ／ｍｌ和８０μｇ／ｍｌ的ＡＢＡ和内

标咖啡酸的标准储备液，分别测定２种条件下的储

备液，进样量１μｌ，重复进样３次，求得峰面积平均

值，以原浓度统一校正峰面积后，计算其峰面积的相

对偏差（ＲＥ），计算公式：（测得值－真实值）／真实
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值×１００％，结果 ＡＢＡ 与内标咖啡酸 ＲＥ 分别为

４．２３％和３．８３％，证明储备液稳定性良好。

表１　基质效应与提取回收率试验结果

Ｔａｂ１　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔａｎｄ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒｅｃｏｖｅｒｙｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）

Ｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔ
（％）

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｒｅｃｏｖｅｒｙ
（％）

ＡＢＡ ０．１０６ ９４．８２ ９１．８４
１．０６ ９７．１３ １０５．６５
１０．６ ９６．４９ １０６．５５

Ｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄ １６．８ ９５．９１ ９８．７８

　ＡＢＡ：４ｐａｎｉｓａｍｉｄｏｂｕｔｙｔｉｃａｃｉｄ

　　放置稳定性：制备ＡＢＡ浓度分别为０．１０６、１．０６、

１０．６μｇ／ｍｌ血浆样品各３份，在以下３种条件测定样

品：（１）室温放置３ｈ后，再按１．６．４项下操作处理；

（２）先按１．６．４项下操作，再室温放置２４ｈ；（３）先按

１．６．４项下操作，再４℃放置２４ｈ。分别计算待测物峰

面积和内标峰面积的比值，代入随行标准曲线计算样

品的浓度，计平均值，并计算ＲＥ及ＲＳＤ。

　　反复冻融及长期冻融稳定性。制备 ＡＢＡ浓度

分别为０．１０６、１．０６、１０．６μｇ／ｍｌ血浆样品各３份，

置于－４０℃冰箱冰冻后，温室融解，反复冻融３次，

及冰冻３０ｄ后取出，按１．６．４项下操作，测定样品浓

度，计平均值，并计算ＲＥ及ＲＳＤ。稳定性结果见表

２。由表２可见，ＲＥ的范围为－９．４６％～１３．４６％，

ＲＳＤ均＜１５％，表明样品稳定性良好。

表２　放置及冻融稳定性试验结果

Ｔａｂ２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｌａｃｅｍｅｎｔａｎｄｆｒｅｅｚｅｔｈａｗｓｔａｂｉｌｉｔｙｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ
（％）

Ｗａｙｏｆｄｉｓｐｏｓａｌ
０．１０６μｇ·ｍｌ－１ＡＢＡ
ＲＥ ＲＳＤ

１．０６μｇ·ｍｌ－１ＡＢＡ
ＲＥ ＲＳＤ

１０．６μｇ·ｍｌ－１ＡＢＡ
ＲＥ ＲＳＤ

Ｂｅｆｏｒｅｐｌａｃｅｄ －７．５２ ６．３０ ２．８２ ９．９０ １．７４ １０．５２

Ｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｆｏｒ３ｈ －６．８９ ４．２９ １２．０３ １．４７ ８．０８ ０．６０

Ｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｆｏｒ２４ｈ －９．４６ ５．６５ ２．１４ １０．９３ １．１３ １０．０１

Ｒｅｆｒｉｇｅｒａｔｉｏｎａｔ４℃ｆｏｒ２４ｈ －７．２０ ４．６９ ５．５８ ９．１１ ４．０６ １０．０５

Ｂｅｆｏｒｅｆｒｏｚｅｎ ０．１９ ４．５４ １３．１８ １．１６ ９．３６ １．０６

Ｏｎｅｆｒｅｅｚｅｔｈａｗｃｙｃｌｅ －６．３２ ４．６０ １２．３９ １．４８ ９．０５ ０．１７

Ｔｗｏｆｒｅｅｚｅｔｈａｗｃｙｃｌｅ ２．６９ ３．０８ １３．４６ ０．５８ ８．３０ ２．６２

Ｔｈｒｅｅｆｒｅｅｚｅｔｈａｗｃｙｃｌｅ －７．９３ ５．７５ ９．１４ １．４４ ４．８０ ０．６３

Ｆｒｏｚｅｎｆｏｒ３０ｄ －８．９１ ０．８６ ９．６４ １．８４ ６．９２ １．０４

　ＡＢＡ：４ｐａｎｉｓａｍｉｄｏｂｕｔｙｔｉｃａｃｉｄ；ＲＥ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｒｒｏｒ；ＲＳＤ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ

２．１．７　质控　受试者血浆样品的测定在分析方法

确证完成之后进行。在每批血浆样品测定的同时建

立相应的标准曲线及质控样品，随行标准曲线的配

制方法按２．１．２项下操作。

　　测定血浆样品时，质控样品为含 ＡＢＡ 浓度

０．１０６、１．０６、１０．６μｇ／ｍｌ的标准含药血浆，每批血

浆样品的浓度数据由当批随行标准曲线求得。除３
个不在同一分析批的超限值，其余所有分析批质控

样品准确度均在８５％～１１５％的范围内。

２．２　药时曲线及药代动力学参数　受试者口服受

试制剂和参比制剂后ＡＢＡ平均血药浓度时间曲线

见图２。采用３Ｐ９７实用药代动力学统计软件以非

房室模型计算药代动力学参数，以梯形法计算

ＡＵＣ０ｔ值，用半对数作图法。由消除相的末端４个

可测浓度点计算ｔ１／２，ｔｍａｘ和Ｃｍａｘ采用实测值。受试

者单次口服受试制剂及参比制剂后的平均药代动力

学参数见表３。

图２　２２名受试者口服２００ｍｇ茴拉西坦胶囊后的

平均血药浓度时间曲线

Ｆｉｇ２　Ｍｅａｎｐｌａｓｍａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｉｍｅｃｕｒｖｅｓ

ａｆｔｅｒｏｒａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆ２００ｍｇａｎｉｒａｃｅｔａｍ

ｃａｐｓｕｌｅｓｉｎ２２ｈｅａｌｔｈｙｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓ

ＡＢＡ：４ｐａｎｉｓａｍｉｄｏｂｕｔｙｔｉｃａｃｉｄ．ｎ＝２２，珚ｘ±ｓ
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２．３　生物等效性评价　以ＡＵＣ０ｔ和ＡＵＣ０∞计算，

受试制剂的相对生物利用度 Ｆ０ｔ和 Ｆ０∞ 分别为

（１０１．２２±１７．１７）％和（１０１．５２±１６．６３）％。主要药

动学参数Ｃｍａｘ、ＡＵＣ０ｔ、ＡＵＣ０∞经对数转换后进行

方差分析。结果显示：ＡＵＣ具有个体间差异（Ｐ＜
０．０００１），制剂间、周期间以及给药顺序间的差异均

无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。而Ｃｍａｘ制剂间、周期间、

给药顺序间以及个体间的差异均无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）。双向单侧ｔ检验和（１２α）置信区间分析

（α＝０．０５）结果表明，受试制剂与参比制剂为生物等

效制剂，其中受试制剂的 ＡＵＣ０ｔ和 ＡＵＣ０∞的９０％
置信区间在参比制剂的９５．５４％～１０８．４７％和

９６．０３％～１０８．５１％，Ｃｍａｘ在参比制剂的８５．７１％～
１３３．３２％。非参数检验（Ｗｉｌｃｏｘｏｎ符号秩检验）结

果显示：受试制剂与参比制剂ｔｍａｘ差异无统计学意

义（Ｐ＞０．０５）。统计分析结果表明，２种制剂具有生

物等效性。

表３　２２名受试者口服２００ｍｇ受试制剂或参比制剂后的平均药代动力学参数

Ｔａｂ３　Ｍｅａｎｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓａｆｔｅｒｏｒａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆ２００ｍｇ

ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｏｒｔｅｓｔｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓｉｎ２２ｈｅａｌｔｈｙｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓ
（ｎ＝２２，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｃｍａｘ
ρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）

ｔｍａｘ
ｔ／ｍｉｎ

ｔ１／２
ｔ／ｍｉｎ

ＡＵＣ０ｔ
（μｇ·ｍｌ－１·ｍｉｎ）

ＡＵＣ０∞
（μｇ·ｍｌ－１·ｍｉｎ）

Ｔｅｓｔ ９．３０±５．１３ ３８．４１±１７．８９ ３７．２１±１０．５１ ５５５．２１±１５７．１０ ５６６．２４±１５８．０１
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ８．７０±３．１７ ３９．０９±１９．９２ ３８．４５±９．２４ ５４５．３９±９７．２２ ５５４．７１±１００．３２

３　讨　论

　　茴拉西坦胶囊作为经典的老年痴呆的预防和治

疗用药，仿制药研究很多，近几年对于其药代动力学

及生物等效性的研究已有不少报道，方法多为

ＨＰＬＣＵＶ法［４５］，其抗干扰能力差、灵敏度低，得到

的药时曲线不能完整地反映茴拉西坦体内的

ＡＤＭＥ过程。已报道的 ＨＰＬＣＭＳ法［６］色谱条件

繁琐，内标不易获得，且方法学验证做得不够全面。

本文结合多篇文献报道，摸索出最优的前处理及色

谱质谱条件，所建立的 ＨＰＬＣＭＳ法条件简单、灵敏

度高，方法学考察全面，结果良好。

　　在色谱条件的选择上，选用３．０μｍ填料的色谱

柱，既保证了柱效和分离度，又避免了过高的压力，

选择的内标咖啡酸容易获得，试验条件简单适用，可

在常规液相上重现。在质谱条件的选择上，对于

ＡＢＡ的离子选择，同时监测其［Ｍ＋Ｈ］＋和［Ｍ＋

Ｎａ］＋，保证了待测物的最大响应以获得更高的灵敏

度。在方法学验证上，考察全面，针对质谱法的特点

对ＡＢＡ及内标咖啡酸基质效应进行了考察，并在稳

定性试验中加入了对 ＡＢＡ及内标储备液稳定性的

考察，更加有力地保证了试验结果的准确性。

　　本试验随机入选健康男性受试者２４名，在试验

过程中，受试者依从性良好，给药前后体格检查及实

验室检查均未见与药物有关且有临床意义的异常。

在第１周期和第２周期，未给药前分别有１名受试

者发生晕厥和腹泻结束试验，经临床医生判断均与

试验药物无关，其余２２名受试者均按方案完成了本

次研究。本研究中未出现严重不良事件。临床观察

结果表明，健康受试者单次口服２００ｍｇ茴拉西坦胶

囊受试制剂和参比制剂的安全性良好。
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