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[摘要 ]　目的: 观察盐酸二甲双胍片剂在人体内的药动学, 并比较 2 种片剂的生物等效性。方法: 20 名健康成年男性志愿者

随机分为 2 组, 自身交叉分别单剂量口服 500 m g 盐酸二甲双胍试验和参比 2 种片剂。建立反相高效液相色谱法测定盐酸二甲

双胍的血药浓度。采用 3P97 程序拟合房室模型, 计算其药动学参数。结果: 2 种片剂的主要药动学参数为: tm ax , (2. 53±0. 95)

和 (2. 43±0. 75) h; cm ax , (1 774. 6±480. 8) 和 (1 829. 3±517. 7) ΛgöL ; t1ö2Ke, (2. 53±0. 45) 和 (2. 48±0. 36) h; A U C 0～ 12 h,

(8 951. 6±2 012. 9)和 (9 186. 1±1 981. 3) Λg·h·L - 1; A U C 0～∞, (9 441. 7±1 981. 6)和 (9 691. 0±2 009. 9) Λg·h·L - 1。2

种片剂的 cm ax、A U C 0～ 12 h、A U C 0～∞经对数转换后, 进行方差分析, 双单侧 t 检验及 90% 可信区间统计无显著性差异。试验制剂

对于参比制剂的相对生物利用度 F 0～ 12 h为 (98. 2±14. 1) % , F 0～∞为 (98. 2±13. 2) %。结论: 2 种片剂生物等效。
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Ξ
　 二甲双胍 (m etfo rm in) 是双胍类口服降血糖药, 近年来

研究[1 ]表明, 它还可以降低血液中三酰甘油和胆固醇, 改善

纤维蛋白溶解, 减轻血小板凝聚。本实验建立反相高效液相

色谱法测定盐酸二甲双胍血药浓度, 考察药物在健康志愿

者体内的药动学 , 并评价试验制剂、参比制剂的生物等效

性。

1　材料和方法

1. 1　试剂和仪器　盐酸二甲双胍片, 250 m gö片, 批号

20001216, 江苏方强制药厂生产。参比制剂: 盐酸二甲双胍

片, 250 m gö片, 批号 20010401, 天津中新药业集团股份有限

公司新新制药厂生产。盐酸二甲双胍标准品 (纯度99. 65% ) ,

内标苯乙双胍 (phenfo rm in, 纯度 99. 87% ) , 均由江苏方强制

药厂提供。乙腈为色谱纯, 美国 T edia 公司出品; 十二烷基硫

酸钠 (SD S)、磷酸二氢钾、高氯酸为市售分析纯; 水为蒸馏

水, 以 0. 45 Λm 微孔滤膜过滤。

日本岛津 L C210AD H PL C 系统, 包括 L C210AD 泵,

SPD 210A 紫外分光光度检测仪, R heodyne 7725i 进样阀。

WDL 295 色谱工作站。Sarto riu s 电子天平 (1ö10 万)。

1. 2　受试者选择和分组　20 名健康成年男性志愿者, 年龄

(22. 0±2. 3)岁, 身高 (175. 0±5. 2) cm , 体质量 (66. 2±6. 1)

kg, 无心、肝、肾、消化道、代谢、神经系统疾病等病史, 无过敏

史, 无体位性低血压史。经检查, 肝、肾功能, 血常规, 血压和

心电图均为正常。志愿者无烟酒嗜好, 近 2 周内未服用过其

他任何药物, 近 1 周内未喝过任何含乙醇的饮料。健康志愿

者试验前均签署“知情同意书”, 并报医院医学伦理委员会批

准备案。采用随机分组自身交叉对照试验设计方法, 将 20 名

志愿者分为 2 组, 每组 10 名, 分别自身交叉口服盐酸二甲双

胍试验制剂或参比制剂, 2 次试验间隔 1 周的清洗期。志愿

者隔夜禁食 10 h, 于试验日晨 8: 00 空腹服用 200 m l 温开水

送服单剂量盐酸二甲双胍片剂 500 m g (2 片)。服药后志愿者

保持安静, 并禁食 4 h, 全日统一进食低脂标准餐。整个试验

期间, 志愿者禁止吸烟, 饮酒, 饮茶及饮用含有乙醇、咖啡因

的饮料, 禁服一切非试验药物。服药前及服药后 0. 5、1、1. 5、

2、2. 5、3、3. 5、4、6、8、10 和 12 h 分别抽取志愿者前臂静脉血

3 m l, 肝素抗凝, 离心, 血浆置于- 30℃冰箱保存待测。

1. 3　血药浓度测定方法

1. 3. 1　色谱条件　岛津L C210AD H PL C 系统, 色谱柱为

L ich ro spher C218 柱 (江苏淮阴汉邦科技有限公司出品, 5

Λm 粒径, 150 mm ×4. 6 mm )。流动相为磷酸二氢钾缓冲溶

液 (50 mmo löL , 氢氧化钾调 pH = 5. 0) ∶乙腈∶SD S 溶液 (8

mmo löL ) = 80∶20∶5 (V öV öV ) , 流速为 1. 0 m löm in。紫外

检测波长为 234 nm。柱温为室温。

1. 3. 2　血浆样品预处理　精密量取血浆 0. 5 m l, 置于 1. 5

m l 离心管中, 分别定量加入 30 Λgöm l 内标苯乙双胍溶液

0. 1 m l、蛋白沉淀剂 20% 高氯酸溶液 0. 1 m l, 涡旋振荡 60 s,

12 000 röm in离心 5 m in, 取上清液 50 Λl 直接进样。

1. 3. 3　标准曲线制备　精密称取盐酸二甲双胍标准品适

量, 加入水于容量瓶中定容, 制成标准品水溶液, 置于 4℃冰

箱备用。取健康志愿者混合空白血浆, 加入适量盐酸二甲双

胍标准品水溶液, 配制浓度分别为 62. 5、125、250、500、

1 000、2 000、4 000 ΛgöL 的血浆样品溶液, 如上述血浆样品

处理方法处理后测定。以盐酸二甲双胍浓度为 x 轴, 以盐酸

二甲双胍与苯乙双胍峰面积比为 Y 轴, 进行回归, 回归方程

Y = 0. 001 3x + 0. 000 8, 相关性良好 (r> 0. 999 9, n= 7)。

1. 3. 4　绝对回收率试验　取空白血浆, 加入盐酸二甲双胍

标准品水溶液, 配制浓度分别为 100、500、1 000 ΛgöL 血浆

样品溶液, 每个浓度配制 5 份, 处理后测定。将测得的峰面积

与相应浓度盐酸二甲双胍标准品水溶液直接进样所测得的

峰面积相比, 计算绝对回收率。
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1. 3. 5　精密度和相对回收率试验　同法, 1 d 内配制上述 3

种浓度血浆样品溶液各 5 份, 预处理后测定, 连续 5 d, 每天

配制上述 3 种浓度血浆样品溶液各 1 份, 预处理后测定。分

别计算日内精密度、日间精密度、并计算相对回收率。

1. 4　数据处理　采用 3P97 实用药动学程序, 对志愿者的血

药浓度2时间数据进行模型选择和拟合。计算主要药动学参

数: 达峰时间 tm ax、峰浓度 cm ax为实测值, 消除速率常数Ke、吸

收速率常数 Ka 由拟合曲线计算, 消除半衰期 t1ö2Ke= 0. 693ö

Ke、吸收半衰期 t1ö2Ka = 0. 693öka, 药时曲线下面积A U C 0～ tn

用梯形法计算,A U C 0～∞= A U C 0～ tn+ C tnöKe。2 种片剂的A U C

比值为 F 0～ tn、F 0～∞。对试验制剂、参比制剂的 cm ax、A U C 0～ tn、

A U C 0～∞对数转换后, 进行方差分析, 双单侧 t 检验及 90% 可

信区间统计, 统计结果由 3P97 程序直接给出。若试验制剂的

A U C 0～ tn、A U C 0～∞的 90% 可信区间落在参比制剂的 80%～

125% 内, cm ax落在 70%～ 143% 内, 可认为试验制剂与参比

制剂生物等效。

2　结　果

2. 1　色谱行为　在 1. 3. 1 色谱条件下, 盐酸二甲双胍的保

留时间约 5. 5 m in 左右, 内标苯乙双胍的保留时间在 6. 5

m in 左右。空白血浆无杂质干扰。

2. 2　绝对回收率、精密度与相对回收率　3 种浓度 (100、

500、1 000 ΛgöL ) 的盐酸二甲双胍血浆样品溶液绝对回收率

分别为 (115. 75±6. 07) %、(103. 81±4. 08) % 和 (99. 34±

2. 01) % (n = 5) ; 日内精密度分别为 4. 84%、2. 66% 和

1. 49% ; 相对回收率分别为 (110. 68±5. 36) %、(93. 20±

2. 48) % 和 (95. 67±1. 42) % (n = 5) ; 日间精密度分别为

5. 42%、2. 63% 和 1. 62% , 相对回收率分别为 (84. 00±

4. 56) %、(93. 66±2. 47) % 和 (98. 87±1. 60) % (n= 5)。

2. 3　血药浓度和药动学参数　20 名健康志愿者单剂量口

服盐酸二甲双胍制剂 (500 m g) , 平均血药浓度2时间曲线呈

一级吸收一房室模型特征 (图1 ) , 其主要药动学参数见

表 1。

图 1　单剂量口服 500 m g 盐酸二甲

双胍片剂后平均血药浓度-时间曲线

2. 3　生物等效性分析　试验制剂对于参比制剂的相对生物

利用度 F 0～ 12 h为 (98. 2±14. 1) % ; F 0～∞为 (98. 2±13. 2) %。2

种片剂的 cm ax、A U C 0～ 12 h、A U C 0～∞无显著性差异。试验制剂

与参比制剂等效。

表 1　单剂量口服 500 m g 盐酸二甲

双胍 2 种片剂的药动学参数
(n= 20, xθ±s)

参数 试验制剂 参比制剂

tm ax ( töh) 2. 53±0. 95 2. 43±0. 75

cm ax (ΘBöΛg·L - 1) 1 774. 6 ±480. 8 1 829. 3 ±517. 7

Ke (h- 1) 0. 28±0. 05 0. 29±0. 04

t1ö2Ke ( töh) 2. 53±0. 45 2. 48±0. 36

Ka (h- 1) 0. 95±1. 07 0. 68±0. 24

t1ö2Ka ( töh) 1. 27±0. 99 1. 14±0. 39

A U C 0～ 12 h (Λg·h·L - 1) 8 951. 6 ± 2 012. 9 9 186. 1 ± 1 981. 3

A U C 0～∞ (Λg·h·L - 1) 9 441. 7 ± 1 981. 6 9 691. 0 ± 2 009. 9

3　讨　论

3. 1　色谱流动相选择　R P2H PL C 法测定盐酸二甲双胍血

药浓度, 文献报道的色谱流动相为加入少量 SD S 的磷酸盐

缓冲液2甲醇的混合溶液[2 ]。流动相中加入离子对试剂 SD S,

可使极性化合物盐酸二甲双胍的保留时间推迟为 5. 5 m in

左右, 避开血浆内源物杂质峰干扰。有机溶剂采用乙腈, 盐酸

二甲双胍出峰峰形优于采用甲醇。在 1. 3. 1 项流动相条件

下, 内标苯乙双胍峰与盐酸二甲双胍峰分离良好, 峰形良好,

且保留时间在 8 m in 内, 适合批量血浆样品的检测。

3. 2　血浆样品处理　文献报道[2 ]的血浆样品处理方法有:

定量加入内标苯乙双胍, 有机溶剂提取法[2 ], 血浆样品不加

内标, 直接沉淀蛋白[3 ]。本试验采用的处理方法为血浆样品

定量加入内标苯乙双胍, 20% 高氯酸溶液沉淀蛋白, 上清液

直接进样。结果显示, 沉淀蛋白法操作简便易行, 血浆用量

少, 避免了提取物处理的损失, 使平均绝对回收率达到

99. 34%～ 115. 75% ; 内标峰面积法定量, 避免了处理血浆样

品时的操作误差, 定量相对准确, 所得血浆样品标准曲线线

性良好 (r> 0. 999 9) , 精密度、相对回收率试验符合要求。

3. 3　志愿者体内药动学过程　试验制剂、参比制剂的主要

药动学参数基本一致, Ke、t1ö2Ke与文献报道相似[2, 3 ]。图 2 中,

试验制剂出现 2 次吸收峰, 参比制剂无此现象; 而在 20 名志

愿者的个体药时曲线图中, 有 7 名志愿者的试验制剂、参比

制剂曲线均出现 2 次吸收峰, 另有 6 名志愿者的试验制剂或

参比制剂曲线出现 2 次吸收峰。由此可知, 图 2 中试验制剂

曲线出现二次吸收峰, 参比试剂曲线无 2 次吸收峰均是 20

名志愿者血药浓度的算术平均值的结果, 虽然试验制剂与参

比制剂的体内药动学过程存在差异, 但经过 3P97 程序验证,

其统计学上无显著差异, 试验制剂与参比制剂是生物等效

的。关于曲线二次吸收峰的原因, 有待进一步研究。
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