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［摘要］　目的：建立ＬＣＭＳ法测定人体血浆中苯磺酸氨氯地平的药物浓度，并进行两种制剂的生物等效性评价。方法：２０
例健康受试者单剂量交叉口服１０ｍｇ苯磺酸氨氯地平供试制剂或参比制剂后，采用ＬＣＭＳ测定人体血浆中不同时间点苯磺

酸氨氯地平的浓度，计算其药代动力学参数和相对生物利用度，评价两制剂的生物等效性。结果：苯磺酸氨氯地平供试制剂

和参比制剂主要药代动力学参数如下：Ｃｍａｘ分别为（６．２１±１．８８）、（６．０３±１．０８）ｎｇ／ｍｌ，ＡＵＣ０１２０分别为（２５０．６８±５２．６１）、

（２４６．１４±５２．１１）ｎｇ·ｈ／ｍｌ，Ｔｍａｘ分别为（６．０±２．３）、（６．１±２．５）ｈ，ｔ１／２分别为（４０．４５±６．６８）、（４３．７４±９．０５）ｈ。本方法在

０．１～２０．０ｎｇ／ｍｌ浓度范围内线性关系良好。最低可定量浓度为０．１ｎｇ／ｍｌ，两制剂主要药动学参数经统计学检验无显著性差

异。结论：本方法简单、快速、准确，两种制剂具有生物等效性。
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　　苯磺酸氨氯地平（ａｍｌｏｄｉｐｉｎｅｂｅｓｙｌａｔｅ）是第三

代双氢吡啶类钙拮抗药。和同类降血压药相比，具

有口服吸收好，不受食物影响，生物利用度高，清除

半衰期长，起效缓慢，每天服药１次降压作用即可维

持２４ｈ，且不良反应轻微等优点，目前已成为临床上

治疗高血压的一线药物。由于氨氯地平血浆浓度仅

为纳克级水平，一般的高效液相色谱法难以准确测

定其体内的药物浓度，本试验参考文献建立一种灵

敏、准确、操作简捷的ＬＣＭＳ检测方法，通过测定血

浆中不同时间的苯磺酸氨氯地平浓度对江西汇仁药

业有限公司研制的苯磺酸氨氯地平与辉瑞制药有限

公司生产的络活喜进行生物等效性评价。

１　材料和方法

１．１　仪器和药品　ＬＣＭＳ２０１０Ａ高效液相色谱质

谱联用仪：ＳＣＬ１０Ａｖｐ系统控制器，ＬＣ１０ＡＤｖｐ双

泵，ＳＩＬＨＴｃ自动进样器，ＣＴＯ１０Ａｖｐ柱温箱；苯
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磺酸氨氯地平对照品购自中国药品生物制品检定所

（纯度为９９．７％）；苯磺酸氨氯地平片由江西汇仁药

业有限公司研制（规格：５ｍｇ／片，批号：２００３１００２，供

试制剂）；络活喜由辉瑞制药有限公司提供（规格：５

ｍｇ／片，批号：４５８０５０３３，参比制剂）。

１．２　试验设计　２０名男性健康志愿者，年龄（２３±

１）岁，体质量 （６２±３）ｋｇ，身高 （１７０±４）ｃｍ。受试

者均无药物过敏史，无肝、肾疾病史，精神状态良好，

受试前全面体格检查均正常（其中包括心电图、心

率、血压、肾功能、肝功能、血常规及尿常规等），受试

前２周内未服过任何药物，试验期间忌烟、酒。试验

前均签署知情同意书。本试验采用双周期、自身交

叉对照设计，将２０名健康男性志愿者随机分为两

组，每组１０人，禁食１２ｈ后分别空腹口服供试制剂

或参比制剂１０ｍｇ，分别于服药前（０ｈ）及服药后２、

４、６、８、１０、１４、２４、３６、４８、７２、９６、１２０ｈ采集上肢静脉

血４．５ｍｌ至肝素化试管中，离心（３０００ｒ／ｍｉｎ）１０

ｍｉｎ，分离出血浆置－２０℃冷冻保存（整个过程避光

进行）。整个试验在临床医生、护士的监护下进行。

１．３　色谱条件　色谱柱：ＳｈｉｍｐａｃｋＯＤＳＣ１８（２．０

ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ）；柱温：３５℃；流动相：Ａ相为含

０．２‰甲酸和０．５ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸铵的水溶液，Ｂ相为

甲醇，梯度洗脱。梯度洗脱程序如下：０．２～４．５

ｍｉｎ，Ｂ：４０％～９８％；４．５～６．０ｍｉｎ，Ｂ：９８％；６．０～
６．５ｍｉｎ，Ｂ：９８％～４０％；６．５～１１．０ｍｉｎ，Ｂ：４０％；

流速为０．２ｍｌ／ｍｉｎ。

１．４　质谱条件　离子化方式：电喷雾离子化（ＥＳＩ）；

选择性离子监测（ＳＩＭ）；曲型脱溶剂装置（ＣＤＬ）温

度２５０℃；加热块（ｂｌｏｃｋ）温度２００℃；ＣＤＬ电压：２５

Ｖ；检测电压：＋１．６０ｋＶ；检测离子：氨氯地平

（［Ｍ＋Ｎａ］＋，ｍ／ｚ）：４３１．００，内标（［Ｍ＋Ｈ］＋，ｍ／

ｚ）：４１９．００；雾化气流速１．５Ｌ／ｍｉｎ；干燥气流速２．０

Ｌ／ｍｉｎ。

１．５　血样处理　取血浆１．０ｍｌ，精密加入１０μｌ内

标（２．０μｇ／ｍｌ尼莫地平），再加０．１ｍｏｌ／ＬＮａ２ＣＯ３

２００μｌ，混匀后加６ｍｌ乙醚，振荡５ｍｉｎ，４５００ｒ／

ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液４．５ｍｌ，置４０℃恒温水

浴，用Ｎ２吹干，以１００μｌ甲醇溶解，取５μｌ进样。

１．６　标准曲线制备　取空白人血浆１．０ｍｌ，加不同

量的标准品，使其浓度分别为０．１、０．２５、０．５、１．０、

２．５、５．０、１０．０和２０．０ｎｇ／ｍｌ，按１．５项下条件处理

后进样，记录样品和内标峰面积，利用样品浓度Ｃ对

样品与内标峰面积比Ｒ作直线回归。

１．７　精密度测定　苯磺酸氨氯地平浓度分别为

０．２５、２．５和１０．０ｎｇ／ｍｌ的系列血样，１ｄ内重复进

样５次求日内精密度，连续测定５ｄ求日间精密度。

１．８　回收率测定　苯磺酸氨氯地平浓度分别为

０．２５、２．５和１０．０ｎｇ／ｍｌ的系列血样各１ｍｌ，按１．５
项下方法处理并测定其浓度，以标准血浆样品苯磺

酸氨氯地平测得量与加入量相比。

１．９　数据处理　据苯磺酸氨氯地平片血药浓度，绘

制血药浓度时间曲线，用ＢＡＰＰ程序计算主要药代

动力学参数。供试制剂相对于参比制剂的生物利用

度Ｆ＝ＡＵＣ０ｔｎ（供）／ＡＵＣ０ｔｎ（参）。对ＡＵＣ及Ｃｍａｘ
数据进行对数转换，再进行方差分析和双单侧ｔ检

验。

２　结　果

２．１　方法专属性　见图１。结果表明药物及内标

峰形良好，血浆中内源性杂质不干扰药物的测定，基

线噪音小，苯磺酸氨氯地平和内标的保留时间分别

为６．１ｍｉｎ和７．８ｍｉｎ。

图１　典型选择离子色谱图

Ｆｉｇ１　ＬＣＭＳｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆａｍｌｏｄｉｐｉｎｅｂｅｓｙｌａｔｅｉｎｐｌａｓｍａ
Ａ，Ｃ：Ｂｌａｎｋｐｌａｓｍａ；Ｂ，Ｄ：Ｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅｓｏｆｖｏｌｕｎｔｅｅｒ；１：Ａｍｌｏｄｉｐｉｎｅｂｅｓｙｌａｔｅ；２：Ｎｉｍｏｄｉｐｉｎｅ

２．２　方法学考察　本方法中苯磺酸氨氯地平的线

性范围为０．１～２０．０ｎｇ／ｍｌ，最低定量浓度为０．１

ｎｇ／ｍｌ，回归方程 Ｒ＝０．１４１６Ｃ＋０．０００８，ｒ＝

０．９９９７（ｎ＝５）。０．２５、２．５和１０．０ｎｇ／ｍｌ苯磺酸氨
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氯地平的日内回收率ＲＳＤ分别为７．８３％、３．４８％、

３．８２％；日间回收率 ＲＳＤ分别为４．８９％、１．９２％、

１．４７％。其方法回收率分别为（９７．７２±７．５２）％、

（９３．８３±３．６３）、（９３．４０±６．２６）％。

２．３　人体药代动力学研究　２０名健康受试者单剂

量口服１０ｍｇ苯磺酸氨氯地平供试制剂或参比制剂

后的平均药时曲线见图２，主要动力学参数见表１。

将供试制剂与参比制剂的Ｃｍａｘ、ＡＵＣ０１２０、ＡＵＣ０∞药

动学参数对数转换后，进行方差分析，结果无显著差

异，说明两制剂具有生物等效性。苯磺酸氨氯地平

片剂的相对生物利用度为（１０２．６±１２．７）％。

图２　口服苯磺酸氨氯地平片后的平均药时曲线

Ｆｉｇ２　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｉｍｅｃｕｒｖｅａｆｔｅｒ

ｏｒａｌｄｏｓｅｏｆａｍｌｏｄｉｐｉｎｅｂｅｓｙｌａｔｅｔａｂｌｅｔ
ｎ＝２０，珚ｘ±ｓ

表１　苯磺酸氨氯地平的主要药动学参数

Ｔａｂ１　Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆ

ａｍｌｏｄｉｐｉｎｅｂｅｓｙｌａｔｅｔａｂｌｅｔｓ
（ｎ＝２０，珚ｘ±ｓ）

Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ Ｔｅｓｔ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｔ１／２β（ｔ／ｈ） ４０．４５±６．６８ ４３．７４±９．０５
Ｔｍａｘ（ｔ／ｈ） ６．０ ±２．３ ６．１ ±２．５
Ｃｍａｘ（ρＢ／ｎｇ·ｍｌ－１） ６．２１±１．８８ ６．０３±１．０８
ＡＵＣ０１２０（ｎｇ·ｍｌ－１·ｈ－１） ２５０．６８±５２．６１ ２４６．１４±５２．１１
ＡＵＣ０∞（ｎｇ·ｍｌ－１·ｈ－１） ２９１．３０±６９．３９ ２９０．４７±６５．５５

３　讨　论

　　目前测定人血浆苯磺酸氨氯地平方法有二级质

谱法［１３］，高效液相色谱法［５７］和分光光度法［８］，但多

采用 ＨＰＬＣ方法，由于氨氯地平血浆浓度仅为纳克

级水平，一般的高效液相色谱法难以准确测定，故本

试验参考文献［４］报道建立单级质谱ＬＣＭＳ测试法，

该方法具有简便、灵敏、精确度高的特点，在保证样

本测定准确性基础上，而不需采用二级质谱联用，可

以用于测定体内苯磺酸氨氯地平的血药浓度。

　　国内文献［４５］报道的苯磺酸氨氯地平测定前血

样样品处理方法多采用乙酸乙酯、正己烷等有机溶

剂多步提取或采用固相萃取方法，预处理和测定手

段比较复杂，本研究建立的健康人体内血药浓度的

ＬＣＭＳ测定方法，尝试采用单一乙醚作为萃取有机

相，只需有机溶剂进行一步萃取，大大简化了血浆样

品的处理过程，此方法特异性好、无干扰，精密度、灵

敏度等均符合人体内血药浓度监测和药动学研究的

要求，可以满足体内低浓度药物测定并能很好的进

行生物大样本分析。

　　本方法测得苯磺酸氨氯地平的相对生物利用度

为（１０２．６±１２．７）％，两制剂的主要药动学参数经统

计学分析差异无显著性，表明两制剂在吸收速度和

吸收程度上具有生物等效性。
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