
书书书

第二军医大学学报　２０１２年１月第３３卷第１期　 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｊａｎ．２０１２，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．１

·１０９　　 ·

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１２．００１０９ ·短篇论著·

家兔多剂量口服溴吡斯的明缓释片的药动学和生物利用度评价

熊华蓉１，谭群友２，廖　红１，滕永真１，王　睿１，张景勍１

１．重庆医科大学药物高校工程研究中心和生物化学与分子药理学重点实验室，重庆４０００１６

２．第三军医大学大坪医院野战外科研究所胸外科，重庆４０００４２

　　［摘要］　目的　以溴吡斯的明普通片为对照，通过多剂量口服给药后，评价溴吡斯的明缓释片在兔体内的药动学和生物
利用度。方法　６只新西兰兔随机分成两组，采用自身交叉对照实验，多剂量口服溴吡斯的明缓释制片（９０ｍｇ／次，２次／ｄ）或
普通片（６０ｍｇ／次，３次／ｄ）后，采用高效液相色谱法测定血浆中溴吡斯的明浓度。计算药动学参数和相对生物利用度。

结果　家兔体内血浆中药物浓度随时间的变化符合血管外给药二室模型。溴吡斯的明普通片与缓释片给药药动学参数如
下：ｔｍａｘ分别为（２．００±０）ｈ和（４．００±０）ｈ；Ｃｍａｘ分别为（２５．４８±０．１８）ｍｇ／Ｌ和（１９．２４±０．４５）ｍｇ／Ｌ；ＡＵＣ０∞ 分别为

（３２１．４２±５．００）ｍｇ·ｈ·Ｌ－１和（３７０．０８±１２．２３）ｍｇ·ｈ·Ｌ－１。与普通片相比，缓释片的相对生物利用度为１１９．１５％。结

论　溴吡斯的明缓释片具有缓释动力学特征，与普通片生物等效。
　　［关键词］　溴吡斯的明；迟效制剂；药动学；生物利用度
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　　溴吡斯的明（ｐｙｒｉｄｏｓｔｉｇｍｉｎｅｂｒｏｍｉｄｅ）为可逆性抗胆碱酯酶

药，能抑制胆碱酯酶的活性，使胆碱能神经末梢释放的乙酰胆

碱破坏减少，突触间隙中乙酰胆碱积聚，出现毒覃碱样和烟碱

样胆碱受体兴奋作用。临床主要用于治疗重症肌无力、手术

后功能性肠胀气及尿潴留等［１］，对长期血流不畅造成的神经

肌肉衰弱也有良好的疗效［２］。服用过量时表现为腹泻、恶心、
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呕吐、胃痉挛、汗及唾液增多等不良反应，溴吡斯的明普通片

（６０ｍｇ／片），每天需服用３次，而且胃肠道吸收差，生物利用度

低［３］。研制溴吡斯的明缓释片旨在减少患者服药次数和不良

反应，提高患者顺应性，更好地发挥药效，本品９０ｍｇ／片，１２ｈ
给药一次。本实验采用高效液相色谱法测定溴吡斯的明在血

浆中的浓度，用普通市售片作为参比制剂，研究多剂量口服溴

吡斯的明缓释片和参比制剂在体内的药代动力学，评价缓释

片的生物利用度。

１　材　料

１．１　仪器　分析电子天秤（瑞士 ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ仪器公司）；

ＬＣ２０１０ＡＨＴ高效液相色谱仪（日本岛津公司）；ＴＧＬ１６Ｂ高

速台式离心机（江苏省金坛市大地自动化仪器厂）；ＰＨＳ３Ｃ型

ｐＨ测定仪（上海精密科学仪器有限公司）；ＸＷ８０Ａ旋涡混合

器（上海精科实业有限公司）。

１．２　药品、试剂和动物　溴吡斯的明缓释片（９０ｍｇ／片，实验

室自制）；溴吡斯的明市售片（６０ｍｇ／片，上海三维制药有限公

司，批号２００９０４ｃ０３）；溴吡斯的明对照品（纯度９９．６％，武汉远

城科技发展有限公司）；溴新斯的明（纯度９９．６％，武汉远城科

技发展有限公司）；甲醇、乙腈、庚烷磺酸钠均为色谱纯。清洁

级新西兰大耳白兔由重庆医科大学实验动物中心提供，许可

证号：ＳＣＸＫ（渝）２００７０００１。

２　方法和结果

２．１　血浆中溴吡斯的明含量的测定

２．１．１　色谱条件　色谱柱：ＬｉｃｈｒｏｓｐｈｅｒＣ１８（４．６ｍｍ×２５０

ｍｍ，５μｍ）；流动相：庚烷磺酸钠（０．０１ｍｏｌ／Ｌ庚烷磺酸钠与磷

酸二氢钠，用磷酸调节ｐＨ至３．０）乙腈（７６２４）；流速：１ｍｌ／

ｍｉｎ；检测波长：２６９ｎｍ；柱温：３０℃；进样量：２０μｌ。

２．１．２　血浆样品处理［４］　精密取血浆样品０．２ｍｌ，加入内标

溶液２０μｌ、０．１ｍｏｌ／Ｌ苦味酸溶液（ｐＨ７．０）１００μｌ、０．１ｍｏｌ／Ｌ
磷酸二氢钠溶液８０μｌ、水饱和二氯甲烷２．５ｍｌ，混合５ｍｉｎ，

６００×ｇ离心１０ｍｉｎ，水相中加入０．１ｍｏｌ／Ｌ四丁基氯化铵溶

液２００μｌ，混合３０ｓ，６００×ｇ离心后取２０μｌ上清液进样分析。

色谱图见图１。溴吡斯的明和内标的明的保留时间分别为

５．２７ｍｉｎ和８．３２ｍｉｎ，峰形良好，无杂质峰干扰，说明在２．１．１
色谱条件下，高效液相色谱的方法专属性好。

２．１．３　标淮曲线和检测限　配制质量浓度分别为０．２５、２．５、

５、１２．５、２５、５０、１００ｍｇ／Ｌ的溴吡斯的明血浆样品，按照２．１．２
项下的方法处理后进样分析。以标准血浆质量浓度Ｃ（ｍｇ／Ｌ）

为横坐标，待测物与内标的峰面积比值Ａ（Ａｓ／Ａｉ）为纵坐标，线

性回归方程为：Ａ＝０．０２５Ｃ－０．００６６（ｎ＝７），ｒ＝０．９９９１。结果

表明，溴吡斯的明血药浓度在０．２５～１００ｍｇ／Ｌ峰面积比与浓

度呈良好的线性关系。在选定的色谱条件下，信噪比为３时，

血浆中溴吡斯的明浓度的最低检测限为０．０３ｍｇ／Ｌ。

２．１．４　精密度和回收率　配制成高、中、低（１００、１２．５、０．２５

ｍｇ／Ｌ）３种浓度的溴吡斯的明血浆样品，按２．１．２项下操作方

法处理后进样分析。连续测定５ｄ，所测得日内ＲＳＤ分别为

１．１％、０．２％、０．５％（ｎ＝５）；日间 ＲＳＤ分别为１．８％、０．６％、

０．１％（ｎ＝５）。以测定值与实际值之比计算回收率，３个浓度

的平均相对回收率分别为９０．０％、９７．６％、９７．４％，ＲＳＤ分别

为１．２％、０．１８％、０．３５％。将血浆样品峰面积比与相应浓度

的标准溶液的峰面积相比，得提萃取回收率分别为９５．２％、

９２．０％、９６．４％，ＲＳＤ分别为１．７％、０．３％、１．３％，精密度和回

收率均符合含量测定要求。

图１　高效液相色谱图

Ａ：空白血浆；Ｂ：空白血浆加溴吡斯的明及内标；Ｃ：血浆样品

２．１．５　稳定性考察　将高、中、低３种质量浓度的溴吡斯的

明血浆样品分别置于室温和４℃条件下存放不同时间，按照血

浆样品的处理后进样分析，以药物峰面积（Ａｓ）和内标峰面积

（Ａｉ）之比为指标考察样品放置的稳定性。结果表明血浆样品

在室温条件下至少能稳定４ｈ，在４℃条件下至少能稳定４８ｈ。

２．２　药代动力学研究

２．２．１　给药方法［５］　６只家兔随机分为两组，第１组给予缓

释片（９０ｍｇ／片），第２组给予参比制剂（６０ｍｇ／片），采用多

剂量双周期交叉口服溴吡斯的明缓释片或参比制剂。受试

制剂为９０ｍｇ／次，于每日早７：００和晚１９：００各服药一次；参

比制剂为６０ｍｇ／次，早７：００、下午１５：００和晚２３：００各服药

一次，连续７ｄ。两组分别于第５天晨给药前、第６天晨给药

前、第７天晨给药前于耳缘静脉取血，作为稳态浓度。第７日

晨空腹给药后，分别于０、０．５、１、２、４、６、８、１０、１２、１６、２４、３６、

４８ｈ耳缘静脉取血，取血量约１ｍｌ，置于肝素化塑料离心管

中，离心分离血浆，置－２０℃低温保存待测。经１周洗脱期

后，两组进行交叉试验，给药、采血方案相同。

２．２．２　血药浓度时间曲线　通过口服给药后，均在预定时间

点采血，血浆样品处理后检测浓度，血药浓度时间关系见图２。

２．２．３　药动学参数　将测得的血药浓度时间数据用ＤＡＳ

２．１１软件拟合处理，分别选用一室模型、二室模型及统计矩

参数对溴吡斯的明普通片和缓释片的血药浓度数据进行处

理，并对结果进行分析。结果见表１。

　　结果表明家兔体内血浆中药物浓度随时间的变化符合

血管外给药二室模型，权重为１／Ｃ２。以相应的模型为基础，

计算其主要药代动力学参数，两种制剂的主要参数见表２。
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图２　多剂量口服溴吡斯的明缓释片和

普通片后平均血药浓度时间曲线

ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

表１　溴吡斯的明普通片和缓释片的

药代动力学房室模型拟合

模型 权重
普通片

ＡＩＣ Ｒ２
缓释片

ＡＩＣ Ｒ２

一室模型 １ ５１．８３ ０．９６ ５２．７７ ０．９２
１／Ｃ ２４．６９ ０．９９５ ２７．２０ ０．９８９
１／Ｃ２ －２．３１ ０．９９９ －０．０７ ０．９９９

二室模型 １ ５８．８４ ０．９６５ ４９．８５ ０．９５２
１／Ｃ １８．６３ ０．９９８ ２１．７２ ０．９９４
１／Ｃ２ －１１．６６ １ －５．３７ ０．９９９

　ＡＩＣ：阿凯克准则

表２　多剂量口服溴吡斯的明普通片和

缓释片后的主要药动学参数

ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

参数 普通片 缓释片

ｔｍａｘｔ／ｈ ２．００±０ ４．００±０
ＣｍａｘρＢ／（ｍｇ·Ｌ－１） ２５．４８±０．１８ １９．２４±０．４５
ｔ１／２ｔ／ｈ １１．０５±０．７５ １７．５７±２．４５
Ｋａ ０．４１±０．０１ ０．２４±０．０１
Ｋ１０ ０．１８±０．０１ ０．１５±０．０１
Ｋ１２ ０．０６±０．０６ ０．０１±０．０２
Ｋ２１ ０．１７±０．０１ ０．１０±０．０１
ＣＬ（Ｌ·ｈ－１） ０．０７±０．０１ ０．０５±０．０１
ＡＵＣ０∞（ｍｇ·ｈ·Ｌ－１） ３２１．４２±５．００ ３７０．０８±１２．２３
ＭＲＴ０∞ｔ／ｈ １４．００±０．４８ ２４．０３±１．８３

　ＣＬ：药物清除率；ＭＲＴ：平均滞留时间

　　根据以下公式用药时曲线下面积ＡＵＣ０∞计算溴吡斯的

明缓释片的相对生物利用度：Ｆ＝ＡＵＣ（Ｔ）／ＡＵＣ（Ｒ）×１００％，

式中Ｔ、Ｒ分别为溴吡斯的缓释片和普通片。计算得到溴吡

斯的明缓释片的相对生物利用度为１１９．１５％。

　　将主要药动学参数ＡＵＣ０∞、Ｃｍａｘ经对数转化后进行生物

等效性分析与方差分析，行双单侧ｔ检验和９０％置信区间检

验，结果见表３。

表３　多剂量口服给药后溴吡斯的明普通片和缓释片的生物等效性评价

评价方法 ｌｇＡＵＣ０ｔ ｌｇＡＵＣ０∞ ｌｇＣｍａｘ Ｔｍａｘ

Ｆ检验 制剂间 ０．０３９ ０．１９８ ０．３５６
个体间 ０．０４１ ０．２０６ ０．３６１

双单侧ｔ检验 ９０％置信区间 ８８％～１１１％ ８９％～１１０％ ９３％～１６４％
许可范围 ８０％～１２５％ ８０％～１２５％ ７０％～１４３％

秩和检验 Ｔ１＝４５，Ｔ２＝１０
结论 生物等效 生物等效 生物等效 有统计学差异

　临界值：Ｆ０．０５（１，１６）＝４．４９，Ｔ０．０５（９，９）＝３～２５

３　讨　论

　　本实验建立了用反相离子对高效液相色谱法测定溴吡斯

的明的方法，血样处理方法的萃取回收率较高，且杂质干扰较

少。因为溴吡斯的明在色谱柱上的保留较弱，采用离子对色

谱法可增加其保留时间，减少杂质峰的干扰，与文献［６］报道的

高比例水相洗脱药物后再用梯度洗脱杂质峰的液相方法相

比，节省了分析时间，提高了色谱柱的耐用性和重现性。

　　溴吡斯的明普通制剂每天需服药３次，本实验制备的缓

释片每天服药２次，给药频率有所减少，而且溴吡斯的明缓

释片药物浓度较普通片平稳，能降低不良反应发生的可能。

实验结果表明，缓释片与普通片比较，达峰时间与平均保留

时间延长，达峰浓度有所下降，表现出明显的缓释效果。本

实验建立的多剂量溴吡斯的明缓释片的药动学模型，为临床

安全用药提供了依据。
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