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苯磺酸氨氯地平片人体生物等效性研究

马涛1，张志涛1，王清清1。董海军2。蒋志文1

·药 学·

[摘要]目的：评价苯磺酸氨氯地平片的人体生物等效性。方珐：20名男性健康志愿者随机交叉口服苯磺酸氨氯地平片试验制

剂和参比制剂各10-llg，采用液相一串联质谱法(LC．MS／MS)测定血药浓度。以DAS2．0软件计算其药动学参数，考察其生物

等效性。结果：苯磺酸氨氯地平片试验制剂和参比制剂的T一、c。、AuCo一。。、AUC。一。分别为(5．60±3．09)h和(6．30±

2．85)h、(8．19±2．2)斗s／L和(8．22±1．99)∥L、(366±100)lag·L一1·h“和(385．8 4-80)斗g·L11·h一1、(397 4-115)

懈·L～·h“和(421±83)lag·L～·h～。以AUC。．，。计算，苯磺酸氨氯地平片试验制剂和参比制剂比较的人体相对生物
利用度为(96．1±26．6)％。砖论：试验制剂苯磺酸氨氯地平片和参比制剂苯磺酸氨氯地平片具有生物等效性。
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Bioequivalent of amlodipine besylate tablets in healthy volunteers
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[Abstract]Objective：To investigate the bioequivalence of amlodipine besylate tablets in healthy volunteers．Methods：A single oral

dose of 10 mg test or reference formulations were given to 20 male healthy volunteers in a randomized crossover design．The serum

concentration of amlodipine WaS determined by LC—MS／MS method．Pharmacokinetic parameters and relative bioavailability were

calculated with DAS 2．0 program to evaluate the bioequivalence of the two formulations．Results：Pharmacokinetic parameters of

amlodipine besylate test formulation were obtained as follows：Tu was(5．60±3．09)h，C。Was(8．19±2．2)斗g／L，AUCo．144 Was

(366±100)p,g·L’1·h一1，AUCo．。Was(397±115)pg·L一1·h‘1．For reference formulation：T—WaS(6．30±2．85)h，C叫，

WaS(8，22士1．99)p晷／L，AUCo—144 WaS(385．8±80)lag·L一1·h一‘，AUCo．。WaS(421±83)斗g·L’1·h’1．Calculated with

AUCo—I“，the bioavailability of two formulation was(96．1±26．6)％．Conclusions：The amlodipine besylate tablets test formulation

and reference formulation were bioequivalent．
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氨氯地平(amlodipine)是第三代二氢吡啶类钙

离子拮抗剂，能阻滞心肌和血管平滑肌细胞钙离子

内流，具有舒张血管平滑肌，扩张外周小动脉，降低

外周阻力及扩张冠状动脉的作用，主要用于治疗高

血压和心绞痛，且该药具有服药剂量低、不良反应轻

微、药效维持时间长等特点，目前已成为I临床一线用

药。本试验采用液相一串联质谱法(LC．MS／MS)测

定人血清中的苯磺酸氨氯地平浓度，监测苯磺酸氨

氯地平药动学参数，并对其人体生物等效性进行评

价，以期为临床合理用药提供依据。

l材料与方法

1．1 药品与试剂试验制剂：苯磺酸氨氯地平片，
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每片5 mg，批号070101，琪宝(番禺南沙)制药有限

公司研制；参比制剂：苯磺酸氨氯地平片，每片5

mg，批号65805025，辉瑞制药有限公司生产；苯磺
酸氨氯地平对照品，批号100374—200301，中国药

品生物制品检定所；内标：盐酸尼卡地平对照品，批

号100586-200401，中国药品生物制品检定所；甲醇

由MERCK公司生产，色谱纯；甲酸由宜兴市化学试

剂三厂生产，分析纯；乙酸乙酯由广东汕头市西陇化

工厂生产，分析纯；超纯水。

1．2 仪器 美国Thermo公司Finnigan TSQ

Quantum Discovery MAX型LC·MS／MS联用仪(包

括：ESI离子源，Surveyor LC pump，Surveyor

Autosample，Xcalibur 1．4数据处理系统)；TGL·16H

高速离心机，HEMA公司；DZG．303A纯水机，台湾

艾柯仪器厂生产。

1．3研究对象20名男性健康志愿者均为在校学

生，体重(65．0±5．8)kg，年龄(22．1±1．1)岁，均

无药物过敏史，无肝、肾疾病史，精神状态良好，全面

体格检查均正常(其中包括肺部听诊、肝脾触诊、心
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电图、心率、血压、肾功能、肝功能、血常规及尿常规

等)。受试者在被告知所有与药物有关可能的不良

反应后，自愿签署知情同意书。受试者在受试前两

周内未服过任何药物，从开始进入试验后直至试验

结束，不吸烟，不喝酒，饮用温开水，不饮用其他任何

饮料。

1．4试验设计20名受试者根据体重系数随机分

成两组，每组10名，服药前禁食10 h以上，于此日

早晨7：30分别空腹服用苯磺酸氨氯地平片试验制

剂或参比制剂10 mg，用200 ml温开水送服。分别

在给药前及给药后1、2、4、6、8、12、24、36、48、72、

96、120、144 h从受试者肘静脉采血3 ml。血样经离

心后取血清，置一20℃冰箱中保存待测。受试者服

药2 h后方可适量饮水，4 h后统一进标准餐。受试

者于服药后在观察室中停留12 h。在临床医师的监

护下，观察受试者不良反应发生情况以及一般情况。

受试者在服药后避免剧烈活动，亦不得长时间卧床。

2周后两组交叉给药，方法同前。

1．5血药浓度测定
1．5．1 色谱条件 色谱柱：SHIMADZV VP—ODS

柱，2．1 mm x 150 mm，4．6斗m；流动相：甲醇：0．1％

甲酸水溶液=(64：36，v／v)；流速0．2 ml／min；柱温

为35℃。

1．5．2质谱条件离子源为ESI源；电喷雾电压

4．9 kV；加热毛细管温度340℃；正离子方式检测，

扫描方式为选择反应监测(SRM)，用于定量的离子

反应为氨氯地平母离子m／z 409_子离子m／z 238，

碰撞能16 V和内标尼卡地平母离子m／z 480_÷子离

子m／z 315，碰撞能32 V；扫描时间为0．5 s。

1．5．3血清样品处理精确吸取0．1 ml血清加入

2 ml空白eppendoff管中，精密加入20 ng／ml尼卡

地平内标溶液10一，涡旋30 s混匀，再加入1 ml乙

酸乙酯，涡旋3 rain，6 500 r／min离心5 rain，取有机

层，氮气吹干，100 wl流动相复溶，6 500 r／min离心

10 min，10 trl进样LC-MS／MS测定。

1．6统计学方法血药浓度经DAS2．0软件处理，

求算药动学参数及相对生物利用度。T一、c一为实
测值，AUC用梯形法计算。试验制剂与参比制剂的

C一、AUC。．．“、AUC。一。经对数转换后采用交叉试验
设计的方差分析，分析药剂间、个体间和周期间变异

的统计学意义。c一、AUC。一．舶、AUCo一。经对数转换
后进行双单侧t检验，试验制剂AUC在参比制剂的

80％～125％作为等效标准，C。。在参比制剂的

70％一143％作为等效标准，对T。。。采用非参数法检
验进行考察，以此来评价试验制剂与参比制剂是否

生物等效。

2结果
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2．1 方法的专属性将空白血清、空白血清加氨氯

地平对照品和内标对照品溶液及服药后血清样品按

“血清样品处理”项下处理后，用LC-MS／MS测定，

所得谱图见图l。氨氯地平的保留时间为3．6 min，

内标尼卡地平的保留时间为3．3 min，空白血清中内

源性物质不干扰氨氯地平及内标的测定。
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A：空白血清；B：空白血清加入氨氯地平和内标尼卡地平；

C：11号受试者口服10⋯g氨氯地平片72h后的样品；
峰I：氨氯地平：峰II：内标尼卡地平

图l血清中氨氯地平及内标尼卡地平的典型SRM色谱图

2．2标准曲线分别精密吸取不同浓度的氨氯地

平对照品溶液10“l于离心管中，氮气吹干后加入

100出空白血清配成，加空白血清配成相当于氨氯

地平血清浓度为0．2、0．5、1．0、2．0、5．0、10．0和

13．0斗∥L的样品，按“血清样品处理”项下依法操

作，以待测物浓度为横坐标，待测物与内标物的峰面

积比值为纵坐标用加权(W=1／x)最小二乘法进行

线形回归，求得直线回归方程即为标准曲线。典型
^

的回归方程r=0．136+5．404X，r=0．998(，l=7)，

结果表明氨氯地平在0．2一13．0“g／L范围内线性

良好。

2．3精密度取空白血清，按照“标准曲线”项下

方法配制氨氯地平低、中、高三个浓度(0．5、2．0和

10．0斗g／L)的样品，每一浓度进行5样本分析，连续

测定3天，计算日内、日间精密度。血清样品低、中、

高三个浓度日内、日间相对标准差(RSD)低、中、高

浓度均小于15％。 ‘

  



2．4提取回收率取空白血清，按照“标准曲线”

项下方法配制氨氯地平低、中、高三个浓度(0．5、

2．0和10．0斗g／L)的样品，每一浓度进行3样本分

析，得到氨氯地平药物峰面积As(H)；另取100 Ixl

的空白血浆，加入1 ml的乙酸乙酯，涡旋3 min，14

000 r／rain离心5 min，取有机层，再精密加入低、中、

高三个浓度(5、20和100¨g／L)的氨氯地平标准溶

液各10斗l和20 ng／ml尼卡地平内标溶液10 pl，氮

气吹干，100 Ixl流动相复溶，10山进样分析，每一浓

度进行3样本分析，得到氨氯地平药物峰面积，取其

平均值As(D)，按提取回收率(％)=As(H)／As

(D)X 100％计算，其平均提取回收率为76．1％一

83．3％。

2．5稳定性实验按标准曲线配制方法配制浓度

为高、中、低三个浓度(0．5、2．0和10．0斗g／L)各5

份样本，分别立即处理(0 h)、12 h室温放置、24 h

反复冻溶及7天冷冻等不同条件下考查样品的稳定

性。结果放置不同时间段RSD<15％，表明血清样

品在室温放置和冷冻储存等情况下稳定。

2．6血药浓度一时间曲线20名健康志愿受试者

交叉口服苯磺酸氨氯地平片试验制剂和参比制剂后

血药浓度一时间曲线见图2。

时间(h)

图2 20名健康受试者交叉1：3服苯磺酸氨氯地平片试验

制剂和参比制剂10 nag后的平均IIiI药浓席时间fII，佛

2．7主要药动学参数经DAS 2．0软件计算的受

试者口服苯磺酸氨氯地平片试验制剂和参比制剂
10 mg后的主要药动学参数见表1。

表1健康受试者口服苯磺酸氨氯地平片试验制剂和参

比制剂的主要药动学参数比较(化=20．孑±s J

药动学参数。峙Crn几ttt，T。n。m，z?孑。峭A．U。C～o_．,44h h．，，。峙：翟j．：一．，(峙几) (h) () (Ilg·L～·“)(峙·L～“。)

2．8 生物利用度和生物等效性评价20名完成试

验的男性健康受试者口服苯磺酸氨氯地平片试验制

剂和参比制剂健康人体血药浓度经时过程，经药代

动力学参数计算，试验制剂苯磺酸氨氯地平片试验

制剂和参比制剂之间ln(AUCo一。私)、ln(AUC。一。)、

ln(C。。。)的经方差分析表明两制剂药剂间差异均无

统计意义(F=1．495、F=1．981、F=0．034，P>

O．05，MS组内=0．054、MS组内=0．071、J|l瓶组内=

0．002)；经双向单侧t检验，ln(AUCo一，村)、In

(AUC。一。)的[1—20【]置信区间在80％一125％，In

(C一)的[1—2q]置信区间在70％一143％，表明
两种制剂在吸收程度和达峰浓度上具有生物等效

性。T。。经非参数法检验差异无统计学意义(P>

0．05)，表明2种制剂在达峰时间上具有生物等效

性。以参比制剂苯磺酸氨氯地平片为标准对照，试

验制剂苯磺酸氨氯地平片的相对生物利用度为

(96．1±26．6)％(n=20，以AUCo．I“计)

3讨论

文献报道生物样品中氨氯地平浓度测定采用的

方法，主要有HPLC．uV法⋯、GC．ECD法口J、LC．MS

法口’4]、ELISA法∞】等。针对氨氯地平临床服用剂

量少、血药浓度低的特点，本试验采用了LC-MS／MS

法测定人血清中氨氯地平含量，方法采用ESI源，以

尼卡地平为内标，利用乙酸乙酯提取，专属性考察表

明血清中内源性物质不干扰氨氯地平和内标的测

定，在0．2—13．0斗g／L浓度范围内线形良好，最低

检测浓度为0．2斗g／L，精密度、回收率及稳定性考

察均符合要求，检测方法稳定可靠，可应用于氨氯地

平的药动学和生物等效性研究。

20名男性健康受试者双周期交叉口服苯磺酸

氨氯地平片试验制剂和参比制剂各10 mg，经计算

得到主要药动学参数与文献【3一。报道基本一致。1n

(AUC。一。“)、In(AUC。一。)在药剂间、周期间差异均

无统计意义，而在个体间差异有统计意义。临床上，

氨氯地平治疗高血压一般需长期服用，在临床用药

中应注意个体化用药，如有必要可进行治疗药物监测。
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