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帕金森病（Parkinson’s disease，PD）又称为“震颤麻痹”，是 一种中枢神经系统锥体外系功能障碍的慢性进行性疾病[1]。我

国 65岁以上人群中PD患病率为 1.7％，患病率与世界发达国

家相近[2]。随着大脑多巴胺水平持续减少，运动症状也随之恶

化，最终使PD患者病死率提高了 2倍，并且大大缩短了PD患

者的预期寿命 [3]。在 PD 治疗药物中，多巴丝肼片（以左旋多

巴、苄丝肼为主药）是最有效的药物之一[4-5]，但是该药在临床

复方左旋多巴微囊漂浮片多剂量给药后在Beagle犬体内的生物
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摘 要 目的：研究左旋多巴微囊漂浮片多剂量给药后在Beagle犬体内的生物等效性。方法：取犬6只，平均分为左旋多巴微囊

漂浮片组和复方左旋多巴制剂组（多巴丝肼片，参比制剂），每次 ig 200 mg（以左旋多巴计），每8 h给药1次，连续给药4 d，进行双

周期交叉实验。以高效液相色谱法测定犬体内左旋多巴的血药浓度，计算药动学参数，评价生物等效性和左旋多巴稳态时的血药

浓度波动情况。结果：左旋多巴微囊漂浮片和参比制剂在犬体内的 cmax分别为（4.23±0.75）、（8.47±1.18）µg/ml，AUC0-∞分别为

（12.18±1.16）、（13.81±2.12）μg·h/ml，tmax分别为（1.83±0.26）、（0.67±0.13）h；微囊漂浮片AUC0-∞与参比制剂AUC0-∞的几何均

值比的 90％置信区间为 80.61％～97.90％，cmax几何均值比的 90％置信区间为 42.75％～57.63％；二者的 tmax差异有统计学意义。

二者血药浓度的波动度分别为（283.914±43.217）％、（506.489±78.965）％，波动系数分别为（177.463±7.873）％、（187.405±

1.650）％，微囊漂浮片的波动度明显小于参比制剂。结论：左旋多巴微囊漂浮片具有良好的缓释特性；多剂量给药后与参比制剂

吸收程度生物等效，且血药浓度的波动程度较小。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the bioequivalence of Levodopa micro-capsule floating tablets in Beagle dogs after multi-

dose administration. METHODS：6 dogs were collected and divided into Levodopa micro-capsule floating tablets group and Com-

pound levodopa preparation group（Benserazide tablet，reference preparation）. They were given levodopa 200 mg intragastrically，

every 8 h，for consecutive 4 day. In two-period crossover test，HPLC method was established to determine the concentration of le-

vodopa in dog. The pharmacokinetic parameter，bioequivalence and plasma concentration fluctuation of steady state were calculated.

RESULTS：The main pharmacokinetic parameters of Levodopa micro-capsule floating tablets and reference preparation were as that

cmax were（4.23±0.75）and（8.47±1.18）µg/ml；AUC0-∞ were（12.18±1.16）and（13.81±2.12）μg·h/ml；tmax were（1.83±0.26）

and（0.67±0.13）h，respectively. 90％ confidence intervals for the geometric mean ratio of AUC0-∞ for test and reference prepara-

tion were 80.61％-97.90％，and that for cmax were 42.75％-57.63％，respectively. There was statistical significance in tmax between

test and reference preparation. Degree of fluctuation of test and reference preparation at steady state were（283.914±43.217）％ and

（506.489±78.965）％，and fluctuation coefficient were（177.463±7.873）％ and（187.405±1.650）％，respectively. The degree of

fluctuation of test preparation was significantly less than that of reference preparation. CONCLUSIONS：Levodopa micro-capsule

floating tablets show good sustained-release property，and are bioequivalent with reference preparation in absorption after multiple

dose administration. It also has lesser fluctuation of blood concentration.

KEYWORDS Levodopa；Micro-capsule；Floating tablets；Compound levodopa preparation；HPLC；Bioequivalence；Fluctuation
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使用过程中存在给药频次过多等缺点。针对该制剂的缺点，

本课题组前期已经完成了复方左旋多巴微囊漂浮片（以左旋

多巴、苄丝肼为主药）的实验室工艺参数优选[6-8]。本文主要是

在前期研究的基础上，建立测定Beagle犬血浆中左旋多巴药

物浓度的高效液相色谱（HPLC）法，采用多剂量给药双周期交

叉实验设计考察左旋多巴微囊漂浮片与多巴丝肼片在Beagle

犬体内的药动学特征，计算主要药动学参数，按《药物制剂人

体生物利用度和生物等效性试验指导原则》中生物等效性判

定方法对其生物等效性进行评价，并对多剂量给药稳态时血

药浓度波动进行评价[9]，为该产品的后续研发奠定基础。

1 材料
1.1 仪器

LC-20A型HPLC仪（日本岛津公司）；BS110S型分析天平

（北京赛多利斯天平有限公司）；LG10-2.4A型高速离心机（北

京医用离心机厂）。

1.2 药品与试剂

左旋多巴对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

100170-201003，供HPLC法含量测定用）；左旋多巴微囊漂浮

片（新疆医科大学药学院自制，批号：20130515，规格：每片100

mg）；多巴丝肼片（上海罗氏制药有限公司，批号：SH1324，规

格：每片200 mg）；多潘立酮片（华东医药西安博华制药有限公

司，批号：1204019，规格：每片 10 mg）；高氯酸（上海桃浦化工

厂，批号：950420）；盐酸（新疆烧碱厂，批号：02041950）；磷酸

（天津市致远化学试剂有限公司，批号：20110418）；甲醇为色

谱级。

1.3 动物

健康Beagle犬 6只，♂，体质量（12.0±1.0）kg，由新疆医

科大学第一附属医院临床医学研究院实验动物科学研究部饲

养，实验动物使用许可证号：SYXK（新）2010-0001。医院医学

伦理委员会审批号：IACUC-20120523004。

2 方法与结果
2.1 血浆中左旋多巴分析方法的建立[10]

2.1.1 色谱条件 色谱柱：Agilent ODS-1C18（250 mm ×4.6

mm，5 μm）；流动相：水相（A，含乙二胺四乙酸0.08 mmol/L、磷

酸二氢钾70 mmol/L、庚烷磺酸钠2.08 mmol/L）-甲醇（B），梯度

洗脱（0.01～2 min 98％A，2～15 min 98％A→82％A，15～25 min

82％A，25～35 min 82％A→98％A，35～40 min 98％A），流

速：0.5 ml/min；柱温：30 ℃；进样量：20 μl；检测波长：220 nm。

2.1.2 标准溶液的制备 精密称取左旋多巴对照品 0.005 g，

置于 25 ml 量瓶中，用稀盐酸（9→1 000 ml）溶解并稀释至刻

度，摇匀，制成200 μg/ml的左旋多巴贮备液。取贮备液依次倍

量稀释成质量浓度分别为 200、150、100、50、25、12.5、6.25、

3.12、1.56、0.78 μg/ml的系列标准溶液。

2.1.3 血浆样品预处理 取犬全血 2 ml，8 ℃下 4 200 r/min

（离心半径 16.33 cm）离心 10 min，取上层血浆置于离心管中，

加入等量 6％高氯酸溶液，涡旋振摇 2 min，沉淀蛋白，10 000

r/min（离心半径 9.32 cm）离心 15 min，将上清液经 0.22 μm微

孔滤膜过滤后取20 μl进样分析。

2.1.4 方法专属性考察 取空白血浆、左旋多巴标准溶液、空

白血浆+左旋多巴对照品、左旋多巴微囊漂浮片给药后 1 h的

血浆样品，按“2.1.3”项下方法预处理后进样测定，记录色谱

图。结果表明，左旋多巴保留时间约为13.6 min，内源性物质、

代谢产物与左旋多巴色谱峰基线分离，对左旋多巴的测定无

干扰。色谱图见图1。

2.1.5 线性关系考察 分别取空白血浆 500 μl 10份，精密加

入左旋多巴系列标准溶液，制成含左旋多巴 20、15、10、5、2.5、

1.25、0.62、0.31、0.156、0.078 μg/ml的质控样品，按“2.1.3”项下

方法预处理后进样测定，记录色谱图。以峰面积（A）对左旋多

巴质量浓度（c）进行线性回归，得回归方程为A＝36 728.46c+

20.78（r＝0.999 9）。结果表明，左旋多巴检测质量浓度的线性

范围为0.078～20 μg/ml，定量下限为0.078 μg/ml。

2.1.6 精密度试验 取空白血浆500 μl，按“2.1.5”项下方法制

成含左旋多巴低、中、高 3个质量浓度（0.156、2.5、15 μg/ml）的

质控样品，每个浓度进行 5个样本分析，连续测定 5 d，考察日

内、日间精密度。结果，低、中、高质量浓度血浆样品的日内

RSD分别为6.3％、2.7％、2.1％，日间RSD分别为8.3％、2.9％、

2.4％（n＝5）。

2.1.7 稳定性试验 取空白血浆500 μl，按“2.1.5”项下方法制

成含左旋多巴低、中、高 3个质量浓度（0.156、2.5、15 μg/ml）的

质控样品，每个浓度进行5样本分析。分别考察处理后的血浆

样品于室温放置 24 h、血浆样品在－80 ℃冰箱中长期冷冻贮

藏（28 d）及反复冻-融3次的稳定性。结果，低、中、高质量浓度

血浆样品室温下的RSD分别为 6.0％、0.5％、2.1％，长期冷冻

下的RSD分别为4.2％、1.4％、3.4％，反复冻-融下的RSD分别

为6.9％、3.9％、1.8％（n＝5）。

2.1.8 提取回收率试验 取空白血浆500 μl，按“2.1.5”项下方

法制成含左旋多巴低、中、高3个质量浓度（0.156、2.5、15 μg/ml）

的质控样品，按“2.1.3”项下方法预处理后进样测定，测得峰面

积为A1。取空白血浆，按“2.1.3”项下方法预处理后，加入相应

质量浓度的左旋多巴制成对照样品，进样测定，测得峰面积为

A2。以A1/A2×100％计算左旋多巴的提取回收率。结果，血浆

中低、中、高质量浓度左旋多巴的提取回收率分别为（87.56±

5.53）％、（87.56±3.33）％、（93.96±5.35）％（n＝5）。

2.1.9 方法回收率试验 将“2.1.8”项下求得的A1代入回归方

程，计算所测得浓度和加入浓度的比值百分比即为方法回收

率。结果，血浆中低、中、高质量浓度左旋多巴的方法回收率

分别为（108.4± 7.40）％、（95.1± 2.57）％、（102.0± 2.11）％

图1 高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatogram
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（n＝5）。

2.2 双周期交叉实验[11-13]

2.2.1 实验方法 将6只Beagle犬随机分为2组，每组3只，禁

食12 h（自由饮水）后分别 ig左旋多巴微囊漂浮片（受试制剂）2

片（每片含左旋多巴约 100 mg）和多巴丝肼片（参比制剂）1片

（每片含左旋多巴约200 mg），每8 h给药1次，连续给药 4 d（共

给药 10次）。从第 3天开始每次给药前采血，第 4天清晨末次

给药前及给药后各相应时间点（微囊漂浮片于给药前和给药

后 0.5、0.75、1.0、1.5、2.0、3.0、4.0、5.0、7.0、9.0 h，多巴丝肼片于

给药前和给药后 0.167、0.333、0.5、0.75、1.0、1.5、2.0、4.0、6.0、

9.0 h）依次由前肢静脉分别采血2 ml（给药2 h后给水，4 h后进

食）。所采血样置于肝素化试管中，离心，制备血浆，于－80 ℃

冰箱保存待测。间隔1周后，进行交叉实验。

2.2.2 血药浓度 受试制剂和参比制剂在各只犬体内的血药

谷浓度见表1，在犬体内不同时间点的血药浓度见表2。

表 1 受试制剂和参比制剂在各只犬体内的血药谷浓度（x±±

s，n＝6，μg/ml）

Tab 1 Plasma trough concentration of test preparation and

reference preparation in dogs（x±±s，n＝6，μg/ml）

受试犬序号
1

2

3

4

5

6

参比制剂
0.26±0.06

0.23±0.05

0.41±0.13

0.23±0.02

0.25±0.16

0.28±0.16

受试制剂
0.27±0.04

0.32±0.13

0.25±0.03

0.18±0.01

0.20±0.02

0.24±0.06

表 2 受试制剂和参比制剂在犬体内不同时间点的血药浓度

（x±±s，n＝6，μg/ml）

Tab 2 Plasma concentration of test preparation and refer-

ence preparation in dogs at different time points（x±±

s，n＝6，μg/ml）

采血时间，h

0.167

0.333

0.5

0.75

1.0

1.5

2.0

4.0

6.0

9.0

参比制剂
0.41±0.12

2.24±1.27

5.16±2.54

7.68±1.83

5.44.±1.58

3.06±1.24

1.78±0.48

0.99±0.33

0.57±0.21

0.26±0.13

采血时间，h

0.5

0.75

1.0

1.5

2.0

3.0

4.0

5.0

7.0

9.0

受试制剂
0.24±0.05

0.42±0.07

0.90±0.59

2.16±1.10

4.01±0.81

2.78±0.22

1.52±0.22

0.81±0.28

0.43±0.11

0.27±0.08

2.2.3 药动学参数 采用统计矩法[14-15]，以3P97程序进行数据

处理，利用非隔室模型计算相关药动学参数，结果见表3。

表3 受试制剂和参比制剂在犬体内的药动学参数（x±±s，n＝6）

Tab 3 Pharmacokinetic parameters of test preparation and

reference preparation in dogs（x±±s，n＝6）

药动学参数
cmax，μg/ml

tmax，h

t1/2，h

AUC0-t，μg·h/ml

AUC0-∞，μg·h/ml

CL/F，ml/h

MRT，h

参比制剂
8.47±1.18

0.67±0.13

2.04±0.68

13.13±2.09

13.81±2.12

14.83±2.71

3.51±0.32

受试制剂
4.23±0.75

1.83±0.26

2.57±0.71

11.23±1.21

12.18±1.16

16.55±1.56

4.47±0.36

基于直观分析，由表 3可见，与参比制剂比较，受试制剂

的 cmax明显降低，tmax、平均滞留时间（MRT）明显延长，而其他药

动学参数无明显变化，提示受试制剂达到了缓慢释放的设计

效果。

2.2.4 生物等效性 采用梯形法计算获得药动学参数AUC0-∞、

cmax，用Excel 2007软件进行自然对数转换后先用双交叉实验

设计的方案进行方差分析，再用双向、单侧 t检验进行生物等

效性评价。根据 tmax的分布特点，采用非参数检验法的秩和检

验进行统计分析。AUC0-∞经自然对数转换后方差分析结果见

表 4，cmax经自然对数转换后方差分析结果见表 5，tmax数据与秩

和检验计算数据见表6（表中T为受试制剂，R为参比制剂），tmax

秩和检验结果见表7。

表4 AUC0-∞经自然对数转换后方差分析结果

Tab 4 Results of variance analysis on AUC0-∞ after natural

logarithmic transformation

误差来源
总变异
个体间
周期间
制剂间
误差
t1

90％置信区间

平方和
0.227 585 168

0.155 068 55

0.005 485 475

0.042 072 071

0.024 959 072

2.296 191 099

80.61％～97.90％

自由度
11

5

1

1

4

t2

均方

0.031 013 71

0.005 485 47

0.042 072 07

0.006 239 77

7.489 482 78

F

4.970 330 54

0.879 115 16

6.742 569 63

临界值

F0.05（5，4）=6.26

F0.05（1，4）=7.71

F0.05（1，4）=7.71

t1-0.05（4）=2.132

P

＞0.05

＞0.05

＞0.05

表5 cmax经自然对数转换后方差分析结果

Tab 5 Results of variance analysis on cmax after natural loga-

rithmic transformation

误差来源
总变异
个体间
周期间
制剂间
误差
t1

90％置信区间

平方和
1.741 716 593

0.178 372 859

0.033 056 85

1.471 398 388

0.058 888 496

-4.905 708 7

42.75％～57.63％

自由度
11

5

1

1

4

t2

均方

0.035 674 57

0.033 056 85

1.471 398 39

0.014 722 12

15.103 029 2

F

2.423 194 63

2.245 385 93

99.944 708 1

临界值

F0.05（5，4）=6.26

F0.05（1，4）=7.71

F0.05（1，4）=7.71

t1-0.05（4）=2.132

P

＞0.05

＞0.05

＜0.05

表6 tmax数据与秩和检验计算数据

Tab 6 The data of tmax analyzed by rank-sum test

受试犬
序号

1

2

3

4

5

6

给药
周期

T/R

T/R

T/R

R/T

R/T

R/T

1周期
tmax

2.00

2.00

2.00

0.50

0.75

0.75

2周期
tmax

0.50

0.75

0.75

1.50

2.00

1.50

差值
d1

1.5

1.25

1.25

秩次
R1

6

4.5

4.5

差值
d2

-1

-1.25

-0.75

秩次
R2

2

1

3

和
S1

2.5

2.75

2.75

秩次
R’1

3

5

5

和
S2

2

2.75

2.25

秩次
R’2

1

5

2

表7 tmax秩和检验结果

Tab 7 Results of rank sum test on tmax

项目
制剂间
周期间

T1

15

T2

6

T’1

13

T’2

8

n1（=n2）

3

3

T0.05临界值
6～15

6～15

由表4可知，制剂间、周期间、个体间差异均无统计学意义

（P＞0.05）。进一步进行双单侧 t 检验及（1～2α）置信区间分

析，结果受试制剂AUC0-∞与参比制剂AUC0-∞的几何均值比的

90％置信区间为 80.61％～97.90％，以 80％～125％为等效标

准，判定两种制剂AUC0-∞等效。
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由表 5可知，周期间、个体间差异均无统计学意义（P＞

0.05），但制剂间差异有统计学意义（P＜0.05）。进一步进行双

单侧 t检验及（1～2α）置信区间分析，结果受试制剂 cmax与参比

制剂 cmax的几何均值比的 90％置信区间为 42.75％～57.63％，

以70％～145％为等效标准，判定两种制剂cmax不等效。

由表 6、表 7可知，tmax制剂间差别检验秩和 T1与 T2等于

T0.05临界范围（P＝0.05），周期间差别检验秩和 T’1与 T’2在

T0.05临界范围之内（P＞0.05），表明受试制剂与参比制剂间的

tmax有差异，试验周期间无差异。

以上结果提示，与参比制剂比较，受试制剂吸收程度生物

等效，且具有缓释特征。

2.2.5 波动度（DF）与波动系数（FI） 多剂量试验的稳态峰浓

度（cmax
ss ）和达峰时间（tmax）根据实际血药浓度经时数据读出，稳

态谷浓度（cmin
ss ）为末次给药前的测定值，以实际测定的 4个谷

浓度平均值计算cmin
ss 。根据cmax

ss 、cmin
ss 、平均稳态血药浓度（css），按

公式{DF（％）＝（cmax
ss －cmin

ss ）/css×100％，FI（％）＝2[（cmax
ss －cmin

ss ）/

（cmax
ss +cmin

ss ）]×100％}计算受试制剂和参比制剂的DF与FI，结果

见表8。

表8 受试制剂和参比制剂的DF与FI结果

Tab 8 The DF and FI of test preparation and reference

preparation

受试犬序号

1

2

3

4

5

6

x±s

参比制剂
DF，％
526.11

499.46

511.44

639.96

403.58

458.37

506.48±78.965

FI，％
188.15

189.47

185.10

188.70

186.22

186.77

187.41±1.650

受试制剂
DF，％
286.125

201.023

301.115

299.650

288.042

327.529

283.914±43.217

FI，％
177.13

161.91

181.55

181.17

183.03

179.96

177.46±7.873

统计结果表明，受试制剂的DF明显小于参比制剂的DF

（P＜0.05），提示多剂量给药时受试制剂相对参比制剂血药浓

度更平稳，符合“缓释制剂波动系数不大于普通制剂”的要求[9]。

3 讨论
3.1 实验动物的选择

在药动学研究中，动物选择最大的风险在于人与动物的

代谢性差异，只有最接近人类病理特征的动物模型才能为临

床提供可靠依据[16]。目前多推荐使用犬等大动物开展生物利

用度与生物等效性研究，主要是因为：（1）犬的胃肠吸收特征

接近人类；（2）可在同一动物上多次、长时间采样，利于开展双

周期的交叉实验，有利于消除个体差异与周期误差。口服制

剂的生物利用度研究中通常不推荐选择啮齿类动物兔作为实

验动物，因为兔的饮食结构差别很大，胃肠构造也不适合口服

制剂。另由于成年雌性动物的代谢存在着明显的性周期的变

化，生理周期造成的体内激素变化比较大，周期性生理指标波

动大，容易影响实验结果。因而本实验在选择动物时，为避免

生理变化带来的个体差异，所以选择了雄性Beagle犬。

3.2 生物等效性评价

依据《药物制剂人体生物利用度和生物等效性试验指导

原则》中的要求，统计分析先将AUC和cmax数据进行对数转换，

然后进行方差分析与双单侧 t 检验处理。若受试制剂参数

AUC0-∞的 90％可信限落在参比制剂 80％～125％范围内，cmax

落在参比制剂70％～143％范围内，tmax用非参数法进行检验进

行统计分析无差异，则认为受试制剂与参比制剂生物等效。

受试缓释、控释制剂与普通制剂比较，若AUC符合生物等效性

要求、cmax有所降低、tmax有所延长、至少有一项指标不符合生物

等效时，则表明受试制剂具有缓释或控释特征，且吸收程度生

物等效。多剂量 ig左旋多巴微囊漂浮片以及多巴丝肼片达稳

态时血药浓度的DF分别为（283.914±43.217）％、（506.489±

78.965）％，FI分别为（177.463±7.873）％、（187.405±1.650）％，

表明受试制剂的波动度显著小于参比制剂。
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