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� � [摘要 ] � 目的 � 研究替硝唑果胶骨架型结肠定位缓释片在犬体内药动学。方法 � 采用双周期交叉试验设计, 6只健康

Beag le犬分别服用受试制剂或参比制剂, 用 H PLC法测定 Beag le犬血浆中药物浓度。结果 � 受试、参比制剂在犬体内的血药

浓度变化符合二室模型,其主要药动学参数: Tm ax分别为 ( 7. 0 � 0. 92)和 ( 2. 0 � 0�31) h; Cm ax分别为 ( 66. 97 � 5. 9)和 ( 112. 2 �

7. 4)�g /L; AUC
0�t分别为 ( 1 243. 88 � 25. 67)和 ( 1 523. 84 � 27. 89) m g h/L; AUC

0�! 分别为 ( 1 277. 18 � 30. 58)和 ( 1 548. 67 �

20. 89) m g h /L,受试制剂的相对生物利用度为 82. 47%。结论 � 本法准确、灵敏,适用于替硝唑果胶骨架型结肠定位缓释片

的药动学研究。
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[ Abstract] � Objective� To develop a method to study the pharm acokinetics of tinidazo le pectin matrics colon�specific susta ined�

re lease tablets in dogs. Methods� The plasm a concentrations w ere determ ined byHPLC. Tw o�per iod cross over se lf�contro l trailwas con�

ducted to 6 Beag le dogs which w ere adm in istrated a sing le dose of the oral test tab le ts and reference tablets. Results� The pharm acokinet�

ics of two preparations fitted to two�com partment mode.l Them a in pharm acok ine tic param eters: Tm axw ere ( 7. 0 � 0. 92) and( 2. 0 � 0�31)

h; Cm ax w ere ( 66. 97� 5. 9) and( 112. 2 � 7. 4) �g /L; AUC0�t w ere ( 1 243. 88 � 25. 67) and( 1 523. 84 � 27. 89) m g h /L; AUC0�! w ere

( 1 277. 18 � 30. 58) and( 1 548. 67 � 20. 89) m g h /L and test tab le ts showed a re lative b ioavailability o f 82�47% . Conclusion� The

m ethod w as accura te and sensitive which was su itab le for T inidazo le pectin ma trics pharm acokinetics study.

[ Key words] � tin idazo le; pectin; m atrics tab le ts; co lon�spec ific susta ined�release tab le ts

� � 替硝唑属硝基咪唑类化合物, 为抗滴虫和抗厌

氧菌感染药物,临床上主要用于治疗肠道内和肠道

外阿米巴病及厌养菌感染等,常用剂型为口服和静

注
[ 1]
。本试验果胶骨架型结肠定位缓释片, 其制法

是,取处方量辅料 (果胶、HPMC和氯化钙 )过 100目

筛与替硝唑混匀, 用氯化钙溶液做黏合剂, 湿法制

粒, 60 ∀ 干燥压片。根据 pH敏感机制在结肠释放,

可提高局部药物浓度, 并减轻在胃肠道上端吸收而

引起的不良反应等。用高效液相色谱法测定替硝唑

血药浓度,研究健康 Beag le犬体内替硝唑结肠定位

缓释片给药后的药动学, 为今后临床合理用药提供

依据。

1� 材料

1. 1� 仪器 � LC�10AT高效液相色谱仪 (日本岛津公

司 ) ; SPD�10AVP紫外检测器 (日本岛津公司 );

N2000双通道色谱工作站 (浙江大学智能信息工程

研究所 ); CQX25�06超声清洗器 (上海必能信超声

有限公司 ) ; XW �80A涡旋混合器 (上海医科大学仪

器厂 ) ; TGL�16G高速台式离心机 (上海菲恰尔分析

仪器有限公司 )。

1. 2� 试药 � 替硝唑对照品 ( TNZ, 中国药品生物制

品检定所, 批号: 100336�200402) ; 替硝唑原料药
( TNZ, 印 度 A arti Drugs L im ited, 批 号:

TNZ1106070592) ;甲硝唑对照品 (中国生物制品检

定所,批号: 100336�200504) ; 替硝唑果胶骨架型结
肠定位缓释片 (实验室自制, 含量 0. 50 g) ; 替硝唑

片 (东北制药集团公司沈阳第一制药厂, 批号:

H 21021712,含量 0. 50 g ); 果胶 ( citrus pect in E400,

北京鼎国生物技术有限公司 ), 羟丙基甲基纤维素
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(HPMC, RT50, RT15上海卡乐康包衣有限公司 )乙

腈为色谱纯,水为重蒸水, 其他试剂均为分析纯。

1. 3� 动物 � Beag le犬 6只, 雌雄各半, 体质量 ( 10 �
2) kg,由沈阳药科大学动物实验中心提供,实验前

进行血常规、血生化和心电指标检测。

2� 方法与结果 [ 2~ 4]

2. 1� 色谱条件 � 色谱柱: Ag ilent Tc�C18 ( 4. 6 mm #

250mm, 5 �m);流动相:乙腈 �水 ( 30� 70, v /v) ;流

速: 0. 8m l/m in;柱温: 30 ∀ ;检测波长: 310 nm;进样

量: 20 �l。

2. 2 � 溶液的配制
2. 1. 1� 对照品贮备液 � 精密称取干燥至恒重的替

硝唑对照品 50mg置 100 m l棕色容量瓶中, 加甲醇

适量溶解并稀释至刻度, 摇匀, 得浓度为 500 �g /m l

的对照品贮备液。

2. 2. 2� 内标贮备液 � 精密称取干燥至恒重的甲硝

唑对照品 20mg置 100 m l棕色容量瓶中, 加甲醇适

量溶解并稀释至刻度, 摇匀,得浓度为 40 �g /m l的

内标贮备液。

2. 3� 血浆样品的处理 � 精密吸取血浆 0. 2 m l至

1�5 m l离心管中,精密加入内标溶液 50 �l( 40 �g /

m l), 甲醇 500 � ,l涡旋混合振荡 3 m in,于 10 000 r /

m in离心 15m in,取上清液 20 � l进样, 作 HPLC分

析。

2. 4� 方法专属性考察 � 空白血浆、替硝唑对照品、
内标、犬服药后血浆样品、犬服药后的血浆样品 +内

标、空白血浆 +替硝唑 +内标, 按 ∃ 2. 3%项下方法处

理, 记录色谱图。结果显示:替硝唑、内标色谱峰分

离完全,保留时间分别为 7. 665 m in和 5. 615 m in,

血浆内源性物质及药物代谢物不干扰样品的测定,

表明本法有较高的专属性。结果见图 1。

图 1� 犬血浆中替硝唑 ( TNZ )的典型 HPLC色谱图

A�犬空白血浆; B�替硝唑 ( TNZ)对照品; C�甲硝唑 (内标 )对照品;

D�犬灌服后的含药血浆样品; E�犬服药后的血浆样品 +内标; F�空白血浆 +内标 +替硝唑

2. 5� 线性关系考察及最低定量限 � 精密量取对照

品贮备液适量, 加甲醇分别稀释制成含 0. 5、1. 0、

5�0、12. 5、25. 0、50. 0、125. 0 �g /m l的替硝唑血浆样

品,按 ∃ 2. 3%项下方法操作。以替硝唑与内标峰面

积比值 ( Y )对样品浓度 ( X )进行线性回归,得回归

方程为: Y= 0. 069 4X + 0. 060 87( r= 0. 999 1)。结

果表明:血浆中替硝唑浓度在 0. 05~ 125 �g /m l范

围内线性关系良好。以信噪比值 ( S /N ) & 3确定的

最低定量限为 0. 035 �g /m ,l RSD = 3. 5% (n = 5)。

2. 6� 精密度及方法回收率 � 配制成 5. 0、25. 0、

50�0 �g /m l 3种浓度的替硝唑对照品溶液, 按

∃ 2�3%项下方法操作,每一浓度平行操作 5份, 代入

线性回归方程中计算浓度, 以测得值与加入值的比

例计算回收率。同时在日内及 3日内重复 5次测定

其浓度,计算日内、日间精密度。结果见表 1。

2. 7� 提取回收率 � 将方法回收率实验中的低、中、
高 ( 5、25、50 �g /m l) 3种浓度的血样按 ∃ 2. 3%项下方

法处理和选择,将所得的峰面积与相应浓度替硝唑

对照品溶液直接进样的峰面积相比,得提取回收率。

结果, 低、中、高浓度样品提取回收率分别为
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92�85%、93. 32%、94. 68% , RSD 分别为 1. 14%、

1�44%、1. 87%。

表 1� 方法回收率及精密度

配制浓度

( �g /m l)

回收率

(% )

RSD

(% )

平均回收

率 (% )

RSD%

日内
( n= 5)

日间
( n= 5)

5. 0 98. 99 2. 41 2. 37 2. 23

25. 0 98. 35 2. 13 98. 76 1. 91 2. 37

50. 0 98. 93 2. 31 2. 76 1. 07

2. 8� 样品稳定性考察 � 取空白血浆配制成替硝唑

浓度为 5. 0、25. 0、50. 0 �g /m l的样品,按 ∃ 2. 3%项下

方法操作,分别在室温条件下 0、6、12、24、48、72 h,

冻融条件下 (反复冻融 3次 ) , 进行 HPLC测定, 结

果,样品浓度没有下降趋势, 表明样品稳定性良好,

低、中、高浓度的 RSD值均 < 10%。

2. 9� 药动学研究 � 采用两制剂双周期自身交叉试验

法, 6只健康 Beag le犬,雌雄各半,随机分成两组, 每

组 3只,试验前 14 d未用任何药物,禁食 12 h后, 分

别单剂量给予替硝唑结肠定位片 2片 (受试制剂, 含

替硝唑 1. 0 g)和替硝唑普通片 2片 (参比制剂,含替

硝唑 1. 0 g),以 200m l温水送服,服药后 4 h后统一

进食,分别于给药前及给药后 0. 5、1、2、3、4、5、6、7、8、

10、12、24、36、48、72 h由前肢静脉取血 3m ,l置肝素

化离心试管中, 4 000 r /m in离心 15m in,分离血浆,置

- 20 ∀ 的冰箱中保存待测。两次给药间隔时间为一

周,作为清洗期,一周后两组交换服用。

2. 10� 数据处理 � 本文采用 DAS2. 0软件 (上海中

医药大学研究所 )进行处理, 以 A IC法判断所取房

室模型,求出相关药动学参数, 以普通片为参比制

剂,计算结肠定位缓释片的相对生物利用度。

2. 11� 药动学参数 � 6只 Beag le犬随机交叉服用替

硝唑果胶骨架型结肠定位缓释片受试制剂和参比制

剂,分别测定其血药浓度,平均血药浓度�时间曲线
见图 2,主要药动学参数见表 2。

表 2� 单剂量口服替硝唑结肠定位缓释片与普通片的
药代动力学参数 (  x � s, n = 6)

参数 定位片 普通片

A(m g /L) 282. 325 � 55. 64 81. 519 � 21. 56
Ka( h- 1 ) 0. 348 � 0. 06 1. 090 � 0. 31
t1 /2 ( h ) 3. 450 � 0. 21 1. 315 � 0. 15
 ( h- 1 ) 0. 201 � 0. 05 0. 527 � 0. 1
t1 /2! ( h ) 15. 679 � 2. 10 7. 373 � 0. 96
! ( h- 1 ) 0. 044 � 0. 1 0. 094 � 0. 05
t1 /2z ( h ) 12. 858 � 0. 67 12. 354 � 0. 42
Tm ax ( h) 7. 000 � 0. 92 2. 000 � 0. 31
CLz /F( L /h ) 0. 783 � 0. 20 0. 646 � 0. 16
Cm ax ( mg /L) 66. 970 � 5. 90 112. 250 � 7. 48
MRT0�t ( h) 20. 310 � 0. 52 15. 180 � 0. 4
AUC0�t (m g h /L) 1 243. 883 � 25. 67 1 523. 840 � 27. 89
AUC0�! ( m g h /L) 1 277. 176 � 30. 58 1 548. 670 � 20. 89

3� 讨论

3. 1� 本试验建立的高效液相色谱法测定血浆中替

硝唑血药浓度,采用沉淀法处理血浆后直接进样,操

作简便,结果可靠, 精密度和回收率好,内源性物质

对替硝唑的测定无干扰, 检测灵敏度完全能满足实

验的要求。本试验曾选用甲醇 �0. 03 mo l/L醋酸铵
水溶液 ( 25� 75)、乙腈�水流动相系统,结果发现用

乙腈 �水 ( 30� 70)为流动相时,分离较好,保留时间

适当 (约为 7. 67 m in) ,操作方便。

3. 2 � 本定位片达峰时间为 ( 7 � 0. 92) h, 参比片为
( 2 � 0. 31) h; 定位片体外释放度试验, 5 h只释放

28%。说明定位片在胃及小肠释放很少, 而在到达

结肠后持续释放,从而达到局部治疗目的。

3. 3� 本定位片达峰浓度为 ( 66. 97 � 5. 90) mg /L,

参比片为 ( 112. 25 � 7. 48) mg /L, 生物利用度仅为

82�47%。此点与达峰时间长的结论综合判断,说明

在结肠,定位片开始大量释放,但吸收甚少, 药物多

停留于局部。正符合文献所期望的, 定位片在结肠

段局部药物浓度提高的同时,体内吸收少,血药浓度

低
[ 5]
; 也符合结肠吸收药物较少或没有吸收的结

论
[ 6]
; 也和有关结肠靶向给药 ∀�闪烁照相在结肠所

见 ( 8 h在结肠开始释药 )相一致
[ 7]
。这些都说明本

定位片达到局部释药的目的。
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溶解度增加,改进的配制法选择较高浓度的苯甲

酸钠使呋喃西林充分溶解并形成稳定的溶液, 使

溶液充分混匀再加入氯化钠溶液中, 可使药物溶

解充分而不易析出沉淀。另外, 不加苯甲酸钠的

该溶液的澄明度和有效期明显降低。可见, 苯甲

酸钠对本制剂的稳定性有显著影响。而氯化钠

对溶液稳定性无影响, 加入主要目的是调节本制

剂的渗透压。

表 4� 处方中不添加苯甲酸钠或氯化钠对呋喃西林溶液含量的影响 ( n = 3,  x � s, % )

批号
放置时间 (月 )

放置前 1 2 3 4

无苯甲酸钠

� � 091026 101. 1 � 0. 38 98. 9 � 0. 60 95. 1 � 0. 90 91. 1 � 0. 80 82. 7 � 0. 38

� � 091102 100. 6 � 0. 70 98. 2 � 0. 21 94. 3 � 0. 35 90. 1 � 0. 61 81. 5 � 0. 55

� � 091104 100. 0 � 0. 12 96. 0 � 0. 44 93. 8 � 0. 40 90. 1 � 0. 17 80. 6 � 0. 31

无氯化钠

� � 091028 100. 9 � 0. 61 99. 4 � 0. 46 96. 6 � 0. 67 94. 8 � 0. 60 91. 0 � 0. 55

� � 091103 100. 7 � 0. 44 99. 8 � 0. 10 96. 7 � 0. 31 94. 4 � 0. 64 90. 8 � 0. 67

� � 091105 100. 7 � 0. 46 99. 7 � 0. 17 96. 6 � 0. 74 94. 3 � 0. 70 90. 7 � 0. 53

� � 呋喃西林溶液产生结晶与微粒或晶粒有直接关

系
[ 2~ 6]
。微孔滤膜可以过滤溶液中微量或肉眼看不

见的晶核 (构晶离子 ) ,从而减少了这些构晶离子作

为晶核可能诱导呋喃西林溶液析出沉淀的机会。改

进法中,洁消精处理后的输液瓶经过三道自来水和

四道蒸馏水冲洗后, 呋喃西林溶液经大输液生产终

端微孔滤膜过滤后灌封。这样,不仅提高了生产效

率,减少了污染机会, 还提高了呋喃西林溶液的稳定

性。

呋喃西林溶液临床常用于局部创伤和腔道冲

洗,为确保药品质量, 在实际配制工艺上宜采用灭菌

制剂工艺, 将呋喃西林溶液经 100 ∀ 流通蒸汽 30

m in灭菌, 杀灭细菌增殖体和芽孢, 防止霉菌生

长
[ 7]
。呋喃西林对光和热不稳定, 受热时间长可使

呋喃西林溶液的颜色变深,所以灭菌后及时冷却,尽

可能减少溶液的受热时间, 以提高溶液的稳定性。

而且, 在灭菌过程中, 呋喃西林易分解致使浓度有所

下降, 在配制时应考虑呋喃西林原料的追加量。

有研究改进了呋喃西林溶液的配制方法, 制得

的呋喃西林溶液遮光放置 6个月各项指标均符合有

关规定
[ 8, 9]
。笔者亦尝试了其配制方法,遮光放置 3

个月结晶析出明显,含量不在合格范围,这可能与高

原高寒和紫外线强烈等气候因素有关。而笔者改进

方法后配制的呋喃西林溶液稳定性较好,遮光放置

4个月各项指标均符合有关规定。

可见,改进后配制的呋喃西林溶液稳定性较好,

室温 8~ 16 ∀ 遮光密闭贮存条件下, 有效期可暂定

为 4个月。
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