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　　摘　要：目的　通过溶出度、生物利用度与国外制剂比较研究，仿制出达到国外制剂质量的左炔诺孕酮片。方法　采用浆法

测定左炔诺孕酮片的溶出度；采用开放、随机、自身对照双周期交叉设计方法，将２０名受试者随机等分为 Ａ、Ｂ两组，参比制剂和

受试制剂口服给药，ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ测定方法测定受试者给药后血浆中左炔诺孕酮的浓度。结果　左炔诺孕酮在０～１３．２μｇ·

ｍＬ－１的浓度范围内峰面积与浓度呈良好的线性关系，线性方程为：Ａ＝－０．９０＋６５．３３Ｃ；回收率为（１０１．７±１．５）％；自制左炔诺

孕酮片与匈牙利ＧｅｄｅｏｎＲｉｃｈｔｅｒＰｌｃ生产的参比制剂溶出曲线的相似因子ｆ２＝８３．０；相对生物利用度为１０３．５±３０．１。结论　参

比制剂与参比制剂溶出行为相似、在健康人体内具有生物等效性。
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　　左炔诺孕酮片作为速效、短效口服避孕非处方药（ＯＴＣ甲

类），其紧急避孕的效果和安全性已经多项临床试验证实［１２］，

其质量标准收载入《中国药典》２０１０年版
［３］。左炔诺孕酮为白

色或类白色结晶性粉末难溶于水，《中国药典》未对该品的溶出

度进行控制；为更好地控制产品质量本研究建立了溶出度测定

方法［４７］，并用建立的溶出度方法进行了自制制剂和参比制剂

的溶出曲线对比研究；采用了 ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ测定血药浓度对

受试制剂和参比制剂进行了生物等效性研究。

１　资料与方法

１．１　一般资料　年龄２０～４０岁的中国女性健康志愿者２０

人，ＨＢＶ阴性，妊娠试验阴性。

１．２　方法

１．２．１　仪器与试药

１．２．１．１　仪器　智能溶出度仪：ＺＲＳ８Ｃ（天津大学仪器厂生

产）；高效液相色谱仪：ＨＰ１２００（安捷伦公司生产）；ＨＰＬＣ

ＭＳ：Ａｇｉｌｅｎｔ１１００ＨＰＬＣ仪，检测器 ＡＰＩ３０００三重四极杆质谱

仪（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ），配有电喷雾离子源；电子天平：

ＭｅｔｔｌｅｒＡＢ２０４上海精密科学仪器有限公司；ＨＩＴＡＣＨＩＣＤ６Ｄ

离心机；ＴＧＬ１６Ｇ台式离心机；ＹＡＭＡＴＯ涡旋混合器；多功

能微量化样品处理仪（长沙中迅电子工程研究所）。

１．２．１．２　药品与试剂　自制制剂：左炔诺孕酮片，规格：０．７５

ｍｇ，批号：２０１１０３０１、２０１１０３０２、２０１１０３０３，西南药业股份有限

公司生产；参比制剂：左炔诺孕酮片，规格：０．７５ｍｇ，批号：

Ｔ９４２６５Ａ，匈牙利ＧｅｄｅｏｎＲｉｃｈｔｅｒＰｌｃ生产；受试制剂：左炔诺

孕酮片，规格：０．７５ｍｇ，批号：２０１１０３０１；左炔诺孕酮对照品

００２８９９０７（中检所）；乙腈 色谱纯（ＴＥＢＩＡＣＯＭＰＡＮＹ，ＩＮＣ），

十二烷基硫酸钠 分析纯（天津天泰），蒸馏水（自制），其余均为

分析纯。

１．２．２　实验方法

１．２．２．１　溶出度方法　取自制制剂，按溶出度测定法（《中国

药典》２０１０版二部附录 ＸＣ 第二法），以含十二烷基硫酸钠

０．１％的０．１ｍｏｌ·ｍＬ－１盐酸溶液５００ｍＬ为溶出介质，转速为

每分钟７５转，经３０ｍｉｎ时，取溶液１０ｍＬ，滤过，取续滤液作

为供试品溶液；另精密称取左炔诺孕酮对照品，加乙醇溶液

（７５０ｇ·Ｌ
－１）适量使溶解后，用溶出介质稀释并制成每１ｍＬ

中约含６μｇ左炔诺孕酮的溶液，作为对照品溶液。

色谱条件：用十八烷基硅烷键和硅胶为填充剂（１５０ｍｍ×

４．６ｍｍ，５μｍ）；甲醇乙腈水（１５∶３５∶５０，ｖ／ｖ／ｖ）为流动相；

柱温：３０℃；流速：１．２ｍＬ·ｍｉｎ－１；检测波长为２４０ｎｍ。

１．２．２．１．１　线性及线性范围　精密称取左炔诺孕酮对照品
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１３．２ｍｇ，置１００ｍＬ量瓶，乙醇（７５０ｇ·Ｌ
－１）溶解并稀释至刻

度，摇匀，作为贮备液；分别取贮备液适量用溶出介质稀释成

１３．２、６．６、１．６５、０．３３、０．１３２、０μｇ·ｍＬ
－１，依法测定。

１．２．２．１．２　回收率　分别精密称取左炔诺孕酮对照品１２、１５

及２１ｍｇ各３份，分别置１００ｍＬ量瓶中，加溶出介质适量，超

声使溶解，用溶剂稀释至刻度，摇匀，分别精密量取５ｍＬ，置于

５００ｍＬ量瓶中，按处方比例加入辅料，加溶出介质使溶解并稀

释至刻度，摇匀，过滤，分别取２０μＬ进样，记录色谱图，计算回

收率。

１．２．２．１．３　精密度　按照“１．２．２．１”测定６片样品的溶出量。

１．２．２．１．４　溶液的稳定性　取对照品溶液分别在０、２、４、６和

８ｈ进样，记录色谱图，测定溶出量。

１．２．２．２溶出曲线的测定　取自制样品三批和参比制剂一批

按照“１．２．２．１”方法，分别在５、１５、３０、４５、６０和１２０ｍｉｎ取样，

根据不同时间的溶出度绘制溶出曲线，计算ｆ２ 值，计算公式为

ｆ２＝５０×ｌｏｇ｛［１＋（１／ｎ）∑
狀

狋＝１

（ＲｔＴｔ）２］－０．５×１００｝。

１．２．２．３　生物等效性研究

１．２．２．３．１　分组方法与服药　将２０名健康女性２０～４０岁的

受试者随机分为Ａ、Ｂ组。Ａ组服用西南药业股份有限公司仿

制的左炔诺孕酮片（受试制剂 Ｔ）１．５ｍｇ，Ｂ组服用 Ｇｅｄｅｏｎ

ＲｉｃｈｔｅｒＰｌｃ．，匈牙利生产的左炔诺孕酮片（参比制剂 Ｒ）１．５

ｍｇ。间隔１周后，交叉服药，Ａ组服用参比制剂Ｒ１．５ｍｇ，Ｂ组

服用受试制剂Ｔ１．５ｍｇ。

１．２．２．３．２　血浆中左炔诺孕酮的 ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ测定方法　

色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＣ１８（２５０．０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动

相：乙腈－３ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵水溶液（７０∶３０，ｖ／ｖ）。柱温３５

℃；流速１ｍＬ·ｍｉｎ－１。

１．３　统计学处理　口服给药后血浆中左炔诺孕酮的峰浓度

Ｃｍａｘ，达峰时间Ｔｍａｘ均由实验数据直接读出；ＡＵＣ０ｔ采用

ＤＡＳ软件用梯形面积法计算；其他药动学参数由药动学软件

ＤＡＳ拟合计算。采用ＤＡＳ２．１．１软件和ＳＰＳＳ１６．０统计评价

受试制剂和参比制剂的生物等效性。受试制剂和参比制剂的

Ｃｍａｘ、ＡＵＣ０ｔ、ＡＵＣ０∞经对数转换后进行方差分析、双单侧

狋检验；ｔｍａｘ进行非参数检验（配对 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ法）；狋１／２进行配

对狋检验。

２　结　　果

２．１　溶出度研究结果

２．１．１　线性及线性范围　左炔诺孕酮在０～１３．２μｇ·ｍＬ
－１

的浓度范围内，线性关系良好，相关系数狉＝０．９９９，线性方程

为Ａ＝－０．９０＋６５．３３Ｃ。

表１　　回收率试验结果（ｎ＝９）

称量值（ｍｇ） 测得值（ｍｇ） 回收率（％）

１２．１ １２．３７４７ １０２．２７

１２．０ １２．３４１９ １０２．８５

１２．８ １３．０７９４ １０２．１８

１５．１ １４．９８０７ ９９．２１

１５．９ １５．８００２ ９９．３７

１５．３ １５．４８８８ １０１．２３

２１．１ ２１．５６９６ １０２．２３

２１．６ ２２．３０７２ １０３．２７

２１．９ ２２．５８５８ １０３．１３

２．１．２　回收率　平均回收率为１０１．７％，相对标准偏差

（ＲＳＤ）为１．５％，准确度高。回收率试验结果见表１。

２．１．３　精密度　ＲＳＤ为１．５％，精密度良好。

２．１．４　溶液的稳定性　溶出溶液在８ｈ内稳定。

２．２　自制制剂和参比制剂的溶出曲线　自制制剂的ｆ２ 值在

８３．０～８４．８之间，均大于５０接近１００，自制制剂和参比制剂的

溶出行为相似。见表２。

表２　　自制制剂和参比制剂累积溶出量测定结果（％）

时间（ｍｉｎ） ０ ５ １５ ３０ ４５ ６０ １２０ ｆ２

２０１１０３０１ ０ ６７．６ ８０．３ ８６．７ ８９．１ ９０．１ ９１．５ ８３．０

２０１１０３０２ ０ ６９．１ ８２．７ ８７ ８８．６ ８９．９ ９０．８ ８４．８

２０１１０３０３ ０ ６８．０ ８０．１ ８６．３ ８９．６ ９４．２ ９３．９ ８３．５

Ｔ９４２６５Ａ ０ ７０．５ ８０．４ ８８．４ ８９．２ ９１．８ ９１．５ －

　　－：表示无数据。

２．３　生物等效性实验　血浆中左炔诺孕酮的药代动力学参数

见表３；单剂量口服受试制参比制剂Ｒ后平均血药浓度时间

曲线见图１。受试制剂和参比制剂生物等效。

表３　　受试制剂和参比制剂的药代动力学参数

药代参数 ＡＵＣ０→ｔ（ｎｇ·ｈ·ｍＬ－１） ＡＵＣ０→∞（ｎｇ·ｈ·ｍＬ－１） Ｃｍａｘ（ｎｇ·ｍＬ－１） Ｔｍａｘ（ｈ） 狋１／２（ｈ） Ｖｚ／Ｆ

Ｔ （３４２．８２±７５．９４） ３７５．９０±８３．４１ ２０．９３±２．８９ １．７９±０．１７ ２０．８４±４．０６１０３．５±３０．１

Ｒ （３３９．６０±８０．１５） ３８８．３０±１０７．６５ １９．７４±３．１３ １．８３±０．１６ ２２．７３±４．５８ －

　　－：表示无数据。

图１　　单剂量口服受试制剂Ｔ与参比制剂Ｒ后

平均血药浓度时间曲线

３　讨　　论

本品为难溶性药物，根据生物药剂学分析为低溶解性高渗

透性的药物，溶出过程是药物吸收的限速步骤，生物利用度受

溶出度的影响；而中国药典未对其溶出度进行控制，本研究通

过筛选建立了溶出度测定方法，并进行了方法学研究，用自建

的溶出度测定方法对自制制剂和参比制剂进行了溶出曲线对

比研究，溶出行为相似体内生物等效；因此为保证生物利用度

达到要求，先应进行溶出度的测定，建议增加溶出度检测项对

已上市产品的监控，充分保证药品的有效性。

由于左炔诺孕酮在体内７２ｈ后代谢基本完全，因此确定

其清洗期为１周。受试制剂的 ＡＵＣ０→ｔ、Ｃｍａｘ、Ｔｍａｘ、狋１／２与

参比制剂接近，因此受试制剂和参比制剂生物等效。由于本品

的规格小０．７５ｍｇ，临床剂量低，血药浓度低（下转第１３８４页）
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Ｇｌｉ１蛋白表达有１例，其阳性表达率１０．０％（１／１０），这说明在

正常肝脏组织中 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路有少量的激活，而在肝癌

组织中 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路大量激活，与肝癌的发生密切相

关。但由于本实验样本量太少，并且只是通过蛋白方法检测，

下一步从分子及基因水平探查肝癌 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路发生

机制更具有理论意义。

综上所述，Ｓｈｈ、Ｇｌｉ１蛋白在ＳＤ大鼠肝细胞癌中呈现高表

达，说明Ｓｈｈ、Ｇｌｉ蛋白作为 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路两个重要因子

的异常激活可能参与肝癌机制的发生，但这只是在蛋白水平的

研究，还有待学者从分子及基因水平进一步去研究。
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且易受内源性物质干扰，因此在样品处理过程要小心。
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