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　 　 ［摘要］ 　目的 　建立高效液相色谱（HPLC）荧光法测定血浆中左氧氟沙星的浓度 ，研究盐酸左氧氟沙星片在健康人体中

的生物等效性 。方法 　采用随机交叉自身对照试验设计 ，２４名健康男性受试者单次口服 ０ ．２ g 盐酸左氧氟沙星片受试制剂
或参比制剂 ，分别于不同时间点采集肘静脉血 ，采用 HPLC荧光法测定血浆中左氧氟沙星的药物浓度 。利用 DAS ２ ．０软件计

算药动学参数 ，评价两制剂的生物等效性 。结果 　受试制剂与参比制剂的主要药动学参数 t １／ ２ 、tmax 、ρmax 、AUC０唱３６和 AUC０唱inf
分别为（６ ．７１ ± ０ ．９５） h和（６ ．６０ ± １ ．００） h ；（０ ．８５ ± ０ ．３０） h 和（０ ．７９ ± ０ ．２８） h ；（２ ８１５ ．４８ ± ５１３ ．０４） ng ／ml和（３ １８５ ．５９ ±

６７４畅２９） ng ／ml ；（１７ １５７ ．６１ ± １ ９４９ ．０７） ng · h／ml和（１７ ４２５ ．０６ ± ２ ４４７ ．８０） ng · h／ml ；（１８ ３２４ ．５２ ± ２ ０１９ ．４１） ng · h／ml和
（１８ ５４０ ．４１ ± ２ ５２３ ．０８） ng · h／ml 。两制剂主要药动学参数统计学分析无显著性差异 。受试制剂与参比制剂 AUC０唱３６ 、

AUC０唱inf和 ρmax对数比值的 ９０％ 置信区间分别为 ９５ ．２％ ～ １０２ ．５％ 、９６ ．１％ ～ １０２ ．２％ 和 ８２ ．８％ ～ ９４畅９％ 。结论 　受试制剂与

参比制剂具有生物等效性 ，为生物等效制剂 。
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Determination of levofloxacin concentration in plasma of Chinese healthy volun唱
teers by HPLC with fluorescence detection and bioequivalence study of levofloxa唱
cin hydrochloride tablets
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［Abstract］ 　 Objective 　 To develop a HPLC唱fluorescence method to determine levofloxacin concentration in plasma for
studying bioequivalence of levofloxacin hydrochloride tablet in Chinese healthy volunteers ．Methods 　 A single唱dose of ０ ．２ g test
or reference preparation was given to ２４ healthy volunteers in a randomized crossover study ．The concentrations of levofloxacin
at different time points were determined by HPLC with fluorescence detection ．The pharmacokinetic parameters were calculated
using DAS ２ ．０ software program ．Results 　 The main pharmacokinetic parameters of the test and reference preparation ，t １／ ２ 、

tmax 、ρmax 、AUC０唱３６ and AUC０唱inf ，were respectively （６ ．７１ ± ０ ．９５） h and （６ ．６０ ± １ ．００） h ，（０ ．８５ ± ０ ．３０） h and （０ ．７９ ± ０ ．２８） h ，

（２ ８１５ ．４８ ± ５１３ ．０４） ng／ml and （３ １８５ ．５９ ± ６７４ ．２９ ） ng／ml ，（１７ １５７ ．６１ ± １ ９４９ ．０７ ） ng · h／ml and （１７ ４２５ ．０６ ±

２ ４４７ ．８０） ng · h／ml ，（１８ ３２４ ．５２ ± ２ ０１９ ．４１） ng · h／ml and （１８ ５４０ ．４１ ± ２ ５２３ ．０８ ） ng · h／ml ．The statistical analysis
showed that the main pharmacokinetic parameters between test and reference preparations were no significant differences ．The
９０％ confidence interval of test and reference preparations AUC ０唱３６ 、AUC０唱inf and ρmax were ９５ ．２％ ～ １０２ ．５％ 、９６ ．１％ ～ １０２ ．２％

and ８２ ．８％ ～ ９４畅９％ ．Conclusion 　 The test and reference preparations were bioequivalent ．

　 　 ［Key words］ 　 levofloxacin ；HPLC ；bioequivalence

　 　左氧氟沙星（levofloxacin） 是氧氟沙星的 S型
光学活性异构体 ，系第三代喹诺酮类抗菌药物 ，对葡

萄球菌 、肺炎链球菌 、大肠杆菌 、结核杆菌等有较好

的抗菌作用 ，主要用于治疗敏感细菌所致的呼吸道 、

泌尿道 、皮肤和软组织感染 。其作用机制是通过抑

制细菌 DNA 旋转酶的活性 ，阻止细菌 DNA 的合成
和复制而导致细菌死亡 。笔者建立了高效液相色谱

荧光法对血浆中左氧氟沙星浓度进行测定 ，样品通

过液唱液萃取处理后进样分析 ，处理方法简便 ，灵敏

度高 ，在此法基础上研究盐酸左氧氟沙星片两种制

剂的药动学和相对生物利用度 ，并评价生物等效性 ，

为临床用药提供药动学依据和质量保证 。

８２４

药学实践杂志 　 ２０１６ 年 ９ 月 ２５日第 ３４ 卷第 ５ 期

Journal of Pharmaceutical Practice ，Vol ．３４ ，No ．５ ，September ２５ ，２０１６



1 　仪器与试药

1 ．1 　仪器 　美国 Agilent １２００高效液相色谱仪 ，配

置四元泵 ，在线脱气机 ，自动进样器 ，柱温箱 ，荧光检

测器 ；德国 Eppendorf ５８０４R台式高速冷冻离心机 ；

VORTEX唱２型涡旋混合器 （美国 Scientific Indus唱
tries ，Inc ．） ；OA唱SYS ４８ 孔氮吹仪 （美国 Organo唱
mation Associates ，Inc ．） ；梅勒特十万分之一电子

分析天平（瑞士 Mettler Toledo 公司） 。

1 ．2 　试药 　受试制剂为浙江京新药业股份有限公

司研制生产的盐酸左氧氟沙星片 ，规格 ０ ．１ g／片（以

左氧氟沙星计） ，批号 ：１１０１０２２ ；参比制剂为第一三

共制药（北京）有限公司生产的左氧氟沙星片 ，规格

０ ．１ g／片（以左氧氟沙星计） ，批号 ：１００８A０６ 。左氧
氟沙星化学对照品 （批号 ：１３０４５５唱２０１１０６ ，含量为

９７ ．１％ ） ，内标物盐酸特拉唑嗪化学对照品（批号 ：

１００３７５唱２０１１０３ ，含量为 ９２ ．３％ ）均购自中国食品药

品检定研究院 。

　 　甲醇 、乙腈（色谱纯 ，美国 Fisher） ；二氯甲烷（色

谱纯 ，天津市凯信化学工业有限公司） ；磷酸二氢钾

（分析纯 ，天津市大茂化学试剂厂） ；氢氧化钠（分析

纯 ，北京化工厂） ；水为本实验室纯水发生器生产 ；空

白血浆由本院输血科提供 。

2 　方法与结果

2 ．1 　研究对象 　 ２４ 名健康男性志愿者 ，年龄 ２０ ～

２８岁 ，体重指数 １９ ～ ２３ ，试验前经病史询问 、体格检

查和实验室检查均无异常 ，非过敏性体质 ，无喹诺酮

类药物过敏史 ，无影响药物代谢的其他因素 ，无烟酒

嗜好 ，无吸毒史 ，试验前 ２周内未服用任何药物 ，试

验前签署知情同意书 。

2 ．2 　试验方案 　试验经医院药物临床试验伦理委

员会批准 ，采用单剂量 、双周期 、开放 、随机 、自身交

叉对照试验设计 。 ２４ 名受试者于试验前一天入住

Ⅰ期病房 ，晚 １０时后禁食 ，试验当日晨抽取空白血

后 ，根据服药时间表空腹口服受试制剂或参比制剂

０ ．２ g ，２００ ml温开水送服 。受试者服药后 ，２ h内禁
水 ，并在 ４ h 和１０ h后给予统一标准餐 。受试者于

０ h（服药前）和服药后 ０ ．２５ 、０ ．５ 、０ ．７５ 、１ 、１ ．２５ 、

１畅５ 、２ 、２ ．５ 、４ 、６ 、８ 、１２ 、２４ 、３６ h 于上臂静脉取血一
次 ，每次 ４ ml ，置于肝素抗凝试管中 。 ３ ０００ r／min
离心１０ min ，取血浆置 － ７０ ℃ 保存 ，待测 。 周期间

清洗期为一周 。

2 ．3 　色谱条件 　色谱柱 ：Agilent ZORBAX Eclipse
XDB C１８ （４ ．６ mm × １５０ mm ，５ μm） ；保护柱 ：XDB

C１８ （４ ．６ mm × １２ ．５ mm ，５ μm ） ；流动相 ：

１０ mmol／L磷酸盐缓冲液（pH ＝ ３ ．０ ，含 ０ ．０１％ 三乙

胺）唱乙腈（８２ ∶ １８ ，V ／V ） ；流速 ：１ ．０ ml／min ；柱温 ：

２５ ℃ ；检测波长 ：激发波长 ２９５ nm ，发射波长

４９０ nm ；进样量 ：１０μl 。
2 ．4 　溶液的配制
2 ．4 ．1 　左氧氟沙星溶液 　 精密称取左氧氟沙星对

照品 １０ ．３７ mg ，置 ２５ ml棕色容量瓶中 ，加甲醇溶

解并定容至刻度 ，配成浓度为４０２ ．７７ μg ／ml的左氧
氟沙星母液 ，４ ℃冰箱内保存备用 ，临用时用甲醇稀

释 。

2 ．4 ．2 　内标溶液 　 精密称取盐酸特拉唑嗪对照品

１０ ．４５ mg ，置 ２５ml棕色容量瓶中 ，加甲醇溶解并定

容至刻度 ，配成浓度为３８５ ．８１ μg／ml的盐酸特拉唑
嗪母液 ，４ ℃冰箱内保存备用 。临用前用 pH 为 ７ ．０

的磷酸缓冲溶液稀释成浓度为 １ ５４３ ．２ ng／ml的盐
酸特拉唑嗪内标溶液 。

2 ．4 ．3 　质量控制（QC）溶液 　 精密吸取 １ ml左氧
氟沙 星 母 液 ，用 甲 醇 稀 释 ５ 倍 ，得 浓 度 为

８０ ．５５ μg／ml的储备液 Ⅰ 。将储备液 Ⅰ 用不同比例

的甲 醇 稀 释 成 浓 度 为 ２１ ． ４８ 、 ２ ． ２３７ ５ 、

０ ．５５９ ５ μg／ml的左氧氟沙星质量控制溶液 。分别

吸取 ２０ μl ，加空白血浆 １００ μl ，配制成高 、中 、低 ３

种浓度的 QC 样品（血浆浓度分别为 ４ ２９６ 、４４７ ．５ 、

１１１ ．９ ng／ml） 。
2 ．5 　血浆样品处理和测定 　 吸取血浆样品 １００ μl
置 ２ ml离心管中 ，加入内标溶液 ２００ μl和甲醇溶液
２０ μl ，涡旋 ３０ s ，加入 １ ml二氯甲烷 ，涡旋 １ min ，

４ ℃条件下１４ ０００ r／min离心 １０ min ，弃去水层 ，吸

取下层液于 ３７ ℃ 条件下氮气吹干 ，残渣用 １００ μl
流动相复溶 ，涡旋 １ min ，复溶后 ４ ℃ 条件下

１４ ０００ r／min离心 １０ min ，取上清液 １０ μl进样分析 。

2 ．6 　方法特异性 　在本实验所采用的色谱条件下 ，

空白血浆 、空白血浆加左氧氟沙星 （浓度为

４４７ ．５ ng／ml）和内标盐酸特拉唑嗪 、受试者服药后

的血浆样品色谱图 ，见图 １ 。左氧氟沙星的保留时

间约为 ３ ．１ min ，内标物盐酸特拉唑嗪的保留时间

约为 ４ ．４ min ，由图可见空白血浆中无内源性杂质

的干扰 ，保证样品测定的灵敏度和准确性 。

2 ．7 　 标准曲线和定量下限 　 配制浓度为 ５５ ．９５ 、

１１１ ．９ 、２２３ ．８ 、４４７ ．５ 、８９５ 、２ ６８５ 、５ ３７０ ng／ml的系
列血浆标准溶液 ，按“２ ．５”项下操作 ，进样 １０ μl ，记
录色谱图 ；以左氧氟沙星浓度（X）为横坐标 ，左氧氟

沙星与内标的峰面积比值（Y ）为纵坐标 ，求得直线

回 归方 程为 Y ＝ ２ ．２６５X ＋ ０ ．００５ ７７６ ，r ＝ ０ ．９９９ ９
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图 1 　 HPLC色谱图
A ．空白血浆 ；B ．空白血浆加左氧氟沙星（浓度为 ４４７ ．５ ng ／ml）和内标盐酸特拉唑嗪 ；

C ．受试者服药后 ４ h 血浆样品 ；１ ．左氧氟沙星 ；２ ．盐酸特拉唑嗪

（n＝ ７） ，左氧氟沙星线性范围为 ５５ ．９５ ～ ５ ３７０ ng／ml 。
该方法的定量下限为 ５５ ．９５ ng／ml 。
2 ．8 　精密度和准确度 　配制低 、中 、高（左氧氟沙星

血浆浓度分别为 １１１ ．９ 、４４７ ．５ 、４ ２９６ ng／ml）３种浓
度的 QC 样品各 ５份 ，按“２ ．５”项下操作 ，分别于日

内测定及连续 ５ d 测定 ，计算日内 、日间精密度和准

确度 。结果表明 ，该方法日内 、日间精密度和准确度

均符合要求 。

2 ．9 　回收率试验 　 取左氧氟沙星（低 、中 、高）３ 种

浓度的 QC溶液各 ５份 ２０ μl和浓度为３ ８５８ ng／ml
的盐酸特拉唑嗪溶液 ８０ μl ，涡旋１ min ，４ ℃条件下

１４ ０００ r／min离心 １０ min ，取上清液 １０ μl 进样分
析 ，得面积 S１ 。取空白血浆 １００ μl １５份 ，分别加入

左氧氟沙星（低 、中 、高）３种浓度的 QC 溶液各 ５份

２０ μl和浓度为１ ５４３ ．２ ng ／ml的盐酸特拉唑嗪内标
溶液 ２００ μl混合 ，涡旋 ３０ s ，加入 １ ml二氯甲烷 ，涡

旋１ min ，４ ℃ 下１４ ０００ r／min离心 １０ min ，弃去水

层 ，吸取下层液于 ３７ ℃ 条件下氮气吹干 ，残渣用

１００ μl 流动相复溶 ，涡旋 １ min ，复溶后 ４ ℃ 下

１４ ０００ r／min离心 １０ min ，取上清液 １０ μl 进样分
析 ，得面积 S２ ，以 S２／S１ 比值计算左氧氟沙星和内
标的提取回收率 。 ３种浓度下左氧氟沙星的提取回

收率分别为（８０ ．０２ ± １０ ．９９）％ 、（８６ ．３９ ± １ ．６４）％ 、

（８４ ．５９ ± ３ ．５４）％ ，盐酸特拉唑嗪的提取回收率为

（９０ ．２１ ± ７ ．８８）％ ，符合生物样品分析要求 。

2 ．10 　稳定性试验 　配制低 、中 、高（１１１ ．９ 、４４７ ．５ 、

４ ２９６ ng／ml）３种浓度的左氧氟沙星 QC样品 ，分别

考察左氧氟沙星血浆样品室温放置 １２ h 、－ ７０ ℃保

存 １５ d 、血浆样品处理后 ４ ℃放置 ２４ h 、血浆样品反
复 ３次冻融试验的稳定性 ，每一浓度制备 ５份 。结

果显示所有样本测定浓度与理论浓度的相对误差均

不超过 ± １５％ ，稳定性良好 。

2 ．11 　药动学
2 ．11 ．1 　 血药浓度唱时间曲线 　 ２４ 名受试者口服

０ ．２ g受试制剂和参比制剂后左氧氟沙星的平均血
药浓度唱时间曲线 ，见图 ２ 。

图 2 　 24名受试者口服受试制剂（A）与参比
制剂（R）后左氧氟沙星平均药唱时曲线图

2 ．11 ．2 　药动学参数 　用 DAS ２ ．０软件计算 ２４ 名

受试者口服受试制剂和参比制剂后的主要药动学参

数 ，结果见表 １ 。

表 1 　主要药动学参数（珚x ± s ，n＝ ２４）

药动学参数 受试制剂 参比制剂

t １／２ （h） ６ 吵．７１ ± ０ ．９５ ６ 揪．６０ ± １ ．００

tmax （h） ０ 吵．８５ ± ０ ．３０ ０ 揪．７９ ± ０ ．２８

ρmax （ng ／ml） ２ ８１５ 吵．４８ ± ５１３ ．０４ ３ １８５ 揪．５９ ± ６７４ ．２９

AUC０ ～ ３６ （ ng · h／ml） １７ １５７ 吵．６１ ± １ ９４９ ．０７ １７ ４２５ 揪．０６ ± ２ ４４７ ．８０

AUC０ ～ inf （ ng · h／ml） １８ ３２４ 吵．５２ ± ２ ０１９ ．４１ １８ ５４０ 揪．４１ ± ２ ５２３ ．０８

2 ．12 　生物等效性评价 　因素方差分析显示受试制

剂和参比制剂单剂口服给药后主要药动学参数制剂

间和周期间无显著性差异 。 受试制剂与参比制剂

AUC０唱t 、AUC０ ～ ∞ 和 ρmax对数比值的 ９０％ 置信区间

分别为 ９５ ．２％ ～ １０２ ．５％ 、９６ ．１％ ～ １０２ ．２％ （等效
（下转第 ４４０页）
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题 ，把握这些热点问题 ，为我国在这些研究方向上产

出优秀科研成果提供有力保障 ，同时也能提高期刊

的影响力 。因此 ，在办刊方向和论文收录上 ，我国期

刊一定要能够紧跟当今药理毒理学研究的前沿热

点 ，通过大力报道药理毒理学热点研究成果 ，为我国

的药理毒理学期刊制造影响力和影响范围 ，提高全

球科学家对我国期刊的关注度 。此外 ，从刊载热点

论文的期刊分析中 ，本研究也发现 ，少部分杂志的影

响因子并不是很高 ，如 BRIT J PHARMACOL 、

REGUL TOXICOL PHARMACOL ，但由于其专业

性较强 ，所以尽管影响因子不高却仍然受到了该专

业内科学家的重视 ，影响范围和影响力并不小 ，其所

发表的论文成为了热点论文 ，在全球药理毒理学研

究领域仍占据了一定地位 。而我国的期刊无论中文

还是英文 ，在国际上的影响力均较低 ，即便是进入

SCI 的期刊其影响因子也普遍偏低［５］
。因此 ，我国

药理毒理学期刊应紧抓当前药理毒理学研究热点 ，

多报道热点研究相关专题 ，切实提升我国药理毒理

学期刊在国际学术研究中的地位 。

　 　综上所述 ，本研究通过对 ESI数据库国际药理
毒理学研究领域热点论文的分析 ，认为我国药理毒

理学热点论文的篇数排名相对靠前 ，但国际影响力

欠缺 。一方面 ，还需要我国科研工作者增加药理毒

理学热点问题探索的原创性研究与自主性研究 ，多

向国外的相关期刊尤其是影响因子高的期刊投稿 ；

另一方面 ，对于我国药理毒理学期刊来说 ，需要进一

步加大对药理毒理学热点研究问题的追踪和报道 ，

以进一步提高学术影响力和影响范围 。
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标准为 ８０ ．０％ ～ １２５ ．０％ ）和 ８２ ．８％ ～ ９４ ．９％ （等效

标准为 ７０ ．０％ ～ １４３ ．０％ ） ，tmax非参数检验结果显
示两制剂间无显著性差异 ，提示受试制剂与参比制

剂生物等效 。 受试制剂的相对生物利用度为

（９９ ．３ ± ９ ．９）％ 。

3 　讨论

　 　文献报道血浆左氧氟沙星的检测多采用 HPLC唱
UV 法［１］

、HPLC唱荧光法［２ ，３］
，定量方法有内标法 ，也

有外标法 ，血浆样品处理方法有沉淀蛋白法［３ ，４］
、液唱

液萃取法［２］等 。本实验在上述研究基础上 ，建立了一

种简单 、快捷 、灵敏的测定方法 。以盐酸特拉唑嗪为

内标物 ，与被测物左氧氟沙星保留时间接近 ，无干扰 ；

选择的液唱液萃取方法 ，左氧氟沙星和内标盐酸特拉

唑嗪的提取回收率高 ，所需样本量少 ，检测限低 ；选择

１０ mmol／L磷酸盐缓冲液（pH ＝ ３ ．０ ，含 ０ ．０１％ 三乙

胺）唱乙腈（８２ ∶ １８ ，V ／V ）为流动相 ，被测物与内标物峰

形锐 ，分离度好 ，检测时间短 ，５ min能完成一个样品
的检测 ，大大缩短分析时间 。

　 　本研究显示 ，健康志愿者单剂量口服 ２００ mg
盐酸左氧氟沙星片后 ，受试制剂和参比制剂主要药

动学参数与文献［１ ，４］报道接近 。受试制剂与参比制

剂的主要药动学参数相似 ，两种制剂之间差异无统

计学意义 ，相对生物利用度为（９９ ．３ ± ９ ．９）％ ；本研

究结果用 DAS程序进行双单侧 t检验 ，判定两种制

剂具有生物学等效性 。

　 　整个试验过程在医护人员的监护下顺利完成 ，

２４名受试者无 １例因不良反应而终止试验 ，无严重

不良事件发生 。
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