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［摘　要］　为研究国产和进口托芬那酸注射液在犬体内的药代动力学和生物等效性，采用双处理、

双周期随机交叉试验设计，将２０头健康比格犬随机分成２组，按０．１ｍＬ／ｋｇ体重肌肉分别单剂量注

射受试制剂和参比制剂，采用高效液相色谱法测定血浆中托芬那酸的浓度，利用 ＷｉｎＮｏｎｌｉｎ６．３软件

计算主要药动学参数，并评价两种制剂的生物等效性。结果显示，受试制剂和参比制剂的 Ｔｍａｘ分别

为（０．２±０．１）ｈ和（０．３±０．２）ｈ；Ｃｍａｘ分别为（５．１２±１．５５）μｇ／ｍＬ和（５．３８±２．０４）μｇ／ｍＬ；

ＡＵＣ０－ｔ分别为（１２．１±２．９７）μｇ·ｈ·ｍＬ
－１和（１２．２８±３．２４）μｇ·ｈ·ｍＬ－１；ＡＵＣ０－∞ 分别为（１３．３８

±３．１０）μｇ·ｈ·ｍＬ－１和（１３．８５±３．４０）μｇ·ｈ·ｍＬ－１。托芬那酸注射液受试制剂和参比制剂的

ＡＵＣ０－ｔ、ＡＵＣ０－∞ 、Ｃｍａｘ、Ｔｍａｘ均无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。双单侧ｔ检验结果显示两种制剂生物等

效，临床上可相互替代。该试验为兽医临床给药方案的制定以及合理用药提供参考。
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　　托芬那酸是由丹麦 ＧＥＡ公司开发的一种应用

广泛的非甾体抗炎药品（ＮＳＡＩＤ），具有较强的抗炎

作用，副作用小［１］。目前，托芬那酸在国外已上市，

主要用于治疗关节炎和偏头疼，也被广泛应用于痛

风、滑囊炎和痛经等疾病的治疗。托芬那酸还可作

为宠物药用于狗、猫缓解骨关节相关的炎症和疼

痛，还可用于犬、牛等家畜上呼吸道疾病的辅助治

疗。托芬那酸在动物机体内完全作为托芬那酸的

甘氨酸及葡萄糖醛酸结合物形式通过尿液排泄

（９０％），没有严重的特异性的毒性反应［２］，在兽医

临床上具有非常广阔的市场前景。目前，对于托芬

那酸血药浓度测定方法国内报道的很少。鉴于其

药物作用范围广，毒性反应小，具有一定的应用价

值。国内青岛农业大学现成功仿制了该产品，为此

按照生物等效性试验相关规范要求，以犬为研究对

象，按照农业部颁发的《兽药药物动力学试验规范

（试行）》的试验要求，在建立一种简单、快速、准确

的犬血浆中托芬那酸的含量的测定方法同时，通过

对国产托芬那酸注射液在犬体内的药代动力学特

征研究，并与国外原创托芬那酸注射液进行比较及

生物等效性分析，以便为国产托芬那酸注射的研制

提供重要参考依据。

１　材 料

１．１　仪器　高效液相色谱仪：Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效

液相色谱仪，Ａｇｉｌｅｎｔ公司；色谱柱：ＺＯＲＢＡＸＥｃｌｉｐｓｅ

Ｐｌｕｓ－Ｃ１８（２５０×４．６ｍｍ，５μｍ），Ａｇｉｌｅｎｔ公司；ＵＰＨ

－１１－２０Ｔ型优普超纯水制造系统：成都超纯科技

有限公司；ＲＥ－５２旋转蒸发器：上海亚荣生化仪器

厂；Ｎ－ＥＶＡＰＴＭ１１２型干浴氮吹仪：美 Ｏｒｇａｎｏ－

ｍａｔｉｏｎ公司；ＫＳ－２５０Ｄ超声仪：宁波科生仪器厂；

ＷＨ－１微型漩涡混合仪：上海沪西分析仪器厂有

限公司；ＴＧＬ－１６Ｃ型高速离心机：上海安亭科学仪

器厂。ＷＨ－１微型漩涡混合仪：上海沪西分析仪

器厂有限公司；ＴＧＬ－１６Ｃ型高速离心机：上海安亭

科学仪器厂；可调微量移液器：１～１０μＬ、２０～２００

μＬ、１００～１０００μＬ，热电（上海）仪器有限公司。指

形管（５ｍＬ及 １．５ｍＬ），扬子化工玻璃仪器有限

公司。

１．２　药品与试剂　托芬那酸注射液受试品：规格

为５０ｍＬ：２ｇ，生产批号：２０１４１２２１，青岛农业大学

提供，生产企业为施维雅（青岛）生物制药有限公

司。托芬那酸注射液参比品：规格为３０ｍＬ：１．２ｇ，

生产批号：６Ａ１６８９Ｄ，有效期至２０１８年１月１０日，

生产商为法国威隆隆制药股份有限公司。托芬那

酸标准品：含量１００％，批号：ＢＰ９０７－Ｆ６７０２９，货号

Ｙ００００１５４，由青岛农业大学郝智慧教授馈赠。甲

醇、乙腈，均为色谱纯，美国 ＴＥＤＩＡ公司；醋酸，醋

酸钠，均为色谱纯，德国ＣＮＷ公司；超纯水。

２　方法与结果

２．１　试验动物　２０头１～２岁内的健康比格犬，平

均体重为８．８７±０．８４ｋｇ，公母各半。受试犬购自

扬州四方实验动物科技有限公司，符合国家实验动

物标准普通级实验动物微生物学、寄生虫学等等级

要求，且在试验前１ｄ经兽医检查确认是处于良好

的健康状况下，试验前１个月内未用过相关药物治

疗。试验犬于实验前在新环境经过至少１周的适

应期。给药前禁食过夜１２ｈ，２ｈ后恢复正常饮食。

饲料为不添加任何药物的全价饲料。

２．２　实验设计与给药方案　２０头体重较一致的犬

随机分为２组，每组犬公母各半，采用交叉实验设

计。第一阶段１～１０号犬单剂量（０．１ｍＬ／ｋｇｂｗ）

肌内注射托芬那酸受试品注射液，１１～２０号犬单剂

量（０．１ｍＬ／ｋｇｂｗ）肌内注射托芬那酸参比品注射

液；第二阶段１～１０号犬单剂量（０．１ｍＬ／ｋｇｂｗ）肌

内注射托芬那酸参比品注射液，１１～２０号犬单剂量

（０．１ｍＬ／ｋｇｂｗ）肌内注射托芬那酸受试品注射液。

两阶段给药间隔期为２周。

２．３　血样采集　犬站立保定后经前肢静脉采血。
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给药前采空白血，记为０ｍｉｎ。肌内注射给药后分

别于５、１０、１５、３０、４５ｍｉｎ和１、２、３、４、８、１２、２４、３６、

４８ｈ采血。每次采血量约４ｍＬ。血样采集后置于

用肝素浸润并烘干的离心管内，４５００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ，分离血浆后于－２０℃保存备用。

２．４　色谱条件　色谱柱：ＺＯＲＢＡＸＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓ

Ｃ１８（２５０×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相为甲醇：乙腈：

０．０５ｍｏｌ／Ｌ醋酸钠（ｐＨ４．６）＝３６．５∶３６．５∶２７，流速

１ｍＬ／ｍｉｎ；柱温３５℃；进样量２０μＬ；紫外检测波

长：λ＝２９０ｎｍ［３－４］。

２．５　方法学实验　对托芬那酸标准品进行精密

度、回收率和稳定性试验，考察方法的合理性。

２．６　血浆样品处理　将冷冻保存的犬血浆室温下

自然解冻，摇匀后精密移取２００μＬ血浆置于５ｍＬ

离心管中，加入２ｍＬ乙腈去蛋白，混合涡旋３ｍｉｎ。

超声１０ｍｉｎ，４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清

于４５℃氮气吹干。加入２００μＬ流动相溶解氮气

吹干后残渣，混合涡旋３ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０

ｍｉｎ，取上清２５μＬ进样供 ＨＰＬＣ分析。分别测出

托芬那酸的峰面积。每批生物样品测定时建立新

的标准曲线，并将每批生物样品测定结果（峰面积）

采用新建立的标准曲线计算出托芬那酸的含量。

每批生物样品测定时随行测定高、中、低三个浓度

的质控样品。质控样品测定结果的偏差小于２０％。

２．７　数据分析　将实测血药浓度－时间数据采用

ＷＩＮＮＯＮＬＩＮ６．３药动学分析软件计算药代动力学

参数，药动学参数根据中国药科大学的杨劲老师编

的《人体生物利用度数据处理通用程序，ＢＡＰＰ》软

件进行生物等效性检验。?用ＳＰＳＳ统计学软件对

参数Ｃｍａｘ与ＡＵＣ０－τ（已进行对数处理）进行多因素

方差分析，对受试品和参比品进行生物学等效性比

较。

２．８　方法学实验结果

２．８．１　标准曲线　托芬那酸的血浆药物浓度在

０．０５～１０．０μｇ／ｍＬ范围内，血浆药物浓度与峰面

积比值呈良好的线性关系（Ｒ２＝０．９９９）。以峰面积

为横坐标，血药浓度为纵坐标，典型的标准曲线方

程为：ｙ＝６３．６５ｘ＋０．６０５４（图１）。

图１　托芬那酸标准曲线图

２．８．２　精密度和回收率　血浆中托芬那酸 ＨＰＬＣ

测定方法的结果表明，空白血浆添加样品在０．０５～

１０．０μｇ／ｍＬ范围内，批内和批间系数分别小于

１１％和６％，精密度良好；空白血浆中托芬那酸添加

浓度在０．０５、１和１０μｇ／ｍＬ时的回收率均在８５％

以上，回收率稳定（表１）。

表１　血浆中空白添加托芬那酸相对回收率（％）（ｎ＝５）及精密度
添加浓度／
（μｇ·ｍＬ－１）

重复测定次数

１ ２ ３ ４ ５ ｘ
－
±ｓ 批内ＲＳＤ／％ 批间ＲＳＤ／％

０．０５ ８５．７９ ８８．０８ ８７．０２ ９４．８５ ８４．７９ ８８．１０６±３．９６９ ２．６５９ ５．１２８
１ ９３．０３ ９０．０６ ９７．４５ ９４．０５ ９３．７５ ９３．６６８±２．６４０ ２．７７８ ２．４３６
１０ ９０．１０ ９２．１３ ９２．７５ ８９．９０ ９０．８１ ９１．１３８±１．２５５ １．６３３ ０．３８０

注：ＳＤ－标准偏差，ＲＳＤ－相对标准偏差，ｎ－平行数

２．８．３　稳定性试验　对于犬血浆中的托芬那酸而
言，于－２０℃条件下冻存时能够保持稳定１个月，
在３个冻融循环之后仍可保持稳定，于室温条件
（约２２℃）下储存时可保持稳定达４ｈ。
２．９　犬单剂量肌内注射托芬那酸受试品与参比
品的实测血药浓度及动力学特征　犬单剂量

（０．１ｍＬ／ｋｇｂｗ）肌内注射托芬那酸受试品和参
比品注射液后，不同时间测得的受试品和参比品

对应的平均血药浓度 －时间曲线见图 ２。血药
浓度时间数据采用ＷＩＮＮＯＮＬＩＮ６．３版药代参数
计算软件进行非房室模型分析计算药动学参数，

结果见表２。
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图２　犬单剂量肌内注射（４ｍｇ／ｋｇｂｗ）托芬那酸受
试品与参比品平均血药浓度－时间曲线图

表２　犬肌肉注射受试品和参比品后的主要药动学参数

参数
受试品

（ｘ－±ｓ）

参比品

（ｘ－±ｓ）
Ｔｍａｘ（ｈ） ０．２±０．１ ０．３±０．２

Ｃｍａｘ（μｇ·ｈ·ｍＬ－１） ５．１２±１．５５ ５．３８±２．０４

Ｔ１／２（ｈ） １３．５３±６．１９ １４．５２±５．７５

ＡＵＣ０－τ（μｇ·ｈ·ｍＬ
－１） １２．１±２．９７ １２．２８±３．２４

ＡＵＣ０－∞ （μｇ·ｈ·ｍＬ
－１） １３．３８±３．１０ １３．８５±３．４０

ＭＲＴ（ｈ） １３．４３±６．７６ １３．５８±６．３１

Ｆ １０１．７％±２５．８％ １０３．２±２０．７％

Ｔ１／２为消除半衰期；Ｔｍａｘ为达峰时间；Ｃｍａｘ为峰浓度；ＡＵＣ为药时
曲线下面积；ＭＲＴ为平均滞留时间；ｓ为标准差

２．１０　托芬那酸注射液受试品和参比品的生物
等效性结果　采用中国药科大学的杨劲老师编
的《人体生物利用度数据处理通用程序，ＢＡＰＰ》
软件进行生物等效性检验。?用 ＳＰＳＳ统计学软
件对参数Ｃｍａｘ与ＡＵＣ０－τ（已进行对数处理）进行
多因素方差分析，每个参数在产品间、周期间以

及个体间的差异均不显著（Ｐ＞０．０５），无统计学
意义；对达峰时间（未进行对数处理）应用非参

数检验后，结果显示（表３）两组数据差异不显著
（Ｐ＞０．０５），说明两种产品在犬体内的达峰时间
存在生物等效。受试产品参数 ＡＵＣ０－τ的对数平
均值和参比产品参数 ＡＵＣ０－τ的对数平均值的比
值是 ９９．４％，９０％ 置 信 区 间 为 ９０．１２％ ～
１０８．３１％，介于参比产品 ８０％ ～１２５％之间；受
试产品参数 Ｃｍａｘ的对数平均值和参比产品参数
Ｃｍａｘ的对数平均值的比值是 ９７．１％，９０％置信
区间为 ８１．６１％ ～１１５．３４％，介于参比产品
７０％ ～１４３％之间。综上结果表明，国产托芬那
酸注射液与法国威隆制药公司生产的托芬那酸

注射液在犬体内存在生物等效。

表３　犬单剂量注射托芬那酸注射液受试品
与参比品生物等效性分析

参数 ９０％置信区间 生物等效性标准 是否等效

Ｃｍａｘ ８１．６１％～１１５．３４％ ７０％～１４３％ 是

ＡＵＣ（０－τ） ９０．１２％～１０８．３１％ ８０％～１２５％ 是

３　讨论与小结
肌内注射受试产品和参比产品托芬那酸注射

液后，受试产品与参比产品的主要药物动力学参

数：药 －时曲线下面积 ＡＵＣ０－τ、ＡＵＣ０－∞ 、Ｃｍａｘ、
Ｔｍａｘ数值接近，无显著性差异。符合生物等效的硬
性要求。相对于参比品，受试产品的相对生物利用

度Ｆ为（１０１．７±２５．８）％。
?用 ＳＰＳＳ统计学软件对参数 Ｃｍａｘ与 ＡＵＣ０－τ

（已进行对数处理）进行多因素方差分析，每个参数

在产品间、周期间以及个体间的差异均不显著（Ｐ＞
０．０５），无统计学意义；（未进行对数处理）应用非参
数检验后，结果显示两组数据差异不显著

（Ｐ＞０．０５），说明两种产品在犬体内的达峰时间存
在生物等效。依据制剂生物等效性评价标准［５］：供

试制剂和参比制剂的ＡＵＣ对数比值的９０％可信限
在８０％～１２５％置信区内；供试制剂和参比制剂的
Ｃｍａｘ对数比值的９０％可信限在７０％～１４３％置信区
内；供试制剂和参比制剂的ＡＵＣ、Ｃｍａｘ的双向单侧ｔ
检验均得到Ｐ＜０．０５的结果，ｔ１≥ｔ１－α（υ）与ｔ２≥
ｔ１－α（υ）同时成立；Ｔｍａｘ经非参数法检验无差异，则
供试品与参比制剂具有生物等效性。依据上述制

剂生物等效性评价标准检验，表明受试品制剂和参

比品制剂为生物等效制剂。

托芬那酸注射液因具有较好的解热镇痛、抗炎

的临床效果［６］，在国外被广泛用于治疗关节炎和偏

头疼，并用于宠物犬、猫的骨关节相关的炎症和疼

痛。目前，已有托芬那酸在狗、牛、羊、大鼠、犬、人

体内的药代动力学研究报道［７－１１］。在国内临床应

用较少，并且相关文献报道较缺乏。国外相关研究

报道［１２］，托芬那酸在犬体内的吸收较快，皮下注射

４ｍｇ／ｋｇ２ｈ内达到平均最大血药浓度 Ｃｍａｘ
４μｇ／ｍＬ（皮下注射）和３μｇ／ｍＬ（肌肉注射）。本
试验中，单剂量肌内注射（４ｍｇ／ｋｇｂｗ）托芬那酸注
射液参比品后，参比品的平均消除半衰期（ｔ１／２）为
（１４．５２±５．７５）ｈ，ＡＵＣ为 （１２．２８±３．２４）
μｇ·ｈ／ｍＬ，Ｔｍａｘ为（０．３±０．２）ｈ，Ｃｍａｘ为（５．３８±
２．０４）μｇ／ｍＬ。单剂量肌内注射托芬那酸受试品后，

·６５·
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平均 ｔ１／２为（１３．５３±６．２０）ｈ，ＡＵＣ为（１２．１０±
２．９７）μｇ·ｈ／ｍＬ，Ｔｍａｘ为（０．２±０．１）ｈ，Ｃｍａｘ为
（５．１２±１．５５）μｇ／ｍＬ，相对于参比品的平均相对
生物利用度为（１０１．７±２５．８）％。药动学研究结果
表明，托芬那酸注射液肌内注射给药托芬那酸自注

射部位吸收迅速，受试产品和参比产品１５ｍｉｎ时均
达到最大血药浓度；体内消除较缓慢，２４ｈ均能检
测到血液中的药物浓度，达到了长效的目的。

本次实验严格遵守药动学实验要求规范展开，

根据生物等效性分析标准，采用常用的双单侧 ｔ检
验和９５％可信区间统计分析方法来评价和判断药
物间的生物等效性；结果符合国内仿制药生物等效

要求。通过对国产托芬那酸注射液肌内注射给药

在犬的药动学特征研究，不仅对指导临床合理用

药、新药评价、个体化给药及预测药物在犬体内的

消除动态、蓄积特性和残留消除规律等具有重要的

参考价值；同时药动学研究成果还可用于指导优选

给药方案、新药设计、改进药物剂型，对提供高效、

长效、低毒、低副作用的药物制剂具有重要指导意

义；为国产托芬那酸注射液的研制以及上市提供重

要参考依据。
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