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摘 要 目的：建立测定Beagle犬血浆中右兰索拉唑浓度的方法，评价两种右兰索拉唑缓释胶囊的生物等效性。方法：6只Beagle

犬随机分为参比制剂组和受试制剂组，每组3只，采用双周期交叉随机试验（清洗期为1周）设计，分别空腹单次口服右兰索拉唑缓

释胶囊参比制剂和受试制剂各60 mg，并于给药前及给药后0.5、1、1.5、2、2.5、3、3.5、4、4.5、5、6、7、8、10、12 h自前肢头静脉取血2

mL，采用液相色谱-串联质谱法（LC-MS/MS）测定 Beagle 犬血浆中右兰索拉唑的浓度。以奥美拉唑为内标，色谱柱为 Inertsil

ODS，流动相为甲醇-0.1％甲酸溶液（90 ∶10，V/V）；采用电喷雾离子源，以多反应监测模式进行正离子扫描，用于定量分析的离子对

分别为m/z 369.9→251.7（右兰索拉唑）、m/z 345.7→197.9（内标）。采用DAS 3.1.6软件计算药动学参数，以双侧 t检验及（1－2α）％

置信区间（CI）法、Wilcoxon检验考察两种制剂的生物等效性。结果：右兰索拉唑血药浓度的线性范围为 10～4 000 ng/mL，定量

下限为 10 ng/mL；批内、批间 RSD＜10％，准确度为 94.40％～105.20％。空腹单次口服参比制剂或受试制剂的 AUC0-t 分别为

（8 892.48±1 399.67）、（8 683.71±1 167.88）ng·h/mL，AUC0-∞分别为（8 925.73±1 399.64）、（9 053.08±1 553.46）ng·h/mL，tmax分别

为（3.50±0.71）、（3.75±1.21）h，cmax分别为（2 980.00±487.40）、（2 863.33±331.34）ng/mL。受试制剂AUC0-t、AUC0-∞、cmax的90％CI

均在参比制剂相应参数的80％～125％范围内，两制剂 tmax间的差异无统计学意义（P＞0.05）。结论：本研究建立的LC-MS/MS法

适用于Beagle犬血浆中右兰索拉唑浓度的测定，且两种制剂在Beagle犬体内具有生物等效性。
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Bioequivalence Study of Dexlansoprazole Sustained-release Capsules in Beagle Dogs
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Affiliated Hospital of Army Medical University，Chongqing 400038，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the determination of dexlansoprazole concentration in plasma of Beagle

dogs，and to evaluate bioequivalence of 2 kinds of Dexlansoprazole sustained-release capsules. METHODS：A total of 6 Beagle

dogs were randomly divided into reference preparation group and test preparation group，with 3 dogs in each group. In double cycle

cross randomized trial（cleaning period lasting for one week）design，they were given reference preparation and test preparation of

Dexlansoprazole sustained-release capsules 60 mg once. The blood sample 2 mL of forelimb vein were collected before medication，

0.5，1，1.5，2，2.5，3，3.5，4，4.5，5，6，7，8，10，12 h after medication，respectively. The concentration of dexlansoprazole in

plasma of Beagle dogs was determined by LC-MS/MS. Using omeprazole as internal standard，the determination was performed on

Inertsil ODS with mobile phase consisted of methanol-0.1％ formic acid solution（90 ∶ 10，V/V）. ESI was used for positive ion

scanning by multiple reaction monitoring mode. The ion pair for quantitative analysis were m/z 369.9→251.7（dexlansoprazole）and
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右兰索拉唑（Dexlansoprazole）的化学名为（R）-

2-{[3-甲基-4-（2，2，2-三氟乙氧基）吡啶-2-基]甲基亚磺

酰基}-1H-苯并咪唑，是新型质子泵抑制剂（PPIs），其制

剂由日本武田药品工业株式会社研发，并于2009年获美

国FDA批准上市。该药为兰索拉唑的右旋对映异构体，

可用于治疗与非糜烂性胃食管反流病相关的胃灼热及

不同程度的糜烂性食管炎[1]。有文献报道，右兰索拉唑

在人体内的代谢速率慢于兰索拉唑，且作用更持久 [2]。

另有研究通过网状Meta分析的方法比较了奥美拉唑、兰

索拉唑、泮托拉唑、埃索美拉唑、右兰索拉唑5种PPIs的

7个剂量对中、重度反流性食管炎的治疗效果。结果表

明，右兰索拉唑与埃索美拉唑的疗效相当，且优于奥美

拉唑等传统PPIs[3]。日本武田药品工业株式会社进一步

采用双层缓释技术制成右兰索拉唑缓释胶囊，其能持

续地抑制胃酸分泌，且药理作用不受食物影响，更易被

患者接受，是首个可分两次释药的PPIs[4-6]。目前，国内

尚无右兰索拉唑缓释胶囊上市，多个制药企业看准其

研发潜力及时机，逐步开展右兰索拉唑缓释胶囊的研

发工作 [7-8]。为此，本研究以液相色谱 -串联质谱法

（LC-MS/MS）为检测手段，以日本武田药品工业株式会

社的原研制剂为参比制剂，分析与评价国内某制药企业

研发的右兰索拉唑缓释胶囊在Beagle犬体内的药动学

特征及两者的生物等效性，以期为其进一步开发利用及

临床应用提供参考。

1 材料
1.1 仪器

1100 Series型LC仪（美国Agilent公司）；AB QTRAP

2000型MS仪、Analyst 1.4.2数据采集和处理系统（美国

AB Sciex公司）；KDC-20型低速离心机（科大创兴股份

有限公司中佳分公司）；Biofuge Primo R型冷冻离心机、

994型超低温冰箱（美国Thermo Fisher Scientific公司）；

Vortex Genius 3型旋涡混匀器（德国 IKA公司）；BP211D

型电子天平（德国Sartorius公司）；Milli-Q Plus型超纯水

器（美国Millipore公司）。

1.2 药品与试剂

右兰索拉唑缓释胶囊（Dexilant）（参比制剂，日本武

田药品工业株式会社，批号：C20410，规格：60 mg）；右兰

索拉唑缓释胶囊（受试制剂，国内某制药企业，批号：

15020901，规格：60 mg）；右兰索拉唑对照品（国内某制

药企业，批号：14081001D，纯度：99.8％）；奥美拉唑对照

品（内标，浙江省药品检验所，批号：C309-0601006，纯

度：100.4％）；甲醇、甲酸为色谱纯，其余试剂均为分析

纯，水为超纯水。

1.3 动物

普通级Beagle犬 6只，雌雄各半，体质量 9～12 kg，

由重庆市中药研究院实验动物研究所提供[动物生产许

可证号：SCXK（渝）2012-0006]。所有犬只经体检证明

健康，实验前及实验期间均未服用其他任何药物，实验

期间统一饮食。

2 方法与结果
2.1 动物分组及给药

参照《化学药物非临床药代动力学研究技术指导原

则》[9]的技术要求进行实验设计，采用双周期交叉随机方

法，清洗期为 1周。6只BeagLe犬随机分为右兰索拉唑

缓释胶囊参比制剂组和受试制剂组，每组3只。所有犬

只均于实验前禁食过夜至少12 h（不禁水），于次日晨起

单次口服相应制剂60 mg（即每只各服用1粒）。

2.2 血浆样品的采集与处理

分别于给药前及给药后 0.5、1、1.5、2、2.5、3、3.5、4、

4.5、5、6、7、8、10、12 h自每只Beagle犬前肢头静脉取血

2 mL，置于肝素化抗凝试管中，以2 026×g离心5 min，分

离血浆，置于－70 ℃保存，待测。

2.3 色谱与质谱条件

2.3.1 色谱条件 色谱柱：Inertsil ODS（50 mm ×2.1

mm，3.5 µm）；柱温：25 ℃；流动相：甲醇-0.1％甲酸溶液

（90 ∶10，V/V）；流速：0.3 mL/min；进样量：5 µL。

2.3.2 质谱条件 离子源：电喷雾离子源（ESI）；扫描方

式：正离子模式；检测方式：多反应监测模式（MRM）；离

子源电压：4 000 V；离子源温度：350.0 ℃；用于定量分析

的离子对分别为m/z 369.9→251.7[右兰索拉唑，去簇电

压（DP）：20 V，碰撞能（CE）：12 V]、m/z 345.7→197.9（内

标，DP：10 V，CE：15 V）。

2.4 溶液的制备

2.4.1 对照品贮备液 精密称取右兰索拉唑对照品

m/z 345.7→197.9（internal standard），respectively. The pharmacokinetic parameters were calculated by using DAS 3.1.6 software.

The bioequivalence of two preparations were investigated by bilateral t test，（1-2α）confidence interval（CI）method and Wilcoxon

test. RESULTS：The linear range of dexlansoprazole concentration was 10-4 000 ng/mL. The lower limit of quantitation was 10 ng/mL；

RSDs of inter-batch and intra-batch were lower than 10％. The accuracy ranged 94.40％-105.20％. The pharmacokinetic parameters

of reference preparation or test preparation of single fasting dose were as follows：AUC0-t were（8 892.48±1 399.67），（8 683.71±

1 167.88）ng·h/mL，AUC0-∞ were（8 925.73±1 399.64），（9 053.08±1 553.46）ng·h/mL，tmax were（3.50±0.71），（3.75±1.21）h，cmax

were（2 980.00±487.40），（2 863.33±331.34）ng/mL，respectively. 90％CI of AUC0-t，AUC0-∞ and cmax for test preparation were

80％-125％ of corresponding parameters of reference preparation；there was no statistical significance in tmax between 2 preparations

（P＞0.05）. CONCLUSIONS：LC-MS/MS is suitable for the determination of dexlansoprazole concentration in Beagle dogs plasma.

Moreover，the two preparations are bioequivalent in Beagle dogs．

KEYWORDS Dexlansoprazole；Sustained-release capsules；LC-MS/MS；Pharmacokinetics；Bioequivalence
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10.02 mg，置于 10 mL量瓶中，用甲醇溶解并定容，得质

量浓度为1.00 mg/mL的右兰索拉唑对照品贮备液。

2.4.2 内标溶液 精密称取内标对照品 9.96 mg，置于

10 mL 量瓶中，用甲醇溶解并定容，得质量浓度为 1.00

mg/mL的内标贮备液。将上述贮备液用甲醇稀释至 10

ng/mL，即得内标溶液。

2.4.3 系列标准血浆样品 取“2.4.1”项下对照品贮备

液各适量，分别用甲醇稀释，得质量浓度分别为0.1、0.2、

0.5、1、2、5、10、20、40 mg/L的系列标准溶液。精密吸取

上述系列标准溶液各 20 μL加至空白血浆 180 μL中，涡

旋混匀 30 s，得质量浓度分别为 10、20、50、100、200、

500、1 000、2 000、4 000 ng/mL的右兰索拉唑系列标准血

浆样品。

2.5 血浆样品处理

取血浆样品 200 µL，加入甲醇（含内标 10 ng/mL）

800 µL，涡旋混匀 2 min；以 16 438×g 离心 5 min，取上

清液，经 0.2 µm 微孔滤膜滤过后，取续滤液 5 μL，进样

测定。

2.6 方法学考察

2.6.1 专属性考察 取 6份不同来源的空白血浆各200

µL，加入甲醇（不含内标）800 µL，其余按“2.5”项下方法

处理后，进样分析，记录色谱图（见图1A）；将一定质量浓

度的标准溶液加至空白血浆中，按“2.5”项下方法处理后，

进样分析，记录色谱图（见图 1B）；取参比制剂组Beagle

犬单次给药后1 h的血浆样品，按“2.5”项下方法处理后，

进样分析，记录色谱图（见图1C）。结果显示，右兰索拉

唑和内标的保留时间分别为0.59、0.60 min，空白血浆中

的内源性物质不干扰右兰索拉唑和内标的测定。

2.6.2 标准曲线的绘制与定量下限的考察 按“2.4.3”

项下方法制备右兰索拉唑系列标准血浆样品，按“2.5”项

下方法处理后，进样分析，记录右兰索拉唑色谱峰面积

（Ar）与内标色谱峰面积（Ai）。以待测物与内标的峰面

积比值（y，Ar/Ai）为纵坐标、待测物血药浓度（x，ng/mL）

为横坐标，以加权法（权重系数为 1/x2）进行线性回归，

得回归方程为 y＝0.009 15x+0.002 66（r＝0.999 7）。结

果表明，右兰索拉唑血药浓度的线性范围为 10～4 000

ng/mL，定量下限为10 ng/mL。

2.6.3 精密度与准确度试验 按“2.4.3”项下方法配制

右兰索拉唑定量下限浓度（10 ng/mL）血浆样品和低、

中、高质量浓度（20、200、3 200 ng/mL，下同）质控样

品，各质量浓度平行配制 5份，按“2.5”项下方法处理

后，进样分析，计算批内精密度和准确度；连续测定 3

d，计算批间精密度和准确度。结果显示，各质量浓度

样品的批内RSD为1.37％～6.45％，准确度为94.40％～

105.20％（n＝5）；批间RSD为 2.62％～9.83％，准确度为

98.48％～103.10％（n＝3），表明本方法的精密度和准确

度良好，详见表1。

2.6.4 提取回收率试验 按“2.4.3”项下方法配制右兰

索拉唑低、中、高质量浓度质控样品；另以水为溶剂，配

制对应质量浓度的标准水溶液；各质量浓度平行配制 5

份，按“2.5”项下方法处理后，进样分析。将质控样品中

右兰索拉唑的峰面积与对应质量浓度标准水溶液中的

表1 精密度与准确度试验结果（x±±s）

Tab 1 Results of accuracy and precision tests（x±±s）

理论质量浓
度，ng/mL

10
20

200
3 200

批内（n＝5）

精密度

实测质量浓度，
ng/mL

9.44±0.61
20.68±0.56

210.40±2.88
3 220.00±59.16

RSD，
％

6.45
2.72
1.37
1.84

准确度，
％

94.40
103.40
105.20
100.63

批间（n＝15）

精密度

实测质量浓度，
ng/mL

9.96±0.98
20.12±1.98

206.20±5.93
3 151.33±82.54

RSD，
％

9.83
9.82
2.88
2.62

准确度，
％

99.60
100.60
103.10
98.48

11.0
10.0
9.0
8.0
7.0
6.0
5.0
4.0
3.0
2.0
1.0
0

强
度

，c
ps

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8
时间，min

2.0
1.8
1.6
1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0

强
度

，c
ps

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8
时间，min

A.空白血浆
300

250

200

150

100

80

0

强
度

，c
ps

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8
时间，min

2 600
2 400
2 200
2 000
1 800
1 600
1 400
1 200
1 000
800
600
400
200
0

强
度

，c
ps

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8
时间，min

B.空白血浆+右兰索拉唑

1

2

3 000

2 500

2 000

1 500

1 000

500

0

强
度

，c
ps

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8
时间，min

3 000

2 500

2 000

1 500

1 000

500

0

强
度

，c
ps

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8
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C.血浆样品（给药后1 h）
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注：1.右兰索拉唑；2.内标

Note：1. dexlansoprazole；2. internal standard

图1 典型MRM色谱图

Fig 1 Typical MRM chromatograms
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峰面积进行比较，计算提取回收率。结果显示，右兰索

拉唑低、中、高质量浓度质控样品的提取回收率分别为

（79.41±1.44）％、（77.03±1.33）％、（67.19±1.10）％，

RSD 分别为 1.81％、1.73％、1.64％（n＝5）；内标的提取

回收率为（78.12±1.28）％，RSD为1.64％（n＝5）。

2.6.5 基质效应 取不同来源的空白血浆各200 μL，共

6份，加入甲醇溶液（不含内标）800 µL，其余按“2.5”项

下方法处理，取上清液，即得空白基质。向空白基质中

分别加入右兰索拉唑一定质量浓度的标准溶液（含内

标），使最终质量浓度与低、高质量浓度质控样品对应，

各质量浓度平行配制 3份，进样分析，得相应峰面积

（A1）。取与前者对应质量浓度右兰索拉唑低、高质量浓

度的标准溶液（含内标），各质量浓度平行配制3份，进样

分析，得相应峰面积（A2）。所有样品均重复测定 6次。

基质效应＝A1/A2×100％。结果显示，右兰索拉唑低、高

质量浓度血浆样品的基质效应分别为（94.49±2.67）％、

（88.63±1.42）％，RSD分别为2.83％、1.60％（n＝18）；内

标的基质效应为（90.12±2.56）％，RSD 为 2.84％（n＝

36），表明本方法基本可忽略基质效应的影响[10]。

2.6.6 稳定性考察 按“2.4.3”项下方法配制右兰索拉

唑低、中、高质量浓度质控样品，各质量浓度平行配制 3

份，按“2.5”项下方法处理后，进样分析。考察上述样品

室温放置 3 h、处理后室温放置 3 h、反复冻融（－70～

20 ℃）3次和－70 ℃冷冻放置3周后的稳定性。结果显

示，在上述条件下，各质量浓度质控样品实测值的RSD

均小于 10％（n＝3），符合生物样品定量分析要求 [10]，详

见表2。

2.7 药动学研究和生物等效性评价

表2 稳定性试验结果（x±±s，n＝3）

Tab 2 Results of stability tests（x±±s，n＝3）

理论质量浓度，ng/mL

20

200

3 200

室温放置3 h

实测质量浓度，ng/mL

20.46±1.18

206.6±5.10

3 178.89±39.83

RSD，％
5.75

2.47

1.25

处理后室温放置3 h

实测质量浓度，ng/mL

20.49±0.93

204.67±2.65

3 191.11±47.55

RSD，％
4.52

1.29

1.49

反复冻融3次
实测质量浓度，ng/mL

21.46±1.14

208.56±7.18

3 174.44±94.49

RSD，％
5.31

3.44

2.98

冷冻放置3周
实测质量浓度，ng/mL

20.20±0.98

199.11±3.72

3 047.78±43.53

RSD，％
4.84

1.87

1.43

6只Beagle犬按“2.1”项下方法分组，单次口服参比

制剂（60 mg）和受试制剂（60 mg）后，按“2.2”项下方法采

样并处理，再按“2.3”项下色谱与质谱条件进样测定。结

果，Beagle犬单次口服右兰索拉唑缓释胶囊参比制剂和

受试制剂的平均药-时曲线见图2。

采用DAS 3.1.6软件处理上述平均药-时曲线数据，

计算两种制剂主要的药动学参数，结果见表3。

将参比制剂和受试制剂的AUC0-t、AUC0-∞、cmax经对

数转换后进行方差分析，结果表明两种制剂上述参数比

较，差异均无统计学意义（P＞0.05）。经双侧 t 检验及

（1－2α）％置信区间（CI）法计算得受试制剂 AUC0-t、

AUC0-∞、cmax 的 90％CI 分别为参比制剂相应参数的

83.2％～115.2％、90.1％～113.7％、81.5％～114.7％，均

在 80％～125％范围内，提示两者 AUC0-t、AUC0-∞、cmax

等效。两种制剂 tmax的比较采用Wilcoxon检验，结果显

示两者 tmax比较，差异无统计学意义（P＞0.05）。上述结

果表明，右兰索拉唑缓释胶囊受试制剂与参比制剂在

Beagle犬体内生物等效。

3 讨论
目前，关于右兰索拉唑在人和动物血浆中浓度的测

定方法主要有高效液相色谱法（HPLC）和 LC-MS/MS

法，但存在样品处理过程复杂、灵敏度较低、采集时间较

长等不足[11-13]。本研究在已有文献的基础上对血浆样品

处理方法进行了改进，通过筛选不同沉淀试剂及其与血

浆的比例，最终选择了操作简便、提取效率较为稳定的

血浆-甲醇（1 ∶ 4，V/V）直接蛋白沉淀法。方法学考察结

果显示，右兰索拉唑及内标的保留时间分别为 0.59、

0.60 min，右兰索拉唑血药浓度的线性范围为10～4 000

ng/mL，批内、批间RSD均低于10％，提取回收率较为稳

定（RSD＜2％），空白基质对血药浓度检测无干扰。这

图2 Beagle犬单次口服右兰索拉唑缓释胶囊参比制剂

和受试制剂的平均药-时曲线（n＝3）

Fig 2 Mean plasma concentration-time curves of Dex-

lansoprazole sustained-release capsules reference

preparation and test preparation in Beagle dogs

after single oral administration（n＝3）

血
药

浓
度

，n
g/

m
L

4 000

3 000

2 000

1 000

0 2 4 6 8 10 12 14

时间，h

参比制剂

受试制剂

表3 Beagle犬单次口服右兰索拉唑缓释胶囊参比制剂

和受试制剂的主要药动学参数（x±±s，n＝3）

Tab 3 Main pharmacokinetic parameters of Dexlan-

soprazole sustained-release capsules reference

preparation and test preparation in Beagle dogs

after single oral administration（x±±s，n＝3）

参数
AUC0-t，ng·h/mL

AUC0-∞，ng·h/mL

t1/2，h

tmax，h

cmax，ng/mL

参比制剂
8 892.48±1 399.67
8 925.73±1 399.64

0.86±0.40
3.50±0.71

2 980.00±487.40

受试制剂
8 683.71±1 167.88
9 053.08±1 553.46

1.48±0.68
3.75±1.21

2 863.33±331.34
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提示该方法可适用于大批量生物样品中右兰索拉唑质

量浓度的测定。

右兰索拉唑缓释胶囊利用双层缓释技术，可在不同

部位释放不同肠溶颗粒，发挥药理学作用。有文献报道，

人口服右兰索拉唑缓释胶囊后1～2 h，于近端小肠附近

释放第1种颗粒，出现药-时曲线的首峰；服药后4～5 h，

于远端小肠附近释放第2种颗粒，出现药-时曲线的第 2

个峰值[2]。本研究发现，Beagle犬体内出现双峰的时间

与人体有差异，达峰时间普遍较人提前，但仍然呈现双

峰现象。据相关文献报道，由于Beagle犬与人同为哺乳

类动物，在禁食状态下，Beagle犬的胃肠液pH和胃排空

时间与人体较为接近，但小肠转运时间较短，胃肠道搅

拌强度和机械破坏力较大，故可能导致药物在Beagle犬

体内释放更快[14]。

在本研究过程中笔者发现，Beagle犬 tmax的个体差异

较大（2.5～5 h），导致相应药动学参数差异较大，且参比

制剂组平均药-时曲线的双峰现象不太明显。出现上述

情况可能有以下两方面原因：（1）不同Beagle犬的小肠

转运时间个体差异较大，为15～206 min不等，而小肠又

是大多数药物被吸收的主要部位[15]，故药物代谢速率有

所不同；（2）右兰索拉唑在Beagle犬体内的代谢主要与

细胞色素P450（CYP）2C19酶有关，而CYP2C19酶编码基

因的多态性可能导致药物代谢存在快代谢和慢代谢两

种情况，故药物代谢能力有所差异[16]。

综上所述，本研究建立的 LC-MS/MS 法适用于

Beagle 犬血浆中右兰索拉唑浓度的测定，且两制剂在

Beagle犬体内具有生物等效性，可为右兰索拉唑缓释胶

囊的进一步开发以及临床应用提供参考。但本研究仅

选用了6只Beagle犬，样本量较小，且Beagle犬个体差异

明显，导致 tmax等指标差异较大。因此，后续研究将增加

样本量以缩小个体间差异；此外，将对药物在人与动物

体内的代谢差异进行深入探讨。
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