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溴己新LC-MS/MS法测定及大鼠吸入给药后分布动力学研究
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摘 要： 目的  建立大鼠血浆及肺部组织中溴己新浓度测定的LC-MS/MS方法，并对大鼠给予盐酸溴己新雾化吸入溶液受

试制剂与参比制剂后药物在血浆及肺部组织分布进行比较。方法  样品处理采用简便的蛋白沉淀法，内标为苯海拉明，采用

ZORBAX Eclipse XDB-C18色谱柱，有机相为甲醇，水相为 0.5%甲酸-5%甲醇水溶液，采用梯度程序进行洗脱，在电喷雾离

子化源（ESI）的正离子模式下以多重反应监测（MRM）方式进行检测。对血浆和肺组织中溴己新的分析方法分别进行了

完整验证和部分验证。健康SD大鼠随机分为两组，分别雾化吸入给予盐酸溴己新雾化吸入溶液受试及参比制剂，定时采集

血浆、肺、气管支气管并测定溴己新的浓度。结果  血浆及肺组织中溴己新浓度测定的分析方法验证各项均符合指导原则规

定。受试制剂与参比制剂在大鼠血浆、肺、气管支气管中的分布速度、分布程度基本一致，在主要靶部位气管支气管中的

相对生物利用度为 97.4%。结论  建立的LC-MS/MS分析方法快速、灵敏、简便，两种制剂在大鼠血浆及肺部组织分布具有

一致性，可为该新剂型的国产化提供数据支持。
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Determination of bromhexine by LC-MS/MS and comparative study of 
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Abstract: Objective To establish an LC-MS/MS method for the determination of bromhexine in rat plasma and lung, and the 

distribution in plasma and lung tissue was compared between the test and the reference formulations of bromhexine hydrochloride 

inhalation solution in rats.Methods Samples were pretreated by a simple protein precipitation method with diphenhydramine as the 

internal standard. Chromatographic separation was performed on a ZORBAX Eclipse XDB-C18 column using a gradient elution 

program with solvents consisting of methanol and 0.5% formic acid-5% methanol aqueous solution. The detection was operated in 

the positive ion mode using multiple reaction monitoring (MRM) with an electrospray ionization source (ESI). The analytical 

methods for plasma and lung tissue were fully and partially validated, respectively. Healthy Sprague-Dawley rats were divided into 

two groups randomly and administered by inhalation with test and reference formulations of bromhexine hydrochloride inhalation 

solution, respectively. The plasma, lung and tracheobronchus were collected at predetermined time points and the concentration of 
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bromhexine was measured.Results Bioanalytical method validation results all met the criteria of the guidelines. The distribution rate 

and extent of bromhexine in plasma, lung and tracheobronchus between the two formulations were consistent. The relative 

bioavailability in the main target organ tracheobronchus was about 97.4%.Conclusion The LC-MS/MS method established in this 

study is rapid, sensitive and simple. The distribution of bromhexine between the two formulations in rat plasma and lung tissue is 

consistent, which can provide data support for the localization of the new formulation.

Key words: LC-MS/MS; bromhexine; inhalation administration; comparative distribution kinetics study

吸入给药近年来受到广大学者的广泛关注，与

其他给药途径相比，吸入给药途径具有突出的优

势。对于呼吸道或肺部起效药物，直接实现以较高

的药物浓度作用于靶部位，起效迅速，给药剂量小，

可减小全身给药导致的对非靶组织的毒性；同时肺

部吸收面积大、肺泡壁薄、血流丰富，适合于药物递

送，且肺部代谢酶活性低于肝脏及肠道，对于系统

性治疗的药物，可以通过肺部吸收来改善生物利用

度［1-3］；另外对于仅能通过注射途径给药的药物如蛋

白质、多肽，吸入给药为提高患者依从性提供了可

能。这种优势已在人及动物身上得到了验证，如Yu

等［4］分别通过 iv和吸入给药 2种途径给予大鼠等剂

量的抗肺部真菌感染药物卡泊芬净，结果显示，卡

泊芬净在靶部位肺部的暴露量吸入比 iv给药高约

20倍，非靶组织肝脏和肾脏中的暴露量吸入比 iv给

药低约 45%，且吸入给药后药物在肺部的半衰期明

显延长；Zhang 等［5］证明在大鼠中采用低于 iv 给药

几十倍的剂量进行雾化吸入抗上呼吸道感染药物

热毒宁，气管和肺部的药物浓度可达到同等水平，

且可实现比 iv给药显著降低的血药浓度。

盐酸溴己新是一种呼吸道系统疾病临床常用

药物，主要作用于气管、支气管的黏液产生细胞，促

其分泌黏滞性低的分泌物，使呼吸道分泌的流变性

恢复正常，痰液由黏变稀，易于咳出［6］。目前盐酸溴

己新国内临床剂型仅有片剂、注射剂、注射用粉针

剂等剂型，其雾化吸入溶液已在国外注册上市，该

剂型显示出了疗效好、安全性高的突出优势，目前

国内多家企业对其进行了仿制。目前针对盐酸溴

己新雾化吸入溶液仅有质量控制方面的资料［7］，尚

无吸入剂型非临床药动学比较方面的报道。本研

究对受试制剂和市售参比制剂在大鼠血浆、肺、气

管、支气管中药物分布进行了比对，从系统暴露和

药效靶部位暴露两个层面揭示受试制剂和参比制

剂的一致性，为受试制剂进入临床研究提供数据支

持，推动该新剂型在我国的上市。

盐酸溴己新雾化吸入给药与其他给药途径比，

给药剂量更低，且药物主要集中于呼吸道等靶部

位，血浆中药物浓度很低，要实现血浆药物浓度的

准确测定，需要一个高灵敏度的检测方法。较早的

如气相色谱法（GC）、气相色谱-质谱联用（GC-MS）、

高效液相色谱法（HPLC）等分析方法存在灵敏度欠

佳且样品处理过程繁琐等缺点，目前被广泛使用的

液相色谱-串联质谱联用（LC-MS/MS）方法仍面临

样品用量大、灵敏度低的不足，如 Zhang 等［8］要用

250 μL 人血浆，定量下限仅达 0.5 ng·mL−1；Liu等［9］

定量下限可达 0.15 ng·mL−1 ，人血浆用量也要

200 μL；2020年Waraksa等［10］发表的文章，定量下限

虽可达 25 pg·mL−1，但马血清用量仍达 200 μL。本

研究在现有分析方法的基础上进行了改进，旨在建

立一种血浆用量少、灵敏度高且操作简便的分析方

法，以完成雾化吸入给药后大鼠血浆、肺部组织中

溴己新准确、简便、高效的测定，从而实现大鼠吸入

给药后受试制剂和参比制剂间分布动力学的比对。

1　材料与方法

1.1　仪器与材料

1.1.1　主要仪器 HRH-MNE3026小动物口鼻吸入

系统（北京慧荣和科技有限公司）；LC-30A 型液

相（日本岛津公司）；5500 型三重四极杆串联质谱

仪（AB Sciex公司），质谱仪配有电喷雾离子化源及

Analyst 1.6.3 数据处理软件；XS105 型天平（Metter 

Toledo 公司）；BSH-C2 型生物样品低温快速制备

仪（杭州遂真生物技术有限公司）；17R低温高速台

式离心机（Thermo Scientific公司）；VX-II型多管涡

旋振荡仪（北京踏锦科学技术有限公司）；Turbo 

VAP浓缩仪（美国Caliper公司）等。

1.1.2　药品与主要试剂 盐酸溴己新雾化吸入溶

液受试制剂，批号 20210401，质量分数 0.2%（本品含

盐酸溴己新为标示量的 100.2%），由海南葫芦娃药

业集团股份有限公司生产；盐酸溴己新雾化吸入溶

液参比制剂，批号 179004，质量分数 0.2%，由サノフ

ィ株式会社生产；盐酸溴己新对照品，批号 100427-

201903，质量分数 99.9%，由中国食品药品检定研究

院生产 ；盐酸苯海拉明对照品 ，批号 100066-

200807，质量分数 99.9%，由中国食品药品检定研究
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院生产；甲醇、乙腈、甲酸均为色谱纯。

1.1.3　动物 SD大鼠，SPF级，雌雄各半，体质量在

181.5～241.0 g，购自北京维通利华实验动物技术有

限公司，生产许可证号为 SCXK（京）2016-0011，合

格 证 编 号 为 110011211113611551 与

110011211113611443，动物使用方案经天津天诚新

药评价有限公司动物管理和使用委员会（IACUC）

审查并批准。

1.2　方法

1.2.1　 色 谱 条 件 色 谱 柱 为 ZORBAX Eclipse 

XDB-C18（50 mm×4.6 mm，5 µm），柱温为 45 ℃，流

动相：水相为 0.5%甲酸-5%甲醇水溶液（A），有机相

为甲醇（B）；采用梯度洗脱方式，梯度程序为：0～

3.0 min，50%→75%B；3.0～3.1 min，75%→90%B；

3.1～4.0 min，90%B；4.0～4.1 min，90%→50%B；

4.1～5.5 min，50%B；体积流量为 0.5 mL·min−1；血浆

样品的进样量为5 µL，组织样品的进样量为1 µL。

1.2.2　质谱条件 采用电喷雾离子化源（ESI），正

离子检测模式，扫描方式为多重反应监测（MRM）；

喷雾电压为 4 000 V，气帘气压力为 137.9 kPa，源温

为500 oC，雾化气压力为275.8 kPa，辅助加热气压力

为 275.8 kPa；待测物溴己新和内标苯海拉明的定量

离子对分别为m/z 376.9→113.9、m/z 256.1→167.1。

1.2.3　溶液配制 精密称取盐酸溴己新对照品适

量，以甲醇溶解得到溴己新储备液，质量浓度为     

1 mg·mL−1，用甲醇将溴己新储备液稀释至质量浓度

为 0.6、1.2、6.0、20.0、120.0、480.0、600.0 ng·mL−1 的

系列标准工作液及质量浓度为 0.6、1.8、30.0、

450.0 ng·mL−1的质量控制（QC）溶液，用于血浆标准

曲线和QC样品的制备。用甲醇将溴己新储备液稀

释至质量浓度为 0.3、0.6、3.0、10.0、60.0、240.0、

300.0 ng·mL−1的系列标准工作液及质量浓度为 0.3、

0.9、15.0、225.0 ng·mL−1的 QC 溶液，用于组织标准

曲线和QC样品的制备。

精密称取盐酸苯海拉明对照品适量，以甲醇溶

解得到苯海拉明储备液，质量浓度为 1 mg·mL−1，用

甲醇将 苯 海 拉 明 储 备 液 稀 释 成 质 量 浓 度 为

5、50 ng·mL−1的内标工作液。

1.2.4　标准曲线与QC样品的配制 取 380 µL空白

大鼠血浆，加入 20 µL对应的标准系列工作液或QC

溶液，配成质量浓度分别 0.03、0.06、0.30、1.00、6.00、

24.00、30.00 ng·mL−1的血浆标准曲线样品及质量浓

度 为 0.03［ 定 量 下 限（LLOQ）］、0.09（LQC）、

1.50（MQC）、22.50（HQC）ng·mL−1的血浆QC样品。

以 1 g︰5 mL的比例用 50%甲醇-水制备空白组

织匀浆，取 50 µL空白组织匀浆，加入 50 µL对应的

标准系列工作液或 QC 溶液，配成 1.5、3.0、15.0、

50.0、300.0、1 200.0、1 500.0 ng·g−1的组织标准曲线

样 品 及 1.5（LLOQ）、4.5（LQC）、75.0（MQC）、          

1 125.0（HQC）ng·g−1的组织QC样品。

1.2.5　样品处理方法 血浆样品的处理：取 50 µL

大鼠含药血浆，加入 50 µL 内标苯海拉明工作

液（5 ng·mL−1），加入 200 µL甲醇，涡旋 1 min，4 oC、  

12 000 r·min−1离心 10 min，取上清液 100 µL于内插

管中，4 oC、12 000 r·min-1离心 5 min，进样 5 µL进行

LC-MS/MS定量分析。

组织样品的处理：50 µL大鼠组织匀浆样品，加

入 50 µL 甲醇溶液，加入 50 µL 内标苯海拉明工作

液（50 ng·mL−1），加入 250 µL甲醇，涡旋 1 min，4 oC、

12 000 r·min−1离心 10 min，取上清液 100 µL于内插

管中，4 oC、12 000 r·min−1离心 5 min，进样 1 µL进行

LC-MS/MS定量分析。

1.2.6　方法学验证 依据《中国药典》2020年版生

物样品定量分析方法验证指导原则的相关规定，对

大鼠血浆中溴己新测定的 LC-MS/MS 分析方法进

行完整验证，包括选择性、质谱通道间的交叉干扰、

残留、线性、批内批间准确度与精密度、基质效应、

稳定性。在完整验证的基础上，在肺和气管支气管

中，选取肺为代表性组织对大鼠组织匀浆中溴己新

测定的LC-MS/MS分析方法进行部分验证，包括选

择性、质谱通道间的交叉干扰、残留、线性、批内准

确度、精密度及基质效应。

1.2.7　动物给药及样品采集 60只 SD 大鼠，随机

分为两组，每组 30只，雌雄各半，一组雾化吸入受试

制剂，另一组雾化吸入参比制剂。给药前禁食不少

于 12 h，自由饮水。应用小动物口鼻吸入系统进行

吸入给药操作：由气溶胶发生器产生盐酸溴己新气

溶胶，气溶胶发生达到稳态后，将大鼠置于吸入专

用固定器中进行染毒，每只大鼠吸入给药时长

为 30 min。

根据前期探索及验证，受试制剂、参比制剂可

分别产生 18.5、17.5 mg·m−3的气溶胶，计算得理论递

送剂量为 0.427、0.404 mg·kg−1（计算公式见讨论部

分），给药期间对气溶胶的均一性和含量进行监测。

给药组分别于给药前、给药后 20 min 及 1.0、

4.0、9.0 h麻醉大鼠，每时间点设置 6只动物，雌雄各

半，腹 主 动 脉 采 血 于 EDTA-K2 抗 凝 管 中 ，4 oC 、

4 000 r · min-1 离心 5 min 分离血浆 ，血液采集
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完 成 后 立 即 处 死动物，剖取肺、气管支气管组织

样品，以 1 g︰5 mL的比例用 50% 甲醇-水制备组织

匀浆，血浆及组织匀浆均于 −70 oC 冰箱冻存至

LC-MS/MS定量分析。

1.2.8　数据处理与统计分析 应用Analyst 1.6.3数

据处理软件得到每只动物的药物浓度数据，用梯形

法计算血浆及组织中溴己新的暴露量药时曲线下

面积（AUC0-t），用 GraphPad Prism 5.01 软件绘制药

时曲线及柱状图，使用公式 F＝（受试制剂 AUC/受

试制剂递送剂量）/（参比制剂AUC/参比制剂递送剂

量）计算受试制剂相比于参比制剂的相对生物利

用度。

2　结果

2.1　方法学考察结果

2.1.1　选择性 6个不同来源的大鼠空白血浆或空

白肺组织匀浆液，进行 LC-MS/MS 分析，获得空白

血浆或组织色谱图，见图 1-A及 1-D；LLOQ样品分

析的代表性色谱图见图 1-B及 1-E；大鼠雾化吸入给

药后样品的代表性色谱图见图 1-C和 1-F。结果表

明，干扰组分的响应低于当批次LLOQ待测物响应

均值的 20% 及内标响应均值的 5%，表明大鼠血浆

及组织中的内源性物质不干扰待测物和内标的定

量分析。

2.1.2　待测物与内标的相互干扰 制备只含有内

标 、不 含 有 待 测 物 的 血 浆 或 肺 组 织 匀 浆 样

品（Control-0），以及只含有待测物溴己新（校正曲线

最高浓度）、不含有内标的定量上限血浆或肺组织

样品（ULOQ-no IS），进行 LC-MS/MS 分析，结果显

示，Control-0 样品中待测物的峰面积低于当批次

LLOQ样品中待测物响应均值的 20%，ULOQ-no IS

样品中内标的峰面积低于当批次LLOQ样品中内标

响应均值的 5%，表明血浆、组织中待测物与内标不

存在相互干扰情况。

2.1.3　残留 曲线最高浓度进样之后，分析空白大

鼠血浆或肺组织匀浆样品。结果显示，空白样品中

干扰组分的响应小于当条曲线标准样品待测物响

应值的20%，且小于内标响应值的5%。说明残留不

影响待测物及内标的定量。

2.1.4　线性 配制并处理 7个质量浓度水平的血浆

或肺组织匀浆校正标样进行LC-MS/MS分析，每个

浓度校正标样双样本，以待测物浓度（x）为横坐标，

待测物与内标的峰面积比值（y）为纵坐标，用加权最

小二乘法（权重为 1/x2）进行回归运算，求得的直线

回归方程即为校正曲线。结果表明，血浆中溴己新

在 0.03～30.00 ng·mL−1线性良好，代表性回归方程

为 y＝0.064 5 x＋0.000 124，R2＝0.997 6；组织中溴

己新在1.5～1 500.0 ng·g−1范围内线性良好，代表性回归

方程为y＝1.51×10−3x＋7.97×10−5，R2＝0.997 0。

2.1.5　精密度和准确度 配制并处理LLOQ、LQC、

MQC、HQC 水平的血浆 QC 样品，每浓度重复 6 样

本，连续考察 3个分析批，应用当批校正曲线计算各

样品浓度，计算批内批间准确度和精密度。结果表

明在 LLOQ 浓度下 ，溴己新的批内准确度为

99.1%～103.0%，批间准确度为 102.0%；批内精密度

为 4.31%～7.34%，批间精密度为 5.19%；在 LQC、

MQC、HQC 3 个浓度下批内准确度为 97.7%～

105.0%，批间准确度为 99.2%～103.0%；批内精密度

为1.49%～4.65%，批间精密度为3.13%～6.23%。

配制并处理LLOQ、LQC、MQC、HQC水平的肺

组织QC样品，每浓度重复 6样本，仅考察 1个分析

批，应用当批校正曲线计算各样品浓度，计算批内

准确度和精密度。结果表明，在LLOQ浓度下，溴己

新的批内准确度为101.0%，批内精密度为5.09%，在

LQC、MQC、HQC 3 个 浓 度 下 ，批 内 准 确 度 为

97.3%～103.0%，批内精密度为1.95%～4.03%。

2.1.6　基质效应 考察LQC和HQC两个浓度水平

的经内标归一化的基质效应。结果表明，溴己新在

低（0.09 ng·mL−1）、高（22.50 ng·mL−1）质量浓度血浆

中经内标归一化的基质效应分别为 1.07和 1.02，基

质效应的精密度分别为 3.06% 和 1.49%，溴己新在

低（4.5 ng·g−1）、高（1 125.0 ng·g−1）质量浓度肺组织

匀浆液中经内标归一化的基质效应分别为 0.997和

0.982，基质效应的精密度分别为 3.27%和 2.09%，说

明血浆或组织中的基质效应可忽略不计。

2.1.7　稳定性 考察血浆及血浆处理后样品在

LQC（0.09 ng·mL−1）、HQC（22.50 ng·mL−1）浓度水平

不同放置条件下的稳定性。结果表明含药血浆室

温放置 3 h、冻融循环 3次、−70 oC冻存 42 d稳定；处

理后样品进样器 6 oC放置 52 h、处理后上清液室温

放置 4 h均稳定。血浆稳定性数据见表 1。同时全

血稳定性结果表明 EDTA-K2抗凝的全血中溴己新

室温放置2 h稳定。

2.2　肺组织分布研究结果

两制剂给药后的药物浓度平均值见表 2，用梯

形法计算受试制剂、参比制剂大鼠雾化吸入给药后

血浆及肺组织中溴己新的AUC，两制剂不同组织中

药物含量在不同时刻的分布比较、两制剂在不同组

织中AUC比较见表3。
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2.2.1　分布速度比较 如表 2所示，两制剂在血浆、

肺、气管支气管中的分布速度基本一致，血浆、肺、

气管支气管中溴己新均在第一个采样点给药后

20 min 即已达到最高浓度即峰浓度（Cmax），随后逐

渐消除，至药后 9 h，受试制剂及参比制剂血浆中溴

己新分别降至Cmax的 5.55%及 6.12%，肺中溴己新分

别降至Cmax的 4.49%及 5.13%，气管支气管中溴己新

分别降至Cmax的20.1%及15.7%。

2.2.2　分布程度比较 如表 3所示，两制剂在血浆、

肺、气管支气管中的分布程度基本一致，药物均主

要分布于气管支气管，其次分布于肺中，血浆中分

布最少，且两制剂AUC具有相似的组织/血浆比，受

试制剂及参比制剂肺中溴己新AUC0~9 h分别为血浆

中的 15.7 和 15.6 倍，气管支气管中溴己新 AUC0~9 h

分别为血浆中的67.6和52.8倍。

2.2.3　相对生物利用度 虽然两制剂在血浆、肺、

气管支气管中具有一致的分布速度和分布程度，但

从绝对暴露量上看（表 3），血浆、肺、气管支气管中

溴己新的AUC0~9 h受试制剂均低于参比制剂。推测

此差异主要来源于两制剂间给药浓度的差异：给药

期间对实时气溶胶浓度进行了测定，发现参比制剂

的气溶胶浓度高于受试制剂，实测受试与参比制剂

A-空白血浆；B-空白血浆中加入溴己新（30 pg·mL−1）和内标（5 ng·mL−1）；C-给药后血浆样品；D-空白肺组织；E-空白肺组织中加入溴己新（1.5 

ng·g−1）和内标（50 ng·mL−1）；F-给药后肺组织样品。

A-blank plasma； B-blank plasma spiked with bromhexine （30 pg·mL−1） and IS （5 ng·mL−1）； C-plasma sample after inhalation administration； D-

blank lung； E-blank lung spiked with bromhexine （1.5 ng·g−1） and IS （50 ng·mL−1）； F-lung sample after inhalation administration； I-bromhexine； 

II-diphenhydramine.

图1　溴己新及内标的典型色谱图

Fig. 1　Representative chromatograms of bromhexine and IS in rat plasma and lung
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的气溶胶浓度分别为 16.5、19.4 mg·m−3，虽然与理论

浓度（18.5、17.5 mg·m−3）相比，均符合相对误差      

在±20%以内的规定，但两制剂实测浓度之间的差

异达到了 16.2%。为了消除这种差异，采用了实测

递送剂量进行相对生物利用度的计算，结果显示两

制剂在主要靶器官气管支气管中暴露量基本相当，

相对生物利用度为97.4%。

3　讨论

吸入给药后血浆中药物浓度很低，需要一种灵

敏度高、简便、快速的 LC-MS/MS 分析方法对药物

浓度进行检测。本研究在方法建立过程中对质谱

条件及色谱条件等进行了一系列摸索和优化，质谱

扫描选择了响应较强的正离子模式，由于分子结构

中存在两个溴原子，扫描时发现共存在m/z 375、m/z 

377、m/z 379 3个母离子峰，丰度比大约为 1∶2∶1，选

择了丰度最高的母离子 m/z 377 进行进一步优化。

经过对不同品牌、不同长度、不同粒径的色谱柱进

行筛选，发现 ZORBAX Eclipse XDB-C18（50 mm×

4.6 mm，5 µm）色谱柱能获得更好的峰型、更低的基

线和更高的响应，发现流动相中添加剂的种类对色

谱行为及质谱响应有较大影响，水相中加甲酸铵或

乙酸铵等无机盐会使基线明显升高而导致信噪比

降低，水相中加甲酸可使基线明显降低且能改善峰

型，有机相使用甲醇比使用乙腈能获得更合适的保

留时间，且能避免内源物质的干扰，适宜的梯度洗

脱程序可获得更尖锐的峰型和更高的信噪比，样品

表3　两给药组血浆和各组织中溴己新AUC比较（n=6）

Table 3　AUC of bromhexine in plasma and tissues in the two administration groups （n=6）

样本

血浆

肺

气管支气管

受试制剂

（递送剂量0.381 mg·kg−1）

AUC0~9 h

9.6 h·ng·mL−1

151.0 h·ng·g−1

647.0 h·ng·g−1

组织/血浆比

1.0

15.7

67.6

参比制剂

（递送剂量0.448 mg·kg−1）

AUC0~9 h

14.8 h·ng·mL−1

231.0 h·ng·g−1

781.0 h·ng·g−1

组织/血浆比

1.0

15.6

52.8

F/%

76.0

76.9

97.4

表1　溴己新在大鼠血浆中的稳定性

Table 1　Stability test of bromhexine in rat plasma

稳定性内容

血浆稳定性

血浆处理后稳定性

放置条件

室温3 h

−70 oC至室温冻融循环3次

−70 oC冻存42 d

室温4 h

进样器温度（6 oC）52 h

理论值/

（ng·mL−1）

0.09

22.50

0.09

22.50

0.09

22.50

0.09

22.50

0.09

22.50

测定值/

（ng·mL−1）

0.0815

19.4

0.0783

21.2

0.0837

19.7

0.0901

21.8

0.0982

24.2

准确度/%

90.5

86.4

87.0

94.1

93.0

87.4

100

96.7

109

108

精密度/%

2.21

2.93

0.85

2.77

3.17

5.89

2.05

4.65

5.00

2.98

表2　两给药组大鼠血浆、肺及气管支气管中溴己新浓度

Table 2　Bromhexine concentration in plasma， lung and tracheobronchus in two administration groups

时间

20 min

1 h

4 h

9 h

血浆/（ng·mL−1）

受试制剂

4.790±0.799

1.970±0.522

0.728±0.141

0.266±0.076

参比制剂

6.180±2.170

3.840±0.794

0.928±0.210

0.378±0.132

肺/（ng·g−1）

受试制剂

86.70±17.70

32.40±8.82

9.54±2.64

3.89±1.22

参比制剂

94.8±42.8

64.9±17.1

13.1±3.2

4.86±2.6

气管支气管/（ng·g−1）

受试制剂

168.0±23.5

105.0±22.2

71.9±20.0

33.7±12.6

参比制剂

221.0±90.4

134.0±48.6

84.5±31.8

34.8±12.2
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沉淀试剂甲醇比乙腈能获得更好的峰型，内标选择

了极性相近的苯海拉明，经过综合考量，形成了本

研究的分析方法且经过了验证，血浆中待测物的定

量下限可达到 30 pg·mL−1，而血浆用量仅需 50 μL，

样品处理方法为简便的蛋白沉淀法，单针运行时间

仅 5.5 min，与现有的方法［8-10］相比，血浆用量大大减

少的情况下仍可获得较高的灵敏度，显示出了一定

优势。

在非临床研究中，吸入给药技术是一个难点。

临床研究中，患者可通过主动呼吸实现给药，这对

动物来说难以实现，经调研发现，目前啮齿类动物

吸入给药主要有气管内给药（包括气管插管、气管

内滴注）和借助设备实现被动吸入两种方法。气管

内给药有给药剂量精确、用药量少的优点，但给药

时上呼吸道没有药物暴露［11］，且通常需要将动物麻

醉后进行给药操作，更适用于评估肺吸收及生物利

用度等药物筛选阶段［12］。借助设备实现被动吸入，

是在动物正常生理状态下进行的，更能模拟临床使

用场景，且可实现多只动物同时给药且保证同一组

动物给药剂量的一致性，更适于非临床申报用的系

统性研究中，本研究在小动物口鼻暴露系统中完成

的吸入给药就是采用这种方法。

吸入给药的给药剂量是另一个值得讨论的问

题，国际上通用的计算公式如下：Dose（mg·kg−1）＝

C（气溶胶浓度 mg·L−1）×RMV（大鼠每分钟通

气量L·min−1）×D（吸入时间 min）×DF（沉积系数）/

BW（动物体质量kg），其中RMV（L·min−1）＝0.608×

BW（kg）0.852［13-14］。通常有两种表征吸入剂量的方

式，一种是递送剂量，此时不考虑药物的沉积（DF＝

1），另一种为沉积剂量，通常认为大鼠约递送剂量

的 10% 可沉积到肺部（DF＝0.1），但实际沉积系数

受动物的呼吸状态、气溶胶颗粒直径、动物气道解

剖结构等多种因素的影响，两种剂量表征方法均是

估算值。对于本研究而言，气管支气管是主要的靶

部位，用肺部沉积剂量表征显然不太合适，且研究

目的是比较制剂间的差异，因此选择了递送剂量进

行表征。

对于这样的给药系统，气溶胶每次的发生浓度

会有一定程度的波动，要准确表征给药剂量，气溶

胶浓度的监测至关重要。本研究对给药期间的气

溶胶浓度进行了监测，在两制剂间相对生物利用度

计算时根据实际气溶胶浓度对结果进行了校正，减

小了因给药剂量不同造成的误差。

在受试制剂与参比制剂的大鼠分布动力学比

较中，从药物在血浆、肺、气管支气管的分布速度、

分布程度和相对生物利用度 3个方面进行了比较，

结果表明，两制剂的分布速度基本一致，药后 9 h与

药后 20 min相比，两制剂在血浆、肺、气管支气管中

的清除比例基本一致；两制剂的分布程度基本一

致，分布程度排序均为气管支气管、肺、血浆，且两

制剂在气管支气管和肺中具有基本一致的组织/血

浆比；经剂量校正后，受试制剂相比于参比制剂在

血浆、肺、气管支气管中的相对生物利用度基本一

致，分别为 76.0%、76.9%、97.4%，尤其在主要靶器官

气管支气管中的分布具有高度一致性。血浆、肺、

气管支气管药物分布的一致性进一步反映出受试

制剂和参比制剂系统暴露和靶部位暴露的一致性，

系统暴露提示了两种制剂具有相对一致的安全性，

靶部位暴露提示了两制剂具有相对一致的有效性，

研究结果为受试制剂进入临床研究提供了充分的

数据支持，可推动该新剂型的国产化应用，同时本

研究也可为其他吸入制剂的非临床药动学比较研

究提供参考。

利益冲突利益冲突 所有作者均声明不存在利益冲突
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