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氟马西尼舌下片的制备及药动学研究

张鹰楠1，侯　成2，许子艺1，卢光照1，鲁　莹1，张　翮1 （1. 海军军医大学药学系药剂学教研室, 上海 200433；2. 中
国人民解放军 71282 部队, 河北 保定 071000）

［摘要］   目的　  制备氟马西尼舌下片，对其在比格犬体内的药动学进行研究，评价其生物利用度。方法　  以
羟丙基-β-环糊精为包合材料制备氟马西尼包合物，后压片制备氟马西尼舌下片。采用双周期交叉实验设计，将 12 只比格犬

随机分成 2 组，分别给予氟马西尼舌下片和注射剂。建立 LC-MS 法测定血浆中氟马西尼含量，并进行方法学验证。利用

WinNonlin 药动学软件计算药动学参数及生物利用度。结果　采用羟丙基-β-环糊精包合后能有效提高氟马西尼溶出度，促

进其舌下黏膜吸收。氟马西尼舌下片 15 min 内可完全溶出。药动学研究中，氟马西尼注射剂和舌下片 AUClast 分别为（8.41±
2.15）和（8.86±2.83） h·ng·ml−1；Cmax 分别为（10.96±2.62）和（6.36±2.14） ng/ml；tmax 分别为（0.18±0.05）和（0.58±0.24） h。氟马西

尼舌下片生物利用度为 52.68 %。结论　该研究利用包合物制备氟马西尼舌下片，达到安全、高效递送的目的。建立 LC-MS
法测定氟马西尼血药浓度，其优点在于操作简单、准确灵敏。
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Preparation and pharmacokinetics of flumazenil sublingual tablet
ZHANG Yingnan1, HOU Cheng2, XU Ziyi1, LU Guangzhao1, LU Ying1, ZHANG He1（1. Department of Pharmaceutics , School of
Pharmacy , Naval Medical University , Shanghai 200433 , China; 2. No. 71282 force of PLA, Baoding 071000, China）

［Abstract］  Objective　 To  prepare  flumazenil  sublingual  tablets  and  study  its  bioavailability. Methods　 Flumazenil
sublingual  tablets  were  prepared  by  compressing  flumazenil  inclusion  compound  with  hydroxypropyl-β-cyclodextrin  as  the
inclusion  material.  In  a  double-cycle  crossover  trial,  twelve  beagle  dogs  were  randomly  divided  into  two  groups,  one  group
receiving flumazenil sublingual tablets and the other receiving flumazenil injections. LC-MS method was developed and validated
to  determine  flumazenil  plasma  concentration.  The  pharmacokinetic  parameters  and  bioavailability  were  calculated  using
WinNonlin pharmacokinetic software. Results　In the pharmacokinetic study, AUClast of flumazenil injection and sublingual tablet
was （8.41±2.15） and （8.86±2.83） h·ng·ml−1, respectively; Cmax was （10.96±2.62） and （6.36±2.14） ng/ml, respectively; tmax was （0.18±
0.05）  and （0.58±0.24）  h,  respectively.  The  bioavailability  of  flumazenil  sublingual  tablet  was  52.68%. Conclusion　Clathrates
were  used to  prepare  flumazenil  sublingual  tablets  to  achieve  safe  and efficient  delivery.  LC-MS method was  established for  the
determination of flumazenil plasma concentration, and the advantages were simple, accurate and sensitive.
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氟马西尼（flumazenil）是苯二氮䓬类受体拮抗

剂，临床上常用来逆转由苯二氮䓬类药物麻醉或过

量使用后所致的中枢镇静作用[1-4]，在军事应用方

面，可用来拮抗镇静药物带来的“宿醉”等副作用，

提高作业效能。目前，氟马西尼市售剂型为注射

剂，为解决注射给药不便、疼痛不适的问题，提高使

用者顺应性，开发一种便捷安全的制剂显得尤为重

要。回顾既往研究，氟马西尼已被证明经鼻腔[5, 6]、

舌下[7, 8]、口服[9] 及直肠[10] 等给药途径均有治疗效

果。本研究开发氟马西尼舌下片，实现军事条件下

作业人员高效、安全促醒。

氟马西尼因难溶于水，直接制备成舌下片会影

响其被舌下黏膜吸收及药效发挥。本研究以羟丙

基-β-环糊精为包合材料，将氟马西尼制备成包合物

后再制备舌下片，以此改善氟马西尼的溶解度及溶

出度。此外，还研究了氟马西尼舌下片在比格犬体

内的药动学过程，并进行生物利用度评价，以期为

进一步临床研发及应用提供依据。 

1    仪器、试药及实验动物
 

1.1    主要仪器

药物透皮扩散试验仪（TPY-2，上海黄海药检仪
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器有限公司）；质谱仪（QTRAP® 5500，日本岛津公

司）；TDP 单冲压片机（ZPS016，上海天祥·健台制药

机械有限公司）；双向磁力搅拌器（上海司乐仪器有

限公司）；旋转蒸发仪（R206D，上海申生科技有限

公司）；真空干燥箱（VD53，德国 Binder 公司）；高效

液相色谱仪（UltiMate 3000，美国 Thermo 公司）；色

谱柱（SB-C18，美国 Agilent 公司）；色谱柱（XSelect®

HSS T3，美国 Waters 公司）。 

1.2    药品与试剂

氟马西尼注射液（5  ml:0.5  mg，宜昌人福药

业）；氟马西尼原料药（99%，江苏恩华药业股份有

限公司）；内标物甲苯磺丁脲 （纯度 99%，美国

Sigma 公司）；羟丙基-β-环糊精（法国 Roquette 公

司）；PVP K30（重庆斯泰克瑞登梅尔公司）；乳糖（荷

兰 DFE 公司）；甘露醇（法国 Roquette 公司）；硬脂

富马酸钠（德国 JRS 公司）；乙腈、乙酸铵均为质谱

纯；实验用水为去离子水。 

1.3    实验动物

比格犬 12 只，雄性，体重 7～9 kg，由北京玛斯

生物技术有限公司提供，动物许可证号：SCXK（京）

2016-0001。 

2    方法与结果
 

2.1    氟马西尼舌下片的制备 

2.1.1    氟马西尼包合物（F-羟丙基-β-环糊精）的制备

以摩尔比 2∶1 称取适量羟丙基-β-环糊精与氟

马西尼，加入 90% 乙醇溶液，超声使其溶解。将混

合溶液置于 45 ℃ 连续搅拌 2 h。取混合溶液进行

旋蒸，在 40 ℃ 进行干燥，得到白色固体状包合物。 

2.1.2    氟马西尼含量测定方法

（1）色谱条件。色谱柱：Agilent ZORBAX SB-
C18（4.6 mm×150 mm，5 μm）；流动相：水（用磷酸调

节 pH 值至 2.0） -甲醇 -四氢呋喃（80∶13∶7）；流
速：1.0 ml/min；柱温：40 ℃；检测波长:230 nm；进样

量：20 μl。
（2）溶液配制。空白溶液：精密称取羟丙基-β-

环糊精适量于容量瓶中，加入适量流动相，振摇使

其溶解，用流动相稀释至刻度，摇匀，即得空白溶液。

对照品溶液：精密称取氟马西尼 10 mg，置于

100 ml 容量瓶中，加入适量甲醇超声溶解后定容，

制得质量浓度为 0.1 mg/ml 的氟马西尼溶液。

供试品溶液：精密称取 F-羟丙基-β-环糊精适

量于容量瓶中，加入适量流动相，振摇使其溶解，用

流动相稀释至刻度，摇匀，即得供试品溶液。

（3）专属性。分别取制备的空白溶液、对照品

溶液、供试品溶液各 20 μl，参照“色谱条件”项下进

样，进行样品专属性考察（图 1）。A 为羟丙基-β-环
糊精的 HPLC 图谱，无特征吸收峰；B 为氟马西尼

的 HPLC 图谱，有吸收峰，出峰时间为 8.240 min，
C 为 F-羟丙基-β-环糊精的 HPLC 图谱，有吸收峰，

出峰时间为 8.247 min。表明该方法测定 F-羟丙

基-β-环糊精的专属性良好。
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图 1    氟马西尼 HPLC分析的专属性图谱

注：① 羟丙基-β-环糊精；②氟马西尼；③ F-羟丙基-β-环糊精；1.氟马西尼吸收峰。
 

（4）线性。分别精密吸取“溶液配制”项下对照

品溶液适量，放置于容量瓶中，加流动相稀释定容，

配制 6.25、12.5、25、50、75、100 μg/ml 的氟马西尼

系列标准品溶液，进样分析。以峰面积（A）为纵坐

标，氟马西尼浓度（C/μg·ml−1）为横坐标，进行线性

回归，得回归方程为 A=0.738 0C−0.171 9，r=0.999 9。
结果表明，氟马西尼浓度在 6.25～100 µg/ml 浓度范

围内与峰面积线性关系良好，定量下限为 6.25 µg/ml。
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（5）精密度及准确度考察。分别取“线性”项下

低（6.25 μg/ml）、中（25 μg/ml）、高（100 μg/ml）3 个

浓度的氟马西尼溶液各 6 份，进样分析，连续测定

3 d，考察日内、日间精密度（以 RSD 表示）。根据

随行回归方程计算各样品中氟马西尼的实测质量

浓度，以实测质量浓度与理论质量浓度相比较，考

察准确度（表 1）。结果表明，该方法精密度、准确

度良好，符合生物样本分析要求。
 
 

x̄表 1    氟马西尼日内、日间精密度与准确度 ( ±s,n=6) 

样品浓度 （ρB/µg·ml−1）
日内 日间

实测浓度 （ρB/µg·ml−1） 准确度（%） 精密度RSD（%） 实测浓度 （ρB/µg·ml−1） 准确度（%） 精密度RSD（%）

6.25 6.27±0.12 100.32 1.91 6.32±0.05 101.12 0.84

25 25.19±0.46 100.76 1.85 25.26±0.34 101.04 1.36

100 99.85±0.39 99.85 0.39 99.74±1.28 99.74 1.28
  

2.1.3    氟马西尼及包合物体外溶出度试验

取氟马西尼和 F-HP-β-CD（相当于氟马西尼

10 mg），按照溶出度测定法（2020 年版《中国药典》

四部通则 0931 溶出度测定法第二法浆法），选用

100  ml 去离子水为溶出介质，温度设定为（37±
0.5）℃，转速为 100 r/min，于 1、2、5、10、15、30 min
时取样过滤，并补充相同体积、相同温度的空白溶

出介质。取续滤液稀释后， 参照“ 色谱条件”项下，

利用 HPLC 法进行浓度测定，计算各时间点溶出

度，并与原料药进行比较。

如图 2 所示，5 min 时 F-羟丙基-β-环糊精的溶

出度大于 95%，而氟马西尼 30 min 溶出度约 30%。

表明氟马西尼与羟丙基-β-环糊精包合能提高药物

的溶出度，进而提高生物利用率，为后续氟马西尼

舌下片制备提供了基础。
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图 2    氟马西尼及包合物体外溶出曲线
  

2.1.4    氟马西尼舌下片制备

称取处方量 F-HP-β-CD、乳糖、甘露醇、硬脂

富马酸钠，过 100 目筛备用。将辅料（除硬脂富马

酸钠外）与 F-HP-β-CD 等量递增混匀。加入适量

10% PVP K30 的 90% 乙醇溶液制成软材，过 16 目

筛制粒，40℃ 烘干 2 h。加硬脂富马酸钠，混匀，单

冲压片机制成片剂。每片含氟马西尼 0.2 mg。 

2.1.5    氟马西尼舌下片体外溶出度试验

取氟马西尼舌下片 3 批次（批号：20220615-1、

20220615-2、 20220615-3） ，按照溶出度测定法 ，

选用 50  ml 去离子水为溶出介质，温度设定在

（37±0.5） ℃，转速为 100 r/min，于 5、15、30、60 min
取样过滤。其余同“2.1.3” 项操作。如表 2 所示，

氟马西尼舌下片 15 min 内可完全溶出。
 
 

x̄表 2    氟马西尼舌下片的溶出度检查结果 ( ±s,n=6) 

批号
溶出度（%）

5 min 15 min 30 min 60 min

20 220 615-1 60.14±0.98 95.89±0.62 98.29±1.36 98.86±0.43

20 220 615-2 63.23±1.91 96.18±2.50 98.76±1.32 98.31±1.52

20 220 615-3 66.74±1.92 97.56±1.07 97.45±1.26 97.89±1.39
  

2.2    LC-MS/MS 测定比格犬体内氟马西尼血药浓

度方法 

2.2.1    色谱质谱条件

（1）色谱柱。XSelect  HS T3（2.1  mm×50 mm，

2.5  μm） ；柱温 ： 15 ℃；流动相 ：  A 相为水 （含

1 mmol/L 乙酸铵），B 相为乙腈；梯度洗脱：0.01～
1.30  min,  30%B； 1.30～ 1.80  min,  30%～ 95%B；

1.80～1.81  min，95%B；1.81～2.20  min，30%B；流

速：0.6 ml/min；进样量：8 μl。
（2）质谱条件。正离子电喷雾离子化（ESI）方

式，多反应监测（MRM）；喷雾电压：5.5 kV；源温度：

500℃；雾化气为 60 psi；辅助加热气为 60 psi；气帘

气为 40 psi；离子对、去簇电压、碰撞室出口电压及

碰撞能量等参数见表 3。 

2.2.2    血浆样品处理

取 100 μl 血浆样品到 EP 管中，加入 600 μl 内
标液（200 ng/ml 甲苯磺丁脲的乙腈溶液）。涡旋混

匀 1 min，13 000 r/min、4 ℃ 条件下离心 10 min。取

上清液适当稀释后放置于进样瓶中， 8 μl 进样检测。 

2.2.3    专属性考察

在上述提取条件及色谱、质谱条件下，测定空
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白血浆、含内标溶液的血浆样品、含氟马西尼的血

浆样品以及给药后比格犬血浆样品，记录色谱图见

图 3。结果表明，氟马西尼和内标甲苯磺丁脲保留

时间分别为 1.63 min 和 1.94 min，血浆中的内源性

物质不干扰测定。
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图 3    氟马西尼及内标物甲苯磺丁脲专属性图谱

A. 比格犬空白血浆色谱图；B. 含内标的比格犬血浆色谱图；C. 含氟马西尼的比格犬血浆色谱图；

D. 给药后比格犬血浆样品色谱图；左图: 内标甲苯磺丁脲；右图: 氟马西尼
  

2.2.4    标准曲线及定量限

比格犬空白血浆中精密加入不同浓度的氟马

西尼对照品溶液 5 μl，配制浓度分别为 0.2、0.5、1、
2、10、50、100、200 ng/ml 的系列对照品血浆样品，

按照“ 2.2.2” 项下方法操作，记录峰面积。以氟马

西尼浓度 C 为横坐标，氟马西尼与内标物的峰面

积比值（AF/ATOL）为纵坐标进行线性回归，得回归

方程为 AF/ATOL=0.008 3C+0.000 9，r=0.998 1。氟马

西尼在 0.2～200 ng/ml 浓度范围线性关系良好。本

法测定血浆中氟马西尼的最低定量限为 0.2 ng/ml。 

 

表 3    质谱条件 
检测物 母离子 子离子 去簇电压

（U/V）
碰撞室出口
电压（U/V）

碰撞能量
（U/V）

氟马西尼 304.2 257.9 140 15 25

甲苯磺丁脲 271.0 74.2 70 15 22
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2.2.5    精密度与准确度

用空白比格犬血浆配制低 （0.6  ng/ml）、中

（6 ng/ml）、高（160 ng/ml）3 个浓度的对照品血浆样

品各 6 份，按照“2.2.2”项下方法操作，连续测定 3 d，
随行标曲计算其浓度，算得血浆样品测定方法的精

密度和准确度，结果如表 4 所示。数据表明该方法

精密度、准确度良好，符合生物样本分析要求。
 
 

x̄表 4    氟马西尼日内、日间精密度与准确度 ( ±s,n=6) 

样品浓度
（ρB/ng·ml−1）

日内 日间

实测浓度
（ρB/ng·ml−1）

准确度
（%）

精密度
RSD(%)

实测浓度
（ρB/ng·ml−1）

准确度
（%）

精密度
RSD(%)

0.6 0.60±0.02 95.35 3.09 0.59±0.03 96.70 9.99

6 6.10±0.23 101.72 3.85 6.25±0.28 104.20 4.42

160 167.76±4.31 104.85 2.57 167.76±5.66 104.85 3.38
  

2.2.6    提取回收率与基质效应

取空白血浆平行配制氟马西尼、内标物甲苯磺

丁脲低（0.6 ng/ml）、中（6 ng/ml）、高（160 ng/ml）浓
度样品各 6 份，按照“ 2.2.2”项下方法预处理并进

样分析，记录峰面积 A1；取空白血浆按“2.2.2”项下

方法预处理后，加入低、中、高浓度氟马西尼及内

标物甲苯磺丁脲后进样分析，记录峰面积 A2；用甲

醇配制含氟马西尼及内标物甲苯磺丁脲低、中、高

浓度溶液，进样分析，记录峰面积 A3。A1 与 A2

比值为提取回收率； A2 与 A3 比值为基质效应（表 5）。
实验结果表明，低、中、高浓度氟马西尼提取回收

率为 86.12 %～87.43 %，基质效应为 105.87 %～

106.28 %。提取回收率和基质效应均在 80 %～120 %，

RSD 均<15%，符合生物样本分析要求。
 
 

x̄表 5    提取回收率及基质效应 ( ±s,n=6) 
氟马西尼样品浓度

（ρB/ng·ml−1）
提取回收率

（%）
RSD
（%）

基质效应
（%）

RSD
（%）

0.6 87.43±2.49 2.55 105.87±5.61 5.30

6 86.35±2.67 2.77 105.99±6.61 6.03

160 86.12±3.70 3.85 106.28±3.97 3.73
  

2.2.7    稳定性

取空白血浆加入氟马西尼标准品溶液，配制成

低（0.6 ng/ml）、中（6 ng/ml）、高（160 ng/ml）浓度的

血浆样品，每个浓度平行 6 份，按“2.2.2”项下操作，

分别考察其室温放置 4 h、反复冻融 3 次以及−20 ℃
放置 30 d 的稳定性，结果见表 6。表明在上述条件

下样品均稳定。 

2.3    比格犬体内药动学研究 

2.3.1    给药及取样

采用双周期双交叉实验设计方案。将 12 只比

格犬随机分为 2 组，分别给予氟马西尼舌下片（0.2 mg）
和注射剂（0.1 mg），清洗期为 1 周。给药前禁食 12 h，
自由饮水。于给药后 10 min、20 min、30 min、45 min、
1.0 h、1.25 h、1.5 h、1.75 h、2.0 h 、2.5 h、3.0 h、4.0 h、
6.0 h、8.0 h 由腿静脉取血 2 ml，置于肝素钠采血管

中，12 000 r/min 离心 10 min ，取上层血浆按“2.2.2”
项下方法处理后测定。 

2.3.2    药动学研究

比格犬给予氟马西尼舌下片与氟马西尼注射

液后，血药浓度-时间曲线如图 4。用 WinNonlin 7.0
药动学软件对所测数据进行非房室模型分析，得到

主要药动学参数见表 7。
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图 4    氟马西尼舌下和静注给药的血药浓度-时间曲线图

( ±s,n=12)
 

舌下片和注射剂的峰浓度分别为（10.96±2.62）
和（6.36±2.14） ng/ml，两者达峰时间分别为（0.18±
0.05）和（0.58±0.24）  h ，AUClast 分别为（8.41±2.15）
和（8.86±2.83） h·ng·ml−1；根据数据拟合计算得到主

要药动学参数，并计算出氟马西尼舌下片的绝对生

物利用度，结果如表 7。计算得出氟马西尼舌下片

绝对生物利用度约为 52.68 %。 

 

x̄

表 6    氟马西尼室温放置 4 h、冻融及长期冻存稳定性

( ±s,n=6) 
放置条件 样品浓度（ρB/ng·ml−1） 回收率（%） RSD（%）

室温4 h 0.6 98.33±1.02 3.51

6 99.67±1.63 3.71

160 106.25±5.26 3.09

反复冻融3次 0.6 95.52±1.03 1.08

6 99.36±2.25 3.52

160 102.71±3.82 2.32

−20 ℃放置30 d 0.6 97.72±1.32 2.73

6 101.37±1.25 3.44

160 105.48±3.69 3.87
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3    讨论

本课题首先制备了氟马西尼-羟丙基-β-环糊精

包合物，实验表明，包合物能显著改善氟马西尼的

溶解性能和溶出度，促进药物透膜吸收，在此基础

上将包合物进一步制成氟马西尼舌下片。溶出度

测定结果表明，舌下片在 5 min 时的累积溶出度已

超过 60%，15 min 内可完全溶出。

实验建立了 LC-MS 法测定比格犬血浆中氟马

西尼浓度，经过方法学验证，该方法适用于氟马西

尼在比格犬体内的药动学研究。药动学实验结果

表明，氟马西尼舌下片在比格犬体内的舌下黏膜吸

收迅速， 30 min 左右达峰值（Cmax=6.36 ng/ml）。氟

马西尼舌下片绝对生物利用度为 52.68 %，而根据

既往研究报道，氟马西尼口服给药生物利用度仅

为 16%[11]，说明将氟马西尼与 HP-β-CD 包合后制

备成舌下片给药能够显著提高其透舌下黏膜吸收

以及生物利用度。另据文献报道[12]，静脉注射 0.1～
0.2 mg 氟马西尼注射液可有效拮抗苯二氮䓬类药

物镇静催眠作用，比较氟马西尼注射剂（0.1 mg）及
氟马西尼舌下片（0.2 mg）药动学参数，二者 AUClast

值无显著性差异，且舌下片在达峰后血药浓度始终

高于注射剂，表明氟马西尼舌下片可持续有效拮抗

镇静催眠药物。
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x̄表 7    氟马西尼舌下和静注给药的药动学参数 ( ±s，n=12) 
观测参数 氟马西尼舌下片

（0.2 mg）
氟马西尼注射剂

（0.1 mg）

t1/2（t/h） 0.78±0.25 0.58±0.08

tmax （t/h） 0.58±0.24 0.18±0.05

Cmax ρB/（ng·ml−1） 6.36±2.14 10.96±2.62

AUClast （h·ng·ml−1） 8.86±2.83 8.41±2.15

MRTlast （t/h） 1.23±0.25 0.66±0.08

Vz （L/kg） 3.21±1.68 0.89±0.21

CL [L/（h·kg）] 2.83±1.02 1.09±0.25

F（%） 52.68 −
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