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　　国家药品监督管理局药品监管科学体系建设重点项目（ＲＳ２０２４Ｈ００１）；甘肃省药品科研项目（２０２３ＧＳＭＰＡ０７１）；甘肃省药品科研项目

（２０２１ＧＳＭＰＡ００１）

　通信作者　Ｔｅｌ：（０９７１）７８２２９８３；Ｅ－ｍａｉｌ：２８４３４６９４０＠ｑｑｃｏｍ

第一作者　Ｔｅｌ：（０９７１）７８２２９８３；Ｅ－ｍａｉｌ：５１７４９６５３８＠ｑｑｃｏｍ

左氧氟沙星片辅料变更后的生物等效性豁免研究

王文丽１，张小燕１，王小晶１，庾莉菊２，张晓明１，孙莺１

（１．甘肃省药品检验研究院，兰州 ７３００７０；２．中国食品药品检定研究院，北京 １０２６２９）

摘要　目的：通过测定左氧氟沙星的溶解性和体外渗透性，对比仿制与参比制剂的处方差异，考察差异性辅
料对原料渗透行为的影响，并预测２种制剂的生物等效性，旨在探究基于平行人工膜渗透试验（ＰＡＭＰＡ）的
体外渗透性数据申请生物等效性豁免的可行性。方法：采用高效液相色谱法测定原料在 ｐＨ１０～ｐＨ６８
的溶解性；采用 μＦｌｕｘＴＭ系统，在供体室中分别精密加入 ｐＨ５０的饱腹小肠模拟液、ｐＨ６５的空腹小肠模
拟液和ｐＨ７４的磷酸盐缓冲液１６ｍＬ，受体室中精密加入 ＡｃｃｅｐｔｅｒＳｉｎｋＢｕｆｆｅｒ１６ｍＬ，转子速度２００ｒ·
ｍｉｎ－１，采集时间１８０ｍｉｎ，测定各介质中原料和原料与硬脂富马酸钠混合物中原料的渗透性，以及参比和仿
制制剂粉末中原料的渗透性，通过双侧ｔ检验考察是否有显著性差异，以评估处方中新增辅料和其他变更
辅料对原料的影响；采用ＭａｃｒｏＦｌｕｘＴＭ系统，在溶出杯中加入ｐＨ５０和 ｐＨ６５的肠模拟液１０００ｍＬ作为
溶出介质，使用桨法转速为７５ｒ·ｍｉｎ－１，受体室中精密加入ＡｃｃｅｐｔｅｒＳｉｎｋＢｕｆｆｅｒ１２ｍＬ，微搅拌棒的转速为
４５０ｒ·ｍｉｎ－１，分别取参比制剂和仿制制剂１片置溶出杯中，测定制剂的溶出－渗透曲线，比较溶出曲线相
似性，计算渗透速率（ＪＦｌｕｘ）和终点时的药物累计渗透量（ＡＭＴ），以２种制剂 ＪＦｌｕｘ和 ＡＭＴ几何均值比值的

９０％置信区间是否落在８０％～１２５％范围内为依据，预测制剂的生物等效性。结果：左氧氟沙星在不同介质
的溶解性为１６４～６２７ｍｇ·ｍＬ－１，其渗透性在 ｐＨ５０的饱腹小肠模拟液、ｐＨ６５的空腹小肠模拟液和
ｐＨ７４的磷酸盐缓冲液中分别为２９２×１０－６、１０１×１０－５和１０７×１０－５ｃｍ·ｓ－１；加入硬脂富马酸钠后与
原料的渗透性相比无显著差异（Ｐ＜００５），参比和仿制制剂粉末中原料渗透性无显著差异（Ｐ＜００５）；２种
制剂的溶出曲线相似，ＪＦｌｕｘ和ＡＭＴ几何均值比值的９０％置信区间结果均在限度范围之内。结论：左氧氟沙

星为ＢＣＳⅠ类药物，处方变更后的辅料均不影响原料的渗透吸收，仿制与参比制剂生物等效，国产仿制制剂
满足生物等效性豁免的核心要求。基于 ＰＡＭＰＡ的生物等效性研究，可用于原料的渗透性研究、处方的筛
选和优化以及制剂的生物等效性预测等，能有效降低仿制药开发的成本和时间，加速高质量药品的研发。

关键词：生物等效性；豁免；左氧氟沙星；溶解性；渗透性；平行人工膜渗透试验；渗透速率；累计渗透量
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ｗｅｌｌａｓｔｈｅｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｒａｗｍａｔｅｒｉａｌｉｎｔｈｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅａｎｄｇｅｎｅｒｉｃｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓｐｏｗｄｅｒｓＴｈｅｉｍｐａｃｔｏｆｎｅｗｌｙ
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ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｆｌｕｉｄｓａｔｐＨ５０ａｎｄｐＨ６５（１０００ｍＬ）ｗｅｒｅａｄｄｅｄｔｏｔｈｅｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎｃｕｐａｓｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎ
ｍｅｄｉａ，ｗｉｔｈａｓｔｉｒｒｉｎｇｓｐｅｅｄｏｆ７５ｒ·ｍｉｎ－１ｕｓｉｎｇａｐａｄｄｌｅｍｅｔｈｏｄ，１２ｍＬｏｆＡｃｃｅｐｔｅｒＳｉｎｋＢｕｆｆｅｒｗａｓａｄｄｅｄｔｏ
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ｅａｃｈｒｅｆｅｒｅｎｃｅｏｒｇｅｎｅｒｉｃｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｗａｓｐｌａｃｅｄｉｎｔｈｅｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎｃｕｐ，ａｎｄｔｈｅｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎ－ｐｅｒｍｅａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆ
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ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓｆｅｌｌｗｉｔｈｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ８０％ ｔｏ１２５％Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙｒａｎｇｅｄｆｒｏｍ１６４ｍｇ·ｍＬ－１
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ｏｆｂｏｔｈｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓｗｅｒｅｓｉｍｉｌａｒ，ｗｉｔｈｔｈｅ９０％ ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅｉｎｔｅｒｖａｌｆｏｒＪＦｌｕｘａｎｄＡＭＴｗｉｔｈｉｎｔｈｅｐｒｅｄｅｆｉｎｅｄ
ｒａｎｇｅＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎｔａｂｌｅｔｓ，ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄａｓＢＣＳＣｌａｓｓⅠ，ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅａｌｔｅｒｅｄｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓｉｎ
ｔｈｅｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｄｉｄｎｏｔｉｍｐａｃｔｏｎｔｈｅＡＰＩ’ｓｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ，ｃｏｎｆｉｒｍｉｎｇｂｉｏｅｑｕｉｖａｌｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅａｎｄ
ｇｅｎｅｒｉｃｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓＴｈｅｂｉｏｅｑｕｉｖａｌｅｎｃｅｅｘｅｍｐｔｉｏｎｓｔｕｄｙｂａｓｅｄｏｎＰＡＭＰＡｃａｎｂｅｕｔｉｌｉｚｅｄｆｏｒｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｓｔｕｄ
ｉｅｓｏｆｒａｗｍａｔｅｒｉａｌｓ，ｅｘｃｉｐｉｅｎｔｓｃｒｅｅｎｉｎｇａｎｄｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ，ａｎｄｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｂｉｏｅｑｕｉｖａｌｅｎｃｅ，ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ
ｌｙｒｅｄｕｃｉｎｇｄｒｕｇｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｃｏｓｔｓａｎｄｔｉｍｅＴｈｉｓｓｔｕｄｙｐｒｏｖｉｄｅｓｒｅｆｅｒｅｎｃｅｄａｔａｆｏｒｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｃｏｍｐａｎｉｅｓａｐ
ｐｌｙｉｎｇｆｏｒｂｉｏｅｑｕｉｖａｌｅｎｃｅｅｘｅｍｐｔｉｏｎｓ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｂｉｏｅｑｕｉｖａｌｅｎｃｅ；ｂｉｏｗａｉｖｅｒ；ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎ；ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ；ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ；ｐａｒａｌｌｅｌａｒｔｉｆｉｃｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｅｒｍｅ
ａｂｉｌｉｔｙａｓｓａｙ；ｐｅｒｍｅａｔｉｏｎｒａｔｅ；ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｐｅｒｍｅａｔｉｏｎ

　　生物等效性豁免（ｂｉｏｗａｉｖｅｒ）是指在特定条件下，
药品监管机构允许药品在没有进行体内生物等效性

（ｂｉｏｅｑｕｉｖａｌｅｎｃｅ）研究的情况下，通过基于体外数据的
推理来证明其生物等效性的做法，是药品监管领域的

关键创新。传统的生物等效性验证依赖于人体临床试

验，为降低实验成本，加快上市周期，相关领域学者一

直在探究一种可能的替代方案。自１９９５年 Ａｄｍｉｄｏｎ
等［１］提出了生物药剂学分类（ＢＣＳ）后，随着科学认知
的不断深入，基于ＢＣＳ的人体生物等效性豁免的概念
逐渐被ＦＤＡ、ＷＨＯ和ＥＭＡ等越来越多的权威机构接
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受，国家药品监督管理局、美国ＦＤＡ与国际人用药品
注册技术协调会（ＩＣＨ）均发布了相关指导原则。

因此，在药物的临床试验审批、新药上市审批、

仿制药申请以及上市后的变更时，若想要申请生物

等效性豁免，需向评审机构提交药物的 ＢＣＳ、辅料对
有效成分的渗透吸收无干扰等方面充分可靠的数

据［２］。体外渗透作为研究关键，测定方法主要分为

细胞模型、动物肠模型和人体药物动力学试验等［３］，

近年来，平行人工膜渗透试验（ｐａｒａｌｌｅｌａｒｔｉｆｉｃｉａｌｍｅｍ
ｂｒａｎｅｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙａｓｓａｙ，ＰＡＭＰＡ）因其高通量性，良
好的重现性，低成本，短周期以及多参数研究的能

力，被广泛应用于药物的被动转运研究中，Ａｖｄｅｅｆ的
团队通过一系列研究证实了 ＰＡＭＰＡ与细胞模型以
及人体小肠灌流法所得到的结果之间存在正相关

性，表明它们在某种程度上可相互替代［４－５］。

左氧氟沙星（ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎ）是一种广谱抗菌药
物［６］，对大多数需氧革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌

具有活性，片剂在口服给药后，药物迅速且广泛地渗

透到身体组织和体液中［７］，主要应用于泌尿系统、呼

吸系统和皮肤软组织［８－１０］等多种感染的治疗。在国

产仿制制剂申请辅料变更后，根据评审单位提出的

发补要求及已了解的资料，比较仿制制剂与参比制

剂的辅料种类、型号和用量等处方差异，从原料、辅

料到制剂的各个阶段进行体外渗透行为考察，探讨

在变更辅料后是否满足生物等效性豁免的条件。

本研究采用 μＦｌｕｘＴＭ测试系统测定原料的渗透
性（Ｐｅ），结合溶解度实验进一步探讨左氧氟沙星的
ＢＣＳ，并通过原料与原辅料混合后原料的表观渗透性
（Ｐａｐｐ）对比，以及参比和仿制制剂粉末中原料的 Ｐａｐｐ
对比，以评估差异性辅料对原料渗透行为的影响。

采用ＭａｃｒｏＦｌｕｘＴＭ测试系统建立了基于体外溶出 －
渗透速率测试的模型，测定仿制制剂与参比制剂的

渗透速率（ＪＦｌｕｘ）和终点时的药物累计渗透量（ＡＭＴ），
通过计算几何均值的９０％置信区间预测２种制剂的
生物等效性，为左氧氟沙星片在辅料变更后的生物

等效性豁免申请提供必要的技术支持和数据依据。

１　仪器与试药
１１　仪器

μＦｌｕｘＴＭ型药物渗透性测定系统（ＰｉｏｎＩｎｃ公
司）；ＭａｃｒｏＦｌｕｘＴＭ型药物溶出度与渗透速率测试系
统（ＰｉｏｎＩｎｃ公司）；ＰＢ－１０型 ｐＨ计与 ＭＵ２０５ＤＵ型
十万分之一电子分析天平（ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）；Ｖｉ

ｓｉｏｎＥｌｉｔｅ８型溶出仪（Ｈａｎｓｏｎ公司）；１２６０型高效液
相色谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ＣＳＴＨＺ－８１水浴恒温振荡
器（金坛区金城致杰实验仪器厂）。

１２　药品与对照品
左氧氟沙星片参比制剂（第一三共制药有限公

司，批号ＢＴ０６６Ｇ１，规格０５ｇ）；左氧氟沙星片仿制
制剂（企业提供，批号Ｂ１５８Ｂ１１９０２Ｄ，规格０５ｇ）；左
氧氟沙星对照品 （批号 １３０４５５－２０２１０８，含量
９７１％，中国食品药品检定研究院）；左氧氟沙星原
料（批号ＤＫ２１－１８１１０８２－１１１）和辅料硬脂富马酸
钠（批号１９０７）均由企业提供。
１３　试剂

胃肠道模拟脂质体溶液（ＰｉｏｎＩｎｃ公司，批号
５２０６１６）；受体室缓冲液（ＡｃｃｅｐｔｅｒＳｉｎｋＢｕｆｆｅｒ，ＡＳＢ，
ＰｉｏｎＩｎｃ公司，批号１１０１３９）；ＯｒｉｇｉｎａｌＳＩＦＰｏｗｄｅｒ（北
京牛牛基因有限公司）；冰醋酸、二水合磷酸二氢钠、

氯化钠与氢氧化钠均为分析纯；实验用水为纯化水。

２　方法与结果
２１　溶解度的测定

为评估左氧氟沙星的溶解性，采用了经典的摇瓶

法来测定其在不同ｐＨ条件下的溶解度。称取过量的
左氧氟沙星放置于锥形瓶中，并分别加入不同 ｐＨ的
溶液（ｐＨ１０的盐酸溶液和ｐＨ３０、４０、５０、６０、６８
的磷酸盐缓冲溶液［１１］）５０ｍＬ制成过饱和溶液，置
（３７±０５）℃水浴振荡６ｈ，取出后滤过，参照《中华人
民共和国药典》采用高效液相色谱法［１２］，用十八烷基

硅烷键合硅胶为填充剂，以醋酸铵高氯酸钠溶液（取醋

酸铵４０ｇ和高氯酸钠７０ｇ，加水１３００ｍＬ使溶解，
用磷酸调节ｐＨ至２２）－乙腈（８５∶１５）为流动相，在
２９４ｎｍ波长下测定原料的溶解度。结果如表１所示，
左氧氟沙星的溶解度随着ｐＨ增大而减小，这可能与
在酸性溶液中更容易产生溶剂化效应有关，在 ｐＨ
５０时溶解度不再明显降低，在 ｐＨ１０的介质中溶
解度最高，为 ６２７ｍｇ·ｍＬ－１，ｐＨ６８时最低，为
１６４ｍｇ·ｍＬ－１，具有 ｐＨ依赖性，３次重复试验的
ＲＳＤ均＜２０％，方法具有良好的重复性。
２２　渗透行为研究
２２１　供体室介质（肠模拟溶液）的配制　ｐＨ５０
的饱腹肠模拟液：称取氯化钠 １１８７ｇ，氢氧化钠
４０４ｇ，冰醋酸８６５ｇ，加纯化水至１Ｌ，用０１ｍｏｌ·Ｌ－１

氢氧化钠溶液或冰醋酸调节 ｐＨ至５０，临用时加入
ＯｒｉｇｉｎａｌＳＩＦＰｏｗｄｅｒ１１２０ｇ，超声（功率 ３００Ｗ，频率
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　　　　表１　左氧氟沙星的溶解度（３７℃±０５℃，ｎ＝３）
Ｔａｂ１　Ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙｏｆｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎ

试验次数　

（ｎｕｍｂｅｒｏｆｔｅｓｔｓ）　

溶解度（ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ）／（ｍｇ·ｍＬ－１）

ｐＨ１０ ｐＨ３０ ｐＨ４５ ｐＨ５０ ｐＨ６０ ｐＨ６８

　　　１ ６２７ ５０１ ２９４ １８９ ２０９ １６４

　　　２ ６２８ ４９８ ２９４ １８４ ２０８ １６４

　　　３ ６２６ ４９６ ２９８ １８５ ２０８ １６５

均值（ａｖｅｒａｇｅ） ６２７ ４９８ ２９５ １８６ ２０８ １６４

ＲＳＤ／％ ０１６ ０５１ ０７８ １４ ０２８ ０３５
Ｖｓｉｎｇｌｅ－ｄｏｓｅ／ｍＬ １２ １５ ２５ ４０ ３６ ４６

　注（ｎｏｔｅ）：Ｖｓｉｎｇｌｅ－ｄｏｓｅ为溶解最大单剂量需要的介质体积＝单次给

药最高剂量（０７５ｇ）［１３］÷溶解度结果（Ｖｓｉｎｇｌｅ－ｄｏｓｅｉｓｔｈｅｖｏｌｕｍｅｏｆ

ｍｅｄｉｕｍｒｅｑｕｉｒｅｄｔｏｄｉｓｓｏｌｖｅｔｈｅｍａｘｉｍｕｍｓｉｎｇｌｅｄｏｓｅ＝ｍａｘｉｍｕｍｓｉｎｇｌｅ

ｄｏｓｅ（０７５ｇ）÷ｓｏｌｕｂｉｌｉｔｙ）

３０ｋＨｚ，下同）２ｈ，静置３０ｍｉｎ后使用。
ｐＨ６５的空腹肠模拟液：称取氯化钠６１９ｇ，氢

氧化钠０４２ｇ，二水合磷酸二氢钠４４７ｇ，加纯化水
至１Ｌ，用０１ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠溶液或磷酸调节ｐＨ
至６５，临用时加入 ＯｒｉｇｉｎａｌＳＩＦＰｏｗｄｅｒ０３９ｇ，超声
２ｈ，静置３０ｍｉｎ后使用。

ｐＨ７４的磷酸盐缓冲液：取磷酸二氢钾６８ｇ，
加０１ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠溶液３９５ｍＬ，用水稀释至
１Ｌ，即得。
２２２　对照品储备液的配制　分别称取左氧氟
　　　　

沙星对照品３００、２０ｍｇ，精密称定，置于不同的１０ｍＬ
量瓶中，用二甲基亚砜溶解并稀释至刻度，摇匀，配

制成每１ｍＬ含有３０、２ｍｇ的溶液，分别作为供体室
和受体室对照品储备液。

２２３　标准曲线的测定　供体室标准曲线的测定：
将紫外光纤探头（光程为２ｍｍ）放入１００ｍＬ的不同
的肠模拟溶液中，每加入１次３５０μＬ的供体室对照
品储备液，采集１次数据，测得质量浓度为１００、２００、
３００、４００、５００μｇ·ｍＬ－１的左氧氟沙星标准溶液的紫
外光谱图，用ＡｕＰＲＯＴＭ型软件二阶导数法校正后，选
择波长为３６４～３８２ｎｍ，以选定波长范围内曲线与横
坐标围成的面积 Ｙ为纵坐标，以质量浓度 Ｘ为横坐
标进行线性回归，结果见表２。

受体室标准曲线的测定：将紫外光纤探头

（μＦｌｕｘ光程为２０ｍｍ，ＭａｃｒｏＦｌｕｘ光程为１０ｍｍ）放
入５０ｍＬ的 ＡｃｃｅｐｔｅｒＳｉｎｋＢｕｆｆｅｒ中，每加入 １次
２０μＬ的受体室对照品储备液，采集１次数据，测得质
量浓度为０８、１６、２４、３２、４０μｇ·ｍＬ－１的左氧氟沙
星标准溶液的紫外光谱图，二阶导数法校正后，选择波

长为３０４～３２２ｎｍ，进行线性回归，结果见表２。供体
室和受体室标曲的回归方程的相关系数均＞０９９，供
体室和受体室药物在选择的波长范围内吸收度的二阶

导数和质量浓度呈良好的线性关系。

表２　供体室和受体室标准曲线的回归方程
Ｔａｂ２　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｓｏｆｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｓｏｆｄｏｎｏｒｃｈａｍｂｅｒａｎｄｒｅｃｅｉｖｅｒｃｈａｍｂｅｒ

室　　

（ｃｈａｍｂｅｒ）　　

介质

（ｍｅｄｉｕｍ）

光程

（ｐｒｏｂｅ）／ｍｍ

回归方程（ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ）

通道１（ｃｈａｎｎｅｌ１） 通道２（ｃｈａｎｎｅｌ２） 通道３（ｃｈａｎｎｅｌ３）

供体室（ｄｏｎｏｒｃｈａｍｂｅｒ） ｐＨ５０ ２ Ｙ＝２７９６７３Ｘ－７５４ Ｙ＝２５３９０１Ｘ－９４１ Ｙ＝３４５２９０Ｘ－７７０

ｐＨ６５ ２ Ｙ＝１７９３９２Ｘ－５９７ Ｙ＝１６２５９７Ｘ－７３９ Ｙ＝１８３８００Ｘ－７３２

ｐＨ７４ ２ Ｙ＝１５８６６０Ｘ－７６２ Ｙ＝１４３８７０Ｘ－９０３ Ｙ＝１６３１５８Ｘ－９０９

受体室（ｒｅｃｅｉｖｅｒｃｈａｍｂｅｒ） ＡＳＢ １０ Ｙ＝１６７０Ｘ－００１７ Ｙ＝１６６２Ｘ－００１２ Ｙ＝１６７６Ｘ－００１４

２０ Ｙ＝３１３６Ｘ－００１６ Ｙ＝３２３９Ｘ－００１８ Ｙ＝３１９４Ｘ－００１４

２２４　μＦｌｕｘ和 ＭａｃｒｏＦｌｕｘ测试系统　μＦｌｕｘ和
ＭａｃｒｏＦｌｕｘ测定装置如图１、２所示，均由供体室和受
体室相连组成，供体室代表胃肠道环境，受体室代表血

液环境，中间以仿生膜（涂有胃肠道模拟脂质体溶液）

隔离，两室分别放入紫外光纤探头，随着检测时间的增

加，供体室的药物逐渐通过仿生膜渗透至受体室中，药

物浓度变化通过原位光纤ＤＡＤ检测器实时检测，即可
得到药物的溶解（溶出）曲线和渗透曲线，数据使用

ＡｕＰＲＯＴＭ型软件（ＰｉｏｎＩｎｃ公司）采集并处理。

２种设备的核心技术均为人工仿生膜，是在聚偏
氟乙烯等疏水材质制成的多微孔滤片（孔径０２２～
０４５μｍ）上涂抹了不同成分的磷脂溶液，模拟体内
的渗透屏障，通过调整磷脂的组成和比例，ＰＡＭＰＡ能
够作为胃肠道（ＧＩＴ－ＰＡＭＰＡ）、血脑屏障（ＢＢＢ－
ＰＡＭＰＡ）和皮肤吸收（ＳＫＩＮ－ＰＡＭＰＡ）等的体外模
型，以满足不同的实验需求［１４］。２种设备的主要区
别在于供体室不同，μＦｌｕｘ的供体室与受体室等体
积，一般用于原料和辅料等微量粉末样品 ＪＦｌｕｘ和 Ｐａｐｐ
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测定，更适合早期的、高通量的实验，而 ＭａｃｒｏＦｌｕｘ
是以溶出杯作为供体室，实现药物溶出释放和渗透

吸收同时监测，测定制剂的 ＪＦｌｕｘ和 ＡＭＴ，可更好地模
拟体内条件，综合考察制剂处方、工艺和存储等其他

影响因素带来的渗透差异。总体来说，μＦｌｕｘ和Ｍａｃ
ｒｏＦｌｕｘ结合使用，可实现从原辅料的初步考察筛选到
制剂的体内外相关性的较为全面的研究。

图１　μＦｌｕｘＴＭ渗透性测试系统

Ｆｉｇ１　μＦｌｕｘＴＭ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｓｙｓｔｅｍ

图２　ＭａｃｒｏＦｌｕｘＴＭ溶出度与渗透速率测试系统

Ｆｉｇ２　ＭａｃｒｏＦｌｕｘＴＭ ｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎａｎｄｐｅｒｍｅａｔｉｏｎｒａｔｅｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ

ｓｙｓｔｅｍ

２２５　渗透性的测定　对仿制制剂与参比制剂的
处方进行对比分析，发现仿制制剂新增了辅料硬脂

富马酸钠，并且其他辅料的种类、型号和用量均有差

异，采用μＦｌｕｘＴＭ渗透性测试系统测定以下供试品中
原料的Ｐａｐｐ（原料为 Ｐｅ）：ａ左氧氟沙星原料；ｂ原
料与处方量５０倍的硬脂富马酸钠混合物（以下称混
合物）；ｃ参比制剂研细粉末；ｄ仿制制剂研细粉
末，采用 ＩＢＭＳＰＳＳｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ２２版执行双侧 ｔ检验，
分别对供试品 ａ和ｂ以及ｃ和ｄ的Ｐｅ（Ｐａｐｐ）进行统
计学分析，评估试验组间差异是否显著，考察硬脂

富马酸钠及处方中其他辅料变更对原料渗透吸收

的影响。

称取供试品（约含左氧氟沙星 ８ｍｇ）置供体室，
在供体室中精密加入肠模拟液１６ｍＬ，在受体室中精
密加入ＡｃｃｅｐｔｅｒＳｉｎｋＢｕｆｆｅｒ１６ｍＬ，水浴循环温度为
（３７±０５）℃，转子速度 ２００ｒ·ｍｉｎ－１，采样频率
３０ｓ，采集时间１８０ｍｉｎ，采集波长与“２２３”项中标
准曲线测定的波长一致，连续采集供体室和受体室

中药物的吸收光谱，计算各采集点时两室溶液中药

物的浓度，得到该药物的溶解和渗透曲线。以受体

室５０～１２０ｍｉｎ渗透曲线的斜率代入式①计算出渗透
速率，进而通过式②得到左氧氟沙星的 Ｐｅ以及原辅
料混合物和制剂粉末中原料的Ｐａｐｐ。

ＪＦｌｕｘ＝
ｄｃ
ｄｔ×

Ｖ
Ａ 式①

式中ＪＦｌｕｘ为渗透速率，即药物在单位时间通过单

位膜面积的量（μｇ·ｍＬ－１·ｃｍ－２）；ｄｃｄｔ为单位时间内

受体室中药物浓度的变化速率，即渗透曲线的斜率

（μｇ·ｍＬ－１·ｍｉｎ－１）；Ｖ为受体室中缓冲液体积；Ａ
为人工膜面积（μＦｌｕｘ的 Ａ为 １５４ｃｍ２，ＭａｃｒｏＦｌｕｘ
的Ａ为３８８ｃｍ２）。

Ｐｅ（Ｐａｐｐ）＝
ＪＦｌｕｘ
Ｃｔ×６０

式②

式中 Ｐｅ（Ｐａｐｐ）为 渗 透 性 或 表 观 渗 透 性
（ｃｍ·ｓ－１）；Ｃｔ为计算时间段内受体室中药物的平均
浓度（μｇ·ｃｍ－３）。
２２６　评估辅料对原料的影响　μＦｌｕｘＴＭ测得原
料的溶解和渗透典型曲线如图 ３所示，供体室中
的药物迅速溶解达到最大浓度，受体室中药物浓

度随时间增加，曲线表现出线性增长趋势，说明在

测定时间范围内，药物在仿生膜的渗透速率保持

相对恒定。

盐酸左氧氟沙星是两性化合物，在２５℃下的解离
常数（ｐＫａ）分别为６２和８２

［１５］，在ｐＨ５０的饱腹小
肠模拟液、ｐＨ６５的空腹小肠模拟液和 ｐＨ７４的磷
酸缓冲液中的渗透曲线比较见图４，Ｐｅ分别为２９２×
１０－６、１０１×１０－５和１０７×１０－５ｃｍ·ｓ－１，随着供体室
溶液的ｐＨ升高，Ｐｅ逐渐增大，表现出一定的ｐＨ依赖
性，由于ｐＨ增大时药物分子更多地以非离子化形式
存在，从而引起渗透性的增加。

原料以及混合物、参比制剂和仿制制剂粉末中

原料的渗透性结果见表３、４，所有结果均为６次重复
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图３　原料在供体室（Ａ）和受体室（Ｂ）中的曲线（ｐＨ６５）

Ｆｉｇ３　ＣｕｒｖｅｓｏｆＡＰＩｉｎｄｏｎｏｒｃｈａｍｂｅｒ（Ａ）ａｎｄｒｅｃｅｉｖｅｒｃｈａｍｂｅｒ（Ｂ）（ｐＨ６５）

图４　左氧氟沙星渗透曲线（ｎ＝６）

Ｆｉｇ４　Ｐｅｎｅｔｒａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎ

试验结果的平均值，ＲＳＤ在１０％以内。对原料和混
合物以及仿制和参比制剂粉末的渗透性结果分别进

行双侧 ｔ检验分析，Ｐ均 ＞００５，说明在考察的３种
介质中渗透性均无显著差异，证明了新增辅料硬脂

富马酸钠和仿制制剂中变更的其他辅料均不影响原

料的渗透行为，具体渗透性比较和 ｔ检验结果
详见图５。
２２７　ＪＦｌｕｘ和ＡＭＴ的测定　采用 ＭａｃｒｏＦｌｕｘ

ＴＭ药物

溶出度与渗透速率测定系统，照溶出度与释放度测

定法２０２０年版《中华人民共和国药典》四部通则
０９３１第二法，分别取参比制剂和仿制制剂１片置

表３　原料与混合物的Ｐｅ（Ｐａｐｐ）（ｎ＝６）
Ｔａｂ３　Ｐｅ（Ｐａｐｐ）ｏｆＡＰＩａｎｄｍｉｘｔｕｒｅｓ

编号

（Ｎｏ．）

原料（ＡＰＩ）Ｐｅ／（×１０－６ｃｍ·ｓ－１） 原料（ＡＰＩ）＋硬脂富马酸钠（ｓｏｄｉｕｍｓｔｅａｒｙｌｆｕｍａｒａｔｅ）Ｐａｐｐ／（×１０－６ｃｍ·ｓ－１）

ｐＨ５０ ｐＨ６５ ｐＨ７４ ｐＨ５０ ｐＨ６５ ｐＨ７４

１ ３１ ９８ １１３ ２９ ９９ １２０

２ ２９ １０９ １１０ ２９ １０４ １０９

３ ２９ １００ ８８ ２８ ９４ １１５

４ ２９ ９７ １１６ ２７ ９５ １０９

５ ２８ １００ １１１ ２９ １０７ １０４

６ ３０ ９９ １０６ ２８ １１５ １１６

均值（ｍｅａｎ）±ＳＤ ２９±０１ １０１±０５ １０７±１０ ２８±０１ １０２±０８ １１２±０６

ＲＳＤ／％ ３８ ４５ ９３ ３１ ７８ ５２

溶出杯中，以ｐＨ５０的饱腹小肠模拟液、ｐＨ６５的
空腹小肠模拟液 １０００ｍＬ为溶出介质，桨转速为
７５ｒ·ｍｉｎ－１；精密量取ＡＳＢ缓冲液１２ｍＬ，置于受体
室中，微搅拌棒的转速为４５０ｒ·ｍｉｎ－１，采集频率与
测定波长均与“２２５”项中一致。根据５０～１２０ｍｉｎ
渗透曲线的斜率按式①得到 ＪＦｌｕｘ，按以下式③计算
１８０ｍｉｎ终点时的 ＡＭＴ，再根据式④计算 ２种制剂
ＪＦｌｕｘ和ＡＭＴ几何均值９０％置信区间，预测制剂的生

物等效性。

ＡＭＴ＝Ｃｅｎｄ×Ｖ 式③
式中ＡＭＴ为终点时的药物累计渗透量（μｇ）；

Ｃｅｎｄ为受体室终点时的药物浓度（μｇ·ｍＬ
－１）；Ｖ为受

体室中缓冲液体积。

几何均值的９０％置信区间＝
ＡＧ±

ＣＳＧ
槡

( )ｎ
ＡＲ

式④
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表４　仿制制剂和参比制剂粉末的Ｐａｐｐ（ｎ＝６）
Ｔａｂ４　Ｐａｐｐｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅａｎｄｇｅｎｅｒｉｃｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｐｏｗｄｅｒｓ

编号

（Ｎｏ．）

Ｐａｐｐ／（×１０－６ｃｍ·ｓ－１）

参比制剂粉末（ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｐｏｗｄｅｒ） 仿制制剂粉末（ｇｅｎｅｒｉｃｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｐｏｗｄｅｒ）

ｐＨ５０ ｐＨ６５ ｐＨ７４ ｐＨ５０ ｐＨ６５ ｐＨ７４

１ ２９ １０１ １０９ ３０ １０１ １１２

２ ２９ １０４ １１０ ２９ １０５ １１３

３ ２８ １０６ １００ ２９ １１４ １１５

４ ２８ ８７ １１３ ３０ １０６ １１５

５ ２８ １００ １０６ ２８ １０７ １１３

６ ２９ １００ １１８ ２９ １０３ １２１

均值（ｍｅａｎ）±ＳＤ ２８±０ １００±０６ １０９±０７ ２９±０１ １０６±０４ １１５±０３

ＲＳＤ／％ １４ ６７ ５６ ２６ ４２ ２８

图５　Ｐｅ（Ｐａｐｐ）比较和ｔ检验

Ｆｉｇ５　Ｐｅ（Ｐａｐｐ）ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎａｎｄｔ－ｔｅｓｔ

　　式中ＡＧ为仿制制剂 ＪＦｌｕｘ或 ＡＭＴ的平均值；ＡＲ为
参比制剂ＪＦｌｕｘ或 ＡＭＴ的平均值；ＳＧ为仿制制剂 ＪＦｌｕｘ
或ＡＭＴ的标准偏差；ｎ为样本重复次数（本次试验
ｎ＝６）；Ｃ为换算系数，与重复次数具有相关性，ｎ＝６
时，Ｃ＝２０１５。
２２８　预测制剂的生物等效性　在 ｐＨ５０和 ｐＨ
６５介质中测定的仿制制剂和参比制剂的溶出 －渗
透曲线如图６、７所示，参比制剂的溶出和渗透速度
略慢于仿制制剂，溶出度在１５ｍｉｎ内都达到了８５％
以上，说明２种制剂均属于“非常快速溶出”，溶出曲
线相似；计算的ＪＦｌｕｘ和ＡＭＴ见表５，结果显示，仿制制
剂与参比制剂渗透速率无明显差异，在ｐＨ５０和ｐＨ
６５介质中，ＪＦｌｕｘ的几何均值比值分别为１０６２％和
１０２５％，９０％ 置信区间为 １０３１％～１０９４％ 和
９９２％～１０５８２％，ＡＭＴ的几何均值比值分别为
１０２３％和 １０６２％，９０％ 置信区间为 １００７％～
１０３９％和１０３１％～１０９４％，均在８０％～１２５％范围
内，预测受试制剂与参比制剂生物等效。

３　讨论
３１　溶解性和渗透性

左氧氟沙星单次给药的最高剂量为７５０ｍｇ，由
测定结果可知，在 ｐＨ１０～ｐＨ６８的介质中溶解度
为１６４～６２７ｍｇ·ｍＬ－１，各介质溶解７５０ｍｇ原料
所需的体积为１２～４６ｍＬ，均 ＜２５０ｍＬ，符合指导原
则中对ＢＣＳ高溶解性的定义［１６－１７］。而ＷＨＯ收录的
左氧氟沙星溶解性数据为３０～３００ｍｇ·ｍＬ－１［１８］，原
料和溶剂的不同以及其他影响因素均会引起溶解性

差异，因此不能使用简单的试验或仅提供文献来源

的数据支持高溶解性，需提供试验资料以及试验内

容的详细信息。

而体外测定渗透性高低的判定方式目前没有明

确统一的规定，一般有２种，一是渗透性 ＞１×１０－６

ｃｍ·ｓ－１，即为高渗透［１６］，以此为依据，比较本研究中

测定的Ｐｅ可认为左氧氟沙星为高渗；二是与 ＮＭＰＡ
指导原则附录 Ａ中推荐的渗透性模型药物对比，通
常选择高渗透的美托洛尔进行比较，与此前课题
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图６　溶出（Ａ）－渗透（Ｂ）曲线（ｐＨ５０）

Ｆｉｇ６　Ｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ａ）ａｎｄｐｅｒｍｅａｔｉｏｎ（Ｂ）ｃｕｒｖｅｓ（ｐＨ５０）

图７　溶出（Ａ）－渗透（Ｂ）曲线（ｐＨ６５）

Ｆｉｇ７　Ｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ａ）ａｎｄｐｅｒｍｅａｔｉｏｎ（Ｂ）ｃｕｒｖｅｓ（ｐＨ６５）

表５　仿制制剂和参比制剂的ＪＦｌｕｘ和ＡＭＴ
Ｔａｂ５　ＪＦｌｕｘａｎｄＡＭＴｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅａｎｄｇｅｎｅｒｉｃｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎ

编号

（Ｎｏ．）

ＪＦｌｕｘ／（μｇ·ｍｉｎ－１·ｃｍ－２） ＡＭＴ／μｇ

ｐＨ５０ ｐＨ６５ ｐＨ５０ ｐＨ６５

参比

（ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ）

仿制

（ｇｅｎｅｒｉｃ）

参比

（ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ）

仿制

（ｇｅｎｅｒｉｃ）

参比

（ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ）

仿制

（ｇｅｎｅｒｉｃ）

参比

（ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ）

仿制

（ｇｅｎｅｒｉｃ）

１ ００８９７ ００９０６ ０２０９７ ０２０９４ ５６６６ ５９４９ １３２００ １３３７２

２ ００８７２ ００９０９ ０２２８６ ０２１８０ ５５９５ ５９８７ １４２０１ １３６５４

３ ００８７５ ００９２２ ０２１０３ ０２３３８ ５１２７ ５５３７ １３５０８ １３８８５

４ ００８４４ ００８６０ ０２０９４ ０２１７７ ５３６７ ５６８１ １３３４１ １３８４８

５ ００８２６ ００８７８ ０２０８８ ０２１２８ ５４４３ ５８６２ １３０１５ １３４２０

６ ００７９５ ００９５３ ０２０７２ ０２１４０ ４７５３ ５６０５ １２３８６ １３３０３

平均（ｍｅａｎ） ００８５２ ００９０５ ０２１２３ ０２１７６ ５３２５ ５７７０ １３２７５ １３５８０

ＳＤ ０００３７ ０００３３ ０００８０ ０００８６ ３３８ １８８ ５９７ ２５１

ＲＳＤ／％ ４４ ３６ ３８ ３９ ６４ ３３ ４５ １９

组测得美托洛尔的渗透性（ｐＨ５０、ｐＨ６５和 ｐＨ
７４依次为 ５８７×１０－６、５３３×１０－５和 １３４×１０－４

ｃｍ·ｓ－１）［２０］比较，左氧氟沙星为低渗，然而仅依赖

单一阈值进行比较可能无法全面准确地评估药物的

渗透性，制定统一且具有特异性的测定方法和评定

标准是尤为重要的。
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生物等效性豁免指导原则指出，ＢＣＳⅠ类和Ⅲ类
药物在满足一定的条件时，可申请生物等效性豁

免［１７］。根据上述溶解性和渗透性的研究结果，左氧

氟沙星被归类为ＢＣＳⅠ类或Ⅲ类，此外，美国ＦＤＡ和
ＷＨＯ将其归为Ⅰ类，美国国家儿童健康与人类发展
研究所（ＮＩＣＨＤ）将其归为Ⅲ类［１６，２１］，因其口服吸收

迅速，生物利用度达到９９％以上，大多数研究中均归
为Ⅰ类［２２－２４］。因此，本仿制制剂在辅料变更后可尝

试向监管机构申报生物等效性豁免。

３２　辅料对原料的干扰
在本研究中，通过２组对比试验，证明了即便仿

制制剂处方中辅料的种类、型号和用量等发生部分

变化，也不会造成原料渗透性的显著变化，这２组对
比试验有效地证实了仿制制剂处方变更的合理性。

ＰＡＭＰＡ在处方筛选研究中扮演了关键角色，可探究
任意单一或多种辅料与原药混合的情况，以便有针

对性地评估辅料对原料的潜在干扰，方法具有灵活

性和高效性，不仅节约了成本和时间，同时还提供了

一个更加安全和直观的评估策略，从而为药物研发

和优化提供了重要的技术支持。

３３　预测制剂的生物等效性
在ＮＭＰＡ指导原则［２５］中，接受生物等效的标准

为体内药动学关键参数血药达峰时间（Ｃｍａｘ）和血药
浓度－时间曲线下的面积（ＡＵＣ）几何均值比值的
９０％置信区间数值应不低于 ８０００％，且不超过
１２５００％。文献报道［２６－２７］ＰＡＭＰＡ中的关键参数渗
透速率（ＪＦｌｕｘ）和Ｃｍａｘ呈正相关，而药物在终点时的累
计渗透量（ＡＭＴ）也可用于表征 ＡＵＣ，因此，在
ＰＡＭＰＡ中，计算ＪＦｌｕｘ和ＡＭＴ的几何均值比值的９０％
置信区间，可用于预测制剂的体外生物等效性。

制剂的溶出－渗透曲线研究中，参比制剂的溶出
和渗透速度均略慢于仿制制剂，２种制剂均属于非常
快速溶出（溶出度在１５ｍｉｎ内达到８５％以上），溶出曲
线相似，不同介质中仿制制剂和参比制剂的 ＪＦｌｕｘ和
ＡＭＴ几何均值比值的９０％的置信区间，均在８０％～
１２５％范围之内，初步预测了２种制剂生物等效。
３４　ＰＡＭＰＡ的局限性

在应用ＰＡＭＰＡ评估药物渗透行为时，需谨慎考
虑其局限性。首先，因其主要模拟被动转运机制，无

法充分反应主动运输机制，但在此领域资深的专家

Ｌｉ和 Ｓｕｇａｎｏ等撰写的综述性文献中指出，被动扩散
是大多数药物的主要吸收途径，在某些情况下是唯

一途径［２８－２９］，所以 ＰＡＭＰＡ依然具有比较广泛的适
用性；其次，磷脂膜的组成差异可导致同一药物在不

同ＰＡＭＰＡ系统中得到不同的渗透数据，体现了实验
设计中磷脂来源和组成的重要性；此外，实验过程中

观察到的渗透滞后现象及渗透速率的非恒定性，提

示在不同时间段内计算得到的渗透速率可能存在变

异，这为药物渗透性的准确评估增加了复杂度，需选

择合理的测定波长和计算时间段；最后，ＰＡＭＰＡ模型
无法全面模拟体内环境的复杂性，如 ｐＨ梯度、食物
效应或代谢因素，这可能会导致体外数据与实际生

物等效性评估之间的偏差。因此，虽然 ＰＡＭＰＡ为药
物研发提供了一种高效的渗透性评估工具，若要对

药物吸收和渗透性进一步全面理解，应与其他生物

学模型和实验数据相结合。

４　结论
综上所述，左氧氟沙星片为ＢＣＳⅠ类，处方研究证

明新增辅料和其他变更辅料均不影响原料的渗透吸

收，搭建的溶出－渗透模型表明溶出曲线相似，验证了
仿制制剂与参比制剂之间的生物等效性，满足了

ＮＭＰＡ指导原则中对于溶解性、渗透性、处方组成和溶
出度等关键属性的要求，支持了在辅料变更后基于体

外数据申请生物等效性豁免的可行性，降低了药物开发

的成本和时间，避免不必要的人体试验风险，消除了受

试者变异性的影响，可加快安全、有效药品的上市流程，

同时也为制药企业在申请生物等效性豁免时提供参考。
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