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摘要　目的：建立环孢素眼用乳剂体外释放方法。方法：采用 Ｆｒａｎｚ扩散池，聚偏氟乙烯膜滤膜，以缓冲
盐－无水乙醇（４０∶６０）为接收液，时间点为６０、１２５、１９０、２５５、３２０、３８５ｍｉｎ。结果：方法学验证表明，体外释
放方法的滤膜惰性、专属性、灵敏度、选择性均符合规定。测定方法的定量限为００７μｇ·ｍＬ－１，在００７～
４４６２μｇ·ｍＬ－１范围呈现良好的线性关系，回收率为９８９％。依据 ＦＤＡ的判定原则，自研制剂与参比制
剂体外释放行为一致。结论：本法适合环孢素眼用乳剂的体外释放度评价。
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ｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅｅｙｅｄｒｏｐｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅｏｐｈｔｈａｌｍｉｃｅｍｕｌｓｉｏｎ；ｉｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅ（ＩＶＲＴ）；ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ；ｓｅｌｆ－ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ
ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ；ｍｅｔｈｏｄｖａｌｉｄａｔｉｏｎ

　　环孢素是一种免疫抑制剂，由一组具有已知免
疫抑制活性的非极性环状寡肽组成，用于多种组织、

器官移植预防排斥反应和免疫性疾病的治疗，同时

还具有增强或恢复泪腺的撕裂的药理作用［１－２］。环

孢素眼用乳剂是一种眼用纳米型混悬乳剂。由美国

ＡｌｌｅｒｇｅｎＩｎｃ研发上市，２００２年１２月获得 ＦＤＡ的
上市批准，商品ＲＥＳＴＡＳＩＳ（００５％）。

眼用乳剂不是真溶液，存在药物释放的过程，属
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于一种复杂制剂。为达到质量和疗效一致，应进行

生物等效性研究。眼用制剂的生物等效性（ｂｉｏｅｑｕｉｖ
ａｌｅｎｃｅ，ＢＥ）评价方法主要有体外释放试验、临床终点
实验、药动学实验等。常规的药动学实验是一项极

具挑战性的工作。一方面，眼用制剂 ＢＥ研究不合适
测定血中药物浓度的方法来开展。另一方面，由于

房水取样量有限，难以多次取样，因此测定眼内房水

中的药物浓度缺乏可操作性。体外释放试验（ｉｎｖｉｔｒｏ
ｒｅｌｅａｓｅｔｅｓｔ，ＩＶＲＴ）作为一种可替代的 ＢＥ评价方法，
逐渐被世界各国监管部门所接受。２０１６年，ＦＤＡ修
订了相关指导原则［３］，建议通过预测体内性能的体

外释放度研究和物理特性研究方法，代替生物等效

性实验。即：若自研制剂与参比制剂处方的 Ｑ１和
Ｑ２一致，再证明自研制剂与参比制剂的体外释放行
为一致，则可豁免生物等效性试验。２０１８年和２０１９
年相继修改了氯替泼诺碳酸乙酯眼用混悬剂、醋酸

泼尼松龙眼用混悬剂的生物的等效性要求，由原来

的“以 ＰＫ为终点指标的生物等效性实验”修订为
“体外实验或以ＰＫ为终点指标的生物等效性实验”。

本研究开展了环孢素眼用乳剂的体外释放研

究。采用干加热透皮扩散系统，以 Ｆｒａｎｚ扩散池，依
据ＦＤＡ相关指导原则的要求［４－１０］，建立了环孢素眼

用乳剂体外释放实验的评价方法，并进行了验证，包

括ＩＶＲＴ方法的滤膜惰性、专属性、灵敏度、选择性，
建立了ＨＰＬＣ法测定接收液中的环孢素方法，然后对
自研制剂体外释放等效性进行了评价。

１　仪器与试药
ＳＹＳＴＥＭ９１８－６干加热透皮扩散系统（ＬＯＧＡＮ

公司）；ＤＦ－１０１Ｓ型水浴锅（巩义市予华仪器公司）；
１２６０ＩｎｆｉｎｉｔｙⅡ 高效液相色谱 （安捷伦公司）；
ＸＳＲ２０５ＤΜ分析天平（梅特勒公司）；Ｓ２１０ｐＨ计（梅
特勒公司）；ＨＷＳ－２６型恒温水浴锅（上海一恒有限
公司），水为超纯水。

环孢素对照品（福建科瑞有限公司，批号

２１１２０１，纯度９９１％）；自研环孢素滴眼剂（实验室自
制，规格 ００５％、批号 ２１０９０５１３，），环孢素滴眼剂
（Ａｌｌｅｒｇａｎ公司，规格 ００５％，批号 Ｔ３３５２）；氯化钠
（上海泰坦科技有限公司，批号２０１９１６，分析纯）；磷
酸二氢钾（上海泰坦科技有限公司，批号２０１８１１，分
析纯）；磷酸氢二钠（上海泰坦科技有限公司，批号

２０１９１９，分析纯）；氢氧化钠（上海泰坦科技有限公
司，批号２０１４２１，分析纯）；无水乙醇（Ｆｉｓｈｅｒ公司，批

号 ２１０７５４，ＨＰＬＣ级）；甲醇（康科德公司，批号
２０２０ＭＨ０１２，ＨＰＬＣ级）；乙腈（康科德公司，批号
２０２０ＡＨ０１２ＨＰＬＣ级）；磷 酸 （Ｆｉｓｈｅｒ公 司，批 号
２１０９４４，ＨＰＬ级）；一次性注射器（济南泰医生物技
术，１ｍＬ，批号Ｐ１９０５２４９）；滤膜（聚醚砜膜和聚偏氟
乙烯膜，天津市津腾实验设备有限公司生产，孔径均

为 ０４５μｍ；硝酸纤维素膜，Ｃｙｔｉｖａ公司，孔径
为０４５μｍ）。
２　测定方法
２１　体外释放试验
２１１　测定法　采用 Ｆｒａｎｚ扩散池，接收池容量１２
ｍＬ，有效扩散面积为１５ｃｍ２。水浴温度为３５℃ ±
０５℃，转速６００ｒ·ｍｉｎ－１。试验开始前，安装预处
理后的滤膜，开启搅拌，排除滤膜下的气泡。量取环

孢素服用剂样品３００μＬ，缓慢加入到６个扩散池滤
膜上，于６０、１２５、１９０、２５５、３２０、３８５ｍｉｎ时取样８ｍＬ，
并即时补充相同温度相同体积介质。

２１２　接收液配制　称取氯化钠１６７６ｇ，磷酸二氢
钾３４ｇ，磷酸氢二钠３５５ｇ，用１Ｌ超纯水超声（功
率６００Ｗ，频率４０ｋＨｚ）溶解，再用１ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化
钠溶液调节 ｐＨ至６８±００５，得磷酸盐缓冲溶液。
取磷酸盐缓冲溶液１５Ｌ和无水乙醇１５Ｌ，混匀，超
声１５ｍｉｎ，即得。
２１３　滤膜预处理　取滤膜，剪成直径为２５ｍｍ的
圆形，用超纯水淋洗后，在接收液中浸泡 ３０ｍｉｎ后
备用。

２１４　数据处理　按以下公式计算单位面积累计
释放量：

Ｑｎ＝Ｃｎ
Ｖｃ
Ａｃ
＋
ＶＳ
Ａｃ
∑
ｎ

ｉ＝１
Ｃｉ－１

Ｑｎ＝每 单 位 面 积 在 时 间 （ｎ）释 放 的 量
（μｇ·ｃｍ－２）；Ｃｎ＝不同采样时间（ｎ）下接受介质中
的药物浓度（μｇ·ｃｍ－３）；Ｖｓ＝样品体积（ｃｍ３）；Ｖｃ＝
接受室容积（ｃｍ３）；Ａｃ＝有效扩散面积（ｃｍ

３）。

以每个扩散池单位扩散面积释放的药物量

（ｍｇ·ｃｍ－２）为纵坐标，时间的平方根（ｈ１／２）为横坐
标，作直线，计算该直线的斜率。药物释放应遵守

Ｈｉｇｕｃｈｉ方程［４］，即释放达稳态后单位面积累计释放

量于时间的平方根呈线性关系，直线部分的斜率代

表药物的释放速率。

２２　体外释放方法学验证
２２１　接收液　在３５℃下，测得环孢素在“２１２”
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项下接收液的饱和溶解度浓度为０８１４ｍｇ·ｍＬ－１。
当上药量为３００μＬ时（相当于约０３ｇ，本品的规格
为００５％，接受池体积为１２ｍＬ），则介质中理论最
大浓度为０１２５ｍｇ·ｍＬ－１，因此该接收液能够符合
漏槽条件。

称取环孢素对照品适量，加接收液溶解并稀释

成含环孢素为５６２１μｇ·ｍＬ－１的溶液，作为对照品
溶液。室温放置８ｈ，测得浓度为５６４４μｇ·ｍＬ－１，
回收率为１００４％，说明环孢素在接收液中室温放置
８ｈ稳定。上述结果表明，该溶液适合作为环孢素眼
用乳剂体外释放接收液。

２２２　滤膜惰性　取“２１１”项下对照品溶液
１２ｍＬ，分别浸入待考察的滤膜，于３５℃水浴下浸泡
６ｈ。照“２３１”色谱条件依法测定，并将结果与未
经滤膜浸泡的溶液相比较，同时观察膜的状态。每

种滤膜均平行考察３份。浸泡６ｈ后，硝酸纤维素膜
表明有起泡现象，说明与接收液不相容，不再考察。

滤膜惰性测定结果见表１。由结果可知，采用聚醚砜
膜回收率在９３％左右，说明该种类滤膜对环孢素有
一定程度的吸附。采用聚偏氟乙烯膜，溶液中环孢

素的回收率均值为 ９９％在 １００％ ±５％的范围
内［１１］，说明滤膜惰性符合要求。

表１　滤膜惰性研究结果
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｅｍｂｒａｎｅｉｎｅｒｔｎｅｓｓ

滤膜材质　

（ｆｉｌｔｅｒ　

ｍａｔｅｒｉａｌ）　

测定量／

（μｇ·ｍＬ－１）

０ｈ ６ｈ

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／

％

平均回收率

（ａｖｅｒａｇｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

聚偏氟乙烯膜（ＰＶＤＦ） ５６２１ ５５６８ ９９１ ９９０

５５６９ ９９１

５６０６ ９９７

聚醚砜膜（ＰＥＳ） ５２０１ ９２５ ９３０

５２１２ ９２７

５２１９ ９２８

２２３　专属性　依据等比例处方，制备等比例３个
规格（００２５％、００５％、００７５％）的环孢素眼用乳剂
（批号２１０９０５１３、２１０９０５１４、２１０９０５１５）。按照“２１”
项下体外释放实验方法，进行体外释放试验。结果

见表２。
以斜率Ｙ为纵坐标，规格Ｘ为横坐标，计算线性

相关性。得回归方程：

表２　体外释放专属性结果
Ｔａｂ．２　ＩＶＲＴｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ

批号

（ｂａｔｃｈ）

规格

（ｓｐｅｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ）／

％

６个扩散池斜率

（ｓｌｏｐｅｓｏｆｔｈｅｓｉｘ

ｄｉｆｆｕｓｉｏｎ）

斜率平均值

（ａｖｅｒａｇｅ

ｓｌｏｐｅｓ）

２１０９０５１３ ００２５ ０００９３ ００１０１

００１００

０００９９

００１０８

００１０７

０００９７

２１０９０５１４ ００５ ００２３７ ００２２８

００２３１

００２２６

００２１３

００２３０

００２２９

２１０９０５１５ ００７５ ００３２０ ００３２０

００３２８

００３１７

００３０５

００３１９

００３３０

Ｙ＝０４４０５Ｘ－００００４０００　ｒ＝０９９２５
结果表明，体外释放方法的专属性良好。

２２４　灵敏度　取 ３个规格（００２５％、００５％、
００７５％）的环孢素眼用乳剂 （批号 ２１０９０５１３、
２１０９０５１４、２１０９０５１５）。按照“２１１”项下体外释放实
验方法，和“２１４”项下的方法，计算斜率，如图１所
示。由图中可知，不同浓度水平的自研制剂释放均

符合Ｈｉｇｕｃｈｉ方程。同时，不同规格制剂的释放速率
不同，且释放速率随着样品规格的增大而增大，说明

本法灵敏度良好。

图１　体外释放灵敏度测定结果
Ｆｉｇ．１　ＴｈｅＩＶＲＴｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ
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２２５　选择性　采用００５％自研制剂为受试制剂，
原研制剂作为参照制剂。依据 ＳＵＰＡＣ－ＳＳ指南中
所述的统计方法，将６个扩散池上的受试制剂释放
速率分别与参照制剂的释放速率做比值，得到３６个
数值，按照从小到大的顺序排列，其中第８个数值和
第２９个数值的百分数形式应落在７５％～１３３３３％的
范围。再制备００２５％、００７５％２个规格自研制剂作

为受试制剂，同法实验并计算结果，２个规格
（００２５％、００７５％）９０％置信区间计算结果不应落在
７５％～１３３３３％的范围，结果见表 ３。由结果可知，
００５％环孢素眼用乳剂自研制剂的９０％置信区间落
在７５％～１３３３３％的范围，另外２个规格（００２５％、
００７５％）制剂９０％置信区间不落在７５％～１３３３３％的
范围，符合指导原则要求。本法选择性良好。

表３　ＩＶＲＴ选择性结果
Ｔａｂ．３　ＩＶＲＴｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ

受试制剂（ｔｅｓｔｅｄｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ）　　　 批号（ｌｏｔＮｏ．） 置信下限（ｌｏｗＣＩ）／％ 置信上限（ｈｉｇｈＣＩ）／％ 等效性（ｅｑｕｉｖａｌｅｎｃｙ）

０５％规格（ｓｔｒｅｎｇｔｈ；００５％） ２１０９０５１３ １０１８７ １１１４０ 合格（ｐａｓｓ）　 　

００２５％规格（ｓｔｒｅｎｇｔｈ；００２５％） ２１０９０５１４ ４１７９ ４５８１ 不合格（ｎｏｔｐａｓｓ）

００７５％规格（ｓｔｒｅｎｇｔｈ；００７５％） ２１０９０５１５ １３５９３ １４５８１ 不合格（ｎｏｔｐａｓｓ）

２３　高效液相色谱测定方法
２３１　色谱条件　采用ＯＤＳＨｙｐｅｒｓｉｌ（２５０ｍｍ×４６
ｍｍ，５μｍ）色谱柱，流动相为乙腈 －超纯水 －甲醇 －
磷酸（７５０∶２００∶５０∶０５），流速１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样体
积５０μＬ，柱温８０℃，波长２１０ｎｍ，运行时间１５ｍｉｎ。
２３２　专属性　对照品溶液：取“２２１”项下的对
照品溶液。

供试品溶液：按“２１１”项下的方法，依法操作，
取接收液作为供试品溶液。

空白溶液：取空白辅料０３ｇ，按“２１１”项下的
方法，依法操作，取接收液作为空白溶液。

取上述溶液和接收液适量，照“２３１”项下的方
法依法测定。结果表明：上述溶液均不干扰主峰的

测定。

２３３　定量限　取“２２１”项对照该溶液逐级稀
释，测得信噪比的约１０倍作为定量限浓度，测得本
法的定量限浓度为００７μｇ·ｍＬ－１。
２３４　线性与范围　精密量取“２３３”项下对照品
储备溶液适量，加接收液稀释成浓度分别为４４６２、
１７８５、８９３、１７９、０４５、０１４、００７μｇ·ｍＬ－１的溶
液，以峰面积Ｙ为纵坐标，以浓度 Ｘ为横坐标，绘制
标准曲线

Ｙ＝１２５４５３７Ｘ＋００７２７　ｒ＝０９９９８
环孢素线性范围在００７～４４６２μｇ·ｍＬ－１呈良

好线性关系。

２３５　回收率　精密量取“２３３”项下对照品储备
溶液适量，加空白辅料稀释成浓度分别８９３、１７９、

　　　　

Ａ．对照品（ｓｔａｎｄａｒｄｓｌｏｕｔｉｏｎ）　Ｂ．样品（ｓａｍｐｌｅ）　Ｃ．辅料（ｐｌａｃｅｂｏ）　

Ｄ．空白（ｂｌａｎｋ）

图２　ＨＰＬＣ专属性色图谱

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＨＰＬＣ
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００７μｇ·ｍＬ－１的溶液，作为低、中、高３个浓度水平
的回收率溶液，每个浓度水平平行制备３份。以外
标法计算回收率分别为１００７％、９８１％、９７９％，平
均回收率为 ９８９％，ＲＳＤ分别为 １４％、２１％和
３５％，结果表明，含量方法的回收率良好。
２３６　溶液稳定性　取供试品溶液，分别考察室温
放置０、２、４、６、８ｈ后峰面积的变化，计算峰面积的
ＲＳＤ，结果表明ＲＳＤ为１７％，表明供试品溶液室温

放置８ｈ稳定。
３　体外释放等效性评价

采用间隔上样，进行自研制剂与原研制剂对

比研究，得出单位面积下的累积渗透量和斜率。

采样时间点为 ６０、１２５、１９０、２５５，３２０、３８５ｍｉｎ。
结果见表４，将自研制剂的６个斜率分别与原研制
剂受试制剂的 ６个斜率做比值，得到 ３６个数值
（见表５）。

表４　参比制剂（批号Ｔ３３５２）与自研制剂（批号２１０９０５１３）单位面积下的累积释放量
Ｔａｂ．４　Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｐｅｎｅｔｒａｔｉｏｎｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅｐｒｅｐａｒａｔｏｎ（ｌｏｔＴ３３５２）ａｎｄｓｅｌｆ－ｄｅｖｅｌｏｐｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ（ｌｏｔ２１０９０５１３）

样品组　　　　

（ｇｒｏｕｐ）　　　　

时间的平方根

（ｓｑｕａｒｅｏｆｔｉｍｅ）

单位面积下的累计释放量（ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｒｅｌｅａｓｅｐｅｒｕｎｉｔａｒｅａ）／（ｍｇ·ｃｍ－２）

Ｎｏ１ Ｎｏ２ Ｎｏ３ Ｎｏ４ Ｎｏ５ Ｎｏ６

斜率

（ｓｌｏｐｅ）

参比制剂（ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ １０ ０００４　 ００１１９ ００１８９ ００２５１ ００３１４ ００３７４ ００２２９

ｐｒｅｐａｒａｔｏｎ） １４ ０００３８ ００１１２ ００１６４ ００２２４ ００２８５ ００３４４ ００２１１

１７ ０００４１ ００１０７ ００１６７ ００２２８ ００３　 ００３５　 ００２１４

２ ０００３６ ００１０１ ００１６３ ００２２６ ００２８９ ００３４８ ００２１６

２２ ０００３５ ０００９７ ００１６１ ００２２１ ００２８１ ００３４　 ００２１

２４ ０００３４ ０００８２ ００１４９ ００２１　 ００２７　 ００３２８ ００２０４

平均值（ａｖｅｒａｇｅ） ０００３７ ００１０３ ００１６６ ００２２７ ００２９０ ００３４７ ００２１４

自研制剂（ｓｅｌｆ－ｄｅｖｅｌｏｐ １０ ０００４２ ００１０４ ００１６２ ００２２０ ００２７６ ００３３２ ００２００

ｐｒｅｐａｒａｔｏｎ） １４ ０００４２ ００１０６ ００１６７ ００２２９ ００２９０ ００３４８ ００２１２

１７３ ０００４３ ００１０７ ００１６７ ００２２６ ００２８４ ００３４１ ００２０６

２ ０００３４ ０００９０ ００１４５ ００２００ ００２５５ ００３０７ ００１８９

２２ ０００４１ ００１０３ ００１６１ ００２１８ ００２７６ ００３３２ ００２０１

２４ ０００３５ ０００９４ ００１５０ ００２０６ ００２６１ ００３１７ ００１９４

平均值（ａｖｅｒａｇｅ） ０００３９ ００１０１ ００１５９ ００２１６ ００２７４ ００３３０ ００２００

表５　自研制剂与参比制剂的斜率比值
Ｔａｂ．５　Ｓｌｏｐｅｒａｔｉｏｏｆｓｅｌｆ－ｄｅｖｅｌｏｐｅｄｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｔｏｒｅｆｅｒｅｎｃｅｐｒｅｐａｒａｔｏｎ

参比制剂斜率

（ｓｌｏｐｅｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅｐｒｅｐａｒａｔｏｎ）

自研制剂斜率（ｓｌｏｐｅｏｆｓｅｌｆｄｅｖｅｌｏｐｅｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｐｒｅｐａｒａｔｏｎ）

００２００ ００２１２ ００２０６ ００１８９ ００２０１ ００１９４

００２２９ １１４５０ １０８０２ １１１１７ １２１１６ １１３９３ １１８０４

００２１１ １０５５０ ０９９５３ １０２４３ １１１６４ １０４９８ １０８７６

００２１４ １０７００ １００９４ １０３８８ １１３２３ １０６４７ １１０３１

００２１６ １０８０９ １０１９７ １０４９４ １１４３８ １０７５５ １１１４３

００２１０ １０５００ ０９９０６ １０１９４ １１１１１ １０４４８ １０８２５

００２０４ １０２００ ０９６２３ ０９９０３ １０７９４ １０１４９ １０５１５

　　将以上３６个数值按照从小到大的顺序排列，其
中第８个和第２９个数值的下限为１０１９７％、上限为
１１１４３％，落在７５％～１３３３３％的范围内，表明自研
制剂与原研制剂体外释放行为一致。

４　讨论
４１　ＩＶＲＴ关键参数

眼用制剂体外释放研究，尚无明确规范的装置

和接收液。相较成熟的口服制剂溶出度实验而言，
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体外释放实验可借鉴的不多，因而是一项有创新性 的研究。表６中对比了关键试验参数。

表６　口服制剂溶出曲线与体外释放试验特点对比
Ｔａｂ．６　ＴｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｂｅｔｗｅｅｎｏｒａｌｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎｃｕｖｅａｎｄＩＶＲＴ

特点（ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ）
口服制剂溶出曲线

（ｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆｏｒａｌｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ）
眼用制剂体外释放

（ＩＶＲＴｏｆｅｙｅｓｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ）

试验目的（ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ） 区分工艺和处方；模拟体内药动学，提高ＢＥ实验成功率；
豁免ＢＥ［１２］需谨慎，依据ＢＣＳ分类和指导原则（ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈ
ｂｅｔｗｅｅｎｐｒｏｃｅｓｓａｎｄｐｒｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ；ｅｖａｌｕａｔｅｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ
ｉｎｖｉｖｏｔｏｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｓｕｃｃｅｓｓｏｆＢＥｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ；ｅｘｅｍｐｔｉｏｎｓ
ｆｒｏｍＢＥ［１２］ｒｅｑｕｉｒｅｃａｕｔｉｏｎａｎｄａｒｅｂａｓｅｄｏｎＢＣＳｃｌａｓｓｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎａｎｄｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ）

表征药物释放性能；区分工艺和处方；当Ｑ１、Ｑ２、Ｑ３一致，且与
原研制剂体外释放速率无明显差异，可豁免ＢＥ［１３］（ｃｈａｒａｃｔｅｒ
ｉｚｅｄｒｕｇｒｅｌｅａｓｅｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ；ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｂｅｔｗｅｅｎｐｒｏｃｅｓｓａｎｄｐｒｅ
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ；ｅｘｅｍｐｔｆｒｏｍＢＥｗｈｅｎＱ１，Ｑ２，ａｎｄＱ３ａｒｅｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ
ａｎｄｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒｏｍｔｈｅｉｎｖｉｔｒｏｒｅｌｅａｓｅｒａｔｅｏｆｔｈｅ
ｏｒｉｇｉｎａｌｄｅｖｅｌｏｐｅｒ［１３］）

方案设计（ｐｒｏｇｒａｍｄｅｓｉｇｎ） 各国指导原则均明确规定，文献报道较多（ｃｌｅａｒｌｙｄｅｆｉｎｅｄ
ｉｎｎａｔｉｏｎａｌｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ，ｗｉｔｈｍｏｒｅｒｅｐｏｒｔｅｄｉｎｔｈｅｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ）

无明确规定，实验设计具备创新性（ｎｏｃｌｅａｒｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓ，ｅｘｐｅｒｉ
ｍｅｎｔａｌｄｅｓｉｇｎｉｓｉｎｎｏｖａｔｉｖｅ）

仪器设备（ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓａｎｄ
ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ）

篮法、桨法等。药典均有收载（ｂａｓｋｅｔ，ｐａｄｄｌｅｍｅｔｈｏｄ，ｅｔｃ
ａｒｅｉｎｃｌｕｄｅｄｉｎＰｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ）

立式扩散池；流通池；Ｆｒａｎｚ扩散池。药典没有收载（ｖｅｒｔｉｃａｌ
ｄｉｆｆｕｓｉｏｎｃｅｌｌ；ｆｌｏｗｃｅｌｌ；ＦｒａｎｚｄｉｆｆｕｓｉｏｎｃｅｌｌＮｏｔｉｎｃｌｕｄｅｄｉｎｔｈｅ
Ｐｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ）

人工膜（ｓｙｎｔｈｅｔｉｃｍｅｍｂｒａｎｅ） 不需要（ｎｏｎｅｅｄ） 为重点考察的关键内容（ｋｅｙｉｔｅｍｆｏｒｆｏｃｕｓｅｄｒｅｓｅａｒｃｈ）

介质（ｍｅｄｉｕｍ） 溶出介质：指导原则明确规定４种（ｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍ：ｔｈｅ
ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓｓｐｅｃｉｆｙｆｏｕｒｔｙｐｅｓ）

接受液：为重点考察的实验参数。应满足漏槽条件和稳定性

（ａｃｃｅｐｔｏｒｆｌｕｉｄ：ｉｓｔｈｅｋｅｙｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｔｏｂｅｅｘａｍ
ｉｎｅｄＳｈｏｕｌｄｍｅｅｔｌｅａｋｙｔａｎｋｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓａｎｄｓｔａｂｉｌｉｔｙ）

介质温度ｍｅｄｉｕｍｔｅｍｐｅ
ｒａｔｕｒｅ

３７℃ ３５℃

介质ｐＨ（ｍｅｄｉｕｍｐＨ） １０／１２、４５，６８、水（１０／１２、４５，６８、ｗａｔｅｒ） 未明确规定。可模拟人工泪液６５～７５（ｎｏｔｓｐｅｃｉｆｉｅｄｓｉｍｕ
ｌａｔｅａｒｔｉｆｉｃｉａｌｔｅａｒｓ６５ｔｏ７５）

转速（ｒｏｔａｔｉｏｎｓｐｅｅｄ） 篮法１００ｒ·ｍｉｎ－１；桨法５０／７５ｒ·ｍｉｎ－１（ｂａｓｋｅｔ１００ｒ·
ｍｉｎ－１；ｐａｄｄｌｅ５０／７５ｒ·ｍｉｎ－１）

Ｆｒａｎｚ扩散池通常为６００ｒ·ｍｉｎ－１（Ｆｒａｎｚｄｉｆｆｕｓｉｏｎｃｅｌｌｓａｒｅｔｙｐ
ｉｃａｌｌｙ６００ｒ·ｍｉｎ－１）

测试数量（ｎｕｍｂｅｒｏｆｔｅｓｔｓ） １２个制剂单位。原研制剂与自研制剂依次操作（１２ｆｏｒｍｕ
ｌａｔｉｏｎｕｎｉｔｓｓｅｑｕｅｎｔｉａｌｏｐｅｒａｔｉｏｎｏｆｏｒｉｇｉｎａｌａｎｄｓｅｌｆ－ｄｅｖｅｌ
ｏｐｅｄｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓ）

参考半固体制剂：一般为６个。原研与自研制剂交叉上样
（ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｅｍｉ－ｓｏｌｉｄｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓ：ｔｙｐｉｃａｌｌｙ６Ｃｒｏｓｓ－ｓａｍ
ｐｌｉｎｇｏｆｏｒｉｇｉｎａｔｏｒａｎｄｓｅｌｆ－ｄｅｖｅｌｏｐｅｄｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓ）

上样量（ｓａｍｐｌｅｓｉｚｅ） 不涉及（ｎｏｔａｐｐｌｉｃａｂｌｅ） 参考半固体制剂，为０３ｇ（ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｅｍｉ－ｓｏｌｉｄｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎ，
ａｓ０３ｇ）

采样时间（ｓａｍｐｌｉｎｇｔｉｍｅ） ５、１０、１５、２０、３０、４５ｍｉｎ 无明确规定（ｎｏｃｌｅａｒｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓ）

评价方式（ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄｓ）

ｆ２相似因子比较（ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｆ２ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｆａｃｔｏｒｓ） 依据Ｈｉｇｕｃｈｉ方程，依据统计学原理，第８个和第２９个数值落
在７５％～１３３３３％的范围内（ｂａｓｅｄｏｎｔｈｅＨｉｇｕｃｈｉｅｑｕａｔｉｏｎ，ｔｈｅ
８ｔｈａｎｄ２９ｔｈｖａｌｕｅｓｆａｌｌｗｉｔｈｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ７５％ ｔｏ１３３３３％
ｂａｓｅｄｏｎｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ）

方法建立的一般流程

（ｇｅｎｅｒａｌｐｒｏｃｅｓｓｏｆｍｅｔｈｏｄ
ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ）

溶出方法一般不需要筛选，参数相对固定［１４］（ｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄｓｇｅｎｅｒａｌｌｙｄｏｎｏｔｒｅｑｕｉｒｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇａｎｄｈａｖｅｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ
ｆｉｘｅｄｐａｒａｍｅｔｅｒｓ［１４］）

首先筛选接收液、人工膜，然后进行ＩＶＲＴ方法学验证，需满足
Ｈｉｇｕｃｈｉ方程。然后进行方法学验证［１５－１６］（ｒｅｃｅｉｖｉｎｇｓｏｌｕｔｉｏｎ
ａｎｄａｒｔｉｆｉｃｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｗｅｒｅｆｉｒｓｔｓｃｒｅｅｎｅｄ，ａｎｄｔｈｅｎＩＶＲＴｍｅｔｈ
ｏｄｏｌｏｇｙｖａｌｉｄａｔｉｏｎｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄ，ｗｈｉｃｈｎｅｅｄｅｄｔｏｓａｔｉｓｆｙｔｈｅ
ＨｉｇｕｃｈｉｅｑｕａｔｉｏｎＴｈｅｎｐｅｒｆｏｒｍｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙｖａｌｉｄａｔｉｏｎ）

方法学验证（ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙｖａｌｉ
ｄａｔｉｏｎ）

测定方法依照色谱法要求进行方法学验证，溶出度方法本

身一般无需验证（ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓａｒｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ
ｖａｌｉｄａｔｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓｏｆｔｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ
ｍｅｔｈｏｄ，ａｎｄｔｈｅｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｉｔｓｅｌｆｉｓｇｅｎｅｒａｌｌｙｎｏｔ
ｒｅｑｕｉｒｅｄｔｏｂｅｖａｌｉｄａｔｅｄ）

考察选择性、专属性、灵敏度，且与色谱学方法概念不同［１７］

（ｅｘａｍｉｎｅｓｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ，ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ，ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ，ａｎｄｉｓｃｏｎｃｅｐｔｕａｌｌｙ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒｏｍｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｍｅｔｈｏｄｓ）

４２　接收液选择
不同于口服制剂溶出度试验，眼用制剂的接收

液可以使用少量有机溶剂，一般以乙醇最为常见，但

比例不宜过高，否则容易引起反渗透。另外，过量的

有机溶剂会降低方法的灵敏度和选择性。除乙醇

外，实验中还考察了表面活性剂如ＳＤＳ。由于不同批

次ＳＤＳ具有比较大的变异性，同时容易产生气泡，气
泡附着在滤膜下方，妨碍药物的释放行为，故最终选

择磷酸盐－乙醇体系。接收液在使用前需要进行脱
气。接收液的温度，一般为模拟药动学行为，采用

３５℃，与眼表温度一致。研究结果显示，药物在介质
中的稳定性好，且对测定无干扰，适用于本品的体外
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释放研究。

４３　人工膜的选择
理想的人工膜，要兼顾膜惰性和透过率。通过

对人工膜浸泡处理，可提高膜的稳定性，降低膜批间

差异性。本研究结果表明，选择的人工膜惰性良好。

选择０４５μｍ孔径的人工膜使得释放速度适中，透
过性良好。

４４　ＩＶＲＴ方法学意义
ＩＶＲＴ的验证内容包括选择性、灵敏度、专属性

等。选择性是指在拟定实验条件下，不同规格和工

艺的释放速率应该有所差异，且与原研制剂不等效。

但目标规格的自研制剂应与原研制剂等效。灵敏度

是指不同规格的制剂释放速率应有所差异。专属性

是指释放速率应与不同规格处方的制剂有一定的比

例关系［１８］。方法学验证表明，上述内容均符合 ＦＤＡ
指导原则的相关要求。

综上，采用该法对自研制剂和参比制剂进行了

体外释放研究，结果表明，自研制剂和参比制剂体外

释放一致，本法适用于环孢素眼用乳剂的体外释放

研究。
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