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卤离子及pH对盐酸奈必洛尔溶解度的影响及

对区分性溶出介质的探究
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摘要: 药物的溶解度既是开发药物口服固体制剂满足漏槽条件、有区分性的体外溶出度方法的基础, 也是影响

药物体内外相关的重要因素。本文测定了盐酸奈必洛尔在不同pH、不同卤盐及不同盐浓度下的溶解度。在pH 5.0～1.0

内, 盐酸奈必洛尔的溶解度随着 pH值降低而降低、且随着加入的NaCl、NaBr和NaI浓度升高而降低。在酸性介质

中, 盐酸奈必洛尔的溶解度高于漏槽条件的下限。加入适量的盐可使盐酸奈必洛尔的溶解度降低到漏槽条件的下

限。通过检测研发阶段的仿制药处方的溶出度, 发现漏槽条件下限的介质有区分性, 且与空腹条件下的体内数据有

一定的相关性 (体内生物等效性试验方案获得伦理委员会审查批准)。
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Abstract: The solubility of nebivolol hydrochloride was determined in acidic aqueous media in the absence

and presence of different concentration of NaCl, NaBr, or NaI at 37 ℃ in order to facilitate proper selection of

dissolution media that have adequate discriminating power for enhancing the likelihood of a generic drug product

to successfully pass in-vivo bioequivalence test. In the range of pH 5.0 to pH 1.0, the solubility of nebivolol hydro‐

chloride decreased with the decrease in the pH of aqueous solution, and the solubility of nebivolol hydrochloride

further decreased with the increase in the concentration of added sodium chloride. The solubility decrease of a few

weakly basic drug molecules in acidic media and in higher concentration of added chloride was published previously

by other researchers, and the observed decrease in the solubility in the presence of higher chloride concentration

was interpreted in terms of common-ion effect. However, the results in this paper showed that the solubility of

nebivolol hydrochloride also decreased when sodium chloride was replaced with sodium bromide or iodide. The

approach described in this paper (i. e. substituting sodium chloride with sodium bromide or iodide) provides an
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effective method to verify whether common-ion effect is the true (or at least the sole) driving force behind the

observed decrease in the solubility of nebivolol hydrochloride in the presence of sodium chloride. The solubility

decrease reported in this paper can be interpreted in terms of salting-out effect of sodium chloride, bromide, and

iodide. For hydrochloride salt of a weakly basic drug molecule like nebivolol hydrochloride, its solubility in an

acidic dissolution medium can be purposely decreased to the lower end of sink condition by adding sodium

chloride to make the resulting medium more discriminating. As shown in this paper, a medium at pH 1.2 with

added sodium chloride is discriminating and this medium is shown to be bio-relevant to the in-vivo data collected

under fasting condition (in-vivo study protocol was approved by Institutional Review Board).

Key words: solubility; salt; common-ion effect; salting-out effect; dissolution; bioequivalence

溶解度是小分子化学药物的一个重要物理性质。

首先, 溶解度对药物在人体内溶解、吸收的动力学有重

要的影响[1], 其次, 溶解度对开发药物口服固体制剂体

外溶出度方法, 尤其是开发对药物体内释放和吸收有

指导意义的溶出度方法具有非常重要的影响。

盐酸奈必洛尔 (nebivolol hydrochloride, NBL, 图

1) 是美国 FDA2007年批准上市的第三代 β受体阻滞

剂。为了选择溶解度接近漏槽条件下限的溶出介质从

而为研发NBL仿制药建立有区分性的溶出度方法, 本

文研究了 NBL在不同 pH、不同卤盐及不同盐浓度下

的溶解度, 并发现了一些值得进一步研究的现象。

材料与方法

药品 NBL (纯度 100.0%, 华海药业股份有限公

司, 批号: D5283-16-002); 奈必洛尔仿制药 (上海普霖

贝利生物医药研发有限公司 , 20 mg, 批号: PB-1603-

18002); 参比制剂 (美国 Forest Pharmaceuticals 公司 ,

20 mg, 批号: W00849); 盐酸、NaCl、NaBr (分析纯, 国

药集团化学试剂有限公司); NaI (分析纯, 上海阿拉丁

生化科技股份有限公司); 磷酸、甲醇 (色谱纯, 霍尼韦

尔中国有限公司); 纯化水采用 ELGA水纯化系统 (英

国ELGA公司) 制得。

仪器 Bluepard® THZ-300 /300C 型恒温培养摇

床; 1260 series高效液相色谱仪、Cary 60紫外分光光度

计 (美国安捷伦公司); Sciex API 4000质谱仪 (美国AB

公司)。

溶解度测定 采用高效液相色谱法测定 NBL在

37 ℃下饱和溶解度。色谱柱为 Waters Atlantis® T3,

C18 (50 mm×4.6 mm, 5 µm), 流动相为乙腈 (含 0.1%

甲酸): H2O (含 5 g·L-1甲酸铵和 0.1%甲酸) (40∶60), 流

速为 1.0 mL · min-1, 柱温 45 ℃ , 检测波长 280 nm, 进

样量 20 µL。在纯化水加入适量盐酸和规定量的盐

(NaCl、NaBr、NaI 或 KCl) 后配制成不同 pH 值和不同

盐浓度的溶剂, 并用 pH计测定 pH值。加入NaI的溶

剂在放置 24 h 后溶液呈微黄色。将过量 NBL (粉末

状) 加入含有 25 mL溶剂的 50 mL量瓶中 (每个 pH值

条件下的样品制备两份), 放入恒温培养摇床在 37 ℃
条件下以 180 r ·min-1速度振摇 (托盘振幅为 20 mm)。

24 h 后取出并用手摇晃数秒 , 移取约 8 mL 混合物至

10 mL塑料离心管中, 在37℃高速离心 (10 000 r·min-1)

10 min, 取 2 mL 上清液加入已含有 2 mL 稀释液的

5 mL塑料样品管中 (稀释液为甲醇和水的混合物, 其

比例为 7∶3), 封口, 手摇使内容物混合均匀。取适量的

样品液放入HPLC小瓶内, 采用外标法定量并计算溶

解度。10 mL塑料离心管中剩余的上清液用于测定每

个饱和溶液的pH值。

体外溶出度实验 按照《中国药典》2015年版溶

出度与释放度测定法第二法 (桨法) 装置, 以 pH 1.2盐

酸 (含有 0.034 mol · L-1 NaCl) 900 mL 为溶出介质 , 转

速 50 r · min-1, 温度 (37 ± 0.5) ℃。用紫外分光光度计

检测NBL溶出度, 检测波长为280 nm。

体内生物等效性试验 体内生物等效性试验方案

经伦理委员会审查批准并得到受试者知情同意。血浆

中奈必洛尔浓度采用 LC-MS/MS方法进行定量分析,

色谱柱为 Phenomenex Kinetex Biphenyl (50 mm ×3.0

mm, 2.6 µm)。40例健康的受试者被随机地分为人数

相同的两组。奈必洛尔仿制药 (A) 和参比制剂 (B) 在

双盲情况下分别给这两组健康的受试者在空腹状态下

服用。一个组内的每个受试者按 AB 顺序先服用 A

1片再服用B 1片, 在服用这两片药片之间有一个为期

两周的清洗期; 另一个组内每个受试者按BA顺序先

后服用B和A各 1片, 在服用这两片药片之间同样有

一个为期两周的清洗期。在本文中, 受试者服用仿制药

时称为Treatment A, 而服用参比制剂时称为Treatment

B。于服药后0、0.25、0.5、0.75、1、1.25、1.5、1.75、2、2.5、

Figure 1 Nebivolol hydrochloride (NBL)
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3、3.5、4、5、6、8、12、16、24、36、48和 72 h取血。采用内

标法定量, 以奈必洛尔-d4为内标, 在 25 ℃柱温条件下

进行梯度洗脱。

受试者年龄 23～64 岁 , 身高 151.1～192.6 cm, 体

重 50～100.4 kg, 身体质量指数 (BMI) 20.8～29.8。受

试者中白人 21人, 黑人 9人, 西班牙裔 6人, 其余为亚

裔。因第 26号受试者退出了此项试验, 故共有 39例受

试者的数据用于体内生物等效性的研究。

结果与讨论

1 盐酸奈必洛尔在不同 pH值、不同卤盐及不同浓度

的介质中的溶解度

1.1 不同pH值的水中盐酸奈必洛尔的溶解度 奈必

洛尔在水中的溶解度很低, 只有 0.040 3 mg·mL-1 [2]; 与

盐酸反应生成NBL在水中的溶解度上升, 文献[3]中报

道的值为0.761 mg·mL-1, 增加了近20倍。通常的解释

是: 奈必洛尔极性不强, 形成盐酸盐后, 分子的极性增

加, 从而易于溶解在极性溶剂水中。采用“成盐”的方

法可增加难溶的弱碱性药物分子的溶解度[4]。在 37 ℃
条件下, 测得NBL在水里的溶解度为 1.5 mg·mL-1, 约

为文献中报道数值的 2 倍。这个差别应是温度造成

的。向水里加盐酸使其 pH值从中性降低到酸性或强

酸性后, 测得NBL的溶解度随着 pH值的降低而降低

(表 1和图 2)。经典溶解度的理论可以解释表 1中溶解

度的变化趋势: NBL分子里含有氯离子, 而盐酸分子

里也含有氯离子。当加入较多盐酸而使溶剂 (水) 的

pH值降低时, 溶剂里的氯离子增多。同离子效应发挥

作用, 溶剂中过多的氯离子促使溶解平衡向溶解的逆

方向移动, 从而抑制了NBL分子的溶解。因此, 水里

添加的盐酸越多, NBL的溶解度越低。

1.2 pH 1.2条件下NaCl浓度不同时盐酸奈必洛尔的

溶解度 按美国药典配制的模拟胃液 (不含胃蛋白酶)

的 pH 值约为 1.2。此介质含有 0.034 mol · L-1 NaCl。

NBL在此介质中的溶解度为 0.073 mg · mL-1, 低于 pH

1.2 (不含NaCl) 时NBL的溶解度 (0.100 mg·mL-1)。表

2 和图 3 显示 , 在 pH 1.2 条件下 , NaCl 的浓度越高 ,

NBL的溶解度越低。

用同离子效应亦可解释 NBL 的溶解度变化趋

势。而一些弱碱性的药物分子的溶解度随着 pH值降

低而降低、随着溶液中氯离子浓度的升高而降低的

实验数据早已发表。例如, 在pH 3.1～1.1区间, 盐酸氟

哌啶醇 (haloperidol hydrochloride) 的溶解度随 pH 值

降低而降低[5]; 在 pH 3.45～0.90 区间 , 盐酸非那吡啶

(phenazopyridine hydrochloride) 的溶解度随着 pH值降

Table 1 Solubility of NBL in different pH at 37 ℃. a: The pH of

solvent in the absence of NBL. The pH was adjusted using hydro‐

chloric acid; b: The pH of the supernatant of the mixture of the

solvent and NBL (in excess) after being shaken mechanically at

37 ℃ for 24 hours; c: This is the pH of purified water generated in

analytical lab and no hydrochloric acid was added. Unless other‐

wise stated in this paper, the solubility values are raw data without

being rounded. These individual values may reflect variability of

the determination of the solubility. The number of decimal places

does not reflect the number of significant figures. For example,

1.515 does not mean the number of significant figures is four

pHa

5.970c

5.970c

3.037

3.037

2.013

2.013

1.226

1.226

pHb

5.094

4.970

3.138

3.153

2.103

2.117

1.262

1.254

Solubility/mg·mL-1

Individual

1.515

1.502

1.356

1.342

0.516

0.524

0.099

0.101

Average (n=2)

1.509

1.349

0.520

0.100

Figure 2 Average solubility of NBL in different pH at 37 ℃

Table 2 Solubility of NBL at pH 1.2 in the presence of different

concentration of sodium chloride at 37 ℃ . a: The pH of solvent in

the absence of NBL. The pH was adjusted using hydrochloric acid;

b: The pH of the supernatant of the mixture of the solvent and

NBL (in excess) after being shaken mechanically at 37 ℃ for 24

hours

[NaCl]/ mol·L-1

0

0.034

0.050

0.064

0.100

pHa

1.226

1.226

1.226

1.226

1.236

1.236

1.209

1.209

1.223

1.223

pHb

1.262

1.254

1.296

1.311

1.229

1.261

1.244

1.246

1.261

1.258

Solubility/mg·mL-1

Individual

0.099

0.101

0.072

0.073

0.070

0.078

0.069

0.060

0.058

0.062

Average (n=2)

0.100

0.073

0.074

0.065

0.060
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低而降低[6]。而 Streng等[7]曾在 1984年报道，在NaCl

和HCl的双重影响下一些弱碱性药物分子溶解度降低

的现象。值得注意的是, Streng在讨论观察到的结果

时较为严谨, 没有将溶解度降低的现象称为同离子效

应 , 但其他文献[8,9]在提及同离子效应时引用了此文

结果。

举例说明同离子效应一词中“同离子”这个概念。

当 AgCl溶解在水中并达到平衡后 , 其状态可用下式

表示:

AgCl⇌Ag+ + Cl- (1)

式中的氯离子来自于溶解的氯化银。如果向 (1)

式表示的已达到平衡的体系中加入此体系已含有的组

分, 例如通过加入NaCl而引入Cl-, 则加入的氯离子使

平衡向其左侧移动, 这个使平衡发生移动的现象称为

“同离子效应”; 如果向 (1) 式表示的已达到平衡的体

系中加入此体系未含有的组分, 例如加入含有溴离子

的盐NaBr而使平衡发生了某种变化, 其效应不应称为

“同离子效应”。溴离子和氯离子有其共同点, 二者皆

为阴离子。就其所带电荷而言, 溴离子和氯离子都是

(1) 式中 Ag+的“反离子”(counterion)。但溴离子与氯

离子不是严格意义上的同离子。加入溴离子对 (1) 式

所产生的任何效应, 不应视为同离子效应。

1.3 pH 2.0条件下卤离子浓度不同时盐酸奈必洛尔

的溶解度 为了探究“同离子效应”是否是造成 NBL

溶解度降低的驱动力, 使用盐酸将水的 pH值调至 2.0,

然后分别加入不含氯离子的NaBr和NaI, 实验结果见

图 4A。在 pH 2.0条件下, 只要加入盐, 即使所加的盐

里不含氯离子而含溴离子或碘离子, NBL的溶解度皆

降低。

1.4 pH 3.0条件下卤离子浓度不同时盐酸奈必洛尔

的溶解度 在 pH 3.0条件下添加盐和不添加盐时的溶

解度见图 4B。加入NaBr或NaI同样使NBL溶解度降

低。由此可见, 来自 NaCl的氯离子不是造成 NBL溶

解度降低的唯一驱动力。

1.5 以磷酸调节pH时卤盐浓度对盐酸奈必洛尔溶解

度的影响 磷酸是实验室常用的酸化剂。用磷酸来替

代盐酸调节介质的 pH值并且以卤化钠作为添加剂时,

亦出现溶解度降低的现象。pH 3.0条件下不同盐浓度

时NBL的溶解度见图4C。

1.6 同离子效应不是 NBL 溶解度降低的真正驱动

力、至少不是唯一驱动力 经典溶解度理论中的一些

概念 (如离子强度、卤离子的离子半径、极化率等) 或

盐析可以定性地解释本文中NBL溶解度随着盐的浓

度增加而降低的现象。此外 , 当 NaCl 被 NaBr或 NaI

替代时, 0.05 mol·L-1溴盐导致溶解度降低的幅度大于

Figure 3 Average solubility of NBL at pH 1.2 in the presence of

different concentration of NaCl at 37 ℃

Figure 4 Solubility of NBL at pH 2.0 (A), pH 3.0 (B), and pH

3.0 (adjusted with phosphoric acid, C) in the presence of sodium

halide at 37 ℃
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0.05 mol·L-1氯盐, 其原因可能是溴离子的离子半径比

氯离子大, 相同摩尔浓度的溴离子对溶剂化的溶质分

子周围的溶剂分子的竞争力强于氯离子。0.05 mol·L-1

碘盐引起的溶解度降低幅度与 0.05 mol ·L-1溴盐导致

的降低幅度相似, 其原因可能是碘离子的离子半径虽

然比溴离子更大, 但碘离子的极化率高于溴离子, 对溶

剂化的溶质分子周围的溶剂分子产生的影响比溴离子

弱。因此, 用等摩尔的碘盐替代溴盐没有引起NBL溶

解度进一步降低。

NBL在介质中的溶解度至少受下列因素的影响:

NBL的晶格能、盐的阳离子和盐的阴离子的溶剂化能

等。介质中各种离子的存在不可避免地影响了溶质分

子的溶剂化能。当 NBL 在介质中的溶解度达到饱

和时,

E液=E固

式中 E液是包含介质、卤离子等在内的液相的能

量, E固是由 NBL分子组成的固相的能量。这个等式

决定了介质中NBL的溶解度。如果向介质中加入氯

离子、溴离子或碘离子引起介质的物理性质发生变化

(如引起液相中溶质分子的溶剂化能发生变化等), 则

NBL在此介质中的溶解度将不可避免地改变。将加

入氯离子而使NBL溶解度降低的现象 (图3) 与加入溴

离子、碘离子而使NBL溶解度降低的现象 (图 4) 相比,

可见氯化钠的作用与溴化钠、碘化钠的作用类似: 对已

溶解于介质中的NBL分子产生盐析效应。由此可见,

氯离子的同离子效应不是NBL溶解度降低的真正驱

动力, 至少不是NBL溶解度降低的唯一驱动力。曾有

研究者在同一篇文献中用氯化钠的盐析效应和氯离子

的同离子效应来解释某些药物分子溶解度降低、盐析

常数增加的现象[10]。如果将本文中氯离子浓度增加造

成NBL溶解度降低的现象称为“同离子效应”, 则此效

应仍属于卤离子盐析效应的范畴, 即卤离子族中氯离

子的盐析效应。近年来, 将盐析用于药物合成的后处

理步骤以便降低产物溶解度、提高萃取的得率亦有新

进展[11]。

2 盐酸奈必洛尔的体外溶出曲线和空腹体内血药浓

度-时间曲线

2.1 盐酸奈必洛尔仿制药和参比制剂在 pH 1.2介质

中溶出度曲线 测定NBL的溶解度和理解卤离子的

盐析效应不是本文的最终目的。其目的是利用卤离子

的盐析效应将NBL在酸性介质中的溶解度降低到漏

槽条件下限以便找到具有适当区分性的溶出度方法。

而有适当区分性的溶出度方法一般是指含有相同原料

药但处方或工艺不同的制剂成品在用该方法检测溶出

度时 , 其溶出曲线表现出差异。NBL 是 BCS II 类药

物。开发固体口服制剂体外溶出度方法时, 所使用的

介质不宜是此药物的优良溶剂亦不宜是此药物的不良

溶剂。否则, 药物分子在前一种情形下溶出太快从而

使溶出度方法失去必要的区分性; 而在后一种情形下

药物有效成分几乎不溶出因此无法为制剂处方研发者

提供必要的溶出度信息。在开发NBL仿制药的过程

中, 需要寻找有适当区分性的溶出介质。通过调节 pH

和加入盐, 有目的地将NBL的溶解度降低到漏槽条件

的下限 (即饱和溶液所需介质体积的 3倍左右)[12], 并

在这样的介质中将仿制药的溶出行为与参比制剂的溶

出行为进行比较。

胃液 pH值一般在 1～3之间, 0.01 mol ·L-1盐酸介

质的 pH大约在此范围的中点[13-15]。在进行溶出度实

验时, 0.01 mol ·L-1盐酸介质 900 mL可以溶解至少 15

片NBL (20 mg/片)。而用盐酸将 pH值调节至 1.2并加

入NaCl使其浓度达到 0.034 mol·L-1后, 900 mL介质只

能溶解大约 3片NBL (即漏槽条件的下限)。在此介质

中, NBL产品开发阶段的两个处方与参比制剂的溶出

曲线见图 5A。FDA有关指导原则推荐使用相似因子

(f2) 评价仿制药与参比制剂的溶出度差异[16]。 f2>50

时, 两条溶出曲线为相似。通过计算, 仿制药处方 1与

参比制剂溶出曲线 f2为 37, 而仿制药处方 2与参比制

Figure 5 Dissolution profiles (dissolution parameters: pH 1.2

buffer containing 0.034 mol·L-1 NaCl, 900 mL; paddle, 50 r·min-1).

A: Comparison of reference listed drug (RLD) with formulations

1 and 2; B: Comparison of RLD with formulation 3
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剂溶出曲线 f2为 49。二者的 f2均小于 50, 故两种处方

与参比制剂溶出行为不相似。仿制药处方 3和参比制

剂溶出曲线的对比见图5B。二者的溶出行为相似。

2.2 盐酸奈必洛尔仿制药和参比制剂在空腹条件下

体内血药浓度-时间曲线 当使用仿制药处方 3进行

人体生物等效性试验时, 空腹条件下的试验数据符合

体内生物等效的接受标准 (图 6和表 3), 从而证明了空

腹条件下此处方和参比制剂生物等效。图 6与图 5B

之间似乎呈现某种程度的相关。若要得到更可靠的结

论, 还需要进行体外体内相关性的研究和分析。

结论

溶解度数据是开发具有适当区分性溶出度方法的

重要信息。本文中NBL在不同 pH值、不同盐浓度条

件下溶解度的变化趋势提供了酸性条件下调节溶解度

使之接近漏槽条件下限的有效途径, 使研发人员较为

迅速地确定了具有适当区分性的体外溶出介质, 缩短

了空腹条件下与参比制剂体内生物等效的仿制药产品

开发的时间。在开发具有适当区分性的溶出度方法

时, 漏槽条件的下限是一个值得重视和利用的条件。

这是因为药物分子在介质中的溶解度越高, 制剂中药

物分子的溶出速度越快, 则越容易削弱溶出度方法的

区分性。如果药物有效成分是弱碱的盐酸盐且其溶解

度在酸性介质中较高而造成介质的区分性较弱时, 可

考虑本文介绍的“盐析”方法 (即加入适量的盐) 将该

药物在酸性介质中的溶解度调控到漏槽条件的下限。

毋庸讳言, 对不同处方有区分性的溶出介质不一定能

预测这些处方中的药物在体内溶出或吸收的快慢。但

是, 在具有区分性的溶出介质中观察到相似或不相似

的溶出曲线时, 这些溶出行为对仿制药的研发有一定

的参考价值。
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