
 

·1256·      Chin J Mod Appl Pharm, 2017 September, Vol.34 No.9                      中国现代应用药学 2017 年 9 月第 34 卷第 9 期 

基于生物等效性分析呋塞米片体内外试验的相关性 
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摘要：目的  开展体内外相关性试验以探讨国内生产的呋塞米片的药物溶出度试验是否可以替代生物等效性试验。方法  

选择呋塞米片受试与对照制剂，按照中国药典要求和光纤药物溶出度实时测定仪测试方法，监测呋塞米累积溶出百分率

并计算 f2 相似因子，测定 2 种制剂的体内血药浓度并计算药动学参数，测算其体内吸收分数、生物利用度和生物等效性，

分析呋塞米片体内外试验的相关性。结果  经 f2 相似因子方法评估，受试与对照制剂的呋塞米溶出曲线相似，2 种制剂

的主要药动学参数 tmax、Cmax、AUC0-24 和 AUC0-∞、生物利用度和生物等效性均差异明显，其体内百分吸收系数和体内外

试验的相关性较差。结论  国内生产的呋塞米片的药物溶出度试验尚不能替代生物等效性试验。 
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Analysis of in Vitro-in Vivo Correlation of Furosemide Tablets Based on Bioequivalency 
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ABSTRACT：OBJECTIVE   To do the test of in vitro-in vivo correlation(IVIVC) for discussing whether or not drug 

dissolution test of Furosemide tablets produced in the domestic could be replaced by bioequivalency(BE). METHODS  The 
tested and control preparations of furosemide were selected. According to methods of requirements of the Chinese 
Pharmacopoeia 2015 and monitoring of fiber-optic in site dissolution testing equipment, the percent of accumulation furosemide 
dissolution were monitored and similar factor f2 were calculated. The blood drug concentration of tested and control dosage 
forms in vivo were determined and the pharmacokinetic parameters were counted. The percent of absorption, bioavailability(BA) 
and BE were measured. IVIVC of Furosemide tablets was analyzed. RESULTS  Two furosemide dissolution curves of tested 
and control preparations were similar by the way of similar factor f2 evaluation. The differences of main pharmacokinetic 
parameters such as tmax, Cmax, AUC0-24 and AUC0-∞, BA and BE between two preparations were significant. The discrepancy of 
the percent of absorption in vivo and IVIVC of Furosemide tablets were not significant. CONCLUSION  The BE of 
Furosemide tablets produced in the domestic can’t replaced by the drug dissolution test at present. 
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生物等效性 (bioequivalency，BE)是仿制药

(abbreviated new drug application，ANDA)质量控

制的 终鉴定标准，某些 ANDA 的质量可以用药

物溶出度替代一致性评价，但是，基础是体内外

试验须有相关性。对于溶解度较低的常用利尿剂

呋塞米片，WHO 将其列入 BCS 分类系统中的Ⅳ

类[1]，有的研究基于化合物疏水常数即 CLogP 值

将其分为Ⅱ类，或基于油水分配系数即 LogP 值将

其分为Ⅳ类[2]。而对于 BCS Ⅱ类的弱酸性药品，

且符合一定的溶解度要求，WHO 建议可以溶出度

替代 BE 即生物豁免。《普通口服固体制剂溶出度

试验技术指导原则》提出，BCS Ⅱ类药品，溶出

是药物吸收的限速步骤，有可能建立较好的体内

外相关性(in vitro-in vivo correlation，IVIVC)[3]。对

此，本实验就国内呋塞米片的药物溶出度与 BE 的

相关性进行研究。 

1  仪器与试药 

1.1  仪器 

FODT-601 光纤药物溶出度实时测定仪(富科

思生物技术有限公司)；ZKT-18 型真空脱气仪(天

大天发科技有限公司 )；CPA224S 型电子天平 

(d=0.1 mg)、ME.225S 型电子天平(d=0.01 mg)均购

自 Sartorius 公司；Agilent 1100 型高效液相色谱仪

(美国 Agilent 公司)；UV-2450 型紫外分光光度仪
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(日本岛津公司)；PHS-SB 型精密酸度计(上海虹益

仪器仪表有限公司)；TCL-16C 型低温离心机(湖南

星科科学仪器有限公司)；AKHL-Ⅲ-16 型艾柯超

纯水仪(成都康宁实验专用纯水设备厂)；YKH-Z

型涡旋混合器(江西医疗器械厂)。 

1.2  试药 

呋塞米对照品(中国食品药品检定研究院，批

号：100281-201204，纯度：100.0%)；呋塞米对照

制剂(上海朝晖药业有限公司，批号：12111398，

规格：每片 20 mg)；呋塞米受试制剂(江苏亚邦药

业集团，批号：1207067，规格：每片 20 mg)。 

实验用水为超纯水(电导率<10 μS·cm1)；氢氧

化钠 (批号： 20131006)、磷酸二氢钠 (批号：

20121028，20121102，均为分析纯)、磷酸(批号：

20130602)均购自天津市致远化学试剂有限公司；

乙腈[色谱纯，赛歌飞世尔科技(中国)有限公司，

批号：A998-4]；。 

1.3  动物 

健康 SD 大鼠，体质量 180~220 g，♀♂各半，

均由新疆医科大学动物实验中心提供，实验动物

许可证号：SCXK(新)2011-0004。 

2  方法与结果 

2.1  实时测定药物溶出度 

2.1.1  溶液的制备  溶出介质按中国药典 2015 年

版[4]Ⅱ部项下规定，配制呋塞米片溶出介质：pH 

5.8 磷酸盐缓冲液。 

对 照 品 溶 液 ： 精 密 称 定 对 照 品 呋 塞 米

31.95 mg，置 200 mL 量瓶中，用溶出介质溶解并

定容，即得浓度为呋塞米 0.159 7 mg·mL1 的对照

品贮备液。 

2.1.2  方法学验证   ①仪器条件：检测采用

FODT-601 仪；取 23.955 μg·mL1 的对照品溶液(即

取对照品贮备液 15 mL，置于 100 mL 量瓶中，加

溶出介质定容)，预先在 UV-2450 紫外可见分光光

度计上扫描，确定呋塞米的检测波长为：277 nm，

消除辅料干扰的参比波长为 550 nm；传感探头的

光程同为 3 mm。 

②线性关系：精密移取对照品贮备液 3，5，7，

9，11，13，15 mL，至 100 mL 量瓶，用溶出介质

稀释至刻度，摇 ，其系列浓度为呋塞米 4.791，

7.985 ， 11.179 ， 14.373 ， 17.567 ， 20.761 和

23.955 μg·mL1。分别加入 1~6 号 10 mL 测定标准

曲线用烧杯中，固定测定波长和参比波长，规定适

宜的时间间隔，将光纤探头浸入线性考察用对照品

溶液中，扫描系列标准溶液，得到 6 个通道的药物

浓度(折算成相对药物溶出百分率)-吸光度吸收光

谱，以药物溶出百分率C与吸光度A进行线性回归，

得到相应的 6 条回归方程，分别为：通道 1，

C=0.30+131.2A，r=0.999 9；通道 2，C=0.70+ 

130.8A，r=1.000 0；通道 3，C=0.90+129.8A，

r=1.000 0；通道 4，C=1.10+130.7A，r=1.000 0；通

道 5，C=0.20+131.2A， r=0.999 9；通道 6，

C=0.40+130.7A，r=1.000 0，其平均回归方程为

C=0.60+130.73A，相关系数 r=0.999 9；表明方法

的线性关系良好，线性范围 4.791~ 23.955 μg·mL1。 

③仪器精密度：取 23.955 μg·mL1 的对照品溶

液，用 FODT-601 仪连续测定 6 次，测定仪器精密

度，RSD 值为 0.76%，结果表明仪器精密度良好。 

④稳定性：取 23.955 μg·mL1 的对照品溶液，

分别在 1，4，7，9，12 h 测定对照品溶液浓度，

RSD 值为 1.20%，结果表明对照品溶液在 12 h 内

稳定。 

2.1.3  药物溶出度测定[5-7]  依照标准曲线方法，

分别在 0，2，5，8，10，15，20 和 30 min 时间点，

采用 FODT-601 仪实时在线分别测定呋塞米片对

照和受试制剂随时间变化的药物累积溶出百分率

(呋塞米片对照制剂简称为 FSMR；呋塞米片受试

制剂简称为 FSMT)。监测发现，FSMT 的药物累

积溶出百分率略低于 FSMR，结果见图 1；f2 相似

因子计算结果为 46.36，根据日本文献有关判定普

通制剂药物溶出曲线相似的 f2 因子限度值规定，

受试与对照制剂药物溶出曲线相似(参比与受试制

剂在 15~30 min 平均溶出率达 85%以上时，

f2>42)[8-10]。 

 
图 1  呋塞米片受试与对照制剂的药物累积溶出百分率曲线 

Fig. 1  The curves of the percent of Furosemide accumu- 
lation dissolution of tested and control preparations 
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2.2  体内血药浓度及药动学参数测定[11-12] 

2.2.1  服药大鼠的血浆采集与制备  取健康 SD

大鼠 12 只，采用随机区组实验设计将其随机分为

2 组，每组 6 只，将其放置在稳定的人工光照的动

物房内喂养 2 周，自由进食和饮水。正式实验开

始时禁食 12 h，给药前先采集空白血浆，第 1 组

整粒口服对照制剂 1 粒，第 2 组整粒口服受试药

品 1 粒，并记录服药时间。于给药后 0.5，1，1.5，

2，3，4，5，6，8，10，12，15 和 24 h 在大鼠眼

球后静脉处采血 0.25 mL，置于聚苯乙烯离心管中

放置 30 min 后，以 3 500 r·min1 离心 10 min 后，

用微量移液枪将血浆移入聚苯乙烯离心管中，于

20 ℃冰箱中保存。 

2.2.1.1  色谱条件  AichromBond-AQ Cl8 色谱柱

(250 mm×4.6 mm，5 µm)；流动相：乙腈-0.05%

磷酸溶液(32∶68)；流速：1 mL·min1，进样量

20 µL，检测波长 235 nm；柱温：室温。 

2.2.1.2  血 浆 样 品 的 处 理   将 血 液 样 本

3 500 r·min1 离心 5 min，精密量取上层血浆样品

100 µL，置于 1.5 mL 具塞聚苯乙烯离心管中，加

入 0.3 mL 乙腈，涡旋混合振荡 1 min，以

12 000 r·min1 在 4  ℃ 下离心 10 min 后，用注射器

吸取上清液，转移至另一离心管中，置于20 ℃冰

箱保存。使用时取出，经 0.22 µm 针头式过滤器过

滤后，注入进样瓶内插管中。 

2.2.2  方法学考察  ①方法的专属性：精密称取

呋塞米对照品 10 mg 置于 50 mL 量瓶中，加入乙

腈定容配制成 0.2 mg·mL1 的对照品储备液。将呋

塞米的对照品储备液用乙腈稀释制成 20 µg·mL1

的对照品溶液。取大鼠的空白血浆样本，混合均

后取 100 µL 按“2.2.1.2”项下方法处理，进样

分析得到空白血浆色谱图。取混合均 的空白血

浆 90 µL，加入呋塞米对照品储备液 10 µL，涡旋

混 后按“2.2.1.2”项下方法处理后进样分析得加

样血浆色谱图。结果显示：呋塞米色谱峰形对称，

分离效果好，分离度>1.5，对称因子在 0.95~1.05

之间，柱效>6 000，药物的测定不受血浆内源性物

质干扰。色谱图见图 2。 

②标准曲线与检测限：精密吸取呋塞米储备

液 1.25，2.5，12.5，25，50 和 100 µL，分别加入

空白血浆至 200 µL，配制成浓度分别为 1.25，2.5，

12.5，25，50 和 100 µg·mL1 的系列呋塞米血浆样

品，按“2.2.1.2”项下方法处理后进样分析。以呋

塞米对照品的峰面积(Y)对浓度(C)作线性回归得

标准方程：Y=143.03C+83.597(r=0.994 7)。结果表

明，呋塞米血药浓度在 1.25~100 µg·mL1 内线性

关系良好。制备 5 个独立的定量下限浓度的血浆

样本，进一步验证其浓度是否使 S/N≥3。结果显

示：呋塞米血浆检测限为 0.3 µg·mL1。 

③方法的精密度：吸取呋塞米对照品储备液

12.5，50 和 100 µL，分别加入空白血浆至 200 µL，

其呋塞米浓度分别为 12.5，50.0 和 100.0 µg·mL1，

每个浓度做 5 份，按“2.2.1.2”项下方法操作，测

定峰面积代入标准曲线方程计算药物浓度，低，

中，高浓度的呋塞米日内精密度(n=5)RSD 分别为

0.78%，0.64%和 0.61%。同法，在 4 ℃放置 1，2，

3，5，7 d测定，考察日间精密度 RSD分别为 1.55%，

0.89%和 1.76%。测定结果表明，测定血浆中呋塞

米的分析方法符合要求 (日内和日间 RSD 均

<15%)。 

 

图 2  HPLC 图 
A空白血浆；B空白血浆+呋塞米；C大鼠服药血浆；1呋塞米。 

Fig. 2  HPLC chromatogram 
Ablank plasma; Bblank plasma + Furosemide; Crat plasma of taken tablet; 1furosemide. 
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④方法的回收率：吸取呋塞米对照品储备液

12.5，50 和 100 µL，分别加入本底空白血浆至

200 µL，其呋塞米质量浓度分别为 12.5，50.0 和

100.0 µg·mL1，每个质量浓度做 5 份，不加呋塞

米的本底血浆做 3 份，按“2.2.1.2”项下方法操作，

测定峰面积代入标准曲线方程计算药物浓度，低，

中，高浓度的呋塞米回收率(n=5)分别为 100.51%，

100.37%和 99.44%；RSD 值分别为 1.23%，0.84%

和 1.54%；平均回收率为 100.11%。 

2.2.3  血药浓度测定  采用外标法峰面积定量，

分别代入血浆标准曲线方程，求算血药浓度。受

试与对照制剂平均时间-血药浓度结果见图 3。 

 

 
图 3  大鼠口服呋塞米片后不同时间的血药浓度 

Fig. 3  The blood drug concentration in different time after 
oral Furosemide Tablet in rats 

2.2.4  药动学参数的计算  采用中国药理学会数

学药理专业委员会编制的 3p97 药动学程序对血药

浓度时间数据进行处理，计算有关的药动学参数。

其中，达峰时间(tmax) 及峰浓度(Cmax)为实测值，

药-时曲线下面积(AUC)采用梯形法计算，半衰期

(tl/2)按末端相血药浓度对数值和时间进行线性回

归，求得斜率(Ke)法计算，结果见表 1。 

2.3  生物等效性分析 

根据表 1 中 AUC，计算相对生物利用度(F= 

AUC0-24 供试品/AUC0-24 参比制剂)；采用 SPSS 统计学软

件，根据表 3 列出的 AUC0-t，AUC0-∞，C(t)和 Ke

统计量数值，按照 Wagner-Nelson 方法，计算体内

药物吸收百分数(absorbent portion，AP%)；将表 1

中 3 个药动学参数 tmax，Cmax 和 AUC0-24 经对数转

换后用单因素方差分析进行显著性检验，然后用

双单侧 t 检验，计算 90％置信区间法和非参数检

验的统计分析方法来评价和判断受试样品和对照

制剂间的生物等效性，设定 α=5%，β=20%[13-14]。 

AP%计算公式如下： 
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式中 XA,t 为 t 时活性药物被吸收进入机体的药物

量；XA,∞为经足够长时间后进入人体的药物量；

AUC0-t 为给药后至 t 时曲线下的面积；AUC0-∞为给

药后至足够长时间的曲线下面积；C(t)为给药至 t 时

的血药浓度；Ke 为活性药物的体内清除速率常数。 

2.3.1  呋塞米片受试与对照制剂在大鼠体内的吸

收分数  根据平均血药浓度，采用 Wagner-Nelson

法计算各时间点 AP(%)，比较受试与对照制剂在

药物进入体内吸收度的差异。结果与药-时变化规

律一致，受试与对照制剂相同，AP(%)的峰值均出

现在大鼠给药后 3 h；经 t 检验，比较不同时刻受

试与对照制剂 C 和 AP(%)，除 0.25 h 外，各时刻

受试与对照制剂 C 的差异均有统计学意义；各时

刻受试与对照制剂 AP(%)的差异均无统计学意义。

结果见表 2。 

2.3.2  呋塞米片受试与对照制剂在大鼠体内的生

物利用度  按“2.3.1”项下数据处理方法，得到

呋塞米片受试制剂相对于对照制剂在大鼠体内的

相对生物利用度为 F=(AUC0-24TDR/AUC0-24RDT)× 

100%=(AUC0-24T/AUC0-24R)×100%=(97.22/355.78)× 

100%=27.32%。 

表 1  呋塞米片单剂量给药后的主要药动学参数(n=6， sx  ) 

Tab. 1  The main parameters of pharmacokinetics of Furosemide tablet after oral single dosage(n=6, sx  ) 

类别 t1/2/h tmax/h Cmax/µg·mL1 AUC0-24/µg·mL1·h AUC0-∞/µg·mL1·h 

受试制剂 2.87±0.35 3.11±0.027 26.13±3.80 97.22±6.04 97.22±6.04 

对照制剂 2.97±0.31 3.34±0.039 82.89±8.92 355.78±21.95 355.89±21.92 
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表 2  呋塞米片受试与对照制剂不同时间体内药物吸收分

数的比较(n=6， sx  ) 

Tab. 2  The comparison of drug absorption percent in 
different time between tested and control Furosemide tablets 
(n=6, sx  ) 

时间/ 

h 

对照制剂 受试制剂 

C/µg·mL1 AP/% C/µg·mL1 AP/% 

0.25 0.55±0.16 0.26±0.08 0.90±0.48 1.23±0.66 

0.5 7.47±0.60 2.25±0.17 1.46±1.332) 1.66±1.51 

1 17.62±2.50 6.22±0.88 7.60±3.282) 9.32±4.02 

1.5 31.88±14.64 11.46±5.26 13.48±8.411) 17.26±10.77

2 68.93±18.49 24.48±6.57 18.07±10.812) 23.61±14.12

3 81.88±39.47 38.03±18.33 26.41±12.942) 40.77±19.98

4 61.23±23.95 31.42±12.29 12.25±4.682) 24.18±9.24 

注：与对照制剂比较，1)P<0.05，2)P<0.01。 

Note: Compared with control, 1)P<0.05, 2)P<0.01. 

2.3.3  呋塞米片受试与对照制剂在大鼠体内的生

物等效性  按“2.3.1”项下数据处理方法，得到

呋塞米片受试制剂相对于对照制剂在大鼠体内 BE

结果：呋塞米片的受试药品和对照制剂的主要药

动学参数有显著性差异 (P<0.05)， t1<t1-0.05(5)，

t2<t1-0.05(5)，受试药品与对照制剂 Cmax 对数值比值

的 90%置信区间(44.52%~61.08%)不在 70%~143%

范围内，AUC0-24 对数值比值的 90%置信区间

(51.35%~54.2%)不在 80%~125%范围内，tmax(h)经

秩和检验 P<0.05。因此，呋塞米片的受试药品与

对照制剂不具有生物等效性。 

3  讨论 

无论 BCS 分类如何，呋塞米片不宜生物豁免。

呋塞米即 4-氯-2-糠基氨基-5-磺酰氨基苯甲酸，极

微溶于水，溶于乙醇(1∶75)[15]。国外一些研究显

示：呋塞米片规格 40 mg，呋塞米溶解度为

0.01 mg·mL1，属于弱酸，pKa 值为 3.9，LogP 值

为 0.74，CLogP 值为 1.9。按照 LogP 值呋塞米片

为 BCS Ⅳ类，按照 CLogP 值呋塞米片为 BCS Ⅱ

类[2]；WHO 相关指导原则中说明，对于含有 BCS 

Ⅱ类活性药物成分的弱酸性药品，若满足其标示量

在 250 mL，pH 6.8 的缓冲液中完全溶解，可以作

为适合生物豁免的前提条件[1]，这似乎适合国内规

格为 20 mg 的呋塞米片；具体到品种，因为国外呋

塞米片的主药含量是 40 mg，根据以上溶出度推算，

溶解其标示量的缓冲液体积为 400 mL，>250 mL，

所以 WHO 的说明是，呋塞米片属于低溶解性-低

渗透性的 BCS Ⅳ类，其生物利用度(bioavailability，

BA)高度变异，不能生物豁免[2]。尽管按照 WHO

指导原则，国内生产的呋塞米片溶解性可以达到

免除 BE 的前提条件，本研究结果显示呋塞米片 BA

差别较大，不宜生物豁免。 

呋塞米片体外溶出过程与其体内 BE 不符。虽

然对照制剂较受试制剂药物溶出的速度和数量略

高，2 条溶出曲线的相似度无明显差异；然而，对

照制剂的体内血药浓度明显高于受试制剂；相比

较而言，受试制剂 BA 明显偏低，受试与对照制剂

的 BE 检测结果明显不一，说明按照中国药典方法

检查呋塞米片药物溶出度，不能替代其 BE 检测。

之所以呋塞米片的体内外相关性不一致，一是作

为药物溶出度可能是药物吸收的限速步骤的呋塞

米片，影响其吸收的因素可能因溶解度、晶型、

溶媒化物和粒子大小的差异，导致 IVIVC 与预测

偏差较大；二是药物在胃肠道中的溶解度接近饱

和溶解度，标准的体外溶出度试验是在“漏槽条

件”下进行，可能难以预测 IVIVC。 

吸收分数反映生物等效性的作用有限。虽然

受试制剂各个时间的血药浓度明显低于对照制

剂，但是 2 组制剂的吸收百分数却相差无几。是

因 Wagner-Nelson 的吸收百分数计算，主要基于

0-t 与 0-∞时刻药物曲线下面积的比值百分数，是

一种相对结果。尽管对照制剂的 AUC0-24 较受试制

剂的大，但对照制剂的 AUC0-∞也较大，反之亦然。

因此，药物的吸收百分数被平衡，看不出受试与

对照制剂的差别。建议若将吸收百分数作为 BE 指

标的一个部分，应当设置一定的条件和范围。 

呋塞米溶出和血药浓度并非越高越好。不同

厂家生产的呋塞米片可能会有不同的药物溶出度

和血药浓度水平，笔者以为，设计呋塞米溶出过

程，应以适应药物在机体中合理发挥疗效而达到

的科学的血药浓度水平为依据，不可以盲目以呋

塞米溶出的越快越多、达到的血药浓度越高越好。

呋塞米片溶出度的设计必须结合药动学和药效

学，不能特立独行，为了优化溶出过程而设计呋

塞米片溶出度的条件和方法。反过来，应当根据

呋塞米在体内的过程和疗效，调整呋塞米片溶出

度测定的条件和方法，从而达到较好的 IVIVC。 

致谢：赵婷等研究生所做的试验与付出的辛

勤劳动。 
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