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摘要：外用半固体制剂包括乳膏剂、软膏剂和凝胶剂等。药物活性成分(active pharmaceutical ingredient，API)的释放对于

外用半固体制剂的质量影响至关重要，药物释放在很大程度上取决于其配方组成和制备过程。体外释放试验(in vitro 
release test，IVRT)可用来评估 API 的释放速率，检测由于制剂变化或 API 理化性质的差异而可能引起的释放速率之间的

不同。已有大量研究表明，IVRT 方法参数的差异会影响 IVRT 结果，因此保持 IVRT 方法参数的一致性才能保证结果的

可靠。本文讨论了 IVRT 方法开发和验证，及关于半固体制剂仿制药等效性评价的实验和数据统计分析方法。 
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ABSTRACT: Topical semisolid dosage forms include cream, ointment and gel. The release of active pharmaceutical ingredient 
(API) is of critical importance for the quality of topical semisolid drug products. Their drug release depends largely on the 
formulation and manufacturing process. In vitro release test(IVRT) can be used to evaluate the release rate of API, and to detect 
the difference between the release rate that may be caused by the changes in the formulation and the differences in the physical 
and chemical properties of API. A large number of studies have shown that differences in IVRT method parameters will affect the 
IVRT results, so the consistency of the IVRT method parameters can ensure the reliability of the results. This article discusses 
development and verification of IVRT method, the experimental procedures and data statistical analysis methods for the 
equivalence evaluation of generic semisolid dosage forms. 
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外用半固体制剂有软膏剂、乳膏剂和凝胶剂

等，一般为具有复杂结构的复杂剂型。制剂的物

理性质一般取决于辅料的性质和数量、分散的药

物颗粒大小和形状、药物晶型、乳膏中二相之间

的界面张力和内相的液滴大小、药物在相之间的

分配系数和制造工艺等。这些因素共同影响制剂

的释放特性以及流变学等其他特性。体外释放试

验(in vitro release test，IVRT)是表征和评价半固体

制剂性能的有效手段，体外释放速率可以反映药

物的溶解度、粒径、剂型流变性等多种理化参数

的综合作用，可辨别处方和工艺变化对制剂的影

响，是产品开发、质量控制、稳定性考察及产品

批准后变更的重要质量控制项目。通常 IVRT 不用

作预测体内生物利用度。美国食品药品监督管理

局(FDA)已发布了多个外用半固体制剂仿制药的

指导原则，若干仿制药如处方中的原料药和辅料

的质量(Q1)、数量(Q2)及物理性能与微观结构(Q3)
和参比制剂相同或相似，完成 IVRT 后可不必再进

行生物等效性研究，如阿昔洛韦软膏[1]、磷酸克林

霉素凝胶[2]、甲硝唑阴道用凝胶[3]、维甲酸凝胶[4]、

贝沙罗汀凝胶[5]和二十二烷醇乳膏[6]等，以及更多

的外用半固体制剂仿制药申请豁免临床研究前均
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需要进行 IVRT 和体外透皮试验。 
各国药品监管部门发布的有关外用半固体制

剂研究技术的指导原则中均有关于 IVRT 的指导

意见的描述[7-11]，但其中一些试验条件与操作方法

仍缺乏统一的标准化信息，导致研究人员在装置

设计和实验方案上仍有较大的随意性。研发工作

的合理与否，将直接影响结果的可靠性，因此有

必要对外用半固体制剂 IVRT 操作技术进行较为

深入的讨论。 
1  IVRT 

IVRT 首先进行设备验证，继而进行方法开发

和方法验证，再进行样品的测试与数据的处理。 
1.1  设备验证 

用于半固体制剂的 IVRT 的装置主要有立式

扩散池、浸没池和流通池。同一样品采用上述 3
种装置测得的数据可能会有差异。立式扩散池测

定简便、重现性好，故以其为代表讨论 IVRT 的研

究方法与操作要点。 
立式扩散池由供应室、聚合物膜、接受室及

维持温度的水浴夹层或干热系统组成。美国药典

通则<1724>收载有 3 种型号的立式扩散池，它们

的形状、大小、有效扩散面积均不同，适合于不

同的试验样品。型号 A 有定量环，上有玻璃盘用

于封闭样品，使用螺旋状搅拌装置，有效扩散面

积为 1.77 cm2，接受室容积为 7 mL，见图 1。型

号 B 与 C 是较经典的扩散池，均无定量环，使用

棒状搅拌棒，型号 B 有 O 形密封环，有效扩散面

积为 1 cm2，接受室容积为 5.7 mL；型号 C 的有效

扩散面积为 1.77 cm2，接受室容积为 10 mL，见图

2~3[12]。扩散池的几何形状和尺寸大小应一致。美

国药典对标 准的立式扩 散池要求是 直径误差± 
0.5 mm，高度误差±2 mm。立式扩散池的大小可以

根据实际应用需要设计，供应室和接受室的口径

应相同，扩散池之间直径和接受室容积的误差应

在±5%内。定量环的厚度常为 1.5 mm，误差应在± 
10%内[12]。取样管的直径及与接受室夹角的大小

应相同。接受室中的磁性特氟隆涂层搅拌棒的大

小与形状应相同。接受室的容量应扣除搅拌棒体

积，可用充水后称重计算。 
设备的工作环境要保持恒定，如控制环境温

度范围为(21±2)℃，避免置于空调的通风口之下及

暴露在直射阳光中。工作台要保持水平，有文献

要求倾斜度≤1°[13]。 

 
 
图 1  A 型立式扩散池[12] 
Fig. 1  Vertical diffusion cell Model A[12] 

 

 
 

图 2  B 型立式扩散池[12] 
Fig. 2  Vertical diffusion cell Model B[12] 

 

 
 

图 3  C 型立式扩散池[12] 
Fig. 3  Vertical diffusion cell Model C[12] 

 
1.2  方法的开发 
1.2.1  聚合物膜  体外释放研究采用聚合物膜为

制剂提供物理支持，膜被夹在供应室和接受室中

间，起分隔制剂和接受介质的作用，药物扩散通

过膜进入接受介质。选择的聚合物膜应该是商业
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化的、惰性的，与制剂不应有任何物理或化学相

互作用。聚合物膜具有高渗透性，应为活性化合

物的扩散提供可能的最小阻力。此外，还要确保

膜批与批之间的均匀性。 
常用的聚合物膜有聚砜膜、醋酸纤维素膜、

硝酸纤维素膜、醋酸纤维素/硝酸纤维素混合酯膜、

聚醚砜膜、尼龙膜、聚四氟乙烯膜和聚碳酸酯膜

等[14]。聚合物膜有不同孔径、孔隙率、厚度和物

理性质。常用膜孔隙率>60%，膜厚度为 70 μm，

膜孔径为 0.45 μm。对于脂溶性药物与油脂性基质，

膜孔的大小对释放速率有较大影响，油脂性软膏

可选用膜孔大的膜，如 1.2 μm。每个厂家的产品

均有差异，即使同一批次也有微小差别。 
膜的惰性可以根据接受介质中原料药与膜结

合情况来评估，可用释放试验中药物在接受介质

中可能的最小浓度和最大浓度对膜进行吸附试

验。选择>3 种候选膜进行筛选。根据接受室容积

大小，膜在 5 mL 或 10 mL 药物的接受介质溶液中

孵育，温度为(32±1)℃，持续时间为实验持续时间，

测定初始与结束时药物浓度的变化，并与无膜溶

液作对照，测定 3 次，浓度变化的允许范围为

(100±5)%[13]。 
纤维素膜在制造时通常添加增塑剂(如甘油)，

以保持膜的柔软性，便于包装和处理，使用前去

除增塑剂是必要的。各种膜均需在接受介质中浸

泡>30 min 或过夜，可用超声波处理，有助于除去

膜孔中的空气。 
各种膜具有不同的物理性能，膜的选择与药

物与制剂基质性质有关。合适的膜不但能表征药

物的释放，而且能有效区分制剂之间释放能力的

差异，因此膜的选择至关重要。例如对于极性较

大的阿昔洛韦从乳膏剂中的释放，使用亲水性聚

砜膜和尼龙膜优于疏水性的聚四氟乙烯膜[15]。在

甲硝唑乳膏体外释放研究中，疏水性聚碳酸酯膜

比亲水性聚砜膜可产生更大的释放速率[16]。另一

个研究亦有相似的结果，硝酸益康唑乳膏通过亲

水性纤维素酯膜的释放量显著小于通过疏水性纤

维素酯膜的释放量[17]。用参比制剂对候选膜进行

释放试验，每次 3 个扩散池，用以考察膜的适用性。 
部分膜如在润湿时可能会起皱折，影响实验

结果，此时可将膜夹在 2 个显微镜载玻片之间并

浸入接受介质中。部分膜有正反面之分，可根据

制造商说明书操作[18]。 

1.2.2  接受介质  接受介质选择的依据是药物在

接受介质中的溶解度和稳定性。实验过程中接受

介质应保持漏槽条件，即实验过程中接受介质中

药物浓度不超过溶解度的 30%[13]。为了满足漏槽

条件，难溶性药物可采用水与有机溶剂的混合介

质，如加入一定比例的乙醇、丙二醇、PEG400 等，

也可加入表面活性剂或环糊精衍生物等增溶剂。

对于溶解度受溶剂 pH 值影响的药物，可选择具一

定 pH 值的缓冲溶液作接受介质[12]。除此之外，可

采用容积大的扩散池，或增加采样频率和增大采

样量，可有助于在实验过程中保持漏槽条件。在

实验过程中接受介质中药物应具有一定的化学稳

定性，如有需要可采用缓冲液以保持介质的 pH 值

稳定。 
实验过程中需保持供应室中样品性状不变，

避免接受介质的反向渗透而改变样品的组成。当

使用醇/水介质作为接受介质时，乙醇可通过聚合

物膜反向渗透导致乳膏制剂的完整性发生改变[19]。

接受介质的反向渗透与制剂及接受介质的性质有

关，因此实验结束时宜检查样品的性状有无变化。 
接受介质在使用前需脱气，以防在实验过程

中在膜表面积聚气穴，影响膜的有效扩散表面积。

含有挥发性有机溶剂的接受介质脱气时，需防止挥

发性溶剂在脱气过程中挥发。采用真空过滤脱气

时，尽量缩短此类接受介质在真空状态中的时间。 
建议选择>3 种溶剂、复合溶剂或增溶剂以不

同比例的配比作候选接受介质。取一定量溶剂，

加入过量药物，32 ℃条件下恒温振荡 24 h，微孔

滤膜过滤，测定药物的溶解度。选择符合漏槽条

件且溶解度大的接受介质，用参比制剂进行释放

试验，每次 3 个扩散池，用以考察接受介质的适

用性。 
如接受介质为某一 pH 值的溶液，还需验证

pH 值的变化对药物释放速率的影响。 
1.2.3  样品  除处方与工艺筛选外，作为仿制药

的测试样品建议至少为中试样品，其批量及所用

生产设备应与拟定大生产批量匹配，其制造方法

和质量应与生产批次相同。测试制剂和参比制剂

的批次应包含在物理和微观结构研究的批次中。

测试制剂和参比制剂之间的药物含量之差应<5%，

它们都应该符合标示量[8]。 
在 A 型立式扩散池中，供应室样品量应> 

200 mg；而在 B 型和 C 型立式扩散池中，供应室
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样品量应>1.0 mL·cm–2 或 1.0 g·cm–2[12]，以确保试

验 期 间 的 伪 无 限 剂 量 条 件 (pseudo-infinite dose 
condition)，样品间误差为±5%。样品需均匀地涂

抹于膜上，避免夹留气泡。供应室随后用封闭膜

密封，以防止测试制剂中水分蒸发及任何挥发性

成分的损失。 
1.2.4  温度与搅拌速率  实验过程中需要保持膜

的温度在(32±1)℃[阴道制剂为(37±1)℃]，可将水

浴温度设置稍高，如 32.5 ℃(与扩散池结构和室温

有关)，实验前用非接触式红外温度计测量。 
接受室内的搅拌棒应确保试验期间接受介质

的充分混合。搅拌效率与搅拌速率、搅拌棒大小、

搅拌棒形状、接受室形状和接受介质稠度等有关。

搅拌速度过大，可能导致涡流产生，引起膜变形，

改变膜的有效表面积；搅拌速度过小，接受介质

中的药物浓度可能不均匀，导致膜表面局部偏离漏

槽条件。适宜的搅拌速率是产生最快的混合而没有

漩涡，需通过不同速度筛选设定。在标准的立式扩

散池中，水介质中的搅拌速度常为 600 r·min−1，误

差为 10%。 
1.2.5  采样时间  IVRT 开始后，每隔一定时间从

取样管中抽取一定量的接受介质作药物浓度测

定，取样位置通常在接受室的中心，取样后立即

补充相同体积的恒温接受介质，并排除气泡。采

样间隔根据制剂的释放性能与药物溶解度确定，

可为 0.5，1，2，4，6 h，或 0.5，1，2，4，6，8，

12 h，或更长时间。用于计算释放速率的时间点需

在释放曲线的稳态范围内，应≥5 个采样时间点。

到达稳态前亦应有一定量的数据，因为它们能反

映制剂性能的差别。用于计算释放速率的时间点

累积释放量应<30%[20-21]，实验持续时间应大于时

滞的 10 倍[22]。 
取样体积要满足药物含量测定需要，另外要保

证更换新鲜的接受介质后接受室内药物浓度在取

样间隔内能满足漏槽条件。每次取样量的误差≤

3%，如每次取样 500 μL，其误差应≤15 μL。取样

时间间隔的误差≤2 min[12]。手动取样不同的取样

速度亦会影响释放曲线，宜采取相同的取样速度。

每次取样并补充新鲜接受介质后，需检查膜下有

无截留气泡。 
欧洲药品管理局(European Medicines Agency，

EMA)要求应有足够持续时间描述释放曲线，至少

70%药物被释放，然而很多外用半固体制剂 24 h

的累积释放量无法达到 70%。  
1.2.6  药物浓度测定  常用的是 HPLC，需按常规

进行方法学验证，包括专属性、准确度、精密度、

稳定性以及定量限等。 
1.2.7  数据处理  实验过程中每次取样测得的接

受介质中的药物浓度，按以下公式计算单位面积

累积释放量： 

1
1

n
c s

n n i
ic c

V VQ C C
A A −

=
= +   

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(cm2)。 
半固体制剂中的药物释放一般遵循 Higuchi

方程，释放达稳态后单位面积累积释放量与时间

的平方根呈线性关系，其相关系数 R2≥0.9，直线

部分的斜率为药物释放速率。每批样品释放速率

的变异系数≤15%。 
将最后一个取样点的累积释放量，除以加入

扩散池中的药物的实际量，计算累积释放百分率，

它亦是等效性评价中的重要参数。 
有些基质中药物释放速率可能符合其他释药

模型，如 Korsmeyer-Peppas 模型，药物的释放速

率也可能与时间的对数呈线性关系[23]。 
1.3  方法学验证[24] 
1.3.1  精密度和重现性  取样品于扩散仪中，日

内测定 3 次，日间测定 3 次，计算每个扩散池的

释放速率，分析精密度和重现性，变异系数≤ 

15%(EMA 要求变异系数<10%)。 
1.3.2  灵敏度  灵敏度是检测释放速率变化的能

力，制备浓度为标示量 50%，150%或 200%的测

试制剂，与参比制剂同时平行测定释放速率，与

参比制剂相比，IVRT 方法能分别确定高浓度或低

浓度的测试制剂具有更高或更低的释放速率，则

该方法可被认为是灵敏的。 
1.3.3  专属性  专属性是指能够准确监测制剂

中 释 放 速 率 随 药 物 浓 度 变 化 的 比 例 关 系 的 能

力。“1.3.2”项下高低浓度的测试制剂与参比制剂

的释放速率，应与浓度呈线性相关性，其 R2≥0.90。

如为混悬型制剂，释放速率不与浓度呈线性相关

性，可分析浓度与释放速率的关系。 
1.3.4  选择性  选择性是指 IVRT 方法具有足够

选择能力，以识别处方(“1.3.2”项下高低浓度的
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测试制剂)中药物浓度的不同、影响质量的非活性

成分的改变及关键工艺参数变更产生释放速率的

差异，与参比制剂进行等效性评价，应在 90%置

信区间的上下界值之外，而参比制剂重复测定应

是等效的。 
1.3.5  耐用性  耐用性测试可包括与仪器和测试

方法相关的 IVRT 方法的变化，例如：温度变化

(32±1)℃，给药量变化(剂量±10%)，搅拌速度变化

(例如搅拌速度±10%)。如果 IVRT 测得它们的平均

释放速率的变异系数在±15%内，则可以认为 IVRT
方法具有耐用性。 
1.4  测试制剂与参比制剂的对比试验 

按上述经验证的方法进行测试制剂与参比制

剂的对比试验。在扩散仪中，装有测试样品与参

比制剂的扩散池以交替顺序排列(图 4)，在同一次

实验中，要同时包括测试制剂与参比制剂，所用

扩散池均有同样的次数接受 2 种样品试验。 
 

 
 

图 4  扩散池交替排列顺序 
T−测试制剂；R−参比制剂。 
Fig. 4  Alternating sequence on diffusion cells 
T−test preparations; R−reference preparation. 

 
用筛选得到的聚合物膜和接受介质，设定温

度、搅拌速度和取样间隔，取样后测定药物浓度，

计算每平方厘米累积释放量，得到释放速率、累

积释放百分比和时滞。FDA 要求最少测定一批测

试制剂与参比制剂进行比较，每次需 6 个样品。

EMA 要求>3 批的测试制剂和参比制剂进行比较，

每次需 12 个样品，而作产品的性能测试只需 6 个

样品[8]。 

2  等效性评价 
FDA 与 EMA 对仿制药与参比制剂体外释放 

速率的一致性评价均有不同的方法。 
2.1  非参数法(FDA 法) 

FDA 认可的方法基于 SUPAC-SS 指南中描述

的 Wilcoxon 秩和 Mann-Whitney U 检验，来判断

二组数据的中位数有无差别。Wilcoxon 秩是将二

组 样 本 的 数 值 统 一 由 小 到 大 编 秩 ， 由 Mann- 
Whitney 检验按下式求出 90%置信区间的上下界

值的范围[25]： 

( )/ 2 1 / 2k w n nα= − +  

k 值为置信区间的下限位，由查表得 n=6，

α=0.10 的 ωα/2 为 29；n=12，α=0.10 的 ωα/2 为 121；

n=18，α=0.10 的 ωα/2 为 281；代入上式，计算得 k
值分别为 8，43，110。置信区间的上限位是 n×n– 
k+1，相应值是 29，102，215。 

由实验测得测试组(T)与参比组(R)各个释放速

率，计算相互比值 T/R，结果见表 1，所得数据按

升序排列见表 2，寻找相应的上下限位的值，即是

置信区间的值(如表 2 中的笫 8 位为下限值 0.989 7，

笫 29 位为上限值 1.139 5)。如这 2 个值落在

75%~133.33%内，则表示试验制剂与参比制剂的

释放速率的中位数差异在允许范围内，试验制剂

与参比制剂的释放速率是等效的；如置信区间的

值落在 75%~133.33%外，试验组与参比组再各测

12 个样品，与笫 1 次实验结果组合，2 组各有 18
个释放速率，如上进行置信区间计算，求 n 为 18
上下限值，如置信区间的值仍落在 75%~133.33%
外，则判断为二制剂的释放速率不等值[7]。 
2.2  参数法 

EMA 要求表征制剂特性的定量参数数据如属

正态分布，测试和参比制剂平均值差异的 90%置

信区间应包含在参比制剂平均值±10%的接受标准 
 

表 1  置信区间的计算 
Tab. 1  Calculation of confidence interval 

R 速率 
T/R 

T 速率为 10.81 T 速率为 10.32 T 速率为 10.46 T 速率为 11.02 T 速率为 11.84 T 速率为 12.61 

11.28 1.043 478 1.093 023 1.078 394 1.023 593 0.952 703 0.894 528 

12.56 1.161 887 1.217 054 1.200 765 1.139 746 1.060 811 0.996 035 

11.32 1.047 179 1.096 899 1.082 218 1.027 223 0.956 081 0.897 700 

12.48 1.154 487 1.209 302 1.193 117 1.132 486 1.054 054 0.989 691 

11.68 1.080 481 1.131 783 1.116 635 1.059 891 0.986 486 0.926 249 

11.76 1.087 882 1.139 535 1.124 283 1.067 151 0.993 243 0.932 593 
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表 2  T/R 比值的升序排列 
Tab. 2  T/R ratio from low to high 

T/R 

0.894 5 0.897 7 0.926 2 0.934 6 0.952 7 0.956 1 0.986 5 0.989 7 0.993 2 

0.996 0 1.023 6 1.027 2 1.043 5 1.047 2 1.054 1 1.059 9 1.060 8 1.067 2 

1.078 4 1.080 5 1.082 2 1.087 9 1.093 0 1.096 9 1.116 6 1.124 3 1.131 8 

1.132 5 1.139 5 1.139 7 1.154 5 1.161 9 1.193 1 1.200 8 1.209 3 1.217 1 
 

 

内[8]。释放速率数据常呈非正态分布，所以数据要

进行对数转换。与 FDA 的方法相似，IVRT 测得

试验组(T)与参比组(R)各 12 个释放速率。计算试

验组与参比组各个释放速率的相互比值 T/R，得到

144(12×12)个 T/R 值。然后对这些 T/R 值进行对数

变换。使用下式计算置信区间： 

sX t
n

± ×  

其中，X 是计算的 T/R 值对数值的平均值，n
表示样本量，t 是 n-1 个自由度(t)的 90%CI 的 t 值，

由分布界值表查得(n=6，t=2.015；n=10，t=1.833；

n=12，t=1.796；n=18，t=1.740；n=24，t=1.714)，s
表示所有对数转换比率的标准偏差。所得结果取反

对数，即为置信区间。EMA 要求测试制剂与参比制

剂释放速率几何均值比的 90%置信区间应包含在

90%~111%的可接受区间内。如置信区间不落在此

范围内，则试验制剂与参比制剂的释放速率不等值。 
综上所述，EMA 对体外释放研究的一致性评

价的要求比 FDA 严，FDA 要求试验与参比制剂样

品各试验>6 次，各组释放速率变异系数≤15%；

而 EMA 要求 12 次以及变异系数≤10%。FDA 要

求释放速率中位数的置信区间应在 75%~133%，而

EMA 要求释 放 速率 几何 均 值的 置信 区 间应 在

90%~111%，时滞变异系数≤10%。EMA 另一个具

体要求是药物累积释放百分比应≥70%。 
从 1962 年 Higuchi 创立了 Higuchi 公式为半

固体制剂释放研究奠定了理论基础[21]，到 1997 年

FDA 发布“非无菌半固体制剂扩大规模和上市后

变更：IVRT 和体内生物等效性要求”[7]，IVRT 越

来越受到研发人员与生产企业的关注。IVRT 的应

用不断扩大和发展，已成为支持半固体制剂开发

的重要工具。许多研究人员已经做出了各种努力，

促使 IVRT 方法的标准化。FDA 公布的“阿昔洛

韦乳膏研究指南”是目前最详细的指南文件，随

后发布的其他半固体制剂研究的指导文件都参考

了“阿昔洛韦乳膏指南”并遵循相同的方法。然

而，IVRT 的方法尚未完善，有些操作缺乏具体细

节，仍需不断发展标准化的方法，以为患者提供

高质量的外用半固体制剂。 
本文中的一些实验条件和评判标准为文献

值，仅供参考。 
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