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基于溶解性、渗透性分析技术的左炔诺孕酮
生物药剂学分类及制剂的渗透速率研究 *

王琳，吴斌，王铁松，杜凯，吴兆伟，孙毅，张喆 **，胡琴 **

（北京市药品检验所 国家药品监督管理局仿制药研究与评价重点实验室，北京 102206）

摘要　目的：确定左炔诺孕酮的生物药剂学分类，并比较受试制剂和参比制剂的渗透速率。方法：分别采

用摇瓶法和平行人工膜试验，测定左炔诺孕酮的溶解度和有效渗透性，分析药物的生物药剂学分类特征。

采用 Macro FluxTM 型药物溶出度与渗透速率测试系统，测定参比制剂和受试制剂的溶出行为及渗透速率，

通过关键质量参数，比较受试制剂和参比制剂的差异。结果：左炔诺孕酮的溶解度为非 pH 依赖型，属低

溶解性药物，在 pH 6.8 磷酸盐缓冲液中测得的有效渗透性高于美托洛尔，且受试制剂与参比制剂的溶出

曲线有较好的相似度，受试制剂的渗透速率和有效吸收的药物总含量分别为参比制剂的 88.6% 和 97.8%。

结论：左炔诺孕酮的生物药剂学分类为 BCS 第 2 类和 BDDCS 第 4 类，左炔诺孕酮片受试制剂与参比制剂

的体外溶出行为和渗透速率基本一致。
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Study of biopharmacological classification of levonorgestrel 
and permeation rate of preparations based on solubility 

and permeability analysis technology*
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Abstract　Objective：To determine the biopharmaceutical classification of levonorgestrel and compare the 
permeation rate of the test preparation and the reference preparation. Methods：The solubility and effective 
permeability of levonorgestrel were determined by shake flask method and parallel artificial membrane test，
respectively，and the biopharmaceutical classification characteristics of the drug were analyzed. The Macro FluxTM 
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drug dissolution and permeation rate test system was used to analyze the dissolution and permeation behavior of 
the reference preparation and the test preparation，and the differences between them were compared by the key 
quality parameters. Results：The solubility of levonorgestrel was non-pH dependent and was a low solubility drug. 
The effective permeability measured in pH 6.8 phosphate buffer was lower than that of metoprolol. The dissolution 
profile of the test preparation and the reference preparation had a good similarity，and the permeation rate of the 
test preparation and the total absorbed amount of the drug were 88.6% and 97.8% of the reference preparation，

respectively. Conclusion：The biopharmaceutical classification of levonorgestrel is classified into BCS second 
class and BDDCS fourth class. The in vitro dissolution behavior and permeation rate of the levonorgestrel tablet test 
preparation and the reference preparation are basically the same.
Keywords：levonorgestrel；national essential medicine；generic drug；biopharmaceutics classification system；

permeation rate；parallel artificial membrane permeability assay （PAMPA）；consistency evaluation

本研究率先采用人工仿生膜技术，测定左炔诺孕

酮的有效渗透性，并结合溶解度测定结果，对生物药

剂学分类进行了准确的判定。本研究还建立了基于

平行人工膜渗透性的体外评价方法，搭建了左炔诺孕

酮片体外溶出 - 渗透模型，比较了参比制剂与受试

制剂的溶出行为和渗透速率，为仿制药的一致性评价

提供了有力的技术支撑。

1　仪器与试药

µFluxTM 型药物渗透性测定仪和 Macro FluxTM 型

光纤药物溶出度与渗透速率测定系统（Pion Inc 公

司）；SevenCompact 型 pH 计与 XA205 型电子分析天

平（Mettler Toledo 公司）；Milli-Q 实验室超纯水系统

（Merck Millipore 公司）。

左炔诺孕酮对照品（含量 99.8%），购自中国食

品药品检定研究院；参比制剂：匈牙利吉瑞大药厂生

产左炔诺孕酮片（规格 1.5 mg）；受试制剂：国内某企

业生产左炔诺孕酮片（规格 1.5 mg）。左炔诺孕酮原

料药均为国内药厂生产［批号 ZQ20120013 的粒度

d（0.9）为 160.751，批号 ZQ20130013 的粒度 d（0.9）

为 10.03］。胃肠道脂溶液、接收池漏槽条件缓冲液

（acceptor sink conditioned buffer，ASB）、人 工 仿 生 渗

透膜（聚偏氟乙烯，0.45 μm）均购自 Pion Inc. 公司，

其他试剂均为分析纯。

本研究所用 pH 1.2 盐酸溶液、pH 4.5 醋酸盐缓

冲液和 pH 6.8 磷酸盐缓冲液，均参照《普通口服固体

制剂溶出曲线测定与比较指导原则》中的附录配制，

0.1 mol·L-1 盐酸溶液参照《中华人民共和国药典》

（简称《中国药典》）2015 版四部（通则 8006）中盐酸

滴定液配制，并按 0.05% 和 0.1% 的比例加入十二烷

生物药剂学分类系统（biopharmaceutics classification 
system，BCS）是根据药物的溶解性及渗透性对药物进

行分类的科学体系，是预测药物体内外相关性的重要

工具［1］。当前，越来越多的监管机构在药品研究和

申报过程中都接受了 BCS 的概念，其中 FDA、WHO
和 EMA 发布的指导原则最具权威性［2-4］。我国在仿

制药一致性评价中发布了关于豁免人体生物等效性

（BE）试验的指导原则，要求在申请豁免或简化 BE
时提供生物药剂学分类信息，但由于分类标准和数据

来源不同，常出现 BCS 分类结果不一致的情况［5-7］，

给实际应用造成混淆和困惑，因此进行 BCS 精准分

类研究，是保障一致性评价工作顺利进行的关键。

左炔诺孕酮为消旋体炔诺孕酮中有生物活性的

左旋体。左炔诺孕酮难溶于水，FDA 和 WHO 报道其

生物药剂学分类为 BCS 第 1 类，即高溶解性、高渗透

性药物［2-3］。另有报道，在基于药物体内处置的生物

药剂学分类（BDDCS）中，左炔诺孕酮为第 4 类，即

低溶解性、弱代谢程度药物［8］。2 种分类结果差异较

大，故需进行溶解性、渗透性研究，明确左炔诺孕酮的

药剂学分类。

左炔诺孕酮片为国家基本药物，是我国首批部署

的仿制药质量和疗效一致性评价品种。左炔诺孕酮

片作为紧急避孕药，用量约为 1 mg，因此药品的有效

性至关重要。目前针对左炔诺孕酮片体内外相关性

的研究报道较少，且主要采用溶出手段来预测药物的

体内吸收［9-11］，易造成体外溶出曲线一致但体内生物

等效性不一致的结果。故建立更为有效的制剂体外

评价方法，对左炔诺孕酮片的肠渗透速率进行分析，

是一致性评价中急需解决的技术难题。
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基硫酸钠（sodium dodecyl sulfate，SDS）。

2　左炔诺孕酮溶解度的测定

采用摇瓶法测定 2 种不同粒度的左炔诺孕酮原

料药在 6 种介质中的溶解度。取左炔诺孕酮原料，置

具塞锥形瓶中，分别加水、pH 1.2 的盐酸溶液、pH 4.5
的醋酸盐缓冲液、pH 6.8 的磷酸盐缓冲液、0.05%SDS
的 0.1 mol·L-1 盐酸溶液以及 0.1%SDS 的 0.1 mol·L-1

盐酸溶液 50 mL，制成饱和溶液，每种介质平行配制

3 份，置 37 ℃空气浴中振荡（150 r·min-1）24 h，取

出，用 Sartorius RC 0.45 µm 滤膜滤过，采用高效液相

色谱法测定［12］，考察不同介质中左炔诺孕酮的溶解

度，结果见表 1。左炔诺孕酮在水、pH 1.2 的盐酸溶

液、pH 4.5 的醋酸盐缓冲液和 pH 6.8 的磷酸盐缓冲

液中的溶解度差异不大，说明左炔诺孕酮的溶解度为

非 pH 依赖，随着 SDS 的加入，溶解度迅速提高；同

时，左炔诺孕酮的粒径大小对其溶解度没有较大的

影响。

表 1　左炔诺孕酮溶解度

Tab. 1　Levonorgestrel solubility

介质

（medium）

饱和溶解度（saturated 
solubility）/（μg·mL-1）

粒度

（granularity） 
d（0.9）：

160.751 μm

粒度

（granularity） 
d（0.9）：

10.030 μm

水（water） 1.56 1.38

pH 1.2 的盐酸溶液

（pH 1.2 hydrochloric acid ）
1.53 1.35

pH 4.5 的醋酸盐缓冲液

（pH 4.5 acetate buffer）
1.57 1.34

pH 6.8 的磷酸盐缓冲液

（pH 6.8 phosphate buffer ）
1.48 1.18

0.05%SDS 的 0.1 mol·L-1 盐酸溶液

　（0.1 mol·L-1 hydrochloric acid with 
0.05% SDS ）

3.68 4.72

0.1%SDS 的 0.1mol·L-1 盐 酸 溶 液

（0.1 mol·L-1 hydrochloric acid with 
0.1% SDS ）

11.0 11.7

3　左炔诺孕酮有效渗透性的测定

本研究基于平行人工膜试验原理［13］，测定左炔

诺孕酮在被动转运中的有效渗透性，测定装置如图 1
所示。该装置分为供体室和受体室，中间由人工仿生

渗透膜隔开。由于人体空腹肠液的 pH 为 6.5，血液

的 pH 为 7.4，因此，本研究中为了使渗透性的测定条

件接近人体胃肠道环境，同时兼顾溶出曲线的测定，

参照日本橙皮书和《普通口服固体制剂溶出曲线测

定与比较指导原则》，选择 pH 6.8 的磷酸盐缓冲液作

为实验介质。供体室代表胃肠道，加入 pH 6.8 磷酸

盐缓冲液；受体室代表血液，加入 pH 7.4 的 ASB 缓

冲液；中间的仿生膜代表胃肠道细胞膜，涂以胃肠道

脂溶液。

图 1　μ FLUXTM 药物渗透性测定仪

Fig. 1　The sketch of μ FLUXTM permeability tester

取左炔诺孕酮对照品适量，精密称定，加二甲基

亚砜溶解并稀释制成每 1 mL 中约含左炔诺孕酮 2 
mg 的溶液，作为对照品储备液。精密量取对照品储

备液适量，分别用 pH 6.8 磷酸盐缓冲液和 ASB 缓冲

液（pH 7.4）稀释制成每 1 ml 中约含左炔诺孕酮 0、

1.5、3 µg 和 0、0.5、1 µg 的溶液，作为标准曲线溶液，

采用光纤探头在 250~350 nm 波长范围内分别测定，

数据分析采用 AuPROTM 型软件（Pion Inc 公司），二

阶导数法校正后进行线性回归。

精密量取 pH 6.8 磷酸盐缓冲液和 ASB 缓冲液各

20 mL，分别置于供体室和受体室中，两室间以面积

为 1.54 cm2 仿生膜（20 μL 胃肠道脂溶液浸润）隔离。

取左炔诺孕酮对照品储备液 30 μL，置供体室中，温

度为 37 ℃，搅拌速度为每分钟 200 转，采集时间 4 h，

采样间隔 60 s，在 250~350 nm 紫外波长范围内，采用

光纤探头分别测定药物浓度，按公式（1）计算药物的

有效渗透性（Pe）：

Pe=
dC
dt（     ）×V/（A×Ct×60）  （1）

式中 Pe 为有效渗透性（cm·s-1）；Ct 为供体室中药物

的初始浓度（μg·mL-1）；dC/dt 为单位时间内受体室

中药物浓度的变化速率（μg·mL-1·min-1）；V 为受体

室缓冲液体积（mL）；A 为膜面积（cm2）。其中，根据

受体室中测得的药物浓度，以时间对浓度进行线性回
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归，所得方程中的斜率即为单位时间内受体室中药物

浓度的变化速率。

根据文献报道，美托洛尔在 pH 6.5 磷酸盐缓冲

液和等渗条件下，在人体的近端空肠中单相测定的

有效渗透性为 1.34×10-4 cm·s-1［14］。本研究中，取

酒石酸美托洛尔对照品，采用图 1 所示装置测得在

pH 6.8 磷酸盐缓冲液中被动转运的有效渗透性为

1.20×10-4 cm·s-1（n=3），与文献报道基本一致。由

此可见，本研究中采用体外模型来模拟人体小肠环境

测得的药物渗透性结果，接近人体小肠灌流实验测

得的结果，且测定结果准确，可应用于药物的渗透性

研究。

左炔诺孕酮在 pH 6.8 磷酸盐缓冲液中的渗透性

测定结果如图 2 所示。随着检测时间的增加，药物逐

渐通过模拟的胃肠道细胞膜，由供体室转移到受体室

中，根据受体室中测得的药物浓度，以时间对浓度进

行线性回归，得到左炔诺孕酮的线性方程，线性相关

系数均大于 0.99，可用于有效渗透性的测定。将所测

得数据带入公式（1）中，可计算出左炔诺孕酮的有效

渗透性为 5.92×10-4 cm·s-1（n=3），高于美托洛尔在

相同条件下测得的有效渗透性数值，且 3 次测定结果

的 RSD 值为 8.0%，具有较好的重现性。

图 2　左炔诺孕酮在供体室（A）和受体室（B）中的浓度

Fig. 2　Concentration of levonorgestrel in donor（A） and receptor（B）

4　左炔诺孕酮片溶出行为与渗透速率考察

本研究采用 Macro FluxTM 装置［15］，如图 3 所示。

取左炔诺孕酮片，照溶出度与释放度测定法（《中国

药典》2015 年版四部，通则 0931 第二法［16］），在溶出

杯中以磷酸盐缓冲液（pH 6.8）1000 mL 为溶出介质，

转速为每分钟 75 转，依法操作；再精密量取 ASB 缓

冲液（pH 7.4）12 mL，置于受体室中，微搅拌桨转速

为每分钟 450 转；两隔室间以面积为 3.88 cm2 的仿

生膜（50 μL 胃肠道脂溶液浸润）隔离，采集时间 240 
min，采样间隔 60 s。取左炔诺孕酮对照品适量，精密

称定，加二甲基亚砜溶解并稀释制成每 1 mL 中约含

左炔诺孕酮 0.25 mg 的溶液，作为对照品储备液。精

密量取对照品储备液适量，分别用 pH 6.8 磷酸盐缓

冲液和 ASB 缓冲液（pH 7.4）稀释制成每 1 mL 中约

含左炔诺孕酮 0~1.6 µg 的溶液，作为标准曲线溶液，

在 250~350 nm 波长范围内，采用光纤探头分别测定

溶出杯和受体室中的吸收度，按公式（2）计算药物的

人工膜渗透速率（J/Flux）［17］：

 （2）

图 3　Macro Flux TM 药物溶出度与渗透速率测试系统示意图

Fig. 3　The sketch of Macro Flux TM f dissolution and flux tester

式中 J（Flux）为渗透速率，即药物在单位时间

通过单位膜面积的量（μg·min-1·cm-2）；其他同公式

（1）。

在 pH 6.8 磷酸盐缓冲液中左炔诺孕酮片受试制

剂与参比制剂溶出行为及渗透速率曲线如图 4 所示。

随着检测时间的增加药物在溶出杯中逐渐溶出，并通

过模拟的胃肠道细胞膜由溶出杯转移到受体室中，根

据受体室中测得的药物浓度，以时间对浓度进行线性
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回归，得到参比制剂和受试制剂的线性方程，线性相

关系数均大于 0.99，可用于制剂平行人工膜渗透速率

的测定。将线性方程中的斜率带入公式（2），可计算

出药物的渗透速率，其中受试制剂渗透速率测定结果

的 RSD 值为 2.7%（n=3）。

由于受体室所用介质为模拟人体血液的缓冲液，

含有表面活性剂，溶解能力高于正常溶剂，因此样品

在受体室的浓度大于饱和溶解度。结果表明，受试制

剂与参比制剂溶出曲线有较好的相似度，两者在 240 
min 的溶出量分别为 70%（仿制药）和 71%（参比制

剂）。截取 60 至 240 min 数据（见表 2），比较参比制

剂与受试制剂的渗透速率，以及在 240 min 时受体室

中测得的有效吸收的左炔诺孕酮药物总含量，两制剂

基本一致，受试制剂的渗透速率和有效吸收的药物总

含量分别为参比制剂的 88.6% 和 97.8%。

表 2　左炔诺孕酮片人工膜渗透吸收结果（n=3）

Tab. 2　Levonorgestrel tablets artificial membrane 

permeation absorption results

样品信息

（sample information）

渗透速率

（Flux）/
（μg·min-1·cm-2）

240 min 时受体室中

左炔诺孕酮药物总含量

 （total content of 
levonorgestrel in the receptor 

chamber at 240 min）/μg

参比制剂

（reference preparation）

0.067 7±0.007 58.18±10.12

受试制剂

（test preparation）

0.060 0±0.002 56.91±1.666

5　受试制剂与参比制剂测定结果 90% 置信区间比较

为了进一步比较受试制剂与参比制剂的差异，

采用公式（3）及公式（4）分别计算了渗透速率以及

240 min 时受体室中左炔诺孕酮药物总含量的 90%
置信区间。

 （3）

 （4）

式中 A 为测量值的平均值；S 为测量值的标准偏

差；n 为样本重复次数；C 为换算系数，与重复次数具

有相关性。本实验中 n=3 时，C=2.92。

由公式（3）及公式（4）计算可知，本研究中受

试 制 剂 渗 透 速 率 90% 置 信 区 间 为 0.057 2~0.062 8 
μg·min-1·cm-2，240 min 时受体室中有效吸收的左

炔诺孕酮药物总含量 90 % 置信区间为 54.10~59.72 
μg。将受试制剂测定结果的 90% 置信区间数值与参

比制剂测定结果的平均值相比可知，受试制剂渗透速

率约为参比制剂的 85%~93%，渗透吸收的药物总量

约为参比制剂的 93%~103%。

5　讨论

5.1　左炔诺孕酮的生物药剂学分类研究　BCS 和

BDDCS 是 2 个根据药物的溶解性、渗透性及代谢程

度对药物进行分类的科学体系，是预测药物体内外相

关性的重要工具。

BCS 和 BDDCS 对高溶解度的定义均为：在 37 
℃条件下，药物的最大使用剂量能完全溶解于规定

pH 范围内的≤ 250 mL 的水溶性介质中［1，18］。通过

比较药物的最大给药剂量与溶解度的比值，可判断

药物溶解性的高低。若比值≤ 250 mL，则为高溶解

性药物；反之则为低溶解性药物。本研究中，左炔诺

孕酮片规格为 1.5 mg，单次口服剂量为 1.5 mg，以此

图 4　参比制剂与受试制剂溶出行为（A）及渗透速率（B）曲线

Fig. 4　Dissolution behavior（A） and permeation rate（B） curve of reference preparation and test preparation
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作为药物的最大给药剂量。根据测得的左炔诺孕酮

的溶解度结果可知，其在 pH 6.8 中溶解度最低，为

0.001 48 mg·mL-1，以此作为药物的溶解度。计算可

知，左炔诺孕酮的最大给药剂量与溶解度的比值为

1 013.5 mL，大于 250 mL，为低溶解性药物。FDA 和

WHO 在判定溶解性时，选择的最大给药剂量为 0.75 
mg，但根据本研究中溶解度测定结果计算，在 0.75 mg
下仍为低溶解性药物。

BCS 对于高渗透性的定义为：在没有证据表明

药物在胃肠道不稳定的情况下，制剂口服后吸收程

度≥ 85%，即认为该药具有高渗透性［2-4］。FDA 推荐

了可以作为肠道原位灌流实验标准物的 20 种药物，

其中高渗透性的标准物质为美托洛尔和酮洛芬［2］，渗

透性的高低可通过与同一方法测得的美托洛尔的数

值进行比较，高于美托洛尔的为高渗透性药物，反之

则为低渗透性药物。本研究中测得的左炔诺孕酮被

动转运的有效渗透性为 5.92×10-4 cm·s-1，高于同条

件下测得的酒石酸美托洛尔被动转运的有效渗透性

1.20×10-4 cm·s-1，因此左炔诺孕酮在被动转运中为

高渗透性药物。

BDDCS 用代谢程度代替渗透性，对于高代谢程

度的定义为：单次口服给予最高剂量的药物后，从排

泄 物 中 检 测 到 ≥ 85%（FDA［2］，EMA［4］）或 ≥ 70%
（Benet［18］）的一相代谢产物和二相代谢产物，即认为

该药物具有高代谢程度。由左炔诺孕酮的药代动力

学研究结果可知，服药 24 h 后累积尿中左炔诺孕酮

的排泄率为 52%［8］，说明左炔诺孕酮为弱代谢程度

药物。

综上所述，左炔诺孕酮为低溶解性，高渗透性，弱

代谢程度药物，应为 BCS 第 2 类和 BDDCS 第 4 类。

5.2　受试制剂的仿制药一致性评价　左炔诺孕酮

pKa 为 17.92，在各种 pH 条件下均以非解离形态存

在，且溶解度为非 pH 依赖型，因此介质 pH 对其溶出

和渗透情况无较大影响。本研究在原料药渗透性试

验的基础上，以 pH 6.5 缓冲液为试验介质，比较了受

试制剂和参比制剂在体外溶出行为和透膜渗透吸收

上的差异，为仿制药的一致性评价提供参考。在制剂

处方合理性方面，受试制剂溶出度与渗透速率均接近

参比制剂，说明受试制剂处方较为合理。

5.3　人工膜渗透性技术在仿制药一致性评价中的应

用　在药物的 BCS 分类研究中，对渗透性的准确判

定尤为关键。药物的渗透方式包括被动渗透、主动

转运与旁路吸收等方式。其中，约 95% 的药物通过

小肠上皮细胞被动转运机制渗透进入血液。尽管人

体小肠灌流法是最直接的测量渗透性的方法，但由

于人体试验操作复杂，成本高，因此到目前为止仅有

Lennernas 等［14］于 2007 年发表的 29 种药物的人体

小肠渗透性数据可作为准确的判断依据。已有研究

证实，平行人工膜渗透性（PAMPA）模型可以高效低

耗的测定通过被动渗透机制吸收的药物的渗透性，其

测定结果与人体小肠灌流法测定的渗透性结果呈正

相关，相关系数为 0.83［19］。此外，Avdeef 等［20］通过

比较 PAMPA 与 Caco-2 细胞模型，证明了 PAMPA 可

一定程度上替代细胞模型。且由于细胞模型在与生

理相关的介质中使用时，或在一些常用的辅料和表面

活性剂存在时表现出的局限性，因此目前仅用于药物

API 渗透性的测定，无法用于制剂的体内外相关性

评价。

我国的仿制药一致性评价工作中，要求受试制

剂与参比制剂有相同的质量属性与临床疗效。采取

有效手段对药物的体内外相关性（IVIVC）进行准确

的评价，一直是一致性评价中的技术难题。传统的

IVIVC 是以溶出曲线是否一致来评价药品在体内是

否等效，常规的药典溶出方法是一类密闭体系的溶出

度方法，通过既定的实验参数仅能模拟胃肠道环境中

的单一状态。结合多种溶出介质与转速条件使用该

方法，虽然可以比较大多数药物制剂溶出行为间的差

异，但因为药物在人体内溶出与吸收是一连续过程，

单一的体外溶出实验往往与药物体内吸收的相关性

不佳。由于口服固体制剂在人体肠道内的吸收与制

剂的溶出行为及药物的渗透性有关，因此本研究中

采用药物溶出度 - 渗透速率测定模型，将原位光纤

检测和人工仿生膜相结合，可通过测定药物被动转运

的渗透速率来模拟体内的吸收过程，实现药物溶出和

吸收的同时监测，为仿制药的一致性评价提供技术

支撑。
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