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长半衰期药物无清洗期时的生物等效性研究 *
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摘要 目的：探讨长半衰期药物（t1/2>24 h）在无清洗期时生物等效性研究中的 AUC和 Cmax的计算，通过无清洗期的实验数据推

算出正常清洗期的数据。方法：利用 SPSS软件，建立二室模型口服药物在无清洗期时的半衰期为 100小时的生物等效性模型，通

过优化 AUC和 Cmax的计算方法，降低药物残留对第二周期药物浓度的影响，进而增加 AUC和 Cmax的计算的精确性，最后用

较精确的方法推算出正常清洗期的 AUC和 Cmax，利用精确的数据进行生物等效性的进一步验证。结果：在无清洗期的状态下，

取样时间在大于 0.8个半衰期时，平均值法计算的 AUC和 Cmax的结果误差小于 5 %，变异系数小于 25 %，较为精确，生物等效

性研究进一步验证了这一观点。结论：在无清洗期的情况下，生物等效性研究最小的采样时间为 0.8个半衰期。
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Methodology on the no Washout Period Bioequivalence of Long
Half-life Drugs*

To investigate the calculation method of AUC and Cmax in long half-life drugs on no washout period

bioequivalence and calculate the normal washout period data through the experimental data without washout period. This study

established a two-compartment oral drugs bioequivalence model with no washout period taking advantage of SPSS software. It reduced

the impact of drug residues in second period administered drug by optimizing the calculation method of AUC and Cmax, And then the

calculate precision was increased. Finally, a more accurate calculation method was used to conjecture the normal cleaning period of the

AUC and Cmax, and it would further be verified by the bioequivalence study. In no washout period bioequivalence, the

calculation results of AUC and Cmax error was less than 5 %, the variation coefficient was less than 25 % in more than 0.8 half-life

sampling time. The bioequivalence result had further verified this opinion. In the no washout period case, bioequivalence

study sampling time at least 0.8 half-life.

Long elimination half-life drugs; Bioequivalence evaluation; Washout period; Sampling time

前言

生物等效性评价是四类新药特别是同种等效药品申报与

评审的重要内容和药政管理部门批准新药的重要依据。SFDA

规定，生物等效性试验是新药上市申请的一个必要步骤，是评

价制剂质量的重要手段[1]。我国目前以仿制药为主，因此生物等

效性研究尤为重要。生物等效性试验首选方案是双交叉试验[2-4]，

而双交叉试验需要足够的清洗期，根据各个国家的法规规定清

洗期应不少于药物的 5~7个半衰期[5-8]。

长消除半衰期药物一般指的是半衰期大于 24 h的药物，

包括大部分的抗癌药物、抗抑郁药物等，尤其是生物仿制药，半

衰期甚至长达几个月。对于长半衰期药物而言，将有很长的清

洗期，在实际临床试验中并不可行，尤其是抗癌药物是要以病

人为受试者的，较长清洗期对于正接受治疗的病人不符合伦理

学要求[9，10]。目前的解决方案是采用平行试验设计[11-13]，平行试

验设计不需要清洗期，但是需要更多的受试者，且无法消除个

体差异所带来的问题。

本研究拟找到评价长半衰期药物生物等效性的方法。主要

通过计算机模拟的方法模拟临床试验，目前临床试验模拟的应

用已非常广泛[14-16]。本文主要通过 SPSS软件模拟二室模型口服

药物无清洗期状况下的生物等效性研究，希望能够对临床试验

有一定指导作用。药政管理部门评价制剂生物等效的标准是对

比三个非常重要的药代动力学参数：血药浓度曲线下面积

（AUC），峰浓度（Cmax）以及达峰时间（Tmax）[17-19]。Tmax可以
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将初始参数带入公式，获得对应不同时间的浓度的真值。

考虑到存在个体内差异以及血药浓度测试时的误差，对模拟得

到的理论值加入分析误差（0.15），模拟 200个受试者的血液内

药物的浓度时间情况，如公式 3。

C’=C*IDF.NORMAL（probability,mean,standard_dev）

（公式 3）

其中，C'是加入分析误差后的浓度，C是模拟的理论浓度真值。
NORMAL是 SPSS中的函数，它返回的是指定平均值（mean＝

1）和标准偏差（standard_dev）的正态分布中累积概率为
Probability的值。Probability是正态分布的概率值，概率值计算

需要使用 SPSS中另外一个函数 RV.UNIFORM (min，max)，它

返回大于等于 min及小于 max的均匀分布随机实数，min设定

为 0.05，max设定为 1。
为了提高模拟的速度，对 200个受试者的血药浓度模拟进

行循环编程，如下表 2所示。
1.2.2 评价参数 AUC和 Cmax的计算方法

（1）AUC的计算
AUC的计算包括两部分内容，如公式 4，

AUC=AUC0寅t +AUCt寅肄 (公式 4)

其中 AUC0寅t表示 0时刻到 t时刻的曲线下面积，由梯形法求得
（公式 5），AUCt寅肄表示 t时刻到无穷时刻的曲线下面积，主要
由外推法来计算(公式 6)。

AUC0寅t移n-1
i=0

c i +c i-12 (ti +ti-1 ) （公式 5）

其中 ti表示第 i个取血样时间，c i表示第 ti时刻的血药浓度。

其中 AUC0寅t的计算通过模拟发现其误差和变异系数都较小，

所以主要集中于探讨 AUCt寅肄的计算。

AUCt寅肄
c tn
茁 （公式 6）

①常规方法计算 AUCt寅肄
通常情况下，对于 AUCt寅肄采用外推法来计算，外推法为：

由测定数据直接获得，而 AUC和 Cmax的计算将做重点研究。

1 材料与方法

1.1 材料
SPSS 17.0统计软件。

1.2 方法

本研究以假设的二室模型口服药物作为研究对象，采用双

交叉试验，在无清洗期的情况下进行生物等效性试验模拟。首

先设定初始参数，建立生物等效性试验模型；然后通过公式推

导获得 AUC和 Cmax的理论值，通过常规方法与平均值法获

得 AUC和 Cmax的实际观察值，选出误差和变异系数较小的

方法，确定适用范围。本研究设定平均误差小于 5 %，变异系数

小于 25 %为可接受的范围，在该范围内选出最小可接受的取

样周期。最后运用最佳的方法进行生物等效性研究。

1.2.1 设定初始参数

建立模拟模型以假设的二室模型口服药物为研究对象，初

始药代动力学参数值设定为 t1/2= 100 h，F = 0.8，X0 = 5000 mg，
K21 = 0.238 h-1，Vc =10 l，琢=0.346 h-1，茁= 0.00693 h-1，Ka = 1.154

h-1，k10 = 0.01 h-1，k12 = 0.1056 h-1，CL= 69 ml/h，F(t)/F(r)=1。在无

清洗期的情况下，利用 SPSS软件进行生物等效性试验模拟，分

别在 5，4，3，2，1.5，1，0.8，0.6 个半衰期的取样时间下进行模
拟。取样点的安排见表 1，模拟公式如下公式 1、公式 2所示：

C1 =Ne
-ka t

+Le-琢t +Me-茁t
(公式 1)

C2 =Ne
-ka t

+Le-琢t +Me-茁t
+Ne

-ka (t-子)
+Ne-琢(t-子)+Me-茁(t-子)

(公式 1)

N= kaFX0 (k21-ka )
(琢-ka )(茁-ka ) L= kaFX0 (k21-琢)

(ka -琢)(茁-琢) M= ka FX0 (k21-茁)(ka -茁)(琢-茁)
ka：吸收速率常数，k21：转运速率常数，F：生物利用度，t：时间，琢:

分布速率常数，V：表观分布容积，茁：消除速率常数，X0：剂量

T(h) Sample

500

400

300

200

150

100

80

60

0, 0.33,0.5, 1,2, 3, 5, 8, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 96, 108, 120, 180, 240, 300, 500

0, 0.33, 0.5, 1,2, 3, 5, 8, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 96, 108, 120, 180, 240, 300, 400

0, 0.33, 0.5, 1, 2, 3, 5, 8, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 96, 108, 120, 180, 240, 300

0, 0.33, 0.5, 1,2, 3, 5, 8, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 96, 108, 120, 180, 200

0, 0.33, 0.5, 1,2, 3, 5,8,12, 24, 36, 48, 60, 72, 96, 108, 120, 150

0, 0.33, 0.5, 1,3, 5, 8, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 100

0, 0.33, 0.5, 1, 3, 5, 8, 12, 24, 36, 48, 60, 80

0, 0.33, 0.5, 1, 3, 5, 8, 12 , 24, 36, 48, 60

表 1 模拟生物等效性试验时取样点的安排

Table 1 Scheme of sampling designs for different dosing intervals

DATASET NAME DATEBASE 1 WINDOW=FRONT.

VECTOR C(200).

LOOP #lop = 1 to 200.

DO IF ( CONCERTRATION = 0).

COMPUTE C(#lop) = 0.

ELSE.

COMPUTE C (#lop)=CONCERTRATION*IDF.NORMAL (RV.

UNIFORM(0.05,1), 1, 0.15) .

END IF.

END LOOP.

EXECUTE.

表 2 临床试验模拟时的程序

Table 2 Procedure of clinical trial simulation
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假设浓度时间曲线几个数据点处在可用单指数函数 C*e-λ t描

述的消除相，则残余面积可用 Ct/λ 来计算[20].对于二室模型口服

药物，消除相为M*e-β t，则残余面积可表示为 Cn /茁。二室模型口
服药物的血药浓度 -时间曲线的消除相是非线性的，而其对数

浓度 -时间曲线的消除相是线性的，斜率为 0.693/茁。所以可以
通过消除相的回归直线来获得 茁。

②平均值法计算 AUCt寅肄
由常规方法看，计算的关键为 茁 值得精确性，所以对 200

个受试者的消除速率常数取平均值进行计算，希望可以减小计

算的误差。对于双交叉试验的第二周期，因为缩短了清洗期，造

成了药物的残留，因此必须减去第一周期的残余 AUC（公式
7），即：

ACU2=AUC20寅t +AUC2t寅肄-AUC1t寅肄 (公式 7)

（2）Cmax的计算

第一周期给药的 Cmax可以直接读取，第二周期的 Cmax必须

由直接读取的数据 Cmax2，减去在 Tmax2时第一周期时的药物残

留 Ct（公式 8）。

Cmax2=CmaxTmax2’-Ct (公式 8)

Ct值得计算仍然由对数浓度 -时间曲线消除相的线性进

行计算，因为 Ct的对数值必然在这条直线上，因此 Ct值的精确

性与线性回归的斜率是直接相关的，Ct值由此而获得。

1.2.3 适用范围的确定 由上述的方法获得了 AUC和 Cmax的

误差和变异系数，本研究设定误差小于 5%，变异系数小于 25%

为可接受的范围。在该范围之内确定最小的取样周期，然后固

定该周期，逐渐减小半衰期，由 100 h 逐渐减少到
80，60，40，30，24，20，10 h，确定该方法的适用范围。之后改变

不同分析误差、吸收速率常数、剂量对该方法及适用范围的稳

定性进行考察。

1.2.4 在适用范围内进行生物等效性研究 SFDA在指导原

则[1]中规定：供试制剂与参比制剂的 AUC 的对数比值的 90%

可信限在 0.80~1.25之间；其 Cmax的对数比值的 90%可信限在
0.70~1.43之间；Tmax经非参数法检验无差异。本研究选取误差

和变异系数较小的方法获得两制剂的 AUC和 Cmax的 90%的

置信区间，看是否在可信限内，进一步确定方法的准确性。

2 结果

2.1 AUC和 Ct的理论真值

根据公式 4-8，代入相应的药代动力学参数得到了 AUC和

Ct的理论真值，如下表 3所示。

τ (h) AUCt寅肄1 AUC1 AUC2t寅肄2 AUC2’ AUC2 C

60

80

100

150

200

300

400

500

26110.62

22731.28

19789.32

13994.19

9896.11

4948.79

2474.76

1237.56

39703.39

39703.39

39703.39

39703.39

39703.39

39703.39

39703.39

39703.39

43338.73

35788.52

29685.43

18942.97

12370.87

5567.66

2629.52

1276.26

65814.01

62434.68

59492.71

53694.58

49599.51

44652.18

42178.15

40940.95

39703.39

39703.39

39703.39

39703.39

39703.39

39703.39

39703.39

39703.39

173.75

151.80

132.47

93.35

66.05

33.03

16.57

8.30

表 3 根据公式与初始参数获得的 AUC和 Ct的理论真值

Table 3 The AUC and Ct's theory value obtained from formulas and the initial parameters

2.2 常规法和平均值法求得的 AUC和 Cmax

2.2.1 消除速率常数 茁1和 茁2的值 由图 1可以看出随着取
样周期的减小，消除速率常数的误差和稳定性逐渐增大。为了

减小误差和增加计算的稳定性，采用对消除速率常数取平均值

的方法与正常计算的常规法进行对比，选择较好的方法用于生

物等效性研究。

图 1 第一周期(a)和第二周期（b）的消除速率常数与初始参数的百分比误差。其中，A~G分别表示取样时间 0.8，1，1.5，2，3，4，5个半衰期。

Fig.1 The elimination rate constant and initial constant percentage error of the first period ( a ) and the second period ( b ). A~G separately respects

sample time 0.8, 1, 1.5, 2, 3, 4, 5 half-life.
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2.2.2 常规法和平均值法计算的 AUCt寅肄值 图 2为第一周期

和第二周期的 AUCt寅肄的观察值与理论值的百分比误差。由图

2可以看出平均值法的误差明显小于常规方法，在稳定性方面

平均值法同样优于常规法。

图 2 第一周期(a)和第二周期（b）的 AUC 0→∞ 的观察值与 AUC 0→∞ 的理论值的百分比误差。其中，A~N分别表示常规方法的取样时间 0.8,

0.8, 1, 1, 1.5, 1.5, 2, 2, 3, 3, 4, 4, 5, 5个半衰期

Fig.2 The observed AUC 0→∞ value and theory AUC 0→∞ value percentage error of the first period (a) and the second period (b). A~N separately

respects sample time 0.8, 0.8, 1, 1, 1.5, 1.5, 2, 2, 3, 3, 4, 4, 5, 5 half-life

图 3 紫红笛鲷MHC II琢（A）和MHC II茁（B）重组蛋白的表达和纯化

Fig.3 The expression and purification of MHC II琢 (A) and MHC II茁 (B) recombinant protein

2.2.3 Ct值由表 4中数据可以看出，对于常规方法和平均值法

求得的 Ct值的误差和变异系数相差不大，故以下的 Ct值的计

算仍然采用常规方法。

2.3 研究范围的确定

表 3~4和图 2~3是在设定的初始参数值得情况下获得的

数据，通过改变不同的参数吸收速率常数、分析误差、不同剂量

计算 AUC 和 Cmax，发现与理论值相比较，常规方法获得的

AUC值的在 1.5~5倍半衰期之间的时误差低于 10 %, 变异系

数低于 30 %，但在小于 1.5倍半衰期的清洗期时误差和变异系
数甚至高达 1000 %；平均值法获得的 AUC值的误差在 0~5 %

之间，变异系数没有超过 25 %，更适合于 AUC的计算。

图 3中将半衰期由 100 h减少到 10 h，模拟无清洗期时的

药物浓度时间曲线，获得 AUC和 Ct的值。实线为常规法，虚线

为平均值法，平均值法误差和变异系数明显小于常规法。在

Half-life

0.6

0.8

1

1.5

2

3

4

5

0.71

0.84

0.87

0.89

0.89

0.96

0.98

0.97

0.74

0.81

0.87

0.87

0.90

0.96

0.97

0.98

1.08

1.50

1.67

1.82

1.46

1.86

1.75

0.28

13.21

13.06

13.43

13.15

13.32

13.26

12.89

13.29

1.26

1.56

1.82

1.97

1.72

2.10

0.60

0.78

14.41

13.82

14.30

14.38

15.31

14.91

15.90

16.70

R2

Error (%) CV(%)

Mean method

Error (%) CV(%)

Conventional method

Error (%) CV(%)

表 4 线性回归的 R2值以及在 Tmax2时第一序列的残余浓度 Ct值。

Table 4 The R2 values of the end of log(c) in two-period and the Mean, Error, SD, CV of Ct
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τ

0.6

0.8

1

1.5

2

3

4

5

75.55 %~254.59 %

98.16 %~106.38 %

98.47 %~105.27 %

98.80 %~104.10 %

99.20 %~102.71 %

99.45 %~101.86 %

99.51 %~101.64 %

99.87 %~102.44 %

NO

YES

YES

YES

YES

YES

YES

YES

99.29 %~102.41 %

99.37 %~102.14 %

99.38 %~102.10 %

99.43 %~101.95 %

99.48 %~101.75 %

99.49 %~101.73 %

99.50 %~101.70 %

98.86 %~103.88 %

YES

YES

YES

YES

YES

YES

YES

YES

90% confidence interval

AUC Bioequivalence Cmax Bioequivalence

表 5 不同给药间隔时 AUC和 Cmax的 90%置信区间

Table 5 The 90% confidence interval of AUC and Cmax in different dosing interval

20~80 h半衰期时，由平均值法计算的 AUC误差和变异系数在

可接受的范围之内，即误差小于 5 %，变异系数小于 25 %。通过
常规方法获得的 Ct值误差和变异系数已经误差小于 5 %，变异

系数小于 20 %，不需要平均值法进行优化。
2.4 生物等效性研究

本研究对模拟的 AUC和 Cmax进行生物等效性评价。根

据法规规定，首先进行多因素方差分析，在 0.8~5倍半衰期时，

制剂间与周期间无显著性差异；其次进行双向单侧 t检验，在
0.8~5倍半衰期时，高侧 t值和低侧 t值均大于 t0.05，接收生物

等效假设检验，生物等效，但是在 0.6倍半衰期时，低侧 t值为
0.87，小于 t0.05，拒绝生物等效假设检验；Tmax 经非参数秩和
检验无显著性差异；最后计算 AUC和 Cmax的 90%置信区间，

具体结果如下表 5所示。在 0.8~5倍半衰期时 AUC和 Cmax

的 90%置信区间在 80%~125%之间，符合生物等效要求。在 0.6

个半衰期时，AUC的 90%置信区间为 75.55%~254.59%，超出

生物等效要求，影响了结果的判定。进一步确定了长半衰期药

物生物等效性试验在无清洗期的情况下，取样周期可以缩短为

0.8倍的半衰期对生物等效的结果判定影响较小。

3 讨论

本研究通过计算机模拟的方法进行长半衰期药物无清洗

期时的生物等效性试验，分析在不同半衰期取样时的 AUC和
Cmax的误差和变异系数，并且设定如果误差小于 5%，变异系数

小于 25 %为可以接受的范围。

本研究通过理论推导，获得了无清洗期时双周期的生物等

效性公式，并代入初始参数，获得 AUC和 Cmax的理论值。然后

通过加入分析误差获得 200组的模拟数据，分别计算了 AUC

和 Cmax。通过对消除速率常数取平均值的方法，减小计算时的

误差和变异系数。不断的缩短取样时间至 0.8 倍半衰期时，

AUC和 Cmax的误差小于 3.4 %，变异系数小于 14.6 %，符合误

差小于 5 %，变异系数小于 25 %的设定，认为计算结果是可以

接受的。但是在 0.6倍半衰期时，误差突增值 63.18 %，变异系

数为 60.03 %，结果不可信。在不同半衰期取样时进行生物等效

性研究的结果如表 5所示，进一步验证了模拟的结果。虽然本

研究通过模拟的方法解决了长消除半衰期药物生物等效性研

究中清洗期过长的问题，但是模拟与真正的试验还存在一定的

差距，本研究可能仍然存在许多的缺陷，还需要大量的试验来

验证方法的准确性，从而最终达到解决清洗期过长的问题。本

文希望能够对临床试验有一定的指导作用。

综上所述，本研究在无清洗期时进行长消除半衰期药物的

行生物等效性研究，可以解决清洗期过长带来的影响。但是仍

然需要大量的临床试验来验证。
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