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恩格列净片（商品名欧唐静）于 2014年 5月首次在

欧洲上市，2014年 8月在美国上市，2017年在我国上

市，用于治疗 2型糖尿病［1］。国内批准的恩格列净剂型

为片剂，规格有每片 10 mg和 25 mg，目前已批准的国内

仿制制剂均视同通过一致性评价。仿制制剂要实现与参

比制剂在临床使用的相互替代，二者不仅需药学等效，

更需生物等效。生物等效性试验是评价仿制制剂与参比

制剂一致性的“金标准”。但生物等效性试验存在周期

长、费用高等缺点，且涉及伦理道德问题［2 - 3］，无法作为

常规仿制制剂上市后的监管手段。恩格列净片为口服固

体制剂，其溶解性和胃肠道渗透性决定其在体内的吸收

程度［4 - 5］。平行人工膜渗透性分析（PAMPA）法是一种测

定药物渗透性的方法，采用涂卵磷脂溶液的聚碳酸酯膜

或聚偏氟乙烯模拟小肠上皮细胞，适用于被动转运机制

吸收药物（多数药物），测定结果与人体小肠灌流法相

近［6］。该法操作简便，重复性好，效率高［7］，已广泛用于药

物处方筛选与仿制药一致性评价［8］。本研究中模拟了空

腹和饱腹条件下恩格列净片的体内释放 -吸收过程，以

原研药作为参比制剂，比较仿制制剂与参比制剂的溶

出和吸收行为，通过测定 4家企业生产的恩格列净片仿

制制剂及参比制剂的渗透速率和累计渗透量，建立适宜

的体内外相关性模型，对国产恩格列净片与参比制剂的

体内一致性进行评价。现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

MacroFLUXTM光纤药物溶出度与渗透速率测定系

统（美国 Pion Inc公司）；XPR - 60型电子天平（精度为

0. 000 01 g），Seven Excelence 型 pH 计，均购自瑞士
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AbstractAbstract：：Objective To establish a parallel artificial membrane permeability assay（PAMPA） for predicting the bioequivalence of
Empagliflozin Tablets，and to provide a reference for in vitro consistency assessment of generic drugs. Methods The MacroFLUX™
fiber - optic drug dissolution and penetration rate measurement system was used to simulate the in vivo release - absorption
processe of Empagliflozin Tablets in the fasted and satiated states. With the innovator drug as the reference preparation，the
penetration rate and cumulative penetration volume at 240 min for both generic drug and reference preparation were determined by
the PAMPA，and the 90% confidence intervals （90%CI） of the penetration rate and cumulative penetration volume at 240 min
were calculated. Results The 90%CI of penetration rates and cumulative penetration volume at 240 min of four domestic generic
drugs and the reference preparation in the fasted and satiated states ranged from 80% to 125%. Conclusion The preliminary
prediction demonstrates that the in vitro dissolution - absorption profiles of domestic generic Empagliflozin Tablets from different
manufacturers are consistent with that of the reference preparation，and provides robust technical support for the regulatory of
consistency assessment.
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Mettler Toledo公司；KH - 700TDB型高频数控超声波清

洗器（昆山禾创超声仪器有限公司，功率为 700 W，频率

为80 kHz）。

1. 2 试药

恩格列净对照品（批号为 0007，含量为 99. 9%），

恩格列净片原研药（德国 Boehringer Ingelheim公司，批

号为 101450，规格为每片 10 mg；批号为 705853，规格为

每 片 25 mg）；恩 格 列 净 片 仿 制 药［批 号 分 别 为

154211102（A企业）、211109102（B企业）、2201701（C企

业）、D211206K72（D企业），规格为每片 10 mg；批号分

别为 107220101（A企业）、210412202（B企业），规格为

每片 25 mg］；药物溶出模拟液固体粉末（英国 Biorele⁃
vant公司，批号为FFF - 0421 - B）；ASB缓冲液（批号为

521021，规格为 250 mL），胃肠道模拟脂质体（批号为

520928），均 购 自 美 国 Pion Inc 公 司 ；二 甲 基 亚 砜

（DMSO）为色谱纯，盐酸和氯化钠均为优级纯，无水磷

酸二氢钾、无水磷酸氢二钠、氯化钾、氢氧化钠、冰醋酸

均为分析纯，水为自制纯化水。

2 方法与结果

2. 1 溶液制备

空腹肠模拟液（pH 6. 5）：取氢氧化钠 0. 42 g，无水

磷酸二氢钾 3. 44 g和氯化钠 6. 19 g，置同一 1 L容量瓶

中，加水 900 mL，超声使溶解，测定 pH约为 6. 5，用水稀

释至1 L，即得肠缓冲液A。再取22. 4 g药物溶出模拟液固

体粉末，用肠缓冲液A 0. 5 L超声使溶解，再加0. 5 L肠缓

冲液A，混匀，超声处理30 min后静置30 min，即得。

磷酸盐缓冲液（pH 10. 2～10. 6）：取氯化钾 20. 0 g
和无水磷酸氢二钠 42. 6 g，置同一 1 L容量瓶中，加

1 mol / L氢氧化钠溶液 40 mL，用水定容，混匀，测定 pH
应为10. 2～10. 6。

混合液：将空腹肠模拟液和磷酸盐缓冲液以 1∶1
（V / V）比例混合，临用现制。

空腹胃模拟液（pH 1. 4～1. 6）：取 1 mol / L盐酸溶

液 210 mL和氯化钠 31. 5 g，同置一容器中，加水稀释至

7 L，混匀，测定pH应为1. 4～1. 6。
饱腹肠模拟液（pH 5. 0）：取氢氧化钠 12. 12 g和氯

化钠 35. 62 g，加2. 7 L水使溶解，再加冰醋酸25. 95 g，混
匀，测定pH应为5. 0 ± 0. 2，加水稀释至3 L，即得肠缓冲

液B。再取11. 2 g胆酸盐粉末，加0. 5 L肠缓冲液B，混匀，继

续加肠缓冲液B至1 L，超声混匀，放置30 min，即得。

对照品溶液：取恩格列净对照品适量，精密称定，

用DMSO溶解并定容，制成每 1 mL含恩格列净 10 mg的
溶液，即得。

2. 2 受体室标准曲线建立

取ASB缓冲液50 mL，置100 mL烧杯中，放入转子，

设定转速为400 r / min，将通道2，4，6的光纤探头置液面

下，光纤探头光程为10 mm，精密量取对照品溶液5 μL，
依次加入ASB缓冲液中，采集数据。在 200～700 nm波

长范围内扫描，选择272～280 nm波长进行测定，进行二

阶导数法校正后，以对照品溶液质量浓度（X，μg / mL）为

横坐标、曲线下面积（Y）为纵坐标进行线性回归，结果

回 归 方 程 分 别 为 Y通道2 = 488. 88 X通道2 - 0. 004，
Y通道4 = 486. 41 X通道4 - 0. 003，Y通道6 = 488. 62 X通道6 -
0. 005，相关系数（r）均不小于 0. 999 8。结果表明，受体

室中恩格列净质量浓度在 1. 001 9～5. 007 5 μg / mL范
围内与曲线下面积线性关系良好。

2. 3 生物等效性预测

2. 3. 1 试验方法

采用MacroFLUX TM光纤药物溶出度与渗透速率测

定系统（见图 1）模拟空腹和饱腹条件下恩格列净片的

体内释放 - 吸收过程。参考 2020年版《中国药典（四

部）》通则 0931 溶出度与释放度测定法中第二法（桨

法），以空腹胃模拟液（pH 1. 4～1. 6）400 mL为溶出介

质，设定转速为 50 r / min，依法操作（以饱腹肠模拟液

为溶出介质时，试验初始直接加 500 mL饱腹肠模拟液，

30 min后无需再加入混合液），精密量取 ASB缓冲液

12 mL，置受体室中，设定转速为 450 r / min，两隔室间

以人工膜隔离（使用前用胃肠道模拟脂质体溶液 50 μL
浸润，面积为 3. 88 cm2），试验运行 30 min后，取混合液

100 mL，置溶出杯中，采样间隔 1 min，总采集时间为

240 min，采用光纤探头（10 mm）测定受体室中的药物

浓度（200～700 nm波长范围），计算波长为272～280 nm，
按公式（1）计算恩格列净片的渗透速率，按公式（2）计

算累计渗透量，按公式（3）和公式（4）计算渗透速率与

累计渗透量的 90%置信区间（90%CI）上限、下限，以预

测生物等效性。

J（FLUX）=（dc / dt）×（V / A） （1）
式中，J（FLUX）为渗透速率，即待测物在单位时间通

过单位膜面积的量［μg /（min·cm2）］；dc / dt为单位时间内

受体室中待测物质量浓度的变化速率［μg /（mL·min）］；

A为 3. 88 cm2，即人工膜面积（cm2）；V为 12 mL，即受体

室中ASB缓冲液体积（mL）。

T = CV （2）
式中，T为累计渗透量，即药物在测定时间进入受

体室的量（μg）；C为试验终点受体室中药物的质量浓度

（μg / mL）；V为受体室中ASB缓冲液体积（mL）。

90%CI上限 = A +（CS / n） （3）
90%CI下限 = A -（CS / n） （4）
式中，A为测量值的平均值；n为样本重复次数；
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C为换算系数（与重复次数相关，n = 3时C = 2. 92）；S为
测量值的标准偏差。

2. 3. 2 空腹条件下生物等效性预测

空腹条件下参比制剂与仿制制剂的渗透速率和

240 min时的累计渗透量见表 1和表 2。4家生产企业仿

制制剂与参比制剂的药物渗透速率和累计渗透量的

90%CI均在 80%～120%范围内。表明空腹条件下，所选

取的 4家生产企业的仿制制剂与参比制剂的体外溶

出 -渗透行为均一致。详见表3。
表1 10 mg规格恩格列净片空腹条件下的渗透速率与240 min

时累计渗透量测定结果（n = 3）
Tab. 1 Results of the penetration rate and cumulative penetration

volume at 240 min of Empagliflozin Tablets（10 mg） in the fast⁃

ed state（n = 3）

试验

序号

1

2

生产企业

参比

A企业

B企业

参比

C企业

D企业

批号

101450

154211102

211109102

101450

2201701

D211206K72

渗透速率

检测结果［μg /
（min·cm2）］

0. 085 36
0. 080 41
0. 080 10
0. 086 91
0. 078 56
0. 080 72
0. 080 41
0. 077 01
0. 077 94
0. 076 08
0. 079 79
0. 080 10
0. 077 94
0. 080 72
0. 077 01
0. 078 25
0. 073 61
0. 082 58

均值［μg /
（min·cm2）］

0. 081 96

0. 082 06

0. 078 45

0. 078 66

0. 078 56

0. 078 15

RSD
（%）

3. 60

5. 28

2. 24

2. 84

2. 46

5. 74

累计渗透量

检测结

果（μg）
65. 507 7
66. 343 4
65. 906 9
65. 590 5
62. 286 8
65. 220 9
66. 591 4
59. 935 4
63. 255 6
65. 571 9
63. 272 6
65. 906 9
67. 457 7
63. 385 4
61. 474 1
63. 456 7
58. 005 9
68. 254 9

均值

（μg）

65. 919 3

64. 366 1

63. 260 8

64. 917 1

64. 105 7

63. 239 2

RSD
（%）

0. 63

2. 81

5. 26

2. 21

4. 77

8. 11

表2 25 mg规格恩格列净片空腹条件下的渗透速率与240 min
时累计渗透量测定结果（n = 3）

Tab. 2 Results of the penetration rate and cumulative penetra⁃
tion volume at 240 min of Empagliflozin Tablets（25 mg） in the

fasted state（n = 3）

生产企业

参比

A企业

B企业

批号

705853

107220101

210412202

渗透速率

检测结果［μg /
（min·cm2）］

0. 124 6
0. 124 3
0. 136 1
0. 126 5
0. 120 0
0. 132 7
0. 126 5
0. 126 2
0. 128 4

均值［μg /
（min·cm2）］

0. 128 3

0. 126 4

0. 127 0

RSD
（%）

5. 24

5. 02

0. 94

累计渗透量

检测结

果（μg）
98. 207 1
96. 268 3
105. 130 0
101. 170 3
97. 294 2
102. 576 1
103. 878 4
102. 862 7
103. 701 4

均值

（μg）

99. 868 5

100. 346 9

103. 480 8

RSD
（%）

4. 66

2. 73

0. 52

表3 不同企业恩格列净片空腹条件下渗透速率与累计渗透量

的90%置信区间（90%CI）
Tab. 3 The 90%CI of the penetration rate and cumulative pene⁃
tration volume at 240 min of Empagliflozin Tablets from different

manufacturers in the fasted state（%）

生产

企业

A企业

B企业

C企业

D企业

规格

10 mg
25 mg
10 mg
25 mg
10 mg
10 mg

批号

154211102
107220101
211109102
210412202
2201701
D211206K72

90%CI
渗透速率

（91. 2，109. 0）
（91. 2，106. 8）
（92. 1，99. 3）
（97. 4，100. 5）
（95. 7，104. 0）
（92. 8，112. 7）

累计渗透量

（91. 1，109. 1）
（95. 9，105. 1）
（88. 0，105. 1）

（102. 7，104. 5）
（90. 8，106. 7）
（88. 6，116. 7）

2. 3. 3 饱腹条件下生物等效性预测

参比制剂与仿制制剂的渗透速率和 240 min时的

累计渗透量见表 4和表 5。4家生产企业仿制制剂与参

比制剂的药物渗透速率与累计渗透量的 90%CI均在

80%～120%范围内。表明饱腹条件下，所选取的 4家生

产企业的仿制制剂与参比制剂的体外溶出 -渗透行为

均一致。详见表6。
3 讨论

3. 1 恩格列净生物药剂学分类（BCS）研究

单次给药的最高剂量对应的原料药（恩格列净片

为 25 mg）在体积为 250 mL（或更少）的水溶性介质（pH
1. 0～6. 8）中完全溶解，则认为该药物为高溶解性。若

恩格列净溶解质量浓度满足 0. 1 mg / mL，则认为恩格

列净为高溶解性。恩格列净原料药在 pH 1. 2盐酸溶液、

pH 4. 5醋酸盐缓冲液、pH 6. 8磷酸盐缓冲液和水中的

饱和溶解度分别为 0. 35，0. 35，0. 33，0. 36 mg / mL，属
高溶解性药物。通常认为渗透性高于美托洛尔的药物

微搅拌桨 受体室

光纤探头
仿生膜

光纤探头

溶出杯

图1 MacroFLUX TM光纤药物溶出度与渗透速率测定系统

Fig. 1 MacroFLUX™ fiber - optic drug dissolution and perme⁃
ation rate measurement system
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为高渗透性药物，美托洛尔空腹肠的有效渗透性为

1. 34 × 10- 4 cm / s［9 - 10］。选择 pH 5. 0、pH 6. 8、pH 7. 4的
缓冲液分别模拟人体饱腹、空腹和血液中的环境，测定恩

格列净原料药的渗透性为（25. 8～31. 9）× 10- 6 cm / s，低
于美托洛尔的渗透性，故恩格列净为低渗透性药物，为

BCS Ⅲ类药物。

3. 2 试验准确性

目前，MacroFLUXTM光纤药物溶出度与渗透速率测

定系统常用于 BCS Ⅱ类药物等高渗透性药物。对于低

渗透性药物，若从供体室渗透入受体室的浓度太低（低

于受体室的检测限），则无法实现准确测定。本研究中

为提高检测灵敏度，供体室（溶出杯）选择 500 mL介质

体积，而非 1 000 mL介质体积，通过提高供体室的浓

度，增加渗透驱动力，从而提高受体室的药物浓度，实

现准确测定。为避免ASB缓冲液及胃肠道模拟脂质体

试剂批内批间差异影响结果，每次比对试验中均选用

同 1瓶ASB缓冲液及同 1支胃肠道模拟脂质体开展试

验，每次试验均同时测定仿制制剂和参比制剂，排除试

验过程中的偏差，保证结果的准确性。

3. 3 模型科学性与可行性分析

PAMPA模型适用于被动转运药物，95%药物的转

运机制为被动转运。恩格列净的解离常数（pKa）为

12. 57，在 pH 1. 0～7. 4范围内呈分子态，推测其转运机

制为被动转运。依据参比制剂的药品说明书，恩格列净

是乳腺癌耐药蛋白（BCRP）和P -糖蛋白（P - gp）底物，

但在治疗剂量下恩格列净不会抑制这些外排转运体，

不存在外排效应。采用体外溶出度 - 渗透速率测试结

果的模型比较仿制制剂与参比制剂的释放和吸收过程

较科学、合理。

3. 4 方法评价

采用 PAMPA法建立的体内外相关性模型，能将恩

格列净体外释放情况与其体内响应应答关联起来，具

有一定的体外溶出与体内吸收相关性，较传统的溶出

曲线法更能揭示药物受工艺、处方及体内生理因素的

影响。比较仿制制剂与参比制剂的释放和吸收过程，能

准确、快速地评价仿制制剂与参比制剂的体内一致性，

可用于评价国产恩格列净片的质量，为一致性评价监

管提供了有力的技术支撑。

表4 10 mg规格恩格列净片饱腹条件下的渗透速率与240 min
时累计渗透量测定结果（n = 3）

Tab. 4 Results of the penetration rate and cumulative penetra⁃
tion volume at 240 min of Empagliflozin Tablets（10 mg） in the

satiated state（n = 3）

试验

序号

1

2

生产

企业

参比

A企业

D企业

参比

B企业

C企业

批号

101450

154211102

D211206K72

101450

211109102

2201701

渗透速率

检测结果［μg /
（min·cm2）］
0. 063 71
0. 068 66
0. 064 33
0. 066 80
0. 067 11
0. 065 88
0. 063 40
0. 068 97
0. 065 26
0. 051 03
0. 052 58
0. 051 65
0. 052 27
0. 055 36
0. 054 74
0. 051 34
0. 051 03
0. 056 91

均值［μg /
（min·cm2）］

0. 065 57

0. 066 60

0. 065 88

0. 051 75

0. 054 12

0. 053 09

RSD
（%）

4. 11

0. 96

4. 30

1. 51

3. 02

6. 23

累计渗透量

检测结

果（μg）
60. 305 5
64. 904 9
62. 168 6
63. 390 4
61. 661 5
64. 659 2
58. 828 3
65. 021 9
64. 874 9
49. 515 0
52. 531 0
53. 912 3
50. 234 2
55. 550 4
51. 308 2
49. 783 1
50. 101 7
56. 305 0

均值

（μg）

62. 459 7

63. 237 0

62. 908 4

51. 986 1

52. 364 3

52. 063 3

RSD
（%）

3. 70

2. 38

5. 62

4. 33

5. 37

7. 06

表5 25 mg规格恩格列净片饱腹条件下的渗透速率与240 min
时累计渗透量测定结果（n = 3）

Tab. 5 Results of the penetration rate and cumulative penetration
volume at 240 min of Empagliflozin Tablets（25 mg） in the sati⁃

ated state（n = 3）

生产企业

参比

A企业

B企业

批号

705853

107220101

210412202

渗透速率

检测结果［μg /
（min·cm2）］

0. 069 59
0. 061 24
0. 064 33
0. 071 75
0. 065 26
0. 066 80
0. 067 42
0. 063 09
0. 063 09

均值［μg /
（min·cm2）］

0. 065 05

0. 067 94

0. 064 53

RSD
（%）

6. 49

4. 99

3. 88

累计渗透量

检测结

果（μg）
63. 961 0
55. 935 9
61. 083 2
67. 226 0
58. 286 8
62. 757 5
62. 802 0
58. 241 9
61. 976 5

均值

（μg）

60. 326 7

62. 756 8

61. 006 8

RSD
（%）

6. 74

7. 12

3. 98

表6 不同企业恩格列净片饱腹条件下渗透速率与累计渗透量的

90%CI（%）
Tab. 6 The 90%CI of the penetration rate and cumulative pene⁃
tration volume at 240 min of Empagliflozin Tablets from different

manufacturers in the satiated state（%）

生产

企业

A企业

B企业

C企业

D企业

规格

10 mg
25 mg
10 mg
25 mg
10 mg
10 mg

批号

154211102
107220101
211109102
210412202
2201701
D211206K72

90%CI
渗透速率

（99. 9，103. 2）
（95. 7，113. 2）
（99. 3，109. 9）
（92. 7，105. 7）
（91. 8，113. 4）
（93. 2，107. 8）

累计渗透量

（97. 2，105. 3）
（91. 2，116. 1）
（91. 6，109. 8）
（94. 0，107. 6）
（88. 2，112. 1）
（91. 2，110. 2）
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