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Ｒｅｇｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ Ｐｒｏｄｕｃｔｓ． Ｂｌｏｏｄ ｌｅｖｅｌ ｂｉｏｅｑｕｉｖａｌｅｎｃｅ ｓｔｕｄｙ ｉｓ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｋｅｙ ｍｅｔｈｏｒｄ ｉｎ
ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｍｅｄｉｃａｌ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｔｅｓｔ． Ｗｅ ｓｕｍｍｅｒｉｚｅｄ ｔｈｅ ｋｅｙ ｐｏｉｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ＶＩＣＨ Ｇｕａｉｄｌｉｎｅ ｏｆ Ｂｉｏｅｑｕｉｖａｌｅｎｃｅ：
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ｄｅｓｉｇｎ ｃｏｎｓｉｄｅｒａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｄｅｓｃｒｉｂｅｄ ｉｎ ｄｅｔａｉｌ ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｕｎｉｆｙ ｔｈｅ ｈａｒｍｏｎｉｚｅｄ
ｇｕｉｄｅｌｉｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｇｌｏｂａｌ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ． Ａｎｉｍａｌ ｓｐｅｃｉｅｓ ｆｒｏｍ ｗｈｉｃｈ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｉｓ ｄｉｆｆｉｃｕｌｔ （ｅ．ｇ．，
ｆｉｓｈ， ｈｏｎｅｙｂｅｅ ｅｔｃ．） ａｒｅ ｏｕｔｓｉｄｅ ｔｈｅ ｓｃｏｐｅ ｏｆ ｔｈｉｓ ｇｕｉｄｅｌｉｎｅ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｉｍｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｆｒｏｍ Ａｕｇｕｓｔ ２０１６．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｏｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｏｎ Ｈａｒｍｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ Ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｆｏｒ Ｒｅｇｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ
Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ Ｐｒｏｄｕｃｔｓ （ＶＩＣＨ）； ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ；ｂｉｏｅｑｕｉｖａｌｅｎｃｅ（ＢＥ）；ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｐｈａｒｍａｃｅｔｉｃａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

　 　 生物等效性（ ｂｉｏｅｑｕｉｖａｌｅｎｃｅ，ＢＥ）是指在相同

试验条件下，药学等效制剂或给予相同摩尔数的药

物，其活性成分吸收程度和速度的差异无统计学意

义，临床疗效相等，临床应用上制剂可换。 通常意

义的 ＢＥ 研究是指用生物利用度（ Ｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ，
ＢＡ）研究方法，以药代动力学参数为终点指标，根
据预先确定的等效标准和限度进行的比较研究。

为了避免不必要的重复试验，统一兽药注册资
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料中生物等效性报告要求， ＶＩＣＨ 于 ２０１５ 年 ８ 月通

过兽药生物等效性（血药法）指导原则［１］，２０１６ 年 ８
月起实施。 该指导原则包括适用范围、制定 ＢＥ 试

验方案的因素 ／变量、统计学分析和术语四部分。
１　 适用范围

ＢＥ 不仅适用于仿制药与原研药的比较，判断

仿制药是否可与原创药替换使用，还适用于新药不

同研发阶段的桥接试验，如处方工艺改变、剂型改

变（如胶囊和片剂）、给药途径改变等的效果对比

等。 本指南不包括：①ＢＥ 豁免情况；②微生物发酵

产品；③治疗用预混剂；④以药理学为终点的研究；
⑤以临床为终点的研究；⑥体外溶出试验；⑦食品

安全；⑧血药浓度与作用位点的药物浓度无相关性

的药物（如乳房注入剂）；⑨支持性应用研究（如适

口性）；⑩多次采血困难的靶动物（如蜂、鱼等）。
２　 制定 ＢＥ 试验方案的因素 ／变量

ＶＩＣＨ 要求 ＢＥ 的实施必须遵守良好实验室操

作规范（Ｇｏｏｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｐｒａｃｔｉｃｅｓ，ＧＬＰ）。 而我国

兽药将 ＢＥ 归为良好临床操作规范（Ｇｏｏｄ Ｃｌｉｎｉｃａｌ
Ｐｒａｃｔｉｃｅｓ，ＧＣＰ）。

试验设计根据药物和靶动物的不同特点而选

择科学合理的设计方案。
２．１　 试验设计方案要点 　 血药法 ＢＥ 设计首选双

周期双序列交叉试验，不满足首选条件时选择平行

试验设计，其他设计如重复试验设计、序贯试验设

计、３－处理交叉试验设计或多个参比平行设计等。
标准的双周期双序列交叉试验设计（２×２）见表 １。
该试验设计可以消除试验变异的主要来源，如不同

个体的药物吸收速率差异、消除差异和分布容积差

异。 双序列可以消除潜在的周期效应干扰。 两个

周期之间要保证足够长的清洗期，周期 １ 和周期 ２
的基线浓度应基本相同。

表 １　 双周期双序列交叉试验表

Ｔａｂ １　 Ｔｗｏ－ｐｅｒｉｏｄ， ｔｗｏ－ｓｅｑｕｅｎｃｅ， ｃｒｏｓｓｏｖｅｒ ｔｅｓｔ
序列 Ａ 序列 Ｂ

周期 １ 受试制剂（Ｔ） 参比制剂（Ｒ）

清洗期
要足够长（至少＞５ 个 ｔ１ ／ ２），

ｐｒｅ－ｄｏｅｓ 样本证明无药物残留

周期 ２ 参比制剂（Ｒ） 受试制剂（Ｔ）

　 　 平行试验设计适用于①药物原形和 ／或其代谢

物导致动物的生理学特征改变（如肝药酶被诱导，
血流量改变）进而导致周期 ２ 的制剂生物利用度发

生改变；②药物原形和 ／或代谢产物的消除半衰期

很长，或呈波动药动学特征（如 ｆｌｉｐ－ｆｌｏｐ 动力学）；
③双周期交叉试验中清洗期过长导致动物生理状

态显著改变；④动物的循环血量较少，采集血液检

测药物浓度较难持续到周期 ２。
如果标准 ２×２ 交叉试验设计较难实施，可考虑

采用 ３ 周期重复（部分重复，如参比制剂在所有试

验动物处理两次）或 ４ 周期重复（完全重复）试验

设计方案。
序贯试验设计也适用于等效试验。 在实施序

贯试验时，可以先对一定数量的试验动物进行一次

ＢＥ 试验并进行期中分析，再采用一定数量的动物

继续进行下一次 ＢＥ 试验，最后汇总两次 ＢＥ 试验

数据进行统计学分析并判定是否等效。 序贯试验

必须保证总的 Ｉ 类错误符合要求，并在试验开始前

确定终止试验的标准。 在设计方案中需要预先定

义每一阶段 ＢＥ 试验所用的动物数量及每次数据分

析调整的显著性水平 α 值。
２．２　 药物制剂的相关要点　 药物制剂包括受试制

剂和参比制剂，均应为官方批准的合法生产的最终

上市产品，应含有相同的活性成分（ＡＰＩ）。 在实施

ＢＥ 前要进行含量测定，不同批次间的受试制剂与

参比制剂的含量差异应在±５％之内。 实施 ＢＥ 前，
应明确受试制剂的关键质量特征（如溶出度）。
２．２．１　 给药途径及给药部位　 受试制剂和参比制

剂应采用相同的给药途径和给药部位。 参比制剂

如果存在多种给药途径，应分别实施不同给药途径

的 ＢＥ 试验。
２．２．２　 给药剂量　 在交叉试验中，每个受试动物接

受的受试制剂和参比制剂的总剂量是相同的，极少

数情况，由于动物生长过快导致个体间药物的体内

过程差异过大，给药剂量也可调整。 ＢＥ 试验中动

物给药剂量不是采用 ＡＰＩ 的含量实测值，而是标签

用量。 一般采用标签最高剂量，大多数药物即可确

定受试制剂和参比制剂之间的差异。 如果在标签

·８５·
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标示范围内药动学特征（ＰＫ）呈线性，也可采用标

签低剂量。 例外情况，如果某一批次的参比制剂与

受试制剂含量差异超过 ５％，给药剂量可以进行归

一化，但归一化需要在试验方案中预先定义。 血药

浓度低的药物，为了达到有效的可测药物浓度，允
许超过标签最高剂量给药，但一般不应超过 ３ 倍，
前提是药物的安全范围较宽且 ＰＫ 呈线性。 对于标

签范围内 ＰＫ 不呈线性的参比制剂，应考虑：①如果

有证据表明药物存在饱和吸收过程，限制了 ＡＰＩ 的
吸收，则可能会出现标签高剂量等效而标签低剂量

不等效，此时要优先选择标签低剂量，并提供低剂

量选择依据和 ＰＫ 的线性范围。 ②如果 ＡＰＩ 溶解

性较低，超过标签剂量范围后存在非线性 ＰＫ，则标

签高剂量和标签低剂量的 ＢＥ 试验均应实施。
２．２．３　 单次给药 ｖｓ 多次给药　 大多数情况，速释

制剂（ｉｍｍｅｄｉａｔｅ－ｒｅｌｅａｓｅ ｄｒｕｇ ｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＩＲ）和控释制

剂（ｍｏｄｉｆｉｅｄ－ｒｅｌｅａｓｅ ｄｒｕｇ ｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＭＲ），均可选择

单次给药药动学试验方案，因为单次给药对于评价

ＡＰＩ 从制剂中释放进入到循环系统的差异更为灵

敏。 对于重复给药的缓释制剂 （ ｅｘｔｅｎｄｅｄ ｒｅｌｅａｓｅ
ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓ，ＥＲ），如果每次给药无蓄积效应或蓄积

效应可忽略不计，可进行单次给药的 ＢＥ 试验。 如

果存在蓄积效应（如稳态血药浓度超过单次给药的

２ 倍），ＢＥ 试验应基于多次给药试验设计。 存在衡

量消除过程（即零级代谢动力学）的药物，单次给药

血药浓度太低致使检测方法无法获得完整的 ＡＵＣ
信息的药物，也要采用多次给药试验设计。 除了评

价 Ｃｍａｘ和 ＡＵＣ，还要重点评价谷浓度（Ｃ ｔｒｏｕｇｈ）。 单

次和多次给药方案均可采用平行或交叉试验设计。
由于较长的试验周期增加了试验的复杂性，因此不

建议序贯试验设计和重复试验设计用于多次给药

的试验。
２．３　 试验动物和动物种属的相关要点　 动物种属

ＢＥ 试验必须使用靶动物。 为了注册单独用于特定

靶动物的仿制药，必须根据参比制剂标签中的每一

种主要靶动物单独进行 ＢＥ 试验，在主要种属动物

证实生物等效的结果可以外推到标签中的次要种

属动物，此时还应有科学数据支持外推结果，例如，

要考虑动物的解剖和生理特点，制剂 ＡＰＩ 的性质和

剂型等。
２．３．１　 分组　 动物应随机分组，每个序列（交叉设

计）或每个处理组（平行设计）的动物数应相等。
实施 ＢＥ 试验应采用健康动物。 对于平行试验设

计，试验动物潜在影响 ＡＰＩ 药动学特征的因素尽可

能均衡，如体重、性别、营养、生理状态、繁殖水平

（如果相关）等。
２．３．２　 膳食状态　 所有种属动物的膳食状态和饲

喂时间均应符合动物福利（如反刍动物不能禁食）
和 ＡＰＩ 的药动学特征。 犬猫用的内服制剂，均应禁

食空腹进行 ＢＥ 试验，除非参比制剂标签中明确标

示仅用于饲喂后动物。 给药前至少禁食 ８ ｈ，给药

后禁食 ４ ｈ。 对于用于非反刍动物的口服速释制

剂，正常情况下，ＢＥ 试验应在空腹和进食两种状态

下进行，除非有其他证据。 试验方案和报告应阐明

在饲喂或禁食状态下开展 ＢＥ 试验的合理性，并且

要描述饮食和饲料配方。
２．３．３　 动物数量（样本容量） 　 预实验有助于估计

正式 ＢＥ 试验所需的合适样本容量，样本容量应在

试验方案中预先说明，所计算的样本容量是正式试

验的最少动物数量。 对于普遍接受的 ＢＥ 试验，每
种制剂处理至少 １２ 只动物。 对于交叉试验，每个

序列最少为 ６（ｎ ＝ ６）只动物，因此总的数量至少为

１２（Ｎ≥１２）只。 对于平行试验，每个处理组不少于

１２ 只，因此总数不少于 ２４ 只。 考虑动物的脱落风

险（如呕吐、给药错误、受伤 ／死亡），需要增加动物

数，以保证统计学分析有效。
２．４　 分析中的数据剔除 　 多种情况下，可能且有

必要剔除一个试验动物的全部或部分数据。 如果

剔除，要在报告中说明剔除的充分理由，实验方案

应制定好数据剔除规则，以避免偏差，剔除样本可

不进行血样分析。 所有的有效数据均应包含在统

计学分析中，不能以统计学理由和药动学理由剔除

数据。 例如，某头动物周期 ２ 的数据被剔除后，周
期 １ 的数据不能对应剔除，也应进行统计学分析。

通常，试验方案中应有剔除标准，如内服制剂

存在呕吐风险，因呕吐导致丢失的部分或全部给药

·９５·
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剂量，因此，试验方案中预先设定与呕吐有关的数

据剔除标准。 如剔除标准应写明①从给药到发生

呕吐的可接受时间（如胃排空时间，动物的膳食状

态等）。 ②可接受的因呕吐导致的药物损失量。 此

外，试验中可选择在动物呕吐后重复给药，其标准

也应在试验方案中预先说明。
２．５　 血样采集方案及 ＰＫ 参数　 围绕 Ｔｍａｘ 要有足

够的采样点，以便对 Ｃｍａｘ 进行可靠的估计。 对于

非静脉途径给药的药物，避免首个采样点为 Ｃｍａｘ，
采样时间范围要保证 ＡＵＣ０－ｌａｓｔ大于 ＡＵＣ０－∞ 的 ８０％。
消除相对数线性回归分析时要至少选择 ３ 个采样

点，以准确估计 ｋｅ，并准确估计 ＡＵＣ０－∞ 。 对于具有

较长终末消除半衰期的药物，ＢＥ 评价时的 ＡＵＣ 值

可能小于药物系统暴露总量 （ ＡＵＣ０－∞ ） 的 ８０％
（Ｃｍａｘ 除外），此时应保证在整个采样时间内，药物

已吸收完全。 对于多次给药的 ＢＥ 试验，ｐｒｅ－ｄｏｓｅ
样本应在给药前立即采集，并且建议最后一个采样

点紧邻给药间隔末端，以便准确估计 ＡＵＣτ，采样必

须证明血药浓度已达稳态。
生物等效性中的 ＰＫ 参数必须经非房室模型

分析方法计算获得。 在单次给药的 ＢＥ 试验中，应
给出 Ｃｍａｘ、Ｔｍａｘ、ＡＵＣ０－ｌａｓｔ 和 ＡＵＣ０－∞ 药动学参数。
在多次给药的 ＢＥ 试验中，应给出 ＡＵＣτ、稳态 Ｃｍａｘ
（Ｃｍａｘ ｓｓ）、稳态 Ｃ ｔｒｏｕｇｈ、稳态 Ｔｍａｘ（Ｔｍａｘ ｓｓ）。 控释

制剂也要分析 Ｃ ｔｒｏｕｇｈ。 其他参数包括 ｋｅ、终末消除

半衰期和 Ｔｌａｇ。 如果 ＡＰＩ 为内源性物质，生物等效

性 ＰＫ 参数的计算应包含基线浓度的修正。
２．６　 检测物质

２．６．１ 　 原形药 ／ 代谢物 　 一般推荐仅测定原形药

物，因为原形药物的 Ｃｍａｘ 比代谢产物能更灵敏地

反映制剂间的差异。 ＢＥ 的等效判定基于 ＡＰＩ 的总

药物浓度（游离药物＋与蛋白结合的药物）。
２．６．２　 非活性前药　 前药的 ＢＥ 判定仍依据前药，
而不是代谢物，除非前药在血浆中浓度过低几乎无

法检测。 如果前药无法测定，则测定代谢产物。
２．６．３　 外消旋体 ／ 对映体　 外消旋体通常推荐用非

手性的检测方法进行生物样品测定。 若同时满足

以下条件，则需分别测定各对映体：①对映体药效

动力学特征不同；②对映体 ＰＫ 特征不同；③药效主

要由含量较少的异构体产生；④至少有一个异构体

在吸收过程呈现非线性特征（随着药物吸收速率的

变化，对映体浓度比例发生改变）。 手性辅料选择

性地改变的一种或全部异构体的吸收过程，也必须

采用手性分析方法。 如果药物为单一构型，但在体

内存在手性转化，也需要用手性分析方法。
２．７　 生物分析方法的验证 　 ＢＥ 试验中的生物分

析方法必须经过验证，方法学验证部分要包括：浓
度范围和线性、基质效应、定量限、特异性 （选择

性）、准确度、精密度、分析物和内标物的稳定性。
３　 统计分析要点和等效标准

统计模型和随机化过程应在试验方案中预先

定义。 根据不同的试验设计采用合适的统计学方

法。 ＰＫ 参数进行 ＬＮ 转换用于满足 ＡＮＯＶＡ 的假

设条件，ＡＮＯＶＡ 用于分析变异差异有无统计学意

义。 ＢＥ 的最好评价方法为双向单侧 ｔ 检验及 ９０％
置信区间法。 提供 ＡＵＣ０－ｔ、ＡＵＣ０－∞ 、Ｃｍａｘ 几何均

值、算术均值、几何均值比值及其 ９０％置信区间

（ＣＩ）等。 参数几何均值比值的 ９０％置信区间数值，
ＡＵＣ 和 Ｃｍａｘ 的接受标准为 ８０．００％ ～ １２５．００％，窄
治疗窗药物应根据药物的特性适当缩小 ９０％置信

区间范围。 缓释制剂的多次给药 ＢＥ 试验且存在药

物蓄积时，Ｃ ｔｒｏｕｇｈ也适用 ８０．００％ ～ １２５．００％ 的等效

限标准。
４　 结　 语

ＶＩＣＨ ＧＬ５２（血药法生物等效性指导原则）给

出了兽药血药法 ＢＥ 的基本建议，其基本原则与

ＷＨＯ［２］、ＦＤＡ ／ ＥＭＡ 等［３－６］ 以及 ＣＦＤＡ［７］ 的相同，如
试验设计原则、数据剔除原则、生物样本采集及处

理、统计学原则、等效性判定标准等。 特殊特点药

物的设计及要点可参考相关文献，如高变异性药

物［８］、长半衰期药物的截尾模型［９］。 所不同的是，
兽药的复杂性在于靶动物的多样性，并且每种靶动

物有其独特的解剖和生理特点，比如，反刍动物形

成瘤胃前后生理差异明显，反刍动物不能禁食，蜂
蚕鱼无法连续采血，这就使得动物 ＢＥ 因不同种属

靶动物特点而不同。 其次，人的 ＢＥ 试验认为药物

·０６·
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有效性和安全性均等效，动物的 ＢＥ 结果只能说明

药物有效性等效，无法替代安全性，所以与食品安

全有关的兽药残留消除试验需要单独实施。 另外，
支持性试验研究如适口性、耐受性试验也需要单独

进行。 再者， ＶＩＣＨ 要求使用健康靶动物， ＦＤＡ ／
ＥＭＡ 和 ＣＦＤＡ 也要求首选健康志愿者，但在健康人

群不能承受药物不良反应或者患者对药物的耐受

性更好时，要选者患者进行 ＢＥ 试验［１０］。 最后，实
施 ＢＥ 难度，兽药要相对简单，因为靶动物可以标准

化管理，也无自主行为，而人群的不受控因素例如

吸烟、饮酒、自主服用药物 ／保健品、使用避孕药等，
数据脱落的几率更大。 ＶＩＣＨ 血药法生物等效性指

导原则为我国兽药仿制药注册和比对试验的实施

提供了参考。
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［１０］ Ｗｏｏ Ｙ Ｓ， Ｗａｎｇ Ｈ Ｒ， Ｙｏｏｎ Ｂ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｂｉｏｅｑｕｉｖａｌｅｎｃｅ ｏｆ ｇｅｎｅｒ⁃

ｉｃ ａｎｄ ｂｒａｎｄ ｎａｍｅ ｃｌｏｚａｐｉｎｅ ｉｎ Ｋｏｒｅａｎ ｓｃｈｉｚｏｐｈｒｅｎｉｃ ｐａｔｉｅｎｔｓ： ａ

ｒａｎｄｏｍｉｚｅｄ， ｔｗｏ－ｐｅｒｉｏｄ， ｃｒｏｓｓｏｖｅｒ ｓｔｕｄｙ［ Ｊ］ ． Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙ Ｉｎｖｅｓ⁃

ｔｉｇ． ２０１５ ，１２（３）：３５６－３６０．

（编 辑：陈 希）
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