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摘= =要：两阶段生物等效性研究目前已得到多个国家生物等效性指南的认可，但在实施两阶段生物等效性研究时如何在控制

f类错误的基础上保证目标把握度是很大的挑战。对目前国内外文献发表的两阶段设计生物等效性研究方法加以综述，详细

介绍了文献方法的研究策略、检验水准的校正方法、样本量再估算等，为国内药品申办者在开展两阶段生物等效性研究提供

参考。=
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在生物等效性研究中，样本量是非常关键的因

素，生物等效性试验样本量估算取决于检验水准

（α）、检验效能（N−β）、关键药动学参数（ArC、
Cm~x）的个体内变异系数（wáthánJsìbject=coeffácáent=
of=v~rá~táonI=Cs）、试验制剂和参比制剂待评价药动

学参数指标的实际差异（qLo）和设定的等效界= = =
值xNJOz。但由于个体内变异及参比制剂与受试制剂间

差异的真值往往在试验前不可知，在实施中，有可

能由于对其错误的估计，造成纳入的样本例数过少

或过多。样本例数过少，检验效能不足，犯 ff类错

误的可能性加大，可能将等效的制剂误判为不等效，

增加申办者的风险；而样本例数过多，会使研究成

本增加，纳入过多的受试者暴露于试验药物也不符

合伦理原则。如何兼顾统计效率与经济效益的矛盾

双方，无论在理论上还是实践中都有重要的意义。=
两阶段设计（twoJst~ge= deságn，qpa）生物等

效性研究由于其在样本量估算方面的适应性、灵活

性，近年来已被各国指南所认可（caA、bjA、加

拿大、澳大利亚、日本、新西兰、tel等）xOJUz。

虽然在 OMNR 年版《中国药典》VMNN 药物制剂人体

生物利用度和生物等效性试验指导原则中明确指

出：“在证明生物等效性时，可以接受两阶段试验方

法，最初一组受试者给药并分析数据，如果不能证

明生物等效，则可以增加招募一组受试者，在最终

分析中合并两组的结果”xVz，但具体如何实施在指

南中没有明确规定。本文将综述国内外相关文献，=
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对两阶段设计生物等效性研究的设计特点、决策树、

中期分析、样本量再估算、检验水准的校正方法、结

果判定等做详细介绍，为两阶段生物等效性研究提供

可采纳的方法，以促进国内新药临床试验的发展。=
N= =两阶段生物等效性方法的提出=

在以药动学参数为终点评价指标的生物等效性

试验中，一般采用双周期、双交叉的设计方法，根

据选定的药动学参数和预设的接受限，对两者的平

均生物等效性做出判定xNMz。血药浓度J时间曲线下面

积（ArC）反映暴露的程度，峰浓度（Cm~x）和达

峰时间（Tm~x）是受到吸收速度影响的参数。当关

键药动学参数（ArC、Cm~x）的几何均数比（geometrác=
me~n=r~táoI=djo）的 VMB可信区间（Cf）落在预设

的接受范围内时（通常要求为 UMKMMB～NORKMMB），
则被认为生物等效。在进行两周期双交叉平均生物

等效性评价时，推荐的统计方法为：对关键药动学

参数（ArC、Cm~x）进行对数转换后，采用多因素

方差分析，考虑可以合理假定对相应变量有影响的

方差来源，如序列、序列内受试者、周期和制剂，

得到误差的均方（jp），带入以下公式，来计算关

键药动学参数（ArC、Cm~x）的几何均数比的 Cf
值。=

NMMEN−OαFBCfZän−NEμq−μo± tαI= df·pe= F×
NMMB=

peZ=s× nLO =
其中 μq、μo 分别代表受试制剂与参比制剂关

键药动学参数的均数（经对数转换后），pe 为标准

误，s 为 jp 的平方根，来自方差分析。从公式中

可以发现，当 s较大，说明研究药物个体内变异较

大，Cs与 s满足以下关系式：CsZxexpEsOF−NzNLO，
即使 djo接近于 N（μq−μo接近于零），当样本例

数（n）不够时，其 djo 的 VMBCf 亦有可能超出

预设的等效范围，特别对于高变异药物（Cs＞PMB）

的生物等效性判定时，失败的案例有可能是由于样

本例数不够，把握度过低，而将本为等效的两制剂

误判为不等效。采用经典的单阶段固定样本量的生

物等效性设计往往会出现上述问题，一旦失败，过

去只能重新组织更大规模的生物等效性研究，造成

人力物力资源的浪费。因此早在上世纪 VM年代，即

有国内外学者提出可以在生物等效性研究中沿用随

机对照临床研究（r~ndom=controä=trá~äI=oCq）中的适

应性设计的思路，在生物等效性研究中提出成组序

贯设计（groìp= seqìentá~ä= deságn）、追加样本设计

（~ddJon=deságn）等xNNJNPz，其中两阶段研究是成组序

贯研究的特例，与以疗效指标为主要评价指标的

oCq研究相比，由于以药动学参数为终点评价指标

的生物等效性研究的规模较小，两阶段研究比较= =
适用xQz。=

两阶段设计是将生物等效性研究分成两个阶

段，当第一阶段实验完成后进行期中分析（ánterám=
~n~äysás），如拒绝零假设则可提前得出有效结论结

束试验，否则进入下一阶段试验，重新评估样本量，

招募第二阶段的受试者进行研究。一般来说，由实

际试验数据估算的样本含量往往要比不确切信息下

估算的更加准确，因此，根据期中分析的结果对样

本含量进行调整，可以保证试验达到预定的把握度。

另外对于不能拒绝无效假设的，也可提前结束以避

免不必要的浪费，提高试验效率，更加符合伦理学

的要求。但由于研究分为两个阶段，有可能使得检

验水准增加（α=ánfä~táon），增加发生 f类错误的概率

（type=f=errorI=qfb）xNQz，因此，有学者针对在两阶段

设计中如何控制 qfb进行了专门的研究。=
目前两阶段生物等效性研究已在很多国家与地

区生物等效性指南中得到认可xOJUz。OMNR 版《中国

药典》的 VMNN指南也明确指出两阶段设计可以被接

受xVz。各国指南均要求调整后的显著性水平应在方

案中预先规定，指南还对实施过程提出了一些建议，

如日本指南中就提出第二阶段招募的受试者例数

（nO）应不少于第一阶段受试者例数的 NLO（nO≥=
nNLO）xSz。欧盟、tel、中国指南中要求在分析两

阶段合并的数据时，在方差分析模型中应包括阶段

项xPIUJVz。加拿大指南中对两阶段设计中显著性水平

调整方法给出建议，推荐采用 mocock=α 消耗函数方

法，两阶段调整后的名义检验水准 α’（nomán~ä=
~äph~）均采用 MKMOV=QxQz。=
O= =两阶段生物等效性研究设计方案=

根据假设检验数据统计的原理，重复检验若不

对检验水准进行调整，会造成 qfb的增大。重复实

施 k次假设检验，每次的检验水准 α 均为 MKMR，最

终 qfb可用下述公式估计：N−（N−α）k。在实施两

阶段生物等效性研究时，若不对两阶段 α 进行调整，

qfb 可能上升为 VKTRB，如果不对累积 qfb 进行控

制，可能会使不等效的药物获得上市许可，增加患

者风险。因此，必须在设计两阶段生物等效性时，

对累积 qfb进行控制。在生物等效性研究中控制累

积 qfb有以下 S种方法。=
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OKN= = Bonferroni校正法=
_onferroná 校正法其每阶段的名义检验水准调

整为：αLk，k 为阶段数，当采用两阶段设计时，第

一阶段与第二阶段的 α 调整为 MKMOR，则总的 qfb
基本可被控制在 RB以下。_onferroná校正法在控制

qfb 方面相对保守，每阶段的置信区间调整为 VRB
（CfZN−Oα’），纳入的总的样本量一般比固定样本设

计的样本量要大。目前认为本法应用于生物等效性

研究时由于样本例数要求较大，不符合伦理原则，

一般不被推荐。=
OKO= = mocock校正法=

mocock消耗函数的公式为：αEtFZαänxNHEeJNFtz，
t为试验时间，采用 mocock校正法，各阶段名义检

验水准基本相等，当采用两阶段设计时，每阶段的

名义检验水准（α’）调整为 MKMOV=QxNQJNRz，在加拿大

的生物等效性指南中推荐采用本校正方法xQz，在欧

盟的指南中亦参考本方法，认为在第一阶段与第二

阶段均采用 VQKNOB（CfZN−Oα’）的置信区间可被接

受xUz。=
但 mocock 校正法是基于平行组优效性假设检

验的序贯设计的，数据一般要求已知变异度并符合

正态分布，中期分析的时间点要求是在 kLO（k 为

总的样本量）处。生物等效性一般为交叉设计，其

药动学参数需进行对数转换后才符合正态分布，在

试验前个体内的变异度为未知，进行中期分析的时

间点并不一定在 kLO时，因此，生物等效性研究不

符合上述 mocock校正法应用的前提条件，在两阶段

样本量不同的情况下，仍采用相同的名义检验水准

理论依据不充分，可能会造成 qfb的增加，需要采

用蒙特卡罗拟合的方法对试验结果的 qfb 进行验

证，模拟过程可由统计软件（如 C、o、pAp 等）

实现xNSJNUz。=
OKP= = motvin适应性两阶段设计（方法 B、C、a）=

motván曾提出了 Q种（方法 A、_、C、a）双

交叉生物等效性研究的两阶段适应性设计方案，针

对不同 qLo的估计值与个体内变异的案例进行了模

拟。方法 A由于未对 α进行调整，会造成 qfb增大，

不被推荐。而方法 _、C、a的研究路径见图 N和 O，
motván 团队认为在受试制剂与参比制剂 qLo＝MKVR
时应用方法 _、C，在 qLo＝MKVM时应用方法 a，均

可以在控制 qfb的前提下保证把握度xNVJOMz。=
根据对第一阶段数据分析时 α是否固定，可将

适应性两阶段设计主要分成两种类型，类型 f 为无

论中期分析时的结论是中止研究（不拒绝无效假

设），还是继续进入至第二阶段，在两阶段均采用同

一调整后的名义检验水准；类型 ff为根据中期分析

的把握度，对第一阶段数据进行统计分析时，先采

用 α＝MKMR，根据计算得到的置信区间与把握度判

断是否等效后再决定是否需要对 α进行调整。这两

种类型的设计方法的决策树示意图见图 N、O。=

=

图 N= =类型 f两阶段设计决策树示意图（方法 _）=
cigKN= = dr~phic~l= description= of= type= f= twoJst~ge=
bioequiv~lence=design=Edecision=tree=of=method=BF=

=

图 O= =类型 ff两阶段设计决策树示意图（方法 C、a）=
cigKO= dr~phic~l= description= of= type= ff= twoJst~ge=
bioequiv~lence=design=Edecision=tree=of=method=CLaF=
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类型 f的设计方案主要是以 mocock校正法为基

础，motván提出的方法 _即属于此类，两阶段的名

义检验水准均调整为 MKMOV=Q；而类型 ff的设计方案

是基于传统的生物等效性理论，在未进入第二阶段

前（此时 α 并未被消耗，仍可采用 α＝MKMR）来进

行生物等效性的判定。若决定继续第二阶段的研究，

再对两阶段的 α进行调整，motván设计的方法 C与

方法 a均属此类，方法 C与方法 a研究路径一致，

只是名义检验水准不同，在方法 C 中 α~dj 调整为

MKMOV=Q，而方法 a中 α~dj调整为 MKMOU=MxNVJOMz，适用

于不同的 qLo估计值。=
motván 提出的两阶段适应性设计是目前两阶段

生物等效性研究的基础，后来的学者基本是在他的

方法基础上加以改良。=
OKQ= = cugls~ng提出的适应性两阶段设计（方法 b）=

对于试验前对个体内变异度估计不足，而根据

第一阶段数据得出的实际 Cs 较大时，往往在第一

阶段纳入的样本量 nNYYk，这种情况下，需要在第

二阶段纳入较多的受试者才能保证把握度，此时又

可能造成 qfb的增加，有必要引入无效规则的概念

（fìtáäáty=rìäe）xONJOOz。cìgäs~ng在 motván方法 C的基

础上提出了方法 bxOSz，对总样本例数设置了无效规

则，定义总样本量的上限，规定 km~x为 OnN、PnN、
QnN或直接控制其例数，如规定 km~x≤SM或 km~x≤
UM等，当通过中期分析时计算得到的总样本例数超

出样本量上限时，试验终止，不再往下进行。此外

方法 b要求无论第一阶段的数据结果，人为强制规

定都必须进入到第二阶段，还在方案中对第二阶段

纳入的受试者数目最小值的限制规定为 nOmán＝
nNLO。决策树示意图见图 P。值得注意的是，对受试

者例数上限进行控制可能会减小研究的把握度。=
cìgäs~ng认为与 motván提出方法 C相比较，对

于高变异低初始样本量的研究来说，方法 b所纳入

的总受试者例数较少，更加符合伦理学的要求。此

后，cìgäs~ng 还把两阶段设计推广至平行设计生物

等效性研究xOTJOUz。=
OKR= = h~r~lis 等提出的总体样本量控制的适应性两

阶段设计=
motván 提出的两阶段设计，在期中分析进行把

握度计算，所应用的 qLo采用的是假设值（一般假

设为 MKVM 或 MKVR），cìgäs~ng 提出的方法 b，在期

中分析时也是以qLo为MKVR的假设进行运算。motván
未设计无效规则，而 cìgäs~ng提出的方法 b中的无=

=

图 P= = cugls~ng提出的适应性两阶段设计决策树示意图（方

法 b）=
cigKP= dr~phic~l= description= of= ~d~ptive= twoJst~ge=
bioequiv~lence= design= invented= by= cugls~ng= Edecision= tree=
of=method=bF=

效规则中针对样本总量，未对第一阶段 djo 的点

估计值（poánt= estám~te）提出要求。对此，h~r~äás
设置了下列无效规则：若第一阶段的 djo 超出接

受范围（MKUM～NKOR），则终止研究；设置样本量上

限（ìpper=s~mpäe=sáze=äámát=I=ri），若经中期分析，

nN＋nO＞ri，试验终止，不再往下进行。h~r~äás等
在 motván方法的基础上提出两种总样本量控制的适

应性两周期设计 pqaJN与 pqaJO，与之前不同的是，

h~r~äás 的方法在中期分析做样本量再估计采用的

是第一阶段的 djo（而不是 qLo的估计值）。h~r~äás
认为有样本总量的限制，可以控制 qfb的上升，ri
设置得越低，结果越保守，h~r~äás在 pqaJN中名义

检验水准设置为 MKMOU=M，pqaJO中名义检验水准设

置为 MKMOV= Q，在其论文中模拟了 ri＝SO与 ri＝
NRM 两种情况，没有发现 qfb 的明显上升xOVJPMz。

pqaJN与pqaJO两种方法的决策树示意图见图Q、R。=
OKS= = cugls~ng 提出在更高把握度要求下的 qfb 控

制方法=
大多文献在数据模拟时，把 UMB作为目标把握

度，在 cìgäs~ngOMNP年的论文中xPNz，针对有申办者

出于商业的考虑，希望将把握度增大至 VMB时，提

出了名义检验水准的调整方案，以 VMB为目标把握

度，采用 motván方法 _（假设 qLoZMKVR），α~dj调整=
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图 Q= = h~r~lis 提出的两阶段设计决策树示意图（方法

qpaJN）=
cigKQ= = dr~phic~l= description= of= ~d~ptive= twoJst~ge=
bioequiv~lence= design= invented= by= h~r~lis= et= ~l= Edecision=
tree=of=method=qpaJNF=

=

=

图 R= = h~r~lis 提出的适应性两阶段设计决策树示意图（方

法 qpaJO）=
cigKR= = dr~phic~l= description= of= ~d~ptive= twoJst~ge=
bioequiv~lence= design= invented= by= h~r~lis= et= ~l= Edecision=
tree=of=method=qpaJOF=

至 MKMOU=Q，采用 motván方法 C（假设 qLoZMKVR），α~dj
调整至 MKMOT=Q，用 motván方法a（假设 qLoZMKVM），
α~dj调整至 MKMOS=V，可将总的 qfb控制在 RB以下。=
P= =实施两阶段生物等效性的关注要点=
PKN= =两阶段生物等效性研究与预试验的差别=

在传统的固定样本生物等效性研究正式开展

前，往往会先进行预试验，预试验的主要目的是考

查采血时间点是否合理、了解体内浓度分布范围、

评估两周期给药间的清洗时长及分析生物样本分析

方法的可行性，也有申办者通过组织预试验来估计

qLo 差异以及药动学参数个体内变异情况。预试验

一般不作假设检验，其结果不进行等效性的判定，

且预试验的数据不可与正式研究数据合并。预试验

与正式研究的临床研究中心、监护项目、入试者入

排标准、采血点、清洗期、生物样本分析方法等允

许不相同。而两阶段生物等效性中的第一阶段与第

二阶段都属于正式研究，两阶段的试验应按同一方

案执行，在同一临床研究中心实施，两阶段的药物

批号、临床研究条件和生物样本分析方法均应保持

完全一致。= =
PKO= =两阶段生物等效性研究的方案设计要点=

要求在开展前对两阶段生物等效性研究前做出

详细的研究方案，明确两阶段生物等效性研究的方

法类型、名义检验水准的调整方法、第一阶段的样

本例数和中期分析样本再评估的策略。推荐根据试

验药物的变异度、预估的 qLo以及可能的脱落率来

设计第一阶段样本量，双交叉生物等效性研究的样

本量可用下面的公式xNIOz来估计：=
OO

FEFE FzLExzxO δβα −×+×≥ vCsttne =

公式中，ne 代表估计的样本量；v 代表生物等

效限（以对数值表示），δ代表试验制剂与参比制剂

的差异（对数转换后），只有 Cs值在被低估把握度

不足才进入到第二阶段。那种认为既然准备进行两

阶段生物等效性研究，而将第一阶段样本例数设置

得较低的做法不被鼓励。第一阶段的例数过少，有

可能会造成总的样本量增加。=
在实施两阶段生物等效性研究时，对第一阶段

数据的中期分析非常关键xPOz，需要统计第一阶段结

果的 djo，并根据第一阶段方差分析的误差均方

（sO）来计算出 Cs（CsZxexpEsOFJNzNLO），按方案规

定的决策树方法对总样本例数进行再评估。根据申

办者对把握度的期望值、研究的成本预算、研究药
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物的Cs估计等来综合考虑是否设置ri及其数值。=
PKP= =数据合并时应关注的内容=

采用单阶段固定样本量两周期双交叉生物等效

性设计时，在对关键药动学参数（ArC、Cm~x对数

转换后）进行多因素方差分析（AklsA）的因素项

一般包括：序列、嵌套在序列间的个体、周期、制

剂，而在进行两阶段生物等效性研究中由于增加了

阶段项这一误差来源，在欧盟指南、中国药典 VMNN
指南中要求在进行多因素方差分析时加入阶段项，

在欧盟 mhtm 问答中推荐在 AklsA 模型中将阶

段、序列、序列×阶段、个体（序列×阶段）、周期

（阶段）、制剂作为因素来源进行分析，而制剂×阶

段的交互作用没有实际意义，不适用于两阶段生物

等效性研究。另外也有文献认为虽然欧盟药典专门

提出了序列×阶段的因素项，但在实际应用中大都

无意义。应注意采取措施保证两阶段研究的受试者

人群、入排标准、研究实施方案、生物样本分析方

法一致，以减小阶段间差异对结果的影响。由于序

列与阶段均属于个体间效应，无论是否纳入方差分

析因素，方差分析的残差（resádì~ä=error）结果不受

影响，不会影响最终等效性判定时 Cf的计算。=
鼓励申办者在试验完成后对研究的 qfb及把握

度进行验算，前文中介绍的 motván、h~r~äás、cìgäs~ng
等作者发表的论文方法已采用蒙特卡罗拟合法对试

验结果进行了验证，能在控制 qfb的基础上保证目

标把握度，申办者在实施时可直接引用，但需注意

引用的前提是变异度和 qLo估计值不能超过文献验

证时预设的范围。=
PKQ= =伦理学的考虑=

一个良好设计的生物等效性研究应符合伦理与

科学两大原则，尽量减少纳入的受试者例数。新西

兰的指南中指出xTz：在生物等效性研究中纳入不超

过 QM名受试者是比较合适的。对于高变异的药物来

说，申办者应综合伦理与科学的原则采用合适的研

究方法：如选择参比制剂校正的平均生物等效性

（referenceJsc~äed= ~ver~ge= báoeqìáv~äenceI= opA_b）
xOPJORz，或是同位素标记制剂的方法xPPz，这两种方法

所介绍需样本量相对较少，更符合伦理的原则。对

于高变异的药物来说，若选择采用两阶段生物等效

性，设计中建议尽量引入总量控制。=
Q= =结论=

本文从统计分析角度综述了国外关于两阶段生

物等效性研究的相关指南和文献，并阐述了实施两

阶段生物等效性的注意事项。生物等效性试验是新

药研发过程中评价药品质量和桥接安全性、有效性

数据的重要手段。生物等效性试验评价中样本量的

估计是一个比较复杂的问题，特别对于高变异的药

物。两阶段生物等效性研究由于其在样本量估算方

面的适应性、灵活性，近年来已被各国指南所认可，

但关于具体的两阶段生物等效性方法药监部门没有

相应的评价细则，如何在进行两阶段生物等效性研

究中在控制 qfb的基础上保证目标把握度，需大量

试验基础与理论的结合。本文详细介绍了 motván、
h~r~äás、cìgäs~ng 等作者发表的两阶段生物等效性

论文的研究策略、检验水准的调整方案、样本量的

再估算方法，希望能给国内药品申办者和临床研究

单位在实施两阶段生物等效性研究时提供参考。=
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