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基于平行人工膜渗透分析法对药物溶出/吸收仿生系统优化及其药物渗透

性评价研究
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摘 要： 目的 基于平行人工膜渗透分析法（Parallel artificial membrane permeability analysis， PAMPA）对药物溶出/吸收仿

生系统（Drug dissolution and absorption simulating system，DDASS）的生物膜系统进行改进，以单硝酸异山梨酯、奥美拉

唑和氢氯噻嗪为工具药进行渗透性考察，建立一种快速、简便的药物渗透性考察方法，以期进一步提高DDASS系统对药物

渗透性评价的效率和准确性，并对药物体内吸收百分率进行预测。方法 以疏水性半透膜为载体，将 1%大豆卵磷脂和 0.1%

胆固醇的正十二烷溶液涂于疏水性聚偏氟乙烯中空纤维膜上制备人工渗透膜，以人工渗透膜取代DDASS中的大鼠肠管，以

BCS I类药单硝酸异山梨酯，BCS II类药奥美拉唑和BCS III类药氢氯噻嗪为工具药考察其在DDASS系统中经人工渗透膜的

表观渗透系数（Papp），采用大鼠在体单向肠灌流法对上述 3种药物的有效渗透系数（Peff）的测定，验证人工渗透膜对药物

BCS 归类的准确性。结果 单硝酸异山梨酯、奥美拉唑和氢氯噻嗪基于 PAMPA 优化 DDASS 法测得 Papp分别为（3.644±

0.291） ×10-6、（2.391±0.020） ×10-6、（0.129±0.032） ×10-6 cm/s；上述药物基于大鼠在体单向肠灌流法测得 Peff 分别

为（37.69±2.67） ×10-5、（33.72±5.02） ×10-5、（14.37±1.66） ×10-5 cm/s。三者的体内吸收百分率预测值分别为 95.36%、

65.76%、5.61%，与Papp呈正相关。结论 基于DDASS优化 PAMPA法对 3种不同BCS分类药物渗透性的考察结果与大鼠在

体单向肠灌流结果一致，均证明单硝酸异山梨酯与奥美拉唑为高渗透性药物，氢氯噻嗪为低渗透性药物，符合FDA对三者

的BCS分类。表明基于DDASS优化PAMPA法考察药物渗透性，结果准确，简单方便，节约资源，体内吸收百分率预测值

具有参考价值，为仿制药申请生物等效性豁免及为创新药物口服生物利用度研究提供了可靠的体外预测平台。
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Abstract: Objective Drug dissolution and absorption simulating system (DDASS) is a device that combines the drug in vitro

dissolution model and the transmembrane permeation model to continuously and dynamically simulate the process of dissolution and

transmembrane permeation of drugs in vivo. Improvement of the biological membrane system of the Drug dissolution and absorption

simulating system based on Parallel artificial membrane permeability analysis (PAMPA). Permeability studies were carried out by

using isosorbide mononitrate, omeprazole and hydrochlorothiazide as tools, in order to establish a rapid and simple drug

permeability test method and predict the percentage of absorption, in order to further improve the efficiency and accuracy of DDASS
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system for drug permeability evaluation. And predict the percentage of drug absorption in the body. Methods Using hydrophobic

semi-permeable membrane as the carrier, the artificial permeable membrane was prepared by coating 1% soybean lecithin and 0.1%

cholesterol n-dodecane solution on the hydrophobic polyvinylidene fluoride hollow fiber membrane. Replace the rat intestine in

DDASS with an artificial permeability membrane. The Papp of the BCS I drug isosorbate, the BCS II drug omeprazole and the BCS

III drug hydrochlorothiazide was investigated in the DDASS system through the artificial permeability membrane. the Peff of above

three drugs were tested in the rat single-pass intestinal perfusion assay. Results Papp of isosorbide mononitrate, omeprazole and

hydrochlorothiazide based on PAMPA optimized DDASS method were (3.644±0.291)×10-6 cm/s, (2.391±0.020)×10-6 cm/s, (0.129±

0.032)×10-6 cm/s; the Peff of above drugs were(37.69±2.67)×10-5 cm/s, (33.72±5.02)×10-5 cm/s, (14.37±1.66)×10-5cm/s based on the rat

single-pass intestinal perfusion assay. The predicted percentages of absorption in the three drugs were 89.36%, 65.76% and 5.61%,

respectively, which were positively correlated with Papp.Conclusion The results of the PAMPA optimized DDASS method for the

permeability of three different BCS classification drugs were consistent with the results of the rat single-pass intestinal perfusion

assay. It is proved that isosorbide mononitrate and omeprazole are high-permeability drugs, and hydrochlorothiazide is a low-

permeability drug, which conform to the BCS classification of the three drugs by FDA It shows that the PAMPA optimized DDASS

method applying to investigate the drug permeability is convenient and simple, it can save resources, and the results are accurate, the

predicted percentage of absorption have a reference. It can provide a reliable in vitro prediction platform for applying a

bioequivalence exemption for generic drugs and oral bioavailability studies of innovative drugs.

Key words: Drug dissolution and absorption simulating system (DDASS); Parallel artificial membrane permeability analysis

(PAMPA); drug permeability; absorption prediction

药物溶出/吸收仿生系统（drug dissolution and

absorption simulating system，DDASS）将药物体外

溶出模型和跨膜透过模型有机结合，旨在连续、动

态地模拟药物在体内的溶出和跨膜渗透过程，构建

于 2001年［1］；He等［2-3］完善了该模型，见图 1，用数学

模型和动力学参数表征药物变化规律的动力学特

点，同时建立了几种不同胃酸模型，阐明不同生理

状况对药物释放度和吸收率影响，并在颗粒剂［4］、片

剂［5-6］和胶囊剂［7］等不同剂型上进行研究。研究表明

DDASS法评价片剂等固体药物制剂释药及透过特

性时，通过一定时间内切换不同 pH 值的药物释放

介质，更真实地模拟了人体胃肠道环境，为药物剂

型设计研究提供了新技术和新方法。目前，DDASS

的应用研究已受到国内外同行的广泛关注。该

DDASS 透过介质为大鼠肠管或 Caco-2 单层细胞

膜，但由于动物饲养成本高，细胞培养时间长，给高

通量筛选药物造成了困难，故本课题组致力于研究

一种可以替代大鼠离体肠管或 Caco-2单层细胞膜

的人工渗透膜，以期提高药物渗透性评价及其药物

制剂口服吸收预测的效率及准确性。

平 行 人 工 膜 渗 透 分 析 法（Parallel artificial

membrane permeability analysis，PAMPA）主要用于

化合物的膜透过性的高通量筛选研究［8-10］，使用疏水

性过滤材料作为载体考察化合物渗透性，将其运用

农药新药渗透性测定以及人工皮肤与大鼠肠壁的

模拟［11-12］等，Zhu［13］进行了大量药物渗透性实验证明

图1 药物溶出／吸收仿生系统（DDASS）［6］

Fig. 1 Drug dissolution and absorption simulating system（DDASS）［6］
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PAMPA在评估口服药物吸收潜力方面，优于其他体

外或计算机方法，是药物发现前期理想筛选和分析

工具，但其缺点是只能进行静态药物渗透。本课题

组基于 PAMPA对DDASS进行改进，以单硝酸异山

梨酯、奥美拉唑和氢氯噻嗪 3种临床常用的典型的

BCS I、II、III类药物为研究载体，运用 PAMPA优化

DDASS法研究药物的表观渗透系数（Papp）和体内吸

收百分数（Fa）。

1 仪器与材料

1.1 仪器

Agilent 1260 HPLC（美国 Agilent 公司），DKB-

501A型超级恒温水浴槽（上海精宏实验设备有限公

司），PHSJ-4A型实验室 pH计（上海精密科学仪器有

限公司）。

1.2 材料

奥美拉唑标准品（纯度＞99%，中国食品药品检

定研究院）；氢氯噻嗪标准品（纯度＞99%，大连美仑

有限公司）；单硝酸异山梨酯标准品（纯度＞99%，中

国食品药品检定研究院）；疏水性聚四氟乙烯中空

纤维膜（0.45 μm，上海新亚有限公司）；大豆卵磷

脂（天津市光复科技有限公司）；胆固醇（合肥博美

生物科技有限公司）。

乙腈（C2H3N）为色谱纯；甲醇（CH3OH）、冰醋

酸（CH3COOH）、磷 酸 二 氢 钾（KH2PO4）、醋 酸

铵（CH3COONH4）、盐酸（HCl）、氢氧化钠（NaOH）均

为分析纯。

1.3 动物

SD大鼠，雄性，体质量 200～230 g，购自北京维

通利华实验动物技术有限公司，合格证编号：

SCXK-（京）2017-0006。

2 方法

2.1 HPLC色谱条件

2.1.1 奥 美 拉 唑 色 谱 条 件 色 谱 柱 为 Dikma

DiamonsilLichrosorb C18 柱（50 mm×2.1 mm，1.8

μm），流动相为甲醇-水（60：40），检测波长 272 nm，

体积流量1 mL/min，进样量10 μL。

2.1.2 氢 氯 噻 嗪 色 谱 条 件 色 谱 柱 为 Dikma

Diamonsil Lichrosorb C18 柱（50 mm×2.1 mm，1.8

μm），流动相为甲醇-水（65∶35），检测波长 310 nm，

体积流量1 mL/min，进样量10 μL。

2.1.3 单硝酸异山梨酯色谱条件 色谱柱为

Dikma Diamonsil Lichrosorb C18柱（50 mm×2.1 mm，

1.8 μm），流动相为乙腈-水（20∶80），检测波长 205

nm，体积流量1 mL/min，进样量10 μL。

2.2 溶液配制

2.2.1 母液的配制 精密称取单硝酸异山梨酯、奥

美拉唑和氢氯噻嗪标准品，用甲醇配制成 1 mg/mL

的母液。

2.2.2 K-R 液的配制 7.8 g NaCl，0.35 g KCl，1.37

g NaHCO3，0.02 g MgCl2，0.22 g NaH2PO4和 1.48 g葡

萄糖溶于 1 000 mL 蒸馏水中，调节 pH 至 7.4，通入

95% O2 0.5 h。

2.2.3 扩散池溶液的配制 接收室溶液：将 0.2

mol/L 12H2O-NaH2PO4 溶 液 51 mL 和 0.2 mol/L

12H2O-Na2HPO4 溶液 49 mL 混合，调节 pH 至 6.8。

供给室溶液：将 2.2.1项下母液加入接收溶液中，配

制成200 μg/mL的供给室溶液。

2.3 正交实验法筛选制备PAMPA优化DDASS法

中的人工渗透膜的条件

2.3.1 正交实验设计 以成膜材料中卵磷脂与胆

固醇的体积比（A）、成膜材料体积（B）、静置时

间（C）3 个因素进行正交实验，每个因素设 3 个水

平，采用L9（34）正交设计表进行实验，以渗透平衡时

间为考察指标，筛选最佳成膜条件，各因素水平设

计见表1。

2.3.2 PAMPA优化DDASS法中的人工渗透膜完整

性的考察 荧光素钠常作为渗漏标志物进行细胞

通透性考察［14］，此次实验中用其考察人工渗透膜的

完整性。将疏水性聚偏氟乙烯中空纤维膜切割成 1

cm×0.5 cm 的大小，按筛选出的最优条件进行人工

渗透膜制备，固定于 DDASS 扩散池。供给室加入

含有 100 mmol/L的荧光素钠的供给室溶液，透过室

加入接受液，各 5 mL，37 ℃下温育，两侧连续通入

O2/CO2（95%/5%），1 h后测量透过测的荧光素钠的

浓度。

 0CA

dd
P

tQ

app



/

（1）

dQ/dt为单位时间内透过量的变化（mg/s），A 为

膜的有效面积（cm2），C0为加入药物的初始质量浓

度（mg/L）。

表1 正交实验因素水平

Table 1 Orthogonal experimental factor and level

水平

1

2

3

因素

A

15：1

10：1

5：1

B

10

20

30

C

5

10

15
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2.4 基于PAMPA优化DDASS法的药物渗透性研究

供给室加入 5 mL供给室溶液，将等体积的接收

室溶液快速加入透过室，37℃下温育，连续通入O2/

CO2（95%/5%）直至浓度不变，取样进行测定。人工

膜渗透率可用Papp表示，计算公式如下：

 

)
)(

1lg(
(0)dd

(t)aad

CV

CVV
CPapp




（2）

 

)
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(303.2
AtVV

VV
C
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da




（3）

其中，t为渗透平衡时间（s），A为渗透表面积等于中

空纤维膜的面积（cm2），Va为受体液的体积（cm3），Vd

为供体液的体积（cm3），Ca（t）为 t时受体液的浓度（μg/

mL），Cd（0）为初始供体液的浓度（μg/mL），而Cd（t）为 t

时供体液的浓度（μg/mL），Papp的单位为 cm/s。

2.5 大鼠在体单向肠灌流实验

用 2.2.2项方法下配置的 K-R液将标准品溶液

稀释至 200 μg/mL，制成灌流液。向实验前 12 h 禁

食的健康雄性大鼠腹腔注射 200 g/L 乌拉坦溶液

0.65 mL/kg，麻醉后，大鼠背位固定，沿腹中线切开

腹腔，分离十二指肠，两端插管并结扎，用 37 °C生

理盐水冲净肠道内容物，灌流液以 1 mL/min流速灌

流肠段 30 min，再以 0.2 mL/min的流速灌流，于 0.5、

1.0、1.5、2.0、2.5、3.0、3.5、4.0 h时取样，HPLC法分析

测定样品中的浓度，实验中采用重量法校正供试药

液流经肠段后因体积变化而导致的质量浓度偏差。

按照下式计算药物吸收速率常数（Ka）和有效渗透系

数（Peff）：

 lr
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2π
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v
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Vin 和 Vout 分 别 为 肠 道 进 出 口 灌 流 液 的 体

积（mL）；Pin和Pout分别为肠道进出口灌流液中药物

的浓度（mg/L）；v为灌流速度（mL/s）；l和 r分别为被

灌流液肠段的长度（cm）和横截面半径（cm）。

2.6 药物体内吸收百分数的预测

Amidon等［15］研究药物的Papp与Fa之间的关系，

证明基于Papp可以预测药物在人体内的吸收。公式

如下：

 
）（ appa PF  k-exp-1 （6）

其中，k是相关因子，根据环境的酸碱度不同取值不

同，由于本实验扩散池中溶液属于强碱性，故设定 k

值为4.48×10-5［11］。利用2.5项下方法求得的药物Papp

求得Fa预测值。

3 结果

3.1 PAMPA优化DDASS法中人工渗透膜的制备

正交实验结果如表 2所示，从表 2中可以看出，

成膜条件影响因素顺序为：A> B> C，即卵磷脂与胆

固醇的体积比>成膜材料体积>静置时间，最优成膜

条件为 A2B1C3，即卵磷脂与胆固醇的体积比 10：1，

成膜材料体积10 μL，静置时间15 min。

荧光素钠主要由细胞旁路进入细胞，一般被用

于检测细胞的完整性，文献规定荧光素钠透过小于

0.6%/（h∙cm-2）［14］即细胞膜完整。在此利用其检测

人工渗透膜是否有泄露。根据公式（3）求得荧光素

钠累积透过量为 0.47%/（h∙cm-2），小于文献规定的

数值，证明本研究建立的人工渗透膜完整。

3.2 基于 PAMPA 优化 DDASS 法的药物渗透性

研究

从图 2可以看出单硝酸异山梨酯和奥美拉唑 4

h时达到渗透平衡，氢氯噻嗪在 16 h内未达到平衡，

因此将极值（16 h）设置为平衡时间［16］。Avdeef等［17］

做了大量药物的 PAMPA渗透性实验，发现Papp值大

于 2×10-6 cm/s的药物属于高渗透性药物。经此标准

判断，单硝酸异山梨酯和奥美拉唑是高渗透性药

物，氢氯噻嗪渗透性较差，经时渗透曲线见图 2，3种

药物的Papp见表3。

3.3 大鼠在体单向肠灌流实验

小肠上部被认为具有较高的药物吸收能力，因

表2 人工渗透膜成膜条件正交实验

Table 2 Orthogonal experiment of conditions of artificial

permeability membrane

序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

均值1

均值2

均值3

极差

A

15：1

15：1

15：1

10：1

10：1

10：1

5：1

5：1

5：1

440

250

360

190

B

10

20

30

10

20

30

10

20

30

320

340

390

70

C

5

10

15

10

15

5

15

5

10

350

360
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此本实验选择十二指肠来研究单硝酸异山梨酯、奥

美拉唑和氢氯噻嗪的吸收程度［18-19］。文献指出肠灌

流实验中如果Peff小于 0.2×10-4 cm/s，则吸收不完全；

当Peff超过此值时，药物可以被完全吸收［20］。大鼠在

体单向肠灌流实验结果表明单硝酸异山梨酯、奥美

拉唑属于高渗透性药物，氢氯噻嗪属于低渗透性药

物，见表4。

3.4 药物体内Fa预测

根据公式（6）求得三者的Fa如表 5所示。从表 5

中可以看出预测值与实际值之间的关系呈正相关，

说明基于 PAMPA 优化 DDASS 法来预测 Fa具有一

定参考价值。

4 讨论

4.1 基于PAMPA优化DDASS法的优势

生 物 药 剂 学 分 类 系 统（biopharmaceutics

classification system，BCS）是 1995 年 由 Amidon

等［24］首先提出的，是按照药物的水溶性和肠道渗透

性将药品进行分类的一个科学的框架系统。药物

按照 BCS 共分成 4 类：BCSⅠ类（高溶解-高渗透）、

BCSⅡ类（低溶解-高渗透）、BCS Ⅲ类（高溶解-低渗

透）、BCS Ⅳ类（低溶解-低渗透）［25］。2016 年我国

CFDA颁布《人体生物等效性试验豁免指导原则》［26］，

BCS I 类药物为主要豁免对象。原则规定，对于

BCS I类药物，如果证明其高溶解度，高渗透性，仿

制制剂与参比制剂均能快速溶出，并且制剂中不含

有影响主药成分吸收速率和吸收程度的任何辅料，

即可申请生物等效性豁免，其中需要高渗透性数据

支持，目前药物渗透性考察多采用大鼠肠灌流、

Caco-2细胞膜、PAMPA等方法。与大鼠肠灌流方法

相比，PAMPA省去了动物饲养过程，提高了实验效

率；与Caco-2方法相比，PAMPA省去了细胞培养的

过程，更方便并节约经费，并可接受更广泛的 pH范

围和更高的DMSO含量（高达 5%），更广泛的 pH范

围更适于模拟生理环境，较高的DMSO含量可以增

加样品溶解度，使后期分析工作更易于进行。但由

于 PAMPA三层模型由人工脂质膜和屏障两侧的两

个未搅动的水层组成，形成不流动水层，渗透性结
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图2 单硝酸异山梨酯、奥美拉唑和氢氯噻嗪基于PAMPA优化DDASS法的透过百分率（n=3）

Fig. 2 Percentage of permeability of isosorbide mononitrate，omeprazole and hydrochlorothiazide based on PAMPA opti‐

mized DDASS method（n=3）

表3 单硝酸异山梨酯、奥美拉唑和氢氯噻嗪基于PAMPA

优化DDASS法的Papp（n=3）

Table 3 Papp value of isosorbide mononitrate，omeprazole

and hydrochlorothiazide based on PAMPA optimized

DDASS method（n=3）

药物

单硝酸异山梨酯

奥美拉唑

氢氯噻嗪

Papp/（10-6 cm∙s−1）

3.644±0.291

2.391±0.020

0.129±0.032

表4 单硝酸异山梨酯、奥美拉唑和氢氯噻嗪基于大鼠在体

单向肠灌流的Ka和Peff（n=6）

Table 4 Ka and Peff of isosorbide mononitrate，omeprazole

and hydrochlorothiazide based on single-pass intestinal

perfusion in rats（n=6）

药物

单硝酸异山梨酯

奥美拉唑

氢氯噻嗪

Ka/（10-5∙s−1）

32.66±2.88

31.02±2.82

17.07±5.24

Peff（10-6 cm∙s−1）

37.69±2.67

33.72±5.02

14.37±1.66

表5 单硝酸异山梨酯、奥美拉唑和氢氯噻嗪体内Fa

Table 5 Fain vivo of isosorbide-mononitrate，omeprazole

and hydrochlorothiazide（%）

药物

单硝酸异山梨酯

奥美拉唑

氢氯噻嗪

Fa预测值/%

95.36

65.76

5.615

Fa实际值/%

103［21］

64［22］

30.5［23］
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果明显低于实际值［16］。本课题组把 DDASS 和

PAMPA 模型相结合，以扩散池作为载体，新的

PAMPA三层模型供体侧和受体侧不断有气体进入，

降低了不流动水层的厚度，更利于模拟连续的动态

生理过程［16］，并可随时更换供给侧和接收侧溶液，

为DDASS后期优化增加可能性。

4.2 基于PAMPA优化DDASS法对不同BCS分类

药物的渗透性考察

本课题组基于 PAMPA 优化 DDASS 法对三者

进行渗透性考察，得到的单硝酸异山梨酯、奥美拉

唑 与 氢 氯 噻 嗪 Papp 分 别 为（3.644±0.291）×

10-6、（2.391±0.020）×10-6、（0.129±0.032）×10-6 cm/s，

基于大鼠在体肠灌流模型考察三者 Peff 分别

是（37.69±2.67）×10-5、（33.72±5.02）×10-5、（14.37±

1.66）×10-5 cm/s。文献表明，在 PAMPA 模型下，Papp

值大于 2×10-6 cm/s的药物属于高渗透性药物［19］；在

大鼠肠灌流模型下如果得到的Peff小于0.2×10-4 cm/s，则

吸收不完全；当Peff超过此值时，药物可以被完全吸

收［20］。根据判定标准，单硝酸异山梨酯、奥美拉唑

和氢氯噻嗪分别被归为BCS I、II、III类，三者在两种

模型下渗透性分类一致，并均符合 FDA 对三者的

BCS分类。

4.3 基于PAMPA优化DDASS法对Fa的预测

Fa是评价药品质量的重要指标，与药物疗效密

切相关，特别是治疗指数窄、剂量小、溶解度小和急

救用的药物，其改变对临床疗效的影响尤为严重，

而当 Fa过高时，可导致中毒，甚至危及生命。基于

PAMPA优化DDASS法可以对Fa的趋势进行基本预

测，进行药物临床前研究可以预测疗效、降低风险。

Zhu 等［13］基于 PAMPA 做了大量药物吸收预测

实验，得出当药物Papp小于 3×10-6 cm/s时，两者呈现

正相关的趋势，Papp大于3×10-6 cm/s时，Fa约为80%。

PAMPA优化DDASS法可以对单硝酸异山梨酯

和奥美拉唑这两种高渗透性药物的 Fa进行准确预

测，但氢氯噻嗪Fa预测值误差较大，究其原因，可能

是本研究使用单一成分作为模型药物，而文献中Fa

是基于制剂所得到的，由于各药厂制药规范不同，

临床中使用的不同厂家氢氯噻嗪片的Fa差别很大。

文献报道部分不同厂家不同批次的氢氯噻嗪片生

物利用度为 30.53%、52.39%、77.7%，有的厂家甚至

能高达 95.09%［23］，疗效不均一。本研究对氢氯噻嗪

预测的Fa值很低，根本原因是该成分本身跨膜能力

差，针对 Fa预测值低的药物，目前可通过改良制剂

工艺和给药途径的方式提高口服体内吸收程度。

本研究基于 PAMPA优化DDASS法建立了Papp

与其渗透性类别的相关性，实验过程简单方便、节

约资源，并能较好的预测 Fa，为仿制药申请生物等

效性豁免及为创新药物口服生物利用度研究提供

了可靠的体外预测平台。
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