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胃肠道局部作用结合剂体外结合实验方法的研究进展  
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摘  要：胃肠道局部作用结合剂通过在胃肠道内干扰磷酸盐、胆盐、钾盐等特定分子的吸收，有效调节血清中磷、胆固醇、

钾等物质的生理水平。由于此类药物在体内吸收极少甚至不吸收，不适合采用以药动学参数为终点的人体生物等效性研究，

因此监管机构推荐采用溶出、结合、崩解等体外实验对其生物等效性进行评价。磷酸盐、胆盐、钾盐的检测方法多样，在体

外结合研究的实际检测中，需根据需求选择适宜方法并完成方法学验证，以确保研究结果的可靠性。综述胃肠道局部作用结

合剂体外结合研究的检测方法与技术，重点探讨分光光度法、离子色谱法、毛细管电泳法、电感耦合等离子体发射光谱法及

电感耦合等离子体质谱法等磷酸盐检测方法的优劣及关键检测要点。 
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Abstract: Locally-acting gastrointestinal binding agents are drugs that can effectively regulate the physiological level of serum 

(phosphorus, cholesterol, potassium, etc.) by interfering with the absorption of specific molecules (phosphate, bile salts, potassium 

salts, etc.) in the gastrointestinal tract. Due to their minimal or negligible absorption in vivo, these drugs are inappropriate for 

pharmacokinetic parameter-based bioequivalence studies. Consequently, regulatory agencies recommend adopting in vitro studies 

including in vitro dissolution test, in vitro binding studies, and disintegration test to evaluate bioequivalence. The detection methods 

for phosphates, bile salts, and potassium salts are diverse, it is crucial to select appropriate methods based on actual needs, conduct 

methodological validation, and then proceed with research to obtain reliable results. This review summarizes the detection methods 

employed in the in vitro binding studies of locally-acting gastrointestinal binding agents, with a focus on the advantages, limitations, 

and critical considerations of phosphate detection techniques, including spectrophotometry, ion chromatography, capillary 

electrophoresis, ICP-MS, and ICP-OES.  

Key words: locally-acting gastrointestinal binding agents; bioequivalence; in vitro binding study; phosphate detection; bile salt 

detection; potassium detection 

 

胃肠道局部作用结合剂是一类通过在胃肠道

局部与特定分子选择性结合以干扰其吸收的药物。

这类药物在胃肠道内能够与磷酸盐、胆盐、钾盐等

物质结合，形成不溶性复合物并随粪便排出，进而

有效调节血清中磷、胆固醇或钾的浓度水平。由于
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此类药物仅作用于胃肠道局部，不进入血液循环，

且其临床疗效主要取决于其结合能力，因此相较于

体内评价方法，体外研究更适合用于其生物等效性

（BE）评价。体外结合研究作为一种创新的体外实

验方法，通过模拟胃肠道环境，评估药物与特定成
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分结合的速率和程度，可直接量化其结合特性。目

前，已有文献对胃肠道局部作用结合剂的体外结合

能力展开研究，并比较了不同品种或剂型间的结合

能力差异。但针对相关仪器方法的系统性介绍与比

较仍较为匮乏。本文汇总现有文献中采用的主要仪

器技术，结合已报道的体外结合能力检测结果，对

适用于该类药物的检测方法进行比较与讨论，旨在

为后续研究提供参考。 

1  体外结合研究 

仿制制剂上市前，必须通过严格的药学等效性

（PE）和 BE 评估，以确保其与参比制剂的治疗等效

性（TE）[1]。一般情况下，BE 研究方法的评价效力

按优先顺序依次为药动学（PK）研究、药效动力学

（PD）研究、临床研究及体外研究[2]。然而，对于仅

在胃肠道局部发挥作用且不进入血液循环的药物，

以 PK 参数为终点指标的传统 BE 研究方法不再适

用；而 PD 研究和临床研究通常需要开展大规模临

床试验，存在耗时长、成本高的问题。相比之下，

体外研究通过模拟药物体内行为开展实验，具有显

著的成本效益优势。 

近年来，针对胃肠道局部作用结合剂，国内外

监管机构已允许并鼓励：在确认仿制制剂与参比制

剂活性成分相同的基础上，采用具有变异性低、易

于控制且更易识别药品间差异性的体外结合研究，

开展 BE 研究的探索与评估[3-4]。欧洲药品管理局

（EMA）2018 年发布的《证明用于局部并在胃肠道

局部起作用的产品治疗等效性的等效性研究指导

原则》提出，对于局部作用于胃肠道的药物，若其

体外实验或 PK 研究已充分反映目标作用部位的释

放特性及生物利用度，则可考虑豁免进一步的临床

试验[5]。 

美国食品药品监督管理局（FDA）在 11 种胃肠

道局部作用结合剂（表 1）的个药指导原则（含草

案）中，推荐采用溶出、结合和崩解等体外实验进

行 BE 评价。我国药品监督管理局药品审评中心也

针对醋酸钙片及碳酸镧咀嚼片，发布了以体外溶出

实验和体外结合研究为评价指标的仿制制剂 BE 研

究技术指导原则[6-7]。这种评估策略的转变，不仅体

现了监管机构对药物评价科学性的深化理解，也推

动了仿制制剂研发技术的进步，从而确保患者能够

安全、有效地获得与参比制剂疗效相当的替代治疗

选择。 

表 1  FDA 推荐采用体外结合研究的胃肠道局部作用结合剂 

Table 1  FDA-recommended locally-acting gastrointestinal binding agents through in vitro binding studies 

类型 品种 国内外获批剂型 

胃肠道磷酸盐结合剂 醋酸钙 片剂，胶囊剂，颗粒剂，口服溶液剂 

碳酸镧 片剂，散剂 

盐酸司维拉姆 片剂，胶囊剂 

碳酸司维拉姆 片剂，干混悬剂 

蔗糖羟基氧化铁 片剂 

枸橼酸铁 片剂 

胃肠道胆盐结合剂 考来烯胺 散剂 

盐酸考来维仑 片剂，干混悬剂，胶囊剂，咀嚼棒 

盐酸考来替泊 片剂，颗粒剂 

胃肠道钾盐结合剂 环硅酸锆钠 散剂，干混悬剂 

胃肠道胆盐和蛋白结合剂 硫糖铝 片剂，胶囊剂，口服混悬剂，颗粒剂，凝胶剂 

碳酸司维拉姆片作为一种不含金属的非吸收

性交联聚合物磷酸盐结合剂，其设计目的是通过其

结构中的胺根，在胃肠道中以质子化形式，通过离

子键和氢键与饮食中的磷酸盐结合以减少后者的

吸收，进而降低血清磷浓度，这对控制慢性肾脏病

（CKD）患者的血磷水平、改善疾病预后至关重要。

FDA 在其现行的碳酸司维拉姆片指导原则草案中

明确要求，该药物的 BE 评估推荐在活性药物成分

（API）一致的基础上，通过开展磷酸盐平衡结合研

究（Equilibrium Binding Studies）、磷酸盐动力学结

合研究（Kinetic Binding Studies）及崩解实验，以确

保其与参比制剂的疗效的 TE[8]，见表 2。 

溶出实验与崩解实验用于评估药物在胃肠道

中的释放行为。针对此类药物，溶出实验常用桨法 
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表 2  碳酸司维拉姆片 FDA 推荐 BE 检测项目 

Table 2  FDA-recommended BE testing items for sevelamer carbonate tablets 

检测项目 检测标准 

API 一致性 13C 固态 NMR、碳酸盐含量、总可滴定胺、粒度分布、元素分析和溶胀指数等理化

性质对比研究一致 

磷酸盐平衡结合研究 在无酸处理与预酸处理两种条件下，于 pH 4 和 pH 7 环境中测得的体外结合常数 k2

的比值（受试/参比），其 90%置信区间均处于 80%～120%范围内 

磷酸盐动力学结合研究 在无酸处理与预酸处理两种条件下，于 pH 4 和 pH 7 环境中测得的结合曲线的相似

因子 f2＞50% 

崩解实验 参照美国药典 USP 35-NF <701>，采用升降式崩解仪，在（37±2）℃、0.1 mol･L−1

盐酸介质中，于规定时限内完全崩解 

或往复筒法，通过测定药物在模拟胃肠道条件下的

释放速率与程度，以确保药物能够快速有效释放。对

于部分特殊剂型（如碳酸司维拉姆片），若溶出实验

难以表征其释放特性，则需以崩解实验作为补充。此

类药物的崩解试验通常采用升降式崩解仪，通过测

定药物在介质中的崩解时间评估其释放性能。 

体外结合研究用于评估药物在胃肠道中的结

合效能。该研究通常在模拟胃肠道条件（特定温度、

转速及 pH 值）下展开，通过将药物与目标盐类（磷

酸盐、胆盐或钾盐）混合反应，测定体系中游离盐

浓度以间接反映药物结合能力。具体研究可分为两

类：平衡结合研究（考察不同盐浓度下的结合特征）

和动力学结合研究（考察不同时间点的结合规律）。

基于测定结果，可采用 Langumuir-type 方程计算结

合常数等参数，从而量化药物的结合特性。本文将

从结合方法与检测方法两方面展开讨论。 

2  结合方法 

2.1 摇瓶振荡法 

Swearingen 等[9]采用体外结合实验测定盐酸司

维拉姆胶囊剂/片剂的磷酸盐结合能力。实验中将待

测药物与定量磷酸盐溶液混合，调节至目标 pH 后，

于 37 ℃条件下通过摇床进行特定转速的振荡孵

育，以确保药物与磷酸盐充分混合并发生特异性结

合反应。该方法操作简单，在模拟胃肠道局部生理

环境的同时，为药物筛选、剂型优化及作用机制研

究提供了关键数据支撑，是目前磷酸盐结合能力测

定中最常采用的实验方法。 

2.2 溶出度测定仪法 

摇瓶振荡法因依赖人工采样，其结果常受变异

性影响，这种变异性直接干扰实验结果的稳定性与

可靠性，对结果准确性构成显著挑战。为实现更便

捷稳定的样品处理流程，Tibon 等[10]以碳酸司维拉

姆片的仿制制剂与参比制剂为研究对象，通过两种

实验方法比较其磷酸盐动力学结合特性：其一为恒

温箱振荡器结合手动取样，其二为溶出度测定仪结

合自动取样。结果显示，两种仪器测定中，仿制制

剂的磷酸盐结合能力均与参比制剂相当；但在溶出

度测定仪中测定时，药物的磷酸盐结合能力相对更

强；此外，与恒温箱振荡器的手动取样相比，溶出

度测定仪的自动取样可显著降低实验过程中的变

异性。 

3  检测方法 

3.1  磷酸盐检测方法 

磷酸盐的测定方法丰富，包括分光光度法、离

子色谱法（IC）、毛细管电泳法（CE）、电感耦合等

离子体发射光谱法（ICP-OES）及电感耦合等离子

体质谱法（ICP-MS）等。表 3 对比了各常用磷酸盐

检测方法的优缺点及适用场景。 

3.1.1  分光光度法  分光光度法是一类应用广泛

的分析技术，其原理是通过测定物质本身或经显色

剂作用后形成的产物，在特定波长范围内对单色光

的吸收或反射所产生的吸光度，间接表征物质的组

成与含量。在酸性条件下，磷与钼酸盐反应生成磷

钼酸盐复合物，加入硫酸亚铁、氯化亚锡或抗坏血

酸等还原剂后，可进一步还原为有色络合物，特定

反应时间后络合物的吸光度与溶液中磷浓度成正

比；利用分光光度计在特定波长下测定该有色络合

物的吸光度，可实现对磷含量的准确定量。 

Prasaja 等[11]开发并验证了一种基于紫外-可见

分光光度法的游离磷酸盐测定方法，用于计算碳酸

司维拉姆片的磷结合常数。该研究将样本溶液与钼

酸铵、钒酸盐反应后，于 440 nm 处测定生成的黄色

络合物吸光度，进而计算游离磷酸盐浓度，并成功

应用于含 768 份样品的体外平衡结合研究。该方法
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表 3  磷酸盐常用检测方法对比 

Table 3  Comparison of common detection methods for phosphates 

检测方法 优点 缺点 适用场景 

分光光度法 操作简单，仪器成本较低 干扰较多，自动化程度较低 简单基质的小批次样品测定 

IC 选择性强，灵敏度高，样品前处

理简单 

对非离子/弱极性化合物分析能力有

限，不能使用高浓度有机溶剂 

离子型化合物的检测 

CE 分离效率高，样品用量少 操作复杂，重现性可能较差，受实

验条件影响较大 

复杂样品或样品量极少的分析 

ICP-OES 多元素同时检测，灵敏度高，适

用于微量分析 

操作复杂，设备价格较高，但相比

ICP-MS 较低 

超微量分析或需多元素联测时 

ICP-MS 多元素同时检测，极高的灵敏

度，适用于超微量分析 

操作复杂，设备价格较高，维护成

本高 

超微量分析、多元素联测或同

位素示踪研究 

 

操作简便快捷，且具有较强的选择性。然而，分光

光度法用于磷酸盐检测时，测量结果易受显色反应

的温度和时间条件影响，这可能导致重现性和精密

度存在一定偏差[12]。因此，在操作过程中需严格控

制相关条件，以保证结果的准确性和可靠性。 

3.1.2  IC  IC 是一类用于分析离子型化合物的色谱

技术，其核心原理基于离子交换：利用不同离子与离

子交换树脂的亲和力差异实现分离。检测过程中通

常采用电导检测器监测流出液的电导值，进而定量

分析样品中离子浓度；同时引入抑制器技术，在降低

淋洗液背景电导干扰的同时，显著增强目标离子的

电导信号，从而提高分析的准确性与灵敏度。 

IC 是测定磷酸盐结合剂结合常数的常用手段。

Swearingen 等[9]采用 IC 测定盐酸司维拉姆 3 种规

格（403 mg 胶囊、400 mg 片剂、800 mg 片剂）在

pH 4.0、5.5、7.0 条件下的结合常数。结果显示，3

种规格在各 pH 条件下均表现出相似的结合特性，

并对不同 pH 下结合常数的差异原因进行了推测分

析。Yang 等[13]则利用 IC 测定游离磷酸盐，系统评

估了酸碱度、磷酸盐浓度及片剂完整性对碳酸镧咀

嚼片磷酸盐结合能力的影响，同时比较了参比制剂

与两种仿制制剂的体外磷结合特性。 

IC 具有选择性强、干扰少、分析灵敏度高的特

点，尤其适用于低浓度阴/阳离子的分离检测；同时

其自动化程度较高，适用于大批量样品的磷结合常

数测定。但该方法对非离子型或弱极性化合物的分

析能力有限，且淋洗液中有机溶剂的比例需严格控

制（不宜过高）。 

3.1.3  CE  CE 是一种先进的分离分析技术，其原

理是通过高压直流电场驱动溶液中的带电粒子，利

用不同粒子在毛细管内的迁移速度及分配行为差

异，实现高效、精准的分离。 

Swearingen 等[14]采用高效毛细管电泳法测定

盐酸司维拉姆 3 种规格（403 mg 胶囊剂、400 mg 片

剂、800 mg 片剂）在 pH 7.0 条件下的磷结合常数，

并将结果与 IC 测定数据进行了详尽比较与验证，

最终证实 2 种技术所测 3 种剂型盐酸司维拉姆的体

外生物等效性一致，证实了高效毛细管电泳法用于

该药物磷结合常数测定的可靠性。该技术具有选择

性强、灵敏度高的特点，可在极小样品量下实现精

确分析；但受限于进样量及处理速度，CE 在大规模

样品处理中存在一定局限性，故通常适用于复杂样

品或微量样品的高精度分析。 

3.1.4  ICP-OES  ICP-OES 旧称电感耦合等离子体

原子发射光谱法（ICP-AES），是以电感耦合等离子

体作为高强度、高效率激发光源的原子发射光谱分

析技术。实际分析中需特别注意分析线的选择：既

要保证所选分析线具有足够灵敏度以满足检测需

求，又需谨慎规避待测元素间的光谱干扰，以最大

限度提升分析结果的准确性与可靠性[15]。 

Autissier 等[16]等采用 ICP-OES 比较了 pH 3～

7 条件下及有无胆盐干扰时，碳酸镧与盐酸司维拉

姆的体外磷结合能力。Yang 等[17]参考 Vallapragada

等[18]的方法，建立并验证了一种基于 ICP-OES 的

简易高效磷酸盐测定方法，用于比较碳酸司维拉

姆、盐酸司维拉姆的制剂及原料药在 pH 4.0、7.0 下

的磷酸盐结合能力。该技术凭借高精度、高灵敏度

及高度自动化与智能化的特点优势显著，尤其擅长

多元素同步分析，是高效能、高通量的检测手段，

为元素定性与定量分析提供了强有力的技术支撑。

但该技术在复杂样品中可能存在光谱干扰，且购置

成本较高（虽低于 ICP-MS，但显著高于常规分析仪
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器），这在一定程度上限制了其普及应用。 

3.1.5  ICP-MS  ICP-MS 作为一种尖端分析技术，

整合了电感耦合等离子体的强效高温电离能力与

四级杆质量分析器的卓越分辨率及快速扫描特性，

不仅提升了分析的精准度，更极大拓宽了元素与同

位素检测的应用范围[19]。 

该技术具有强选择性、高灵敏度，适用于痕量元

素分析，且自动化程度极高。但在检测磷这类高第一

电离能的非金属元素时，ICP-MS 面临显著挑战：磷

因难电离特性，在氩等离子体中仅有少量电离，电离

效率较低（据报道约 6%）[20]，这直接制约了其检测

灵敏度。此外，ICP-MS 分析中 SiH⁺、NOH⁺、NO⁺等

多原子离子干扰，因与磷质量数相近，会显著增加磷

定量难度[21]。 

为克服上述难题，近年来应用的碰撞池技术

（CCT）结合动能歧视模式（KED）成为有效解决方

案。向 ICP-MS 碰撞反应池中通入氦气作为碰撞气，

与干扰离子发生有效碰撞以改变其质荷比，从而减

少氧化物及双电荷离子的产生，消除磷检测中的质

谱干扰，进一步提高信噪比、降低检出限[22]，提高

检测的准确性。喻阳等[23]建立的 ICP-MS 测定碳酸

镧咀嚼片体外磷结合能力的方法，即在通入高纯氩

气的基础上，以高纯氦气为碰撞气，于 pH 1.2、3.0、

5.0 条件下测定，该方法稳定性好、准确度高，且显

著提升了检测灵敏度（定量限达 2×10−7）。 

3.2  胆盐检测方法   

胆汁酸由肝脏利用胆固醇合成，经肠道菌群编

码的酶代谢，并在肠肝循环中被重吸收，对维持胆

固醇稳态至关重要[24-25]。人体胆汁中的胆汁酸通常

与甘氨酸结合，以胆盐形式存在。FDA 在现行胆盐

结合剂个药指导原则中，采用甘氨胆酸钠（GC）、

甘氨鹅脱氧胆酸钠（GCDA）及牛黄脱氧胆酸钠

（TDCA）3 种胆盐（具体信息见表 4，结构见图 1），

通过其与胆盐结合剂的结合实验以证明药物的

BE[26]。目前已发表的文献也多采用这 3 种胆盐检测

方法探究胆盐结合剂的结合能力。 

表 4  FDA 推荐用以证明胆盐结合剂生物等效性的 3 种胆盐 

Table 4  FDA-recommended 3 bile salts for bioequivalence assessment of bile acid sequestrants 

中文名 英文名 CAS 分子式 相对分子质量 

甘氨胆酸钠 glycocholic acid sodium salt 863-57-0 C26H42NNaO6 487.6 

甘氨鹅脱氧胆酸钠 glycochenodeoxycholic acid sodium salt 16564-43-5 C26H42NNaO5 471.6 

牛黄脱氧胆酸钠 taurodeoxycholic acid sodium salt 1180-95-6 C26H44NNaO6S 521.7 

 

图 1  甘氨胆酸钠（A）、甘氨鹅脱氧胆酸钠（B）、牛黄脱氧胆酸钠（C）的结构式 

Fig. 1  Structures of GC (A), GCDA (B), TDCA (C) 

多种胆盐的分离测定主要采用高效液相色谱

（HPLC），并结合紫外（UV）[27-31]、质谱（MS）[24]、

电喷雾检测（CAD）[24]或蒸发光散射检测（ELSD）[32]

等检测器，其 UV 检测器在胆盐结合剂的结合能力

研究中应用较多。Tok 等[27]为评估比较盐酸考来维

仑片参比与仿制制剂体外胆盐结合能力的等效性，

采用 HPLC-UV，在 210 nm 下对 GC、GCDA、TDCA

进行定量检测，该方法的精密度（RSD≤2.0%）和

分离度（R≥1.5）均满足检测要求。此外，也可根

据需求选择气相色谱-质谱联用技术（GC-MS）检测

胆盐，但多数胆盐挥发性较差，直接应用 GC-MS 检

测存在困难，通常需先进行化学衍生化处理，这增

加了前处理过程的复杂性[33]。 

3.3  钾盐检测方法 

钾离子定量检测方法包括 HPLC[34]、IC[35]、火

焰发射光谱法[36]、火焰分光光度法[37]、原子吸收分

 

 

 

A B C 
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光光度法[38]、ICP-OES[39]、ICP-MS[39-40]、比色法[41]、

荧光光谱法[42]、离子选择电极法[43]等。研究表明，

在血液透析伴高钾血症患者中，新型钾盐结合剂环

硅酸锆钠可安全有效地降低患者血钾水平；体外实

验中，即使存在钙、镁等其他阳离子，环硅酸锆钠

对钾离子仍保持较高亲和力[44]。但目前针对钾盐结

合剂体外结合能力的直接研究仍较匮乏。基于现有

标准与专利，推荐优先采用 IC 完成方法学验证后

开展相关研究。 

4   结语与展望 

胃肠道局部作用结合剂在调节体内生理平衡

中具有重要作用，其仿制制剂的研发与上市需通过

严格的治疗等效性评估。体外结合实验作为新型评

估策略，通过模拟药物在胃肠道局部的作用机制，

为仿制制剂与参比制剂的治疗等效性评估提供了

科学依据。 

结合方法方面，相较于摇瓶振荡法，溶出度测

定仪法凭借自动取样功能，在减少实验变异性、提

高结果可靠性上更具优势。检测方法方面，分光光

度法、IC、毛细管电泳法、ICP-MS、ICP-OES及HPLC

法等各有特性，适用于不同检测需求。针对胃肠道

磷酸盐结合剂与钾盐结合剂，在研发早期方法开发

及大批量样品检测中，ICP-MS 检测效率更高；纳入

质量标准时，推荐采用 IC，该方法前处理简便、自

动化程度高，可确保方法的稳定性与可靠性。针对

胆盐结合剂（含胆盐及蛋白结合剂），推荐优先采用

HPLC 法，因其具有优异的选择性与灵敏度。 

随着技术进步与监管政策完善，胃肠道局部作

用结合剂的体外结合研究检测方法将更趋成熟与

标准化。这一进程不仅为相关技术指导原则的制定

奠定了坚实技术基础，也为仿制制剂研发企业拓宽

了创新路径与选择范围，最终将为患者提供更安全

有效的治疗选择。 
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