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雷美替胺（Ramelteon）是一种口服催眠药，由日本武田公
司首研成功，于2005年7月通过美国食品与药品管理局（FDA）

批准上市，片剂批准的规格为8 mg，商品名Rozerem®[1]。该药是
第一个临床应用于治疗失眠的褪黑素受体激动药，对褪黑素
MT1和MT2受体具有高度亲和性，对MT3受体的亲和力很弱[2]，

主要用于治疗难以入睡型失眠症，对慢性失眠和短期失眠也
有确切疗效[3-4]。

目前，国内尚未有雷美替胺片仿制制剂获批上市，也未见
雷美替胺片溶出度测定或溶出曲线考察的相关文献报道。本
研究建立了雷美替胺片溶出度测定的高效液相色谱法
（HPLC），并考察了其自研制剂（受试制剂）与原研制剂（参比
制剂）在 4种溶出介质中的溶出曲线;同时，采用相似因子（f2）

法评价了二者溶出曲线的相似性，旨在为其自研制剂与原研
制剂的质量一致性评价提供依据。

1 材料

1.1 仪器

1260型HPLC仪，包含二极管阵列检测器（DAD）、四元梯

度泵、自动进样器、柱温箱等（美国Agilent公司）；ZRS-8G型智

能溶出试验仪（天津市天大天发科技有限公司）；BT125D型电

子天平（德国 Sartorius公司）；pHSJ-3F型酸度计（上海雷磁仪

器厂）；KQ5200B型超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司，

功率：200 W，频率：40 kHz）。

1.2 药品与试剂

雷美替胺对照品（上海医药工业研究院，批号：131224，纯

度：99.57％）；雷美替胺片（山东省药学科学院自制批号：

20130901，规格：8 mg）；雷美替胺片（原研制剂，美国武田制

药公司，批号：C18882，规格：8 mg）；甲醇为色谱纯，其余试剂

均为分析纯，水为自制纯化水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Agilent-ZORBAX SB-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；

流动相：0.1 mol/L 磷酸二氢钠缓冲液（pH5.0）-甲醇（30 ∶ 70，
V/V）；流速：1.0 ml/min；检测波长：288 nm；柱温：30 ℃；进样

量：50 μl。
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摘 要 目的：评价雷美替胺片自研制剂与原研制剂体外溶出行为的一致性。方法：采用桨法，转速为50 r/min，分别以水、pH1.2

盐酸溶液、pH4.0乙酸盐缓冲液和pH6.8磷酸盐缓冲液为溶出介质，用高效液相色谱法（HPLC）测定雷美替胺片自研制剂与原研制

剂中主成分在不同时间点的累积溶出度，并绘制溶出曲线，进而采用相似因子（f2）法评价二者溶出曲线的相似性。结果：在4种溶

出介质中，雷美替胺片自研制剂与原研制剂的 f2分别为 62.8、80.0、77.7、76.2，说明二者溶出曲线具有相似性。结论：所建立的

HPLC 法适用于雷美替胺片的溶出度测定；自研制剂与原研制剂的体外溶出行为相似，初步说明自研制剂的处方和工艺具有

合理性。

关键词 雷美替胺片；自研制剂；原研制剂；高效液相色谱法；相似因子；溶出曲线；评价

Similarity Evaluation of the Dissolution Profiles of Self-made and Original Preparation of Ramelteon Tablet
by f2
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ence/Shandong Provincial Key Laboratory for Chemical Drug，Jinan 250101，China；2.Shandong Freda Pharma-
ceutical Group Company/Shandong Provincial Key Laboratory of Mucosal and Transdermal Drug Delivery Tech-
nology，Jinan 250101，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To evaluate the similarity of in vitro dissolution of self-made and original preparation of Ramelteon

tablet. METHODS：The paddle method was adopted with rotational speed of 50 r/min，using water，pH1.2 hydrochloric acid solu-

tion，pH4.0 acetate buffer solution and pH6.8 phosphate buffer solution as dissolution media，HPLC was used to determine the cu-

mulative dissolution of main components of self-made and original preparation of Ramelteon tablet at different time points，dissolu-

tion profile was drew，then f2 was used to evaluate its similarity. RESULTS：In the 4 dissolution media，the f2 of self-made and

original preparation of Ramelteon tablet was 62.8，80.0，77.7，76.2，respectively，which indicated that the dissolution profiles

showed similarity. CONCLUSIONS：The established HPLC is suitable for the dissolution determination of Ramelteon tablet；the

dissolution profiles of the self-made and original preparations are similar，it preliminary indicates the prescription and technological

rationality of self-made preparation.
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2.2 溶液的制备

2.2.1 供试品溶液 取样品细粉适量（约含雷美替胺 8 mg），

精密称定，置于100 ml量瓶中，加流动相适量，超声处理5 min

使溶解，放冷，加流动相稀释至刻度，摇匀，用 0.45 μm混合纤

维素酯滤膜滤过，精密量取续滤液1 ml，置于10 ml量瓶中，加

流动相稀释至刻度，摇匀，即得。

2.2.2 对照品溶液 取对照品约8 mg，精密称定，置于100 ml

量瓶中，加流动相振摇使溶解并稀释至刻度，摇匀，作为对照

品贮备液。精密量取上述贮备液 1 ml，置于 10 ml量瓶中，加

流动相稀释至刻度，摇匀，即得。

2.2.3 阴性对照溶液 按样品处方比例称取除雷美替胺外的

各辅料制备混合粉末，取约0.16 g，精密称定，置于100 ml量瓶

中，加流动相适量，超声处理 5 min使溶解，放冷，加流动相稀

释至刻度，摇匀，用0.45 μm混合纤维素酯滤膜滤过，精密量取

续滤液 1 ml，置于 10 ml量瓶中，加流动相稀释至刻度，摇匀，

即得。

2.2.4 溶出介质 水：纯化水；pH1.2盐酸溶液：精密量取盐酸

7.65 ml，加水稀释至 1 000 ml；pH4.0乙酸盐缓冲液：称取乙酸

钠1.22 g、冰乙酸2.46 g，加水950 ml搅拌使乙酸钠溶解后再加

水稀释至 1 000 ml；pH6.8磷酸盐缓冲液：取磷酸二氢钾 6.8

g、氢氧化钠 0.896 g，加水适量搅拌使溶解后再加水稀释至

1 000 ml。

2.3 专属性试验

取“2.2”项下的对照品溶液、供试品溶液（自研制剂）和阴

性对照溶液适量，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录色谱，

详见图1。由图1可知，该色谱条件下，供试品溶液中主峰保留

时间与对照品溶液中主峰保留时间一致，而阴性对照在该保

留时间处无干扰，说明本方法的专属性良好。

2.4 线性关系考察

精密量取“2.2.2”项下对照品贮备液1、2、4、6、8、10、15 ml，

置于100 ml量瓶中，分别用“2.2.4”项下4种溶出介质稀释至刻

度，摇匀，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。以待

测成分质量浓度（x，μg/ml）为横坐标、峰面积（y）为纵坐标进行

线性回归，得雷美替胺在水、pH1.2盐酸溶液、pH4.0乙酸盐缓

冲液、pH6.8磷酸盐缓冲液中的回归方程分别为 y＝30.178x+

0.628 5（r＝0.999 9）、y＝30.176x + 0.569 8（r＝0.999 9）、y＝

30.179x+0.769 8（r＝0.999 9）、y＝30.181x+0.885 6（r＝0.999 9）。

结果表明，4种溶出介质中雷美替胺检测质量浓度线性范围均

为0.796 3～11.94 μg/ml。

2.5 定量限考察

精密量取“2.2.2”项下对照品溶液适量，分别稀释 100倍、

250倍和 500倍后，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面

积。结果，当信噪比为 10 ∶ 1时，测得雷美替胺的定量限为

0.80 ng。

2.6 精密度试验

取“2.2.2”项下对照品溶液适量，按“2.1”项下色谱条件连

续进样测定 6 次，记录峰面积。结果，雷美替胺峰面积的

RSD＝1.14％（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.7 稳定性试验

取“2.10”项下自研制剂样品在 4种溶出介质中 30 min时

的溶出液为供试品溶液，分别于室温下放置 0、2、4、6、8、12 h

时按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。结果，4种溶

出介质制备的供试品溶液中雷美替胺峰面积的 RSD 分别为

1.17％、1.38％、1.26％、1.54％（n＝6），表明 4种溶出介质制备

的供试品溶液在室温下12 h内稳定性良好。

2.8 重复性试验

精密称取自研制剂样品 1.3 g，共 6份，分别按“2.2.1”项下

方法制备供试品溶液，再按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录

峰面积并计算含量。结果，雷美替胺的平均含量为6.04 mg/g，

RSD＝1.14％（n＝6），表明本方法重复性良好。

2.9 回收率试验

取对照品约 12、16、20 mg，各 3份，精密称定，分别置于

100 ml量瓶中，并按样品处方比例分别加入各辅料的混合粉末

适量，再加流动相适量，超声处理 5 min使溶解，放冷，加流动

相稀释至刻度，制成含雷美替胺低、中、高 3种质量浓度的溶

液，摇匀，滤过，精密量取续滤液 1 ml，共 4份，置于不同的 25

ml量瓶中，分别用“2.2.4”项下4种溶出介质稀释至刻度，摇匀，

分别按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并按外标法

计算雷美替胺的回收率，结果见表1。

2.10 溶出度测定及溶出曲线绘制

参考FDA溶出度方法数据库中雷美替胺片的溶出度测定

条件 [5]及 2015年版《中国药典》（四部）“0931溶出度与释放度

测定法”的要求[6]，并参考《普通口服固体制剂溶出度试验技术

指导原则》附录中的规定，本试验采用桨法，分别选用水、

pH1.2盐酸溶液、pH4.0乙酸盐缓冲液、pH6.8磷酸盐缓冲液 4

种溶出介质进行溶出试验，溶出介质体积为900 ml，转速为50

r/min，温度为 37 ℃，依法操作，分别于 5、10、15、20、30、45、60

min时取溶出液5 ml（取液后及时补充溶出介质 5 ml），用0.45

μm混合纤维酯滤膜滤过，取续滤液适量，按“2.1”项下色谱条
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图1 高效液相色谱图
A.对照品溶液；B.供试品溶液；C.阴性对照溶液；1.雷美替胺

Fig 1 HPLC chromatograms
A.reference substance solution；B.test sample solution；C.negative con-

trol solution；1.ramelteon
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件进样测定，记录峰面积并按外标法计算雷美替胺在各时间

点的累积溶出度，并绘制溶出曲线。雷美替胺片自研制剂与

原研制剂（各取12片进行试验）在各溶出介质中的平均累积溶

出度测定结果见表2，溶出曲线见图2。

2.11 f2法评价溶出曲线的相似性

f2法是美国FDA推荐的用于评价两条溶出曲线是否具有

相似性的方法，其通过将自研制剂（受试制剂）与原研制剂（参

比制剂）两组累积溶出度数据代入公式进行计算，得到 f2。若 f2
在 50～100之间，即可认为两条溶出曲线相似；若 f2＜50，即可

认为两条溶出曲线不相似[7]。f2计算公式如下：

式中，Rt和Tt分别代表参比和受试制剂第 t时间点的平均

累积溶出度；n代表选取计算时间点数。本试验选取雷美替胺

片自研制剂与原研制剂5～20 min时的平均累积溶出度进行 f2
计算和相似性评价，结果见表3。

3 讨论

3.1 流动相的选择

雷美替胺解离常数（pKa）为－0.84[8]，流动相 pH调节至弱

酸性范围内均可得到较理想的色谱峰形。本试验以 pH5.0的

磷酸二氢钠缓冲液与甲醇体系为流动相，得到的色谱峰理论

板数可达8 000以上，对称因子在0.90～1.10之间，可对色谱峰

进行准确积分。另外，因溶出曲线考察测定样本数量较多，为

了达到大量样品快速分析的目的，该流动相中有机相占有较

表1 回收率试验结果（n＝9）

Tab 1 Results of recovery test（n＝9）

溶出
介质

水

pH1.2盐酸溶液

pH4.0乙酸盐缓冲液

pH6.8磷酸盐缓冲液

加入量，
mg

12.28

12.11

12.06

16.15

16.03

16.08

20.09

20.10

20.16

12.05

12.07

12.59

16.57

16.59

16.72

20.03

19.96

20.09

12.13

12.25

12.37

16.06

16.39

15.98

20.17

20.03

20.07

12.58

11.97

12.16

16.14

16.25

16.03

20.03

20.08

20.19

测得量，
mg

12.19

12.06

12.09

16.04

15.89

16.04

20.01

20.03

20.04

12.02

11.99

12.69

16.33

16.52

16.59

19.79

19.63

19.77

12.09

12.23

12.31

16.01

16.24

15.91

20.07

19.69

19.78

12.51

11.95

12.06

16.15

16.17

15.94

19.94

19.89

20.12

回收率，
％

99.27

99.59

100.25

99.32

99.13

99.75

99.60

99.65

99.40

99.74

99.31

100.79

98.53

99.58

99.22

98.80

98.35

98.41

99.67

99.84

99.51

99.69

99.08

99.56

99.50

98.30

98.56

99.44

99.83

99.18

100.06

99.51

99.44

99.55

99.05

99.65

平均回收率，
％

99.55

99.19

99.30

99.52

RSD，
％

0.35

0.79

0.50

0.33

表 2 雷美替胺片自研制剂与原研制剂在各溶出介质中的平

均累积溶出度测定结果（n＝12，％）

Tab 2 Determination results of average cumulative dissolu-

tion of self-made and original preparations of Ra-

melteon tablet in each dissolution medium（n＝

12，％）

溶出

介质

水

pH1.2盐酸溶液

pH4.0乙酸盐缓冲液

pH6.8磷酸盐缓冲液

平均累积溶出度

样品

原研制剂
自研制剂
原研制剂
自研制剂
原研制剂
自研制剂
原研制剂
自研制剂

取样时间，min

5

12.3

19.7

16.3

18.6

16.0

17.3

20.4

24.9

10

47.1

49.1

52.1

54.7

53.1

57.5

68.1

65.5

15

74.0

80.5

79.3

80.8

82.2

80.5

89.1

89.4

20

88.1

92.3

87.4

90.1

90.8

92.6

93.8

92.7

30

94.1

97.2

92.7

93.7

95.4

97.4

95.2

97.1

45

97.1

98.4

94.1

94.9

95.6

98.3

95.7

96.8

60

97.0

99.1

94.4

96.7

97.6

99.1

98.1

99.1
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B

—●—原研制剂（参比制剂）
—▲—自研制剂（受试制剂）

—●—原研制剂（参比制剂）
—▲—自研制剂（受试制剂）
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图 2 雷美替胺片自研制剂与原研制剂在各溶出介质中的溶

出曲线（n＝12）
A.水；B.pH1.2盐酸溶液；C.pH4.0乙酸盐缓冲液；D.pH6.8磷酸盐缓

冲液

Fig 2 The cumulative dissolution profiles of self-made and

original preparations of Ramelteon tablet in each dis-

solution medium（n＝12）
A.water；B.pH1.2 hydrochloric acid solution；C.pH4.0 acetate buffer solu-

tion；D.pH6.8 phosphate buffered solution

表 3 雷美替胺片自研制剂与原研制剂在各溶出介质中的溶

出曲线相似性评价结果

Tab 3 Results of similarity evaluation of dissolution profiles

of self-made and original preparations of Ramelteon

tablet in each dissolution medium

溶出介质
水
pH1.2盐酸溶液
pH4.0乙酸盐缓冲液
pH6.8磷酸盐缓冲液

f2

62.8（n＝4）

80.0（n＝4）

77.7（n＝4）

76.2（n＝3）

相似性评价
相似
相似
相似
相似

100

∑
i＝1

n
（Rt－Tt）2

n√f2＝50 lg
1+
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高的比例（70％），可加快主峰的洗脱，缩短运行时间。

3.2 测定波长的选择

采用 HPLC 法进行试验前，应首先对其测定波长进行确

定。取“2.2”项下对照品贮备液、供试品溶液和阴性对照溶液

制备过程中的过滤液，在200～400 nm波长范围内扫描。结果

显示，对照品和供试品中雷美替胺的最大吸收波长均为 288

nm，阴性对照在 288 nm 波长处无干扰，因此本试验选择 288

nm为溶出度测定波长。

3.3 过滤器吸附量的研究

进行溶出试验时，过滤装置对主成分可能有一定的吸附

作用，因此有必要研究在取续滤液进行测定前需要弃除多少

体积的初滤液，以保证续滤液中主成分的质量浓度与过滤前

主成分的质量浓度一致。取“2.2.1”项下供试品溶液适量，用

过滤器（内含直径为 25 mm、孔径为 0.45 μm混合纤维素酯滤

膜）滤过，分别弃除 0、1、2、3、4 ml的初滤液，取续滤液按“2.1”

项下色谱条件进样测定，记录峰面积分别为 357.03、356.91、

356.50、355.32、353.40。可见峰面积无明显变化，说明过滤器对

雷美替胺几乎无吸附作用，取溶出液经滤过后弃除适量初滤液

即可。

3.4 自研制剂与原研制剂溶出曲线相似性评价的意义

由雷美替胺片原研制剂在 4种溶出介质中的溶出曲线考

察结果可知，20 min时其在4种介质中的平均累积溶出度均＞

85％，在30 min后其累积溶出度到达平台期；且其在水、pH1.2

盐酸溶液及 pH4.0乙酸盐缓冲液中各时间点的平均累积溶出

度无明显差别，在pH6.8磷酸盐缓冲液中15 min之前的平均累

积溶出度略高于其他 3种介质（这可能与雷美替胺的 pKa 有

关）。研究人员在进行雷美替胺片自研制剂的处方工艺研究

时应以原研制剂为目标，确保自研制剂至少在上述4种介质中

均与原研制剂保持溶出一致性，从而为实现二者的生物等效

奠定基础。本试验溶出曲线相似性评价结果显示，雷美替胺

片自研制剂与原研制剂在 4种不同溶出介质中的溶出曲线具

有相似性，可初步判断该自研制剂处方和工艺具有合理性。

3.5 f2计算选取时间点原则的探讨

进行 f2计算时，选取计算的时间点有一定原则，所选时间

点间隔可不相等，但两对比制剂所取的时间点必须一致，计算

时间点为 3～5个之间，且需选择平均累积溶出度＞85％的时

间点应不多于1个[9]。根据雷美替胺片在4种溶出介质中的不

同累积溶出度数据，笔者最终选取的计算时间点分别为：水、

pH1.2盐酸溶液、pH4.0乙酸盐缓冲液介质中选取了 5、10、15、

20 min 4个时间点，pH6.8磷酸盐缓冲液介质中选取了 5、10、

15 min 3个时间点。

3.6 仿制药的质量一致性评价及目前的要求

目前，国家食品药品监督管理总局开始要求对 2007年前

获得生产批件的口服固体药物仿制制剂进行质量和疗效一致

性评价[10]，要求通过采用全面的体外溶出度试验来对其内在质

量进行评估，主要目的是保证其对于不同患者均能具有较高

的生物利用度。另外，国内申报仿制药时均要求对自研制剂

与原研制剂进行多介质的溶出曲线对比，以保证自研制剂在

体外溶出行为上与原研制剂的一致性，从而初步反映自研制

剂的处方和工艺的合理性，由此给仿制药初期的工艺开发提

供一种快速、便捷的指导。
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