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·基础理论与方法·

多水平模型在生物等效性评价中的应用(Ⅱ)

刘巧兰沈卓之李晓松陈峰杨珉

【导读1探讨多变量多水平模型在生物等效性评价中的应用价值。以4×4交叉试验设计的

国产和进口罗格列酮药物生物等效性评价为研究实例，研究多变量多水平模型在同时评价多个指

标等效性时方差分量的分解方式，并探讨在多变量多水平框架下评价平均、群体和个体等效性评

价的可行性。多变量多水平模型考虑了罗格列酮药物指标ln(AUC)和ln(C一)的相关性，在两个

指标出现一个平均等效而另一个平均不等效的矛盾结果时，通过联合检验最终判断两个指标联合

具有平均等效性。根据多变量多水平模型方差分量，进一步获得了国产和进口罗格列酮药物具有

群体和个体等效性。结论：多变量多水乎模型可将多个相关指标纳入同一个模型中，考虑了指标

之间的相关性，可改善误差结构，对同时评价多个指标生物等效性提供了统计学方法的发展思路。

【关键词】多变量多水平模型；生物等效性；4X4交叉试验设计；方差分量
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【Introduction】111e main purpose of this paper is to explore the applicability of multivariate

multilevel models for bioequivalence evaluation．Using all example of a 4 X 4 cross—over test

design in evaluating bioequivalence of homemade and imported rosiglitazone maleate tablets，

血is Papel"illustrated the multivariate-model-based method for partitioning total variances of

ln(AUC)and In(C。)in the framework of multilevel models．It examined the feasibility of

multivariate multilevel models In directly evaluating average bioequivalence(ABE)．population

bioequivalence(PBE)and individual bioequivalenc(18E)．Taking into account the correlation

between In(AW)and In(C二)of rosiglitazone maleate tablets，the proposed models suggested no

statistical difference between the two effect measures in their ABE bioequivalence via joint tests，

whilst a contradictive conclusion was derived based Oil univariate multilevel models．Furthermore，the

PBE and IBE for both ln(AUC)and In(C。)of the two types of tablets were assessed with no

statistical difference based on estimates of variance components from the proposed models．

Multivariate multilevel models could be used to analyze bioequivalence of multiple effect llleasure$

simultaneously and they provided anew way of statistical analysis to evaluate bioequivalence．

【Key words】 Multivariate multilevel model；Bioequivalence；4×4 cross-over test design；

Variance components

在实际生物等效性评价中常常遇到判断多个变

量(指标)同时等效性问题，比如药物浓度与时间曲

线下的面积(A沈)和最高血药浓度(L)同时等效
才能认为试验药与参比药等效，因此统计学上需要

考虑多变量同时检验的问题。特别指出的是当多个
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变量不具有独立性，而它们的等效性出现矛盾的时

候，如AUC等效而c。和达到最高IffL药浓度的时间

(‰)不等效，现在多根据专业判断试验药(r)和参
比药(尺)是否等效¨1，而没有在统计学方法上给出同

时等效或不等效的结论。Wang等汜1根据单变量的

拒绝域交集合并方法(intersection．union method)的

思想，提出了生物平均等效性中同时检验多个变量

的检验假设，并提出几个检验方法，包括矫正检验水

准Gt后的Hotelling T 2置信数据集方法(confidence

set approach)、似然比检验(1ikelihood ratio test)以及

多变量交集合并方法，并认为后者是相对较好的方
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法。闫宇翔等[31利用Hotelling T 2方法检验多变量平

均生物等效性，当结论为多变量平均生物等效时，表

示至少有一个变量等效，还需要进一步扣除变量间

的相关性，然后构造t统计量，以获得具体哪些变量

等效的信息。但该方法至今应用不多，可能由于比

较复杂，且方法仅局限于多个变量平均生物等效性

检验，还没有涉及到对多变量同时检验的群体和个

体生物等效性问题。本研究扩展一般多水平模型到

多变量多水平模型同时评价多变量生物等效性的研

究，主要从统计学角度探讨在一个模型框架内检验

平均生物等效性(ABE)、群体生物等效性(PBE)和

个体生物等效性(IBE)¨’5J，为研究同时检验多变量

生物等效f生的统计学方法提供新思路。

基本原理

1．双变量多水平模型结构：交叉试验中xCjq=
l，2，⋯，n)个受试对象第i个阶段(i=1，2，⋯，k)

进行试验观察，每个受试对象i有后次重复观察，这

是重复测量的一个特例。该设计类型的单指标多水

平模型构造及生物等效性评价参阅有关文献由引。

在生物等效性研究中有时需要同时判断两个指

标，如AUC和C一(以下均以这两个指标为例)等效

性。当两个指标同时满足等效性时，才能判断丁与

参尺等效。AUC、c衄存在相关性，单独检验违背了

指标独立性的假设，因此，需要拓展一种模型能够同

时分析两个指标，且要充分考虑两指标相互关系的

条件下估计效应是否等效。

根据多元分布的理论，两个应变量模型基于对

每一个应变量建立一个相似的边际(marginal)两水

平模型(1)，，，．g即In(AUC)，‰即In(C二)，I|}=l，2，

yl／／-----卢10+崩ⅨIF+u崎+占埘

始气卢矗+屈∞，+H撕+铂

这里的‰为丁和尺的指示变量(1=试验药，0=参比

药)，同时应用于两个指标。在拟合以上两个模型的

同时，要考虑到两个应变量的随机误差项在个体间

的M，珥与“趴在试验阶段水平个体内占，，与占：“的相关

性，通过它们的方差一协方差矩阵表达。另外，需要

各变量的指示变量区别边际模型中各成分。模型中

由指示变量地和勉区分ln(AUC)和In(Ct)

fI InAUC f1 lnC一一!!， 一，”妒
10 InC眦哪 10 InAUC

两个指标的纳入使得原来是两水平数据结构变

为三水平如图1所示。每个研究对象的两个观察指

标值为水平1单位，不同试验阶段的重复测量值为

水平2单位，研究对象为水平3单位。

图1两指标三水平层次结构示意

拟合图1数据结构的二元多水平联合模型可表

达如式(2)，由于数据结构改变形成的两水平升级为

三水平，边际模型(1)中的原水平2的个体间误差项

Ⅱ成为联合模型中的水平3部分，用u表示，同理，式

(1)中的占升级为“。

，讧=：垆∞lo十芦l傅城+uI蚺+"Im)

+孙(胁+卢2滓啦+呦+t，m) (2)

其中，个体间(水平3)两反应变量的方差一协方差成

分为

(㈡～MVN㈧∞，现=(曼以)
个体内阶段间(水平2)两反应变量的方差一协方差

成分为

(㈡～MVN(0,IL，，鼠一(：如)
可能影响药物效应的其他变量可直接加到式(2)

与彳。，和铀分别相关的括号中。式(2)有两变量个体间

的协方差巩。：和个体内的协方差％：反映两者间的相关

性。通过相关系数r·2赢和您2焘
可以获得应变量在试验阶段间和研究个体间的相关

2．双变量多水平模型的平均等效性评价：根据

式(2)评价平均等效性。可以通过联合检验目。矗。以
及岛。一卢。：是否为0来判断两个指标同时有统计学意

义或相反，即

f展1—0

Ho：_《岛2=0

L岛·一犀2=0式中月¨—口。：可以用广义Veata㈣／3。。和pz-统计学
意义是否一致，舶=面丽了i罂霭予菩丽，
1，=1，当z‰坩检验有统计学意义，贝岣。和卢：。不等效；

而当肌2甜检验无统计学意义，贝岣。和p：。表现一致性，

即In(AUC)和ln(‰)可能同时等效或同时不等效，
此时再结合卢。和卢：，是否为O作为联合判断，最后通

过菇．o．05(WaM)值则可以明确判断两指标是否等效或不
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等效。

根据双变量多水平模型的构造可知，

向-～N(0，41)，角2～N(0，盯iz)，卢。。和卢：。服从二

元正态分布。设C是指示矩阵，在式(2)没有其他协

变量时，可以设c=(：。1；)，厂=(竺：)。在
H。：f一愚，五=(：)的条件下

(于一正)7EC<X7矿’1x)_1cr]-1(7一女)=瑶．(口) (3)

Icon
s‘8n‘1

这里，q=2，7一c声，声=f 角t l，(xr伊·x)一t是
【 且。 J

固定参数的协方差阵。式(3)是通用式，口的取值依

据变量的个数，q=1，2，3，⋯，既是变量个数，也是f

分布自由度。则联合置信区间通用公式nJ：

(印一dt，c扫+d，)，dt—EC,(x7伊1x)-1cjz：山)]“5

式中，若是双变量联合置信区间则q=2，若是三变

量联合置信区间则q=3，如此类推。伍％为相应自

由度下Z分布尾部面积，a根据实际需要通常取0．05

或0．1。ci是指示矩阵C中第i行向量，即

[ci(xT扩1 x)-1 c，]为固定参数标准误。

3．双变量多水平模型方差分量的分解：在平均

等效的基础上，如果进一步判定群体生物等效性，则

同时还要比较效应值的方差是否相等。药物效应系

数p，。椰：。在个体间和个体内的方差分量由式(4)估
计(表1)：

y缸=：城懈o_{币I馋城+“l螗+五“晒城+t，I*+仉I辟城)

+孙(卢20+岛l省城+u雌+啦l庐城+协*+班I“班) (4)

ln(AVC)水平3个体间方差：

var(pm+uIlIzl#)=Z1+靠z毛+2“1321口

lll(A叩)水平2个体内方差：
var(u1啦+ml业z1“)一Z1+Z3彳i+2“13zl#

ln(Co)水平3个体间方差：

var(u20I+u21Izl。)=五+品zb+2d讲z1口

ln(c眦)水平2个体内方差：

var(“2叫+地1母zl巧)=无+Z4z毛+2““zl西

由上述方差分解式可得到各药物对不同应变量

的总方差：

参比药ln(AUC)的总方差：

击=(Zz+Z。)

试验药ln(A∞)的总方差：
南=(Z1+Z1)+(乇+以)+2(“l。+民”)

参比药ln(Co)的总方差：

靠=(元+Z2)

试验药ln(cf。)的总方差：

南=(乇+Z2)+(以+Z。)+2(巩2t+民2t)

ln(AUC)的r与R的水平2(个体内)方差分量之差

(仃衍一铂)由(Z。+20m)估计，h(AUC)的丁与
尺水平3(个体间)方差分量之差由(靠+‰-a)估

计，个体与药物交互作用的方差db则由靠估计。

ln(c眦)的7'与尺的水平2(个体内)方差分量之差

(南一锨)由(Z。+20娃。)估计，111(C一)的丁与月
水平3(个体间)方差分量之差由(以+2乳t)估计，

个体与药物交互作用的方差晶则由矗估计。

在具体拟合模型时，通过将变量戈壮的系数p。。和

口：。分别设置为随机系数而获得方差分量，则此时模

型方差一协方差复杂结构如式(5)。

P1 f矗。 1

引～MVN co，叭晚2 E三靠l嘶l^I 1％13以23 d白

k J b岫‰以J(5)
严和1 f舀 。 1
I!：20止I～MVN(0，皿加。：卜无：
匕J 匕：三z。J
4．双变量多水平模型群体和个体等效性评价：

有了方差分量的估计值，理论上可以进行群体和个

体生物等效性评价，但FDA没有给出双变量等效性

评价的标准。而如何进一步从多水平模型估计△，和

△，的置信区间上限还需要进一步研究。在无其他判

断标准情况下，可利用模型获得方差分量的标准误，

判断个体内方差分量之差和个体间方差分量之差有

表l双变量模型的方差分量

注：模型各方差分量的相应标准误见参考文献[6]
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无统计学意义，由此判断不同药物的变异是否相

同。即在平均等效性的基础上，通过广义Wald统

计量同时检验靠=0、口基=0、巩，。=0和阳。=0

有无统计学意义而获得In(AUC)指标个体间和个

体内在丁和R中的变异是否相同。如果均无统计

学意义，则可以判定r与尺的In(AUC)指标具有

群体等效性；同理用广义Wald检验同时判断

以=0、Z。=0、巩z。=0和％。=0有无统计学意

义而获得ln(G嘣)指标个体间和个体内在不同药物

中的变异是否相同，如果均无统计学意义，则可以判

定丁与R的参比药ln(C。)指标具有群体等效性。当

In(AUC)和ln(cm。)同时具有群体等效性，才能判断

r与尺具有群体等效性。

在群体等效性的基础上，根据FDA判断个体

等效性的一般准则，对于In(AUC)指标，检验乱2。

[即In(AUC)指标在个体问部变异矗]、“。和盯：。

[(以-4-2am)即In(AUC)指标的个体内变异之差

(南一赤)]与0相比有无统计学意义，以上条件
均满足时即可以判定r与尺的ln(AUC)指标具有个

体等效性H一]。对于In(C一)指标，则检验以、Z。和

乳t[(Zt+2a俄)即ln(C一)指标在个体内的变异
之差]与0相比有无统计学意义，即可以判定r与R

的ln(cm。)指标是否具有个体等效性|4“】。只有当

In(AUC)和ln(c眦)同时具有个体等效性，才能判断

r与R具有个体等效性。

在判断群体和个体等效性时，当In(AUC)和

ln(cⅢ。)指标出现一个等效另一个不等效的情况，仍

然可以通过联合Wald检验，最终给出明确的结论即

群体(或个体)等效或不等效。

如果在进行等效性检验时候还要考虑协变量的

影响，则模型可以很方便地将协变量引入到模型

中。协变量可以引入到不同层次中，比如影响研究

对象的年龄、性别可以引入到个体即水平3，而测量

方法或时间可为水平2协变量。值得指出的是，当

应变量的影响因素相同时，可从共同协变量引入；当

影响因素不同的时候，可以同时引入，但作用于不同

的应变量。

实例分析

24名志愿者随机分为4组，每组6人，进行4X4交

叉试验设计研究国产与进口罗格列酮(rosiglitazone
maleate tablets)的生物等效性。试验安排：A．D．B．

C，B．A—c—D，C-B．D．A，D．C．A．B。其中A表示进口

罗格列酮2 mg片剂，B国产罗格列酮2 mg片剂，C

进口罗格列酮4 mg片剂，D国产罗格列酮4 mg片

剂。每名受试者参加4个阶段服药，每个阶段所服

药物按设计中字母所示，按照FDA建议^将AUC和

c蛳进行对数转换(具体数据参阅参考文献[7])。

该例设计为4×4的拉丁方设计，且同时考察两

个指标AUC和‰，FDA没有提供该设计方案方差
分量分解的方法。根据前述的理论，这里直接用多

水平模型进行等效性检验。

1．单变量两水平边际模型：先只考虑剂型

(dome；0=进口，l=国产)用式(1)，分别对ln(A∽)

和In(C一)进行单个指标拟合边际模型，结果列于表
2的第3和第4列。由于没有考虑剂量(dose)等因素，

水平2随机效应没有估计出来，且固定效应中剂型的

标准误远大于估计值，提示该模型拟合不好。进一

步将剂量和剂量与剂型的交互项作为协变量引入模

型，结果列于表2的第5和第6列，In(AUC)和ln(‰)
单指标模型的一2109likelihood分别减少了223．6870

和235．6662，提示模型有很大的改进。方差分量列

于表2的第8和第9列。剂量的系数在两个模型中

都有统计学意义，提示必须要在考虑剂量影响的条

件下判断两种药物是否等效。对固定效应进行

Wald检验，发现In(C一)的剂型有统计学意义，也即
ln(c眦)指标不存在平均等效性，而In(auc)的剂型

无统计学意义。余固定效应统计学检验都无统计学

意义。

此时从统计角度分析国产和进口罗格列酮出现

In(AUC)具有平均等效性而ln(C一)不具有平均等效
性的矛盾情况，只有当In(AUC)和In(c咄)同时具有

平均等效性，才能判断国产与进口罗格列酮具有平

均等效性，因此，从统计学意义上给出的总体结论是

两种药不等效。

2．双变量3水平模型：根据专业经验，ln(AUC)

和In(c傩)存在一定的相关，而原始数据r=O．9282

(P<0．05)。拟合式(4)，同时考虑两个指标，并将两

个协变量剂量、剂量与剂型的交互项引入模型，结果

见表3。模型的同定效应估计值与表2的第5和第

6列基本相同，其标准误有微小的变化。单独检验

各指标的结论与单变量两水平模型结论一致。通

过随机效应项可以获得个体间(水平3)In(AUC)和

In(c眦)两指标的相关系数

n一蒜刮_674
阶段水平相关系数
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效应 参数—赢万—、瓦掣堕而万—订方差分量 ln(^uc) 1n(c豫)

您一i；O丙'v12矛。0．2790
个体水平ln(Aw)和ln(c咪)两指标相关性较大，提
示采用双变量模型同时考虑两指标可能更加合理。

通过表2和表3的AIC值可以看出，双变量3水平模

型的AIC值比两个单变量边际模型的AIC值之和还

要小，提示双变量3水平模型最优。

国产药具有平均等效性。

在此基础上检验群体和个体等效性，将剂型的

系数设置为随机系数，使之反映药物效应在个体间

和个体内的变异情况，则模型复杂的随机效应(括号

中为标准误)。再根据表1的方差分量计算的理论，

可以获得相应的方差分量列于表3的第7和第8

列。与表2比较可以发现，方差分量有不同程度的
对In(AUC)和ln(‰)两指标剂型的固定系数 改变。

之差、In(AUC)和In(c懈)两指标的

系数是否为0进行联合Wald检验，

获得矮o．05(Wald)一6．4550， P>

0．05，则从统计上判断两指标同时

等效。综合判断进口和国产罗格

列酮具有平均等效性。ln(A明)

和ln(C一)两指标90％的联合置信
区间

／--0．0542士0．0523＼

＼一0．0667土0．0479／’

l--0．0542土0．0683、

＼一0。0667-4-_0．0625，

对于剂量的固定效应，ln(A睨)
和In(‰)都具有统计学意义，提示
2 mg和4 mg效应有差异，其交互项

没有统计学意义，且两指标的固定

系数的差值经广义Wahl检验

(Z‰饼=O．325，t，=l，P=0．089)，无

统计学意义，提示进口罗格列酮中
2 mg和4 mg剂量作用的差异，与国

产罗格列酮2 mg和4 mg剂量作用

的差异～致。也进一步说明进口和

表3进口罗格列酮与国产罗格列酮4X4的交叉设计3水平模型结果

酩1

“12施

而13嘞3而

L嘲4嘞4船4旅J

水平2的随机效应：

睦‰

0．0086(O．0033)

0．0047(0．0029)

O

0．0002(0．0023)

0

0 0．0013(0．0036)

0．0073(0．0019)

0．0030(0．0015)0．0076(0．0022)

0．0046(0．0022)～0．0017(0．0028)0

0 0．0021(0．0020)0 0

)

D

∞

4

O

O

O

0

．

．

0∞0“

H

∞

1

0

O

．

．

0

O
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对于ln(AUC)指标，靠、巩·s和以都为0，而巩ts

为0．0046(0．0022)，与0相比有统计学意义，提示

ln(A嬲)指标群体不等效。对于ln(‰)指标，d五、
础。、牝。和已与0的差异均无统计学意义，则提示

具有群体等效性。此时出现了ln(A∞)指标群体不
等效而ln(C撇)指标等效的矛盾情况。用Wald联合

检验In(AUC)和ln(C。)指标各方差分量，

痞o．05(Wald)=9．0219，P>O．05，提示两指标在个体间

和个体内变异无统计学意义，综合判断国产和进口

罗格列酮具有群体等效性。

在群体等效性的基础上，进一步判断个体等效

性，对于In(AUG)和ln(C一)指标的方差分量乇[即

ln(AUC)指标在个体间部变异口刍]、％。、％2、以[即

lll(c眦)指标在个体间部变异品]、Z。和勃进行联

合检验，抟o．OS(Wald)"-5．6552，P>O．05，提示In(AUC)

指标和ln(‰)指标具有个体等效性。综合判断国
产和进口罗格列酮具有个体等效性。

讨 论

1．多变量多水平模型评价生物等效性的优势：

在研究药物生物等效性时，常需要多指标同时判断

等效性，而多个指标之间可能存在相关性，如果忽

略这种关系单独检验呵能会带来偏差旧J。多变量多

水平可以很好地解决该问题，一方面可以获得多个

指标之间的关系，改善模型误差结构，减少一个模

型错误的概率并增强统计效能伊“]，另外一方面可

以综合检验多个指标在一个模型框架下的平均、群

体和生物等效性。对于本例，当用单变量两水平模

型分析时，In(AUC)具有平均等效性，而ln(c眦)不

具有平均等效性；利用双变量三水平模型获得了这

两个变量间有一定的相关关系，改善了误差结构，

联合分析获得了这两个指标同时具有等效性的结

论；通过双变量三水平随机效应模型获得的方差分

量及标准误，进一步获得了群体和个体等效性的结

论。特别指出的是将平均等效、群体等效和个体等

效纳入同一个模型框架中进行，一般不可能出现群

体不等效而个体等效的问题。如果变量多于2个，

模型很容易拓展，比如加上‰，假设该指标取对数
仍然服从正态分布，指示变量％的系数为固定效

应，后=l，2，3，则

)，社=z耻∞l。+卢膳城+ul舭+t，lm)+铘‰+届，戈班+u獬+训
+鳓(卢，o+岛l茗螗+Ⅱ獬+"m)

其中，

[兰]～MVN c。，玩，，亿=[兰三靠]
[ii三]～MVN c。，见，，n。=[兰兰z。]

f1
1nAUc

f1
1缸1惴

f1
1nk

【o lnl’m， 【0 Int。 【0 ln(；。

该模型参数解释以及方差分量的获得都类似于式

(4)和(5)。

目前FDA未提供多个指标同时评价等效性的

标准，类似这种方法学的研究也比较少。本研究从

统计学角度给出了多个指标同时评价ABE、PBE和

IBE的统计学方法，为多个指标同时评价生物等效

性提供了方法学的借鉴。

2．多变量多水平模型评价生物等效性下一步研

究方向：根据FDA的思想，用于平均等效性评价的

等效范围是将统计学方法给出的95％或90％置信区

间进行调整，调整的依据主要根据临床实际中可容

许的误差大小，以获得符合临床评价需要的等效范

围，其主要原因是统计学方法获得的置信区间过于

严格，不符合临床实际应用H-引。同理，同时评价多

指标等效性时也需要确定多指标联合等效范围。在

多变量多水平模型中，联合分布置信区间很容易获

得，如何在多变量多水平框架下调整置信区间以获

得临床平均等效范围将是下一步研究的课题。另

外，参照FDA推荐的方法用置信区间的上限来判断

群体和个体等效性⋯，则应该在多变量多水平框架

下研究多指标群体等效性△。和个体等效性△，的95％

置信区间，而多变量多水平模型提供了方差分量的

标准误，为其进一步研究提供了可能。

总之，本文从统计方法学角度给出了研究多指

标生物等效性评价的思路，尽管还不能作为临床生

物等效性评价的标准方法，但在没有临床标准评价

方法选择时，可以用来评价多指标生物等效性。多

变量多水平模型在平均等效性上能获得多指标联

合可信区间，在群体和个体等效性上能获得方差分

量及其相应的标准误，因此，本文多变量多水平模

型为临床多指标生物等效性评价提供了进一步研
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