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重组人胰岛素注射液临床前生物相似性评价研究
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摘= =要：目的= =通过_e~gle犬长期给药毒性试验及免疫原性试验，评价重组人胰岛素注射液（fnsìlán=o）与原研药（eìmìlán=o）
的生物相似性。方法= =进行 _e~gle犬 scfnsìlán=o=PM=d停药 NQ=d长期给药毒性试验，fnsìlán=o剂量为 MKR、NKM、NKR=frLkg，
eìmìlán=o剂量为 NKR=frLkg，检测指标包括一般状况、进食量、体温、心电图、血液学、凝血、血清生化、电解质及尿液等，

于给药期结束及停药期结束分两次剖杀动物，测定主要脏器的脏器系数并进行常规病理组织学检查；bifpA 法检测 _e~gle
犬血清的免疫原性。结果= = _e~gle犬重复 sc=fnsìlán=o=PM=d毒性试验中，中、高剂量组部分动物出现食欲降低、食量减少，

高剂量 N只雄性动物出现流涎、站立不稳、心率加速、抽搐等低血糖症状，中、高剂量组动物心率增加；原研药组与 fnsìlán=
o高剂量组毒性反应相当；_e~gle犬给予 fnsìlán=o=PM=d未检测到抗药抗体。结论= = _e~gle犬 sc=fnsìlán=o=PM=d时的最大无毒

反应剂量为 MKR=frLkg，相当于临床等效剂量的 MKR倍，且未产生抗药抗体，与eìmìlán=o具有较好的临床前生物相似性。=
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胰岛素由加拿大的 _~ntáng和 _est于 NVON年
发现xNz，NVOO年用于临床，为胰岛素依赖型糖尿病

（faaj）患者带来福音xOIPz。近年来，不同来源、

剂型和药效时程的胰岛素已经研制成功并广泛使

用xQJVz，可单独使用或与西格列汀、格列美脲、亚

莫利等联合使用治疗 faaj；也有研究将其用于慢

性难愈合性溃疡及胆源性脓毒症等的治疗xNMJNNz。对

于急性及重症糖尿病患者，常规胰岛素为首选，然
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而对于重组人常规胰岛素的临床前生物相似性研

究鲜有报道。本研究通过重组人胰岛素注射液对

_e~gle犬的长期毒性试验及伴随的免疫原性试验，

考察了其与原研药的临床前生物相似性。

N= =材料=
NKN= =药品与试剂=

重组人胰岛素注射液（fnsìlán=o），无色澄明液

体，PMM= frLP=miL支，批号为 OMNNNOMO，O～U℃保

存备用；eìmìlán=o，批号为 AURMVMM`，美国礼来，

O～U℃保存备用。=
犬免疫球蛋白（犬 fgd，北京成文免疫化学研

究室），辣根过氧化物酶标记的兔抗犬 fgd
（fgdJeom，北京成文免疫化学研究室）；全血细胞

检测试剂，白细胞分类试剂，网织红细胞检测试剂

及质控全血均为 pfjbkp公司产品；凝血功能测定

专用试剂和质控（美国实验室仪器公司产品）；自动

生化分析仪试剂（北京中生北控生物科技股份有限

公司产品），电解质分析仪专用试剂 jbaf`A 产

品）；尿液测定试纸（桂林优利特医疗电子有限公司

产品）。

NKO= =实验动物=
普通级 _e~gle 犬，T～V= kg，雌雄各半，由安

徽阜阳市维光实验动物中心提供，生产许可证

p`uh（皖）OMNNJMMN。动物均饲养于公司全封闭饲

养观察室，光照昼夜明暗 NO=hLNO=h交替。犬粮由

北京科澳协力饲料有限公司提供。自由饮用城市

生活自来水。动物使用方案经天津药物研究院新

药评价有限公司实验动物管理和使用委员会

（fA`r`）审查并批准。实验操作遵从国家食品药

品监督管理局（`caA）药物非临床研究质量管理

规范（dim）。=
NKP= =仪器=

A``rJ`heck 血糖仪（罗氏）；s~áosk~n= cl~sh
酶标仪（美国 qhermo公司）；TMUM全自动生化分析

仪（日立公司）；电解质分析仪（jbaf`A）；AasfA=
ONOM血液分析仪（pfjbkp）；A`iVMMM血凝分析

仪（美国贝克曼库尔特公司）；电子吊秤（杭州天

辰称重设备有限公司）；rofqbpqJPMM尿液分析仪

（桂林优利特电子集团有限公司）；`lkqb`UMMM
心电工作站（秦皇岛市康泰医学系统有限公司）；

jqNSOO 电子体温计（jácroláfe 公司）；脱水机、

包埋机、切片机、染色机及封片机（日本樱花检验

仪器株式会社）。=

O= =方法=
OKN= =长期毒性试验=

PM 只 _e~gle 犬按体质量随机分为 R 组，对照

组，fnsìlán=o低、中、高剂量组和原研药组，每组

S只，雌雄各半。fnsìlán= o低、中、高剂量分别为

MKR、NKM、NKR= frLkg，相当于临床等效剂量的 MKR、
NKM、NKR倍，给药浓度分别为 OKR、RKM、TKR=frLmi。
原研药组剂量为 NKR=frLkg。对照组给予等体积溶媒。

每天 sc给药 N次，给药体积 MKO= miLkg，连续给药

PM=d，停药恢复 NQ=d。原研药组和 fnsìlán=o高剂量

组在给药 N～U=d剂量为 OKM=frLkg。=
试验期间每日观察动物一般状态及耗食量；每

周测定体质量及给药前血糖值；适应期和给药第 T、
NR、OV 天及停药第 NP 天收集尿液进行分析，次日

经动物前肢头静脉空腹采血进行血液学、血清生化、

凝血因子、免疫原性及电解质检测，检测指标如下：

凝血酶原时间（mq）、活化部分凝血活酶时间

（Amqq）、血浆凝血酶时间（qq）、纤维蛋白原定量

（cf_J`）、网织红细胞计数（obq）；适应期、给药

第 OV天、停药第 NP天进行肛温、心电图及眼科监

测；于给药期结束安乐死 OLP 动物、停药期结束安

乐死剩余动物（雌雄各半），进行病理学及骨髓细胞

形态学检查。

OKO= =免疫原性试验=
采用酶联免疫法测定_e~gle犬血清中抗 fnsìlán=

o或抗eìmìlán=o结合抗体。将 fnsìlán=o或eìmìlán=
o用k~O`lPJk~e`lP溶液（éeVKS）稀释成 NM=μgLmi
溶液，包被于 VS孔酶标板上，每孔 NMM=μi，Q℃过

夜。洗涤后用 OB=_pA封闭液 PT℃封闭 O=h。待检

血清用样品稀释液稀释，每孔加入 NMM=μL，设置阳

性和阴性对照孔，PT℃孵育 N=h。洗涤后每孔加 NMM=
μL 辣根过氧化物酶标记的兔抗犬 fgd，PT℃孵育 N=
h。洗涤后每孔加入 50 μL 酶反应底物 qj_=A液和

qj_=_液，PT℃反应 NR=mán。50 μL 终止液终止反

应，酶标仪读取各孔 QRM=nm处的吸光度（A）值。

以同期阴性对照组动物血清测得 A 值的 OKN 倍作为

产生抗体的阈值，血清标本测得值大于或等于该阈

值者，判定为抗体阳性xNOz。=
OKP= =统计方法=

实验数据均以 –x s表示，应用 pmpp= NNKR软件

进行统计分析。计量资料采用单因素方差分析或非

参数检验，计数资料采用 km~r=qests=j~nnJthátneó=
qest、χO或等级指数检验。=
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P= =结果=
PKN= =一般状态、体质量和进食量观察=

在给药第 P、T天，fnsìlán=o=NKR=frLkg剂量组 N
只雄性动物出现站立不稳、流涎、抽搐等严重低血

糖症状；NKR=frLkg=eìmìlán=o也出现了程度相当的

毒性反应，N 只雌性动物在第 U 天给药后死亡，N
只雄性动物在给药第 NS天出现呕吐。各组具体异常

症状、出现时间及采取措施见表 N。=
fnsìlán=o中剂量组 N只动物在给药 V～NO= d及

NS～NU=d食欲减退，食量减半；OM～OO=d食量升至

OLP，之后恢复正常；fnsìlán=o高剂量组、原研药组

半数动物分别在给药 R～T、S～U=d出现食欲降低、

食量减少，之后原研药组 N只动物偶尔出现以上症

状。表明较高剂量 fnsìlán=o会降低个别动物的食欲

和食量，发生率和严重程度与原研药组相当。

在给药 U～NR=d，各组动物体质量快速增长，尤

其是原研药组和 fnsìlán=o高剂量组，之后增长缓慢

或略有下降。fnsìlán=o组与对照组比较差异不显著，

表明 fnsìlán=o对体质量增长基本无影响（图 N）。=
PKO= =药前随机血糖变化=

除了动物出现毒副反应时，预定时间点药前随

机血糖未降低，仅高剂量组在给药第 U天血糖升高，

中、高剂量组在停药第 T天血糖升高，但与对照组

比较差异不显著。表明在 _e~gle 犬每天 sc= N 次

fnsìlán=o的毒性试验中，中、高剂量的 fnsìlán=o可

以导致动物药前血糖轻微升高，与其对血糖的短期

调控有关。结果见图 N。=

表 N= =一般观察异常情况总结表=
q~ble=N= = pumm~ry=of=~bnorm~l=symptoms=in=clinic~l=observ~tion=

组别= 动物号/性别= 时间= 症状=
fnsìlán=o= NV♂= 给药 P=d= 站立不稳，流涎，二倍量食物后恢复=

NV♂= 给药 T=d= 抽搐、站立不稳，静注葡萄糖后恢复

eìmìlán=o= OS♂= 给药 P=d= 站立不稳，流涎，静注葡萄糖后恢复

O♀= 给药 T=d= 血糖值 MKU=mmolLi，站立不稳，静注葡萄糖后恢复=
NP♀= 给药 T=d= 呕吐

OP♂= 给药 T=d= 呕吐

O♀= 给药 U=d= 站立不稳，流涎、抽搐，静注葡萄糖后改善；给药后约 QKR=h发现死亡=
OP♂= 给药 NS=d= 呕吐

A
=sehácle
=eìmìlán=o=NKR=frLkg
=fnsìlán=o=MKR=frLkg
=fnsìlán=o=NKM=frLkg
=fnsìlán=o=NKR=frLkg

= =

B
=sehácle
=eìmìlán=NKR=frLkg
=fnsìlán=o=MKR=frLkg
=fnsìlán=o=NKM=frLkg
=fnsìlán=o=NKR=frLkg

=
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*

=sehácle
=eìmìlán=NKR=frLkg
=fnsìlán=o=MKR=frLkg
=fnsìlán=o=NKM=frLkg
=fnsìlán=o=NKR=frLkg

与同组第 S天比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN；eìmìlán=o组在给药 U～PM=dn=Z=R，停药期 n=Z=O；其余组在给药期 n=Z=S，停药期 n=Z=O，下同。=
GmYMKMRGGmY=MKMN=vs=s~me=groìé=án=dJSX=cor=the=eìmìlán=o=groìéIn=Z=RI=U=~=PM=d=dìráng=~dmánástr~táon=éh~seX=n=Z=OI=recoveró=éh~seX=cor=other=groìéIn=Z=
SI=~dmánástr~táon=éh~seX=n=Z=OI=recoveró=éh~ses~me=~s=below=

图 N= = fnsulin=o给药 PM=d停药 N4=d对 Be~gle犬体质量、血糖及心率的影响= E x±sF=
cigK=N= = bffect=of=fnsulin=o=on=body=weightI=blood=glucose=~nd=he~rt=r~te=of=dogs=~fter=PMJd=~dministr~tion=~nd=N4Jd=drug=

withdr~wl=E x±sF
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PKP= =心电图变化=
结果显示，fnsìlán=o中、高剂量组动物在给药

第 NR、OV 天心率较适应期（第 S 天）明显增加= =
（m＜MKMR、MKMN）。提示中、高剂量的 fnsìlán=o可导

致部分动物心率加快，可能与其降血糖作用有关；

高剂量组与市售对照组心率无显著差异。停药期未

发现上述异常现象。结果见图 N。=

PK4= =血液学、血清生化、电解质及凝血功能检查=
原研药组和 fnsìlán=o高剂量组obq在给药NS=d

较同期对照组轻微升高，但在骨髓细胞形态学检查

中红系细胞比例及形态未见异常；与对照组比较，

fnsìlán=o中、高剂量组 Amqq在给药 U、NS= d呈升

高趋势，且有量效关系，但都处于历史数据范围内，

与药物作用无明显相关性，结果见表 O；其他相关=

表 O= = fnsulin=o给药 PM=d停药 N4=d各组动物凝血功能及电解质变化E x±sF=
q~ble=O= = Co~gul~tion=~nd=obq=in=Be~gle’s=dogs=~fter=PMJd=~dministr~tion=with=fnsulin=o=~nd=N4Jd=drug=withdr~wl=E x±sF=

组别 时间 mqLs= AmqqLs= qqLs= cf_J`LEg·i−NF= obqLB=
对照= 给药 U=d= TKNO±MKOM= NNKUO±MKUM= NMKSU±MKPR= PKTP±MKPN= OKPN±MKTM=

给药 NS=d= TKNU±MKOQ= NNKTU±MKUO= NOKQU±MKVT= PKOR±MKSN= OKTT±MKQN=
给药 PM=d= TKOR±MKPO= NOKMU±NKMT= NMKTM±MKTN= PKMT±MKUN= OKUV±MKVN=
停药 NQ=d= TKPR±MKRM= NQKRM±MKQO= NNKMM±MKOU= OKVQ±MKSU= NKQT±MKTO=

eìmìlán=o= 给药 U=d= TKMP±MKMU= NOKPR±OKST= NMKMM±MKVN= QKOS±MKRU= OKOT±MKPQ=
NKR=fr·kg−N= 给药 NS=d= TKMQ±MKMV= NOKTS±MKTU= NOKQS±MKPS= PKPN±MKOR= PKUO±MKNPGG=

给药 PM=d= TKOS±MKQM= NPKTQ±NKTV= NMKOU±MKOT= PKTM±MKSS= PKNS±MKPQ=
停药 NQ=d= TKMM±MKMM= NQKQM±MKNQ= NMKVR±MKRM= PKRP±MKQO= OKOO±MKQQ=

fnsìlán=o= 给药 U=d= TKMM±MKMM= NNKRT±NKPS= NMKVU±NKMU= QKPT±NKSM= OKTS±MKUQ=
MKR=fr·kg−N= 给药 NS=d= TKMP±MKMR= NNKUU±MKUO= NNKQM±MKRRG= QKRT±NKRM= OKQM±MKSS=

给药 PM=d= TKNR±MKNR= NOKST±MKUU= NMKTR±MKVM= PKMU±MKVP= OKRT±MKUS=
停药 NQ=d= TKMM±MKMM= NOKSR±OKPP= NMKQR±MKRM= PKRS±NKRN= NKVM±MKMM=

fnsìlán=o= 给药 U=d= TKNR±MKOT= NOKVT±MKQPG= NMKNU±NKNN= QKQN±MKVR= OKSN±MKPU=
NKM=fr·kg−N= 给药 NS=d= TKTR±NKQO= NQKMR±QKQV= NNKST±NKNT= PKRV±MKTS= OKVR±MKRT=

给药 PM=d= TKPU±MKPU= NPKQO±MKRO= NMKMT±MKQV= PKQM±MKSN= OKQU±MKRT=
停药 NQ=d= VKOR±OKMR= OMKMR±VKNO= NMKPR±MKMT= PKNQ±MKNU= NKRT±MKRS=

fnsìlán=o= 给药 U=d= TKQO±MKQU= NQKPR±NKTSGG= VKRT±MKQUGG= RKQT±NKQQG= OKUT±MKVO=
NKR=fr·kg−N= 给药 NS=d= TKQT±MKPV= NPKQR±MKTRGG= NMKSR±MKSTGG= QKRP±NKQR= PKUP±MKOPGG=

给药 PM=d= UKRP±OKNQ= NSKTR±TKTT= VKUP±MKOTG= PKQS±NKNR= OKQT±MKQM=
停药 NQ=d= TKTM±MKVV= NRKSR±OKSO= NMKNR±NKOM= PKMP±MKSO= NKVU±MKNV=

X

参数在其余时间点正常波动。

PKR= =尿常规、肛温、眼科检查=
_e~gle犬给予不同剂量 fnsìlán=o后，给药期及

停药期不同阶段的尿液检查未发现尿胆红素

（_fi）、尿胆原（r_d）、酮体（hbq）、维生素 `
（Ap`）、尿糖（dir）、尿蛋白（mol）、尿潜血（_ia）、
尿亚硝酸盐（kfq）、尿白细胞（ibr）、尿比重（pd）
和 ée 值等与药物相关的明显变化；_e~gle 犬肛温

均在正常值范围内波动，可认为 fnsìlán=o对动物体

温无影响；在适应期、给药 OV=d、停药 NP=d用检眼

镜检查动物双眼，未发现药物对眼睑、结膜、角膜、

巩膜、瞳孔、玻璃体、眼底（视神经乳头、中央动

脉、视网膜）产生明显影响。

PKS= =大体解剖、脏器系数及骨髓细胞形态学=
给药及停药期结束次日，对相应动物进行安乐

死后解剖，动物毛顺，有光泽，营养状况良好；胸、

腹膜光滑，胸、腹腔内未见积液、粘连，被检脏器

形态、颜色、位置等未见肉眼可见的病理改变。各

组动物脏器质量及脏器系数与同期对照组相比无差

异。各组骨髓细胞形态学正常，粒系百分比、各阶

段粒细胞数目比无差异，均呈基本正常骨髓像。

PKT= =组织病理学检查=
仅见部分动物脏器的自发性病变，包括肺、颌

下腺、胰腺和前列腺等间质炎细胞浸润，肝脏微小

肉芽肿、气管局部黏膜鳞状上皮化生、肾小管钙化

斑等，经统计学检验各给药组与同期对照组的上述

变化无明显差异，根据病变性质及发病情况分析，

上述改变是动物自发性病变或胚胎发育异常（甲状

旁腺囊肿），而非药物的毒性反应。

PKU= =免疫原性检测=
采用间接 bifpA方法测定 NM倍稀释及原液血

清中抗 fnsìlán=o或 eìmìlán=o的结合抗体。结果显
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示，所测的A值均低于同期对照组抗体均值的阈值，

表明受检血清中未检测到抗 fnsìlán=o或 eìmìlán=o
的结合抗体。结果见图 O。=

4= =讨论=
目前糖尿病已成为继心血管和肿瘤之后的第三

大疾病xNPz，是一种终生性疾病。我国糖尿病发病率=

 M=frLkg
=MKR=frLkg=Efnsulin=oF
=NKM=frLkg=Efnsulin=oF
=NKR=frLkg=Efnsulin=oF
=NKR=frLkg=Eeumulin=o)

= =

 M=frLkg
=MKR=frLkg=Efnsulin=oF
=NKM=frLkg=Efnsulin=oF
=NKR=frLkg=Efnsulin=oF
=NKR=frLkg=Eeumulino)

图 O= = Be~gle犬 sc=fnsulin=o后检测抗体的 A值= E x±sF=
cigKO= = A v~lue=of=~ntibody=~fter=sc=PMJd~y=in=fnsulin=o=repe~tedJdose=toxicity=study=in=Be~gle’s=dogs=E x±sF=

为 SKTB，已高过世界平均水平 SKQB，而且每天新

增 NS=MMM糖尿病患者，截肢、失明、瘫痪等糖尿病

并发症让患者饱受精神肉体双重折磨，每天约有

P=MMM人死于糖尿病的并发症，成为危害国人的最大

杀手。胰岛素是机体内唯一降血糖的激素，也是唯

一同时促进糖原、脂肪、蛋白质合成的激素，是糖

尿病治疗中的常用药物之一。

本文通过 _e~gle犬 PM=d重复 sc给药毒性试验

和免疫原性试验对 fnsìlán=o进行了临床前生物相似

性研究，结果显示 _e~gle 犬重复 sc 较高剂量的

fnsìlán=o后，动物出现的食欲降低、食量减少、呕

吐、流涎、站立不稳、及心率加速、抽搐等症状，

可能均源于降低血糖效果的延伸xTINQJNRz，最大无毒反

应剂量为 MKR=frLkg，相当于临床等效剂量的 MKR倍；

原研药组与 fnsìlán= o 高剂量组毒性反应相当；

_e~gle犬 sc=fnsìlán=o及eìmìlán=o=PM=d均未产生抗

药抗体；以上结果表明，在该试验条件下 fnsìlán=o
与 eìmìlán=o具有较好的生物相似性。另外在家兔

áv和 sc刺激性试验、豚鼠全身主动过敏试验、大鼠

皮肤被动过敏试验及溶血性试验中，fnsìlán=o均显

示阴性结果，与 eìmìlán=o结果一致。fnsìlán=o的

过敏试验结果与本实验室其他胰岛素品种过敏试验

结果不太一致，可能与剂型中不含鱼精蛋白及药物

结构有关xNSz。=
在考察 fnsìlán=o重复给药的毒性试验时，采用

了非糖尿病模型的健康 _e~gle犬，受正常动物血糖

和胰岛素降低血糖药效作用特点限制，本试验没有

采用常规长期毒性试验设计原则，将高剂量设定为

临床拟用剂量的十余倍或更大，仅设定为临床拟用

剂量的 P倍，这体现了生物制品临床前评价中“`~se=
bó=c~se”的原则。也有研究者在进行胰岛素及其类

似物疗效评价时，通过静脉点滴不同速度的葡萄糖

以维持受试者血糖相对恒定，而葡萄糖的点滴速度

反映了胰岛素及其类似物的疗效xNTJOMz；在进行过敏

性及刺激性试验研究时，依据预实验或 mhLma 结

果，给予受试动物过量的饲料或葡萄糖水，以维持

动物血糖并保证试验结果。期望以上结果可以对胰

岛素类药物研究者提供借鉴。
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