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• 安全性评价 • 

甘精胰岛素注射液的临床前安全性评价 

宋紫辉，项宗尚，吴雅丽，胡晓丞，蔡永明，张宗鹏* 
天津药物研究院新药评价有限公司，天津 300301 

摘  要：目的  通过 Beagle 犬长期毒性试验及其伴随的免疫原性试验，观察甘精胰岛素注射液的毒性反应，确定未观察到

临床不良反应的剂量水平（NOAEL），为临床不良反应监测及防治提供参考。方法  健康 Beagle犬 40条，随机分为甘精胰

岛素注射液低、中和高（0.5、1.0、2.0 IU/kg）剂量组、溶媒对照组及原研对照组（来得时，2.0 IU/kg），每组 8只动物，雌

雄各半。连续 sc给药 30天，停药恢复 16天。试验期间进行一般体征观察、进食量、体质量、肛温、全血血糖及心电图检

查；测定血液学常规与凝血指标、血清生化、尿液常规等指标；进行骨髓细胞形态学检查、大体剖检检查以及组织病理学检

查。采用间接 ELISA法检测不同时期动物血清抗药的结合抗体；采用体外生物活性 HPLC法检测产生抗药抗体的阳性血清

的中和活性。结果  在给药期的第 8和 10天，原研对照组和高剂量组各有 1只雌性动物在给药后 5～6 h出现抽搐和流涎等

由低血糖所致的异常症状，其中高剂量组的该异常动物于次日死亡；给药期第 11天的心电图检查发现高剂量组的 T波倒置

比例略高于溶媒对照组（5/7 vs 1/8），停药后恢复正常；其余存活动物的体质量、肛温、进食量、尿常规、血液学、血清生

化和组织病理学等均未见毒理学意义的异常改变。免疫原性结果显示，仅有高剂量组 1只雄性动物于给药期第 12天产生抗

药抗体，抗体滴度为 1:16，阳性率为 14.3%，产生结合抗体的血清样品经检测为非中和活性抗体。结论  在本试验条件下，

Beagle犬 sc重复给予甘精胰岛素注射液的 NOAEL为 1.0 IU/kg，该剂量相当于临床拟用剂量的 2倍。该药在高剂量下可能

对个别 Beagle犬具有较弱的免疫原性。 
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Preclinical safety evaluation of insulin glargine injection 
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Abstract: Objective  To determine the no-observed-adverse-effect level (NOAEL) of insulin glargine injection (IGI) by observation of 
toxicity reactions in long-term toxicity study in Beagle’s dogs and its accompanying immunogenicity test, and provide reference for 
clinical adverse reaction monitoring and prevention. Methods  40 healthy Beagle dogs were randomly divided into five groups, including 
low-, mid-, and high-dose (0.5, 1.0, and 2.0 IU/kg) groups of IGI, vehicle control group, and original research group (Lantus, 2.0 U/kg). 
Each group included eight Beagle’s dogs, half male and half female. All animals were sc administered for 30 d continuously, and then 
recovered for 16 d with no dosing. General observations, food intake, body weight, rectal temperature, blood glucose, and 
electrocardiographic examination were conducted. Routine hematology and coagulation, serum biochemistry, routine urianlysis, and other 
indicators were also determined. Meanwhile, bone marrow cell morphology, gross necropsy examination and histopathological 
examination were carried out during the study. Drug-resistant binding antibody at different periods in dog serum was determined by an 
indirect ELISA method. The neutralizing activity of resistant antibody in positive serum was measured by using biological activity HPLC 
assay in vitro. Results  During the dosing period of d8 and d10, one female animal showed the abnormal symptoms of salivation and 
convulsions caused by hypoglycemia after dosing 5—6 h in original research group and high-dose group respectively, and the abnormal 
animal in high-dose group died the next day. The proportion of T wave inversion in high-dose group respectively, and the abnormal 
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animal in high-dose group died the next day. The proportion of T wave inversion in high-dose group was found slightly higher than that 
in vehicle control group (5/7 vs 1/8) by electrocardiographic examination, which was back to normal after stopping dosing. There were 
no significant toxicological changes in body weight, rectal temperature, food intake, routine urianlysis, routine hematology, serum 
biochemistry, and histopathology of the remaining surviving animals. Immunogenicity test indicated that only one male animal in 
high-dose group produced drug-resistant binding antibody during the dosing period of d12. The antibody titer was 1:16 and the positive 
rate was 14.3%. The binding antibody in serum sample was tested to be non-neutralizing activity antibody. Conclusion  Under the 
experimental conditions, the NOAEL of IGI in Beagle’s dogs with repeat-dose of 1.0 IU/kg, which was equivalent to two times of 
clinical therapeutic dose. This medicine at high dose may produce weak immunogenicity in particular Beagle’s dog. 
Key Words: insulin glargine; safety evaluation; Beagle’s dogs; immunogenicity; long-term toxicity 
 

糖尿病已成为威胁人类健康的重大慢性疾病，

其代谢紊乱可引起心、脑、肾衰竭等多种并发症，

胰岛素的应用给广大患者带来了福音[1-5]。但目前传

统胰岛素的治疗仍存在一些缺陷，譬如作用时间短，

血糖波动大及夜间低血糖危险，因此迫切需要一种

新型的长效胰岛素类药物[6-11]。甘精胰岛素注射液

通过基因重组技术对人胰岛素的氨基酸序列及结构

进行局部修饰，改变了胰岛素的等电点，大大延长

了其作用时间，并且无明显的作用峰值，成为一种

疗效较好的长效胰岛素类似物[12-18]，而目前有关其

毒理学评价国内尚无文献报道。本试验旨在通过对

Beagle犬长期毒性试验及其伴随的免疫原性研究，

为临床不良反应监测及防治提供参考。 
1  材料 
1.1  实验动物 

普通级 Beagle犬 40条，6～8 kg，雌雄各半，

由沈阳康平实验动物研究所提供，实验动物生产许

可证号：SCXK（辽）2014-0003，所有动物均有检

疫证书和个体档案，研究方案经动物福利委员会

（ Institutional Animal Care and Use Committee，
IACUC）认证批准。动物实验操作均在 GLP 实验

室进行。动物饲养于天津药物研究院新药评价有限

公司动物实验楼（屏障环境），温度设定范围 20～
26 ℃，湿度设定范围 40%～70%，换气次数每小时

不少于 8次全新风，光照时间为 12 h/12 h明暗交替。

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。 
1.2  药品与试剂 

甘精胰岛素注射液（300 IU∶3 mL，批号

20130701）、来得时注射液（300 IU∶3 mL，批号

3B006A）、甘精胰岛素注射液溶媒（批号 20130701，
于 2～8 ℃保存备用），均购于北京赛诺菲安万特制

药有限公司。 
犬免疫球蛋白 IgG（犬 IgG，批号D4410-QD40K）、

辣根过氧化物酶标记的山羊抗犬 IgG（IgG-HRP，
批号 E0111-R261G），均购于美国 Southern-Biotech
公司；酶反应底物 3, 3’, 5, 5’-四甲基联苯胺显色剂

（TMB，美国 ADL 公司）；牛血清白蛋白（BSA，
批号 585247-F，德国 Roche 公司）；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（德国 SIMENS公司）；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）；凝血功能测定

试剂和质控（美国 Instrumentation Laboratory公司）；

尿液测定试纸（桂林优利特医疗电子有限公司）。 
1.3  仪器 

电子天平（上海梅特勒托利多仪器有限公司）；

OCS-W-100 kg型无线吊钩秤（昆山钰恒电子衡量器

有限公司）；ADVIA2120血液分析仪（德国 SIMENS
公司）；7080型全自动生化分析仪（日本日立公司）；

ACL9000 凝 血 分 析 仪 （ 美 国 Instrumentation 
Laboratory公司）；CONTEC8000心电工作站（秦皇

岛市康泰医学系统有限公司）；URITEST-300 尿液

分析仪（桂林优利特电子集团有限公司）；电子肛温

计（瑞士 Microlife 公司）；Accu-Chek 血糖仪（德

国罗氏公司）；脱水机、包埋机、封片机、切片机及

染色机（日本樱花检验仪器株式会社）；Vaioskan 
Flash酶标仪（美国 Thermo公司）；DKB-501A型恒

温水槽（上海精宏实验设备有限公司）；HPLC：
Agilent 1260（美国安捷伦科技有限公司）。 
2  方法 
2.1  动物分组及给药 

40 条 Beagle 犬按体质量随机分为 5 组，即甘

精胰岛素注射液低、中、高（0.5、1.0、2.0 IU/kg）
剂量组，溶媒对照组及原研对照组（来得时，2.0 
IU/kg），所有动物每天 sc给药 1次，给药体积为 0.2 
mL/kg，连续给药 30 d，停药恢复 16 d。 
2.2  长期毒性检测指标 

试验期间每日观察动物的外观体征及进食量。 
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选取适应期，给药第 5、12、22、30天及恢复

第 7、16天，用针刺破前肢静脉取微量血，血糖仪

监测空腹约 18 h全血血糖。 
于适应期和给药期第 11、29 天及恢复期第 15

天分别测定动物肛温、体质量及其增长率，其中体

质量增长率＝（当前体质量－药前体质量）/药前体

质量，并采用心电工作站进行心电图检查，包括测

量Ⅱ导联心电图中 5个心动周期的心率、P波电压、

R 波电压、T 波电压、P-R 间期、QRS 时限、Q-T
间期、ST段电压。 

同时收集动物尿液用尿液分析仪进行分析，分

析指标有胆红素（BIL）、尿胆原（UBG）、酮体

（KET）、抗坏血酸（ASC）、尿糖（GLU）、尿蛋白

（PRO）、隐血（BLD）、亚硝酸盐（NIT）、白细胞

（LEU）、尿比重（SG）和 pH值。 
空腹约 18 h后，次日经动物前肢头静脉采血约

6 mL，其中 2 mL经 EDTA-K2抗凝、采用血液分析

仪进行血细胞分析；1 mL经枸橼酸钠抗凝处理后离

心分离血浆，采用凝血分析仪进行凝血功能分析。

检测指标有：白细胞（WBC）、红细胞（RBC）、

血红蛋白（Hb）、红细胞压积（HCT）、红细胞平

均压积体积（MCV）、平均红细胞血红蛋白含量

（MCH）、平均红细胞血红蛋白含量（MCHC）、

血小板（PLT）、网织红细胞（RET）、凝血酶原

时间（PT）、活化部分凝血酶时间（APTT）。 
3 mL 血液加入含分离胶/促凝剂的真空管中放

置 30 min后，离心制备血清，用于血清生化、电解

质及免疫原性测定。血清生化检测应用全自动生化

分析仪，检测指标有：丙氨酸转氨酶（ALT）、天

冬氨酸转氨酶（AST）、碱性磷酸酶（ALP）、尿

素氮（BUN）、肌酐（Crea）、总蛋白（TP）、白

蛋白（ALB）、血糖（GLU）、总胆固醇（TCHO）、

总胆红素（TBIL）、三酯甘油（TG）、肌酸激酶

（CK）、γ-谷氨酰转肽酶（γ-GT）。 
给药期结束和恢复期结束安乐死各组 1/2 动物

进行骨髓细胞形态学及组织病理学检查，骨髓细胞

形态学检查具体方法是取胸骨上 1/3 部位挤压出骨

髓，立即滴在玻片上推片。 
瑞氏染色，统计粒细胞系、红细胞系和淋巴细

胞系的百分比并计算粒系和红系之间的比例，观察

各类细胞的增生程度。 
组织病理学检查器官：肾上腺、主动脉、骨（股

骨）、骨髓（胸骨）、脑（大脑、小脑、脑干）、盲肠、

结肠、子宫和子宫颈、十二指肠、附睾、食管、眼、

胆囊、哈氏腺、心脏、回肠、空肠、肾脏、肝脏、

肺脏（附主支气管）、淋巴结、乳腺、卵巢和输卵管、

胰腺、垂体、前列腺、直肠、唾液腺、坐骨神经、

精囊、骨骼肌、皮肤、脊髓（颈椎、中段胸椎、腰

椎）、脾脏、胃、睾丸、胸腺、甲状腺（含甲状旁腺）、

气管、膀胱、阴道、脂肪、注射部位的皮肤和肌肉

组织等。 
2.3  免疫原性试验 

采用酶联免疫法检测给药前、给药期及恢复期

不同时间 Beagle犬血清抗药的结合抗体；以同期溶

媒对照组动物血清标本所测得吸光度（A）值的 2.1
倍作为产生抗体的阈值，凡给药后血清标本测得的

A值大于或等于阈值者，判定为阳性[18]。 
产生结合抗体的血清样品采用 HPLC法，以标

准对照品的保留时间和峰面积作为参照，以面积最

小归一化法计算待检品的效价。 
检查甘精胰岛素中和抗体时，将待检血清样

品与甘精胰岛素孵育，若血清中具有中和抗体，

则与甘精胰岛素特异结合为抗原抗体复合物，将

使 HPLC 保留时间产生位移，甘精胰岛素峰消失

或面积减少，以此检测甘精胰岛素体外生物活性

效价。 
2.4  统计学方法 

数据均以 ±x s表示，采用 SPSS 11.5对数据进

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 NPar Tests Mann-Whitney 
Test、x2 或等级指数检验。各试验组与溶媒对照组

之间进行显著性比较。 
3  结果 
3.1  一般症状及进食量观察 

甘精胰岛素注射液高剂量组在给药期第 10天，

发现有 1只雌性动物于给药后 6 h出现流涎、抽搐

等异常反应状态，测定其全血血糖值为 1.2 mmol/L，
后经静脉注射 50%葡萄糖 20 mL进行抢救，症状有

所改善；但次日上午发现该动物死亡。另外，原研

对照组在给药期第 8天，发现 1只雌性动物于给药

后 5 h出现流涎、抽搐等症状，测定其血糖值为 1.6 
mmol/L，后经静脉注射 50%葡萄糖 20 mL后约 20 
min逐渐恢复。 

给药期和恢复期各试验组的所有受试动物进食

量均未见明显异常，饲喂后动物均能很快吃完定量

的食物，表明药物对动物进食量没有明显影响。 
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3.2  体质量、肛温和血糖检查 
在给药期和恢复期，各剂量组动物的平均体质

量与自身给药前体质量相比均呈增长趋势，其中给

药期第 11天的低、高剂量组平均体质量增长率略高

于同期溶媒对照组，均属于动物正常范围内波动。

结果见图 1。 
给药期和恢复期各剂量组动物的肛温和血糖值

与同期溶媒对照组比较，均无显著性差异（表 1、2）。

               d11 d29 d15

 Control（0   IU/kg）
 Lantus（2.0 IU/kg）
 Glargine （0.5 IU/kg）
 Glargine （1.0 IU/kg）
 Glargine （2.0 IU/kg）

 
 

 
 

 

 

图 1  甘精胰岛素注射液对 Beagle犬体质量的影响 
Fig. 1  Effect of IGI on body weight of Beagle’s dogs 

表 1  甘精胰岛素注射液对 Beagle犬肛温的影响 
Table 1  Effect of IGI on rectal temperature of Beagle’s dogs 

组别 
剂量/ 
(IU·kg−1) 

Beagle犬肛温/℃ 
适应期 给药第 11天 给药第 29天 恢复第 15天 

溶媒对照 — 
 

39.27±0.39 39.66±0.66 39.63±0.35 39.63±0.27 
原研对照 2.0 39.29±0.45 39.46±0.38 39.59±0.53 40.15±0.39 
甘精胰岛素注射液 0.5 39.32±0.30 39.44±0.23 39.62±0.42 39.53±0.25 
 1.0 39.48±0.43 39.44±0.54 39.41±0.60 39.94±0.56 
 2.0 39.35±0.37 39.36±0.25 39.88±0.38 39.49±0.37 

表 2  甘精胰岛素注射液对 Beagle犬血糖的影响 
Table 2  Effect of IGI on blood glucose of Beagle’s dogs 

组别 剂量/ 
(IU·kg−1) 

Beagle犬血糖/(mmol·L−1) 

适应期 给药第 5天 给药第 12天 给药第 22天 给药第 30天 恢复第 7天 恢复第 16天 

溶媒对照 — 4.9±0.6 4.7±0.5 4.7±0.6 4.7±0.4 4.5±0.6 4.6±0.4 4.5±0.3 

原研对照 2.0 5.0±0.4 4.7±0.3 4.5±0.5 4.6±0.3 4.5±0.6 4.4±0.3 4.8±0.4 

甘精胰岛素注射液 0.5 4.9±0.6 4.7±0.3 4.5±0.3 4.8±0.4 4.7±0.4 4.7±0.3 4.7±0.3 

 1.0 4.8±0.5 4.7±0.3 4.7±0.3 4.6±0.2 4.3±0.3 4.4±0.3 4.8±0.5 

 2.0 4.9±0.4 4.8±0.4 5.0±0.3 4.7±0.2 4.7±0.1 4.3±0.2 4.6±0.7 

 

采用尿液分析仪检测 BIL、UBG、KET、ASC、
GLU、PRO、BLD、NIT、LEU、SG 和 pH值等指

标，未发现与药物相关的异常变化。 
心电图结果显示，在给药期和恢复期发现溶媒

对照组和各给药组的个别动物出现心律不齐、T 波

倒置、心动过速或过缓等现象，特别是高剂量组在

给药期第 11 天出现的 T 波倒置比例略高于溶媒对

照组（5/7 vs 1/8），停药后恢复正常。 
3.3  血液学、血清生化和凝血功能检查 

Beagle犬 sc不同剂量供试品和原研对照药后，

某些指标检测结果的均值与同期溶媒对照组比较具

有显著性差异（P＜0.05、0.01），但综合分析，这

些变化属正常范围内波动，并且无明显的时程-反应

关系，考虑与受试药物作用无关。结果见表 3、4。 

给药第 11天     给药第 29天      恢复第 15天 
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对照 
原研对照 
甘精胰岛素注射液 0.5 IU·kg−1 
甘精胰岛素注射液 1.0 IU·kg−1 
甘精胰岛素注射液 2.0 IU·kg−1 

10.5 

9.5 

8.5 

7.5 

6.5 

5.5 

 

体
质
量
/k
g 

给药第 0天   给药第 11天   给药第 29天   恢复第 15天 

对照 
原研对照 
甘精胰岛素注射液 0.5 IU·kg−1 
甘精胰岛素注射液 1.0 IU·kg−1 
甘精胰岛素注射液 2.0 IU·kg−1 
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表 3  甘精胰岛素注射液对 Beagle犬血液学及凝血的影响 
Table 3  Effect of IGI on routine hematology and coagulation of Beagle’s dogs 

组别 
剂量/ 
(IU·kg−1) 

WBC/(×109·L−1) RBC/(×1012·L−1) 

适应期 给药第 12天 给药第 30天 恢复第 16天 适应期 给药第 12天 给药第 30天 恢复第 16天 

溶媒对照 — 13.48±2.09 13.04±2.49 12.09±1.37 11.85±1.33 6.20±0.71 6.26±0.55 6.62±0.53 6.75±0.78 
原研对照 2.0 13.39±1.90 13.48±2.02 12.47±2.11 12.81±1.68 6.50±0.48 6.28±0.45 6.80±0.57 6.94±0.48 
甘精胰岛 0.5 12.09±1.76 12.59±2.11 13.40±2.63 11.62±0.73 6.82±0.64 6.42±0.72 6.69±0.35 7.43±0.33 
素注射液 1.0 11.59±2.69 12.80±2.39 9.87±1.78* 11.03±0.98 6.38±0.65 5.97±0.58 6.23±0.63 6.96±0.65 

 2.0 14.52±3.24 13.71±6.15 12.05±4.29 10.46±1.77 6.20±0.58 5.69±0.46* 6.06±0.39* 6.39±0.20 

组别 
剂量/ 
(IU·kg−1) 

Hb/(g·L−1) HCT/% 

适应期 给药第 12天 给药第 30天 恢复第 16天 适应期 给药第 12天 给药第 30天 恢复第 16天 

溶媒对照 — 138.0±18.5 140.0±15.3 148.5±15.1 149.5±22.1 42.3±5.5 43.9±4.7 45.5±4.4 46.2±6.5 
原研对照 2.0 146.3±9.4 142.1±8.9 152.4±11.9 154.8±9.8 44.9±2.9 44.3±2.8 47.0±3.6 47.9±3.2 
甘精胰岛 0.5 150.4±15.6 143.5±16.3 148.4±9.5 163.3±9.1 45.8±4.3 44.0±4.7 45.2±3.0 49.8±2.3 
素注射液 1.0 144.6±15.0 136.4±11.5 140.8±12.5 159.8±14.2 44.2±4.1 42.2±3.7 43.4±3.6 48.4±4.3 

 2.0 139.5±14.0 129.1±9.5 137.3±10.6 142.7±4.5 43.0±4.1 40.2±3.0 42.5±2.7 44.0±1.6 

组别 
剂量/ 
(IU·kg−1) 

MCV/fL MCH/Pg 
适应期 给药第 12天 给药第 30天 恢复第 16天 适应期 给药第 12天 给药第 30天 恢复第 16天 

溶媒对照 — 68.2±2.1 70.0±2.4 68.7±1.8 68.4±2.7 22.2±0.9 22.3±0.9 22.4±0.7 22.1±1.1 
原研对照 2.0 69.1±1.4 70.7±1.7 69.2±1.6 69.0±2.1 22.5±0.6 22.7±0.7 22.4±0.7 22.3±0.9 
甘精胰岛 0.5 67.3±1.7 68.6±1.9 67.5±2.0 67.1±2.1 22.1±0.7 22.3±0.7 22.2±0.7 22.0±0.6 
素注射液 1.0 69.4±1.7 70.8±2.2 69.8±1.9 69.6±1.4 22.7±0.5 22.9±0.7 22.7±0.5 23.0±0.5 

 2.0 69.3±1.9 70.7±2.0 70.1±1.8 68.8±2.0 22.5±0.6 22.7±0.7 22.6±0.7 22.4±0.9 

组别 
剂量/ 
(IU·kg−1) 

MCHC/(g·L−1) PLT/(×109·L−1) 
适应期 给药第 12天 给药第 30天 恢复第 16天 适应期 给药第 12天 给药第 30天 恢复第 16天 

溶媒对照 — 325.9±5.6 318.9±5.3 326.0±3.7 323.3±3.3 379.5±131.8 375.6±106.7 353.0±94.6 343.8±107.2 
原研对照 2.0 325.8±2.8 320.8±4.2 324.0±5.0 323.8±4.4 361.5±117.1 361.0±132.6 319.8±88.8 260.8±89.3 
甘精胰岛 0.5 328.0±3.9 325.1±4.5* 328.0±1.2 328.5±5.0 350.8±57.6 334.6±48.0 290.8±46.6 263.8±38.1 
素注射液 1.0 326.8±5.4 323.4±5.5 324.5±3.3 330.5±1.7** 383.1±94.4 375.9±48.6 325.8±35.7 323.8±33.4 

 2.0 324.8±6.9 321.3±5.7 322.9±5.5 325.3±6.4 354.6±107.4 374.1±80.2 333.1±102.6 423.0±70.5 

组别 
剂量/ 
(IU·kg−1) 

RET/% PT/s 
适应期 给药第 12天 给药第 30天 恢复第 16天 适应期 给药第 12天 给药第 30天 恢复第 16天 

溶媒对照 — 2.42±0.56 2.43±0.52 2.32±0.66 2.22±0.69 7.08±0.12 7.16±0.21 7.01±0.04 7.95±0.34 
原研对照 2.0 2.09±0.52 2.35±0.72 1.99±0.75 1.97±0.43 7.31±0.51 7.19±0.34 7.08±0.21 7.88±0.32 
甘精胰岛 0.5 2.07±0.63 2.70±1.13 1.65±0.60 1.64±0.48 7.03±0.07 7.08±0.14 7.00±0.00 7.80±0.34 
素注射液 1.0 2.23±0.79 3.25±1.05 1.73±0.39* 1.76±0.16 7.06±0.12 7.13±0.15 7.00±0.00 8.13±0.25 

 2.0 2.75±0.85 3.35±1.56 2.10±0.80 1.36±0.89 7.18±0.46 7.47±0.58 7.20±0.45 8.63±0.87 

组别 
剂量/ 
(IU·kg−1) 

APTT/s     

适应期 给药第 12天 给药第 30天 恢复第 16天     

溶媒对照 — 13.48±2.79 13.16±1.46 12.44±1.00 10.93±1.49     

原研对照 2.0 12.30±1.73 13.91±0.75 12.89±0.63 12.45±0.48     

甘精胰岛 0.5 11.93±1.55 12.86±1.40 11.98±1.47 11.95±0.83     

素注射液 1.0 12.38±0.95 13.36±1.02 12.54±1.90 11.80±1.11     

 2.0 11.94±1.80 12.44±0.88 12.60±1.99 10.67±0.68     

与溶媒对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01，下同 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs vehicle control group, same as below 
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表 4  甘精胰岛素注射液对 Beagle犬血清生化的影响 
Table 4  Effect of IGI on serum biochemistry of Beagle’s dogs 

组别 
剂量/ 
(IU·kg−1) 

ALT/(U·L−1) AST/(U·L−1) 
适应期 给药第 12天 给药第 30天 恢复第 16天 适应期 给药第 12天 给药第 30天 恢复第 16天 

溶媒对照 — 26.4±5.5 28.9±3.6 31.7±3.1 31.9±0.5 33.0±3.5 30.5±5.6 33.2±5.0 37.6±5.8 
原研对照 2.0 24.8±7.2 29.2±6.0 28.9±6.2 32.2±10.9 34.3±4.0 31.8±6.8 34.3±6.3 39.6±4.6 
甘精胰岛 0.5 25.4±6.2 27.8±2.4 28.3±3.7 27.8±6.2 30.6±5.9 29.6±3.4 32.5±5.6 34.9±3.6  
素注射液 1.0 26.1±7.0 27.5±5.0 29.5±4.4 32.1±3.3 33.7±7.0 33.4±6.2 36.9±8.4 43.8±9.6  

 2.0 26.6±10.0 26.8±7.6 30.6±7.2 39.0±3.2 38.2±5.7* 31.8±4.9 33.3±5.2 37.1±1.1 

组别 
剂量/ 
(IU·kg−1) 

ALP/(U·L−1) BUN/(mmol·L−1) 
适应期 给药第 12天 给药第 30天 恢复第 16天 适应期 给药第 12天 给药第 30天 恢复第 16天 

溶媒对照 — 112.5±58.7 146.7±76.2 121.0±58.2 117.1±15.4 4.03±1.42 4.11±0.83 3.96±0.74 4.32±1.57 
原研对照 2.0 83.4±31.3 105.4±22.5 80.7±13.6 74.8±18.5* 4.37±0.99 5.04±1.31 4.18±0.61 4.70±1.19 
甘精胰岛 0.5 96.5±37.2 111.6±39.9 99.1±24.2 91.9±38.3 4.28±1.12 4.82±1.27 4.14±1.12 5.03±0.97 
素注射液 1.0 107.3±19.6  142.1±62.6 121.8±41.2 133.2±69.8 4.23±0.91 4.70±1.25 4.67±0.96 4.75±0.59 
 2.0 103.6±33.5 122.6±31.1 96.2±20.8 90.9±31.7 3.83±1.11 4.84±1.43 4.74±1.50 5.09±1.69 

组别 
剂量/ 
(IU·kg−1) 

Crea/(μmol∙L−1) TP/(g·L−1) 
适应期 给药第 12天 给药第 30天 恢复第 16天 适应期 给药第 12天 给药第 30天 恢复第 16天 

溶媒对照 — 59.5±3.4 65.0±5.8 67.4±4.2 71.0±4.5 58.2±4.8 61.0±5.3 63.1±4.4 64.4±4.4 
原研对照 2.0 65.6±6.6* 71.5±7.2 72.8±6.4 72.9±6.1 59.1±4.5 63.4±4.8 63.7±4.4 63.0±4.7 
甘精胰岛 0.5 64.7±9.7 69.6±9.4 71.5±10.0 83.5±5.6* 58.6±4.7 59.4±4.1 61.7±3.7 63.8±2.5 
素注射液 1.0 65.6±6.5*  71.6±6.0* 75.7±5.9** 79.7±10.1 57.2±4.2  59.0±3.1 60.1±2.9 62.1±3.8 
 2.0 61.8±10.7 67.3±10.1 77.6±11.0 74.2±7.2 57.7±4.2 61.6±4.7 62.7±2.1 67.5±1.1 

组别 
剂量/ 
(IU·kg−1) 

ALB/(g·L−1) GLU/(mmol·L−1) 
适应期 给药第 12天 给药第 30天 恢复第 16天 适应期 给药第 12天 给药第 30天 恢复第 16天 

溶媒对照 — 24.4±2.9 24.8±2.7 25.6±3.0 25.7±4.0 4.84±0.32 4.79±0.55 4.99±0.27 4.76±0.38 
原研对照 2.0 27.1±1.4* 27.4±1.5* 28.2±1.8 27.3±2.4 4.95±0.47 4.68±0.57 4.95±0.67 5.04±0.18 
甘精胰岛 0.5 27.3±1.5* 26.8±1.8 27.5±1.3 27.8±1.3 5.00±0.62 5.00±0.31  4.76±0.38  5.15±0.21 
素注射液 1.0 26.5±1.8  26.6±1.7  27.5±1.6  27.7±1.1 4.78±0.42  4.96±0.73  4.58±0.70  5.07±0.44 
 2.0 25.5±1.6 25.2±1.2 26.0±1.6 26.7±1.8 4.73±0.57 5.23±0.44 4.91±0.25 5.24±0.41 

组别 
剂量/ 
(IU·kg−1) 

TCHO/(mmol·L−1) TBIL/(μmol∙L−1) 
适应期 给药第 12天 给药第 30天 恢复第 16天 适应期 给药第 12天 给药第 30天 恢复第 16天 

溶媒对照 — 4.09±0.85 3.96±0.74 3.99±0.63 4.17±0.14 1.97±0.29 1.88±0.21 2.27±0.36 2.20±0.47 
原研对照 2.0 3.83±0.85 3.67±0.51 3.64±0.37 3.43±0.57 2.12±0.31 2.09±0.31 2.39±0.31 2.32±0.23 
甘精胰岛 0.5 3.72±0.35 3.37±0.57 3.78±0.45 3.81±0.52 2.13±0.25 2.02±0.31 2.47±0.47 2.46±0.41 
素注射液 1.0 3.60±0.72 3.42±0.44 3.65±0.50 3.58±0.72 2.32±0.25*  2.16±0.31 2.91±0.38**  2.87±0.47 
 2.0 3.33±0.96 3.15±0.67 3.52±1.14 4.80±2.13 2.13±0.15 2.24±0.43 2.47±0.34 2.43±0.25 

组别 
剂量/ 
(IU·kg−1) 

TG/(mmol·L−1) CK/(U·L−1) 
适应期 给药第 12天 给药第 30天 恢复第 16天 适应期 给药第 12天 给药第 30天 恢复第 16天 

溶媒对照 — 0.60±0.16 0.59±0.10 0.53±0.07 0.58±0.13 192.9±53.7 221.0±58.0 204.8±39.9 239.1±32.6 
原研对照 2.0 0.57±0.18 0.67±0.26 0.66±0.20 0.53±0.10 181.1±59.6 184.6±53.7 191.8±39.0 254.5±25.4 
甘精胰岛 0.5 0.62±0.15 0.58±0.23 0.57±0.19 0.50±0.20 168.4±57.7  194.5±51.3 190.4±54.4 205.8±48.7 
素注射液 1.0 0.53±0.15 0.69±0.26 0.60±0.10 0.56±0.16 222.2±77.0 208.0±66.9 221.9±58.0 317.8±59.3 
 2.0 0.55±0.17 0.52±0.26 0.56±0.15 0.62±0.21 215.9±98.7 234.0±92.8 237.4±68.9 267.9±19.0 

组别 
剂量/ 
(IU·kg−1) 

γ-GT/(U·L−1)     

适应期 给药第 12天 给药第 30天 恢复第 16天     

溶媒对照 — 4.0±0.6 4.0±0.8 3.8±1.1 4.1±0.6     

原研对照 2.0 4.1±0.5 3.8±0.4 3.7±0.4 3.5±0.1     

甘精胰岛 0.5 5.0±0.8* 4.2±0.5 4.2±0.4 4.2±0.8     

素注射液 1.0 4.9±1.2 4.1±0.9 4.2±0.6 4.6±0.9     

 2.0 4.3±0.6 3.7±0.5 3.8±0.5 4.0±0.5     
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3.4  系统尸检、脏器系数和组织病理学检查 
大体剖检可见各只动物毛顺，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。在给药期及恢复期结束发现个别脏器重

量和脏器系数与同期溶媒对照组比较具有显著性差

异，但这些指标的变化属正常范围内波动，无明显

量效关系，考虑与药物作用无关。组织病理学改变

主要是气管的自发性病变，包括给药 30天和停药恢

复 16 天发生在各试验组少量动物的气管局部黏膜

鳞状上皮化生，上述病变出现的比例和病变程度经

等级指数检验无统计学差异。根据病变性质和发病

情况分析与药物作用无关。 
3.5  免疫原性检测 

受检动物血清用样品稀释液进行系列稀释

后，即 1∶4、1∶8、1∶16、1∶64，采用间接 ELISA
方法测定不同稀释度血清中抗药的结合抗体。结

果显示，甘精胰岛素注射液高剂量组于给药期第

12 天检测到 1 只雄性动物产生抗药的结合抗体

（1/7），阳性率为 14.3%，当血清样品稀释 32倍后，

所测 A 值低于同期溶媒对照组计算的阈值（溶媒

对照组 A值均值的 2.1倍），即抗体滴度为 1∶16，
结果见表 5。 

其他受检血清中均未检测到抗药的结合抗体。

产生结合抗体的待检动物血清分别与 10 U/mL的甘

精胰岛素溶液按 1∶1、2∶1、4∶1、8∶1、16∶1
的比例混合，孵育后上清液中的甘精胰岛素效价与

计算值没有显著差异，回收率最低时为 91.0%。因

此，可以认为产生中和抗体的动物血清不具备中和

甘精胰岛素活性的作用。 

表 5  阳性动物血清抗体滴度分析 
Table 5  Analysis of antibody titer in animals with positive serum 

稀释倍数 
A450nm 

结论 
溶媒对照 阈值 阳性动物 

1: 4 0.140±0.087 0.293 0.402 ＋ 
1: 8 0.085±0.030 0.178 0.262 ＋ 

1:16 0.060±0.007 0.126 0.152 ＋ 

1:32 0.054±0.005 0.113 0.098 － 
 

4  讨论 
长期毒性试验是新药非临床前评价的重要内

容，它可以预测药物可能引起的临床不良反应及其

毒性的靶器官，为临床的安全使用剂量及不良反应

监测提供参考[19]。本实验将赛诺菲研发上市的来得

时设为原研对照药，对其毒性反应和免疫原性进行

了对比研究。结果显示，Beagle犬在 sc重复给药前

期高剂量和原研对照组各有 1只动物出现流涎、呕

吐、抽搐、站立不稳等毒性反应症状，此时动物血

糖值处在 1.2～1.6 mmol/L之间，后经静脉给予一定

葡萄糖后均有所改善。由于动物之间的个体差异，

高剂量组的该异常动物次日出现死亡，从发生给药

后的时间和临床症状表现，可认为高剂量组和原研

对照组所引发的的毒性症状均与该药的药理活性有

关，两者表现出由于低血糖而致的类似毒副反应。

另外，给药期和恢复期发现个别动物出现的心电图

异常，特别是高剂量组在给药前期出现的 T波倒置

比例偏高。这可能一方面与动物个体差异及自身生

理变化有关；另一方面，可能与高剂量胰岛素降低

正常动物血糖后而处于低血糖所产生的对心电图一

过性可逆影响，与胰岛素的药理学活性相关。以上

提示甘精胰岛素在临床应用时，应密切监测患者的

血糖情况，及时调整给药剂量和频率，防止低血糖

症的发生。 
甘精胰岛素注射液是通过重组 DNA 技术合成

的新型长效胰岛素类似物[20-23]，是否产生免疫原性

与药物本身的性质和动物种属相关。在重复给药的

毒性试验中，如果出现中和活性的抗体就会削弱药

物的药理作用，同时产生的抗原抗体复合物可能会

引起新的毒性，因此对生物技术药物的免疫原性评

价显得意义重大[24]。本实验伴随着 Beagle犬长期毒

性试验进行了免疫原性研究，结果显示仅高剂量组

1 只雄性动物于给药期产生了抗药抗体，进一步对

产生结合抗体的血清样品检测显示，其不具备中和

活性，从而为甘精胰岛素的临床前安全性评价的准

确性提供了科学依据。 
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