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摘要 通过查阅中、美、英、日四国药典中关于胰岛素标准的有关内容, 对各主要分析指标及其历年来的改进情况进行分析和

对比, 结果中国药典对胰岛素含量测定方法等与美、英等国药典相比尚存在较大差距。建议在今后的中国药典修订版中将含

量测定的生物检定法改为 H PLC法,其他项目也应参考国外药典改用更加先进的方法。

关键词: 胰岛素;中国药典; 美国药典;英国药典;日本药典; 质量标准

中国分类号: R917 文献标识码: A 文章编号: 0254- 1793( 2009) 11- 1969- 04

The comparison of the quality standard of insulin in

ChP w ith those in BP, USP and JP
*

ZHANG Ge, DONG Jing, TANG Yue, ZHU Jia- bi** , CHEN X i- jing**

( College of Pharm acy, C hina Pharm aceu t icalUn ivers ity, Nan jing 210009, Ch in a)
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体内胰岛素是由胰岛 B细胞受内源性或外源性

物质如葡萄糖等的激动而分泌的一种激素,由 51个

氨基酸组成,相对分子质量近 6000, 在调节机体糖

代谢、脂肪代谢和蛋白质代谢方面有重要作用,是维

持血糖在正常水平的重要激素之一。自 1921年

Ban ting与 Best首次从牛胰腺中分离出胰岛素并于

1922年应用于临床治疗以来, 胰岛素一直在糖尿病

治疗中发挥着不可替代的作用。它的发现和应用被

当作二十世纪生物科学发展的里程碑, 它也是第一

个由 DNA重组技术生产的药品, 为 DNA重组技术

在医药、农业、化工等方面的应用开辟了新纪元
[ 1 ]
。

胰岛素根据其来源不同, 可分为三类。1.动物

胰岛素:从猪和牛的胰腺中提取, 两者药效相同,但

与人胰岛素相比,猪胰岛素中有 1个氨基酸不同,牛

胰岛素中有 3个氨基酸不同, 因而易产生抗体。 2.

半合成人胰岛素:将猪胰岛素第 30位丙氨酸, 置换

成与人胰岛素相同的苏氨酸,即为半合成人胰岛素。

3. 生物合成人胰岛素: 利用生物工程技术获得的高

纯度的基因重组人胰岛素, 其氨基酸排列顺序及生

物活性与人体本身的胰岛素完全相同。

随着糖尿病人日益增多, 对胰岛素的需要也逐

年增长,有关胰岛素生产工艺及剂型的研究一直在

深入进行着,对胰岛素及其制剂的质量要求也在不

断提高。药典作为各个国家药品生产、供应、使用和

管理的法定技术依据。对保证药品质量和保障用药

安全具有十分重要的作用
[ 2]
。随着胰岛素检测技

术的逐步发展,药典关于其质量标准的规定也在不

断改善。现将中国药典 ( ChP2005年版 )、美国药典

( USP31版 ) ,英国药典 ( BP2007版 )及日本药局方

( JP15版 )中胰岛素质量标准的测定方法进行总结

和比较, 分析其发展趋势
[ 3~ 13]

, 并对中国药典与国

外药典的差距和改进办法进行论述。

1 各国药典历年来对胰岛素质量标准的改进

111 中国药典对胰岛素质量标准的改进情况

中国药典从 1953年版至 2005年版均收录了有

关胰岛素的质量标准。但在 1953年版和 1963年版

中仅收载了胰岛素注射液的质量标准,至 1977年版

才开始收载原料药质量标准, 其中关于胰岛素的鉴
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别主要通过酸碱法和小鼠惊厥法, 含量测定选用生

物检定法。 1995年版开始增加了电泳法和葡聚糖

凝胶法对有关蛋白质和大分子蛋白质的测定。而各

版对含量测定方法一直没有改变, 一直采用生物检

定法。各版药典的主要发展变化见表 1
[ 14]
。

112 美国药典对胰岛素质量标准的改进情况

美国药典过去对于有关蛋白质和大分子蛋白质

的测定分别选用过电泳法和凝胶色谱法, 而到第 24

版时, 均改为 HPLC法。在 21版前含量测定均选用

生物检定法,至 21版将 HPLC法同时收入,至第 24

版,只收录 HPLC法。在美国近三版药典 ( 29, 30,

31)中, 胰岛素的质量标准没有变化, 人胰岛素的质

量标准也没有变化。

113 英国药典对胰岛素质量标准的改进情况

英国药典至 1993版对有关蛋白质和大分子蛋

白的测定仍分别选用电泳法和凝胶色谱法, 到 1998

版时均改为 HPLC 法; 对胰岛素含量的测定, 在

1988版之前均为生物检定法, 而到 1993版改为

HPLC法。自 2002版将牛、猪、人胰岛素质量标准

分叙, 至 2005版又单列出人胰岛素类似物 A spart的

质量标准,近三版的药典 ( 2004, 2005, 2007)一直都

有对语言方面的改进,使其叙述更有条理,而实际内

容和条款变化不大。

114 日本药典对胰岛素质量标准的改进情况

日本药典目前仍采用兔血糖法进行胰岛素含量

测定,且至今对大分子蛋白质、有关蛋白质、微生物

限度和细菌内毒素等均未作要求,该药典自第 14版

开始收录重组人胰岛素。近三版日本药典 ( JP13,

14, 15)中, 除第 15版中将部分项目的质量单位改变

(例: 0101g改为 10mg)外,对其它方面的内容均无

修订。

2 中、美、英、日四国现行药典中关于胰岛素质量

标准的比较

通过 比 较 中、美、英、日 四 国 现 行 药 典

( ChP2005, USP31, BP2007, JP15) , 我们发现各国药

典对胰岛素质量标准存在着一定差别 (表 2)。鉴别

方面,中国药典采用酸碱法、小鼠惊厥法和 HPLC 3

种方法进行鉴别, 日本药典中对胰岛素仅采用沉淀

法进行鉴别,而美、英药典均直接采用 HPLC法进行

鉴别;有关蛋白质 (有关物质 )的测定方面, 中国药

典采用电泳法,而美国药典则已经采用 HPLC法,显

然,方法准确度高于中国药典; 大分子蛋白质检测方

面,中国药典和英国药典选用分子排阻色谱法, 而美

国药典则选取 HPLC法;含量测定方面,中国药典至

今仍为生物检定法 ) ) ) 小鼠血糖法;日本药典采取双

交叉兔血糖法,而英、美药典则早已淘汰了生物检定

法而选用 HPLC法; 其他方面,与美国药典和英国药

典相比,中国药典尚缺少对胰岛素原及细菌内毒素检

查的要求,此外美国药典还对微生物限度检查有具体

要求。

表 1 不同时期中国药典胰岛素质量标准比较

Tab 1 Com par ison of the qua lity standard of in su lin in d ifferent ChP ed ition s

项目

( item s)

1977年版

( 1977 ed. )

1985年版

( 1985 ed. )

1990年版

( 1990 ed. )

1995年版

( 1995 ed. )

2000年版

( 2000 ed. )

2005年版

( 2005 ed. )

鉴别

( iden tification)

( 1)酸碱法, ( 2)小鼠惊厥法

( ( 1) chem ica,l ( 2) anima l

同 1977年版

( as 1977 ed. )

同 1977年版

( as 1977 ed. )

( 1)、( 2)及 ( 3)HPLC法

( ( 1), ( 2)& ( 3)HPLC)

同 1995年版

( as 1995 ed. )

同 1995年版

( as 1995 ed. )

吸收度

( absorbance)

-

( - )

-

( - )

276nm吸收度为 0. 48~ 0. 55

( absorbance at 276nm )

同 1990年版

( as 1990 ed. )

同 1990年版

( as 1990 ed. )

同 1990年版

( as 1990 ed. )

有关蛋白质

( re lated pro te ins)

-

( - )

-

( - )

-

( - )

电泳法

( electropho resis)

同 1995年版

( as 1995 ed. )

同 1995年版

( as 1995 ed. )

大分子蛋白质

( high mo lecular

w eight proteins)

-

( - )

-

( - )
-

( - )

分子排阻色谱

( size- exclusion

chromatography)

同 1995年版

( as 1995 ed. )

同 1995年版

( as 1995 ed. )

氮含量

( nitrog en content)

-

( - )

-

( - )

14. 5% - 16. 0%

( 14. 5% - 16. 0% )

同 1990年版

( as 1990 ed. )

同 1990年版

( as 1990 ed. )

同 1990年版

( as 1990 ed. )

干燥失重

( loss on dry ing)

-

( - )

-

( - )

[ 10%

( [ 10% )

同 1990年版

( as 1990 ed. )

同 1990年版

( as 1990 ed. )

同 1990年版

( as 1990 ed. )

炽灼残渣

( residue)

-

( - )

-

( - )

[ 2. 0%

( [ 2. 0% )

-

( - )

-

( - )

-

( - )

含量测定

( assay)

生物检定法\ 25 L# mg- 1

( bio assay\ 25 L# mg- 1)

同 1977年版

( as 1977 ed. )

生物检定法 \ 26 L# mg- 1

( bioassay\26 L# mg - 1)

同 1990年版

( as 1990 ed. )

同 1990年版

( as 1990 ed. )

同 1990年版

( as 1990 ed. )

类别

( category)

激素类药

( amc inonide)

同 1977年版

( as 1977 ed. )

降血糖药

( hypog lycem ic)

同 1990年版

( as 1990 ed. )

同 1990年版

( as 1990 ed. )

同 1990年版

( as 1990 ed. )
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表 2 中、美、英、日现行药典中胰岛素质量标准比较

Tab 2 Com par ison of the qua lity standard of in su lin in presen tChP, USP, BP and JP

ChP USP BP JP

鉴别 ( ident ifica tion) ( 1)酸碱法 ( 2)小鼠惊厥法 ( 3)HPLC法

( ( 1) chem ica l( 2) anima l( 3)HPLC

HPLC

(HPLC)

HPLC

(HPLC)

沉淀法

( precip itation)

吸收度 ( abso rbance ) + ( + ) - ( - ) + ( + ) - ( - )

有关蛋白质 ( rela ted proteins) 电泳法 ( electrophoresis) HPLC(HPLC) HPLC(HPLC) - ( - )

大分子蛋白质 ( high

mo lecular we ight pro te ins)

分子排阻色谱 ( size-

exc lusion chrom atog raphy )

HPLC

(HPLC)

分子排阻色谱 ( size-

exc lus ion chroma tography)

-

( - )

干燥失重 ( loss on dry ing) + ( + ) + ( + ) + ( + ) + ( + )

炽灼残渣 ( residue on ignition) - ( - ) - ( - ) + ( + ) + ( + )

锌含量 ( zinc con tent) + ( + ) + ( + ) + ( + ) + ( + )

氮含量 ( nitrog en content) + ( + ) - ( - ) - ( - ) + ( + )

微生物限度 ( m icrobial lim its) - ( - ) + ( + ) - ( - ) - ( - )

细胞内毒素 ( bacterial endotox ins) - ( - ) + ( + ) + ( + ) - ( - )

胰岛素原 ( pro insulin) - ( - ) + ( + ) + ( + ) - ( - )

含量测量 ( assay ) 小鼠血糖法

( mouse blood g lucose assay)

HPLC

(HPLC)

HPLC

(HPLC)

兔血糖法

( rabb it blood g luco se assay)

3 重组人胰岛素
从 2000年第 7版中国药典开始收录重组人胰

岛素的质量标准,而到 2005年版又进行了原则性的

调整。如将大分子蛋白质的测定方法由 HPLC法改

为分子排阻色谱法, 将无菌检查由薄膜过滤法改为

微生物限度测定法。含量测定采用反相 HPLC法

(表 3)。中国药典中的测定项目与现行的美国药典

相似,但与美国药典稍有不同的是:对人胰岛素有氮

含量及炽灼残渣的检查要求。而日本药典和英、美

两国药典相比,缺少微生物限度项的要求。总体而

言, 与动物胰岛素相比, 中国药典关于人胰岛素的质

量标准与美英质量标准相差较小。

表 3 中、美、英、日现行药典中人胰岛素质量标准比较
Tab 3 Comparison of the quality standard of human in su lin in presen t ChP, USP, BP and JP

ChP USP BP JP

鉴别

( identification)

HPLC

(HPLC)

HPLC

(HPLC)

HPLC

(HPLC)

HPLC

(HPLC)

有关蛋白质

( re la ted proteins)

HPLC

(HPLC)

HPLC

(HPLC)

HPLC

(HPLC)

HPLC

(HPLC)

大分子蛋白质

( high mo lecula r

weight prote ins)

分子排阻色谱

( size- exclusion

chromatog raphy )

HPLC

(HPLC)

分子排阻色谱

( size- exc lusion

chroma tography )

HPLC

(HPLC)

干燥失重

( loss on dry ing )

+

( + )

+

( + )

+

( + )

+

( + )

炽灼残渣

( residue on ign ition)

+

( + )

-

( - )

+

( + )

-

( + )

锌含量

( zinc content)

UV

(UV)

UV

(UV )

原子吸收光谱

( AA S)

原子吸收光谱

( AAS)

氮含量

( nitrog en content)

+

( + )

-

( - )

-

( - )

-

( - )

微生物限度

( m icrobia l lim its)

+

( + )

+

( + )

-

( - )

-

( - )

细胞内毒素

( bacte ria l endotox ins)

+

( + )

+

( + )

+

( + )

+

( + )

含量测量

( assay )

HPLC

(HPLC)

HPLC

(HPLC)

HPLC

(HPLC)

HPLC

(HPLC)
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通过以上比较可以看出, 四国药典关于胰岛

素质量标准存在较大的差异。就胰岛素的含量测

定来说,中国和日本药典目前仍在采用生物检定

法。虽然生物检定法一般与药物的活性密切相

关, 且结果较为直观, 但使用动物量较多, 操作烦

琐, 影响因素多, 实验条件难以控制, 与 HPLC法相

比精密度差
[ 15 ]

,因此英美药典早已不选用这种方

法。如美国药典在 1985年第 21版即将 HPLC法

与生物检定法同时载入, 至 2000年第 24版则只收

录 HPLC法。英国药典在 1988年版将生物检定法

与 HPLC法同时载入, 而至 1993年版就将生物检

定法淘汰而仅采用 HPLC法。而我国药典至最新

的 2005年版中却仍采用生物检定法,质量标准远

远落后于国际水平。

过去临床使用的胰岛素是从牛或猪胰腺中直接

提取的,由于当时工艺条件较为落后,所以产品纯度

较低, 难以用色谱法进行定量分析,只能依赖生物检

定法来检测其效价。近年来随着提纯工艺的改进,

使产品达到高纯度与单组分。另外, 随着物理化学

分析仪器的逐渐发展, HPLC法以其良好的精密度

和重现性,得到越来越多的利用。如李湛君等
[ 16]
对

比了 RP- HPLC和生物检定法 (小鼠血糖法 ) , 实验

证明, 2种方法测定结果基本吻合, 无显著差异。

HPLC法较生物检定法更加的快捷,可作自动连续

分析, 而生物检定法与之相比准确性较差且费用昂

贵
[ 17]
。本文作者

[ 18, 19 ]
利用 HPLC法对胰岛素吸入

粉雾剂的含量和有关物质进行测定, 证明了与生物

法相比 HPLC法测定结果的精密度可大大提高,且

可节约时间和测试成本, 完全可以代替生物检定法

进行胰岛素含量测定。除进行常规的效价测定外,

HPLC法可以快速、有效地对胰岛素注射液中的脱

酰胺胰岛素、胰岛素原以及一些杂质进行检测,为胰

岛素制剂的质量控制和安全评价提供参考。而在进

行生物检定法试验的过程中,即使出现过敏或动物

死亡等急性反应,也会因整体动物的复杂性而无从

得知产生的原因。

药典规定的标准, 应是在安全、有效前提下,可

以正常生产、使用药品的质量标准。所用的检测方

法,也应在考虑国家的经济状况、科技实力和相关人

员素质等条件下具体选择。随着我国分析技术的进

步和色谱分析仪器的普及, 目前我国已具备修订和

完善胰岛素质量标准的条件。故作者建议我国药典

在今后的修订版中对胰岛素的含量测定应淘汰生物

检定法而改选 HPLC法,其它项目也应参考国外药

典改用更加先进的方法。
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