北京市医疗机构制剂长期毒性研究技术指导原则

一、概述 

长期毒性研究可为医疗机构制剂（以下简称“制剂”）的研发提供重要的安全性参考信息，是非临床安全性评价的重要内容。通过长期毒性研究，可预测受试物可能引起的临床不良反应，包括不良反应的性质、程度、量毒关系和时毒关系、可逆性等；判断受试物长期给药的毒性靶器官或靶组织；推测临床试验的起始剂量和重复用药的安全剂量范围；提示临床试验中需重点监测的指标；提供临床试验中解毒或解救措施的参考。

本指导原则适用于中药制剂、化学制剂的长期毒性试验研究。

二、一般要求
长期毒性研究应遵守《药物非临床研究质量管理规范》，遵循毒理学研究中随机、对照、重复的基本原则进行试验设计和开展研究工作。

研究机构必须具有法人资格，具备从事药物安全性评价的相关设备、设施及资质，必须取得相应实验动物使用许可证，具有与所使用的实验动物级别相符的实验环境。

试验项目负责人必须获得相关专业领域副高级以上职称（含副高），所有参加研究的人员必须经过相关专业的业务培训。

三、基本内容 

制剂的开发背景和研究基础各不相同，在长期毒性研究立题之前应进行文献查阅，根据申报品种的立题依据、临床意义、处方来源、使用历史、有效性与安全性等背景资料进行综合考虑。

（一）试验项目的选择
1.制剂注册申请
（1）中药制剂若满足以下全部条件，可免于进行长期毒性试验：

①根据中医药理论组方；

②处方中的药味用量不超过法定药品标准规定；

③处方组成中不含有法定标准中标识有毒性及现代毒理学证明有毒性的药材（毒性药材是指历版中国药典，部颁标准，进口药材标准，省、自治区、直辖市的中药材标准中标注为大毒/剧毒和有毒的药材，如制附子、制川乌、制草乌等）；

④处方组成不含有十八反、十九畏配伍禁忌；

⑤利用传统工艺配制（即制剂配制过程没有使原组方中治疗疾病的物质基础发生变化的）；

⑥急性毒性试验（采用最大给药容量、最大给药浓度）未见明显毒性反应；

⑦临床实际用药周期为1周以内。

实际用药周期超过1周者，如符合上述条件，且该处方在本医疗机构具有5年以上（含5年）使用历史、能提供可靠的临床安全性资料，亦可免于进行长期毒性试验。

（2）申请配制的化学制剂属已有同品种获得制剂批准文号的，可免于进行长期毒性试验。

（3）本医疗机构已有品种的改剂型品种，如果配制工艺无质的改变且临床用量、给药途径相同，可以免报长期毒性研究资料（缓释、控释制剂除外）。否则，应按临床拟用途径比较改变前后的长期毒性反应。

（4）化学制剂注射剂品种，参照新药的注射剂相关研究技术要求进行试验研究，提供申报资料及文献资料。

2.制剂补充申请

（1）增加中药制剂的功能主治（需延长用药周期或者增加剂量者）、增加化学制剂的适应症，应当提供长期毒性试验资料及文献资料。

（2）变更制剂使用剂量，应当提供长期毒性试验资料或文献资料。

（3）变更制剂规格，此类变更若引起药用物质基础的明显改变，或对制剂的吸收、利用可能产生明显影响，根据需要提供长期毒性试验资料或文献资料。

（4）变更制剂的辅料，此类变更若对药用物质基础或对制剂的吸收、利用有影响，根据需要提供长期毒性试验资料或文献资料。

（5）变更制剂的配制工艺，如果其配制工艺的改变已改变药用物质基础的，应当按临床拟用途径比较改变前后的长期毒性反应。

（6）替代或减去制剂标准处方中的毒性药材或处于濒危状态药材，若替代药材为毒性药材，或者被替代的药材在处方中处于主要地位的，应按临床拟用途径比较改变前后的长期毒性反应。

（7）补充完善制剂说明书安全性内容，需提供长期毒性试验资料或文献资料。

（二）受试物

中药制剂：受试物应采用工艺路线及关键工艺参数确定后所制备的中试或中试以上规模样品，注明受试物的名称、来源、批号、含量（或规格）、保存条件及配制方法等，并提供样品的检验报告。如因给药容量或给药方法限制，可采用原料药进行试验。由于中药的特殊性，建议临用现配。

化学制剂：受试物应采用工艺相对稳定、纯度和杂质含量能反映临床试验拟用样品和/或配制样品质量和安全性的中试或中试以上规模样品，注明受试物的名称、来源、批号、含量（或规格）、保存条件及配制方法等，并提供样品的检验报告。

（三）实验动物
一般应选择健康、成年的动物，雌性动物须未孕。体重差异应在平均体重的20%之内。

动物应符合国家有关规定的等级要求（清洁级或SPF级），并具有实验动物质量合格证。

1.种属

通常先进行一种动物（啮齿类）的长期毒性试验。当发现明显毒性时，为进一步研究毒性情况，再采用第二种动物（非啮齿类）进行研究。中药制剂处方中含有历版中国药典，部颁标准，进口药材标准，省、自治区、直辖市的中药材标准中标注为大毒/剧毒的药材，或有十八反、十九畏等配伍禁忌时，则应进行两种动物（啮齿类和非啮齿类）的长期毒性试验。
2.性别

通常采用两种性别的动物进行试验，雌雄各半。若采用单性别动物进行试验，应阐明其合理性。

3.年龄

根据研究期限的长短和受试物的使用人群范围确定动物的年龄。一般情况下，大鼠为6～9周龄；Beagle犬为6～12月龄。原则上，动物应雌雄各半。当临床拟用于单性别时，可采用相应性别的动物。 
4.体重

动物初始给药时体重不应超过或低于平均体重的20%。

5.动物数

每组动物的数量应满足试验结果分析和评价的需要。一般大鼠可为雌、雄各10～30只，犬可为雌、雄各3～6只。

（四）给药方案

1.给药剂量
长期毒性研究至少应设3个给药剂量组以及1个溶媒（或辅料）对照组，必要时设立空白对照组和/或阳性对照组。高剂量原则上应使动物产生明显的毒性反应，低剂量原则上高于动物药效学试验的等效剂量、并不使动物出现毒性反应，在高剂量和低剂量之间设立中剂量，以考察毒性反应剂量-反应关系。
2.给药途径
应与临床拟用途径一致，如不一致则应提供相关研究资料或充分说明理由。
3.给药频率
原则上应每天对试验动物进行给药，给药期限长（3个月或以上）的制剂每周至少应给药6天。
4.给药期限
原则上临床单次用药，需进行2周长期毒性试验；临床用药不超过2周者，需进行1个月长期毒性试验；临床用药超过2周者，试验周期应为临床疗程的3～4倍。采用啮齿类进行试验的一般最长不超过6个月，非啮齿类不超过9个月。
（五）检测指标和检测时间
给药前，对动物进行适应性饲养。啮齿类动物至少应进行3～5天的适应性观察，非啮齿类动物至少应驯养观察2周。
给药期间，对动物进行外观体征、行为活动、摄食量、体重、腺体分泌、呼吸、粪便性状、给药局部反应、血液学指标、血液生化学指标等的观测。非啮齿类动物还应进行体温、眼科检查、心电图、尿液分析，根据试验周期的长短和受试物的特点确定检测时间和检测次数。大鼠体重应雌雄分开进行计算。
长期毒性研究除必须的检测指标（参见附录）外，还应根据受试物的特点、在其他试验中已观察到的某些改变或其他的相关信息（如处方中组成成分有关于毒性的文献报道），增加相应的观察和检测指标。
在试验结束时应进行一次全面检测。当给药期限较长时，应根据受试物的特点选择合适的时间进行中期阶段性的检测；试验期间对濒死或死亡动物应及时取到标本进行观察和组织学检查，分析濒死或死亡的原因；恢复期结束时应进行一次全面的检测。
给药结束，对动物（除恢复期观察动物）进行全面的大体解剖，称重主要脏器并计算脏器系数；进行组织病理学检查并出具病理学检查报告，应附有相应的组织病理学照片。对照组动物、高剂量组动物以及尸检异常动物应详细检查。若高剂量组动物某一组织发生病理改变，应对其它剂量组动物的相同组织进行组织病理学检查。通常需要制备骨髓涂片，以便当受试物可能对造血系统有影响时进一步进行骨髓的检查。

在给药结束后对部分动物进行恢复期观察，以了解毒性反应的可逆程度和可能出现的延迟性毒性反应。

四、结果分析和评价

分析长期毒性研究结果可判断动物是否发生毒性反应，最终可判断人体可能出现的毒性反应。只有通过研究结果的科学分析和评价才能够清楚描述动物的毒性反应，并推断其与人体的相关性。

通过分析长期毒性研究结果的毒性起始时间、程度、持续时间、可逆性等和靶器官等，确定安全范围，并探讨可能的毒性作用机制。
在分析长期毒性研究结果时应综合考虑数据的统计学意义和生物学意义，正确利用统计学假设检验有助于确定试验结果的生物学意义，需要注意的是具有统计学意义并不一定代表具有生物学意义。在对长期毒性研究结果进行分析时，应对异常数据进行合理的解释。

由于动物和人体的实际差异，动物长期毒性研究的结果一般不会完全再现于人体临床试验。但如果没有试验或文献依据证明受试物对动物的毒性反应与人体无关，在进行制剂评价时必须首先假设人最为敏感，长期毒性研究中动物的毒性反应将会在临床试验中再现。
总之，在对长期毒性研究结果进行评价时，应结合受试物的药学特点、药效学和其他毒理学研究的结果以及已取得的临床研究的结果，进行综合评价。

【附录】
长期毒性试验中必须检测的指标
1、血液学指标

	●红细胞计数
	●血红蛋白

	●红细胞容积                         
	●平均红细胞容积

	●平均红细胞血红蛋白                 
	●平均红细胞血红蛋白浓度

	●网织红细胞计数                     
	●白细胞计数及其分类

	●血小板计数                         
	●凝血酶原时间


2、血液生化学指标

	●天门冬氨酸氨基转换酶               
	●丙氨酸氨基转换酶

	●碱性磷酸酶                         
	●肌酸磷酸激酶

	●尿素氮                             
	●肌酐

	●总蛋白                             
	●白蛋白

	●血糖                               
	●总胆红素

	●总胆固醇                           
	●甘油三酯

	●γ-谷氨酰转移酶（非啮齿类动物）   
	●钾离子浓度

	●氯离子浓度
	●钠离子浓度


3、尿液分析指标
	非啮齿类动物尿液分析指标

	●尿液外观                           
	●比重

	●pH值                               
	●尿糖

	●尿蛋白                             
	●尿胆红素

	●尿胆原                             
	●酮体

	●潜血                               
	●白细胞


4、组织病理学检查指标

长期毒性试验中需称重并计算脏器系数的器官
	●脑                                 
	●心脏

	●肝脏
	●肺脏

	●肾脏
	●肾上腺

	●胸腺
	●脾脏

	●睾丸
	●附睾

	●子宫
	●卵巢


长期毒性试验中需进行组织病理学检查的脏器、组织
	●脑（大脑、小脑、脑干）
	●脊髓（颈、胸、腰段）

	●垂体
	●胸腺

	●甲状腺
	●甲状旁腺

	●食管
	●唾液腺

	●胃
	●小肠和大肠

	●肝脏
	●胆囊*

	●肾脏
	●肾上腺

	●脾脏
	●胰腺

	●气管
	●肺

	●主动脉
	●心脏

	●附睾
	●睾丸

	●卵巢
	●子宫

	●前列腺
	●乳腺

	●坐骨神经
	●膀胱

	●眼（眼科检查发现异常时）*
	●视神经*

	●给药局部
	●骨髓

	●淋巴结（包括给药局部淋巴结、肠系膜淋巴结）
	


注：*为啮齿类动物可不进行组织病理学检查的组织或器官。
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