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［摘　 要］ 　 本研究旨在通过过敏性、体外溶血性及肌肉刺激性评价布舍瑞林注射液的安全性。 过

敏性试验和溶血性试验中设立阴性和阳性对照，而刺激性试验中采用自身对照。 试验过程中，对照

系统均成立。 Ｈａｒｔｌｅｙ 豚鼠隔日腹腔连续 ３ 次注射给予布舍瑞林注射液（２ μｇ ／ 只），末次致敏后第 １４
和 ２１ 天分别静脉注射 ２ 倍致敏剂量供试品激发进行主动全身过敏试验，结果为阴性；同样的给药剂

量，末次致敏后第 １０ 天，皮内注射给予对应的抗体血清，静脉注射激发后未见蓝斑，豚鼠被动皮肤

过敏反应结果为阴性。 采用 ２％红细胞悬液进行体外溶血性试验，温育 １５ ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ、４５ ｍｉｎ、１ ｈ、
２ ｈ、３ ｈ 各观察 １ 次，布舍瑞林注射液和阴性对照组所有试管未见溶血，终末未见红细胞凝集，而阳

性对照组全部溶血。 新西兰兔连续肌肉注射给予布舍瑞林注射液（０． ５ ｍＬ ／ 只），末次给药 ７２ ｈ 后，
病理组织学检查可见对新西兰兔股四头肌有刺激作用，恢复期结束未见刺激性反应，具有可逆性。
研究结果表明，布舍瑞林注射液无过敏性和溶血性，对肌肉有刺激性但停药后可恢复，在应用过程

中是安全的。
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ｔｗｉｃｅ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｚｉｎｇ ｄｏｓｅ ｏｎ ｄａｙｓ １４ ａｎｄ ２１ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｌａｓｔ ｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ． Ａｌｌｅｒｇｉｃ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｗａｓ
ｎｅｇａｔｉｖｅ． Ｏｎ ｔｈｅ １０ｔｈ ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｌａｓｔ ｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｓｅｒｕｍ ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｒａｄｅｒｍａｌｌｙ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｄｏｓｅ． Ｌｏｃｕｓ ｃｏｅｒｕｌｅｕｓ ｗａｓ ｎｏｔ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｐａｓｓｉｖｅ
ｃｕｔａｎｅｏｕｓ ａｎａｐｈｙｌａｘｉｓ ｗａｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｉｎ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ． ２％ ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｔｅｓｔ ｉｎ ｔｈｅ
ｈｅｍｏｌｙｓｉｓ ｔｅｓｔ， ａｎｄ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｏｎｃｅ ａｔ １５ ｍｉｎ， ３０ ｍｉｎ， ４５ ｍｉｎ， １ ｈ， ２ ｈ ａｎｄ ３ ｈ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｎｏ ｈｅｍｏｌｙｓｉｓ ｗａｓ
ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ａｌｌ ｔｅｓｔ ｔｕｂｅｓ ｏｆ ｂｕｓｅｒｅｌｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ， ａｎｄ ｎｏ ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅ ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ
ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ． Ｈｅｍｏｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ａｌｌ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｎｅｗ Ｚｅａｌａｎｄ ｒａｂｂｉｔｓ ｗｅｒｅ ｇｉｖｅｎ ｂｕｓｅｒｅｌｉｎ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ （０． ５ ｍＬ ／ ａｎｉｍａｌ） ｂｙ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｉｎｔｒａｍｕｓｃｕｌａｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ． Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ｂｕｓｅｒｅｌｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｈａｄ ｏｂｖｉｏｕｓ ｉｒｒｉｔａｔｉｏｎ ｔｏ ｑｕａｄｒｉｃｅｐｓ ｆｅｍｏｒｉｓ ｏｆ Ｎｅｗ Ｚｅａｌａｎｄ ｒａｂｂｉｔｓ ａｔ ７２ ｈ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｌａｓｔ
ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ． Ｎｏ ｉｒｒｉｔａｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｐｅｒｉｏｄ， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅ． Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｂｕｓｅｒｅｌｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｈａｄ ｎｏ ａｌｌｅｒｇｙ ａｎｄ ｈｅｍｏｌｙｓｉｓ， ａｎｄ ｈａｄ ｉｒｒｉｔａｔｉｏｎ ｔｏ ｍｕｓｃｌｅ， ｂｕｔ ｉｔ ｃｏｕｌｄ ｂｅ
ｒｅｃｏｖｅｒｅｄ ａｆｔｅｒ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ， ｗｈｉｃｈ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｂｕｓｅｒｅｌｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｓａｆｅ ｉｎ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｂｕｓｅｒｅｌｉｎ； ｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ； ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｈｅｍｏｌｙｓｉｓ； ｍｕｓｃｌｅ ｉｒｒｉｔａｔｉｏｎ

　 　 布舍瑞林（Ｂｕｓｅｒｅｌｉｎ）为白色或类白色粉末，有
引湿性，在水中略溶，在 １％醋酸溶液中略溶。 布舍

瑞林可促使黄体生成素（ＬＨ）、卵泡刺激素（ＦＳＨ）
和性激素的分泌增加，其促进 ＬＨ 和 ＦＳＨ 释放的作

用效力分别为天然促性腺激素释放激素的 １８ 至

３２２ 倍［１］。 布舍瑞林通过调节激素的分泌，从而可

以诱导动物的同步排卵，既用于治疗卵巢疾病（如
卵巢囊肿），又用于提高受孕率。 布舍瑞林注射液

最先由英特威公司开发，现已在德国、英国、法国、
日本、爱尔兰、捷克等国家上市销售。 目前已有英

特威公司开发的商品名为 Ｒｅｃｅｐｔａｌ、Ｐｏｒｃｅｐｔａｌ 的注射

剂（规格：４ μｇ ／ ｍＬ），以及商品名为 Ｂｕｓｏｌ、Ｖｅｔｅｒｅｌｉｎ、
Ｆｅｒｔｉｇｅｓｔ 的注射剂（规格：４ μｇ ／ ｍＬ）上市销售［２ －３］。

为科学评价布舍瑞林注射液的安全性，参考国

家食品药品监督管理局颁布的《药物刺激性、过敏

性和溶血性研究技术指导原则》 （２０１４ 年 ５ 月实

施） ［４］，同时参照《兽药临床前毒理学评价试验指

导原则》（２００９ 年 ８ 月）相关要求［５］，分别进行过敏

性试验、溶血性试验、皮肤刺激性试验，为临床用药

提供参考。
１　 材料与方法

１． １ 　 药品与试剂 　 布舍瑞林注射液， 批号：
２１０１２３，规格：２． ５ ｍＬ∶ １０ μｇ ／瓶，含量：１００． ２％ ，由

天津市中升挑战生物科技有限公司提供。 ０． ９％氯

化钠注射液，批号：２１１００８１３２４，由辰欣药业股份有

限公司提供。 牛血清白蛋白，批号：１２８Ｋ０５５，由北

京索莱宝科技有限公司提供。 伊文思蓝，批号：
２０２００９０２，规格：１０ ｇ ／瓶，由上海蓝季科技发展有限

公司提供。 灭菌注射用水，批号：２１００１６，规格：
５ ｍＬ ／支，由百正药业股份有限公司提供。 盐酸赛

拉嗪注射液，批号：２０２０１１１８，规格：２ ｍＬ∶ ０． １ ｇ，由
吉林省华牧动物保健品有限公司提供。 舒泰®５０，
批号：８８９ＥＡ，规格：替来他明 １２５ ｍｇ，唑拉西泮

１２５ ｍｇ，由法国维克有限公司提供。
１． ２　 主要仪器　 电子计价秤，梅特勒 － 托利多常

州测量技术有限公司，ＡＣＳ － ＪＪ － Ｔｉｇｅｒ；超净工作

台，苏州苏洁净化设备有限公司，ＳＷ － ＣＪ － ２ＦＤ；电
子分析天平，岛津公司，ＡＵＷ － １２０Ｄ；低速离心机，
安徽嘉文仪器装备有限公司，ＪＷ － １０３２；电热恒温

培养箱，上海一恒科学仪器有限公司，ＤＨＰ － ９１６２；
染色封片一体机，樱花医疗科技有限公司。
１． ３　 实验动物　 Ｈａｒｔｌｅｙ 豚鼠，普通级，５ ～ ６ 周，雌
雄各半，由潍坊圣诺实验动物养殖有限公司提供（生
产许可证号：ＳＣＸＫ（鲁）２０１８ ０００２）。 由山东省药学

科学院新药评价中心动物房饲养（实验动物使用许

可证号：ＳＹＸＫ（鲁）２０１８ ００３１）。 新西兰兔，普通级，
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３ ～４ 月龄，雌雄各半，由青岛康大生物科技有限公司

提供（生产许可证号：ＳＣＸＫ（鲁）２０２１ ０００３），山东省

药学科学院新药评价中心动物房饲养。
１． ４　 试验方法

１． ４． １　 豚鼠主动全身过敏试验　 Ｈａｒｔｌｅｙ 豚鼠分为

３ 组，阴性对照组（０． ９％ 氯化钠注射液）、供试品组

（布舍瑞林注射液 ４μｇ ／ ｍＬ）、阳性对照组（牛血清

白蛋白 ４０ ｍｇ ／ ｍＬ），每组 ６ 只，雌雄各半。 致敏给药

体积为 ０． ５ ｍＬ ／只，激发给药体积为 １ ｍＬ ／只。 致敏

途径：采用腹腔注射给药。 激发途径：采用静脉注射

给药。 致敏频率：共３ 次，隔日注射１ 次，给药时间为

给药第 １ 天、第 ３ 天和第 ５ 天。 激发频率：各组末次

致敏后第 １４ 天分别取 ３ 只动物，第 ２１ 天取每组剩余

动物进行激发。 因激发时兼用雌雄，每组首次激发

后如雌 ／雄剩余 １ 只动物，则单笼饲养。 本试验设计

详见表 １。
当阴性对照组动物未出现过敏反应症状，阳性

对照组动物出现过敏反应症状时，试验系统成立。
按表 ２、表 ３ 判断过敏反应发生程度，计算过敏反应

率（每组发生过敏反应的动物数 ／该组动物总数），
根据过敏反应发生率和发生程度综合评价过敏反

应情况。

表 １　 豚鼠主动全身过敏试验设计

Ｔａｂ １　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ａｎａｐｈｙｌａｘｉｓ ｉｎ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ

组别
实验动物 ／ 只 致敏给药 激发给药

雌性 雄性 途径 剂量 频次ａ 途径 剂量 频次ｂ

阴性对照组
（０． ９％氯化钠注射液） ３ ３ 腹腔注射 ０． ５ｍＬ ／ 只 共 ３ 次，

隔日注射 １ 次
静脉注射 １ ｍＬ ／ 只 末次致敏后

第 １４ 天和第 ２１ 天

供试品组
（布舍瑞林注射液４μｇ ／ ｍＬ） ３ ３ 腹腔注射 ０． ５ｍＬ ／ 只 共 ３ 次，

隔日注射 １ 次
静脉注射 １ ｍＬ ／ 只 末次致敏后

第 １４ 天和第 ２１ 天

阳性对照组
（牛血清白蛋白 ４０ｍｇ ／ ｍＬ） ３ ３ 腹腔注射 ０． ５ｍＬ ／ 只 共 ３ 次，

隔日注射 １ 次
静脉注射 １ ｍＬ ／ 只 末次致敏后

第 １４ 天和第 ２１ 天

　 ａ： 致敏给药时间为给药第 １ 天、第 ３ 天和第 ５ 天；ｂ： 激发给药为末次致敏后第 １４ 天分别取 ３ 只动物，第 ２１ 天取每组剩余动物进行激发

表 ２　 过敏反应症状及对应的数值

Ｔａｂ ２　 Ａｌｌｅｒｇｉｃ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｍｐｔｏｍｓ
症状 数值 症状 数值 症状 数值

正常 ０ 呼吸急促 ７ 步态不稳 １４
不安宁 １ 排尿 ８ 跳跃 １５
竖毛 ２ 排粪 ９ 喘息 １６
发抖 ３ 流泪 １０ 痉挛 １７
掻鼻 ４ 呼吸困难 １１ 旋转 １８
喷嚏 ５ 哮鸣音 １２ 潮式呼吸 １９
咳嗽 ６ 紫癜 １３ 死亡 ２０

表 ３　 全身过敏反应评价标准

Ｔａｂ ３　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｃｒｉｔｅｒｉｏｎ ｆｏｒ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ａｌｌｅｒｇｉｃ ｒｅａｃｔｉｏｎ

症状数值 级别 过敏反应评价

０ － 阴性

１ － ４ ＋ 弱阳性

５ － １０ ＋ ＋ 阳性

１１ － １９ ＋ ＋ ＋ 强阳性　

２０ ＋ ＋ ＋ ＋ 极强阳性　

１． ４． ２　 豚鼠被动皮肤过敏试验　 试验设置阴性对照

组（０． ９％氯化钠注射液）、供试品组（布舍瑞林注射液

４ μｇ ／ ｍＬ）、阳性对照组（牛血清白蛋白 ４０ ｍｇ ／ ｍＬ）。
每组动物 １０ 只，雌雄各半。 致敏及抗血清制备阶段每

组 ４ 只，被动致敏及激发阶段每组共 ６ 只，均雌雄各

半。 致敏给药体积为 ０． ５ ｍＬ ／只，激发给药体积为

１ ｍＬ ／只（加等体积 ０． ５％伊文思蓝溶液）。 本试验设

计详见表 ４。
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各组豚鼠于第 １ 天、第 ３ 天、第 ５ 天腹腔注射

给药致敏 ３ 次；末次致敏后 １０ 天，采用 ＣＯ２吸入法

麻醉 ／安乐死，腹主动 ／静脉采血，不抗凝，血液样本

在室温下 ２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 分离血清，

－ ２０ ℃可保存备用。 将各组制备好的抗血清原液

用 ０． ９％ 氯化钠注射液稀释，分别为原液 （不稀

释）、１ ∶ ２、１ ∶ ４、１ ∶ ８。 将背部脱毛，脱毛区域约

８ ｃｍ ×８ ｃｍ。 在脱毛区域离脊柱旁约 ２ ｃｍ 的皮内

注射各对应组的不同稀释度抗血清 ０． １ ｍＬ，每侧 ２

个点，每点间隔约 ４ ｃｍ；按照右上、左上、左下、右下

浓度依次降低的顺序注射进行被动致敏。 被动致

敏后 ４ ～ ５ ｈ，各组足跖静脉注射与致敏剂量相同的

激发抗原，即各组药液加等量 ０． ５％ 伊文思蓝混合

后的溶液（参见表 ４ 试验设计）。 激发约 ３０ ｍｉｎ 用

ＣＯ２麻醉处死动物，剪取背部皮肤，采用直接测量

法，测量皮肤内侧蓝斑的长径和短径，不规则斑点

的直径为长径与短径的平均值，并对蓝斑进行拍

照。 阳性对照组蓝斑直径在该稀释度下平均直径

在 ５ ｍｍ 以上，同时阴性对照组在该稀释度下无蓝

斑，供试品各组在该稀释度下出现蓝斑直径在

５ ｍｍ以上者，将该稀释度下的供试品判定为阳性。

表 ４　 豚鼠被动皮肤过敏试验设计

Ｔａｂ ４　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｅｓｉｇｎ ｏｆ ｐａｓｓｉｖｅ ｃｕｔａｎｅｏｕｓ ａｎａｐｈｙｌａｘｉｓ ｉｎ ｇｕｉｎｅａ ｐｉｇｓ

组别 致敏及抗血清制备 被动致敏 激发

阴性对照组
（０． ９％氯化钠注射液）

供试品组
（布舍瑞林注射液 ４μｇ ／ ｍＬ）

阳性对照组
（牛血清白蛋白 ４０ｍｇ ／ ｍＬ）

每组雌雄豚鼠各 ２ 只，

腹腔注射，０． ５ｍＬ ／ 只，

隔日注射 １ 次，共 ３ 次

每组雌雄豚鼠各 ３ 只，

皮内注射 １ 次，每只 ４ 个位点，

每个位点注射 ０． １ｍＬ

不同稀释度的抗血清

每组被动致敏后的豚鼠雌雄各 ３ 只，

１ 次足跖静脉注射各组药液加等体

积 ０． ５％伊文思蓝混合后的溶液，

１． ０ｍＬ ／ 只

１． ４． ３　 体外溶血实验　 采用供试品（布舍瑞林注

射液 ４ μｇ ／ ｍＬ） 制剂原液给药，同时设阴性对照

（０． ９％氯化钠注射液）及阳性对照（灭菌注射用

水）验证试验系统稳定性。 取新西兰兔经耳中央动

脉采血 １０ ｍＬ，轻轻搅拌除去纤维蛋白后得 ６ ｍＬ 脱

纤血液，加入 ０． ９％氯化钠注射液 ６０ ｍＬ，分装为 ６
管，每管约 １１ ｍＬ，１５００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １５ ｍｉｎ，去除上

清液，每管加入 ０． ９％氯化钠注射液 １０ ｍＬ，再按照

上述条件离心 １ 次，去除上清液后取红细胞 ２ ｍＬ，
加 ０． ９％氯化钠注射液 ９８ ｍＬ 稀释成 ２％ （Ｖ ／ Ｖ）的
混悬液，备用。 取洁净试管进行编号，１ － ５ 号管为

供试品管，６ 号管为阴性对照管，７ 号管为阳性对照

管。 按照表 ５ 加入各种溶液，轻轻摇匀后，立即置

３７． ０ ± ０． ５ ℃的恒温箱中进行温育。 从放入恒温

培养箱开始（温育前，０ ｈ）每隔１５ ｍｉｎ观察 １ 次，１ ｈ

后每隔 １ ｈ 观察 １ 次，共观察３ ｈ，记录每次观察结果。
结果判断标准如下。 无溶血：试管中红细胞

逐渐下沉，上层液体无色澄明或药物颜色澄明。
部分溶血：管底有少量红细胞残留，上层液体澄明

红色或棕色。 全部溶血：试验管底无细胞残留，溶
液呈澄明红色。 红细胞真凝聚：试验管溶液中有

棕红色或红棕色絮状沉淀，振摇试管后絮状沉淀

不分散，或用滴管吸取凝聚的絮状物滴在载玻片

上，在凝聚物边缘滴加 ２ 滴氯化钠注射液，置显微

镜下观察，凝聚物不被冲散者为真凝聚。 红细胞

假凝聚：溶液中有棕红色或红棕色絮状沉淀，振摇

试管后絮状沉淀均匀分散开，或用滴管吸取凝聚

的絮状物滴在载玻片上，在凝聚物边缘滴加 ２ 滴

氯化钠注射液，置显微镜下观察，凝聚物能被冲散

者为假凝聚。
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表 ５　 溶血试验各管加样量

Ｔａｂ ５　 Ｓａｍｐｌｅ ａｄｄｉｎｇ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｅａｃｈ ｔｕｂｅ

ｉｎ ｈｅｍｏｌｙｓｉｓ ｔｅｓｔ

溶液
各管加样量 ／ ｍＬ

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７

２％红细胞混悬液 ２． ５ ２． ５ ２． ５ ２． ５ ２． ５ ２． ５ ２． ５

０． ９％氯化钠注射液 ２． ４ ２． ３ ２． ２ ２． １ ２． ０ ２． ５ —

灭菌注射用水 — — — — — — ２． ５

４μｇ ／ ｍＬ 布舍瑞林注射液 ０． １ ０． ２ ０． ３ ０． ４ ０． ５ — —

１． ４． ４ 　 兔肌肉刺激性试验　 挑选健康动物 ５ 只，
雌雄兼用，自身对照无需分组。 依据 Ｋａｒｌ － Ｈｅｉｎｚ
Ｄｉｅｈｌ 关于动物给药体积的报道以及动物福利等要

求，根据实验系统实验兔及临床动物各自种属特

点，设计给药体积为 ０． ５ ｍＬ ／只，给药 １ 次，即给药

剂量为 ２． ０ μｇ ／只。 采用同体左右侧自身对照，对
照侧给予 ０． ９％氯化钠注射液，给药方法与供试品

侧相同。 肌肉注射，单次给药，０． ５ ｍＬ ／只，股四头

肌给药，恢复期：药后 ７２ ｈ 及恢复 １４ ｄ。
给药前和非给药日每日 １ 次肉眼观察注射部

位的局部刺激反应。 末次给药 ７２ ｈ 后和恢复期结

束时，各组分别取 ３ 只和 ２ 只动物采用舒泰®５０ 和

盐酸塞拉嗪注射液混前肢肌肉注射麻醉放血实施

安乐死后，剪取给药部位组织，进行组织病理学检

查。 根据表 ６ 肌肉刺激性反应分级标准计算级数

平均值，按表 ７ 判定刺激等级。
２　 结果与分析

２． １　 豚鼠主动全身过敏试验　 末次致敏给药后第

１４ 天和第 ２１ 天激发，激发给药后３ ｈ内观察可见阴

表 ６　 肌肉刺激反应分级标准

Ｔａｂ ６　 Ｇｒａｄｉｎｇ ｓｔａｎｄａｒｄｓ ｆｏｒ ｍｕｓｃｌｅ ｉｒｒｉｔａｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ
刺激反应 反应级分值

无明显变化 ０
轻度充血，范围在 ０． ５ × １． ０ ｃｍ 以下 １
中度充血，范围在 ０． ５ × １． ０ ｃｍ 以上 ２

重度充血，伴有肌肉变性 ３
出现坏死，有褐色变性 ４

出现广泛性坏死 ５

表 ７　 肌肉刺激反应平均分值和等级

Ｔａｂ ７　 Ａｖｅｒａｇｅ ｓｃｏｒｅ ａｎｄ ｇｒａｄｅ ｏｆ ｍｕｓｃｌｅ ｉｒｒｉｔａｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ
平均分值 刺激等级

０． ０ ～ ０． ４ 无

０． ５ ～ １． ４ 轻微

１． ５ ～ ２． ４ 轻度

２． ５ ～ ３． ４ 中度

３． ５ ～ ４． ４ 重度

４． ５ 及以上 严重

性对照组、供试品组动物均未见过敏反应症状，全
身主动过敏反应评价等级为“ － ”，过敏反应为阴

性；阳性对照组动物首、末次激发后所有动物药后

３０ ｍｉｎ 内和或出现搔鼻、咳嗽、呼吸急促、排尿、呼
吸困难、步态不稳、跳跃、痉挛、死亡等过敏症状，所
有动物激发后 ４ ～ １５ ｍｉｎ 内死亡，全身过敏反应发

生率为 １００％ ，级别为“ ＋ ＋ ＋ ＋ ”，过敏反应为极

强阳性，结果见表 ８。
２． ２　 豚鼠被动皮肤过敏试验　 阴性对照组、供试

品组注射部位各稀释度下未出现蓝斑，且激发后动

物一般状态良好，无过敏反应。 阳性对照组各给药

点蓝斑直径 ＞ ５ ｍｍ，结果为阳性。 动物蓝斑直径体

积结果见表 ９。

表 ８　 全身过敏试验观察结果

Ｔａｂ ８　 Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｒｅｓｕｌｔ ｆｏｒ ｇｅｎｅｒａｌ ａｌｌｅｒｇｙ ｔｅｓｔ

激发时间 组别
动物数
／ 只

不同过敏反应数值对应的动物数 ／ 只
０ １ － ４ ５ － １０ １１ － １９ ２０

过敏反应
发生率 ／ ％

过敏反应
发生程度

末次致敏后第 １４ 天

阴性对照组 ３ ３ ０ ０ ０ ０ ０ 阴性

供试品组 ３ ３ ０ ０ ０ ０ ０ 阴性

阳性对照组 ３ ０ ３ ３ ３ ３ １００ 极强阳性

末次致敏后第 ２１ 天

阴性对照组 ３ ３ ０ ０ ０ ０ ０ 阴性

供试品组 ３ ３ ０ ０ ０ ０ ０ 阴性

阳性对照组 ３ ０ ３ ３ ３ ３ １００ 极强阳性

·０３·
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表 ９　 被动皮肤过敏试验各组蓝斑直径平均值（ｘ ± ｓ）

Ｔａｂ ９　 Ｍｅａｎ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｌｏｃｕｓ ｃｏｅｒｕｌｅｕｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

ｉｎ ｐａｓｓｉｖｅ ｃｕｔａｎｅｏｕｓ ａｎａｐｈｙｌａｘｉｓ ｔｅｓｔ　 （ ｘ ± ｓ）

组别
动物数 ／

只

蓝斑直径 ／ ｍｍ

原液 １∶ ２ １∶ ４ １∶ ８

阴性对照组 ６ ０． ０ ± ０． ０ ０． ０ ± ０． ０ ０． ０ ± ０． ０ ０． ０ ± ０． ０

供试品组 ６ ０． ０ ± ０． ０ ０． ０ ± ０． ０ ０． ０ ± ０． ０ ０． ０ ± ０． ０

阳性对照组 ６ １４． ３ ± ３． ３ １２． ３ ± １． ９ １０． ４ ± １． ４ ９． ２ ± １． ２

２． ３　 体外溶血试验　 试验期间，０． ９％氯化钠注射

液各试管随 ３７． ０ ℃恒温温育时间的增加，红细胞

逐渐下沉，上层液无色澄明，３ ｈ 后适当振摇后下沉

的红细胞重新分散，未出现溶血和凝聚现象；灭菌

注射用水试管随 ３７． ０ ℃恒温温育时间的增加，悬
液逐步呈澄明红色，温浴 ３ ｈ 溶液呈澄明红色，试
验管底无细胞残留，判定为全部溶血现象。 综上所

述，本试验体系正常可靠。 供试品 １ － ５ 号管随

３７ ０ ℃恒温温育时间的增加，红细胞逐渐下沉，上
层液无色澄明，３ ｈ 后适当振摇后下沉的红细胞重

新分散，未出现溶血和凝聚现象，与阴性对照组观

察结果相同。 具体见表 １０。

表 １０　 溶血试验结果

Ｔａｂ １０　 Ｈｅｍｏｌｙｓｉｓ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

加样溶液 管号
药后不同放置时间的溶血情况

１５ ｍｉｎ ３０ ｍｉｎ ４５ ｍｉｎ １ ｈ ２ ｈ ３ ｈ

供试品

１ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ
２ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ
３ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ
４ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ
５ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ

阴性对照 ６ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ Ａ

阳性对照 ７ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ

　 　 Ａ 无溶血，Ｃ 全部溶血；阴性对照为 ０． ９％ 氯化钠注射液；阳性
对照为灭菌注射用水

２． ４　 肌肉刺激试验 　 肉眼形态学观察结果见表

１１。 末次给药 ７２ ｈ 后，所有动物对照侧肌肉无明显

变化，反应级平均值为 ０；给药侧肌肉 １０１、１０３ 号动

物均表现为出现坏死，有褐色变性；１０２ 号动物表

现为中度充血，范围在 ０． ５ × １． ０ ｃｍ 以上，给前侧

反应平均值为 ２。 对照侧和给药侧肌肉刺激程度分

别为无刺激性、轻度刺激性。 恢复期结束，所有动

物对照侧和给药侧肌肉均无明显变化，反应级平

均值均为 ０；对照侧和给药侧肌肉刺激程度均为

无刺激性。
组织病理学检查结果见表 １２ 及图 １ － １０。 末

次给药 ７２ ｈ 后，所有动物对照侧肌肉均未见明显异

常；给药侧肌肉 １０１、１０３ 号动物表现为肌纤维坏

死，肌组织间质内炎细胞浸润；１０２ 号动物表现为肌

组织内血管充血。 恢复期结束，所有动物对照侧和

给药侧肌肉均未见明显异常。

表 １１　 肌肉刺激试验肉眼形态学观察结果（７２ｈ）

Ｔａｂ １１　 Ｍａｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｓ ｏｆ

ｔｈｅ ｍｕｓｃｌｅ ｉｒｒｉｔａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ（７２ｈ）

动物编号 剖检位置 肉眼形态学观察
反应级
分值

１０１
给药侧 出现坏死，有褐色变性 ４

对照侧 无明显变化 ０

１０２
给药侧 中度充血，范围在 ０． ５ × １． ０ ｃｍ 以上 ２

对照侧 无明显变化 ０

１０３
给药侧 出现坏死，有褐色变性 ４

对照侧 无明显变化 ０

１０４
给药侧 无明显变化 ０

对照侧 无明显变化 ０

１０５
给药侧 无明显变化 ０

对照侧 无明显变化 ０

表 １２　 肌肉刺激试验组织病理学检查结果（７２ｈ）
Ｔａｂ １２　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｕｓｃｌｅ ｉｒｒｉｔａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ（７２ｈ）

动物编号 剖检位置 组织病理学检查结果

１０１
给药侧 肌纤维坏死，肌组织间质内炎细胞浸润

对照侧 未见明显异常

１０２
给药侧 肌组织内血管充血

对照侧 未见明显异常

１０３
给药侧 肌纤维坏死，肌组织间质内炎细胞浸润

对照侧 未见明显异常

１０４
给药侧 未见明显异常

对照侧 未见明显异常

１０５
给药侧 未见明显异常

对照侧 未见明显异常

·１３·
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图 １　 １０１ 号动物对照侧　 ＨＥ ×１００（７２ｈ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 图 ２　 １０１ 号动物给药侧　 ＨＥ ×１００（７２ｈ）

Ｆｉｇ １　 １０１ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉｄｅ　 ＨＥ ×１００（７２ｈ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｆｉｇ ２　 １０１ ｔｒｅａｔｅｄ ｓｉｄｅ　 ＨＥ ×１００（７２ｈ）

图 ３　 １０２ 号动物对照侧　 ＨＥ ×１００（７２ｈ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 图 ４　 １０２ 号动物给药侧　 ＨＥ ×１００（７２ｈ）

Ｆｉｇ ３　 １０２ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉｄｅ　 ＨＥ ×１００（７２ｈ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｆｉｇ ４　 １０２ ｔｒｅａｔｅｄ ｓｉｄｅ　 ＨＥ ×１００（７２ｈ）

图 ５　 １０３ 号动物对照侧　 ＨＥ ×１００（７２ｈ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 图 ６　 １０３ 号动物给药侧　 ＨＥ ×１００（７２ｈ）

Ｆｉｇ ５　 １０３ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉｄｅ　 ＨＥ ×１００（７２ｈ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｆｉｇ ６　 １０３ ｔｒｅａｔｅｄ ｓｉｄｅ　 ＨＥ ×１００（７２ｈ）

·２３·



中国兽药杂志 ２０２３ 年 ８ 月第 ５７ 卷第 ８ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

图 ７　 １０４ 号动物对照侧　 ＨＥ ×１００（７２ｈ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 图 ８　 １０４ 号动物给药侧　 ＨＥ ×１００（７２ｈ）

Ｆｉｇ ７　 １０４ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉｄｅ　 ＨＥ ×１００（７２ｈ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｆｉｇ ８　 １０４ ｔｒｅａｔｅｄ ｓｉｄｅ　 ＨＥ ×１００（７２ｈ）

图 ９　 １０５ 号动物对照侧　 ＨＥ ×１００（７２ｈ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 图 １０　 １０５ 号动物给药侧　 ＨＥ ×１００（７２ｈ）

Ｆｉｇ ９　 １０５ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉｄｅ　 ＨＥ ×１００（７２ｈ） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ｆｉｇ １０　 １０５ ｔｒｅａｔｅｄ ｓｉｄｅ　 ＨＥ ×１００（７２ｈ）

３　 讨　 论

药物的活性成分及其代谢物、辅料、有关物质

及理化性质（如 ｐＨ 值、渗透压等）均有可能引起刺

激性和 ／或过敏性和 ／或溶血性的发生，在临床应用

前应研究其制剂在给药部位使用后引起的局部和 ／
或全身毒性，以提示临床应用时可能出现的毒性反

应、毒性靶器官、安全范围、临床研究监测指标并为

临床解毒或解救措施提供参考，保障临床用药的安

全、有效。 刺激性试验是观察动物的血管、肌肉、皮
肤、粘膜等部位接触受试物后是否引起红肿、充血、
渗出、变性或坏死等局部反应；过敏性试验是观察

动物接触受试物后是否产生全身或局部过敏反应；

溶血性试验是观察受试物是否能够引起溶血和红

细胞凝聚等反应［４］。
欧洲药品评价署 ＥＭＥＡ［１］ 报道了布舍瑞林在

犬和兔子的刺激性研究。 结果显示，鼻内、结膜、静
脉、肌注、皮下注射给药，均为阴性。

赛诺菲 ＳＵＰＲＥＦＡＣＴ（布舍瑞林）产品报告［６］

中公布了布舍瑞林的局部耐受性研究。 在 ２ 只兔

子中进行布舍瑞林注射液 （５ μｇ ／ ｍＬ） 和鼻腔溶

液（０ １１３％ ，Ｗ ／ Ｗ）单剂量的局部耐受试验。 布舍

瑞林在所有给药途径中都能耐受。 同时，测定了

ＳＵＰＲＥＦＡＣＴ（布舍瑞林）鼻腔溶液（０． １ ｍＬ）对兔子

的黏膜耐受性。 在 ６ 只动物的左眼结膜囊中各给

·３３·
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药 １ 次，右眼作为对照。 ２４ ｈ 后，用生理盐水冲洗。
眼角膜、虹膜和眼球都没有发生变化。

布舍瑞林注射液说明书用法用量为：肌内注射；
一次量，每头母猪 １０ μｇ 布舍瑞林，即 ２． ５ ｍＬ ／头。
母猪断奶后 ８３ ～ ８９ ｈ 使用本品 ２． ５ ｍＬ。 本品主要

诱导机体促进 ＬＨ、ＦＳＨ 的释放，临床为原液制剂给

药，故在过敏性研究中，直接采用制剂原液给药，致
敏给药体积为 ０． ５ ｍＬ ／只，激发给药体积为１ ｍＬ ／只。
肌肉刺激性试验中，依据 Ｋａｒｌ － Ｈｅｉｎｚ Ｄｉｅｈｌ 关于动

物给药体积的报道以及动物福利等要求，根据实验

系统实验兔及临床动物各自种属特点，设计给药体

积为 ０． ５ ｍＬ ／只，给药 １ 次，即给药剂量为 ２． ０ μｇ ／只。
溶血性试验中，采用制剂原液给药。

过敏性研究中，布舍瑞林注射液豚鼠主动全身

过敏试验和被动皮肤过敏反应结果均为阴性。 刺

激性试验中，病理组织学检查可见末次给药 ７２ ｈ
后，布舍瑞林注射液对新西兰兔股四头肌有明显刺

激性；恢复期结束，未见刺激性反应，提示对肌肉刺

激性具有可逆性。 溶血性试验中，采用 ２％ 红细胞

悬液进行体外试验，布舍瑞林注射液和阴性对照的

所有试管在各观察时间点未见溶血，终末未见红细

胞凝集，阳性对照组全部溶血。
关于布舍瑞林注射液过敏性、溶血性、刺激性

的实验开展的较少。 本研究结果有助于提示临床

应用时可能出现的不良反应，同时结合药学、药代

动力学、药效学、靶动物安全性、毒理研究等共同对

临床用药进行指导，以实现安全用药。
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