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多变量双交叉设计平行线测定胰岛素效价 
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ABSTRACT Bascd on twin crossover 

design，a muhivariate assay desisn WaS 

used in parallcl line anQlysis tO estimate the 

potency of insulin． This paper describes 

how to make the experimental de sign．After 

the analysis of variance according to assay， 

the potency and fiducial limits were ealcu- 

lated by the method (2，2)． It has been 

applfed by muhivariatc ass日y to estimate 

80， 100 and 120 standsrd preparation 

and the recovery rate wcre between 94 and 

108 ．W c also tested various batches and 

agent products．The average  ftducial limi船 

rates were less than 20％． In comparison 

with twin crossover analysis as usual， 

muhivariate assay appeared to provide  a 

mote e衄 eient utilization of experimental 

data，to increase weight Of every animal 

f0r a mOre aeeurate stimation Of potencies 

and to save on animal numbers 30-40％ ． 

KEY W ORDS insulin： biological assa y 

blond  glucose：research design 

■耍 本文探讨了在双交叉设计基础上， 根据量时效 

多变量的小鼠血糖浩平行线测定胰岛素效价． 描述了 

实验设计，按相应统计分析和(2，2)浩计算效价， 用 

上述方法测定 80，100和 120 ， 回收率为94—108 

同时，和单变量双交叉设计比较测定不同剂型， 批号 

及失效检品．结果表明，实验的准确性好， 精 密度较 

高， 减少 30—4o 动物数， 实验的平均可信限率仍小 

Received 1988 Dee 28 Accvptcd 1989 M lr 18 

565 

于 20 ． 说明多变量设计有助于改进 胰 岛素效价 

定． 

关■词 胰岛素，生物溯定，血糖，研究设计 

在胰岛素生物测定中，血糖法一般用双交 

叉设计“ ，量 一效关系只确定在某一时 间上 

观察，即二维平行线分析．小鼠血糖法测定胰 

岛素效价， 采用一般在给药后 3O或 4O mlnc3，， 

如考虑时间因素就扩展为多变 量 测定(量时效 

三维分析)．V~ltmdl 曾描述了多变量立体关 

系和平行线模型的统计分折，测定了两剂量六 

点时间韵兔血糖，矩阵统计分析，方法复杂， 

工作量大，时间长，费动物，难以被接受，不 

便于常规的检定．美国药典收载的 兔血糖法在 

设计上可认为是多变量测定，但统计分析时， 

把给药后 1和 2．5 h血糖值平均，多变量 转为 

平面关系，按单变量分析“，，这样它丢失了巳 

得数据的不少信息．根据小鼠血糖法特点和前 

人的经验，可安排两点时间多变量双交叉设计 

测定反应，从有限的动物数得到更多信息． 

M ATERIALS AND M 咖 ODS 

药品 胰岛素国家标准品， 批号 780307， 

标示量 27：U／mg，本所制备， 用含 1 苯 酚 

pH 2．5NS配制为 10Iu／叫 溶液， 分装 安瓿 

备用，实验时再用 pH 2．5的 NS稀释至所需实 

验的浓度I国 际标堆品，批号 83／5t5， 标示 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


5 

量 26IU／mg，配制同上．胰岛素样品为原料粉 

剂及国内外胰 岛素注射液(包括过期失效样品) 

等，均用 pH 2．5的 NS配制所需浓度。 

动相 昆明 或 NIH种小鼠， 早均可， 

每次实验用同一性别，体重 23~2 g， 日龄 差 

别不大， 由本所动物繁殖场提供，正常供食饮 

水，每次实验在给药后至采血时，不供饲料和 

水，或从实验开始禁食和水，或完全正常供食 

供水皆可． 

血奠测定 从小鼠眼眶 静脉 丛取 血 样 

0．06mI， 经处理用葡萄糖氧化酶法测定吸收 

度，经葡萄糖标准曲线回归计算血糖值，以每 

100 ml血液 中所含葡 萄糖量 (nlg)表示反应量 ． 

EXP腿 IM EN AL DESIGN N̂D 

STATISTICAL ANALYSIS 

单壹量双室叉设计 按文献“ 方 法 操 作 

实验，每组动物 10只， 并用相应的统计分析 

变异来源，计算效价及可信限范围． 

多壹量双室叉设计 在双交叉设计基础 

上， 增加时间变量为双交叉量 时 效平行线测 

定．即 SL，sH，TL，TH在不同的时间，对小 

鼠效应作为反应量，剂距 1：0．5，动物随机 分 

为 4组， 每组 6～10只， 编号， 按双交叉 设 

计顺序给药，采血时间根据实际情况选择，由 

于小 鼠采血，如次数过多，工作量较大，且会 

增加实验误差，间隙也不宜过短，给 药 后 2h 

低剂量组反应常恢复正常， 故选给药后 3O和 

60 rain为时点，双交叉处理间隔需在 3 h以上， 

实验设计见Tab 1．可靠性测验方 差分析和效 

价计算及误差估计按文献(6)． 

RESUL1-S 

回收率测定 用胰岛素国家标准品既作为 

标准品，又作为检品，作检品时的投入量分别 

为标示量的 80，100和 120 ，多变量 双交叉 

设计测定回收率(RR)，结果见 Tab 2．回收率 

范圉在 94-108％， 说明此种设计测 定方 法准 

确性可靠． 

Tab 1． Mullivarlale 1win aco_nⅧ dedga． 

Dosc on ocv~ ioas 

Respon~ on times after atiministtSti~  

G~oup AM 捌H 

30 60 rain 30 60rain 

SLt Standard preparation low dI I SH： Stauda~d 

preparation high dose， TLl Test preparation low 

d0se·THl Test prca~ticm high do∞． 

Tab 2． Recovery rate ?or multivariate assay． 

品蔫定 按前述实验设计和统计分析， 

选用国内外不同剂型和批号样品测定效价，同 

时和单变量双交叉设计测定结果比较 (Tab 3)． 

结果单变量稆多变量测定的实验误差相近，后 

者可节省 30-40 动物数． 

超过失效期捡 品蔫窟 选几批 国 内 外 样 

品，用多变量和单变量双交叉设计测定结果比 

较(Tab 4)． 能正确地反映失效检品的活性． 

此外，在多变量测定中，对 3Omin及 60 min 

的反应分别按单变量双交叉计算，结果 60 min 

测定效价比 30 min低， 对于失效捡 品从耐间 

角度来说，将是很有意义．所以，失效检品用 

多变量测定更台宜(Tab 5)． 

误整分析 单变量和多变量设计实验误差 

用平均可信眼率(PL )表示， 实验次数为额 

数，两种设计的实验误差分布皆呈正态分布趋 

势，大部分实验误差相近， FL 小 于 25 ， 

但多变 量测 定 动 物数 比单 变 量 测 定 少些 

‘F 1)． 
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AT=A镕删 potency}ISl International standard，NSI National standardI RI Relative pot~ cy I SEM I 

Standard ~ l'or of mc∞
．  

Tab 4． Esttm ted po tencies whlch exceed expiry 

product by multivariate and unlvarla／e am y 

(̂ T=40ps／m1)． 

771200 NS 

770023 NS 

Is 

770916 NS 

IS  

770904 NS 

IS 

A-64／1 NS 

IS  

A一60／l NS 

IS 

0．6t21 

0．6672 

0．6282 

0．7298 

0．8094 

0．8865 

0．0724 

0．67l7 

0．8302 

0．8332 

0．7250 

0．8789 22．6 

0．8287 l8．7 

0．7337 22．0 

0．8542 15．3 

0．7872 22．1 

DISCUSSION 

胰岛素作用于小鼠时间短， 采 用 两时间 

(30，6O mln)多变量分析即可，取血次数合并 

不必要，且会增加工作量，实验误差及计算复 

杂．在可靠性测验方面，多变量仅增加一时间 

点，方差分析等基本同单变量双交叉设计，也 

Tab 5． Comparim  of relative po tendm end 

Ee1．ors which exceed expky at diffm'~ t times 

hrin~roecK~ dmi~m in muiflvsrla~ ∞ 7 

(̂ T=40 pS／m1)． 

771206 0．9339 20．0 

770623 0．7742 33．1 

0．6648 42．4 

770915 0．7970 20．1 

0．9561 17．0 

770904 0．9101 l3．5 

0．8770 29．6 

 ̂54／1 0．7872 22．1 

1．0453 37．9 

^ 60／l 0．7640 31．9 

0．7560 

0．6382 

0．6109 

0．6806 

0．7l00 

0．8790 

0．8685 

0．6060 

0，6989 

0．6987 

28．9 

43．1 

22．0 

23．0 

28．9 

23．7 

80 

39 

33 

29 

0．8121 16．6 

0．6672 20．1 

0．6282 18．2 

0．7298 12．8 

0．8094 14．1 

0．8865 l3．3 

0．8724 l6．1 

0．6717 21．2 

0．8302 22．9 

0．7250 13．4 

能用于USP(1985)“’兔血糖法胰岛素效价测 

定．多变量浏定理应严格按三维立体平行线分 

析．但 Finney ’认为在平行线分析中， 多变 

量测定转化为平面分析，影响不大，故本文仍 

采用简化(2，2)法平行线原理双交叉设计运 

算"’在实验精密度方面，相同动物数的条件下， 

由于用了两时间点的反应，增加了血糖样本数 

6  1  2  8  1  3  1  2  9  2  4  
H ¨ n 船 
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Fid~cial ¨m its tahoe I ' 

Fig 1 Di#tribufion of av~ lllo fiduciai Limits 

rates (FL ) for univatiate (A) and multlvariate 

(B) assay in twin ct~os$ove~de sign． 

量测定也可用于其他实验设计，如完全随机， 

随机区组和拉丁方设计等，在观察反应上，可 

用于测定筒箭毒兔垂头法和整体心血管药物量 

时效指标等． 

多变量测定设计中，特异质反应删除和增 

补可按完全随机设计方法处理．在合并计算方 

面， V lund 已描述了多变量 测定结果的合 

并计算， 也可按中国药典(1985版) 。 统计法 

合并计算实验结果． 
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估计竞争性拮抗剂pAz的改良方法——等浓度效应法 

徐端正 (上海医科大学基础医学部药理学教研室，上海200032，中国) 

A modified procedure for estimating pA2 

-- - -- -- — — equi-concentration effect method 

XU Duan-Zheng (Department o／P r 椰 ，Fac~ty o，Basic Medh~ Sciences，Shanghai 

M edlcal Urtiversity， Shanghai 200032，C~ na) 

ABSTRACT This new procedure Was pro— 

posed under the necessity of a fixed concen— 

tration of an agon~t in the absence／ 
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presence of an antagonist． As the odds 
．  

ratio(0R)of the effects in the absence／ 
presence of the antagonist unde r a fixed 

concentration is equal to the equi-effective 

dose ratio (DR)under a fixed effect． it 

一

一 
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