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FDA《狂犬病：为暴露后预防的被动免疫成分研制单克隆抗体鸡尾酒供企业

用指导原则》介绍

萧惠来

国家药品监督管理局 药品审评中心，北京 100022

摘 要： 狂犬病是由狂犬病毒引起的急性传染病，及时给予暴露后预防（PEP）可阻止临床症状出现。PEP由清洗伤口、

给予狂犬病疫苗和在伤口内和周围给予抗狂犬病病毒免疫球蛋白（RIG）3部分构成。由于多种原因限制了RIG的使用，其

全球使用率不到狂犬病病毒暴露的 2%。因此，抗狂犬病病毒单克隆抗体鸡尾酒正被开发为PEP被动免疫成分RIG的替代

品。美国食品药品监督管理局（FDA）于 2021年 7月发布了《狂犬病：为暴露后预防的被动免疫成分研制单克隆抗体鸡尾

酒供企业用指导原则》，旨在促进抗狂犬病病毒单克隆抗体鸡尾酒的开发，并对抗狂犬病病毒单克隆抗体鸡尾酒的研究提出

了详细而具体的建议，其中包括临床和非临床研究的要点以及临床 III期疗效试验设计。详细介绍该指导原则主要内容，期

望对中国在此方面的研究和监管提供帮助，对《抗狂犬病病毒单克隆抗体新药临床试验技术指导原则（征求意见稿）》的

修订有所启示。
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Abstract: Rabies is an acute infectious disease caused by rabies virus, timely administration of rabies post-exposure prophylaxis

(PEP) is effective in preventing clinical rabies. PEP consists of washing the wound, administrating rabies vaccine and administrating

anti rabies virus immunoglobulin (RIG) in and around the wound. Due to various reasons, the use of RIG is limited, and its global

use rate is less than 2% of rabies virus exposure. Therefore, anti-rabies virus monoclonal antibody cocktails are being developed as

an alternative to RIG as the passive immunization component of PEP. FDA issued Rabies: Developing Monoclonal Antibody

Cocktails for the Passive Immunization Component of Post-Exposure Prophylaxis Guidance for Industry in July 2021, which aims to

promote the development of monoclonal antibody cocktails against rabies virus. The guidelines put forward many detailed and

specific suggestions for the study of monoclonal antibody cocktail against rabies virus, including the key points of clinical and non

clinical research and the design of clinical phase III efficacy trial. This article details the guidelines, expected to be helpful to China's

research and supervision in this regard. It also has enlightenment for the revision of Technical Guidence for Clinical Trials of New

Anti-Rabies Virus Monoclonal Antibodies (Draft) in China.
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狂犬病是由狂犬病毒引起的急性传染病，出现

临床症状后死亡率几乎 100%。狂犬病及时给予暴

露后预防（post-exposure prophylaxis，PEP）几乎可

100%阻止临床症状出现。PEP由彻底清洗伤口、迅
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速给予狂犬病疫苗和立即在伤口内和周围给予抗

狂 犬 病 病 毒 免 疫 球 蛋 白（rabies virus

immunoglobulin，RIG）3 部分构成。其中被动免疫

成分RIG包括人狂犬病免疫球蛋白（HRIG）和马抗

狂犬病免疫球蛋白（ERIG）。由于RIG供应量有限，

价格较高而且有血源性病原体传播的潜在风险等

因素，全球RIG使用率不到狂犬病病毒暴露的 2%。

因 此 ，抗 狂 犬 病 病 毒 单 克 隆 抗 体（monoclonal

antibody，mAb）鸡尾酒（cocktails）正被开发为 PEP

被 动 免 疫 成 分 RIG 的 替 代 品 。 世 界 卫 生 组

织（WHO）建议单克隆抗体鸡尾酒至少含有 2种针

对狂犬病病毒包膜糖蛋白 G上不同的非重叠抗原

位点的单克隆抗体。

美国食品药品监督管理局（FDA）于 2021 年 7

月发布了《狂犬病：为暴露后预防的被动免疫成分

研制单克隆抗体鸡尾酒供企业用指导原则》［1］，旨在

帮助药品注册申请人开发抗狂犬病病毒单克隆抗

体鸡尾酒。该指导原则对抗狂犬病病毒单克隆抗

体鸡尾酒的临床和非临床研究提出了详细而具体

的建议。中国是狂犬病流行国家，本文详细介绍该

指导原则，期望对中国 2021年 8月发布的《抗狂犬

病病毒单克隆抗体新药临床试验技术指导原则（征

求意见稿）》［2］的修订及其研究和监管有所帮助。

1 该指导原则的前言

该指导原则的目的是帮助申请人开发抗狂犬

病病毒单克隆抗体鸡尾酒，作为 PEP的被动免疫成

分–抗狂犬病病毒免疫球蛋白的替代品，用于接触

狂犬病或可能接触狂犬病动物后，立即给予，以预

防狂犬病。该指导原则草案旨在作为抗病毒药物

部门、申请人、学术界和公众继续讨论的焦点。该

指导原则不涉及狂犬病疫苗、治疗狂犬病的药品或

其他适应症的单克隆抗体的开发。该指导原则中

的建议与根据《公共卫生服务法》（Public Health

Service Act）第 351 节［美国法典第 42 卷第 262

节（42 U.S.C.§262）］和联邦法规第 21 章 601 部（21

CFR part 601）实施规定，提交的支持生物制品许可

证申请（biologics license application，BLA）的研究

有关。

该指导原则不涉及统计分析或临床试验设计

的一般问题。这些论题分别在国际人用药品注册

技术协调会（ICH）供企业用指导原则 E9临床试验

统计原则［3］、E9（R1）临床试验统计原则、附录、临床

试验中的估计目标和敏感性分析［4］和E10临床试验

中对照组的选择和相关问题［5］中阐述。

2 该指导原则出台的背景

出现临床症状后，狂犬病死亡率几乎 100%，而

且没有经证实的有效治疗方法。然而，及时给予狂

犬病PEP，对预防临床狂犬病几乎 100%有效［6］。在

全球范围内，每年约有 2 000万人在可能暴露狂犬

病病毒后，接受PEP［7］，其中包括美国约 55 000人［8］。

尽管有可用的预防措施，但全世界每年约有 59 000

人死于狂犬病［6，9］，通常是因为未给予PEP或未正确

给予PEP［6］。

PEP适用于事先未接种狂犬病疫苗的患者，由

下列 3部分构成：（1）彻底清洗伤口；（2）迅速启动狂

犬病疫苗系列；（3）立即在伤口内和周围给予RIG。

在美国，建议在认为 PEP任何合适的情况下使

用RIG（在之前未接种狂犬病疫苗的患者中）。在美

国境外，RIG仅适用于世界卫生组织（WHO）III级暴

露，包括任何咬伤或抓伤经皮暴露、经动物舔舐唾

液的黏膜或破损皮肤污染的暴露或直接接触蝙蝠

的暴露。

对于事先未接种过疫苗的个体，RIG 应与第 1

剂疫苗同时给予。在事先接种过疫苗的个体，PEP

由伤口清洗和简化疫苗系列构成，而没有RIG。

尽管彻底清洗伤口并立即完成最新狂犬病疫

苗接种系列，已被估计可在约 99%的狂犬病病毒暴

露人群中预防狂犬病［6］，但在较严重的暴露后，RIG

对狂犬病预防至关重要［10］。在头部和颈部被咬伤

后，RIG尤其重要，因为狂犬病病毒从伤口转移到脑

可能需时较短。接种狂犬病疫苗系列的人，在 7～

14 d 内产生大于 0.5 IU/mL 的狂犬病病毒中和抗

体（rabies virus neutralizing antibodies，RVNAs），

WHO 将此水平用作充分疫苗反应的指标［6］。RIG

的主要作用是在疫苗诱导的RVNAs出现之前提供

中和活性。

RIG产自狂犬病病毒高免疫个体的混合血清，

目前来源于人（HRIG）或马（ERIG）。HRIG和ERIG

被认为具有同等效力，但 2种产品的安全性可能不

同。只有HRIG在美国上市。在全球范围内，在狂

犬病流行的发展中国家，ERIG更常用。

在全球范围，由于数个因素，包括 RIG 对冷链

的依赖以及供应有限等管理问题，使RIG使用率不

到狂犬病病毒暴露的 2%。在美国，RIG普遍可以获

得，在RIG短缺情况可使用RIG替代品，并消除了血

源性病原体传播的理论风险。由于这些原因，单克

隆鸡尾酒正被开发为PEP被动免疫成分RIG的替代

品。WHO建议单克隆抗体鸡尾酒至少含有 2种针
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对狂犬病病毒包膜糖蛋白G上不同、非重叠抗原位

点的单克隆抗体，该蛋白是疫苗接种诱导的RVNAs

的唯一靶点［7］。

狂犬病单克隆抗体鸡尾酒的开发途径具有挑

战性，因为有许多复杂因素，包括4个方面：

（1）没有RIG，伤口清洗和狂犬病疫苗接种本身

对预防临床狂犬病约 99% 有效。使用 RIG 完成

PEP，将该比率提高至 99.9%，但RIG对 PEP有效性

的确切作用尚不清楚。因此，即使可以确定非劣效

性界值，但非劣效性试验与以死亡率为终点的RIG

试验统计效能所需的试验样本量，是不可行的；而

安慰剂对照试验则可能被认为是不可接受的。这

些议题在 FDA公共研讨会和咨询委员会会议上进

行了讨论［11-12］。

（2）多种因素可影响通过动物咬伤潜在暴露后

狂犬病发生的风险，这使得与历史对照比较具有挑

战性。是否被狂犬病动物咬伤通常不得而知，而且

动物患狂犬病的可能性因地域有很大差异。其他

因素包括咬伤身体的部位、伤口的数量和深度、咬

伤动物唾液的病毒接种量、作为 PEP一部分使用的

狂犬病疫苗类型、宿主因素以及咬伤和 PEP开始之

间的时间间隔。

（3）为单克隆抗体鸡尾酒选择合适的剂量具有

挑战性，因为剂量过高可能干扰疫苗反应，从而增

加患狂犬病的风险。

（4）单克隆抗体鸡尾酒与HRIG制剂性质不同，

因此它们具有不同的开发途径。单克隆抗体鸡尾

酒的主要问题是对各种狂犬病病毒株的活性范围

和持久性降低，因为与多克隆 RIG相比，单克隆抗

体鸡尾酒可能只含有 2种抗体。RVNA水平在许多

HRIG 试验中被用作终点，但不能测定活性范围。

对于标准化为与已上市的HRIG产品相同效价并且

具有类似的RVNA特征的新的HRIG制剂，可以合

理地假设这些新产品可能与已上市的HRIG产品具

有类似的功效和活性范围。这一假设不能外推到

单克隆抗体鸡尾酒。

由于狂犬病单克隆抗体鸡尾酒药物开发的独

特复杂性，FDA召集了多个利益相关者的讨论，包

括 2017年的公共研讨会［11］和 2019年的咨询委员会

会议［12］。这些讨论帮助 FDA制定了狂犬病单克隆

抗体鸡尾酒开发的推荐监管途径。在这些讨论中，

一致认为对于 PEP被动免疫成分，单克隆抗体鸡尾

酒与安慰剂的优效性试验可能被认为是不可接受

的，并且单克隆抗体鸡尾酒与RIG的充分非劣性试

验在逻辑上是不可行的。此外，一致认为不为 PEP

的被动免疫成分建立保护的替代终点。因此，FDA

推荐一种非临床和临床数据结合的方法，显示狂犬

病单克隆抗体鸡尾酒有效性的实质性证据。

3 对开发方案的一般考虑

开发用于狂犬病 PEP的单克隆抗体，需要仔细

平衡和综合评估，非临床研究数据、健康志愿者临

床试验数据和纳入已知或疑似狂犬病暴露者临床

试验的数据。由于 PEP被动免疫成分作用下降的

不利结果可能是致命的，但罕见且难以归因于因果

关系，因此申请人应考虑开发序列每一步其他可用

类型的数据。以下各节内容将强调其中一些相互

关系。

3.1 对非临床病毒学开发的考虑

3.1.1 抗原表位图谱（epitope mapping） 申请人应

确定每个单克隆抗体的抗原表位特征，包括识别中

和关键氨基酸（如接触残基）。这些研究应包括选

择和表征细胞培养中的中和–耐药变异株，理想情

况下，使用从抗原多样性病毒中独立选择的多重耐

药变异株。申请人应确定循环狂犬病病毒株中关

键氨基酸位置的氨基酸多态性频率。

3.1.2 细胞培养中的抗病毒活性 应在细胞培养

中，用代表循环株抗原多样性的 1组狂犬病病毒株，

评价单克隆抗体鸡尾酒、鸡尾酒的单个单克隆抗体

成分和HRIG对照组的中和活性。该组应包括来自

多个宿主种（如蝙蝠、狗、狐狸、浣熊、臭鼬）和多个

地方（即美国以及狂犬病流行的亚洲和非洲地区）

的毒株。此外，该组应包括在每个单克隆抗体中和

关键氨基酸位置具有多态性的毒株。中和分析的

结果应以半数有效浓度［EC50，单位为 ng/mL和（或）

IU/mL］报告。理想情况下，单克隆抗体鸡尾酒将显

示中和活性的范围，至少与HRIG的范围相同。如

果适用，申请人应考虑评价潜在的抗体的Fc蛋白域

介导的抗病毒活性机制（如抗体依赖性细胞毒性）。

3.1.3 动物攻击研究（animal challenge studies） 狂

犬病 PEP动物模型（如仓鼠、狗）应证明在将要上市

的浓度和剂量下，单克隆抗体鸡尾酒降低死亡率优

于安慰剂，与HRIG相似或更好。这些动物攻击研

究应试验各种浓度和剂量的单克隆抗体鸡尾酒，并

在同时接种狂犬病疫苗有和无的情况下进行。申

请人应完成单克隆抗体鸡尾酒和HRIG对动物模型

疫苗应答影响的比较研究，并且应考虑比较单克隆

抗体鸡尾酒和HRIG的预防窗口。根据细胞培养数

据，选择狂犬病病毒攻击株应取决于人体暴露风
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险（如狗和蝙蝠株）和单克隆抗体的敏感性；理想情

况下，这些研究将包括在细胞培养中对中和最不敏

感的攻击毒株，以增强攻击毒株死亡率的降低，可

外推到其他较敏感毒株的信心。

FDA 支持 3R 原则 ，即在可行的情况下减

少（reduce）、优化（refine）和替代（replace）试验使用

动物。如果申请人希望使用他们认为合适、充分、

有效和可行的非动物试验方法，FDA 鼓励他们同

FDA协商。FDA将考虑评估这种替代方法是否等

同于动物实验方法。

3.2 对早期临床开发的考虑

未暴露于狂犬病病毒的健康受试者的试验，应

该评价单独使用以及与狂犬病疫苗系列合用时，单

克隆抗体鸡尾酒与HRIG的药动学、RVNA水平、初

始安全性和耐受性。

在没有狂犬病疫苗的情况下，健康志愿者的单

克隆抗体鸡尾酒与HRIG的剂量范围试验，应包括

肌内注射和皮下注射，以反映这些产品如何用于

PEP。应在多个时间点采集血样，以准确捕获

RVNA峰值水平和RVNA浓度–时间曲线，并充分

描述每个单克隆抗体的药动学特点。重要终点包

括，为进一步开发选择的单克隆抗体鸡尾酒剂量的

如下证明：整个 14 d的多个时间点，单克隆抗体鸡

尾酒与HRIG的RVNA水平（单位 IU/mL）相似或更

高（即在被动抗体可能是中和活性的主要因素的最

早时间段，以及在疫苗诱导的RVNA预计在大多数

联合接种疫苗的人中变得明显的第 7天到第 14天

期间）。

健康志愿者的第 2次试验，应比较与狂犬病疫

苗系列合用时，不同剂量的单克隆抗体鸡尾酒、

HRIG和安慰剂。如果预计在 III期试验中使用各种

狂犬病疫苗和疫苗给药途径（肌内或皮内），则在 I

期健康志愿者试验中，应使用单克隆抗体鸡尾酒与

每种狂犬病疫苗和疫苗给药途径试验，以评估疫苗

干扰的可接受水平。如果在 III期试验中没有使用

FDA批准的狂犬病疫苗，则应在健康志愿者试验中

评价干扰 FDA批准的狂犬病疫苗的可能性。与狂

犬病疫苗系列一起给予单克隆抗体鸡尾酒或HRIG

的健康志愿者试验的重要终点，包括在可能暴露于

狂犬病的受试者的试验中，为进一步开发选择的单

克隆抗体鸡尾酒剂量的证明如下：

（1）在疫苗产生的 RVNA 占优势之前，在早期

时间点（长达 7 d），单克隆抗体鸡尾酒与 HRIG 的

RVNA水平相当，在早期时间点没有确定的保护阈

值，但认为HRIG是有效的。

（2）与观察到的HRIG疫苗干扰相当的第 14天

RVNA≥0.5 IU/mL受试者比例，用于检测最近FDA

批准的HRIG产品的疫苗干扰。然而，如果单克隆

抗体鸡尾酒在第 14天及其后，可单独将RVNA水平

增加至≥0.5 IU/mL，可能完全干扰疫苗应答，而使

用该方法无法检测到。在这种情况下，在预期单克

隆抗体对 RVNA 水平的影响远小于 0.5 IU/mL 时，

可通过评估后期时间点，RVNA≥0.5 IU/mL受试者的

比例，检测疫苗干扰。

（3）根据狂犬病病毒感染的病理生理学，单克

隆抗体鸡尾酒组与 HRIG 组在第 14 天的 RVNA 几

何平均滴度相当，确认这些RVNA将是疫苗诱导的

RVNA和使用单克隆抗体鸡尾酒或HRIG被动免疫

产生 RVNA 的组合，无论 RVNA 来源如何，此时的

总RVNA对于狂犬病病毒中和都很重要。

3.3 对有效性的考虑

如果上述细胞培养、动物模型数据和健康志愿

者数据的证据支持多中心临床试验结果，则常规的

批准可能基于疑似暴露于狂犬病受试者的多中心

临床试验。根据纳入的受试者人数和证明的有效

性水平，狂犬病单克隆抗体鸡尾酒的初始生物制品

许可申请（biologic license application，BLA）资料可

提交 2线或 1线适应症。该指导原则中的讨论，假

设首先进行支持 2线适应症的试验，然后再进行更

大的试验，以支持发展到1线适应症。

在这 2种方案，由于狂犬病单克隆抗体鸡尾酒

的有效性降低可能导致死亡，因此狂犬病单克隆抗

体鸡尾酒的研制应以逐步方式进行，以将试验受试

者的风险降到最低。最初选择用于鸡尾酒开发的

单克隆抗体，应在中和活性方面具有互补性，并具

有抗多种狂犬病病毒株的活性。广泛的覆盖范围

对其在美国的开发尤为重要，据报道，美国国内的

狂犬病死亡病例来自国内暴露（主要是由于蝙蝠、

浣熊、狐狸和臭鼬毒株）和国际旅行期间的暴露（由

于犬毒株）［8］。此外，单克隆抗体的选择应考虑氨基

酸序列，以及互补决定区的任何残基是否可能影响

抗原结合的翻译后修饰。申请人选择单克隆抗体

后，应获得细胞培养活性研究、动物攻击研究、毒理

学研究和未暴露于狂犬病病毒的健康志愿者的临

床试验（无论是否接种狂犬病疫苗）的数据。这些

数据可以为剂量选择提供信息，并为抗病毒活性和

覆盖范围提供支持。下一步是可能暴露于狂犬病

病毒的受试者的单克隆抗体鸡尾酒与 RIG并结合
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伤口清洗和狂犬病疫苗系列的临床试验。

在与狂犬病疫苗和伤口清洗合用的情况下，充

分支持无狂犬病存活率终点的临床试验，以证明单

克隆抗体鸡尾酒与 RIG 的非劣效性是不可行的。

PEP被动免疫成分的确切作用尚不清楚，但与伤口

清洗和狂犬病疫苗接种相比，认为其作用非常小。

此外，在没有单克隆抗体鸡尾酒或 RIG的情况下，

WHO III级狂犬病病毒暴露的患者，发生临床狂犬

病的实际风险，具有高度异质性。由于包括RIG在

内的 PEP 几乎 100% 有效，因此，充分支持临床试

验，证明单克隆抗体鸡尾酒相对于RIG的优效性也

是不可行的。

因此，有效性评价将依赖于临床试验，证明在

狂犬病流行国家接受单克隆抗体鸡尾酒代替 RIG

作为PEP的一部分的WHO III类狂犬病病毒暴露的

受试者的无狂犬病存活率可接受。然而仍然建议

双盲、随机、阳性对照设计，比较单克隆抗体鸡尾酒

与RIG（同时合用伤口清洗和狂犬病疫苗），以便在

伤口内和周围给予单克隆抗体鸡尾酒或RIG时，充

分显示安全性特征，并确认可比较的早期RVNA水

平和疫苗干扰。此外，在 PEP失败的情况下，包括

阳性对照将作为参考依据，以便更好地确定失败是

否是由于单克隆抗体鸡尾酒的疗效低，而不是意外

因素，如意外的疫苗反应低或新病毒株。

就该指导文件而言，狂犬病流行国家被视为狂

犬病在狗群中传播的国家，并且已知狗咬伤对人类

造成狂犬病传播和死亡的重大风险。建议在这类

狂犬病流行国家进行大量临床试验的原因包

括：（1）犬狂犬病对需要 PEP的人狂犬病暴露的全

球总负担至关重要；（2）关于接受 PEP的暴露后人

狂犬病死亡可能性的假设和估计，主要基于狂犬病

流行国家的狗咬伤经验，因此在其他类型的已知或

可疑狂犬病暴露后，对试验结果的解释可受到更多

预期结果的不确定性影响。

3.4 对安全性的考虑

因为受影响人群的广泛多样以及可能符合PEP

要求的暴露，所以适当人群的充分盲法、良好对照

的人体试验生成的可靠的安全性数据库非常重要。

用于 PEP被动免疫成分的新型单克隆抗体鸡尾酒

的申请，应包括至少 1 000例受试者的安全数据，这

些受试者接受了拟上市单克隆抗体鸡尾酒的剂量。

如果开发过程识别出重要的安全信号，则可能需要

大于 1 000例受试者的安全数据库。这一总数包括

I期试验的健康受试者以及狂犬病流行国家和非流

行国家的可能暴露于狂犬病病毒的受试者。如果

单克隆抗体鸡尾酒已在其他国家获得批准，且在上

市后数据（患者剂量、狂犬病死亡数和严重不良事

件）方面具有良好的特征描述，而且 FDA同意这些

数据，可考虑用作安全数据库的一部分。

4 对 III期疗效试验的考虑

除“4.9.4”节外，下列各节描述了 FDA对支持 2

线适应症设计的试验建议。

4.1 试验设计（包括随机、分层和盲法）

该试验应遵循WHO III级暴露的狂犬病病毒受

试者的单克隆抗体鸡尾酒与 RIG的多中心、双盲、

随机对照试验，每项试验都合用彻底的伤口清洗和

狂犬病疫苗系列。FDA 建议临床试验 1∶1 随机分

组，以支持颁发许可证。该试验设计应确保在狂犬

病流行国家至少有 750 例 WHO III 级暴露的受试

者，接受包括单克隆抗体鸡尾酒的 PEP治疗，并随

访至少 1年，以证明无狂犬病存活率＞99.5%。这意

味着该试验应在狂犬病流行国家，至少纳入 1 500

例WHO III级暴露的受试者，并在非狂犬病流行国

家纳入更多的受试者，以进行充分的安全性评价。

分层应考虑影响发生狂犬病风险的因素，如暴

露与随机化之间的时间间隔（≤24 h或＞24 h）、咬

伤部位（颈部上方与下方）以及咬伤次数。申请人

应仔细记录所有纳入病例的 PEP的所有成分。如

果任何受试者发生狂犬病，不知道受试者治疗分配

的专家，应以盲法对该病例的 PEP 给药审查和

记录。

4.2 试验人群和地点

为了从临床试验存活结果得出关于单克隆抗

体鸡尾酒疗效的结论，该试验应主要纳入狂犬病流

行国家的受试者。当为狂犬病 PEP招募时，通常不

知道暴露是否来自狂犬病动物。在临床试验中也

将出现这种情况。可能来自狂犬病动物的暴露，因

地区有很大差异，狂犬病流行国家的风险很高。

FDA倾向于该试验在数个狂犬病流行国家招募具

有不同狂犬病病毒株的受试者。然而，FDA鼓励申

请人，包括美国和其他非狂犬病流行国家的一些试

验点，以便在广泛人群中评价安全性。

试验开始时，在没有 RIG 的情况下，应纳入患

狂犬病风险较低伤口（如下肢伤口）的成年人。青

少年（在该指导原则中，定义为 12岁及 12岁以上的

儿科受试者）可能从试验开始就包括在成年人中，

特别是在没有 RIG的地点招募时。如果预先规定

的中期分析发现没有理由停止试验，则应扩大试验
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到纳入具有较高风险的WHO III级暴露的受试者。

在预先规定的中期分析后，该试验还应扩大到包括

小于青少年（即小于 12岁）的儿童受试者，因为大约

40%的狂犬病病例发生在儿童［6］。可利用获得的数

据，确定初始儿科剂量，并在初始儿科人群中进行

药动学和RVNA取样，确定剂量。鼓励申请人根据

其开发方案的可用信息，尽早与 FDA讨论，纳入儿

科临床试验受试者的适当时间。

纳入不同种族、民族、性别和年龄以及不同并

发症的各种受试者，对于评价狂犬病 PEP单克隆抗

体鸡尾酒的试验尤其重要，因为暴露于狂犬病动物

的每一部分人群都需要狂犬病 PEP。此外，年龄或

基因变异等宿主因素，可影响对狂犬病疫苗的反

应，进而影响疫苗干预。

4.3 入选标准

及时给予 PEP是降低临床狂犬病风险的关键。

因此，试验入选标准应限于可在短时间内（不超过 1 h）

评估的因素。入选标准应明确定义暴露类型，包括

可承认的造成暴露的动物。如果方案中明确规定，

可以使用认为重要、但在短时间内无法确定的基线

因素（如先前狂犬病疫苗接种的证据），将受试者排

除在意向治疗（intention-to-treat，ITT）人群之外。

RIG或单克隆抗体鸡尾酒的被动免疫，可给暴

露后出现的受试者增加最多的益处。因此，这些受

试者的无狂犬病存活率，将最好地支持单克隆抗体

鸡尾酒的疗效，但如果单克隆抗体鸡尾酒不如RIG

有效，则纳入这些受试者将与最大风险相关。将受

试者限制在暴露于狂犬病病毒后 2～3 d内，平衡治

疗延迟的风险和无狂犬病存活数据的信息需求，这

是合理的。

4.4 剂量选择

申请人应根据健康志愿者的非临床研究和健

康志愿者的 I期临床试验数据，选择 III期试验的剂

量。所选剂量应足够高，以使其在细胞培养活性研

究中提供与HRIG相当的中和活性范围，在动物攻

击研究中提供与HRIG相似的死亡率降低，第 14天

在无疫苗的 I期临床试验中提供与HRIG相似或更

高的 RVNA 水平，在有疫苗的 I 期临床试验中与

HRIG相比，早期RVNA水平（截至第 7天）具有可比

性。然而，所选择的剂量应足够低，以便在疫苗 I期

临床试验中，提供与HRIG相似或更低水平的疫苗

干扰。

4.5 阳性对照组的使用

出于在美国批准的考虑，由于可以使用单克隆

抗体鸡尾酒代替 HRIG，申请人应在足够的受试者

中使用HRIG作为对照组，以便充分的安全性对比。

然而，在狂犬病流行国家的试验中，可以使用HRIG

或 ERIG 作为阳性对照组（active comparator），比较

评价无狂犬病存活率。不同研究地点的对照组的

选择，应考虑当地的护理标准以及来自当地监管部

门和利益相关者的投入。鼓励申请人在临床试验

设计阶段的早期，与FDA讨论在不同研究地点选择

阳性对照组。

4.6 疗效终点

建议下列终点作为疗效证据：（1）在疫苗产生

的RVNA为主之前，早期时间点（到第 7天），单克隆

抗体鸡尾酒与 RIG 接受者的 RVNA 水平相当。（2）

单克隆抗体鸡尾酒与RIG接受者对疫苗的干扰相当。

疫苗干扰可通过疫苗诱导的 RVNA≥0.5 IU/mL

（WHO用作判断疫苗充分应答的阈值）的受试者比

例评估。对于单独给予导致 RVNA 水平远低于

0.5 IU/mL的单克隆抗体鸡尾酒产品，可在第 14天

或第 28 天测量疫苗干扰。对于单独给予导致

RVNA 水平接近或高于 0.5 IU/mL 的单克隆抗体

鸡尾酒产品，应在预期单克隆抗体鸡尾酒对RVNA水

平的作用远小于0.5 IU/mL（5个半衰期后）的稍后时

间点测量疫苗干扰。（3）在PEP开始后至少 1年内没

有狂犬病死亡。1个或多个狂犬病死亡的发生将引

起重大的审评关注。

4.7 试验程序和评估时间

该试验应随访受试者至少 1年，以监测狂犬病

死亡状况。应记录暴露的描述性详细信息，并应包

括是否引起咬伤、咬伤数量、咬伤部位和深度（包括

咬伤照片）、暴露和 PEP开始之间的时间间隔，以及

暴露涉及的动物种类或类型。申请人应尽合理的

努力以确定并记录涉及暴露的动物的狂犬病状态，

因为这些数据对于获益分析至关重要。此外，申请

人应前瞻性地评估是否及时、正确地PEP，并在给予

PEP时予以记录。

4.8 终点判断

试验应该包括对任何死亡全面、没有偏见、盲

法的判断方案。

4.9 对统计的考虑

关于统计分析方法的考虑，申请人应参考FDA

《提供人用药品和生物制品有效性临床证据供企业

用指导原则》［13］。

4.9.1 分析人群 一般来说，主要疗效分析应包括

在试验期间随机接受指定治疗任何部分的所有受
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试者。然而，如果根据之前的狂犬病疫苗接种或筛

选期间无法确定的其他基线因素，受试者被排除在

意向治疗（ITT）人群之外，则可考虑用调整的 ITT人

群，做初步疗效分析。申请人可使用符合方案的人

群作为次要疗效人群，这可能受随机化后排除的

影响。

4.9.2 有效性分析 III期临床试验的首选共同主

要终点，如“4.6”节所述。下面是分析主要疗效终点

的建议：

（1）对于早期 RVNA 水平，申请人应在试验开

始前证明，可比性标准和规定时间点选择的合

理性。

（2）对于疫苗干扰，RVNA≥0.5 IU/mL 的受试

者比例的非劣效性界值不超过 10%临床上一般可

接受。然而，申请人应在试验开始前，与 FDA讨论

其非劣效性界值的选择。包括HRIG＋疫苗的 PEP

方案后疫苗反应的研究表明，第 14 天 RVNA≥
0.5 IU/mL的受试者比例非常高。例如，在 1项研究

的疗效分析人群中，116 列受试者随机接受 2 种

HRIG产品加疫苗中的1种，所有59例接受第1种HRIG

产品的受试者第 14 天，RVNA≥0.5 IU/mL（100%，

95%置信区间为 93.9%～100%）；接受第 2种 HRIG

产品的56/57例，第14天，RVNA≥0.5 IU/mL（98.2%，

95%置信区间为90.6%～100%）［14］。

（3）BLA提交 2线适应症应得到临床试验的支

持，该临床试验证明在狂犬病流行国家作为 PEP的

一部分的单克隆抗体鸡尾酒治疗的WHO III级暴露

受试者的无狂犬病存活率＞99.5%。这表明无狂犬

病存活率的 95%置信区间下限将为＞99.5%（采用

Clopper-Pearson 法）。选择大于 99.5% 的无狂犬病

存活率阈值，是因为它高于仅使用伤口清洗和狂犬

病疫苗（无RIG）估计的约 99%的无狂犬病存活率，

但不需要太大的试验规模。

（4）申请人应根据人口统计学和基线特征［如

性别、种族、年龄、肾功能损害、肝功能损害、暴露与

随机化之间的时间间隔（≤24 h或＞24 h）、咬伤的

部位（颈部上方与下方）以及咬伤的数量］，在重要

亚组内进行主要疗效终点分析。这些分析的目的

是探索这些亚组主要疗效终点结果的一致性。

4.9.3 丢失数据的处理 申请人应尽一切努力限

制受试者退出试验。当丢失不可避免时，申请人应

解释丢失数据的原因，并尝试确定未完成方案的受

试者的最终状态。排除丢失数据或其他治疗后结

果的受试者的分析，可能存在偏倚，因为未完成试

验的受试者与仍在试验的受试者相比，测量和未测

量方面可能存在显著差异。处理分析中丢失数据

的主要方法，应在方案或统计分析计划中预先规

定。敏感性分析应证明主要分析结果应与有关丢

失数据的假设相符。

4.9.4 对支持 1线适应症试验的统计学考虑 为了

从 2线适应症扩展到 1线适应症，申请人可进行额

外的临床试验，或可能使用多个试验的合并数据、

先前批准的单克隆抗体鸡尾酒的其他国家提供的

数据，或与FDA讨论后从注册处获得的信息。如前

文“3.3”节所述，支持 1线适应症的临床试验数据可

在初始批准后的补充BLA或原始BLA中提交。该

试验应包括至少 6 000例在狂犬病流行国家暴露于

WHO III级狂犬病病毒后，接受作为 PEP一部分的

单克隆抗体鸡尾酒的受试者的数据。由于估计

PEP（包括RIG）的存活率＞99.9%，扩大到 1线适应

症，将需要提交额外的临床数据，证明在狂犬病流

行国家作为 PEP的一部分的单克隆抗体鸡尾酒治

疗的 WHO III 级暴露受试者，无狂犬病存活率＞

99.9%。如果含有单克隆抗体鸡尾酒的 PEP的真实

无狂犬病存活率为 99.99%，则至少纳入 6 000例受

试者，提供至少80%效能，证明存活率＞99.9%。

支持 1 线适应症的临床试验应为随机对照试

验，以使疗效数据更易于解释，并允许比较安全性

评价。试验随机化，单克隆抗体鸡尾酒与RIG对照

药 2组患者的比例最好为 3∶1（共纳入 8 000例受试

者），或最多不超过 6∶1（共纳入 7 000例受试者），两

者均合用伤口清洗和疫苗。从 2线适应症扩展到 1

线适应症试验的主要终点，应该是在 PEP开始后至

少 1年的无狂犬病存活率。无狂犬病存活率的 95%

置信区间下限（使用 Clopper-Pearson 法）将用于评

价存活率是否＞99.9%。

4.10 对风险-获益的考虑

在美国，替代RIG使用单克隆抗体鸡尾酒的获

益，与不易获得 RIG的狂犬病流行国家不同；除了

几次短暂的短缺外，HRIG易于获得。HRIG被认为

是非常有效的，而且具有良好的安全性。因此，为

了获得FDA的批准，单克隆抗体鸡尾酒应具有类似

于HRIG的安全性和疗效。除了无狂犬病存活率的

不平衡外，任何关于单克隆抗体鸡尾酒的非临床或

临床数据表明，与HRIG相比，新的安全信号或可能

降低疗效的问题，可导致不利的获益-风险评估。可

能降低疗效的问题包括但不限于，单克隆抗体鸡尾

酒的半衰期较短或RVNA峰值水平较低，这可能导
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致疫苗反应出现前RVNA覆盖出现漏洞，疫苗干扰

率较高，或细胞培养研究表明各种狂犬病病毒株的

覆盖率降低。

5 其他考虑

5.1 对非临床安全性的考虑

开发抗狂犬病病毒单克隆抗体鸡尾酒的非临

床安全性评估，应遵循 ICH S6（R1）生物技术衍生药

物临床前安全性评估供企业用指导原则［15］中概述

的方法。

对于针对狂犬病病毒的单克隆抗体，按照 ICH

S6（R1）的规定，申请人可进行 1种动物的毒理学研

究。对于非临床安全性评估的种属选择，ICH

S6（R1）指出，当药理学相关种属无法通过其他方法

识别时，可通过比较人和动物组织之间的组织结合

谱 ，使用免疫组织化学技术进行组织交叉反

应（tissue cross reactivity，TCR）研究。FDA 建议使

用 32个人体组织的组合，进行符合实验室管理规范

的 TCR研究。关于组织清单和免疫组织化学研究

的详细技术信息，申请人应查阅《人用单克隆抗体

产品的生产和检定中考虑的要点：供企业用指导原

则》［16］。申请人还应考虑替代技术，如使用蛋白质

微阵列，评价非靶结合，但这些技术不能取代使用

免疫组织化学技术的 TCR研究，除非有正当理由。

虽然可以单独评价单克隆抗体，但通常以预期的临

床比例使用单克隆抗体鸡尾酒进行TCR研究足矣。

如果在TCR和（或）使用人体组织/蛋白质的替

代研究中，未观察到明显临床关注的非靶结合（如

未观察到或仅观察到最小的细胞质结合），则在 1种

动物进行短期重复给药毒理学研究（如 3周）就足够

了。尽管在这种情况下通常使用大鼠，但申请人可

以根据理由选择动物的种属。或者，如果在TCR研

究中单克隆抗体与人体组织结合，申请人应评价单

克隆抗体与用于毒理学试验的非临床动物组织的

结合。如 ICH S6（R1）所述，评价选择的动物组织，

还可以提供所观察毒性外推的信息。申请人应使

用从数种候选动物中选择的组织进行TCR研究，并

包括与观察到人体组织结合对应的动物组织。通

常，在这种情况下，申请人可选择 1种动物进行毒理

学试验。尽管申请人可以选择与人体组织中所见

的具有类似结合的任何动物种属，但FDA特别建议

申请人在开始毒理学研究之前，与FDA讨论动物种

属选择，以便于最终确定。任何非靶人体组织/蛋白

质结合的临床关注的数量，要根据具体情况确定。

当观察到潜在的临床关注的结合（如细胞膜结合）

时，FDA可能建议进行额外的研究，以帮助了解发

现的潜在临床相关性。

重复给药毒理学研究的设计，应遵循 ICH

S6（R1）中的现有指导原则。对于狂犬病单克隆抗

体，申请人应考虑如下 9点：（1）建议进行持续时间

至少为 3周（即给药 3周）的符合实验室管理规范的

重复给药毒理学研究，包括所有标准毒性终点，包

括毒动学分析。（2）建议包括末次给予单克隆抗体

后，约 5个半衰期的无给药期的恢复组。（3）毒理学

研究的给药途径，应与健康受试者临床试验的给药

途径相同，通常为肌内注射。（4）应根据 ICH S6（R1）

选择合理的剂量（即高剂量应提供约大于最大预期

临床暴露 10倍的产品暴露）。（5）毒理学研究通常应

给予，与临床给药选择的比例相同的狂犬病单克隆

抗体。（6）毒理学研究中使用的原料药或原料（即毒

理学的批次原料）应充分代表生产质量管理规范级

别的临床用药的原料。（7）应在毒理学研究中使用

预期的临床剂型。（8）如 ICH S6（R1）所述，应按照规

定进行抗药抗体测定。申请人应在研究期间（如在

给药和恢复期结束时）收集适当的样本，进行可能

的抗药抗体分析，以帮助解释毒理学研究结果。（9）

局部耐受性评估应作为重复给药毒理学研究的一

部分。

无需进行长期重复给药、遗传毒性和致癌性研

究。为了了解潜在的生殖和发育作用，申请人应使

用人体胎儿组织进行TCR研究，或使用替代蛋白质

相互作用技术研究，并提供适当的理由。如果在重

复给药毒理学和 TCR研究中，未发现具体问题，则

无需进行发育和生殖毒理学研究。

ICH S6（R1）规定，如果使用动物疾病模型评价

原理论证时，安全性评估可包括在提供潜在目标相

关安全方面信息的评价中。因此，FDA鼓励申请人

在可行的情况下，在动物攻击研究中收集狂犬病单

克隆抗体的安全信息。

5.2 对化学、生产和控制的考虑

申请人应研制至少 2种单克隆抗体的鸡尾酒，

以识别狂犬病病毒糖蛋白的不同、非重叠的保守表

位。鸡尾酒中的所有单克隆抗体，应广泛中和来自

多种动物和多个地点的狂犬病病毒株（见“3.1.1”

节）。制作鸡尾酒的单个单克隆抗体组合，可发生

在制剂原料药生产步骤或制剂生产过程中。

5.2.1 候选单克隆抗体的选择 在候选筛选阶段，

FDA建议申请人评估候选单克隆抗体的可变（V）区

氨基酸序列，以确定可能影响与抗原结合的翻译后
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修饰的潜在位点。这种翻译后修饰包括但不限于

脱酰胺、氧化、V区糖基化或糖化。如果任何最终候

选单克隆抗体，具有易于翻译后修饰的氨基酸残

基，可能导致产品效力降低，则应将这些初级氨基

酸序列从序列中剔除，前提是氨基酸对结合特异性

不是至关重要的。如果特定氨基酸残基对单克隆

抗体的活性至关重要，则应在开发早期进行配方和

强制降解研究，以确定在不降低效力的情况下，可

能存在的翻译后修饰水平。

5.2.2 效价测试 单个单克隆抗体原料药和单克

隆抗体鸡尾酒（原料药或制剂）的效力通常包括结

合 酶 联 免 疫 吸 附 试 验 （enzyme-linked

immunosorbent assay，ELISA）和快速荧光灶抑制试

验（rapid fluorescent focus inhibition test，RFFIT）。

结合 ELISA 的效价结果，以参考标准的百分比报

告。RFFIT试验的效价结果通常报告为每毫升 IU。

对于RFFIT试验，参考标准应为国际标准，如WHO

国际标准抗狂犬病免疫球蛋白（也称为 SRIG）或美

国标准狂犬病免疫球蛋白。或者，内部参考标准可

根据其中 1个国际参考标准进行鉴定。申请人应解

释如何报告RFFIT效价结果以及选择的参考标准。

在确定组合单克隆抗体的比例时，应考虑基于

RFFIT试验的单个单克隆抗体的效价。使用国际参

考标准的优点是，每个单克隆抗体的效价可以与同

一标准比较确定。

5.2.3 鸡尾酒中的单克隆抗体比例 鸡尾酒中单

个单克隆抗体的比例可基于质量或效力。鸡尾酒

中的每个单克隆抗体在 RFFIT 试验中可能具有不

同的效价，使用国际参考标准时可能更明显。申请

人应证明该比例是合理的，并开发 1种能够证明批

次间一致性的检测方法。

5.3 对说明书的考虑

为了支持批准将单克隆抗体鸡尾酒作为预防

狂犬病的 PEP的被动免疫成分，申请人应证明单克

隆抗体鸡尾酒对各种狂犬病病毒株，包括在美国发

现的（蝙蝠、狐狸、臭鼬和浣熊毒株）以及返国旅行

者国际暴露（主要是狗毒株）的毒株，中和活性等于

或优于HRIG。FDA不建议将适应症仅限于狂犬病

病毒株的亚型，因为在给予 PEP时，狂犬病病毒株

是未知的，并且咬伤患者的动物种属不一定与狂犬

病病毒株的谱系相关［17］。

5.4 对上市后的考虑

应制定计划，监测狂犬病死亡情况以及在上市

后使用单克隆抗体鸡尾酒时，可能出现的安全问

题。此外，申请人应有计划和基础设施，监测新的

狂犬病病毒株，并评估单克隆抗体鸡尾酒对这些新

毒株的活性，这应在产品开发期间与FDA讨论。

6 结语

FDA的“狂犬病：为暴露后预防的被动免疫成

分研制单克隆抗体鸡尾酒供企业用指导原则”对非

临床病毒学研究、早期临床研究、临床有效性研究

和临床安全性研究的要点提出了建议；对临床 III期

疗效试验设计提出了详细的建议，包括试验人群、

剂量选择、阳性对照、疗效终点和统计学等；对非临

床安全性研究也提出了许多具体建议。

对FDA该指导原则的下列建议，值得我国相关

研究和监管者特别关注和思考以下 7个方面：

（1）应综合研究和评估。FDA建议开发用于狂

犬病 PEP 的单克隆抗体，需要仔细平衡和综合评

估，非临床研究数据、健康志愿者临床试验数据和

纳入已知或疑似狂犬病暴露者临床试验的数据，由

于 PEP被动免疫成分作用下降的不利结果，可能是

致命的。还应考虑开发序列每一步其他可用类型

的数据。

（2）至少有 2种单克隆抗体的组合。WHO建议

单克隆抗体鸡尾酒至少含有 2种针对狂犬病病毒包

膜糖蛋白 G 上不同的非重叠抗原位点的单克隆

抗体。

（3）确证性试验受试者应有多样性。FDA建议

应纳入不同种族、民族、性别和年龄以及不同并发

症的各种受试者，对于评价狂犬病 PEP单克隆抗体

鸡尾酒的试验尤其重要，因为暴露于狂犬病动物的

每一部分人群都需要狂犬病PEP。

（4）临床安全性评估的例数。FDA 建议用于

PEP 被动免疫成分的新型单克隆抗体鸡尾酒的申

请，应包括至少 1 000例受试者的安全数据。如果

开发过程识别出重要的安全信号，则可能需要大于

1 000例受试者。这一总数包括 I期临床试验的健

康受试者以及狂犬病流行国家和非流行国家的可

能暴露于狂犬病病毒的受试者。

（5）III期临床疗效试验的例数。FDA建议临床

试验 1∶1随机分组，以支持颁发许可证。该试验设

计应确保在狂犬病流行国家至少有 750例WHO III

级暴露的受试者，接受包括单克隆抗体鸡尾酒的

PEP治疗。

（6）上市后监测应注意的问题。FDA建议申请

人应有计划和基础设施，监测新的狂犬病病毒株，

并评估单克隆抗体鸡尾酒对这些新毒株的活性。
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（7）非临床研究的建议。包括非临床病毒学研

究和非临床安全性研究。

利益冲突利益冲突 所有作者均声明不存在利益冲突
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