
辅助降血糖功能评价方法
（征求意见稿）
保健食品评价试验项目、试验原则及结果判定
Items, Principles and Result Assessment
辅助降血糖功能
1 试验项目
1.1 动物实验
分为方案一（胰岛损伤高血糖模型）和方案二（胰岛素抵抗糖\脂代谢紊乱模型）两种
1.1.1方案一（胰岛损伤高血糖模型）
1.1.1.1 体重
1.1.1.2 空腹血糖
1.1.1.3 糖耐量
1.1.2方案二（胰岛素抵抗糖\脂代谢紊乱模型）
1.1.2.1 体重
1.1.2.2 空腹血糖
1.1.2.3 糖耐量
1.1.2.4 胰岛素
1.1.2.5 总胆固醇
1.1.2.6 甘油三酯
1.2 人体试食试验
1.2.1 空腹血糖
1.2.2 餐后2小时血糖
1.2.3 糖化血红蛋白（HbA1c）或糖化血清蛋白
1.2.4总胆固醇
1.2.5甘油三酯 
2 试验原则
2.1 动物实验和人体试食试验所列指标均为必做项目。
2.2 根据受试样品作用原理不同，方案一和方案二动物模型任选其一进行动物实验
2.3 除对高血糖模型动物进行所列指标的检测外，应进行受试样品对正常动物空腹血糖影响的观察。
2.4 人体试食试验应在临床治疗的基础上进行。
2.5 应对临床症状和体征进行观察。
2.6在进行人体试食试验时，应对受试样品的食用安全性作进一步的观察。
3 结果判定
3.1 动物实验：
     方案一：空腹血糖和糖耐量二项指标中一项指标阳性，且对正常动物空腹血糖无影响，即可判定该受试样品辅助降血糖功能动物实验结果阳性。
     方案二：空腹血糖和糖耐量二项指标中一项指标阳性，血脂（总胆固醇、甘油三酯）无明显升高，且对正常动物空腹血糖无影响，即可判定该受试样品辅助降血糖功能动物实验结果阳性。
3.2 人体试食试验：空腹血糖、餐后2小时血糖、糖化血红蛋白（或糖化血清蛋白）、血脂四项指标均无明显升高，且空腹血糖、餐后2小时血糖两项指标中一项指标阳性，对机体健康无影响，可判定该受试样品具有辅助降血糖功能的作用。
辅助降血糖功能检验方法
Method for the Assessment of Assisting Blood 
Sugar Reduction Function
1.动物实验
1.1实验动物
选用成年动物，选用小鼠（26
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2g）或大鼠（18020g），单一性别，大鼠每组8-12只、小鼠每组10-15只。 

1.2材料
1.2.1试剂
四氧嘧啶（C4H2N2O4·H2O,分子量160.08）或链脲佐菌素、地塞米松磷酸钠注射液、葡萄糖或医用淀粉、血糖测定试纸或试剂盒，胰岛素、甘油三酯、总胆固醇测定试剂盒
1.2.2 高热能饲料
猪油10% 、蔗糖15% 、蛋黄粉15% 、酪蛋白5% 、胆固醇1.2% 、胆酸钠0.2% 、碳酸氢钙0.6%、石粉0.4%、鼠维持料52.6% 
1.2.3仪器
血糖仪、全自动生化仪、721分光光度计、酶标仪、天平。
1.3剂量分组及受试样品给予时间
实验设三个剂量组和一个模型对照组，以人体推荐量的10倍为其中的一个剂量组，另设二个剂量组，必要时设空白对照组。同时设给予受试样品高剂量的正常动物组。受试样品给予时间30天，必要时可延长至45天。
1.4实验方法
1.4.1 正常动物降糖实验
选健康成年动物按禁食3-5小时的血糖水平分组，随机选1个对照组和1个剂量组。对照组给予溶剂，剂量组给予高剂量浓度受试样品，连续30天，测空腹血糖值（禁食同实验前），比较两组动物血糖值。
1.4.2 高血糖模型降糖实验
方案一
1.4.2.1胰岛损伤高血糖模型
1.4.2.1.1原理
四氧嘧啶（或链脲佐菌素）是一种
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细胞毒剂，可选择性地损伤多种动物的胰岛
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细胞，造成胰岛素分泌低下，引起实验性糖尿病。
1.4.2.1.2造模方法
购入成年动物，适应1天后，随机取15只动物禁食3-5小时，测空腹血糖，作为该批次动物基础血糖值。随后动物禁食24小时（自由饮水），注射四氧嘧啶（用前新鲜配制）造模，小鼠45～50mg/kg BW.iv或125～135mg/kg BW.ip，大鼠50～80mg/kg BW.iv或120～160mg/kg BW.ip。5～7天后动物禁食3～5小时，测血糖，血糖值10～25mmol/L为高血糖模型成功动物。
1.4.2.1.3高血糖模型动物降糖实验
选高血糖模型动物按禁食3-5小时的血糖水平分组，随机选1个模型对照组和3个剂量组（组间差不大于1.1mmol/L）。剂量组给予不同浓度受试样品，模型对照组给予溶剂，连续30天，测空腹血糖值（禁食同实验前），比较各组动物血糖值及血糖下降百分率。
（实验前血糖值－实验后血糖值）
血糖下降率%= --------------------------------------------×100％
实验前血糖值
1.4.2.1.4高血糖模型动物糖耐量实验
剂量分组及受试样品给予时间同1.4.2。各组动物禁食3～5小时，测定给葡萄糖或医用淀粉前（即0小时）血糖值，剂量组给予不同浓度受试样品，模型对照组给予同体积溶剂，15～20分钟后各组经口给予葡萄糖2.0g/kg BW或医用淀粉3～5g/kg BW，测定给葡萄糖后各组0.5、2小时的血糖值或给医用淀粉后1、2小时的血糖值，观察模型对照组与受试样品组给葡萄糖或医用淀粉后各时间点（0、0.5、2小时）血糖值及血糖曲线下面积的变化。
（0小时血糖＋0.5小时血糖）×0.5  （2小时血糖＋0.5小时血糖）×1.5 
血糖曲线下面积＝——————————————— + ————————————————
                               2                                  2
方案二
1.4.2.2胰岛素抵抗糖\脂代谢紊乱模型(任选其一)
1.4.2.2.1地塞米松诱导胰岛素抵抗糖\脂代谢紊乱模型
1.4.2.2.1.1原理
糖皮质激素具有拮抗胰岛素生物效应的作用，可抑制靶组织对葡萄糖的摄取和利用，促进蛋白质和脂肪的分解及糖异生作用，导致糖、脂代谢紊乱，胰岛素抵抗，诱发实验性糖尿病。
1.4.2.2.1.2试验方法
购入健康雄性大鼠（150
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20g），普通维持料适应饲养3～5天，禁食3～4h，取尾血，测定空腹即给葡萄糖前（0小时）血糖值，给2.5g/kgBW葡萄糖后测定0.5、2小时血糖值，作为该批次动物基础值。以0、0.5小时血糖水平分5个组，即1个空白对照组、1个模型对照组和3个剂量组，每组15只。空白对照组不做处理，3个剂量组灌胃给予不同浓度受试样品，模型对照组给予同体积溶剂，连续35天。各组给予维持料饲养，1周后模型对照组和3个剂量组更换高热能饲料，喂饲2周后，模型对照组和3个剂量组在高热能饲料基础上分别给予地塞米松0.8mg/kgBW腹腔注射（0.008%地塞米松注射量1ml/100g体重），每日1次，连续10～12天。试验结束，各组动物禁食3～4小时，检测空腹血糖、糖耐量、血清胰岛素及胆固醇、甘油三脂水平。
1.4.2.2.1.3 观察指标
1.4.2.2.1.3.1 空腹血糖、糖耐量
各组动物禁食3～4小时，测定空腹血糖即给葡萄糖前（0小时）血糖值，剂量组给予不同浓度受试样品，模型对照组给予同体积溶剂，空白对照组不做处理，15～20分钟后各组经口给予葡萄糖2.5g/kg BW，测定给葡萄糖后各组0.5、2小时的血糖值，若模型对照组0.5小时血糖值≥10mmol/L，或模型对照组0.5h、2h任一时间点血糖升高或血糖曲线下面积升高，与空白对照组比较，差异有显著性，判定模型糖代谢紊乱成立，在此基础上，观察模型对照组与受试样品组空腹血糖、给葡萄糖后（0.5、2小时）血糖及0、0.5、2小时血糖曲线下面积的变化。
（实验前血糖值－实验后血糖值）
血糖下降率%= --------------------------------------------×100％
实验前血糖值
（0小时血糖＋0.5小时血糖）×0.5  （2小时血糖＋0.5小时血糖）×1.5 
血糖曲线下面积＝——————————————— + ————————————————
                               2                                  2
1.4.2.2.1.3.2 胆固醇、甘油三脂
各组动物禁食3～4小时，检测血清胆固醇、甘油三脂，若模型对照组血清胆固醇或甘油三酯明显升高，与空白对照组比较，差异有显著性，判定模型脂代谢紊乱成立，在此基础上，观察模型对照组与受试样品组血脂变化。
1.4.2.2.1.3.3 胰岛素
各组动物禁食3～4小时，检测血清胰岛素，模型对照组与空白对照组比较胰岛素抵抗指数无明显下降，且动物糖/脂代谢紊乱成立，判定胰岛素抵抗糖\脂代谢紊乱模型成功。观察模型对照组与受试样品组胰岛素抵抗情况。
                                          血糖×胰岛素
胰岛素抵抗指数 = 胰岛素/22.5e-㏑血糖  ≈ ——————————
                                              22.5
1.4.2.2.2四氧嘧啶诱导胰岛素抵抗糖\脂代谢紊乱模型
1.4.2.2.2.1原理
高热能饲料喂饲基础上，辅以小剂量四氧嘧啶（C4H2N2O4·H2O,分子量160.08），造成糖/脂代谢紊乱，胰岛素抵抗，诱发实验性糖尿病。
1.4.2.2.2.2造模方法
购入健康雄性大鼠（150
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20g），普通维持料适应饲养3-5天，禁食3-4小时，取尾血，测定给葡萄糖前（即0小时）血糖值，给2.5g/kgBW葡萄糖后0.5、2小时血糖值，作为该批次动物基础值。以0、0.5小时血糖水平分5个组，即1个空白对照组、1个模型对照组和3个剂量组，每组15只。空白对照组不做处理，3个剂量组灌胃给予不同浓度受试样品，模型对照组给予同体积溶剂，连续33天。各组给予维持料饲养，1周后模型对照组和3个剂量组更换高热能饲料，喂饲3周后，模型对照组和3个剂量禁食24小时（不禁水），给予四氧嘧啶103-105mg/kgBW腹腔注射，注射量1ml/100g体重。注射后继续给予高热能饲料喂饲3-5天。试验结束，各组动物禁食3-4小时，检测空腹血糖、糖耐量、血清胰岛素及胆固醇、甘油三脂水平。
1.4.2.2.2.3 观察指标
1.4.2.2.2.3.1空腹血糖、糖耐量
各组动物禁食3～4小时，测定空腹血糖即给葡萄糖前（0小时）血糖值，剂量组给予不同浓度受试样品，模型对照组给予同体积溶剂，空白对照组不做处理，15～20分钟后各组经口给予葡萄糖2.5g/kg BW，测定给葡萄糖后各组0.5、2小时的血糖值，若模型对照组0.5小时血糖值≥10mmol/L，或模型对照组0.5h、2h任一时间点血糖升高或血糖曲线下面积升高，与空白对照组比较，差异有显著性，判定模型糖代谢紊乱成立，在此基础上，观察模型对照组与受试样品组空腹血糖、给葡萄糖后（0.5、2小时）血糖及0、0.5、2小时血糖曲线下面积的变化。
（实验前血糖值－实验后血糖值）
血糖下降率%= --------------------------------------------×100％
实验前血糖值
（0小时血糖＋0.5小时血糖）×0.5  （2小时血糖＋0.5小时血糖）×1.5 
血糖曲线下面积＝——————————————— + ————————————————
                               2                                  2
1.4.2.2.2.3.2 胆固醇、甘油三脂
各组动物禁食3～4小时，检测血清胆固醇、甘油三脂，若模型对照组血清胆固醇或甘油三酯明显升高，与空白对照组比较，差异有显著性，判定模型脂代谢紊乱成立，在此基础上，观察模型对照组与受试样品组血脂变化。
1.4.2.2.2.3.3 胰岛素
各组动物禁食3～4小时，检测血清胰岛素，模型对照组与空白对照组比较胰岛素抵抗指数无明显下降，且动物糖/脂代谢紊乱成立，判定胰岛素抵抗糖\脂代谢紊乱模型成功。观察模型对照组与受试样品组胰岛素抵抗情况。
                                          血糖×胰岛素
胰岛素抵抗指数 = 胰岛素/22.5e-㏑血糖  ≈ ——————————
                                              22.5
1.5数据处理及结果判定
一般采用方差分析，但需按方差分析的程序先进行方差齐性检验，方差齐，计算F值，F值< F0.05，结论：各组均数间差异无显著性；F值≥F0.05，P≤0.05，用多个实验组和一个对照组间均数的两两比较方法进行统计；对非正态或方差不齐的数据进行适当的变量转换，待满足正态或方差齐要求后，用转换后的数据进行统计；若变量转换后仍未达到正态或方差齐的目的，改用秩和检验进行统计。
1.5.1指标判定
1.5.1.1 正常动物降糖试验
血糖指标：空腹血糖受试样品剂量组与对照组比较无统计学意义，判定对正常动物血糖无影响。
1.5.1.2 高血糖模型降糖试验
空腹血糖指标：模型成立的前提下，受试样品剂量组与模型对照组比较，空腹血糖下降或血糖下降百分率升高有统计学意义，判定该受试样品空腹血糖指标结果阳性。
糖耐量指标：模型成立的前提下，受试样品剂量组与模型对照组比较，在给葡萄糖或医用淀粉后0.5、2小时任一时间点血糖下降（或血糖下降百分率升高）有统计学意义，或0、0.5、2小时血糖曲线下面积降低有统计学意义，判定该受试样品糖耐量指标结果阳性。
血脂指标：模型成立的前提下，受试样品剂量组与模型对照组比较，血清胆固醇或甘油三酯下降有统计学意义，可判定该受试样品降血脂指标阳性。
1.5.2 结果判定
方案一：空腹血糖和糖耐量二项指标中一项指标阳性，且对正常动物空腹血糖无影响，即可判定该受试样品辅助降血糖功能动物实验结果阳性。
     方案二：空腹血糖和糖耐量二项指标中一项指标阳性，且血脂（总胆固醇、甘油三酯）无明显升高，对正常动物空腹血糖无影响，即可判定该受试样品辅助降血糖功能动物实验结果阳性。
1.6注意事项
1.6.1为了使实验动物糖代谢功能状态尽量保持一致，也为了准确地按体重计算受试样品的用量，实验前动物应严格禁食（不禁水），实验前后禁食条件应一致，鼠类在禁食的同时应更换衬垫物。
1.6.2血糖测定用试纸或试剂盒，按说明书操作；若自行配制试剂，按1.7操作。
1.6.3如用血清样品进行测定，应于取血后30分钟内分离血清，分离后血清的含糖量在6小时内不变。用血清制备的无蛋白血滤液可保存48小时以上。
1.6.4高浓度的还原性物质如Vit C亦能与色素原竞争游离氧，干扰反应，使结果偏低。血红蛋白能使过氧化氢过早分解，亦干扰反应，致使测得血糖值偏低。故对已溶血的全血或血清必须制备无蛋白滤液后，再进行测定。
1.7 血糖测定方法
1.7.1  原理
葡萄糖氧化酶是一种需氧脱氢酶，能催化葡萄糖生成葡萄糖酸和过氧化氢，后者在过氧化物酶作用下放出氧，使4-氨基安替比林与酚氧化缩合，生成红色醌类化合物，可在波长505nm比色测定。
               葡萄糖氧化酶
      葡萄糖－－－－－－－－→葡萄糖酸＋过氧化氢
                                    过氧化物酶
      过氧化氢＋酚＋4-氨基安替比林－－－－－－→红色醌类化合物
1.7.2 试剂配制
磷酸盐缓冲液（0.2mol/L，PH7.0）

0.2mol/L Na2HPO461mL，0.2mol/L KH2PO439mL混合即可。
酶试剂葡萄糖氧化酶400u，过氧化物酶0.6mg，4-氨基安替比林10mg，叠氮钠100mg，加磷酸盐缓冲液至100mL，PH调至7。冰箱存放至少可稳定2个月。
酚试剂酚100mg溶于100mL蒸馏水中。
酶混合试剂取等量酶试剂和酚试剂混合。在冰箱中可存放1个月。
葡萄糖标准液储存液：无水D-葡萄糖（A.R.）在烤箱中80℃烤4小时，冷却后，存放于干燥器中至恒重。精确称取2g以0.25%苯甲酸溶液溶解并移入100mL容量瓶中，再用苯甲酸溶液稀释至100mL。
应用液：在100mL容量瓶中准确加入储存液5mL，再用0.25%苯甲酸溶液稀释至100mL，即1mg/mL应用液。
蛋白沉淀剂溶解磷酸氢二钠 10g 、钨酸钠10g、氯化钠9g于800mL蒸馏水中，加入1mol/L盐酸125mL，并用蒸馏水稀释至1000mL。
1.7.3 操作步骤
取蛋白沉淀剂1mL加入血浆（血清）50μL混匀。室温放置7分钟后，离心，取上清液（无蛋白血滤液）测定。葡萄糖标准应用液亦进行同样处理。
	
	测定管
	标准管
	空白管

	无蛋白血滤液mL
	0.5
	-
	-

	处理后的葡萄糖标准液mL
	-
	0.5
	-

	蛋白沉淀液mL
	
	
	0.5

	酶混合试剂mL
	4
	4
	4


混匀后，37℃水浴保温15分钟，用空白管调零点，在波长505nm处比色。
1.7.4 结果计算
测定管OD 
血糖含量（mmol/L）= ——————— ×100/18                         
                      标准管OD
2 人体试食试验
2.1 试验设计
试验采用随机分组，组间和自身两种对照设计。
2.2 受试产品
受试产品必须是具有定型包装、标明服用方法和服用量的定型产品；安慰剂除功效成分外，在剂型、口感、外观和包装上与受试产品保持一致。
2.3 受试者选择
2.3.1纳入标准
    选择经饮食控制或口服降糖药治疗后病情较稳定，不需要更换药物品种及剂量，仅服用维持量的成年II型糖尿病患者(DM)，即空腹血糖≥7mmol/L（126mg/dl）或餐后2h血糖≥11.1mmol/L （200mg/dl）；也可选择空腹血糖5.6～7mmol/L（100～126mg/dl）或餐后2h血糖7.8～11.1mmol/L（140～200mg/dl）的糖调节受损（IGR）人群。
2.3.2排除标准
2.3.2.1Ⅰ型糖尿病病人。
2.3.2.2年龄在18岁以下或65岁以上，妊娠或哺乳期妇女，对受试样品过敏者。
2.3.2.3有心、肝、肾等主要脏器并发症，或合并有其它严重疾病，精神病患者，服用糖皮质激素或其它影响血糖药物者。
2.3.2.4不能配合饮食控制而影响观察结果者 。
2.3.2.5近3个月内有糖尿病酮症、酸中毒以及感染者。
2.3.2.6短期内服用与受试功能有关的物品，影响到对结果的判断者。
2.3.2.7凡不符合纳入标准，未按规定服用受试样品，或资料不全影响观察结果者。
2.4 受试者分组
采用自身和组间两种对照设计。根据随机盲法的要求进行分组。按受试者的糖化血红蛋白或糖化血清蛋白及血糖水平随机分为试食组和对照组，尽可能考虑影响结果的主要因素如病程、服药种类（磺脲类、双胍类）等，进行均衡性检验，以保证组间的可比性。每组受试者不少于50例。
2.5 试验方法
试验前对每一位受试者按性别、年龄、不同劳动强度、理想体重参照原来生活习惯规定相应的饮食，试食期间坚持饮食控制，治疗糖尿病的药物种类和剂量不变。试食组在服药的基础上，按推荐服用方法服用量每日服用受试样品，对照组在服药的基础上可服用安慰剂或采用空白对照。受试样品给予时间2个月，必要时可延长至4个月。
2.6 观察指标
2.6.1 安全性指标
2.6.1.1 一般状况体征 包括精神、睡眠、饮食、大小便、血压等
2.6.1.2 血、尿、便常规检查
2.6.1.3 肝、肾功能检查 

2.6.1.4 胸透、心电图、腹部B超检查（仅试验前检查一次）
2.6.2功效指标
2.6.2.1症状观察
详细询问病史，了解患者饮食情况，用药情况，活动量，观察口渴多饮、多食易饥、倦怠乏力、多尿等主要临床症状，按症状轻重积分，于试食前后统计积分值，并就其主要症状改善（改善1分为有效），观察临床症状改善率。
临床症状积分表
	
	无症状
（积0分）
	轻症
（积1分）
	中症
（积2分）
	重症
（积3分）

	口渴多饮
	无
	有口渴感，饮水量
<1L/日
	口渴感明显，饮水量1.5-2L/日
	口渴显著，饮水量>2L/日

	多食易饥
	无
	餐前有轻度饥饿感
	餐前有明显饥饿感
	昼夜均有饥饿感

	多尿
	尿量<1.8L/日
	尿量1.8-2.5L/日
	尿量 2.5-3L/日
	尿量>3L/日

	倦怠乏力
	无
	精神不振，不耐劳力 
	精神疲乏，可坚持轻体力劳动
	精神极度疲乏，勉强坚持日常活动

	腰膝酸软
	     无
	腿软难以久立
	持续腰膝酸软，可日常活动
	腰膝酸软，喜卧

	失眠
	无
	少寐易醒
	难入寐，易醒
	彻夜难眠


2.6.2.2空腹血糖 

观察试食前后空腹血糖值、空腹血糖下降百分率、空腹血糖有效率。
2.6.2.3餐后2h血糖 

观察试食前后食用100g精粉馒头后2小时血糖值、餐后2h血糖下降百分率、餐后2h血糖有效率。
2.6.2.4糖化血红蛋白或糖化血清蛋白 

观察试食前后糖化血红蛋白或糖化血清蛋白变化。
2.6.2.5血脂
观察试食前后血清总胆固醇、血清甘油三酯水平。
2.7 注意
2.7.1 血清(浆)中的葡萄糖能与白蛋白及其他血清蛋白分子末端的氨基上发生非酶促糖化反应而形成高分子酮胺结构。此酮胺结构能在碱性环境中与硝基四氮唑兰(NBT)发生还原反应生成蓝紫色物质，以1- 脱氧-1- 吗啡啉果糖(DMF)作标准参照物在540 nm 波长处(530 nm～550 nm)进行比色测定，求得样本中果糖胺的浓度。参考值为1.7 mmol/L～2.5 mmol/L。由于血清中白蛋白的半衰期约21 d，所以糖化血清蛋白测定可反映患者过去2～3 周平均血糖水平。 糖尿病患者的糖化血清蛋白的增加比糖化血红蛋白迅速， 当血糖得到较好控制时，糖化血清蛋白的下降也比糖化血红蛋白迅速， 因此能较早地提供血糖控制信息。糖化血清蛋白更能灵敏地反映近期糖尿病患者血糖的波动情况。它的敏感度高，特异强。并不受年龄，饮食，药物，妊娠等因素的影响，对血糖浓度的临时波动反应不敏感，是诊断糖尿病和较长时间血糖控制水平研究的良好指标。标本溶血对糖化血清蛋白的测定结果有较大影响， 血清中1 g/L 的血红蛋白可导致GSP 测定结果增高0.6 mmol/L 左右。
2.7.2 糖化血红蛋白是经过缓慢的，不可逆的，非酶促反应而结合形成的产物，其浓度与红细胞寿命(平均120 d)和该时期内血糖平均浓度有关，不受每天葡萄糖波动的影响，也不受运动或食物的影响，可反映患者抽血前2 个月～3 个月的平均血糖水平，是判断糖尿病长期控制的良好指标。糖化血红蛋白在健康人体内的波动范围很小(0.1%～0.2%)，正常值为4～6%。
2.8数据处理和结果判定
凡自身对照资料可以采用配对t检验，两组均数比较采用成组t检验，后者需进行方差齐性检验，对非正态分布或方差不齐的数据进行适当的变量转换，待满足正态方差齐后，用转换的数据进行t检验；若转换数据仍不能满足正态方差齐要求，改用t’检验或秩和检验；方差齐但变异系数太大（如CV>50％）的资料应用秩和检验。
2.8.1 血糖下降幅度
                       试验前空腹血糖 — 试验后空腹血糖
空腹血糖下降百分率 = ————————————————— ×100%
                              试验前空腹血糖
                         试验前餐后2h血糖 — 试验后餐后2h血糖
餐后2h血糖下降百分率 = ————————————————— ——×100%
                               试验前餐后2h血糖
2.8.2 糖化血红蛋白或糖化血清蛋白下降幅度
                          试验前糖化血红蛋白 — 试验后糖化血红蛋白
糖化血红蛋白下降百分率 = ————————————————— ————×100%
                                  试验前糖化血红蛋白
                           试验前糖化请红蛋白 — 试验后糖化血清蛋白
糖化血清蛋白下降百分率 = ————————————————— ————×100%
                                  试验前糖化血清蛋白
2.8.3功效判定标准：
有效：⑴试验后空腹血糖恢复正常（≤5.6mmol/L），或空腹血糖下降幅度≥10%
      ⑵试验后餐后2h血糖恢复正常(≤7.8 mmol/L)，或餐后2h血糖下降幅度≥10%
     无效：未达到有效标准
                       空腹血糖有效例数
空腹血糖下降有效率 = ———————————×100%
                       空腹血糖观察例数
                         餐后2h血糖有效例数
餐后2h血糖下降有效率 = ———————————×100%
                         餐后2h血糖观察例数
2.8.4指标判定
2.8.4.1空腹血糖：
①试验前后自身比较，空腹血糖下降差异有显著性，且试验后平均血糖下降幅度≥10％；②试验后试食组空腹血糖值下降或空腹血糖下降幅度升高与对照组比较，差异有显著性； ③试验后试食组空腹血糖下降有效率升高与对照组比较，差异有显著性。满足上述3个条件，可判定该受试样品空腹血糖指标结果阳性。
2.8.4.2餐后2h血糖：
①试验前后自身比较，餐后2h血糖下降差异有显著性，且试验后平均血糖下降幅度≥10％；②试验后试食组餐后2h血糖值下降或餐后2h血糖下降幅度升高与对照组比较，差异有显著性；③试验后试食组餐后2h血糖下降有效率升高与对照组比较，差异有显著性。满足上述3个条件，可判定该受试样品餐后2h血糖指标结果阳性。
2.8.4.3糖化血红蛋白（或糖化血清蛋白）：
①试验前后自身比较，糖化血红蛋白（或糖化血清蛋白）下降差异有显著性；②试验后试食组糖化血红蛋白（或糖化血清蛋白）值下降或糖化血红蛋白（或糖化血清蛋白）下降幅度升高与对照组比较，差异有显著性。满足上述2个条件，可判定该受试样品糖化血红蛋白（或糖化血清蛋白）指标结果阳性。
2.8.4.4血清胆固醇：
①试验前后自身比较，血清胆固醇下降差异有显著性；②试验后试食组血清胆固醇下降与对照组比较，差异有显著性。满足上述2个条件，可判定该受试样品血清胆固醇指标结果阳性。
2.8.4.5血清甘油三酯：
①试验前后自身比较，血清甘油三酯下降差异有显著性；②试验后试食组血清甘油三酯下降与对照组比较，差异有显著性。满足上述2个条件，可判定该受试样品血清甘油三酯指标结果阳性。
2.8.5结果判定
空腹血糖、餐后2小时血糖、糖化血红蛋白（或糖化血清蛋白）、血脂四项指标均无明显升高，且空腹血糖、餐后2小时血糖两项指标中一项指标阳性，对机体健康无影响，可判定该受试样品具有辅助降血糖功能的作用。
辅助降血糖功能评价方法修改说明
一、承担单位：

    中国疾病预防控制中心营养与食品安全所，是中华人民共和国卫生部颁布的“保健食品功能评价程序和检验方法1996”和“保健食品检验与评价技术规范2003年版”的主要提出和负责起草单位，因此在保健食品功能评价检验方法技术规范的制定中有很好的基础和经验。

二、主要工作过程

为了做好技术规范的制定工作，国家食品药品监督管理局保健食品化妆品监管司（简称保化司）于2009年4月召开了“保健食品功能评方法及有关程序修订”课题协作组工作会议，参会的有中国疾病预防控制中心营养与食品安全所、广东省疾病预防控制中心、上海市疾病预防与控制中心、北京市疾病预防控制中心、四川大学华西公共卫生学院、中国中医研究院东直门医院和国家食品药品监督管理局保健食品审评中心的专家近15人，会上对“保健食品功能评方法及有关程序修订”修订的原则和框架作了充分的讨论，在讨论稿的基础上，又分别征求了相关专家的意见，营养与食品安全所于2009年7月检索文献、分析资料、提出修订方案，10月成立协作组，开展胰岛素抵抗糖脂代谢紊乱动物模型及检测方法研究，2010年3月组织河南省疾病预防控制中心、福建省疾病预防控制中心对已建立的地塞米松诱导胰岛素抵抗糖\脂代谢紊乱模型、四氧嘧啶诱导胰岛素抵抗糖\脂代谢紊乱模型及检测方法进行验证。保化司于2010年8月再次召开了“保健食品功能评方法及有关程序修订”课题协作组工作会议，参会的有中国疾病预防控制中心营养与食品安全所、广东省疾病预防控制中心、上海市疾病预防与控制中心、北京市疾病预防控制中心、四川大学华西公共卫生学院、中国中医研究院西苑医院的专家近10人，会上针对验证过程中存在的技术问题及可操作性作了充分讨论，根据我国保健食品管理政策、要求和检验机构水平、实际可操作性等国情，营养与食品安全所对“辅助降血糖功能检验方法”修订方案做了进一步完善。
2011年7月12日保化司在北京宣武门商务酒店召开了“保健食品功能评价方法及有关程序修订”定稿专家研讨会，参会的有中国疾病预防控制中心营养与食品安全所、北京大学、北京市疾病预防控制中心、中国中药研究院、中国中医研究院西苑医院、北京医院、国家食品药品监督管理局保健食品审评中心的专家14人，会上对修订后的“辅助降血糖功能评价程序及检验方法”的科学性、前瞻性及可操作性给予肯定，未提出修改建议，营养与食品安全所对“辅助降血糖功能评价程序及检验方法”送审稿文字做了更进一步完善。最终形成本征求意见稿。
三、编制原则
1．合法性原则：修订工作符合国家相关法律法规并遵循相关管理部门的政策要求。
2. 科学性原则：修订工作遵循科学性的原则，广泛征求相关领域专家的意见并进行文献调研，各项技术指标应具有科学依据并经科学验证。
3. 先进性原则：注意国内管理部门发布的新管理措施，兼顾了技术发展的前瞻性。
4. 实用性原则：从保护公众身体健康的角度出发，充分考虑国情，兼顾我国保健食品功能检测机构的水平，对内容进行客观量化和具体明确化，尽量提高可操作性。
5．协调性原则：尽可能与本规范的其他部分一致，注意合理性与有效性、通俗性和规范性之间的关系。
四、确定相关技术内容及新旧技术规范的对比
本次修订动物实验除保留原有的胰岛损伤高血糖模型及观察指标外，增加了2个胰岛素抵抗糖脂代谢紊乱模型备选，同时增加了血清胰岛素、总胆固醇、甘油三酯观察指标。人体试食试验周期由30天延长至2个月，必要时延至4个月，观察指标去掉尿糖，增加糖化血红蛋白或糖化血清蛋白、总胆固醇、甘油三酯指标。提高阳性结果判定标准。具体修改如下：
	序号
	原程序
	现程序
	修订理由

	
	序号
	内容
	序号
	内容
	

	1
	试验项目
	试验项目
	科学实用

	
	
	
	1.1.1

	动物实验保留原有的胰岛损伤高血糖模型及观察指标为方案一
	

	2
	
	
	1.1.2
	增加方案二（胰岛素抵抗糖\脂代谢紊乱模型）
	更为科学、合理

	3
	
	
	1.1.2.4
	增加胰岛素指标
	

	4
	
	
	1.1.2.5
	增加总胆固醇指标
	

	5
	
	
	1.1.2.6
	增加甘油三酯指标
	

	6
	
	
	1.2.3
	人体试验增加糖化血红蛋白（HbA1c）或糖化血清蛋白指标
	更为科学、合理，具有前瞻性

	7
	
	
	1.2.4
	增加总胆固醇指标
	更为科学、合理

	8
	
	
	1.2.5
	增加甘油三酯指标
	

	9
	3.1.2.3 
	人体试验尿糖指标
	
	删除
	

	10
	试验原则
	试验原则
	更科学合理
增加可操作性

	
	
	
	2.2
	增加根据受试样品作用原理不同，方案一和方案二动物模型任选其一进行动物实验
	

	11
	结果判定
	结果判定
	判定标准更科学，

	
	3.3.1
	动物实验：
空腹血糖和糖耐量二项指标中一项指标阳性，且对正常动物空腹血糖无影响，即可判定该受试样品辅助降血糖功能动物实验结果阳性。
	3.1
	动物实验：
方案一：空腹血糖和糖耐量二项指标中一项指标阳性，且对正常动物空腹血糖无影响，即可判定该受试样品辅助降血糖功能动物实验结果阳性。
增加方案二：空腹血糖和糖耐量二项指标中一项指标阳性，血脂（总胆固醇、甘油三酯）无明显升高，且对正常动物空腹血糖无影响，即可判定该受试样品辅助降血糖功能动物实验结果阳性。
	

	12
	3.3.2
	人体试食试验：
空腹血糖、餐后2小时血糖两项指标中一项指标阳性，可判定该受试样品具有辅助降血糖功能的作用。

	3.2
	人体试食试验：
空腹血糖、餐后2小时血糖、糖化血红蛋白（或糖化血清蛋白）、血脂四项指标均无明显升高，且空腹血糖、餐后2小时血糖两项指标中一项指标阳性，对机体健康无影响，可判定该受试样品具有辅助降血糖功能的作用。
	判定标准更科学，并有所提高

	13
	动物实验原方法
	动物实验现方法
	明确四氧嘧啶分子式及分子量，便于质控

	
	1.2.1
	四氧嘧啶
	1.2.1
	四氧嘧啶（C4H2N2O4·H2O,分子量160.08）
	

	14
	
	
	1.2.1
	增加“地塞米松磷酸钠注射液、葡萄糖或医用淀粉”，增加“胰岛素、甘油三酯、总胆固醇测定试剂盒
	建立胰岛素抵抗动物模型需要

	15
	
	
	1.2.2
	增加高热能饲料配方
	

	16
	1.2.1
	四氧嘧啶造模剂量
小鼠35-50mg/kg BW.iv或100-160mg/kg BW.ip，大鼠50–80mg/kg BW.iv或200-250mg/kg BW.ip。”
	1.4.2.1.2
	方案一
四氧嘧啶造模剂量
小鼠45-50mg/kg BW.iv或125-135mg/kg BW.ip，大鼠50–80mg/kg BW.iv或120-160mg/kg BW.ip
	更科学合理

	17
	
	
	1.4.2.2
	方案二
增加胰岛素抵抗糖\脂代谢紊乱模型（二选一）
	增加动物模型，实验设计更科学，可根据受试样品作用原理选择不同方案

	18
	
	
	1.4.2.2.1
	地塞米松诱导胰岛素抵抗糖\脂代谢紊乱模型
	

	19
	
	
	1.4.2.2.2
	四氧嘧啶诱导胰岛素抵抗糖\脂代谢紊乱模型
	

	20
	1.4.1和1.4.2
	动物观察指标：
空腹血糖、糖耐量
	1.4.2.2.1.3.1和1.4.2.2.2.3.1
	动物观察指标：
空腹血糖、糖耐量

	用于判断胰岛素抵抗糖\脂代谢紊乱模型是否成功，观察保健食品改善糖代谢紊乱的同时对脂代谢紊乱改善情况

	21
	
	
	1.4.2.2.1.3.2 和1.4.2.2.2.3.2
	胆固醇、甘油三脂
	

	22
	
	
	1.4.2.2.1.3.3 和1.4.2.2.2.3.3
	胰岛素
	

	23
	2.3.1
	人体试食试验
受试者纳入标准
空腹血糖≥7.8mmol/L（140mg/dl）或餐后2h血糖≥11.1mmol/L （200mg/dl）；
也可选择7.8mmol/L≥空腹血糖≥6.7mmol/L（120mg/dl）或11.1mmol/L≥餐后2h血糖≥7.8mmol/L的高血糖人群。

	2.3.1
	人体试食试验
受试者纳入标准
空腹血糖≥7mmol/L（126mg/dl）或餐后2h血糖≥11.1mmol/L （200mg/dl）；
也可选择空腹血糖5.6～7mmol/L（100～126mg/dl）或餐后2h血糖7.8～11.1mmol/L（140～200mg/dl）的糖调节受损（IGR）人群
	WHO1999年标准空腹血糖异常≥7mmol/L（126mg/dl），空腹血糖调节受损6.1～7.0mmol/L；美国糖尿病学会（ADA）2003年标准空腹血糖调节受损5.6～7.0mmol/L。空腹血糖调节受损或异常切入点下调，扩大了糖尿病的高危人群，对糖尿病及心血管并发症的防治有意义。

	24
	2.5
	受试样品给予时间30天，必要时可延长至45天
	2.5
	受试样品给予时间2个月，必要时可延长至4个月
	糖化血红蛋白反映过去2-3个月的时间内平均的血糖水平

糖化血清蛋白反映患者过去2～3 周平均血糖水平。是目前反映血糖控制金标准。延长试验周期更科学、合理

	25
	
	
	2.6.2.4
	增加糖化血红蛋白或糖化血清蛋白
	

	26
	2.6.2.4
	尿糖
	
	删除
	半定量指标，变异较大

	27
	
	
	2.8.3
	增加功效判定标准
	科学、合理

	28
	2.7
	指标判定
空腹血糖结果判定：
①空腹血糖试验前后自身比较，差异有显著性，且试验后平均血糖下降≥10％，②试验后试食组血糖值或血糖下降百分率与对照组比较，差异有显著性。满足上述两个条件，可判定该受试样品空腹血糖指标结果阳性。

	2.8.4.1
	指标判定
空腹血糖：
①试验前后自身比较，空腹血糖下降差异有显著性，且试验后平均血糖下降幅度≥10％；②试验后试食组空腹血糖值下降或空腹血糖下降幅度升高与对照组比较，差异有显著性； ③试验后试食组空腹血糖下降有效率升高与对照组比较，差异有显著性。满足上述3个条件，可判定该受试样品空腹血糖指标结果阳性
	提高判定标准

	29
	2.7
	餐后2h血糖结果判定：①餐后2h血糖试验前后自身比较，差异有显著性，且试验后平均血糖下降≥10％，②试验后试食组血糖值或血糖下降百分率与对照组比较，差异有显著性。满足上述两个条件，可判定该受试样品餐后2h血糖指标结果阳性
	2.8.4.2
	餐后2h血糖：
①试验前后自身比较，餐后2h血糖下降差异有显著性，且试验后平均血糖下降幅度≥10％；②试验后试食组餐后2h血糖值下降或餐后2h血糖下降幅度升高与对照组比较，差异有显著性；③试验后试食组餐后2h血糖下降有效率升高与对照组比较，差异有显著性。满足上述3个条件，可判定该受试样品餐后2h血糖指标结果阳性。

	提高判定标准

	30
	
	
	2.8.4.3
	增加糖化血红蛋白（或糖化血清蛋白）：
①试验前后自身比较，糖化血红蛋白（或糖化血清蛋白）下降差异有显著性；②试验后试食组糖化血红蛋白（或糖化血清蛋白）值下降或糖化血红蛋白（或糖化血清蛋白）下降幅度升高与对照组比较，差异有显著性。满足上述2个条件，可判定该受试样品糖化血红蛋白（或糖化血清蛋白）指标结果阳性。
	增加判定指标，提高标准。更科学、合理。

	31
	
	
	2.8.4.4
	增加血清胆固醇：
①试验前后自身比较，血清胆固醇下降差异有显著性；②试验后试食组血清胆固醇下降与对照组比较，差异有显著性。满足上述2个条件，可判定该受试样品血清胆固醇指标结果阳性。
	增加判定指标，观察样品对脂代谢紊乱改善情况。

	
	
	
	2.8.4.5
	血清甘油三酯：
①试验前后自身比较，血清甘油三酯下降差异有显著性；②试验后试食组血清甘油三酯下降与对照组比较，差异有显著性。满足上述2个条件，可判定该受试样品血清甘油三酯指标结果阳性。

	

	32
	
	空腹血糖、餐后2小时血糖两项指标中一项指标阳性，可判定该受试样品具有辅助降血糖功能的作用。

	2.8.5
	结果判定
空腹血糖、餐后2小时血糖、糖化血红蛋白（或糖化血清蛋白）三项指标均无明显升高，且空腹血糖、餐后2小时血糖两项指标中一项指标阳性，对机体健康无影响，可判定该受试样品具有辅助降血糖功能的作用。

	提高判定标准，科学可行
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