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射干抗病毒注射液致类过敏反应初步研究
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摘要　目的：探究射干抗病毒注射液的致类过敏反应及其可能的作用机制。方法：通过体外动物类过敏试验，探究射干抗
病毒注射液对小鼠耳廓血管通透性的影响；细胞水平上，采用ＭＴＴ比色法筛选出射干抗病毒注射液对ＲＢＬ２Ｈ３细胞的安
全作用浓度，并在安全浓度之下，以不同浓度，用中性红染色观察其脱颗粒状态，检测射干抗病毒注射液对细胞内颗粒物

质β氨基己糖苷酶释放量的影响，Ｆｌｕｏ３荧光标记细胞内Ｃａ２＋检测细胞内钙离子变化，综合考察射干抗病毒注射液的体
外致类过敏性。结果：射干抗病毒注射液可引起小鼠耳廓通透性增强，引发类过敏反应；并可诱导 ＲＢＬ２Ｈ３细胞发生脱
颗粒反应，使胞内钙离子浓度升高，且均具有剂量依赖性。结论：射干抗病毒注射液具有引发类过敏反应的风险，其机制

可能与引起胞内Ｃａ２＋浓度增加有关。
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　　射干抗病毒注射液由射干、金银花、佩兰、板蓝
根、大青叶、茵陈、柴胡、蒲公英组成的中药制剂，在

临床治疗上呼吸道感染、肺炎、疱疹和秋季腹泻等疾

病方面有显著疗效，对治疗小儿手足口病、口腔咽喉

部溃疡、病毒性角膜炎方面有一定的疗效［１］。临床

应用中发现其有过敏性皮疹［２］，红色斑丘疹及水

疱［３］，双眼刺痒、球结膜、睑结膜充血水肿、右眼下睑

出现直径约２ｃｍ的水泡［４］，浑身发麻、打颤、胸闷、

恶心、干呕、双腿无力［５］，多汗、胃肠道不适［６］等不良

反应发生，且大多在首次用药发生，推测其可能为类

过敏反应。类过敏反应是首次用药即可发生，无免

疫系统的参与，无需ＩｇＥ［７８］介导，然而引发类过敏反
应的主要病理基础之一就是血管通透性增强［９］，因

此本文将采用小鼠尾静脉注射射干抗病毒注射液，

通过小鼠耳廓通透性实验予以验证；并在细胞水平

上，利用 ＲＢＬ２Ｈ３细胞脱颗粒模型，探讨其可能的
作用机制。

１　材料与方法
１１　受试药物及主要试剂　ＤｕｌｂｅｃｃｏｓＭｏｄｉｆｉｅｄ
Ｅａｇｌｅ（ＤＭＥＭ）培养基（批号：０７１Ｍ８３０５，Ｓｉｇｍａ公
司）；胎牛血清（批号：ＮＹＢ０８１４，易科赛生物科技有
限公司）；溴化四唑噻唑蓝（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；二甲
基亚枫（ＤＭＳＯ）（批号：２０１１０６２１，天津市巴斯夫化
工有限公司）；Ｃ４８／８０（批号：０１４Ｍ４０６２Ｖ，Ｓｉｇｍａ公
司），Ｆｌｕｏ３ＡＭ、ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ１２７（北京泛博科技有限责
任公司）；β氨基己糖（批号：ＳＬＢＬ１９１９Ｖ，美国Ｇｉｂｃｏ
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公司）；ＴｒｉｔｏｎＸ１００裂解液（批号：Ｗ１０Ｋ０６ＫＨ，科昊
生物工程有限责任公司）；中性红试剂（批号：

５８０３２８，北京市化学试剂厂）；射干抗病毒注射液（批
号：１２０５０１，某药业有限公司）。
１２　主要仪器　倒置显微镜 ＸＤＳ１Ｂ，重庆光电仪
器有限公司；ＣＯ２ 恒温培养箱 ＭＣＯ１５ＡＣ，日本
ＳＡＮＹＯ；酶联免疫检测仪，美国伯乐公司；ＶｉｃｔｏｒＴＭ
Ｘ５多功能分析仪，美国ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司；低温离心
机，德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司。
１３　动物　ＳＰＦ级 ｂａｌｂ／ｃ小鼠，雄性，体重１８～２２
ｇ，由西安交通大学实验动物中心提供，实验动物许
可证：ＸＪＴＵ（陕）２０１１００４５。
１４　小鼠全身类过敏实验　小鼠按体重随机分组，
分别为阳性组（Ｃ４８／８０４５ｍｇ／ｋｇ）、射干抗病毒注射
液组（１０ｍＬ／ｋｇ）、阴性组（生理盐水 ＮＳ组），每组８
只，可自由饮水、进食。各组受试物均用含有０４％
伊文思蓝的 ＮＳ配制。标记各组小鼠，按照２０ｍＬ／
ｋｇ的剂量进行尾静脉注射，３０ｍｉｎ后，观察并记录
每组出现耳廓蓝染的动物数，蓝染总耳数，计算耳蓝

染率。然后脱颈处死小鼠，剪下双耳，置于１ｍＬ丙
酮生理盐水（７：３）中并剪碎，６０℃水浴１２ｈ，３０００
ｒ／ｍｉｎ，４℃离心１５ｍｉｎ，吸取上清液１５０μＬ，６１０ｎｍ
下检测吸光度值（Ａ）。根据伊文思蓝标准曲线，计
算伊文思蓝染料渗出量（μｇ）。

耳蓝染率＝蓝染耳数／组内动物总耳数×１００％
１５　射干抗病毒注射液对 ＲＢＬ２Ｈ３细胞脱颗粒的
研究

１５１　细胞株的培养 ＲＢＬ２Ｈ３细胞　购自中国科
学院上海生命科学研究院细胞资源中心，由本实验

室保存。用含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基（含
１００Ｕ／ｍＬ的青霉素和链霉素），于细胞孵育箱中培
养（３７℃、饱和湿度、５％ＣＯ２）。当细胞生长融合至
８０％时，对细胞进行传代。
１５２　射干抗病毒注射液对 ＲＢＬ２Ｈ３细胞活力的
影响　取对数生长期的 ＲＢＬ２Ｈ３细胞，重悬后１×
１０５个／ｍＬ，按每孔１８０μＬ接种于９６孔板，３７℃培
养２４ｈ，依次加入２０μＬ不同浓度的射干抗病毒注
射液（按原液用无血清 ＤＭＥＭ培养基等比例稀释）
和等体积的无血清培养基，每个浓度设５个复孔，共
稀释６个浓度，放入培养箱中培养４８ｈ后，吸弃上
清，各孔分别加入１８０μＬ无血清 ＤＭＥＭ培养基及
２０μＬＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍＬ），３７℃孵育４ｈ，吸弃孔
内培养液，各孔加入 １５０μＬＤＭＳＯ，摇床振摇 １５
ｍｉｎ，４９０ｎｍ下检测各孔的ＯＤ值（Ａ）。按照以下公

式计算射干抗病毒注射液对 ＲＢＬ２Ｈ３细胞抑制率，
求出ＩＣ５０值。

抑制率＝（阴性 ＯＤ值给药 ＯＤ值）／（阴性 ＯＤ
值空白ＯＤ值）×１００％
１５３　ＲＢＬ２Ｈ３细胞脱颗粒测定　１）射干抗病毒
注射液对ＲＢＬ２Ｈ３细胞形态学影响：取对数生长期
的ＲＢＬ２Ｈ３细胞按１×１０５个／孔接种于９６孔板，３７
℃培养２４ｈ后，吸弃培养液，依次加入不同浓度的
射干抗病毒注射液（使其终浓度为１２５μＬ／ｍＬ、２５
μＬ／ｍＬ、５０μＬ／ｍＬ）、Ｃ４８／８０（终浓度３０μｇ／ｍＬ）及
等体积无血清培养基，３７℃孵育 ０５ｈ，吸弃培养
液，加入０５％的中性红染液，３７℃染色５ｍｉｎ，分别
对同视野中上、下、左、右及中间部分细胞分别计数

１００个细胞，重复３个视野。统计脱颗粒细胞个数
和总细胞量，按以下公式计算脱颗粒百分率。

脱颗粒百分率＝脱颗粒的细胞数／（脱颗粒的细
胞数＋未脱颗粒的细胞数）×１００％。
２）射干抗病毒注射液对 ＲＢＬ２Ｈ３细胞 β氨基

己糖苷酶释放的影响：取对数期生长的 ＲＢＬ２Ｈ３细
胞，按１×１０５个／孔接种于９６孔板，设空白对照孔、
阳性对照孔和实验孔和总酶孔，每组设 ３个复孔。
３７℃培养２４ｈ后，吸弃上清液，用ＰＢＳ洗细胞２遍，
空白孔加入１００μＬＴＭ缓冲液，实验孔分别加入等
体积的大、中、小剂量的射干抗病毒注射液，阳性对

照孔加入等体积的 Ｃ４８／８０溶液，总酶孔加入 １００
μＬ的０１％的ＴｒｉｔｏｎＸ１００裂解细胞。药物与细胞
作用３０ｍｉｎ后，冰上终止 １０ｍｉｎ，吸取上清于 １５
ｍＬＥＰ管中，３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清。加入
底物１ｍｍｏｌ／Ｌβ氨基己糖５０μＬ（β氨基己糖溶于
０１ｍｏｌ／Ｌ的柠檬酸／柠檬酸钠缓冲液）于 ９６孔板
中，再加入细胞上清５０μＬ，轻轻摇晃混匀，３７℃孵
育１５ｈ，加入１５０μＬ０１ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＣＯ３／ＮａＨＣＯ３
缓冲液终止反应。４５０ｎｍ下检测吸光度值，按以下
公式计算其释放率。

β氨基己糖苷酶释放率＝实验孔吸光度值／（空
白孔吸光度值＋总酶孔吸光度值）×１００％。
１６　射干抗病毒注射液对 ＲＢＬ２Ｈ３细胞内钙离子
浓度的影响　培养 ＲＢＬ２Ｈ３细胞于 ６ｃｍ培养皿
中，待细胞生长融合至７０％ ～８０％时，弃培养基，加
入含４μｍｏｌＦｌｕｏ３ＡＭ的ＨＢＳＳ溶液，３７℃孵育２０
ｍｉｎ，加入５倍体积含１％胎牛血清的ＨＢＳＳ缓冲液，
３７℃孵育４０ｍｉｎ，弃上清，加入ＨＢＳＳ缓冲溶液清洗
细胞３次，０２５％胰蛋白酶消化，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５
ｍｉｎ，弃上清，用５ｍＬ的 ＨＥＰＥＳ缓冲盐溶液重悬细
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胞后接种于白色９６孔酶标板中（５×１０４个／孔，每孔
１００μＬ），分别加入１００μＬ大、中、小剂量的射干抗
病毒注射液、Ｃ４８／８０和等体积 ＨＥＰＥＳ溶液，室温振
摇混匀，置于微板型荧光计内，在激发波长为 ４８８
ｎｍ，发射波长为 ５２７ｎｍ的条件下，检测给药后 １２
ｍｉｎ内的细胞荧光强度。
１７　统计学分析　运用 ＳＰＳＳ１８０统计软件进行
数据处理，计量资料采用（珋ｘ±ｓ）表示，组间比较采用
单因素方差分析，Ｐ＜００５有统计学意义。
２　结果
２１　射干抗病毒注射液导致小鼠类过敏反应　小
鼠尾静脉注射０４％ＥＢ的 ＮＳ后，小鼠耳廓无明显
蓝染，小鼠尾静脉注射０４％ＥＢ的 Ｃ４８／８０（４５ｍｇ／
ｋｇ）、射干抗病毒注射液（１０ｍＬ／ｋｇ），小鼠均出现明
显蓝染，且蓝染率和伊文思蓝渗出量与ＮＳ组相比有
统计学意义（Ｐ＜００５）。结果表明，射干抗病毒注
射液可导致小鼠血管通透性增高，发生类过敏反应，

结果见图１、表１。

图１　射干抗病毒注射液对Ｂａｌｂ／ｃ小鼠耳廓蓝染的结果
　　注：ＡＮＳ组耳廓蓝染，ＢＣ４８／８０组耳廓蓝染，Ｃ射干
抗病毒注射液组耳廓蓝染。

表１　射干抗病毒注射液致小鼠类过敏反应（珋ｘ±ｓ，ｎ＝８）

组别 剂量 蓝染率（ｎ＝１６）／％ ＥＢ渗出量／μｇ

ＮＳ  ０ ０３２±０２２
Ｃ４８／８０ ４５ｍｇ／ｋｇ １００ ３１７±１１０

射干注射液 １０ｍＬ／ｋｇ ８７５ ２８１±１１７

　　注：与ＮＳ组相比Ｐ＜００５。

２２　射干抗病毒注射液对 ＲＢＬ２Ｈ３细胞脱颗粒的
研究

２２１　射干抗病毒注射液对 ＲＢＬ２Ｈ３细胞活力的
影响　当射干抗病毒注射液浓度达到 １００μＬ／ｍＬ
时，８０％以上的细胞死亡，由 ＭＴＴ结果计算射干抗
病毒注射液对 ＲＢＬ２Ｈ３细胞的 ＩＣ５０值为 ５７μＬ／
ｍＬ，故本实验选取１２５μＬ／ｍＬ、２５μＬ／ｍＬ、５０μＬ／
ｍＬ为后续实验浓度，结果见图２。
２２２　射干抗病毒注射液对 ＲＢＬ２Ｈ３细胞脱颗粒
影响　１）射干抗病毒注射液对 ＲＢＬ２Ｈ３细胞形态
学影响：药物与 ＲＢＬ２Ｈ３细胞作用３０ｍｉｎ后，中性

红染色后，正常细胞呈长梭形，着色较浅，细胞膜完

整，结构致密；Ｃ４８／８０作用后的细胞着色较深，呈圆
形，体积变大边缘不整，内有空泡产生，可见颗粒状

物质。不同浓度的射干抗病毒注射液组也出现细胞

着色深，变圆偶见颗粒物质，结果见图３。对细胞进
行计数后统计脱颗粒率，射干抗病毒注射液组以及

Ｃ４８／８０组与阴性组相比脱颗粒率有统计学意义（Ｐ
＜００５），结果见表２。

图２　射干抗病毒注射液对ＲＢＬ２Ｈ３细胞的抑制率

　　２）射干抗病毒注射液对 ＲＢＬ２Ｈ３细胞 β氨基
己糖苷酶释放的影响：Ｃ４８／８０组β氨基己糖苷酶释
放率显著升高，不同浓度的射干抗病毒注射液均可

促进β氨基己糖苷酶释放增加，且具有剂量依赖
性，与阴性组相比有统计学意义（Ｐ＜００５），表明射
干抗病毒注射液可引起 ＲＢＬ２Ｈ３细胞内颗粒物质
释放，结果见表２。

表２　不同浓度射干抗病毒注射液诱导ＲＢＬ２Ｈ３
细胞脱颗粒率结果（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别 鼠数 剂量
脱颗粒率

（％）
β氨基己糖苷
酶释放率

空白 ３ ０ ９６７±１５３ ８１９±０８４
Ｃ４８／８０ ３ ３０μｇ／ｍＬ ３９６７±２５２ １８４４±３２３

小剂量 ３ １２５ｍＬ／Ｌ １４５６±２０８ ２５１９±１６９

中剂量 ３ ２５ｍＬ／Ｌ ２３００±３００ ４１８９±２０３

大剂量 ３ ５０ｍＬ／Ｌ ３０４８±２０６ ５０７５±６０９

　　注：与空白组相比Ｐ＜００５。

２３　射干抗病毒注射液对 ＲＢＬ２Ｈ３细胞质内游离
Ｃａ２＋浓度的影响　随着射干抗病毒注射液给药浓度
的增加，ＲＢＬ２Ｈ３细胞荧光强度显著增加，表明细胞
内游离 Ｃａ２＋浓度升高，并呈剂量依赖性，与阴性相
比有统计学意义，结果见图４。
３　讨论

中药注射剂相较于中药传统制剂具有起效快、

剂量准确等优点，然而由于其成分复杂，所以在临床

使用过程中不良反应时有发生，且以过敏反应报道

居多，多是类过敏反应［１０１１］。因此，在中药注射剂的

进一步研究中，研究其类过敏反应的发生机制，减少

类过敏反应发生，提高其安全性是首要任务。

·４８６· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ａｐｒｉｌ．２０１６，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．４



图３　ＲＢＬ２Ｈ３细胞中性红染色结果
　　注：Ａ空白组；ＢＣ４８／８０；ＣＥ分别为射干抗病毒注射液１２５、２５、５０μＬ／ｍＬ组。

图４　不同浓度射干抗病毒注射液对ＲＢＬ２Ｈ３

细胞质内游离Ｃａ２＋的影响

　　类过敏反应是指无免疫系统参与的，药物直接
刺激肥大细胞或嗜碱性粒细胞使其发生脱颗粒反

应，释放大量炎性递质，即首次用药就表现出与过敏

反应相似症状的临床反应［１２］。近年来，由于 ＲＢＬ
２Ｈ３细胞具有永生化特性，体外培养方法简单且生
长速度较快的特点，因此，ＲＢＬ２Ｈ３细胞脱颗粒模
型已成为评价中药注射剂类过敏反应的一种常见的

模型［１３］，而且其评价结果的准确性也在不断的提

高。β氨基己糖苷酶活性是检测 ＲＢＬ２Ｈ３细胞脱
颗粒的一个较好指标，该方法简便、稳定，可重复性

好［１４］，因此本实验选取β氨基己糖苷酶作为脱颗粒
物质释放的一个指标。

ＧｉｌｆｉｌｌａｎＡＭ等研究发现［１５］肥大细胞表面 ＩｇＥ
高亲和力受体 ＦｃεＲＩ在抗原的刺激下发生交联，招
募下游的蛋白酪氨酸激酶 Ｌｙｎ将其磷酸化，致使
ＦｃεＲＩ免疫受体酪氨酸激活基序（Ｉｍｍｕｎｏｒｅｃｅｐｔｏｒ
ＴｙｒｏｓｉｎｅｂａｓｅｄＡｃｔｉｖａｔｉｏｎＭｏｔｉｆ，ＩＴＡＭ）磷酸化，Ｌｙｎ
激酶也将信号传递给蛋白酪氨酸激酶Ｓｙｋ，Ｓｙｋ激酶
进一步活化下游的磷脂酶 Ｃ（ＰＬＣ），而活化的 ＰＬＣ
水解细胞膜上的ＰＩＰ２为ＤＡＧ和ＩＰ３，游离的ＩＰ３进
入胞浆，与内质网上的 ＩＰ３Ｒ结合释放胞内的钙库，
引起胞内钙离子浓度增大，游离的钙离子可以直接

引发肥大细胞脱颗粒，进而释放胞内的颗粒物质。

本研究结果表明，射干抗病毒注射液可引起类

过敏反应。射干抗病毒注射液作用于 ＲＢＬ２Ｈ３细
胞后可以使细胞发生不同程度的脱颗粒现象，同时

还可使胞内钙离子浓度明显升高，且具有剂量依赖

性。由此我们推测射干抗病毒注射液引发的类过敏

反应的机制可能与胞内钙离子浓度升高相关，该结

果将为后续进一步研究射干抗病毒注射液过敏反应

机制提供参考。
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