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【 安全性评价 】 

黄芪甲苷注射液动物过敏性研究 
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摘  要：目的  采用主动全身过敏试验（ASA）和被动皮肤过敏试验（PCA）以及血清样本效价测定，综合评价黄芪甲苷

注射液对动物的致敏作用，为临床拟用的安全性提供参考。方法  ASA：选用豚鼠作为实验动物，0.4、1.6 mg/kg 黄芪甲苷

注射液间日致敏 5 次，末次致敏后 11 d，3 倍剂量进行激发，观察 30 min 内动物过敏症状；PCA：选用大鼠作为实验动物，

0.5、2.0 mg/kg 黄芪甲苷注射液间日致敏 5 次，制备抗血清；将致敏血清稀释后 sc 给予另一批大鼠进行被动致敏，约 48 h
后激发，30 min 后麻醉处死，观察皮肤过敏反应；间接酶联免疫吸附测定法（ELISA）检测制备的抗血清中的抗体效价。结果  
ASA：黄芪甲苷注射液在 0.4、1.6 mg/kg 剂量下各只豚鼠均未出现任何过敏反应，即过敏反应阴性；PCA：黄芪甲苷注射液 0.5、
2.0 mg/kg 剂量下大鼠被动过敏反应均为阴性，血清样本中不存在针对黄芪甲苷的特异性抗体。结论  黄芪甲苷注射液体内 ASA
和 PCA 试验均无过敏反应，动物血清中不存在针对黄芪甲苷药物的特异性抗体，提示临床使用出现过敏反应的可能性较小。 
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Study on allergy of Astragaloside injection 
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Abstaract: Objective  To evaluate the hypersusceptibility of Astragaloside injection on animal, and provide reference for clinical 
use with active systemic anaphylaxis (ASA), passive cutaneous anaphylaxis (PCA) and determination of serum sample titer. 
Methods  ASA: Guinea pigs was ip with 0.4, 1.6 mg/kg Astragaloside injection five times every other day. On the eleventh day 
after the last administration, the test substance was quickly injected to fore limb vein, and animal allergy symptoms were observed 
within 30 min. PCA: Astragaloside injection was ip injected to rats five times every other day and antiserum was collected. The 
antiserum was appropriately diluted, and sc injected to another group rats for passive sensitization. About 48 hours later, 
Astragaloside was quickly iv to rats, and the skin allergy was observed. Meanwhile, the antibody titer of the antiserum was 
determined. Results  ASA: Astragaloside injection of 0.4, 1.6 mg/kg in guinea pigs did not show any allergic reaction, that is, ASA 
was negative; PCA: Astragaloside injection of 0.5, 2.0 mg/kg in rats did not show any allergic reaction, and Astragaloside specific 
antibodies were not determined in serum samples. That is, PCA was negative. Conclusion  The results of ASA and PCA were 
negative in the experimental dose, and there was no specific antibody against Astragaloside in the serum prepared by PCA, which 
indicated that the possibility of hypersensitivity reaction was weak in clinical use. 
Key words: Astragaloside injection; active systemic anaphylaxis (ASA); passive cutaneous anaphylaxis (PCA) 
 

黄芪甲苷是黄芪的药理活性成分之一[1]，随

着中药注射剂的广泛使用，不良反应报道率愈发

上升，其中过敏反应发生率最高[2-4]，多为 I 型过

敏反应。过敏试验是药物临床前安全性研究中的一 
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项重要内容，目前过敏反应临床前评价方法多为整体

动物实验法[包括被动皮肤过敏试验（PCA）、主动皮

肤过敏试验和主动全身过敏试验（ASA）等][5-8]。

针对中药注射剂引起过敏反应的过程，也有免疫学

测定法等体外实验方法的应用 [9-10]。为了分析黄芪甲

苷注射液的过敏性，本实验采用主动全身过敏试验

（ASA）和被动皮肤过敏试验（PCA）进行评价，同

时对 PCA 制备的血清样本进行抗体效价测定，进一

步确证 PCA 结果。 
1  材料 
1.1  药物与试剂 

黄芪甲苷注射液（批号 091222，无色澄明溶液，

规格 5 mg/mL）、溶媒对照：25%乙醇+25%丙二醇

（批号 090317-1，无色澄明液体，每支 20 mL），均

为天津药物研究院制剂中心制备；0.9%氯化钠注射

液（天津市津兰药业有限公司，批号 08101101，无

色澄明液体，每瓶 100 mL）；卵清白蛋白（OVA，

sigma 进口分装，批号 2010-09VS，规格 5 g/瓶）；

吸附无细胞百白破联合疫苗（北京天坛生物制品股

份有限公司，批号 2009060201，规格 0.5 mL/支）；

伊文思兰（Serva 进口分装，批号 871225）；牛血清

白蛋白（BSA，sigma 进口分装）；酶标记二抗（美

国 KPL 公司）；BSA 偶联抗原、OVA 偶联抗原，均

由北京望尔生物技术有限公司提供。 
1.2  主要仪器 

BT224S 天平，Sartorius 公司；G&G T2000 天

平，美国双杰兄弟（集团）有限公司；LXJ-IIB 低

速台式离心机，上海安亭科学仪器有限公司；酶标

仪，热电 MK3；酶标板，热电 NUNC。 
1.3  实验动物 

豚鼠，普通级，体质量 300～360 g，北京科宇

动物养殖中心提供，实验动物许可证号 SCXK（京）

2016-0011。SD 大鼠，SPF 级，体质量 140～180 g，
北京维通利华实验动物技术有限公司提供，生产单

位许可证号 SCXK（京）2016-0011。动物使用许可

证号 SYXK（津）2016-0009。 
2  方法 
2.1  ASA 

30 只豚鼠，随机均分为 5 组：阴性对照（生理

盐水）组、OVA（阳性对照，10 mg/kg）组、溶媒

对照（8%乙醇+8%丙二醇）组和黄芪甲苷注射液低

（0.4 mg/kg，略高于临床使用等效剂量）、高剂量（1.6 
mg/kg，约为临床使用等效剂量的 4.5 倍）组。豚鼠

连续间日 ip 相应受试药物进行致敏，共 5 次，末次

致敏后第 11 天，于前肢静脉一次快速给予受试药物

进行激发（激发剂量为致敏剂量的 3 倍）。观察豚鼠

在激发注射后 30 min 内出现的症状，记录每只豚鼠

症状出现及消失时间，症状判断标准为：0，正常；

1，不安宁；2，立毛；3，发抖；4，搔鼻；5，喷嚏；

6，咳嗽；7，呼吸急促；8，排尿；9，排粪；10，
流泪；11，呼吸困难；12，啰音；13，紫癜；14，
步态不稳；15，跳跃；16，喘息；17，痉挛；18，
横转；19，潮式呼吸；20，死亡。根据表 1 判断反

应级数确定受试物的过敏反应强弱。 

表 1  豚鼠全身致敏性评价标准 
Table 1  Evaluation criteria of ASA on guinea pigs 

症状 过敏级别 结果判定 

0 － 阴性 

1～4 ＋ 弱阳性 

5～10 ＋＋ 阳性 

11～19 ＋＋＋ 强阳性 

20 ＋＋＋＋ 极强阳性 
 
2.2  PCA 

25 只大鼠，随机均分为 5 组：阴性对照（生理

盐水）组、OVA（阳性对照，100 mg/kg）组、溶媒

对照（8%乙醇+8%丙二醇）组和黄芪甲苷注射液低

（0.5 mg/kg，略高于临床使用等效剂量）、高剂量（2.0 
mg/kg，约为临床使用等效剂量的 4.4 倍）组。大鼠

连续间日 ip 相应受试药物，同时 ip 佐剂百白破联

合疫苗 0.25 mL/只，共 5 次，末次给药后 12 d，采

血制备抗血清。 
另取大鼠 30 只，随机均分为 5 组，组别同上，

剃毛，麻醉。将上述各组分离所得部分血清（部分血

清留作抗体检测用）用生理盐水稀释为 1∶2，1∶4，
1∶8，1∶16，分别在大鼠背部脱毛的不同区域 sc
各对应组血清 0.1 mL 进行被动致敏。被动致敏约

48 h 后，各组动物 iv 与致敏剂量相同的抗原加等量

的 1%伊文思兰染料共 1 mL 进行激发。激发 30 min
后，麻醉处死，测量皮肤蓝斑直径，判定过敏反应

结果。无蓝斑（－）或蓝斑直径＜5 mm（±），过

敏反应阴性；蓝斑直径≥5 mm（＋）或弥漫（＋），

过敏反应阳性。 
2.3  PCA 血清抗体效价测定 

制备黄芪甲苷偶联抗原：采用琥珀酸酐法制备

黄芪甲苷半抗原，分别采用碳二亚胺（EDC）法和
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混合酸酐法将改造后的半抗原与载体蛋白 BSA 和

OVA 偶联[11-13]。取黄芪甲苷偶联抗原用包被液（pH
值为 9.6 的碳酸盐缓冲液）稀释 1 000 倍后，取 100 
μL 加入酶标板孔，37 ℃孵育 2 h，甩干，洗板，每

孔加入封闭液（含有 1% BSA 的 PBS）溶液 150 μL，
置于 37 ℃孵育 2 h，甩干备用。“2.2”项制备的

PCA 血清样本用 0.02 mol/L PBS（pH 7.2）稀释 50
倍后，各取 50 μL 加入准备好的酶标板孔中，37 ℃
反应 30 min，洗板；加入用 PBS-T 稀释 5 000 倍的

辣根过氧化物酶标记的羊抗大鼠酶标二抗 100 μL，
37 ℃反应 30 min，洗板 4～5 次；加入新鲜配制的

显色底物 A 液和 B 液各 50 μL，37 ℃反应 15 min，
以 2 mol/L 硫酸中止反应；用酶标仪置于 450 nm 波

长（630 nm 作为对照）测定板孔吸光度（A）值，

以 A 值大于 0.2 为阳性。 
3  结果 
3.1  ASA 结果 

致敏期间，各组动物均未出现任何异常反应。

激发给药后，阳性对照组 6 只动物在药后立即出现

搔鼻、喷嚏、呼吸困难、步态不稳、痉挛等一系列

过敏反应，药后 3 min 内全部死亡，即过敏反应呈

极强阳性；其它各组动物均未观察到任何过敏症状，

即过敏反应阴性。见表 2。 
3.2  PCA 结果 

阳性对照组 6 只动物被动过敏反应均为阳性；

阴性对照组、溶媒对照组和黄芪甲苷注射液 0.5、
2.0 mg/kg 剂量组所有动物被动过敏反应均为阴性，

结果见表 3。 
3.3  PCA 血清抗体效价测定 

阴性对照、溶媒对照和黄芪甲苷注射液低、高

剂量组所有动物血清样本 A 值均在 0.2 以下；阳性对

照组绝大部分样本 A 值接近 0.2 或大于 0.2，见表 4。 

表 2  黄芪甲苷注射液对豚鼠主动过敏实验结果(n = 6) 
Table 2  Results of ASA on guinea pigs at Astragaloside 
injection (n = 6) 

组别 
剂量/ 

(mg·kg−1) 
过敏级别 

结果判定 

阴性对照 — － 阴性 
溶媒对照 — － 阴性 
OVA 10 ＋＋＋＋ 极强阳性 
黄芪甲苷注射液    0.4 － 阴性 
    1.6 － 阴性 

 

表 3  黄芪甲苷注射液对大鼠被动皮肤过敏实验结果(n = 6) 
Table 3  Results of PCA on rats at Astragaloside injection (n = 6) 

组别 剂量/ (mg·kg−1) 
出现过敏症状动物数 

判定结果 
－ ± ＋ 

阴性对照 — 5 1 0 过敏反应阴性 
溶媒对照 — 3 3 0 过敏反应阴性 
OVA 100 0 0 6 过敏反应阳性 
黄芪甲苷注射液 0.5 6 0 0 过敏反应阴性 
 2.0 4 2 0 过敏反应阴性 

表 4  血清样本测定结果 
Table 4  Determination of serum sample 

组别 剂量/(mg·kg−1) 各组 5 个样本 A 值 
阴性对照 — 0.002 0.040 0.050 0.037 0.056 
溶剂对照 — 0.047 0.061 0.043 0.108 0.047 
OVA 100 0.106 0.219 0.287 0.187 0.219 
黄芪甲苷注射液 0.5 0.112 0.084 0.072 0.100 0.117 
 2.0 0.072 0.066 0.103 0.098 0.049 
 

为了验证阳性对照组A 值高于其他样本是否由

于对包被的偶联抗原中的 OVA 产生交叉反应，将

酶标板以 100 μL 质量浓度为 1 μg/mL OVA 进行包

被，测定阳性对照组样本对 OVA 的交叉反应。结

果显示，阳性对照组 5 个样本对 OVA 显色的 A 值

分别为：0.131、0.353、0.386、0.263、0.242，均偏

高，表明其对 OVA 存在交叉反应，由此可以证明

表 4 中的阳性对照组样本的显色是针对 OVA，而非
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黄芪甲苷药物本身。 
为了更进一步确定待测样本中是否有黄芪甲苷

的抗体，排除包被的偶联抗原中的 OVA 的干扰，采

用 BSA 偶联抗原进行包板，对所有血清样本进行检

测，结果显示所有血清样本 A 值均在 0.05 以下，进一

步证明血清样本中无黄芪甲苷的特异性抗体。见表 5。 
从血清测定实验结果来看，所测定的血清样本

中不存在针对黄芪甲苷药物的特异性抗体。 

表 5  血清样本与 BSA 偶联抗原的测定结果 
Table 5  Determination of positive serum samples and BSA conjugated antigen 

组别 剂量/(mg·kg−1) 各组 5 个样本 A 值 
阴性对照 — 0.010 0.009 0.028 0.008 0.009 
溶媒对照 — 0.010 0.013 0.005 0.008 0.032 
OVA 100 0.027 0.025 0.038 0.023 0.012 
黄芪甲苷注射液 0.5 0.033 0.035 0.029 0.030 0.038 
 2.0 0.020 0.015 0.044 0.043 0.033 

 
4  讨论 

随着中药现代化的发展，中药制剂在临床上的

应用日益广泛，其过敏性不良反应的报道也急剧增

多，其引发的过敏反应表现形式多样，可发生于任

何系统和器官，过敏反应轻者为荨麻疹及药疹，中

度反应表现为呼吸困难，重者表现为过敏性休    
克[14-15]。中药注射剂引起的过敏反应主要是 I 型过

敏反应和类过敏反应，引起过敏反应的原因及成分

复杂，既有中药多成分的复杂性，也有注射剂内的

辅料临床使用不当[16]；目前发布的《药物刺激性、

过敏性和溶血性研究技术指导原则》[5]对静脉注射

剂型过敏反应推荐使用 ASA 和 PCA 来预测中药注

射剂是否会产生过敏反应。 
ASA 发生机制是：初次进入体内的药物，可刺

激机体产生相对应的抗体，当药物再次进入体内时，

可与抗体结合形成抗原抗体复合物，从而导致肥大

细胞释放过敏介质（如组胺等），引起过敏反应。

PCA 发生机制是：由药物诱导动物产生 Ig E 抗体，

动物的抗血清皮内注射于正常动物后，Ig E 抗体与

肥大细胞受体结合，使正常动物被动致敏。当被动

致敏的正常动物再次接触相同药物时，结合半抗原

的载体蛋白可以与 Ig E结合，导致肥大细胞脱颗粒，

局部释放过敏介质，导致局部血管通透性增大，而

产生过敏反应。抗体效价一般采用生物学方法检测，

包括病毒中和试验法、免疫标记技术、血凝抑制试

验、双向免疫扩散技术等，其原理均基于抗原抗体

间的结合反应。除与其特异性抗体发生反应外，抗

原还与非特异抗体发生交叉反应[17]。目前我国过敏

反应临床前评价方法多为整体动物实验法，这些方

法对于药物致敏性的检测很不敏感，动物实验还存

在检测指标主观性强、重现性差等缺点。而体外血

清抗体效价方法具有检测直观，结果易于量化，客

观准确等优点，体内动物实验结合体外效价测定使

得过敏反应结果更加可信，二者结合，可以互相验

证，能够完善过敏反应临床前评价方法。 
黄芪甲苷，药理作用显著，有望成为疾病治疗

和康复用药物，具有广阔的市场发展空间[18-19]，但

口服生物利用度仅为 2.2%，且该化合物在油中、水

中均不易溶，因此本制剂中心用 25%乙醇+25%丙二

醇作为溶媒，研制出黄芪甲苷注射液，为评价该中

药注射剂临床使用是否会引起过敏反应，进行体内

ASA 和 PCA 实验，同时利用间接酶联免疫吸附测

定法（ELISA）对制备的血清进行抗体效价测定，

对体内 PCA 实验结果进行验证。黄芪甲苷注射液

体内 ASA 和 PCA 实验结果均为阴性，血清抗体测

定结果表明 PCA 实验制备的抗血清中不存在针对

黄芪甲苷药物的特异性抗体，这提示临床使用出现

过敏反应的可能性较小。 
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