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小鼠耳廓蓝染类过敏检测方法用于注射益气复脉（冻干）的质控研究
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摘  要：目的= =对小鼠耳廓蓝染类过敏检测法进行方法学的验证和优化，建立注射用益气复脉（冻干，vncj）质控方法。

方法 =小鼠 N次性尾 iv含 MKQB依文思蓝（b_）的受试物，以耳廓蓝染发生率和 b_渗出量作为类过敏评价指标，以 Compound=
QULUM为阳性对照，考察了方法的重复性、鼠耳萃取时间等影响因素，并对OMNQMNMR和OMNQMUMQ两个批次vncj（N=UMM=mgLkg）
进行了耳廓蓝染类过敏试验。结果  Compound= QULUM 具有明显的致类过敏反应，模型稳定，重复性好；鼠耳在加入甲酰胺

后室温下浸泡 O～R=d进行萃取，b_含量未发生显著变化；vncj=OMNQMNMR和 OMNQMUMQ两个批次均未发生类过敏反应。结

论  小鼠耳廓蓝染类过敏检测方法较稳定，可用于 vncj质量控制。=
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研究表明，临床上出现的急性过敏反应 TTB以

上为类过敏反应，而过敏反应和类过敏反应在临床

症状上表现相似，其本质区别在于体内是否产生抗

体。类过敏发生机制尚不明确，国内专家大多数认

为可能与类过敏物质直接刺激肥大细胞L嗜碱粒细

胞、或激活补体后导致组胺和过敏介质释放有关xNJPz。

迄今尚无成熟可靠的类过敏评价模型，《中药注射剂

安全性再评价非临床研究技术原则（试行）》中要求

进行全身主动过敏和被动皮肤过敏试验，但不能全

面和准确地预测临床上中药注射剂过敏反应的发

生，因此，在非临床安全性评价中鼓励采用新技术、

新方法对致敏性进行研究xQz。=
目前用于类过敏研究的主要有细胞模型和动物

模型。其中细胞模型一般采用 o_iJOeP大鼠嗜碱性

细胞、mUNR小鼠肥大细胞、huUNO人白血病细胞和

omjC大鼠腹腔肥大细胞等进行相关过敏介质的检

测xRz。动物模型一般采用小鼠的皮肤血管渗透性（小

鼠耳廓蓝染法）或腘窝淋巴结xSJTz等试验、大鼠血压

及相关介质的检测、_e~gle犬检测给药后的生理指

标等类过敏评价模型。

小鼠耳廓蓝染类过敏检测法是近几年大家比

较认可的、敏感可靠的类过敏检测方法。其原理

是：当致类过敏反应的药物首次 iv进入小鼠体内

时，可能刺激肥大细胞、嗜碱性粒细胞等释放组

胺或其他致敏活性因子，从而导致血管扩张、毛

细血管通透性增高。依文思蓝（b_）经静脉进入

体内，迅速与血浆蛋白结合。当毛细血管正常时，

结合于白蛋白上的 b_ 不会渗出到血管外，但当

致类过敏物质导致血管通透性增高时，b_随血浆

蛋白渗出到血管外的组织间隙，观察到小鼠耳廓

蓝染，可以通过分析耳廓蓝染情况，评价类过敏

反应及其程度xUJVz。=
天津天士力之骄药业有限公司近几年来对上市

后的产品注射用益气复脉（冻干，vncj）进行了

上市后安全性再评价工作，其中之一就是免疫毒理

方面的研究，即致敏原的寻找和过敏L类过敏方法学

的开发，对小鼠耳廓蓝染类过敏检测法进行了方法

学的建立、优化，并将其逐步固化成企业产品的安

全性质量控制方法。

N= =材料=
NKN= =试验动物=

CaJN（fCo）小鼠，昆明种，雄性，pmc 级，

体质量 OM～OR=g，购于北京维通利华实验动物技术

有限公司，实验动物生产许可证号 pCuh（京）OMNOJ=
MMMN。饲养条件为室温 OM～OR=℃，相对湿度 QMB～
TMB，照明时间 NO= Ü。定时定量添加饲料，食用鼠

专用颗粒饲料，饮用经过滤除菌后的过滤水，每日

更换垫料。

NKO= =主要仪器=
umOMR十万分之一天平，jbqqibo=qlibal；

qNMMM电子天平，dCd；fnfinite=MM多功能酶标仪、

TRMMOQPM小型高速离心机，qÜermo。=
NKP= =药品和主要试剂=

vncj，天津天士力之骄药业有限公司生产，

批号 OMNQMNMR、 OMNQMUMQ； Compound= QULUM
（CQULUM），货号 COPNP，批号 MTPjQMRMs，pigm~
公司；b_，批号 OMNPMONU，国药集团化学试剂有

限公司；甲酰胺，批号 OMNQMPMQ，天津市光复精

细化工研究所；氯化钠注射液，批号 NQMQMPNSMP，
石家庄四药有限公司；TRB乙醇，用于配制酒精

棉。

O= =方法=
OKN= =试验分组及给药=
OKNKN= =溶液的配制= =（N）MKUB=b_配制：称取 b_=MKU=
g，用 MKVB的氯化钠注射液 NMM= mi溶解，超声 NM=
min，使充分溶解。提前 N=d配制，次日用 MKOO=μm
的滤膜过滤后再用于配制含 b_的各组药液。=

（O）CQULUM= J= MKQB= b_ 生理盐水溶液：称取

CQULUM=S=mg，加入 P=mi=MKVB的氯化钠注射液溶解，

轻轻摇晃，再加入 P=mi经过滤后的 MKUB=b_。现用

现配。

（P）vncj：剂量为 N=UMM=mgLkg，取一支 vncj
加入 PKS=mi=MKVB的氯化钠注射液充分溶解，再加入

PKS=mi经过滤后的 MKUB=b_，现用现配。=
OKNKO= =试验分组= =阴性对照组：给予 MKQB=b_生理

盐水溶液；CQULUM组：阳性对照，给予 CQULUM=J=MKQB=
b_生理盐水溶液，给药剂量 OM=mgLkg；vncj组：

设置 N=UMM=mgLkg作为考察剂量。小鼠均尾 iv给药，

给药体积 OM=miLkg。=
vncj临床使用剂量为：每瓶装 MKSR=g，U支溶

于 ORM～RMM= mi生理盐水中，N次L日，成人按照体

质量 TM=kg，临床使用剂量为：MKSR=g×U支LTM=kg＝
TQKOV= mgLkg，小鼠L人换算关系为 NOKP 倍，N= UMM=
mgLkg相当于人用临床等效剂量的 NKVT倍；给药浓

度考察：给药浓度以 ORM= mi作为最严标准，人用

临床使用浓度为：MKSR= g×U 支 LORM= mi＝OMKU=
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mgLmi；N=UMM=mgLkg给药浓度为 VMKOT=mgLmi，是

临床使用浓度的 QKPQ倍。=
OKO= =试验指标选择=
OKOKN= = 小鼠耳廓蓝染评分= = 小鼠按体质量随机分

组，每组 NM只，各组小鼠分别 N次性尾 iv给予配制=
好的药液。采用秒表计时，给药后 PM=min脱颈处死

动物。根据耳廓蓝染情况，记录每组出现耳廓蓝染

的动物数，进行耳廓蓝染面积（p）评分，测定耳廓

蓝染发生率（p 评分≥N 分的动物百分率）。耳廓蓝

染面积（p）按照分级评估，见表 N。=

表 N= = p评分=
qable=N= = pcores=of=p=

分值 p 反应程度

M= 双耳无蓝染= 阴性

N=
M＜p≤NLU（占耳廓面积的 NLU以下，

下同）
可疑

O= NLU＜p≤NLQ= 弱阳性

P= NLQ＜p≤NLO= 阳性

Q= NLO＜p≤PLQ= 强阳性

R= PLQ＜p≤N= 极强阳性

OKOKO= =小鼠耳廓 b_渗出量测定= =（N）b_ 标准曲

线配制：称取 b_=NM=mg溶解于甲酰胺 NM=mi中，

配制成 N= mgLmi的储备液。取储备液 OMM= ‘i溶于

甲酰胺 OM= mi中，配制成 NM= ‘gLmi的工作液。各

浓度溶液配制见表 O。=

表 O= =标准曲线溶液配制=
qable=O= = polution=preparation=of=standard=curve=

标准曲线浓度L=

（‘g·mi−N）=

配制方法

工作液体积Lmi= 加入甲酰胺体积Lmi=

NMKMM= µ= µ=

UKMM= QKMMM= NKMMM=

SKMM= PKMMM= OKMMM=

QKMM= OKMMM= PKMMM=

OKMM= NKMMM= QKMMM=

NKMM= MKRMM= QKRMM=

MKRM= MKORM= QKTRM=

MKOR= MKNOR= QKUTR=

（O）样品处理及含量测定：评分完毕后，立刻

沿耳根剪下双耳，剪碎，在室温下用甲酰胺 O= mi
浸泡 QU=Ü，萃取耳廓内渗出的 b_染料，P=MMM=rLmin

离心 NR=min，取上清液 OMM=‘i加入 VS孔培养板中，

空白孔加入 OMM=‘i甲酰胺，酶标仪在 SOM=nm下测

定样品的吸光度（A）值。通过标准曲线计算出各

个样品的浓度，将各样品浓度转换成甲酰胺 O= mi
中所含有 b_的质量，计算 b_染料渗出量，b_升

高率。

b_升高率＝（给药组 b_含量－阴性对照组 b_含量）L

阴性对照组 b_含量=

（P）类过敏反应判断标准：依据易艳等xQJRI=TJNNz

文献中方法，本试验中设定如下判断标准：A：
耳廓蓝染发生率≥PMB；_：耳廓 b_ 升高率≥

RMB。以上 O 项条件均符合时，类过敏反应判断

为阳性。

OKP= =方法学考察=
OKPKN= =类过敏模型重复性考察= =以 CQULUM 作为阳

性药，考察类过敏反应模型重复性。试验共分 P次
进行，每次均设阴性对照组、CQULUM 组，CQULUM
给药剂量为 OKR、RKM、NMKM、OMKM= mgLkg。N次性尾

iv给药后，具体试验方法见“OKO”项。=
OKPKO= =鼠耳萃取时间对 b_ 含量的影响= =查阅众多

文献，小鼠耳廓蓝染法测定类过敏一般采用 QU=Ü萃
取；因拟将该方法学用于产品的质量控制检测，考

虑到检验人员的时间合理性，选取 R= d作为最高时

间段考察，因此考察 O和 R=d两个时间点。=
设阴性对照、CQULUM各 N组，每组 NM只小鼠。

N次性尾 iv给药，PM= min后取耳，剪碎，加 N= mi
甲酰胺萃取（试验当天），NO= RMM= rLmin离心 P=min
使耳朵碎片完全浸润在萃取液中，室温放置 O=d（QU=
Ü）、R=d（NOM=Ü）后，分别进行 b_含量测定，采用

pmpp=NTKM统计软件，进行单因素方差分析。=
OKPKP= = vncj 类过敏试验考察= = 重复 P 次考察

OMNQMNMR和 OMNQMUMQ两个批次vncj类过敏反应

的发生率，试验设置阴性对照组、CQULUM（OM=mgLkg）
组、vncj=N=UMM=mgLkg组，具体方法见“OKO”项，

试验共开展 P次，分 P周进行。=
OKPKQ= =其他细节问题= =分别对各组拍照原则、耳廓

取材大小和 b_专属性等进行考察。=
P= =结果=
PKN= =类过敏反应模型重复性考察=

动物耳廓蓝染情况见图 N，P次重复试验各组耳

廓蓝染发生率及 b_升高率结果见表 P。=
PKO= =鼠耳萃取时间对 bB含量的影响=

采用单因素方差分析进行检验，萃取时间及 b_=
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=

图 N= =不同剂量 CQULUM小鼠耳蓝染情况=
cigK=N= = bar=blue=staining=of=mice=treated=with=different=

doses=of=CQULUM=

含量结果见表 Q。阴性对照、CQULUM组萃取 O=d与 R=
d=b_含量比较，均无显著性差异。=
PKP= = vncj类过敏试验=

P 次重复试验的各组耳廓蓝染发生率及 b_ 升

高率结果见表 R。=

表 P= =不同剂量 CQULUM小鼠耳廓蓝染发生率及 bB升高率=
qable=P= = oesponse=rate=and=bB=increased=rate=of=mice=

treated=with=different=doses=of=CQULUM=

试验= 组别=
剂量L=

Emg·kg−NF=

耳廓蓝=

染发生=

率LB=

b_含=

量Lµg=

b_升=

高率LB=

类过=

敏反应=

第一次试验=阴性对照= µ= NM= MKTMR=S= µ= µ=

CQULUM= OKR= PM= MKSSV=R= －RKNO= µ=

RKM= NMM= OKUSS=T= PMSKOR= ＋=

NMKM= NMM= QKRVT=O= RRNKRM= ＋=

OMKM= NMM= PKPPM=T= PTOKMO= ＋=

第二次试验=阴性对照= µ= NM= MKQNV=N= µ= µ=

CQULUM= OKR= OM= MKSOV=P= RMKNR= µ=

RKM= TM= NKNUT=M= NUPKOM= ＋=

NMKM= NMM= RKOPP=N=N=NQUKRT= ＋=

OMKM= NMM= OKUSP=S= RUPKOQ= ＋=

第三次试验=阴性对照= µ= NM= MKSUMV= µ= µ=

CQULUM= OKR= OM= MKRSUO= －NSKRS= µ=

RKM= TM= NKUPRV= NSVKSP= ＋

NMKM= NMM= QKNRRV= RNMKPR= ＋

OMKM= NMM= SKPUSQ= UPTKVO= ＋

—：类过敏反应阴性；＋：类过敏反应阳性=
µW=neg~tive=~n~pÜyl~xisX=＋W=positive=~n~pÜyl~xis=

表 Q= =萃取时间及 bB含量结果=
qable=Q= = oesults=of=extraction=time=and=content=of=bB=

组别 萃取时间 b_含量Lµg=

阴性对照 O=d= MKQTS=U–MKMVP=N=

R=d= MKRMV=N–MKNMT=Q=

CQULUM= O=d= PKVNM=P–NKVVN=Q=

R=d= PKVQU=S–OKMMP=Q=

PKQ= =方法学优化中的细节问题=
PKQKN= =小鼠拍照原则  为了保留试验结果的可追

溯性，应对各组小鼠进行统一拍照，拍照时可用

纸条注明组别，避免混淆。必要时对 p 评分较高

的鼠耳（评分≥O 分）进行单独拍照。可见图 O=
范例。

PKQKO= =小鼠鼠耳的取材位置= =沿耳根剪下双耳，鼠

毛包被的位置应不剪到。

PKQKP= = b_专属性考察= =空白对照组（纯注射生理盐

水）和阴性对照组小鼠各 NM只，脱颈处死，剪取双

耳，浸泡于 O=mi的甲酰胺中，QU=Ü后，测定 A值。

A值采用pmpp=NTKM软件 t检验进行分析。结果见表 S，=

第一次试验=

第三次试验=

第二次试验=
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表 R= =不同剂量 vncj组耳廓蓝染发生率及 bB升高率=
qable=R= = oesponse=rate=and=bB=increased=rate=of=vncj=in=different=dosage=groups=

第几次试验 组别 剂量L（mg·kg−N）=
耳廓蓝染

发生率LB=
b_含量Lµg= b_升高率LB= 类过敏反应

第一次试验 阴性对照 µ= NM= MKROU=N= µ= µ=

CQULUM= OM= NMM= PKVRV=M= RNUKUV= ＋

vncj=OMNQMNMR= N=UMM= OM= MKRPT=U= －NRKVQ= µ=

vncj=OMNQMUMQ= N=UMM= NM= MKQQU=U= －OVKUR= µ=

第二次试验 阴性对照 µ= NM= MKTNU=R= µ= µ=

CQULUM= OM= NMM= NKTTP=Q= NQSKUP= ＋

vncj=OMNQMNMR= N=UMM= PM= MKRNN=T= －OUKTTQ= µ=

vncj=OMNQMUMQ= N=UMM= RM= MKRVM=R= －NTKUNO=R= µ=

第三次试验 阴性对照 µ= NM= MKPVT=P= µ= µ=

CQULUM= OM= NMM= OKRTU=M= RQUKVM= ＋

vncj=OMNQMNMR= N=UMM= PM= MKROM=O= PMKVQ= µ=

vncj=OMNQMUMQ= N=UMM= NM= MKQRR=N= NQKRR= µ=
—：类过敏反应阴性；＋：类过敏反应阳性=
µW=neg~tive=~n~pÜyl~xisX=＋W=positive=~n~pÜyl~xis=

图 O= =小鼠拍照示例=
cigK=O= = bxample=for=taking=pictures=of=mice=

表 S= =空白对照组和阴性对照组 A值=
qable=S= =A=value=in=black=control=and=negative=control=group=

组别 A值=
空白对照 MKMMM=U–MKMMM=P=
阴性对照 MKMNO=T–MKMMS=RGG=

与空白对照组比较：GGm＜MKMN=
GGm Y=MKMN=vs=bl~ck=control=group=

阴性对照组 A值与空白对照组比较，差异显著。说

明本方法测定耳廓内 b_含量具有专属性。=
PKQKQ= =标准曲线的确定= =经过大量的试验摸索，发

现 vncj类过敏试验中有的数据低于标准曲线的=
下限，其原因可能与 vncj试验剂量下本身不具

有致类过敏发生有关，对较低浓度区域 b_ 浓度

与 A 值进行线性回归分析，即降低 b_ 浓度范围

如：uu组 uu剂量 u号小鼠=
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为 N、MKTR、MKR、MKOR、MKO、MKNOR、MKMSO=R=‘gLmi，
与 A值的标准曲线为 y＝MKMPU=Nx＋MKMMN=N，oO＝
MKVVV=N。=
Q= =结论=
QKN= =类过敏反应模型重复性考察=

采用 CQULUM作为类过敏反应阳性药，对其不同

剂量进行考察，重复 P次试验结果均表明小鼠耳廓

蓝染法测定类过敏的模型稳定，重复性好。结果显

示，CQULUM引起类过敏反应的最低剂量为 R=mgLkg。
即在进行类过敏试验采用 CQULUM作为阳性药时，给

药剂量应≥R=mgLkg。不过 P次平行试验的数据也充

分表明，b_ 渗出量和升高率各次试验数据差别较

大，查阅梁爱华团队历年发表的文献，其中的

CQULUM组一般采用 OR=mgLkg，各次的试验数据也相

差较大，推测可能是试验动物本身的个体差异或其

他原因所致的系统误差，在每次试验过程中均设置

阴性对照组，各组试验动物的数值均减去阴性对照

组的数值，保证了每次试验结果的可靠性。

QKO= =鼠耳萃取时间对 bB含量的影响=
试验结果表明：阴性对照、CQULUM组萃取 O= d

与 R=d=b_含量均无显著性差异，即鼠耳在加入甲酰

胺后室温下浸泡 O～R=d均可，可方便试验人员选择

合适的时间进行试验。

QKP= = vncj类过敏试验考察=
（N）以 N= UMM= mgLkg作为给药剂量，结合耳廓

蓝染发生率和 b_ 升高率综合判断，P 次试验结果

表明，vncj=OMNQMNMR和 OMNQMUMQ两个批次均未

发生类过敏反应。说明采用小鼠耳廓蓝染类过敏方

法来考察 vncj可行，方法重复性好。=
（O）“沿耳根剪下双耳，鼠毛包被的位置应不剪

到”的规定能够消除不同试验人员操作的人为误差；

各组分别进行拍照，保证了原始数据的可追溯性。

（P）标准曲线的确定：N、MKTR、MKR、MKOR、MKO、
MKNOR、MKM= SOR= ‘gLmi 范围内，回归方程为 y＝= = =
MKM= PUNx＋MKM= MNN，oO＝MKV= VVN，且相关系数检验= = =
m＜MKMR，表明低浓度 b_与 A值存在良好的线性相

关性。在后续的试验中，我们可以提高 b_的含量，

如用 N=mi的甲酰胺浸泡鼠耳，从而使含鼠耳的 b_
浓度升高，在测定时能落在标准曲线的范围内，提

高试验数据的精确性。

R= =讨论=
关于动物试验中的方法学研究目前没有具体法

规介绍，为将小鼠耳廓蓝染类过敏检测方法转为

企业标准，我们进行了大量的深入研究。要建立

可控的方法学，首先从类过敏试验采用的动物进

行考察，通过查阅文献确定小鼠的品系为雄性

fCoxPz；其次从 b_的萃取时间、专属性、标准曲

线的浓度考察等方面保证了试验数据的准确性。

另外从其他细节如小鼠鼠耳的取材部位、拍照原

则等均进行了具体的规定，最终该方法学形成一

套严格可执行的标准作业程序（plm），用于

vncj的日常检验中。=
本次试验中采取 vncj=N=UMM=mgLkg，为人用临

床等效剂量的 NKVT倍，是人用临床使用浓度的 QKPQ
倍，该剂量的选择大于文献xRz中 P 个中药注射剂：

清开灵注射液为临床给药浓度的 MKPTR、MKTRM、NKRMM
倍，临床剂量的 NLO、等倍和 O 倍；生脉注射液为

临床给药浓度的 O、PKP倍，临床剂量的 N、NKST倍；

鱼腥草注射液为临床给药浓度的 NLO、MKUP 倍，临

床等效剂量的等倍、NKST倍。文献中指出，中药注

射剂的不良反应与浓度剂量具有明显相关性，本试

验结果说明 vncj安全较高。=
在将方法学用于企业标准的过程中，最大的难

点是评判标准的确定，标准过严，可能存在大量的

假阳性；标准过宽，方法学即失去了标准的意义。

只有在大量的试验条件的摸索验证和本产品结果的

基础上才能确定，企业可以根据自身产品的质量水

平，适当调整给药剂量和给药浓度，来提高产品的

内控标准。但是其前提是需要对大量产品类过敏反

应进行考察，通过积累的数据，确定本品是否有提

高的必要性和可能性，兼顾产品的安全性和出厂合

格率，同时结合该批次产品其他质控指标进行综合

分析，确定该批次产品是否放行。

中药注射剂的安全性问题受到业界和公众的

广泛关注，提高中药注射剂的内在质量是紧迫的产

业问题，国家鼓励企业自主开发新的药品安全评价

方法，而如何将生物评价方法转化为企业标准，

目前国家尚无此类指导原则给予帮助。我们尝试

将小鼠耳廓蓝染法类过敏评价方法转化为企业标

准，对于中药注射剂厂家来说，提供了一定的参

考技术思路。
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