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基于实时细胞分析技术评价注射用益气复脉（冻干）类过敏反应
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摘  要：目的 =建立中药注射剂体外类过敏反应评价方法，快速评价不同批次注射用益气复脉（冻干）类过敏反应表现。方

法  体外培养嗜碱性白血病细胞株o_iJOeP细胞，选择Compound=QULUM为阳性药，采用实时细胞分析（re~lJtime=cell=~n~lysis，
oqCA）系统检测药物干预后引起的细胞指数（Cf）值变化，并利用甲苯胺蓝、鬼笔环肽染色观察细胞形态、骨架变化，以

及检测组胺和 βJ已糖苷酶释放量验证 o_iJOeP细胞的脱颗粒情况。选择 OM个批次的注射用益气复脉（冻干，100 μg/mL）
作用于o_iJOeP细胞，进行基于oqCA技术的类过敏反应评价。结果 =阳性药Compound=QULUM（20 μg/mL）能够使o_iJOeP
细胞的 Cf值在加药后 PM= min内呈先快速上升后下降趋势；形态学研究发现，Compound= QULUM使细胞形态和细胞骨架均

发生明显改变，发生明显的脱颗粒现象；组胺和 βJ己糖苷酶释放实验进一步证实 Compound=QULUM导致炎症介质的释放，

引起了明显的脱颗粒现象；提示 oqCA系统可以用于快速敏感的评价 o_iJOeP细胞脱颗粒。不同批次的注射用益气复

脉（冻干）对 o_iJOeP 细胞 Cf 值无明显影响，提示所选批次为合格批次，无类过敏反应现象的发生。结论= =建立了

一套基于 oqCA 系统的类过敏反应体外快速评价技术，可用于注射用益气复脉（冻干）等中药注射剂类过敏反应的体

外快速评价。
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中药注射剂不良反应临床多表现为类过敏反

应、发热反应等，目前尚无快速敏感的检测方法。

大量研究表明xNz，药物作用于肥大细胞或嗜碱性粒

细胞引起脱颗粒、释放组胺等，是导致临床不良反

应发生的关键环节。o_iJOeP细胞是tist~r大鼠嗜

碱性白血病细胞株，胞浆内含有大量颗粒，当受到

抗原或者非抗原物质刺激时，活化后发生脱颗粒反

应，可释放含有组胺、βJ氨基己糖苷酶等物，从而产

生一系列的生物学效应，被认为是体外检测脱颗粒

反应的最佳模型xOz。实时细胞分析（re~lJtime= cell=
~n~lysis，oqCA）可实时检测电极板中细胞形态及

结构的变化，且以细胞指数（cell=index，Cf）的形

式反应xPz，是一种新兴、基于电子阻抗技术监测活

细胞状态的检测方法xQz。因此，本实验建立实时、

无标记、快速敏感的体外细胞脱颗粒检测系统，首

次评价不同批次的注射用益气复脉（冻干）对

o_iJOeP 细胞脱颗粒的影响，从而为进一步保障

益气复脉（冻干）临床使用的安全性提供一定方法

学参考。=
N= =材料=
NKN= =细胞=

o_iJOeP细胞，来源于美国模式培养物集存库

（Amerie~n= tpye=culture=colleetion，AqCC），购自中

国科学院上海细胞研究所。=
NKO= =药物及主要试剂=

注射用益气复脉（冻干），共 OM个批次，批号

分别为 OMNQMSMN、OMNQMSMO、OMNQMVMN、OMNQMVMO、
OMNQNMMN、 OMNQNMMO、 OMNQNMMP、 OMNQNMMQ、
OMNQNNMO、OMNQNNMP，天津天士力之骄药业有限公

司生产；CompoundQULUM，批号 NMMOPQMTNO，购自

美国 pigm~公司。=
ajbj培养基（美国 df_Cl，批号 UNNONNU）；

胎牛血清（天津市中奥天原生物制品有限公司）；

MKORB胰酶（吉诺生物医药有限公司，批号

MTNONNMP）；甲苯胺蓝（批号 NMMOPQNPVO）、鬼笔环

肽，均购自美国 pigm~ 公司；hCl、k~Cl、

k~OemlQ·NOeOl、heOmlQ、k~eClP、C~ClO、
jgplQ、CoEklPFO·SeOl、（keQ）pe等无机试剂

均为分析纯（天津化学试剂厂）；青、链霉素（分别

含青霉素 100 μg/mL 和链霉素 100 μg/mL，pigm~，
华美生物工程公司北京分公司提供）；组胺和 βJ己
糖苷酶试剂盒（南京建成生物工程研究所）。=
NKP= =主要仪器=

RB= ClO 恒温培养箱（美国 qÜermo= pcientific=
Cytoperm 公司）；倒置相差显微镜（德国 uaJNMN=
VUMNM）； clexst~tion= P 多功能酶标仪工作站

（jolecul~r=aevices）；oqCA系统、NS孔电极板（美

国罗氏公司）；生物洁净工作台（g_JCgJOcC型，苏

州佳宝净化工程设备有限公司）；iawRJO医用离心

机（北京医用离心机厂）；ahJVUJffA水浴锅（天津

泰斯特仪器有限公司）；超纯水装置（美国C~sc~d~）；
高压灭菌器（日本 pAkvl）；－UM=℃低温冰箱（日

本 p~nv公司产品，jacJrQMUS型）。=
O= =方法=
OKN= = oqCA检测 oBiJOeP细胞脱颗粒方法的建立=
OKNKN= = 大鼠嗜碱性粒细胞 o_iJOeP 的培养

o_iJOeP细胞培养于含 NRB胎牛血清的 ajbj培

养基中，放置于 PT=℃、饱和湿度、RB=ClO培养箱

中。o_iJOeP细胞为贴壁生长，当细胞生长铺满约

培养瓶 VMB底面积时，可进行传代。传代时将培养

瓶从 ClO培养箱中取出，打开瓶盖，弃培养液，加

入 MKORB胰酶消化，当镜下观察细胞间有明显的间

隙，细胞明显变圆时，迅速加入含 NMB胎牛血清的

培养液终止消化，用吸管吹打将细胞收集于离心管

中，常温下，l=MMM=rLmin离心 R=min，再加入新鲜完

全培养液重悬传代。传代比例为 N∶P，每 Q天传代

N次。=
OKNKO= =实时监测 o_iJOeP 细胞的增殖情况= =为考

察细胞的合适接种密度，首先利用 oqCA系统进行

筛查。实验过程中将 oqCA检测工作台放在 ClO细
胞培养箱中，调整 o_iJOeP 细胞密度分别为 Q×
NMR、O×NMR、N×NMR、R×NMQ、OKR×NMQ、NKOR×
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NMQLmi，将 150 μL 细胞悬液接种于 NS孔电极板中，

使细胞贴附于电子传感器表面，另设对照组，只添

加培养基，不接种细胞。接种细胞后将电极板置于

oqCA检测工作台上，设置监测间隔为 NR=min，记

录 Cf值。=
OKNKP= = oqCA检测 Compound= QULUM对 o_iJOeP细
胞脱颗粒的作用= = o_iJOeP细胞以 N×NMRLmi的细

胞浓度接种于 NS孔电极板，每孔 100 μL，监测 OQ=Ü，
待细胞增殖稳定后，分为对照组和 Compound=QULUM
（20 μg/mL）组，于 oqCA 检测工作台上，与分析

仪和 oqCA 系统控制台接通，设置监测间隔为 O=
min，监测 OQ= Ü。通过 oqCA系统实时监测细胞状

态的变化，并绘制出 o_iJOeP 细胞的实时特征 Cf
值曲线。=
OKO= = oqCA检测 oBiJOeP细胞脱颗粒方法的验证=
OKOKN= =甲苯胺蓝染色考察 Compound=QULUM对 o_iJ=
OeP细胞的影响= = o_iJOeP细胞以 NKR×NMQLmi的

密度接种培养于 NO孔板培养，待 OQ=Ü细胞贴壁后，

分为对照组和 Compound=QULUM（20 μg/mL）组，每

孔设 R个复孔，分别在药物作用 R、OM、SM=min后，

每孔加入 MKRB的甲苯胺蓝染液 20 μL，染色 P= min
后，吸弃培养液，倒置显微镜下观察细胞脱颗粒形

态的变化。=
OKOKO= =鬼笔环肽染色考察 Compound=QULUM对 o_iJ=
OeP 细胞骨架的影响 = = o_iJOeP 细胞以 NKR×
NMQLmi的密度接种培养于 NO孔板培养，待 OQ=Ü细
胞贴壁后，设对照组和 Compound=QULUM（20 μg/mL）
组，每孔设 R个复孔，PT=℃孵育 R、OM、SM=min，
N=Ü吸弃培养液，用多聚甲醛固定细胞，鬼笔环肽JpÜ
荧光染色。=
OKOKP= = Compound=QULUM对o_iJOeP细胞 βJ氨基已糖

苷酶、组胺释放量的影响= = o_iJOeP 细胞以 NKR×
NMQLmi 的密度接种于 VS 孔培养板中培养，细胞贴

壁 OQ=Ü，吸弃培养液，设对照组和 Compound=QULUM
（20 μg/mL）组，于 PT=℃孵育 PM、SM、VM=min，取

细胞裂解上清液，blis~试剂盒测定细胞总组胺和 βJ
己糖苷酶的释放量。数据均用 x s± 表示，采用 pmpp=
NTKM统计软件进行数据处理，结果均采用单因素方

法分析进行显著性检验。=
OKP= = oqCA检测不同批次注射用益气复脉（冻干）

对 oBiJOeP细胞的影响=
抽取 OM 个批次益气复脉进行实时检测，

o_iJOeP 细胞以 N×NMRLmi 的细胞浓度接种于 NS

孔细胞电极板，每孔 100 μL，监测 OQ=Ü，待细胞增

殖稳定后，加入不同批次注射用益气复脉（冻干），

使终浓度为 100 μg/mL（前期实验通过jqq法测定

细胞活力摸索出来的最佳给药浓度，此给药浓度，

对细胞活力无明显影响，最接近于对照组），每组设

R个复孔，监测间隔为 R=min，实时监测 OQ=Ü，通过

oqCA 系统实时监测细胞状态的变化，并绘制出

o_iJOeP细胞的实时特征 Cf值曲线。=
P= =结果=
PKN= =实时监测 oBiJOeP细胞的增殖情况=

oqCA实时检测细胞增殖情况 QU= Ü后，如图 N
所示，可观察到不同密度的细胞均有不同的生长曲

线，并且有不同的 Cf 值。Cf 值依赖于接种浓度，

不同浓度细胞的 Cf值从 MKN到 OKO不等。o_iJOeP
细胞接种浓度低于 NUTRL孔时，Cf 值在观察时间内

未发生明显变化，说明细胞并未增殖；而 o_iJOeP
细胞接种浓度高于 NUTRL孔时，Cf值在 QU=Ü内持续

增高，说明细胞增殖较活跃；当接种浓度为 T= RMML
孔或者 NR=MMML孔时，Cf值在 PO=Ü内持续增长，且

成对数生长趋势，PO=Ü后进入平台期，细胞增殖活

跃。o_iJOeP 细胞接种浓度达到 PM= MMML孔时，Cf
值在 OQ= Ü内持续上升，直到 OQ= Ü达到顶峰，直至

PO=Ü开始下降。本实验后续研究选取 NR=MMML孔作为

最适的细胞接种浓度。=
=

= =

图 N= =不同接种密度的 oBiJOeP细胞 Cf值的变化=
cigK=N= = Changes=of=Cf=value=of=oBiJOeP=cells=with=different=

inoculation=density=

PKO= = oqCA监测Compound= QULUM诱导的oBiJOeP
细胞脱颗粒=

如图 O 所示，与对照组比较，阳性药

Compound=QULUM（20 μg/mL）可明显改变 o_iJOeP
细胞正常的增长规律，Cf值在加药后 PM=min内呈

先快速上升后下降，PM～SM=min略微上升，SM=min
后有下降的趋势。结果提示，阳性药 Compound= =

OKR=

NKR=

MKR=

－MKR=

=

C
f=

PM=MMML孔=

NR=MMML孔=
T=RMML孔=

P=TRML孔=
N=UTRL孔=
VPTL孔=

对照=

M= = = = = = = = = = = = = = = = OM= = = = = = = = = = = = = = = QM= = = = = = = = = = = = = = = SM=
细胞培养 tLÜ=
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图 O= = oqCA监测 Compound=QULUM诱导的 oBiJOeP细胞

脱颗粒=
cigK=O= = oqCA=monitoring=of=Compound=QULUM=induced=

degranulation=of=oBiJOeP=cells=

QULUM（20 μg/mL）可诱导 o_iJOeP细胞脱颗粒、

结构变形，在 oqCA 实时监测过程中表现出了特

异性变化。=
PKP= = oqCA评价 oBiJOeP细胞脱颗粒方法的验证=
PKPKN= =甲苯胺蓝染色考察 Compound=QULUM对 o_iJ=
OeP 细胞的影响 = = o_iJOeP 细胞与 Compound=
QULUM 分别作用不同时间后，用甲苯胺蓝染色，结

果如图 P所示，对照组细胞生长良好，呈梭形，细

胞核清晰可见，细胞质饱满，染成深蓝色；加

Compound=QULUM（20 μg/mL）后细胞梭形逐渐变圆

甚至多边形，出现明显的脱颗粒现象。=
PKPKO= =鬼笔环肽染色考察 Compound=QULUM对 o_iJ=
OeP细胞骨架的影响= = o_iJOeP细胞与 Compound=
QULUM 分别作用不同时间后，多聚甲醛固定细胞，

用鬼笔环肽染色，在荧光显微镜下观察细胞骨架的

变化。如图 Q所示，对照组 o_iJOeP细胞骨架变化

不明显，Compound=QULUM组细胞边缘出现折光性，

骨架发生明显变化。=
PKPKP= = Compound=QULUM对 βJ己糖苷酶、组胺释放量

的影响= =如图 R 所示，与对照组比较，Compound=
QULUM 能显著增加 βJ己糖苷酶、组胺释放量（m＜
MKMN），提示 Compound=QULUM能诱导 o_iJOeP细胞

脱颗粒。=
PKQ= = oqCA分析不同批次注射用益气复脉（冻干）

对 oBiJOeP细胞脱颗粒的影响=
oqCA 实时监测结果显示，加入不同批次益

气复脉（100 μg/mL）对 o_iJOeP细胞 Cf值均没

有明显影响，提示不同批次益气复脉（冻干）不

引起 o_iJOeP细胞脱颗粒，无类过敏反应发生。

见图 S。=

Q= =讨论=
中药注射剂目前在我国临床上广泛用于各类疾

病的治疗，且表现出良好的疗效，为人类医疗健康

做出了巨大贡献xRJSz。但随着其应用范围的不断扩大，

同时也表现出一系列的不良反应。大量临床研究发

现，类过敏反应是中药注射剂的主要不良反应xTJVz。

本研究利用oqCA系统建立了类过敏反应体外快速

评价技术，OM 批次注射用益气复脉（冻干）对

o_iJOeP细胞脱颗粒无明显影响，提示所检测批次

的益气复脉均不能引起过敏样反应。=
类过敏是由于非 fgb介导的肥大细胞和嗜碱性

粒细胞（o_iJOeP）脱颗粒，释放炎症介质所致。

研究者多将 o_iJOeP 细胞作为筛选和评价类过敏

反应的可靠体外模型xOI=NMz。o_iJOeP细胞在类过敏

反应过程中发生脱颗粒，释放多种生物介质（组胺、

βJ己糖苷酶等），同时细胞的形态及骨架也会发生明

显变化。传统上常用的评价类过敏反应方法为体外

检测 o_iJOeP细胞活性物质的释放xNNJNOz（如组胺、

βJ己糖苷酶）以及电镜或扫描观察细胞脱颗粒的形

态和骨架变化xNPJNQz。但这些检测方法都必须对肥大

细胞进行化学固定及显色处理，不但失去了活体状

态下脱颗粒的生物信息，而且检测过程比较繁琐，

敏感性较低。就化学染色法而言，只能监测到某一

时项细胞脱颗粒的变化，不能进行连续动态的检测。

因此，建立简便易行并可对肥大细胞脱颗粒进行直

观实时动态观测的方法十分必要。=
oqCA 是一种新兴的、基于电子阻抗技术监测

活细胞状态的检测方法，可实时连续检测电极板中

细胞形态及结构的变化，且以 Cf的形式反映。本实

验中，我们选择 Compound=QULUMxNRz作为阳性药，运

用 oqCA实时监测 Compound=QULUM对 o_iJOeP细
胞脱颗粒的影响，结果发现，与对照组比较，加入

Compound= QULUM 后 Cf 值发生明显改变，提示

Compound=QULUM能明显诱导o_iJOeP细胞脱颗粒，

此结果和本课题组前期研究相一致xNSz。接着我们选

择甲苯胺蓝和鬼笔环肽染色验证 o_iJOeP 细胞脱

颗粒过程中细胞形态和骨架的变化，结果发现，

Compound= QULUM作用后可明显引起 o_iJOeP细胞

形态和骨架的变化，与 Cf值的变化相一致。同时我

们检测了组胺和 βJ己糖苷酶的释放，进一步对其进

行验证，结果发现，Compound=QULUM可明显引起组

胺和 βJ己糖苷酶释放的增加。结果提示，oqCA系
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图 P= =甲苯胺蓝染色验证 Compound=QULUM对 oBiJOeP细胞形态的影响=
cigK=P= = qoluidine=blue=staining=to=verify=effect=of=Compound=QULUM=on=oBiJOeP=cells=morphology= =

= =

图 Q= =鬼笔环肽染色验证 Compound=QULUM对 oBiJOeP细胞骨架的影响=
cigK=Q= = mhalloidin=staining=to=verify=effect=of=Compound=QULUM=on=oBiJOeP=Cytoskeleton= =

                    

 

与对照组比较：GGm＜MKMN=
GGm Y=MKMN=vs=control=group=

图 R= = Compound=QULUM对 oBiJOeP细胞 βJ己糖苷酶、组胺释放量的影响（ x±sI=n ==R）=
cigK=R= = bffect=of=Compound=QULUM=on=release=of=beta=hexose=glucosidase=and=histamine=in=oBiJOeP=cells=E x ±sI=n ==RF=

 

                  

图 S= = oqCA监测不同批次注射用益气复脉（冻干）对 oBiJOeP细胞脱颗粒的影响=
cigK=S= = oqCA=monitoring=effect=of=different=batches=vncj=on=degranulation=of=oBiJOeP=cells=

统曲线 Cf 值的变化与 o_iJOeP 细胞脱颗粒密切

相关，Cf 值变化可反映 o_iJOeP 细胞的脱颗粒

现象。=

基于 oqCA 方法我们选择 OM 个不同批次注射

用益气复脉（冻干）进行类过敏反应评价，结果发

现，益气复脉对 o_iJOeP细胞 Cf值无影响，无类
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过敏现象的发生，与临床反应数据一致均为合格= =
样品。=

本研究建立了通过 Cf 值变化评价肥大细胞脱

颗粒反应的新方法，该方法快速、灵敏、可靠，可

实时连续检测肥大细胞的脱颗粒反应，为中药注射

剂的临床安全性评价提供了可靠的监测手段，具有

广泛的应用价值。=
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