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基于BN大鼠动物模型的注射用丹参多酚酸致敏性研究
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摘 要：目的 通过BN大鼠全身主动过敏实验考察注射用丹参多酚酸的过敏反应症状，检测致敏后BN大鼠血清中的 IgE、

组胺及β-氨基己糖苷酶含量，考察注射用丹参多酚酸是否产生速发型过敏反应。方法 以卵白蛋白为阳性药物、生理盐水为

对照，注射用丹参多酚酸分为低、中、高（13.43、26.86、134.30 mg/kg）3个剂量组分别直接对BN大鼠进行致敏和激发，

观察过敏反应症状；酶联免疫吸附法（ELISA）法检测致敏后动物血清中的 IgE、β-氨基己糖苷酶及组胺的含量变化；激发

后的BN大鼠立即处死，取肺组织进行HE染色。结果 BN大鼠全身主动过敏实验中仅卵白蛋白组有明显过敏反应；与对照

组比较，BN大鼠致敏血清 IgE水平仅卵白蛋白组显著升高（P＜0.05），组胺检测各组间均无显著性差异，注射用丹参多酚

酸中、高剂量组β-氨基己糖苷酶释放量显著降低（P＜0.05）；BN大鼠激发后，肺部组织病理结果仅阳性药组肺泡壁凝固性

坏死，肺间质有大量炎症因子浸润。结论 注射用丹参多酚酸未产生由 IgE介导的 I型过敏反应。
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Abstract: Objective Investigating the allergic reaction of Salvianolic Acids for Injection (SAFI) by active systemic anaphylaxis in

BN rats. detecting the content of IgE, histamine and β-hexosaminidase in the serum of BN rats after sensitization for investigating

whether the allergic reaction is immediate hypersensitivity. Methods ovalbumin (OVA) was used as positive drug group, stroke-

physiological saline solution was used as negative control group, and injection dose of SAFI was divided into low, medium and high

(13.43, 26.86, 134.30 mg/kg) groups to sensitize and stimulate BN rats directly, then observing the symptoms of allergic reaction.

Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) was used to detect the content of IgE, β-hexosaminidase and histamine in serum of

sensitized animals. After stimulation, BN rats were immediately sacrificed to obtain lung tissue for pathological study. Results BN

rats had no significant difference between drug groups and negative control group in allergic reaction except positive group. In the

sensitized serum of BN rats, The result of Enzyme linked immunosorbent assay show that IgE content of positive has significant

difference from the rest of the groups. And there was no significant difference among all test groups in detecting the content of

histamine. The release content of β -hexosaminidase test in the medium dose group and the high dose group was significantly
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different with other groups. And the concentration of SAFI was negatively correlated with the release content of β-hexosaminidase.

The results of Hematoxylin-Eosin show that the positive group had coagulation necnosis of alveolar wall and extensive

inflammatory factor infiltration in the lung stroma, while all the other groups were normal. Conclusion The results indicated the

SAFI may not cause anaphylaxis reaction in BN rats modle, long-term administration of the drug will not cause increasing (IgE,

histamine and β-hexosaminidase) indexes in vivo.

Key words: Salvianolic Acids for Injection (SAFI); active systemic anaphylaxis; BN rats; IgE; histamine; β-hexosaminidase

中药注射剂是指从药材中提取有效物质而制

成的，可通过 im、iv或滴注等方式进入人体内的制

剂。相对于传统中药剂型，中药注射剂具有起效

快、生物利用度高和给药方便等优势，然而随着中

药注射剂在临床上的广泛应用，其药品不良反

应（adverse drug reaction，ADR）报道也屡见不鲜［1-2］，

而目前中药注射剂在临床中的ADR主要是过敏反

应。过敏反应分为 4 种类型，其中由特异性抗

体（IgE）介导的变态反应称为Ⅰ型过敏反应，也叫速

发型超敏反应，该反应会激活细胞释放活性介

质（组胺、β-氨基己糖苷酶和 5-羟色胺等）［3-5］，这些

活性介质引发呼吸道过敏反应、消化道过敏反应、

皮肤过敏反应或全身性过敏反应。常见的Ⅰ型超敏

反应有过敏性休克，药物引起的药疹，其临床表现

包括皮肤、黏膜红疹、轻微黄斑或皮疹等，严重者出

现呼吸困难、血压下降、休克甚至死亡等［6-8］。注射

用丹参多酚酸具有良好的活血、化瘀、通脉等功效，

临床主要用于卒中病中经络（轻中度脑梗死）恢复

期治疗，临床使用安全，偶有患者发生皮疹、头晕、

头昏、头胀痛等不良反应［6］。

已有研究表明，BN大鼠血清中 IgE表达水平较

高，更容易模拟临床过敏患者的生理状态，是国内

外研究速发型过敏反应的适宜动物模型［9-12］。鉴于

以上理论和研究结果的支持，本研究采用 BN大鼠

建立速发型超敏反应模型，通过酶联免疫吸附

法（ELISA）检测致敏动物体内血清中 IgE、组胺及 β-

氨基己糖苷酶等活性介质的含量来考察注射用丹

参多酚酸是否会发生速发型超敏反应。

1 材料

1.1 药品和主要试剂

注射用丹参多酚酸，批号 20180901，天津天士

力之骄药业有限公司；β-氨基己糖苷酶检测试剂

盒（批号 m1063085）、大鼠组胺 ELISA 检测试剂

盒（批号 m1003022）、RAT（IgE）ELISA 检测试剂

盒（批号m1037602），均购于上海酶联生物科技有限

公司。卵白蛋白，货号A5253-500G，批号 SLBL739

2V，sigma 公 司 ；0.9% 注 射 用 氯 化 钠 ，批 号

1612193402，石家庄四药有限公司。

1.2 主要仪器

多功能酶标仪，瑞士 TECAN 公司；高速离心

机，美国 Thermo 公司；电子分析天平，瑞士 Mettler

公司。

1.3 动物

SPF级BN大鼠，雄性，200～220 g，8～10周龄，

购于北京维通利华实验动物技术有限公司，许可证

号SCXK（京）2016-0006。

2 方法

2.1 动物分组

适应期结束后，随机分成 5组：对照组、卵白蛋

白（阳性对照）组和注射用丹参多酚酸低、中、高剂

量组，每组 12只，致敏结束后随机每组取 6只用于

取血清（血清中 IgE、组胺及 β-氨基己糖苷酶检测），

另外每组6只用于全身主动过敏实验的激发。

2.2 剂量设计

注射用丹参多酚酸使用说明书临床用量为

130 mg/d，按照人体质量平均 60 kg 计算，相当于

2.17 mg/kg。按照FDA推荐的人与大鼠剂量换算系

数（6.2）［13］，计算得出 13.43 mg/kg 为大鼠的临床等

效剂量，设置低、中、高剂量为 13.43、26.86、134.30

mg/kg。致敏阶段：BN 大鼠按体质量 5 mL/kg体积

ip给药，1 mL/次，每只大鼠平均体质量 200 g，因此

配制药物浓度分别为 2.686、5.372、26.86 mg/mL。

激发阶段：BN大鼠尾 iv给药，2倍给药剂量，低、中、

高剂量分别为26.86、53.72、268.60 mg/kg。

2.3 BN大鼠全身主动过敏实验

2.3.1 致敏阶段 BN大鼠称质量记录，对照组ip 1 mL

生理盐水，卵白蛋白组 ip 20 mg/mL 卵白蛋白溶

液（生理盐水配制），注射用丹参多酚酸药液低、中

和高剂量组均 ip 对应的药液，隔日注射，共致

敏5次。

2.3.2 激发阶段 于第 5次致敏后 14 d时，BN大鼠

尾 iv 2倍致敏剂量的相应各组药物后，30 min内观

察大鼠全身过敏反应症状。

2.3.3 全身过敏反应症状及评价标准 依照国家
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食品药品监督管理局《中药、天然药物一般药理研

究学研究技术指导原则》（2005版）中关于《药物刺

激性、过敏性和溶血性研究技术指导原则》里对过

敏性实验方法项下的全身主动过敏试验的判断标

准（0 正常、1 不安宁、2 竖毛、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 哮鸣音、13 紫癜、14 步态不稳、15 跳跃

16 喘息、17 痉挛、18 旋转、19 潮式呼吸、20 死亡）及

评价标准［14］（表1），对大鼠激发后30 min，观察 BN大鼠

的全身过敏反应症状评分并记录。

2.3.4 BN 大鼠肺部病理学检查 激发后的 BN 大

鼠观察（30 min）后，立即处死，解剖，摘取完整肺部，

固定于 4% 多聚甲醛溶液中，在−4 ℃冰箱中储存

3～4 d，待组织固定后进行组织脱水、包埋并切片，

进行HE染色和显微镜观察。

2.4 血清中 IgE、组胺及β-氨基 己糖苷酶指标检测

2.4.1 致敏血清制备 取末次致敏后 14 d的BN大

鼠用 10% 水合氯醛麻醉后，快速腹主动脉取血

于10 mL的EP管中，冰浴中静置2～3 h后，3 000 r/min离

心 20 min，取上层血清，−20 ℃保存。2 周内用于

IgE、组胺及β-氨基己糖苷酶的测定。

2.4.2 组胺释放量测定 按照说明书进行操作，标

准品加样：设置标准孔，每孔加不同浓度的标准品

50 μL；加样：分别设空白孔（不加样品及酶标试剂）、

待测样品孔。在酶标包被板上加“2.4.1”项BN大鼠

血清 50 μL（样品最终稀释度为 5倍）。轻轻晃动混

匀；加酶：每孔加入酶标试剂 100 μL，空白孔除外，

封板膜封板，37 ℃孵育 60 min。洗涤：小心揭掉封

板膜，弃去液体，每孔加满洗涤液，静置 30 s后弃去，

如此反复5次，拍干。显色：每孔加入显色剂A 50 μL，再

加入显色剂B 50 μL，轻轻震荡晃匀，避光 37 ℃孵育

15 min。终止：每孔加入终止液 50 μL，终止反应。

测定：以空白孔调零，450 nm波长依序测量各孔的

吸光度（A）值。

2.4.3 IgE 释放量测定 按照说明书进行操作，基

本同“2.4.2”项。

2.4.4 β-氨基己糖苷酶释放量测定 按照说明书进

行操作，基本同“2.4.2”项。

以上各实验计算均以标准物的浓度为横坐标，

A值为纵坐标，绘制标准曲线，计算标准曲线直线回

归方程，根据样品A值由标曲算出相对应的浓度，再

乘以稀释倍数，即为样品实际浓度。各组实验数据

使用 SPSS 17.0 软件进行处理 ，使用 GraphPad

Prism 7软件进行绘图。

3 结果

3.1 BN大鼠主动全身过敏实验结果

仅卵白蛋白组 6只BN大鼠有明显过敏反应如

竖毛、呼吸急促、排粪、静卧、步态不稳等，对照组和

注射用丹参多酚酸低、中、高 3个剂量组均未出现明

显过敏反应现象。见表2。

3.2 BN大鼠肺部病理实验结果

如图 1所示，BN大鼠致敏后，卵白蛋白组肺泡

壁凝固性坏死、炎细胞浸润；而其他各组肺泡完整

且呈空泡状薄壁结构。

3.3 IgE、组胺及β-氨基己糖苷酶释放量测定结果

如表 3所示，与对照组比较，注射用丹参多酚酸

组 IgE释放量无明显差异，卵白蛋白组显 IgE 释

放量著升高（P＜0.05）；组胺释放量各组间均无显

著性差异；与对照组比较，注射用丹参多酚酸中、高

剂量组 β -氨基己糖苷酶释放量显著降低（P＜

0.05），且呈剂量相关。

表1 全身致敏性评价标准

Table 1 Evaluation criteria of systemic sensitization

症状

0

1～4症状

5～10症状

11～19症状

20

评价标准

—

＋

＋＋

＋＋＋

＋＋＋＋

过敏反应判断

阴性

弱阳性

阳性

强阳性

极强阳性

表2 BN大鼠主动过敏评分判定结果

Table 2 Results of active allergy score of BN rats

组别

对照

卵白蛋白

注射用丹参多酚酸

剂量/（mg·kg−1）

—

20

13.43

26.86

134.30

n/只

6

6

6

6

6

出现过敏症状动物数

—

6

0

6

6

6

＋

0

0

0

0

0

＋＋

0

4

0

0

0

＋＋＋

0

2

0

0

0

＋＋＋＋

0

0

0

0

0

判定结果

阴性

阳性

阴性

阴性

阴性
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4 讨论

近年来中药注射液在临床使用过程中出现的

不良反应日益引起大家的广泛关注［15］，尤其是过敏

反应占总不良反应的比例最高［1］。前期预实验采用

BN 大鼠和 Wistar大鼠 2种动物模型进行主动全身

过敏实验，同等剂量的阳性药在Wistar大鼠身上仅

出现搔鼻、发抖等轻微一过性的过敏反应症状，而

BN大鼠除了搔鼻、竖毛等现象外，还能出现较为明

显的步态不稳、排粪、呼吸急促等明显过敏反应症

状，因此正式研究采用BN大鼠作为本次实验的Ⅰ型

过敏反应的动物模型，这也与文献报道“BN大鼠较

Wistar大鼠可能更适宜作为Ⅰ型过敏反应的动物模

型”一致［16］。

另外有文献报道，机体内的 IgE、组胺和 β-氨基

己糖苷酶的含量一般与过敏反应发生程度呈直接

正相关［7-8］，因此本研究检测致敏 14 d后BN大鼠体

内血清 IgE、组胺和 β-氨基己糖苷酶含量，结果发

现，IgE的含量仅阳性药组与其余组有显著性差异，

给药组与对照组均无显著性差异；组胺释放量各组

间均无显著性差异；与对照组比较，注射用丹参多

酚酸中、高剂量组 β-氨基己糖苷酶释放量显著降

低，且呈剂量相关性，说明 β-氨基己糖苷酶释放量

与注射用丹参多酚酸呈负相关，与过敏反应无关。

全身主动过敏实验、肺部病理切片检查和血清

中 IgE的检测结果均为阴性，注射用丹参多酚酸对

BN大鼠多次给药后未产生Ⅰ型过敏反应，推测临床上偶有

发生的皮疹等轻微不良反应可能不是由于Ⅰ型过敏反应导

致，课题组后续将对注射用丹参多酚酸从非临床角度进

一步考察其是否发生类过敏反应。
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图1 BN大鼠肺部切片HE染色（200×）

Fig. 1 HE staining section of lung in BN rats（200×）

表3 BN大鼠血清 IgE、组胺、β-氨基己糖苷酶水平测定（（
-x± s，，n=6））

Table 3 Determination of serum IgE，histamine and β - aminohexosidase levels in BN rats（（-x± s，，n=6））
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