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基于RBL-2H3与P815细胞体外模型的聚山梨酯 80、维生素 K1 注射剂、

注射用两性霉素B脂质体类过敏反应潜在风险评价
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摘 要：目的  基于RBL-2H3及 P815细胞系，选择Compound 48/80（C48/80）为阳性药构建类过敏反应的体外评价模型，

初步评价聚山梨酯 80、维生素K1注射剂（VK1I）、注射用两性霉素B脂质体（ABL）导致类过敏反应的潜在风险。方法  应

用 CCK-8 法检测 C48/80（10、30、60、100 μg·mL−1）、聚山梨酯 80（2.5、5.0、10.0、50.0 mg·mL−1）、VK1I（0.625、1.250、

2.500、5.000、10.000 mg·mL−1）、ABL（0.125、0.250、0.500、1.000、2.000 mg·mL−1）对RBL-2H3、P815细胞活性的影响，计算半数

抑制浓度（IC50），阳性药及受试物均选择＜IC50浓度进行后续实验；结合中性红染色形态学观察，研究阳性药及受试物的细胞

毒性；流式细胞仪检测Annexin V阳性细胞率及Fluo-4AM标记率；ELISA法检测 β-氨基己糖苷酶（β-Hex）及组胺释放量。

结果 中性红染色结果显示，在C48/80作用下RBL-2H3、P815细胞部分皱缩或者偶有破损，但大部分细胞仍维持完整细胞形

态；在聚山梨酯 80、ABL、VK1I高浓度的作用下，RBL-2H3、P815细胞大部分仍能保持正常形态。C48/80在＜IC50浓度时能够

引起较强的细胞脱颗粒反应，模型建立成功。聚山梨酯 80、VK1I在＜IC50浓度时均出现了浓度相关性细胞脱颗粒现象，与

对照组比较，2种细胞聚山梨酯80 2.5、5.0 mg·mL−1组及VK1I 0.75、1.50、3.00 mg·mL−1组Annexin V阳性率、Fluo-4AM标记率均

显著升高（P＜0.05、0.01）；聚山梨酯 80 2.5、5.0 mg · mL−1 组及 VK1I 1.5、3.0 mg·mL−1组的组胺、β-Hex释放量显著升高（P＜

0.05、0.01）。ABL 组 Annexin V 阳性率浓度相关性升高趋势不明显，与对照组比较，仅 P815 细胞 ABL 2.00 mg·mL−1

组显著升高（P＜0.05），且升高幅度不大；与对照组比较，2种细胞ABL 1、2 mg·mL−1组的Fluo-4AM标记率和组胺、β-Hex释

放量显著升高（P＜0.05、0.01）。结论  聚山梨酯80、VK1I高浓度具有导致类过敏反应产生风险，ABL 还需进一步研究。
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Abstract: Objective To establish an in vitro pseudoallergy model based on RBL-2H3 and P815 cell lines and select Compound 48/

80 as positive drug to evaluate potential of tween 80, Vitamin K1 Injection (VK1I) and Amphotericin B Liposomes (ABL) to induce 

pseudoallergy. Methods Applying CCK-8 method to detect the effects of  C48/80 (10, 30, 60, 100 μg·mL−1), polysorbate 80 (2.5, 

5.0, 10.0, 50.0 mg·mL−1), VK1I (0.625, 1.250, 2.500, 5.000, 10.000 mg·mL−1), ABL (0.125, 0.250, 0.500, 1.000, 2.000 mg·mL−1) on 

the activity of RBL-2H3 and P815 cells, and the half inhibitory concentration (IC50) were calculated. The positive drug and test 

substance were selected at concentrations < IC50 for subsequent experiments. Combining neutral red staining with morphological 

observation to study the cytotoxicity of positive drugs and test substances. The percentage of Annexin V positive cells and the 

labeling rate of Fluo-4AM were detected by Flow cytometry staining, the release of β-hexosaminidase (β-Hex) and histamine were 
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detected by ELISA. Results The results of neutral red staining showed that under the action of C48/80, RBL-2H3 and P815 cells 

were partially shrunk or occasionally damaged, but most cells still maintained intact cell morphology. Under the action of high 

concentrations of polysorbate 80, ABL, and VK1I, most RBL-2H3 and P815 cells can still maintain their normal morphology. C48/

80 can induce strong cell degranulation reaction at concentrations below IC50, and the model was successfully established. Both 

polysorbate 80 and VK1I showed concentration dependent cell degranulation at concentrations below IC50. Compared with the 

control group, the 2.5, 5.0 mg·mL−1 group of polysorbate 80 and the 0.75, 1.50, and 3.00 mg·mL−1 group of VK1I showed a 

significant increase in the positive rate of Annexin V and the labeling rate of Fluor-4AM (P < 0.05, 0.01). The release of histamines 

and β-Hex in the groups of polysorbate 80 2.5, 5.0 mg·mL−1 and VK1I 1.5, 3.0 mg·mL−1 significantly increased (P < 0.05, 0.01). The 

concentration correlation of Annexin V positive rate in the ABL group showed no significant increase. Compared with the control 

group, only P815 cells in the ABL 2.00 mg·mL−1 group showed a significant increase (P < 0.05), and the increase was not 

significant. Compared with the control group, the labeling rate of Fluo-4AM and the release of histamine and β-Hex in the ABL 1 

and 2 mg·mL−1 groups increased significantly (P < 0.05, 0.01). Conclusion Some concentrations of Tween-80 and VK1I have the 

risk of pseudoallergy, and ABL need further study.

Key words: pseudoallergy reaction; RBL-2H3 cell; P815 cell; cell degranulated; polysorbate 80; Vitamin K1 Injection; 

Amphotericin B Liposomes for Injection; Annexin V; Fluo-4AM; β-hexosaminidase; histamine

药品应用过程中产生不良反应，是严重威胁公

众健康的重要问题，过敏反应是不良反应中常见的

种类，而研究发现一些药物容易引起类似过敏症状

不良反应，不依赖特异性免疫机制，不需要二次或

多次激发，反应发生迅速，首次用药后约 30 min内

即可发生，具有明显量效关系，国内外的学者称之

为“类过敏反应”或“假过敏反应”［1-2］。已经有文献

报道过，某类药物作用可能会发生类过敏反应，例

如阿片类药物、非甾体抗炎药、纳米脂质体类药物、

中药注射剂、局麻药等［3-7］。由于类过敏反应临床发

生较快且难以预测，并且与多类药物可能相关，因

此需要建立 1种评价方法用于早期预测或者评估药

物风险。

药物过敏类反应的临床前安全性评价属于免

疫毒性的范畴。但国内外免疫相关指导原则中均

未提及类过敏反应，未有权威性的技术指导原则，

有待于建立能通用于检测类过敏反应的临床前安

全性评价模型。一些研究应用体内动物模型包括

大鼠、豚鼠、小鼠、猫、狗、猪和食蟹猴等［8-10］研究类

过敏反应，但不同的模型对各种化合物表现出不同

的敏感性，且目前没有通用和可靠的动物模型来评

估潜在过敏反应。一些体外模型，主要是基于细胞

株建立的通过观察药物作用后细胞脱颗粒情况检

测模型，已报道可用的细胞系包括原代腹腔肥大细

胞、大鼠嗜碱性白血病细胞（RBL-2H3）、小鼠骨髓

源性肥大细胞（BMMC）、小鼠肥大细胞瘤（P815）、

人外周嗜碱性白血病细胞（Ku812）、人肥大细

胞（LAD2及 LMC-1）等，均能较好地模拟体内细胞

脱颗粒反应［11-12］。其中 RBL-2H3 是最常用的细胞

模型，已用于中药注射剂等的安全评价，是细胞脱

颗粒检测较为成熟的细胞模型［13］；而 P815、Ku812

细胞模型也有研究证明能够快速早期地检测到细

胞脱颗粒，P815细胞更具有潜在应用价值［11］。

本研究拟用 RBL-2H3 与 P815 细胞，以 C48/80

作为阳性药，检测包括形态学、细胞脱颗粒释放介

质、AnnexinV阳性率、钙离子浓度等的细胞脱颗粒

指标，建立用于类过敏反应评价的体外细胞模型，

并应用建立的模型初步评价聚山梨酯 80、维生素K1

注射剂（VK1I）、注射用两性霉素B脂质体（ABL）导

致类过敏反应发生的潜在风险。

1　材料

1.1　细胞株及培养条件

RBL-2H3细胞（购自中国科学院上海细胞库），

用含 15% FBS、1%双抗、1%丙酮酸钠以及 1% L-谷

氨酰胺的MEM培养基培养；P815细胞（购自中国科

学院上海细胞库），用含 10% FBS、1%双抗以及 1%

丙酮酸钠的 DMEM 培养基培养，培养于 37 ℃、5% 

CO2的恒温培养箱中，每 2～3 天以 1∶3 或 1∶4 比例

进行细胞传代，该传代周期可使细胞保持在对数生

长期。

1.2　主要仪器

SpectraMax® i3 酶 标 仪（ 美 国 Molecular 

Innovations）；CytoFLEX流式细胞仪（贝克曼库尔特

有限公司）；371 二氧化碳培养箱（Thermo 公司）；

ST16R 离 心 机（Thermo 公 司 ）；XP56DR 天

平（Mettler Toledo 公司）；BSC-1600ⅡA2 生物安全

柜（苏净集团苏州安泰空气技术有限公司）；HYCD-

205 冷藏冷冻箱（海尔集团）；IX71 倒置显微
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镜（OLYMPUS公司）；DP-2SD电热恒温水浴锅（上

海帝魄科学仪器有限公司）。

1.3　受试物及主要试剂

聚山梨酯 80（国药集团化学试剂有限公司，批

号 20210401）；VK1I（成都倍特药业股份有限公

司，批号 210304）；ABL（锋克松，按两性霉素 B

计 1 000 U·mg−1，上海上药新亚药业有限公司，批号

H20020892）；Compound 48/80（C48/80，批 号

0000116957），购于Sigma公司。

DMEM 培养基（批号 2307629）、MEM 培养

基（批号 2187095）、胎牛血清（批号 2128196）、丙酮

酸钠（批号 2193350）、L-谷氨酰胺（批号 2192721）、

双抗（批号 129211）、胰蛋白酶（批号 2318829），购于

Gibco 公 司 ；1× 磷 酸 盐（PBS）缓 冲 液（ 批 号

20210419）、改良台氏液（批号 20210414）、D-Hanks

缓冲液（批号 20210510），购于 Solarbio 公司；Cell 

Counting Kit-8（CCK-8，批号BCCF4205）、细胞裂解

液（Triton X-100，批号 SLCG7494），购于 Sigma 公

司；Annexin V 结合缓冲液（批号 B341944）、FITC 

Annexin V（批号B324953），购于BioLegend公司；组

胺试剂盒（Elabscience 公司，批号 TRA95V5DE6）；

大 鼠 β - 氨 基 己 糖 苷 酶（β -Hex）试 剂 盒（批 号

093008002208470930）、小鼠 β -Hex 试剂盒（批号

093008002202140930），上海江莱生物科技有限公

司；钙离子荧光探针（Fluo-4 AM，Beyotime公司，批

号041221210930）。

2　方法

2.1　CCK-8法观察受试物对细胞活性的影响

此步骤为类过敏反应评价的前期探索，旨在确

定进一步脱颗粒指标检测的受试物作用浓度。

取对数生长期细胞，RBL-2H3细胞消化后收集

细胞，P815细胞直接收集，20 ℃、1 000 r·min−1离心

5 min，离心后弃去废液，细胞计数后用培养基按照

1.5×105·mL−1的密度制成细胞悬液，准备若干 96孔

板，以每孔 100 μL悬液接种，接种后培养 24～72 h。

加入 C48/80（10、30、60、100 μg·mL−1）、聚山梨酯

80（2.5、5.0、10.0、50.0 mg·mL−1）、VK1I（0.625、1.250、

2.500、5.000、10.000 mg·mL−1）、ABL（0.125、0.250、

0.500、1.000、2.000 mg·mL−1），受试物均用改良台氏

液配制，对照组给予改良台氏液，每组至少 3个重复

孔，并设置本底组（仅培养基）。放置培养箱培养约

2 h后，CCK-8法检测细胞活力，用酶标仪在450 nm波长

下检测吸光度（A）值，采用 SPSS 21.0软件计算各受

试物的半数抑制浓度（IC50）。

2.2　中性红染色后形态观察

细胞接种操作同“2.1”项，接种后培养 24～

72 h。 加 入 C48/80（RBL-2H3 细胞 30 μg·mL−1、

P815 细胞 15 μg·mL−1）、聚山梨酯 80（0.625、1.250、

2.500、5.000 mg·mL−1）、VK1I（0.375、0.750、1.500、

3.000 mg·mL−1）、ABL（0.25、0.50、1.00、2.00 mg·mL−1），

受试物均用改良台氏液配制，对照组给予改良台氏

液。各个孔板加药 30 min 后移液枪吸去上清，用

PBS缓冲液冲洗 1～2次后分 2部分观察：①每组取

3个孔加入 100 μL PBS缓冲液后直接于倒置显微镜

400×观察并拍摄照片；②每组取 3个孔弃去废液后

每孔加入 100 μL 0.1%中性红染色液，反应约 10 min

后吸去染液，用 PBS缓冲液冲洗 2次后再每孔加入

100 μL PBS 缓冲液，后于倒置显微镜 400×观察并

拍摄照片。

2.3　Annexin V阳性细胞率

细胞膜磷脂酰丝氨酸与蛋白Annexin V有很强

的亲和力，Annexin V 蛋白能参与细胞脱颗粒胞吐

转运颗粒 ，在 FITC 通道应用流式细胞仪检测

Annexin V 阳性率，检测受试物作用后胞吐脱颗粒

情况。

取对数期的 RBL-2H3、P815 细胞，按照 1×

106 mL−1的密度制成细胞悬液，向每只 1.5 mL离心

管中加入 500 μL 细胞悬液后放入培养箱（37 ℃、

5% CO2）培养 1～3 h。培养结束后，向离心管中加

入不同浓度受试物，组别设置同“2.2”项，每组设置 3

个重复。受试物作用 30 min 后，将离心管放入

碎冰中冰浴 10 min 终止反应 ，后取出离心管

4 ℃ 、3 000 r·min−1 离心 5 min，弃去上清液，用冷

PBS 清洗细胞，去除残留的受试物。再次 4 ℃、

3 000 r·min−1离心 5 min，弃去上清液。本实验设置阴

性对照，细胞接种及给药操作同对照组，向阴性对

照 离 心 管 中 加 入 100 μL Annexin V Binding 

Buffer，向其他组离心管中加入100 μL Annexin V

溶液，避光反应15 min。反应结束后将离心管放入高速

冷冻离心机中 3 000 r·min−1 离心 5 min（4 ℃），弃去上

清液，再向每支离心管中加入 500 μL Annexin V 

Binding Buffer混悬细胞，将所得细胞悬液用流式细

胞仪在FITC通道检测阳性率。

2.4　细胞钙离子浓度变化

钙离子浓度变化是促进胞吐作用、导致细胞脱

颗粒原因之一，Fluo-4AM是最常用的钙离子探针之

一，本实验应用流式细胞仪检测 Fluo-4AM标记率，

检测细胞钙离子浓度变化情况。
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细胞处理过程及分组同“2.3”项，各组分别加

药后，继续在培养箱（37 ℃、5% CO2）孵育 30 min，

4 ℃ 、3 000 r ·min−1 离心 5 min 去上清。用无钙的

D-Hanks 缓 冲 液 洗 2 遍 ，加 入 100 μL 的 Fluo-

4AM（终浓度为 5 μmol·L−1）避光孵育 30 min 后，

4 ℃、3 000 r ·min−1 离心 5 min去上清，用无钙的D-

Hanks 缓冲液洗 2 遍，去除残留的 Fluo-4AM，加入

500 μL无钙的 D-Hanks缓冲液继续孵育 30 min，确

保 Fluo-4AM 在细胞内完全酯化后，在流式细胞仪

FITC通道检测Fluo-4AM标记率。

2.5　细胞上清炎性介质释放

细胞接种及分组给药操作同“2.2”项，另增

设裂解液（1% 的 Triton X-100）组，加药后 30 min，

每孔取 50 μL 细胞上清液，试剂盒法测定组胺

及 β -Hex含量。进一步计算相对释放率：定义裂解

液组为“总酶组”（细胞裂解后释放量总数）。

相对释放率＝受试物组相对浓度/总酶组相对浓度

2.6　统计学分析

数据均用 x
—

±s表示，采用SPSS 21.0软件进行统

计学分析，单因素方差分析/独立样本 t检验。

3　结果

3.1　CCK-8法检测受试物 IC50

如表 1所示，阳性药C48/80的 2个细胞株的 IC50

有一定差异，而其他受试物 2 个细胞株的 IC50差异

不大，后续受试物选择＜IC50的作用浓度，此时细胞

毒性较低。

3.2　药物作用后形态学观察

由图 1（聚山梨酯 80、ABL、VK1I仅出示最高作

用浓度）可知，RBL-2H3细胞为贴壁细胞，在 400倍

显微镜下观察，正常细胞形状为较为饱满的梭形，

边缘光滑透光率较好，P815细胞为悬浮细胞，正常

细胞为饱满球形，边缘光滑透光率较好。在阳性药

C48/80作用下细胞部分皱缩或者偶有破损，但大部

分细胞仍维持完整细胞形态。在聚山梨酯 80、

ABL、VK1I高浓度的作用下，RBL-2H3、P815细胞大

部分仍能保持正常形态。结果初步证明细胞脱颗

粒不是由细胞破损导致的，可以初步将细胞脱颗粒

的检测情况判定为类过敏反应而非细胞毒性。

3.3　C48/80作用后细胞脱颗粒检测结果

3.3.1　Annexin V阳性率测定　如图 2、表 2所示，与

对照组比较，C48/80 组 Annexin V 阳性率显著升

高（P＜0.01）。

3.3.2　Fluo-4AM标记率测定　如图 3、表 3所示，与

对照组比较，C48/80 组 Fluo-4AM 标记率显著升

高（P＜0.01）。Fluo-4AM作为钙离子的特异性表荧

光标记物，其标记率变化代表了活细胞内钙离子水

平的改变，因此可初步推断阳性药作用后细胞内钙

离子水平升高。

3.3.3　组胺、β-Hex释放量测定　如表 4所示，与对

照组相比，C48/80 组 RBL-2H3 与 P815 细胞组胺、

β-Hex释放量与相对释放率均显著升高（P＜0.01）。

3.4　受试物作用后各指标的检测结果

3.4.1　　Annexin V阳性率测定　经流式细胞仪检测

后，Annexin V阳性率数值见表 5，聚山梨酯 80、VK1I

图1　RBL-2H3、P815细胞中性红染色结果

Fig. 1　Neutral red staining results of RBL-2H3 and P815 cell

表1　受试物与阳性药对RBL-2H3、P815细胞的 IC50

Table 1　IC50 of test substance and positive drug on RBL-

2H3 and P815 cells

组别

C48/80

聚山梨酯80

ABL

VK1I

IC50/（mg·mL−1）

RBL-2H3细胞

  0.061 17

34.19

  3.50

  3.602

P815细胞

  0.019 81

10.36

  2.29

  3.87
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组 Annexin V 阳性率随药物浓度的升高而逐步增

大，具有较为明显的浓度相关性。与对照组比较，

部分浓度，即聚山梨酯 80 2.5、5.0 mg·mL−1 组及

VK1I 0.75、1.50、3.00 mg·mL−1 组 Annexin V 阳性率

均显著升高（P＜0.05、0.01）。 ABL 组 Annexin V

阳性率剂量相关性升高趋势不明显，与对照组

比较，仅P815细胞ABL 2.00 mg·mL−1组显著升高（P＜

0.05），且升高幅度不大。

3.4.2　　Fluo-4AM标记率　　测定经流式细胞仪检测

后，Fluo-AM 标记率见表 6。聚山梨酯 80、VK1I 及

图2　C48/80作用后细胞的Annexin V标记流式图

Fig. 2　Annexin V labeling flow cytometry of cells after C48/80 treatment

表2　C48/80作用后细胞的Annexin V阳性率（x
—

±s，n=3）

Table 2　Annexin V positive rate of cells after C48/80 

action (x
—

±s, n=3)

细胞

RBL-2H3

P815

组别

对照

C48/80

对照

C48/80

质量浓度/

（μg·mL−1）

—

30

—

15

Annexin V

阳性率/%

7.78±0.84

45.23±1.24**

7.84±0.84

40.98±2.69**

与对照组比较：**P＜0.01
**P < 0.01 vs control group

图3　C48/80作用后Fluo-4AM标记流式图

Fig. 3　Fluo-4AM label flow diagram after C48/80 action
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ABL 组 Fluo-AM 标记率均随药物浓度的升高而逐

步增大，具有较为明显的浓度相关性。与对照组比

较，部分浓度即聚山梨酯 80 2.5、5.0 mg·mL−1 组，

ABL 1、2 mg·mL−1组及VK1I 0.75、1.50、3.00 mg·mL−1组

细 胞 钙 离 子 升 高 水 平 有 显 著 性 差 异（P＜

0.05、0.01）。

3.4.3　　组胺释放量测定　　如表 7所示，聚山梨酯 80、

VK1I及ABL组组胺释放量及相对释放率均随药物

浓度的升高而逐步增大，具有较为明显的剂量相关

表4　C48/80作用后组胺、β-Hex释放量（x
—

±s，n=3）

Table 4　Histamine and β-Hex release after C48/80 action (x
—

±s, n=3)

细胞

RBL-2H3

P815

组别

对照

C48/80
对照

C48/80

质量浓度/

（μg·mL−1）

—

30
—

15

组胺释放量/

（ng·mL−1）

0.59±0.22
2.47±0.21**

0.53±0.15
2.33±0.21**

组胺相对释放

率/%
15.93±0.22
28.55±0.21**

15.93±0.15
46.19±0.21**

β-Hex释放量/

（ng·mL−1）

0.40±0.05
0.88±0.20**

0.20±0.06
0.38±0.01**

β-Hex相对释放

率/%
  8.65±0.05
38.77±0.20**

  8.81±0.06
54.19±0.01**

与对照组比较：**P＜0.01
**P < 0.01 vs control group

表3　C48/80作用后细胞的的Fluo-4AM标记率（x
—

±s，n=3）

Table 3　Fluo-4AM marking rate cells after C48/80 action 

(x
—

±s, n=3)

细胞

RBL-2H3

P815

组别

对照

C48/80

对照

C48/80

质量浓度/

（μg·mL−1）

—

30

—

15

Fluo-4AM标记率/%

  9.62±2.30

26.18±3.10**

  7.53±0.5

32.44±2.52**

与对照组比较：**P＜0.01
**P < 0.01 vs control group

表5　受试物作用后P815细胞的Annexin V阳性率（x
—
±s，n=3）

Table 5　Annexin V positive rate of P815 cells after test 

substance action (x
—

±s, n=3)

细胞

RBL-2H3

P815

组别

对照

聚山梨酯80

ABL

VK1I

对照

聚山梨酯80

ABL

VK1I

质量浓度/

（mg·mL−1）

—

0.625
1.250
2.500
5.000
0.25
0.50
1.00
2.00
0.375
0.750
1.500
3.000
—

0.625
1.250
2.500
5.000
0.25
0.50
1.00
2.00
0.375
0.750
1.500
3.000

Annexin V阳性率/%

  7.78±0.84
  4.41±0.06
10.09±0.86
15.24±1.27**

28.18±0.37**

  2.18±0.04
  6.65±0.36
  7.16±0.13
  7.72±0.89
10.85±1.54
16.52±0.24**

18.71±0.80**

20.07±0.91**

  7.84±0.84
  8.59±0.33
17.41±0.52
25.73±1.07**

36.21±0.22**

  4.98±1.40
  4.66±0.43
  7.86±0.56
13.52±0.69*

  8.27±0.75
13.92±1.92*

20.29±0.01**

24.18±0.02**

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01
*P < 0.05  **P < 0.01 vs control group

表6　受试物作用后细胞的Fluo-4AM标记率（x
—
±s，n=3）

Table 6　Fluo-4AM marking rate cells after drμg action 

(x
—

±s, n=3)

细胞

RBL-2H3

P815

组别

对照

聚山梨酯80

ABL

VK1I

对照

聚山梨酯80

ABL

VK1I

质量浓度/

（mg·mL−1）

—

0.625
1.250
2.500
5.000
0.25
0.50
1.00
2.00
0.375
0.750
1.500
3.000
—

0.625
1.250
2.500
5.000
0.25
0.50
1.00
2.00
0.375
0.750
1.500
3.000

Fluo-4AM标记

率/%
  9.62±2.30
10.61±0.38
12.28±0.33
22.05±0.85**

31.52±0.09**

11.10±0.64
13.65±1.11
17.06±0.29*

21.14±0.67**

  9.21±0.70
15.24±0.78*

18.84±0.36**

26.95±1.03**

  7.53±0.5
  3.94±0.76
  9.13±0.80
20.37±1.25**

24.12±0.22**

11.10±0.64
13.65±1.11
17.06±0.29*

21.14±0.67**

  8.99±0.31
10.85±1.54*

13.92±1.79**

17.53±1.31**

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01
*P＜0.05  **P < 0.01 vs control group
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性。与对照组比较，部分浓度即聚山梨酯 80 2.5、

5.0 mg·mL−1 组 ，ABL 0.5、1、2 mg·mL−1 组 及

VK1I 1.5、3.0 mg·mL−1组的组胺释放变化水平有显

著性差异（P＜0.05、0.01）。

3.4.4　　β-Hex 释放量测定　　如表 7 所示，聚山梨酯

80、VK1I及ABL组 β-Hex释放量及相对释放率均随

药物浓度的升高而逐步增大，具有较为明显的剂量

相关性。与对照组比较，部分浓度即聚山梨酯 80的

1.25、2.5、5.0 mg·mL−1 组，ABL的1、2 mg·mL−1 组及

VK1I的 1.5、3.0 mg·mL−1 组 β-Hex 释放变化水平有

显著性差异（P＜0.05、0.01）。

4　讨论

体外评价类过敏反应相比体内有快速灵敏、适

合大规模筛选药物等特点。目前已发展了许多可

用的细胞模型，包括原代腹腔肥大细胞、RBL-2H3、

BMMC、P815、Ku812、LAD2 及 LMC-1 等。其中

RBL-2H3因其操作简单、生长迅速、嗜碱性颗粒适

宜观察等特点，在研究超敏反应及类过敏反应方面

被广泛应用。但 RBL-2H3细胞作为嗜碱性粒细胞

可能不能完全代替人的致敏靶细胞，Falcone等［14］总

结一些新产生的人源化的RBL细胞系，将荧光素酶

或荧光素酶报告基因导入 RBL细胞产生新的检测

工具 RS-ATL8、NFAT-DSRED 和 NPY-MRFP，或可

增加现有检测手段的灵敏性，使过敏及类过敏反应

的诊断标准化、快速化。除了单独使用RBL-2H3细

胞进行评价，还可以应用上述其他种细胞或联合应

用于评价类过敏反应。对比各细胞系的特点，

LAD2细胞因其细胞中含有大量的胞浆内颗粒，近

表7　受试物作用后组胺、β-Hex释放量（x
—
±s，n=3）

Table 7　Histamine and β-Hex release after test substance action (x
—

±s, n=3)

细胞

RBL-2H3

P815

组别

对照

聚山梨酯80

VK1K

ABL

对照

聚山梨酯80

VK1K

ABL

质量浓度/

（mg·mL−1）

—

0.625

1.250

2.500

5.000

0.375

0.750

1.500

3.00

0.25

0.50

1.00

2.00

—

0.625

1.250

2.500

5.000

0.375

0.750

1.500

3.000

0.25

0.50

1.00

2.00

组胺释放量/

（ng·mL−1）

0.53±0.15

0.72±0.29

1.10±0.30

1.16±0.22*

2.40±0.23**

0.85±0.17

0.88±0.08

1.22±0.31*

1.48±0.22**

0.85±0.24

1.25±0.08*

1.40±0.06**

2.14±0.28**

0.53±0.15

1.03±0.28

1.28±0.33

2.41±0.22*

2.46±0.54**

0.43±0.05

0.67±0.09

0.78±0.03

1.07±0.27**

0.72±0.11

0.97±0.10*

1.02±0.03**

1.23±0.17**

组胺释相对释放

率/%

15.93±0.15

12.62±0.29

15.68±0.30

29.53±0.22*

30.15±0.23**

15.96±0.17

16.43±0.08

22.68±0.31*

27.51±0.22**

15.94±0.24

23.38±0.08*

26.10±0.06**

39.71±0.28**

15.93±0.15

12.62±0.28

15.68±0.33

29.53±0.22*

30.15±0.54**

12.48±0.05

19.11±0.09

22.59±0.03

30.81±0.27**

20.75±0.11

27.95±0.10*

29.40±0.03**

35.45±0.17**

β-Hex释放量/

（ng·mL−1）

0.40±0.05

0.44±0.02

0.49±0.13*

0.54±0.02**

0.66±0.03**

0.39±0.04

0.48±0.03

0.56±0.04*

0.58±0.07**

0.15±0.04

0.28±0.02

0.47±0.02*

0.67±0.02**

0.19±0.10

0.07±0.01

0.17±0.01*

0.21±0.16**

0.27±0.10**

0.15±0.01

0.33±0.02

0.43±0.07*

0.58±0.05**

0.07±0.01

0.11±0.00

0.25±0.01**

0.45±0.00**

β-Hex相对释放

率/%

  8.65±0.05

  9.52±0.02

10.57±0.13*

11.66±0.02**

12.27±0.03**

  8.50±0.04

10.48±0.03

12.20±0.04*

12.63±0.07**

  6.61±0.04

12.33±0.02

20.70±0.02*

29.57±0.02**

  5.48±0.10

10.60±0.01

24.95±0.01*

29.62±0.16**

39.45±0.10**

4.32±0.01

9.51±0.02

12.39±0.07*

16.71±0.05**

  4.20±0.01

  6.91±0.00

15.94±0.01**

29.26±0.00**

与对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01
*P＜0.05  **P < 0.01 vs control group
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年来受到研究者的关注，例如McNeil等［15］应用其研

究肥大细胞脱颗粒机制。但LAD2细胞分裂较慢且

生长依赖于重组人干细胞因子，不适用于快速短期

试验，更适用于长期的机制研究［16］；而对于 P815细

胞，Peng等［17］研究证明其脱颗粒过程速度相较于其

他细胞快。P815细胞可以用作类过敏反应检测早

期、快速和敏感的体外模型。本实验在总结各个细

胞特点后，选用的细胞模型为RBL-2H3、P815细胞，

经过阳性药物验证后，2个细胞模型检测结果良好，

适用于建立体外类过敏评价模型。

药物对细胞直接作用产生脱颗粒可能有多种

原因，可以通过观察细胞脱颗粒的变化来判定，但

某些高浓度药物作用下，细胞破裂释放胞内介质可

能不是由于类过敏反应而可能是细胞毒作用导致

的。因此判断药物是由于细胞毒作用还是类过敏

反应造成的脱颗粒是建立体外类过敏细胞模型成

功的前提。目前对于两者区分多是通过 3种方法：

一是直接或染色后观察细胞形态，例如Han等［18］将

中性红染色后颗粒变化作为类过敏程度的监测指

标；二是通过扫描或透射电镜等观察脱颗粒过程的

胞吐情况［19］，三是通过 MTT/CCK-8 等方法检测细

胞活性变化。近些年研究中也发现一些新的观察

手段，胡剑江等［20］构建CD63-GFP质粒并稳定导入

RBL-2H3 细 胞 中 ，用 共 聚 焦 激 光 扫 描 显 微

镜（CLSM）和全内反射荧光显微镜（TIRFM）研究了

CD63-GFP在C48/80刺激后细胞颗粒膜和质膜上的

运动，建立了 1种观察细胞脱颗粒过程观测的方法。

本实验采用CCK-8法检测药物作用后 IC50以确定类

过敏评价试验所采用的浓度范围，并结合细胞染色

观察细胞形态学变化，直观判断细胞是否完整，以

确保实验结论的准确可用性。

细胞脱颗粒过程影响因素很多，观测指标的设

置可以从几个部分考虑：一是在细胞脱颗粒上游的

影响因素，主要是一些通路蛋白或特异性受体或者

钙离子等浓度变化，例如 Wang 等［21］应用 Fluo-3 标

记P815细胞后检测荧光强度变化，初步判定细胞内

钙离子变化情况；二是检测胞吐过程或程度，例如

细胞膜磷脂酰丝氨酸外翻检测（AnnexinV阳性细胞

率）；三是检测脱颗粒释放的炎性介质，肥大细胞与

嗜碱性细胞脱颗粒释放介质中有些相同，例如组

胺、β -Hex、前列腺素 D2（PGD2）、TNF-α 等，例如

Zhang等［22］通过测量 β-Hex和组胺释放，评估RBL-

2H3 和小鼠骨髓源性肥大细胞（BMMC）受芍药苷

刺激后细胞脱颗粒情况；四是通过标记嗜碱性细胞

或者肥大细胞表面特异性标志物，以反映细胞脱颗

粒时的激活状态，人嗜碱性细胞表达的主要表面标

志物是 CD63、CD69 和 CD203c，其中 CD203c 和

CD63被认为是最有用的嗜碱性粒细胞活化和分化

的标志［23］。综合比较上述细胞脱颗粒指标后，本实

验选用钙离子浓度检测作为脱颗粒影响因素指标，

AnnexinV阳性率检测作为脱颗粒过程胞吐情况检

测指标，组胺及 β-Hex的释放为细胞脱颗粒后介质

释放的检测指标，并结合中性红染色观察，从多个

方面分析药物是否发生细胞脱颗粒，并判断药物导

致类过敏反应的潜力。

指标检测结果显示，钙离子探针标记率及

AnnexinV阳性率的检测结果较好，应用流式细胞仪

检测的指标比较适合建立进一步的评价模型，但一

些本身不易冲洗容易产生沉淀影响观察的药物如

脂质体药物可能不适用此指标的检测方法；形态学

方面 RBL-2H3 细胞由于是贴壁细胞更容易观察，

P815细胞本身为球形的半悬浮细胞，冲洗过程中容

易流失且产生重叠，较不容易观察单个细胞的细

节；而对于释放介质组胺及 β-Hex来说，结果显示两

细胞上清中释放的介质含量均较低，可能本身细胞

上清中能捕捉到的含量就较低，因此本研究对数据

进一步处理，结合裂解液释放介质的总量计算释放

比率能够更直观地观察变化趋势，或者寻求更稳定

或者含量更高的释放介质用于检测。

本实验选用的阳性药C48/80，为苯乙胺与甲醛

交联的缩合产物，能强烈激活细胞胞吐脱颗粒释放

介质。各项指标检测结果显示其在安全浓度即能

检测到较强的脱颗粒现象，组胺浓度、阳性率及标

记率与对照组对比均具有统计学差异，且形态学没

有较大改变，提示其能直接作用于 2个细胞导致脱

颗粒，并且是由于钙离子浓度变化引起的，因此适

合作为脱颗粒反应的阳性对照药物。本实验选用

的受试物之一为聚山梨酯 80，是常用的药物辅料，

可作为增溶剂添加至一些注射液；受试物之二是

VK1I，注射剂由于本身含有的物质有多种，比较复

杂，容易因为注射剂含有的多种物质如上述的辅料

聚山梨酯 80、聚氧乙烯蓖麻油等产生致敏风险。本

研究结果表示，根据细胞脱颗粒各项指标检测结果

能初步检测到聚山梨酯 80、VK1I高浓度作用于细胞

模型后均能产生浓度相关性的细胞脱颗粒，部分高

浓度细胞脱颗粒较强，具有数据统计学差异，提示

存在类过敏风险。有研究应用比格犬模型结合

RBL-2H3细胞模型探索聚山梨酯 80及VK1I应用后
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产生的类似过敏情况［24］，结果显示，VK1I能够导致

类过敏反应的产生且具有一定程度的浓度相关性，

聚山梨酯 80 的结果也类似，这与本研究结果相符

合。受试物之三是ABL，两性霉素本身是多烯类抗

真菌药物，脂质体制剂是包裹两性霉素B的双层脂

质体，脂质体包裹药物的方式本身可以减少药物直

接进入机体产生的毒性，但是一些脂质体制作过程

中加入的辅材也可能会增加致敏风险。ABL药物

由于本身特点配制给药制剂后为浅黄混悬液，与细

胞悬液等反应后难以冲洗区分开，所以不适合直接

细胞观察的指标例如形态学染色、流式细胞仪观察

等，且此类药物的引发机制很有可能是由于补体系

统激活，而在细胞模型中很难观测到相关补体因子

的变化，需要结合动物实验进行佐证。但目前ABL

导致类过敏反应的动物模型的报道中，没有统一的

结果，例如 Jackman［25］应用猪的动物模型研究脂质

体类药物导致类过敏发生的情况，其中就包括

ABL，能够在猪的模型中有较为明显的阳性结果，

但 Őrfi［26］及 Dézsi［27］等应用大鼠及小鼠模型的研究

中ABL导致类过敏的一些指标检测结果并不明显，

可能是种属及剂量影响了实验结果，这也表明了

ABL导致类过敏的发生条件暂时还未明确，这也与

本研究的推论类似，需要进一步大量研究。

总结而言，本实验以 RBL-2H3 及 P815 细胞为

检测模型，建立了能通用于检测各类药物类过敏潜

力的体外评价方法，并应用该方法评价了 3种受试

物导致类过敏反应发生的潜力，结果发现 2种受试

物具有导致类过敏反应发生的风险。下一步研究

可将本实验建立的体外检测模型应用于检测更多

可能导致类过敏反应产生的药物，实现药物不良反

应的提前预测以及筛选药物的安全性。此外，对于

已经确定能够导致类过敏反应产生的药物，应对其

产生机制进行更深层次的研究，以便于了解产生过

程，更好的预防其发生。
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