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中药注射剂致敏的实验模型及检测方法研究进展
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摘 要： 随着中药注射剂在临床上应用的日益广泛，其不良反应成为中药安全评价研究的热点和难点之一，日渐引起重

视。中药注射剂常导致Ⅰ型过敏反应及类过敏反应，近年来针对这 2种过敏反应已经开发出多种细胞、类过敏反应动物模

型、Ⅰ型过敏反应动物模型以及酶联免疫吸附（ELISA）法、高通量筛选分离方法、虚拟技术筛选等。通过综述近年来中药

注射剂致敏实验模型及检测方法原理、适用性及局限性，以期为建立新型过敏原筛选方法、寻找中药注射剂过敏原和研究

潜在致敏机制提供更多参考。
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Abstract: With the increasing application of traditional Chinese medicine (TCM) injection in clinic, the adverse reactions have 

become one of the hot spots and difficulties in the study of TCM safety evaluation, and has increasingly attracted people's attention. 

TCM injections often cause type I allergic reaction and anaphylactoid reactions. In recent years, a variety of cells, animal models of 

anaphylactoid reaction, animal models of type Ⅰ anaphylactoid reaction, and ELISA, a variety of high-throughput screening and 

isolation methods, and virtual technology screening have been developed for these two kinds of allergic reactions.In this paper, the 

principles, applicability and limitations of experimental models and detection methods for sensitization of traditional Chinese 

medicine injections in recent years are reviewed, in order to provide more references for establishing new screening methods for 

allergens, finding allergens for TCM injections, and studying potential sensitization mechanisms.
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中药注射剂是将中草药的一种或多种纯化提

取物制备成溶液、乳剂、粉剂或浓缩溶液的形式注

入人体的无菌制剂［1］。与传统中药相比，中药注射

剂具有生物利用度高、作用迅速等特点，被广泛用

于治疗多种疾病，包括急性下肢深静脉血栓、癌症、

特发性肺纤维化等［2-4］。随着中药注射剂过敏反应

的报道不断增多［5］，其安全性评价成为研究热点。

游鹏程等［6］对 138例红花黄色素注射液不良反应病
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例进行统计分析，发现其中仅有 22.46% 为合理用

药。不合理用药成为中药注射剂不良反应的重要

隐患，而且中药注射剂化学成分复杂，致敏成分不

明确，质量控制难度高［7］，影响到患者的用药安全，

在一定程度上阻碍了该剂型的发展。

Ⅰ型超敏反应和类过敏反应是中药注射剂常出

现的过敏反应，其中类过敏反应约占到 77%［8］。已

致敏的机体再次接触相同抗原，由特异性免疫球蛋

白E（IgE）抗体介导肥大细胞，嗜碱性粒细胞释放释

放活性介质引起局部或全身反应，被称为Ⅰ型过敏反

应。由非 IgE介导，首次给药 30 min内即可发生局

部或系统性的急性过敏反应，被称为类过敏反应［9］。

本文综述了近年来在中药注射剂致敏实验模型和

检测方法方面的研究进展，包括动物细胞模型、酶

联免疫吸附（ELISA）法、高通量免疫指纹图谱法、细

胞膜色谱法、超滤法和虚拟技术筛选法等。其中动

物模型分为类过敏反应和Ⅰ型过敏反应动物模型，能

将临床上经常混淆的Ⅰ型过敏反应和类过敏反应区

分开。通过总结归纳以期为探究过敏原，降低中药

注射剂的不良反应以及临床安全用药提供参考。

1　实验模型

近年来国内外建立的药物过敏反应临床前评

价方法主要从体内动物模型和体外细胞模型入手，

常用的研究模型包括以下6种。

1.1　体内动物模型

        过敏反应临床前评价的体内动物模型主要包

括类过敏反应动物模型、Ⅰ型过敏反应动物模型。

1.1.1　类过敏反应动物模型 基于毛细血管通透

性增高特性，建立小鼠和大鼠类过敏检测模型，其

中小鼠耳廓蓝染的试验方法应用较为广泛。伊文

思蓝（EB）与血液中白蛋白具有高度的亲和力，类过

敏反应发生时，白蛋白-EB复合物可渗出血管外，造

成组织蓝染［10］。通过设立中药注射剂不同剂量组，

阴阳性对照组，以伊文思蓝（EB）作为指示剂，给药

后 30 min内，观察小鼠的行为学变化、耳廓蓝染情

况及伊文思蓝渗出量；检测生化指标如组胺炎性因

子等；观察耳和肺等组织病理学改变综合评价类过

敏反应强度。李璎峪等［11］对双黄连注射液及参麦

注射液诱发类过敏反应进行探讨，其可能有致类过

敏的作用，与对照组相比，阳性组与各药物组的小

鼠耳廓出现不同程度蓝染。

崔宏玉等［12］利用大鼠皮肤类过敏模型，以蓝斑

大小为指标对中药注射剂进行类过敏评价。皮内

注射 15 min后，结果发现清开灵注射液 25、50 μL组

随着剂量的增高，蓝斑直径增大。但以药物致皮肤

蓝斑直径的大小作为标准，存在一定主观性，康黎

静等［13］提供了一个更客观、更准确的评定方法和标

准，即同只动物给药部位与对照部位皮肤蓝斑伊文

思蓝渗出量（OD）的比值。

药物类过敏性检测至今尚无成熟而可靠的动

物模型或试验方法。易艳等［14］探讨不同品系小鼠

的类过敏反应特点，相比 BALB/c和 C57小鼠，ICR

和昆明小鼠的类过敏反应更强。张宇实等［15］提出

在小鼠类过敏试验中，ICR小鼠作为首选动物，其次

可选用昆明小鼠。此外，雌雄性别差异是存在的，

相比而言雄性小鼠更为敏感。上述方法存在一定

的局限性，耳廓蓝染试验方法利用蓝染原理，可能

因染色剂颜色对结果造成一定影响；大鼠皮肤类过

敏试验方法虽比较灵敏，但易因受试物自身生物特

性影响而出现假阳性；犬试验方法的受试动物为大

动物，在实际应用中容易受到极大的限制。总的来

说，小鼠是目前类过敏研究中应用最为广泛的动

物，其经济便宜，更能全面观察药物所致的不良

反应。

1.1.2　 Ⅰ型过敏反应动物模型 主动皮肤过敏试

验（ACA）是通过皮肤重复接触受试物，观察皮肤情

况判断是否过敏的试验方法，具有一定的主观性，

因此，现在大多不采用此种方法。被动皮肤过敏试

验（PCA）是Ⅰ型变态反应性疾病研究最常用的方法

之一，1 批正常动物被动致敏，随即用相同抗原攻

击，背部注入伊文思蓝染料，观察皮肤内层蓝斑直

径，炎症反应程度等一系列反应，所选动物通常是

豚鼠、BN 大鼠、SD 大鼠等［16］。陈怀广等［17］研究细

辛脑注射液在豚鼠PCA试验中的反应，结果发现细

辛 脑 注 射 液 低 剂 量 组（3.72 mg·kg−1）、高 剂 量

组（7.44 mg·kg−1）和阳性（5%鸡蛋清）组豚鼠背部均

出现明显蓝斑，表明该注射液可诱发豚鼠皮肤被动

过敏阳性反应。井中旭等［18］建立了改良被动皮肤

过敏试验方法，对双黄连粉针和刺五加注射液的过

敏性进行了检测，发现其中致敏剂量、致敏次数、激

发时间等因素尤为重要。由于豚鼠对弗氏佐剂的

毒性不耐受，PCA试验中动物的选择以大鼠为宜并

且建议大鼠激发时间为背部皮肤致敏后 24 h为最

佳时间。主动全身过敏试验（ASA）是药物首次进

入体内，刺激机体产生相应的抗体；当同样药物再

次进入机体，抗原抗体复合物刺激肥大细胞及嗜碱

性粒细胞释放活性介质，引起一系列生理反应，包

括有局部水肿、抓鼻、竖毛、休克死亡等。毛宏梅
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等［19］对甘精胰岛素注射液、人脐带间充质干细胞注

射液、注射用头孢美唑钠、鱼腥草注射液进行豚鼠

主动全身过敏试验，结果未见明显过敏反应。ASA

存在的问题是通过对动物进行整体症状观察，以此

对受试物诱发过敏的潜力进行判断，然而豚鼠与临

床人类对药物的反应症状存在较大差异。易艳

等［20］基于血管通透性增高原理并在ASA试验基础

上，通过单独腹腔注射卵清蛋白（OVA）致敏并静脉

激发建立一种新型的适用于静脉用药物小鼠 IgE依

赖的Ⅰ型过敏反应模型。与常规豚鼠 ASA 模型相

比，试验操作简便、准确、成本低、易推广。

ASA、PCA和ACA主要用于大分子蛋白质类抗

原的检测，对小分子化合物（LMWC）而言，试验结

果阳性，提示具有致敏潜能，但其结果阴性并不表

明LMWC无致敏作用，假阳性率高，说明这些传统

的致敏性评价模型并不敏感［21］。因此，有研究认为

腘窝淋巴结试验（PLNA）是目前 LMWC 筛选和评

价药物超敏反应唯一可靠的实验方法［22］。其中有 2

种常用试验方法，小鼠直接腘窝淋巴结（D-PLNA）

和报告抗原腘窝淋巴结（RA-PLNA）。D-PLNA 是

将受试物直接注入受试动物足趾部皮下，RA-PLNA

将受试物分别与微量的报告抗原三硝基苯基-卵白

蛋白（TNP-OVA）或三硝基苯基 - 聚蔗糖（TNP-

Ficoll）混合后一起注射到动物足跖部，6～8 d后观

察引流 PLN的质量指数、细胞指数、淋巴结组织结

构、分泌细胞因子和抗体的变化［21］。

林琳等［23］选择 D-PLNA 和 RA-PLNA 模型对 3

种注射液进行了免疫毒性评价，结果发现脉络宁和

生脉注射液中小鼠淋巴结出现阳性反应，可引起 I

型超敏反应。D-PLNA法在应用过程中存在的问题

是D-PLNA阳性反应不能区分其炎症反应是免疫机

制引起的，还是刺激因素导致；而RA-PLNA可对其

机制进行研究，弥补D-PLNA的不足［24］。

1.2　体外细胞模型

体外细胞模型在一定程度上能够弥补整体动

物模型的不足，中药注射剂引起过敏反应时，脱颗

粒释放组胺、氨基己糖苷酶等活性物质，引起机体

生理和病理变化，常用的细胞模型包括以下4种。

1.2.1　大鼠嗜碱细胞性白血病（RBL-2H3）细胞模

型 申茜等［25］建立 RBL-2H3 细胞脱颗粒实验，以

Compound 48/80（C48/80）为阳性药物，探讨绿原酸

致敏性，通过测定 β-氨基己糖苷酶和类胰蛋白酶释

放量等，得出绿原酸具有潜在的诱发类过敏反应作

用。有研究表明，绿原酸为清开灵注射液中的致敏

成分［26］。RBL-2H3 细胞也可用于研究 Ⅰ型过敏反

应，采用先致敏再激发的方式，而类过敏反应则是

药物单次直接刺激 RBL-2H3 细胞［27］。由此可见，

RBL-2H3细胞株作为一种评价过敏反应的体外模

型，还可用于研究相关过敏机制。

1.2.2　P815细胞模型 小鼠肥大细胞瘤 P815细胞

能够用于体外传代培养，因具有肥大细胞的特殊性

质而逐渐被广泛用于体外过敏反应研究［28］。刘玲

等［29］收集P815肥大细胞用于体外细胞脱颗粒实验，

结果发现，血必净注射液中的绿原酸和咖啡酸均能

显著提高细胞模型中组胺水平、细胞脱颗粒率和氨

基己糖苷酶释放率，为研究该注射液类过敏性提供

了参考。Peng 等［30］以 C48/80 为阳性药物，比较了

RBL-2H3、P815两种细胞系在评价药物类过敏中的

敏感性，结果发现在相同刺激条件下，通过测定

Annexin V阳性率、过敏介质释放率和脱颗粒率，发

现P815细胞脱颗粒研究中灵敏度更高，出现更早。

1.2.3　原代肥大细胞模型 大鼠腹腔肥大细胞是

常用的肥大细胞研究模型，朱远洪［31］等采用大鼠腹

腔肥大细胞探究生脉注射液的类过敏性，结果表明

在 12.5～100 μL·mL−1剂量范围可引起肥大细胞脱

颗粒。由于肥大细胞比较敏感，分离原代细胞过程

繁琐，从腹腔提取的肥大细胞未经纯化，含量很低，

且不能体外传代培养，一次无菌提取的细胞仅能应

用数天［32］，也不适合较大规模的实验，但它具有直

观、可靠、简单易行的优点，可作为验证与深入研究

的肥大细胞模型。

1.2.4　人脐静脉内皮细胞（HUVEC）模型 肥大细

胞脱颗粒产生的介质，如组胺、胰蛋白酶、肿瘤坏死

因子-α（TNF-α）、血管内皮生长因子（VEGF）、人白

三烯C4（LTC4）和血小板活化因子（PAF）似乎能增

加血管的通透性，是过敏性休克机制之一［33］。有研

究采用 HUVEC，体外血管内皮细胞单层通透性测

试模型结合血管内皮细胞骨架染色，结果发现双黄

连注射液可诱导内皮细胞高通透性引发类过敏反

应并进一步激活Ras同源基因-Rho相关螺旋卷曲蛋

白激酶（RhoA/ROCK）信号通路［34-35］，为进一步研究

类过敏机制提供思路。

2　检测方法

在中药注射剂安全性评价中，除了致敏模型的

不断探究外，检测方法也更加多样化。

2.1　ELISA法

ELISA 是过敏反应研究中应用最多的免疫学

测定方法。常见的 ELISA 试验有 3 种，分为直接
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ELISA 法、间接 ELISA 法、双抗体夹心 ELISA 法。

直接ELISA法是用酶标抗体直接检测抗原的方法，

它适用于分析抗原的免疫反应。间接 ELISA 法是

先将抗原结合到 ELISA 板上，随后分两步进行检

测：首先加入检测抗体与抗原特异性结合，随后加

入酶标二抗检测并利用底物显色［36］。间接 ELISA

法适合测定样品中总抗体的浓度。相较于直接

ELISA 法，其用到酶标二抗，更灵敏经济。双抗体

夹心ELISA法实验原理是通过捕获抗体固定抗原，

利用直接 ELISA 或间接 ELISA 的方式进行检测的

方法。它可用于测定抗原抗体，具有很大灵活性，

但对于配对抗体的要求高［37］，适用于对复杂样品进

行分析。刘润南等［38］发现双抗夹心法中半抗原不

能很好地与抗体结合，易产生假阴性反应，采用较

传统的酶联免疫法研究了绿原酸的致敏性。曾娇

丽等［39］探讨双黄连注射液中黄芩苷的致敏性，采用

酶联免疫双抗夹心法，结果呈阳性反应，初步判断

黄芩苷是双黄连注射剂的致敏原。尹婕等［40］采用

间接ELISA法探讨双黄连注射液中半抗原成分，结

果发现致敏的主要抗原簇与黄芩苷的结构有关。

2.2　高通量筛选分离方法

免疫指纹图谱法是通过对比和分析抗 IgE抗体

捕获前后注射液及其含药血浆的指纹图谱和质谱，

根据特征峰的增减或缺失来确定致敏性成分。文

雯等［41］采用免疫指纹图谱法，以ELISA结合高效液

相色谱-质谱联用法（HPLC-MS）筛查双黄连注射液

的致敏性成分。相较于传统的致敏原筛查方法，该

法不仅限于单成分致敏原筛查，灵敏度高；不需制

备抗体（抗原）芯片板，操作简便；采用HPLC-MS指

纹图谱分析，在线可确定致敏原的结构。缺点是比

对指纹图谱时，容易产生假阳性反应［42］。

细胞膜色谱法（CMC）是一种新兴的生物亲和

色谱技术，采用液相色谱的方法研究药物与固定相

上的细胞膜及膜受体的相互作用。Han等［43］采用大

鼠嗜碱性白血病 -2H3- 细胞膜色谱（RBL-2H3/

CMC）、高效液相色谱-电喷雾电离-离子捕获-飞行

时间-质谱法（HPLC-ESI-IT-TOF-MS）联用以分析和

鉴定脉络宁注射液的潜在过敏成分，结果发现哈帕

俄苷是脉络宁注射液中的潜在过敏成分。Bu等［44］

针对传统细胞膜色谱分析方法可靠性差、分析时间

长等问题，提出稳定性更高、省时节能的改进生物

亲和样品预处理技术，采用大鼠嗜碱性白血病-2H3

细胞膜包被的二氧化硅颗粒（RBL-2H3/CMCSPs）

结合高效液相色谱-飞行时间质谱联用技术对黄芪

注射液中2种致敏成分进行了筛选和鉴定。

超滤技术是膜分离技术的一种，将溶液中颗粒

物质分开，进而纯化、浓缩和筛选溶液中不同组分。

Wang等［45］采用超滤法对热毒宁注射液中的成分进

行分离，探讨致敏反应的原因。

这些高通量筛选分离技术与传统的药物筛选

方法比较，有自动化、灵敏快速检测、高度特异性等

优点。仅仅采用一些体外实验模型探讨中药注射

剂的致敏反应，还不够全面，可作为初步筛选手段。

随着研究的不断深入，高通量筛选分离技术将在未

来的药物研究中发挥不可估量的作用。

2.3　虚拟技术筛选

计算机虚拟筛选技术是在生物结构的基础上

发现新配体的过程，从大量的候选化合物中筛选出

潜在活性化合物，以缩小人工方法进行配体活性筛

选的研究范围［46］。通常包括 4种虚拟筛选技术：分

子对接、药效团模型、机器学习和分子相似性方法

等，其中分子对接方法在中药注射剂致敏反应方面

应用得最为广泛。

2.3.1　分子对接 分子对接是选定一个目标蛋白，

利用软件进行虚拟筛选候选化合物，广泛应用于小

分子和大分子间的对接。常用的软件有AutoDock，

Dock 和 Sybyl 等。庞菲等［47］使用 Auto Dock Tools 

Vina 软件 ，以人类 Mas 相关 G 蛋白偶联受体

X2（Mrgpr X2）和Mrgpr X2鼠类基因同源Mrgpr B2

为目标蛋白，对香丹注射液中的水溶性酚酸类物质

进行分子对接，得出有较高结合（≤−25.10 kJ·mol−1）

的组成成分包括丹酚酸A、丹酚酸B、丹酚酸C、迷迭

香酸和紫草酸。

2.3.2　其他虚拟筛选技术 机器学习是基于算法

通过配体的特征，构建能够随经验而自动改进的计

算机程序，用于筛选化合物［48］，常见的算法包括人

工神经网络、随机森林和支持向量机等。分子相似

性方法依据总体相似的分子应具有相似的生物活

性的原理。药效团模型是由已知配体化合物构建，

包含了配体和受体靶点结合的三维结构数据，进而

筛选化合物的一种方法［49］。张佳颖［50］针对含三七

皂苷中药注射液，采用各种机器学习建立的预测模

型建立药物不良反应预测平台。这些方法高效便

捷，极大地减少了使用传统毒性实验方法带来的工

作量大、实验周期长、工作效率低以及资源浪费等

问题。近年来虚拟筛选技术研究集中于中药治疗

的作用机制、物质基础、新药研发、中药毒性研究、

探索中药治疗新的疾病等［51-52］，目前还没有发现用
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于中药过敏原筛选领域的研究，因此有望在这方面

取得一定突破。

3　结语

中药注射剂在临床上发挥不可替代的作用，但

其安全性和稳定性问题引起了各界的广泛关注。

中药注射剂引起过敏反应的因素很多，包括成分复

杂、质量标准不完善、临床使用不合理和患者个体

差异等原因，在一定程度上制约了其在临床上的应

用和发展。

本文从致敏实验模型和致敏实验方法两个方

面综述了目前常用的致敏筛查方法，通过各种动物

细胞模型、ELISA、高通量筛选方法，成功确定了多

种中药注射剂的致敏原。其中部分研究是针对单

一注射液采用单一致敏模型明确致敏成分，不同模

型对各种中药注射剂的敏感性不同，指标表现不尽

相同，研究具有局限性；人与动物存在差异，单一动

物实验并不能准确代表实验结果；由于药物性质复

杂，药物浓度等可能会使细胞模型检测结果产生偏

差；致敏机制复杂给成分筛查和检测方法选择增加

了难度；中药注射剂成分繁多，其中绿原酸［25］、连翘

苷A、B［53］等已报道具有潜在的致类过敏作用，应当

不断完善对中药注射剂单体成分的筛查。

在现阶段中药注射剂的研究中，多技术、多学

科联用已经成为大趋势，在传统模型不断优化的同

时，结合各种组学技术、高通量方法，更有利于完善

致敏检测方法的研究。在具体研究时要注重参考

临床剂量，设计多个浓度组，采用多种致敏模型更

加全面客观地探究其致敏机制。与此同时，中药材

生产产家应该对成分进行精准的质量控制，明确组

成成分的含量，完善药品说明书的撰写，不断解决

不溶性微粒过多过大、辅料残留多等问题。临床使

用中药注射剂过程中，应尽量避免不合理用药，关

注个体的年龄、性别、体质等差异，严格按照说明书

要求储存配置、溶媒选择及输注，如药物输注过快

可能会导致严重的不良反应。

近年来陆续在虚拟技术与人工智能方面取得

重大突破，在已知成熟致敏模型的基础上借助机器

算法和人工智能，从药物成分自身性质出发，筛查

潜在致敏成分，并建立监测中药注射剂致敏成分的

前瞻模型，是接下来研究的重点，这也是解决中药

注射剂安全性问题的重要途径。通过预测，不断规

范控制致敏成分含量并确立致敏的评价标准，对已

上市的中药注射剂进行安全监测评价，在临床使用

中降低不良反应的发生，将为公众健康增加安全保

障，为中药注射剂的现代化、标准化、国际化发展奠

定基础，进一步促进中医药事业的蓬勃发展。
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