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　 　 【摘要】 　 目的　 对 ５￣羟甲基糠醛及其二聚体 ＯＭＢＦ 是否引发 Ｉ 型超敏反应进行评价ꎬ并初步探索其作用机

制ꎮ 方法　 分为体内实验和体外实验ꎮ 体内实验选取雄性 ＢＮ 大鼠ꎬ随机分为 ７ 组:生理盐水对照组(ＮＳ)ꎬ佐剂对

照组(Ａｄｊ.)ꎬ模型组ꎬ５￣ＨＭＦ 低、高剂量组ꎬＯＭＢＦ 低、高剂量组ꎮ 各组大鼠分别给予生理盐水、佐剂或相应浓度的药

物佐剂混悬液ꎬ３０ ｍｉｎ 后腹主动脉采血ꎬ测定血清中 ＩｇＥ、ＩｇＧ 和 ＩＬ￣４ 含量ꎮ 体外实验采用 ＲＢＬ￣２Ｈ３ 细胞系ꎬ分组同

体内实验ꎮ 采用甲苯胺蓝染色观察给药前后细胞脱颗粒情况ꎻ测定药物作用后细胞上清中 β￣ＨＥＸ、Ｈｉｓ 的释放率ꎮ
通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术初步探索 ５￣ＨＭＦ 及其二聚体 ＯＭＢＦ 诱导 Ｉ 型超敏反应的作用机制ꎮ 结果　 体内实验显示ꎬ
血清中各指标除 ５￣ＨＭＦ 低剂量作用下 ＩｇＧ 未见明显差异外ꎬ其余均显著性升高ꎮ 体外实验研究表明ꎬ低、高剂量组

均出现了细胞脱颗粒现象ꎬ测定的 β￣ＨＥＸ 和 Ｈｉｓ 释放量均出现了不同程度的升高ꎮ 结论 　 ５￣ＨＭＦ 及其二聚体

ＯＭＢＦ 作为小分子过敏原可诱导 Ｉ 型超敏反应的发生ꎬ且发挥免疫毒性可能与 ＭＡＰＫ 家族磷酸化蛋白的上调水平

有关ꎮ
【关键词】 　 Ｉ 型超敏反应ꎻ５￣ＨＭＦꎻＯＭＢＦꎻＢＮ 大鼠ꎻＲＢＬ￣２Ｈ３ 细胞
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｗｅ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｙｐｅ Ｉ ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｆ ５￣
ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌｆｕｒｆｕｒａｌ (５￣ＨＭＦꎬ Ｃ３Ｈ６Ｏ３) ａｎｄ ｉｔｓ ｄｉｍｅｒ ５ꎬ５′￣ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｏｘｉｄｅ (２￣ｆｕｒｆｕｒａｌ) (ＯＭＢＦꎬ Ｃ１２Ｈ１０Ｏ５) ｉｎ ｖｉｖｏ ａｎｄ
ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｉｎ ｖｉｖｏ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ｍａｌｅ Ｂｒｏｗｎ Ｎｏｒｗａｙ
(ＢＮ) ｒａｔｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｓｅｖｅｎ ｇｒｏｕｐｓ ｂｅｆｏｒｅ ａ ｗｅｅｋ ｏｆ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ａｄａｐｔａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ ｗｅｒｅ



ｓａｌｉｎｅ ｃｏｎｔｒｏｌ (ＮＳ)ꎬ ａｄｊｕｖａｎｔ ｃｏｎｔｒｏｌ (Ａｄｊ.)ꎬ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ (Ｍｏｄｅｌ)ꎬ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｏｆ ５￣ＨＭＦ (５￣ＨＭＦ￣Ｌ) ａｎｄ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｏｆ ５￣
ＨＭＦ (５￣ＨＭＦ￣Ｈ)ꎬ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｏｆ ＯＭＢＦ (ＯＭＢＦ￣Ｌ) ａｎｄ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｏｆ ＯＭＢＦ (ＯＭＢＦ￣Ｈ). ＢＮ ｒａｔｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｇｉｖｅｎ
ｓａｌｉｎｅꎬ ａｄｊｕｖａｎｔ ｏｒ ａｄｊｕｖａｎｔ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｒｕｇꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ａｆｔｅｒ ３０ ｍｉｎｕｔｅｓ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬ
ｂｌｏｏｄ ｗａｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ａｂｄｏｍｉｎａｌ ａｏｒｔａꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＩｇＥꎬ ＩｇＧ ａｎｄ ＩＬ￣４ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ
ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ ( ＥＬＩＳＡ). Ｒａｔ ｂａｓｏｐｈｉｌ ｌｅｕｋｅｍｉａ ( ＲＢＬ)￣２Ｈ３ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｎ ｖｉｔｒｏ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ. Ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｓｅｖｅｎ ｇｒｏｕｐｓꎬ ａｓ ｐｅｒ ｔｈｅ ａｎｉｍａｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ. Ｔｈｅ ｄｅｇｒａｎｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ
ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｔｏｌｕｉｄｉｎｅ ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｒｕｇ. Ｔｈｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｒａｔｅｓ ｏｆ β￣
ｈｅｘｏｓａｍｉｎｉｄａｓｅ (β￣ＨＥＸ) ａｎｄ ｈｉｓｔａｍｉｎｅ (Ｈｉｓ) ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ ａｆｔｅｒ
ｄｒｕｇ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ５￣ＨＭＦ ａｎｄ ｉｔｓ ｄｉｍｅｒ ＯＭＢＦ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｙｐｅ Ｉ ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｅｘｐｌｏｒｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｙｐｅ Ｉ ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｃａｎ ｂｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ５￣ＨＭＦ ａｎｄ ｉｔｓ ｄｉｍｅｒ ＯＭＢＦ ａｔ ｂｏｔｈ ｌｏｗ ａｎｄ
ｈｉｇｈ ｄｏｓｅｓ. Ｔｈｅ ｉｎ ｖｉｖｏ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ｅｘｉｓｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ＮＳ ａｎｄ ａｌｌ ｏｔｈｅｒ
ｇｒｏｕｐｓ ｉｎ ＩｇＥꎬ ＩｇＧ ａｎｄ ＩＬ￣４ ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍꎬ ｅｘｃｅｐｔ ＩｇＧ ｉｎ ｔｈｅ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ５￣ＨＭＦ ｇｒｏｕｐ. Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｔｕｄｉｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ
ｔｈａｔ ｂｏｔｈ ｔｈｅ ｌｏｗ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ ｓｈｏｗｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅｇｒａｎｕｌａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｓｈｏｗｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｇｒｅｅｓ ｏｆ
ｉｎｃｒｅａｓｅ. Ｔｈｅ ｔｏｌｕｉｄｉｎｅ ｂｌｕｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｄｅｇｒａｎｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＢＬ￣２Ｈ３ ｃｅｌｌｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ ｏｆ ＯＭＢＦ
ｗａｓ ｍｏｒｅ ｓｅｖｅｒｅ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｈｅ β￣ＨＥＸ ａｓｓａｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｒａｔｅ ｏｆ β￣ＨＥＸ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｇｈ￣
ｄｏｓｅ ＯＭＢＦ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ５￣ＨＭＦ. Ｔｈｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｒａｔｅ ｏｆ Ｈｉｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｗｈｅｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｂｕｔ ｓｈｏｗｅｄ ｎｏ ｍａｊｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｄｒｕｇ￣ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄ ｇｒｏｕｐｓ. Ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｍｉｔｏｇｅｎ￣
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ (ＭＡＰＫ) ｆａｍｉｌｙ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓꎬ ＯＭＢＦ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＡＰＫ ｍｏｒｅ
ｄｒａｍａｔｉｃａｌｌｙ ｗｈｅｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ５￣ＨＭＦꎬ ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐ￣ｐ３８. Ｔｈｅｓｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｉｍｍｕｎｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ＯＭＢＦ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ５￣ＨＭＦ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｍｏｄｅｌｓꎬ
ｗｅ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｂｏｔｈ ５￣ＨＭＦ ａｎｄ ＯＭＢＦ ｃａｎ ｉｎｄｕｃｅ ｔｙｐｅ Ｉ ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ ａｓ ｓｍａｌｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ａｌｌｅｒｇｅｎｓ. Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ＭＡＰＫｓ ｗｅｒｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ５￣ＨＭＦ ａｎｄ ＯＭＢＦ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ
ＭＡＰＫ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ.

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｔｙｐｅ Ｉ ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙꎻ ５￣ＨＭＦꎻ ＯＭＢＦꎻ ＢＮ ｒａｔｓꎻ ＲＢＬ￣２Ｈ３ ｃｅｌｌｓ

　 　 Ｉ 型超敏反应又称速发型超敏反应( ｉｍｍｅｄｉａｔｅ
ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ)ꎬ主要由特异性 ＩｇＥ 抗体介导ꎬ高亲

和力的 ＩｇＥＦｃ 受体(ＦｃεＲＩ)是反应发生的重要膜分

子ꎬ其中肥大细胞和嗜碱性粒细胞表面含有大量的

ＦｃεＲＩ[１]ꎮ Ｉ 型超敏反应通常包含两个阶段ꎬ即致敏

阶段和激发阶段ꎮ 当抗原初次进入机体后ꎬ初次应

答产生的 ＩｇＥ 抗体与细胞膜表面 ＦｃεＲＩ 高亲和力的

结合ꎬ使细胞处于致敏阶段ꎮ 当相同的抗原再次入

侵时ꎬ与细胞膜上的 ＩｇＥ 抗体结合ꎬ致使相邻的

ＦｃεＲＩ 发生桥连ꎬ从而触发细胞内一系列的生物化

学反应[１]ꎮ
５￣羟甲基糠醛(５￣ＨＭＦꎬ Ｃ３Ｈ６Ｏ３)是由一个呋喃

环组成的小分子化合物ꎬ六碳糖在高温的条件下发

生美拉德反应可生成 ５￣ＨＭＦ[２－３]ꎮ ５￣ＨＭＦ 通常被认

为是高温灭菌过程中产生的副产物[４]ꎬ存在于各种

含糖类的食品和药物制剂中ꎮ 此外ꎬ５￣ＨＭＦ 在高温

下易通过聚合反应生成其二聚体产物ꎬ即双(５￣甲酰

基糠醛)醚(ＯＭＢＦ)ꎮ 本实验室前期通过报告抗原

腘窝淋巴结试验 (ＲＡ￣ＰＬＮＡ)证实ꎬ５￣ＨＭＦ 和 ＯＭＢＦ
可诱导小鼠发生免疫反应[５]ꎮ 基于先前关于 ５￣
ＨＭＦ 和 ＯＭＢＦ 的研究ꎬ本研究将进一步对 ５￣ＨＭＦ

及 ＯＭＢＦ 的免疫毒性进行评价并初步探讨其可能

的作用机制ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

无特定病原体( ＳＰＦ)级的 ６ 周龄雄性 Ｂｒｏｗｎ
Ｎｏｒｗａｙ(ＢＮ)大鼠 ２１ 只ꎬ(１７０ ± ２０)ｇꎬ购自维通利

华生物技术公司[ ＳＣＸＫ(京) ２０１６ － ０００６]ꎮ 将其

随机分为不同的给药组及对照组ꎮ 在实验之前ꎬ
使大鼠在含有玉米芯的聚碳酸酯笼中适应环境一

周ꎬ并且可以自由获取通过反渗透系统净化的水

和实验室动物饲料ꎬ环境温度为(２３ ± ２)℃ꎬ相对

湿度为(５０ ± ５)％ꎬ１２ ｈ 光照 /黑暗循环ꎮ 动物饲

养于北京协和建昊医药技术开发有限责任公司动

物中心[ＳＹＸＫ(京)２０１５－００２１]ꎬ该设施已经通过

ＡＡＡＬＡＣ 认证ꎮ 动物处理程序经北京协和建昊医

药技术开发有限责任公司实验动物伦理委员会批

准ꎬ伦理委员会批准文号:２０１８ － ００２(研)ꎮ 实验

期间按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人道主义

关怀ꎮ

２ 中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ２ 月第 ３０ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ２



１􀆰 １􀆰 ２　 细胞系

大鼠嗜碱性白血病细胞系(ＲＢＬ￣２Ｈ３)购自中

国科学院上海生命科学研究院细胞资源中心

１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

卵清白蛋白、弗氏不完全佐剂、弗氏完全佐剂、
５￣ＨＭＦ(ＣＡＳ:６７￣４７￣０ꎻ纯度:９９％)、４￣硝基苯￣Ｎ￣乙酰

基￣β￣Ｄ￣氨基糖苷酶、１ꎬ２￣苯二甲醇(ＣＡＳ:６１２￣１４￣６ꎻ
纯度:９７％)、Ａｎｔｉ￣ＤＮＰ￣ＩｇＥ、ＤＮＰ￣ＨＳＡ、二甲基亚砜

(ＤＭＳＯꎬ细胞培养级)均购自 Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公司(美
国)ꎻＭＥＭ / ＤＭＥＭ 培养基、谷氨酰胺、非必须氨基

酸、丙酮酸钠、胰酶溶液 ０􀆰 ２５％、胎牛血清、ＰＢＳ 均

购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司(美国)ꎻ甲醇、二甲苯、乙
醇、盐酸(３６％ ~ ３８％)、氢氧化钠(≥９９􀆰 ８％)、碳酸

氢钠(≥９９􀆰 ８％)、碳酸钠(≥９９􀆰 ８％)、柠檬酸(≥
９９􀆰 ８％)、柠檬酸钠(≥９９􀆰 ８％)均购自北京化工厂

(中国)ꎻＥＬＩＳＡ 试剂盒包括大鼠 ＩｇＥ、ＩｇＧ、白细胞介

素￣４ (ＩＬ￣４)、Ｃ５ｂ￣９、谷胱甘肽过氧化物酶￣１(Ｇｐｘ￣１)
等指标均购自深圳达科为有限公司(深圳)ꎻＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 所用抗体购自 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ (美

国)ꎻＰｉｅｒｃｅＴＭ ＢＣＡ 蛋白检测试剂盒等其他 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 相关试剂均来源于 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司(美国)ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 细胞培养

大鼠嗜碱性白血病细胞系(ＲＢＬ￣２Ｈ３)培养在

１０％胎牛血清的 ＭＥＭ 培养基中ꎬ加入 １００ Ｕ / ｍＬ 青

霉素ꎬ１００ Ｕ / ｍＬ 链霉素ꎮ 将细胞在 ３７℃ꎬ５％ ＣＯ２

的条件下在培养箱中培养ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＯＭＢＦ 的制备

使用 Ｌａｒｏｕｓｓｅ 概述的程序[６] 制备 ＯＭＢＦꎬ纯度

大于 ９８％ꎬ采用高效液相色谱法进行检测ꎮ ＯＭＢＦ:
ｍ.ｐ. １１０℃ ~１１２℃ꎻ１ ｈ ＮＭＲ (５００ ＭＨｚꎬ ＣＤＣＬ３) δ:
９􀆰 ６６ (２ Ｈꎬ Ｓꎬ ２ＣＨ ＝ Ｏ)ꎬ ７􀆰 ２６ (２Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ ＝ ３􀆰 ５
Ｈｚ)ꎬ ６􀆰 ６１ (２ Ｈꎬ ｄꎬ Ｊ＝ ３􀆰 ５ Ｈｚ)ꎬ ４􀆰 ６５ (４ Ｈꎬ Ｓꎬ ￣
ＣＨ２ＯＣＨ２－)ꎻ ＥＳＩＭＳ ｍ / ｚ ２３５ [Ｍ＋Ｈ] ＋ꎮ ＯＭＢＦ 的

制备与鉴定由中国医学科学院药物研究所林生研

究员课题组完成ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 剂量选择

根据中国药典ꎬ５％葡萄糖注射液中５￣ＨＭＦ含量

不应超过 １１􀆰 ８ μｇ / ｍＬ[７]ꎮ 根据每天最大输注量为

２０００ ｍＬꎬ５％葡萄糖注射液中 ５￣ＨＭＦ 的限量为每人

每天 ２３􀆰 ６ ｍｇꎮ 使用体表面积系数公式将人体数据

转换为大鼠ꎬ大鼠的等效剂量为２􀆰 ５ ｍｇ / ｋｇꎮ 在前期

实验的基础上ꎬ本研究选择 ５ ｍｇ / ｋｇ 为低剂量ꎬ２５

ｍｇ / ｋｇ 为高剂量进行动物实验ꎮ
细胞实验根据ＭＴＴ 实验结果(数据未展示)ꎬ本

研究选择 ０􀆰 ０５０２ ｍＭ、０􀆰 ５０２ ｍＭ 为 ５￣ＨＭＦ 的低、高
剂 量ꎬ 表 示 为 ５￣ＨＭＦ￣Ｌ、 ５￣ＨＭＦ￣Ｈꎻ ０􀆰 ０３３８ ｍＭ、
０􀆰 ３３８ ｍＭ 为 ＯＭＢＦ 的低、高剂量ꎬ表示为 ＯＭＢＦ￣Ｌ、
ＯＭＢＦ￣Ｈꎮ 选择作用时长为 １ ｈꎬ在该时间范围内ꎬ
细胞存活率与正常未加药组无显著性差异ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 Ⅰ型超敏反应体内实验设计

将 ２１ 只 ＳＰＦ 雄性 ＢＮ 大鼠随机按体重分为 ７
组ꎬ分别为生理盐水对照组 ( ＮＳ)ꎬ佐剂对照组

(Ａｄｊ.)ꎬ卵清白蛋白组(Ｍｏｄｅｌ)ꎬ５￣ＨＭＦ￣Ｌꎬ５￣ＨＭＦ￣
ＨꎬＯＭＢＦ￣Ｌ 和 ＯＭＢＦ￣Ｈꎮ 在适应环境一周后ꎬ于第 １
天、第 ３ 天和第 ５ 天ꎬ给药组每天一次尾静脉注射药

物ꎬ使动物致敏ꎮ 于第 １９ 天ꎬ腹主动脉采血ꎬ离心取

血清ꎬ测定各项指标ꎮ 对照组给予 ０􀆰 ９％生理盐水ꎬ
使用弗氏完全佐剂(ＦＣＡ)对给药组 ＢＮ 大鼠进行第

一次致敏和刺激ꎬ使用弗氏不完全佐剂(ＦＩＣＡ)进行

第二次和第三次致敏ꎮ 阳性药组大鼠给予 ５％卵清

白蛋白溶液(致敏浓度 ２􀆰 ５ ｍＬ / ｋｇ)致敏ꎮ 给药组将

相应浓度的 ５￣ＨＭＦ 和 ＯＭＢＦ 溶液与等体积的佐剂

混合并尾静脉给药ꎬ激发剂量是致敏剂量的两倍ꎮ
给药 ３０ ｍｉｎ 后用 １％戊巴比妥钠溶液麻醉大

鼠ꎬ腹主动脉采血并收集到含有凝血剂的冷冻管

中ꎮ ２５００ ｒ / ｍｉｎꎬ４℃离心 １０ ｍｉｎꎬ分离血清ꎬ－２０℃
保存ꎬ一个月内进行 ＥＬＩＳＡ 检测ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ５　 Ⅰ型超敏反应体外实验设计

大鼠含药血清的制备与 Ｉ 型超敏反应体内实验

前期步骤相同ꎬ但是没有经过激发直接腹主动脉采

集血清ꎬ并用 ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测 ＩｇＥ 浓度ꎮ
取 ＲＢＬ￣２Ｈ３ 对数生长期的细胞ꎬ每毫升 １×１０５

个ꎬ接种到 ２４ 孔板内ꎮ ５％ ＣＯ２ꎬ３７℃孵化后ꎬ随机

分为空白对照组ꎬ佐剂对照组ꎬ裂解组ꎬ模型组

(Ａｎｔｉ￣ＩｇＥ￣ＤＮＰ 为抗体ꎬ以 ＤＮＰ￣ＢＳＡ 为抗原)ꎬ ５￣
ＨＭＦ 组(低、高)ꎬＯＭＢＦ 组(低、高)ꎮ 待细胞贴壁

后ꎬ吸弃各组培养基ꎬ用相应的培养基稀释 ４ 倍的致

敏血清刺激细胞 ２４ ｈꎬ使细胞处于致敏状态ꎬ模型组

用 ７５０ ｎｇ / ｍＬ 的 Ａｎｔｉ￣ＤＮＰ￣ＩｇＥ 致敏ꎮ ２４ ｈ 后用改

良台式液清洗两遍ꎬ加入改良台式液配置的不同浓

度的药物ꎬ模型组加入 １ μｇ / ｍＬ 的 ＤＮＰ￣ＢＳＡ ２００
μＬꎬ正常组加入 ２００ μＬ 改良台式液ꎬ裂解组加入

２００ μＬ 浓度为 １％ 的 ＴＲＩｔｏｎｘ － １００ꎮ 在 ３７℃ꎬ５％
ＣＯ２ 条件下刺激 １ ｈꎬ取细胞上清ꎮ 将细胞上清液和

裂解液储存在 － ２０℃ 下以用于后期实验指标的

３中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ２ 月第 ３０ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ２



测定ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ６　 甲苯胺蓝染色

取对数生长期 ＲＢＬ￣２Ｈ３ 细胞ꎬ调整细胞密度至

每毫升 １×１０５ 个ꎬ均匀铺在含有细胞爬片的 ６ 孔板

内ꎮ 待细胞贴壁后ꎬ将培养基配置的７５０ ｎｇ / ｍＬ的

Ａｎｔｉ￣ＤＮＰ￣ＩｇＥ 孵育模型组细胞ꎬ佐剂对照组及各给

药组分别加入培养基稀释 ４ 倍的血清孵育ꎮ ２４ ｈ后
用 １ ｍＬ 改良台式液洗涤两遍以清除残存培养基ꎮ
后分别加入改良台式液配置的含有相应浓度药物

的溶液 ２００ μＬꎬ对照组用相同量的改良台式液替

换ꎬ模型组加入 ２００ μＬ ＤＮＰ￣ＢＳＡ(１ μｇ / ｍＬ)ꎬ刺激

１ ｈ 后ꎬ冰浴使反应停止后ꎬ取出细胞爬片ꎬ立即置

于 ９５％乙醇中ꎬ细胞固定后取出细胞爬片滴入甲苯

胺蓝染色溶液进行染色ꎮ 在显微镜下观察细胞脱

颗粒形态并拍照ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ７　 β－氨基糖苷酶(β￣ＨＥＸ)释放率的测定

在普通 ９６ 孔板中ꎬ取 ５０ μＬ 各组别细胞上清ꎬ
每组 ３ 个复孔ꎬ每孔加入 １００ μＬ 酶底物ꎬ３７℃恒温

孵育箱中孵育 ４５ ｍｉｎꎬ后加入终止液 ( ＮａＨＣＯ３ /
Ｎａ２ＣＯ３)２００ μＬ 中止反应ꎮ 使用酶标仪(ＤＩＡＬＡＢ
ＧｍｂＨꎬＶｉｅｎｎａꎬＡｕｓｔｒｉａ)在 ４０５ ｎｍ 的波长下测量光

密度(ＯＤ)ꎮ β－氨基糖苷酶释放率(％)＝ (给药组

ＯＤ￣空白对照组 ＯＤ) / (裂解组 ＯＤ￣空白对照组 ＯＤ)
×１００％ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ８　 组胺(Ｈｉｓ)释放率测定

在全黑 ９６ 孔板中ꎬ取 １００ μＬ 各组别细胞上清ꎬ
每组 ３ 个复孔ꎬ每孔加入 ２０ μＬ ＮａＯＨ 溶液ꎬ２０ μＬ
组胺底物ꎬ３７℃恒温孵育箱中孵育 １５ ｍｉｎꎬ加入终止

液 ３％ ＨＣｌ 溶液 ２０ μＬ 中止反应ꎮ 使用酶标仪

(ＤＩＡＬＡＢ ＧｍｂＨꎬＶｉｅｎｎａꎬＡｕｓｔｒｉａ)在 Ｅｘ / Ｅｍ ＝ ４６０ /
３５０ ｎｍ 的波长下测量荧光强度ꎮ 组胺释放率(％)
＝ (给药组荧光强度－空白对照组荧光强度) / (裂解

组荧光强度－空白对照组荧光强度)×１００％ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

选取对数生长期的 ＲＢＬ￣２Ｈ３ꎬ调整细胞密度至

每毫升 １×１０５ 个ꎬ均匀铺在 ６ 孔板内ꎮ 待细胞贴壁

后ꎬ将培养基配置的 ７５０ ｎｇ / ｍＬ 的 Ａｎｔｉ￣ＤＮＰ￣ＩｇＥ 孵

育模型组细胞ꎬ佐剂对照组及各给药组分别加入培

养基稀释 ４ 倍的血清ꎬ正常组选择培养基继续培养ꎮ
孵育 ２４ ｈ 后用 １ ｍＬ 改良台式液洗涤两遍以清除残

存培养基ꎮ 模型组及各给药组分别加入改良台式

液配置的 １ μｇ / ｍＬ ＤＮＰ￣ＢＳＡ 及各浓度药物２００ μＬꎬ
对照组加入 ２００ μＬ 改良台式液ꎮ 孵育 １ ｈ 后用冷

的 ＰＢＳ 清洗细胞两遍ꎬ用细胞刮刮下各组细胞放入

不同的 １􀆰 ５ ｍＬ Ｅｐ 管中ꎬ离心后弃上清加入 １００ μＬ
细胞裂解液在冰浴中裂解 ３０ ｍｉｎꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离

心取上清ꎮ 取少量含蛋白的裂解液稀释 １０ 倍后使

用 ＢＣＡ 蛋白测定试剂盒进行蛋白定量ꎮ 应用

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测在Ⅰ型超敏反应期间 ｐ￣ＪＮＫꎬ
ＪＮＫꎬｐ￣ＥＲＫꎬＥＲＫꎬｐ￣ｐ３８ꎬｐ￣３８ 蛋白表达情况的改

变ꎮ 按照 Ｋｉｍ 描述的方法进行操作ꎬ并重复实验 ３
次[８]ꎮ 使 用 Ｉｍａｇｅ￣Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 分 析 软 件 ( Ｍｅｄｉａ
Ｃｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓꎬ Ｉｎｃ.ꎬ ＭＤꎬ ＵＳＡ) 进行进一步的图形

分析ꎮ
１􀆰 ４　 统计学方法

采用统计软件 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 进行统计分析ꎮ 实验

数据以平均数±标准差( 􀭰ｘ ± ｓ )表示ꎬ多组间数据比

较采用单因素方差分析 (ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)ꎬ进行统

计学分析ꎬＰ<０􀆰 ０５ 表示组间差异显著ꎮ 所有柱形图

均使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 绘制ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ５￣ＨＭＦ 和 ＯＭＢＦ 诱导的体内 Ｉ 型超敏反应

采用酶联免疫吸附试验(ＥＬＩＳＡ)测定血清中

ＩｇＥ、ＩｇＧ 以及 ＩＬ￣４ 的变化 (见图 １)ꎮ 图 １Ａ 显示

５￣ＨＭＦ组和 ＯＭＢＦ 组的 ＩｇＥ 含量与对照组相比均有

显著增长ꎮ 佐剂组与生理盐水对照组相比无明显

变化ꎮ 图 １Ｂ 显示ꎬ ＩｇＧ 水平的改变主要体现在

５￣ＨＭＦ高剂量组以及 ＯＭＢＦ 剂量组ꎮ 在图 １Ｃ 中ꎬ除
佐剂组外ꎬ所有组均较生理盐水对照组有明显的增

长ꎮ 实验结果表明 ５￣ＨＭＦ 及其二聚体 ＯＭＢＦ 在低、
高剂量下均可诱导 Ｉ 型超敏反应的发生ꎮ
２􀆰 ２　 ５￣ＨＭＦ 和 ＯＭＢＦ 诱导的体外 Ｉ 型超敏反应

２􀆰 ２􀆰 １　 ＢＮ 大鼠血清中 ＩｇＥ 的测定结果

ＥＬＩＳＡ 测定含药血清中 ＩｇＥ 的含量(见图 ２)ꎬ
结果显示ꎬ除佐剂组ꎬ其余各组与生理盐水组的 ＩｇＥ
含量相比均显著性增高ꎬ可用于后续实验对细胞的

致敏刺激ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 ＴＢ 染色结果

甲苯胺蓝(Ｔｏｌｕｉｄｉｎｅ Ｂｌｕｅ Ｏ)是一种常用的人工

合成染料ꎬ可以与肥大细胞的细胞质内肝素、组织

胺等物质发生特异性染色[９]ꎮ
染色结果显示ꎬ佐剂组 ＲＢＬ￣２Ｈ３ 细胞呈长梭

形ꎬ边缘完整ꎬ结构致密ꎬ未见脱颗粒ꎮ 而脱颗粒的

细胞体积增大ꎬ边缘不整ꎬ出现大量的空泡或颗粒

样结构ꎮ ＲＢＬ￣２Ｈ３ 细胞脱颗粒形态观察(见图 ３)ꎬ

４ 中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ２ 月第 ３０ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ２



注: ＢＮ 大鼠血清中 ＩｇＥ(Ａ)、ＩｇＧ(Ｂ)、ＩＬ￣４(Ｃ)的含量测定ꎻ与 ＮＳ 组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 １　 ＢＮ 大鼠血清中 Ｉ 型超敏反应相关指标的测定

Ｎｏｔｅ. Ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＩｇＥ (Ａ)ꎬ ＩｇＧ (Ｂ)ꎬ ａｎｄ ＩＬ￣４ (Ｃ) ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ＢＮ ｒａｔｓ.Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＮＳ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ｔｙｐｅ Ｉ ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｏｆ ＢＮ ｒａｔｓ

注:与 ＮＳ 组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ２　 含药血清中 ＩｇＥ 含量测定

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＮＳ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＩｇＥ ｉｎ ｄｒｕｇ￣ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｒｕｍ

模型组脱颗粒明显ꎬ可见大部分细胞膜破裂ꎬ有颗

粒样物质渗出ꎮ ５￣ＨＭＦ 及 ＯＭＢＦ 低剂量组部分细

胞结构保持完整ꎬ仍可见大量脱颗粒细胞ꎮ ５￣ＨＭＦ
及 ＯＭＢＦ 高剂量组大部分细胞均出现了脱颗粒的

现象ꎬ细胞边缘不整ꎬ细胞密度减低ꎬ出现颗粒样尾

状结构ꎮ 由上述结果可知ꎬＲＢＬ￣２Ｈ３ 细胞在 ＯＭＢＦ
高剂量作用下脱颗粒较为严重ꎬ即 ＯＭＢＦ 的免疫毒

性高于单体 ５￣ＨＭＦꎮ
２􀆰 ２􀆰 ３　 β￣氨基糖苷酶释放情况

β－氨基糖苷酶(β￣ＨＥＸ)被认为是间接反映细

胞脱颗粒情况的重要指标[１０－１１]ꎮ 通过测定细胞上

清中 β￣ＨＥＸ 的含量ꎬ计算各给药组释放率来判断各

给药组产生的免疫毒性的强弱ꎮ 实验结果显示(见
图 ４)ꎬ各给药组除佐剂组外均出现了显著性差异ꎬ
且 ＯＭＢＦ 高剂量组诱导细胞上清中的 β￣ＨＥＸ 的释

放量高于 ５￣ＨＭＦꎮ

２􀆰 ２􀆰 ４　 组胺的释放情况

组胺(Ｈｉｓｔａｍｉｎｅ)在人体中分布广泛ꎬ主要存在

于肥大细胞以及嗜碱性细胞中ꎬ由组氨酸经组氨酸

脱羧酶(ＨＤＣ)脱羧而产生ꎬ是反映细胞脱颗粒严重

程度的重要指标[１０ꎬ１２]ꎮ 实验结果显示(见图 ５)ꎬ给
药组刺激 ＲＢＬ￣２Ｈ３ 细胞ꎬ高剂量组和模型组出现了

显著性差异ꎮ 提示较高剂量的 ５￣ＨＭＦ 及其二聚体

均能诱导细胞脱颗粒产生免疫毒性ꎮ
２􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果

蛋白免疫印迹法检测用于研究在Ⅰ型超敏反

应期 间 ｐ￣ＪＮＫꎬ ＪＮＫꎬ ｐ￣ＥＲＫꎬ ＥＲＫꎬ ｐ￣ｐ３８ꎬ ｐ３８ 在

ＲＢＬ￣２Ｈ３ 细胞中的表达ꎬ结果以磷酸化蛋白和总蛋

白的表达量比值呈现(见图 ６)ꎮ 与空白对照组相

比ꎬＥＲＫꎬＪＮＫ 和 ｐ３８ 的磷酸化水平表达均上调ꎮ 在

５￣ＨＭＦ 和 ＯＭＢＦ 的作用下ꎬ蛋白表达上调的水平未

表现出明显的剂量差异性ꎬ但从 ＪＮＫ 和 ｐ３８ 的磷酸

化蛋白表达结果分析ꎬＯＭＢＦ 比 ５￣ＨＭＦ 更能促进磷

酸化蛋白的表达ꎬ表现出了更强的免疫毒性ꎮ

３　 讨论

先前的研究发现 ５￣ＨＭＦ 具有抗氧化、抗组织缺

氧等生理药理作用[１３－１５]ꎮ 然而ꎬ研究表明该物质具

有毒理学特性ꎬ５￣ＨＭＦ 具有皮肤、粘膜和呼吸道刺

激性[１６]ꎮ 此外ꎬ关于 ５￣ＨＭＦ 的致突变性和致癌性

尚且存在争议[１７－２０]ꎮ 基于上述原因ꎬ中国药典和美

国药典将葡萄糖注射液在加热和贮存过程中产生

的 ５￣ＨＭＦ 视为有害杂质ꎮ 同样ꎬ在一定条件下ꎬ５￣
ＨＭＦ 会发生聚合生成其二聚体产物 ＯＭＢＦꎬ已经发

现部分中药注射剂中同时含有５￣ＨＭＦ和 ＯＭＢＦ[２１]ꎮ
然而ꎬ到目前为止ꎬ关于 ＯＭＢＦ 的潜在毒性的研究

很少ꎬ值得确认和探索可能的毒性与机制ꎮ

５中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ２ 月第 ３０ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ２



注:上行显示的是 ＲＢＬ￣２Ｈ３ 细胞的正常形态及佐剂和阳性药作用后的细胞形态ꎬ下行显示的是 ＲＢＬ￣２Ｈ３ 细胞经不同剂量

的 ５￣ＨＭＦ 及 ＯＭＢＦ 刺激后的细胞形态ꎮ

图 ３　 ＲＢＬ￣２Ｈ３ 细胞脱颗粒形态观察

Ｎｏｔｅ. Ｔｈｅ ｕｐｐｅｒ ｌｉｎｅ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ｎｏｒｍａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＲＢＬ￣２Ｈ３ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ ａｄｊｕｖａｎｔ ａｎｄ
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｄｒｕｇｓ. Ｔｈｅ ｎｅｘｔ ｌｉｎｅ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＲＢＬ￣２Ｈ３ ｃｅｌｌｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ５￣ＨＭＦ ａｎｄ ＯＭＢＦ.

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｔｈｅ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＢＬ￣２Ｈ３ ｃｅｌｌｓ

注:与 Ｂｌａｎｋ 组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ４　 ＲＢＬ￣２Ｈ３ 细胞上清中 β￣ＨＥＸ 释放率的测定

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ β￣ＨＥＸ ｒｅｌｅａｓｅ ｒａｔｅ ｉｎ
ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ＲＢＬ￣２Ｈ３ ｃｅｌｌｓ

我们采用体内实验与体外实验相结合的方式ꎬ
在体内实验中ꎬ采用免疫系统发达的 Ｂｒｏｗｎ Ｎｏｒｗａｙ
(ＢＮ)大鼠作为研究对象ꎬ通过测定给药前后血清中

ＩｇＧ、ＩｇＥ 和炎性因子的含量变化探究药物的免疫毒

性ꎮ 除了 ＩｇＧ 之外ꎬ还可以更精准的测定 ＩｇＧ１ 的含

量ꎬ在今后的相关实验中我们将加以考虑ꎮ 体外实

验采用大鼠嗜碱性粒细胞(ＲＢＬ￣２Ｈ３)系ꎬＲＢＬ￣２Ｈ３
细胞表面 Ｆｃ 受体大量表达ꎬ是用于研究 Ｉ 型超敏反

注:与 Ｂｌａｎｋ 组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ５　 ＲＢＬ￣２Ｈ３ 细胞上清液中 Ｈｉｓ 释放率的测定

Ｎｏｔｅ. Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｉｓ ｒｅｌｅａｓｅ ｒａｔｅ ｉｎ
ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ＲＢＬ￣２Ｈ３ ｃｅｌｌ

应的常用细胞系ꎮ 众所周知ꎬＩ 型超敏反应需要致

敏和激发两个阶段ꎬ我们通过获取大鼠含药血清ꎬ
孵育细胞 ２４ ｈ 使细胞致敏ꎬ后加入相应浓度药物ꎬ
模拟机体 Ｉ 型超敏反应的全过程ꎮ 通过甲苯胺蓝染

色观察细胞脱颗粒形态ꎬ直接反映药物免疫毒性的

强弱ꎮ 通过测定细胞上清中典型指标 β－氨基糖苷

酶及组胺的释放量ꎬ通过比较给药组与空白对照组

释放率的差异来判断药物免疫毒性的强弱ꎮ ＭＡＰＫ
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注:Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术测定结果(Ａ)、ｐ￣ｐ３８ 的表达变化(Ｂ)、ｐ￣ＥＲＫ 的表达变化(Ｃ)、ｐ￣ＪＮＫ 的表达变化(Ｄ)ꎮ 与 Ｂｌａｎｋ 组相比ꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎮ

图 ６　 ＲＢＬ￣２Ｈ３ 细胞经 ５￣ＨＭＦ 和 ＯＭＢＦ 刺激前后 ｐ￣ｐ３８、ｐ￣ＥＲＫ、ｐ￣ＪＮＫ 蛋白表达表化

Ｎｏｔｅ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ(Ａ). Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｐ￣ｐ３８(Ｂ)ꎬ ｐ￣ＥＲＫ(Ｃ)ꎬ ａｎｄ ｐ￣ＪＮＫ(Ｄ). Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｂｌａｎｋ

ｇｒｏｕｐꎬ∗Ｐ<０􀆰 ０５.

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ５￣ＨＭＦ ａｎｄ ＯＭＢＦ ｏｎ ｐ￣ｐ３８ꎬ ｐ￣ＥＲＫꎬ ｐ￣ＪＮＫ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ａｎｔｉｇｅｎ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ＲＢＬ￣２Ｈ３ ｃｅｌｌｓ

信号通路的激活在 Ｉ 型超敏反应中起重要作用ꎬ是
抗过敏药物的靶点ꎬ其特征在于活化后ꎬ磷酸化蛋

白表达增多ꎮ ＭＡＰＫ 信号通路与炎性介质的释放息

息相关ꎬ而过敏反应中 ＩＬ￣４ 等炎性介质显著升高ꎮ
因此ꎬ本研究在免疫毒性评价的基础上ꎬ对 ５￣ＨＭＦ
及其二聚体 ＯＭＢＦ 引起的 ＭＡＰＫ 通路中 ｐ￣ＪＮＫꎬ
ｐ￣ＥＲＫ和 ｐ￣ｐ３８ 这三种蛋白表达量的变化进行了研

究ꎬ以此确定 ５￣ＨＭＦ 及其二聚体 ＯＭＢＦ 产生免疫毒

性可能的作用通路ꎮ
通过体外和体内实验模型ꎬ本研究发现 ５￣ＨＭＦ

和 ＯＭＢＦ 作为小分子过敏原均可诱导 Ｉ 型超敏反应

的发生ꎮ ５￣ＨＭＦ 及 ＯＭＢＦ 组内低、高剂量之间并未

表现出显著的差异性ꎬ这可能与引发免疫反应的物

质量效关系不明显有关ꎬ在今后我们的相关研究中

会对其进一步观察和验证ꎮ 从甲苯胺蓝染色的结

果来看ꎬＯＭＢＦ 诱导细胞脱颗粒的严重程度明显高

于 ５￣ＨＭＦꎬ表现出了更强的免疫毒性ꎮ 从 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 的结果也可以看出ꎬＯＭＢＦ 诱导 ＲＢＬ￣２Ｈ３ 细胞

ｐ￣ｐ３８以及 ｐ￣ＪＮＫ 的表达量高于 ５￣ＨＭＦ 组的表达

量ꎬ从蛋白表达上进一步证实了 ５￣ＨＭＦ 聚合生成

ＯＭＢＦ 后毒性增加ꎬ 且二者产生的免疫毒性与

ＭＡＰＫ 家族蛋白磷酸化表达上调有关ꎮ 结合本课题

组前期研究结果ꎬ表明 ５￣ＨＭＦ 和 ＯＭＢＦ 可同时导致

过敏反应以及类过敏反应的发生ꎬ且产生相似的症

状[２２]ꎬ于是我们提出了新的假设ꎬ认为过敏反应与

类过敏反应在作用通路上存在相同的地方ꎬ我们将

会进一步完善二者的机制通路ꎬ因此二者在机制上

的区别和联系将会成为下一步研究的重点ꎮ

７中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ２ 月第 ３０ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ２
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[１８] 　 Ｆｌｏｒｉａｎ Ｓꎬ Ｂａｕｅｒ￣ｍａｒｉｎｏｖｉｃ Ｍꎬ Ｔａｕｇｎｅｒ Ｆꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｔｕｄｙ ｏｆ ５ －

ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌｆｕｒｆｕｒａｌ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ５ －

ｓｕｌｆｏｏｘｙｍｅｔｈｙｌｆｕｒｆｕｒａｌ ｏｎ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｏｎｉｃ ａｂｅｒｒａｎｔ ｃｒｙｐｔ ｆｏｃｉ
ｉｎ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｍｉｃｅ ａｎｄ Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｍｉｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｈｕｍａｎ
ｓｕｌｆｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ １Ａ１ ａｎｄ １Ａ２ [ Ｊ] . Ｍｏｌ Ｎｕｔｒ Ｆｏｏｄ Ｒｅｓꎬ ２０１２ꎬ
５６(４): ５９３－６００.

[１９] 　 Ｓｖｅｎｄｓｅｎ Ｃꎬ Ｈｕｓøｙ Ｔꎬ Ｇｌａｔｔ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. ５￣Ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌｆｕｒｆｕｒａｌ
ａｎｄ ５￣ｓｕｌｆｏｏｘｙｍｅｔｈｙｌｆｕｒｆｕｒａｌ ｉｎｃｒｅａｓｅ ａｄｅｎｏｍａ ａｎｄ ｆｌａｔ ＡＣＦ
ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｏｆ Ｍｉｎ / ＋ ｍｉｃｅ [ Ｊ] . Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓꎬ
２００９ꎬ ２９(６): １９２１－１９２６.

[２０] 　 Ｓｕｒｈ ＹＪꎬ Ｔａｎｎｅｎｂａｕｍ ＳＲ. Ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｍａｉｌｌａｒｄ ｒｅａｃｔｉｏｎ
ｐｒｏｄｕｃｔ ５－(ｈｙｄｒｏｘｙｍｅｔｈｙｌ) ｆｕｒｆｕｒａｌ ｔｏ ｓｔｒｏｎｇ ｍｕｔａｇｅｎｓ ｖｉａ ａｌｌｙｌｉｃ
ｓｕｌｆｏｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈｌｏｒｉｎａｔｉｏｎ [ Ｊ] . Ｃｈｅｍ Ｒｅｓ Ｔｏｘｉｃｏｌꎬ １９９４ꎬ ７
(３): ３１３－３１８.

[２１] 　 臧清策ꎬ 靳洪涛ꎬ 再帕尔􀅰阿不力孜ꎬ 等. 注射剂中致敏成分

分析方法研究进展 [Ｊ] . 中国药物警戒ꎬ ２０１８ꎬ １５(４): ２１６－

２２０ꎬ２２５.
[２２] 　 林琳. ＲＢＬ￣２Ｈ３ 细胞评价 ５￣ＨＭＦ 及其二聚体 ＯＭＢＦ 的体外

免疫毒性以及 ＰＬＮＡ 评价 ３ 种中药注射液的免疫原性 [Ｄ].
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