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　　国家重点研发计划课题（２０２３ＹＦＣ３５０４５０５）；国家自然科学基金项目（８２２７４１１０）；国家医学攻关产教融合创新平台 －中药智能制造工程平台项

目（９００１００６２８２００３１）；北京科技新星交叉项目（２０２３０４８４４５８）；中央高校基本科研业务费北京中医药大学揭榜挂帅项目（２０２２－ＪＹＢ－ＪＢＺＲ－

０１９，２０２２－ＪＹＢ－ＪＢＺＲ－０１８）；北京中医药大学横向课题（ＢＵＣＭ－２０２１－ＪＳ－ＦＷ－１７３）

　通信作者　王逸飞　Ｔｅｌ：１５２１０６９１０４３；Ｅ－ｍａｉｌ：ｗｅｎｉｆｒｅａｄ＠１６３ｃｏｍ

张贵民　Ｔｅｌ：（０５３９）８３３６００１；Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｕｎａｎｚｈａｎｇｇｕｉｍｉｎ＠１２６ｃｏｍ

第一作者　Ｔｅｌ：１３３３１３１３３９０；Ｅ－ｍａｉｌ：ｙｏｎｇａｎｄｅｒ＠１６３ｃｏｍ

基于 ＨＥＭＴ生物传感的抗组胺药物与 ＭＩＦ相互作用及验证研究

王静１，吴志生１，２，赵小军１，赵静１，郇星月１，郭新雨１，

王恺怡１，何晗１，姚景春３，关永霞３，李市荣３，张贵民３，王逸飞４

（１．北京中医药大学中药学院，北京 １０２４８８；２．中药制药与新药开发教育部工程研究中心，北京 １０２４８８；
３．经方与现代中药融合创新全国重点实验室，临沂 ２７６００５；４．北京中医药大学房山医院，北京 １０２４９９）

摘要　目的：建立生物传感技术集成模式生物斑马鱼研究方法，实现盐酸西替利嗪、盐酸非索非那定、咪唑斯
汀、依巴斯汀４种抗组胺药物与过敏性鼻炎关键靶点巨噬细胞迁移抑制因子（ＭＩＦ）相互作用及验证研究。
方法：以砷化镓（ＡｌＧａＡｓ／ＧａＡｓ）高电子迁移率晶体管（ＨＥＭＴ）半导体材料为传感元件，ＭＩＦ为生物元件，构建
ＭＩＦ－ＨＥＭＴ生物传感器，开展盐酸西替利嗪、盐酸非索非那定、咪唑斯汀、依巴斯汀与ＭＩＦ相互作用的强度表征。
进一步建立斑马鱼免疫炎症模型，记录空白组、模型组、阳性药组和低、中、高剂量药物组中性粒细胞迁移数目，计

算药物炎症抑制率。结果：盐酸西替利嗪与ＭＩＦ的结合能力最强，解离常数ＫＤ值达７０５×１０
－１３ｍｏｌ·Ｌ－１，盐酸非

索非那定、咪唑斯汀、依巴斯汀与ＭＩＦ作用的解离常数ＫＤ值分别为２３４×１０
－８、１９４×１０－７和２４４×１０－８ｍｏｌ·

Ｌ－１，均与ＭＩＦ有结合作用。进一步采用斑马鱼免疫炎症模型进行验证，发现４种抗组胺药均能显著减少中性粒
细胞迁移数量，其中１００μｍｏｌ·Ｌ－１盐酸西替利嗪对中性粒细胞迁移抑制率达到６８５％。结论：本研究通过生物
传感技术集成模式生物斑马鱼实验，实现了抗组胺药物与过敏性鼻炎关键靶点ＭＩＦ相互作用研究，进一步验证了
ＭＩＦ是抗组胺药物发挥药效的潜在靶点，为药物疗效与作用靶点关联研究提供了重要参考。
关键词：ＨＥＭＴ生物传感器；巨噬细胞迁移抑制因子；过敏性鼻炎；盐酸西替利嗪；斑马鱼
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ｓｔｕｄｙａｎｄｖｅｒｉｆｙｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｃｅｔｉｒｉｚｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ｆｅｘｏｆｅｎａｄｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ｍｉｚｏｌａｓｔｉｎｅ，ａｎｄ
ｅｂａｓｔｉｎｅ，ｗｉｔｈｔｈｅｋｅｙｔａｒｇｅｔｏｆａｌｌｅｒｇｉｃｒｈｉｎｉｔｉｓ，ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ（ＭＩＦ）Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ａ
ＭＩＦ－ｈｉｇｈｅｌｅｃｔｒｏｎｍｏｂｉｌｉｔｙｔｒａｎｓｉｓｔｏｒ（ＨＥＭＴ）ｂｉｏｓｅｎｓｏｒｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｕｓｉｎｇＡｌＧａＡｓ／ＧａＡｓＨＥＭＴａｓｔｈｅｓｅｎｓ
ｉｎｇｅｌｅｍｅｎｔａｎｄＭＩＦａｓｔｈｅｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｅｌｅｍｅｎｔＴｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｔｒｅｎｇｔｈｂｅｔｗｅｅｎｃｅｔｉｒｉｚｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ｆｅｘｏｆｅ
ｎａｄｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ｍｉｚｏｌａｓｔｉｎｅ，ａｎｄｅｂａｓｔｉｎｅａｎｄＭＩＦｗａｓｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄＦｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，ａｚｅｂｒａｆｉｓｈｉｍｍｕｎｅ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｍｏｄｅｌｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄＴｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，
ｐｏｓｉｔｉｖｅｄｒｕｇｇｒｏｕｐ，ａｎｄｌｏｗ，ｍｅｄｉｕｍ，ａｎｄｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｄｒｕｇｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｒｅｃｏｒｄｅｄＡｎｄｔｈｅｄｒｕｇｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｗｅｒｅｃａｌｃｕｌａｔｅｄＲｅｓｕｌｔｓ：ＣｅｔｉｒｉｚｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｅｘｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｓｔｒｏｎｇｅｓｔｂｉｎｄｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｔｏＭＩＦ，
ｗｉｔｈａｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｃｏｎｓｔａｎｔｏｆ７０５×１０－１３ｍｏｌ·Ｌ－１ＴｈｅＫＤｆｏｒｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎｆｅｘｏｆｅｎａｄｉｎｅｈｙｄｒｏ

ｃｈｌｏｒｉｄｅ，ｍｉｚｏｌａｓｔｉｎｅ，ａｎｄｅｂａｓｔｉｎｅｗｉｔｈＭＩＦｗｅｒｅ２３４×１０－８ ｍｏｌ·Ｌ－１，１９４×１０－７ ｍｏｌ·Ｌ－１ ａｎｄ
２４４×１０－８ｍｏｌ·Ｌ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＡｌｌｏｆｔｈｅｍｈａｄｂｉｎｄｉｎｇｅｆｆｅｃｔｓｗｉｔｈＭＩＦＦｕｒｔｈｅｒｔｈｅｖａｌｉｄａｔｉｏｎｕｓｉｎｇｔｈｅ
ｚｅｂｒａｆｉｓｈｉｍｍｕｎｅａｎｔｉ－ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｍｏｄｅｌｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔａｌｌｆｏｕｒａｎｔｉｈｉｓｔａｍｉｎｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒ
ｏｆｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｍｉｇｒａｔｉｏｎｓ，ａｍｏｎｇｗｈｉｃｈ１００μｍｏｌ·Ｌ－１ｏｆｃｅｔｉｒｉｚｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅａｃｈｉｅｖｅｄａｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ６８５％Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙｅｘｐｌｏｒｅｓｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎａｎｔｉｈｉｓｔａｍｉｎｅｓａｎｄｔｈｅｋｅｙ
ｐｒｏｔｅｉｎｔａｒｇｅｔｏｆＡＲｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎｏｆｂｉｏｓｅｎｓｉｎｇｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙａｎｄｚｅｂｒａｆｉｓｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓＩｔｗａｓｆｏｕｎｄｔｈａｔ
ＭＩＦｉｓａｐｏｔｅｎｔｉａｌｔａｒｇｅｔｆｏｒａｎｔｉｈｉｓｔａｍｉｎｅｄｒｕｇｓｔｏｅｘｅｒｔｔｈｅｉｒｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌｅｆｆｅｃｔｓＩｔｐｒｏｖｉｄｅｓａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｆｏｒｒｅｓｅａｒｃｈｏｎｄｒｕｇｅｆｆｉｃａｃｙａｎｄｉｔｓａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｗｉｔｈｔａｒｇｅｔｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＨＥＭＴｂｉｏｓｅｎｓｏｒ；ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ；ａｌｌｅｒｇｉｃｒｈｉｎｉｔｉｓ；ｃｅｔｉｒｉｚｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ；
ｚｅｂｒａｆｉｓｈ

　　过敏性鼻炎（ａｌｌｅｒｇｉｃｒｈｉｎｉｔｉｓ）是免疫系统接触过
敏原由免疫球蛋白 Ｅ（ＩｇＥ）介导的炎症反应［１］，引起

鼻塞、打喷嚏、流清涕等症状，是全球常见的慢性过

敏性疾病之一。自２０世纪６０年代以来，全球过敏性
鼻炎的患病率不断增加［２］，其中成人患病率约为

４０％［３］。目前，治疗过敏性鼻炎的药物主要是 Ｈ１抗
组胺药和鼻内皮质类固醇（ＩＮＣＳ）２类［４］，而药物与

关键靶点的相互作用研究是当前过敏性鼻炎药物开

发亟待攻克的重点难题。

课题组前期从临床真实数据出发，开发了１种新
型高电子迁移率晶体管（ｈｉｇｈｅｌｅｃｔｒｏｎｍｏｂｉｌｉｔｙｔｒａｎ
ｓｉｓｔｏｒ，ＨＥＭＴ）生物传感器，发现巨噬细胞迁移抑制因
子（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ，ＭＩＦ）是过敏
性鼻炎的关键靶点［５－６］。ＭＩＦ是Ｔ淋巴细胞衍生的蛋
白质，在巨噬细胞、Ｔ淋巴细胞和嗜酸性粒细胞等中均
有表达［７］，参与过敏和自身免疫性疾病的发生。基于

ＨＥＭＴ的工作原理是采用如抗体、酶、蛋白质等生物元
素修饰于 ＨＥＭＴ器件上，随着样品浓度增加，异质结
中二维电子气（２ＤＥＧ）浓度改变，导致 ＨＥＭＴ源极和
漏极之间电流发生变化［８］，其高灵敏度、强专属性、低

检测限为药物与靶点关联研究提供了关键技术支撑。

盐酸西替利嗪、盐酸非索非那定、咪唑斯汀、依

巴斯汀均为抗组胺药，被国内外多种指南推荐为过

敏性鼻炎一线治疗用药［９］。本研究将自主构建的

ＭＩＦ－ＨＥＭＴ生物传感器应用于盐酸西替利嗪、盐酸
非索非那定、咪唑斯汀、依巴斯汀与过敏性鼻炎潜在

靶点ＭＩＦ相互作用研究中，进一步构建斑马鱼免疫
炎症模型，实现４种抗组胺药物抗炎作用研究，为治
疗过敏性疾病药物与作用靶点关联研究提供重要

参考。

１　仪器与试药
１１　仪器

ＣＨＩ－６６０Ｅ电化学工作站（上海辰华仪器有限
公司），ＴＧ１６ＭＷ台式高速离心机（湖南赫西仪器有
限公司），ＫＱ－５００ＤＥ数控超声波清洗器（昆山市超
声仪器有限公司），ＣＶ２００真空浓缩仪（北京吉艾姆
科技有限公司），ＳＱＲ电子分析天平（十万分之一，北
京赛多利斯科学仪器有限公司），ＷＭＦ－３６９０荧光
显微镜（上海无陌光学仪器有限公司），恒温培养箱

（北京润恒奥仪器）。

１２　试药
ＭＩＦ蛋白（批号１０２４６－Ｈ０８Ｈ，规格１００μｇ，纯
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度≥９６０％，储存于 －８０℃冰箱）、３－疏基丙酸
（批号 ＢＣＢＸ０２８，质量分数≥９９０％）、碳酰二亚胺
盐酸盐（批号５００６Ｍ１２Ｘ，质量分数≥９８０％）、Ｎ－
羟基丁二酰亚胺（批号 ＷＸＢＤ１７６６Ｖ，质量分数≥
９７０％）、氯化钠（批号 ４２４２９０２５１，质量分数≥
９９０％）、氯 化 钾 （批 号 ８０６３６ｂｅ，质 量 分 数 ≥
９９９％）、氯化钙（批号１００４３－５２－４，质量分数≥
９９９％）、硫酸镁（批号１００３４－９９－８，质量分数≥
９９９％）、硫酸铜（批号 ＢＤ１２２４８２，质量分数≥
９９９％）、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，批号 ｄ５４２６０）、碳酸
氢钠（批号 １００５２－４４－２，质量分数≥９９８％）购
于北京中农博信科技有限公司，００１ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸
盐缓冲溶液（ＰＢＳ，批号 ｐ３９７５７５，ｐＨ７５）购于北京
伊诺凯科技有限公司，三卡因（批号 Ｃ１４４９３８９０，纯
度９９０％）、地塞米松（批号 ＫＹＨＣＡ６３，纯度≥
９８０％）购于上海阿拉丁生化科技股份有限公司，盐
酸西替利嗪原料（批号２８１８１２０４，纯度≥ ９８０％）由
鲁南制药集团股份有限公司提供，盐酸非索非那定

片（批号 １９０５２９，规格 ３０ｍｇ）、依巴斯汀片（批号
１９０９０４，规格１０ｍｇ）、咪唑斯汀片（批号ＤＴ０１３，规格
１０ｍｇ）购于京东大药房，成熟ＡＢ野生型斑马鱼和绿
色荧光标记中性粒细胞的转基因斑马鱼品系 Ｔｇ
（ｚｌｙｚ：ＥＧＦＰ）由南京一树梨花生物科技有限公司
提供。

２　方法与结果
２１　溶液制备
２１１　供试品溶液　将盐酸非索非那定片、咪唑斯
汀片和依巴斯汀片分别去除薄膜衣片，研至粉末状，

溶于１０ｍＬ甲醇，超声（２２０Ｖ，５０Ｈｚ）并离心（６０００
ｒ·ｍｉｎ－１，５ｍｉｎ，室温）后取上清液置于真空浓缩仪
浓缩，即得药物活性成分。用００１ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢＳ将
盐酸西替利嗪原料药稀释为１×１０－１３～１×１０－３ｍｏｌ
·Ｌ－１的梯度浓度溶液，其他３种药物活性成分稀释
为１×１０－１３～１×１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１的梯度浓度溶液，过
０４５μＬ的微孔滤膜，即得。
２１２　ＭＩＦ蛋白溶液　取 ＭＩＦ蛋白１００μｇ，置于离
心管中，加入 ００１ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢＳ１ｍＬ，配制成
１００μｇ·ｍＬ－１的ＭＩＦ蛋白溶液，取３０μＬ分装备用。
２１３　斑马鱼胚胎培养液　５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１氯化钠、
０１７ｍｍｏｌ·Ｌ－１氯化钾、０４ｍｍｏｌ·Ｌ－１氯化钙和
０１６ｍｍｏｌ·Ｌ－１硫酸镁溶解于１Ｌ去离子水，得到斑马
鱼胚胎培养液，用碳酸氢钠溶液调节ｐＨ为７２。

２２　ＭＩＦ－ＨＥＭＴ生物传感器的构建与性能考察
采用 ＡｌＧａＡｓ／ＧａＡｓＨＥＭＴ芯片构建生物传感

器，将透明石英玻璃管粘于芯片表面作为样品池；向

样品池中加入 ００１ｍｏｌ·Ｌ－１３－疏基丙酸溶液
６０μＬ，于室温下反应１７～２４ｈ，在ＨＥＭＴ器件表面形
成Ａｕ－Ｓ键，从而形成自组装单层；用超纯水洗去
ＨＥＭＴ器件表面的３－疏基丙酸溶液，加入００２ｍｏｌ·
Ｌ－１碳酰二亚胺盐酸盐溶液和００５ｍｏｌ·Ｌ－１Ｎ－羟基
丁二酰亚胺溶液各３０μＬ，于室温下活化反应１５ｍｉｎ，
生成稳定的胺类活化产物，用于促进羧基活化；用

００１ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢＳ清洗 ＨＥＭＴ芯片后，加入 ＭＩＦ蛋
白溶液１０μＬ，于４℃反应２ｈ，ＭＩＦ蛋白通过共价键固
定与芯片上，ＭＩＦ－ＨＥＭＴ生物传感器构建成功［１０］。

采用 ＭＩＦ－ＨＥＭＴ生物传感器依次检测 １×
１０－１３～１×１０－３ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸西替利嗪溶液电流强
度，每次检测重复 ３次，响应的检测浓度低至 １×
１０－１３ｍｏｌ·Ｌ－１，检测信号灵敏度为１×１０－６Ａ／Ｖ，检
测范围１×１０－１３～１×１０－３ｍｏｌ·Ｌ－１，跨越１１个数量
级，见图１－Ａ；ＭＩＦ－ＨＥＭＴ生物传感器在同一条件
下检测５批浓度为１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１的盐酸西替利嗪溶
液的电流强度，每次检测重复３次，结果如图１－Ｂ
所示，ＲＳＤ为 －０５５％，表明所构建 ＭＩＦ－ＨＥＭＴ生
物传感器的重复性良好；以１×１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１的盐酸
西替利嗪溶液为测试样品，ＭＩＦ－ＨＥＭＴ生物传感器
连续５ｄ在同一条件下检测电流强度，每次检测重复
３次，ＲＳＤ为 －０９８％，表明所构建 ＭＩＦ－ＨＥＭＴ生
物传感器的稳定性良好。

２３　基于ＭＩＦ－ＨＥＭＴ生物传感器的抗组胺药物作
用于过敏性鼻炎关键靶点ＭＩＦ的研究

以００１ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＢＳ为空白溶液，加入制备的
ＭＩＦ－ＨＥＭＴ生物传感器中，采用电化学平台记录
０～２Ｖ电压下的电流强度（ＩＤＳ）；按浓度由低到高
（１０－１３～１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１）依次分别向ＭＩＦ－ＨＥＭＴ生
物传感器上样盐酸西替利嗪、盐酸非索非那定、咪唑

斯汀、依巴斯汀的供试品溶液，采用ＣＨＩ－６６０Ｅ电化
学工作站记录电流强度（ＩＤＳ），每次检测重复３次，并
根据公式（１）～（３）进行分析［１１］。

［Ａｂ］＋［Ａｇ］←→［Ａｂ－Ａｇ］ （１）

ＫＡ＝
１
ＫＤ
＝
［Ａｂ－Ａｇ］
［Ａｂ］＋［Ａｇ］

（２）

［Ａｇ］
ΔＩ
＝
［Ａｇ］
ΔＩｍａｘ

＋
ＫＤ
ΔＩｍａｘ

（３）
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Ａ．检测范围（ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒａｎｇｅ）　Ｂ．重复性（ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ）　Ｃ．稳定性（ｓｔａｂｉｌｉｔｙ）

图１　ＭＩＦ－ＨＥＭＴ生物传感器性能考察

Ｆｉｇ１　ＴｈｅｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｏｆＭＩＦ－ＨＥＭＴｂｉｏｓｅｎｓｏｒ

　　其中，［Ａｂ］为 ＭＩＦ的浓度，［Ａｇ］为盐酸西替利
嗪、盐酸非索非那定、咪唑斯汀、依巴斯汀溶液的浓

度，ＫＡ为结合常数，ＫＤ为解离常数，ΔＩ为电流变化
值，ΔＩｍａｘ为电流最大变化值。
１×１０－１３～１×１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸西替利嗪与

ＭＩＦ－ＨＥＭＴ生物传感器作用的ＩＤＳ－ＵＤＳ信号变化情
况如图２－Ａ１所示，加入空白溶液 ＰＢＳ后对电流变
化影响较小，表明ＰＢＳ对检测结果影响较小，且在溶
液最小浓度 １×１０－１３ｍｏｌ·Ｌ－１下即有电流变化响
应，随着盐酸西替利嗪浓度的增加，电流呈现较规律

递减。以盐酸西替利嗪浓度的对数为横坐标，电流

变化率为纵坐标进行线性拟合，结果如图２－Ｂ１所
示，在１×１０－１３～１×１０－１０ｍｏｌ·Ｌ－１有较好线性关
系，拟合方程为 Ｙ＝ －６９１×１０－３Ｘ－０１０７，
ｒ＝０９９７０。以１×１０－１３～１０－１０ｍｏｌ·Ｌ－１为检测浓度
范围，以盐酸西替利嗪浓度为横坐标，以浓度与电流

变化的比值为纵坐标，进行线性拟合，结果如图２－
Ｃ１所示，拟合方程为 Ｙ＝８６３×１０４Ｘ＋６８８×１０－５，
ｒ＝０９９９５，由公式（１）～（３）计算盐酸西替利嗪与
ＭＩＦ相互作用的解离常数 ＫＤ，可得解离常数 ＫＤ值为
７０５×１０－１３ｍｏｌ·Ｌ－１，表明盐酸西替利嗪与 ＭＩＦ有
强结合作用，ＭＩＦ是盐酸西替利嗪治疗过敏性鼻炎的
潜在靶点。

同理，１×１０－１３～１×１０－５ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸非索非
那定、咪唑斯汀和依巴斯汀与ＭＩＦ－ＨＥＭＴ生物传感
器作用ＩＤＳ－ＵＤＳ信号变化及线性拟合情况如图２－
Ａ２～Ｃ４所示，具体浓度范围及拟合方程如表 １所
示。盐酸非索非那定、咪唑斯汀和依巴斯汀与 ＭＩＦ
相互作用的解离常数 ＫＤ值分别为 ２３４×１０

－８、

１９４×１０－７和２４４×１０－８ｍｏｌ·Ｌ－１，表明均与 ＭＩＦ
有较强结合作用，进一步验证了 ＭＩＦ是治疗过敏性

鼻炎的潜在靶点。

２４　４种抗组胺药物免疫抗炎药效评价研究
斑马鱼的饲养条件依据经济合作与发展组织

（ＯＥＣＤ）手册，雌雄斑马鱼分开喂养，光照１４ｈ、黑暗
１０ｈ交替循环，培养室的温度控制在（２８±０５）℃，
定时喂以人工颗粒状饵料和刚孵出的卤虫无节幼

体。在实验前，将成年斑马鱼放入雌雄比例为 １∶１
的交配池中过夜，次日将胚胎收集到斑马鱼胚胎培

养液中，并放入２８５℃培养箱中进行后续实验。
随机选取受精后３ｄ的成熟 ＡＢ野生型斑马鱼，

按每孔１０尾置于１２孔板中，分别加入２５、５０、１００、
２００、５００和１０００μｍｏｌ·Ｌ－１的盐酸西替利嗪溶液、
盐酸非索非那定溶液、咪唑斯汀溶液、依巴斯汀溶液

各３ｍＬ，并平行３个孔。将斑马鱼置于２８℃条件下
避光孵育，分别于２４、４８、７２ｈ观察和记录斑马鱼的
畸形和死亡情况，并计算各药物浓度在不同给药时

间下的半抑制浓度（ＩＣ５０）。结果如图３所示，随着药
物浓度的增加，斑马鱼的死亡率显著增加，计算盐酸

西替利嗪的ＩＣ５０为１８２μｍｏｌ·Ｌ
－１，即当药物浓度为

１８２μｍｏｌ·Ｌ－１时，其对斑马鱼产生 ５０％的致死效
应；此外，计算盐酸非索非那定、咪唑斯汀、依巴斯汀

的ＩＣ５０分别为１９３、２０８、２２２μｍｏｌ·Ｌ
－１。为评价４种

抗组胺药的抗炎药效，后续将 ４种抗组胺药的高、
中、低浓度分别设置为１００、５０、２５μｍｏｌ·Ｌ－１，以确
保药物剂量对斑马鱼抑制作用的影响。

选取健康的受精后３ｄ的绿色荧光标记中性粒
细胞的转基因斑马鱼，随机吸入１２孔板，每孔１０枚
胚胎，设置空白组、模型组、阳性药组和低、中、高剂

量药物组。阳性药组给予２０μｍｏｌ·Ｌ－１地塞米松溶
液３ｍＬ，低、中、高剂量药物组分别给予 ２５、５０和
１００μｍｏｌ·Ｌ－１盐酸西替利嗪、盐酸非索非那定、咪唑
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１．盐酸西替利嗪（ｃｅｔｉｒｉｚｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）　２．盐酸非索非那定（ｆｅｘｏｆｅｎａｄｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）　３．咪唑斯汀（ｍｉｚｏｌａｓｔｉｎｅ）　４．依巴斯汀（ｅｂａｓｔｉｎｅ）

图２　药物与ＭＩＦ相互作用的ＩＤＳ－ＵＤＳ信号变化结果（Ａ）、线性范围及电流变化率（ΔＩ／Ｉ０）与药物浓度间的线性拟合结果（Ｂ、Ｃ）

Ｆｉｇ２　ＴｈｅＩＤＳ－ＵＤＳｓｉｇｎａｌｃｈａｎｇｅｓｒｅｓｕｌｔｓ（Ａ），ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ，ａｎｄｌｉｎｅａｒｆｉｔｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓ（Ｂ，Ｃ）ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｃｕｒｒｅｎｔｃｈａｎｇｅｒａｔｅａｎｄｄｒｕｇｃｏｎ

ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆｄｒｕｇｓａｎｄＭＩＦ

表１　４种药物与ＭＩＦ－ＨＥＭＴ生物传感器作用

Ｔａｂ１　ＩｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆｆｏｕｒｄｒｕｇｓｗｉｔｈｔｈｅＭＩＦ－ＨＥＭＴｂｉｏｓｅｎｓｏｒ

药物　　　

（ｄｒｕｇ）　　　

浓度

（ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／（ｍｏｌ·Ｌ－１）

拟合方程　　

（ｆｉｔｔｅｄｅｑｕａｔｉｏｎ）　　
ｒ

ＫＤ／

（ｍｏｌ·Ｌ－１）

盐酸西替利嗪（ｃｅｔｉｒｉｚｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ） １×１０－１３～１×１０－１０ Ｙ＝８６３×１０４Ｘ＋６８８×１０－５ ０９９９５ ７０５×１０－１３

盐酸非索非那定（ｆｅｘｏｆｅｎａｄｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ） １×１０－８～１×１０－５ Ｙ＝３７０×１０３Ｘ＋８６５×１０－５ １０００ ２３４×１０－８

咪唑斯汀（ｍｉｚｏｌａｓｔｉｎｅ） １×１０－８～１×１０－５ Ｙ＝１７５×１０４Ｘ－３４０×１０－３ ０９９９６ １９４×１０－７

依巴斯汀（ｅｂａｓｔｉｎｅ） １×１０－９～１×１０－６ Ｙ＝－２４６×１０５Ｘ－６００×１０－３ ０９９３３ ２４４×１０－８
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Ａ．盐酸西替利嗪（ｃｅｔｉｒｉｚｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）　Ｂ．盐酸非索非那定（ｆｅｘｏｆｅｎａｄｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）　Ｃ．咪唑斯汀（ｍｉｚｏｌａｓｔｉｎｅ）　Ｄ．依巴斯汀（ｅｂａｓｔｉｎｅ）

图３　斑马鱼存活率

Ｆｉｇ３　Ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈ

斯汀、依巴斯汀的供试品溶液各３ｍＬ，空白组和模型
组给予斑马鱼培养液。给药２４ｈ后，模型组、阳性药
物组、低、中、高剂量药物组加入２０μｍｏｌ·Ｌ－１硫酸
铜溶液处理２ｈ。最后，将每组斑马鱼用０２２％三卡
因麻醉１ｍｉｎ，置于荧光显微镜下观察中性粒细胞募
集行为，采用Ｉｍａｇｅ－Ｊ软件进行记录，并按如下公式
计算药物组炎症抑制率（Ｅ）。
Ｅ＝（Ｎ模型组 －Ｎ药物组）／（Ｎ模型组 －Ｎ空白组）×１００％

各组斑马鱼中性粒细胞迁移情况如图４所示。
对比空白组，模型组中性粒细胞迁移数量显著增加

（Ｐ＜００１），表明损伤与氧化应激加剧，炎症模型成
功建立。阳性药物组采用２０μｍｏｌ·Ｌ－１地塞米松给
药，与模型组对比，阳性药物中性粒细胞迁移数量减

少（Ｐ＜０００１），有显著的炎症消退作用，结果如图５
所示。如表 ２所示，盐酸西替利嗪、盐酸非索非那
定、咪唑斯汀和依巴斯汀低、中、高剂量组相比于模

型组中性粒细胞迁移数量均显著减少（Ｐ＜０００１），
其中又以盐酸西替利嗪迁移数量最少，其低、中、高

浓度药物的炎症抑制率分别为 ４０３％、５２５％、

６８５％，均强于对应浓度的其他３种药物，抗炎效果
最强，结果如图６所示。
３　讨论

解离常数ＫＤ反映了ＭＩＦ与药物小分子的解离速
率，ＫＤ值越小，ＭＩＦ与药物的亲和力越强。ＭＩＦ是一
种稳态趋化因子［１２］，在炎症性疾病中发挥关键作

用［１３］，可调节巨噬细胞反应，并增强促炎细胞因子和

其他炎症成分的产生［１４］，在过敏性鼻炎的发病机制

中发挥重要作用。通过计算 ＫＤ值发现盐酸西替利
嗪、盐酸非索非那定、咪唑斯汀、依巴斯汀均与 ＭＩＦ
有良好的作用，进一步验证了 ＭＩＦ是４种抗组胺药
物治疗过敏性鼻炎的潜在靶点。其中，盐酸西替利

嗪与ＭＩＦ的解离常数 ＫＤ最小，表明在４种抗组胺药
物中盐酸西替利嗪作用于ＭＩＦ有更强的治疗过敏性
鼻炎的疗效，进而推测４种抗组胺药物可能通过直
接作用于 ＭＩＦ，对 ＭＩＦ进行调节，降低过敏性鼻炎患
者ＭＩＦ的水平，减少 Ｔｈ２细胞的分化、分泌和 ＩｇＥ的
产生，从而减轻过敏性鼻炎的症状。此外，盐酸西替

利嗪是作用效果最强的二代抗组胺药，其疗效远
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１．低浓度（ｌｏｗｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）　２．中浓度（ｍｅｄｉｕｍｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）　３．高浓度（ｈｉｇｈｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）

Ｃ．地塞米松（ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ）　Ｄ．盐酸西替利嗪（ｃｅｔｉｒｉｚｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）　Ｅ．盐酸非索非那定（ｆｅｘｏｆｅｎａｄｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）　Ｆ．咪唑斯汀（ｍｉｚｏｌａｓ

ｔｉｎｅ）　Ｇ．依巴斯汀（ｅｂａｓｔｉｎｅ）

图４　空白组（Ａ）、模型组（Ｂ）和药物组（Ｃ～Ｇ）斑马鱼炎症部位中性粒细胞荧光图

Ｆｉｇ４　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｅｓｏｆｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓｉｎｔｈｅｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｓｉｔｅｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ａ），ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（Ｂ），ａｎｄｄｒｕｇｇｒｏｕｐ（Ｃ－Ｇ）

Ａ～Ｇ．同图４（ｓａｍｅａｓＦｉｇ４）

图５　中性粒细胞迁移统计图（＃＃＃：与空白组相比，模型组Ｐ＜０００１；：与模型组相比，阳性药物组Ｐ＜０００１）

Ｆｉｇ５　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｃｈａｒｔｏｆｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｎｅｕｒｏｍａｓｔ（＃＃＃：ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐＰ＜０００１；：ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ

ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｄｒｕｇｇｒｏｕｐＰ＜０００１）

ａ．盐酸西替利嗪（ｃｅｔｉｒｉｚｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）　ｂ．盐酸非索非那定（ｆｅｘｏｆｅｎａ

ｄｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）　ｃ．咪唑斯汀（ｍｉｚｏｌａｓｔｉｎｅ）　ｄ．依巴斯汀（ｅｂａｓｔｉｎｅ）

图６　药物组抗炎药效图

Ｆｉｇ６　Ａｎｔｉ－ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｅｆｆｉｃａｃｙｏｆｄｒｕｇｇｒｏｕｐ

高于盐酸非索非那定、咪唑斯汀及依巴斯汀［９］，并有

研究表明盐酸西替利嗪具有与其组胺拮抗作用无关

的抗炎活性，可抑制ＭＩＦ的释放，进而在过敏性疾病
中发挥作用［１５］。

本实验通过自主构建ＭＩＦ－ＨＥＭＴ生物传感器集
成斑马鱼免疫抗炎活性试验，将其应用于盐酸西替利

嗪、盐酸非索非那定、咪唑斯汀、依巴斯汀与过敏性鼻

炎关键靶点 ＭＩＦ相互作用的研究中。通过计算４种
药物的解离常数ＫＤ值，表明均与ＭＩＦ有较好的结合作
用，揭示了ＭＩＦ作为潜在靶点参与抗组胺药治疗过
敏性鼻炎的过程。其中，又以盐酸西替利嗪与 ＭＩＦ
的结合能力最强，达到７０５×１０－１３ｍｏｌ·Ｌ－１，表明
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　　　 表２　斑马鱼神经丘细胞数量
Ｔａｂ２　Ｔｈｅｃｅｌｌｃｏｕｎｔｏｆｎｅｕｒｏｍａｓｔｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈ

组别　　　　
（ｇｒｏｕｐ）　　　　

侧线神经丘中性粒

细胞迁移数量±ＳＤ
（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎ
ｎｅｕｒｏｍａｓｔ±ＳＤ）

Ｐ

空白组（ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ） ４±２１５ ／

模型组（ｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ） ３４±２８９ ＜０００１

地塞米松（ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ） ２１±２４０ ＜０００１

盐酸西替利嗪（ｃｅｔｉｒｉｚｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）

　２５μｍｏｌ·Ｌ－１ ２２±０８２ ＜０００１

　５０μｍｏｌ·Ｌ－１ １８±１３１ ＜０００１

　１００μｍｏｌ·Ｌ－１ １４±１３４ ＜０００１

盐酸非索非那定（ｆｅｘｏｆｅｎａｄｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）

　２５μｍｏｌ·Ｌ－１ ２５±２２１ ＜０００１

　５０μｍｏｌ·Ｌ－１ ２１±１４７ ＜０００１

　１００μｍｏｌ·Ｌ－１ １９±２４３ ＜０００１

咪唑斯汀（ｍｉｚｏｌａｓｔｉｎｅ）

　２５μｍｏｌ·Ｌ－１ ２４±２４１ ＜０００１

　５０μｍｏｌ·Ｌ－１ ２２±２３４ ＜０００１

　１００μｍｏｌ·Ｌ－１ ２０±２０５ ＜０００１

依巴斯汀（ｅｂａｓｔｉｎｅ）

　２５μｍｏｌ·Ｌ－１ ２８±２１６ ＜０００１

　５０μｍｏｌ·Ｌ－１ ２４±２８２ ＜０００１

　１００μｍｏｌ·Ｌ－１ ２２±１５１ ＜０００１

其在４种药物中用于治疗过敏性鼻炎的效果最强。
４种抗组胺药对斑马鱼抗炎作用研究中，发现了盐酸
西替利嗪较其他３种抗组胺药具有显著抑制炎症作
用，且疗效随剂量增加而提升，与 ＭＩＦ－ＨＥＭＴ生物
传感器研究结果一致。这表明本研究构建的 ＭＩＦ－
ＨＥＭＴ生物传感技术集成斑马鱼实验策略可实现药
物与作用靶点关联研究，不仅为药物直接影响关键

作用靶点提供新的研究视角，也为 ＨＥＭＴ生物传感
器在药物领域的研究应用提供了新的方向。
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