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天然产物吉马酮致类过敏反应机制初步研究

高嘉盼, 车德路, 张 涛, 贺浪冲*

(西安交通大学医学部药学院, 陕西 西安 710061)

摘要: 含有倍半萜类天然产物制备而成的中药注射剂在临床使用的过程中可引起多种不良反应, 其中以皮肤过

敏反应最为普遍。但造成这种过敏反应的原因是否与倍半萜类物质共同含有的 3个异戊二烯单元相关尚不明确,

因此用药安全性评价具有重要指导意义。倍半萜类物质的相对分子质量小, 不是抗原或半抗原, 有可能通过直接作

用于肥大细胞的方式引发过敏样反应。近期研究证实, 肥大细胞上的一种 7次跨膜的G蛋白偶联受体 (Mas-related

G protein-coupled receptor-X2, MRGPRX2) 是介导多种小分子药物引发过敏反应的关键靶点, 不同于 IgE介导的 Ι型

过敏反应, 这种反应与给药剂量和速度具有直接相关性, 首次接触致敏物即会出现过敏症状, 被称为类过敏反应。

本文通过一系列体外实验研究发现并不是所有倍半萜类物质均引发类过敏反应。实验选取倍半萜类物质人参皂苷

Re和Rb1及吉马酮等进行钙成像筛选分析。结果表明, 仅吉马酮可通过MRGPRX2激活钙动员, 引起肥大细胞内

钙离子浓度的增加。进一步以吉马酮为研究对象, 通过 β-氨基己糖苷酶释放率测定和组胺释放量测定实验证实吉

马酮能够直接引起肥大细胞脱颗粒反应。进一步利用 siRNA敲低MRGPRX2受体表达和吉马酮与环丙沙星的竞争

性结合实验证实了作用靶点为MRGPRX2。结果表明, 吉马酮可通过MRGPRX2受体直接激活肥大细胞, 引发类过

敏反应, 这可能是含吉马酮成分中药注射剂引发皮肤过敏反应的原因。
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Preliminary study on the mechanism of anaphylactoid reaction

induced by natural product germacrone
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Abstract: The Chinese medicine injections prepared by the natural products containing sesquiterpenoids

caused various adverse reactions in clinical use, among which skin allergic reactions are the most common. However,

whether the reason of allergic reaction was related to the three isoprene units contained in the sesquiterpenoids is

not clear, so the evaluation of drug safety has important guiding significance. The sesquiterpenoids are small molecular

substances, and they are not antigens or haptens. They may induce anaphylaxis reactions by acting mast cells directly.

Current research confirmed that Mas-related G protein-coupled receptor-X2 (MRGPRX2) which is a 7-transmem‐

brane G protein coupled receptor on mast cells was a key target mediated allergic reactions induced by many small

molecular drugs. Unlike IgE-mediated allergic reactions, pseudo-allergic reaction is related to dosage and dosing

rate, and occurs in the first exposure to the sensitizer. In this paper, a series of experiments in vitro found that not all

sesquiterpenoids caused anaphylactoid reactions. Ginsenoside Re, ginsenoside Rb1 and germacrone were selected

as representative of sesquiterpenoids for calcium imaging assay. The data confirmed that only germacrone activated

calcium mobilization through MRGPRX2, causing an increase in intracellular calcium ion concentration in mast
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cells. Furthermore, the release rate of β -hexosaminidase and the release amount of histamine analysis confirmed

that germacrone induced mast cells degranulation directly. Knockdown of MRGPRX2 expression by siRNA and

competitive binding experiments against ciprofloxacin were used to prove the target of germacrone was

MRGPRX2. The results indicated that germacrone could activate mast cells directly to induce anaphylactoid reaction

via MRGPRX2, which might be the reason of skin allergic reactions caused by injections containing germacrone.

Key words: sesquiterpenoid; germacrone; mast cell; pseudo-allergic reaction; Mas-related G protein-coupled

receptor-X2

近来 , 有研究报道发现 C48/80 (compound 48/80)

等小分子化合物能够通过小鼠肥大细胞上的MrgprB2

受体, 引发小鼠发生过敏样反应[1]。不同于 IgE介导的

Ι型过敏反应和补体途径的过敏反应[2], 这种过敏反应

与给药速度和剂量直接相关, 并在首次用药后即可出

现, 被称为类过敏反应。药物作用于MrgprB2受体后,

造成肥大细胞内钙离子浓度升高, 引起肥大细胞颗粒

物质的释放 , 促使类过敏反应的发生。同时还发现 ,

MrgprB2受体与人肥大细胞膜上的MRGPRX2受体具

有同源性, 是引发药物类过敏反应的关键受体, 小分子

药物通过作用于MrgprB2受体造成野生型小鼠出现类

过敏反应, 但当敲除MrgprB2受体后, 这种类过敏反应

症状也不再出现, 并进一步证实了临床上经常发生过

敏反应的四氢异喹啉类肌肉松弛药[2]、氟喹诺酮类抗

菌药[3]等小分子药物就是通过MrgprB2活化肥大细胞

而导致类过敏反应发生的, 明确了人肥大细胞膜上的

G蛋白偶联受体MRGPRX2就是药物引发类过敏反应

的关键靶受体。

中药及其制剂是临床上广泛使用的有效药物。近

年来, 各类中药制剂尤其是中药注射剂引起过敏样反

应的报道增多 , 但作用靶点与分子机制尚无相关研

究[4,5]。倍半萜类物质广泛存在于多种药物制剂中[6],

其引发的过敏样反应是否是由于共同的异戊二烯单元

引起的并不明确。并且, 此类物质致敏的分子机制尚

无完整研究报道。因此, 有必要对其引发的过敏反应

机制进行研究。环丙沙星作为MRGPRX2受体的激动

剂, 能够导致肥大细胞释放 β-氨基己糖苷酶和组胺等

过敏介质而引发类过敏反应。在此基础上, 本研究探

讨吉马酮是否通过MRGPRX2引发类过敏反应, 明确

导致类过敏机制, 为药物安全性使用奠定实验基础。

材料与方法

仪器与设备 RPL-10ZD 装柱机 (大连日普利科

技仪器有限公司 , 中国); HC-3018R 高速冷冻离心机

(科大创新股份有限公司中佳分公司, 中国); 高效液相

色谱/质谱联用仪 (HPLC/MS) (日本岛津公司 , 日本),

包括: LC-20AD高效液相色谱泵 3个, SIL-20A自动进

样器 , CTO-20A 柱温箱 , SPD-20A 紫外检测器 , SPD-

M20A二极管阵列检测器, LCMS2010质谱仪, LCMS-

Solution工作站; SW-CJ-1F超净工作台 (苏州安泰空气

技术有限公司, 中国); MCO-15AC CO2细胞培养箱 (日

本三洋电机株式会社, 日本); 尼康Ti-S倒置荧光显微

镜 (尼康株式会社, 日本); AUY-120精密天平 (岛津公

司, 日本)。

试剂 人参皂苷Re、人参皂苷Rb1、吉马酮 (成都

普非德, 中国); C48/80 (Sigma试剂公司, 美国)青霉素、

链霉素 (大连美罗制药厂, 中国); 氯化钠和氯化钾 (天

津市天力化学试剂有限公司, 中国); 氢氧化钠 (天津市

科密欧化学试剂有限公司, 中国); 七水合硫酸镁 (成都

化学试剂厂, 中国); 十二水合磷酸氢二钠 (广东省化学

试剂工程技术研究开发中心 , 中国); 超纯水实验室

自制。

细胞系 LAD2 人肥大细胞株 (NIH 赠与), 培养

基 StemPro-34+10 mL·L-1 StemPro nutrient supplement

(Invitrogen 公司 , 美国), 2 mmol·L-1 L-glutamine (R&D

公司 , 美国), 100 ng·mL-1 人干细胞生长因子 (human

stem cell factor, SCF) (义翘神州科技有限公司, 中国),

于37 ℃、5%的CO2培养箱中培养。

细胞膜固定相制备 将细胞悬液于 4 ℃条件下

5 000 r∙min-1离心 10 min, 去除上清的培养液, 沉淀即

为细胞, 加入生理盐水重新混悬后于上述条件离心, 生

理盐水清洗过程重复 2次。向得到的细胞中加入预冷

的Tris-HCl溶液 5 mL, 置于超声仪内冰浴超声 30 min

破碎细胞 , 以保证细胞膜的活性。同时称取 0.02 g

硅胶于具支试管中 , 置于 105 ℃烘箱中活化 30 min。

超声破碎细胞后, 用细胞破碎仪再次破碎, 程序为工

作 3 s, 间歇 1 s, 6次。离心 10 min (4 ℃, 1 500 ×g), 吸

取上清液于另外一只离心管中 , 离心 10 min (4 ℃ ,

12 000 ×g), 得到沉淀即为细胞膜, 沉淀用生理盐水重

悬, 再离心 10 min (4 ℃, 12 000 ×g), 将得到的细胞膜

清洗一次。沉淀用 5 mL的生理盐水混悬, 吸入 5 mL

注射器中, 于真空涡旋振荡条件下与已经活化的硅胶

混匀, 置于磁力搅拌器上于 4 ℃条件搅拌 30 min, 静置

过夜, 得到细胞膜固定相悬液。

·· 1668



高嘉盼等: 天然产物吉马酮致类过敏反应机制初步研究

CMC柱的制备 将细胞膜固定相悬液涡旋混匀,

转移至 10 mL离心管中, 4 ℃条件下 2 000 r∙min-1离心

10 min, 弃上清 , 沉淀加入生理盐水约 5 mL 涡旋混

匀, 重复上述操作 2次, 去除多余的未包裹在硅胶上的

细胞膜, 向沉淀中加入生理盐水约 5 mL涡旋混匀, 倒

入事先已经冲洗过的装柱机中, 流动相为水, 流速为

2.0 mL·min-1, 装柱时的压力不超过 10 MPa, 装柱时间

5 min, 即可将细胞膜固定相装入柱芯中, 将装填好的

细胞膜色谱柱装入液相色谱仪中使用。

色谱条件 细胞膜色谱条件 1: 超纯水为流动相,

流速0.2 mL·min-1, PDA检测器检测。细胞膜色谱条件

2: 流动相: 50 mmol·L-1 PBS缓冲盐; 流速: 0.2 mL·min-1;

柱温箱: 37 ℃; PDA检测。

制备LAD2/CMC色谱柱用于细胞膜色谱法分析,

色谱柱在使用前预平衡 1 h。已知环丙沙星可以引起

类过敏反应[1], 所以使用其作为阳性对照应用于二维

在线检测可引起类过敏的试剂。LAD2/CMC 细胞膜

的重现性通过反复注射环丙沙星来检测。对于一根

LAD2/CMC细胞膜色谱柱, 保留时间由 5次重复注射

致敏成分(5 μL, 0.1 mg·mL-1) 来计算和确定。

钙成像 LAD2 细胞以 5 000 个细胞每孔接种于

96孔板中, 在 37 °C饱和湿度的细胞培养箱中培养过

夜, 离心, 弃上清, 加入 5 ng·mL-1 Fluo-3-AM的钙成像

缓冲溶液 (CIB: NaCl 125 mmol·L-1, KCl 3 mmol·L-1,

CaCl2 2.5 mmol·L-1, MgCl2 0.6 mmol·L-1, HEPES 10

mmol·L-1, 葡萄糖 20 mmol·L-1, NaHCO3 1.2 mmol·L-1,

蔗糖 20 mmol·L-1, pH 7.4), 37 °C 培养箱孵育 30 min。

弃孵育液 , 加入 CIB 清洗一遍后弃上清 , 再次加入

CIB, 每孔 100 μL, 于荧光显微镜的蓝光下, 以 C48/80

为阳性对照 , CIB 为阴性对照 , 给药组每孔依次加入

400 μmol·L-1, 加药体积为 100 μL的人参皂苷Re、人参

皂苷Rb1和吉马酮后采集荧光变化突变, 曝光时间为

200 ms, 每秒拍一张, 拍照时间为2 min。

β-氨基己糖苷酶释放率的测定 将LAD2细胞稀

释为终浓度为每毫升 1×105个细胞, 每孔 100 μL接种

于96孔板, 并设置4个复孔。在37 ℃饱和湿度的细胞培

养箱中培养过夜。次日, 对于给药组细胞, 1 500 r·min-1

室温离心 5 min后, 弃上清, 以台式液配制浓度为 100、

200、400 μmol · L-1 的吉马酮 , 并依次加入孔板中 ,

30 μg·mL-1的C48/80为阳性对照, 单独的台式液为阴

性对照, 37 ℃下培养 30 min后, 1 500 r·min-1室温离心

5 min, 得到给药组细胞培养基上清; 再用 0.1% Triton

X-100 裂解空白组细胞 5 min, 将裂解液吹打均匀, 在

1 500 r·min-1室温离心 5 min, 得到细胞裂解液。将给

药组细胞培养基上清及细胞裂解液各 50 μL分别加入

空白 96孔板, 每孔加入底物 1 mmol·L-1的 β-氨基己糖

50 μL, 置于 37 ℃培养箱内孵育 90 min, 孵育完成后 ,

每孔加入 0.1 μmol·L-1 Na2CO3/NaHCO3终止液 150 μL

终止反应。将 96孔板置于室温摇床上摇晃混匀 2 min,

在酶标仪上 405 nm下检测吸光度值 (OD)。β-氨基己

糖苷酶释放率的计算方法 : β-氨基己糖苷酶释放率

(%) = [上清液吸光度/(上清液吸光度+细胞裂解液吸

光度)]×100%。

组胺释放量的测定 将 LAD2 细胞稀释为终浓

度为每毫升 1×106 个细胞 , 每孔 100 μL 接种于 96 孔

板, 在37 ℃饱和湿度的细胞培养箱中培养过夜。次日,

1 500 r·min-1室温离心5 min后, 弃上清, 加入台式液配

制的浓度为 100, 400 μmol·L-1吉马酮溶液, 30 μg·mL-1

的C48/80为阳性对照, 阴性对照组加入台式液 100 μL,

37 ℃下培养 30 min 后 , 1 500 r·min-1室温离心 5 min,

取上清 50 μL, 加入含 100 μL 内标 (氘代组胺 , 美

国 Sigma 公司 ) 的新 1.5 mL EP 管中 , 振荡 10 s。

10 000 r·min-1, 4 ℃离心10 min。离心后吸取上清50 μL

于进样瓶中, 质谱检测。

siRNA 干扰 MrgprX2 siRNA 片段为 forward: 5'-

GUACAACAGUGAAUGGAAATT-3'、reverse: 5'-UUU

CCAUUCACUGUUGUACTT-3'; 无序的 siRNA片段作

为阴性对照 forward: 5'-UUCUCCGAACGUGUCACG

UTT-3'、reverse: 5'-ACGUGACACGUUCGGAGAATT-

3'。分别稀释75 pmol MrgprX2 siRNA和Lipofectamine

2000稀释液 7.5 µL至 100 µL Opti-MEM培养基中, 静

置 2 min 后 , 将 MrgprX2 siRNA 加入到 Lipofectamine

2000稀释液中, 轻柔混匀, 室温静置 15 min。将LAD2

细胞以每孔 (0.25～1)×106个细胞接种于 6孔板中, 加

入MrgprX2 siRNA和Lipofectamine 2000的混合液, 轻

柔混匀。转染48 h后用于后续实验。

竞争性结合实验 竞争性结合实验是通过使用

6×10−8～9.6×10−7 mol·L-1 不同浓度的吉马酮作为

LAD2/CMC细胞膜色谱柱的流动相, 检测不同浓度环

丙沙星的保留时间。再根据已知竞争性位移分析法考

察药物的作用位点。

统计学方法 所有实验数据采用平均值±标准差

(
-
x ± s) 表示, 用 SPSS 18.0统计软件进行 student's t-test

分析, P<0.05 为具有统计学差异, P<0.01 为统计学差

异较显著, P<0.001为统计学差异极显著。

结果

1 吉马酮可引起LAD2细胞内钙离子浓度升高

具有致敏作用的药物可激活肥大细胞钙动员, 引

起肥大细胞内 Ca2+浓度的升高, 胞内游离的 Ca2+与荧
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光探针结合发出荧光, 可通过荧光强度表征胞内Ca2+

的含量。在 400 μmol·L-1吉马酮、人参皂苷Re或人参

皂苷 Rb1 的作用下, 仅吉马酮可使人肥大细胞 LAD2

细胞内Ca2+浓度升高, 其他两种作用甚微 (图1)。

2 吉马酮激活LAD2细胞引发脱颗粒反应

肥大细胞激活后会发生脱颗粒反应释放颗粒物

质, β-氨基己糖苷酶和组胺包含于肥大细胞释放的颗

粒物质中, 可作为评价肥大细胞脱颗粒反应程度的标

志物。吉马酮能够剂量依赖性的激活 LAD2细胞, 释

放 β -氨基己糖苷酶和组胺。 100 μmol·L-1 不引起

LAD2细胞激活, 而在 200和 400 μmol·L-1吉马酮的作

用下, 可以引起人肥大细胞 LAD2 β-氨基己糖苷酶的

释放率分别为 29.8% ± 1.9%和 37.5% ± 0.7% (图 2A)。

组胺是肥大细胞释放的重要致敏介质 , 在 200 和 400

μmol·L-1 吉马酮的作用下 , 组胺的释放量分别为

(174.4 ± 8.9) 和 (231.8 ± 17.6) ng·mL-1 (图 2B)。与对

照组相比, 具有统计学差异 (P<0.05)。

3 吉马酮激动敲低后的LAD2细胞作用降低

为了考察吉马酮致类过敏反应与MRGPRX2受体

的关系, 采用 siRNA干扰的方法敲低 LAD2细胞中的

MRGPRX2 的表达。通过 Control-siRNA 与 MrgprX2-

siRNA 干扰后, 吉马酮刺激 LAD2细胞脱颗粒释放 β-

氨基己糖苷酶的作用明显降低 (图 3A)。同时还发现

与对照组相比, 使胞内钙离子浓度升高的作用也明显

降低 (图3B)。

4 与环丙沙星的竞争性结合实验计算吉马酮的解离

平衡常数

分别采用 6×10−8～9.6×10−7 mol·L-1不同浓度的吉

马酮作为流动相, 色谱柱进样注射环丙沙星, 记录环丙

沙星在不同流动相下的保留时间[7]。环丙沙星作为明

Figure 1 Germacrone increased Ca2+ concentration in LAD2 cells. A: Chemical structure of ginsenoside Rb1, ginsenoside Re and

germacrone; B: Calcium image of ginsenoside Rb1, ginsenoside Re and germacrone (400 μmol ·L-1) on LAD2 cells. C48/80: Compound

48/80. Experiments are repeated thrice, and each color line represents an individual cell

Figure 2 Germacrone induced LAD2 cells degranulation reaction. A: The release rate of β-hexosaminidase by germacrone on LAD2; B:

The histamine release by germacrone on LAD2. n = 6,
-
x ± s. ***P<0.001 vs Control
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确的MRGPRX2受体的激动剂, 其与吉马酮一样, 均在

LAD2细胞膜色谱柱上具有保留作用 (图 4A)。根据竞

争剂环丙沙星的保留时间, 发现环丙沙星的保留时间

随着流动相中吉马酮浓度的增加而降低 (图 4B)。结

果表明吉马酮与环丙沙星在 LAD2/CMC细胞膜色谱

柱上具有相同的结合位点。

讨论

小分子药物引发的类过敏反应可能是源于药物直

接刺激肥大细胞或嗜碱性粒细胞, 导致肥大细胞脱颗

粒释放组胺类活性递质而引发的[8]。药物类过敏反应

在患者首次用药时即可能发生[9]。近年来, 临床观察

发现中药注射剂可以引发类过敏反应[10,11]。但由于中

药组分众多, 相互作用复杂, 引发机制也不清楚。一般

情况下, 过敏反应的发生机制分为 3类: ① 以不依赖

IgE介导方式直接刺激肥大细胞, 通过G蛋白偶联受体

造成肥大细胞内钙离子浓度升高[12]; ② 通过补体受体

激活肥大细胞[13]; ③ 抑制COX-1活性造成生物胺类成

分合成及释放[14]。目前药物导致类过敏反应的作用机

制报道较少[15]。

钙成像实验证实倍半萜类化合物吉马酮[9]、人参

皂苷Re及人参皂苷Rb1[16]中只有吉马酮可激活LAD2

细胞, 造成细胞内钙离子浓度升高 (图 1)。与此同时,

由于胞内钙离子浓度升高, 激活肥大细胞脱颗粒[17]。

因此, 吉马酮能剂量依赖性地引发 β-氨基己糖苷酶及

组胺 (图2) 等颗粒物质的释放。但是, 吉马酮在MRG‐

PRX2敲低的 LAD2细胞的细胞内钙离子浓度及脱颗

粒作用降低 (图3), 表明吉马酮导致肥大细胞脱颗粒通

过 MRGPRX2, 所以 , 吉马酮引发的类过敏反应与

MRGPRX2相关。进一步, 与环丙沙星的竞争性结合

实验结果表明, 吉马酮是MRGPRX2的外源性小分子

配体 (图 4)。但是 , 这种对 MRGPRX2 受体的激活作

用, 可能和倍半萜类物质共有的 3个异戊二烯单元并

不相关。

本实验通过一系列体外实验发现, 200 μmol·L-1以

上的吉马酮具有致类过敏作用, 这种类过敏反应具有

剂量依赖性。同时对吉马酮与MRGPRX2相互作用特

性进行了分析, 对其致敏机制进行研究, 为中药制剂的

安全性奠定了实验基础。
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