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用于磷酸组胺检测的报告基因细胞模型构建研究
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摘要：目的　探索用于磷酸组胺检测的报告基因细胞模型构建。方法　将人磷酸组胺Ｈ１受体（Ｈ１Ｒ）、Ｈ２受体（Ｈ２Ｒ）的过表
达质粒，以及报告基因的Ｇ蛋白偶联受体亚型Ｇｓ、Ｇｉ和Ｇｑ响应元件的载体单独或共同转染至 ＨＥＫ２９３细胞，并对质粒的转
染比例进行优化；检测Ｈ１Ｒ或Ｈ２Ｒ激动剂作用后细胞内ｃＡＭＰ和Ｃａ２＋含量的变化验证受体的表达和功能；对不同细胞模型
经组胺作用后的化学发光值进行比较；通过在复方氨基酸注射液、琥珀酰明胶注射液以及依诺肝素钠中添加磷酸组胺进行模

拟检测，计算回收率以验证准确性。结果　共转染时３种质粒的比例为１∶１∶１０时，细胞对磷酸组胺的响应值较高，后续采用
此比例进行转染；对细胞内ｃＡＭＰ和Ｃａ２＋含量的变化测定验证了Ｈ１Ｒ和Ｈ２Ｒ的过表达和功能；其中过表达Ｈ１Ｒ和Ｈ２Ｒ的报
告基因细胞（Ｈ１Ｒ／Ｈ２ＲＬｕｃ细胞）与单独过表达Ｈ１Ｒ或Ｈ２Ｒ的细胞相比，当磷酸组胺浓度高于０６４ｎｍｏｌ·Ｌ－１时，其化学发
光值均高于其他组细胞（Ｐ＜００５）；用该模型检测复方氨基酸注射液、琥珀酰明胶注射液以及依诺肝素钠中添加的磷酸组胺，
当磷酸组胺含量在３２～４００ｎｍｏｌ·Ｌ－１内时呈现良好的线性关系，磷酸组胺的回收率在８８％ ～１２１％。结论　构建的 Ｈ１Ｒ／
Ｈ２ＲＬｕｃ细胞可用于磷酸组胺的检测。
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　　磷酸组胺杂质是导致药品在临床使用中出现低
血压、过敏反应皮疹、头痛、水肿甚至休克的主要原

因［１］，由于其本身即为活性胺类物质，可直接作用

于人体细胞或受体，因此其导致的不良反应发生大
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多较为迅速，极易引发严重的系统性心血管不良反

应，甚至危及生命［２］。

现有的检测方法主要为猫血压测定法或豚鼠离

体回肠收缩测定法，这两种方法都需要使用动物或动

物器官，且均为半定量的检测方法［３］。而基于报告基

因的检测方法可过表达所需的人源的受体，以实现目

标化合物准确、可定量以及高通量的检测［４］。

磷酸组胺受体属于 Ｇ蛋白偶联受体（ＧＰＣＲ），
共有４个亚型，已有的研究结果显示［５７］，磷酸组胺

引起的血压下降与其中的组胺Ｈ１受体（Ｈ１Ｒ）介导
的内皮细胞ＮＯ的释放以及与组胺 Ｈ２受体（Ｈ２Ｒ）
介导的血管平滑肌舒张均有关联［８］。因此如何利

用Ｈ１Ｒ和Ｈ２Ｒ及其信号转导通路产生的生物学效
应准确有效的测量磷酸组胺的含量，是一个值得探

索的方向。

据此，在报告基因技术的基础上，尝试利用

Ｈ１Ｒ和Ｈ２Ｒ及其后续的信号转导通路，摸索建立可
用于磷酸组胺检测的方法，并对方法可行性进行验

证，为后续组胺检测用稳转细胞株的构建提供实验

依据，以期建立基于组胺生物学效应的定量检测方

法，为药品中组胺杂质的控制提供新的方法。

１　实验材料与仪器
ＨＥＫ２９３细胞株 （ＡＴＣＣ，货号 ＣＲＬ１５７３）；

Ｈ１Ｒ／ｐＣＤＮＡ３１、Ｈ１Ｒ／ｐＣＤＮＡ３１和 ＭＲＥ／ＣＲＥ／
ＳＲＥＬｕｃｐＧＬ４４０（上海捷瑞生物工程有限公司）；
ＦｕＧＥＮＥ ＨＤ 转 染 试 剂 （Ｐｒｏｍｅｇａ，批 号：
００００５２３７５５）；复方氨基酸注射液（费森尤斯斯卡比
华瑞制药有限公司，批号８０ＱＬ０８７）；琥珀酰明胶注
射液 ［贝 朗 医 疗 （苏 州）有 限 公 司，批 号：

２２１０３８７４０１］；依诺肝素钠（苏州二叶制药有限公
司，批号：８ＹＮ２２１１０２）；ＤＭＥＭ培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ公
司，批号：ＡＨ２９８６５３６２等）；胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ公司，
批号：２２５４３７７ＲＰ）；Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｅｒｕｍｆｒｅｅｍｅｄｉｕｍ
（Ｔｅｃｏｎｏ，Ｌ１５８５００，批号：２２０５０２Ｋ）；Ｍａｔｒｉｇｅｌ（ｃｏｒ
ｎｉｎｇＢＤ）；Ｆｌｕｏ４ＤｉｒｅｃｔＴＭ钙含量检测试剂盒（Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ，货号：Ｆ１０４７１，批号：２４１１５１５）ｃＡＭＰＴＲ
ＦＲＥＴ ｋｉｔ（Ｖｋｅｙｂｉｏ，货 号：Ａ０１００１１，批 号：

２０１２０Ａ０１）；ＫｅｙＴｅｃ ＥｎｈａｎｃｅｄＬｕｃｉｆｅｒａｓｅＤｅｔｅｃｔｉｏｎ
Ｋｉｔ（Ｖｋｅｙｂｉｏ，Ａ２０００１０１Ｎ，批号：２０２２０６１０）；ＣｅｌｌＴｉ
ｔｅｒＧｌｏ Ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ检测试剂（Ｐｒｏｍｅｇａ，Ｇ７５７２，
批号：００００５２７３２９）；多功能酶标仪 ＳｐｅｃｔｒａｍａｘｉＤ５
及ＳｏｆｔＭａｘ分析软件（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ公司），流式
细胞仪ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ（ＢＤ公司）。

２　方　法
２１　质粒共转比例摸索

ＨＥＫ２９３细胞使用含１０％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ培养
基培养，质粒转染前１ｄ，将处于对数生长期的细胞
用胰酶消化重悬后，以每毫升８×１０５个细胞的密度
接种，置于３７℃和体积分数５％ ＣＯ２培养箱中培养
过夜。转染前半小时更换为不含双抗的培养基。用

ＦｕＧＥＮＥ ＨＤ转染试剂配置质粒后加入培养的细
胞中进行转染（ｐｃＤＮＡ３１Ｎｅｏ（＋）Ｈ１Ｒ、ｐｃＤ
ＮＡ３１Ｈｙｇｒｏ（＋）Ｈ２Ｒ和 ｐＧＬ４＿ＭＲＥＣＲＥＳＲＥ＿
ｌｕｃ２ＰＨｙｇｒｏ三种质粒的量分别为１∶１∶１０、１∶１∶４和
１∶１∶２），以分别获得 Ｈ１ＲＬｕｃ细胞、Ｈ２ＲＬｕｃ细胞
和Ｈ１Ｒ／Ｈ２ＲＬｕｃ细胞，继续培养２４ｈ后，加入终浓
度分别为１００００、２０００、４００、８０、１６、３２、０６４、０１２８
和００２６ｎｍｏｌ·Ｌ－１的组胺作用６ｈ后进行化学发
光的检测。

２２　人磷酸组胺２受体（Ｈ２Ｒ）过表达验证
使用 Ｈ２Ｒ的特异性激动剂 Ｄｉｍａｐｒｉｔｄｉｈｙｄｒｏ

ｃｈｌｏｒｉｄｅ激动 Ｈ２Ｒ受体［９］，使用 ＶｋｅｙｂｉｏｃＡＭＰ
ＴＲＦＲＥＴ检测试剂盒进行 ｃＡＭＰ生成量测定，以验
证Ｈ２Ｒ受体的过表达。检测原理为，当检测样品中
存在未标记的 ｃＡＭＰ，ｃＡＭＰ示踪复合物与 Ｒｄ标记
抗体的结合被阻断，Ｅｕ激发后无法实现能量共振转
移，反应体系中检测到的６６５ｎｍ信号降低，由此来
检测ｃＡＭＰ含量的变化。首先取上述 ＨＥＫ２９３细
胞，胰酶消化后重悬细胞，以每毫升约１×１０６个细
胞的密度接种于３８４孔板中并分别转染不同质粒，
培养约２４ｈ。按照试剂盒的使用说明，使用缓冲液
梯度稀释Ｈ２Ｒ受体激动剂Ｄｉｍａｐｒｉｔｄｉｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，
５μＬ每孔加入细胞中，使其终浓度分别为 ２８００、
７００、１７５、４３７５、１０９４、２７３、０６８、０１７、００４３、
００１１和０００２７ｎｍｏｌ·Ｌ－１，３７℃孵育３０ｍｉｎ后进
行ｃＡＭＰ生成量测定。
２３　人磷酸组胺１受体（Ｈ１Ｒ）过表达验证

采用检测钙流的方法进行Ｈ１Ｒ过表达的验证。
取上述 ＨＥＫ２９３细胞，胰酶消化后以约每毫升
８×１０５个细胞的密度接种于３８４孔板中并分别转染
不同质粒，培养约２４ｈ。按照试剂盒使用说明配置
Ｆｌｕｏ４ＤｉｒｅｃｔＴＭ钙含量检测试剂，弃去细胞板中的培
养基后，加入检测试剂，３７℃孵育１ｈ，加入不同浓度
的磷酸组胺梯度溶液５μＬ后（终浓度分别为１００、２５、
６２５、１５６、０３９、９７７×１０－２、２４４×１０－２、６１０×
１０－３、１５３×１０－４、３８１×１０－４和９５４×１０－５μｍｏｌ·
Ｌ－１），立即放入多功能酶标仪中读板（激发波长为
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４８５ｎｍ，发射波长为５２５ｎｍ）。
２４　报告基因响应值的比较

为比较表达有不同受体的细胞对磷酸组胺检测

的效果，还检测了 Ｈ１Ｒ细胞、Ｈ２Ｒ细胞和 Ｈ１Ｒ／
Ｈ２ＲＬｕｃ细胞三种细胞对不同浓度磷酸组胺的响
应。取上述 ＨＥＫ２９３细胞，以约每毫升２×１０５个细
胞的密度接种９６孔，每孔１００μＬ，置３７℃体积分
数５％ＣＯ２培养箱中培养６ｈ，待细胞贴壁后，分别转
染不同质粒并继续培养２４ｈ，随后移除完全培养基
后更换１００μＬ每孔无血清培养基，３７℃体积分数
５％ＣＯ２培养箱中饥饿过夜，加入不同浓度的磷酸组
胺，使其终浓度分别为 １００００、２０００、４００、８０、１６、
３２、０６４和０１２８ｎｍｏｌ·Ｌ－１以及磷酸组胺的对照
品溶液，替换培养板中的培养基培养６小时，随后每
孔加入１００μＬＫｅｙＴｅｃ ＥｎｈａｎｃｅｄＬｕｃｉｆｅｒａｓｅＤｅｔｅｃ
ｔｉｏｎＫｉｔ，读取Ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ的值。
２５　样品中磷酸组胺含量的检测

采用添加有不同浓度磷酸组胺对照品的复方氨

基酸注射液（ＡＡ）、琥珀酰明胶注射液（Ｇｅｌ）以及依
诺肝素钠（ｅｎｏｘａｐａｒｉｎ）进行模拟检验，对细胞模型进
行验证。为排除样品对细胞活性的影响，试验首先

通过细胞毒性试验，选取无细胞毒性的供试品剂量。

ＨＥＫ２９３细胞以约每毫升２×１０５个细胞的密度接种
至９６孔细胞板，每孔１００μＬ，置３７℃体积分数５％
ＣＯ２培养箱中培养６ｈ，待细胞贴壁后，分别转染不
同质粒并继续培养２４ｈ，随后移除完全培养基后更
换１００μＬ每孔无血清培养基，在３７℃和５％ＣＯ２培
养箱中饥饿过夜，将复方氨基酸注射液、琥珀酰明胶

注射液以及依诺肝素钠用无血清培养基溶解或稀释

成不同的浓度，替换培养板中的培养基培养６ｈ，随
后每孔加入１００μＬＣｅｌｌＴｉｔｅｒＧｌｏ Ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ检
测试剂，多功能酶标仪读数，以检测细胞活力。随后

选取无细胞毒性的复方氨基酸注射液、琥珀酰明胶

注射液以及依诺肝素钠溶液加入不同浓度的磷酸组

胺溶液（磷酸组胺终浓度分别为１００００、２０００、４００、
８０、１６、３２、０６４和０１２８ｎｍｏｌ·Ｌ－１），同时设同浓
度的磷酸组胺组作为参照，替换培养板中的培养基

培养６小时，每孔加入１００μＬＫｅｙＴｅｃ Ｅｎｈａｎｃｅｄ
ＬｕｃｉｆｅｒａｓｅＤｅｔｅｃｔｉｏｎＫｉｔ，读取Ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ的值。

３　结　果
３１　质粒共转比例摸索

为了在共转染时获得更高的响应，对 ｐｃＤ
ＮＡ３１Ｎｅｏ（＋）Ｈ１Ｒ和 ｐｃＤＮＡ３１Ｈｙｇｒｏ（＋）

Ｈ２Ｒ质粒与报告基因 ｐＧＬ４＿ＭＲＥＣＲＥＳＲＥ＿ｌｕｃ２Ｐ
Ｈｙｇｒｏ载体的共转染量进行了探索。实验设置了３
组转染比例，ｐｃＤＮＡ３１Ｎｅｏ（＋）Ｈ１Ｒ、ｐｃＤＮＡ３１
Ｈｙｇｒｏ（＋）Ｈ２Ｒ和 ｐＧＬ４＿ＭＲＥＣＲＥＳＲＥ＿ｌｕｃ２Ｐ
Ｈｙｇｒｏ分别为１∶１∶１０、１∶１∶４和１∶１∶２，结果表明（图
１），在阳性对照品磷酸组胺的刺激下，三种质粒的
量为１∶１∶１０时磷酸组胺作用后信号响应较高，因此
在后续质粒共转染时，采用过表达质粒的与报告基

因的质粒的比例为１∶１∶１０（三种质粒时）或１∶５（两
种质粒时）进行转染。

图１　不同的质粒转染比例对转染后细胞的化学发光响应
值的影响．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｌａｓｍｉｄｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｒａｔｉｏｓｏｎｔｈｅ
ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅｒｅｓｐｏｎｓｅｏｆｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

３２　Ｈ２Ｒ过表达验证
Ｈ２Ｒ受体被激活后，会活化Ｇ蛋白偶联受体的

亚型Ｇｓ，继而使 ｃＡＭＰ的含量上升［１０１１］，因此细胞

内ｃＡＭＰ的定量测定可用于验证 Ｈ２Ｒ受体的过表
达以及细胞内报告基因响应元件的功能。结果显示

（图２），当 Ｈ２Ｒ激动剂 Ｄｉｍａｐｒｉｔｄｉｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄ的浓
度高于 ０００２７ｎｍｏｌ·Ｌ－１时，Ｈ１Ｒ／Ｈ２ＲＬｕｃ细胞
内的ｃＡＭＰ含量即开始升高，约至４３７５ｎｍｏｌ·Ｌ－１

时含量达到最大，ＥＣ５０值为 ０３９ｎｍｏｌ·Ｌ
－１；转染

ｐｃＤＮＡ３１Ｎｅｏ（＋）Ｈ１Ｒ的细胞（Ｈ１Ｒ细胞）仅在
Ｄｉｍａｐｒｉｔｄｉｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄ的浓度高于２７３ｎｍｏｌ·Ｌ－１

时才出现ｃＡＭＰ含量的增加，至４３７５ｎｍｏｌ·Ｌ－１时
ｃＡＭＰ含量达到最高，且增加量较小，仅为 Ｈ１Ｒ／
Ｈ２ＲＬｕｃ细 胞 变 化 量 的 约 １／５，ＥＣ５０ 值 为
１０４２ｎｍｏｌ·Ｌ－１；Ｌｕｃ细胞在磷酸组胺浓度为
０００２７～２８００ｎｍｏｌ·Ｌ－１内未观察到细胞内ｃＡＭＰ
含量的明显增加。

３３　Ｈ１Ｒ过表达验证
Ｈ１Ｒ激活后，经 Ｇ蛋白偶联受体 Ｇｑ亚型的
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图２　不同浓度的 ｄｉｍａｐｒｉｔｄｉｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ作用后细胞中
ｃＡＭＰ含量的变化．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ２　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｃＡＭＰｃｏｎｔｅｎｔｉｎｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｂｙｄｉｍａｐｒｉｔ
ｄｉｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

偶联作用会激活膜内磷脂酶 Ｃ（ＰＬＣ），使磷脂酰二
磷酸肌醇（ＰＩＰ２）分解，生成三磷酸肌醇（ＩＰ３）和二酰
甘油（ＤＧ）。ＩＰ３和ＤＧ作为第二信使与内质网外膜
上的Ｃａ２＋通道结合，使内质网释放 Ｃａ２＋入胞质，导
致胞质内 Ｃａ２＋浓度明显增加［１２］，因此实验通过测

定细胞钙流方法证明 Ｈ１Ｒ存在过表达。结果显示
（图３），当磷酸组胺的浓度高于６１０ｎｍｏｌ·Ｌ－１时，
Ｈ１Ｒ／Ｈ２ＲＬｕｃ细胞内的钙离子在即开始升高，约至
１００μｍｏｌ· Ｌ－１时 含 量 达 到 最 大，ＥＣ５０值 为
０１８μｍｏｌ·Ｌ－１；转染 ｐｃＤＮＡ３１Ｈｙｇｒｏ（＋）Ｈ２Ｒ
的细胞 （Ｈ２Ｒ细胞）仅在磷酸组胺浓度高于
０３９μｍｏｌ·Ｌ－１时才出现钙离子含量的增加，且增
加量较小，约为 Ｈ１Ｒ／Ｈ２ＲＬｕｃ细胞变化量的１／５，
ＥＣ５０值为５４７μｍｏｌ·Ｌ

－１；Ｌｕｃ细胞在磷酸组胺浓度
为９５４×１０－５～１００μｍｏｌ·Ｌ－１内未观察到细胞内
钙离子含量的增加。

３４　报告基因响应值的比较
比较三种磷酸组胺检测模型 Ｈ１ＲＬｕｃ细胞、

Ｈ２ＲＬｕｃ细胞以及 Ｈ１Ｒ／Ｈ２ＲＬｕｃ细胞的报告基
因响应对各浓度磷酸组胺的化学发光值（图 ４），
结果 显 示 三 种 类 型 的 细 胞 在 磷 酸 组 胺 为

１６～４００ｎｍｏｌ·Ｌ－１内 其 化 学 发 光 值 （ｌｕｍｉｎｅｓ
ｃｅｎｃｅ）均随磷酸组胺浓度的升高而升高，且当磷酸
组胺浓度高于０６４ｎｍｏｌ·Ｌ－１时，Ｈ１Ｒ／Ｈ２ＲＬｕｃ
细胞的化学发光值与 Ｈ１ＲＬｕｃ细胞和 Ｈ２ＲＬｕｃ细
胞相比均具有显著差异（Ｐ＜００５）。
３５　磷酸组胺含量的检测

细胞毒性结果显示（图５Ａ～Ｃ），复方氨基酸注
射液浓度低于 ５％、琥珀酰明胶注射液浓度低于
６０％以及依诺肝素钠溶液浓度低于１ｍｇ·ｍＬ－１时，

　　　　

图３　不同浓度的磷酸组胺作用后细胞中钙离子含量的变
化．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ３　ＣｈａｎｇｅｓｏｆＣａ２＋ ｃｏｎｔｅｎｔｉｎｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｂｙｈｉｓｔａｍｉｎｅ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

图４　不同细胞模型对磷酸组胺的响应．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ４　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｅｌｌｍｏｄｅｌｓｔｏｈｉｓｔａｍｉｎｅｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

细胞活力与空白对照组无显著性差异，因此后续实

验分别选用５％、６０％和１ｍｇ·ｍＬ－１浓度作为上述
样品的终浓度。采用添加有不同浓度磷酸组胺的复

方氨基酸注射液、琥珀酰明胶注射液以及依诺肝素

钠溶液进行模拟检测，结果显示（图５Ｄ），磷酸组胺
含量在３２～４００ｎｍｏｌ·Ｌ－１内呈现良好的线性关
系，上述三种样品溶液磷酸组胺的回收率在

８８％～１２１％。

４　讨　论
磷酸组胺是公认的一种过敏反应介质，临床上

摄入超过一定量便会引起低血压、过敏性皮疹、头痛

和水肿等不良反应，严重时甚至导致休克和死

亡［１３］。此外磷酸组胺的类似物也可能诱发类似的

反应［３］。因此建立准确的磷酸组胺及其类似物的

检测方法将有利于减少药品的不良反应，提高药品

的质量。依据已有的研究结果［５７］，磷酸组胺导致的
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Ａ－复方氨基酸注射液的细胞毒性；Ｂ－琥珀酰明胶注射液的细胞毒性；Ｃ－依诺肝素钠溶液的细胞毒性；Ｄ－复方氨基酸注射液、琥珀酰明胶注射液和依诺肝素钠

溶液中磷酸组胺含量的检测结果。
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ＨｉｓｔａｍｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＡｍｉｎｏＡｃｉｄＩｎｊｅｃｔｉｏｎ（ＡＡ），ＳｕｃｃｉｎｙｌＧｅｌａｔｉｎＩｎｊｅｃｔｉｏｎ（Ｇｅｌ）ａｎｄＥｎｏｘａｐａｒｉｎＳｏｄｉｕｍｓｏｌｕｔｉｏｎｓ（Ｅｎｏｘａｐａｒｉｎ）．

图５　复方氨基酸注射液（ＡＡ）细胞毒性实验结果．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｆｉｇ５　Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓａｎｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｉｎｊｅｃｔｉｏｎ（ＡＡ）．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

血压下降和过敏等不良反应，与 Ｈ１Ｒ和 Ｈ２Ｒ均相
关［１４］，因此，建立共表达 Ｈ１Ｒ和 Ｈ２Ｒ的报告基因
细胞模型来进行磷酸组胺及其类似物的定量检测，

以提高药品的安全性。

对转染的方法进行摸索，比较了３种质粒或载
体（ｐｃＤＮＡ３１Ｎｅｏ（＋）Ｈ１Ｒ、ｐｃＤＮＡ３１Ｈｙｇｒｏ
（＋）Ｈ２Ｒ和ｐＧＬ４＿ＭＲＥＣＲＥＳＲＥ＿ｌｕｃ２ＰＨｙｇｒｏ的
不同转染比例，以寻找转染效率较高的比例，最后根

据化学发光值的测定结果，选择了三种质粒的比例

为１∶１∶１０进行后续的转染。
对转染得到的细胞进行功能验证。由于 Ｈ１Ｒ

或Ｈ２Ｒ关联的与磷酸组胺不良反应相关的信号转
导通路有所不同，在内皮细胞依赖的途径中，主要为

Ｈ１Ｒ与Ｇ蛋白偶联受体ｑ（Ｇｑ）偶联，激活下游信使
三磷酸肌醇和二酰甘油，前者可激活细胞内 Ｃａ２＋通
道，活化氮氧化物合成酶合成 ＮＯ，引起血管扩张。
在平滑肌细胞依赖的途径中，主要为Ｈ２Ｒ与Ｇ蛋白
偶联受体 ｓ（Ｇｓ）偶联，主要通过激活 ｃＡＭＰ信号通
路，引起血管舒张。因此通过 Ｈ２Ｒ特异性激动剂
Ｄｉｍａｐｒｉｔｄｉｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄ和磷酸组胺刺激后细胞内

ｃＡＭＰ和钙离子含量的变化，来确定 Ｈ１Ｒ和／或
Ｈ２Ｒ的过表达以及报告基因的功能。结果显示，在
Ｈ１Ｒ和Ｈ２Ｒ共同共表达的细胞中，细胞内的 ｃＡＭＰ
含量在高于０００２７ｎｍｏｌ·Ｌ－１的 Ｄｉｍａｐｒｉｔｄｉｈｙｄｒｏ
ｃｈｌｏｒｉｄ的作用下开始增加，至４３７５ｎｍｏｌ·Ｌ－１时含
量不再明显增加，ＥＣ５０为０３９ｎｍｏｌ·Ｌ

－１；相对地，

仅过表达Ｈ１Ｒ的细胞虽然在３２、１６和８０ｎｍｏｌ·
Ｌ－１时ｃＡＭＰ含量也出现了升高，但升高幅度较小，
ＥＣ５０为１０４２ｎｍｏｌ·Ｌ

－１。说明在转染后的细胞中，

Ｈ２Ｒ已正确过表达，且信号转导功能正常。另外还说
明Ｈ１Ｒ也可以介导细胞内ｃＡＭＰ含量的变化，但作
用较弱。在Ｈ１Ｒ／Ｈ２ＲＬｕｃ细胞中，细胞内的钙离子
在６１０ｎｍｏｌ·Ｌ－１的磷酸组胺作用下开始增加，至２５
和１００μｍｏｌ·Ｌ－１时胞内含量达到最大，ＥＣ５０值为
０１３μｍｏｌ·Ｌ－１；而在Ｈ２ＲＬｕｃ细胞中，钙离子含量
的增加仅在磷酸组胺浓度高于０３９μｍｏｌ·Ｌ－１时
才出 现，但 增 加 幅 度 同 样 较 小，ＥＣ５０值 为
５４７μｍｏｌ·Ｌ－１。由此推测在转染后的细胞中，Ｈ１Ｒ
已成功过表达，且功能正常。另外，还可以推断

Ｈ２Ｒ受体也可以介导信号通路中钙离子含量的变
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化，但作用较弱。上述两项验证实验也再次证实了

磷酸组胺激动的Ｈ１Ｒ和Ｈ２Ｒ信号通路并非完全独
立，存在交叉作用，与其他关于 Ｇ蛋白偶联受体的
研究结果一致［１５］。当磷酸组胺的浓度较低时，磷酸

组胺可能主要通过激动 Ｈ１Ｒ增加细胞内的钙离子
浓度，而当磷酸组胺浓度较大时，磷酸组胺还会通过

激动Ｈ２Ｒ增加钙离子浓度，发挥生物效应。
此外，比较 Ｈ１Ｒ／Ｈ２ＲＬｕｃ细胞与 Ｈ１ＲＬｕｃ或

Ｈ２ＲＬｕｃ细胞对磷酸组胺作用后报告基因化学发光
值的差异，发现 Ｈ１Ｒ／Ｈ２ＲＬｕｃ细胞对磷酸组胺的
刺激具有更高的响应值。最后采用构建的 Ｈ１Ｒ／
Ｈ２ＲＬｕｃ细胞模型对添加有不同浓度磷酸组胺的复
方氨基酸注射液、琥珀酰明胶注射液以及依诺肝素

钠溶液进行了模拟检验，结果显示上述３种样品中
磷酸组胺含量在３２～４００ｎｍｏｌ·Ｌ－１内呈现良好的
线性关系，上述三种供试品溶液磷酸组胺的回收率

在８８％ ～１２１％，能够较为准确地检测磷酸组胺的
含量。本研究首次验证了基于Ｈ１Ｒ和 Ｈ２Ｒ受体的
组胺检测细胞模型，可以为后续组胺检测用稳转细

胞株的构建提供实验依据，且该模型理论上还能用

于经Ｈ１Ｒ或Ｈ２Ｒ受体产生不良反应的组胺类似物
的测定。
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