
药物流行病学杂志  2023 年 9 月第 32 卷第 9 期 1041

https://ywlxbx.whuznhmedj.com/

DOI: 10.19960/j.issn.1005-0698.202309011
通信作者：张琪，硕士，主管药师，Email：zqlovelife@126.com
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【摘要】目的  建立直接多肽反应试验（DPRA）的致敏检测方法，对发生药品

不良反应（ADR）聚集性信号的注射用曲克芦丁的致敏性进行评价。方法  运用 HPLC

法，测定注射用曲克芦丁涉 ADR 批次和正常批次对半胱氨酸多肽（Cys）和赖氨酸多

肽（Lys）的消耗量。结果  涉 ADR 批次及正常批次制剂，与 Cys 和 Lys 均不发生共洗脱，

采用 1 ∶ 10 Cys 和 1 ∶ 50 Lys 模型预测，各批次之间的数据结果差异较小，依模型预测

判定各批次致敏性均为阴性。结论  各批次注射用曲克芦丁 DPRA 方法预测结果均为阴

性，基于该方法原理分析，初步判定涉 ADR 批次注射用曲克芦丁发生临床 ADR 聚集性

信号原因应与小分子半抗原无关，同时探讨了该方法用于预测致敏成分是否为小分子半

抗原的可行性。
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【Abstract】Objective  The sensitization detection method of direct peptide reactivity 
assay (DPRA) was established to evaluate the sensitization of troxerutin for injection with 
adverse drug reaction (ADR) aggregation signal. Methods  To determine the consumption 
of cysteine polypeptide (Cys) and lysine polypeptide (Lys) in ADR batch and normal batch of 
troxerutin for injection by HPLC. Results  There were no co-elution occurs neither Cys nor Lys 
in the ADR batch and normal batch preparations, the model of 1∶10 Cys and 1∶50 Lys was used. 
There was little difference in the data between batches. According to the model prediction, the 
sensitization of each batch was negative. Conclusion  The prediction results of DPRA method 
for each batch of troxerutin for injection were negative. Based on the principle analysis of this 
method, it is preliminarily determined that the cause of clinical ADR aggregation signal of 
troxerutin for injection in ADR batch should be independent of small molecule hapten. At the 
same time, the feasibility of this method to predict whether the sensitizing component is small 
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molecule hapten was discussed.

【Keywords】Troxerutin for injection; Adverse drug reaction; Direct peptide reactivity 
assay; Allergic reaction; Hapten

曲克芦丁是从槐米等植物中提取芦丁，经羟

乙基化制成的半合成黄酮类化合物，有防止血栓

形成、改善微循环、增加血氧含量、降低毛细血

管通透性等作用 [1-2]，广泛用于治疗缺血性脑血

管病、静脉炎以及血管通透性增高所致的水肿等，

近年也有报道 [3-4] 用于治疗骨关节炎等症。鉴于

其临床应用广泛且是天然产物来源的性质，故其

用药安全受到更多关注。前期某省发布注射用曲

克芦丁临床药品不良反应（ADR）聚集性信号报

告，相继 3 个批号发生不同程度寒战发热，体温

升高至 36.7~39.3℃不等，部分病例伴随过敏性休

克，血压降低至无法测出，偶见有呼吸困难症状

等。监管部门怀疑该品种存在热原反应风险，监

督抽样进行药品检验，按该品种现行质量标准 [5]

测试细菌内毒素（凝胶法），各涉 ADR 批次均

低于标准规定限值，且质量标准规定的其他项目

也均符合规定。

本实验室对涉 ADR 的 3 批次和正常的 3 批次

注射用曲克芦丁进行了一系列质量安全性再评价。

前期对该 6 批次制剂进行了内毒素动态浊度法研

究，发现各批次制剂的细菌内毒素含量虽均在规

定限值以下，但涉 ADR 的 3 批次样品中有 2 批次

内毒素含量高于 3 批正常样品 10 倍左右，且接近

于限值，存在较明显的质量风险差异 [6]。在此基

础上，基于 ADR 报告提及的过敏性休克及呼吸

困难症状，采用药典方法 [7] 进行豚鼠主动过敏反

应研究，结果均为阴性，但不排除存在方法灵敏

度不足的情况。

为此，本研究采用较灵敏的、测试评价化

合物致敏性的经济合作与发展组织（OECD）

化妆品体外替代试验：直接多肽反应试验方法

（DPRA）[8]，对注射用曲克芦丁进行了致敏性预

测研究，该方法将受试物与半胱氨酸多肽（Cys）

和赖氨酸多肽（Lys）共同孵育后，采用 HPLC 法

测定残留多肽含量，计算多肽消耗百分比，判定

受试物是否具有致敏性 [9]。该法近年多次用于中

药注射液过敏反应的预测 [10]，本次研究报道旨

在通过其方法原理为该类质量安全分析提供更

多的评价思路借鉴。

1 仪器与试药

1.1 仪器
1260 型高效液相色谱仪（美国 Agilent 公司）；

BT125D 型电子天平（Sartorius 北京公司）；GNP-

9050 型隔水式恒温培养箱（上海三发科学仪器有

限公司）；TDZ4-WS 型离心机（长沙湘智离心机

仪器有限公司）。

1.2 试剂
半胱氨酸多肽（Cys，Ac-RFAACAA-COOH，

批 号：P200413-YS472063， 纯 度 99.35%）、 赖

氨酸多肽（Lys，Ac-RFAAKAA-COOH，批号：

P200413-YS107617、纯度 99.32%）均购自吉尔

生化（上海）有限公司；肉桂醛（CAS：104-55-

2，批号：L750T16，纯度 98%）购自北京百灵威

科技有限公司；乙腈、三氟乙酸为色谱纯；磷酸

二氢钠、磷酸氢二钠、乙酸铵、氨水均为化学纯。

注射用曲克芦丁（规格：0.1 g/ 瓶，涉 ADR

批号：ADR-007、ADR-206、ADR-407，正常批号：

NORM-106、NORM-107、NORM-207） 由 国 内 某

药企提供。

2 方法与结果

2.1 标准曲线的制备
2.1.1  多肽储备液制备

称 取 Cys， 用 pH 7.5 磷 酸 盐 缓 冲 液 配 成 约

0.667 0 mmol·L-1 的 Cys 储 备 液。 称 取 Lys， 用

pH 10.2 醋酸铵缓冲液配成约 0.667 0 mmol·L-1

的 Lys 储备液。pH 7.5 磷酸盐缓冲液及 pH 10.2

醋酸铵缓冲液配制参照国家药品监督管理局 2019

年发布的化妆品安全技术规范 [11]。

2.1.2  多肽标准溶液的制备
Cys 标 准 溶 液： 取 半 胱 氨 酸 多 肽 储 备 液

1 700 μL+ 乙腈 300 μL 配成 0.567 0 mmol·L-1 的 a

液，再用稀释剂 A（含 20% 乙腈的 pH 7.5 磷酸盐

缓冲液）稀释成 0.283 5，0.141 8，0.070 9，0.035 4，

0.017 7 mmol·L-1 的 b、c、d、e、f 液。

Lys 标 准 溶 液： 取 Lys 储 备 液 1 700 μL+ 乙

腈 300 μL 配 成 0.567 0 mmol·L-1 的 a 液， 再 用
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表1  试验当天称样配制100 mmol·L-1的样品溶液

Table 1.  Preparation of 100 mmol·L-1 samples solution on test day

样品信息 理论称量（mg） 实际称量（mg） 溶剂（乙腈 ∶ 水） 定容体积（mL） 溶解情况

肉桂醛   67.40 67.60/67.45 3 ∶ 2 5 易溶

NORM-106 482.76 482.62/482.43 3 ∶ 2 5 溶解

NORM-107 482.76 482.54/482.90 3 ∶ 2 5 溶解

NORM-207 482.76 482.41/482.60 3 ∶ 2 5 溶解

ADR-007 482.76 482.74/482.82 3 ∶ 2 5 溶解

ADR-206 482.76 482.84/482.77 3 ∶ 2 5 溶解

ADR-407 482.76 482.56/482.92 3 ∶ 2 5 溶解

稀 释 剂 B（ 含 20% 乙 腈 的 pH 10.2 醋 酸 铵 缓 冲

液）稀释成 0.283 5，0.141 8，0.070 9，0.035 4，

0.017 7 mmol·L-1 的 b、c、d、e、f 液。

2.2 阳性对照与受试物的配制
2.2.1  称样

试验当天配制肉桂醛阳性对照和受试物溶

液，浓度均为 100 mmol·L-1（表 1）。

按标准要求，经预试，最终选择溶剂为乙腈 / 

水（V ∶ V=3 ∶ 2），溶解情况良好。

2.2.2  受试物HPLC样品溶液制备
1 ∶ 10 半胱氨酸多肽样品溶液（0.5 mmol·L-1

多肽 +5 mmol·L-1 样品）：750 μL 半胱氨酸多肽

储备液 +200 μL 乙腈 +50 μL 100 mmol·L-1 的样

品溶液；样品对照：750 μL pH 7.5 磷酸盐缓冲液

+200 μL 乙腈 +50 μL 100 mmol·L-1 的样品溶液；

空白对照：750 μL 半胱氨酸多肽储备液 +250 μL

乙腈；溶剂对照：750 μL 半胱氨酸多肽储备液

+200 μL 乙腈 +50 μL 乙腈 / 水（V ∶ V=3 ∶ 2）；阳

性对照：750 μL 半胱氨酸多肽储备液 +200 μL 乙

腈 +50 μL100 mmol·L-1 的肉桂醛溶液。

1 ∶ 50 赖氨酸多肽样品溶液（0.5 mmol·L-1

多肽 +25 mmol·L-1 样品）：750 μL 赖氨酸多肽

储 备 液 +250 μL 100 mmol·L-1 的 样 品 溶 液； 样

品 对 照：750 μL pH10.2 醋 酸 铵 缓 冲 液 +250 μL 

100mmol·L-1 的样品溶液；空白对照：750 μL 半

胱氨酸多肽储备液 +250 μL 乙腈；溶剂对照：

750 μL 半 胱 氨 酸 多 肽 储 备 液 +250 μL 乙 腈 / 水

（V ∶ V=3 ∶ 2）；阳性对照：750 μL 半胱氨酸多肽

储备液 +250 μL100 mmol·L-1 的肉桂醛溶液。

按上述方法配制液相待测溶液，平行 3 份。

2.3 受试物孵育24 h反应前后观察
受试物与多肽混合后，温度 25℃条件下，

避光孵育 24 h，在反应结束后 1 h 内用 HPLC 法

测定。实际试验中孵育样品前后观察，发现孵育

开始前样品混合无沉淀，但孵育 24 h 后瓶内有

少许淡黄色沉淀，该颜色系由曲克芦丁制剂引入

（曲克芦丁制剂呈淡黄色），离心（400×g）后

进样。

表2  HPLC梯度洗脱程序

Table 2. HPLC gradient  elution procedure

时间（min）
流速

（mL·min-1）

流动相A

（%）

流动相B

（%）

0 0.5 90 10

10 0.5 80 20

12 0.5 10 90

14 0.5 10 90

15 0.5 90 10

22 0.5 90 10

2.4 HPLC色谱条件
色谱柱：ZORBAX SB-C18（100 mm×2.1 mm，

3.5 μm）； 保 护 柱：Phenomenex SecurityGuardTM 

Guard Cartridge Kit（柱芯：C18，4 mm×3.0 mm）；

柱 温：30 ℃； 检 测 波 长：220 nm； 流 动 相 A：

1 000 μL 三氟乙酸加入 1 L 纯水中，流动相 B：

850 μL 三氟乙酸加入 1 L 乙腈中；进样量：5 μL（根

据情况在 3~10 μL 之间调整），梯度洗脱程序见表 2。

2.5 数据处理
多肽消耗百分比计算公式：多肽消耗百分比

=（1- 样品多肽峰面积均值 / 溶剂对照多肽峰面

积均值）×100%。
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表3  半胱氨酸多肽、赖氨酸多肽试验条件确认（n=3）

Table 3. Confirmation of test conditions for cysteine polypeptide and lysine polypeptide (n=3)

多肽 样品信息 标准曲线 r

阳性对照

消耗值/SD

（%）

对照A

平均肽浓度

（mmol·L-1）

对照B、C

RSD（%）

对照C

平均肽浓度

（mmol·L-1）

制剂消耗值

SD（%）

Cys NORM-106 Y=2 715.3X+12.412 0.999 9 70.91/1.08 0.51 0.07 0.48 1.91

ADR-407 1.92

NORM-207 Y=2 835.6X+12.042 0.999 8 77.22/0.69 0.49 0.02 0.45 0

NORM-107 0

ADR-007 Y=2 768.7X+12.520 0.999 9 79.21/1.58 0.50 0.02 0.48 1.31

ADR-206 1.61

Lys NORM-106 Y=2 447.9X+7.862 3 0.999 8 41.95/3.12 0.50 0.02 0.49 0.56

ADR-407 0.37

NORM-207 Y=2 446.0X+17.503 1.000 0 41.39/3.9 0.50 0.01 0.49 0.54

NORM-107 0

ADR-007 Y=2 501.2X-0.067 8 0.999 9 40.77/5.0 0.40 0.02 0.49 0.91

ADR-206 0.14

注：对照A、B为空白对照；对照C为溶剂对照

2.6 结果
2.6.1  半胱氨酸多肽、赖氨酸多肽试验条件
确认

6 批次制剂分 3 次测试，每次随行标准曲线

见表 3，Cys、Lys 均符合系统适用性及样品测试

有效性要求（参照 OECD 文件 [8] 或化妆品安全技

术规范 [11]），试验条件成立。

2.6.2  测试样品多肽消耗值及致敏判定
各批次注射用曲克芦丁与 Cys 和 Lys 均不发

生共洗脱，根据 OECD 文件 [8] 或化妆品安全技术

规范 [11]，应采用 1 ∶ 10 Cys 和 1 ∶ 50 Lys 模型判定。

样品 Cys 和 Lys 消耗百分比分别按“2.5”项下公

式计算，具体消耗值及致敏性判定结论见表 4。

表 4 中肉桂醛阳性对照组按消耗 Cys 和 Lys

数据的最低值计入判定仍为强反应阳性，且阳性

对照组 3 次随行数据均符合系统适用性要求，试

验条件成立。从测试值看，100 mmol·L-1 浓度条

件下，涉 ADR 批次及正常批次 DPRA 试验结果

的最终结论均为阴性，批间数据无明显异常，且

均极少消耗多肽，即该方法测得数据未能区分涉

ADR 批次及正常批次致敏性差异，其数据仅可作

为后续评价分析参考。

进一步分析该方法及数据结果，基于 DPRA

试验是利用亲电性的小分子化合物与蛋白质中许多

表4  各批次制剂多肽消耗值及致敏判定

Table 4. Peptide consumption value and sensitization judgement in batches of preparations

样品名称
预测模型（Cys+Lys）

Cys消耗值（%） Lys消耗值（%） Cys+Lys平均消耗值（%） 结论 最终结论

阳性对照 70.91 40.77 55.84 高级 阳性

NORM-106 1.59 0.57 1.08 最低级 阴性

NORM-107 0 0 0 最低级 阴性

NORM-207 0 0.69 0.34 最低级 阴性

ADR-007 1.98 0.08 1.03 最低级 阴性

ADR-206 2.69 0.52 1.60 最低级 阴性

ADR-407 2.82 0.22 1.52 最低级 阴性
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具有亲核性的氨基酸侧链结合，模拟半抗原化激活

致敏这一过程的原理分析 [12]，本次 DPRA 试验均

为阴性的预测结果，可认为注射用曲克芦丁发生类

过敏性休克不良反应或与小分子半抗原无关。

3 讨论

前期发现该 6 批次注射用曲克芦丁内毒素含

量虽均符合规定，但涉 ADR 的 3 批次样品中 2

批次的内毒素含量高于同测的 3 批正常样品 10

倍左右，批间确实存在明显的质量风险差异 [6]，

基本与临床监测 ADR 病例数相符，除有寒战、

发热等表现外，数例出现过敏性休克及呼吸困难

症状，不排除其存在全身性过敏反应风险，因此

有必要评价其是否存在致敏性。

大多数化学致敏原（半抗原）都具有亲电性，

能够与氨基酸的亲核中心共价结合，而赖氨酸的

ε-NH2 基团和半胱氨酸的 -SH 基团都具有相较于

其他氨基酸较强的亲核性 [13]。DPRA 方法正是利

用了这个原理，亲电小分子半抗原与皮肤蛋白质

多肽中的氨基酸残基的亲核基团结合成免疫复合

物，启动免疫过敏。DPRA 已被选定为 OECD 认可

并颁布的预测化妆品原料是否具有皮肤致敏性的

一项成熟的替代方法 [8]。近年来有研究 [14] 表明该

方法可以用于预测化学致敏原的全身过敏反应，

尤其是呼吸道的过敏反应。也有利用 DPRA 方法

对中药注射剂、植物提取物等进行致敏性评价的

研究 [10,15]，可见该方法具有较高的研究及应用潜力。

DPRA 方法作为体外替代试验有局限性，不

能完全反映体内代谢活化的过程 [13]，且存在对测

试物溶解性及浓度要求较高等问题 [16]，但近年该

方法不断优化，OECD 也对该方法进行了多次修

订，我国 2019 年也把该方法纳入化妆品原料变

态反应的评价标准 [11]。梅承翰等 [17] 综述了 DPRA

方法具有高准确度、高灵敏度和操作相对简便等

优点，且经过研究者们不断优化和改进后拓宽了

应用范围，可用于对 pre/pro- 半抗原进行致敏性

评价，降低了对待测物的浓度要求，但仍提示不

能完全替代动物实验。

本次研究测试数据显示 6 批次注射用曲克芦

丁 DPRA 致敏判定均为阴性。曲克芦丁制剂处

方相对简单，为曲克芦丁 100 g 与甘露醇 30 g，

加注射用水至 2 400 mL，分装制成 1 000 支。其

中曲克芦丁含量约为 76.92%，符合 DPRA 试验

对样品组成的要求。曲克芦丁相对分子质量为

742.69，甘露醇相对分子质量为 182.172，均在

1 000 以下，其质量标准中控制有关物质的相对

分子质量也在 1 000 以下。鉴于 DPRA 试验在设

计之初就是模拟了半抗原化这一过程，即具有亲

电性的小分子化合物能够与皮肤蛋白中的亲核中

心共价结合，从而启动致敏反应 [18-19]。且 OECD

指导原则中所列验证的 10 种熟练物质，其相对

分子质量均在 30.03~220.35 范围内 [8]，故该方法

已验证适用于小分子过敏原及其代谢产物致敏性

进行半抗原筛选预测。结合其原理以及测试结果

分析，DPRA 致敏结果阴性正说明涉 ADR 批次注

射用曲克芦丁过敏性休克等致敏效应与小分子半

抗原无关，或者说与质量标准质控成分无关。

鉴于注射用曲克芦丁属于中药注射剂，其主

成分曲克芦丁来源于槐米等植物提取的芦丁经羟

乙基化合成得来，除羟乙基衍生物外，或存在许

多其他不明成分杂质，生产中虽然通过一些工艺

控制纯度及杂质限度，但因其天然产物来源特性，

仍可能引入环境内毒素诸如蛋白质、多糖、鞣质

等大分子的全抗原致敏成分，法定质量标准中并

无大分子物质质控指标。近年中药注射剂临床不

良反应事件频发，其中大分子物质含量控制不到

位是一个很大的风险因素 [20-22]，另本次研究分

析排除了小分子半抗原风险，提示后续研究中涉

ADR 批次注射剂可考虑从大分子物质如多糖、蛋

白等维度分析。同时本研究基于 DPRA 方法原理

分析，认为该方法用于预测致敏成分是否为小分

子半抗原具有可行性。
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