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维生素K1注射液安全性评价实验的探讨
*
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摘要:本文旨在研究药物的过敏物质检测方法,为药品的安全性评价提供参考。通过对白色豚鼠(Caviaporcellus)主动全

身过敏实验、被动皮肤过敏实验、RBL-2H3细胞脱颗粒实验、β-氨基己糖苷酶释放率实验和L929细胞毒性实验考察不同

厂家维生素K1注射液的产品质量。结果发现,供试的10个厂家的产品质量存在明显差异。研究认为细胞实验作为一种

快捷有效的过敏物质检测手段,可用于药品的质量评价。
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维生素K1注射液作为国家基本药物目录品种,主要用于各种维生素K缺乏引起的出血性疾病的治疗。根

据国家食品药品监督管理局(SFDA)发布的第43期药品不良反应信息通报显示,2004年1月1日至2011年5
月31日,国家药品不良反应监测中心病例报告数据库中维生素K1注射液严重不良反应事件报告893例,其中

过敏性休克328例(占36.7%),严重过敏反应是其中最突出的不良反应[1]。鉴于上述背景,笔者通过动物实验、
细胞实验等药物过敏物质检测手段,重点考察不同厂家维生素K1注射液的产品质量,以便为该药品的安全性评

价提供参考。

1实验材料和实验动物

1.1材料和样品

100μg/mLC48/80、10%胎牛血清1640培养液、CCK-8、DMSO;0.1mol/L柠檬酸钠缓冲液;DMEM 培养

基、胰蛋白酶-EDTA消化液、PBS、MTT细胞毒性检测试剂盒;MILLEX-GP0.22μm过滤器;L929(小鼠成纤维

细胞);RBL-2H3(大鼠嗜碱性细胞白血病细胞);牛血清白蛋白;β-氨基己糖苷酶。供试维生素K1注射液样品来

自10个厂家,研究中分别以A、B、C、D、E、F、G、H、I、J表示。
1.2实验动物

白色豚鼠(Caviaporcellus),健康合格,雌雄各半,体重范围250~350g,取自重庆医科大学实验动物中心;
实验动物生产许可证号为[SCXK(渝)2012-0001],实验动物使用许可证为[SYXK(渝)2011-0002]。

2方法及结果

2.1主动全身过敏实验[2]

每批样品取6只豚鼠,隔日腹腔注射样品溶液0.5mL,共3次,然后分为2组,分别在首次注射后第14d和

第21d静脉注射样品溶液1mL,激发后30min内进行观察。结果显示10个厂家的维生素K1注射液均未出现

过敏反应。
2.2被动皮肤过敏实验[3-4]

将豚鼠分为样品组、阳性对照组(0.5%牛血清白蛋白)、阴性对照组(0.9%氯化钠注射液),于第1、3、5d腹

腔注射0.5mL,末次致敏后12d心脏采血,2000r/min离心10min分离血清,配制成2、4、8、16和32倍稀释

液,分别皮内注射0.1mL。48h后静脉注射上述3种溶液和0.5%伊文思兰染料的等体积混合液1mL,注射后

30min测量皮肤内侧的蓝色反应斑直径。样品组与阴性对照组均呈阴性,阳性对照组出现大于5mm的明显蓝

斑,呈阳性反应。结果表明10个厂家的维生素K1注射液均未出现过敏反应。
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表1 10个厂家维生素K1注射液的细胞实验结果 %
生产厂家代号 脱颗粒率 释放率 相对增值率

A 34.9 31.2 90.5
B 24.2 26.9 104.0
C 25.8 28.5 98.7
D 32.5 30.4 101.4
E 32.2 33.2 70.1
F 35.1 34.5 92.1
G 38.1 39.1 71.0
H 32.6 30.9 97.3
I 28.8 26.1 102.4
J 34.9 33.6 90.3

表2 不同体积百分比的吐温80对L929细胞毒性影响

吐温80的体积百分比/%
0.2 0.1 0.05 0.025 0.01

RGR/% 19.04 23.35 35.56 62.86 93.03

2.3RBL-2H3细胞脱颗粒实验[5-6]

取对数生长期的RBL-2H3细胞,用10%胎牛血清1640
培养液配成细胞悬液,每孔5×104个。待细胞贴壁后分别加

入空白对照组(1640培养液)、阳性对照组(10μg/mLC48/
80)和供试品IC50组各30μL,每组3个复孔。37℃、5%CO2
培养1h后,加入0.5%中性红染液0.4mL,染色3min,对细

胞的脱颗粒数量进行计数,计算脱颗粒率。具体公式为“脱颗

粒率=[脱颗粒的细胞数/(脱颗粒的细胞数+未脱颗粒细胞

数)]×100%”。结果如表1所示。
2.4RBL-2H3细胞β-氨基己糖苷酶释放率实验[7]

取细胞密度为2×105个/mLRBL-2H3细胞悬液接种24
孔板,每孔500μL,37℃、5% CO2培养过夜。待细胞贴壁后

分别加入阴性对照组(0.9%氯化钠注射液)、阳性对照组(10

μg/mLC48/80)、裂解组(0.1% TritionX-100250μL)、供试

品IC50组各50μL,每组3个复孔,继续培养1h后置于冰袋10min终止反应;1500r/min离心5min,吸取上

清细胞培养液60μL转至96孔板,加入60μL底物溶液(0.5mmol/mLβ-氨基己糖苷酶,0.1mol/mL柠檬酸

钠,pH值为4.5),37℃孵育1h,加入终止液150μL,405nm测定吸光值A,计算释放率。具体公式为“β-氨基

己糖苷酶释放率=(A样品组-A空白)/(A裂解组-A空白)×100%”。结果如表1所示。

2.5L929细胞毒性实验[8]

取细胞密度为1×104个/mL的L929细胞悬液接种于96孔板,分别加入阴性对照组(0.9%氯化钠注射液)、
阳性对照组(10%DMSO)、样品组(10%样品溶液)100μL,设6个复孔,于37℃、5%CO2培养72h,按MTT法

检测,550nm测定吸光值A,计算相对增值率(RGR),公式为“RGR=A/A空白×100%”。另设吐温80的不同浓

度实验组,同法操作。结果如表1、表2所示。
2.63种细胞实验方法的相关性分析

通过SPSS17.0统计软件对3种细胞实验方法的相关性分析结果如表3所示。

表3 3种细胞实验方法的相关性分析

RBL-2H3细胞脱颗粒实验 L929细胞毒性实验 RBL-2H3细胞β-氨基己糖苷酶释放率实验

SD    4.3935    12.1991           3.8730
CV/% 13.77    13.29 12.32

相关性分析
脱颗粒率=7.1917+0.7599×细胞毒性(R2=0.862,p<0.05)*

释放率=55.057-0.2573×细胞毒性(R2=0.810,p<0.05)**
 注:上述实验样本量为n=10;*可解释86%的数据变化;**可解释81%的数据变化。

3结论

吐温80属于亲水型非离子表面活性剂,常作为增溶剂、乳化剂和稳定剂广泛地应用于注射剂型的生产。但

该物质具有一定的细胞毒性,会直接刺激肥大细胞或嗜碱性粒细胞脱颗粒,引发类过敏反应[7]。RBL-2H3细胞

具有肥大细胞的生物学特性,当受到抗原或非抗原刺激时,可释放含有组胺、β-氨基己糖苷酶等物质,可作为细胞

模型用于类过敏反应的研究[9]。本研究中动物实验结果显示不会引发过敏,但细胞实验结果显示会导致过敏。
笔者推测这应与所选择的模型动物敏感性不够有关。然而,该结果同时也提示药品如果发生过敏反应时应从多

方面寻找原因,找到问题根源所在,从而有利于生产工艺的改进。10个厂家的维生素K1注射液中均含有吐温

80,与空白对照组相比有明显差异,这一因素可能是引起临床应用中过敏等不良反应较多的重要原因。因此,建
议生产厂家重视吐温80的进货来源、批间差异检测、生产工艺考察以及质量稳定性考察,将临床应用中吐温80
造成的不良影响降到最低限度。

通过SPSS17.0统计软件对3种细胞实验方法的相关性进行分析,结果表明3种检测手段均显著相关(p<
0.05):L929细胞毒性实验与RBL-2H3细胞β-氨基己糖苷酶释放率实验显著负相关(p<0.05),与RBL-2H3细

胞脱颗粒实验显著正相关(p<0.05)。这表明上述3种检测方法结论可靠,结果相互验证,检验方法可相互替
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代,并从不同方面保证了检测结果的准确性和有效性。因此,细胞实验作为一种快捷有效的过敏物质检测手段,
可用于药品的质量评价。
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StudyoftheSafetyEvaluationTestforVitaminK1Injection
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Abstract:Thisstudywasdesignedtoobtainnewmethodsofsensibilisindetectionandtosupplysomereferencestojudgethesafety
ofmedicines.Theactivewholebodyallergytest,thenegativeskinallergytest,theRBL-2H3celldegranulationtest,theβ-hex-
osaminidasereleaseratetest,andtheL-929cytotoxicitytestonwhiteGuineapigs(Caviaporcellus)wereusedtojudgequalityof
thevitaminK1injectionsproducedbydifferentmanufacturers.Theresultsshowedthattheproductionqualitywassignificantlydif-
ferentamongtheproductionsfromthetenmanufacturers.Thisresearchsuggeststhatthecelltestisaneasyeffectivemethodfor
sensibilisindetectionandcouldbeusedtojudgethequalityofmedicines.
Keywords:vitaminK1injection;safetyjudge;anaphylacticreaction;celltest
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