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本发明涉及一种斑马鱼类过敏检测模型的

建立方法，同时提供一种利用该模型评价注射剂

（包括辅料）致敏性方法。模型的构建方法主要包

括：确定类胰蛋白酶（Tryptase）检测底物BAPNA

的反应浓度，确定斑马鱼的发育阶段，确定检测

用斑马鱼数量，确定阳性对照化合物Compoud48/

80的浓度，微孔板分析,统计学分析几个步骤。应

用活体斑马鱼模型进行注射剂（包括辅料）的致

敏性评价具有可靠、快速、高效、低廉、高性价比

等优点，可实现体内高通量评价注射剂（包括辅

料）的致敏性。本发明对注射剂（包括辅料）的安

全性评价有重要意义。
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1.一种斑马鱼类过敏检测模型的构建方法，其特征在于，包括以下步骤：

(1)Tryptase检测底物BAPNA的反应浓度的确定，选择30mg/ml作为Tryptase检测底物

BAPNA的最佳反应浓度；

(2)斑马鱼的发育阶段的确定，选择受精后3天的斑马鱼作为最佳发育阶段；

(3)检测用斑马鱼数量的确定，选择2尾作为最佳的斑马鱼数量；

(4)阳性对照化合物Compoud48/80的浓度的确定，选择100μg/ml作为阳性对照化合物

Compoud48/80的最佳浓度。

2.如权利要求1所述的斑马鱼类过敏检测模型的构建方法，其特征在于，还包括以下步

骤：(5)微孔板分析，将斑马鱼放入96孔板，然后将微孔板置于多功能微孔板分析仪下检测

OD405的值。

3.一种如权利要求1或2所述的斑马鱼类过敏检测模型的构建方法在评价溶解给药的

注射剂致敏性中的应用。

4.如权利要求3所述的应用，其特征在于，构建的斑马鱼类过敏检测模型按如下步骤评

价溶解给药的注射剂致敏性：设置多个实验组：3个化合物处理组，1个模型组，1个溶剂组，1

个阳性对照组；化合物以溶解的方式给药；所有的实验组含有相同的浓度为30mg/ml的

BAPNA；于28℃恒温培养箱中培养24小时；使用多功能酶标仪检测各实验组OD450的值；统计

学处理结果以 表示，多组间比较采用单因子方差分析，两组间比较采用Dunnett’s 

T-检验进行统计学处理，p<0.05为差异性显著。

5.一种如权利要求1或2所述的斑马鱼类过敏检测模型的构建方法在评价血管注射给

药的注射剂致敏性中的应用。

6.如权利要求5所述的应用，其特征在于，构建的斑马鱼类过敏检测模型按如下步骤评

价血管注射给药的注射剂致敏性：设置多个实验组：1个化合物处理组，1个模型组，1个溶剂

组，1个阳性对照组；化合物以血管显微注射的方式给药；所有的实验组含有相同的浓度为

30mg/ml的BAPNA；于28℃恒温培养箱中培养24小时；使用多功能酶标仪检测各实验组OD450

的值；统计学处理结果以 表示，多组间比较采用单因子方差分析，两组间比较采用

Dunnett’s  T-检验进行统计学处理，p<0.05为差异性显著。
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一种斑马鱼类过敏检测模型的建立及其应用

技术领域

[0001] 本发明涉及一种体内检测模型，具体的说，涉及一种用于简单、快速和高效体内检

测类过敏反应的斑马鱼模型构建方法及其应用。

背景技术

[0002] 许多临床所使用的药物既不是抗原也不是半抗原，这些药物进入人体内，不经过

潜伏期，无抗原与抗体的结合过程，迅速发生与Ⅰ型变态反应相同的临床表现。由于这种反

应只发生于极少数接受治疗剂量药物的个体，没有致敏过程，患者血清IgE浓度也未见升

高，但表现为典型的速发性变态反应症状，因此Dukor[1]称之为假药物变态反应，或类过敏

反应(anaphylactoid  reactions)。

[0003] 迄今为止，关于类过敏反应的认识很多是从临床病例中得到的，由于临床应用的

新药不断增多、临床中用药复杂化、不适当的药物混合等原因，类过敏反应有增多趋势。最

新调查研究表明77%的急性过敏反应为类过敏反应，类过敏反应发生率远高于Ⅰ型变态反

应。目前，对类过敏反应在过敏反应中的定位仍未明确，但研究者们趋向于认为它和Ⅰ型变

态反应为急性过敏反应的两个亚类[2]。

[0004] 动物实验和体外实验研究在阐明类过敏反应的发生机制、建立检测类过敏反应的

试验方法用于注射剂的安全性评价上具有重要意义，但是由于类过敏反应发病快、病情急、

病程转归迅速，迄今未见有成熟的动物模型，体外试验的检测指标和方法也有待于进一步

优化。因此，建立一种高效、快速的体内类过敏检测模型具有重要意义。

[0005] 斑马鱼是一种新颖的模式生物。与传统的体内和体外筛选模型相比较，活体斑马

鱼筛选模型具有诸多优势，克服了原有体外模型在吸收、分布、代谢和排泄环节验证的欠缺

及传统体内筛选模型实验周期长、操作复杂、成本高的弊端。斑马鱼是一种脊椎动物，与人

类基因的相似度高达85%左右，实验结果可比性强。与鼠类等哺乳动物相比，斑马鱼胚胎透

明，可同时观察分析多个器官，实验周期短，样本容量大，结果可信度高，所需费用低[3]。更

重要的是，斑马鱼模型具有与生俱来的优点[3-4]：①饲养成本低，性成熟周期短；②繁殖能力

强，一尾雌鱼每次可产200～300枚卵；③生长发育速度快，在受精24h后，斑马鱼主要的组织

器官原基已形成，可为研究提供大量的样本和较短的实验周期；④胚胎及幼鱼透明，体外受

精，体外发育，可直接观察，并可同时分析多个器官系统；⑤胚胎有可以提供营养的卵黄，第

一周内不需喂食，可避免化合物处理时化合物与食物成份的相互作用；⑥胚胎体积小，幼鱼

体长只有1-4  mm，能够在一个标准的6、12、24、48或96孔板内进行分析；⑦给药方式简单：溶

于水的小分子物质可直接经皮肤、鳃及消化系统进入斑马鱼体内；不溶于水的物质、大分子

物质及蛋白质可进行显微注射。因此斑马鱼可作为很好的疾病模型研究材料。

[0006] 肥大细胞是类过敏反应的主要效应细胞，激活的肥大细胞数量与过敏程度相关，

激活的肥大细胞越多，过敏程度越严重。类胰蛋白酶（Tryptase）是肥大细胞内预先合成的

中性蛋白酶，是含量最多的介质，经肥大细胞脱颗粒释放到细胞外，其在肥大细胞中的储存

和表达有高度的选择性，可作为肥大细胞的激活和脱颗粒的标志。Tryptase通常只少量地
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分泌到体液中，当过敏引起肥大细胞脱颗粒时大量进入体液。类胰蛋白酶的急性过敏反应

阳性反应和阴性反应的预测准确率分别为92.6%和54.3%，而且Tryptase的半衰期为2小时，

因此，Tryptase的表达水平常作为类过敏反应的检测标志物之一[5]。

[0007] 斑马鱼的肥大细胞，其结构与功能与哺乳类动物相似，参与机体的免疫反应和过

敏反应[6]。N-苯甲酰-DL-精氨酸对硝基苯酰胺盐酸盐（BAPNA）是Tryptase特异性底物，可以

检测斑马鱼体内的Tryptase表达水平[6]。检测某物质诱导斑马鱼体内24小时内的Tryptase

表达水平，可以定量分析此物质的致敏性。

[0008] 本发明提供的斑马鱼类过敏检测模型的有利于高效、快速检测注射剂（包括辅料）

的致敏性，对注射剂（包括辅料）的安全性评价有重要意义。与以往的模型相比，本发明具有

如下优点：

[0009] 1）活体内—实验材料为活体斑马鱼，作为一种脊椎动物，其筛选模型属体内模型，

能够真实反映药物在体内的吸收、分布、代谢与排泄，真正反映药物的整体生物活性。

[0010] 2）高通量—斑马鱼幼鱼很小，只有1-4毫米，能够在一个标准的6，12，24，48，96或

384孔板内进行分析和实验周期短使斑马鱼成为一种能进行高通量自动化体内药物致敏性

评价的理想模型。

[0011] 3）经济—所需费用低，以犬为实验载体的筛选实验每只每天耗费大于10美元，以

豚鼠为实验载体的筛选实验每只每天耗费大于1美元，而以斑马鱼为实验载体的筛选实验

每只每天耗费小于0.01美元。

[0012] 4）化合物用量少—检测化合物用量少，通常只需几毫克，而传统的筛选实验则需

几毫克以上的化合物。

[0013] 5）简便—实验过程操作简单，斑马鱼经药物处理可进行定量分析此药物的致敏

性，而传统动物实验操作过程复杂，判断指标主观，容易产生假阳性结果。

[0014] 6）快速—实验周期短，可在1天内完成；而豚鼠常需要数周到数月的时间，犬常需

要数月至数年的时间。斑马鱼在第一个72小时以内完成胚胎发育。多数的内部器官，包括心

血管系统、肠、肝脏和肾，在24-48小时内快速成型，传统的实验载体老鼠和猴子则分别需要

21天和9个月方可完成胚胎发育。

[0015] 7）可靠的预测性—斑马鱼的基因与人类基因的相似度高达85%左右，其生物学功

能与哺乳动物及人类高度相似，实验结果可比性强，预测性好。

[0016] 8）敏感性高—N-苯甲酰-DL-精氨酸对硝基苯酰胺盐酸盐（BAPNA）是Tryptase特异

性底物，可以快速检测斑马鱼体内的Tryptase表达水平。

[0017] 9）稳定性高、重复性好—本发明重复实验十几次，所获实验结果基本相同。

[0018] 本发明应用价值

[0019] 应用活体斑马鱼模型进行注射剂（包括辅料）的致敏性评价具有可靠、快速、高效、

低廉、高性价比等优点，可实现体内高通量评价注射剂（包括辅料）的致敏性。本发明对注射

剂（包括辅料）的安全性评价有重要意义。

[0020] 试剂及仪器

[0021] N-苯甲酰-DL-精氨酸对硝基苯酰胺盐酸盐（BAPNA）（911-77-3，阿拉丁）；Compound 

48/80（C48/80）（120M4040V，SIGMA）；Tween-80（#20080616，中国食品药品检定研究院包装

材料与药用辅料检定所）；乳糖蛋白A和乳糖蛋白B（中国食品药品检定研究院包装材料与药

说　明　书 2/8 页

4

CN 103348939 B

4



用辅料检定所）；其他试剂均由北京鼎国昌盛科技有限公司提供。

[0022] 多功能微孔板分析仪（Mithras  LB940，Berthold  Technologies）、96孔板（Nest 

Biotech）。

发明内容

[0023] 本发明的目的在于提供一种斑马鱼类过敏检测模型的建立方法，同时提供一种利

用该模型评价注射剂（包括辅料）致敏性方法。本发明提供的方法具有简便、快速、经济、高

效、高通量等优点。

[0024] 内容一：本发明提供一种斑马鱼类过敏检测模型的建立方法，设计方案为：

[0025] 1  斑马鱼选取

[0026] 取4～5对斑马鱼亲本交配，按照Westerfield[7]的方法孵化胚胎。将处于最佳处理

阶段的斑马鱼置于解剖显微镜下观察，挑取发育正常的斑马鱼移入96孔微孔板中。

[0027] 2  斑马鱼类过敏检测模型建立条件的确定

[0028] （1）Tryptase检测底物BAPNA的反应浓度的确定。

[0029] （2）斑马鱼的发育阶段的确定。

[0030] （3）检测用斑马鱼数量的确定。

[0031] （4）阳性对照化合物Compoud48/80的浓度的确定。

[0032] 本发明的实施例一中，对上述的建模条件进行确定。其中，BAPNA的反应浓度确定

为30  mg/ml，斑马鱼的发育阶段为3  dpf，检测用斑马鱼数量为2尾，C48/80浓度为100 μg/

ml。

[0033] 内容二：本发明提供一种利用斑马鱼类过敏检测模型评价溶解给药的注射剂（包

括辅料）的致敏性，设计方案为：

[0034] 1  斑马鱼选取

[0035] 取4～5对斑马鱼亲本交配，按照Westerfield[7]的方法孵化胚胎。将处于最佳处理

阶段的斑马鱼置于解剖显微镜下观察，挑取发育正常的斑马鱼移入96孔微孔板中。

[0036] 2注射剂处理

[0037] 注射剂设计3个检测浓度，分别为1、10和100 μg/ml，或者为0.01‰、0.1‰和1‰；

以BAPNA处理的斑马鱼作为溶剂对照组，以BAPNA处理含有100 μg/ml  C48/80的斑马鱼作为

阳性对照组；实验在96孔板中进行，每孔2尾斑马鱼，100 μl反应液，每个实验组处理6个孔，

均含有30  mg/ml的BAPNA。

[0038] 3 酶标仪分析：

[0039] 各实验组28℃反应24小时，反应结束后，使用多功能微孔分析仪检测各实验组的

吸光值（OD405值）。Tryptase表达水平公式如下：

[0040]

[0041] 统计学处理结果以 ±SE表示，多组间比较采用方差分析（ANOVA），以溶剂对照组

作为标准，比较各实验组Tryptase的表达水平，确定此批次Tween-80的致敏性。

[0042] 内容三：本发明提供一种利用斑马鱼类过敏检测模型评价血管注射给药的注射剂
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的致敏性，设计方案为：

[0043] 1  斑马鱼选取

[0044] 取4～5对斑马鱼亲本交配，按照Westerfield[7]的方法孵化胚胎。将处于最佳处理

阶段的斑马鱼置于解剖显微镜下观察，挑取发育正常的斑马鱼移入96孔微孔板中。

[0045] 2注射剂处理

[0046] 注射剂以超纯水或DMSO配制成浓度10  mg/ml作为样品检测组，  超纯水配制浓度

为10  mg/ml的C  48/80作为阳性对照组，超纯水或DMSO作为溶剂对照组。各实验组进行斑马

鱼血管显微注射，每尾斑马鱼注射10  nl（相当于0.1 μg/尾）。注射完成后，将斑马鱼转移到

96孔板中，每孔2尾斑马鱼，100 μl反应液（30  mg/ml  BAPNA），每个实验组处理6个孔。

[0047] 3 酶标仪分析：

[0048] 各实验组28℃反应24小时，反应结束后，使用多功能微孔分析仪检测各实验组的

吸光值（OD405值）。Tryptase表达水平公式如下：

[0049]

[0050] 统计学处理结果以 ±SE表示，多组间比较采用方差分析（ANOVA），以溶剂对照组

作为标准，比较各实验组Tryptase的表达水平，确定注射剂的致敏性。

附图说明

[0051] 图1、Tryptase检测底物BAPNA的反应浓度的确定

[0052] 图2、斑马鱼的发育阶段的确定

[0053] 图3、检测用斑马鱼数量的确定

[0054] 图4、阳性对照化合物Compoud48/80的浓度的确定

[0055] 图5、#20080709  Tween-80诱导的斑马鱼类过敏反应

[0056] 图6、#20091019  Tween-80诱导的斑马鱼类过敏反应

[0057] 图7、氯乙醇诱导的斑马鱼类过敏反应

[0058] 图8、乙二醇诱导的斑马鱼类过敏反应

[0059] 图9、双氧水（H2O2）诱导的斑马鱼类过敏反应

[0060] 图10、乳糖蛋白A和乳糖蛋白B诱导的斑马鱼类过敏反应

具体实施方式

[0061] 以下实施例为进一步说明本发明提供的斑马鱼类过敏检测模型的建立方法及用

途。实施是为了解释而不是以任何方式限制本发明的范围，本领域技术人员在权力要求的

范围内所作的某些改变和调整也应认为属于本发明的范围。

[0062] 实施例一、斑马鱼类过敏检测模型的建立

[0063] 1  斑马鱼选取

[0064] 取4～5对斑马鱼亲本交配，按照Westerfield[7]的方法孵化胚胎。将处于最佳处理

阶段的斑马鱼置于解剖显微镜下观察，挑取发育正常的斑马鱼移入96孔微孔板中。

[0065] 2  斑马鱼类过敏检测模型建立条件的确定。
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[0066] （1）Tryptase检测底物BAPNA的反应浓度的确定。

[0067] BAPNA是Tryptase的特异性底物，使用10、20、30和40  mg/ml的BAPNA分别处理含有

100 μg/ml  C48/80的3  dpf斑马鱼，对照组BAPNA处理不含C48/80的3  dpf斑马鱼。实验在96

孔板中进行，每孔2尾斑马鱼，100 μl反应液，每个浓度处理6个孔；各实验组28℃反应24小

时，反应结束后，使用多功能微孔分析仪检测各组的OD405值。统计学处理结果以 ±SE表

示，多组间比较采用方差分析（ANOVA），通过比较不同浓度BAPNA的OD405值，确定BAPNA的最

佳检测浓度。

[0068] 结果显示，BAPNA浓度为10  mg/ml时，加C48/80组与不加C48/80组的OD405值相比，

没有有显著性差异(p>0.05)；BAPNA浓度为20、30和40  mg/ml时，加C48/80组与不加C48/80

组的OD405值相比，均有显著性差异(p<0.001)；说明斑马鱼的Tryptase能够被C48/80诱导

表达，并且能被BAPNA检测出来。BAPNA的浓度在10-40  mg/ml的范围内，检测出的Tryptase

表达水平呈浓度相关性；浓度为30  mg/ml时，检测的OD405较高，而且检测的Tryptase表达

水平达到141%，信噪比为2.4，符合检测的灵敏度要求，所以选择30  mg/ml作为检测斑马鱼

体内Tryptase的BAPNA反应浓度（图1）

[0069] （2）斑马鱼的发育阶段的确定。

[0070] 以30  mg/ml的BAPNA分别处理1、2、3、4、5和6  dpf的斑马鱼，对照组为不含斑马鱼

的反应液；实验在96孔板中进行，每孔2尾斑马鱼，100 μl反应液，每个实验组处理6个孔；各

实验组28℃反应24小时，反应结束后，使用多功能微孔分析仪检测各组的OD405值。统计学

处理结果以 ±SE表示，多组间比较采用方差分析（ANOVA），通过比较不同阶段的斑马鱼表

达Tryptase的量，确定类过敏检测实验最佳阶段的斑马鱼。

[0071] 结果显示，不同阶段斑马鱼本底表达Tryptase的量不同，在1-6  dpf阶段的斑马鱼

表达的Tryptase的量呈线性增加(R2=0.9757)。1dpf组与溶剂组的OD405值相比没有显著性

差异（p>0 .05），而且Tryptase的表达水平为6%，则认为1  dpf的斑马鱼几乎不表达

Tryptase；2  dpf组Tryptase的表达水平为26%，说明2  dpf的斑马鱼开始本底表达

Tryptase，但与溶剂组的OD405值相比没有显著性差异（p>0.05），不适合作为类过敏检测模

型；3-6  dpf组与溶剂组相比均有显著性差异（p<0 .01，p<0 .001），3  dpf的斑马鱼本底

Tryptase表达水平达40%，说明3  dpf的斑马鱼肥大细胞的活性满足类致敏性试验的要求，

所以选择3  dpf的斑马鱼作为类过敏检测模型的斑马鱼（图2）。

[0072] （3）检测用斑马鱼数量的确定。

[0073] 以30  mg/ml的BAPNA分别处理1、2和4尾3  dpf的斑马鱼，对照组为不含斑马鱼的反

应液；实验在96孔板中进行，每孔  100 μl反应液，每个实验组处理6个孔；各实验组28℃反

应24小时，反应结束后，使用多功能微孔分析仪检测各组的OD405值。统计学处理结果以

±SE表示，多组间比较采用方差分析（ANOVA），通过比较不同数量的斑马表达Tryptase的

量，确定类过敏检测实验最佳的斑马鱼数量。

[0074] 结果显示，不同数量的斑马鱼表达的Tryptase的量不同，在1-4尾的范围内OD405

值呈线性增加（R2=0.9763），斑马鱼的数量与表达Tryptase的量呈线性相关，说明每尾斑马

鱼本底表达Tryptase的量相当；1尾实验组的OD405值与溶剂对照组相比没有显著性差异（p

>0.05），故1尾斑马鱼不适合作为类过敏检测模型的斑马鱼实验数量。2尾与4尾实验组的

OD405值与溶剂对照组相比均有显著性差异（p<0.001），为了节省斑马鱼的使用和实验操作
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上的方便，选择2尾斑马鱼作为类过敏检测模型的斑马鱼实验数量（图3）。

[0075] （4）阳性对照化合物Compoud48/80浓度的确定。

[0076] 以30  mg/ml的BAPNA分别处理含有1、10和100 μg/ml  C48/80的3  dpf斑马鱼，对照

组为BAPNA处理不含C48/80的斑马鱼；实验在96孔板中进行，每孔2尾斑马鱼，100 μl反应

液，每个浓度的C48/80处理6个孔；各实验组28℃反应24小时，反应结束后，使用多功能微孔

分析仪检测各组的OD405值。统计学处理结果以 ±SE表示，多组间比较采用方差分析

（ANOVA），通过比较不同浓度C48/80处理的斑马鱼表达Tryptase的量，确定类过敏检测实验

阳性对照化合物C48/80的最佳浓度。

[0077] 结果显示，C48/80在浓度为1-100 μg/ml的范围内，诱导斑马鱼表达的Tryptase的

量呈现浓度依赖性。浓度为1和10 μg/ml时，C48/80诱导的斑马鱼表达Tryptase的量与溶剂

对照组相比没有显著性差异（p>0 .05），浓度为100 μg/ml时，C48/80诱导的斑马鱼表达

Tryptase的量与溶剂对照组相比有显著性差异（p<0.001），所以选择100 μg/ml作为斑马鱼

类过敏检测模型的阳性对照C48/80的反应浓度（图4）。

[0078] 综上所述，以30  mg/ml的BAPNA作为检测底物，100 μg/ml  C48/80作为阳性对照，

处理3  dpf的斑马鱼24小时，检测OD405的值，可以建立斑马鱼类过敏检测模型。

[0079] 实施例二、斑马鱼类过敏检测模型评价不同批次Tween-80的致敏性。

[0080] 1  斑马鱼选取

[0081] 取4～5对斑马鱼亲本交配，按照Westerfield[7]的方法孵化胚胎。将处于最佳处理

阶段的斑马鱼置于解剖显微镜下观察，挑取发育正常的斑马鱼移入96孔微孔板中。

[0082] 2  Tween-80处理

[0083] Tween-80（#20080709和#20091019）由中国食品药品检定研究院包装材料与药用

辅料检定所提供。Tween-80以ddH2O配制成100  mg/ml作为母液，每个批次的Tween-80设计3

个检测浓度，分别为1、10和100 μg/ml；以BAPNA处理的斑马鱼作为溶剂对照组，以BAPNA处

理含有100 μg/ml  C48/80的斑马鱼作为阳性对照组；实验在96孔板中进行，每孔2尾斑马

鱼，100 μl反应液，每个实验组处理6个孔，均含有30  mg/ml的BAPNA。

[0084] 3 酶标仪分析：

[0085] 各实验组28℃反应24小时，反应结束后，使用多功能微孔分析仪检测各实验组的

吸光值（OD405值）。Tryptase表达水平公式如下：

[0086]

[0087] 统计学处理结果以 ±SE表示，多组间比较采用方差分析（ANOVA），以溶剂对照组

作为标准，比较各实验组Tryptase的表达水平，确定此批次Tween-80的致敏性。

[0088] 根据结果，#20080709  Tween-80在浓度为1、10和100 μg/ml时，诱导Tryptase的表

达水平分别为-3%、4%和47%，与溶剂组相比，只有浓度为100 μg/ml时有显著性差异（p<

0.01）（图5）。#20091019  Tween-80在浓度为1、10和100 μg/ml时，诱导Tryptase的表达水平

分别为0%、1%和18%，与溶剂组相比均没有显著性差异（p>0.05）（图6）。所以，#20080709可以

诱导类过敏反应，#20091019不能诱导类过敏反应。

[0089] 实施例三、斑马鱼类过敏检测模型评价Tween-80部分杂质的致敏性。
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[0090] 1  斑马鱼选取

[0091] 取4～5对斑马鱼亲本交配，按照Westerfield[7]的方法孵化胚胎。将处于最佳处理

阶段的斑马鱼置于解剖显微镜下观察，挑取发育正常的斑马鱼移入96孔微孔板中。

[0092] 2  Tween-80的杂质处理

[0093] Tween-80的杂质氯乙醇、乙二醇和30%  H2O2由中国食品药品检定研究院包装材料

与药用辅料检定所提供。各杂质设计3个检测浓度，分别为0.01‰、0.1‰和1‰；以BAPNA处

理的斑马鱼作为溶剂对照组，以BAPNA处理含有100 μg/ml  C48/80的斑马鱼作为阳性对照

组；实验在96孔板中进行，每孔2尾斑马鱼，100 μl反应液(30  mg/ml  BAPNA)，每个实验组处

理6个孔。

[0094] 3 酶标仪分析：

[0095] 各实验组28℃反应24小时，反应结束后，使用多功能微孔分析仪检测各实验组的

吸光值（OD405值）。Tryptase表达水平公式如下：

[0096]

[0097] 统计学处理结果以 ±SE表示，多组间比较采用方差分析（ANOVA），以溶剂对照组

作为标准，比较各实验组Tryptase的表达水平，确定Tween-80杂质的致敏性。

[0098] 根据结果，氯乙醇在浓度为0.01‰、0.1‰和1‰时，诱导Tryptase的表达水平分别

为-4%、1%和5%，与溶剂组相比均没有显著性差异（p>0.05）（图7）。乙二醇在浓度为0.01‰、

0.1‰和1‰时，诱导Tryptase的表达水平分别为-19%、-12%和-12%，与溶剂组相比均没有显

著性差异（p>0.05）（图8）。H2O2在浓度为0.003和0.03‰时，诱导Tryptase的表达水平分别

为-16%和-14%，与溶剂组相比均没有显著性差异（p>0.05）。浓度为0.  3‰时诱导Tryptase

的表达水平为23%，与溶剂组相比均有显著性差异（p<0.01）。H2O2的致敏性有浓度依赖性，浓

度越高，致敏性越强（图9）。综上所述，吐温-80的杂质中，氯乙醇和乙二醇的含量与吐温-80

的致敏性无关；H2O2的含量与吐温-80的致敏性相关，H2O2的含量越高，吐温-80的致敏性越

强。

[0099] 实施例四、斑马鱼类过敏检测模型评价乳糖蛋白A和乳糖蛋白B的致敏性。

[0100] 1  斑马鱼选取

[0101] 取4～5对斑马鱼亲本交配，按照Westerfield[7]的方法孵化胚胎。将处于最佳处理

阶段的斑马鱼置于解剖显微镜下观察，挑取发育正常的斑马鱼移入96孔微孔板中。

[0102] 2乳糖蛋白A和乳糖蛋白B处理

[0103] 乳糖蛋白A和乳糖蛋白B用超纯水配制成浓度10  mg/ml作为样品检测组，  超纯水

配制浓度为10  mg/ml的C  48/80作为阳性对照组，超纯水作为溶剂对照组。各实验组进行斑

马鱼血管显微注射，每尾斑马鱼注射10  nl（相当于0.1 μg/尾）。注射完成后，将斑马鱼转移

到96孔板中，每孔2尾斑马鱼，100 μl反应液（30  mg/ml  BAPNA），每个实验组处理6个孔。

[0104] 3 酶标仪分析：

[0105] 各实验组28℃反应24小时，反应结束后，使用多功能微孔分析仪检测各实验组的

吸光值（OD405值）。Tryptase表达水平公式如下：
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[0106]

[0107] 统计学处理结果以 ±SE表示，多组间比较采用方差分析（ANOVA），以溶剂对照组

作为标准，比较各实验组Tryptase的表达水平，确定乳糖蛋白A和乳糖蛋白B致敏性。

[0108] 结果显示，血管注射0.1 μg的C  48/80诱导斑马鱼产生Tryptase的表达水平为48 

%，与溶剂组相比有统计学意义（p<0.01），C  48/80能诱导类过敏反应。血管注射0.1 μg的乳

糖蛋白A和乳糖蛋白B诱导斑马鱼产生Tryptase的表达水平分别为11  %和1%，与溶剂组相比

没有统计学意义（p>0.05），乳糖蛋白A和乳糖蛋白B均不能诱导类过敏反应（图10）。
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