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链霉素聚合物引发链霉素速发型过敏反应 
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Immediate type anaphylaxis of streptomycin allergy 

elicited by streptomycin polymers1 
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ABSTRACY h has bem  known that stre-p- 
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1 The abstractⅥ s p~ted  in 5 th Southeast Asian 

and W estern Pacific Reg~nal M eeting of Pharma- 

colosists，1938 July，Beijing 

tomycin (SM )cau cause sotnc immediate 

type ariaphylaxis evefl nnaphyla~ic shock 

in clinical therapy． The characteristic of 

the substance that elicits the allergic re- 

action has not been reported．Using gel fil· 
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tration and high performance gel permeation 

chromatography (HPGPC)，we have found 

that some impurities of high m olecutar 

weights (HMW )were formed by heating 

acidic SM  solution．The HM W  impttrities 

had a colour reaction with citrie acid— 

acetic anhydride reagent and  dicited pa~ ive 

cutaneous anaphytaxis (PCA) on guinea 

pi擎 sensitiz甜 with rabbit anti—SM—BsA 

serum and general anal~ylaxis in gu inea 

pigs immunized by SM-BSA．It is lggened 

that the impurities， SM polymers (po ly～ 

SM  related to some xx~tctions on am ino 

groups of SM ， are the ~diergens of SM  

allergy． 

KEY W ORDS streptomycin： allergens： 

anaphylaxis：polymers：gel ehromatography 

摄曩 利用凝碇过滤及HPGPC等技术，证明链霉素 

(sM)溶液在酸性条件下保温， 可形成链 霉素聚台物 
(poly-SM)． Po]y-SM 可以引发 SM抗血清致敏的豚 

鼠的被动皮肤过敏(PcA，反应和由SM-BSA免疫的豚 

鼠的垒身过敏反皿，说明poly-SM是引发SM 速 发查 

过敏反应的过敏原． 

关■诩 链霉素l变应原l过敏症；聚合物l凝胶色谱法 

临床中使用链霉素(stre~omycin， SM)常 

引起速发型过敏反应，但引发反应的过敏原仍 

为未知．最近的研究表明， SM 药品中存在的 

致敏性杂质是引发 SM速发塑过敏反应 白勺过敏 

原(| ’， 并发现其主要致敏性杂质是一组色谱 

行为相似且在 320衄 有紫外吸收峰 的未知杂 

质(待发表资料)．抗生素中巳知致敏性杂质可 

分为抗生素一大分子载体(主要是蛋白类载体) 

的结合物和自身聚合物两类．但商品SM中的 

致敏性杂质不是蛋白类杂质(待发表资料)．虽 

然目前还没见 SM聚台的报道， 为探讨 SM过 

敏反应中过敏原的化学本质， 本文对 SM能否 

聚合，SM聚合物(poly—SM)能否引发速 发 型 

过敏反应问题进行探讨． 

M ATERIALS AND M ETH0DS 

鼍■素棒品的掩 曩 SM硫融 盐， 效 价 
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789 U／mg，本实验室精制． 

酸保温处理，将 SM 硫酸盐水 溶 液 调 pH 

为 2左右，55℃水浴保温不同时间，调 pH为 

中性后，冷冻干燥． 

SM硫酸盐溶液经葡聚糖凝胶 s~phadex O- 

15(Pharmtcis产 品)柱 (1．5x 40cm)，蒸 馏 

水洗脱，收集 K． =0．3～O．6处(蓝 色 葡 聚糖 
一 2000测定)的洗脱液， 冷冻干燥得 纯 SM． 

麓●蠢中膏分子素质台量的比较 

1甏胶过海法 200mg样 品 溶 于 2ml蒸 

馏水中，通过葡 聚 糖 凝 胶 Sephadex G-15柱 

(1．5×40cm)，蒸馏水流脱，收集瓦 =一0．1 

～O．1处的洗脱液比较其絮外吸收光谱． 

2高教麓肢渗透色谱(HPGPC)法 采 用 

Waters 510型高压泵 ，SIL一1 A进样阀I岛津 

SPD-1型 uv检 潮 器， CTO-2A恒温箱， R· 

772型记录仪， 色 谱柱 (4∞ ×30 era)填 充 

NWG多孔硅胶(天津化学试剂二厂)． 

流动相 pH 6．4磷酸缓冲 液 0．O2mnl／L． 

流速 0．8ml／mtm 捡测波 长 220衄 ， 灵 

敏度 0．08 AuPS；柱温 25~CI记录纸速 5ram／ 

rain!样品浓度 100 mg／ml!进样置 lO lII． 

柠■—卜乙■爵赢应 ’ 在小试管 中放^ 

少许固体特翻样品，加入一滴柠檬酸一乙酸 酐 

试剂，混台，80℃加热．着有红紫色显现为阳 

性结果．比较SM 和蘸保温中形成的高分子杂 

质冻干品的拧檬酸一乙酸酐反应． 

生抗麓一囊●靖的一● 

1免疲抗原SM-BSA 的合成 SM 和牛 血 

清白蛋白(BSA)按 10：l(Wt；wt)溶于 pH9．4碳 

酸缓冲渡 0．5m．el／L中， 37℃放 置 12 h后， 

于 4℃透析除去骺离的 SM，冷冻干燥． 

2免痘 新西兰兔 5只(本所实验 动 物繁 

育场提供)，2．5±SD 0．2 ks，每只肌注卡介苗 

l0 ms，1 wk后免疫．基础免疫两次， 每周一 

次 ，每次在膪窝淋巴结中注射 0．2ml含 500ng 

抗原的福氏完全佐剂． 基础免疫 2 wk后 加强 

免疫．每次注射 1ml含500峙 抗原 的 福氏不 

完全佐嗣于兔的虢扇 脚掌及背部皮下多点， 

维普资讯

 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


426 

隔周一次，加强 2-3次．免疫结束后由颈动脉 

放血，分离血清，血清于 一2O℃冻存．间接血 

凝法 ’测 SM 抗体效价． 

I翌过敏反应的动物模 型 DHP纯 系 白 

色隙鼠由我所实验动物繁育场提供． 

1孵 鼠被 动 皮肤过敏 (PCA)反应f ’ I6只 

豚 鼠 248±18g，转移 0．1ml SM 抗血清 ，1 6— 

20h后 iv 0．5ml 1％ Evan blue液， 15 rain 

后用葡聚糖凝胶分级得到的不 同 Kay蛆 分 做 

为攻击抗原，用经亲和层析除 去 SM 抗体 (未 

发表资料)后的兔血淆做对照． 

2豚 鼠奎身过敏反应 15只豚 鼠 220±31 

g，用 SM—BSA免疫豚 鼠． 第 1次 觉 疫 ip含 

1mg SM-BSA， 37×10。百 日咳 菌 苗 的 Al 

(OH)a(2mg／m1)混悬液 lmlj 第 2、 3次 免 

疫注射液中不含百 日咳菌苗．每周免疫 1次， 

第 3次免疫后的 d 21， 先 iv 1％ Evans blue 

溶液 0．5ml，I 5 rain后再由静脉攻 击 抗原． 

另设对照组．若 10rain内出现抓鼻、 发 抖， 

呼吸急促等过敏症状且眼窝、嘴、鼻，耳根等 

处出现蓝色染料，为阳性反应． 

R~ ULTS 

酸保疆前后链霉素中膏分子杂质的比较 

l凝肢过滤法 酸保温前、 后的 SM， 经 

葡聚糖凝胶分级， K． =一0．1～O．1处组份的 

uV吸收光谱的比较结果见 Fig 1．可见酸保温 

后，SM 中高分子杂质的含量增加， 且增加的 

高分子杂质在 320 nIn附近有紫外吸收峰． 

2HPGPC法 HPGPC分析 SM样品， 发 

现在 置． 较小处有杂质峰出现，该样品经葡聚 

糖凝胶除去其中的高分子杂质后制备的 SM 纯 

品，再经 HPGPC分析时， ． 较小处的 杂质 

峰消失’说明消失的杂质峰为高 分 子 杂 质所 

致。经酸保温后 的 SM 样品，该吸收峰增高， 

说明其中高分子杂质的含量增加(Fig 2)． 

酸保温增加的高分子杂质致敬性的蔫定 

1豚 鼠PCA 反应 SM 样品或SM 纯 品， 

经酸保温后，在葡聚糖凝胶 ~phadex( l5上 

置 

■  

J  

k  

o  
∞  

Wavelength (nm) 

FI| 1． UV Ipect『a of bac~ott of mtrepmmy~  

姊 ●rIⅫ by gelfJlltatlola OZI Selp~badex 1S．●) 

Stgeptomycln．b)Streptomy~ Itmted at pH 2 mad 

55℃ for 4h． 

。． 
— — ／ — ＼  

K．T _mcr亡ase 
———— ————— ———————————--—---————---———————·—一  

Fig 2． HPGPC ehrom atograms of the strepto-- 

my咖 by dH[~ent treatments．-)Non-treated．b) 

Free from impurities of high molecular weigh4s by 

gel ffltratmn． c)Treated at pH 2 and 55℃ for 

1■．d)T~ ted at呵I 2-nd 55℃ for 2h． 
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Tab 1． Passive cutADeous IOaphylaxis~eaclion oo guinea pigs e|ici|ed by soiree strepiomyein fSM ) 

fractions on gel filtration． 

‘SM treated at pH 2 and 55℃ for 4h， t Non—treated  SM
。 ” Pure SM  trea ted at pH 2 and 55℃ for 3 h． 

Tab 2． General anaphylaxh e!t~lted by 

purities of high molecular weights from SM in 

guinea pigs immunized b，SM-BSA (bovine sefllm 

albumin)(n=5)
．  

ChaJJengcr Reaction 

lmm unIzea gULlnea  pigs 

No impurities of high molecular — 

weights 

0．5ml V^fraction from nontreated  SM  一 

0．1ml V0 fraction from SM treat一 + 

ed at pH2 and 55℃ for 3 h 

0．5 m1 v0 fraction from por e SM  + 

treated at pH 2 and 55℃ for 3 h 

Normal guinea pigs 

O．5ml V0fra ction fro m SM treat一 一 

。d at pH 2 and 55℃ for 4 h 

。Each challenger contained Evans blue and the 

V0 fraction was on sephadcx G-15
． 

K． =0附近的组分具有较强的 引发 PCA反应 

的能力，而 K。 在 0．1～0．3处 的 组分， PCA 

反应阴性}未经酸保温的 SM 样品，在葡聚糖 

凝胶 Sephadex G一15上 K。 =0附近的组 分 也 

不能引发反应 (Tab 1)． 说明酸保温中增加 的 

高分子杂质可以引发 PCA反应． 

2豚鼠全身过敏 反应 SM 样 品 或 SM 纯 

品经酸保温后，用葡聚糖凝 胶 Sephadex G—l5 

上 K． =0附近增加的高分子杂质攻 击 由 SM— 

ESA免疫的豚鼠，约 2rain出现抓鼻、发抖、 

呼吸急促等症状， 预先注入血 管 中 的 Evans 

blue出现在眼窝、耳根、嘴鼻等部位，而对照 

组豚鼠不出现上述反应 (Tab 2) 表明酸保温 

中增加的高分子杂质可以引发全身过敏反应． 

t保基增加舶■分子杂质和拧舞 lI_乙 t 

旰试 曲反应 柠檬酸一乙酸酐试剂对 叔 胺结 

构有特异反应0’。酸保温中增加的高分子杂质 

和柠檬酸一乙酸酐试剂呈阳性反 应， 而 SM 却 

呈阴性反应。说明高分子杂质 的产生和 SM 的 

氨基有关． 

在酸保温条件下，SM 分子_形成的 高分子 

杂质是引发 SM 速发型过敏反应的过敏原．引 

发 SM 速发型过敏反应的过敏原， 必然含有两 

个以上 SM 抗原决定簇，SM 抗原决 定 簇是以 

整个 SM分子为结构基础的“’} 提示形成的高 

分子杂质是 poly-SM． 

用 HPLC分析 SM 在酸保温中形成 的高分 

子杂质，发现紧随 SM峰后色谱行为极相似的 

3个杂质峰能引发 SM 速发型过敏反应，经适 

当处理，该致敏性杂质能分解出SM(未发表资 

料)．进一步提示酸保温中形成的高分 子 ．杂质 

是poly—SM．由于羧保温中形成的高分子杂质 

仅有 3个组分能引发 SM 速发型过敏反应， 且 

用葡聚糖凝胶 Sephadex G一25分级时，分子量 

最大 的组分投分布在 K． =0．3附近(未发表资 

料)．表示 SM 在所用反应条件下形成的poly- 

SM 的聚合度并不高． 氨苄青霉素的 2-5聚体 

均能引发氨苄青霉索的遗发型过敏反应 '．酸 
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保温中形成的 3个 poly-SM 组 分 究 竟是 SM 

的几聚体，有待研究． 

虽然目前还没见 SM 能形成 聚 合 物 的报 

道，但 SM 分子既有氨基，又有醛基，在酸崔 

化条件下，醛基和氮基易发生亲核加成反应． 

Aronson等也曾认为 SM 在溶液中可以以其醛 

基和 N一甲基葡萄糖胺上 的 仲氨 基 分 子 内 缩 

台 ，．提示 SM 分子间通过醛基和氨基缩合是 

可能的．实验中我们通过柠檬酸一乙酸酐反应证 

明聚合反应和 SM分子上的 氨基有关．Poly— 

SM 的确切聚台机理及 聚合后的结构，有待研 

究 

从商 品 SM 中 分离到的主要致 敏 性 杂质 

。高杂 1”在 320 nm 附近 有 絷 外 吸 收 峰 ，， 

poly-SM 在 320 nm 附近也有紫外吸收峰． 通 

过对 SM 生产工艺的了解得知，生产中为除去 

发酵液中的蛋白质需将发酵液用草 酸 酸 化至 

pH 3左右，并通蒸气至 7O℃． 在 此条件下， 

SM 的聚台反应是可能发生的．P0ly—SM 一 旦 

形成，现有的主要精制手段都不能将其全部除 

净(未发表资料)， 因此生产过程中产生 poly— 

SM 并带到商品 SM 中是完全可能的． 
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