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双黄连注射剂中半抗原物质 "#$%&检测方法的研究"

#
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!!江西中医学院现代中药制剂教育部重点实验室!南昌
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摘要!目的!研究双黄连注射剂中半抗原物质的"#$%&检测方法" 方法!将双黄连注射剂与正常动物血清体外孵育制备完全

抗原#免疫动物获得针对双黄连中过敏性半抗原的特异性抗体#"#$%&法检测其效价显示#血清稀释至 *+*,- 时仍为阳性#按

优化条件用间接竞争"#$%&法测定血清特异性并绘制抑制曲线" 结果!得到回归方程$.*'/'0, 12345(/5('#相关系数!.

(/600 '#检测限为 (/6'

!

2781#半数抑制浓度$35( .(/6, 82781" 结论!本文建立的方法可以很好地用于双黄连注射剂中半

抗原物质检测"
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!!双黄连注射剂是由金银花&黄芩&连翘提取精制

而成的针剂#有粉针剂和注射液两种剂型#具有良好

的抗病毒作用'*(

#常用于治疗病毒和细菌引起的感

染',(

) 但由于双黄连注射剂为复方制剂#成分较为

复杂#其中某些小分子物质!如绿原酸"或其代谢产

物作为半抗原与体内血浆蛋白结合形成高致敏原#

诱发皮疹&药热&过敏性休克等变态反应#占双黄连

注射剂临床不良反应的 R5S

''(

)

对于分子结构明确的单一小分子半抗原#多采

用化学偶联的方法与蛋白质等大分子物质合成完全

抗原后免疫动物制备特异性抗体#再利用免疫分析

技术进行检测')#5(

) 但双黄连注射剂中引起过敏反

应的半抗原物质尚不明确#无法采用化学偶联的方

法制备完全抗原#故本实验模拟双黄连注射剂进入

体内后的致敏过程#将双黄连注射剂与正常兔血清

体外孵育制备完全抗原#免疫雄性新西兰兔获得针

对双黄连中过敏性半抗原的特异性抗体#建立了双

黄连中半抗原物质的"#$%&检测方法#为进一步研

*6'*

江西中医学院学报 , ( ( 6 年 , 月第 , * 卷第 * 期
3?6@>A% ?B3CA>DEC6>CF<@GC1H?B12+

,((6 TC1U,* VCU*

"

""

基金项目$江西省卫生厅基金资助项目!,((R&(,)"

通讯作者$徐国良#B=1$(R6* WR**-05R%"P8K@1$XE2EC1@KI200(0Y*,0/>C8

http://www.ajutcm.com



!

!

中
药
研
究
!

究双黄连注射剂中过敏性物质奠定了基础)

*!材料和方法

*/*!材料

药品与试剂$碘酒%双黄连冻干粉针剂!哈药集

团中药二厂#批号$(0(,((,"%羊毛脂%液体石蜡%卡

介苗!上海生物制品研究所#批号$,((5(R(*(*"%牛

血清白蛋白!Z%&" !国药集团化学试剂有限公司#

批号$[,((0(**6"%金黄色葡萄球菌细胞壁蛋白 &

交联的辣根过氧化酶!\9]P%]&"!上海生物制品研

究所#批号$,(('(5(*"%吐温P,(!浙江省温州清明化

工厂"%柠檬酸&邻苯二胺!:]̂ "为化学纯%其它试

剂均为分析纯%水为双蒸水)

仪器$&",)( 电子分析天平!梅特勒P托利多仪

器有限公司"% \\P) 数显恒温水温锅!国华电器有

限公司"%_̀ P-(&旋涡混合器!上海医科大学仪器

厂"%"M=IFCNJ管%60 孔培养板!美国 >CD?KN公司"%

Ba#P*0a台式离心机!上海安亭科学仪器厂"%BH=NP

8CLE1?@DbKI Lc' 型酶联免疫检测仪!BH=N8C#K;P

DGD?=8D"%一次性注射器%移液枪%冰箱)

实验动物$雄性新西兰白兔#体重 ,/( d'/( b2#

由江西医学院实验动物中心提供#合格证号$60P

,(*)

*/,!方法

*/,/*!免疫全抗原的制备!精密称取双黄连冻干

粉针剂充分溶解于生理盐水中制得 ' 82781双黄连

生理盐水溶液#与正常家兔血清充分混合#置 'R e

水浴锅中温育 , H#加入等体积弗氏佐剂用旋涡混合

器乳化完全制成乳剂) 其中双黄连终浓度为 * 827

81#卡介苗终浓度为 * 82781!弗氏完全佐剂")

*/,/,!特异性抗体的制备!选择 , d' b2的雄性

新西兰白兔#免疫前取 */( 81的血清作为阴性对

照) 首次免疫采用弗氏完全佐剂乳化的抗原液#于

兔背部脊柱两侧皮下多点注射#每点 (/, 81) *( F

后以弗氏不完全佐剂乳化的抗原进行加强免疫#剂

量与础免疫相同) 以后每 R F加强免疫 * 次#从第 )

次免疫开始#每次免疫后第 R 天经兔耳缘静脉采血

测定抗体的效价#至效价达到理想值则颈总动脉取

不抗凝全血#'R e温育 , H# ) e 静置过夜#'((( N7

8@I离心 *5 8@I#小心吸取上层抗血清分装后于 W

,( e保存)

*/,/'!"#$%&测定抗血清效价!试剂的配制$(/(5

8C17#M\6/0 的碳酸钠缓冲液$VK

,

3:

'

*/56 2#

VK\3:

'

,/6' 2溶于 * ((( 81双蒸水中%(/*5 8C17#

M\R/) 磷酸盐缓冲液 !]Z%"$c\

,

]:

)

(/, 2#

VK

,

\]:

)

**,\

,

:

,

6 2#VK31- 2#c31(/, 2#加双蒸水

至 * ((( 81%,SZ%&$, 2Z%&用 *(( 81(/*5 8C17#

M\R/) 磷酸盐缓冲液溶解%]Z%B$(/(5 81BO==IP,(

用 (/*5 8C17#M\R/) ]Z% 溶解且定容至 *(( 81%金

黄色葡萄球菌细胞壁蛋白 &交联的辣根过氧化酶

!\]9P%]&"$取冻干酶联葡萄球菌 &蛋白纯品!*

817支"* 支用 (/*5 8C17#M\R/) ]Z% 按其工作浓

度!*+)("稀释%底物液$&液!(/* 8C17#柠檬酸溶

液"柠檬酸 */6, 2加蒸馏水至 *(( 81#Z液!(/,

8C17#VK

,

\]:

)

溶液"R/*R2VK

,

\]:

)

**,\

,

:加蒸

馏水至 *(( 81#临用前取&液 )/-0 81与Z液 5/*)

81混合#加入 :]̂ ) 82#待充分溶解后加入 '(S

!A7A"的\

,

:,5(

!

1%终止液$取 5/5 81浓硫酸用水

稀释至 5( 81即为 , 8C17#的\

,

%:

)

溶液)

检测方法$以 (/(5 8C17#M\6/0 的碳酸钠缓冲

液将抗原适当稀释后#每孔 **(

!

1包被 60 孔板#)

e湿盒内包被过夜%取出后用 ]Z%B洗涤#每次 )

8@I#洗涤 ' 次后#每孔加入 *'(

!

1,SZ%&封闭过

夜%倾去封闭液并洗涤#加入用 (/*5 8C17#M\R/)

的]Z%*+*&*+,&*+)&*+-&*+*0&*+',&*+0)&*+*,- 稀

释的抗血清 *((

!

1#'R e温育 , H%洗涤后加入

\9]P%]&#每孔 *((

!

1#'R e孵育 * H%洗涤#加入底

物液 *((

!

1#混匀#室温避光显色 *5 8@I%加入 5(

!

1

, L的\

,

%:

)

终止反应#并在 )5( I8波长下经酶标

仪检测#读取每孔吸光度值!:̂ 值"#以加阴性血清

的孔作为阴性对照#不加血清的孔作为空白对照)

每一样品设 ' 个平行孔#大于或等于阴性对照孔 ,

倍 :̂ 值为阳性)

*/,/)!间接竞争"#$%&!!*"包被抗原最佳浓度的

确定) 将双黄连生理盐水溶液与正常兔血清 'R e

温育 , H所得抗原#按所含双黄连的量稀释为 -/((&

)/((&,/((&*/((&(/5(&(/,5 82781#每孔 **(

!

1包

被酶标板#封闭洗涤后加入 *+0) 稀释的抗血清 *((

!

1#'R e温育 , H#洗涤 ' 次#立即加入 *((

!

1用

]Z%*+)( 稀释的酶标抗体\9]P%]&#'R e温育 * H#

洗涤 ' 次#加 *((

!

1底物液#室温避光作用 *5 8@I#

加入 5(

!

1, L\

,

%:

)

终止液终止反应#用酶标仪

)5( I8波长下检测每孔 :̂ 值) 同时设空白对照孔

!不加抗血清#只加稀释液"和平行重复孔#取空白

对照的 :̂ 值f(/*#标准抗原的 :̂ 值为 */( 左右

者的抗原稀释度为最佳包被浓度)

!,"间接竞争 "#$%&测定方法 以最佳包被抗

原浓度包被酶标板#封闭洗涤后分别加入 (/,5&

(U5(&*/((&,/((&)/(( 82781浓度的双黄连生理盐

水溶液 5(

!

1及 *+0) 稀释的抗血清 *((

!

1#'R e温

育 , H%洗涤 ' 次后加入 *+)( 稀释的酶标抗体\9]P

*()*
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%]&#每孔 *((

!

1#'R e温育 *H%剩余步骤同 */,/)#

在 )5( I8波长下读取每孔 :̂ 值#以加稀释液的孔

作为空白对照#不加抑制物!双黄连"孔作为 ( 标准

孔#每一样品设 ' 个平行孔)

抑制率 $!S"按公式 $.:̂ ( W:̂ 7! :̂ ( W

:̂ 8@I" g*((S计算'0(

#其中 :̂ 为测定样品的吸

光值#:̂ ( 为 ( 标准孔的吸光值#:̂ 8@I 为空白对

照孔的吸光值) 以抑制率为纵座标#双黄连浓度的

对数值为横座标#绘制抑制曲线#通过回归分析#建

立回归方程并计算相关系数 N&抑制率为 5(S时所

对应的双黄连浓度!$35("及检测限!$3*(")

,!结果

,/*!"#$%&测定抗血清效价

"#$%&法检测结果显示血清稀释倍数从 *+*到

*+*,- 均为阳性#说明兔血清中已产生了抗体) 结

果见表 *)

表 *!兔抗双黄连注射剂抗血清效价"#$%&测定%

$

5h8#- .'&

稀释倍数 *+* *+, *+) *+- *+*0 *+', *+0) *+*,- 阴性对照

:̂

)5(

,/- h(/, ,/- h(/* ,/5 h(/, ,/' h(/* ,/' h(/* ,/' h(/' ,/' h(/, ,/* h(/' (/6 h(/(

,/,!间接竞争"#$%&测定血清特异性

,/,/*!包被抗原最佳浓度的确定!数据表明双黄

连浓度为 * 82781时#:̂

)5(

值较接近于 */(#因此确

定其为最佳抗原包被浓度) 结果见表 ,)

表 ,!包被抗原最佳浓度的测定结果%平均 :̂

)5(

值&

双黄连包被
浓度!82781"

-/(( )/(( ,/(( */(( (/5( (/,5 空白对照

:̂

)5(

*/0) */)5 */,R */(0 (/R5 (/)) (/(-

,/,/,!抑制曲线的绘制!以抑制率 $!S"为纵座

标#双黄连浓度的对数值为横座标#绘制抑制曲线

!见图 *") 图中双黄连对抗血清的抑制率随其浓度

的增大而升高#说明抗血清中的抗体是针对双黄连

注射剂中半抗原产生的#具有一定特异性) 通过回

归分析#建立回归方程$.*'/'0,12345(/5('#!.

(/600 '#半数抑制浓度$3

5(

.(/6, 82781#检测限为

(/6'

!

2781) 结果见表 ')

表 '!兔抗双黄连粉针剂血清特异性"#$%&测定

双黄连浓度
!82781"

(/(( (/,5 (/5( */(( ,/(( )/(( 空白对照

:̂

)5(

(/,0 (/*6 (/*- (/*R (/*R (/*0 (/(6

$!S" (/(( )*/6( )5/,5 5'/(R 55/'* 50/6- *((/((

'!讨论

免疫化学方法是近十多年来发展起来的新方

法#具有较高的灵敏度和特异性#且对样品的纯度要

求不高#其中 "#$%&方法由于操作简单&使用安全

而被普遍应用于半抗原的检测)

完全抗原的合成及特异性抗体的制备是"#$%&

法检测半抗原中较为重要的一步#双黄连注射剂中

的小分子半抗原物质结构不明确#无法采用化学偶

联的方法连接到大分子蛋白质载体上形成具有免疫

原性的完全抗原#故本实验采用将双黄连注射剂与

正常兔血清体外孵育的方法制备完全抗原及其免疫

血清#在此基础上建立了检测抗双黄连中半抗原物

质抗体的间接"#$%&方法)
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