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中药致肾毒性成分马兜铃酸 A单抗制备

及酶联免疫分析方法的建立
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摘 � 要 � 采用活化酯法 ,将马兜铃酸 A分别与牛血清蛋白 ( BSA )和卵清蛋白 ( OVA )偶联, 得到免疫抗原马兜

铃酸 A�BSA和包被抗原马兜铃酸 A�OVA。利用马兜铃酸 A�BSA免疫 Ba l b /c小鼠, 制得鼠单克隆抗体 1A11,

单抗效价为 2 � 104; 单抗为 IgG1类,轻链为 �型; 与其结构类似物马兜铃酸 B、C和 D的交叉反应率分别为

2� 8% , 3. 5%和 31. 2%。基于抗马兜铃酸 A单克隆抗体的间接竞争酶联免疫分析方法 ( icEL ISA )的 IC50为

1� 9�g /L,检测范围为 0. 5~ 7. 5 �g /L。 icEL ISA添加回收率为 86% ~ 97% , 相对标准偏差在 5. 2% ~ 11. 1%

之间。利用所建立的 icEL ISA测定了 6个中药材和 5个中成药中马兜铃酸 A的含量, 并用高效液相色谱法

( HPLC)进行了验证,其中关木通、广防己、天仙藤、马兜铃和青木香中均检测出马兜铃酸 A, 而川木通和 5个

中成药中未检测到马兜铃酸 A。结果表明: 本方法可用于中药中马兜铃酸 A的快速检测。
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1� 引 � 言

马兜铃酸类化合物是马兜铃科马兜铃属植物特有的一类硝基菲类化合物,包括马兜铃酸 A、B、C和

D等
[ 1 ]
。近年来, 马兜铃酸的肾毒性已引起广泛关注,各国纷纷对含马兜铃酸的中药采取管制及限制措

施
[ 2~ 5]
。研究表明, 马兜铃酸类化合物的毒性主要由马兜铃酸 A或其代谢物马兜铃内酰胺所致

[ 6, 7]
。

因此, 在检测马兜铃酸时, 常选择马兜铃酸 A为指标性成分。马兜铃科药用植物在我国广泛使用。由

于马兜铃科植物许多名称混淆, 为确保临床用药的安全有效, 对于疑含有马兜铃酸类物质的药用植物

及制剂必须进行严格检测,制订限量用药标准。目前, 检测马兜铃酸的方法主要有薄层色谱法
[ 8 ]
、紫外

分光光度法
[ 9]
、高效液相色谱法

[ 10 ]
及酶联免疫分析法

[ 11]
等。薄层色谱法和紫外分光光度法灵敏度较

低;高效液相色谱法 (H PLC)灵敏度较高、测定准确,是目前测定马兜铃酸最常用的方法,但仪器设备昂

贵,对实验人员专业技能要求高。酶联免疫分析法具有灵敏、准确、前处理简单、适合大通量筛选等优

点,在医学诊断、食品安全检测、环境污染物监测等领域已得到广泛应用
[ 12, 13]

。Yu等
[ 11]
利用 EDC /NH S

将马兜铃混合酸 ( A /B)与 OVA偶联, 制备了抗马兜铃酸兔多克隆抗体, 但该抗体的灵敏度较差; T ian

等
[ 14]
将马兜铃酸 B与 BSA偶联, 制备得到抗马兜铃酸 B的单克隆抗体, 该抗体具有较好的特异性, 但

灵敏度较差。本研究制备了马兜铃酸 A的单克隆抗体,建立了马兜铃酸 A的酶免疫分析技术。

2� 实验部分

2. 1� 仪器、试剂与材料

W ellwash 4 MK自动洗板机, M u lt iskan MK3酶标仪 (芬兰 Therm o公司 ) ; 高效液相色谱仪 (美国

W aters公司 ) ,包括W aters 600E溶剂传输系统和 W aters 2487吸收检测器; Centrifuge 5810 R离心机 (德

国Eppendorf公司 ) ; 96孔酶标板 (美国 Costar公司 )。

马兜铃酸 A、B(中国药品生物制品检定所 ) ;马兜铃酸 C、D(美国 Chrom aDex公司 ) ;辣根过氧化物
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酶标记羊抗鼠 IgG ( IgG�HRP)、牛血清蛋白 ( BSA )、卵清蛋白 ( OVA )、N, N  �二环己基碳化二亚胺
( DCC )、N �羟基丁二酰亚胺 ( NH S)、弗氏完全佐剂、弗氏不完全佐剂、邻苯二胺 ( OPD )、二甲基亚砜

( DM SO )和三氟乙酸 (TFA )均购自美国 S igm a公司;甲醇、乙腈 (色谱纯, 美国 F isher Scient ific公司 ); 鼠

抗体亚型 ELISA鉴定试剂盒 (美国 P ierce公司 ) ,其它化学试剂均为分析纯 (北京化学试剂公司 )。

包被缓冲液: 0. 05 m o l/L碳酸盐缓冲液 ( pH 9. 6); PBS:含 0. 9% NaC l的 0. 1 m ol /L磷酸盐缓冲液

( pH 7. 5) ; PBST: 含有 0. 1% ( V /V )吐温 �20的 PBS; PBSTG:含有 0. 5% (w /V )明胶的 PBST; 柠檬酸盐 �
磷酸盐缓冲液:含 0. 01 mo l /L柠檬酸三钠和 0. 03 m o l/L N a2H PO4 ( pH 5. 5) ;底物缓冲液: 在 10 mL含

2 g /L OPD的柠檬酸盐 �磷酸盐缓冲液中加入 4 �L 30% H 2O 2;终止液: 2 m ol /L H2 SO 4。

Ba l b /c雌性小鼠 ( 6~ 7周龄, 军事医学科学院 ); SP 2 /0骨髓瘤细胞 (中国兽药监察所 )。

2. 2� 实验方法

2. 2. 1� 马兜铃酸 A免疫抗原和包被抗原的制备 � 称取 2. 0 mg马兜铃酸 A,溶于 0. 4m L DM SO,分别加

入 100 �L DCC ( 2. 1 m g DCC溶解于 100 �L DM SO)和 50 �L NH S( 1. 0 m g NH S溶解于 50 �L DM SO ),

室温下搅拌反应 1. 5 h, 以 4000 r /m in离心 5 m in, 取上清液。将上清液逐滴加入到蛋白溶液 ( 20 m g

BSA或 OVA溶解于 2. 0 mL 0. 13 m o l /L NaHCO3溶液 )中, 室温下反应 2 h。反应产物用 0. 01 m o l/L

PBS透析 3 d,冷冻干燥, - 20 ! 保存。

2. 2. 2� Bal b/c雌性小鼠免疫 � 以 0. 01 m o l/L PBS将马兜铃酸 A免疫抗原稀释成 1. 0 g /L, 初次免疫

用完全弗氏佐剂与等体积的免疫原混合, 充分乳化,免疫 5只小鼠,每只小鼠免疫剂量为 200 �L。加强

免疫用不完全弗氏佐剂乳化。免疫部位为腹腔或背部皮下。经过 5次免疫后,对小鼠血清进行检测。

2. 2. 3� 血清效价测定 � 小鼠经过第 5次免疫后第 6 d,用毛细玻璃管从眼眶取少量血液,室温静置 1 h,

4 ! 过夜, 4000 r/m in离心 10 m in,收集血清, 4 ! 保存。血清效价的测定采用 icELISA方法
[ 15]
。效价定

义为吸光值 (A )为 1. 0时的抗血清最大稀释倍数。

2. 2. 4� 单克隆抗体的制备与抗体纯化 � 取效价和特异性都较好的一只小鼠进行加强免疫, 免疫原溶于

0. 01 m o l/L PBS进行腹腔免疫, 4 d后取脾细胞与 SP 2 /0骨髓瘤细胞进行细胞融合,经过筛选、克隆得

到能稳定分泌抗体的杂交瘤细胞株, 并制备腹水。腹水室温静置 1 h, 4 ! 静置过夜, 以 3000 r /m in离心

10 m in,弃脂肪层和细胞层,收集中间澄清层采用饱和硫酸铵法
[ 16]
对抗体进行纯化, 蒸馏水透析后冻

干, - 40 ! 冰箱保存。

2. 2. 5� 马兜铃酸提取 [ 17] � 川木通、广防己、天仙藤、青木香、关木通和马兜铃磨成细粉, 过 60目筛

( 0�30 mm孔径 ), 各称 0. 5 g;中成药双香排石颗粒、龙胆泻肝丸等各称 1. 0 g于试管中; 以 5 mL甲醇浸

提,超声 15 m in;以 4000 r /m in离心 10 m in,取上清液;甲醇重复提取一次, 合并两次所得溶液,氮气吹

干;以 2. 0 mL无水甲醇 (HPLC分析 )或 0. 01 m o l/L PBS ( ELISA分析 )溶解残余物, 即得马兜铃酸提取

液。测定前经 0. 45 �m滤膜过滤。

2. 2. 6� icELISA法
[ 15]
测定马兜铃酸含量 � ( 1)包被 � 包被缓冲液将包被抗原稀释成 0. 5 mg /L,加入到酶标

板中,每孔 200 �L, 37 ! 温育 3 h, PBST洗板 4次; ( 2)封闭 � 每孔加入 200 �L封闭液, 37 ! 温育30 m in,用洗

板机洗板 4次; ( 3)竞争 � 将标准样品和待测样品用 PBSTG稀释成不同浓度,加入到酶标板中,每孔 100 �L,

同时每孔加入 100 �L PBSTG稀释的抗体, 37 !温育 30 m in,用洗板机洗板 4次; ( 4)加酶标二抗 � 用 PBSTG

稀释羊抗鼠 IgG�HRP,每孔加入200 �L,温育 30 m in,用洗板机洗板 4次; ( 5)显色 � 每孔加入 200 �L底物

溶液显色; ( 6)终止反应 � 一定时间后每孔加入 100 �L终止液终止反应,在 492 nm下测定吸光值。

2. 2. 7� HPLC法
[ 18 ]
测定马兜铃酸含量 � H PLC测定条件: C18反相柱 ( 250 mm � 4. 6 mm, 5 �m ); 柱温

为 25 ! ;流动相: 水 �乙腈 ( 40∀60, V /V ) ,含 0. 1% ( V /V )三氟乙酸; 流速 1 mL /m in; 上样体积为 20 �L;

检测波长为 390 nm。

3� 结果与讨论

3. 1� 单克隆抗体的制备

融合前 4 d对小鼠血清进行效价与抑制率检测。选取效价高 ( > 8000)、抑制好的小鼠进行加强免
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疫。取加强免疫后的小鼠脾细胞与 SP 2 /0骨髓瘤细胞进行融合, 融合率约为 86%。 icEL ISA法检测细

胞上清液,选择吸光值大于 1. 0的阳性孔再进行抗马兜铃酸 A抗体特异性检测, 选择抑制率高的孔用

有限稀释法进行多次克隆,筛选到一株效价与特异性均较好的单克隆细胞株,命名为 1A11。将该细胞

株扩大培养,制备腹水并用饱和硫酸铵法纯化抗体。

3. 2� 单克隆抗体的性质鉴定

3. 2. 1� 单克隆抗体效价检测 � icELISA法检测抗马兜铃酸 A单克隆抗体 1A11的效价, 以未免疫的小

� 图 1� 抗马兜铃酸 A单抗 1A11效价检测

F ig. 1� T iter o fm onoclona l antibody( mAb) 1A11

aga inst ar isto lochic ac id A dete rm ined in EL ISA

鼠血清作为阴性对照, 如图 1抗马兜铃酸 A单克隆抗体

1A 11的效价约为 2 � 10
4
。

3. 2. 2� 单克隆抗体特异性检测 � icELISA法检测抗马兜铃

酸 A单克隆抗体 1A 11的特异性, 抗马兜铃酸 A单克隆抗

体 1A11与马兜铃酸类物马兜铃酸 B、C和 D (图 2)反应, 交

叉反应率分别为 2. 8%、3. 5%和 31. 2%。

3. 2. 3� 单克隆抗体类型检测 � 利用 P ierce公司的单抗类

型检测试剂盒对抗马兜铃酸 A单克隆抗体 1A11类型进行

检测 (表 1)。结果表明: 1A11与 IgG1类和 �的吸光值分

别是 1. 210和 1. 023; 其它类型的 IgG, IgA, IgM和  几乎

没有反应。因此,抗马兜铃酸 A单克隆抗体 1A11为 IgG1

类,轻链为 �型。

� 图 2� 马兜铃酸 A及其类似物结构式

F ig. 2� Structures of ar isto lo ch ic ac id A and its analog s

表 1� 马兜铃酸 A单抗 1A11类型检测

Table 1� Isotype o fmAb 1A11 against ar isto lo ch ic ac id A

抗体类型 Isotype ofmAb

IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 IgA IgM

轻链类型 Isotype of L igh t chain

�  

吸光值 Ab sorban ce 1. 210 0. 090 0. 0745 0. 092 0. 073 0. 117 1. 023 0. 108

�

3. 3� ELISA工作曲线

棋盘格实验筛选最佳包被抗原、抗体的工作浓度。确定马兜铃酸 A的 icELISA法工作条件为:包被抗

原浓度 0. 5 m g /L,抗体浓度 0. 5 mg /L,羊抗鼠 IgG�HRP 1. 0 mg /L。建立标准曲线如图 3(B0和 B分别为空

白孔和抑制孔的吸光值 ), icELISA的 IC50为 1. 9 �g /L,检测范围为 0. 5~ 7. 5 �g /L (抑制率 20% ~ 80% )。

表 2� 马兜铃酸 A的添加回收率

Tab le 2� Recovery of aristo loch ic acid A sp iked to cau lis clem atid is

arm andii sam ples by icEL ISA

添加浓度
Added ( �g/g)

回收率
Recovery (% , n = 3)

RSD
(% , n = 3 )

0. 25 90 11. 1

0. 5 89 9. 0

1. 0 91 5. 5

2. 5 86 7. 0

5. 0 97 5. 2

10. 0 95 7. 4

3. 4� 添加回收实验

川木通不含马兜铃酸类物质,向其中

加入马兜铃酸 A, 测定方法的添加回收

率。添加浓度依次为 10, 5. 0, 2. 5, 1. 0,

0. 5和 0. 25 �g /g, 以不添加马兜铃酸 A

的川木通样品为阴性对照, 结果如表 2。

添加回收率为 86% ~ 97%; 相对标准偏

差在5. 2% ~ 11. 1%之间。
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� 图 3� 马兜铃酸 A的 icEL ISA标准曲线

F ig. 3� Standard inh ib ition curve of ar isto lochic acid

A in icEL ISA fo rm at

3. 5� 含马兜铃酸中药样品测定

利用所建立的测定马兜铃酸 A的 icELISA方法,测

定 6种中药材 (表 3)和 5种中成药中马兜铃酸 A的含

量。结果表明,川木通不含马兜铃酸 A;双香排石颗粒、

龙胆泻肝丸 、跌打丸、连翘败毒丸和止嗽青果丸等 5种

中成药均未检测到马兜铃酸 A; 关木通、广防己中含量

很低; 天仙藤、马兜铃和青木香中含量较高, 但是 ELISA

测得的马兜铃酸 A的含量大于 H PLC,这与抗马兜铃酸

A单克隆抗体 1A11与马兜铃酸 B、C和 D的交叉反应

有关, 其他研究者也得到类似的结果
[ 11]
。由于其它马

兜铃酸类化合物同样具有毒性,本测定结果对药品安全

监督具有现实意义。

表 3� icEL ISA和 HPLC测定中药材和中成药马兜铃酸 A含量

Table 3� icEL ISA and H PLC ana lysis o f ar isto lochic ac id A in herba lm edic ines

样品
Sam ple

icELISA
( �g /g)

H PLC
( �g /g)

中药材
Ch ineseH erb

m ed icin e

川木通 C au lisC lem atidisA rm and ii 未检出 No d etect ion 未检出 N o detection

关木通 M an shurian Dutchm ansp ipe Stem 3. 5 # 0. 3 2. 9 # 0. 1

天仙藤 H erb a Aristoloch iae 109 # 4 67 # 2

马兜铃 Fructus Aristoloch iae 740 # 32 482 # 7

广防己 A ristoloch ia Fangch i 4. 9 # 0. 2 3. 1 # 0. 1

青木香 Du tchm an sp ipe Root 1880 # 55 1284 # 19
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Cente r; C inc innat,i OH:

Developm ent of SensitiveM onoclonalAntibody�based Enzym e�linked
ImmunosorbentAssay for Renal Toxicity Ingredient Aristoloch ic

acid A in Chinese HerbM edicine

NAN T ie�Gu i1, HE Su�P ing1, TAN Gu i�Yu1, L I Gang2,

W ANG Bao�M in* 1, HUANG Lu�Q i* 3

1 (College of Agronomy and B io technology, China Agr icultural University, B eij ing 100193)
2 (Agr icultural E nvironm ent and R esources Research C enter, J ilin A cad em y of Agricultural S ciences, Changchun 130033)

3 ( Ins titute of Chinese M ed icine, A cademy of T raditional Chinese M ed icine, Beijing 100700)

Abstract� Aristoloch ic acid A�bov ine serum album in ( BSA ) conjugate and aristo loch ic acid A �ovalbum in

( OVA ) con jugate, w ere produced as the imm unogen and coating ant igen, respective ly. A m onoc lona l

ant ibody ( mAb) , designated as 1A11, w as produced w ith aristoloch ic ac id A �BSA. The titer w as 2 � 10
4
.

ThemAb w as IgG1 isotype w ith � light chains. A sensitive m onoc lona l antibody�based indirected enzym e�
linked immunoso rbent assay ( icELISA ) w as established w ith the mAb. The cross�reactiv ity ( CR ) o f mAb

1A 11 w ith aristo loch ic acid B, C and D, an ana log of aristoloch ic acid A, w as 2. 8% , 3. 5% and 31. 2%,

respective ly. IC50 and the work ing range of the icELISA for aristoloch ic acid A w ere 1. 9 and 0. 5- 7. 5 �g /L,

respective ly. The average recoveries o f aristo loch ic acid A fortif ied in cau lis clem at idis arm andiiw ere 86% -

97% w ith RSD o f 5. 2% - 11. 1%. Ana lysis of aristo loch ic ac id A in Ch inese herb m edicines and Ch inese

proprie tarym edic ines w ith icELISA showed that the exam ined sam p les o f m anshurian du tchm ansp ipe stem,

herba aristo loch iae, fructus aristoloch iae, aristo lochia fangch,i and dutchm ansp ipe roo t w ere posit ive, the

caulis clem atidis arm and ii and the other Chinese proprietary m ed ic ines exam ined samp les w ere negat ive and

the resultsw ere confirm ed byH PLC ana lysis. This ELISA is suitab le for the rapid de tect ion o f aristo lochic ac id

A in Ch ineseH erb m ed icine.

Keywords� A risto lochic ac id A; M onoc lona l antibody; ChineseH erb m edic ine; Enzym e�linked imm unosor�
bent assay
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