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摘= =要：目的= =制备特异性敲除甘草酸的免疫亲和色谱柱。方法= =抗甘草酸单克隆抗体与 Ck_r活化的 peéh~rose=Q_qj凝胶

偶联制备甘草酸特异性敲除免疫亲和色谱柱，利用 emiC 法测定敲除液与洗脱液中甘草酸质量浓度，考察甘草酸免疫亲和

色谱柱的最大载样量、敲出率、精密度、准确度及稳定性等参数。结果= =甘草酸免疫亲和色谱柱的最大载样量为 NKPOS=NN=mg；
日内及日间精密度总 opa分别为 MKSRB，相对误差（ob）为 MKPTB；免疫亲和色谱柱稳定性实验显示 PO=d内甘草酸敲除率

的 opa为 NKPTB，稳定性良好。结论= =制备的甘草酸特异性敲除免疫亲和色谱柱能快速、高效、稳定地敲除甘草酸。=
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中药活性成分是中药发挥疗效的基础，中药活

性成分的研究不仅是中药质量控制的基础，更是中

医药现代化的关键环节。目前，中药活性成分的研

究主要采用的是“还原论”xNz“靶向技术”xOz或“血

清药理学”xPz等技术，但上述技术在揭示中药活性

成分对中药材或复方的关联度及贡献度等方面还存

在不足。因此，本课题组提出基于小分子单克隆抗

体的免疫亲和色谱特异性敲除技术研究中药物质基

础的新思路与方法xQJSz。=
免疫亲和色谱特异性敲除技术原理类似于“基

因敲除”技术xTz，可通过对比药物中某一特定成分

敲除前后的功效变化，从而阐释该成分与整体药效

的相关性，可用于解析药物的活性成分与该药物功

效的关联度、贡献度大小及活性成分与其他成分之

间相互作用关系等问题。利用中药活性成分的单克

隆抗体制备免疫亲和色谱柱，可以特异性地从药材=
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或复方中敲除该化合物，且“原样”保留其余成分。

这种高特异性、高灵敏度的化合物分离纯化技术是

目前其他色谱技术难以实现的，这为中药物质基础

的研究提供了更加科学便捷的技术支持xUJNMz。=
甘草酸（gäycyrrhizic=~cid，dA）是甘草中最重

要的活性成分之一xNNJNPz，具有免疫调节、抗炎、抗

病毒、抗癌、抑菌、解毒、保护心血管、保护脑损

伤及保护肝脏xNQJNVz等作用。本实验利用抗 dA单克

隆抗体（monocäon~ä=~níibodies，mAbs）xOMJOOz制备了

dA 特异性敲除免疫亲和色谱柱（immuno~ffiniíy=
chrom~íogr~éhy，fAC），考察 dAJfAC 柱特异性敲

除 dA的各项参数。本实验通过特异性敲除实验验

证栀子苷能作为 dAJfAC柱的内标物质；通过测定

dAJfAC 柱的最大载样量，考察了 dAJfAC 柱能否

用于甘草提取液的敲除实验；通过考察 dAJfAC柱

的精密度及稳定性等参数，检验 dAJfAC柱特异性

敲除 dA方法的稳定性及可靠性。上述参数的测定，

为 dA特异性敲除技术的建立提供科学依据，也为

今后明确 dA的药效及作用机制，阐释甘草的物质

基础，揭示中药多成分间的相互作用以及复方的配

伍机制研究提供新思路。=
N= =仪器与材料=

CmAOORa电子天平，赛多利斯科学仪器（北京）

有限公司；Agiäení= NOSM= fnfiniíy= iC高效液相色谱

仪，德国 Agiäení=qechnoäogies；色谱柱：oeäi~siN=CNU
（ORM=mm×QKS=mm，5 μm），型号：ONMUMRR，美国

lrochem公司；中压色谱柱（OM= cm×OKR= cm），型

号：TPTQRON，美国 _ioJr~d公司；nvCJOMM恒温振

荡摇床，上海福玛实验设备有限公司；bi×UMM酶
标仪，美国伯腾仪器有限公司。=

对照品 dA（批号 NPMUPNMN，质量分数≥VUB）、

栀子苷（批号 NNMTQVJOMMTNQ，质量分数≥VUB），

成都曼斯特生物科技有限公司；Ck_r 活化

peéh~rose=Q_凝胶，批号 NMOOPUNS，瑞士 Amersh~m=
_iosciences；乙腈，批号NQMNJT，色谱纯，德国jerck；
_CA蛋白浓度测定试剂盒（批号 OMRNMOMP），北京

索莱宝科技有限公司；去离子水，北京中医药大学

逸夫科研楼；其他化学试剂（分析纯）均购于北京

化工厂。=
O= =方法与结果=
OKN= =色谱条件=

Agiäení=NOSM色谱仪，aAa检测器；色谱柱为

oeäi~siN=CNU（ORM=mm×QKS=mm，5 μm）；流动相为

NB醋酸铵水溶液（醋酸J水 N∶VV，MKMS=moäLi醋酸

铵）J乙腈；体积流量 N=miLmin；检测波长 ORQ=nm；
进样量 10 μL；柱温 PM=℃；梯度洗脱：M～NO=min，
SB～OOB乙腈；NO～OR=min，OOB～ORB乙腈；OR～
QR= min，ORB～QMB乙腈；QR～RM= min，QMB～SB
乙腈；RM～RT=min，SB乙腈。=
OKO= =样品溶液的配制=

配制 dA的对照品溶液作为上样液，并以一定

质量浓度栀子苷溶液作为内标物质，用于 dA的质

量浓度标准曲线测定，以及 dA特异性敲除实验。=
精密称定 NMKM= mg= dA，去离子水溶解，R= mi

量瓶定容，制成 OKMM=mgLmi对照品母液。精密称定

RKM=mg栀子苷，去离子水溶解，R=mi量瓶定容，制

成 NKMM=mgLmi对照品母液。利用 dA对照品母液配

制 NKTR、NKRM、NKOR、NKMM、MKRM、MKOR、MKNM、MKMR=
mgLmi= dA 对照品溶液（去离子水稀释，含 ORM=
μgLmi栀子苷）。=
OKP= = dA标准曲线绘制=

用栀子苷作为测定的内标物质，在相同的色谱

条件下，对上述已配制好的对照品溶液进行测定，

以 dA的质量浓度为横坐标（u），以 dA的吸收面

积与栀子苷的吸收面积的比值为纵坐标（v）得线

性回归方程 dA v＝QQRKSO=u＋RRKNMQ，oO＝MKVVV=U，
线性范围 RTKR～1 750 μgLmi，保留时间 QMKQT=min，
检测限（ila）为 57.5 μgLmi。结果表明 dA的测

定具有较宽的线性范围，且线性关系良好。 

OKQ= =偶联率测定=
通过 _CA（_icinchonininc=~cid）法计算蛋白质

的量，在 VS孔板中加入 m_p稀释的牛血清白蛋白

（_pA）对照品梯度工作液及待测蛋白样品溶液，加

入_CA工作液，酶标仪 RSO=nm波长扫描吸光度（A）
值，测定蛋白质量浓度，计算抗dA抗体（dAJmAbs）
与 peéh~rose=Q_qj凝胶的偶联率及偶联比，计算公

式为偶联率＝E偶联前抗体量－偶联后抗体量FL偶联

前抗体量，偶联比＝E偶联前抗体量－偶联后抗体

量FL琼脂糖凝胶体积。=
OKR= = dA免疫亲和色谱柱的制备=

称取 NO=g=Ck_r活化的 peéh~rose=Q_qj凝胶，

用 NMM=mi=eCä（N=moäLi，ée=P）溶胀，搅拌 MKR=h。
用 O=MMM=mi的 eCä（N=moäLmi，ée=P）溶液冲洗柱

子，再以 R倍柱体积去离子水平衡柱子。称取 QMM=mg=
dAJmAb冻干粉溶解于 N=mi的 MKN=moäLi=k~eClP

（ée=UKP，含 MKR=moäLi=k~Cä）溶液，将抗体溶液加
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入溶胀好的凝胶中，再将凝胶转移至锥形瓶中，

PT=℃，NOM=rLmin，摇床振荡孵育 O=h。振荡后溶液

转移至 OM= cm×OKR= cm的中压色谱柱内，以 R倍柱

体积 MKN=moäLi=k~eClP（ée=UKP，含 MKR=moäLi=k~Cä）
溶液冲洗凝胶至 A值为 M，测定流出液蛋白量，计

算偶联率。再用 P倍柱体积去离子水平衡色谱柱。

将色谱柱中凝胶转移至 MKN=moäLi=qrisJeCä（ée=UKM，
不含 k~Cä）溶液中，PT=℃，RM=rLmin，摇床振荡孵

育 O=h，将凝胶转移回中压色谱柱中，以 P倍柱体积

去离子水平衡凝胶，再用 R 倍柱体积的 MKN= moäLi=
k~AcJeAc（ée=Q，含 MKR=moäLi=k~Cä）溶液及 R倍
柱体积的 MKN=moäLi=qrisJeCä（ée=UKM，含 k~Cä）溶

液交替冲洗凝胶，后去离子水平衡中压色谱柱，再

用 MKMN=moäLi=m_p封存，Q=℃保存备用。测得偶联

后（未结合）的抗体量为 NMMKQ=mg，计算抗 dAJmAbs
与琼脂糖凝胶偶联率 TQKVB，偶联比为 RKVV∶N，表

明 peéh~rose= Q_qj凝胶对抗 dAJmAbs 有较强的结

合能力。=
OKS= = dAJfAC参数考察=
OKSKN= =特异性敲除实验= =精确量取 N= mi质量浓度

为 RMM= μg/mL（含 250 μg/mL 栀子苷内标）的 dA
对照品溶液，室温条件下将样品进样到 dAJfAC内，

孵育 NR=min，以去离子水为敲除液，收集 R倍柱体

积（ORM=mi）敲除液，以甘氨酸盐酸缓冲液（ée=OKT，
含 MKR=moäLi=k~Cä）为洗脱液，收集 R倍柱体积（ORM=
mi）洗脱液，再用去离子水平衡 dAJfAC，至 ée
值恢复中性，放入 Q=℃保存。将收集到的敲除液和

洗脱液分别用旋转蒸发仪浓缩、蒸干，N=mi纯甲醇

复溶，收集复溶液，0.22 μm 微孔滤膜滤过复溶液，

emiC测定敲除液与洗脱液中化学成分种类及其量。=
偶联在 peéh~rose=Q_qj凝胶上的抗 dAJmAbs，

能特异性吸附样品中的 dA，而其他成分则随着流

动相离开柱子。当进样 500 μg/mL（含 250 μg/mL
栀子苷内标）dA对照品溶液（图 NJA）流经 dAJfAC
柱后，emiC 法测定敲除液（图 NJ_）中栀子苷质

量浓度为 259.0 μg/mL，回收率为 NMPKSB，未测到

dA；洗脱液（图 NJC）中 dA 质量浓度为 PNOKN=
μg/mL，且未测到栀子苷成分。敲除液与洗脱液

emiC结果显示dAJfAC柱对栀子苷无特异性吸附，

可选择其作为内标物质。=
OKSKO= =最大载样量与敲除率考察= =考察制备的dAJ=
fAC柱最大载样量，为之后利用dAJfAC柱敲除dA
的上样量限定范围。精确量取 N= mi质量浓度不同=

=

=

=
=
=

图 N= = dA特异性敲除研究结果=
cigK=N= = ppecific=knock=out=of=dA=by=emiC==

的 dA 对照品溶液（NKTR、NKRM、NKOR= mgLmi，含

250 μg/mL栀子苷内标），将dA样品进样到dAJfAC
柱内，以去离子水为敲除液，以甘氨酸盐酸缓冲液

（ée=OKT，含 MKR=moäLi=k~Cä）为洗脱液，分别收集 R
倍柱体积敲除液与洗脱液，再用去离子水平衡色谱

柱至 ée值为 T。将收集到的敲除液和洗脱液分别蒸

干，N=mi纯甲醇复溶，收集复溶液，0.22 μm 微孔

滤膜滤过复溶液，emiC 测定敲除部分与洗脱部分

中 dA的量，测得 dAJfAC柱对 dA的回收率与敲

除量。其中，敲除量表示 dAJfAC柱从上样溶液中

吸附 dA的量，即 dAJfAC柱的载样量。=
通过 emiC法测定 dAJfAC柱敲除 P个不同质

量浓度的 dA对照品溶液，测得 dAJfAC柱的最大

载样量及回收率如表 N 所示。dAJfAC 柱的最大载

样量＝每克葡聚糖凝胶载样量平均值×葡聚糖凝胶

用量（NO=g），测得最大载样量为 110.51 μg/g×NO=
g＝NKPOS=NO=mg，表明 dAJfAC柱特异性吸附 dA效

果好，dAJmAbs活性高。=
OKSKP= =精密度与准确性试验= =考察 dAJfAC柱的精

密度与准确度，验证 dAJfAC柱特异性敲除 dA方

法的科学性。精确量取 N= mi 不同质量浓度的 dA
对照品溶液（NKTR、NKRM、NKOR=mgLmi，含 250 μgLmi

栀子苷=

dA=

栀子苷=

dA=

NM= = = = = = = = = = OM= = = = = = = = = = PM= = = = = = = = = = QM= = = = = = = = = = RM=
tLmin=

dA对照品溶液=

_=

C=

敲除液=

洗脱液=

A=
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栀子苷），将 P种质量浓度 dA样品连续 P=d进样到

dAJfAC 柱内，每个质量浓度样品进样 P 次，分别

收集敲除液和洗脱液，旋转蒸发仪蒸干，N=mi纯甲

醇复溶，收集复溶液，0.22 μm 微孔滤膜滤过复溶

液，emiC 检测敲除液中 dA 的量，计算日内及日

间 dA质量浓度的总 opa和相对误差（ob），并用

以评价 dAJfAC柱敲除 dA的日内及日间精密度和

准确度。计算 dA质量浓度的总 opa和 ob，结果

如表 O 所示，测得 dA 质量浓度的总 opa 值为

MKSRB，ob值为 MKPTB，符合方法的要求。=
=

表 N= = dAJfAC柱的载样量与敲除率=
qable=N= = hnock=out=efficiency=and=capacity=of=fAC=column=
for=dA=

进样量L=

Emg·mi−NF=
组分=

dA质量浓=

度LEμg∙g−NF=

回收率L=

B=

敲除率L=

B=

凝胶敲除=

量/(μg∙g−NF=

NKOR= 敲除液= M= RVKQU= NMMKMM= NMQKNT=

洗脱液= TQPKQU=

NKRM= 敲除液= NTTKTR= SRKRR= = UUKNR= NNOKVN=

洗脱液= UMRKRQ=

NKTR= 敲除液= PQPKVO= TPKUN= = UMKPR= NNTKNT=

洗脱液= VQTKTP=

平均值= = = SSKOU= = UVKRM= NNMKRN=
=

表 O= = dAJfAC柱精密度与准确度考察=
qable=O= = Assay=accuracy=and=precision=of=dAJfAC=column=

进样量L=

Emg·mi−NF=

敲除量/μg=
opaLB=obLB=

N=d= O=d= P=d= 平均值=

NKTR= N=QNOKMT=N=QMVKUO=N=PVSKPR=N=QMSKMU= MKSM= MKQS=

NKRM= N=PMTKPU=N=PNTKMT=N=PQOKSQ=N=POOKOR= NKPR= MKRR=

NKOR= N=ORMKMM=N=ORMKMM=N=ORMKMM=N=ORMKMM= M= M=

平均值= NPOPKNR= NPORKSP= NPOVKSS= N=POSKNN= MKSR= MKPT=
=
OKSKQ= =重复性与稳定性试验= =测定 dAJfAC柱在相

同敲除、洗脱条件，以及相同实验环境（包括温度、

湿度等）下，对 dA的特异性敲除的效果随时间变

化的规律，考察该方法的重复性与稳定性。=
同一条件下测定第 N、O、Q、U、NS、PO天时间

点的 dAJfAC柱敲除 dA的敲除率。取 N= mi（NKR=
mgLmi，含 ORM= μg/mL 栀子苷内标）dA 样品，流

经 dAJfAC柱，收集敲除液及洗脱液，蒸干后甲醇

复溶，emiC测定敲除液及洗脱液中 dA质量浓度，

计算 opa值，验证 dAJfAC柱特异性敲除 dA的重

复性与稳定性。=
测定在第 N、O、Q、U、NS、PO天时间点的 dAJfAC

柱敲除 dA（NKR=mgLmi，含 250 μg/mL 栀子苷）样

品的敲除率，测得 dAJfAC敲除结果见表 P，在 PO=d
内，dAJfAC柱敲除率的 opa值为 NKPTB，表明制

备的 dAJfAC柱具有较好的重复性与稳定性。=
=

表 P= = dAJfAC柱重复性与稳定性试验=
qable=P= = oepeatability=and=stability=of=dAJfAC=column=

时间Ld=
dALEμg∙mi−NF=

敲除率LB=
进样液= 敲除液= 敲除量=

= N= N=QRTKMP= NQVKSR= N=PMTKPU= UVKTP=
= O= N=QRMKNS= NPPKMU= N=PNTKMT= VMKUO=
= Q= N=RONKPS= NROKRP= N=PSUKUP= UVKVT=
= U= N=RSPKOQ= NQQKNR= N=QNVKMU= VMKTU=
NS= N=QUQKQV= NUSKQQ= N=OVUKMR= UTKQQ=
PO= N=QRTKNN= NQVKPN= N=PMTKUM= UVKTR=

平均值= N=QUUKVM= NROKRP= N=PPSKPT= UVKTR=
opaLB= PKMO= = NMKTS= PKRT= = NKPT=
=
P= =讨论=

甘草作为最常用的中药之一，对于其化学成分

及药理活性的研究早已开展的十分透彻，但是过往

的研究往往割裂了活性成分 dA与甘草饮片或复方

的关联度，不能论证 dA在中药或复方整体中的关

联性与贡献度大小。因此，本实验制备出能特异性

敲除 dA的免疫亲和色谱柱，为 dA的药理活性研

究提供新的方法。=
本实验重点在于考察所制备的 dAJfAC柱的各

项参数。实验结果表明 dAJfAC柱对 dA具有很强

的特异性吸附能力，其最大载样量能达到 NKPOS= NN=
mg，进一步研究可用于敲除甘草提取液中的 dA成

分。通过分析 dAJfAC柱的精密度及准确度实验结

果，表明利用 dAJfAC柱特异性敲除 dA的方法是

有效可行的。本实验考察 dAJfAC柱的稳定性，实

验结果显示dAJfAC柱在 PO=d内dA敲除率的opa
值为 NKPTB，表明偶联在琼脂糖凝胶上的抗 dAJ=
mAb在此时间段内活性较好，dAJfAC柱对 dA的

特异性吸附效果良好，该方法具有较好的重复性与

稳定性。上述实验结果表明本实验成功制备了可用

于特异性敲除 dA的 fAC。且在前期研究中本课题

组进行 dAJfAC敲除甘草提取液中 dA的研究xNVz，

实验结果表明，dAJfAC 能敲除甘草提取液中的

dA，且敲出率可达到 NMMB，表明 dAJfAC能应用

于甘草提取液中 dA的敲除研究。=
前期研究中发现，利用去离子水作为敲除液，
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甘氨酸盐酸缓冲液（ée=P）作为洗脱液，能取得较

好的敲除洗脱效果xOMz。偶联在葡聚糖凝胶上的抗

dAJmAb作为一种蛋白质，敲除液和洗脱液对抗体

活性有十分重要的影响，从而对 dAJfAC柱的敲除

效果产生巨大的影响。本实验选择去离子水及甘氨

酸盐酸（ée=P），其对抗体活性影响较小，在较长时

间内对色谱柱的敲除效率无不良影响，且去离子水

作敲除液可直接用于后续 dA细胞实验或动物药理

学实验当中，无须复杂的有机溶剂处理过程。也有

文献报道xOPz采用 R= mmoäLi= m_p（含 RM= mmoäLmi=
k~Cä，ée=T）作为敲除液，OM=mmoäLi=m_p（含 PMB=
甲醇，RMM=mmoäLi=k~Cä，ée=T）作为洗脱液。但对

比本实验制备的 dAJfAC柱，在对 dA的敲除效率，

色谱柱的载样量，色谱柱的稳定性等方面，本实验

制备的 dAJfAC柱明显高于文献结果。且本实验制

备的色谱柱的操作更便捷、无污染，适合用于更进

一步研究 dA的药理药效学实验中，这都表明本实

验制备的 dAJfAC柱具有更加独特的应用优势。=
作为一种研究 dA 药理活性的新途径，利用

dAJfAC 特异性敲除 dA 的方法还有需要改进的方

面，如色谱柱对有机试剂的耐受性，抗 dAJmAb活
性的保存，dAJfAC 柱的最佳使用条件等方面，都

需要对其进行进一步的优化考察。=
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