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中药小分子单克隆抗体技术平台的构建 
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摘  要：抗体是现代生命科学研究中极其重要的工具，小分子抗体技术在中医药研究领域具有广阔的应用前景。结合创新团

队开展的研究工作，介绍了中药小分子单克隆抗体技术平台建立的背景和抗体制备的技术难点，针对基于中药小分子单克隆

抗体的技术产品，如 ELISA 检测试剂盒、免疫亲和色谱柱、胶体金试纸、荧光标记抗体和抗体芯片等，探索实践了其在中

医药研究领域中的多种应用，并对中药小分子单克隆抗体技术的科学意义和应用价值进行了展望。 
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Chinese materia medica 
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Abstract: Antibody is a tool of vital importance in modern bioscience research, small molecular antibody technology has a broad 
application prospect in the field of receptor binding analysis, enzyme assays, and quantitative and/or qualitative analytical techniques 
of Chinese materia medica (CMM) research. In this paper, combining with the research work carried out by our innovation team, we 
introduced the establishment background of the small molecular monoclonal antibody technology platform in CMM and technical 
difficulties in antibody preparation. In view of the technology products based on small molecular monoclonal antibody of CMM, such 
as ELISA test kit, immune affinity chromatography column, colloidal gold test paper, fluorescently labeled antibodies, and antibody 
microarrays, we explored and practised the various applications based on the small molecular monoclonal antibody technology looking 
forward to its scientific significances and application values in the field of CMM research. 
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抗体（antibody）是现代生命科学研究领域极其

重要的工具，假若没有抗体，对蛋白质和基因的研究

不会取得如此巨大的进展。利用小分子抗体建立的免

疫分析方法具有特异性强、灵敏度高、不依赖大型设

备等特点，已经在毒品现场快速检测等多个领域获得

广泛应用。由于其突出的技术特点，近年来将小分子

抗体技术用于中医药研究越来越引起关注。 
2007 年至今，本团队一直致力于中药小分子单

克隆抗体制备与应用技术的研究，已获得多种结构

类型的中药小分子单抗，并将其用于中药质量控制

及体内代谢研究、免疫亲合色谱柱的制备、过敏成

分的分析等多个方面，取得较大进展。为此，本文 
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根据前期的研究成果较系统地介绍了中药小分子单

克隆抗体技术平台建立的背景和抗体制备与应用的

技术关键点与难点。 
1  小分子单克隆抗体技术 
1.1  单克隆抗体技术 

抗体（antibody）是指机体的免疫系统在抗原刺

激下，由 B 淋巴细胞或记忆细胞增殖分化成的浆细

胞所产生，可与相应抗原发生特异性结合的免疫球

蛋白，主要分布在血清中，也分布于组织液及外分

泌液中。常规抗血清来自体内产生的不同细胞克隆，

是多克隆抗体。1975 年，英国剑桥皇家医学研究委

员会分子生物学实验室的 Kohler 和 Milstein 成功利

用细胞杂交方法，分离出能够产生针对特定抗原的

抗体分泌细胞，可在体外长期传代并分泌特异性抗

体。这些细胞经过克隆化形成单克隆细胞，能产生

针对某一特定抗原决定簇的完全相同的纯净抗体，

即单克隆抗体（monoclonal antibody），简称单抗[1]。 
单抗由同一个 B 细胞克隆产生，与多克隆抗体

相比，具有纯度高、特异性强、重复性好、不含其

他抗体污染，且能持续大量供应的优点。单克隆抗

体技术的问世，不仅带来了免疫学领域里的一次革

命，而且为所有需要制备和使用特异性抗体的研究

领域提供了全新的手段和工具，在生物及医学科学

的各个领域获得了极广泛的应用，促进了众多学科

的发展，Kohler 和 Milstein 也因此荣获 1984 年诺贝

尔医学和生理学奖。 
1.2  小分子单克隆抗体技术 

相对于蛋白类大分子，作为半抗原小分子化合

物不能直接在体内产生抗体，需要与相对分子质量

大的载体（一般为蛋白质）以共价键相偶联制备成

人工抗原，以人工抗原免疫动物，使动物的免疫系

统发生应答反应，才能产生具特异性的抗体。由于

在制备过程中涉及的学科更多、更困难，小分子单

克隆抗体技术的发展相对较慢。 
20 世纪 20 年代，奥地利免疫化学家 Landsteiner 

创建了人工抗原合成方法，为此后小分子化合物人

工抗原的合成及单克隆抗体制备奠定了基础。其基

本方法：将小分子与牛血清蛋白等大分子偶联后制

成人工抗原，然后免疫动物，相应细胞融合后，筛

选出阳性克隆，进而制备特异性结合某小分子的单

克隆抗体。该过程的关键在于小分子半抗原的偶联，

目前国内外学者已建立了多种合成方法，如碳二亚

胺法和活泼酯法等[2]。小分子单克隆抗体的制备技

术已经成熟，基于单克隆（或多克隆）抗体的小分

子免疫分析方法已进行了较为全面的研究[3]，并在

食品农药残留、环境监测、毒品快速测定中得到初

步应用，已实现测定含量在飞摩尔水平以下的小分

子半抗原[4-7]。 
2  中药小分子单克隆抗体制备技术 

中药或中药复方活性成分 90%以上为小分子

（相对分子质量＜2 500），其单克隆抗体制备的技术

路线与其他小分子化合物并无实质差异。但是，中

药成分类型多样、结构复杂，需要建立多种相应的

偶联技术。另外，中药中某个活性成分，往往存在

多个同源性的化合物。其中一个成分的抗体，与其

他成分可能会产生交叉反应，造成测定结果的差异。

特别是异构体化合物，如绿原酸具有多个异构体，

它们之间的交叉反应强烈，需要建立更为特异的克

隆筛选技术。因此，相对于单一成分的化学药物，

中药小分子单克隆抗体在人工抗原的合成方法上有

较高的要求[2]，筛选获得中药小分子单克隆抗体细

胞株，建立相应的免疫分析检测方法也有其特殊性。 
2.1  中药小分子单克隆抗体制备技术的关键环节 

从 2007 年开始，本团队致力于中药小分子单

抗的研究，克服多种困难，解决了中药小分子单克

隆抗体制备过程中的 6 个关键技术环节：①人工抗

原与包被原的合成及鉴定技术；②人工抗原免疫技

术；③骨髓瘤细胞杂交及阳性单克隆细胞筛选技

术；④单克隆抗体特异性及 ELISA 方法学的考察；

⑤交叉反应分析技术；⑥单克隆抗体的生产与纯化

技术。 
人工抗原与包被原的合成及鉴定技术与抗体特

异性和灵敏度直接关联。针对中药成分结构多样性

的特点，建立了多种结构类型的、20 多种中药小分

子的人工抗原合成方法，研究结果已陆续发表[8-12]。

在人工抗原鉴定方面，除了一般采用的飞行时间质

谱、紫外光谱等方法，研究过程中提出了快速薄层

法鉴定人工抗原是否偶联成功的方法[9]。虽是一个

极简单的改进，但在实际研究过程中却发挥了巨大

作用；分泌单克隆抗体的阳性细胞克隆筛选技术是

最为关键的一步，溶解度与 pH 值、包被原、封闭

液、抗体浓度等间接竞争 ELISA 条件直接决定着阳

性克隆筛选的准确性，特别是假阳性克隆造成的干

扰在绿原酸等单抗的筛选中产生了一定影响。此外，

也考察了中药 ELISA 免疫分析方法的重要技术参

数，及与 HPLC 方法测定结果的一致性[13]。 
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2.2  中药小分子单克隆抗体细胞库和交叉反应化

合物库的建立 
团队已成功筛选出黄芩苷、栀子苷、葛根素、

人参皂苷 Rg1、芍药苷、甘草酸等 10 余种中药小分

子的阳性单克隆细胞株[8-14]，并利用腹水法大量制

备出相应的特异性单克隆抗体，为将来建立我国自

己的中药小分子单克隆抗体细胞库奠定了基础。同

时也使研制多种成分并行检测抗体芯片，建立多种

药物微量取样进行并行质量控制成为可能。 
此外，由于中药成分多样，存在同源性化合物

及异构体化合物的现象，为了充分保障所得抗体的

特异性，同时建立了含有 200 种不同结构类型的单

体化合物和单味中药提取物的交叉反应筛选库，对

获得抗体进行交叉反应研究。 
3  基于中药小分子单克隆抗体的技术产品 

建立在单克隆抗体基础之上的免疫分析技术

（immunoassay technique，IAT）具有多种应用形式，

如 ELISA、免疫沉淀、免疫荧光及胶体金技术等，

可实现特定抗原的定性定量检测、“一步法”分离及

定位等多种功能。 
3.1  ELISA 检测试剂盒 

ELISA检测试剂盒的基础是抗原或抗体的固相

化及抗原或抗体的酶标记，是最常用的免疫分析技

术形式。结合在固相载体表面的抗原或抗体仍保持

其免疫学活性，酶标记的抗原或抗体既保留其免疫

学活性，又保留酶的活性。测定时受检标本（测定

其中的抗体或抗原）与固相载体表面的抗原或抗体

起反应，用洗涤的方法使固相载体上形成的抗原抗

体复合物与液体中的其他物质分开，再加入酶标记

的抗原或抗体，也通过反应而结合在固相载体上。

此时固相上的酶量与标本中受检物质的量呈一定的

比例，加入酶反应的底物后，底物被酶催化成为有

色物质，产物的量与标本中受检物质的量直接相关，

故可根据呈色的深浅进行定性或定量分析。ELISA
测定方法由于酶的催化效率很高，间接地放大了免

疫反应的结果，使达到很高的敏感度，同时具有灵

敏、特异、简单、快速、稳定及易于自动化操作等

特点，1 d 之内可以检测几百甚至上千份标本。不仅

可以用来测定抗体，而且也可用于测定抗原，因此

ELISA检测试剂盒在生物医学各领域的应用范围日

益扩大。 
基于中药小分子单克隆抗体的 ELISA 检测方

法，可以实现同时检测或分析多种中药成分在同一

生物样品或多器官、组织样品中的量或是否存在，

所测样品不需前处理，或只需简单处理即可进行大

规模检测，具有简便、快捷、灵敏特异和高通量的

优点。本团队利用自主制备的黄芩苷、栀子苷、葛

根素等 ELISA 分析试剂盒，成功实现了小鼠清醒状

态下尾尖微量取血仅 5 μL 即可用于检测，可做到

72 h 内连续测定 24 个时间点以上，解决了以往依赖

比格犬等大动物、检测时间点有限的代谢研究难题，

并且可实现同一样本的多成分检测。另外，该方法

不仅适合血液样本的检测，同样适用于体液及组织

液中多种类型、痕量的中药成分检测，如健康人唾

液中葛根素的药物浓度的连续检测，对于临床药物

监测及中药复方配伍机制的研究具有重要意义[15]。 
3.2  免疫亲和色谱柱 

免疫亲和色谱柱是将抗体通过连接臂结合在固

相介质上，这种固相化的抗体将只和与其有生物特

异亲和性的抗原分子相结合，其他生物分子因不被

吸附而流出色谱柱，从而达到分离纯化的目的。由

于免疫亲和谱利用的是生物学特性，其选择性强、

纯化效率高，可一步获得满意的纯化效果。本团队

利用获得的葛根素单抗制备葛根素免疫亲和色谱

柱，将葛根总提取液过柱后，不仅“一步法”分离

得到了质量分数近 100%的葛根素，而且获得了葛

根素特异性敲除后的葛根提取液，操作过程快速、

简便，节约人力且避免了有机溶剂的大量使用，并

且色谱柱可重复利用，能够实现规模化生产。这对

高纯度中药标准品的大量获得，以及中药药效物质

基础的研究意义重大[16-17]。 
如果以中药毒性成分的单抗制备免疫亲和色谱

柱，则可实现有毒物质的高效特异性去除，保障临

床用药安全。 
3.3  胶体金试纸 

20 世纪 90 年代初，在免疫渗透技术的基础上

建立了一种快捷简单的胶体金试纸免疫色谱技术。

胶体金是氯金酸（HAuCl4）的水溶胶，质量好的胶

体金溶液呈红色，在碱性条件下带负电荷，与蛋白

质分子的正电荷基团产生静电吸引，从而牢固结合。

试纸一般采用双抗体夹心的方式，属于一步式固相

膜反应。以硝酸纤维素膜为载体的试纸被滴加样品

溶液后，利用微孔膜的毛细血管作用，溶液中的抗

原随溶液爬行至结合垫处，与其中的胶体金标记抗

体 1 反应形成红色的抗原抗体复合物，然后继续层

析移动向前。在观察窗口的检测线（T）处，红色
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免疫复合物中的抗原被此处预先包被抗体 2 捕获并

截留下来，随着红色复合物截留量增多，逐渐形成

一条红线，因此根据红色 T 线的出现即可判定样品

溶液为阳性。如果样品中没有抗原，则不形成免疫

抗原抗体复合物，流过 T 处，不发生捕获截留，T
处保持白色，判定为阴性。 

胶体金试纸的代表性产品是早早孕试纸，使用

极其简便、快速、灵敏，非专业人员按照说明步骤

即可完成操作。利用胶体金技术制备中药成分胶体

金试纸，则可在田间地头、流通市场实现中药材的

现场真伪鉴别和快速分级，也可实现中药珍贵药材

新资源考察时的野外作业现场初筛。 
3.4  荧光标记抗体 

免疫荧光标记技术创始于 20 世纪 40 年代初，

将抗原抗体反应的特异性和敏感性与显微示踪的精

确性相结合。以荧光素作为标记物，与已知的抗体

（或抗原）结合，但不影响其免疫学特性。然后将荧

光素标记的抗体（或抗原）作为标准试剂，用于检

测和鉴定未知的抗原（或抗体）。在荧光显微镜下，

可以直接观察呈现特异荧光的抗原抗体复合物及其

存在部位。荧光素标记的中药小分子抗体进入生物

体内后，在荧光显微镜下可以直接观察到其特异性

分布部位，实现靶器官，甚至细胞、亚细胞定位，

为作用靶点的寻找提供线索。将葛根素单克隆抗体

纯化后进行荧光蛋白标记，与人脐静脉内皮细胞充

分孵育，荧光倒置显微镜下观察到细胞核膜上有明

显的特异性荧光产生，提示葛根素的作用靶点可能

特异性分布在细胞核膜上。 
3.5  抗体芯片 

将已知抗体通过阵列点样机或阵列复制器准

确、快速、定量和有序地点加在硅片等载体上，经洗

涤和封闭后制成抗体芯片，可用于特定药物的检测。

由于抗体活性保持受多种条件的限制，目前抗体芯片

技术尚难推广，但随着工程抗体技术以及仪器自动化

等学科的发展，此项新技术有望在未知药物成分高通

量检测和有效药物筛选方面取得巨大突破。 
而将已知的中药小分子人工抗原通过阵列点样

机或阵列复制器准确、快速、定量和有序地点加在

硅片等载体上，经洗涤和封闭后也可制成芯片，可

用于特定抗血清如中药过敏患者血清的过敏成分追

查。这是检测中药注射剂的过敏反应是否与中药成

分直接相关的最佳方法。此外，敏感体质病人常对

某些常用中药产生个体过敏反应，也可采用用药前

皮试的方法建立中药制品的过敏预警机制[18]。 
4  结语 

免疫分析技术目前有多种模式供选择，灵活多

样，新的分析手段层出不穷，这是几十年来对 IAT
的研究经久不衰的重要原因。基于中药小分子单克

隆抗体的相关技术产品，在中医药的基础研究、临

床研究，以及从中药药材、饮片、原料药到最终中

药产品整个生产过程中都发挥着重要作用，显示出

极大的技术优势和广阔的应用前景。 
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