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刺五加注射液致敏物质检测及去除方法
!

范 能 全
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摘要：为探讨刺五加注射液中致敏物质的检测方法及去除手段，采用间接酶联免疫吸附试验（IJA<K法）检测刺五加
注射液中的致敏物质，同时考察超滤工艺对刺五加注射液大分子物质的截留效果。结果表明，被检测的 B 个厂家的
刺五加注射液中致敏物质均在规定限度内，各含量无显著性差异；分子量为 $# ### ?的超滤膜能够显著截留刺五加
注射液中的致敏物质。研究认为，间接 IJA<K法可以检测刺五加注射液中的致敏物质，超滤技术能够有效地去除刺
五加注射液中的致敏物质。本研究不但提供了检测刺五加注射液中致敏物质含量的参考方法，还探讨了利用超滤

技术去除中药注射液致敏物质的技术手段，从而为刺五加注射液生产工艺的改进提供了新的思路。
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! ! 刺五加（!"#$%&’(#$#) *+$%,"’*-*（N+O8,( 8: P&QG
35(）R&,59）为五加科植物刺五加的干燥根及根茎
或茎，含有皂苷、多糖、黄酮等多种活性成分，具有免

疫调节、抗肿瘤、抗衰老、抗疲劳等药理作用［$］。刺

五加药材经过“水煮醇沉”法制成的刺五加注射液，

在治疗脑血管疾病、冠心病、植物神经功能紊乱等疾

病上，应用广泛，疗效显著。但由于其含有多种成

分，提取工艺纯化程度无法将植物蛋白等致敏物质

完全除掉，直接影响产品的质量，容易引起不良反应

的发生［"］。随着刺五加注射液在临床上大量的应

用，其不良反应（K?N）的报道逐年增多，其中过敏
反应是刺五加注射液的主要 K?N，主要表现为呼吸
困难、过敏性哮喘、过敏性休克等。然而有关导致刺

五加注射液 K?N原因的研究尚较少见［B］。
有研究资料表明，刺五加药材所含的刺五加抗

原，具有很强的免疫原性和引发速发型过敏反应的

特性［"］。由于现有提取工艺不完善，不能完全去除

刺五加注射液中残留的植物蛋白等大分子物质，导

致临床应用中容易发生过敏反应，存在较大的安全

隐患，因此必须寻找有效的方法检测出过敏性杂质，

并采用合适的技术手段将其尽可能除去。本研究采

用间接 IJA<K法检测刺五加注射液中的致敏物质，
并研究了超滤工艺对刺五加注射液大分子物质的截

留效果；同时，结合研究结果本文还探讨了优化刺五

加注射液纯化工艺的可能方向，以期提高该药剂的

生产质量，获得更好的临床治疗效果［HGM］。

$ 材料与方法
$( $ 实验样品
实验所用刺五加注射液具体情况如表 $ 所示。

表 $! 实验用刺五加注射液

批号 生产商 规格

#)#)"$ 黑龙江乌苏里江制药有限公司 "# 5J E安瓿
#)#)"H 黑龙江乌苏里江制药有限公司 "# 5J E安瓿
#)#)$$ 黑龙江乌苏里江制药有限公司 $## 5J E玻瓶
#)#M$F 黑龙江乌苏里江制药有限公司 $## 5J E玻瓶

"##)#F#F 黑龙江珍宝岛制药有限公司 "# 5J E安瓿
"##)#H#H 黑龙江珍宝岛制药有限公司 "# 5J E安瓿
#F$$#D"$$ 黑龙江多多药业有限责任公司 "# 5J E安瓿
#)#D""""$ 黑龙江多多药业有限责任公司 "# 5J E安瓿

$( " 实验试剂
包被液（#( ##M 5*-·J S$ 4&"/@B，OR C( D）；样

本稀释液（4&/- )( # 1，4&R"T@H #( B 1，4&"RT@H "( C
1，加水至 $ J）；洗涤液（同上，另加 $ 5J UV88’G
"#）；刺五加标准抗原（H 1·J S$）、特异性刺五加抗

体（M 1·J S$，均由中国药品生物制品检定所抗生素

室提供）；封闭液（牛血清白蛋白干粉 $ 1，加样本稀
释液至 "# 5J）；辣根过氧化物酶标记的羊抗兔抗体
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!"#（蛋白含量 $%% &"·’ ()，*+,-+ ./01 234-567,483"9
公司）；:;2（四甲基联苯胺）<过氧化氢尿素底物缓
冲液（*3"&+公司）；终止液（= &48·’ () >=*?$）；#58
@0AA5/（:/3B CDE CC "，*F* %E C "，加水至 )%% &’，
G> HE $）；阳极缓冲液（:/3B )=E ) "，G> HE I）；阴极缓
冲液（:/3B DE %J "，:/363,5 HE ID "，*F* %E J "，加水至
J%% &’，G> HE %）；银染固定液（$%K .>C?>、%E %JK
>.>?）；还原剂（%E = "·’ () L+=*=?C）；%E )K M"<
L?C；显影液（CK L+=.?C，%E %%$K L+=*=?C）；定影

液（=E C &48·’ ()柠檬酸）。

)E C 主要实验仪器
酶标仪（安图 =%)%）；多道加样枪（>+&38-4, 公

司）；.?*:MN ID 孔酶标板（型号 =JI=）；*+/-4/30B
O3P+BG3, J%% !’超滤管（*+/-4/30B 公司，截流分子量
)% %%% F）；电泳仪（234<N+Q公司）；台式高速离心机
（型号 >)DJ%<R，长沙湘仪离心机仪器有限公司）；
微量移液器（上海求精生化试剂仪器有限公司）。

)E $ 试验步骤
)E $E ) 间接 S’!*M法T 取 %E ) &’包被液，加 %E I &’
待检样品后取 )%% !’ 包被于酶标板中，$ U过夜；
每孔加 =%% !’洗涤液，然后加 =%% !’ JK的白蛋白
封闭液，孵育洗涤后加 )%% !’ 兔刺五加抗体溶液，
再孵育洗涤后加 )%% !’ 羊抗兔辣根过氧化物酶抗
体溶液，最后每孔加 )%% !’ 兔刺五加抗体溶液和
)%% !’底物溶液，孵育后加 J% !’ 底物终止液，在
$J% ,&测定吸光值（?F$J%）

［=］。

)E $E = 超滤电泳T 取实验样品 J%% !’ 置于超滤管
中，$ %%% /·&3, ()条件下超滤 $ &3,，分别收集超滤
浓缩液和滤出液，然后将 C 种溶液分别进行 :/363,5
*F*<VM#S电泳，取下电泳胶清洗后加入固定液漂
洗，还原剂漂洗，M"L?C 漂洗，最后用显影液显色至

获得足够的条带，加入定影液浸泡即可［=］。

= 结果

=E ) 间接 S’!*M法结果
相关结果如表 = 所示。研究采用空白对照平均

值加 J 倍标准差的和作为检测限。根据表 = 数据结
果计算可知该值为)E C==。因此，刺五加注射液样品
的吸光值高于或等于 )E C== 时，判定为阳性；低于
)E C== 时，判定为阴性。
实验样品结果均呈阴性，因此按照研究判定标

准其中所含的致敏物质均在规定限度范围内。但不

同厂家、同一厂家不同批次、以及不同的样品包装之

间的数据均有差异，但差异不显著。

表 =T 刺五加注射液间接 S’!*M法实验结果

批号 ?F$J% 平均值 结论

%H%H=) )E =JI )E )HH )E )=) )E =CW )E =%) 阴性

%H%H=$ )E %HI )E %WI )E )=H )E )C% )E )%D 阴性

%H%H)) )E )DJ )E )$H )E )WD )E CJJ )E =)) 阴性

%H%J)W )E )=D )E %$D )E =)W %E HID )E %W) 阴性

=%%H%W%W )E )=% %E H$C %E H%J %E H)% %E HI$ 阴性

=%%H%$%$ %E HDC %E W== %E HW) %E HCH %E H=$ 阴性

%W))%D=)) )E %I% )E )$H )E ==I )E =H= )E )HW 阴性

%H%D====) )E %JJ )E =DD )E =J$ )E )=$ )E )WJ 阴性

空白对照

%E I=) %E IHW %E HW$ %E WJH
%E W)= %E HHH %E I=W )E %=%
%E WHJ %E IWI %E H$I %E HHH
%E H%$ %E H$I

%E HW$ X %E %HI D

=E = 超滤电泳结果
电泳结果见图 )。本研究结果判定标准定义

为：同一个批次的样品，如果第 )、C 条带差别不明
显，第 = 条带相对而言颜色不太深，表明该生产厂家
的过滤工艺效果较好，临床发生不良反应的几率较

低，产品的安全性相对较高。从图 ) 可见，由于各个
厂家采用的过滤工艺互不相同，故电泳图谱也有所

差异，不同厂家、同一厂家不同批次、安瓿包装和玻

璃瓶包装的样品之间的大分子含量差异较大。但全

部实验样品在经过截留分子量为 )% %%% F 的超滤
膜后，容易导致不良反应的大分子物质均呈数量级

明显减少。

每个液样品有 C 条带，从左至右依次为样品原液、超滤后的浓缩液和

滤出液；;：标准分子量标记；) Y C：样品 %H%H=)；$ Y D：样品 %H%H))；

W Y I：样品 %H%H=$；)% Y )=：样品 %H%J)W；)C Y )J：样品 =%%H%W%W；

)D Y )H：样品 =%%H%$%$；)I Y =)：样品 %W))%D=))；== Y =$：样品

%H%D====)。

图 )T 刺五加注射液超滤电泳试验结果
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! 讨论
超滤膜由一种极薄的半渗透聚醚砜材料构成，它

能够有效地截流大分子，允许小分子物质通过。中药

注射液大部分有效成分的分子量均小于 "# ### $，因
此选用截流量为 "# ### $ 的超滤膜对中药注射液
的主药成分影响不大。虽然选择截留分子量越小的

超滤膜越可靠，但如果截流分子量太小，可能会对主

药的含量造成影响。所以，本研究采用截流量为

"# ### $的超滤膜。超滤膜不仅可以去除大分子物
质，还可以除热原、除菌、除异物和微粒，特别是对中

药注射液的澄清度有明显的改善作用［%&’］。本研究

还发现，不同厂家或同一厂家不同批号的刺五加注

射液样品的颜色各不相同，超滤后，溶液颜色不仅变

为大致相同，而且澄清度也比超滤前有了很大的提

高。

刺五加药材中所含的刺五加抗原，具有很强的

免疫原性和引发速发型过敏反应的能力。造成刺五

加注射液临床中发生过敏反应的主要原因，可能与

其中残留的植物蛋白等大分子物质有关。间接

()*+,法试验和超滤电泳试验结果综合说明了刺五
加注射液生产厂家产品中还存在一定的大分子物

质，过滤工艺均还有待改进。同时这也说明了超滤

工艺在中药注射液生产工艺中的重要性。因为中药

注射液中有许多的成分是未知的，只有通过过滤工

艺将容易导致不良反应的物质降到最低，才能保证

临床用药的安全［-］。随着膜分离技术的发展，超滤

技术可以广泛地用于去除中药注射液中的致敏物

质，有效地消除安全隐患，为中药注射液生产工艺的

改进提供了新思路，有很强的应用前景。
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