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本发明公开了一种用于天花粉真伪鉴定的

双抗夹心酶联免疫试剂盒及其使用鉴别方法。该

试剂盒是由TCS对照品、样品稀释液、酶标板、抗

TCS的兔多克隆抗血清、抗TCS的鼠多克隆抗血

清、羊抗鼠酶标二抗IgG-HRP、包被缓冲液、洗涤

液、显色液和终止缓冲液组成。利用本发明的试

剂盒可以快速鉴定天花粉真伪，实验结果准确，

且具有操作简便、检测快速、高通量、成本低廉的

优点，对于保障天花粉的临床有效性及安全性具

有十分重要的意义。
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1.一种用于天花粉真伪鉴定的双抗夹心酶联免疫试剂盒，其特征在于，它是由TCS对照

品、样品稀释液、酶标板、抗TCS的兔多克隆抗血清、抗TCS的鼠多克隆抗血清、羊抗鼠酶标二

抗IgG-HRP、包被缓冲液、洗涤液、显色液和终止缓冲液组成；

所述抗TCS的兔多克隆抗血清和抗TCS的鼠多克隆抗血清是采用下述方法制备得到的：

(a1)将TCS对照品用pH值为7.5的PBS缓冲液溶解至1.0mg/mL，作为免疫原；

(a2)使用步骤(a1)中的TCS免疫原分别免疫新西兰大耳兔和Bal  b/c小鼠；所述免疫方

法为背部皮下多点注射，免疫剂量为0.4-1.0mg/只，免疫周期为2周/次，免疫次数为4次；

(a3)4次免疫结束后，收集兔血清以获得抗TCS兔多克隆抗血清，收集小鼠血清以获得

抗TCS鼠多克隆抗血清。

2.根据权利要求1所述的用于天花粉真伪鉴定的双抗夹心酶联免疫试剂盒，其特征在

于，所述样品稀释液中Na2HPO4、KH2PO4和NaCl的浓度分别为0.02M、0.0015M和0.14M；吐温-

20在样品稀释液中的体积百分含量为0 .1％；明胶在样品稀释液中的质量百分含量为

0.5％。

3.根据权利要求1所述的用于天花粉真伪鉴定的双抗夹心酶联免疫试剂盒，其特征在

于，所述包被缓冲液中Na2CO3和NaHCO3的浓度分别为0.01M和0.04M，溶液pH值为9.6。

4.根据权利要求1所述的用于天花粉真伪鉴定的双抗夹心酶联免疫试剂盒，其特征在

于，所述洗涤液中Na2HPO4、KH2PO4、NaCl在洗涤液中的浓度分别为0.02M、0.0015M、0.14M，吐

温-20在洗涤液中的体积百分含量为0.1％，pH值为7.5。

5.根据权利要求1所述的用于天花粉真伪鉴定的双抗夹心酶联免疫试剂盒，其特征在

于，所述显色液的溶剂为底物缓冲液，溶质为邻苯二胺和30％过氧化氢，其在显色液中的浓

度分别为2mg/mL和1:2500(v:v)；所述底物缓冲液中柠檬酸三钠和Na2HPO4的浓度分别为

0.01M和0.03M，pH值为5.5，所述显色液需现配现用。

6.根据权利要求1所述的用于天花粉真伪鉴定的双抗夹心酶联免疫试剂盒，其特征在

于，所述终止缓冲液为浓度为2M的硫酸水溶液。

7.一种采用权利要求1-6中任一项所述的用于天花粉真伪鉴定的双抗夹心酶联免疫试

剂盒来鉴定天花粉真伪的方法，其特征在于，它包括以下步骤：

(b1)将待测中药样品粉碎、过4号筛后，称量粉末1g，用20mL样品稀释液在4℃条件下，

磁力搅拌提取30分钟后，离心取上清液，获得待测样品提取液；

(b2)将抗TCS兔血清用包被缓冲液稀释500倍后，包被于96孔酶标板上，100μL/孔，37℃

包被3小时后，洗涤液洗板3次；

(b3)以样品稀释液作为空白对照，将待测中药样品提取液及空白对照加至96孔酶标

板，100μL/孔，37℃反应30分钟后，洗涤液洗板3次；

(b4)将抗TCS鼠血清用样品稀释液稀释500倍后加至96孔酶标板，100μL/孔，37℃反应

30分钟后，洗涤液洗板3次；

(b5)将2μg/mL羊抗鼠酶标二抗IgG-HRP加至96孔酶标板，100μL/孔，37℃反应30分钟

后，洗涤液洗板3次；

(b6)取20mg邻苯二胺溶于10mL底物稀释液中，加4μL  30％H2O2，将底物溶液加入酶标板

中，每孔100μL，避光显色10min；

(b7)每孔加入50μL终止缓冲液，用酶标仪492nm处测定各孔的吸光值A，与空白对照孔
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吸光值A0的比值，即A/A0；若A/A0≥2.0，则确定待测中药样品为天花粉，反之，则所述待测中

药样品为非天花粉。
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一种用于天花粉真伪鉴定的双抗夹心酶联免疫试剂盒及其使

用鉴别方法

技术领域

[0001] 本发明涉及一种用于天花粉真伪鉴定的双抗夹心酶联免疫试剂盒及其用于鉴别

中药天花粉真伪的方法。

背景技术

[0002] 天花粉(Trichosanthis  Radix)为葫芦科植物栝楼Trichosanthes  kirilowii 

Maxim.或双边栝楼Trichosanthes  rosthornii  Harms的干燥根。具有清热泻火，生津止渴，

消肿排脓等功效。天花粉收载于2015版《中国药典》，是临床常用中药材之一。天花粉蛋白

(Trichosanthes；TCS)是天花粉的主要活性蛋白之一，具有抗早孕、抗肿瘤、抗病毒等多种

活性，且TCS仅存在于正品天花粉中，是天花粉真伪鉴定的重要指标性成分。

[0003] 随着天花粉价格的上涨，加上同科相近来源的植物根的误用，导致市售天花粉存

在造假及掺伪现象。因此，为保障临床用药的安全有效，需要对天花粉的真伪进行鉴定。目

前，天花粉的主要鉴定方法有传统鉴定方法(性状鉴定、显微鉴定、薄层色谱鉴定)和分子鉴

定等，比较而言，传统鉴定方法准确性偏低，而分子鉴定方法步骤略显繁琐，且检测成本较

高。所以建立一种简便、快速、成本低廉的天花粉真伪鉴定方法具有非常重要的意义。

发明内容

[0004] 本发明的目的是提供一种用于天花粉真伪鉴定的双抗夹心酶联免疫试剂盒，该试

剂盒可以用于快速识别鉴定天花粉的真伪。

[0005] 本发明还提供了一种利用上述天花粉真伪鉴定的双抗夹心酶联免疫试剂盒鉴定

天花粉真伪的方法。

[0006] 本发明采用以下技术方案：

[0007] 一种用于天花粉真伪鉴定的双抗夹心酶联免疫试剂盒，它是由TCS对照品、样品稀

释液、酶标板、抗TCS的兔多克隆抗血清、抗TCS的鼠多克隆抗血清、羊抗鼠酶标二抗IgG-

HRP、包被缓冲液、洗涤液、显色液和终止缓冲液组成；

[0008] 所述抗TCS的兔多克隆抗血清和抗TCS的鼠多克隆抗血清是采用下述方法制备得

到的：(a1)将TCS对照品用pH值为7.5的PBS缓冲液溶解至1.0mg/mL，作为免疫原；

[0009] (a2)使用步骤(a1)中的TCS免疫原分别免疫新西兰大耳兔和Bal  b/c小鼠；所述免

疫方法为背部皮下多点注射，免疫剂量为0.4-1.0mg/只，免疫周期为2周/次，免疫次数为4

次；

[0010] (a3)4次免疫结束后，收集兔血清以获得抗TCS兔多克隆抗血清，收集小鼠血清以

获得抗TCS鼠多克隆抗血清。

[0011] 所述样品稀释液中Na2HPO4、KH2PO4和NaCl的浓度分别为0.02M、0.0015M和0.14M；

吐温-20在样品稀释液中的体积百分含量为0.1％；明胶在样品稀释液中的质量百分含量为

0.5％。
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[0012] 所述包被缓冲液中Na2CO3和NaHCO3的浓度分别为0.01M和0.04M，溶液pH值为9.6。

[0013] 所述洗涤液中Na2HPO4、KH2PO4、NaCl在洗涤液中的浓度分别为0.02M、0.0015M、

0.14M，吐温-20在洗涤液中的体积百分含量为0.1％，pH值为7.5。

[0014] 所述显色液的溶剂为底物缓冲液，溶质为邻苯二胺和30％过氧化氢，其在所述显

色液中的浓度分别为2mg/mL和1:2500(v:v)；所述底物缓冲液中柠檬酸三钠和Na2HPO4的浓

度分别为0.01M和0.03M，pH值为5.5。

[0015] 所述终止缓冲液为浓度为2M的硫酸水溶液。

[0016] 一种采用上述的用于天花粉真伪鉴定的双抗夹心酶联免疫试剂盒来鉴定天花粉

真伪的方法，它包括以下步骤：

[0017] (b1)将待测中药样品粉碎、过4号筛后，称量粉末1g，用20mL样品稀释液在4℃条件

下，磁力搅拌提取30分钟后，离心取上清液，获得待测样品提取液；

[0018] (b2)将抗TCS兔血清用包被缓冲液稀释500倍后，包被于96孔酶标板上，100μL/孔，

37℃包被3小时后，洗涤液洗板3次；

[0019] (b3)以样品稀释液作为空白对照，将待测中药样品提取液及空白对照加至96孔酶

标板，100μL/孔，37℃反应30分钟后，洗涤液洗板3次；

[0020] (b4)将抗TCS鼠血清用样品稀释液稀释500倍后加至96孔酶标板，100μL/孔，37℃

反应30分钟后，洗涤液洗板3次；

[0021] (b5)将2μg/mL羊抗鼠酶标二抗IgG-HRP加至96孔酶标板，100μL/孔，37℃反应30分

钟后，洗涤液洗板3次；

[0022] (b6)取20mg邻苯二胺溶于10mL底物稀释液中，加4μL  30％H2O2，将底物溶液加入酶

标板中，每孔100μL，避光显色10min；

[0023] (b7)每孔加入50μL终止缓冲液，用酶标仪492nm处测定各孔的吸光值A，与空白对

照孔吸光值A0的比值，即A/A0；若A/A0≥2.0，则确定待测中药样品为天花粉，反之，则所述待

测中药样品为非天花粉。

[0024] 本发明的有益效果是：本发明首次提出一种用于鉴定天花粉真伪的双抗夹心酶联

免疫试剂盒，操作简便，检测快速。利用本发明试剂盒的快速鉴定天花粉真伪的方法，实验

结果准确，且具有操作简便、检测快速、高通量、成本低廉的优点，对于保障天花粉的临床有

效性及安全性具有十分重要的意义。

附图说明

[0025] 图1为本发明双抗夹心酶联免疫试剂盒鉴定天花粉真伪结果图。

具体实施方式

[0026] 下述实施例中所使用的实验方法如无特殊说明，均为常规方法。

[0027] 下述实施例中所用的材料、试剂等，如无特殊说明，均可从商业途径得到。

[0028] TCS对照品：上海金山制药厂，国药准字H10870026。

[0029] TCS标准品溶液：将TCS溶于PBS缓冲液后得到的溶液。

[0030] PBS缓冲液：溶剂为水，溶质为Na2HPO4、KH2PO4和NaCl，溶质Na2HPO4、KH2PO4和NaCl在

PBS缓冲液中的浓度分别为0.02M、0.0015M和0.14M；pH值为7.5。
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[0031] 包被缓冲液：溶剂为水，溶质为Na2CO3和NaHCO3；溶质Na2CO3和NaHCO3在包被缓冲液

中的浓度分别为0.01M和0.04M；pH值为9.6。

[0032] 洗涤液：溶剂为水，溶质为Na2HPO4、KH2PO4、NaCl和吐温-20；溶质Na2HPO4、KH2PO4、

NaCl和吐温-20在洗涤液中的浓度分别为0.02M、0.0015M、0.14M和0.1％(体积百分含量)；

pH值为7.5。

[0033] 样品稀释液：溶剂为水，溶质为Na2HPO4、KH2PO4和NaCl、吐温-20和明胶；溶质

Na2HPO4、KH2PO4和NaCl在样品稀释液中的浓度分别为0.02M、0.0015M和0.14M；吐温-20在样

品稀释液中的体积百分含量为0.1％；明胶在样品稀释液中的质量百分含量为0.5％。

[0034] 显色液：溶剂为底物缓冲液，溶质为邻苯二胺和30％过氧化氢，其在所述显色液中

的浓度分别为2mg/mL和1:2500(v:v)；所述底物缓冲液中柠檬酸三钠和Na2HPO4的浓度分别

为0.01M和0.03M，pH值为5.5。终止缓冲液：浓度为2M的硫酸水溶液。

[0035] 新西兰大耳兔鼠购自军事医学科学院实验动物中心。

[0036] Bal  b/c小白鼠购自军事医学科学院实验动物中心。

[0037] 实施例1

[0038] 抗TCS兔多克隆抗血清和抗TCS鼠克隆抗血清的制备

[0039] 一、抗TCS兔多克隆抗血清的制备

[0040] 1、以3月龄的新西兰大耳兔作为实验动物。

[0041] 2、基础免疫：将1mg/mL的TCS对照品溶液经无菌过滤器过滤后，采用脚掌及背部皮

下多点注射新西兰大耳兔，注射剂量为每只新西兰大耳兔注射1.0mg抗原。

[0042] 3、加强免疫：基础免疫2周后，取1mL  1mg/mL的TCS免疫原，采用脚掌及背部皮下多

点注射新西兰大耳兔，注射剂量为每只新西兰大耳兔注射1.0mg抗原。重复4次。

[0043] 4、制备抗TCS兔多克隆抗血清：加强免疫最后一次后第3天，心脏取血，血浆于室温

静置0.5小时以后，转至4℃静置2小时，最后离心取血清，即得抗TCS兔多克隆抗血清。

[0044] 二、抗TCS鼠多克隆抗血清的制备

[0045] 1、以8-10周龄的Bal  b/C小白鼠作为实验动物。

[0046] 2、基础免疫：将1mg/mL的TCS对照品溶液经无菌过滤器过滤后，采用腹腔及背部皮

下多点注射Bal  b/C小白鼠，注射剂量为每只小鼠注射0.4mg抗原。

[0047] 3、加强免疫：基础免疫2周后，取1mL  1mg/mL的TCS免疫原，采用腹腔及背部皮下多

点注射Bal  b/C小鼠，注射剂量为每只小鼠注射0.4mg抗原。重复4次。

[0048] 4、制备抗TCS鼠多克隆抗血清：加强免疫最后一次后第3天，小鼠摘眼球取血，血浆

室温静置0.5小时以后，转至4℃静置2小时，最后离心取血清，即得抗TCS鼠多克隆抗血清。

[0049] 实施例2

[0050] 一种用于天花粉真伪鉴定的双抗夹心酶联免疫试剂盒的制备

[0051] 本发明的试剂盒是由TCS对照品、样品稀释液、酶标板、抗TCS的兔多克隆抗血清、

抗TCS的鼠多克隆抗血清、羊抗鼠酶标二抗IgG-HRP、包被缓冲液、洗涤液、显色液和终止缓

冲液组成。其中抗TCS的兔多克隆抗血清和抗TCS的鼠多克隆抗血清为实施例1中制备得到

的。

[0052] 所述样品稀释液中Na2HPO4、KH2PO4和NaCl的浓度分别为0.02M、0.0015M和0.14M；

吐温-20在样品稀释液中的体积百分含量为0.1％；明胶在样品稀释液中的质量百分含量为
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0.5％。

[0053] 所述包被缓冲液中Na2CO3和NaHCO3的浓度分别为0.01M和0.04M，溶液pH值为9.6。

[0054] 所述洗涤液中Na2HPO4、KH2PO4、NaCl在洗涤液中的浓度分别为0.02M、0.0015M、

0.14M，吐温-20在洗涤液中的体积百分含量为0.1％，pH值为7.5。

[0055] 所述显色液的溶剂为底物缓冲液，溶质为邻苯二胺和30％过氧化氢，其在所述显

色液中的浓度分别为2mg/mL和1:2500(v:v)；所述底物缓冲液中柠檬酸三钠和Na2HPO4的浓

度分别为0.01M和0.03M，pH值为5.5。

[0056] 所述终止缓冲液为浓度为2M的硫酸水溶液。

[0057] 实施例3

[0058] 一种利用实施例2所制备的试剂盒鉴定天花粉真伪的方法，包括以下步骤：

[0059] (b1)将待测中药样品粉碎、过4号筛后，称量粉末1g，置100mL具塞锥形瓶中，加入

20mL样品稀释液，磁力搅拌提取30分钟(4℃)后，冷冻离心(4℃；6000r/min×10min)，弃沉

淀，取上清液，获得待测样品提取液；

[0060] (b2)将抗TCS兔血清用包被缓冲液稀释500倍后，包被于96孔酶标板上，100μL/孔，

37℃包被3小时后，洗涤液洗板3次；

[0061] (b3)以样品稀释液作为空白对照，将待测中药样品提取液及空白对照加至96孔酶

标板，100μL/孔，37℃反应30分钟后，洗涤液洗板3次；每个样品设置三个复孔；

[0062] (b4)将抗TCS鼠血清用样品稀释液稀释500倍后加至96孔酶标板，100μL/孔，37℃

反应30分钟后，洗涤液洗板3次；

[0063] (b5)将羊抗鼠酶标二抗IgG-HRP(1 .0mg/mL，购自Jackson公司，商品目录号为

79556)稀释500倍，加至96孔酶标板，100μL/孔，37℃反应30分钟后，洗涤液洗板3次；

[0064] (b6)取20mg邻苯二胺溶于10mL底物稀释液中，加4μL  30％H2O2，将底物溶液加入酶

标板中，每孔100μL，避光显色10min；

[0065] (b7)每孔加入50μL终止缓冲液，用酶标仪492nm处测定各孔的吸光值A，与空白对

照孔吸光值A0的比值，即A/A0，根据比值大小判定天花粉药材真伪。若A/A0≥2.0，则确定待

测中药样品为天花粉，反之，则所述待测中药样品为非天花粉。

[0066] 实施例4

[0067] 使用实施例2所制备的试剂盒和实施例3所述的检测方法分别对不同产地(河北、

四川、广东、浙江、广西、山东、河南)的天花粉药材及非天花粉药材(王瓜根、山药、防己、粉

葛、茯苓、桔梗、商陆、何首乌、白芍、白及、白术、白蔹、莪术、板蓝根、苍术、泽泻、党参)进行

鉴定。检测结果如表1所示。

[0068] 表1试剂盒鉴定天花粉真伪结果
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[0069]

[0070]

[0071] 检测结果如表1所示：空白对照孔吸光值A0为0.159；不同产地正品天花粉药材吸光

值A均大于0.580，A/A0均大于2.0；反之，非天花粉药材检测的吸光值A均小于0.231，A/A0均

小于2.0。结果显示，根据A/A0的比值，可以快速准确鉴别正品天花粉药材与非天花粉药材。
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