
�
第 30 卷第 1 期

2011年 1月
� � � � � � � 食 品 与 生 物 技 术 学 报

Journal of Food Science and Biotechnology
� � � � � � �

Vol. 30 � No. 1
Jan. � 2010

� 文章编号: 1673�1689( 2011) 01�0151�05

� � 收稿日期: 2010�01�28

� � 基金项目:人事部归国留学人员资助计划项目( 2006/ 164)。

作者简介: 郭杰标( 1971- ) , 男, 广东韶关人, 讲师,食品科学与工程博士研究生, 主要从事食品安全检测研究。

Email: sg yuanyuan@ 163. com

* 通信作者: 许 杨( 1951- ) , 女,安徽枞阳人, 教授,博士研究生导师, 主要从事食品安全检测研究。Email: xuy�

ang1951@ 163. com。

同时检测伐地那非及其类似物的免疫学方法
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摘 � 要: 伐地那非是用于治疗阳痿的磷酸二酯酶( phosphodiesterase type�5, PDE�5)抑制剂药物。
违法添加到保健品和中成药的伐地那非及其结构类似物对公众健康构成了威胁。单克隆抗体 4B9

被鉴别为能够同时检测伐地那非及其类似物。以这株抗体建立的间接竞争 ELISA 方法, 对伐地

那非的检测限为 5� 0 ng/ mL, 线性范围为 5� 0~ 40 ng / mL( R2 = 0� 952) , IC50值为 18� 2 ng / mL。
对 20个中成药进行检测没有发现假阳性, 伐地那非最低检出浓度为 0� 08 mg/ g; 添加回收率
76% ~ 116%, 批内差异为 9� 7% ~ 16� 2%。
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Development of the an Immumoassay for Simultaneous Analysis of

Vardenafil and Its Analogues
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Abstract:Vardenaf il is a phosphodiesterase type�5 ( PDE�5) inhibitor for the t reatment o f erect ile
dy sfunct ion. U ndeclared vardenafil and the r elated analo gues adulterated in herbal commodities

are a thr eat to human health. T he ant i�vardenafil M cAb o f 4B9 w as the specific to vardenafil and
its analogues, based on this result , an indirect compet it ive enzyme�linked immunoso rbent assay
( ic�ELISA) w as developed. T he lim it of detection of vardenafil w as 5� 0 ng / mL�1 , the calibrat ion
curve w as linear fr om 5� 0 to 40 ng/ mL�1 ( R2= 0� 952) w ith an IC50value of 18� 2 ng/ mL�1 . In the
ext racts of 20 Chinese t radit ional drugs, the detect ion capability ( CC�) of v ar denaf il w as 0� 08
mg / g�1 , the recover ies w er e 76 �116% and the coef ficients of variat ion ( C. V. ) w ere 9. 7% �16.
2% .

Key words: phosphodiesterase�5 inhibitors, vardenafil, il leg al addit ives, art ifacial ant ig en,

immunoassay



� � 盐酸伐地那非 ( Levit ra, 拜尔) 是一种获 U S�
FDA 批准用于治疗阳痿的 PDE�5抑制剂药物。近
年来,违法添加到保健品和植物药品的伐地那非及

其结构类似物对公众的健康构成了威胁。Piperide�
nafil (图 1)是伐地那非的类似物[ 6] ,该药物具有比

伐地那非更强的代谢稳定性和脂溶性,能够在患者

体内长时间维持高血药浓度, 同时, 更容易通过血

脑屏障产生中枢神经伤害[ 8] 。最近在香港又发现

一种伐地那非的类似物(图 1) [ 7] , 这些类似物没有

经过毒理实验和安全性评价,给公众健康带来了很

多的未知危害因素,必须加强对伐地那非结构类似

物的监管和筛查。

这些类似物是伐地那非的衍生物,其色谱行为

和相对分子质量与伐地那非存在差异。因此, 使用

HPLC或 LC�MS 难以同时检测出伐地那非及其类
似物 [ 6, 7]。目前, 只有 LC�ESI�MS 方法能够同时检
测伐地那非及其类似物, 但是高昂的设备价格制约

了该方法的广泛使用。近年来, 能够同时检测多个

结构类似小分子物质的� 多残留免疫检测方法�

( mult i�residue immunoassay) 是热门的研究方向。
如图 1所示,方框标示的发色团结构是伐地那非及

其类似物共有基团。研究的目的是在前期获得的

抗伐地那非单克隆抗体中, 鉴别出一株针对伐地那

非发色团结构的抗体。基于这株抗体,建立起了能

够同时检测伐地那非及其结构类似物的间接竞争

酶联免疫检测 ( indrect compet itive Enzyme�linked
immunoso rbent assay , ic�ELISA)。

图 1� 目前已发现的伐地那非结构类似物(方框所标示的发色团结构是伐地那非及其类似物的共同基团)

Fig. 1� Vardenafil and its related analogues found up�to�date( The chromophore labeled with a frame is the common

structure of vardenaf il and its related analogues. )

1 � 材料与方法

1. 1 � 材料

1. 1. 1 � 主要药品及试剂 � 伐地那非标准品( Var d�
enaf il)购自德国拜耳公司; 他达那非( Tadalaf il)购

自礼来公司;西地那非、酚妥拉明和睾丸酮: 购自中

国药品生物制品检验所; 山羊抗鼠 IgG�HRP 酶标
二抗购自 Gene Tex; Piperidenaf il标准品(固体结

晶)、含 Piper idenafil 的保健品胶囊由 US�FDA 提
供;其他试剂均为国产分析纯。

1. 1. 2 � 主要仪器 � 96 孔酶标板购自 Costar 公司;

Ult rospec 紫外/可见光谱仪购自美国安玛西亚公

司;酶标仪购自 Labsystems公司。

1. 2 � 方法

1. 2. 1 � 测定各株单抗对 piperidenafil的交叉反应

率 � 参照 Ju等[ 13]报道的方法进行检测。

1. 2. 2 � 测定各株单抗对伐地那非水解产物的识别

能力 � 称取 5 mg 伐地那非溶解在 5 mL HCl�H 2O

( 1�1)溶液中, 置于一个密闭的塑料管 100 � 水解

20 h。把在 0, 8, 12, 16, 20 h取的水解样品, 在各

株单抗建立的免疫检测体系中定量检测,鉴别能识

别伐地那非水解产物的单抗,用于建立检测伐地那

非及其衍生物的免疫检测系统。

1. 2. 3 � 对 ic�ELISA 系统的优化 � 把上一步骤鉴
别得到的单抗腹水进行系列稀释(质量分数分别为

1� 2� 0 � 104 , 1� 4� 0 � 104 , 1� 8 � 104 , 1� 1� 2 �
105 , 1� 1� 6 � 105 ) 对不同的检测抗原包被质量浓
度 ( 0� 25, 0� 5, 1� 0, 2� 0, 4� 0 �g/ mL) 进行正交
分解,对检测系统的性能进行优化; ic�ELISA 实验
参照 Ju等

[ 13]
报道的步骤进行。

1� 2� 4 � 检测系统的特异性评价 � 通过测定对西地
那非、他达那非、酚妥拉明和睾丸酮的交叉反应率,

评价 ic�ELISA 系统的检测特异性。实验参照 Ju

等[ 13]的方法进行,对每种药品进行 2 次平行实验检

测 IC50值,交叉反应率用以下公式计算: CR( % ) =

伐地那非的 IC50值/受试药品的 IC50值。

1� 2� 5 � 样品预处理 � 取 0� 2 g ( 0� 2 mL) 样品溶解
在 20 mL 抽提缓冲液( 5 mmo l/ L T ris�HCl, pH
5� 0, 质量分数 0� 1% Tween�20)中充分混匀, 以 6,
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000 r/ m in 离心 10 m in; 抽提液以 1/ 100 在样品缓

冲液( 0� 01 mol/ L PBS, pH 7� 4, 0� 05% T ween�
20, 0� 2% BSA)中稀释,样品稀释 10 000倍。

1� 2� 6 � 检测系统的性能验证 � 取 20种经 LC�UV
检测证明不含伐地那非的中成药样品(包括 8种胶

囊, 8 种小蜜丸, 4 种口服溶液) , 用 ic�ELISA 系统
检测,评价基质对检测系统的干扰; 在这 20种空白

样品中添加 0� 05、0� 08 mg/ g 的伐地那非, 评价系
统的最低检测限; 在空白样品中添加 0� 10, 0� 20,
0� 30 mg/ g 的伐地那非, 测定检测系统的添加回收
率和变异系数; 使用 ic�ELISA 系统和 LC�UV 对
US�FDA 提供的 Piper idenafil的保健品胶囊进行检

测,比较两者的结果。以上所用样品都进行 3次平

行重复检测,取平均值作为检测结果。

2 � 结果和讨论

2� 1 � 各株单抗对 piperidenafil的交叉反应率

4株抗伐地那非单抗对 piperidenafil的交叉反

应率如表 1 所示。其中 4B9对伐地那非的结构类

似物的交叉反应率最高, 所以最有可能是针对伐地

那非及其类似物的共有结构所产生的抗体。

表 1 � 各抗伐地那非抗体对伐地那非类似物 piperidenaf il的

交叉反应率检测结果

Tab. 1 � Cross�Reactivity of each McAb to piperidenafil in in�

direct competitive ELISA method

抗体
IC50 o f

vardenafil/
( ng/ mL )

IC50 of
piperidenafil/
( ng / mL )

交叉反应率/
%

1B5 22� 1 55� 2 40� 1

1G3 16� 5 51� 3 32� 1

3E11 31� 6 73� 5 42� 9

4B9 27� 2 33� 5 81� 2

2� 2 � 各株单抗对伐地那非水解产物的识别能力
根据 Reepmeyer [ 6]的报道, 伐地那非的 4 个水

解产物都含有发色团结构(图 2)。伐地那非随着反

应的进程不断被水解, 但是体系中发色团结构的总

量保持不变(图 2)。

图 2� 方框所标示的发色团结构存在于所有的水解产物

Fig. 2 � Chromopore structure of vardenafil labeled with a frame was contained in each of the hydrolysis product of vard�

enaf il

� � 实验结果如图 3所示, 使用 1B5、1G3 和 3E11

抗体建立的检测体系, 对各个时段水解产物的检测

结果不断下降, 证明这些抗体识别的结构在水解过

程中被破坏; 而使用 4B9 抗体建立的检测体系, 对

各个时段水解产物的检测结果保持稳定, 证明该抗

体所识别的结构没有被水解破坏, 所以推断 4B9 抗

体能够识别的伐地那非发色团结构。而 2� 1 的实
验结果也显示 4B9抗体最有可能是针对伐地那非

发色团结构的抗体。综合两部分实验的结果, 4B9

抗体被最终选定用于建立本研究的检测系统。

2� 3 � ic�ELISA系统的优化结果
使用 4B9抗体建立 ic�ELISA 方法,经过优化,

抗原包被质量浓度为 0� 5 �g/ mL,抗体腹水稀释度
为 1� 1� 2 � 105。以这株抗体建立的 ic�ELISA 方
法, 对伐地那非的检测限为 5� 0 ng/ mL, 线性范围
为 5� 0~ 40 ng/ mL ( R2 = 0� 952) , IC50值为 18� 2
ng/ mL。

2� 4 � 检测系统特异性评价结果
西地那非和他达那非是另外两种治疗阳痿的

PDE�5抑制剂药物,酚妥拉明是用于治疗阳痿的 ��
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受体阻断剂,睾丸酮是常用的雄性激素。对这些药

物进行交叉反应率检测, 能够针对性地评价检测系

统对伐地那非检测的特异性。实验结果见表 3 所

示, 检测系统对几种受试药品的交叉反应率都很

低,不会对伐地那非的检测特异性造成影响。

图 3 � 不同抗体建立的 ic�ELISA系统对各时间段伐地

那非水解产物的检测结果

Fig. 3 � Results of testing hydrolysis products of vardena�

f il in different hydrolyzed stages in different ic�

ELISA systems, respectively

表 2 � 检测系统对相关药品的交叉反应率检测结果

Tab. 2� Cross�Reactivities (%) of McAb 4B9 to related drugs

in the ic�ELISA system

受试药品 交叉反应率/ %

枸橼酸西地那非 0. 06

他达那非 < 0. 01

马来酸酚妥拉明 < 0. 01

睾丸酮 < 0. 01

2� 5 � 检测系统的性能验证
作者把 ic�ELISA检测产生的 B/ B0为 80%(相

当于 IC20值)作为判断阳性结果的阈值。B/ B0值大

于 80%的为阴性, B/ B 0值小于 80%的为阳性。

如图 4所示, 20个空白中成药样品经预处理之

后,所有 B/ B0值在 100%上下波动, 没有产生 B/ B0

值小于 80%的结果。对于 20添加 0� 08 mg/ g 伐地
那非的样品的检测结果 B/ B 0值都小于 80% , 全部

被判读为阳性。因此, 使用现有样品处理和检测方

法, 对空白样品检测没有发现假阳性结果, 对伐地

那非的最低检出浓度为 0� 08 mg/ g。考虑到伐地那
非每次的使用剂量为 5~ 20 mg,本方法所达到的伐

地那非的最低检出浓度能够符合筛查的要求。

� � 如表 3 所示, 在 20 个空白样品中的 0� 10、
0� 20、0� 30 mg/ g 3个水平的添加回收率在 76% ~

116%范围,批内差异范围在 9� 7%~ 16� 2%。

图 4 � 20 个空白和 20个加标 0� 08 mg/ g伐地那非的中

成药样品的 ic�ELISA检测结果

Fig. 4 � Determination results in the icELISA of 20 blank

herbal samples and 20 fortif ied samples

表 3 � ic�ELISA系统对 20 个加标中成药样品的回收率和批

内差实验结果

Tab. 3 � Recoveries and the coeff icients of variation obtained

in herbal products which were fortified with spiking

of vardenafil in the ic�ELISA system ( n= 20)

加标质量

分数/ ( mg/ g)

检测质量

分数/ ( mg/ g)

回收率/

%
CV /%

0� 10 0� 076�0� 108 76~ 108 12� 1

0� 20 0� 162�0� 232 81~ 116 16� 2

0� 30 0� 249�0� 327 83~ 109 9� 7

� � 使用 ic�ELISA 系统和 LC�UV 对 U S�FDA 提
供的两个含 Piperidenaf il保健品胶囊进行检测, 结

果如 T able 3所示结果基本相符。

表 4 � 比较 ic�ELISA 和 LC– UV 对含 Piperidenafil保健品

胶囊的检测结果

Tab. 4� Comparison of ic�ELISA and LC– UV in the analy�

sis of herbal products

样 品
P iper idenafil质量分数/ ( mg / g )

ic�ELISA LC�UV

� 108� 1 117� 2

� 33� 2 39� 5

3 � 结 � 语

目前,同时检测伐地那非及其结构类似物需要

使用液相/离子阱串联质谱[ 9�12] ,但是该方法需要昂

贵的设备且运行费用高, 难以大规模开展。灵敏、

特异、简便的免疫学快速筛查方法是一个值得关注

的研究方向, 而多残留免疫检测( mult i�r esidue im�
munoassay)是目前热门的研究方向。

作者鉴别得到了能够识别伐地那非发色团结

构的抗体,通过该抗体建立了能够同时检测伐地那

非及其结构类似物的免疫学方法。本方法特异性

强, 对常见的违法添加壮阳药物没有交叉反应。在
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中成药中对伐地那非的最低检出浓度为 0� 08 mg/
g,添加回收率范围在 76% ~ 116% ,批内差异范围

在 9� 7% ~ 16� 2%, 灵敏度、精确度和均一性能够
满足筛查工作的需要。建立的免疫检测系统对含

伐地那非衍生物 Piperidenaf il保健品胶囊的检测结

果基本吻合,进一步的验证工作拟联系权威检测共

同进行。
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