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酶联免疫吸附试验间接抗体夹心检测

SARS—CoV抗原方法的建立和应用

丘立文 汤汉文 王亚娣 廖金娥 郝卫 温坤 何秀敏 车小燕
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·实验研究·

【摘要】 目的制备和鉴定严重急性呼吸综合征冠状病毒(sARsCoV)核衣壳(N)蛋白单克隆

抗体(mAb)和多克隆抗体建立。SAR孓COV N抗原捕获抗体夹心酶联免疫吸附试验(ELISA)方法用于

sARSCov感染的早期诊断。方法 用基因重组SARSCoV N蛋白免疫BALB／c小鼠和新西兰大白

兔制备mAb和多克隆抗体，采用ELISA间接法、免疫荧光和免疫印迹进行筛选和鉴定，用单克隆抗

体与兔多克隆抗体进行配对试验，建立抗原捕获抗体夹心ELISA法测定SARSCoV N抗原。结果

获得9株特异性针对SARSCov N蛋白的mAb和高效价的兔多克隆抗体，通过高亲和力的mAb与

兔多抗的配对试验，筛选出3株单抗N1E8、N8El和N10E4混合作为捕获抗体，与兔多克隆抗体和辣

根过氧化物酶标记羊抗兔IgG组合作为测定抗体，建立了抗体夹心ELISA法，测定重组SARSCoV N

蛋白最高灵敏度为50 pg／ml，特异性达99．86％，测定420份血清学确诊的sARS患者血清，其中发病

1—10天阳性检出率为90．1％，11—20天检出率为23％，2l天以上均为阴性，与其他呼吸道病毒和冠

状病毒无交叉反应。结论 获得特异性好、亲和力高的单克隆抗体和高效价的兔多克隆抗体，经过抗

体的配对和优化，建立了一种灵敏度高、特异性强的sAR孓CoV抗原的ELISA捕捉法，可应用于

SARS早期诊断、溯源及流行病学研究。

【关键词】 严重急性呼吸综合征冠状病毒；核衣壳蛋白；单克隆抗体
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【Abstract】 objective To prepare and characterize monoclonal antibodieS(mAb)and polyclonal

antibodies against nucleocapsid (N) protein of severe acute respiratory syndmme (雕恨S)一associated
coronavirus(SARS—CoV)and to establish antibodieS_based Sandwich ELISA for detecting N protein of

SARSCoV， which might apply to early diagnosis of patients with SARS(矗V iⅢection． Methods

BALB／c mice were immunized with purified recombinant N protein of sARS(bV for producing mAbs，and

New Zealand white rabbits were immunized for producing polyclonal antibodies．The identification of

antibodies was performed using indirect enzyme—hnked immunosorbent aSsay(ELISA)，indirect fluorescent—

antibody assay(IFA)，and Western immunoblotting．Capturing and detecting antibodies were selected by

pairing the mAbs and polyclonal antibodies one by one and an antibodies—based sandwich antigen capture

ELISA was used for detecting N antigen of SARSCoV．Results Nine mAbs and hyperimmune rabbit

删ydonal antib础es，specmcaIly against sARSCoV nudeocapsid protein were obtained．Using paired
ELISA assay，three mAbs N1E8，N8E1 and N10E4 were selected as capturing antibDdy and rabbit

polyclonal antibodies as detecting antibody then triple antibodies—based sandwich ELIS；A was established

following horseradish peroxidase(HRP)一conjugated goat anti—rabbit immun0910bulin G．The recombinant N

protein was used as a standard to establish a detection sensitivity of approximated 50 p刮m1 with this assay．

When tested with 420 serum specimens from serologically∞nfimed SARS patients，the poSitive rates of
serum N protein were 90．1％，23％and 0％，in which sem collected from 1 to 10 days，11 to 20 days and
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beyond 21 days respectively after the onset of symptoms．The specificity of the assay was 99．86％in 715

control semm specimens．There was no cross—reaction with other respiratory viruses and comnaviruses．

Conclusi蚰 Specific and high affinity mAbs and rabbit polyclonal antibodies were obtained．By paired and

optimized sandwich ELISA，a sensitive and specific antigen capture ELISA was established for detecting N

antigen of SARS一(二oV，which might apply to early diagnosis，source tracing and epidemi0109ical studies of

SARS．

【Key words】 Severe acute reSpiratory sylldrome—CoV；Nucleocapsid protein；Monoclonal antibodies

严重急性呼吸综合征(SARS)，是一种由新型冠

状病毒(COV)引起的突发性传染性疾病¨o。该病传

播快，病死率高怛o；其临床表现无特异性且无特效

药。由于SARS特异性抗体的产生平均需要17—20

天的时间bJ，所以早期的诊断依赖于病原的测定。

目前已有的逆转录聚合酶链反应(RT—PCR)可用于

测定鼻咽部样本中的SARS—COV核酸，但是该方法

需要在配备有专门仪器和人员的实验室中进行，而

且鼻咽部样本采集对于采样者和测定者均存在着较

大的危险，这样很大程度上限制了该方法的推广使

用。本研究采用针对SARS—CoV核衣壳蛋白(N)的

单克隆抗体(mAb)和特异性多克隆免疫血清，通过

抗体的配对及优化，建立了抗原捕获抗体夹心酶联

免疫吸附试验(ELISA)法，用于测定患者血清中

SARS—COv N蛋白，解决SARS早期诊断的难题。

材料与方法

1．材料：

(1)辣根过氧化物酶(HRP，纯度值Rz=3．0)为

Sigma公司产品。HRP标记羊抗小鼠IgG、HRP标

记羊抗兔IgG、FITC标记羊抗小鼠IgG、FITC标记

羊抗兔IgG均为Zymed公司产品。

(2)病毒株：3株SARS—CoV(HKU一39849、GZ01

和BJ01)灭活培养上清分别由香港大学微生物系、

广东省疾病预防控制中心和军事医学科学院提供。

犬冠状病毒株(CCV。4)和禽传染性支气管病毒株

(IBV一9)由华南农业大学兽医学院提供，人冠状病

毒株229E(ATCC No．CCL一171)和oC43(ATCC

No．CCL一26)购于美国ATCC公司。

(3)临床样本：SARS患者和SARS密切接触者

血清样本由广州市和广东省疾病预防控制中心及南

方医科大学南方医院等单位提供，义务献血员样本

和不同病种包括肝炎、肺炎等血清样本由南方医科

大学珠江医院提供。

2．SARS—CoV N蛋白由本实验室制备H J。

3．兔抗sARs—CoV N蛋白免疫血清的制备：首

次用福氏完全佐剂与抗原乳化后给予4只新西兰大

白兔皮下多点注射，500 Mg／只，以后每隔10天以福

氏不完全佐剂与抗原乳化后皮下多点注射，共免疫

4次，最后以100“g抗原静脉注射，3天后采血，以间

接ELISA法测定血清效价，并以间接免疫荧光法进

行特异性鉴定。

4．抗SARS—CoV N蛋白mAb的制备和鉴定：

动物的免疫、杂交瘤细胞株的建立、抗体亲和常数的

测定以及抗体特异性鉴定均参照文献[5]的方法进

行。mAb的制备和纯化方法参照文献[5]，基本步

骤：每只小鼠腹腔注射2．5×106个杂交瘤细胞制备

腹水，采用常规的辛酸一硫酸铵沉淀法纯化腹水中的

抗体，用十二烷基磺酸钠．聚丙烯酰胺凝胶电泳

(sDS—PAGE)分析其纯度，并用ELIsA间接法检测

腹水和抗体效价。

5．mAb识别抗原表位的测定：采用固相竞争抑

制实验，用基因重组SARsCOV N蛋白1删rnl包被聚
苯乙烯微96孔板，封闭后每孔先加入10 r耐H1l纯化
的mAb 50肚l，再加入从1：100～1：2000系列稀释的

Ⅷ心标记HAb 50出，37℃孵育1 h，PBSTween20洗

涤后加入TMB显色液，室温、避光显色10 111in，测定

入=450 nm的吸光度(A值)。以mAb对同一Ⅷ冲标

记mAb的抑制为阳性对照，以已知无关mAb对标记

mAb的抑制为阴性对照，计算各r剐址间的抑制率。

抑制率计算公式为：(1一各孑L测定值／阴性对照值)×

100。抑制率>75％为相关，>50％为不完全相关，<

50％为不相关，<25％为完全不相关。

6．抗体夹心ELISA法建立：

(1)捕获和测定抗体的配对试验：采用夹心

ELISA法。根据mAb识别抗原表位的不同，在9株

单抗和兔多抗之间相互配对筛选捕获抗体和测定抗

体的最佳组合：①用1株或多株不同抗原表位的

mAb包被，分别加入不同稀释度的3株SARsCoV

毒株灭活培养上清、基因重组N蛋白和阴性对照的

正常人血清，37℃反应1 h，再分别加入与包被mAb

抗原表位不同的HRP标记的1株或多株mAb，

37℃反应1 h，加TMB显色，测定入=450 nm的A

值。②以1株或多株不同抗原表位的mAb包被，加
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入上述的测定样品于37℃反应1 h，再加入兔多抗，

37℃反应1 h，最后加入HRP标记的羊抗兔抗体，

37℃反应1 h，加TMB显色，测入=450 nm的A值。

(2)抗体夹心ELISA法建立：采用方阵滴定法

选择包被mAb、兔多抗和HRP标记的羊抗兔抗体

的工作浓度。mAb分别以10、15、20肛g／ml于4℃包

被过夜，1％酪蛋白封闭后，加入3株SARS—CoV毒

株灭活培养上清、基因重组N蛋白和阴性对照的正

常人血清，37℃反应1 h，再加入1：500～1：6000稀释

的兔多抗血清，37℃反应1 h，最后加入1：2000～

1：8000稀释的HRP标记羊抗兔抗体，37℃反应1 h，

加TMB显色，测入=450 nm的A值。

7．临床血清样本的测定：用建立的抗体夹心

ELISA法测定2003年发生在广东省的经血清学确

诊的317例SARS患者的420份血清(包含有系列

血清)，SARS密切接触者血样本315份，以及2002

年以前采集不同病种包括肝炎、肺炎等血样本400

份(注：sARS患者样品测定在P3实验室进行)。

结 果

1．兔抗SARS—CoV N蛋白免疫血清的制备及

特异性鉴定：成功获得高效价的兔多抗血清，其中2

号兔的血清效价最高，问接ELISA效价为1：106，间

接免疫荧光证实兔多抗血清与SARS—CoV特异性

结合，与人冠状病毒(OC43和229E)、IBV一9和

CCV一4等无交叉反应。

2．mAb的制备、纯化及其特异性鉴定：经细胞

融合及克隆化共获得9株稳定分泌抗体的杂交瘤细

胞株。腹水效价为1：106～1：10 7，SDS—PAGE电泳

鉴定纯化抗体的纯度达95％以上，间接ELISA检

测抗体效价为0．20～1．56 ng／ml、抗体亲和常数为

7．9×10—8m01／L～8．8×10
9

mol／L。用ELISA法

和免疫荧光法测定9株mAb均与SARS—CoV特异

性结合，与其他呼吸道病毒如人冠状病毒(OC43和

229E)、IBv一9和CCV一4等无交叉反应。免疫印迹

证明9株mAb分别与SARs—CoV灭活培养上清N

和基因重组SARS—Cov N抗原特异性结合。

3．捕获和测定抗体的最佳配对：固相竞争抑制

实验测定mAb识别抗原表位结果显示9株单抗识

别5个不完全相同的抗原位点：N1A7和N14A3，

N8E1和N14E7，N10A4、N10E2和N10E4，分别识

别1个不同的抗原位点，另外2株单抗N1E8与

N1486识别2个不同的抗原位点。并且识别相同

抗原位点的单抗之间竞争抑制率均在75％以上，显

示为相关。根据mAb识别抗原表位的不同设计配

对组合的实验比较显示，捕捉mAb与兔多抗血清和

HRP标记的羊抗兔抗体组合测定SARS．CoV和N

蛋白的敏感性高于mAb与酶标记mAb组合，而不

同的捕捉mAb组合测定病毒敏感性出现较大差异

(结果未显示)。通过筛选最终确定N1E8、N8E1和

N10E4 3株识别不同抗原位点的mAb混合作为捕

获抗体与兔多抗血清配对构建夹心ELISA法，其结

果测定3株SARS—CoV毒株和N蛋白敏感性最高。

4．抗体夹心ELISA法的建立：

(1)抗体包被、兔多抗血清及HRP标记羊抗兔

抗体工作浓度的确定：经方阵滴定法确定，3株单抗

等量混合包被总浓度为15弘g／ml，兔多抗血清和

HRP标记的羊抗兔抗体的工作浓度分别为1：4000

和1：8000。

(2)灵敏度：以纯化的N蛋白作为标准测定品，

以牛血清白蛋白作为非相关抗原的阴性对照，并用

正常人血清作为稀释液以排除血清对该方法敏感性

的影响，结果显示对重组N蛋白检出的灵敏度可达

50 pg／m1。

(3)重复性：分别进行了批内和批间试验，将

SARA—CoV培养上清按1：100、1：1000和1：5000稀释

成为3份样品。对3份样本重复测定20次的批内

差异试验结果显示，其变异系数(CV)分别为6．3％、

7．3％和10．8％。对3份样品逐天进行10次试验的

批间重复性测定结果，其CV值分别为8．8％、

13．9％和12．0％。

(4)特异性：测定其他相关病毒的培养上清，如

人冠状病毒229E和OC43、CCV一4、IBV一9、鼻病毒、

腺病毒、流行性感冒病毒和呼吸道合胞体病毒，结果

均为阴性，证实该ELISA捕获法只与SARA—CoV

特异性反应而与以上相关病毒无交叉反应。

(5)临界值的确定：测定2002年以前采集的义

务献血员样品400例，统计结果显示A值均数±标

准差为0．078±0．023。以A值=均数±5个标准

差(0．193)作为阳性判断的临界值，即A值≥0．193

判断为阳性。

5．临床样本测定结果：对2002年以前采集不同

病种包括肝炎、肺炎等血样本400份，检出1份阳

性，对SARS密切接触者315份血样本测定结果均

为阴性，假阳性率为0．14％(1／715)，特异性为

99．86％。测定经血清学确诊的317例SARS患者
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的420份血清(包含有系

列血清)，其中发病1—10

天阳性检出率为90．1％，

11—20天检出率为23％，

21天以上测定结果均为

阴性。图l显示乳娘S患
者和对照病例N蛋白测

定A值的分布情况。

讨 论

SARS是一种具有强
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竺染兰望。多竺。耋霎兰窭 图1 抗原捕获抗体夹心ELIsA法测定SARs患者和对照病例血样中N蛋白A值的分布
病。早诊断、早隔离、切断

图1 抗原捕获抗体夹心EusA法测定SARs患者和对照病例血样中N蛋白A值的分币

传播途径是控制该病流行和蔓延的重要手断。但因

其临床表现存在个体差异且无特异性，难以通过流

行病学资料和临床症状确诊，而需依赖于实验室的

诊断。针对SARS．CoV抗体的ELISA或间接免疫

荧光方法的血清学试验至今仍是病例回顾研究中采

用的金标准，但是病毒特异性抗体的产生需要10—

28天的较长“窗口期”(6]，因此，血清学试验不能作

为早期诊断方法。目前对SARS—CoV的测定主要

是针对鼻咽部分泌物中病毒核酸的RT—PCR方法，

但由于病毒RNA容易降解，测定结果易受样品采

集和处理的影响。而测定血清中的病毒抗原的方法

能很好解决鼻咽部分泌物的采集和分子学诊断中的

难题。目前，测定血清抗原已被成功的运用于监测

多种病毒感染，如HIV(p24)、HBV(HBsAg，

HBeAg)、HCv(核心抗原)、病毒性出血热(核蛋白)

和CMV(晚期pp65抗原)病毒感染"J1|。特异性的

mAb或多克隆抗体已成熟运用于捕获ELISA试

验，早期抗原测定阳性可以缩短测定抗体中的窗口

期。因此，建立一种SARS—CoV抗原测定方法，对

SARS患者提供早期、准确的实验室诊断是可行而

必要的。

基于mAb的病毒抗原诊断方法的建立不但需

要特异性很高的抗体，还需要筛选出最佳抗体配对，

这是一个技术难点。我们在获得高特异性的mAb

和高效价多克隆抗体的基础上，对9株mAb和兔多

抗之间进行各种组合的配对试验以筛选最佳捕获抗

体和测定抗体，建立抗原捕获抗体夹心ELISA法。

在mAb与酶标记mAb之间的配对实验中发现，虽

然测定sARS．CoV N蛋白灵敏度很高，但对于3株

SARSCov的测定却存在明显的差异，即有的组合

对BJ01株测定较灵敏而对GZ0l株和HKU一39849

株的反应弱，有的却只对HKU一39849株敏感，总之

没有一种组合能同时对3株病毒产生较强的反应，

这是mAb特异性高而灵敏度相对较差的特性所决

定的。而不同的单抗组合作为捕获抗体与作为测定

抗体的兔多抗的配对实验中发现，虽然对3株

SARSCov毒株测定敏感性有所不同，但所有的组

合都能检测到3株病毒，尤其是识别不同抗原位点

的N1E8、N8E1和N10E4 3株单抗共同作为捕获抗

体时测定3株SARS—COV毒株和N蛋白敏感性均

较高。经配对和优化建立的抗原捕获抗体夹心

ELISA法测定N蛋白最高灵敏度可达到50 pg／ml，

SARS—Cov的培养上清稀释10 000倍仍能测定出其

中的N蛋白。

抗原捕获抗体夹心ELISA法具有抗原抗体反

应的高度特异性和酶促反应的高度敏感性的特点。

由于抗原抗体反应和酶促反应均具有高度特异性，

从而保证了试验的特异性，同时酶分子的极大催化

活性保证了试验的高度敏感性。我们采用夹心法

ELISA原理，将针对SARS．CoV N蛋白单克隆抗体

包被在固相载体聚苯乙烯微孔板上，加入待检样本，

待测抗原与固相载体表面的抗体形成抗原抗体复合

物，加入兔抗N蛋白抗体形成双抗体夹心免疫复合

物；然后加入羊抗兔酶标记抗体，形成(抗体一病毒抗

原一二抗体一抗二抗体酶标记物)免疫复合物，加入底

物后在酶作用下产生颜色反应，由于多加一层抗体，

放大倍数高，大大提高了试验的敏感性。研究结果

显示，该方法对血清学确诊病例发病早期血清样本

测定，在发病1—10天血清病毒抗原测定阳性率达

90．1％，特异性为99．86％，其敏感度和特异性均高
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于以往报道的测定方法u2，13 J。该方法与PCR方法

相比，具有简单、易操作、重复性好、快速、成本低及

适合基层单位广泛使用等优点。对早期发现和甄别

SARS病例，特别是在基层单位的广泛应用和大规

模筛查，从而实现SARS的早期诊断有重要意义。

自第一例SARS病例出现至今的一年多时间

里，全世界的研究者在各自不同领域对这突如其来

的急性传染病进行全方位的研究，可迄今为止病毒

的来源尚未完全清楚，尽管果子狸被认为是最有可

能的动物来源u4I，但是仍然缺乏充分的证据。本研

究建立抗原捕获抗体夹心ELISA法用于测定血中

SARS—CoV抗原，不仅可作为SARS实验室早期诊

断的可靠技术，而且可在大规模SARS溯源及流行

病学研究中发挥重要作用。
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一起盐酸克伦特罗引起的食物中毒

张贵来蔡顺成 吴月娇

2002年7月9日福建省漳州市芗城区浦南镇发生一起

一家4人因食用含有盐酸克伦特罗的猪肺引起的食物中毒

事件。该村民当天上午从个体屠宰户购买0．5 kg猪肺和一

条猪胰腺，炖汤、烹炒全家4人食用，12时食用的4人先后出

现呕吐、头晕、手震颤、胸闷、心悸、心跳加快等症状，约13时

前往渡头村卫生所就诊，病情未缓解，当日下午4人全部住

进漳州市长泰县医院。患者发病急剧，潜伏期10～30 min。

患者年龄最小5岁、最大68岁，男女各2例。所有患者的临

床表现相似，均出现呕吐、头晕、心悸、手震颤、四肢乏力、心

率112～127次／min，其中1例出现呼吸困难、腹泻。经对症

治疗，于住院7天后陆续出院。采集当餐剩余食物猪肺和猪

胰腺混合物约200 g及喂饲该批生猪饲料2份(分别为“紫竹

作者单位：363000福建省漳州市芗城区卫生防疫站

疾病控制·

牌”和“太湖牌”饲料)送福建省卫生防疫站检验。结果报告：

送检的猪肺、猪胰腺混合食品中检出盐酸克伦特罗，含量高

达1．8 mg／kg；“紫竹牌”饲料中盐酸克伦特罗含量为

0．095 mdkg，“太湖牌”饲料中检出与盐酸克伦特罗结构、功

能类似的物质。

根据流行病学调查、临床表现和实验室检测结果，可以

确定这是一起食用含有盐酸克伦特罗的猪内脏引起的食物

中毒事件。盐酸克伦特罗又称“瘦肉精”，动物摄入后，不易

破坏分解，残留时间长。人食用含“瘦肉精”残留的食物，特

别是动物内脏后，就会出现全身肌肉颤抖、头晕、呕吐等中毒

症状。因此，动物性食品的安全问题已成为社会各界极为关

注的食品安全热点。
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