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摘  要 

诺如病毒是导致全球急性胃肠炎爆发的主要原因，不仅对人类健康造成严重威

胁，也给社会带来巨大的经济损失。诺如病毒的快速、准确检测对感染性腹泻的诊

治及随后的预防性控制具有重要意义。在众多基因型中，GII.4 基因型仍占据主导地

位。因此，本论文针对 GII.4 基因型，通过动物免疫制备高质量杂交瘤细胞，利用抗

体基因重组技术制备基因工程抗体，建立双抗体夹心酶联免疫吸附试验（Enzyme 

linked immunosorbent assay，ELISA）检测方法。主要内容如下： 

（1）对诺如病毒 P 蛋白的氨基酸多序列进行比对，结果表明，诺如病毒 P 蛋白

在 GII.4 序列表现出相对的保守性，与 GII.4-ALQ43928-2015 毒株进化关系最近。构

建重组 P 蛋白的真核表达载体，在 293F 细胞中表达。 

（2）以 P 蛋白作为免疫原免疫 BALB/c 小鼠，获得最优效价为 32000 的动物血

清抗体。利用杂交瘤技术，通过间接 ELISA 法和多轮克隆、亚克隆的筛选，获得 12

株能稳定分泌特异性单克隆抗体的杂交瘤细胞株。通过体内诱生法制备腹水，纯化

后利用间接 ELISA 测定亲和力，获得 6 株 EC50值小于 50 ng/mL 的单克隆抗体。进一

步，通过竞争 ELISA 法筛选配对，获得一对表现为明显不竞争关系的抗体 8-F1 和 9-

F8，对其测序，获得抗体可变区的基因序列，并构建抗体真核表达载体，在 293F 细

胞中表达、纯化后获得 2个目标抗体：8-F1抗体，轻链 20~25 kDa，重链 50~55 kDa、

EC50 为 7.375 ng/mL；9-F8 抗体，轻链 20~25 kDa，重链 50~55 kDa、EC50 为 29.98 

ng/mL。 

（3）构建以双基因工程抗体为基础的 ELISA 方法，确定包被抗体（8-F1）和检

测抗体（9-F8）的最佳工作浓度分别为 1000 ng/mL 与 1600 ng/mL，从而建立线性回

归方程 y=0.0266x+0.3075，R2=0.9918。该检测方法空白限（LoB）和检出限（LoD）

分别为 0.24 ng/mL 与 0.33 ng/mL。 

综上所述，通过一系列实验和研究，成功地获得了针对诺如病毒P蛋白的基因工

程抗体，并构建了一种兼具高灵敏度和特异性的 ELISA 检测方法，基本达到体外诊

断领域（In Vitro Diagnostic，IVD）的检测标准。相关工作可为诺如病毒的快速、准

确检测提供指导，为进一步开发并研制诺如病毒快速检测试剂盒提供理论与物质基

础。 
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 ABSTRACT 

Norovirus is the main cause of global outbreaks of acute gastroenteritis, posing a serious 

threat to human health and causing huge economic losses to society. Rapid and accurate 

detection of Norovirus is important for the diagnosis and treatment of infectious diarrhea and 

subsequent preventive control. Among the many genotypes, the GII.4 genotype still 

dominates. Therefore, this paper focuses on the GII.4 genotype, obtains high-quality 

hybridoma cells through animal immunization, prepares genetically engineered antibodies 

using antibody gene recombinant technology, and establishes a double antibody sandwich 

ELISA detection method. The main contents are as follows:  

(1) The amino acid multiple sequences of norovirus P protein were compared. The 

results showed that the norovirus P protein was highly conserved in the GII.4 sequence and 

had the closest evolutionary relationship with the GII.4-ALQ43928-2015 strain. The 

eukaryotic expression vector of recombinant P protein was constructed and expressed in 293F 

cells, and the antigenic concentration of purified P protein was 1.465 mg/mL. 

(2) The P protein was used as an immunogen to immunise BALB/c mouse, and an 

animal serum antibody with an optimal potency of 32,000 was obtained. Using hybridoma 

technology, 12 hybridoma cell lines capable of stably secreting specific monoclonal 

antibodies were obtained by indirect ELISA and multiple rounds of clonal and subclonal 

screening. Ascites was prepared by in vivo induction, purified and affinity was determined 

using indirect ELISA to obtain 6 monoclonal antibody strains with EC50 values less than 50 

ng/mL. Further, a pair of antibodies 8-F1 and 9-F8, which showed obvious non-competitive 

relationship, were obtained by competitive ELISA. The 8-F1 and 9-F8 monoclonal antibodies 

were sequenced to obtain the gene sequences of the variable regions of the antibodies, and 

the eukaryotic expression vectors of the antibodies were constructed, and the 2 target 

antibodies were obtained after expression and purification in 293F cells: the 8-F1 antibody 

has light and heavy chains weighing 20-25 kDa and 50-55 kDa, respectively, with an EC50 

of 7.375 ng/mL. Similarly, the 9-F8 antibody has chains in the same molecular weight, but 

its EC50 is 29.98 ng/mL. 

(3) The ELISA method based on dual genetically engineered antibodies was constructed, 

determining the optimal working concentrations of the capture antibody (8-F1) and detection 

antibody (9-F8) to be 1000 ng/mL and 1600 ng/mL respectively. This resulted in the 

establishment of a linear regression equation y=0.0266x+0.3075, with an R² value of 0.9918. 

The limit of blank (LoB) and limit of detection (LoD) of this detection method are 0.24 ng/mL 

and 0.33 ng/mL respectively. 

In summary, through a series of experiments and research, we have successfully 



 

 

 

obtained genetically engineered antibodies targeting the norovirus P protein and developed 

an ELISA detection method with high sensitivity and specificity, which basically meets the 

detection standards in the field of in vitro diagnostics (IVD). This work provides guidance 

for the rapid and accurate detection of norovirus and lays a theoretical and material 

foundation for the further development and production of rapid detection kits for norovirus. 

 

Key words: Norovirus, P protein, Monoclonal antibody, ELISA  
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1  前  言 

1.1 诺如病毒研究概述 

诺瓦克病毒（Norwalk Virus）最初源自美国俄亥俄州的诺瓦克镇，起源于1968年，

直到1972年，美国科学家利用免疫电镜揭示其结构特征，随后，将发现的一系列诺

瓦克病毒统称为诺如病毒（Norovirus，NoVs）[1,2]。1992年，诺瓦克病毒的全基因组

序列被解析，根据基因组结构和系统发生特征显示，诺瓦克病毒归属于杯状病毒科

（Caliciviridae Family）[3]。为了进一步规范命名，2002年8月，第八届国际病毒命名

委员会统一将诺瓦克样病毒改名为诺如病毒，并将其定为杯状病毒科下的一个独立

属，即诺如病毒属[4]。 

诺如病毒是全球范围内非细菌性胃肠炎的重要病原体之一[5,6]，据研究数据表明，

大约有20%的急性胃肠炎病例由该病毒引起，通常是病毒性胃肠炎爆发的最常见诱因
[7-10]。根据流行病学分析显示，全球每年有6亿诺如病毒感染病例，其中超过20万名5

岁以下儿童因此死亡[11]。诺如病毒具有极高的传染性，即使少至18个病毒颗粒也能

在环境中轻松传播[12]。通过诺如病毒检测，可以及时发现感染者，并采取相应的隔

离措施，从而有效阻断病毒的传播链条，减少疫情扩散的风险。诺如病毒感染途径

包括食用受到诺如病毒污染的鱼、农产品或水，接触遭受污染的表面或物品，接着

将污染的手指放入口中等方式。此外，还存在少见的气溶胶传播途径等[15-17]。大部

分感染诺如病毒的患者通常会出现不同程度的恶心、呕吐、腹泻和腹痛等不适症状，

这种感染状态较为轻微，可以依靠自身免疫力在2~3天内自行康复[18]。然而，对于老

年人和儿童等免疫功能较弱的个体而言，康复时间可能会延长甚至危及生命，这为

社会带来了巨大的负担，也带来了经济上的损失[12,13]。在当前阶段，无论是国内还

是国外，都尚未研发出能够治疗诺如病毒的有效药物或疫苗[19]。这主要是由于诺如

病毒株展现出了广泛的遗传和抗原多样性，这成为发展治疗性或预防性疫苗的一大

障碍[20]。此外，我们还面临着另一个挑战，那就是缺乏能够在体外培养诺如病毒的

模型，这也极大地制约了我们对该病毒的深入研究和治疗策略的开发[21]。 

综上所述，在当前阶段，诺如病毒检测的重要性不容忽视。它是我们应对诺如

病毒感染的重要工具之一，对于控制疫情传播、指导临床治疗以及推动疫苗和药物

的研发都具有重要意义。 

1.2 诺如病毒的分子生物学特征 

1.2.1 诺如病毒基因组结构 

诺如病毒是一种无包膜、单股正链RNA病毒，其大小约为30 nm，该病毒的基因

组全长约7.5~7.7 kb，包含三个开放阅读框（Open Reading Frame，ORF）。其中，

ORF1占据了病毒基因组的2/3，编码一个约180 kDa的前体蛋白。这个前体蛋白在蛋
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白酶NS6的作用下，会分解为六个非结构性蛋白，它们分别是N末端蛋白（p48）、核

苷三磷酸酶（NTPase）、3A样蛋白（p22）、病毒基因组连接蛋白（Viral genome linker 

Protein，VPg）、3C样蛋白酶（3C-like Protease）以及RNA聚合酶（RNA dependent 

RNA polymerase，RdRp）。在病毒复制过程中，这些非结构蛋白起着至关重要的作用。

此外，ORF2编码主要衣壳蛋白（Major Capsid Protein，VP1），其大小为58 kDa，而

ORF3则编码次要衣壳蛋白（Minor Capsid Protein，VP2），大小为29 kDa。这些衣壳

蛋白对于病毒的结构和感染过程至关重要[22,23]。 

 

图1-1 诺如病毒基因组结构图[24] 

Figure 1-1 Genome structure of norovirus 

 

在诺如病毒基因组中，RNA聚合酶区域的序列相对保守，而VP1区域则呈现出

较大的变异性。这种高度的变异使得VP1成为重组和突变最为频繁的区域之一，有助

于病毒适应环境压力并逃逸宿主免疫系统的攻击[25]。主要衣壳蛋白VP1的结构可分

为内部壳（Shell，S）和突出的结构域（Protruding，P），其中，两个P域形成二聚体，

紧密地包绕在S核心周围[26]。P域与S核心之间通过一段包含8个氨基酸的柔性铰链相

连，这种结构使得衣壳蛋白具有一定的灵活性和适应性[27]。P域进一步分为P1子域和

P2子域，其中，P2子域位于衣壳蛋白的最外层，是VP1区域中变异最为显著的部分。

这个区域包含了抗原表位和中和抗体结合位点，能够与组织血型抗原（Histo-Blood 

Group Antigens，HBGAs）结合，并可能在此过程中介导病毒的感染[28]。因此，P2子

域在构成病毒的免疫原性方面扮演着至关重要的角色[29]。抗原表位决定了抗原的特

异性，能够刺激人体产生特异性的抗体[30]。P2子域在病毒表面上的位置并不是固定

的，而是可以根据环境变化通过铰链的摆动在病毒表面上移动，以便更好地感染宿

主组织细胞或受体，该区域上关键氨基酸的分布和改变与诺如病毒的流行有一定的

相关性[31]。次衣壳蛋白VP2是诺如病毒基因组上编码的主要易变蛋白之一，它能够

与主衣壳蛋白VP1相互作用，进而稳定整个衣壳蛋白，同时对病毒RNA聚合酶活性
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和宿主免疫系统抑制也有重要影响[32]。 

1.2.2 诺如病毒基因组分型 

2019年，Chhabra等[33]依据2S标准分型方法，对GenBank收录的诺如病毒VP1区

和聚合酶区序列进行了重新计算和分型。结果显示，诺如病毒VP1区基因组共分为12

组，包括10组明确分类的基因组（G-GⅩ）和2组新暂定基因组（GNA1、GNA2），共

确定了48种基因型及5种新暂定基因型[34]。此外，基于ORF1的聚合酶区（RdRp）基

因组分为10组，其中8组为明确分类的P组（GⅠ.P-GⅩ.P），另有2组为新暂定P组

（GNA1.P、GNA2.P）。这些P组共包含60种确定基因型及16种新暂定基因型[35]。近

年来，由于诺如病毒基因变异的频繁性，且变异主要发生在ORF1和ORF2的连接区

域，因此自2013年起，基于ORF1的RdRp基因（P-Type）和ORF2的VP1基因（Geno-

type）的双基因分型方法被广泛接受并应用于诺如病毒的型别鉴定中[33,36]。这种分型

方法不仅提高了分型的准确性，也为研究诺如病毒的流行病学特征和防控策略提供

了有力工具。 

1.3 诺如病毒流行性特征 

感染人类的诺如病毒基因组主要包括GI、GII、GIV、GVIII和GX，其中GI和GII

基因群是感染人类的主要类型。尤为值得关注的是，GII基因群所引发的急性胃肠炎

病例占据了全球人源诺如病毒病例的75%以上，其具有极高的致病性。在GII基因群

中，GII.4型是最常见的基因型，过去二十多年间，每2~3年便会有新的变异株出现，

这些变异株在全球范围内的人源诺如病毒感染事件中占据主导地位，频繁引发急性

胃肠炎的暴发流行[37,38]。最近，新出现的GII.P17-GII.17基因型也在亚洲某些地区崭

露头角，成为当地的主要流行毒株[39]。这些发现表明，诺如病毒的变异性和流行趋

势值得我们持续关注和深入研究。 

GII.4诺如病毒之所以具有显著优势，与其变异的出现时间紧密相关。自20世纪

80年代以来，已陆续出现了六种主要的GII.4型病毒变异株，它们在全球范围内引发

了大规模爆发，包括GII.4-1995/96 US Grimsby、GII.4-2002/Farmington Hills、Hunter 

2004、Den Haag 2006b、GII.4-2009/New Orleans和GII.4-2012 Sydney。其中，第一次

全球范围内的NoVs暴发与GII.4-1995/96 US Grimsby紧密相关，它迅速在五个大洲流

行开来[40]。随后的第二次大流行始于2002年，正值GII.4-2002/Farmington Hills取代

95/96 US Grimsby成为新的流行株[41]。而第三次大流行则是由GII.4-2004/Hunter引发，

但很快被GII.4-2006a/Yerseke和GII.4-2006b/Den Haag两种新的大流行毒株所取代[42]。

到了2009年，GII.4-2009/New Orleans新毒株的出现与2006年的变异株共同流行了近

三年，直到2012年GII.4-2012 Sydney毒株开始崛起[43]。相比其他基因型，GII.4在人

群中可能具有更高的病毒适应性[44]。生物信息学技术和体外试验均表明，GII.4毒株

拥有较高的突变率和进化速率，特别是其P2亚结构域，这有助于促进抗原多样性毒

株的出现[45]。这种高度的变异性和进化能力使得GII.4病毒能够迅速适应宿主环境，



天津科技大学硕士学位论文 

 

4 

 

从而在全球范围内频繁引发疫情。 

1.4 抗原与抗体 

1.4.1 抗原的类型 

免疫的抗原形式多样，包括天然的蛋白质、合成的多抗原与抗体肽、通过克隆

表达获得的重组蛋白质，以及活的细胞、核酸或碳水化合物等。这些抗原的类型直

接决定了免疫接种所需的剂量和接种途径。本论文利用重组蛋白表达技术，制备具

有免疫原性的重组蛋白。 

1.4.2 抗体的制备 

目前，人工制备特异性抗体主要依赖三大技术：多克隆抗体技术、基于杂交瘤

细胞研发的单克隆抗体技术，以及基因工程抗体技术。这些技术的不断进步与发展，

极大地推动了抗体药物的研发进程，为 IVD 领域带来了更多的可能性。 

（1）多克隆抗体（Polyclonal Antibody，pAb），即由多种抗原表位刺激机体产

生的多种单克隆抗体混合而成的抗体类型，通过使用具有免疫原性的抗原免疫试验

动物来制备的。事实上，我们人体或动物体内自然产生的抗体就是多克隆抗体[46]。

早在 1890 年，Behring 和 Kitasatode 等人[47]便通过免疫实验动物获得抗白喉杆菌外毒

素的多克隆抗体，并成功治愈了一名白喉患者。然而，多克隆抗体因其成分复杂、

质量难以控制等问题，其应用受到了一定的限制。 

（2）1975 年，Kohler 和 Milstein[48]首次成功运用仙台病毒实现了小鼠骨髓瘤细

胞与经绵羊红细胞免疫的小鼠脾细胞的相互融合，进而获得杂交瘤细胞，并据此制

备出单克隆抗体（Monoclonal Antibody，mAb）。杂交瘤技术的发现以及随后开发单

克隆抗体的能力，极大地推动了抗体研究及其在临床领域的发展。单克隆抗体具备

高度的特异性，能够识别并与单一的抗原表位结合，其结合灵敏度极高，能有效阻

断抗原与正常底物或相互作用因子之间的结合，使抗原失活，从而消除或阻止抗原

的功能[49]。因此，单克隆抗体在生物医药和临床诊断治疗等领域得到了广泛应用。 

单克隆抗体是由一个具有分泌抗体能力的 B 细胞与具有无限增殖能力的骨髓瘤

细胞融合而形成的杂交瘤细胞，杂交瘤细胞的产生涉及针对特定抗原表位的 B-淋巴

细胞的获取，这些 B 细胞通常从动物免疫的脾脏中获取[50]。这些杂交瘤细胞在选择

性培养基中进行体外培养，通过筛选不同细胞孔中的抗体，可以筛选出具有所需活

性特异性抗体的阳性孔[51]。获得单克隆抗体的主要步骤包括：① 通过免疫试验动物，

如 BALB/c 鼠、家兔等，获取免疫脾细胞，并与骨髓瘤细胞融合获得杂交瘤细胞；② 

筛选杂交瘤细胞，以获取能够分泌目标抗体的阳性杂交瘤细胞；③ 多轮克隆、亚克

隆后获得单克隆细胞，然后扩大培养，定株保存于液氮；④ 通过体外培养或体内诱

生法生产大量的单克隆抗体。这一系列的步骤确保了单克隆抗体的高效、特异性制

备，为生物医药和临床诊断治疗等领域提供了重要的工具。 

（3）基因工程抗体（Gene Engineered Antibody，GEA），也被称为重组抗体
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（Recombinant Antibody，RA），是通过人为手段对编码抗体的基因进行改造或重新

装配，并使其在适当的受体细胞中表达的抗体分子[52]。其制备原理主要基于基因重

组技术，首先从杂交瘤细胞、免疫脾细胞或外周血淋巴细胞中提取 mRNA，进而逆

转录为 cDNA，通过 PCR 技术，分别扩增抗体的重链和轻链可变区编码基因，随后

在特定的表达系统中表达并折叠成具备功能的抗体分子[53]。这些抗体分子再被转染

至高表达的细胞株中，最终通过亲和层析法进行分离提纯，获得目标抗体。在亲和

层析法中，天然蛋白 protein A/G 作为一种代表性的工具，广泛应用于抗体的分离纯

化过程。它能与抗体分子的结晶区（Fc）特异性结合，不仅简化了纯化步骤，还缩

短了纯化时间[54,55]。目前，基因工程抗体的种类繁多，包括人源化抗体、全人源抗

体、嵌合抗体、双特异性抗体以及单链抗体（ScFv）[56,57]等。这些抗体的生产依赖

于成熟的基因工程技术，使得抗体的改造、生产流程的规范化和大规模标准化生产

成为可能。 

1.4.3 抗体的结构 

抗体，也称为免疫球蛋白（Immunoglobulins，Igs），它们在适应性免疫反应中发

挥着至关重要的作用。抗体是由 B 细胞产生的异二聚体糖蛋白，具有识别和中和多

种抗原的能力。这种多样性的抗体反应是通过一组基因的重组和体细胞超突变

（SHM）来实现的。基因的重组允许 B 细胞产生大量不同的抗体，而 SHM 则进一步

增加了抗体的多样性，使其能够更精确地识别和结合各种抗原[58,59]。 

在哺乳动物体内，抗体的基本结构独特，由呈“Y”形的两条相同重链和两条相

同轻链构成。轻链分为kappa(κ)或 lambda(λ)型，而重链则包括α、δ、ɛ、γ或μ亚型。

基于重链恒定结构域的序列和长度差异，抗体被划分为 IgA、IgD、IgE、IgG 和 IgM

五种类型。每种抗体在免疫过程中展现其独特的结构和功能。特别是 IgG，因其在人

血清中的高含量、对免疫反应的关键作用及卓越的特异性，成为免疫治疗中的主导

类型。 

在 IgG 类别中，每个重链包含三个恒定结构域（CH1、CH2 和 CH3）以及一个

可变结构域（VH），而轻链则由单个恒定结构域（CL）和一个可变结构域（VL）

（图 1-2a）组成[60]。抗原结合片段（Fab）主要由位于抗体 N 末端的可变结构域，以

及 CL 和 CH1 区域（图 1-2b）构成。这些结构域间的二硫键和高度保守的域内键共

同维持抗体的稳定。可变结构域通过三个关键的高变区，即互补决定区（CDR），赋

予抗体对抗原的特异性和亲和力[61]。轻链和重链的 CDR 区共同形成了六个高变区结

构（H1、H2、H3、L1、L2和 L3），这些结构域周围有四个相对保守的 β-折叠链，作

为支撑 CDR 环的框架。另一方面，Fc 仅由恒定结构域 CH2 与 CH3 组成，其决定了

抗体的抗原结合特异性，并通过抗体依赖性细胞毒性（ADCC）、补体依赖性细胞毒

性（CDC）以及抗体依赖的细胞吞噬作用（ADCP）在介导抗体效应子功能中发挥主

要作用，其重链亚型决定了抗体的种类[62,63]。 
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ScFv 仅包含可变区，其中一部分来自重链（VH），另一部分来自轻链（VL）。

这两个可变区通过灵活的 Gly-Ser 连接在一起。值得注意的是，骆驼和鲨鱼的免疫球

蛋白具有独特的特点，它们仅由重链组成，并不呈现轻链。这些特殊的免疫球蛋白

通过单独的 V 结构域与它们的靶标结合。特别是骆驼科动物，它们的重链抗体由一

个可变结构域（VHH）和两个恒定结构域（CH）组成的同二聚体构成。而鲨鱼的新

抗原受体抗体（IgNar）则由一个可变结构域（V-NAR）和五个恒定结构域（CH）组

成[64]。这些特殊的抗体结构使得它们在免疫系统中具有独特的识别和结合能力。 

 

图 1-2 （a）IgG 抗体的示意图；（b）不同抗体片段示意图
[64] 

Figure 1-2 (a) A schematic representation of IgG antibody; (b) A schematic representation of different 

antibody fragments 

1.5 感染诺如病毒后的免疫应答 

免疫应答是免疫系统的重要组成部分，它包括先天性免疫应答与适应性免疫应

答，在人感染诺如病毒后，这两种免疫应答都会迅速产生免疫反应，以抵抗病毒的

侵袭作用[65]。适应性免疫应答包括细胞免疫和体液免疫，在体液免疫方面，当人感

染诺如病毒后，体内的 IgA、IgG 和 IgM 抗体水平会相应提升[66]。诺如病毒感染后，

体内抗体的水平会发生变化。具体来说，感染初期，IgA 抗体是最早出现的，通常在

感染后第 5 天，血清中的 IgA抗体水平会显著上升。而在感染后的第 2 天，唾液中的

IgA 抗体水平也会显著增加。相比之下，IgG 抗体的产生则稍晚一些。IgG 抗体通常

在感染后的第 7 天开始产生，并逐渐在血清中积累。到感染后的第 14 天，几乎所有

感染个体都会产生血清 IgG 免疫应答[67]。 

研究表明，诺如病毒特异性血清抗体 IgG 与诺如病毒衍生的病毒样颗粒（virus-

like particle，VLP）结合，并阻断 VLP 与宿主细胞附着因子/受体、HBGA 的结合[68]。

尽管部分抗体能够预防相同或相关毒株的再次感染，但考虑到交叉反应模式和基因

组的多样性，单个诺如病毒感染所产生的保护效果可能无法覆盖整个基因群，特别

是 GII 型。因此，在成人血清中发现预先存在的基因特异性 IgG 抗体，但这些抗体对

诺如病毒感染并不具备保护作用[69]。 

相反，有研究表明，唾液中存在的针对诺如病毒的特异性 IgA以及针对诺如病毒
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的特异性记忆 IgG 细胞与预防胃肠炎的发生有关[70]。这些 IgG 记忆 B 细胞在感染后

的 180 天内仍持续存在，暗示它们可能具有长期的潜在保护作用[71]。据报道，感染

某一特定基因型后的几周内，再次使用相同基因型的毒株攻击通常不会导致感染，

但在 2~6年后再次攻击时，可能会引发新的感染[72-74]。诺如病毒的易感性因个体和基

因型而异，这种获得性免疫的交叉保护的持续时间和程度尚不清楚。因此，目前对

于诺如病毒感染保护作用的持续时间尚无确切定论[75]。抗体应答在 IVD 领域具有广

泛的应用价值。例如，在免疫学检测中，可利用抗原抗体反应的特异性可以检测出

生物样本中的特定抗原或抗体，实现对疾病的诊断、病情监测和预后评估。 

1.6 诺如病毒的检测 

诺如病毒传播力强，在特效药和疫苗缺乏的情况下，迅速且准确的检测和诊断

对于控制其传播至关重要。尽管在人 B 细胞和肠上皮细胞中培养诺如病毒的试验已

有进展，但尚未开发出适用于临床检测的体外培养方法[74,76]。因此，目前主要依赖

电镜检测、免疫学检测和分子生物学检测等手段来检测诺如病毒[77]。此外，基因芯

片和生物传感器技术虽然近年来有所发展，但仍面临诸多挑战，需要进一步深入研

究。 

1.6.1 电镜方法 

电镜法包括直接电镜法（EM）和免疫电镜法（IEM），它可以直接观察到病毒的

形态学特征，在20世纪90年代之前，一直是诺如病毒的主要检测手段。我国最早由

方肇寅等[78]通过直接电镜观察到了诺如病毒颗粒。但是使用电子显微镜的方法检测

诺如病毒，对粪便样本中的病毒载量有一定要求，而且灵敏度较低，设备费用较高，

操作复杂，因此不适合作为临床诊断诺如病感染的常规方法。 

1.6.2 分子生物学方法 

1990 年，通过克隆和测序技术，首条诺如病毒基因组序列被成功获取[79]。随后，

基于诺如病毒基因组的分子生物学检测方法逐渐崭露头角，逐步取代了传统的电子

显微镜检测方法，成为诺如病毒检测的主流手段。随着核酸检测技术的不断进步，

尤其是聚合酶链式反应（RT-PCR）和实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）技术的广泛应

用，该方法已成为诺如病毒检测的“金标准”[80]，这为病毒检测提供了一种更为准确、

高效的方法。 

PCR 技术，尽管已在诺如病毒检测中得到广泛应用，但仍受限于较长的反应时

间、对专业 PCR 实验室的需求以及对昂贵 PCR 扩增仪的依赖。这些因素限制了其在

基层实验室或疫情现场等设备不足环境下的应用。然而，随着科学技术的进步，依

赖核酸序列的扩增技术（Nuclear Acid Sequence-Based Amplification，NASBA）、环介

导等温核酸扩增技术（Loop-Mediated Isothermal Amplification，LAMP）以及重组聚

合酶扩增技术（Recombinase Polymerase Amplification，RPA）等新型检测方法在

PCR 技术的基础上取得了显著进展。这些新技术有望克服传统 PCR 技术的局限，为
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诺如病毒的快速、准确检测提供新的解决方案。宋克云等[81]采用 RT-LAMP 法进行样

品检测，并与 RT-PCR 法进行了对比分析,研究结果显示，RT-LAMP 法与 RT-PCR 法

的特异性符合率高达 100%，且两种方法对诺如病毒 GII型的检出限均为 15.6 pg/管。

这一发现表明，LAMP 法作为一种新型检测技术，具有快速且准确的特性。此外，

随着科技的不断进步，基于基因测序技术、基因芯片技术以及 CRISPR 分子检测技术

等新型检测方法也相继涌现。Lei Duan[82]等基于 CRISPR/Cas13a 与 RPA 技术开发了

一种快速高效的 GII.4 诺如病毒等温检测方法，不仅能够显著提高检测的灵敏度和特

异性，还能实现对 GⅡ.4 型诺如病毒的有效检测。 

另外，在市场上，已有多个品牌的诺如病毒核酸检测试剂盒得到广泛应用，如

广州达安基因股份有限公司、湖北朗德医疗科技有限公司以及上海伯杰医疗科技股

份有限公司生产的 PCR-荧光探针法试剂盒。这些试剂盒利用先进的荧光 PCR 技术，

能够实现对诺如病毒的快速、准确检测，为疫情防控和临床诊断提供了有力支持。 

1.6.3 免疫学方法 

免疫分析方法是以抗原与抗体间的特异性反应为核心机制，旨在实现特定抗原

或 抗 体 的 精 准 检 测 。 主 要 包 括 免 疫 吸 附 血 凝 试 验 （Immune Adherence 

Hemagglutination Assay，IAHA）、放射免疫测定法（Radioimmunoassay，RIA）、免

疫层析技术（Immuno-Chromatography，ICG）、生物传感器（Biosensors）、酶联免疫

吸附测定等这些免疫学方法已成为多个领域普遍使用的免疫学检测技术[83]。 

1.6.3.1 免疫吸附血凝试验（IAHA） 

在 1966 年，IAHA 成功地应用于测量某些动物病毒（如单纯疱疹病毒、猿猴病

毒 40、腺病毒和肠道病毒）及其抗体的检测[84]。此后，这一方法经过深入研究，逐

渐扩展至其他病毒及其抗体反应的检测。例如，Kapikian等人[85]利用 IAHA试验，通

过采用来自粪便的纯化病毒作为抗原，成功检测了急性流行性非细菌性胃肠炎的诺

瓦克病毒抗体。大约到了 20 世纪 70 年代末，IAHA 检测开始逐渐取代 EM 和 IEM 在

临床样本中对诺如病毒的检测。IAHA 利用人红细胞与抗原-抗体复合物的凝集作用

来研究人类诺如病毒（HuNoVs）的血清阳性率，这种方法不仅快速、简单、便宜，

而且具有一定的灵敏度和特异性。然而，IAHA 也存在一些局限性。首先，它不能有

效区分免疫球蛋白的亚类，这在一定程度上影响了检测结果的精确性。其次，病毒

凝集红细胞的问题也阻碍了其更广泛的应用[83]。此外，由于该方法不适合直接检测

粪便样本中的诺如病毒，因此在某些情况下，可能需要结合其他检测方法以获得更

准确的诊断结果[86]。 

1.6.3.2 放射免疫测定法（RIA） 

RIA是一种基于抗原与抗体间特异性反应的高灵敏度检测技术，其核心在于利用

未标记抗体（或抗原）与放射性同位素（如 125I）标记的相应抗体（或抗原）之间的

竞争性结合来检测病毒抗原（或抗体）。这一方法通常以微孔板的形式进行，能够实
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现对病毒抗原或抗体的精准定量。在病毒学领域，RIA 的应用尤为广泛。1978 年，

Greenberg 等[87]便成功运用微量滴定固相 RIA 技术检测了 Norwalk Virus（来自粪便样

本）及其抗体，其灵敏度显著优于传统的 IAHA测定方法。具体来说，在检测粪便样

品中的诺如病毒抗原时，研究者们从诺如病毒感染患者的康复期血清中纯化出 IgG抗

体，并进行放射性标记。随后，这些放射性标记的 IgG 与未标记的 IgG 一同加入样

本，与诺如病毒抗原发生竞争性结合。当放射性信号降低 50%或更多时，即可证明

样本中存在诺如病毒抗原。相较于 IAHA，RIA 在检测诺如病毒抗体方面展现出更高

的灵敏度，通常高出 10~200 倍，且所需抗原量大幅减少[88]。然而，值得注意的是，

尽管 RIA 具有诸多优势，但也有研究发现，在某些情况下，RIA 可能无法检测到某

些诺如病毒株系[89]。这可能与病毒的变异、抗体的特异性以及实验条件等多种因素

有关。此外，无论是 IAHA还是 RIA，它们在实际应用中均受到一定限制。这两种方

法均依赖于人类志愿者提供的材料，这在一定程度上限制了它们的应用范围。 

1.6.3.3 免疫层析技术（ICG） 

ICG通过将特异性抗原或抗体固定在层析膜表面，利用液体介质的毛细作用，实

现对待测物的快速检测。胶体金作为标记物，在免疫层析中发挥着重要作用，其简

便、高效的特点使得该技术成为病毒检测的优选方案之一。虽然胶体金层析技术无

法精确测定病毒载量，但其快速检测病毒感染的能力仍具有显著价值。此外，该技

术操作简单，结果直观，无需复杂设备辅助，使得其在基层医疗机构和现场检测中

具有广泛的应用前景。 

国外产品ICG试剂盒，包括Ridaquick和SD Bioline等两种常用的试剂盒，性能差

异很大，具体而言，其灵敏度范围分别为17.0~83.0%和23.0~92.0%，特异性范围分别

为87.5~100.0%和99.7~100%[90]。相比之下，国内诺如病毒试剂盒研究处于起步阶段，

如北京新兴四寰生物技术有限公司的诺如病毒核酸检测试剂盒（胶体金法）、北京英

诺特生物技术有限公司A群轮状病毒、腺病毒、诺如病毒抗原检测试剂盒（乳胶层析

法）等，已在国内完成注册，这些试剂盒均通过对患者粪便样本中诺如病毒RNA进

行定性检测，但缺乏相关的灵敏度和特异性数据，仍需进一步验证。 

1.6.3.4 生物传感器 

生物传感器是根据抗原与抗体之间的特异性互补结构制定特定的传感器，检测

技术首先在生物感受器表面进行抗原与抗体的特异性结合反应，而后进行信号的转

化过程，即对抗原与抗体特异性结合产生的光信号或电信号进行实时监测，以此实

现对待测物中特定抗原或抗体进行定量或半定量的分析。根据使用的信号，生物传

感器主要分为光学、电化学、压电、热、磁和微机械生物传感器[91]。 

基于光学的生物传感器包括表面增强拉曼散射（Surface Enhanced Raman 

Scattering，SERS）和表面等离子体共振（Surface Plasmon Resonance，SPR）等。该

项检测技术由于具备的高效便捷性、高灵敏度、高特异性以及检测所需样品量较少
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等优势逐渐在病原微生物检测领域中受到青睐。通过监测抗原与抗体结合后产生的

光信号变化，光学生物传感器能够实现对病原体的快速、准确检测，为疾病的早期

诊断和防控提供了有力支持。此外，电化学生物传感器也以其独特的优势在病原微

生物检测中发挥着重要作用。通过电极将生物敏感物质固定，并实时监测生物反应

过程中的电信号变化，电化学生物传感器能够实现对病原体的高灵敏度检测。然而，

尽管生物传感器在病原微生物检测中取得了显著进展，但仍存在一些挑战和问题需

要解决。 

1.6.3.5 酶联免疫吸附技术（ELISA） 

ELISA是一种高效且经济的检测方法，广泛应用于病毒抗体或抗原的筛查中。该

技术通过将特异性抗原或抗体固定在酶标板上，随后加入待检样本及底物进行孵育，

最终通过酶标仪在特定波长下的显色反应进行测读，从而实现对病毒抗体或抗原的

准确检测。ELISA技术具有显著优势，具有特异性强、灵敏度高、诊断迅速以及经济

实用等特点，因此成为当前广泛应用的检测方法之一。在诺如病毒的检测中，ELISA

作为辅助检测技术，已成功应用于实际场景中，为病毒的快速筛查和诊断提供了有

力支持。综上，酶联免疫吸附技术凭借其出色的性能和应用广泛性，在病原微生物

检测领域发挥着重要作用，并为疫情防控和医学诊断提供了重要的技术手段。1992

年，Jiang[92]等成功利用重组杆状病毒表达了诺如病毒衣壳蛋白，并基于此建立了快

速、灵敏且经济的诺如病毒酶联免疫检测方法。然而，这种方法具有显著的局限性，

即其免疫反应的病毒型别特异性过强，这在一定程度上限制了其在实际应用中的广

泛性和通用性。 

目前市面上已有多种用于检测诺如病毒的商品化试剂盒，然而，根据以往的研

究，使用ELISA方法检测诺如病毒时存在灵敏度较低的缺点。因此，在实际应用中，

ELISA方法通常仅作为辅助手段，而不是主要的检测方法。为了确保检测结果的准确

性，应当适度使用ELISA，并结合分子生物学或病原学诊断技术进行综合分析。值得

一提的是，近年来，通过利用具有特定靶标功能的单克隆抗体技术来构建ELISA检测

方法，其特异性和灵敏度得到了一定的提高。这种改进后的ELISA方法不仅操作简便，

而且具有一定的应用范围，为诺如病毒的检测提供了新的可能性和选择[93]。快速检

测盒的出现，标志着着诺如病毒检测技术取得了重大进展，它使得诺如病毒的检测

不再局限于专业的大型实验室，而是能够实现快速且准确的现场检测。这一创新显

著降低了诺如病毒的检测成本，提高了检测效率[94]。尽管国外已有多种商品化试剂

盒用于诺如病毒的检测，如英国的IDEIA、德国的RIDASCREEN以及日本的

SRSV(Ⅱ)‐AD等，但这些试剂盒在灵敏度和特异度方面仍有待提升。研究显示，它们

的灵敏度波动在36~80%，而特异度则在47~100%，这样的结果并不理想[95]。即便是

经过美国FDA认证的RIDASCREEN诺如病毒第三代ELISA试剂盒，在实际应用中也

未能得到广泛的采纳和使用。因此，尽管商品化试剂盒为诺如病毒的检测提供了一

定的便利，但其性能上的不足仍限制了其在实际应用中的推广和普及。未来，我们
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仍需努力改进和提高诺如病毒检测技术的灵敏度和特异度，以满足实际检测需求。 

1.7 本课题研究的内容与意义 

本课题旨在利用哺乳细胞系统表达诺如病毒P蛋白，通过免疫动物制备特异性单

克隆抗体。在此基础上，建立一种用于检测诺如病毒的双抗夹心ELISA方法，为研制

适用于诺如病毒疫情暴发现场的快速检测试剂盒奠定技术基础。通过这一研究，能

够快速识别出潜在的诺如病毒感染者，从而为诺如病毒的防控提供有力的技术支持。 

主要研究内容包括： 

（1）通过生物信息学分析，揭示诺如病毒不同序列之间的保守性和差异性，并

构建氨基酸序列进化树，分析序列间的进化关系。我们成功构建诺如病毒P蛋白的克

隆表达载体，获得了具有高免疫原性的病毒衣壳P蛋白。 

（2）将诺如病毒P蛋白作为免疫原，免疫BLAB/c小鼠后，利用杂交瘤技术制备

单克隆抗体并结合间接ELISA、竞争ELISA等技术筛选，最终获得了两株符合要求的

杂交瘤细胞株。然后对该杂交瘤细胞株进行测序，获得抗体可变区的基因序列，构

建了单克隆抗体全长基因的表达载体，最终获得稳定的目标抗体IgG。 

（3）综上，对筛选出的抗体进行工作浓度等参数的优化，建立双抗夹心ELISA

检测体系。然后对该方法的空白限（LoB）和检出限（LoD）进行了严格的评估，以

确保方法的可靠性和稳定性。 

1.8 本课题研究的主要技术路线 

本研究的主要技术路线图如下（图 1-3）： 

 

 

图 1-3 课题主要技术研究路线图 

Figure 1-3 Main technology research roadmap of the subject 
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2  材料与方法 

2.1 试验材料与仪器 

2.1.1 毒株样本及载体来源 

诺如病毒核酸样本（GII.4 型）由丹娜（天津）生物科技有限公司赠送，该核酸

样本保存并储存在-80℃冰箱中。pCDNA3.4 通用载体、293F 细胞由本实验室保存。 

2.1.2 试验动物来源 

SPF 级雌性 BALB/c 小鼠，购自于北京维通利华实验动物技术有限公司，本实验

遵循《实验动物保护条例》，在实验动物房中饲养并观察 1 周，确认健康后用于免疫。

骨髓瘤细胞（SP2/0）由本实验室保存。 

2.1.3 主要试剂和材料 

表 2-1 实验主要试剂和材料 

Table 2-1 The experimental main reagents and materials 

名称 纯度 生产厂家 

酵母粉 分析纯 OXOID 公司 

蛋白胨 分析纯 OXOID 公司 

琼脂粉 分析纯 北京索莱宝生物科技有限公司 

氨苄青霉素钠 分析纯 北京索莱宝生物科技有限公司 

琼脂糖 分析纯 上海翊圣生物科技有限公司 

无内毒素质粒大提试剂盒 生化试剂 天根生化科技（北京）有限公司 

OMEGA 凝胶回收试剂盒 生物试剂 OMEGA 公司 

DNA Marker 生化试剂 南京诺唯赞生物科技有限公司 

彩色预染蛋白 Marker 生化试剂 北京康润诚业生物科技有限公司 

Gly 分析纯 北京索莱宝生物科技有限公司 

Tris 分析纯 北京索莱宝生物科技有限公司 

D-生物素 生物级 北京索莱宝生物科技有限公司 

盐酸 分析纯 天津市康科德科技有限公司 

硫酸 分析纯 天津市康科德科技有限公司 

TRIzol 生物级 上海碧云天生物有限公司 

DMSO 生物级 北京索莱宝生物科技有限公司 

Transpro CD 01 培养基 生物级 上海多宁生物科技股份有限公司 

Transpro feed 1 培养基 生物级 上海多宁生物科技股份有限公司 

PEI40000 生物级 翌圣生物科技股份有限公司 

谷氨酰胺 生物级 北京索莱宝生物科技有限公司 

双抗（青链霉素混合液 100 ×） 生物级 北京索莱宝生物科技有限公司 

RPMI-1640 培养基 生物级 Sigma 公司 

HT 培养基补充物 50 × 生物级 Sigma 公司 
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表 2-1（续） 

 

2.1.4 主要仪器和设备 

表 2-2 实验仪器及基本信息表 

Table 2-2 The experimental instruments and basic information sheet 

仪器 公司 

磁力搅拌器 上海力辰邦西仪器有限公司 

台式高速冷冻离心机 湖南湘仪离心机有限公司 

恒温金属浴 丹娜（天津）生物科技股份有限公司 

天平（万分之一） 日本岛津公司 

二氧化碳培养箱 上海知楚仪器有限公司 

生物安全柜 海尔生物医疗 

水浴锅 天津欧诺仪器仪表有限公司 

灭菌锅 江阴滨江医疗设备有限公司 

 

名称 纯度 生产厂家 

HAT 培养基补充物 50 × 生物级 Sigma 公司 

protein G 生物级 天地人和生物科技有限公司 

STarm Streptactin Beads 4FF 生物级 天地人和生物科技有限公司 

NaCl 分析纯 Aladdin 公司 

Na2HPO4.12H2O 分析纯 Aladdin 公司 

胎牛血清 生物级 Sigma 公司 

新生牛血清 生物级 四季青 

Hybridoma Feeder 添加因子 生物级 北京博奥龙免疫技术有限公司 

腹水专用佐剂 生物级 北京博奥龙科技有限公司 

无水乙醇 分析纯 天津市康科德科技有限公司 

弗氏完全佐剂 分析纯 北京浩赛科技有限公司 

弗氏不完全佐剂 分析纯 北京浩赛科技有限公司 

KCl 分析纯 Aladdin 公司 

KH2PO4 分析纯 Aladdin 公司 

NaH2PO4∙2H2O 分析纯 Aladdin 公司 

BSA 生物级 北京索莱宝生物科技有限公司 

HRP 标记羊抗鼠 IgG 分析纯 北京索莱宝生物科技有限公司 

胎牛血清 生物级 浙江天杭生物科技有限公司 

四甲基联苯胺（TMB） 分析纯 北京索莱宝生物科技有限公司 

SDS-PAGE 凝胶试剂盒 

考马斯亮蓝 R-250 

分析纯 

分析纯 

北京索莱宝生物科技有限公司 

北京索莱宝生物科技有限公司 

生物素 生物级 北京索莱宝生物科技有限公司 

辣根过氧化物酶标记试剂盒 生化试剂 湖州英创生物科技有限公司 
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表 2-2（续） 

仪器 公司 

圆周振荡器 尚科/天津英爱商贸有限公司 

Molecular Devices 酶标仪 美谷分子仪器（上海）有限公司 

HBS-1101 酶标分析仪 南京德铁生物科技有限公司 

电热恒温培养箱 上海一恒科学仪器有限公司 

电泳槽 北京六一生物科技有限公司 

DYY-12 电泳仪 北京六一生物科技有限公司 

Bio-Rad 凝胶成像仪 美国 Bio-Rad 公司 

细胞计数仪 艾力特生命科学有限公司 

全自动凝胶成像系统 广州光仪生物科技有限公司 

超微量紫外分光光度计 普睿博仪器（杭州）有限公司 

倒置生物显微镜 舜宇光学科技（集团）有限公司 

pH 计 上海仪电科学仪器股份有限公司 

 

2.1.5 主要溶液配制 

（1）LB 液体培养基：蛋白胨 10 g，酵母粉 5 g，NaCl 10 g，800 mL 蒸馏水溶解

后，蒸馏水定容至 1000 mL，121°C 高压灭菌 20 min。 

（2）固体培养基：向 LB 液体的培养基内加入 2%（w/v）的琼脂粉即可。 

（3）平衡缓冲液（0.01 M PB+0.15 M NaCl）：准确称取 1.1856 g NaH2PO4∙2H2O，

4.4392 g Na2HPO4∙12H2O，8.775 g NaCl，用 800 mL 蒸馏水溶解，定容至 1 L，pH=7.0。 

（4）PBS 缓冲液：准确称取 8 g NaCl，0.2 g KCl，3.58 g Na2HPO4∙12H2O，0.27 

g KH2PO4，用 800 mL 蒸馏水溶解，定容至 1 L，pH 调至 7.4。 

（5）洗脱液（0.1 M Gly-HCl）：准确称取 7.507 g Gly，用 800 mL 蒸馏水溶解，

用 HCl 调 pH 至 3.0，并定容至 1 L。 

（6）洗脱液（生物素）：平衡液中加入 5 mM D-生物素。 

（7）中和液（1 M Tris-HCl）：准确称取 Tris 121.14 g，用 800 mL 蒸馏水溶解，

用浓 HCl 调 pH 至 8.5，并定容至 1 L。以上用到的缓冲液均使用 0.22 μm 滤膜过滤。 

（8）PBST 缓冲液：PBS 添加 Tween 20 至终浓度为 0.05%。 

（9）封闭液：PBS+2% BSA+2%新生牛血清，现用现配。 

（10）抗体稀释液：PBST+1% BSA，稀释一抗与二抗。 

（11）Transpro CD 01 培养基：1 L 培养基中加入 6%（v/v）谷氨酰胺，混匀备

用。 

（12）RPMI-1640 完全培养基：1640 基础培养液，850 mL，胎牛血清（FBS），

150 mL，1%双抗（青霉素链霉素），混匀备用。 

（13）HAT 培养基：在 RPMI-1640 完全培养基中加入 10%（v/v）的 Hybridoma 
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添加因子和 2% HAT，定容至 200 mL。 

（14）HT培养基：在 RPMI-1640完全培养基中加入 10%（v/v）的 Hybridoma 添

加因子和 2% HT，定容至 200 mL。 

2.2 实验方法  

2.2.1 诺如病毒 P 蛋白生物信息学分析 

2.2.1.1 诺如病毒 P 蛋白氨基酸多序列比对 

本部分内容为探究 P 片段氨基酸序列的保守位点，GII.4 是当前诺如病毒的流行

毒株，因此本序列比对研究重点在 GII.4 序列上，此外，为更好完成序列保守位点分

析，故将感染人的其它毒株 GI 型和 GII 型毒株也纳入比对范围之内。第一组以提供

的样本（GII.4型）为模板，将送测结果上传到 NCBI（https://www.ncbi.nlm.nih.gov）

网站进行 BLAST 比对，搜索该片段基因的同源序列，然后从 Genbank 数据库下载诺

如病毒 GII.4 型流行毒株序列 17 条，在 MEGA-X 生物分析软件中采用 ClustalW 方法

进行氨基酸序列比对，下载相应氨基酸序列 FASTA 格式，探究各序列的保守位点。

第二组序列比对，通过 NCBI 网站数据库搜索不同国家和地区具有代表性的 GII 型序

列 9 条，GI 型 7 条，比对方式同第一组相同。 

2.2.1.2 氨基酸序列进化树 

在 2.2.1.1 中，我们已完成多重序列比对，并将 MEGA 文件作为输入，选用

MEGA-X 中的 PHYLOGENY 模块进行后续分析。在构建系统发育树时，采用了

Neighbor-Joining 方法。完成建树后，为确保进化树中每个分支的可信度，我们设定

自展值 Bootstrap 为 1000 进行检验。自展值的大小直接反映了分支的可信度，数值越

大，表示可信度越高。 

2.2.2 重组诺如病毒 P 蛋白表达载体的构建 

2.2.2.1 实验引物 

实验中用到的引物如下： 

表 2-3 引物序列 

Table 2-3 Primer Sequences 

 

2.2.2.2 cDNA 的合成 

按下表配制反转录体系，配置好后，用移液器轻吹吸混合均匀，至于离心机上

引物 引物序列（5’-3’） 

NoV-F ATGAGACCCAAGCTGAATTCATGTCAAGAACTAAACCATTCA 

NoV-R GCGTAGACGTGCATTATCTAGATAAACCCGCTG 

CMV-F 5'-CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG-3' 

CMV-R 5'-GTTCACGGTGCCCTCC-3' 
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瞬时离心，然后置于 PCR 仪上合成 cDNA。反应条件为 42°C 10 min（孵育反应），

85°C 5 s（反应失活），反应结束后将生成的 cDNA 作为模板用于扩增。 

表 2-4 反转录体系 

Table 2-4 Reverse transcription system 

 

2.2.2.3 获取目的基因片段  

根据基因序列设计上下游引物并以病毒基因组的 cDNA 为模板扩增，引物由安

升达（天津）生物科技有限公司合成，在上下游引物并在上、下游引物两端分别加

入 EcoRI 和 XbaI 酶切位点（下划线部分）和合适保护碱基。 

表 2-5 PCR 扩增体系 

Table 2-5 PCR amplification system 

 

2.2.2.4 切胶回收 

1%凝胶电泳 DNA 目的片段使用 OMEGA 公司胶回收试剂盒回收，具体步骤如

下： 

（1）称取 EP 管内凝胶块的重量，按照 100 mg=100 μL 体积计算，加入 3 倍体的

名称 体积 μL 

0.1M DTT 1 

Rnase out 1 

Random Hexamers（50 μM） 6 

SuperScript IV Reverse Transcriptase 3 

RNase Free ddH2O 11 

dNTPS 4 

Template RNA 10 

10×buffer 4 

总体系 40 

名称 体积 μL 

cDNA 模板 5 

10×buffer 5 

MgCl2 1 

NoV-F 1 

NoV-F 1 

dNTP 1 

Hotter Tag Plus（Qiagen） 0.4 

ddH2O 35.6 

总体系 50 
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XP2 Binding Buffer 溶解液，55°C 水浴 10 min，让凝胶块完全溶解，水浴期间，多次

振荡混匀加速溶胶。  

（2）瞬时离心收集管壁上的液滴，然后将溶胶液转移至套有收集管的吸附柱中，

12000 rpm，离心１min，弃掉滤液。 

（3）加入 700 μL 的洗涤缓冲液 SPW Buffer 至吸附柱中，12000 rpm，离心１min，

弃掉滤液。重复一次，提高回收 DNA 纯度。 

（4）把柱子套回收集管中，12000 rpm，空转 5 min，开盖在烘箱中静置 10 min，

待吸附膜干掉。 

（5）将吸附柱放到一个新的收集管中，在吸附膜中间加入已预热适量的 ddH2O, 

室温静置 2 min，12000 rpm离心 5 min，收集纯化后的产物测定浓度，取少量进行 1%

琼脂糖凝胶电泳，其余置于-20℃冰箱中保存。 

2.2.2.5 质粒提取 

（1）大肠杆菌的培养 

从-80℃冰箱中取出保存的 pCDNA3.4 载体的 E. coli DH5α，在 LB 固体培养基平

板上三区划线，将平板倒置于 37℃培养箱中培养 12~18 h，挑取单菌落于 LB 液体培

养基，在 37℃，180 rpm 摇床中培养 12~18 h。 

（2）质粒采用天根生化科技（北京）有限公司无内毒素质粒大提试剂盒，具体

操作如下： 

① 柱平衡：首先，将吸附柱 CP6 放入收集管中，并加入 2.5 mL 的平衡液 BL。

随后，以 8000 rpm 离心 2 min。倒掉废液后，将吸附柱重新放回收集管中。 

② 收集菌体：取 100 mL 过夜培养的菌液，放入离心管中，以 8000 rpm 离心 3 

min。尽量吸除上清液，若菌液较多，可通过多次离心将菌体收集到一个离心管中。 

③ 悬浮菌体：向含有菌体沉淀的离心管中加入 8 mL已加入RNase A的溶液 P1。

使用移液器或涡旋振荡器彻底悬浮细菌沉淀。 

④ 裂解菌体：向离心管中加入 8 mL 溶液 P2，轻轻地上下翻转 6~8 次，确保菌

体充分裂解，室温放置 5 min。 

⑤ 中和并沉淀：再加入 8 mL溶液 P4，立即轻轻地上下翻转 6~8次，充分混匀，

此时将出现白色絮状沉淀。室温放置 10 min。然后，以 8000 rpm 离心 10 min。 

⑥ 转移上清液：将全部溶液小心倒入过滤器 CS1 中，慢慢推动推柄过滤，滤液

收集在干净的离心管中。 

⑦ 向滤液中加入 0.3 倍体积的异丙醇，上下颠倒后转移到套有收集管的吸附柱

CP6 中。8000 rpm 离心 2 min，倒掉收集管中废液，将吸附柱 CP6 重新放回收集管中。 

⑧ 漂洗：向吸附柱 CP6 中加入 10 mL 已加入无水乙醇的漂洗液 PW，以 8000 

rpm 离心 2 min，倒掉废液。重复此步骤一次。 

⑨ 去除残余漂洗液：将吸附柱放回收集管中，向吸附柱 CP6 中加入 3 mL 无水

乙醇，以 8000 rpm 离心 2 min。 
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⑩ 洗脱：将吸附柱置于一个干净的离心管中，向吸附膜的中间部位滴加 1 mL洗

脱缓冲液 TB。室温静置 5 min 后，以 8000 rpm 离心 2 min，将质粒溶液收集到离心

管中，超微量分光光度计测定浓度，保存-20℃。 

2.2.2.6 质粒的酶切 

用快速限制性内切酶 EcoRI 和 XbaI 双酶切，于薄壁 PCR 管中混匀，置于 37°C 

PCR仪中酶切反应 30 min，获得线性化的克隆表达载体 pCDNA3.4，对酶切产物采用

OMEGA 公司胶回收试剂盒纯化回收，具体步骤同 2.2.2.4。 

表 2-6 质粒酶切体系  

Table 2-6 Plasmid enzyme digestion system 

 

2.2.2.7 目的片段与载体 pCDNA3.4 的连接 

使用 ClonExpress MultiS One Step Cloning Kit 将目的片段连接到载体，步骤如下： 

ClonExpress MultiS 重组反应体系中克隆载体和插入片段的推荐使用量均为 0.03 

pmol，可由以下公式进行粗略计算：  

每个片段最适使用量=[0.02×片段碱基对数] ng 

根据公式计算重组反应所需要的量，配制表 2-7反应体系，其中 X/Y根据公式计

算得到载体用量和各插入片段用量，如果浓度太高，在配制重组体系前可将线性化

载体与插入片段做适当稀释，各组分加样量不低于 1 μL。 

表 2-7 重组反应体系 

Table 2-7 Components of recombination reaction  

 

重组反应条件：配制好重组反应体系后，用移液枪轻轻吸打混匀，短暂离心收

集管壁液体，37°C 在 PCR 仪中连接 30 min，反应结束后，立即置于冰上冷却，可直

名称 体系 

10×QuickCut buffer 2.5 μL 

载体片段 100 ng 

EcoRI 1 μL 

XbaI 1 μL 

ddH2O 加至 25 μL 

名称 体积 μL 

线性化载体 X 

插入片段 Y 

5×CE MultiS Buffer 2 

Exnase MultiS 1 

ddH2O 加至 10 
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接用于转化或置于-20℃冰箱保存。 

2.2.2.8 pCDNA3.4 质粒转化至 E. coli DH5α 感受态细胞 

（1）取出-80°C 冰箱中保存的 E. coli DH5α 感受态细胞，加入连接产物，混匀后

冰中放置 30 min。 

（2）取出 EP管，放入 42°C恒温金属浴中热激 90 s（不要振荡），取出后迅速在

冰中放置 1~2 min。 

（3）添加 900 μL 无抗性的 LB 培养基复苏质粒，至终体积 1 mL，37°C 振荡培

养 1 h（100 rpm）。 

（4）在超净工作台中，取出适量菌液涂布到含氨苄的 LB 平板上，待菌液被吸

收后放入 37°C 恒温培养箱过夜 12~16 h。 

2.2.2.9 菌落 PCR 验证 

用 10 µL灭菌的枪头挑取 2.2.2.8转化后的生长良好的白色单菌落 10个于含 20 µL

体系的 PCR 管中，使用引物 CMV-F 和 CMV-R 进行菌落 PCR。 

表 2-8 菌落 PCR 体系 

Table 2-8 Colony PCR system 

 

PCR 反应条件：95°C 预变性 5 min（高温下可直接裂解细胞释放质粒）；95°C 变

性 15 s，55°C 退火 30 s，72°C 延伸 60 s，共 30 个循坏；最后 72°C 彻底延伸 5 min。

将菌落 PCR 产物进行 1%琼脂糖凝胶电泳鉴定，取 5 µL PCR 产物进行 1%琼脂糖凝胶

电泳验证，选择预期大小的目的条带的阳性菌落接种于含氨苄的 LB 培养基中培养，

次日取 1 mL 菌液送至安升达（天津）生物科技有限公司测序，测序结果正确的菌液

于甘油中-80°C 保存，为提取质粒做准备。  

2.2.3 重组诺如病毒 P 蛋白的表达和纯化 

2.2.3.1 293F 细胞复苏、传代、冻存 

（1）将冻存细胞从液氮中取出后，在 37°C 水浴锅内水浴促进其融化。 

（2）移入 15 mL离心管中，加入 10 mL预热的Transpro CD 01培养基轻轻吹匀，

离心，800 rpm 离心 2 min，弃上清液。 

（3）加入3 mL培养基，轻轻吹打，补充27 mL培养基到细胞摇瓶中，在37°C，

120 rpm，8% CO2条件下的细胞培养箱中培养。 

（4）细胞复苏 3 d 后，从培养箱取出，先用 75%的酒精喷洒于瓶表面，在生物

名称 体积 μL 

2×Rapid Taq Master Mix 7.5 

CMV-F 0.5 

CMV-R 0.5 

ddH2O 加至 15 
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安全柜中取 20 μL 细胞培养液，用细胞计数仪计数。 

（5）待细胞密度增长至 3×106个/mL 时，取 3 mL 细胞培养液加入到装有 27 mL 

新鲜的 Transpro CD 01 培养基的细胞摇瓶中，在 37°C，120 rpm，8% CO2条件下的细

胞培养箱中继续培养。 

（6）按照上述步骤继续传代多次后，细胞密度长至 3×106个/mL 时,可以进行细

胞瞬时转染。 

（7）细胞复苏 3 d 后，从培养箱取出，先用 75%的酒精喷洒于瓶表面，在生物

安全柜中取 20 μL 细胞培养液，用细胞计数仪计数。 

（8）待细胞密度增长至 3×106个/mL 时，取 3 mL 细胞培养液加入到装有 27 mL 

新鲜的 Transpro CD 01 培养基的细胞摇瓶中，在 37°C，120 rpm，8% CO2条件下的细

胞培养箱中继续培养，800 rpm 离心 2 min，弃上清液。 

（9）加入 1 mL 冻存液（10% DMSO）重悬，放入冻存盒内，立刻放入-80°C 过

夜，第二天放入液氮中。 

2.2.3.2 细胞瞬时转染 

从 CO2 细胞培养摇床中取出细胞种子液，使用细胞计数仪对细胞进行计数，倒

置显微镜观察细胞状态并记录，待细胞生长状态良好，种子细胞浓度 3×106个/mL，

即可通过线性转染试剂 PEI40000 进行转染。每 1L 细胞需要 1.6 mg 质粒与 5.12 mg 

PEI，分别用 Transpro CD 01 培养基稀释，然后将配制好的转染试剂 PEI 缓慢滴入到

稀释后的质粒中，边滴入边轻轻混匀，静置 10 min 后将上述混合物缓慢加入待转染

的细胞摇瓶中，将细胞 摇瓶密封好，做好标记，37°C，120 rpm，8% CO2 的条件下

继续培养，培养 16~24 h 之间添加 5%细胞体积的 Transpro feed 1 培养基。之后，每天

通过显微镜观察细胞状态，并用细胞计数仪计数，观察细胞活率。 

2.2.3.3 诺如病毒 P 蛋白纯化 

pCDNA3.4 载体在其多酶切位点的 C 端有 strep tag（II）标签，因此选用 STarm 

Streptactin Beads 4FF 柱料纯化，具体操作步骤如下： 

（1）收集细胞  

当细胞活率降到 60%，收集细胞上清，4°C，8000 rpm，离心 20 min 收集上清液，

然后将上清液转移至新的容器内。 

（2）蛋白纯化  

将装填好的Strep重力柱用5倍体积平衡液进行平衡，使填料处于与目的蛋白相同

的缓冲液体系下，重复2-3次。将收集的细胞上清液加到平衡好的重力柱中，保证细

胞上清和填料充分接触，收集流穿液，上样2次。然后用15倍柱体积的洗杂液进行洗

杂，去除非特异性吸附的杂蛋白，收集洗杂液。再使用5倍柱体积的生物素洗脱，洗

脱液1 mL分装于EP管中备用。最后使用5倍体积的平衡液平衡填料，保存在等体积的

20%的乙醇中，置于4℃冰箱保存。 
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（3）浓度的测定  

利用超微量紫外可见光分光光度计检测，波长设置为 280 nm，计算出蛋白浓度。

使用超滤管浓缩，转速设置为 6000 rpm，离心力 4000 g，10 min，浓缩到需要的终浓

度和体积，再加入 PBS，浓缩到相同的体积，连续 5 次，期间轻轻吹打，混匀蛋白

液。最后一次，从超滤管中吸取样品，测量样品浓度。 

2.2.3.4 SDS-PAGE 电泳 

（1）验漏：组装制胶槽，用 1 mL 枪加超纯水，静置 10 min，验证是否漏液。 

（2）配制分离胶：取出凝胶试剂盒中预混合的分离胶溶液 5 mL，加入 1%的过硫

酸铵，再加入 1‰的 TEMED，混合均匀。迅速将配好的分离胶加入制胶槽中，注意

应沿着边缘缓慢加入，以免气泡进入。加好分离胶后，轻轻在分离胶溶液上覆盖一

层乙醇封胶，使凝胶表面变得平整。放在水平桌面上，静置 40~60 min，使凝胶聚合，

聚合完成后，弃掉上层乙醇，随后使用滤纸吸去残余液体。 

（3）配制浓缩胶：取出凝胶试剂盒中预混合的浓缩胶溶液 2 mL，加入 1%的过硫

酸铵，再加入 1‰的 TEMED，混合均匀。迅速将已配好的浓缩胶加入制胶槽中，紧

接着将梳子插入凝胶内，确保梳子齿底与前玻璃板顶端平齐，操作过程需谨防气泡

混入。随后，静置 40~60 min，使凝胶充分聚合。  

（4）加样孔制备：将胶板置入电泳槽内，并加入电泳缓冲液，确保凝胶上下两端

均充分浸润于缓冲液中，缓慢匀速拔出梳子。  

（5）样品处理：将 4×Lodding buffer 缓冲液与样品混匀，置于 1.5 mL EP 管中，然

后将 EP管置于金属浴中，温度设置为 100°C，时间为 10 min。待冷却至室温后，4°C

离心 12000 rpm，4 min。 

（6）加样及电泳：吸取上清分别加至电泳槽的加样孔底部，调节电压至 80 V，20 

min。待溴酚蓝前沿进入分离胶时或处于同一水平线时，增加电压至 120 V，溴酚蓝

指示剂跑至底部或距离边缘 1 cm，即可停止电泳。 

（7）染色及脱色：将凝胶放入染色液（考马斯亮蓝）中缓慢摇动，转速设置 55 

rpm，微波炉加热 20 s 至底部微烫，染色 40 min。凝胶经染色后取出，用水漂洗干净，

随后置于脱色液中脱色 2 h，直至背景蓝色消退，条带显现。 

（8）照胶：将褪去颜色的凝胶置于凝胶成像仪中拍照，鉴定蛋白条带的大小。 

2.2.4 抗诺如病毒 P 蛋白单克隆抗体的制备 

取6~8周适龄的BALB/c雌性小鼠，共免疫5只，注射诺如病毒P蛋白抗原溶液，

免疫方式为小鼠背部皮下多点注射。初次免疫与等体积的弗氏完全佐剂（Complete 

Freund's Adjuvant，CFA）完全混合并充分乳化，免疫剂量为50 μg/只。加强免疫使用

与初次免疫相同剂量抗原与弗氏不完全佐剂（Incomplete Freund's Adjuvant，IFA）完

全混合并充分乳化，加强免疫共三次，每次间隔时间为两周。在免疫之前，保留1只

小鼠血清作为空白对照。细胞融合前3天，以50 μg/只剂量将抗原直接注射到小鼠腹
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腔内冲击免疫，不使用佐剂，免疫方案如表2-9所示。 

表2-9 免疫方案 

Table 2-9 Immunization scheme 

 

具体步骤： 

第一周，初次免疫，将诺如病毒P蛋白抗原溶液与等体积的CFA按照1:1完全乳化

至油包水状态，然后进行背部皮下多点注射，免疫量50 μg/只。 

第三周，加强免疫，使用相同的方式将IFA与抗原充分乳化均匀后，以相同途径

和剂量免疫，继续免疫小鼠。 

第五周：加强免疫，按以上方式进行免疫，佐剂为IFA，注射体积、免疫量、注

射途径不变。 

第七周：加强免疫，按以上方式进行免疫，佐剂为IFA，注射体积、免疫量、注

射途径不变。 

第九周：细胞融合前三天，以每只小鼠50 ug的剂量，直接将抗原注射至四次免

疫后血清效价较高的小鼠腹腔内，无需佐剂辅助，连续免疫三天。通过断尾方式采

集少量血液，随后在37℃下以10000 rpm离心5 min，分离出血清，用于抗体效价的测

定。若短期内不使用，则将血清分装并存放于-80℃冰箱中保存。 

2.2.4.1 间接 ELISA 检测小鼠免疫血清效价 

（1）以P蛋白作为包被抗原，包被量为200 ng/well，4°C过夜，次日用PBST缓冲

液洗涤3次，轻微震荡后甩掉洗液，清洗后每孔加入200 μL封闭液，37°C封闭90 min。

封闭结束后用PBST缓冲液清洗3次，轻微震荡后甩掉洗液，4°C冰箱备用。 

（2）向每孔中加入100 μL经PBS溶液2倍梯度稀释的1:1000、1:2000、1:4000、

1:8000、1:16000、1:32000、1:64000、1:128000的小鼠免疫血清，免疫前血清作为

对照，经同样方式处理。37°C孵育60 min，PBST洗涤3次，轻微震荡后甩掉洗液。 

（3）每孔加入100 μL的1:5000倍稀释羊抗鼠IgG-HRP，37°C孵育30 min，PBST

洗涤3次，轻微震荡后甩掉洗液。 

（4）孵育结束后，每孔中加入100 μL TMB显色液，室温避光静置15 min，结束

后加入50 μL的2 M H2SO4终止反应，于酶标仪读取OD450值。 

（5）取OD450等于0.5的最大稀释倍数作为小鼠免疫血清效价。 

免疫周期 免疫原 免疫剂量（μg/只） 免疫位置 

1 抗原+CFA 50 背部皮下多点注射 

3 抗原+IFA 50 背部皮下多点注射 

5 抗原+IFA 50 背部皮下多点注射 

7 抗原+IFA 50 背部皮下多点注射 

9 抗原 50 小鼠腹腔内注射 
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2.2.4.2 杂交瘤细胞的制备 

（1）骨髓瘤细胞的复苏 

① 从液氮中取出冻存的骨髓瘤细胞，迅速转移至提前备好的 37°C 恒温水浴锅中，

1 min 内摇晃震荡冻存管，使细胞快速融化。将溶解后的细胞转移至 15 mL 离心管中，

添加 3 mL 含 RPMI-1640 完全培养基，1000 rpm 离心 5 min，弃上清，再添加 3 mL 

RPMI-1640 完全培养基，轻轻吹打混匀，将细胞悬液转移至培养皿内，镜下观察细

胞复苏状态，置 37°C，5% CO2培养箱中培养。 

② 待培养瓶中的培养基略变为黄色，镜下观察细胞数量较多，呈圆形透亮，则

进行细胞换液步骤。待细胞长至培养皿面积 80%，即可扩大培养，用弯头滴管将贴

壁的细胞完全吹打下来，转移至 15 mL 离心管，1000 rpm 离心 5 min，弃上清，添加

2~3 mL RPMI-1640 全培养基吹打混匀，转移至 2~3 个培养皿中，补加 RPMI-1640 完

全培养基至 10 mL，倒置显微镜下观察细胞状态，置 37°C，5% CO2培养箱中培养。

细胞培养期间，需每天观察细胞生长状态。到融合前一天，骨髓瘤细胞须处于对数

生长期，此时细胞形态规则，机能活跃，并计数 1×107个细胞用于细胞融合。 

（2）免疫脾细胞的制备 

① 从 5只 BALB/c小鼠里选择免疫血清效价最高的小鼠拉颈处死后，浸泡于 75%

乙醇中，浸泡 5 min，随即放入超净工作台解剖。 

② 在无菌条件下，使用手术剪轻轻剖开腹腔，小心取出脾脏，并将其迅速放入

含有 10 mL RPMI-1640完全培养基的平皿中。随后，使用小弯镊子仔细剥离脾脏表面

附着的脂肪和结缔组织，确保脾脏的纯净。接着，将处理后的脾脏置于圆形不锈钢

筛网上，用无菌剪刀轻柔地将其破碎成小块，使用注射器针芯轻压筛网上的脾脏碎

片，使脾细胞能够通过筛网的网眼而滤出。静置 3~5 min，使细胞沉降，随后使用移

液器小心吸取上层 2/3 的悬液，避免吸到底部的杂质和碎片。将所取悬液转移至 15 

mL 的无菌离心管中，以备后续实验使用。 

③ 将脾细胞悬液加入 50 mL 离心管中，加入 RPMI-1640 完全培养基，室温下

800 rpm 离心 5 min，弃去上清液。然后加入 5 mL 生理盐水重悬细胞，并在室温下静

置 5 分钟，以确保红细胞充分溶解。 

④ 加入 40 mL RPMI-1640 基础培养液，800 rpm 室温离心 5 min，弃上清，洗涤

两次。 

⑤ 用 10 mL RPMI-1640 完全培养基重悬脾细胞，用台盼蓝染色，细胞计数仪计

算细胞活率。 

（3）细胞融合 

① 骨髓瘤细胞和免疫脾细胞按照 1:10的比例混匀，添加 RPMI-1640培养基至 30 

mL，1200 rpm 离心 8 min，倒尽上清，用吸管吸净管中残留的液体。用手轻敲离心管

底部，使两种细胞混匀。 

② 将离心管置于 37°C 水浴中，在 1 min 内缓慢滴加 0.5 mL 预热的 50% PEG 溶
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液，吸管尖端深入离心管底部，边轻搅沉淀细胞。再静置 1 min 后，立即滴加 20 mL

预热 RPMI-1640 培养基，随后添加 RPMI-1640 培养基 25 mL，1200 rpm 离心 6 min，

弃上清。 

③ 加入 180 mL HT 完全培养基重悬，轻轻吹打，使细胞悬浮，接种于 96 孔细胞

培养板中，200 μL/well，孔板边缘不加，共铺板 15 块。 

④ 融合板置于在 37°C、5% CO2培养箱中静置培养，融合后次日观察细胞是否污

染，每孔加入 100 μL HAT 培养基，至第 4 天弃去 HAT 培养基，并重新加入 200 μL 

HAT 培养基，待疑似融合细胞集落长至整个培养孔的 1/4，从外观看，培养基略变黄，

即可吸取上清进行抗体阳性筛选。 

（4）间接 ELISA 筛选杂交瘤细胞 

融合 96 孔板置于 5% CO2、37°C 培养箱中培养 5~6 天，采用间接 ELISA 对杂交

瘤细胞上清进行检测，筛选能产生抗诺如病毒P蛋白抗体的杂交瘤细胞，对杂交瘤细

胞进行下一步的亚克隆筛选。 

（5）有限稀释法筛选单克隆抗体 

① 首先，我们对待克隆化的阳性孔中的细胞进行稀释，并计算细胞悬液的细胞

数量。随后，我们利用 HAT 培养基将细胞稀释至大约 5 个/mL 的浓度，并将其均匀

铺入 96 孔细胞板中（注意边缘孔不加入细胞悬液），每孔加入 200 μL。接着，将培

养板置于 37°C、5% CO2 的培养箱中进行静置培养，持续 7~10 天，期间需进行换液

操作。在换液前，我们仔细观察细胞的生长状态，并标记出具有单克隆细胞集群的

生长孔。待克隆细胞生长至孔底面积的 1/4~1/3 时，我们采用间接 ELISA 方法对其上

清液进行单克隆细胞筛选。为确保细胞的纯度和稳定性，整个筛选过程需重复 3次。

只有当细胞经过多次传代后，阳性率达到 100%时，方可定株。 

② 一旦获得了强阳性的单克隆细胞，我们立即进行扩增培养。首先，将细胞接

种至 24 孔板中，待细胞长满后，使用 RPMI-1640 培养基将孔中的细胞轻轻吹下。随

后，将细胞扩增至 50 mL 的细胞瓶中，并置于 37°C、5% CO2的培养箱中继续培养。

取出一部分细胞进行液氮冻存，同时，另一部分细胞则继续培养，用于后续的小鼠

腹水生产单克隆抗体。 

2.2.4.3 腹水制备及单克隆抗体纯化 

（1）选择若干只适龄的 BALB/c 雌性小鼠，用生理盐水悬浮，每 1 mL 的生理盐

水悬浮 1~5×106个细胞，然后每只小鼠腹腔注射 0.5 mL 的细胞悬液，并向小鼠腹腔

内注射腹水专用佐剂约 10 天左右明显产生腹水后，将小鼠拉颈处死，剪开腹腔，吸

取腹水，3000 rpm，离心 10 min 收集小鼠腹腔腹水。 

（2）预处理：小鼠腹水上柱子前，需用 PB 缓冲液稀释，再经过 0.22 μm 微孔滤

膜过滤。 

（3）上样：将装填好的重力柱 protein G 重力柱用 5 倍体积平衡液进行平衡，使
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填料处于与目的蛋白相同的缓冲液体系下，重复 2~3次。将收集的小鼠腹水加到平衡

好的重力柱中，保证腹水和填料充分接触，收集流穿液，上样 2 次。 

（4）洗杂：用 15倍柱体积的洗杂液进行洗杂，去除非特异性吸附的杂蛋白，收

集洗杂液。 

（5）洗脱：再使用 5 倍柱体积的洗脱液进行洗脱，洗脱液 1 mL 分装于 EP 管中，

立即用 Tris-HCl调节至中性。最后使用 5倍体积的平衡液平衡填料，保存在等体积的

20%的乙醇中，置于 4℃冰箱保存。纯化后的抗体进行采用超微量紫外分光光度计测

定浓度，超滤浓缩换液后保存。 

（6）将纯化后的小鼠单克隆抗体进行 SDS-PAGE 电泳，鉴定其大小条带，具体

步骤同 2.2.3.4。 

2.2.4.4 单克隆抗体亲和力检测 

（1）抗原包被：以诺如病毒 P 蛋白作为包被抗原，包被量为 200 ng/well，4°C

包被过夜。 

（2）封闭：然后用 0.1 M PBST 洗涤 3 次，轻微震荡后甩掉洗液，清洗后每孔加

入 200 μL 含有 2% BSA 的封闭液，37°C 封闭 90 min。 

（3）孵育一抗：封闭结束后用 PBST清洗 3次，轻微震荡后甩掉洗液，4°C 冰箱

备用，然后将纯化后的抗诺如病毒单克隆抗体的起始浓度稀释为 10 ng/μL，再进行 3

倍梯度稀释，依次加入到孔中，每个孔加入 100 μL，37°C孵育 60 min，然后用 PBST

洗涤 3 次，轻微震荡后甩掉洗液，扣干。 

（4）孵育二抗：然后以 HRP 标记的羊抗鼠 IgG 作为酶标抗体，1：5000 倍稀释，

每孔加入 100 μL，37°C 孵育 1 h，然后用 PBST 洗涤 3 次，轻微震荡后甩掉洗液，扣

干。 

（5）显色：每孔加入 100 μL TMB 显色液，避光放置，37°C 孵育 15 min； 

（6）终止反应：每孔加入 50 μL 的 2 M H2SO4终止液终止反应，于酶标仪读取

OD450值。 

（7）数据分析：利用软件进行数据分析和作图，软件 GraphPad Prism 8 拟合曲

线，获得 EC50。  

2.2.4.5 HRP 标记抗体的制备 

（1）将需要标记的抗体，用 PBS 稀释至浓度为 2 μg/μL，4°C 备用。 

（2）取抗体稀释液 100 μL,向其中加入 10 μL 的反应启动液，混匀后置于室温下

2 h。 

（3）1 h 后，向反应终止剂管内加 1 mL 去离子水溶解终止剂，现配现用。 

（4）立即向辣根过氧化酶反应瓶中加溶解的终止剂 10 μL，混匀后置室温下 1 h，

即可使用。标记过的酶标物保存在 4°C，备用。长时间不用，保存在-20°C。 

2.2.4.6 竞争 ELISA 筛选配对抗体 

（1）包被：用 PBS稀释液将诺如病毒 P蛋白抗原稀释至 2 ng/ μL，100 μL/well，
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4°C 包被过夜，然后用 0.1 M PBST 洗涤 3 次，轻微震荡后甩掉洗液，拍干。 

（2）封闭：清洗后每孔加入 200 μL 含有 2%BSA 的封闭液，37°C 封闭 90 min。

封闭结束后用 PBST 清洗 3 次，轻微震荡后甩掉洗液，4°C 冰箱备用。 

（3）孵育 mAb：封闭结束后用 PBST 清洗 3 次，轻微震荡后甩掉洗液，4°C 冰

箱备用，然后将纯化后的抗诺如病毒单克隆抗体的浓度稀释为 10 ng/μL，再进行 2 倍

梯度稀释，依次加入到孔中，每个孔加入 100 μL，做三个平行，并设置阴性对照，

37°C 孵育 60 min。 

（4）加酶标记抗体：直接加入HRP标记的诺如病毒标记抗体，依据抗体的EC50

值选择合适的标记抗体浓度（30~200 ng/mL）。每孔加入 50 μL，37°C 孵育 30 min，

然后用 PBST 洗涤 3 次，轻微震荡后甩掉洗液，拍干。 

（5）显色：每孔加入 100 μL TMB 显色液，避光放置，37°C 孵育 15 min。 

（6）终止反应：孵育结束后直接加入 50 μL 的 2 M H2SO4终止液终止反应，于

酶标仪读取 OD450值。 

（7）数据分析：求均值，计算竞争比例（%）。公式如下： 

 竞争比例(%) = (
A8−A1

A8
) × 100% 式（2-1） 

式中 A1 至 A8 均为不同浓度 mAb 时，加入相同量 HRP 标记的 mAb 所测定的

OD450均值；A1为 mAb 浓度最高时所测定的 OD450均值，A8为 mAb 浓度最低时所测

定的 OD450均值。  

2.2.5 抗诺如病毒 P 蛋白基因工程抗体的制备与纯化 

2.2.5.1 轻重链可变区基因序列表达载体的构建 

（1）取出液氮中保存的已通过抗体配对的杂交瘤细胞，将杂交瘤细胞全部匀浆

化后，加入TRIzol试剂，室温放置5 min，使样品充分裂解，混匀后加入氯仿，室温

放置2~3 min后，12000 rpm，4°C离心10 min，然后吸取无色透明的上清液置于新的

离心管中，再加入等体积的异丙醇，于-20°C放置5 min，12000 rpm，4°C离心10 min，

弃上清，再加入70%乙醇漂洗，重复两次，使乙醇挥发干净后，于RNase-Free水中溶

解备用。 

（2）以提取的总RNA为模板，经过反转录合成cDNA链，步骤同2.2.2.2，使用

鼠抗体可变区扩增通用引物（见表2-10），基于cDNA末端快速扩增技术（5’RACE）

扩增轻重链可变区基因，将扩增产物通过凝胶电泳分离与切胶回收。 

（3）将抗体轻重链基因片段分别连接至载体pCDNA3.4，其载体pCDNA3.4已经

与鼠抗IgG1轻链恒定区和重链恒定区拼接好，构建成完整表达鼠抗IgG抗体的重组质

粒载体。 

（4）将重组质粒转入到E. coli DH5α，进行菌落PCR鉴定，将验证成功的阳性克

隆菌转接到LB培养基中扩大培养，提取质粒，进行EcoRI和Hind-III双酶切鉴定，送
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往安升达（天津）生物科技有限公司测序。实验中用到的引物如表2-10所示，引物由

安升达（天津）生物科技有限公司合成。 

表 2-10 鼠源抗体可变区通用扩增引物 

Table 2-10 The universal amplification primers for the variable region of mice-derived antibodies 

 

2.2.5.2 重组单克隆抗体基因表达与纯化 

（1）制备种子液：从 CO2 细胞培养摇床中取出细胞种子液，在生物安全柜中取

出 20 μL 细胞培养液，使用细胞计数仪计数，用 Transpro CD 01 培养基将细胞密度稀

释至 3×106个/mL，分装 600 mL 到 2 L 无菌的细胞摇瓶中，以备细胞转染。 

（2）配制质粒溶液：将提取的 pCDNA3.4-8-F1-VH、pCDNA3.4-8-F1-VL 与

pCDNA3.4-9-F8-VH、pCDNA3.4-9-F8-VL 两对质粒在 4°C 冰箱缓慢融化，在生物安

全柜中和 PEI4000 分别用 0.22 μm 滤膜过滤除菌。随后，取 2 只无菌离心管，分别加

入 0.48 mg 质粒 pCDNA3.4-8-F1-VH 与 0.48 mg 质粒 pCDNA3.4-8-F1-VL，各补足培

养基至 36 mL。另一对 9-F8 质粒同样操作。 

（3）配制 PEI 溶液：取取 2 只无菌离心管，在生物安全柜中，分别加入 1.536 

mL 的 1 mg/mL PEI，分别补足 Transpro CD 01 培养基至 36 mL。 

（4）混匀：将配制好的线性转染试剂 PEI40000加入到稀释的质粒溶液里面，混

匀之后，静置 10 min。将分别缓慢加入待转染的细胞种子液中，边加入边轻轻摇晃

混匀，将细胞摇瓶密封后，做好标记，37°C，120 rpm，8% CO2的条件下继续培养，

培养 16~24 h 添加 Transpro CD feed 1 培养基。之后，每天通过显微镜观察细胞状态，

并用细胞计数仪计数，观察细胞活率。 

2.2.5.3 基因工程抗体纯化 

基因工程抗体纯化选用亲和层析介质protein G柱料纯化，具体纯化步骤同2.2.4.3。 

2.2.5.4 基因工程抗体 SDS-PAGE 鉴定 

对基因工程抗体进行 SDS-PAGE 鉴定，具体步骤同上 2.2.3.4。 

2.2.5.5 基因工程抗体亲和力检测 

 引物 序列（5′-3′） 

VH 引物 

5′ MsVHE GGGAATTCGAGGTGCAGCTGCAGGAGTCTGG 

3′ Cμ AGGGGGAAGACATTTGGGAAGGAC 

3′ Cγ1 GCTCAGGGAAATAGCCCTTGAC 

3′ Cγ2c GCTCAGGGAAATAACCCTTGAC 

3′ Cγ2b ACTCAGGGAAGTAGCCCTTGAC 

3′ Cγ3 GCTCAGGGAAGTAGCCTTTGAC 

3′ Cα TGCCGAAAGGGAAGTAATCGTGAAT 

VL 引物 
5′ mVkappa GAYATTGTGMTSACMCARWCTMCA 

3′ mCκ GATGGTGGGAAGATGGATACAGTT 
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对基因工程抗体8-F1和9-F8采用间接ELISA方法测定亲和力大小，以抗体的浓度

为横坐标，OD450为纵坐标，绘制曲线，通过软件GraphPad Prism 8作图，获得配对抗

体的EC50值，具体步骤同2.2.4.4。 

2.2.6 双抗夹心 ELISA 方法的建立与优化 

2.2.6.1 包被抗体及检测抗体最佳工作浓度的确定 

采用棋盘滴定法确定最佳的包被抗体和检测抗体工作浓度，具体步骤如下： 

（1）包被：用 PBS 磷酸缓冲盐溶液将包被抗体稀释为 100 ng/mL、200 ng/mL、

500 ng/mL、800 ng/mL、1600 ng/mL，然后以横排添加的方式加入到酶标板中进行包

被，每孔 100 μL，4°C 包被过夜； 

（2）封闭：用 0.1 M PBST 缓冲液洗涤酶标板 3 次，轻微震荡后甩掉洗液，清洗

后每孔加入 200 μL 含有 2% BSA 的封闭液，37°C 封闭 90 min。封闭结束后用 PBST

清洗 3 次，轻微震荡后甩掉洗液，在滤纸上拍干板内水分，4°C 备用； 

（3）加样：将制备的诺如病毒 P蛋白溶液用 PBS稀释至 2 ng/μL，同时设立 PBS

作为阴性对照，然后以竖排添加的方式加入到酶标板中，每个孔加入 100 μL，37°C

孵育 60 min，然后用 PBST 洗涤 3 次，轻微震荡后甩掉洗液，在滤纸上拍干板内水

分；  

（4）加入酶标记抗体：用 PBS 溶液将检测抗体（HRP 标记）稀释至 200 ng/mL 、

400 ng/mL、800 ng/mL、1600 ng/mL、3200 ng/mL，然后以竖排添加的方式加入到酶

标板中，每孔加入 100 μL，37°C 孵育 30 min，然后用 PBST 洗涤 3 次，轻微震荡后

甩掉洗液，在滤纸上拍干板内水分；  

（5）显色：每孔加入 100 μL TMB 显色液，避光放置，37°C 孵育 15 min； 

（6）终止反应：孵育结束后直接加入 50 μL 的 2 M H2SO4终止液终止反应； 

（7）数据分析：在酶标仪中读取 OD450 值，P/N 值最大，即可确定最佳的包被

抗体和检测抗体的工作浓度。 

2.2.6.2 建立标准曲线 

将制备的诺如病毒抗原用样本稀释液稀释成 6 个标准品的浓度，分别稀释为 0.5 

ng/mL、2 ng/mL、5 ng/mL、10 ng/mL、20 ng/mL、50 ng/mL 等，再利用上述经过优

化的体系，以 OD450 值为纵坐标，以抗原稀释浓度作为横坐标建立标准曲线。使用

GraphPad Prism8 软件进行拟合直线回归分析。 

2.2.6.3 分析灵敏度 

参考 CLSI：EP17-A2 文件对分析灵敏度进行评估。 

（1）LoB 的评估：准备 5 份空白参考品（LoB-1~LoB-5），用建立的双抗夹心法

检测，分别用 2 个批次试剂检测 3 天，每天 2 种机型每个样本各做 2 个重复，则测量

总次数为 5 个空白参考品×2 种仪器×3 天×2 个重复/天，每个批次共 60 个结果。空白

样本检测结果不呈现正态分布，所以应该采用非参数方法进行统计。检测结果按从



天津科技大学硕士学位论文 

 

30 

 

小到大排序，分别标记为 X1~Xi，预设检测结果超过 LoB 的概率为 5%，则 5%概率

对应的排名位置及 LoB 计算公式如下，LoB 取两批结果的最大值。 

 等级位置 = 0.5 + 60 × (1 − 5%) 式（2-2） 

 𝐿𝑜𝐵 = 0.5 × (𝑋58 + 𝑋57) 式（2-3） 

式2-3中，X58为排名58位置的数值，X57排名57位置的数值。 

（2）LoB的验证：取2份空白限参考品（LoB-6、LoB-7，0.9%氯化钠溶液），

用2个批次试剂和1种机型检测3天，每个样本做4个重复，则测量总次数为2个空白参

考品×3天×4个重复/天=24个结果/批。计算检测值小于等于LoB评估结果所占的比例，

如果计算比例大于等于85%，则验证通过；如果计算比例小于85%，则验证失败。回

顾试验结果，检查可能引起失败的原因，根据试验结果，选择重复验证或重新评估

LoB。 

（3）LoD的评估：准备5份低水平参考品（LoD-1~LoD-5，浓度分别为0.2 ng/mL、

0.3 ng/mL、0.4 ng/mL、0.5 ng/mL、1 ng/mL），分别用2个批次试剂检测3天，每个样

本各做4个重复,每个批次共60个检测结果。公式如下： 

 𝐿𝑜𝐷 = 𝐿𝑜𝐵 + 𝐶𝑝 × 𝑆𝐷𝐿 式（2-4） 

① 计算5份低水平样品的SDL： 

 𝑆𝐷𝐿 = √
∑ (𝑛𝑖−1)𝑆𝐷𝑖

2𝐽
𝑖=1

∑ (𝑛𝑖−1)
𝐽
𝑖

 式（2-5） 

式中L为每个批次检测结果总数，SDi为第i个低水平样本的SD，ni为第i个低水平

样本的检测结果数，J为低水平样本数，J=5。 

② 设定LoD评估中出现检测结果低于LoB的概率为5%，则： 

 𝐶𝑝 =
1.645

1−
1

4𝐿−4𝐽
 式（2-6） 

式中，数值1.645代表𝛼=0.05时，正态分布的第95个百分点。 

③ 按照上述步骤计算每个批次试剂的LoD，取两批试剂结果的最大值。 

（4）LoD的验证：2个检出限参考品（LoD-6、LoD-7，添加浓度分别为0.3 

ng/mL），用2个批次试剂和1种机型检测3天，每个样本做4个重复，则测量总次数为

2个检出限参考品×3天×4个重复/天=24个结果/批。计算检测值大于等于LoB评估结

果所占的比例，如果计算比例大于等于85%，则验证通过；如果计算比例小于85%，

则验证失败。回顾试验结果，检查可能引起失败的原因，根据试验结果，选择重复

验证或重新评估LoD。 
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3  结果与讨论 

3.1 诺如病毒 P 蛋白序列比对结果与保守分析 

从 Genbank 数据库下载的 33 条序列信息经过整理后如表 3-1 所示。编号 1~17 为

GII.4 基因型诺如病毒的 VP1 蛋白氨基酸序列信息，总共来自 7 个国家不同的地区，

年份跨度在 2002年至 2021年间，包含 11个不同的年份。编号 18~26为整理的 GII基

因型诺如病毒的 VP1 氨基酸序列信息，包含 10 个不同年份的信息，年份跨度在 2010

年至 2023 年之间。编号 27~33 为整理的 GI 基因组的 VP1 氨基酸序列信息，包含了 7

个不同的年份，年份跨度在 2008 年至 2020 年之间。 

表 3-1 诺如病毒的 VP1 序列信息 

Table 3-1 The VP1 sequence information of the NoVs 

编号 基因型 登录号 年份 国家 

1 GII.4 ANC28073 2002 TUN 

2 GII.4 AAZ31396 - AUS 

3 GII.4 ALX87342 2009 ZAF 

4 GII.4 AFN70960 2003 USA 

5 GII.4 AFJ04708 2004 USA 

6 GII.4 ABY27560 2002 USA 

7 GII.4 ADR78944 2004 CHN 

8 GII.4 BAI49928 2008 JPN 

9 GII.4 AFQ00527 2010 CHN 

10 GII.4 BAW34730 2012 VNM 

11 GII.4 AJZ77015 2009 CHN 

12 GII.4 ALM96645 2012 CHN 

13 GII.4 AKE07106 2011 ZAF 

14 GII.4 AOW71961 2016 AUS 

15 GII.4 BDG75428 2021 JPN 

16 GII.4 AQT25659 2015 CHN 

17 GII.4 ALQ43928 2015 CHN 

18 GII.3 QXI66871 2021 RUS 

19 GII.6 WHW95054 2013 USA 

20 GII.8 WMY97785 2023 TH 

21 GII.P2 QBS54663 2016 USA 

22 GII.P4 QIO15992 2010 BR 

23 GII.P7 QCY50843 2017 USA 

24 GII.P15 QBX91166 2013 BT 

25 GII.P22 AUD54984 2012 BD 

26 GII.P26 AUY62554 2015 DE 

27 GI.1 QUF08422 2020 KR 

28 GI.3 QRQ46993 2017 CA 

29 GI.4 QUF08407 2019 KR 

30 GI.6 ATD10735 2016 RUS 

31 GI.7 QVJ79527 2014 USA 

32 GI.9 QVJ79530 2013 USA 

33 GI.P8 AKM20815 2008 CHN 
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以 GII.4-Sample-Seq 为模板，利用 MEGA-X 生物分析软件分析表 3-1 中诺如病

毒 VP1 序列之间的保守性。对 GII.4 基因型诺如病毒的序列（第一组）以及 GI 基因

型、GII 基因型诺如病毒的序列（第二组）分别进行多序列比对，分析其中 P 蛋白

（230~540）氨基酸序列的保守性特征，该序列片段不包括 P 蛋白与 S 蛋白之间的柔

性铰链区域(约 8 个氨基酸)和 S 蛋白区域（1~217）。由图 3-1 可知，不同年份、国家

的 GII.4 基因型毒株的 P 蛋白氨基酸序列具有高度保守性，P 蛋白在序列区间的保守

氨基酸位点一共有 235 个，表在 GII.4 基因型诺如病毒的进化变异过程中，这些氨基

酸的保守性特征并未受干扰。  

 

图 3-1 不同时间和地区 GII.4 型诺如病毒 P 蛋白氨基酸多序列比对图 

注：氨基酸保守序列用蓝色框标出；深红色背景表示同一位点氨基酸残基，序列高度保守 

Figure 3-1 The multiple alignment of the P-domain amino acid sequences of GII.4 genotypes norovirus 

at different time and region 

Note: Amino acid conserved sequences are marked with blue boxes; dark red background indicates 

amino acid residues at the same site with highly conserved sequences 
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图 3-2 GI 型、GII 型诺如病毒 P 蛋白氨基酸多序列比对图 

注：氨基酸保守序列用蓝色框标出；深红色背景表示同一位点氨基酸残基，序列高度保守 

Figure 3-2 The multiple alignment of the P-domain amino acid sequences of GI and GII genotypes 

norovirus 

Note: Amino acid conserved sequences are marked with blue boxes; dark red background indicates 

amino acid residues at the same site with highly conserved sequences 

图3-2是GI基因型与GII基因型诺如病毒的序列比对结果。这2种基因型毒株的P蛋

白（230~540）氨基酸的保守度相较于第一组显著降低，在P蛋白中，仅有48个氨基

酸位点保守，且这些位点在第一组的序列比对中同样表现出高度保守性，表明它们

在人源诺如病毒的GI、GII基因组中也具有高度保守性。在这48个氨基酸位点中，存
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在数量相对多的脯氨酸位点（230P、328P、370P、416P、430P、434P、449P、464P、

490P、520P、529P）和甘氨酸（264G、270G、274G、287G、332G、505G）位点，

从氨基酸二级结构分析，是脯氨酸和甘氨酸更容易形成β转角，容易暴露在病毒衣壳

蛋白的表面，这可能与形成P颗粒的空间结构有关。另外，在P蛋白的突出区有5个公

认的高度变异的抗原表位（A、B、C、D、E），这5个表位的变异是病毒进化的原因，

也是氨基酸与宿主细胞表面HBGA的结合位点，可能与产生逃逸宿主的免疫功能有关
[96-98]。此外，通过在线Expasy工具分析GII.4型样本的P蛋白，预测该蛋白的理论分子

质量为35418.69 Da。 

3.2 氨基酸序列进化树 

为了获得诺如病毒的进化信息，以P蛋白氨基酸的序列信息为对象构建进化树，

结果如图 3-3 所示。2.2.1 中诺如病毒毒株与 GII.4-ALQ43928-2015 毒株氨基酸序列相

似度最高，进化关系最近，在进化树上同属于一个分支，同源性值为 83%，与其它

GII.4 型氨基酸序列进化关系相对较近，与 GII 和 GI 型氨基酸序列进化关系相对较远。 

 

 

图 3-3 诺如病毒衣壳蛋白 P 区域氨基酸序列进化树 

Figure 3-3 Evolutionary tree of the P-domain amino acid sequences of the NoVs capsid protein  
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3.3 诺如病毒 P 蛋白基因的扩增 

以 2.2.1 中诺如病毒毒株序列为模板，逆转录后合成 cDNA，然后使用合成的特

异性引物扩增 P 蛋白基因片段。PCR 结果如图 3-1 所示，在 1000 bp 处出现清晰可见

的目的条带，与理论值 970 bp 结果相符。将验证成功的质粒命名为 pCDNA3.4-NoV-

P。 

 

图 3-4 诺如病毒 P 蛋白基因片段的 PCR 扩增产物 

注：M：marker，DNA 标准分子量；1：pCDNA3.4-NoV-P 

Figure 3-4 The PCR amplification products of P-protein gene fragment of NoVs 

Note: M: DNA marker; 1: pCDNA3.4-NoV-P 

3.4 诺如病毒 P 蛋白基因的菌落 PCR 鉴定 

将纯化回收后的 P基因片段与 pCDNA3.4空载同时用限制酶EcoRI和XbaI酶切，

连接、化转后，在 LB 固体培养基板上进行氨苄抗性筛选，挑取 5 个生长良好的转化

子进行菌落 PCR 鉴定，结果如图 3-5 所示。在 1000 bp 附近产生清晰条带，与预期条

带大小 970 bp 结果一致，表明化转成功。随后，进行细菌培养并提取质粒，送往安

升达（天津）生物科技有限公司测序，结果显示，插入的P片段基因序列与，测序结

果一致。 

 

图 3-5 菌落 PCR 结果 

注：M，DNA 标准分子量；挑转化平板菌落 5 个，经菌落 PCR 验证，条带大小与理论值相符 

Figure 3-5 The colony PCR results 

Note: DNA marker; The five colonies were selected from the transformation plate and verified through 

colony PCR to confirm that their gene band sizes were consistent with the theoretical values 
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3.5 诺如病毒重组 P 蛋白的表达与鉴定 

在 P蛋白 N端引入带有 Strep标签的短肽（Trp-Ser-His-Pro-Gln-Phe-Glu-Lys）。该

短肽含有 8个氨基酸，标签小，无需去除，是链霉亲和素特异性识别的序列，链霉亲

和素可作为配体与琼脂糖凝胶介质结合，进行亲和层析法纯化，可用生物素竞争洗

脱目的蛋白。与其它种类标签表达的重组蛋白相比，表达条件更加温和，特异性高，

能保持其蛋白的天然生物活性，并且该蛋白 C 末端还加入了 SUMO 促融标签，用于

促进 P 蛋白可溶性表达。293F 哺乳细胞表达系统具有转染效率高，表达效率高的特

点，因此在 293F细胞中表达 P蛋白。发酵后，运用 Strep标签亲和层析介质对发酵产

物进行纯化，获得纯化后的重组 P蛋白，检测浓度为 1.465 mg/mL。将蛋白进行 SDS-

PAGE 电泳进行验证，鉴定其条带大小，结果如图 3-6 所示。诺如病毒 P 蛋白条带大

小在 35 kDa 左右，与预期大小一致。 

 

 

图 3-6 诺如病毒重组 P 蛋白的 SDS-PAGE 结果 

注：M：预染蛋白 marker，15~150 kDa；1：P 蛋白 

Figure 3-6 The SDS-PAGE results of Norovirus recombinant P protein  

Note: M: marker, 15~150 kDa; 1: P protein 

 

3.6 单克隆抗体的制备与鉴定 

3.6.1 抗诺如病毒 P 蛋白血清效价分析 

利用制备得到的诺如病毒 P 蛋白抗原多轮免疫 5 只 BALB/c 雌性小鼠，观察发现，

这 5只小鼠的免疫效价随着次数的增加而增大，在第四次免疫时达到最大，此时进行

冲击免疫后取血，运用间接 ELISA方法测定其血清抗体效价。如图 3-7所示，第 1只

小鼠（M1）血清效价为 1:8000，第 2 只小鼠（M2）血清效价为 1:32000，第 3 只小

鼠（M3）血清效价为 1:16000，第 4 只小鼠（M4）血清效价为 1:8000，第 5 只小鼠

（M5）血清效价为 1:8000。从小鼠血清效价可知，第 2 只小鼠的免疫效果最好，故

选择第 2 只小鼠进行下一步单克隆抗体的制备。 
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图 3-7 小鼠免疫血清的抗体效价测定 

Figure 3-7 The determination of the antibody potency in the immunization mice sera 

 

3.6.2 杂交瘤阳性细胞的筛选和扩增 

只有融合成功的细胞才兼有 SP2/0细胞的无限增殖能力以及获取 B淋巴细胞黄嘌

呤-鸟嘌呤-磷酸核糖转移酶的利用外源性合成途径合成 DNA 的能力，才能在 HAT 培

养基中存活[99]。通过 HAT/HT培养基筛选到可以生长的杂交瘤细胞，包被诺如病毒 P

蛋白抗原进一步筛选能产生特异性阳性抗体杂交瘤细胞，有限稀释法梯度稀释最终

筛选到单个杂交瘤细胞。经过多轮筛选和亚克隆后，通过间接 ELISA 检测细胞上清，

最终确定 OD450 值大于 1.0 以上的细胞扩大培养并作为生产单克隆抗体候选细胞株，

结果如图 3-8 所示。OD450 值越大，表示好抗体的可能性越大。从 15 块 96 孔板，共

挑出 OD450值在 1.0以上的分泌特异性阳性抗体的杂交瘤细胞株共 12株，分别命名为

1-B3、3-C2、4-C12、5-E3、7-D6、8-F1、9-F8、10-G4、13-H1、13-A2、14-B9、15-

B12。 

 
图 3-8 杂交瘤细胞株 ELISA 细胞上清检测结果 

Figure 3-8 The ELISA detection results of hybridoma cell lines supernatant 
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3.6.3 腹水抗体的鉴定与分析 

将定株的杂交瘤细胞从液氮中取出，细胞复苏以及扩大培养后接种到 BALB/c 小

鼠内，收集腹水。过滤后，采用 protein G 重力柱纯化，经过上样、洗杂、洗脱、超

滤等步骤获得纯化的单克隆抗体。纯化后的 12 株单克隆抗体产量在 1~2 mg/mL，产

量出现差异的原因可能是杂交瘤细胞株之间的差异以及小鼠个体之间的差异造成的。

此外，对纯化后的 12 株抗体进行还原性 SDS-PAGE 电泳鉴定分析，结果如图 3-9 所

示。12 株单克隆抗体均具有两条电泳条带，并且这两条电泳条带对应的分子量与其

各自的轻链（20~25 kDa）、重链（50~55 kDa）大小一致。这些结果表明，这 12 株单

克隆抗体被准确表达。另外，所有抗体条带边缘清晰，杂带少，表明纯化的单克隆

抗体纯度较高，可应用于下一步的实验。 

 

 

图 3-9 小鼠腹水纯化 SDS-PAGE 鉴定 

注：预染蛋白 Marker，15~150 kDa ，1：1-B3、2：3-C2、3：4-C12、4：5-E3、5：7-D6、6：

8-F1、7：9-F8、8：10-G4、9：13-H1、10：13-A2、11：14-B9、12：15-B12 

Figure 3-9 The SDS-PAGE identification of mice ascites purification 

Note: Marker, 15~150 kDa, 1: 1-B3, 2: 3-C2, 3: 4-C12, 4: 5-E3, 5: 7-D6, 6: 8-F1, 7: 9-F8, 8: 10-G4, 9: 

13-H1, 10: 13-A2, 11: 14-B9, 12: 15-B12 

 

3.6.4 单克隆抗体亲和力分析 

通过间接 ELISA 法鉴定抗原与抗体之间的亲和力大小，其结果可采用 EC50

（Half maximal effective concentration）表示。EC50值越小，抗体与目标抗原之间的亲

和力越强，可用于目标单克隆抗体的筛选。诺如病毒P蛋白与单克隆抗体之间的亲和

力大小如图 3-10 所示，1-B3、3-C2、5-E3、8-F1、9-F8、14-B9 等 6 株单克隆抗体的

EC50 均小于 50 ng/mL，表明纯化后的诺如病毒 P 蛋白与 6 株单克隆抗体之间有好的

抗原-抗体亲和力。此外，4-C12、13-H1、15-B12 等 3 株单克隆抗体的 EC50 值在

50~100 ng/mL 之间，表明其亲和力一般；7-D6、10-G4、13-A2 等 3 株单克隆抗体的

EC50值在 100~300 ng/mL之间，亲和力较差。综合考虑，选择 1-B3、3-C2、5-E3、8-
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F1、9-F8、14-B9 等 6 株高亲和力单克隆抗体进行后续竞争 ELISA 配对实验。 

 

图 3-10 单克隆抗体的 EC50值测定 

Figure 3-10 The EC50 values determination of monoclonal antibody  

 

3.6.5 竞争 ELISA 筛选配对单克隆抗体 

为了筛选出具有不竞争关系的包被抗体和标记抗体，采用竞争 ELISA 法对小鼠

腹水纯化的 6 株亲和力好的单克隆抗体（mAb）1-B3、3-C2、5-E3、8-F1、9-F8 与

14-B9 进行配对筛选，从而确定最佳的配对组合。其中，一部分进行 HRP 标记，另

一部分不做处理。竞争 ELISA 结果如图 3-11 所示，在与诺如病毒 P 蛋白的竞争结合

中，14-B9单抗与 5-E3单抗之间表现的竞争比例分别为 57.9%与 88%，说明两单抗识

别诺如病毒 P 蛋白的抗原表位相关性大，竞争关系最为明显。8-F1 单抗与 9-F8 单抗

之间竞争比例为-3.4%与 5.4%，说明两株单抗之间可能识别诺如病毒 P 蛋白的不同抗

原表位，从而表现为不竞争关系，适用于双抗体夹心法的建立。 
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图 3-11 包被抗体与标记抗体最佳组合对的确定 

Figure 3-11 The determination of optimal combination pairs of encapsulated and labeled antibodies 

 

3.7 基因工程抗体的重组表达 

3.7.1 抗体轻重链基因表达载体的构建 

杂交瘤细胞具有不稳定性，从冻存到复苏的过程中随着传代的次数增多，可能

会发生抗体丢失的情况，从抗体分泌阳性转为阴性。因此为了完整的保留抗体，用

于下游应用，故对定株后的杂交瘤细胞进行测序。将筛选出的配对抗体对应的 8-F1、

9-F8 杂交瘤细胞扩大培养后，采用 TRIzol 一步提取法提取总 RNA，经过反转录获得

cDNA链，根据设计的引物，利用 5’ Race技术快速扩增轻链（VL）与重链（VH）基

因片段，分别得到 350 bp 与 400 bp 左右的扩增产物，PCR 电泳结果如图 3-12 所示。

图中条带大小与预期结果相符，说明 VH 和 VL 链初步扩增成功。 

 

图 3-12 （a）诺如病毒单克隆抗体 8-F1 及 9-F8 抗体轻链可变区基因 PCR 扩增结果；（b）诺如病

8-F1 及 9-F8 抗体重链可变区基因 PCR 扩增结果 

Note: M：marker，DNA 标准分子量；（a）1：8-F1 轻链基因片段，2：9-F8 轻链基因片段；（b）

1：8-F1 重链基因片段，2：9-F8 重链基因片段 
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Figure 3-12 (a) PCR amplification results of the light chain variable region gene of norovirus 

monoclonal antibodies 8-F1 and 9-F8;(b) PCR amplification results of the heavy chain variable region 

gene of norovirus monoclonal antibodies 8-F1 and 9-F8 

Note: M: DNA marker; (a) 1: 8-F1 light chain gene fragment, 2: 9-F8 light chain gene fragment; (b) 1:8-

F1 heavy chain gene fragment, 2: 9-F8 heavy chain gene fragment 

将扩增的轻重链单克隆抗体基因经琼脂糖凝胶电泳、切胶、纯化回收等过程后，

经限制性内切酶 EcoRI 和 Hind-III 双酶切，连接至载体 pCDNA3.4 上，构建 4 个全长

抗体的表达载体，如图 3-13 所示。 

 

 

图 3-13 抗体表达质粒示意图 

（a）抗体重链表达质粒；（b）抗体轻链表达质粒 

Figure 3-13 Schematic diagram of the antibody expression plasmid 

(a) Antibody heavy chain expression plasmid; (b) Antibody light chain expression plasmid 

重组载体化转至E. coli DH5α，涂LB氨苄抗性板培养后挑取转化子并提取质粒，

质粒进行 EcoRI和 Hind-III双酶切鉴定，结果如图 3-14所示。可观察到轻链质粒酶切

后的片段在 700 bp 与 5000 bp 左右出现条带，重链质粒酶切后的片段在 1300 bp 与

5000 bp 左右出现条带，与预期条带大小结果一致。将质粒送往安升达（天津）生物

科技有限公司测序，结果表明，抗体的轻链和重链均已成功地插入至 pCDNA3.4载体

中，无碱基突变。将验证成功的质粒命名为 pCDNA3.4-8-F1-VH、pCDNA3.4-8-F1-

VL 与 pCDNA3.4-9-F8-VH、pCDNA3.4-9-F8-VL。 测 序 结 果 与 IMGT 数 据 库

（http://www.imgt.org/IMGTvquest/vquest）进行比对，确定单克隆抗体 8-F1和 9-F8的

FR 与 CDR 区域，两者均含有 4 个 FR 区与 3 个 CDR 区，表明该序列结构完整。 
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图3-14 质粒双酶切验证结果 

注：M：DNA 标准分子量；（a）1：pCDNA3.4-8-F1-H，2：pCDNA3.4-9-F8-H；（b）1：

pCDNA3.4-8-F1-L，2：pCDNA3.4-9-F8-L 

Figure 3-14 The validation results of plasmid double enzyme digestion 

Note: M: DNA marker; (a) 1: pCDNA3.4-8-F1-H, 2: pCDNA3.4-9-F8-H; (b) 1: pCDNA3.4-8-F1-L, 2: 

pCDNA3.4-9-F8-L 

3.7.2 抗体基因的表达、纯化与鉴定 

将验证成功的 pCDNA3.4-8-F1-VH、pCDNA3.4-8-F1-VL 和 pCDNA3.4-9-F8-VH、

pCDNA3.4-9-F8-VL 抗体基因表达载体瞬时转染至 293F 细胞中，获得 8-F1 抗体和 9-

F8 抗体产量分别为 103 mg/L 与 88 mg/L，该抗体的成功表达解决了小鼠腹水抗体产

量低、抗体性质不稳定等问题。然后将基抗体进行 SDS-PAGE 鉴定，结果如图 3-15

所示。这 2株单克隆抗体均具有两条电泳条带，并且这两条电泳条带的对应分子量与

其各自的轻链（20~25 kDa）、重链（50~55 kDa）大小一致。另外，抗体条带边缘清

晰，无杂带，说明抗体纯度较高。初步判断，基因工程抗体 8-F1和 9-F8能够在 293F

细胞中被准确表达。 
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图 3-15 基因工程抗体 SDS-PAGE 鉴定 

注：M：预染蛋白 Marker，15~150 kDa；（a）1：8-F1 基因工程抗体；（b）：1：9-F8 基因工程抗

体 

Figure 3-15 The SDS-PAGE identification of genetically engineered antibodies 

Note: M: Marker, 15~150 kDa; (a) 1: 8-F1 genetically engineered antibody; (b) 1: 9-F8 genetically 

engineered antibody 

3.7.3 抗体的亲和力分析 

为了进一步检测细胞瞬时转染获得的 8-F1 与 9-F8 基因工程抗体性能，采用间接

ELISA 法对抗体的亲和力进行检测，并使用软件 GraphPad Prism 8 绘制 EC50 曲线，

结果如图 3-16 所示。8-F1 抗体的 EC50值为 7.375 ng/mL，9-F8 抗体的 EC50值为 29.98 

ng/mL，这表明 2 株抗体对诺如病毒 P 蛋白具有较好的亲和力，与小鼠腹水产生的抗

体无明显差异。 

 

 

图 3-16 基因工程抗体 EC50值测定 

Figure 3-16 The determination of genetically engineered antibodies 

EC50 values 
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3.8 双抗夹心 ELISA 方法的建立与优化 

根据前几轮筛选的基因工程抗体8-F1和9-F8建立双抗体夹心ELISA方法，首先采

用物理吸附法将抗体8-F1固定在酶标板表面，加入待检的样本（经过处理后的腹泻

病人的粪便上清液），再加入检测抗体9-F8-HRP，待检样本的目标分子会同时与包被

抗体以及检测抗体结合，形成包被抗体-抗原-检测抗体的“三明治”夹心，最终，加

入TMB显色液后，在酶的催化作用下底物发生显色反应。通过观测显色反应的强弱，

可以进行定性及定量检测。微孔板中颜色的深浅与待测物的浓度呈正相关关系，具

体检测工作流程如图3-17所示。 

 

 

图 3-17 双抗夹心 ELISA 方法的工作流程图 

Figure 3-17 The workflow diagram of the double antibody sandwich ELISA method 

 

3.8.1 包被抗体和标记抗体最佳工作浓度的确定 

本实验前期已经筛选出不具有竞争关系的抗体对，分别为 8-F1 和 9-F8，且已经

通过构建抗体基因表达载体的方法，在 293F 细胞中成功获得这对抗体。本部分内容

主要确立包被抗体与标记抗体的最佳工作浓度，建立并优化双抗体夹心 ELISA 检测

体系。首先，根据棋盘滴定法将包被抗体用PBS缓冲液稀释为100 ng/mL、200 ng/mL、

500 ng/mL、1000 ng/mL、2000 ng/mL 等 5 个梯度浓度，并使用标有 HRP 的酶标记抗

体 200 ng/mL、400 ng/mL、800 ng/mL、1600 ng/mL、3200 ng/mL 为检测抗体，然后

在酶标仪上读取 OD450 值，计算阳性抗原（P）与阴性抗原（N）的比值，即 P/N，

P/N 值最大，即确定为包被抗体和标记抗体的最佳工作浓度，结果如表 3-2 所示。当

包被抗体 8-F1 的浓度为 1000 ng/mL 时，检测抗体 9-F8 浓度为 1600 ng/mL 时，此时

P/N 值最大，即为包被抗体和标记抗体最佳工作浓度。 
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表 3-2 包被抗体与标记抗体最佳工作浓度结果 

Table 3-2 The results of the optimal working concentration of the encapsulated and labelled antibodies  

编号 包被抗体 8-F1（ng/mL） 

标记抗体 9-F8（ng/mL） 

200 400 800 1600 3200 

1 100 

P 0.045 0.043 0.039 0.034 0.022 

N 0.014 0.013 0.042 0.031 0.028 

P/N 3.214 3.308 0.929 1.097 0.786 

2 200 

P 0.049 0.039 0.032 0.077 0.544 

N 0. 048 0.039 0.034 0.026 0.054 

P/N 1.021 1.000 0.941 2.962 10.074 

3 500 

P 0.093 0.077 0.105 0.499 0.452 

N 0.045 0.024 0.020 0.067 0.086 

P/N 2.067 3.208 5.250 7.448 5.256 

4 1000 

P 0.950 1.040 1.700 1.790 2.030 

N 0.134 0.136 0.148 0.123 0.158 

P/N 7.090 7.647 11.486 14.553 12.848 

5 2000 

P 1.120 1.730 2.322 2.589 2.875 

N 0.106 0.158 0.219 0.227 0.203 

P/N 10.566 10.949 10.603 11.405 14.163 

 

3.8.2 标准曲线的建立 

根据建立的双抗夹心 ELSIA方法工作示意图，将浓度为 1000 ng/mL 的 8-F1 包被

酶标板，加入的抗原样本为诺如病毒 P 蛋白溶液，浓度分别稀释为 0.5 ng/mL、2 

ng/mL、5 ng/mL、10 ng/mL、20 ng/mL、50 ng/mL 等 6 个梯度浓度，按顺序加入到酶

标板中，每个孔重复两次，同时设立空白对照，洗涤三次后拍干。再加入 HRP 酶标

记抗体 9-F8浓度为 1600 ng/mL，洗涤三次拍干，加入 TMB溶液显色，终止液终止反

应，在 OD450 读取数值，结果如图 3-18 所示。诺如病毒 P 蛋白抗原的浓度在 0.5~50 

ng/mL之间，抗体对之间有较好的线性关系。故在此浓度范围内，建立的标准方程为

y=0.0266x+0.3075，R2=0.9918。 
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图 3-18 浓度标准曲线 

Figure 3-18 Concentration standard curves 

3.8.3 分析灵敏度 

3.8.3.1 LoB 的评估结果及验证 

按照 2.2.6.3 方法，将获得的 60 个检测结果按照从大到小的顺序排列，由公式 2-

2 计算可得，等级位置为 57.5。由式 2-3 计算可得，LoB 取值为排名位置第 57 位检测

结果和排名第 58 位的检测结果的中间值。由表 3-3 可知，第一批试剂的 LoB 值为

0.1878 ng/mL，第二批试剂的 LoB 值为 0.2374 ng/mL，取最大的 LoB值作为最终计算

结果。由表 3-4 结果可知，空白参考品结果小于等于 LoB（评估结果，LoB=0.24 

ng/mL）的比例均大于 85%。综合考虑，结果保留两位数，LoB 最终确定为 0.24 

ng/mL。 

表 3-3 LoB 的评估结果 

Table 3-3 The evaluation result of LoB 

试剂 

批次 
检测日 机型 重复 

检测结果（ng/mL） 

LoB-1 LoB-2 LoB-3 LoB-4 LoB-5 

01 

1 

1 

1 0.2353 0.2433 0.2478 0.2450 0.2438 

2 0.2290 0.2408 0.2410 0.2263 0.2388 

2 

1 0.2403 0.2443 0.2460 0.2420 0.2400 

2 0.2460 0.2385 0.2258 0.2154 0.2460 

2 1 

1 0.2279 0.2080 0.2194 0.2710 0.2203 

2 0.2193 0.2395 0.2106 0.2431 0.2245 
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表 3-3（续） 

试剂 

批次 
检测日 机型 重复 

检测结果（ng/mL） 

LoB-1 LoB-2 LoB-3 LoB-4 LoB-5 

01 

2 2 

1 0.2103 0.1562 0.2401 0.2431 0.2189 

2 0.2031 0.1858 0.1860 0.2148 0.2025 

3 

1 

1 0.2752 0.1896 0.2035 0.2331 0.2346 

2 0.3128 0.2260 0.2142 0.2313 0.2333 

2 

1 0.2435 0.2374 0.2430 0.2322 0.2418 

2 0.2370 0.2398 0.2438 0.2488 0.2428 

LoB-01（X57.5） 0.1878 

02 

1 

1 

1 0.2355 0.2433 0.2268 0.2363 0.2440 

2 0.2378 0.2445 0.2358 0.2440 0.2388 

2 

1 0.2363 0.2360 0.2355 0.2280 0.2393 

2 0.2435 0.2435 0.2360 0.2358 0.2418 

2 

1 

1 0.1749 0.2848 0.2373 0.2482 0.2381 

2 0.2110 0.2410 0.2424 0.2409 0.1990 

2 

1 0.2267 0.2088 0.2442 0.2696 0.2606 

2 0.2151 0.2207 0.1631 0.2333 0.2420 

3 

1 

1 0.2456 0.1988 0.2625 0.2424 0.2357 

2 0.2375 0.2469 0.2436 0.1928 0.2019 

2 

1 0.2343 0.2450 0.0343 0.2448 0.2390 

2 0.2358 0.2360 0.2448 0.2378 0.2453 

LoB-02（X57.5） 0.2374 

Max LoB 0.2374 

*所有数据结果保留 4 位小数。 
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表 3-4 LoB 的验证结果 

Table 3-4 The validation result of LoB 

试剂 

批次 
检测日 重复 LoB-6 LoB-7 

01 

1 

1 0.2247 0.1618 

2 0.2297 0.2018 

3 0.2256 0.1993 

4 0.2255 0.2401 

2 

1 0.1429 0.1618 

2 0.2251 0.1618 

3 0.2197 0.2187 

4 0.1791 0.2083 

3 

1 0.1565 0.2170 

2 0.1668 0.2208 

3 0.1911 0.1818 

4 0.1525 0.2231 

小于等于 LoB 评估值结果数 N 23 

N 在总结果数所占比例 96% 

临界比例 85% 

02 

1 

1 0.2349 0.2239 

2 0.2339 0.1815 

3 0.2093 0.2169 

4 0.2278 0.2187 

2 

1 0.1400 0.1736 

2 0.1720 0.1272 

3 0.2124 0.1618 

4 0.2111 0.2084 

3 

1 0.1757 0.1857 

2 0.1400 0.2436 

3 0.2325 0.2194 

4 0.2297 0.2052 

小于等于 LoB 评估值结果数 N 23 

N 在总结果数所占比例 96% 

临界比例 85% 

*所有数据结果保留 4 位小数。 
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3.8.3.2 LoD 的评估结果及验证 

经软件 SPSS 分析，检出限的检测结果样本符合正态分布，故采用参数法评估

LoD。按照 2.2.6.3 方法，5 份低水平样品（0.2 ng/mL、0.3 ng/mL、0.4 ng/mL、0.5 

ng/mL、1 ng/mL）的 SDL 值根据式 2-5 计算，第一批试剂 SDL=0.053，第二批试剂

SDL=0.047。假设检测结果低于空白限的概率为 5%，根据式 2-6 计算，两批试剂的

Cp 值为 1.653。LoB 值为上述步骤中已经评估的结果，数值为 0.24 ng/mL。由表 3-5

结果可知，第一批试剂的LoD结果为 0.327 ng/mL，第二批试剂的LoD为 0.318 ng/mL，

取最大的 LoD值作为最终计算结果。由表 3-6结果可知，检出限参考品结果大于等于

LoB（评估结果，LoB=0.24 ng/mL）的比例均为 100%，符合大于 85%的标准。综合

考虑，结果保留两位小数，故 LoD 的最终检测结果确定为 0.33 ng/mL。 

表 3-5 LoD 的评估结果 

Table 3-5 The evaluation result of LoD 

试剂 

批次 
检测日 机型 重复 

检测结果（ng/mL） 

LoD-1 LoD-2 LoD-3 LoD-4 LoD-5 

01 

1 

1 

1 0.2416 0.368 0.4313 0.5038 0.9598 

2 0.1890 0.2948 0.4476 0.5287 0.9810 

2 

1 0.1916 0.3421 0.3648 0.5365 1.0245 

2 0.163 0.2838 0.3855 0.5060 1.0789 

2 

1 

1 0.1955 0.3479 0.3678 0.5116 1.1645 

2 0.2379 0.3201 0.4144 0.5221 1.0644 

2 

1 0.2660 0.3413 0.3784 0.4307 0.8406 

2 0.1843 0.2586 0.4300 0.4997 1.0745 

3 

1 

1 0.2205 0.3417 0.4009 0.4227 1.0496 

2 0.2416 0.2368 0.4134 0.5038 0.9598 

2 

1 0.2890 0.2948 0.3476 0.5287 1.1081 

2 0.2916 0.3421 0.3648 0.5565 1.1245 

SD 0.0420 0.0400 0.0320 0.0400 0.0890 

SDL 0.0530 

LoD-01 0.3270 
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表 3-5（续） 

试剂 

批次 
检测日 机型 重复 

检测结果（ng/mL） 

LoD-1 LoD-2 LoD-3 LoD-4 LoD-5 

02 

1 

1 

1 0.2614 0.3337 0.3625 0.4571 0.9930 

2 0.2202 0.3288 0.4194 0.5140 0.8260 

2 

1 0.2388 0.3651 0.4320 0.4969 1.0787 

2 0.1813 0.3407 0.3996 0.4658 1.0952 

2 

1 

1 0.1707 0.2780 0.3582 0.5151 0.9130 

2 0.2104 0.3788 0.3843 0.4883 1.0698 

2 

1 0.2307 0.3637 0.3840 0.4128 0.9374 

2 0.1511 0.2308 0.3728 0.4937 1.0216 

3 

1 

1 0.2498 0.2667 0.3735 0.4646 1.0276 

2 0.1735 0.3132 0.3731 0.4362 1.0515 

2 

1 0.2443 0.3171 0.4262 0.504 0.9800 

2 0.2271 0.3287 0.4119 0.5281 1.0451 

SD 0.0430 0.0360 0.0260 0.0350 0.0790 

SDL 0.0470 

LoD-02 0.3180 

Max LoD 0.3270 

*所有数据结果保留 4 位小数。 

 

表 3-6 LoD 的验证结果 

Table 3-6 The validation result of LoD 

试剂 

批次 
检测日 重复 LoD-6 LoD-7 

01 1 

1 0.3199 0.3409 

2 0.3598 0.3395 

3 0.3551 0.3358 

4 0.3312 0.3333 
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表 3-6（续） 

试剂 

批次 
检测日 重复 LoD-6 LoD-7 

01 

2 

1 0.3345 0.3261 

2 0.3470 0.3453 

3 0.3021 0.3392 

4 0.3720 0.3322 

3 

1 0.3295 0.3363 

2 0.3512 0.3517 

3 0.3627 0.3247 

4 0.3351 0.3458 

大于等于 LoB 评估值结果数 N 24 

N 在总结果数所占比例 100% 

临界比例 85% 

02 

1 

1 0.3432 0.3338 

2 0.3208 0.3433 

3 0.3700 0.3581 

4 0.3288 0.3210 

2 

1 0.3569 0.3072 

2 0.3316 0.3132 

3 0.3032 0.3544 

4 0.3599 0.3366 

3 

1 0.3550 0.3358 

2 0.3502 0.3364 

3 0.3380 0.3518 

4 0.3361 0.3482 

大于等于 LoB 评估值结果数 N 24 

N 在总结果数所占比例 100% 

临界比例 85% 

*所有数据结果保留 4 位小数。 

综上所述，建立的 ELISA 方法的 LoB 和 LoD 分别为 0.24 ng/mL 与 0.33 ng/mL。 
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4  结  论 

4.1 全文总结 

目前，诺如病毒的检测手段呈现多样化，其中酶联免疫吸附法与分子检测方法

尤为常用。酶联免疫吸附法因其操作快速简便、具有较高的灵敏度，在病毒检测领

域受到广泛认可。然而，该方法由于抗体的生产质量，容易产生假阴性和假阳性问

题，一直是其应用中的一大挑战。为了提升检测的灵敏度和准确性，抗体的质量成

为了关键因素。本论文针对 GII.4 基因型，通过动物免疫制备高质量杂交瘤细胞，利

用抗体基因重组技术制备基因工程抗体，建立双抗体夹心 ELISA 检测方法检测抗原。

主要结论如下： 

（1）以核酸样本为模板，逆转录合成 cDNA 链，构建表达诺如病毒 P 蛋白的真

核表达载体，转染 293F 细胞、基于链霉亲和素与生物素纯化抗原，最终获得纯化后

的诺如病毒 P 蛋白。 

（2）诺如病毒 P 蛋白作为免疫原免疫小鼠，断尾取血，获取动物血清，间接

ELISA 法检测动物血清效价，确定血清抗体最优效价为 1:32000 的小鼠制备单克隆抗

体。通过间接 ELISA 法筛选出能稳定分泌单克隆抗体的 12 株杂交瘤细胞株定株，一

部分细胞液氮低温保存，另一部分定株扩大培养后的杂交瘤细胞注入小鼠腹腔，制

备腹水，经过分离纯化获得 12 株特异性单克隆抗体，通过 SDS-PAGE 电泳鉴定蛋白

条带大小为轻链 20~25 kDa 与重链 50~55 kDa。亲和力检测筛选出 1-B3、3-C2、5-E3、

8-F1、9-F8、14-B9等 6株 EC50值小于 50 ng/mL的单克隆抗体，这 6株抗体与诺如病

毒蛋白之间的具有较高亲和力。通过竞争 ELISA 对 6 株抗体进行配对筛选，确定 8-

F1和 9-F8 抗体，其竞争比例为小于 10%，具有明显不竞争关系。对筛选出的 8-F1和

9-F8 单克隆抗体进行测序，获得抗体可变区的基因序列，构建抗体轻重链基因可变

区序列的真核表达载体，转染 293F 细胞表达，经 protein G 层析介质分离纯化等步骤

获得目标抗体。 

（3）构建以双抗体为基础的 ELISA方法，优化并建立 ELISA检测方法，从而确

定包被抗体 8-F1和 9-F8检测抗体的最佳工作浓度分别为 1000 ng/mL与 1600 ng/mL，

据优化后的浓度条件建立标准曲线，线性回归拟合，y=0.0266x+0.3075，相关系数

R2=0.99118，对建立的 ELISA 方法进行灵敏度评估，空白限（LoB）和检出限（LoD）

分别为 0.24 ng/mL 与 0.33 ng/mL。 

综上所述，制备的诺如病毒基因工程抗体与诺如病毒P蛋白抗原之间的亲和力较

好，特异性强，纯度高，为进一步开发并研制诺如病毒快速检测试剂盒奠定了基础。 

4.2 论文的创新点 

（1）通过表达诺如病毒的 P 蛋白，免疫 BLAB/c 小鼠，成功获得 2 株单克隆抗

体 8-F1 和 9-F8。这两株抗体对诺如病毒 P 蛋白具有良好的特异性和亲和力，对于后
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续病毒检测、免疫治疗等方面具有极高的应用价值。 

（2）通过对 8-F1 和 9-F8 单克隆抗体测序，获得了该抗体的轻重链可变区的基

因序列，构建了基因工程全长抗体的表达载体，可以实现在体外持续、稳定地分泌

抗体，且产生的抗体质量均一、活性高。这为大量制备高质量、高特异性的抗体提

供了可能，有利于抗体在临床和科研中的广泛应用。 

4.3 论文的不足之处 

（1）本研究只选择诺如病毒单一基因型免疫动物，制备的单克隆抗体存在广谱

性较弱的问题，这可能限制了该方法检出诺如病毒其它基因型。 

（2）由于科研时间的限制，对建立的 ELISA 检测方法的其它条件还没有优化完

成，比如封闭液的种类、缓冲液种类、包被抗体、检测抗体时间、显色液显色时间

等等。还缺少对建立方法的线性范围、准确度、重复性、特异性以及试剂稳定性的

评估。 
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5  展  望 

诺如病毒检测技术的进展为疫情的快速诊断提供了有力支持。未来，随着技术

的不断进步，我们还应关注多种胃肠道病原体混合感染（如轮状病毒、星状病毒）

的问题。在实际应用中，患者可能同时感染多种肠道病原体，因此，开发能够同时

检测多种病原体的分子快速检测平台具有重要意义。这种平台不仅可以提高检测效

率，还可以为临床诊断和治疗提供更加全面的信息。此外，随着诺如病毒的不断变

异和新型肠道病原体的出现，对检测技术的要求也越来越高。因此，未来的研究应

致力于开发更加灵敏、特异、简便的诺如病毒检测方法，以满足不同场景下的检测

需求。 

最后，成本也是选择检测方法时需要考虑的重要因素，未来的研究还应关注降

低检测成本的问题，以便让更多的人能够享受到高质量的诺如病毒检测服务。 
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