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摘  要 

新冠肺炎自爆发以来，已造成人类生命财产重大损失。专家评估认为新型冠

状病毒 SARS-CoV-2 可能长期和人类共存，因此，早期诊断、早期治疗的技术与

产品成为临床医学、生命科学以及药学领域学者和各企业关注的热点。 
本文以市售的 SARS-CoV-2 抗原及抗体为原料，以免疫学原理作为检测方法

学基础，构建新型冠状病毒血清学的三种检测方法，分别是胶体金免疫层析检测

方法、酶联免疫吸附检测方法和磁珠化学发光免疫检测方法，对三种方法的实验

条件进行优化，研究三种方法的线性相关范围、特异性、灵敏性以及批间批内的

重复性等。 
实验结果表明，胶体金免疫层析检测方法，检测抗体 IgM、IgG 的最低浓度

为 12 ng/mL，同批次内与不同批次之间的变异系数均小于 5 %，与其他干扰物质

不发生交叉反应，临床应用性能评估结果符合标准，实现了良好的定性检测。

ELISA 检测方法，在浓度为 0.25-16 ng/mL 时的相关性较好，其线性回归方程为

y=0.3163x+0.8556，相关系数为 R2=0.996，最低可检测到 0.25 ng/mL 的抗原，没

有与其他的蛋白产生交叉反应，回收率为 99.25 %，批间批内 C.V 值小于 10 %，

符合要求，具有临床应用价值。磁微珠化学发光检测方法的线性浓度在 0.125-16 
ng/mL 区间内，线性回归方程是 y=331.72+11725，相关系数为 0.9961，检测抗原

的最低浓度为 0.125 ng/mL，和干扰物不发生交叉反应，批间批内变异系数均小

于 10 %，回收率达到 99 %以上，未出现假阴性“HOOK”现象。本文的研究为临

床快速检测提供了实验室基础。 
关键词：新型冠状病毒；血清学；胶体金；ELISA；磁珠化学发光 
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ABSTRACT 

Since the outbreak of Corona Virus Disease 2019, human life and property have 
been greatly damaged. Experts estimate that New Coronavirus may coexist with 
humans for a long time. Therefore, early diagnosis and early treatment techniques and 
products have become the focus of attention in clinical medicine, life sciences and 
pharmacy. 

Based on the commercial SARS-CoV-2 antigen and antibody, and using 
immunological principle as the basis of detection, three methods of Serology 
Detection for New Coronavirus were established. They are colloidal gold 
immunochromatography assay, enzyme-linked immunosorbent assay and magnetic 
bead chemiluminescence immunoassay. The experimental conditions of the three 
methods are optimized and three kinds of methods are studied. The linear correlation 
range, specificity, sensitivity and intra assay repeatability of the method were 
analyzed. 

The results showed that the colloidal gold immunoassay method could detect at 
least 12ng/ml IgM and IgG antibodies, the coefficient of variation within the same 
batch and between different batches was less than 5%, there was no cross reaction 
with other interfering substances, the clinical application performance evaluation met 
the standard, and achieved good qualitative detection. The linear regression equation 
was y=0.3163x+0.8556, and the correlation coefficient was R2=0.996. The lowest 
detectable antigen was 0.25ng/ml, and there was no cross reaction with other proteins. 
The recovery rate was 99.25%, and the coefficient of variation was less than 10%, 
which met the requirements and had clinical application value. The linear 
concentration was 0.25-16ng/ml, the linear regression equation was y=331.72+11725, 
the correlation coefficient was 0.9961, the lowest detectable antigen concentration 
was 0.125ng/ml, there was no cross reaction with interfering substances, the 
coefficient of variation was less than 10%, the recovery rate was more than 99%, 
there was no false negative "HOOK" phenomenon. This study provides a laboratory 
basis for clinical rapid detection. 
 
Key words: novel coronavirus; serology; colloidal gold; chemiluminescence im
munoassay of ELISA; Chemiluminescence of magnetic beads 
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第一章 绪 论 

1.1 冠状病毒 

冠状病毒（CoV），拥有着庞大数目的自然宿主，也是人类发现至今最大的

一类 RNA 病毒[1]，它的主要宿主为人类、哺乳动物与飞禽类，常常会引发呼吸

道、肠道疾病，严重会危害到肝脏与神经系统[2]。CoV 是一种被包被、非节段、

阳性的单链 RNA 病毒组，其大小从 26 到 32 Kb 不等，其组成成分主要含有磷酸

化的核衣壳蛋白（N）和基因组的 RNA 组分，磷脂双层膜由两种不同的 Spike
蛋白遮盖，一种是存在于全部 CoV 里的 Spike 糖蛋白三聚体（S），另一种是出

现在部分 CoV 里的血凝素酯酶（HE），其中膜蛋白（M）和包膜蛋白（E）是

病毒包膜 S 蛋白的重要组分，而在磷脂双层膜下则是核衣壳的所在地。冠状病毒

的亚科在基因型和血清学领域上可以大致分为四个属：α、β、γ、δ，其中 β 分为

四个谱系，人类所患的冠状病毒主要是由 α 和 β 这两属引起的，感染后能够致使

人类患病的病毒主要有以下六种：229E、OC43、NL43、HKU1、SARS-CoV 以

及 MERS-CoV，SARS 冠状病毒是以蝙蝠为自然寄主并进化形成的[3-4]，以上病

毒通常引起感冒症状，人畜共患病有时与致命疾病有关，但 CoV 是常见的人类

病原体，30 %-60 %的中国人抗 CoV 抗体呈阳性。尽管人类感染冠状病毒后的症

状通通与急性呼吸道感染相关，但是它拥有着不同的宿主物种，也正因此使它很

容易变成了复杂的病原体[5]。 

1.2 新型冠状病毒 

2019 年冠状病毒病（COVID-19）于 2019 年 12 月下旬在中国中部湖北省省

会武汉开始爆发与蔓延，该病的病原体为新型冠状病毒（SARS-CoV-2）,从病人

身上分离出来的SARS-CoV-2病毒的基因序列与之前发表的蝙蝠SARS冠状病毒

基因组有着 86.9 %的序列同源性，新型冠状病毒和现有的 β 冠状病毒在保守复制

酶区域内的核苷酸序列同源性小于 90 %，因此它是一种新产生的与现有冠状病

毒不同的 β 属回旋病毒，隶属于冠状病毒科的 sarbecovirus 亚属[2]。SARS-CoV
与 SARS-CoV-2 基因组核苷酸相比较它仅仅存在 4 %的变异，但中性点偏差却在

10%-20%之间，差异比之前估计的要大很多。这次爆发的新型冠状病毒主要有两

个类型，L 型（70 %），28144 位点为亮氨酸，武汉疫情刚刚严重时，流行的大

多是 L 型，当 1 月中旬时频率就开始出现下降的趋势，因施加严重的选择性压

力，更具攻击性和快速的传播能力。S 型（30 %），28144 位点为丝氨酸，祖先

的版本，进化较老，攻击性较低，选择性压力相比较 L 型很小，所以在频率上

就会有所增加。 
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新型冠状病毒是一种极其经典的冠状病毒，一种含有覆盖膜的正义 RNA 病
毒，同样也拥有冠状病毒最明显的特点，在他们的表面呈现棍棒状的突刺。

SARS-CoV-2 的基因序列也可以说是类似于典型的 β 属冠状病毒，S、E、M、N
基因、3’非翻译区（UTR）、5’UTR、复制酶结构域（orflab）以及部分不确定的

非结构域开放阅读框[6]。结构蛋白主要包含 4 部分，分别是核衣壳蛋白（N）、

膜蛋白（M）、膜蛋白（E）、刺突蛋白（S），病毒基因组的 3’端编码着结构

蛋白[7]。新型冠状病毒的结构如下图 1.1。 

 
图 1.1 SARS-CoV-2 的结构剖析图 

目前，新型冠状病毒的结构已经获得解析[8]。核衣壳内仅有一种蛋白，便是

N 蛋白，是两个单独的结构域组成了该蛋白，分别为 N 端结构域（NTD）和 CTD，

两者在体外通过各自的方法纷纷与 RNA 进行结合，这也说明了 RNA 结合的最

适状态是需要两种结构域共同参与[9-10]。并且 N 蛋白也和复制酶结构域的两个重

要成分 M 膜蛋白[11]、nsp3[10,12]相结合，分析到他们相互作用可能起到将衣壳化

的基因组有效包装成病毒微粒的效果[13]。M 蛋白是病毒体内数目占比最多的蛋

白，仅仅跨膜结构域就拥有三个[14],起到帮助病毒体变化成其形状的作用。它含

有一个体积较大的 C 端内域和一个体积较小的 N 端糖基化胞外域，可以延申 7、
8 nm 在病毒微粒内[15]。M 蛋白是在病毒颗粒内的二聚体，同时是以多种构象存

在，进而可以帮助进行膜的弯曲并且可以与核衣壳进行牢固结合[16]。E 蛋白在病

毒体内的占比非常少。E 蛋白的重要组分别是 C 端的内域和 N 端的胞外域，E
蛋白还拥有着离子通道的活性，有助于病毒的释放与组装，而重组病毒的致死性

不如以前的重要原因就是缺乏了跨膜 E 蛋白[17]。新型冠状病毒的外表面是 S 蛋

白，它是一种非常经典的 I 跨膜糖蛋白[18]，在病毒表面形成独特的尖峰结构[19-20]。

它主要由 S1 和 S2 亚基组合而成。S1 亚基构成了 spike 蛋白的球状头部，包含受

体结合结构（RBD）和大受体结合域 N 端结构域（NTD）。它主要负责识别宿
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主细胞受体。穗蛋白的茎由 S2 组成，在膜融合中起着一定的作用[21]。S2 亚基包

含三个功能域：融合肽（FP）和肽重复序列（HR1 和 HR2）。融合肽与 RBD 在

S1 末端结合后，通过插入宿主细胞膜改变其构象，刺激肽重复序列形成六螺旋

束（6hb），从而使细胞膜与病毒膜的进行了融合[18]。 

1.3 SARS-CoV-2 的检测方法 

COVID-19 自爆发与传播至 2021 年 3 月以来，国内已累计确诊 102051 人，

死亡 4848 人，而国外更为严重，累计确诊 14595309 人，累计死亡 3522166 人。

因此全球开始寻求更有效的防控与治愈方法。做好防控的前提是对 COVID-19
有更快速的诊断技术，目前对于新型冠状病毒的检测方法主要有以下几种： 

1.3.1 CT 检测 

疫情初期湖北曾把 CT 扫描列为 COVID-19 的临床诊断方法[22]。人体胸部

的 CT 扫描是没有侵入性的，只需要通过 x 射线对不同角度进行测量便可产生患

者的横断面图像[23-24]。放射科专业人士进行图像分析，找寻可能的异常症状获得

诊断结果[23]。新型冠状病毒肺炎患者的 CT 图像特征通常是存在毛玻璃样的混浊

（GGO）于肺周边和胸膜下[25]。而针对于新冠肺炎的 CT 扫描诊断方法有一定的

局限性，因特异性较弱（25 %）而无法将新冠肺炎和其他普通肺炎区分开，有研

究表明 COVID-19 的 CT 成像异常有其特点，同时特点表征下淋巴结病等的发生

率很低，但其 CT 扫描的特征会和其他同样为病毒性的肺炎重叠，所以 CT 扫描

缺少准确性。后期有报道称可将胸膜分布病变和 GGO 组合特征等作为新冠肺炎

鉴别诊断的手段，在 CT 扫描确诊后，需重复 RT-PCR 检测。 

1.3.2 核酸检测 

新型冠状肺炎目前确诊的最主要手段是核酸检测[26-27]，是一种基于基因组信

息学的检测方法，可以为确诊提供有效直接的证明[28-29]。主要是对新型冠状病毒

的两个基因位点进行核酸检测，分别是位于开放阅读框中 ORF1ab 区的 RdRP 基

因和位于结构蛋白编码区编码 N 蛋白的基因，编码 E 蛋白的 E 蛋白就很少用于

检测[30]。 
现对于新冠肺炎呼吸道样本进行诊断的主要办法是 RT-PCR，而对于

COVID-19 的核酸检测试剂盒目前已经被国家药监局（NMPA）批准了 15 种。核

酸检测的主要过程分为两部分：1）进行序列的比对和对引物的设计 2）对体系

进行优化分析并上机测试。有研究通过对大量 SARS 病毒的基因组序列进行分析

对比后，进行引物与探针的设计与修改，采用双靶位检测，一条引物与多种冠状
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病毒配对，不限于 SARS-CoV-2，另一条引物则只与新型冠状病毒适配。同时还

需对检测条件如反应时间、温度等进行优化提升。 

1.3.3 病毒分离测序 

还有一个用于检测病毒感染患者的方法是通过病毒分离进行测序诊断。方法

是从感染病人的病毒样本中分离病毒株，在实验室通过组织细胞培养、动物接种

和鸡胚接种三种方式进行病毒株培养，最常用的方法是通过组织细胞进行培养
[31-32]。但该种方法对操作人员要求非常高，是一种限制。因此尽管病毒分离技术

能够对新冠肺炎进行诊断，但该方法分离耗时长，标准和要求都非常的高，对于

操作的技术人员也存在威胁，并不适合检测中心及医院等大数量检测。 

1.3.4 蛋白检测 

蛋白检测，是以抗原抗体结合反应作为原理的检测技术，当人体接触新型冠

状病毒后，人类的免疫系统就会提供对应的特异性抗体进行抵御，特异性抗体

IgM 会在感染后一周内产生进行免疫，而 IgG 抗体是出现在感染一至两星期以

内，存在时间较长[33]。与此同时在感染的 1-2 天内，人体会含有对应抗原，也可

用于病毒感染诊断。主要作为核酸检测的辅助诊断，可以更加便捷、快速[34]，

而且是在可控性不如实验室的环境。WHO 建议将血清学快速检测用于科研，如

若出现特异性极强的抗体，也可将新冠病毒抗体抗原检测作为体检项目，这将对

SARS-CoV-2 感染的预前、预后、诊断以及治疗等具有重要意义。 

1.4 胶体金免疫层析检测方法 

胶体金免疫层析技术是由 Faulk W P 和 Taylor G M 在 1971 年创立并应用于

大肠埃希菌[35]，是在采用酶、荧光和放射免疫作为标记物之后新发明的一种免

疫标记技术[36]，它是在免疫标记技术的基础上，将抗原和抗体与胶体金结合作

为一种示踪剂，拥有方便、快捷、不依赖大型仪器等优点，俨然成为临床快速诊

断领域中的新方向[37]。 
氯金酸（chloroaurie acid，HAuCl4）经过抗坏血酸、白磷等还原型试剂的作

用下，聚集合成为带有负电荷的疏水性溶液即为胶体金。以金颗粒作为内核，表

面被 AuCl4–和 H+双层离子所吸附，在并不损失结合物的生物特性的情况下[38]。

通过静电作用力与蛋白分子及毒素、抗生素、酶等非共价大分子的正电基团吸引

结合在一起，同时并不影响结合物的生物特性[38]。胶体金粒子表面吸附蛋白质

分子进行包被的过程就是胶体金标记方法的本质。氯金酸溶液通过还原法可获得

1-150 nm 不同直径大小的胶体金粒子[39]。粒子直径的大小与胶体金溶液颜色有
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一定关联：当胶溶液呈现为酒红色时，直径约为 5-20 nm；当胶溶液呈现为深红

色时，直径约为 20-40 nm；当胶溶液呈现为紫红色时，金粒子直径约为 60 nm
以上。当粒子达到一定浓度时，因为标记物聚集在一起，所以就会显现明显的红

色及斑点[40]。正因此特点也让胶体金免疫层析技术得以广泛应用于定性以及半

定量的快速检测中。 
同时也因为该方法不能进一步定量检测，无法满足在临床快速检测中指标定

量化的需求，只能靠肉眼判定检验结果，存在一定的灵敏度较低等困难，还需优

化完善。针对以上所提出的问题新型的胶体金检测技术进行了优化，解决了存在

的问题。 
Zhou G 补充了棉线等从未用于胶体金免疫层析的材料。用棉线和尼龙纤维

束代替样品垫和 NC 膜，整体形态支撑是使用尼龙纤维束材料。对检测结果可以

进行定量分析，解决了无法定量的难题[41]。采用特殊的光电信号放大系统和亲

和素生物素放大技术在新型的免疫层析技术当中，提高了检测灵敏度，减少了样

品的背景干扰[42]。基于原始的免疫色谱法，将颜色预包装采用抗原或纤维膜抗

体标记的荧光胶乳，可以用于免疫分析仪来检测荧光信号，它具有优于传统标记

物的优势[43]。简言之，胶体金免疫层析方法在基础临床快检中扮演着重要角色，

大大提高了诊断准确性和敏感性，减少假阴性和假阳性，并实现定量检测。 

1.5 酶联免疫吸附检测方法（ELISA） 

ELISA 法采用的是抗原与抗体之间的特殊反应将被测物质和生物酶结合，能

够做到定量是因为生物酶可以催化底物进行显色，可用于检测抗体或抗原[44]。

选用不消耗抗原抗体免疫活性的固相载体，将抗原抗体进行包被结合在其中，然

后将抗体抗体偶联物和生物酶作用。当偶联物和包被在载体上的抗原或抗体进行

反应时，就被吸附在固相载体上，便和相应的底物作用显色，产物的颜色与抗原

或抗体的含量成正比[45]。可以通过肉眼与相关显微镜进行观察判断，也可用分

光光度计测定，该方法简便，也有着一定的特异性[46]。 
ELISA 检测方法主要是在实验室和临床检测中被应用，它作为临床快检技

术，主要拥有以下几点优势：主要是高灵敏度，因为实验中所用到的酶具有非常

高效的催化作用，对免疫应答有增强的功能，所以可以对微量的抗原抗体进行检

测；同时免疫反应的结合也保证了实验的特异性。无危险性，没有有害物质参与

反应，同时也保证了环境不受到污染，操作简单，安全系数较高[47]。 
可以根据试剂的来源，样品的性质和检测条件来设计不同的 ELISA 方法。

ELISA 检测双抗夹心法：该实验原理是通过抗原上会有多种决定簇的单抗可以与

之结合，所以找寻对应单抗和抗体进行，抗体-抗原-抗体或者抗原-抗体-抗原排

列的结合，来测定夹心物质[48]。ELISA 检测竞争法：与其他方法步骤相似，第
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一步是将抗体包被于固相载体上，然后加入两组样品进行竞争结合，一组是与酶

标记过的抗原相结合，一组是只有酶标记的抗原，经过孵育洗涤等一系列步骤最

后显色，其中这两组底物的降解量便是待测物质含量。它通常适用于小分子的抗

原测定，优点是快速，不足是实验对酶标记抗原的需求很大，不是很节省。ELISA
检测间接法：通常用于对抗体进行效价，以检测抗体为例，第一步是将特异性抗

原包被在固相之上，然后对待测抗体进行孵育，加入酶标单抗进行显色等实验步

骤，便可进行检测，对于不同待测的抗体只要将包被抗原进行替换便可，传染病

确诊更多采用间接法进行测定。 
ELISA 检测方法的应用越来越多并且出现增长的趋势。从原理上来讲，

ELISA 检测方法适用于一切的抗原及抗体，同时它还可以检测溶于检测液中的可

溶性抗原[49]，可以采用相关的显微镜对酶联免疫吸附进行测定（EIA）来研究抗

原的位置和结构。可以采用酶标记抗原或抗体和免疫扩散、免疫电泳等方法提高

测试的灵敏度[50]，同时也可以应用于微生物学，药理学，流行病学和传染病诊

断[51]。内分泌方面更是可以用于测定 HCG[52]、胰岛素[53]和孕激素等。也可以用

于血液学方面的凝固因子[54]以及结合球蛋白[55]的检测等。该方法也适合来检查

甲胎蛋白[56]（AFP）癌胚抗原[57]（CEA），其中癌胚抗原的检测目前并不能用于

临床应用。现阶段已然成熟完善的是诊断传染病中对乙型肝炎表面抗原的筛查，

ELISA 的原料供应已可在国内外找到[58]。 

1.6 化学发光免疫检测方法 

化学发光标记（CLL）及发光免疫分析（LIA）具有着较高的灵敏度、很强

的特异性、检测出结果快速以及无放射性危害等优点。化学发光是通过氧化还原

等化学反应时发出可见光的现象。有些化合物在没有紫外光或者可见光照射的情

况下，通过吸收化学能的形式，从基态到激发态，激发能转移到受体分子上，当

受体不再激发时，以光的形式释放出能量, 这个现象便称为“化学发光”[59]。通过

测量化学发光反应中释放的光的强度，可以求出反应内化学物质和生物物质的确

切含量，特别是采用和免疫学方法结合以后，所建立的化学发光免疫检测方法，

拥有着发光测定灵敏度高和免疫反应的强特异性的优点，同时检测过程快速，试

剂无害，因此而被广泛应用[60]。 
化学发光免疫层析技术可以细分为以下几种：化学发光酶免疫技术、化学发

光免疫技术、微粒子化学发光免疫技术、电化学发光免疫技术[61]。 
1）化学发光酶免疫技术：化学发光酶免疫检测方法（CLEIA）的原理是将

反应底物替换为化学发光剂来进行酶标记的免疫结合检测。本身较灵敏的化学发

光再叠加上酶的作用，使该方法具有很高的灵敏度。通常选用鲁米诺等材料作为

发光底物，而用作标记的酶常常选择为过氧化物酶，在此基础上向体系中加入发
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光增强剂可以大大提高检测方法的稳定性与灵敏性。在实际的应用当中原材料可

以进行更多的筛选，标记酶可以选择碱性磷酸酶代替，而发光底物也可以换做

dioxetane 磷酸酯，固相载体现在也可以由酶标板替换为磁性微粒[62]。 
2）化学发光免疫技术：化学发光免疫检测方法（CLIA），是以抗原抗体特

异性结合作为基础，用发光剂标记其中一个物质，当环境处于碱性条件下，作为

发光底物的较优物质吖啶酯就会因为过氧化氢的作用而氧化发光[63]。其中作为

化学发光剂的条件最基础的是能够参加到化学发光的反应当中，其次能够与抗原

抗体形成稳定结合物，并且结合后仍然保留较高的动力及效应，以及抗原抗体的

特性，最重要的是免疫活性[64]。 
3）微粒子化学发光免疫技术：微粒子化学发光免疫技术检测可以采用竞争

法与双抗夹心法进行检测，竞争法常用作检测较小分子的抗原物质，而大分子的

抗原物质则选用双抗夹心法进行相关的检测[65]。实验所用到的固相磁粉颗粒体

积非常小，它的直径只有 1.0 μm，这样便大幅度增加了与试剂接触的表面积，增

添了抗原或抗体的吸附数量，使反应速度增快，也使清洗和分离更加便捷。竞争

法的反应过程是，把被磁珠充分包裹的抗体、待检抗原和标记发光底物的抗原同

一时间加入到反应容器内进行孵育，在这个体系内，免疫结合会出现两种情况，

一种是标记的抗原会与抗体结合，另一种则是待测抗原与抗体相结合。双抗体夹

心法的反应过程是，对应抗体与对应抗原依次结合，互不干扰，最终形成包被抗

体-待测抗原-标记抗体双抗夹心的复合物[66]。 
4）电化学发光免疫技术：电化学发光免疫分析（ECLI）是一种通过电化学

方法在电极外表层引起的特异性发光反应。用于标记的物质是电化学发光反应中

的底物，如三联吡啶钌，在化学反应下与抗原和抗体形成结合物，标记抗原和抗

体[67]，和 ELISA 的检测方法大体一致。而用作标记的物质则为在电化学发光反

应中的底物，三联吡啶钌等，它们可以在化学反应下与抗原抗体形成结合物，以

此为抗原抗体进行标记[67]。电化学发光免疫检测与 ELISA 的检测类型相似。ECLI
的反应原理是通过免疫反应复合物中的三丙胺和三联吡啶钌在电极周围失去电

子，形成了三价自由基，激发态的三联吡啶钌退激时发射波长 620 nm 的光子，

并在电极表面反复始进行产生更多光子，测定这些光子使被检测物的信号得以加

强[68]。 

1.6.1 磁珠在化学发光检测技术中的应用 

磁性微球现在已经在多领域被广泛利用，在生物学、医学治疗领域可以应用

于蛋白质的分离纯化[69]、细胞分离[70]、靶向用药[71-72]、磁共振成像[73-74]等方面。

而在免疫检测领域上，它可以代替酶标板作为固相载体，进行抗原抗体的包被，

拥有着可以更加充分与试剂相结合的优点。它还可以作为标记物来提供检测信
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号，根据所测的磁信号可以确定待测物的实际含量。 
以磁珠作为固相载体进行免疫检测的最先应用是检测早孕[75]，然后，Zhang[76]

等人也是在基于磁性微球的基础上对人的 AFP 水平实施了检测。Wang[77]建立了

利用磁性微球作为固相的酶免疫化学发光方法，用以检测糖抗原 50（CA 50）含

量，整个反应体系完成下来仅仅需要 50 分钟。而磁性微球进一步的研究方向可

能是致力于制造具有更高磁性应答，同时提高单位作用面积、更加分散的磁性颗

粒[78]。 

1.7 本课题的研究目的及意义 

新型冠状病毒是引发新型冠状病毒肺炎的病原菌。新型冠状病毒传播感染速

度快，同时还具有一定的致命性，目前已构成全球大流行，导致了数千万人死亡，

已经成为目前全球关注的公共健康问题。此次的病毒感染有较长的潜伏期，而且

发病初期没有较为明显的症状与特征，因此，保证临床早期的高效检出病毒感染

是全面防控病毒的一个重要手段。 
SARS-CoV-2 是一种 RNA 病毒，有研究发现新型冠状病毒的结构蛋白在病

毒感染传播过程中发挥着重要的作用，同时表明其核酸 RNA 也具有高突变率和

不稳定性，所以开发基于病毒蛋白的诊断和治疗相关技术十分必要。 
因此本文拟建立针对 2019 新型冠状病毒进行检测的免疫学检测方法，选择

了比较成熟的胶体金免疫层析检测方法、酶联免疫吸附检测方法和磁微粒化学发

光检测方法，对其实验条件及材料进行优化，以便于更为高效的应用于临床快速

检测，补充现有检测技术空缺，提供更快速、方便、灵敏度高的检测方法。 
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第二章 SARS-CoV-2 抗体胶体金免疫层析检测方法的建立 

胶体金免疫层析检测方法，是基于胶体金作为检测标记物，应用至抗原和抗

体的特异性结合过程中的一项快速诊断技术，在医学检测、食品安全检测、进出

口产品病原微生物检测等领域得到了广泛的应用。本章对 SARS-CoV-2 的特异性

抗体 IgM、IgG 建立检测方法，采用的是较为常见的柠檬酸三钠还原法，使氯金

酸（HAuCl4）聚集形成金粒子，制取胶体金溶液。通过实验对组建胶体金试纸

条的膜材料进行筛选、优化胶体金复合物的稳定性、摸索检测线与质控线的最佳

抗体包被浓度，并对实验所建立的检测方法进行性能评估，同时加以临床样本应

用验证。 
针对的是血清中抗体 IgM、IgG 的检测，所以采用间接法原理制备胶体金试

纸条，若滴加样品中含有一定浓度的待测物质时，质控线和检测线会同时显色，

检测结果为阳性，可用肉眼观察显色程度判断样品中所含检测物的含量，也可通

过相关仪器进行具体测定。 

2.1 实验材料 

2.1.1 实验设备仪器 

表 2.1 实验设备信息 
仪器名称 生产厂家 型号规格 

小型高速离心机 江苏 其林贝尔 LX-500 
漩涡混合器 江苏 其林贝尔 VORTEX-5 

加热磁力搅拌器 江苏 其林贝尔 GL-3250A 

紫外-可见光分光光度计 Shimadzu UV-2550 

XYZ 三维划膜喷金仪 北京海峰致远 HM3030 

恒温摇床 上海 智城 ZWYR-2102C 

高压灭菌锅 上海 博迅 YXQ-LS-18SI 

恒温培养箱 杭州奥盛 MK-10 

2.1.2 实验药品 

S 蛋白购于武汉华美生物工程有限公司，IgM、IgG 抗体、小鼠抗人 IgM、

小鼠抗人 IgG 以及羊多抗购自北京博奥龙免疫技术有限公司，临床样品由北京科

赫生物科技有限公司，氯金酸、柠檬酸三钠、pH 试纸购自默克 Sigma，其他试

剂均为国产分析纯。 
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2.2 实验内容 

2.2.1 胶体金溶液的制备及检测过程 

（1）制备胶体金溶液前，将实验所需的锥形瓶等玻璃器皿，采用流动水将

灰尘清洗干净，放入浓硫酸中充分浸泡 48 小时后取出，用洗洁剂清洗 4-5 次，

流水冲洗，蒸馏水再清洗 3-4 次，恒温烘箱高温烘干待用； 
（2）称量 1 g 的氯金酸一次溶解于蒸馏水中，定容瓶定容至 100 mL，制成

1 %的氯金酸溶液。取 1 mL 1 %的氯金酸溶液和 99 mL 蒸馏水加入经过处理的

250 mL 容量的锥形瓶中，放置于加热磁力搅拌器上进行加热处理，将温度调到

最大控制，磁力搅拌速率调至最小； 
（3）溶液加热至沸腾后开始计时，3 分钟后，迅速加入 1 mL 1 %的柠檬酸

三钠水溶液，充分混匀，继续搅拌加热至 7 分钟，在此过程中会观察到溶液逐渐

从无色至蓝色，最后变成酒红色； 
（4）完全反应结束后，将锥形瓶取下使其冷却至室温，因溶液加热产生水

蒸气而有部分水分流失，故将其用蒸馏水再次定容至 100 mL，封口膜封好瓶口，

放置 4 摄氏度，冷藏避光保存待用； 
（5）制备成功后的胶体金溶液无浑浊杂质，清澈透亮，采用紫外-分光光度

计检测溶液在波长范围为 400 至 600 nm 处的吸收光谱，记录最高吸收峰值，代

入公式，计算出制取得到的金颗粒直径。 

2.2.2 胶体金-鼠抗人 IgM 及鼠抗人 IgG 抗体结合物的制备 

1）胶体金结合最适 pH 值的选择 

胶体金与抗体能否成功结合，pH 值是重要因素影响之一，一般只有在蛋白

质等电点（pI）略偏碱的条件下，二者才能牢固结合，此时蛋白质呈中性，与金

粒子之间的静电作用力较小，疏水作用力占有优势，因此蛋白质较易吸附于胶体

金颗粒表面。可用 0.1 mol/L 的 K2CO3 试剂调试胶体金溶液的 pH 值，其中由于

金溶液会损坏 pH 仪探头，所以采用 pH 试纸进行测定，具体操作步骤如下： 
（1）取 10 支高温灭菌后的 1.5 mL EP 管，按 1-10 依次标记序号，每管中加

入 1 mL 配制好的胶体金溶液 
（2）按标记序号每管依次加入 0.1 mol/L K2CO3 溶液 0，8，16，18，20，22，

24，26，28，30 μL 作为梯度，充分均匀混合； 
（3）加入适量的鼠单抗进行标记，于 37 摄氏度，180 rpm 条件下，结合反

应 30 min； 
（4）采用饱和氯化钠法加入 10 % NaCl 溶液，于室温避光条件下，静置 2 h，
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使游离胶体金粒子充分沉淀； 
（5）根据胶体金溶液颜色判断与抗体结合的最佳 pH 值。 

2）鼠抗人 IgM 及鼠抗人 IgG 最佳标记量的选择 

对于标记抗体最佳量摸索的具体操作步骤如下： 
（1）取 8 支高温灭菌后的 1.5 mL EP 管，按 1-12 依次标记序号，每管中加

入 1 mL 配制好的胶体金溶液，调节至最适合结合反应的 pH 值； 
（2）将所用标记的鼠单抗用 PBS 缓冲液稀释至 1 mg/mL，按标记序号每管

依次加入 1.0，1.5，2.0，2.5，3.0，3.5，4.0，4.5 μL 的单抗作为梯度，充分均匀

混合，于 37 摄氏度，180 rpm 条件下，结合反应 30 min； 
（3）采用饱和氯化钠法加入 10 % NaCl 溶液，于室温避光条件下，静置 2 h； 
（4）用酶标仪对每管溶液在 528 nm 波长下进行检测，记录光吸度值。 

3）金标抗体复合物的制备 

采用高温低速离心方法纯化按上述实验已获得的胶体金结合最适 pH 值及最

佳抗体标记量所制备的胶体金-抗体复合物。具体操作步骤如下： 
（1）取 8 支高温灭菌好的 1.5 mL EP 管，取 1 mL 制好的胶体金溶液加入至

每管，用 0.1 mol/L K2CO3 溶液进行调节，使溶液达到结合抗体的最佳 pH 值； 
（2）每管中加入最佳标记抗体量，充分均匀混合，于 37 摄氏度，180 rpm

条件下，结合反应 30 min； 
（3）以牛血清蛋白溶液作为封闭液，每管中加入 50 μL，充分均匀混合，

于 37 摄氏度，180 rpm 条件下，结合反应 30 min； 
（4）用低温离心机对以上 8 支 EP 管进行 4 摄氏度，10000 r/min，20 min

离心； 
（5）用微量移液器将每管中的上清液小心吸出弃掉，在该过程中注意不要

晃动 EP 管，否则沉淀物将再次溶于溶液中； 
（6）取 60 μL 金稀液加入至第一个 EP 管当中，充分重悬混匀，吸出至第二

个 EP 管中进行重悬，依次操作至最后一支 EP 管，便可获得金标抗体原液，置

于 4 摄氏度储存待用。 

4）金标垫的制备 

（1）金标垫预处理 
因蛋白易非特异性吸附于硝酸纤维素膜上，出现背景染色以及显色不足，为

弥补这一情况，需对金标垫做如下处理： 
首先将玻璃纤维素膜剪裁成长 5 cm、宽 1 cm 的尺寸，再将其放入含有 1 %

吐温-20、0.5 %牛血清白蛋白、和 0.02 mol/LTBS 的封闭剂中浸泡 0.5 h，取出放

置到 37 摄氏度恒温烘箱内干燥完全。 



第二章 SARS-CoV-2 抗体胶体金免疫层析检测方法的建立 

 12 

（2）金标垫的制备 
取一次性 PE 手套铺垫于大型号平皿底层，将经过预处理的干燥玻璃纤维素

膜平铺放置其中，向膜上滴加前述实验中所制备好的金标抗体原液，直至全膜浸

润完全，放置 37 摄氏度恒温烘箱中 3 h，烘干后取出，密封冷藏保存于 4 摄氏度。 

2.2.3 试剂卡材料的筛选 

1）硝酸纤维素膜（NC 膜）的筛选 

硝酸纤维素膜孔径的大小对试剂卡生产过程中检测线与质控线的包被效果

以及在层析显色过程中的流速快慢均有着重要影响，因此对硝酸纤维素膜进行筛

选十分必要。 
采购英国 Whatman 品牌的型号为 AE99、Millipore 品牌的型号为 135、

Sartorious 品牌的型号为 CN140、Seebio 品牌的 KWH0040A 的 NC 膜进行筛选比

较，试验液体流经 4 cm 膜长度，根据所需时间、显色是否清晰以及膜背景是否

干净进行判断选择。 

2）结合释放垫的筛选 

    层析过程中，胶体金复合物从结合释放垫上的释放情况直接影响膜上的出线

情况，只有优质的结合释放垫才足以让胶体金复合物的干燥、留存、复润以及释

放，每一步都达到最佳状态。分别采购上海捷宁公司的型号为 8965、美国 PALL
品牌的型号为 AccuWik Ultra 和 8715 的结合释放垫进行筛选比较，根据层析结束

后，释放垫上的背景颜色及显色程度进行判断选择。 

3）样品垫的筛选 

采购上海杰一生物公司的 XQY7、GL-b02、上海金标生物公司的 RB65、KB 
50 四种不同型号的样品垫材料同时进行实验检测。首先将样品垫材料裁剪成长

1.5 cm、宽 0.5 cm 的尺寸，向材料中央滴加 100 μL 液体后，开始计时，根据液

体完全浸湿样品垫的时间对材料进行判断选择。 

2.2.4 金稀液成分的选择 

金稀液的配伍原则是秉承着使胶体金结合物更加稳定、利用率发挥到最大限

度，以保证后续的测试过程更加准确、显色更加清晰。蛋白需保存在缓冲体系当

中，所以我们需要一种缓冲介质，缓冲液通常有 PB 和 Tris-HCl ，而在胶体金标

记蛋白时对 pH 值的把控非常严格，低 pH 值会使蛋白带正电荷造成死金现象，

所以缓冲液选取 pH 8.5 的 Tris-HCl。其余试剂成分通过实验效果进行筛选。 
BSA 起到封闭作用，一方面对金垫进行封闭，另一方面流动封闭 NC 膜，防

止产生层析不干净，出线反白等情况，同时高浓度存在也保护了标记蛋白；酪蛋



第二章 SARS-CoV-2 抗体胶体金免疫层析检测方法的建立 

 13 

白有促进金粒子释放的作用，同时对免疫反应有着较强的封闭能力；Tween-20
作为表面活性剂，具有增加亲水性，促进结合的作用。蔗糖具有干燥保护剂的作

用，给金标物提供一个相对亲水的环境，使其有效释放。 
根据查阅资料及实验室经验设计 6 组不同配比的金稀液配方，具体内容如下

表 2.2 所示，按以下配方配置 6 组试剂卡进行检测，通过观察金标垫颜色残留、

NC 膜背景颜色以及出线情况来对金稀液进行选择。 

表 2.2 金稀液配方 
组别 BSA 酪蛋白钠 Tween-20 蔗糖 

1 0.5 % 1 % 0.3 % 5 % 
2 0.5 % 0.3 % 1 % 5 % 
3 1 % 1 % 0.3 % 10 % 
4 1 % 0.3 % 1 % 10 % 
5 5 % 1 % 0.3 % 15 % 
6 5 % 0.3 % 1 % 15 % 

2.2.5 试剂卡 C 线包被浓度的选择 

将羊抗鼠 IgM、IgG 用 PBS 溶液分别稀释至 0.5、1、1.5、2 mg/mL 包被在

硝酸纤维素膜质控线上，捕获蛋白按 1 mg/mL 包被在硝酸纤维素膜检测线上，

组装试剂卡，滴加 100 μL 标准品进行检测，依据质控线显色效果进行筛选。 

2.2.6 试剂卡 T 线包被浓度的选择 

将捕获蛋白用 PBS 溶液分别稀释至 0.5、1、1.5、2 mg/mL 包被在硝酸纤维

素膜检测线上，质控线上二抗按筛选浓度进行包被，组装试剂卡，滴加 100 μL
标准品进行检测，依据检测线显色效果进行筛选。 

2.2.7 试剂卡的性能评估 

1）灵敏度实验 

按上述实验所得最佳实验条件进行试剂卡组装，将待测标准品用 PBS 溶液分

别稀释至 6 ng/mL、12 ng/mL、24 ng/mL、48 ng/mL、96 ng/mL、960 ng/mL，用

制备好的试剂卡对以上 6 组待测样品进行检测，每组重复检测 3 次，根据试剂卡

显色情况确认最低检测限。 

2）重复性实验 

   按实验所得条件制作一批试剂卡，对选取的两个不同浓度的标准品进行检测，

观察显色结果，分析批内重复性；制作三批次试剂卡，对选取的两个不同浓度的

标准品进行检测，观察显色结果，分析批间重复性。 
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3）稳定性实验 

   按实验所得条件制作一批试剂卡，密封保存于 37 ℃烘箱中，每天取出若干支

分别检测低、中、高三个浓度的标准品，观察试剂卡显色情况，直至试剂卡完全

失效。 

2.2.8 临床应用验证 

1）重复性验证 

分别选取临床确诊新型冠状病毒（2019-nCoV）感染的阳性样本，分别为： 
M1、M2、M3，检测信号强度分别为+++、++++、+++。将上述样本梯度稀释检

测，样本稀释度为 1/100、1/1000、1/2000、1/4000、1/6000 每个稀释梯度重复检

测 20 次，统计结果。 

2）最低检测限验证 

分别选取不同地区收集的临床确诊新型冠状病毒 SARS-CoV-2 感染阳性样

本，用于 IgM 检测的样品分别为 M21、M22、M23，用于 IgG 检测的样品为 M21、

M22、M23、G21、G22、G23,依据实验研究结果，使用健康人血清稀释至最低

检测限，重复检测 20 次，统计结果。 

2.3 实验结果 

2.3.1 胶体金溶液的制备及检测过程 

依据柠檬酸三钠还原法原理制取的胶体金溶液，通过肉眼观察可以看见液体

颜色呈现出酒红色，液体光泽亮丽、晶莹透亮、无微粒状沉金现象，均一性良好，

初步鉴定良好，如图 2.1 所示。在实验中，1 %柠檬酸三钠与 1 %氯金酸溶液的

加入量均为 1 mL，还原反应制备得到胶体金溶液 100 mL，用紫外分光光度计测

其 400-600 nm 波长范围内的吸收值，扫描图谱如图 2.2 所示。分析图谱显示在

波长为 528 nm 处，达到胶体金溶液吸收峰最高值，根据金粒子颗粒直径的线性

方程 y=0.4271 x+514.56 计算得出，本实验制备胶体金溶液的粒子直径约为 31 
nm。 
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图 2.1 柠檬酸三钠还原法制取的胶体金溶液 

 
图 2.2 胶体金在 400-600 nm 波长下的吸收光谱曲线 

2.3.2 胶体金-鼠抗人 IgM 及鼠抗人 IgG 抗体结合物的制备 

1）胶体金结合最适 pH 值的选择 

每管胶体金溶液加入 K2CO3 溶液进行调节之后的 pH 值见下表 2.3，pH 对胶

体金的影响情况见图 2.3，观察下图可以发现，当胶体金溶液中添加 K2CO3 的量

大于 22 μL，即 pH 大于 8.2 时，胶体金开始出现死金现象，所以胶体金-抗体复

合物最佳结合 pH 值范围在 8.2-8.4 之间，调节 pH 值所用的 K2CO3 加入量选为

22μL。 
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表 2.3 加入 K2CO3 溶液后的 pH 值 
编号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

胶体金（mL） 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
K2CO3（μL） 0 8 16 18 20 22 24 26 28 30 

pH 值 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.2 8.4 9.0 10 10.5

 

 
图 2.3 加入 K2CO3 溶液后的胶体金 

2）鼠抗人 IgM 及鼠抗人 IgG 最佳标记量的选择 

将标记抗体加入量和在酶标仪下测得OD528nm分别作为横坐标与纵坐标制作

图表，鼠抗人 IgM、鼠抗人 IgG 不同加入量的检测结果相关曲线如图 2.4、图 2.5
所示，从图中可得出，伴随标记单抗加入量的增加，OD528nm 值呈现上升状态，

直至加入量达到 2.5 μL 时，OD 值不再有较大变化，趋于平稳，最佳抗体标记量

应在实验结果的基础上增加 10 %-20 %，因此应选取 3 μL 作为抗体最适标记量。 

 
图 2.4 鼠抗人 IgM 加入量与 OD528nm值的相关曲线图 
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图 2.5 鼠抗人 IgG 加入量与 OD528nm值的相关曲线图 

2.3.3 试剂卡材料的筛选 

1）硝酸纤维素膜（NC 膜）的筛选 

采买四款不同的硝酸纤维素膜，这四款 NC 膜的爬速均在 120±40 s 范围内，

英国沃特曼品牌的 AE99 无背衬，其余三款均有背衬。根据色素水溶液在 4 cm
膜上的层析时间进行筛选，其中 Whatman 品牌的 AE99 流经 4 cm 的时间最长，

影响读数较慢，产生非特异性结合的可能性也较大，易产生结果误差；Seebio 品

牌的 KWH0040A 层析速度最快，读数较快，但因为停留时间较短，易出现结合

反应不完全，呈现假阴性的结果；而 Millipore135 和 Sartorious CN140 层析时间

适中，Millipore135 更适合血清传染病检测，显色更清晰；最后综合考虑，选择

Millipore 品牌的 135 型号硝酸纤维素膜作为实验材料。 

2）结合释放垫的筛选 

采买三款不同的胶体金结合释放垫，进行金标垫处理制备组装试剂卡，检测

结果如图 2.6 所示，释放垫 8965 吸收胶体金复合物的容量较大，但结合复合物

释放不够充分，显色一般；释放垫 8715 吸附能力较弱，释放能力不足，显色较

差；释放垫 Accuwik Ultra 吸附能力略低于 8965 型号，但释放能力强，显色效果

良好；综合分析，最终选取 PALL 公司的 Accuwik Ultra 型号结合释放垫作为实

验材料。 

 
图 2.6 结合释放垫测试效果 

Accuwik Ultra 

8715 

8965 
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3）样品垫的筛选 

采买四款不同的样品垫，均剪裁成为长 1.5 cm、宽 0.5 cm 同样大小，滴加

100 μL 色素水溶液，观察液体完全浸润各个样品垫所需时间，浸润速度过慢，

易产生非特异性结合，浸润速度过快，则会导致反应不完全，产生假阴性结果，

所以选取浸润速度适中的材料即可，依据实验结果，最终选择四款膜中购自杰一

生物的 XQ-Y7 作为实验材料。 

2.3.4 金稀液成分的选择 

按金稀液成分表 2.1 配置 6 组不同配比的试剂，分别应用于试剂卡的制备过

程当中，滴加样品进行检测，依据金标垫残留背景颜色、NC 膜背景颜色、出线

速度和显色情况进行筛选。结果如图 2.7 所示，按 1、2、5 组配方制备的试剂卡

出线产生反白现象，按 3、6 配方制备的试剂卡金标垫有试剂残留，观察得到第

4 组的出线清晰，金标垫较为干净。因此选择以 0.01 M 的 Tris-HCl 作为缓冲液，

其中 BSA 占比为 1 %，酪蛋白钠占比为 0.3 %，Tween-20 占比为 1 %，蔗糖占比

为 10 %的配方作为实验选择。 

 
图 2.7 金稀液成分的选择 

2.3.5 试剂卡 C 线包被浓度的选择 

用 PBS 将待包被的羊抗鼠 IgM、羊抗鼠 IgG 多抗分别稀释到 0.5 mg/mL、1 
mg/mL、1.5 mg/mL 和 2 mg/mL，捕获抗原包被浓度为 1 mg/mL，进行检测。测

试结果如下图 2-8、2-9 所示，C 线的颜色随着二抗浓度的增加而逐渐变深，1.5 
mg/mL 时显色明显，2mg/mL 的显色与之相比相差不大，考虑耗材成本，确定羊

抗鼠 IgM、IgG 最佳包被的浓度是 1.5 mg/mL。 
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图 2.8 羊抗鼠 IgM 包被浓度的选择 

不同包被多抗浓度：A 0.5 mg/mL；B 1.0 mg/mL；C 1.5 mg/mL；D 2.0 mg/mL 

 
图 2.9 羊抗鼠 IgG 包被浓度的选择 

包被浓度同图 2.8 

2.3.6 试剂卡 T 线包被浓度的选择 

用 PBS 将待包被的捕获抗原分别稀释到 0.5 mg/mL、1 mg/mL、1.5 mg/mL
和 2 mg/mL，山羊抗鼠 IgM、IgG 按照 2.3.5 进行包被，检验测试结果如下图所

示，包被的抗原浓度小于 0.5 mg/mL 时，T 线的显色现象微弱甚至没有显色；当

捕获抗原的浓度高于或者等于 1.5 mg/mL 时，T 线的显色会随之变深，但增加到

一定浓度时，T 线的颜色停止变化。因此，选择捕获抗原的包被浓度为 1.5 mg/mL。 

 
图 2.10 IgM T 线包被浓度的选择 

不同包被抗原浓度：A 0.5 mg/mL；B 1.0 mg/mL；C 1.5 mg/mL；D 2.0 mg/mL 

B C DA A 

B DCA 

A B C D
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图 2.11 IgG T 线包被浓度的选择 

不同包被抗原浓度：A 2.0 mg/mL；B 1.5 mg/mL；C 1.0 mg/mL；D 0.5 mg/mL 

2.3.7 试剂卡的性能评估 

1）灵敏度实验 

按上述实验摸索的条件进行试剂卡组装，对不同浓度待测样品进行检测。检

测浓度分别为 6 ng/mL、12 ng/mL、24 ng/mL、48 ng/mL、96 ng/mL、960 ng/mL，
试剂卡检测显色结果如图 2.12、2.13 所示，当待测样品浓度是 6 ng/mL 时，C 线

显色，T 线不显色，当待测样品浓度大于等于 12 ng/mL 时，C 线、T 线均显色呈

阳性，且随着待测样品浓度逐渐升高，T 线显色也逐渐加深，所以本实验所制备

的试剂卡最低检测浓度为 12 ng/mL。 

 
图 2.12 IgM 检测试剂卡灵敏度实验 

 
图 2.13 IgG 检测试剂卡灵敏度实验 

DA B

96ng/mL 

C

96ng/mL 6ng/mL 12ng/mL 960ng/mL 48ng/mL 24ng/mL 

6ng/mL 12ng/mL 24ng/mL 48ng/mL 960ng/mL 
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2）重复性实验 

用本文建立的胶体金免疫层析检测方法制作相同批次和不同批次试剂卡，选

取 12 ng/mL 和 960 ng/mL 两个浓度的 IgM、IgG 标准品进行测试，对本文建立

的检测方法进行重复性实验，实验结果如下表 2.4、2.5，不同浓度的 IgM、IgG
批内重复性均达到 100 %，不同批次之间变异系数小于 5 %，该检测方法一致性

良好。 

表 2.4 IgM 检测试剂卡重复性测试 
 样品浓度 阳性检出率 阴性检出率 

批内 
12 ng/mL 10/10 10/10 

960 ng/mL 10/10 10/10 

批间 
12 ng/mL 29/30 30/30 

960 ng/mL 30/30 30/30 

表 2.5 IgG 检测试剂卡重复性测试 
 样品浓度 阳性检出率 阴性检出率 

批内 
12 ng/mL 10/10 10/10 

960 ng/mL 10/10 10/10 

批间 
12 ng/mL 30/30 30/30 

960 ng/mL 30/30 30/30 
 

3）稳定性实验 

   按实验摸索的条件制作一批试剂卡，密封保存于 37 ℃烘箱中，每天分别测试

12 ng/mL、48 ng/mL、960 ng/mL 三个浓度的待测样品，连续测试 3 周，前 8 天

试剂卡阳性检出率达到 100 %，显色情况也较为良好，第 9 天有部分试剂卡出线

颜色变浅，直至第 15 天，试剂卡彻底失效，无法正常进行检测。根据检测试剂

盒行业标准可以得出，37 ℃存放 7 天相当于冷藏 4 ℃存放一年，本实验构建的

胶体金免疫层析检测方法稳定性良好。 

2.3.8 临床应用验证 

1）重复性验证 

对获得的三个阳性样本按 1：100、1：1000、1：2000、1：4000、1：6000
梯度进行稀释，每个浓度检测 20 次，实验结果如表 2.6、2.7 所示，样本的每个

浓度检出信号强度重复率均大于 90 %，符合标准。 

表 2.6 IgM 检测试剂卡重复性验证 
M1 检测 1/100 1/1000 1/2000 1/4000 1/6000 

1# +++ ++ ++ + + 

2# +++ ++ ++ + + 
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     续表 2.6 

3# +++ ++ + + + 

4# +++ ++ ++ + + 

5# +++ ++ ++ + + 

6# +++ ++ ++ + + 

7# +++ ++ ++ + + 

8# +++ ++ ++ + + 

9# +++ ++ ++ + + 

10# +++ ++ ++ + + 

11# +++ ++ ++ + + 

12# +++ ++ ++ + + 

13# +++ ++ ++ + + 

14# +++ ++ ++ + + 

15# +++ ++ ++ + + 

16# +++ ++ + + + 

17# +++ ++ ++ + + 

18# +++ ++ ++ + + 

19# +++ ++ ++ + + 

20# +++ ++ ++ + - 

 

M2 检测 1/100 1/1000 1/2000 1/4000 1/6000 

1# ++++ +++ ++ ++ + 

2# ++++ +++ ++ ++ + 

3# ++++ +++ ++ ++ + 

4# ++++ +++ ++ + + 

5# ++++ +++ ++ ++ + 

6# ++++ +++ ++ ++ + 

7# ++++ +++ ++ ++ + 

8# ++++ ++ ++ ++ + 

9# ++++ +++ ++ ++ + 

10# ++++ +++ ++ ++ + 

11# ++++ +++ ++ ++ + 

12# ++++ +++ ++ ++ + 

13# ++++ +++ ++ ++ + 

14# ++++ +++ ++ ++ + 

15# ++++ +++ ++ ++ + 

16# ++++ +++ ++ ++ + 

17# ++++ +++ ++ ++ + 

18# ++++ +++ ++ ++ + 

19# ++++ +++ ++ ++ + 

20# ++++ +++ ++ + + 
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M3 检测 1/100 1/1000 1/2000 1/4000 1/6000 

1# +++ ++ ++ + + 

2# +++ ++ ++ + + 

3# +++ ++ ++ + + 

4# +++ ++ ++ + + 

5# +++ ++ + + + 

6# +++ + ++ + + 

7# +++ ++ ++ + + 

8# +++ ++ ++ + + 

9# +++ ++ ++ + + 

10# +++ ++ ++ + + 

11# +++ ++ ++ + + 

12# +++ ++ + + + 

13# +++ ++ ++ + + 

14# +++ ++ ++ + + 

15# +++ ++ ++ + - 

16# +++ ++ ++ + + 

17# +++ ++ ++ + + 

18# +++ ++ ++ + + 

19# +++ ++ ++ + + 

20# +++ ++ ++ + + 

表 2.7 IgG 检测试剂卡重复性验证 
M1 检测 1/100 1/1000 1/2000 1/4000 1/6000 

1# +++ ++ ++ + + 

2# +++ ++ ++ + + 

3# +++ ++ ++ + + 

4# +++ ++ ++ + + 

5# +++ ++ ++ + + 

6# +++ ++ ++ + + 

7# +++ ++ ++ + + 

8# +++ ++ ++ + + 

9# +++ ++ + + + 

10# +++ ++ ++ + + 

11# +++ ++ ++ + - 

12# +++ ++ ++ + + 

13# +++ ++ ++ + + 

14# +++ ++ ++ + + 

15# +++ ++ ++ + + 

16# +++ ++ + + + 

17# +++ ++ ++ + + 

18# +++ ++ ++ + + 

19# +++ ++ ++ + + 

20# +++ ++ ++ + + 
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M2 检测 1/100 1/1000 1/2000 1/4000 1/6000 

1# ++++ +++ ++ ++ + 

2# ++++ +++ ++ ++ + 

3# ++++ +++ ++ ++ + 

4# ++++ +++ ++ + + 

5# ++++ +++ ++ ++ + 

6# ++++ +++ ++ ++ + 

7# ++++ +++ ++ ++ + 

8# ++++ ++ ++ ++ + 

9# ++++ +++ ++ ++ + 

10# ++++ +++ ++ + + 

11# ++++ +++ + ++ + 

12# ++++ +++ ++ ++ + 

13# ++++ +++ ++ ++ + 

14# ++++ +++ ++ ++ + 

15# ++++ +++ ++ ++ + 

16# ++++ +++ ++ ++ + 

17# ++++ +++ ++ ++ + 

18# ++++ +++ ++ ++ + 

19# ++++ +++ ++ ++ + 

20# ++++ +++ ++ + + 

 
M3 检测 1/100 1/1000 1/2000 1/4000 1/6000 

1# +++ ++ ++ + + 

2# +++ ++ ++ + + 

3# +++ ++ ++ + + 

4# +++ ++ ++ + + 

5# +++ ++ + + - 

6# +++ + ++ + + 

7# +++ ++ ++ + + 

8# +++ ++ ++ + + 

9# +++ ++ ++ + + 

10# +++ ++ ++ + + 

11# +++ ++ + + + 

12# +++ ++ ++ + + 

13# +++ ++ ++ + + 

14# +++ ++ ++ + + 

15# +++ ++ + + + 

16# +++ ++ ++ + + 

17# +++ ++ ++ + + 

18# +++ ++ ++ + + 

19# +++ ++ ++ + + 

20# +++ ++ ++ + + 
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2）最低检测限验证 

不同地区收集的临床确诊新型冠状病毒 SARS-CoV-2 感染阳性样本使用健

康人血清稀释至检测下限浓度，用制备好的试剂卡重复检测 20 次。IgM 检测试

剂卡验证结果如表 2.8 所示，阳性的检出率分别为 M 21=95 %、M 22=90 %、M 

23=95 %。IgG 检测试剂卡验证结果如表 2.9 所示，阳性检出率分别为 M 21=95 %、

M 22=90 %、M 23=95 %、G 21=95 %、G 22=95 %、G 23=95 %，性能均符合标

准。 

表 2.8 IgM 检测试剂卡最低检测限验证 
 M 21 M 22 M 23 健康人 

1# + + + - 

2# + - + - 

3# + + + - 

4# + + + - 

5# + + + - 

6# + + + - 

7# + + + - 

8# + + + - 

9# + + + - 

10# + + + - 

11# + + - - 

12# + + + - 

13# + + + - 

14# - + + - 

15# + - + - 

16# + + + - 

17# + + + - 

18# + + + - 

19# + + + - 

20# + + + - 

表 2.9 IgG 检测试剂卡最低检测限验证 
 M 21 M 22 M 23 G 21 G 22 G 23 健康人 

1# + + + + + + - 

2# + + + + + + - 

3# + + + + + + - 

4# + + + - + - - 

5# + + + + + + - 

6# + + + + + + - 

7# + - + + + + - 

8# + + + + + + - 

 



第二章 SARS-CoV-2 抗体胶体金免疫层析检测方法的建立 

 26 

       续表 2.9 

9# + + + + - + - 

10# + + + + + + - 

11# + + - + + + - 

12# + + + + + + - 

13# + + + + + + - 

14# - + + + + + - 

15# + + + + + + - 

16# + - + + + + - 

17# + + + + + - - 

18# + + + + + + - 

19# + + + + + + - 

20# + + + + + + - 

2.4 小结 

胶体金免疫层析技术以其操作简单、准确快速、不依赖仪器等特点，被列为

当今最便捷灵敏的免疫学检测方法之一，在临床防疫过程中，该技术方法可突破

检测技术对工作人员以及场地的限制。本章节建立了针对 SARS-CoV-2 抗体

IgM、IgG 的胶体金免疫检测方法，通过化学还原法制备金颗粒粒径为 31 nm 的

胶体金溶液，溶液光亮透明，均一性良好，实验验证当溶液中加入 22 μL 的 K2CO3

溶液使 pH 值调至 8.2-8.4 之间、抗体标记量为 3 μL 时，胶体金溶液具有较为良

好的结合能力，可以形成稳定的胶体金-抗体复合物。对试剂卡各组分材料的筛

选工作，最终确定选取 Millipore 公司的 135 型号硝酸纤维素膜、PALL 公司的

Accuwik Ultra 型号结合释放垫以及杰一生物的 XQ-Y7 样品垫作为试剂卡组分材

料。金稀液最佳配方是以 pH 8.5 的 Tris-HCl 作为缓冲液，其中 BSA 含量为 1 %、

酪蛋白钠含量为 0.3 %、Tween-20 含量为 1 %、蔗糖含量为 10 %。 
实验摸索确定 C 线最适包被浓度为 1.5 mg/mL、T 线的最适包被浓度为 1.5 

mg/mL，构建的胶体金检测方法最低检测限为 12 ng/mL，试剂卡变异系数小于

5%，稳定性显示良好，可放置于 4 ℃冷藏保存 1 年。临床样本进行性能验证，

均符合实验标准。在本实验中建立的检测 SARS-CoV-2 特异性抗体 IgM、IgG 方

法可以做到半定量分析测定，也可以进一步通过胶体金试纸分析仪提高结果判

读，对其定量分析。
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第三章 SARS-CoV-2 酶联免疫吸附检测方法的建立 

ELISA 主要是将抗原或抗体包被于酶标板上，再将抗原与抗体进行特异性反

应，用酶标抗体进行标记，根据显色底物反应量测出对应待检样品含量。本章节

针对 SARS-CoV-2 蛋白建立间接法酶联免疫吸附检测方法，对实验要求及条件进

行摸索优化，对构建成功的方法进行性能评估实验。 

3.1 实验材料 

3.1.1 实验设备仪器 

表 3.1 实验设备信息 
仪器名称及型号 生产厂家 

微量移液器 Eppendorf 有限公司 
高压蒸汽灭菌锅 哈尔滨东联 
PB-10pH 检测仪 北京西杰 
sunergyz 酶标仪 BioTek 

DHG-101-2 电热恒温鼓风干燥 上海赫田 
LX-500 小型高速低温离心机 海门其林贝尔 

3.1.2 实验药品 

SRBD 蛋白、S 抗体（Antibody）采买于武汉华美生物工程有限公司，HRP
标记的羊抗鼠采买自武汉博士德生物工程有限公司，BSA 购买于 sigma，其他试

剂均为国产分析纯。 

3.1.3 实验试剂的配置 

1）包被液 

（1）pH 值 12.0、0.01 M NaOH 溶液：称量 4 g 氢氧化钠，用超纯水使其完

全溶解并定容至 1 L，冷藏待用。 
（2）pH 值 7.4、0.01 M PBS 缓冲液：称量 0.2 g 氯化钾，8 g 氯化钠，0.24 g 

KH2PO4 和 1.44 g Na2HPO4 溶于 800 mL 蒸馏水中，用 HCl 调试溶液 pH 值到 7.4，
蒸馏水定容至 1 L，高压灭菌锅灭菌 20 min，冷藏待用。 

（3）pH 值 9.6、0.05 M 碳酸盐缓冲液：称量 2.93 g 碳酸氢钠、1.59 g 碳酸

钠溶于 800 mL 的纯水当中，调节 pH 值到 9.6，超纯水水定容至 1 L，高压灭菌

锅灭菌 20 min，冷藏待用。 
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2）洗涤液 

pH值7.2、0.05 M PBS-T溶液：在配置好的0.05 M PBS溶液中加入Tween-20，
调节 pH 值到 7.2，4 ℃冷藏保存。 

3）稀释液 

（1）称量 Na2HPO4·12H2O 7.16 g 溶于 100 mL 的蒸馏水 
（2）称量 NaH2PO4·2H2O 3.12 g 溶于 100 mL 的蒸馏水 
取（1）试剂 81 mL、（2）试剂 19 mL 置于高温灭菌后的三角烧瓶中，充分

混合均匀，超纯水定容至 400 mL，4 ℃冷藏保存。 

4）封闭液 

（1）PBST 溶液（1 % BSA）：将 Tween-20 添加至配置好的 0.05 M PBS 溶

液中，再添加 BSA 至终浓度为 1 %。 
（2）PBST 溶液（0.5 %明胶）：同上，向配置好的洗涤液中加入 0.5 %的明

胶。 
（3）酪蛋白钠水溶液（2 %）：向蒸馏水中加入 2 %的酪蛋白钠。 
（4）牛血清水溶液（3 % BSA）：向蒸馏水中加入 3 %的 BSA。 

5）显色液 

称量 60 mg TMB 溶解于 10 mL 的二甲基亚砜溶液中，制备成 TMB 贮液，

称量 100 mL 添加稀释液 10 mL、30 %的 H2O2 溶液 15 μL，混匀待用。 

6）终止液 

   称量 60 mL 蒸馏水加入 10 mL 98 %浓硫酸，定容至 100 mL 配置成 2 mM 浓

硫酸溶液（注意先水后酸）。 

3.2 实验内容 

3.2.1 SARS-CoV-2 ELISA 检测方法步骤 

（1）SRBD 抗原的包被：将 SARS-CoV-2 抗原用制好的包被液进行稀释，

以每孔 100 μL 添入到 96 孔酶标板，4 ℃包被过夜。 
（2）洗板：将板中包被液弃掉，用 PBS-T 溶液以每孔加入 200 μL 进行清

洗，每次停留 3 min，共反复清洗 3 次，最后甩掉孔中液体。 
（3）一抗孵育：将 S Antibody 用稀释液进行稀释，以每孔 100 μL 加入至已

包被的 96 孔板内，37 ℃温育 1 h。 
（4）洗板：将酶标板中液体弃掉，用 PBST-T 溶液进行清洗，即每孔添加

200 μL，停留 3 min，共反复清洗 3 次，最后甩掉孔中液体。 
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（5）酶标抗体孵育：用稀释液对酶标抗体按照一定的比例进行稀释，以每

孔 100 μL 添加至 96 孔板内，37 ℃恒温箱温育 1 h。 
（6）洗板：将孔中液体弃掉甩干，用 PBS-T 溶液以每孔添加 200 μL 进行

清洗，每次停留 3 min，此次清洗进行 5 次，最后一次弃掉洗涤液，用蒸馏水进

行清洗，200 μL/孔，停留 3 min，反复清洗 2 次，弃掉。 
（7）显色：在 96 孔板中添加制备好的显色液，每孔 100 μL，室温避光放

置 30 min。 
（8）终止：以每孔 50 μL 加入预先配好的终止液至酶标板内，轻微柔和震

荡使反应完全终止。 
（9）读值：终止反应 15 min 内，在酶标仪上检测 OD450nm吸光度。 

3.2.2 包被抗原与抗体最佳工作浓度的确定 

采用棋盘方阵法可对 SRBD 包被抗原以及抗体进行最佳工作浓度的同步摸

索，用制备好的包被缓冲液对包被抗原进行稀释，稀释梯度为 8、4、2、1、0.5、
0.25 ng/mL，按照实验步骤进行包被、洗涤，将 S Antibody 按梯度 1：4500、1：
9000、1：18000、1：36000、1：72000、1：148000 用包被缓冲液进行稀释，每

孔 100 μL 添加至酶标板中进行 37 ℃温育，后续洗板、孵育酶标抗体，用 PBS-T
溶液洗涤 5 次，纯水洗涤 2 次，加入显色液避光 30 min，终止上机读数，测定在

OD450nm波长下，P/N 读数最大值对应浓度即为最佳工作浓度。 

3.2.3 包被缓冲液的筛选 

包被抗原及抗体按照上述确定的最佳工作浓度进行稀释包被和孵育，包被缓

冲液分别选用 0.01 M NaOH 溶液（pH 12.0）、0.01 M PBS 缓冲液（pH7 .4）、

0.05 M 碳酸盐缓冲液（pH 9.6），按照实验步骤进行包被、洗涤、抗体温育等，

最后显色、终止反应，上机读数，测定在 OD450nm波长下，与最大 P/N 读数匹配

的缓冲液即为最适包被缓冲液。 

3.2.4 最佳包被条件的确定 

将 SARS-CoV-2 抗原按照上述实验确定的浓度进行稀释，分别 4 ℃包被过

夜、恒温 37 ℃包被 1 h、2 h，清洗后，加入最佳工作浓度的抗体进行包被，后

续进行洗涤、酶标抗体孵育、显色、终止反应。酶标仪检测 OD450nm，依据 OD450nm

下 P/N 值最大时来确定最佳包被条件。 
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3.2.5 发光底物最佳工作时间的确定 

将包被抗原以及抗体按照上述摸索的最佳条件实施包被、洗涤、孵育后，将

显色液以每孔 100 μL 添加至固相板内，从 5 min 起，每隔 5 min 对一排样本加入

终止液并上机检测 OD450nm，检测阳性吸光值与阴性吸光值的比值，选择 P/N 最

大时为发光底物最优工作时间。 

3.2.6 建立标准曲线 

按照上述确定的最佳条件进行酶联免疫吸附法检测，将抗原按以下浓度进行

稀释：0.25 ng/mL、0.5 ng/mL、1 ng/mL、2 ng/mL、4 ng/mL、8 ng/mL、16 ng/mL，
根据检测数据制作标准曲线，计算线性方程，得出回归系数。 

3.2.7 性能评估 

1）灵敏度实验 

采用已经建立的 ELISA 检测方法对按一定梯度稀释的 SARS-CoV-2 抗原进

行测试，阴性对照选用 PBS 试剂，确定最低检出浓度。 

2）特异性实验 

为确定实验构建的 ELISA 检测方法的特异性，选用实验室现有致病菌表达

蛋白 KOD、tk0178 作为干扰物进行检测，同时选择 PBS 作为阴性对照组。 

3）重复性实验 

重复性体现于变异系数 CV 值，即在不同浓度条件下，测得样本标准差与平

均值的比值，随变异系数的变小，重复性逐渐增强。实验选择高、中、低 3 个不

同浓度的样本进行同一批次检测 6 次、不同批次检测 6 次，依据检测出的 OD450nm

值，计算变异系数，最后根据变异系数对建立的检测方法进行重复性评估。 

4）加标回收实验 

加标回收实验选择浓度为 1.25 ng/mL 的抗原作为标准品，向其中加入不同

浓度的样品稀释液，用构建的 ELISA 酶联免疫吸附法进行检测，一个浓度重复

检测 3 次，检测 OD450nm值，计算加标回收率。 

3.3 实验结果 

3.3.1 包被抗原与抗体最佳工作浓度的确定 

经过棋盘方阵滴定法检测后，上机检测的实验数据如下表 3.2 所示，可以明
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确分析到当包被抗原浓度为 2 ng/mL，抗体浓度为 1：36000 时，测得 P/N 值最

大，即该浓度为最佳工作浓度。 

表 3.2 包被抗原与抗体最佳工作浓度的确定 
包被抗体 

稀释倍数 

抗原稀释浓度（ng/mL） 

8 4 2 1 0.5 0.25 

1：4500（P） 2.01 1.97 1.92 1.85 1.79 1.7 

1：4500（N） 0.825632 0.746212 0.76494 0.767635 0.721774 0.661479 

P/N 2.77 2.64 2.51 2.41 2.48 2.57 

1：9000（N） 1.95 1.92 1.87 1.83 1.75 1.68 

1：9000（P） 0.68662 0.695652 0.690037 0.665455 0.662879 0.658824 

P/N 2.84 2.76 2.71 2.75 2.64 2.55 

1：18000（P） 1.87 1.84 1.8 1.77 1.7 1.62 

1：18000（N） 0.636054 0.689139 0.654545 0.629893 0.561056 0.661224 

P/N 2.94 2.67 2.75 2.81 3.03 2.45 

1：36000（P） 1.8 1.79 1.74 1.689 1.62 1.58 

1：36000（N） 0.550459 0.544073 0.52568 0.53619 0.525974 0.537415 

P/N 3.27 3.29 3.31 3.15 3.08 2.94 

1：72000（P） 1.71 1.68 1.62 1.57 1.53 1.42 

1：72000（N） 0.575758 0.581315 0.570423 0.592453 0.556364 0.533835 

P/N 2.97 2.89 2.84 2.65 2.75 2.66 

1：148000（P） 1.56 1.52 1.46 1.39 1.32 1.23 

1：148000（N） 0.496815 0.47352 0.467949 0.44838 0.434211 0.418367 

P/N 3.14 3.21 3.12 3.09 3.04 2.94 

3.3.2 包被缓冲液的筛选 

选择 3 种包被缓冲液开始酶联免疫吸附检测，检测数据如下表 3.3 所示，根

据测得 OD450nm值及 P/N 值，可以确定当包被缓冲液为 0.05 M 碳酸盐缓冲液时，

P/N 值最大，因此包被缓冲液确定为 0.05 M 碳酸盐缓冲液。 

表 3.3 包被缓冲液的选择 
包被液 0.01 M NaOH 0.01 M PBS 0.05 M 碳酸盐缓冲液 

阳性 OD450 nm 1.324 1.405 1.524 

阴性 OD450 nm 0.526 0.537 0.542 

P/N 2.517 2.616 2.811 
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3.3.3 最佳包被条件的确定 

包被温度以及时间均对实验检测有着重要影响，按照以下三组包被条件进行

ELISA 检测，检测数据如下表 3.4 所示，根据 OD450nm测值及 P/N 值，可以得出

当包被条件设定为 4 ℃包被过夜时，P/N 值最大，因此 4 ℃包被过夜为最佳包被

条件。 

表 3.4 最佳包被条件的确定 
OD450nm 4 ℃过夜 37 ℃ 60 min 37 ℃ 120 min 

阳性 1.536 1.425 1.233 

阴性 0.432 0.609 0.584 

P/N 3.556 2.340 2.111 

3.3.4 发光底物最佳工作时间的确定 

将抗原按照已得出的实验条件进行检测后，将显色液以每孔 100 μL 添加到

到酶标板中，从 5 min 起，每隔 5 min 对一排样本加入终止液并上机检测 OD450nm，

共检测 9 组，实验结果如下表 3.5 所示，可以得发光底物反应时间为 20 min 时，

OD450nm值最大，故发光底物最优作用时间选择为 20 分钟。 

表 3.5 发光底物最佳工作时间的确定 
反应时间 OD450nm 

5 min 2.11 
10 min 2.397 
15 min 2.385 
20 min 2.42 
25 min 2.241 
30 min 2.161 
35 min 1.984 
40 min 1.513 
45 min 1.128 

3.3.5 建立标准曲线 

依据实验建立的ELISA酶联免疫吸附检测方法对梯度稀释的抗原进行检测，

根据实验数据绘制标准曲线如下图 3.1 所示，当 SRBD 浓度为 0.25-16 ng/mL 时，

检测数值与其呈线性关系，回归方程式为 y=0.3163x+0.8556，相关系数是 R² 
=0.9960。 
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图 3.1 标准曲线 

3.3.6 性能评估 

1）灵敏度实验 

将 SRBD 抗原做梯度稀释，用已经构建的 ELISA 方法对其检测，结果如下

表 3.6，可以检测的最低浓度为 0.25 ng/mL。 

表 3.6 灵敏度实验 
SARS-CoV-2 浓度 ng/mL 8 6 4 2 1 0.5 0.25 Blank

OD450nm 3.379 2.723 2.131 1.732 1.172 1.014 0.931 0.732

2）特异性实验 

本实验采用以构建的 ELISA 检测方法对相同浓度的 KOD、tkO178 和 SRBD
进行检测，阴性对照组选择为 PBS，实验结果见下表 3.7，分析得出其余干扰物

并不参加反应。 

表 3.7 特异性实验 

检测物 SARS-CoV-2 KOD tk0178 PBS 

OD450nm 2.14 0.372 0.224 0.121 

3）重复性实验 

通过实验对批间、批内进行检测，根据测定结果分别计算出批内及批间的变

异系数，由表 3.8、表 3.9 的数据可知，批内变异系数在 7.10 %-8.89 %范围，批

间变异系数在 6.92 %-7.94 %范围，均小于 10 %，证明本试验所构建的酶联免疫

检测方法具有较好的重复性。 
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表 3.8 批内重复性试验 

血清样品 检测次数 平均值 X 变异系数% 

A 6 1.078 7.10 

B 6 2.354 5.55 

C 6 4.231 8.89 

表 3.9 批间重复性试验 

血清样品 包被批次 平均值 X 变异系数% 

A 6 1.098 6.92 

B 6 2.432 5.11 

C 6 4.332 7.94 

4）加标回收实验 

检测结果数据如下表 3.10 所示，三个不同浓度的加标回收率分别为

97.05 %-102.70 %，97.50 %-101.84 %，99.86 %-101.46 %，平均回收率为 99.25 %。 

表 3.10 ELISA 加标回收试验结果 

样品 
原样品浓度

ng/mL 
加入量 ng/mL

实测浓度 

ng/mL 

回收率 

% 

1 1.25 2 3.304 102.70 

2 1.25 2 3.152 95.10 

3 1.25 2 3.191 97.05 

4 1.25 30 30.501 97.50 

5 1.25 30 30.375 97.08 

6 1.25 30 31.803 101.84 

7 1.25 60 62.124 101.46 

8 1.25 60 61.669 100.70 

9 1.25 60 61.164 99.86 

3.4 小结 

酶联免疫吸附检测方法已成功的应用于大分子量的抗原的定量测定，成为临

床血清流行病学调查的重要手段，具有灵敏、特异、简单、快速、稳定等特点。

本章节构建了针对 SRBD 检测的 ELISA 酶联免疫吸附检测方法，通过棋盘方阵

滴定法筛选了包被抗原和抗体的最优工作浓度，同时对包被缓冲液进行了筛选，

优化了包被等实验条件，最终建立的方法在 SRBD 浓度范围在 0.25-16 ng/mL 内

和检测 OD450nm值呈线性关系，回归方程式为 y=0.3163x+0.8556，相关系数是 R² 
=0.996。不与其他感染物产生反应，变异系数在 10 %以下，重复性良好，加标
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回收率为 99.25%，符合要求，最低检测 SRBD 浓度为 0.25 ng/mL。
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第四章 SARS-CoV-2 磁珠化学发光免疫检测方法的建立 

将免疫反应和化学发光技术进行结合，是一种新型的特异性强、灵敏度高的

免疫测定技术。用磁珠代替酶标板作为固相载体，同时其自身特性也是一种分离

手段，提高了反应灵敏度以及检测效率。本文选用双抗夹心法构建磁珠作为固相

测定 SARS-CoV-2 的化学发光免疫方法。 

4.1 实验材料 

4.1.1 主要使用仪器 

表 4.1 实验仪器信息 
仪器名称 生产厂家 型号规格 

旋转混匀仪 美国 SCILOGEX MX-RD-E 
小型高速离心机 海门其林贝尔 LX-500 

漩涡混合器 海门其林贝尔 VORTEX-5 

高压灭菌锅 上海博迅 YXQ-LS-18SI 

移液枪 eppendorf 1000/500/200/50μL 

磁力架 BioMag beads BMB50 

多功能酶标仪 BioTek Synergy2 

酸度计 北京西杰 PB-10 

4.1.2 主要使用化药 

SRBD 蛋白、S Antibody 采买于武汉华美生物工程有限公司，兔多抗购买于

上海起发，鲁米诺购买自 sigma，MES 采买于上海今品公司，100 nm 磁珠采买

自 JSR，过氧化脲、氯化钠、对碘苯酚均来自国产分析纯。 

5.1.3 主要使用试剂 

1）洗涤液：称量 Tris-HCl 3.94 g、氯化钠 8.766 g 溶于 900 mL 纯水中，向

其中加入吐温-20 500 μL，均匀混合，定容至 1000 mL，避光放置留存； 
2）连接缓冲液：称取 450 mL 蒸馏水，称量 9.76 g 吗啉乙磺酸溶解至其中，

用 500 mL 定容至 500 mL，将 pH 调节为 5.0，高压灭菌锅进行灭菌，放置 4 ℃
冷藏待用，溶液有效期限为两周； 

3）偶联试剂：制作 10 mg/mL EDC 溶液，连接缓冲液作为溶液，注意该试

剂需配好后立即使用，不能存放； 
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4）发光底物溶液 
（1）鲁米诺溶液：称量 NaOH 药品 0.4 g，用 100 mL 纯水充分溶解。称量

鲁米诺试剂 0.8858 g 与 80 mL NaOH 溶液充分混匀，容量瓶定容至 100 mL，放

置于 4℃遮光待用。 
（2）对碘苯酚溶液：配制浓度为 0.05 M 的对碘苯酚溶液，称量对碘苯酚药

品 0.11 g 和 10 mL DMF 充分混匀，放置于 4 ℃冷藏密封保存。 
（3）底物缓冲液：Tris-HCl（0.01 M pH 5.0）溶液中加入氯化钠和 Tween-20

的量分别为 0.9 %和 0.1 %。 
（4）过氧化脲溶液：称量过氧化脲溶解于上述（3）中至终浓度为 0.1 M。 
（5）发光底物应用液： 
A.将配制好的鲁米诺溶液和对碘苯酚溶液加入至含有 3 %DMF 的溶液中，

使鲁米诺和对碘苯酚的终浓度为 1 mM 和 2 mM。 
B.通过底物缓冲液把过氧化脲溶液稀释到终浓度为 2 mM。 
实验室取相同体积的 A 和 B，均匀混合后便可使用，注意即用即配。 

4.2 实验方法 

4.2.1 免疫磁珠的制备过程 

1）用涡旋混合器把磁性微珠充分且均匀的散开，用移液枪吸取出 100 μL 磁

珠悬浮液至 1.5 mL 的 EP 管，注意动作轻缓，避免重新混合； 
2）将 EP 管垂直固定于磁力架上，2-3 分钟后，出现磁珠分离现象，上清液

变得澄清透亮时，用微量取液器小心吸出上清弃掉； 
3）取连接缓冲液 100 μL 添加至 EP 管中，置于涡旋混合器震荡均匀混合； 
4）取抗体 20 μL 加入至 EP 管中，使其充分混合，26 ℃条件下，在震荡仪

上反应时长 30 min； 
5）在 EP 管中添入 10 μL 偶联试剂，移液枪操作液体混匀，26 ℃环境下，

再震荡仪上反应时长 2 h； 
6）将 EP 管垂直固定于磁力架上，2-3 分钟后，出现磁珠分离，上清液变澄

清时，用微量提取器将上清吸出扔掉。 
7）取 100 μL 配置好的洗涤液加入至 EP 管中，移液枪操作液体混合均匀，

再用涡旋混合器进一步混合； 
8）重复操作（6）、（7）两次； 
9）EP 管垂直固定于磁力架上 3 min 后，当磁珠分离充分后，取出澄清透亮

的上清弃之； 
10）配制含有 1 %-BSA 的洗涤液，吸出 200 μL 添加至上述 EP 管中，充分
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均匀混合，4 ℃避光留存。 

4.2.2 磁珠化学发光检测方法的操作步骤 

将上述制备好的抗体-磁性微珠偶联物抽取 10 μL，向其中添加 40 μL 抗原溶

液和 50 μL 酶标记抗体，用移液枪吹打混匀，静置在 37 ℃烘箱内反应 1 小时后，

移置到磁力架上，磁珠分离，微量移液枪吸取上清，剩余沉淀加入 PBS 200 μL
洗涤 3 次，加入前述配制完成的发光底物 120 μL 移至化学发光板内，在 26 ℃遮

光反应 5 min 后，通过酶标仪检测其发光值。 

4.2.3 磁珠偶联抗体含量的确定 

在制作免疫磁性微球的过程当中，可以通过磁力架将未与磁珠成功偶联的抗

体分离至上清中，去除闲置抗体后，可通过高速离心机，10000 rpm，工作 10 min，
将未偶联成功的闲置磁性微球分离至上清。外购 BCA 蛋白定量检测试剂盒，根

据试剂盒说明书进行操作，按照抗体浓度和测值建立标准曲线，计算偶联抗体最

佳含量。 

4.2.4 反应孵育时间的确定 

按照 SRBD 浓度为 2 ng/mL，选择 1.5 μg/mL 酶标记抗体，加入 50 μL 制好

的免疫磁珠，充分作用后进行上机检测化学发光值，反应时间分别为 20、30、
40、50、60、90、120 min，根据测值选择孵育时间的最适时长。 

4.2.5 化学发光底物反应时间的确定 

按照确定后的最适实验条件进行化学发光免疫检测，添加上述制成的发光底

物充分混合，室温遮光静置开始反应，每隔 5 min 上机用多功能酶标仪进行化学

发光值的检测，根据测值确定最佳发光底物反应时间。 

4.2.6 化学发光免疫检测方法标准曲线的建立 

将 SRBD 蛋白浓度用 PBS 溶液进行稀释，稀释终浓度分别为 16 ng/mL、8 
ng/mL、4 ng/mL、2 ng/mL、1 ng/mL、0.5 ng/mL、0.25 ng/mL，依据上述确定的

最优实验条件进行化学发光免疫检测，根据上机测得值绘制标准曲线，计算线性

方程，得出回归系数。 
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4.2.7 磁珠化学发光免疫检测方法性能分析 

1）特异性实验 

为确定实验构建的检测方法的特异性，选用 KOD 蛋白、tk0178 蛋白配制同

浓度后与实验中配制好的抗体-磁珠偶联物按照上述确认的实验条件进行磁性微

球化学发光免疫检测，同时选择相同浓度 SRBD 蛋白作为对照组，PBS 作为阴

性对照。 

2）灵敏度实验 

将 SRBD 蛋白用 PBS 溶液按照一定梯度进行稀释，同时将 PBS 作为阴性对

照，采用前述实验条件及步骤进行磁性微粒化学发光免疫检测，依照所测得的化

学发光值确定建立的检测方法最低检出浓度。 

3）重复性实验 

重复性体现于变异系数 CV 值，即在不同浓度条件下，测得样本标准差与平

均值的比值，随变异系数的变小，重复性逐渐增强。实验选择高、中、低 3 个不

同浓度的样本进行同一批次检测 6 次、不同批次检测 6 次，依据测得 OD450nm值，

计算变异系数 CV，最后根据 CV 值对建立的检测方法进行重复性评估。 

4）加标回收实验 

加标回收实验选择一定浓度的抗原作为标准品，向其中加入不同浓度的样品

稀释液，用构建的磁珠化学发光免疫检测方法进行测定，每个浓度重复检测 3
次，检测 OD450nm值，计算加标回收率。 

4.2.8 “HOOK”效应 

“HOOK”效应类似于沉淀反应中抗原量过多有所剩余的现象，当待测样本

中抗原的浓度过高，多余的抗原分别和磁珠固定的抗体、酶标抗体单独结合，无

法形成夹心的复合物，测得量会比真实量低。制备高浓度的待测抗原，根据实验

构建的检测方法开始检测，获得测值。 

4.3 实验结果 

4.3.1 磁珠偶联抗体含量的确定 

构建检测 SRBD 的抗体-磁性微珠偶联物，通过 BCA 蛋白检测试剂盒，根据

说明书操作，检测制备偶联物过程中添加的抗体含量，和制备完成后离心得到的

上清液中剩余的抗体含量，通过计算差值获得偶联在磁珠表层的抗体量。其中蛋

白检测标准曲线如下图 4.1 所示，抗体含量偶联变化测值见表 4.2。 
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图 4.1 蛋白浓度检测标准曲线 

表 4.2 抗体偶联变化测值表 
 空白组 实验组 

OD 值 0.102 0.275 
上清蛋白浓度 0 11.6 

 
根据图 4.1 蛋白浓度检测标准曲线和表 4.2 抗体偶联变化测值的数据进行分

析，计算得出偶联后上清蛋白浓度为 11.6 μg/mL，其中实验制备过程中添加的抗

体量为 20 μg，磁珠添加量为 0.4 mg，差值计算出每毫克的磁珠偶联的抗体量为

21 μg/mg。 

4.3.2 反应孵育时间的确定 

     免疫反应中有着重要影响的条件是整个体系内的抗体与抗原的结合是否牢

靠稳定，所以在实验中孵育抗原的时间也至关重要，因此将孵育时间设定为 20 
min、30 min、40 min、60 min、90 min、120 min，共六组平行实验，根据上机检

测的发光值建立曲线，如图 4.2 反应孵育时间对测值的影响，从图中结果我们可

以分析得出随着孵育时间的增加，实验检测出的发光值越高，在孵育时间为 60
分钟时，测值达到顶峰，后续时间的延长对发光值并无明显影响，所以我们可以

得出结论，反应孵育的最适时间为 60 min。 
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图 4.2 反应孵育时间的确定 

4.3.3 化学发光底物反应时间的确定 

化学发光检测中，对于化学发光底物添加后反应时间的把控也非常重要。加

入发光底物进行反应后，随着时间增加发光值呈现下降趋势。因此设定两个浓度

按照前述操作进行实验，检测结果如下图 4.3 所示，从图中可以观察得到，最初

随着时间增长，发光值有所上升，但当时间增加到 6 min 时，所测得的数值逐渐

下降，考虑实际操作消耗，最后确定当发光底物添加反应 5 min 后，酶标仪进行

检测，即化学发光底物最优反应时间是 5 min。 

 
图 4.3 化学发光底物反应时间与测值的关系 

4.3.4 化学发光免疫检测方法标准曲线的建立 

将蛋白用 PBS 溶液进行稀释至终浓度分别为 16 ng/mL、8 ng/mL、4 ng/mL、
2 ng/mL、1 ng/mL、0.5 ng/mL、0.25 ng/mL、0.125 ng/mL，按照上述确定的最佳

实验条件进行化学发光免疫检测，获得如下图 4.4 化学发光免疫检测方法的标准

曲线，线性方程为 y=331.72x+11725，回归系数为 0.9961。 
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图 4.4 化学发光检测方法的标准曲线 

4.3.5 磁珠化学发光免疫检测方法性能分析 

1）特异性实验 

按照上述建立的磁珠化学发光免疫检测方法的步骤对相同浓度的从致病菌

中提取出的蛋白 KOD、蛋白 tk0178 进行检测，PBS 作为阴性对照组，在 425 nm
波长下测出对应的化学荧光值，根据实验结果汇总如下表 4.3，数据显示 SRBD
蛋白的荧光吸收值远远高于其他的蛋白，说明该实验建立的检测方法不与其他干

扰物产生反应。 

表 4.3 特异性实验 
检测样本 SRBD 蛋白 KOD 蛋白 tk0178 蛋白 PBS 

荧光吸收值 170197 10739 11532 10762 

2）灵敏度实验 

按照前述实验条件及步骤进行磁性微粒化学发光免疫检测，PBS 溶液作为阴

性对照组，同时将 SRBD 蛋白用 PBS 溶液进行梯度稀释，根据所测得的化学发

光值汇总如下表 4.4，当 SRBD 蛋白浓度为 0.125 ng/mL 时，判断为最低检出浓

度。 

表 4.4 灵敏度实验 
SRBD 浓度

(ng/ml) 
16 12 8 4 1 0.25 0.125 PBS 

RLU 17001 15698 14279 13124 12013 11798 11243 10984

3）重复性实验 

根据前述实验所构建的检测方法，对高中低三个浓度分别是 0.25 ng/mL、2 
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ng/mL、8 ng/mL 进行相同批次内和不同批次之间的重复性实验，每个浓度重复

测试 6 次，根据测得 RLU 对批间与批内的 C.V 值计算，最后汇总如下表 4.5、
4.6，本实验所构建的方法相同批次内的变异系数小于 6 %，不同批次之间的变异

系数在 8 %以下，符合标准，说明该实验建立的检测方法一致性较好。 

表 4.5 批内重复性实验 
样本浓度（ng/mL） 次数 均值 C.V% 

0.25 6 11787.33 5.63 
2 6 12386.46 3.24 
8 6 14277.65 3.87 

表 4.6 批间重复性实验 
样本浓度（ng/mL） 次数 均值 C.V% 

0.25 6 11732.87 7.57 
2 6 12403.58 5.73 
8 6 14284.12 4.59 

4）加标回收实验 

实验测得数据以及加标回收计算值见下表 4.7，低、中、高三种不同浓度的

回收率分别在 99.25 %-115.20 %、97.54 %-100.68 %和 98.55 %-100.64 %之间。计

算得出平均回收率在 99 %以上。 

表 4.7 加标回收实验 
样品 原样品浓度（ng/mL） 加入量（ng/mL） 实测浓度（ng/mL） 回收率（%）

1 1 2 3.304 115.20 
2 1 2 3.103 105.15 
3 1 2 2.985 99.25 
4 1 30 30.604 98.68 
5 1 30 30.261 97.54 
6 1 30 31.205 100.68 
7 1 60 60.748 99.58 
8 1 60 61.384 100.64 
9 1 60 60.127 98.55 

4.3.6 “HOOK”实验 

“HOOK”效应类似为在聚沉反应当中，抗原含量过多带来的连锁效应，当

试剂中待测样品抗原浓度非常高时，多余的抗原分别和酶标抗体以及包被的抗体

进行结合，无法再合成夹心复合物，所以结果低于实际样品中抗原的含量。因此

固相载体化学发光反应有很大机率出现“假阴性”现象。此情况多发生在一步检验

反应中，原因在于反应体系中酶标抗体量低于待测抗原的结合量。而磁珠在体系

中可以均匀分散，与样品接触面积大大增加，所以这种情况出现的可能性也随之

减少。 
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制备一系列 SRBD 蛋白溶液高浓度样品，依据本研究所建立的化学发光检

测方法进行实验。结果如下图 4.5 所示，当样品浓度大于 1400 ng/ml 时，检测发

光值开始下降；当样品的浓度不断增加时，发光值虽然减小明显，但没有出现“假
阴性”的现象。 

 
图 4.5 “HOOK”效应检测结果图 

4.4 小结 

磁性微珠化学发光免疫检测方法，采用磁性微球作为固相，偶联待测物特异

性抗体，反应中连接待测样本抗原、酶标记抗体，形成夹心物质，反应充分后利

用磁珠特性将未成功结合的抗体及抗原分离弃掉，再加入发光底物进行催化，完

成后上机测定 RLU 值，能够做到定量检测出待测样品的含量。该种检测方法在

反应面积、灵敏性和耗时等方面均有所优化提升。本章节所构建的 SARS-CoV-2
磁性微粒化学发光免疫检测方法，偶联到磁珠表层的抗体含量为 21 μg/mg，样本

孵育时间筛选为 60 min，在发光底物加入反应 5 min 后测定 RLU 值，进而绘制

标准曲线，得出线性方程为 y=331.72x+11725，相关系数 R2=0.9961，当待测抗

原浓度在 0.125 ng/mL 至 16 ng/mL 范围内时，呈线性关系。对建立的方法进行方

法学性能分析，结果显示构建的方法最低可检出 0.125 ng/mL 的 SRBD 抗原，与

实验中两种干扰蛋白不进行反应，重复性均小于 10%，最低平均回收率为达到

99 %以上，且未出现“HOOK”假阴性现象。
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第五章 结论与展望 

5.1 结论 

SARS-CoV-2 传播迅速、危害极大，针对该病毒的及时诊断和有效治疗预防

十分重要。SARS-CoV-2 是一种 RNA 病毒，核酸检测是诊断新冠肺炎的“金标

准”，免疫学检测方法作为辅助补充手段，拥有着特异、快速、灵敏和操作简易

等优异特点，在大规模筛查中起着重要作用，因此本文采用购买的 SARS-CoV-2
抗原 SRBD 及 S 抗体，分别构建了胶体金免疫层析法、酶联免疫吸附法和磁微

粒免疫化学发光检测方法，对实验条件进行优化调整，并对这三种方法进行了相

关的方法学评估，其结论如下： 
（1）胶体金免疫层析检测方法建立： 
采用间接法原理成功构建胶体金检测方法，IgM、IgG 最低检测浓度为 12 

ng/mL，试剂卡批间批内 CV 值均小于 5%，稳定性测试结果显示良好，可放置

于 4 ℃冷藏保存 1 年。对试剂卡进行了临床性能验证，检测临床阳性样本的结果

一致性良好，最低检测浓度的临床样本阳性检出率也在 90 %以上，同时实验结

果和临床阳性样本的实验符合率为 100%。在本实验中建立的检测 SARS-CoV-2
特异性抗体 IgM、IgG 方法可以做到定性及半定量分析测定。 

（2）酶联免疫吸附检测方法建立： 
采用间接法成功构建 ELISA 检测方法，当样品浓度处于 0.25-16 ng/mL 范围

时呈现相关性，y=0.3163x+0.8556，相关系数是 R² =0.996。性能验证结果显示，

SRBD 最低检测限是 0.25 ng/mL，与实验室提供两种干扰蛋白不发生反应，批间

批内变异系数均小于 10 %，加标回收率为 99.25 %。  
（3）磁微粒化学发光免疫检测方法建立：  
通过一步连接法制备免疫磁珠，用 BCA 蛋白检测试剂盒对免疫磁珠的偶联

情况进行测试，检测到当抗体包被磁珠的浓度为 21 μg/mg 时，偶联效果优异，

说明连接效果较好。利用双抗夹心法，完成 SRBD 磁微粒化学发光免疫检测法

的建立，其线性方程 y=331.72x+11725，相关系数 R2=0.9961，线性良好，在 SRBD
抗原浓度处于 0.125 ng/mL 至 16 ng/mL 间呈线性关系。SRBD 最低检测限是 0.125 
ng/mL，与其他干扰蛋白无交叉反应，批间批内变异系数均小于 10 %，平均回收

率 99 %以上，且未出现“HOOK”效应，无假阴性。 
建立的三种方法，均以感染后的特异性免疫反应为基础对新型肺炎进行检

测，在群体检测临床应用中能快速、便捷的筛选可疑人群，以便缩短检测周期，

起到早确诊、早防御的作用。其中，磁微粒化学发光免疫检测与酶联免疫吸附检

测方法灵敏度较高，胶体金检测方法则更加便捷、快速。 
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5.2 展望 

新冠病毒的疫情还未结束，在海外仍然处于大肆蔓延传染的阶段，开发高效

检测、预防、治疗技术及产品，降低成本、普惠人民健康意义重大。由于疫情等

各种条件限制，本文建立的三种免疫学检测方法，只针对胶体金免疫层析检测方

法进行了临床实验，下一步还需将其他两种方法进行临床应用与验证。本文建立

的 ELISA、磁珠化学发光中所应用到的材料还需进行筛选和优化，以获得更为灵

敏、快速、准确的检测方法。本文的实验结果为临床应用以及试剂盒的开发提供

实验室基础。 
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