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时间分辨荧光免疫层析法检测新型冠状病毒抗原
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摘要:利用稀土小分子螯合剂制备新型冠状病毒抗体标记物,并用时间分辨荧光免疫层析法

检测新型冠状病毒抗原.实验结果表明:该方法线性范围为0.04~100ng/mL,线性方程为

y=0.0072x+0.0332,相关系数R2=0.9995,检出限为0.028ng/mL,批内和批间变异系

数小于6.72%,回收率为94.35%~103.00%.该方法具有精准、快速(小于20min)、成本

低和操作简单等优点.
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Abstract:Rare-earthsmallmoleculechelatorwasusedtoprepareantibodymarkersofsevereacute
respiratorysyndromecoronavirus2(SARS-CoV-2),andSARS-CoV-2antigenwasdetectedbytime-
resolvedfluorescenceimmunochromatography.Theexperimentalresultsshowthatthelinearrangeof
themethodis0.04—100ng/mL,thelinearequationisy=0.0072x+0.0332,thecorrelation
coefficientR2=0.9995.Thedetectionlimitis0.028ng/mL.Theintra-assayandinter-assay
coefficientsofvariationarelessthan6.72%,andtherecoveryrateis94.35%—103.00%.The
methodhastheadvantagessuchasgoodprecision,lowdetectiontime(lessthan20min),lowcost,

andsimpleoperation.
Keywords:time-resolvedfluorescenceimmunochromatography;severeacuterespiratorysyndrome
coronavirus2antigen;labelingantibodieswithsmallmoleculechelator;point-of-caretesting

新型冠状病毒 (SARS-CoV-2)感染导致的疫情对全球公共健康、社会和经济运转产生了重大影

响,核酸检测在一定程度上遏制了疫情扩散,但核酸检测仍存在一些问题[1]:“假阴性”频发,如潜伏

期采样可能因病毒数量少导致“假阴性”;如采样的鼻咽部并非主要感染部位,病毒含量少不能作为诊

断依据;RNA不稳定易降解,样品处理繁琐、检测时间长,无法在病毒感染早期提供快速准确的检测

结果等.



由于SARS-CoV-2环境生存能力较强并且不断变异,现在已像流感病毒一样常态化,因此该病毒

将与人类长期共存.SARS-CoV-2可在人流量较大的公共场所以气溶胶形式传播,在冷链物流中通过

污染表面传播以及通过城市污染水体传播等,疫情的发展变化对SARS-CoV-2病毒检测提出了新要

求,需研发高灵敏度、高准确度、快速、低成本的检测产品.
时间分辨荧光免疫分析(time-resolvedfluoroimmunoassay,TRFIA)技术以稀土元素为荧光标记

物进 行 检 测, 具 有 高 灵 敏 度、 低 背 景[2-4] 的 特 点. 侧 流 免 疫 层 析 技 术 (lateralflow
immunochromatographicassay,LFIA)是一种即时诊断(point-of-caretesting,POCT)现场使用的技

术[5-7],具有快速、便捷的优势[8-9].时间分辨荧光免疫层析技术(time-resolvedfluorescencelateral
flowimmunoassay,TRF-LFIA)融合了TRFIA和LFIA的优点,目前稀土纳米微球在体外诊断[10-11]、
环境监测和食品安全等领域应用广泛[12-15].但纳米微球在高浓度状态下存在聚集诱导淬灭和尺寸均质

性差等问题,不能满足灵敏度高、重复性好的精准检测要求[16].
本文用小分子稀土螯合剂4,4′-双(1″,1″,1″,2″,2″,3″,3″-七氟-4″,6″-己二酮-6″-基)氯磺基-o-三联苯

(BHHCT)[17-18]制备稀土荧光标记物[19-20],建立SARS-CoV-2抗原的TRF-LFIA检测方法,获得低变

异系数产品,可满足SARS-CoV-2病毒精准检测的需求,为制备高灵敏度、高准确度、快速、低成本的

传染病临床检测产品提供了新途径.

1 实 验

1.1 仪器和试剂

时间分辨荧光免疫层析仪(对国产 WR-1608型高敏荧光免疫层析仪改装而成);HM3035型XYZ
三维划膜喷金仪和ZQ2002型微电脑自动斩切机(上海金标生物科技有限公司);UV-3600型紫外分光

光度计和RF-6000型荧光分光光度计(日本岛津公司);Unity-400M 型核磁共振仪(美国 Varian公

司);Vertex70型Fourier变换红外光谱仪(德国BRUKER公司);DZF-6050型真空干燥箱(上海一恒

科学仪器有限公司);5430R型冷冻离心机(德国Eppendorf公司).
鼠抗SARS-CoV-2N25和N32单克隆抗体(北京四正柏生物科技有限公司);鼠抗SARS-CoV-2

N2和N40单克隆抗体、SARS-CoV-2抗原和羊抗鼠IgG(洛阳佰奥通生物技术有限公司);硝酸纤维

素膜(NC膜,德国赛多利斯公司);吸水垫(CH37型)、样品垫(SB06型)、结合垫(SB08型)和PVC底

板(SMNF31-25型)(上海金标生物科技有限公司);SephadexG-50葡聚糖(国药基团化学试剂有限公

司).所有试剂均为分析纯试剂;实验用水为超纯水.
1.2 方 法

1.2.1 BHHCT的合成

参考文献[21]合成BHHCT,并对其进行核磁共振氢谱(1H NMR)和Fourier变换红外光谱

(FT-IR)表征.1HNMR(400MHz,CDCl3)δ:6.59(s,2H),7.30~7.33(m,4H),7.73(d,1H),

7.89~7.91(m,4H),8.13(d,1H),8.17(dd,1H);FT-IR(KBr)σ/cm-1:612,1122,1178,1231,

1350,1382,1608,3071,3424.谱图数据与文献[21]数据一致.
1.2.2 标记物的制备

SARS-CoV-2抗体与BHHCT结合原理如图1所示.由图1可见,BHHCT分子结构中含有氯磺

基团,可与SARS-CoV-2抗体表面的氨基以共价键结合.

图1 SARS-CoV-2抗体与BHHCT结合原理

Fig.1 PrincipleofcombiningSARS-CoV-2antibodieswithBHHCT

  将BHHCT用二甲基亚砜溶解后,先加入碳酸盐(CBS)缓冲液稀释,再加入SARS-CoV-2抗体,
于37℃温育1~2h.用SephadexG-50葡聚糖凝胶分离纯化,选择280nm吸收峰接管收集,加入
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EuCl3溶液,室温反应1~2h,得到SARS-CoV-2抗体-BHHCT-Eu3+标记物.
1.2.3 试纸条的制备

免疫层析试纸条包含样品垫、结合垫、NC膜和吸水垫:样品垫用于加样(血清或全血);结合垫中

含SARS-CoV-2抗体-BHHCT-Eu3+标记物;NC膜上划有检测线(T线)和质控线(C线),分别包被了

SARS-CoV-2抗体和羊抗鼠IgG.
1.2.4 检测原理与流程

时间分辨荧光免疫层析法检测SARS-CoV-2N抗原原理如图2所示.由图2可见:当血清样品加

入样品垫后,在毛细作用下流经结合垫,血清中的SARS-CoV-2抗原与结合垫上的标记物结合形成抗

原抗体复合物,在流经T线时与包被的SARS-CoV-2抗体结合,产生T线信号;结合垫中过量的标记

物继续前行,当到达C线时被羊抗鼠IgG捕获,产生C线信号.

图2 时间分辨荧光免疫层析法检测SARS-CoV-2N抗原的原理

Fig.2 Principleoftime-resolvedfluorescenceimmunoassayfordetectingSARS-CoV-2Nantigen

  在样品垫上滴加待测样品15~20min后,利用时间分辨荧光免疫层析仪读取T线与C线处的荧

光强度,得出T/C值,实现对新型冠状病毒N抗原的定量检测.

2 结果与讨论

2.1 抗原检测方法

SARS-CoV-2是一种正链RNA病毒,结构蛋白是其特异性标志物,基因组编码4种结构蛋白,分

别为刺突蛋白(S蛋白)、包膜蛋白(E蛋白)、膜蛋白(M 蛋白)和核衣壳蛋白(N蛋白).其中,N蛋白

在不同SARS-CoV-2病毒株系中高度保守,具有良好的免疫原性,且N蛋白为病毒侵染细胞后表达量

最高的结构蛋白[22],是良好的检测生物标志物[23].一个SARS-CoV-2病毒粒子仅含有1条RNA,而

N蛋白平均含量为3000多个[24],以此计算,当SARS-CoV-2N蛋白抗原检出限为40~200pg/mL
时,SARS-CoV-2的检测灵敏度即等于核酸检测(200~1000拷贝/mL,即3~15pg/mL).因此,只

要检出限足够低,抗原检测的可靠性和检出率可达到甚至更好于核酸检测的水平.本文方法对SARS-
CoV-2N蛋白抗原检出限为28pg/mL,好于核酸检测水平.

新型冠状病毒3种检测方法的比较列于表1.由表1可见,病毒抗原检测不仅具备核酸检测的早期

诊断和可信度高等优点,还具有快速、简单、便捷、经济、不需设备以及对操作人员要求较低等优点.
表1 新型冠状病毒3种检测方法的比较

Table1 ComparisonofthreedetectionmethodsforSARS-CoV-2

检测方法 核酸检测 抗体检测 抗原检测

检测靶标 病毒核酸 血清抗体 病毒蛋白(抗原)
最早可检出时段 早期(感染第1天后 ) 中晚期(感染第10天后) 早期(同核酸检测)

检测时长 6~8h 10~15min 10~15min
人员要求 需专业操作人员 无 无

专业实验室 是 否 否

昂贵设备 是 否 否

灵敏度 高 高

假阳性率 低 相对较高 低
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2.2 鼠抗SARS-CoV-2单克隆抗体对的筛选

采用同一批次试纸条对4株鼠抗SARS-CoV-2单克隆抗体进行标记组合配对,每个组合分别对质

量浓度为200ng/mL的SARS-CoV-2抗原溶液进行检测,得到相应的T线荧光强度值.不同包被抗

体、标记抗体配对与对应的T线荧光强度列于表2.由表2可见,当N25作为包被抗体,N32作为标

记抗体时,T线荧光强度最大,因此选择该配对抗体作为荧光免疫层析试纸条的抗体对.
表2 不同包被抗体、标记抗体配对与对应的T线荧光强度

Table2 DifferentcoatedantibodiesandlabeledantibodiespairswithcorrespondingT-linefluorescenceintensities

标记抗体
包被抗体

N2 N40 N25 N32
N2 — 1179307 562759 216561
N40 533002 — 205058 269764
N25 273496 386459 — 264776
N32 554658 1324395 1644571 —

2.3 SARS-CoV-2抗体标记物的特征

2.3.1 标记物的光谱特征

以鼠抗SARS-CoV-2N32单克隆抗体为标记抗体,制备SARS-CoV-2抗体-BHHCT-Eu3+ 标记

物,其激发光谱和发射光谱如图3(A)所示,其中激发峰值为340nm,发射峰值为615nm.4株鼠抗

SARS-CoV-2单克隆抗体标记物的紫外吸收谱如图3(B)所示,其中N32抗体标记物吸光度最大.由

图3(B)可见,BHHCT-Eu3+螯合物在328nm处有最大紫外吸收,在280nm处有部分吸收[21],与抗

体的紫外吸收峰出现的位置一致.

图3 鼠抗SARS-CoV-2N32单克隆抗体-BHHCT-Eu3+ 标记物的荧光

激发光谱及发射光谱(A)和4株荧光标记物的紫外吸收谱(B)

Fig.3 Fluorescenceexcitationspectrumandemissionspectrumofmouseanti-SARS-CoV-2N32monoclonal

antibody-BHHCT-Eu3+ marker(A)andUVabsorptionspectraoffourfluorescentmarkers(B)

2.3.2 标记比(F/P)
标记比(F/P)定义为每个SARS-CoV-2抗体上连接BHHCT-Eu3+的数量,即标记物中BHHCT-Eu3+

与抗体的浓度比值,计算公式为

F
P = A328/ε328BHHCT-Eu3+

(A280-A1)/ε280N32
, (1)

其中A328为鼠抗SARS-CoV-2N32单克隆抗体-BHHCT-Eu3+标记物在328nm处的吸光度,A280为标

记物在280nm处的吸光度,A1 为BHHCT-Eu3+ 在280nm的部分吸收,ε328BHHCT-Eu3+ 为BHHCT-Eu3+ 在

328nm处的摩尔消光系数,ε280N32为 N32抗体在280nm 处的摩尔消光系数.实验测得 A328=0.52,

A280=0.49,代入式(1)计算得到BHHCT-Eu3+ 的浓度为1.7×10-5mol/L,鼠抗SARS-CoV-2N32
单克隆抗体的浓度为5.7×10-7mol/L,标记比为30.
2.3.3 蛋白回收率

标记物中的抗体浓度与投入的抗体浓度比值即为蛋白回收率.实验读取 N32-BHHCT-Eu3+ 在

328nm处的吸光度A328=0.52,计算得到蛋白回收率为69%.

8971   吉 林 大 学 学 报 (理 学 版)   第63卷 



2.4 方法评价

2.4.1 标准曲线

将N抗原用PBS溶液(0.01mol/L,pH=7.2)梯度稀释,配制质量浓度分别为800,600,400,

200,100,50,20,10,5,2,1,0.5,0.2,0.1,0.05,0.02ng/mL的标准溶液,分别滴加70mL至样品垫上,
反应15min后用时间分辨荧光免疫层析仪读取荧光信号值.每个质量浓度平行测定3次,取平均值,
以N抗原浓度为横坐标,T/C值为纵坐标,用Origin软件绘制线性拟合方程并确定线性范围.

图4(A)为SARS-CoV-2N抗原检测的荧光试纸条照片.图4(B)为荧光强度比值(T/C)与N抗原

浓度的线性关系.由图4(B)可见,在0.04~100ng/mL质量浓度内,N抗原浓度与T/C值呈良好的

线性关系,线性方程为y=0.0072x+0.0332,相关系数R2=0.9995.

图4 不同N抗原浓度的荧光免疫层析试纸条在紫外灯(365nm)下的照片(A)

和荧光强度比值(T/C)与N抗原浓度的线性关系(B)

Fig.4 ImageoffluorescenceimmunochromatographicteststripswithdifferentNantigenconcentrationsunderUV-lamp
(365nm)(A)andlinearrelationshipoffluoresceneintensityratio(T/C)againstNantigenconcentration(B)

2.4.2 检出限

采用同一批次的试纸条对阴性样品检测20次,得到T/C平均值(췍x)和标准偏差(SD),根据标准

曲线计算췍x+2SD 对应的质量浓度,得到检出限为0.028ng/mL.
2.4.3 精密度

制备3批试纸条,对高中低3种质量浓度(100,20,4ng/mL)的SARS-CoV-2N抗原溶液进行检

测,每种浓度重复检测10次,计算批内和批间变异系数,对试纸条进行精密度评价结果列于表3.由

表3可见,对高中低3种质量浓度检测的批间变异系数分别为4.91%,6.72%和5.73%,批内和批间

变异系数均不高于6.72%.
表3 试纸条精密度评价结果

Table3 Precisionevaluationresultsofteststrips

批次和批间 样品质量浓度/(ng∙mL-1) T/C平均值 标准偏差 变异系数/%
1 4 0.0650 0.0032 4.92

20 0.1765 0.0106 6.01
100 0.7568 0.0361 4.77

2 4 0.0631 0.0029 4.60
20 0.1732 0.0112 6.47
100 0.7705 0.0279 3.62

3 4 0.0604 0.0032 5.30
20 0.1775 0.0117 6.59
100 0.8274 0.0212 2.56

批间 4 0.0628 0.0036 5.73
20 0.1757 0.0118 6.72
100 0.7849 0.0385 4.91
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2.4.4 特异性评价

分别将70mLSARS-CoV-2N抗原溶液(100ng/mL)、甲型流感重组抗原溶液(100ng/mL)、乙

型流感重组抗原溶液(100ng/mL)和呼吸道合胞病毒重组抗原溶液(100ng/mL)滴加至样品垫上,

15min后检测,并进行特异性评价,结果如图5所示.由图5可见,检测SARS-CoV-2N抗原与甲型

流感、乙型流感和呼吸道合胞病毒均无交叉反应,表明该方法特异性较好,可满足新型冠状病毒的检

测要求.

图5 荧光免疫层析试纸条特异性检测结果

Fig.5 Specificdetectionresultsoffluorescenceimmunochromatographicteststrips

2.4.5 加标回收实验

采用同一批次制备的试纸条对高中低3种质量浓度(100,20,4ng/mL)的SARS-CoV-2N抗原溶

液进行检测,结果列于表4.由表4可见,各质量浓度的回收率为94.35%~103.00%(n=10).
表4 加标回收实验结果

Table4 Resultsofspike-and-recoveryexperiment

加标质量浓度/(ng∙mL-1) 测定质量浓度/(ng∙mL-1) 回收率/% 相对标准偏差/%
4 4.13 103.00 5.69
20 18.87 94.35 6.25
100 97.53 97.53 4.67

2.4.6 稳定性评价

将同一批次制备的试纸条密封,分别在4,37℃条件下避光保存,在第0,3,5,7,10,20,40,60天分

别滴加质量浓度为2,20ng/mL的N抗原溶液进行检测,根据T/C值变化评价试纸条的稳定性,结果

如图6所示.由图6可见,在4,37℃的条件下,对同一质量浓度的检测样品,60d内测得的T/C值保

持平稳,其下降幅度均不超过15%,表明该试纸条具有较好的稳定性.

图6 荧光免疫层析试纸条稳定性检测结果

Fig.6 Stabilitytestingresultsoffluorescenceimmunochromatographicteststrips

  综上,本文利用稀土小分子螯合剂BHHCT制备稀土荧光标记物,建立了SARS-CoV-2N蛋白抗

原的时间分辨荧光免疫层析定量检测方法.实验结果表明,在0.04~100ng/mL内,SARS-CoV-2N
蛋白抗原的质量浓度与T/C值呈良好的线性关系,线性方程为y=0.0072x+0.0332(R2=0.9995),
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检出限为0.028ng/mL.高中低3种不同质量浓度的批间和批内变异系数CV均不高于6.72%,回收

率为94.35%~103.00%.该方法与稀土微球荧光免疫层析法相比,可实现精准检测;与RT-PCR核

酸检测相比,可突破现有检测技术对人员和场所的限制,检测更高效(<20min).本文方法具有方便、
快速和低价等优势,可满足大规模人群筛查和在欠发达地区应用的需求,为传染病筛查提供了一种精

准快速检测的新方法.
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