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摘 　 要 　 目的 　 建立卵清蛋白( ovalbumin,OVA)双抗体夹心 ELISA 检测方法并进行验证,用于定量检测鸡胚流感疫苗中的

OVA 含量。 方法 　 建立双抗体夹心酶联免疫法( enzyme - linked immunosorbent assay, ELISA),对该方法的反应条件进行优化,确
定定量范围及检测下限,并对重复性、特异性和准确度进行验证。 结果 　 建立的方法最适包被抗体和酶标抗体浓度分别为

2. 5μg / ml 和 0. 5μg / ml,最适封闭液配方为 1% BSA + 1% 蔗糖。 该方法的 cut - off 值为 0. 134,线性范围为 0. 313 - 20. 000ng / ml,定
量下限为 0. 078ng / ml。 重复性好,板内变异系数为 3. 428% ~ 25. 953% ,板间变异系数为 5. 375% ~ 27. 614% 。 特异性好,准确

度高,检测结果与试剂盒检测结果符合率为 91. 43% ~ 102. 96% 。 稳定性好,预包被的酶标板冻存于 - 20℃ ,半年内检测样本变

异系数为 1. 976% ~ 14. 409% 。 结论 　 建立了快速、简便、低成本的 OVA 定量检测方法,可用于鸡胚流感疫苗中 OVA 定量检测。
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Preparation of Ovalbumin Polyclonal Antibody and Establishment of Double Antibody Sandwich ELISA. 　 Li Ni,Zhu Wenyong,Song Shao-
hui,et al. Institute of Medical Biology, Chinese Academy of Medical Sciences & Peking Union Medical College, Yunnan 650118, China

Abstract 　 Objective　 To establish and verify a double antibody sandwich ELISA detection method for determination of ovalbumin in
influenza vaccine. Methods　 A double antibody sandwich ELISA for ovalbumin was developed. The reaction conditions of this method
were optimized, the quantitative range and the lower limit of detection were determined, and the repeatability, specificity and accuracy
were verified. Results 　 The optimal coating antibody and enzyme - labeled antibody concentrations of the established method were
2. 5μg / ml and 0. 5μg / ml, respectively, and the 1% BSA and 1% sucrose was used as blocking reagent. The Cut - off value of this meth-
od is 0. 134, the linear range and detection lower limit of the method were 0. 313 - 20. 000ng / ml and 0. 078ng / ml respectively. The inter-
plate and intraplate coefficient of variation were 3. 428% - 25. 953% and 5. 375% - 27. 614% respectively, indicating a reliable repeat-
ability. The compliance rate between this method and the kit is 91. 43% - 102. 96% , revealing a high accuracy, and high specificity.
The coefficient of variation of the sample tested by prepared plate was frozen and stored at - 20℃ within half a year was between 1. 976%
and 14. 409% , indicating a reliable stability. Conclusion 　 The developed method showed lower cost and convenience, which might be
used for quantitative detection of ovalbumin in chicken embryo influenza vaccine.
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　 　 甲型和乙型流感病毒引起的季节性流感每年在

全球可造成(300 ~ 500)万例重症病例以及数千人死

亡,警示我们开发流感病毒疫苗势在必行 [1, 2] 。 接种

疫苗是预防流感最有效的手段,且由于流行毒株每年

可能发生不可预测的变化,流感疫苗需要每年进行接

种 [3 ~ 8] 。 目前,美国食品和药品监督管理局( FDA)批
准的流感疫苗主要有 3 类,即裂解灭活流感疫苗、重

组流感疫苗和减毒活疫苗 [9] 。 其中,季节性流感疫

苗主要采用鸡胚进行生产,含有鸡胚来源的杂蛋白,
所以鸡蛋过敏人群被禁止接种流感疫苗 [10] 。 卵清蛋

白(ovalbumin,OVA)是鸡胚中含量最高的蛋白,具有

强免疫原性,疫苗中卵清蛋白含量过高会导致不良反

应并降低机体对疫苗的耐受性。 最近的一项研究表

明,大多数鸡蛋过敏患者也可以安全地接种含有少量

OVA 的流感疫苗 [11] 。 故降低疫苗中卵清蛋白含量

是提高疫苗安全性和耐受性的关键因素。 以往对卵

清蛋白定量常采用 RPHA、单向免疫扩散( SRID)、常
规免疫电泳和对流免疫电泳法,但这些方法操作繁

琐,敏感度低,不适于准确定量 [12 ~ 14] 。 德国赛乐美诊
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断有限公司研制的 OVA 定量检测试剂盒 Serazym®

Ovalbumin 操作简便,敏感度高,是国内外主要采用的

检测方法。 但该试剂盒检测成本较高,不适于在生产

工艺中推广应用。 故研制一种操作简单、敏感度高、
成本低廉的 OVA 定量检测试剂盒对于鸡胚流感疫苗

生产是十分必要的。
本研究描述了一种定量检测 OVA 含量的双抗体

夹心 ELISA 方法,该方法具有高度特异性及敏感度,
且成本低廉,可应用于鸡胚流感疫苗生产中 OVA 含

量的测定,为鸡胚流感疫苗研发中的质量控制提供了

支持。
材料与方法

1. 主要材料及仪器设备:辣根过氧化物酶标记的

兔抗卵清蛋白多克隆抗体(PA1 - 196 - HRP)购自美

国 Thermo Fisher 公 司; 鸡 卵 清 蛋 白 参 考 品 原 料

(A5503 - 1G)(纯度≥98% )购自美国 Sigma 公司,赛
乐美卵清蛋白定量检测试剂盒 Serazym® Ovalbumin
购自德国赛乐美诊断有限公司;酶标仪购自美国

Bio - Rad 公司;隔水式恒温培养箱购自美国 Thermo
Fisher 公司。

2. 实验动物:清洁级雌性新西兰大白兔,体质量

为 2. 5 ~ 3. 0kg,购自昆明医科大学。
3. 参考品制备:购自美国 Sigma 的高纯度卵清蛋

白参考品原料采用称重法配制成 1. 0μg / ml 的储液,
用购自德国赛乐美的卵清蛋白试剂盒对该参考品浓

度进行验证后再分别稀释至 20、10、5、2. 5、1. 25、
0. 625、0. 313ng / ml。

4. 兔多克隆抗体的纯化:采用 Protein G 亲和层

析柱对兔抗 OVA 血清进行纯化,获得兔多抗 IgG。
亲和层析操作由 AKTApurifier 层析系统实现,纯化过

程中收集流出液和洗脱液样品,通过监控 280nm 波

长处的吸收度(mAU)值来确定收集抗体的时间。 对

收集到的抗体采用间接 ELISA 方法测定效价,采用

SDS - PAGE 测定纯度,采用 BCA 蛋白定量试剂盒测

定浓度。
5. 双抗体夹心 ELISA 检测方法的建立:按以下

步骤进行双抗体夹心 ELISA 实验。 捕获抗体 100 微

升 / 孔包被酶标板,4℃孵育过夜;PBST 洗板 3 次并拍

干,加入封闭液(含质量分数 1% BSA 的 PBS),250 微

升 / 孔封闭酶标板,37℃ 孵育 2h;PBST 洗板 3 次并拍

干,100 微升 / 孔加入抗原,37℃ 孵育 1h;PBST 洗板 3
次并拍干,100 微升 / 孔加入酶标抗体,37℃ 孵育 1h。
显色:洗板 5 次并拍干,100 微升 / 孔加入 TMB 显色

液,37℃ 避 光 孵 育 15min; 加 入 终 止 液 ( 2mol / L
H2SO4),50 微升 / 孔,酶标仪检测 450nm 波长处A 值。

6. 方法优化:(1)捕获抗体及酶标抗体浓度的确

定:采用棋盘滴定法,将捕获抗体稀释至 4、3、2. 5、
2μg / ml 包被酶标板,以浓度为 20ng / ml 的标准品作

为阳性对照,PBS 作为阴性对照,酶标抗体稀释至浓

度为 0. 5、0. 25、0. 125μg / ml 加入酶标板,每种条件做

两个复孔,其余步骤同第 5 项。 根据比较不同抗体浓

度组合下,阳性对照检测结果(P)比阴性对照检测结

果(N)的值(P / N)来确定最适抗体浓度。 (2)封闭液

确定:捕获抗体及酶标抗体均采用第 6 项确定的最适

浓度,以浓度为 20ng / ml 的标准品作为阳性对照,
PBS 作为阴性对照,分别用不同封闭液(未封闭、PBS
稀释的 1% BSA、2% BSA,1% BSA + 1%蔗糖,2% BSA +
2% 蔗糖)于 37℃封闭 2h,每种条件做 2 个复孔,比较

P / N 值的大小选择最适封闭液配方。 (3)判断标准

的确定:采用优化后的体系检测 51 份阴性样本,计算

cut - off 值作为判断标准。
7. 方法的验证:(1)线性范围及敏感度验证:将

卵清蛋白标准品分别稀释为 20、10、5、2. 5、1. 25、
0. 625、0. 313、0. 156、0. 078、0. 039、0. 020、0. 010ng / ml
进行检测,每个浓度设置 3 次重复。 对标准品浓度及

对应吸光度值进行直线回归分析,并计算相关系数

r2。 根据“方法优化”项确定的 cut - off 值判断该体

系的敏感度。 (2)重复性验证:板内重复性实验:随
机选取阴性和阳性样本各 5 份同时设置空白对照组

和阴性对照组,每份样本做 3 个复孔,于同一块酶标

板上检测,计算同一份样本板内的变异系数[CV(% )]。
板间重复性实验:取 3 块酶标板,对上述进行板内重

复性检验的样本进行检测,每份样本做 3 个复孔,计
算同一份样本板间的变异系数。 (3)特异性验证:用
建立的方法分别对甲肝病毒、Vero 细胞上清液、流感

病毒、 新 型 冠 状 病 毒、 肺 炎 支 原 体、 脱 脂 奶 粉、
0. 01mol / L PBS、BSA、鸡蛋蛋清、鸭蛋蛋清、鹌鹑蛋蛋

清、鸡胚培养流感病毒 H3N2 单价原液、鸡胚培养流

感病毒 H3N2 尿囊收获液、Sigma 鸡卵清蛋白标准品、
solarbio 鸡卵清蛋白标准品、赛乐美试剂盒卵清蛋白

标准品(20ng / ml)等 16 份样本进行检测,根据“方法

优化”项确定的 cut - off 值验证该方法的特异性。
(4)准确度验证:随机选取 4 个批次的流感病毒裂解

疫苗半成品用建立的方法和购自赛乐美的卵清蛋白

检测试剂盒进行检测,比较建立的方法检测结果与试

剂盒检测结果符合率,评价建立的方法检测样本的准
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确性。 (5)稳定性验证:从来自鸡胚流感裂解疫苗生

产工艺的样本中选择强阳性样本、弱阳性样本和阴性

样本各 3 份。 用该方法预包被后于 - 20℃ 冻存 1 周、
1 个月、3 个月及 6 个月的酶标板对上述样本进行稳

定性试验。
结 　 　 果

1. 兔抗 OVA 血清纯化验证结果:经 Protein G 层

析柱亲和层析可有效分离血清中的杂蛋白 (图 1 中

a ~ b 段),收集获得高纯度的 IgG 抗体(图 1 中 c ~ d
段)。 对收集的抗体进行 SDS - PAGE 电泳,结果显

示只有相对分子质量为 57. 92kDa 和 35. 44kDa 的重

链、轻链各一条,表明亲和层析纯化后得到了纯度较

高的兔抗 OVA 多抗(图 2)。 间接 ELISA 方法测得多

抗的 效 价 为 1 ∶ 64000, BCA 法 测 得 蛋 白 浓 度 为

12. 0mg / ml。

图 1　 纯化兔抗 OVA 血清的亲和层析图谱

a ~ b. 流穿峰;c ~ d. 洗脱峰

　

图 2　 兔抗 OVA 血清亲和层析纯化后 SDS - PAGE 电泳图

1. 收集的洗脱液;M. 蛋白 marker

　

2. 方法优化的结果:(1)最适捕获抗体和酶标抗

体浓度:当捕获抗体浓度为 2. 5μg / ml,酶标抗体浓度

为 0. 5μg / ml,P / N 值最大,为 38. 483。 故选择捕获抗

体及酶标抗体最适工作浓度分别为 2. 5μg / ml 和

0. 5μg / ml(表 1)。 (2)最适封闭液:当用 1% BSA +

1% 蔗糖封闭时,P / N 值较大,为 45. 526,故选择 1%
BSA + 1% 蔗糖作为最适封闭液配方(表 2)。 (3)判

断标准的确定:51 份阴性样本检测结果平均值为

0. 065,标准差为 0 . 023,在要求 99% (单侧)可信度

条件下,采用以吸光度均值 + 3 倍标准差作为阳性

判断值 [15] 。 计算得 cut - off 值为 0 . 134,故检测结

果 > 0. 134 时判断为阳性,检测结果≤0. 134 则判

为阴性。

表 1　 捕获抗体和酶标抗体工作浓度优化结果

酶标抗体浓度

(μg / ml)
包被抗体浓度

(μg / ml)
P N P / N

0. 5 4. 0 2. 554 0. 088 29. 023
3. 0 2. 393 0. 071 33. 704
2. 5 2. 232 0. 058 38. 483
2. 0 1. 812 0. 048 37. 750

0. 25 4. 0 2. 056 0. 068 30. 235
3. 0 1. 783 0. 071 25. 113
2. 5 1. 411 0. 049 28. 796
2. 0 1. 323 0. 042 31. 500

0. 125 4. 0 1. 351 0. 053 25. 491

3. 0 1. 169 0. 046 25. 413
2. 5 0. 894 0. 038 23. 526
2. 0 0. 835 0. 036 23. 194

　 　 P. 阳性对照 A 值;N. 阴性对照 A 值

表 2　 封闭液优化结果

封闭条件 P N P / N

未封闭 0. 100 0. 017 5. 882

1% BSA 0. 847 0. 033 25. 667

1% BSA + 1% 蔗糖 0. 865 0. 019 45. 526

2% BSA 0. 764 0. 026 29. 385

2% BSA + 2% 蔗糖 0. 762 0. 024 31. 750

　 　 P. 阳性对照 A 值;N. 阴性对照 A 值

　 　 3. 方法验证的结果:(1)线性范围及敏感度验证

结果:5 次实验绘制标准曲线均表明,当卵清蛋白浓

度为 20. 000ng / ml 到 0. 313ng / ml,A450 值与样品浓度

呈良好的线性关系,且回归系数 r2 均大于 0. 97,且重

复性好(图 3)。 并根据 cut - off 值确定该检测方法

的检测下限为 0. 078ng / ml。 (2)重复性验证结果:板
内最大 CV 值为 25. 953% ,最小为 3. 428% ;板间最大

CV 值为 27. 614% ,最小为 5. 375% ,表明该方法具有

较高的重复性(表 3)。 (3)特异性验证结果:对已知

背景的 16 份样本进行检测,检出阳性样本 8 份,阴性

样本 8 份,与已知背景相符,表明该方法具有较高的
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特异性。 (4)准确度验证结果:采用本方法与购自德

国赛乐美的卵清蛋白试剂盒对 4 份 H1N1 流感疫苗

半成品进行检测,结果表明,该方法检测结果与试剂盒

检测结果符合率为 91. 43% ~ 102. 96% ,二者比较差异

无统计学意义,说明建立的检测方法具有较高的准确

度(表 4)。 稳定性验证结果:用冻存不同时间的预包

被酶标板对上述样本进行检测,变异系数为 1. 976% ~
14. 409% ,表明该方法具有较高的稳定性(表 5)。 图 3　 双抗体夹心 ELISA 定量 OVA 的标准曲线

　

表 3　 板内及板间重复性验证

样本编号
板间重复性 板内重复性

平均值 标准差 CV(% ) 平均值 标准差 CV(% )
1 0. 065 0. 0108 16. 641 0. 077 0. 0172 22. 378
2 0. 077 0. 0164 21. 353 0. 093 0. 0240 25. 953
3 0. 071 0. 0195 27. 614 0. 054 0. 0098 18. 346
4 0. 065 0. 0095 14. 541 0. 067 0. 0090 13. 460
5 1. 581 0. 1968 12. 450 1. 627 0. 0558 3. 428
6 1. 854 0. 1426 7. 693 1. 928 0. 1669 8. 654
7 1. 702 0. 0915 5. 375 1. 676 0. 1152 6. 872
8 1. 314 0. 1483 11. 292 1. 385 0. 0976 7. 045
9 0. 599 0. 1483 23. 560 0. 508 0. 0474 9. 322

表 4　 准确度验证

样本编号
该方法检测

浓度( ng / ml)
试剂盒检测

浓度( ng / ml)
符合率(% )

1 32. 576 31. 678 102. 83
2 25. 547 24. 813 102. 96
3 10. 875 11. 213 96. 99
4 14. 534 15. 896 91. 43

讨 　 　 论

疫苗是控制流感病毒感染传播最经济有效的手

段,季节性流感疫苗主要采用鸡胚生产。 研究表明,
OVA 可导致炎性细胞侵入呼吸道,引起雌性 BALB / c
小鼠脂质过氧化从而引起 DNA 损伤,以及诱导细胞

完整性损伤导致细胞功能障碍 [16,17] 。故降低疫苗中

表 5　 稳定性验证

样本编号 1 周 1 个月 3 个月 6 个月 平均值 标准差 CV(% )
1 2. 758 2. 704 2. 640 2. 656 2. 690 0. 053 1. 976
2 2. 045 2. 124 1. 989 2. 145 2. 076 0. 072 3. 473
3 1. 468 1. 464 1. 349 1. 320 1. 400 0. 077 5. 489
4 0. 585 0. 542 0. 498 0. 512 0. 534 0. 038 7. 205
5 0. 768 0. 730 0. 687 0. 705 0. 723 0. 035 4. 856
6 0. 471 0. 438 0. 456 0. 442 0. 452 0. 015 3. 315
7 0. 065 0. 058 0. 072 0. 062 0. 071 0. 010 14. 409
8 0. 051 0. 049 0. 050 0. 045 0. 049 0. 003 5. 395
9 0. 072 0. 066 0. 065 0. 068 0. 065 0. 006 8. 793

　 　 1 ~ 3. 强阳性样本;4 ~ 6. 弱阳性样本;7 ~ 9. 阴性样本

OVA 含量对于提高疫苗的安全性和免疫原性至关重

要。 以往对卵清蛋白定量的方法具有操作繁琐、成本

高昂、敏感度低等问题,与传统方法比较,利用双抗体

夹心 ELISA 方法进行检测具有以下明显优势:(1)检

测敏感度高,检测可达到纳克级别。 (2)操作简便,
预包被酶标板可在 - 20℃长期保存,单次检测操作可

在 3h 内完成。 (3)价格低廉,可大大节约检测成本。
故双抗体夹心 ELISA 检测方法可对鸡胚流感病毒疫

苗及工艺阶段样品中 OVA 进行定量检测。
本研究通过制备兔抗 OVA 多克隆抗体,建立了

一种快速、简便、低成本的双抗体夹心 ELISA 检测方

法,并进行了验证。 采用纯化后的多克隆抗体作为捕
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获抗体,避免了血清中杂蛋白造成的交叉反应,有助

于提高检测的敏感度和准确度。 另外,直接采用带有

辣根过氧化物酶标记的兔抗 OVA 多克隆抗体作为检

测抗体,与采用酶标二抗比较,节约了操作时间,且避

免了酶标二抗导致的交叉反应。 对该方法的准确性、
敏感度、重复性和特异性进行了验证,敏感度高,重复

性好,特异性强,检测准确度不低于德国赛乐美卵清

蛋白定量检测试剂盒,可用于鸡胚流感疫苗中卵清蛋

白定量检测。 但 ELISA 方法采用酶联免疫进行反

应,特异性和敏感度有一定局限,而随着纳米材料在

医学研究中的进一步应用,金纳米颗粒在提高 ELISA
分析的敏感度和特异性方面也展现出重要作用,笔者

也希望通过引入金纳米颗粒或可开发出更高敏感度

和特异性的卵清蛋白定量检测方法 [18] 。
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