
应用时间分辨荧光免疫分析技术检测SARS病毒抗原的初步研究  

    严重急性呼吸综合症(SARS)是一种新的致死性传染病。2002年底在中国广东省部分地区首先发现，3个月

内即很快传播到世界25个国家和地区以及中国其他许多省市，累计报告病例数达8 202人。该病毒传染性强，

起病急，在人群中传播率高，容易导致疫情爆发且死亡率较高(5%~6%)[1][2]。 

    目前世界上许多实验室都在研制快速和早期检测SARS病毒的方法，已建立的方法主要包括酶联免疫吸附

法(ELISA)，免疫荧光法(IFA)和RT-PCR。但这些方法，无论是检测抗原或者抗体，都很难满足早期诊断的需

要[3][4][5][6][7]。时间分辨免疫荧光分析(timed- resolved fluoroimmunoassay, TRFIA)是上个世纪

80年代兴起的一种新型检测手段，它除了具有高灵敏度、特异性外，还有检测范围宽，对标记物分子生物活

性影响小，无放射性污染，标记物保存时间长等优点，是对SARS病毒抗原进行多指标检测并实现SARS的早期

诊断的一种优选方法[8][9][10][11][12][13]。 

    

1  材料和方法 

    1.1  材料 

    SARS-CoV N蛋白由南方医科大学珠江医院车小燕教授提供(0.70 mg/ml)；抗SARS病毒N蛋白的单克隆抗

体，由本实验室制备；SARS灭活病毒由本室提供，经荧光定量PCR检测确定拷贝数为8.1×104 copies/ml；

用肺炎雷伯菌、纯化流感病毒、副流感病毒、丙型肝炎病毒、肺炎衣原体、肺炎支原体抗体检测试剂盒为康润

生物制品公司产品；正常人血清由南方医院血液科提供。 

    96孔微孔板(8×12)为labsystem公司产品；Eu3+标记试剂试剂盒购自Perkin Elmer公司； Sephadex 

G50为 Pharmacia 产品；超滤离心管为美国Millipore 公司产品；荧光测量仪为Auto-Delfia 1235全自动

时间分辨免疫荧光检测仪；Multiskan Ascent酶标仪及Wellwash AC洗板机购自Thermo Lab system公司。

SARS荧光定量PCR检测试剂盒购自中山大学达安股份有限公司；SARS ELISA试剂盒由南方医科大学珠江医院

车小燕教授惠赠。 

    1.2  方法 

    1.2.1 抗SARS N蛋白单克隆抗体配对实验   按文献[14]方法制备抗SARS N蛋白单克隆抗体(本室自

制)。将制备得到的这些抗SARS N蛋白单克隆抗体经过半饱和硫酸铵沉淀后，离心去上清，再溶解透析并测蛋

白含量，最后按改良过碘酸钠法标记上辣根过氧化物酶 (HRP)。 

    将抗SARS N蛋白单克隆抗体按2 μg/ml的浓度包被微孔板，每孔100 μl，4 ℃过夜，洗板，在每株抗体

包被板中均加入1∶5，1∶500，1∶5 000，1∶50 000不同稀释度的SARS灭活病毒和阴性血清，100 μl/孔，

室温孵育30 min，洗板，再分别加入HRP标记的抗体，同样孵育30 min，加底物显色液，最后在酶标仪上测D

(λ)值。根据D(λ)值选择出两株亲和力高、稳定性强的单抗，并将该包被的单抗作为最佳包被单抗，HRP标记

的单抗作为最佳标记单抗。 

    1.2.2  固相包被抗体的制备   将上述筛选出来的最佳包被单抗用50 mmol/L、pH9.6的碳酸盐缓冲液稀
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释至5 μg/ml，然后每孔100 μl加入96孔微孔板中，4 ℃过夜，弃包被液，加入封闭液(去金属离子2%BSA)，

每孔250 μl，封闭过夜或37 ℃ 2 h，弃封闭液，洗涤后真空抽干-20 ℃冷冻保存。 

    1.2.3  Eu3+标记抗体的制备及纯化   用上述筛选出来的最佳标记单抗参照Eu3+标记试剂盒说明书进行

标记。标记完成后上 Sephadex G50层析柱(1×30 cm)分离纯化， 洗脱液( 50 mmol/L Tris-HCl， 

0.9%  NaCl )洗脱，同时收集洗脱液(1 ml/管)，逐管测量吸光度(D
280

)，合并峰管，测定蛋白含量，同时以 

PerKin Elmer公司Eu3+标记试剂盒中的Eu3+标准测定合并峰管的Eu3+浓度。所得标记率(Eu3+mol/IgG)是

8.96，蛋白回收率为84%。 

    1.2.4  TRFIA检测SARS病毒   采用平衡饱和法中的两步法，在上述的包被板中加入0.02，0.1，0.5，

1.00，10.00，50.00，150.00 ng/ml梯度稀释的SARS重组N蛋白各100 μl，37 ℃震荡孵育1 h后，洗涤液洗

板4次，再每孔中加入1∶50稀释的铕标记抗体100 μl，室温震荡孵育2 h，洗涤液洗板6次后加入200 μl增强

液振摇5 min后检测荧光值，以上全部操作过程均在Auto-Delfia  1235荧光检测仪上进行。 

    1.3  方法学评价 

    1.3.1灵敏度和特异性检测   将SARS-CoV N蛋白稀释成不同浓度进行测定，并以SARS N蛋白稀释浓度为

横坐标，荧光反应单位为纵坐标，绘制标准曲线。 

    以零剂量当作被测样品进行20次重复测量，计算其均值及标准差，将均值加上2倍的标准差所得的荧光值

代入标准曲线，得到相应的浓度即为其最低检测量[15]。 

    特异性检测：用肺炎雷伯菌、纯化流感病毒、副流感病毒、丙型肝炎病毒、肺炎衣原体、肺炎支原体全

抗原代替SARS-CoV N蛋白进行特异性检测。 

    1.3.2  准确度和精密度检测   将SARS N蛋白加入正常人血清中，制备低(5.6 ng/ml)、中(28 

ng/ml)、高(56 ng/ml)3个浓度，进行回收实验。 

    用低、中、高(同上)3个浓度SARS N蛋白分别进行批内和批间精密度测试，重复次数为8次，并对测定结

果进行分析。 

    1.3.3  与ELISA试剂盒进行比较检测   将本室自制的SARS灭活病毒(荧光定量PCR确定其拷贝数为8.1×

104 Copies/ml)按1∶2-1∶256倍比稀释，使用ELISA试剂盒检测，同时进行TRFIA对照检测，并对检测结果

进行分析。 

    1.4  数据分析 

    TRFIA测量所得数据经Auto DEFIA 1235自带的Log-Logit函数处理程序处理绘制SARS-TRFIA标准曲线。

其他数据均采用统计软件SPSS 10.0进行t检验。 

    

2  结果 

    2.1  SARS单抗的配对筛选实验 

    经夹心ELISA配对实验测定，得到两株特异性好、亲和力高的抗SARS N蛋白的单克隆抗体(C039和

C008)，两株抗体均达到临床诊断试剂的亲和力要求，并确定最佳包被抗体为C039，最佳标记抗体为C008。 

    2.2  方法学评价 

    2.2.1  灵敏度及特异性结果  由数据分析所得的标准曲线可知，测量的线性范围在0.02~150 ng/ml。

以零剂量点发光值均值加2s后的发光值在标准曲线上得到相应的SARS病毒最小可测值为0.02 ng/ml(图1)。

将肺炎雷伯菌、纯化流感病毒、副流感病毒、丙型肝炎病毒、肺炎衣原体、肺炎支原体全抗原全抗原代替

SARS-CoV N蛋白进行TRFIA检测，均无明显交叉反应。 



    图1  SARS TRFIA标准曲线 
    Fig.1  Standard curve of TRFIA for SARS N protein detection

    TRFIA: Timed-resolved fluoroimmunoassay

    2.2.2 准确度和精密度检测结果   低、中、高(同上)三个浓度SARS N蛋白分别进行批内和批间精密度

测试，重复次数为8次，得到批内和批间CV分别为3.3%~6.2%，5.3%~9.6%(表1)；将SARS N蛋白加入正常人血

清中，制备低(5.6 ng/ml)、中(28 ng/ml)、高(56 ng/ml)三个浓度，进行回收实验所得到的回收实验结果

表明，回收率在90.2%~106%之间(表2)。 

    2.2.3 与ELISA的比较   将本室自制的SARS灭活病毒(荧光定量PCR确定其拷贝数为8.1×104 

copies/ml)按1∶2~1∶256倍比稀释，使用ELISA试剂盒检测，同时进行TRFIA对照检测，并将测量结果进行

比较(表3)。对所得数据作t检验，两者测得结果间无显著差异(P>0.05)。 



    

3  讨论 

    本实验建立的检测SARS CoV的TRFIA是一种新型的体外超微量分析技术。它利用了具有独特荧光特性的

镧系元素及其螯合物为示踪物来标记抗体、抗原、激素、多肽、蛋白质、核酸探针及生物素；待反应体系发生

后，用时间分辨荧光免疫分析检测仪测定反应产物中的荧光强度。根据产物荧光强度和相对荧光强度的比值，

判断反应体系中分析物的浓度，从而达到定量分析。稀土元素有两个特点，第一个是它的荧光激发光波长范围

宽，因此TRFIA的检测范围也较宽；另一个特点是荧光衰变时间长，荧光衰变期在500 μs以上，而非特异背景

荧光的生存期仅为0.01 μs左右，用时间分辨荧光分析仪进行延迟检测，可消除非特异荧光的干扰，提高方法

的灵敏度。与传统的放免和酶免等标记免疫技术相比，TRFIA具有标记物制备简单、示踪物稳定、多标记有效

期长、不污染环境、不受样本自然荧光干扰、标准曲线量程宽、应用范围十分广泛，以及高精度、自动化、灵

敏度高、大样本快速测定等技术优点[16]。 

    本研究所建立的方法适用于测量血清SARS的含量。我们曾把高含量的SARS灭活病毒血清样品经1∶5至1∶

500稀释后用于本方法的测定，并用该系列稀释血清代替SARS-CoV N蛋白的参考标准作标准曲线，其斜率与

SARS的标准曲线斜率基本一致，表明SARS-TRFIA有良好的健全性，血清基质对本方法没有明显影响。批内变

异系数为3.3%~6.2%， 批间变异系数为5.3%~9.6%，系统精确度较高，证明本方法是可靠的。同批试剂连续5

个月应用分析，发现标准曲线基本重合，无明显漂移，可以用同批试剂单次标准曲线作为今后分析的固定参

考。另外，SARS TRFIA的分析时间仅为1 h，而全自动时间分辨荧光测量仪的使用，使分析系统高度自动化，

这样可提高临床检验速度，加大检验数据量，又可大幅度减低认为误差和增加检出结果的可靠性。 

    由于SARS病人样品的来源受限制，所以该试剂的一些性能指标还未评价，如在临床样品中的应用情况，

试剂检测病毒数的阈值(N蛋白量与活病毒数的关系)等。但该试剂能够与细胞培养的SARS病毒发生反应，表明

该试剂具有潜在的应用价值。可用于非典疾病的诊断、SARS病毒携带者的筛选、药物筛选过程中病毒含量的

监测、疫苗注射后免疫效果的监测及基础医学研究等。 
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