
狂犬病是由狂犬病病毒引起的世界性人畜共患传染病 , 一

旦发病死亡率为 100%[1]。狂犬病的暴露后预防是防治狂犬病的

主要措施 , 对暴露者应同时接受主动和被动免疫治疗 , 以获得快

速的保护作用[2]。

人源抗狂犬病毒单克隆抗体( HuMabs)能特异性中和狂犬病

毒的糖蛋白 , 其主要作用机制为 :阻断病毒对敏感细胞的吸附 [3];

抑制病毒内核内涵体的酸催化溶合作用 , 从而导致病毒的脱衣

壳 [4];对已吸附细胞发挥作用 , 使其解吸附或抑制受体介导的内

吞 ; 抑制病毒的复制及其从细胞内释放 [5]。实验显示 , HuMabs

NM57 在病毒感染早期即发挥有效保护作用 , 是一种安全性好、

特异性强的被动免疫制剂。为了定量检测血清中的 HuMabs

NM57 含量 , 为药代动力学研究提供简单快速的方法 , 我们建立

了新的间接 ELISA法。

1 材料和方法

1.1 材料

重组人抗狂犬病毒单克隆抗体由华北制药集团提供 , 批号

为 20060904;狂犬病毒糖蛋白由 MTTI 公司提供 , 批号为 52457;

HRP 标记的 IgG- Fc 段抗体 ( Fc- HRP)由 Sigma 公司生产 , 批号

为 A- 0170;酶标板条为 Costar公司产品 ,批号为 32105026。

1.2 标准品溶液的配制

精确抽取 HuMabs NM57 标准品 , 将其用猕猴血清稀释成

5、10、25、50、100、200 ng/mL等 6 个浓度值。

1.3 抗原包被板的制备

将狂犬病毒糖蛋白用 pH9.6 的碳酸盐缓冲液 ( 0.05 mol /L)

配制成 0.3 μg/mL, 按照 100 μL/孔加入酶标板中 , 4℃避光放置

12 h;弃去包被液 , 用洗液洗板 5 次 , 拍干 ; 每孔再加入 100 μL

2%酪蛋白 , 37℃温育 1 h,拍干 , 4℃放置。

1.4 底物

底物包括 A液、B液。A液为四甲基联苯胺( TMB) , B液为含
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[Abstract] Objective: To establish indirect ELISA for quantitative measurement of recombinant human rabies monoclonal

antibody(HuMabs)NM57 and provide a new convenient method for the investigation of pharmacokinetics. Methods: The

microplate was coated with glycoprotein of rabies. HRP labeled IgG- Fc was used as labelled antibody. The established

ELISA would be evaluated by the specificity, sensitivity, precision and accuracy. Results: The lower limit of sensitivity of

the assay was 5 ng/mL. Intra- assay and inter- assay variability were 2.6%～6.0% and 8.5%～11.3%, respectively. Conclu-

sion: The results showed that the established indirect ELISA was a sensitive and specific method and could be used for

quantitative measurement of HuMabs NM57 in rhesus serum samples.
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0.03% H2O2 的乙酸钠。使用时将 A、B液等体积混匀 , 每孔加

100 μL,显色 10 min。

1.5 HuMabs NM57 间接 ELISA检测法

将稀释好的标准品系列溶液加入已包被好的酶标板 , 每孔

100 μL, 37℃温育 1 h, 用 PBS- T( 0.05%的 Tween- 20)洗板 5 次 ;

每孔加入抗体 Fc- HRP 100 μL, 37℃温育 1 h, 用 PBS- T洗板 5

次 ;每孔加入 100 μL底物 , 37℃避光显色 10 min;加入 2 mol /L

H2SO4 100 μL终止反应 ; 用酶标仪检测波长为 450 nm的吸光

度值。

2 结果

2.1 间接 ELISA法条件优化

2.1.1 Fc- HRP 抗体稀释度的选择 按 1∶500、1∶1 000、1∶2 000

的比例用 pH7.4 的磷酸盐缓冲液将 Fc- HRP 抗体稀释 , 按照上

述间接 ELISA法进行 HuMabs NM57 标准品溶液的检测。结果如

图 1, 在 1∶1 000 至 1∶500 的稀释范围内 , Fc- HRP 抗体均有良好

的显色反应 , 因此 Fc- HRP 抗体最佳稀释范围为 1∶1 000～1∶

500。

2.1.2 HuMabs NM57 检测范围的确定 将已配制好的标准品

系列溶液按照上述 ELISA 条件进行检测 , 并对标准品浓度及

D450nm值进行 4 参数 Logistic 回归 (图 2) , 在 5～200 ng/mL范围

内 ,标准品浓度与 D450nm值呈现较好的 Logistic 曲线拟合关系。

2.2 间接 ELISA测定 HuMabs NM57 的方法学评价及确证

2.2.1 特异性 按照制备标准曲线的方法制备 10 ng/mL 的

HuMabs NM57 样品 , 选用 10 mg/mL的丙种球蛋白、重组人Ⅱ

型肿瘤坏死因子受体 - 抗体融合蛋白、CD20 单克隆抗体等与

HuMabs NM57 进行交叉反应试验 , 结果显示 HuMabs NM57 的

测定回收率没有受到影响(表 1)。

2.2.2 精密度 选低、中、高 ( 10、50、200 ng/mL) 3 个浓度标准

样品 ,板内每个浓度测定 6 次 , 连续测定 5 d, 计算得板内精密度

为 2.6%～6.0%、板间精密度为 8.5%～11.3%, 表明在浓度 5～200

ng/mL范围内测定的板内及板间重现性良好(表 2)。

2.2.3 回收率 选低、中、高 ( 10、50、200 ng/mL) 3 个浓度标准

样品 , 每个浓度测定 6 次 , 以测定值与加入标准品量的比率计算

回收率(表 3)。

2.2.4 灵敏度 选取 5 ng/mL标准样品 , 重复测定 3 次 , 计算回

收率(表 4)。结果显示 ,回收率满足大于 70%的最低要求 ,且 RSD

小于 20%,符合最低定量限的要求。

2.3 猕猴血清样本中 HuMabs NM57 的检测

取给药后不同时间点采集的猕猴血清样品 , 用已建立的间

接 ELISA法检测血清中 HuMabs NM57 的含量。结果表明 (图

3) ,我们建立的 ELISA法可用于猕猴血清中 HuMabs NM57 的检

测 ,为进一步的药代动力学研究提供了快速、灵敏的方法。

3 讨论

狂犬病现今仍然是无法治愈的致死性疾病 , 注射狂犬疫苗

是其主要防治措施 , 但疫苗起效时间慢 , 无法起到快速保护作

表 1 受试品 HuMabs NM57 加入重组人Ⅱ型肿瘤坏死因子受体-抗体
融合蛋白、重组人鼠嵌合抗 CD20、丙种球蛋白的回收率

交叉反应物
HuMabs NM57 检出量
( ng /mL) ( n=2)

回收率

/%
平均回收率

/%
RSD
/%

重组人Ⅱ型肿瘤

坏死因子受体-
抗体融合蛋白

重组人鼠嵌合

抗 CD20 单抗
丙种球蛋白

11.6
10.1

9.8
10.8
9.5
10.3

116
101

98
108
95
103

108.5±10.6

103.0±7.1

99.0±5.7

9.8

6.9

5.7

表 2 间接 ELISA法检测加入猴血清中 HuMabs NM57 的精密度

标准品浓度

( ng /mL)
平均测定值

( ng /mL)
板内精密度 /%
( n=6)

板间精密度 /%
( n=5)

10
50
200

10.0±1.1
50.3±4.3
194.1±20

4.6
2.6
6

11.3
8.5
10.3

表 3 间接 ELISA法检测加入猴血清中 HuMabs NM57 的回收率

浓度( ng /mL) 平均回收率( n=6) RSD/%

10
50
200

102.8±4.9
100.3±2.6
101.2±10.5

4.8
2.6
10.4

表 4 ELISA法检测加入猴血清中 HuMabs NM57 的灵敏度

加入量( ng /mL) 检出量( ng /mL) 回收率 /% 平均回收率 /% RSD/%

5.0
5.0
5.0

4.6
5.2
4.9

92
104
98

98.0±6.0 6.1

图 1 Fc- HRP不同稀释度对间接 ELISA法测定值的影响

图 2 不同浓度 HuMabs NM57 标准品的 4 参数 logistic 函数拟合曲线
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用。免疫球蛋白是最常用的被动免疫制剂 ,与疫苗联合应用可起

协同作用 ,但其免疫反应较多、价格昂贵 ,限制了其推广[6- 8]。重组

人源化抗狂犬病毒单克隆抗体防治狂犬病的效果与人抗狂犬病

毒免疫球蛋白近似 , 且起效快、特异性强、副反应少、成本低 , 为

被动免疫制剂的发展开拓了新的空间[9- 13]。

目前 , 检测狂犬病毒中和抗体的方法主要有小鼠中和试验

(MNT)、快速荧光灶抑制试验( RFFIT)及 ELISA等。MNT法实验

费用高 , 操作繁琐且周期长 , 同时由于影响动物试验的因素较

多 ,使得实验结果误差较大 ,重复性较低。RFFIT法周期短 , 准确

率较高 , 但操作较为复杂 , 成本相对较高 , 且对基础设施有较高

的要求 ,不利于推广。ELISA法操作简单、快速、灵敏、经济并且适

用于批量处理 ,是蛋白多肽药代动力学研究的常用方法 [14]。我们

选用与 HuMabs NM57 特异性结合的狂犬病毒糖蛋白包板 , 用对

结果影响最小的酪蛋白作为封闭液 , 并用血清稀释单克隆抗体

配制校正曲线 , 这些改良方法可有效地降低血清本底的干扰 , 提

高试剂盒的准确度和精密度。结果表明 , 我们所建立的间接

ELISA法灵敏度高、特异性及重现性好 , 完全符合药代动力学检

测要求 , 可用于猕猴及人血清中重组人源化抗狂犬病毒单克隆

抗体的检测。
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图 3 猕猴血清中 HuMabs NM57 的浓度-时间曲线

刘晓雷等 :定量检测猕猴血清中重组人源化抗狂犬病毒单克隆抗体间接 ELISA法的建立
409


