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抗体夹心酶联免疫吸附法测定重组溶葡萄球菌酶研究
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摘 要 用重组溶葡萄球菌酶免疫家兔获得抗血清，经亲和层析纯化后用 M1V 标记，以双向免疫扩散法确定抗血清效价，以

R29:2/- ?(’: 鉴定抗体的特异性，建立双抗夹心法标准曲线，鉴定其最小检出限、精确度、回收率。实验显示多克隆抗体能与溶

葡萄球菌酶特异性结合，双抗夹心 IWX=7 法检测抗原的最小检出限为 $YGD-8Z>W，标准曲线在 $YGD [ F$$-8Z>W 范围内线性良

好。" 份同批样本分别重复 ; 次测定，平均批内变异系数为 ;YH\；" 份不同批样本分别重复 ; 次测定，平均批间变异系数为

;YF\。血清中加入已知量的标准抗原，测得平均回收率为 GDY;\。此法检测重组溶葡萄球菌酶的可测范围广，灵敏度和精密

度高，变异系数较小。结果证实建立的检测血清中重组溶葡萄球菌酶含量的双抗夹心酶联免疫吸附测定法（I-K0>2E(4-]26
4>>.-’9’/?2-: ,99,0，IWX=7）灵敏、准确、可靠。
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溶葡萄球菌酶（W09’9:,<A4-）最早是由 93A4-6(2/ 等人［#］于 #G;H 年 从 模 仿 葡 萄 球 菌 3/+C"2,(0(0)&



!"#$%&’! ())*+,-.-/ 株的培养物中发现并分离。该

酶是一种含 0’- 1 的金属蛋白酶，能特异性裂解金黄

色葡萄球菌细胞壁肽聚糖的“五肽甘酰键”，对耐药

性金黄色葡萄球菌 2)34 具有很强的杀菌作用，国

内外均有生物制药公司在进行此酶重组产品的临床

试验，具有较好的应用前景［-］。国内上海高科联合

生物技术研发有限公司申报的重组溶葡萄球菌酶已

经取得国家食品药品监督管理局的治疗用第 5 类生

物制品临床试验批文（批件号 -667*689.5），目前正

在进行临床试验，有望应用于临床。

对重组溶葡萄球菌酶（:*;!<!=&>?"’）的检测一般

采用生物学活性测定［8，@］和主要蛋白质含量测定［7］，

但最低检出限均在!A 级水平，且影响因子较多，方

法的特异性较差，无法对临床上人血清中的微量溶

葡萄球菌酶进行检测，放射性同位素标记也不适应

于人体。目前，国内外对临床上人血清中重组溶葡

萄球菌酶的测定方法还没有相关的文献报道。为寻

找一种灵敏度更高、更能准确检测溶葡萄球菌酶临

床药代动力学的方法，用纯化的重组溶葡萄球菌酶

免疫家兔制备了抗溶葡萄球菌酶多克隆抗体，并建

立了测定血清中微量溶葡萄球菌酶的双抗体夹心

B*C34 法，以期为该产品的人体临床药代动力学研

究提供方法学依据。

! 材料和方法

!"! 试剂和仪器

重组溶葡萄球菌酶标准品（:*;!<!=&>?"’），3D3,
E4FB 分析为一条带，经扫描仪扫描纯度 G 97H，用

*<I:; 法标定蛋白含量，上海高科联合生物技术研发

有限公司生产部提供。溶葡萄球菌酶（*;!<!=&>?"’
J:<# !"#$%&’()())*+ +"#$%&’(’&",)*+），3D3,E4FB 纯度 G
9KH，购 自 3"A#& 公 司。 辣 根 过 氧 化 物 酶

（L<:!M:&N"!? >M:<O"N&!M，L)E）、完全福氏佐剂与不完

全福氏佐剂，购自 3"A#& 公司。L)E,羊抗兔 CAF，购

自华美生物工程公司。邻苯二胺 PED，购自中国医

药集团上海化学试剂公司。其他试剂均为国产分析

纯或生化试剂。

9. 孔 酶 标 板，美 国 +MQ=<’ D"QR"’!<’ *&SI&:M
B$:<>M 公司。776 型酶标仪，+CP,)4D 公司。4TU4
MO>%<:M:、L"U:&> E:<=M"’ 4 亲和层析预装柱，E?&:#&Q"&
公司。

!"# 实验动物

健康新西兰白兔，雄性，- 只，-V8 W -V7RA，第二

军医大学实验动物室提供。动物购买后饲养 KN 用

于实验，环境温度（-6 X 8）Y，相对湿度为 76H W
.7H，开灯 5-?，黑暗 5-?，自由进食和饮水。

!"$ 兔抗 %&’()(*+,-./ 血清的制备

取新西兰白兔，标记 5 Z 、- Z 。将 -V6#A 重组溶

葡萄 球 菌 酶 免 疫 抗 原 用 -V6#* 磷 酸 缓 冲 盐 溶 液

（E+3 缓冲液）溶解，与 -V6#* 福氏完全佐剂按 5：5
比例混合均匀，用注射器反复抽吸制成乳剂，按照常

规方法于背部皮下多点注射进行初次免疫［.］，每只

兔子注射约 5VK#*。8 周后进行第 5 次加强免疫，免

疫抗原的浓度同前，每只兔子皮下注射 5V7#*。第 5
次加强免疫 - 周后进行第 - 次加强免疫，每只兔子

注射 5V6#*，免疫抗原的浓度同前。第 - 次加强免

疫前取静脉血 5V6#*，分离血清，用免疫双扩散法测

定兔血清抗重组溶葡萄球菌酶的效价。

第 - 次加强免疫 - 周后，用生理盐水配制免疫

抗原使成 5V6#A[#* 浓度，兔耳静脉注射 5V6#*[只，

进行第 8 次加强免疫。同时取静脉血 5V6#*，分离

血清，测定兔血清抗重组溶葡萄球菌酶的效价。第

8 次 加 强 免 疫 5 周 后，颈 动 脉 放 血，收 集 血 清，

\ -6Y冻存。

用琼脂糖免疫双扩散法测定抗血清的效价：制

备 5H琼脂糖，铺板，打孔，每只兔测定 - 份，中心孔

分别加 5V6、6V7#A[#* 免疫抗原，56!*[孔；周边孔加

倍比稀释的抗血清，分别为 5 ] @、5 ] /、5 ] 5.、5 ] 8-、5 ]
.@、5 ]5-/、56!*[孔，放湿盒中，8KY孵育过夜。将出

现沉淀线的琼脂糖载玻片放入考马斯亮蓝 )-76 中

染色后，脱色，拍照保存。

!"0 兔抗 %&’()(*+,-./ 血清的纯化及 123 酶标抗

体的制备

多抗的纯化采用 L"U:&> E:<=M"’ 4 亲和层析柱。

将 5V6 #* 的 L"U:&> E:<=M"’ 4 亲和层析预装柱，与

4TU4 MO>%<:M: 相连接，用 6V5#<%[* U:"!,L^% 缓冲液

（含 6V57#<%[* (&^%，>L KV7）充分洗涤平衡后上样，

以 相 同 缓 冲 液 洗 去 未 结 合 的 杂 蛋 白 质 后，用

6V5#<%[* F%;,L^% 缓 冲 液（ 含 6V57#<%[* (&^%，>L
-V/）洗脱，收集洗脱峰，用 3D3,E4FB 分析多抗的纯

度。

L)E 酶标抗体的制备参照文献［K］进行。

!"4 兔抗 %&’()(*+,-./ 多抗特异性的初步鉴定

用 _M!=M:’ +%<= 法检测兔抗 :*;!<!=&>?"’ 多克隆

抗体 的 特 异 性。将 :*;!<!=&>?"’ 纯 品 经 3D3,E4FB
后，电转移至 (^ 膜上，经 5H牛血清白蛋白室温封

闭 5? 后，将 (^ 膜置于兔抗 :*;!<!=&>?"’ 多抗溶液

中，密封，@Y过夜，经洗涤后，加入 L)E,羊抗兔 CAF，

/55 -%,./+/ 0(*1.#’ (2 3,("/)%.(’(4& 生物工程学报 -66K，‘<%V-8，(<V5



室温 !"，洗涤后加底物，室温显色 #$%&’，冲洗干净

晾干后拍照。

!"# 棋盘法确定包被抗体和酶标抗体工作浓度

将兔抗 ()*+,+-./"&’ 多抗用 012 溶液稀释成 3、

4、5、!!67%)，加入酶标板中，每个浓度加 5 横 排，

!$$!)7孔，48包被过夜。0129:;<<’ 5$ 洗涤液洗板

# 次后，用 !=牛血清白蛋白封闭，5$$!)7孔，#>8温

浴 5"。同法洗板 # 次后，加 入 ?$$，?$，?’67%) 的

()*+,+-./"&’ 标准品，!$$!)7孔，每个浓度分别加 # 竖

排，同时加 ! 竖排的 012 对照，#>8温浴 !"。洗板

后加 入 ! @ ?$$，! @ !$$$，! @ 5$$$ 稀 释 的 AB09兔 抗

()*+,+-./"&’ 多抗，!$$!)7孔，#>8 温浴 !"。洗板 !$
次后，加底物 C0D 溶液，#>8温浴 #$%&’，用 5%,E7)
的 A52C4 终止反应，酶标仪 4F$’% 测 ! 值。选择合

适的试剂工作浓度。

!"$ 标准曲线的绘制

取 兔 抗 ()*+,+-./"&’ 多 抗，用 012 稀 释 至

4!67%)，!$$!)7孔 加入 FG 孔酶标板，48包被过夜，

洗涤后加 !=12H，#>8封闭 5"，洗板后加入用 012
稀 释 的 ?$$、5?$、!5?、G5I?、#!I5、!?IG、>I3、#IF、

!IF?、$IF3’67%) 的 ()*+,+-./"&’ 标准品，#>8温浴 !"
后洗板，加入用 012（含 4= 0JKG$$$）按 !：!$$$ 稀

释的 AB09兔抗 ()*+,+-./"&’ 多抗，温浴洗板后，加入

底物液，显色反应 #$%&’ 后终止，检测 ! 值，绘制标

准曲线。

!"% 回收率试验

用正 常 人 血 清 配 制 成 浓 度 为 !5?、!?IG、!IF?
’67%)的 ()*+,+-./"&’ 标准品溶液各 G 份作为样品，以

不含标准品的空白血清为对照，用双抗夹心 J)L2H
法检测，根据其与标准曲线相应点的 H 值之比计算

回收率。

!"& 精密度试验

在同一块 FG 孔酶标板中，分别加入用 012 稀释

至 5?$、#!I5、#IF’67%) 浓度的 ()*+,+-./"&’ 标准品溶

液各 G 份，用双抗夹心 J)L2H 法检测出每个浓度的

变异系数（"#），即为板内的 "#。另外，在 G 块 FG
孔酶标板中分别加入 5?$、#!I5、#IF’67%) 浓度的

()*+,+-./"&’ 标准品溶液各 G 份，于不同时间分别进

行检测（每天检测 ! 块，连续 GM），求出每个浓度的

"#，取平均值即为板间的 "#。

!"!’ 样品稳定性试验

用正常人血清将 ()*+,+-./"&’ 标准品配制成浓

度为 5$$、!$$、?$、5’67%) 的溶液，分别置于 48 和

N 5$8，于第 $ 周、# 周、? 周取样，以空白血清为对

照，用双抗夹心 J)L2H 法进行检测，以考察样品在不

同温度下贮存不同时间的稳定性。

同时，将上述样品分别冻融 $、!、?、!$ 次后，同

法测定，以考察样品反复冻融的稳定性。

( 结果

("! 兔抗 )*+,-,./0123 血清效价的测定及多抗的

纯化与特异性鉴定

用 != 的琼脂糖免疫双扩散法检测 5 只兔抗

()*+,+-./"&’ 血清的效价。第 ! 次加强免疫 5 周后，

免疫双扩散效价 ! O 为 ! @3，5 O 为 ! @ !G。第 5 次加强

免疫 5 周后，效价 ! O 为 ! @!G，5 O 为 ! @ #5。第 # 次加

强免疫 ! 周后，颈动脉放血，收集血清，! O 兔收集

#?%)，5 O 兔收集 5G%)，效价 ! O 和 5 O 均为 ! @ #5，见

图 !。

收集的血清，上样于 A&:(./ 0(,-<&’ H 亲和层析

柱，充分洗涤后进行洗脱，收集洗脱峰，立即加入

$I! %,E7) :(&+9APE（/A3I$）缓冲液进行稀释，取样用

),;(* 法测定蛋白含量，用 2D290HKJ 检测纯化多抗

的纯度，其余分装，N 5$8冻存，见图 5。

Q<+-<(’ 1E,- 检测结果显示，()*+,+-./"&’ 经 !?=
2D290HKJ 分离后，在蛋白质相对分子质量 5>RD 处

有一条蛋白带，转至 SP 膜上后，用所制备的兔抗

()*+,+-./"&’ 多克隆抗体进行免疫结合，经显色后可

见明显棕色条带，说明多抗能和 ()*+,+-./"&’ 抗原特

异性结合，见图 #。

图 ! 兔抗 ()*+,+-./"&’ 血清效价的测定

T&6U! 0,-<’V* ,W (.XX&- .’-&9(E*+,+-./"&’ +<(Y%

F!!黄青山等：抗体夹心酶联免疫吸附法测定重组溶葡萄球菌酶研究



图 ! 兔抗 "#$%&%’()*+, 多抗的 -.-/0123 分析

4+56! 1,(7$%+% &8 "(99+’ (,’+/"7$%&%’()*+, :52 9$ -.-/0123
;：)<"= "(99+’ (,’+/"7$%&%’()*+, :52，!：)"&’=+, >("?=" 6

图 @ "#$%&%’()*+, 的 A=%’=", B7&’ 分析

4+56@ A=%’=", 97&’ (,(7$%+% &8 "(99+’ (,’+/"7$%&%’()*+, :52
;：A=%’=", 97&’；!：-.-/01236

!"! 不同包被浓度和不同酶标抗体稀释度检测结

果

抗原抗体各稀释度棋盘式组合采用双抗夹心

3#:-1 法检测，结果证明当抗原浓度和酶标抗体稀

释度固定时，! 值随包被抗体浓度的增加而明显增

大；当包被抗体和抗原浓度固定（CDD,5E>#），而酶标

抗体稀释度变化时，! 值随酶标抗体稀释度增加而

迅速下降。当包被抗体浓度和酶标抗体稀释度固定

而抗原浓度变化时，! 值随抗原浓度的降低而下降，

根据表 ; 中结果可以发现，当 ! 值接近 ;FD 时，包被

抗体的浓度为 G!5E>#，酶标抗体的稀释度为; H;DDD。

故确定第一和第二抗体的最佳浓度分别为 G!5E>#
及 ; H;DDD。

表 # 抗原抗体各种稀释度棋盘式组合双抗夹心 $%&’( 法结果

)*+,- # .-/0,1 23 45-//+2*67 8-1527 326 7-1-689:9:; 15- 42:4-:16*192: 23 9:40+*192:
*:19+27< *:7 =.>?6*++91 *:19?6,</2/1*@59: &;A +< 720+,-?*:19+279-/?/*:7B945?$%&’(

19
E（!5E>#）

IJ0/19 ;HCDD IJ0/19 ;H;DDD IJ0/19 ;H!DDD
CDD CD C CDD CD C CDD CD C

K ;FL;K ;F!KL DFGDM ;F@@; ;F;!L DF@GL DFC@L DF;@G DFDCL
G ;F!;L DFN@L DF@ML ;FDCL DFKDG DF!K; DFGCL DF;!! DFDKG
! DFKK! DFLK@ DF@@N DFMDM DFCDD DF;GN DF@C; DFDNN DFDLK
; DFM!K DFCDK DF!;D DFCMN DF@;K DF;DL DF!G! DFDKG DFDGK

!"C 6%</2/1*@59: 检测的标准曲线和灵敏度

用浓度为 G!5E># 的兔抗 "#$%&%’()*+, 多抗包被

NL 孔酶标板，分别加入浓度为 CDD、!CD、;!C、L!FC、

@;F!、;CFL、MFK、@FN、;FNC、DFNK,5E># 的 "#$%&%’()*+,
标准品，再加入 ; H;DDD 稀释的 IJ0/兔抗 "#$%&%’()*+,
多抗，温浴洗板，加入底物液显色后检测。以样品吸

收值的平均值 ! 对样品浓度对数做直线回归，得回

归方程 ! O DF;!M@#,（"）P DF;M;G，#! O DFNKKC。

读取 @ 个空白对照孔的 ! 值，计算其平均值 !
O DF;DC 及标准偏差 $ O DFDG@L。按照结果大于（!
P @$）判定为阳性，检测下限为 DFNK,5E>#。

!"D 相对回收率

用已建立的双抗夹心 3#:-1 法测定以血清稀释

的 "#$%&%’()*+, 标准品各浓度的 ! 值，根据其与标准

曲线 对 应 点 的 ! 值 之 比 计 算，平 均 回 收 率 为

NKFLQ，结果见表 !。

表 ! 血清中 6%</2/1*@59: 回收率结果

)*+,- ! )5- 6-42E-6< 23 6,</2/1*@59: 9: 508*: @,*/8*
+< 720+,-?*:19+279-/?/*:7B945?$%&’(

"#$%&%’()*+,
R&,R=,’"(’+&,E（,5E>#）

1S="(5=
"=R&S="$EQ

#$%EQ

;FNC NMF; CF!
;CFL NLF@ GFL
;!C ;D!F@ GFD

!"F 精密度

用双 抗 夹 心 3#:-1 法 测 定 浓 度 为 !CD、@;F!、

@FN,5E># 的 "#$%&%’()*+, 标准品板内和板间的精密

度，板内和板间 &’ 分别为 LFGQ和 LFCQ，结果见表

@。同时，对加入人血清空白对照样品的吸收值与无

人血清空白对照样品的吸收值进行方差检验及 ( 检

验，没有显著性差异（) T DFDC），说明人血清对样品
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的测定无干扰，该方法具有很好的特异性。

表 ! 双抗夹心 "#$%& 法测定 ’#()*)+,-./0 精确度实验结果

1,234 ! 5’46/)/*0 ’4)73+) *8 9*7234:,0+/2*9/4):),09;/6.
"#$%& 94+4’</049 8*’ ’3()*)+,-./0

!"#$%&
’()*(+,-.+（/ )(#&0） 1&)2&&+,-.+（/ )(#&0）
+34#5 !"6 +34#5 !"6

7 89:; < =9>:>8 /9> 89=> < =9>?:: ?9:
@ @79:@ < 79/>; ?9? @79:/ < 798/= ?9>
> @>A9@: < 7@9?:8 89> @>>9@> < 779@;; :9A

=>? 样品保存的条件和稳定性

用正 常 人 血 清 将 -5B0C0)"$*(+ 标 准 品 配 制 成

@==、7==、8=、@+34#5 浓度的溶液，分别贮存于 :D和

E @=D，于 =、>、8 周取样测定的结果比较：在 :D放

置 > 周与 = 周进行 # 检验，均没有显著性差异（$ F
=9=8），8 周差异有显著性（$ G =9=8）；在 E @=D放置

8 周，各浓度测定值与 = 周进行 # 检验，均没有显著

性差异（$ F =9=8）。

将上述样品分别在 E @=D冻融 =、7、8、7= 次后

同时测定的结果如图 :。可见，生物样品在经过不

同的冻融次数后，样品测定的吸收值呈现下降的趋

势，但逐渐趋于平稳，说明样品反复冻融 7= 次内的

稳定性良好。

图 : 样品反复冻融的稳定性

H(3I: !)"J(%()B CK -%B0C0)"$*(+ "K)&- K-&&L(+3 "+M M(00C%CN(+3

! 讨论

溶葡萄球菌酶是采用基因工程菌大肠杆菌表

达，经发酵培养、分离纯化后获得的高纯度的酶，经

!O!,PQRS 及 ’&0)&-+ J%C) 鉴定，并以此做抗原来制

备 -5B0C0)"$*(+ 抗血清奠定了免疫学基础，经棋盘滴

定确 定 各 工 作 液 的 最 佳 浓 度，建 立 了 定 量 检 测

-5B0C0)"$*(+ 的双抗夹心 S5T!Q 法，测定方法的线性

范围为 =9;A U 8==+34#5，灵敏度为 =9;A+34#5，平均

回收率为 ;A9/6，批内 !" 和批间 !" 分别为 /9:6
和 /986，未见空白血清对检测的干扰，E @=D保存

8 周测定的结果与对照无显著差异，:D只能贮存 >
周，这一点对于临床试验实际操作非常重要，即样本

不能及时检测时应冷冻保存，E @=D的贮存条件对

于不需回顾性检测的样本是适合的，E @=D反复冻

融 7= 次亦影响不大。该方法具有良好的灵敏度、特

异性、线性范围、精密度和回收率，且实验步骤简单，

容易掌握。其方法学为 -5B0C0)"$*(+ 临床研究及其

药代动力学免疫学分析提供了灵敏可靠手段。
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