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特异性抗体效价检测技术概述 *
张 佩 吴恩应 陈玉琴 郭采平△

（深圳市卫武光明生物制品有限公司 广东深圳 518107）

摘要：特异性抗体效价是生物制品活性（浓度）的重要标志，通常采用生物学方法来测定，并以抗体与其相应抗原反应产生的、可
观察到的标准免疫反应来表示。抗原抗体间除发生特异性反应外，还会产生交叉反应，从而使特异性抗体效价的检测出现偏差，
这在实际应用中亟需避免。特异性抗体效价检测技术是疾病诊断、特异性免疫球蛋白制备和疫苗评价等领域的关键技术，在生物
制品质量控制及医学临床实践中意义重大。本文对抗体效价检测的常规技术及其研究进展进行简要综述，并对这些技术的特异
性、灵敏性、检测周期及应用情况等方面进行比较分析，以期对特异性抗体效价检测技术有一个系统全面的认知，有利于研究人
员在实际应用中选择合适的技术，共同推动抗体检测技术的发展。
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ABSTRACT: Specific antibody titers was the index of the potency (concentration) of biological products, which is detected by bio-

logical methods, and it was estimated by the standardized level of the immune response of antibody with the antigen. It would also yield
cross-reactions between antibody and the antigen, resulting in determination deviation of specific antibody titers, which occurred fre-
quently and need to resolve in practice. Quantitative determination of specific antibody titers was crucial technology for disease diagnosis,
specific IgG purification and vaccine assessment, which was practical significance in quality control of biological products and clinical
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前言

特异性抗体(Specific Antibody)指在特定抗原分子上，每一
决定簇(化学基团)均可刺激机体产生的、与之发生免疫反应的
相应抗体。特异性抗体可通过与抗原分子特异性结合并发生中
和反应(Neutralization Reaction)，可中和毒素的毒性作用或阻断
病毒对靶细胞的侵染。特异性抗体效价(Specific Antibody Titer)
是疾病诊断、特异性免疫球蛋白制备和疫苗评价等领域的重要
指标，对其检测在临床上意义重大[1-3]。特异性抗体效价一般采
用生物学方法检测，包括病毒中和试验法、免疫标记技术、血凝
抑制试验、双向免疫扩散技术等，其原理均基于抗原抗体间的
结合反应。除与其特异性抗体发生反应外，抗原还与非特异抗
体发生交叉反应。该反应无需与目的表位完全匹配，当针对相
同抗原的抗体过量时则易于发生交叉反应，使特异性抗体效价

的检测出现偏差。故在实际应用中，选择合适的抗体效价检测
方法尤为重要。目前，根据已知抗原特性、抗原与抗体反应特点
以及结果判定方法的不同，多种抗体活性的测定方法得以建

立。本文对常规抗体效价检测技术和其研究进展，及一些新技
术进行简要综述。

1 常规测定方法

1.1 病毒中和试验法(Neutralization Test)
病毒中和试验法是以测定病毒的感染力为基础建立的免

疫学实验技术，通过比较病毒受其特异抗体中和后的残存感染

力，进而判定样品中和病毒能力。中和试验法极为特异和敏感，
可在体内及体外进行。方法主要有如下几种：
1.1.1 体内攻击试验 -小鼠中和试验 该方法被称为病毒滴度
测定的 "金标准 "[1]。检测原理：固定病毒倍比稀释抗体法，同时
设标准抗体(已知效价的抗体)做平行试验，以测定特异性 IgG
的抗病毒中和效价，将待检样本和标准抗体分别倍比稀释，加

等量已知毒力的病毒液摇匀，置合适条件下进行中和反应后，

接种小鼠，根据小鼠发病情况，计算中和效价。该方法直接，特
异性好、灵敏度高，能真实反映样本的中和效价。
1.1.2 直接细胞病变计数 该方法是针对能使靶细胞产生病变
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的病毒的特异性抗体效价的检测[5]。通过显微镜观察抗体中和
病毒后的细胞病变程度，测定相应样本的特异抗体水平。方法
直观，但周期长，而且病变细胞计数会受主观因素影响。
1.1.3 空斑减少实验 (Plaque Reduction Neutralization Test,
PRNT) PRNT是检验抗病毒中和效价的常用方法[4-5]。正常细胞
在代谢过程中都可以摄入活性染料，但在病毒感染时，细胞则

会丧失染料摄取能力，而形成无色的细胞蚀斑。病毒被特异性
抗体中和后再感染细胞，细胞蚀斑的形成数量随之减少，因此，

就可以根据细胞蚀斑数量的多少计算出该中和病毒的抗体效

价。一般定义使空斑减少 50 %的样品稀释度即为该样品的中
和效价，用 Reed-muench法或 Karber法计算。常用的染色方法
有：琼脂糖 -中性红法、甲基纤维素 -结晶紫法[6-7]。

PRNT是检测和定量已接种牛痘疫苗者体内中和抗体的
金标准。Borges MB等将 182例有痘苗接种史的受试者按年龄
(31~35岁和≥35岁)分为 2组，对斑点减少中和试验的重复性
及可靠性进行横向调查，结果显示该方法具有很好的敏感性

(92.7 %)、特异性(90.8 %)和良好的重复性[ICC0.89 (0.88，0.92)][2]。
该方法可提供比较可靠的结果，缺点是依赖于人工计数，费时

费力。Zielinska E等提出了用图像分析软件进行斑点自动计数
的改良方法，改良后 PRNT方法和原始 PRNT方法的检测结果
高度相关(r=0.9580)[8]，同时具有客观，快速及可靠的特点，在疫
苗临床试验对中和抗体滴度的评估等多个领域得到推广应用。
1.2 免疫标记技术
结合抗原抗体反应的特异性和标记分子极易检测的高度

敏感性，形成了免疫标记技术。免疫标记技术主要有酶标抗体
技术、荧光抗体标记技术和同位素标记抗体技术。它们的敏感
性和特异性远超过常规血清学方法，其中酶标抗体技术最为简

便，应用较广。
1.2.1 酶标记技术 酶标记技术是根据抗原抗体反应的特异性
和酶催化反应的高度敏感性而建立起来的一种免疫检测技术[9]。
酶是一种有机催化剂，催化反应过程中不被消耗，能反复作用，

微量的酶即可导致大量的催化过程，如果产物为有色可见产

物，则更为敏感。二抗与酶标记物交联后仍保持了免疫活性和
酶活性。反应液颜色的深浅与被测抗体的量相关，该有色产物
可用分光光度计加以测定，能快速测得抗体的效价。用于标记
的酶有辣根过氧化物酶(HRP)、碱性磷酸酶(ALP)、葡萄糖氧化
酶等，其中以前两种酶应用最为广泛。酶标记技术根据抗原水
平又可分为两种：

(1) 固相水平 - 酶联免疫吸附实验 (Enzyme-linked Im-
munosorbent Assay, ELISA)
原理为：①抗原结合于固相载体表面而不失其活性；②检
测时，固相抗原首先与待测抗体结合，后者再和酶标抗体结合，

随后加入相应底物后，可催化底物呈显色反应。该方法操作简
单，速度快，适合做大规模筛选，但存在非特异结合，易出现交

叉反应。
(2)组织水平 -中和组织培养酶免疫测定法(Neutralization

Tissue-culture Enzyme Immunoassay，NTC-EIA)
该方法主要步骤：将病毒与连续不同稀释度的检测样品中

和，再感染敏感细胞，最后用 ELISA方法测定残余病毒量，

NTC-EIA与传统的 PRNT测量的病毒平均滴度高度相关(r=0.
9994)。研究表明该方法灵敏度非常高(检测限为 10 pfu)[10]。
上述免疫标记技术中，以 ELISA发展最快，是检测生物分

子抗原和抗体的常用方法。此技术具有敏感、特异、简便、快速、
易于标准化和商品化等优点。广泛用于临床检验、医学实验、药
物毒物检测等领域；已成为免疫诊断和分子生物学研究中应用

最广泛的免疫学方法之一。
1.2.2 荧光抗体标记技术 (Immunofluorescence) 该技术将荧光
色素标记在抗体或抗原上，与相应的抗原或抗体特异性结合，

最后通过荧光酶标仪进行荧光检测[11]。荧光强度与检测的抗原
或抗体的量相关。荧光色素标记技术灵敏度高，荧光素在 10-6

的超低浓度时，仍可被专门的短波光原激发，在荧光显微镜下

可观察到荧光。荧光抗体标记技术是将抗原抗体反应的特异
性、荧光检测的高灵敏性、以及荧光检测仪检测技术的精确性
三者结合的一种免疫检测技术。该方法同样可分为两类：

(1)固相水平。抗原结合于固相载体表面，检测时，固相抗
原首先与待测抗体结合，后者再和标有荧光的抗体结合。

(2)组织水平 -快速荧光灶抑制试验(Rapid Fluorescent Fo-
cus Inhibition Test, RFFIT)

RFFIT是将固定量的病毒与系列稀释的待测血清在体外
中和后，加入敏感细胞孵育，最后用荧光标记的抗核蛋白抗体

染色，以检测未被中和的残余病毒（荧光灶），最后与病毒对照

组比较，计算各种待测血清病毒荧光灶单位减少 50 %的稀释
度，然后与已知滴度的参考血清比较，计算每种待测血清的中

和抗体滴度。RFFIT试验需要的人力、时间、实验室和动物饲养
空间均较少，一次可检测多种血清样本，而且通过多次体外

RFFIT与小鼠体内血清中和试验的比较研究。Vene S等评估蜱
传脑炎疫苗免疫后的抗体反应，实验结果显示 RFFIT的灵敏度
>90 %，该方法被认为是检测蜱传脑炎最特异、有效的方法[12]。
RFFIT被认为已完全可以取代小鼠血清中和试验，是体外实验
代替体内实验的一个典范。
1.2.3 同位素抗体标记技术 其为最早建立的标记免疫测定方
法[13]，基本原理是利用标记抗原和非标记抗原对特异性抗体的

竞争结合。该方法具有灵敏度高（可测定到 ng甚至 pg水平）、
特异性强(可分辨结构类似的抗原)和准确性好(ng量的回收率
接近 100 %)等优点。在临床检验中是定量测定微量蛋白质、激
素和药物等的首选方法。但因放射性同位素的使用需要特定的
检测设备和防护设施，使其应用受到一定限制。
1.3 血凝抑制试验(Haemagglutination Inhibition Test, HI)
血凝抑制试验的基本原理是抗原抗体特异结合后不能再

与凝集原结合[14]。检测时，先将抗原与抗体混合，隔一定时间后
再加入新鲜血细胞，此时，因抗体已与先加入的抗原结合，不能

再与致敏颗粒血细胞结合，因此不会出现凝集现象。HI试验操
作步骤简单，一般实验室均可操作，灵敏度为 0.1μg/L、经济，
快速，在数小时内即可完成大量血清样品的检测，适合一般性

的大规模操作。最近，Regina A等检测抗流感病毒 A的新变种
H1N1/09，分别采用固相水平免疫荧光抗体标记技术、HI和中
和试验，发现免疫荧光抗体标记技术不适合检测流感 H1N1/09
病毒，而 HI和中和试验，对该病毒的敏感性接近，且检测结果
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接近[14]。Regina A还提出了在疫苗接种后免疫反应不易分析的
情况下，应优先考虑 HI试验的观点。
此外，其他研究也证明 HI检测 H1N1特异性抗体与中和

试验有相似的结果[15-17]。如，Stephenson I等比较用于检测抗流
感病毒中和抗体的 HI试验和病毒中和试验的可重复性，分别
用这 2种方法对 8个国家 11个实验室的参与者血清进行了检
测，总体而言，同一实验室内用 HI测定的抗体滴度基本一致[15]。
1.4 双向免疫扩散技术
该技术的基本原理为抗原抗体在同一凝胶内扩散相遇后

形成特异性的沉淀线。将抗原与抗体分别加入同一凝胶板中两
个相隔一定间距的小孔内，使两者进行相互扩散，当抗原抗体

浓度之比相适宜时，彼此相遇形成一白色弧状沉淀线[18]。具体
操作：将玻璃板用水洗净后用 75 %乙醇冲洗，晾干后放在水平
台上备用。将 1 %琼脂融化后，置 56℃水浴在玻璃板上铺胶，
约 1.5 mm厚，凝固后打孔(直径 3 mm)，孔间距 10 mm。抗血清
(抗体预先作系列倍比稀释即 1:2、1:4、1:8、1:16、1:32等比例)。
凝胶板置湿盒内，室温扩散 24 h。观察结果，以出现沉淀带的血
清最大稀释度为抗体效价，多用于临床抗体效价检测。在一些
实验室初步探讨免疫球蛋白效价时也经常用到。如中国人民解
放军军医学院毒物研究所初步检测呼吸道合胞病毒重组疫苗

的抗血清效价[18]。采用双向免疫扩散技术测得抗血清效价为 1:
64，同时通过重组蛋白与血清抗体间形成单一的沉淀线反映重
组蛋白具有良好免疫反应性。该技术简便，经济，可大规模检
测，但灵敏度较低(＜1 mg/L)、易出现假阴性结果。

2 各技术特点及应用比较

上述检测方法的特点及其应用情况归纳如表一所示。小鼠
中和法特异性最强，能真实的反应特异性抗体效价，是WHO
推荐的检测特异抗体效价的标准方法，在实际应用中通常作为

评价疫苗、验证其他方法的标准方法。PRNT在目前临床、疫苗
评价、各种病原体中和抗体检测的研究中应用得较多。HI较
PRNT操作简单，经济、容易普及，但灵敏度不高，特异性会受
一些因素影响，在流感中和抗体检测的研究中使用较广泛。从
抗原固定方式来看，组织水平的免疫标记技术如：NIC-EIA、
RFFIT，特异性较固相水平好，如 Regina A反应固相水平的荧
光标记技术检测流感病毒中和抗体不如 HI法，与 PRNT法结
果的差异大，而且狂犬病毒中和抗体 RFFIT法得到WHO的认
可，较小鼠中和法和 PRNT周期短，可大规模操作，而且结果读
取可自动化，减少主观性带来的偏差[14]。固相水平的免疫标记
技术，特异性受固相结合的抗原及其他一些因素的影响，存在

交叉反应，易出现假阳性，但不需要接触活病毒安全系数高，而

且易操作，速度快，自动化读取结果，可大规模操作，适合高通

量筛选，初步检测抗体效价，如特异性免疫球蛋白的原料血浆

的筛选。双向免疫扩散，方法简单，经济，容易普及，适合基层和
初步检测。
综合来看，以上这些方法各有其优缺点，结合各技术的特

点，在实际应用中可根据不同检测目的，选择合适的方法或不

同方法组合。

3 新技术在特异性抗体效价检测中的应用

3.1 荧光基因标记技术
运用现代的分子生物学技术，将一些标记基因如荧光蛋白

基因重组到病毒株上形成的带有标记的工程病毒株，实现荧光

基础微量中和试验检测未被中和的残余病毒，进而计算特异抗

体的效价，适合高效筛选。
Wang Z等利用表达 GFP的人巨细胞病毒重组体建立了

荧光基础微量中和试验，并与传统的 PRNT进行比较，回归分
析显示，两种方法的关联度 r2≥0.92[19]。该方法适于检测所有能
标记加强 GFP的病毒，实现了自动化操作，适用于大规模样本
的检测。
3.2 酶基因标定技术

Kolokoltsov AA等报道了检测抗委内瑞拉脑炎病毒中和
抗体的新方法，其中一种就是基于荧光素酶的检测方法，这是

一种新的快速的病毒测定法，主要是对病毒与细胞膜融合时释

放入细胞的病毒荧光素酶进行实时检测，在病毒与细胞接触后

15 min内就可以检测到相应信号[20]。
Manischewitz J 等利用人β半乳糖苷酶β-gal基因重组

到病毒株上形成带有酶标记的工程病毒株，通过酶反应能快速

检测未被中和的残余病毒，进而计算出样本的抗体效价[21]。
以上两种方法都是用分子生物学技术构建的假病毒试验，

适合高通量筛选，但是对于各个亚型抗体的鉴别则还需用传统

的 PRNT和其他试验进一步验证。

4 展望

小鼠中和法是 WHO推荐用于检测特异抗体效价的标准
方法，但周期长、难以大规模操作，难以在临床和生产中推广。
PRNT等体外实验特异性强，保留小鼠中和法的优点，仍存在
周期长，试验条件要求高等缺点，难以大规模操作。固相水平的
ELISA、免疫荧光等体外实验，存在特异性不强易出现假阳性
的缺点，但操作简单、灵敏度高、速度快，易商品化、适合高通量
筛选。随着组织水平的免疫标记技术、单克隆抗体技术和其他
新技术的发展，体外实验的特异性逐渐得到提高。适合大规模
操作的体外实验代替体内实验将是发展的趋势，到目前为止，

有些体外实验特异性灵敏度接近小鼠中和试验，如《中华人民
共和国药典(2010版)》中收录的乙型肝炎免疫球蛋白放免法及
WHO推荐的狂犬病毒中和抗体首选滴定法 RFFIT[2]。
近年来，现代分子生物学技术在病毒诊断、药物筛选、中和

抗体效价检测等领域广泛应用，如体外合成抗原代替全病毒用

于 ELISA，构建报告基因重组病毒和假病毒用于检测[19-21]。该技
术具有检测直观，结果易于量化，客观准确等优点，适合高通量

筛选，在抗体效价检测方面将也是一个重要的发展趋势。
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