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生物检定

SARS-CoV-2 重组蛋白疫苗（CHO 细胞）体外相对效力 
双抗体夹心 ELISA 检测方法建立与验证 *
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摘要　目的：建立严重急性呼吸系统综合征冠状病毒 2 型（SARS-CoV-2）重组蛋白疫苗（CHO 细胞）体

外相对效力的双抗体夹心 ELISA 检测方法，并进行验证。方法：采用基因重组技术制备抗 SARS-CoV-2 刺

突蛋白受体结合区（receptor binding domain，RBD）的人源单克隆抗体 GH4 及 CB6。以 GH4 为包被抗体，

HRP 标记的 CB6（CB6-HRP）为检测抗体，建立双抗体夹心 ELISA 法，考察 GH4 和 CB6-HRP 的适宜工作

浓度。开展方法学验证，验证项目为线性与范围、专属性、精密度（重复性、中间精密度）、准确度和耐用性。

采用建立的方法检测 3 批工艺验证批及 22 批持续工艺确认批 SARS-CoV-2 重组蛋白疫苗（CHO 细胞）的

体外相对效力。结果：GH4 及 CB6-HRP 的适宜工作浓度分别为 1 000 ng · mL-1 和 31.25 ng · mL-1。疫苗

参考品质量浓度在 0.312 5~5ng · mL-1 范围内与 A450 呈良好的对数线性关系，回归方程斜率均在 0.80~1.25
范围内，R2 均＞ 0.99；建立的方法可特异性检测 SARS-CoV-2 重组蛋白疫苗（CHO 细胞），与 MERS 重组

蛋白疫苗、流感病毒疫苗、狂犬病毒疫苗及 CHO 宿主细胞蛋白等均无交叉反应；精密度验证时，重复性的

几何变异系数（geometric coefficient of variation，GCV）分布在 1.6%~2.4% 范围内，中间精密度的 GCV 在

1.2%~2.6% 范围内；准确度验证时，回归方程 R2 为 0.994 5，斜率为 0.999 5 在 0.80~1.25 范围内，相对偏倚

（relative bias，RB）分布在 -4.04%~7.36% 范围内；耐用性验证中，不同考察条件下体外相对效力测定值在

0.96~1.08 范围内。3 批工艺验证批 SARS-CoV-2 重组蛋白疫苗（CHO 细胞）体外相对效力均值为 1.02，
GCV 为 4.8%；22 批持续工艺确认批 SARS-CoV-2 重组蛋白疫苗（CHO 细胞）体外相对效力在 0.81~1.23
范围内，几何均值为 1.04，GCV 为 4.4%。结论：建立的双抗体夹心 ELISA 检测方法具有良好的特异性、精

密度、准确度及耐受性，可用于 SARS-CoV-2 重组蛋白疫苗（CHO 细胞）体外相对效力检测及质量控制。
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Abstract　Objective: To establish and validate a double antibody sandwich ELISA method for the in vitro relative 
potency test of severe acute respiratory syndrome coronavirus 2, (SARS-CoV-2) recombinant protein vaccine 
(CHO cells). Methods: Human monoclonal antibodies GH4 and CB6 against the receptor binding domain (RBD) 
of SARS-CoV-2 spike protein were prepared by genetic recombinant technology. A double antibody sandwich ELISA 
method was established using GH4 as coating antibody and CB6 labeled with HRP enzyme (CB6-HRP) as detection 
antibody. The working concentrations of GH4 and CB6-HRP were determined. Methodological validation was carried out, 
including linearity and range, specificity, precision (repeatability, intermediate precision), accuracy, and robustness. The 
established method was used to detect the in vitro relative potencies of three batches of process-validated and twenty-
two batches of continuous process verification of SARS-CoV-2 recombinant protein vaccines (CHO cells). Results: The 
optimal working concentrations of GH4 and CB6-HRP were 1 000 ng · mL-1 and 31.25 ng · mL-1, respectively. The 
vaccine reference had a good log-linear relationship with A450 in the concentration range of 0.312 5-5 ng · mL-1,  
and the slopes of the regression equations were all in the range of 0.80-1.25 and the R2 values were all ＞ 0.99. 
The established method could specifically detect the SARS-CoV-2 recombinant protein vaccine (CHO cells), and 
there was no cross-reactivity with the MERS Vaccine (CHO cells), influenza virus vaccine, rabies virus vaccine and 
CHO host cell proteins. For precision validation, the geometric coefficient of variation (GCV) of repeatability was in 
the rang of 1.6% to 2.4%, and the GCV of intermediate precision was in the range of 1.2% to 2.6%. The R2 value of 
the regression equation was 0.994 5, and the slope was 0.999 5 which was in the range of 0.80-1.25. For accuracy 
validation, the relative bias (RB) was in the range of -4.04% to 7.36%. In the robustness validation, the in vitro 
relative potency under different test conditions ranged from 0.96 to 1.08. The geometric mean in vitro relative potency of 
the three batches of process-validated SARS-CoV-2 recombinant protein vaccines (CHO cell) was 1.02, with an GCV of 
4.8%; the geometric mean in vitro relative potency of twenty-two batches of continuous process verification SARS-CoV-2 
recombinant protein vaccines (CHO cells) was 1.04, with an GCV of 4.4%. Conclusion: The established double antibody 
sandwich ELISA method has good specificity, precision, accuracy and robustness. It can be used for the detection of the in 
vitro relative potency and the quality control of SARS-CoV-2 recombinant protein vaccine (CHO cells).
Keywords: SARS-CoV-2; recombinant protein vaccine; ELISA; double antibody sandwich method; in vitro relative 
potency

严重急性呼吸系统综合征冠状病毒 2 型（severe 
acute respiratory syndrome coronavirus 2，SARS-CoV-2）

引起的新型冠状病毒感染（简称新冠肺炎），WHO 将

由该病毒引起的疾病正式命名为“2019 冠状病毒病”
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（coronavirus disease 2019，COVID-19）[1]，席卷全球的

新冠疫情给全人类的生命健康安全带来巨大威胁，传

播速度快感染率高是其典型特点 [2]。接种新冠疫苗

是防控新冠最有效和最经济的手段 [2-3]。截至 2023 年

12 月 31 日，全球已接种疫苗超过 130 亿剂，约 70%
的总人口至少接种了一剂新冠疫苗 [4]。为确保新冠

疫苗接种的保护效果，保证疫苗有效性和一致性的质

量控制尤为重要 [5]。

SARS-CoV-2 主要通过刺突蛋白（spike protein，
SP）与其受体——位于呼吸道上皮细胞表面的血

管紧张素转换酶 2（angiotensin converting enzyme 2，
ACE 2）结合而感染人体 [6-7]，受体结合区（receptor-
binding domain，RBD）是 S 蛋白与 ACE 2 结合的关

键位点，也是诱导中和抗体产生的主要结构域 [8-9]。 
SARS-CoV-2 重组蛋白疫苗（CHO 细胞）是将 SARS- 
CoV-2 S 蛋白的 RBD 基因重组到中国仓鼠卵巢细胞

（CHO 细胞）内，在体外表达形成 RBD 二聚体，并添加

氢氧化铝佐剂以提高免疫原性 [10-12]。效力是评价疫苗

有效性与批间一致性的关键指标，对疫苗需建立体外相

对效力及体内效力的质量标准和适宜的检测方法 [13]。

但体内效力方法周期过长，实验结果波动大，且存在动

物伦理方面的限制，给企业出厂放行与监管机构批签

发带来诸多不便 [14]；而体外方法结果较为稳定，可反映

出一些体内方法无法观察到的工艺变化，在生产一致

性监测方面优于体内方法，作为体内方法的有益补充，

可更有效地评估工艺变化的影响 [13]。本研究参考 2020
年版《中华人民共和国药典》四部通则 3501 重组乙型

肝炎疫苗（酵母）体外相对效力检查法 [15]，采用 SARS-
CoV-2 RBD 蛋白特异性人源单克隆中和抗体 GH4 和

CB6，建立用于 SARS-CoV-2 重组蛋白疫苗（CHO 细

胞）体外相对效力检测的双抗体夹心 ELISA 法，并进

行方法验证，以期为该疫苗的质量控制提供保障。

1　材料与方法

1.1　疫苗及参考品

含铝佐剂疫苗：MERS 重组蛋白疫苗（CHO 细

胞），蛋白质含量每剂 25 μg；3 批工艺验证批及 22 批

持续工艺确认批 SARS-CoV-2 重组蛋白疫苗（CHO 细

胞），蛋白质含量为每剂 25 μg；SARS-CoV-2 重组蛋白

疫苗（CHO 细胞）参考品（简称疫苗参考品，蛋白质含

量为每剂 25 μg）；不含铝佐剂疫苗：四价流感病毒裂

解疫苗，抗原含量为每剂 30 μg；冻干人用狂犬病疫苗

（MRC-5 细胞），抗原含量为每剂 14.34 U。以上疫苗均

由安徽智飞龙科马生物制药有限公司制备及保存。

1.2　主要试剂与仪器

GH4 人源单克隆抗体、HRP 标记的 CB6 人源

单克隆抗体（CB6-HRP）均来自中国微生物研究

所；PBS 及 PBST、牛血清白蛋白、二乙醇胺、Triton 
X-100、TMB 单组分显色液、终止液均购自北京索莱

宝科技有限公司；脱脂奶粉购自生工生物工程（上

海）股份有限公司；CHO 细胞宿主蛋白、佐剂来自安

徽智飞龙科马生物制药有限公司。

Spectra Max M5 型酶标仪、Aqua Max 2000 型洗

板机均为 Molecular Devices 产品；DK-8D 型三孔电

热恒温水槽、CU-600 型电热恒温水槽均购自上海一

恒科学仪器有限公司；HYC-390 型医用冷藏箱购自

青岛海尔生物医疗股份有限公司；MS 3 digital 涡旋

混合器购自 IKA 公司。

1.3　方法的建立

用 PBS 稀释 GH4 人源单克隆抗体至 1 μg · mL-1，

加入 96 孔板，每孔 100 μL，2~8 ℃包被过夜；用 PBST
洗涤 3 次，每孔 300 μL；每孔加 200 μL 含 3% 脱脂

奶粉的 PBS 于 37 ℃封闭 2 h；用 PBST 洗涤 3 次，每

孔 300 μL；用 100 μL 处理液（含 2.5% 二乙醇胺和

2%Triton X-100 的 PBS）分别将 100 μL 供试品及疫

苗参考品 37 ℃解吸附 30 min；用稀释液（含 1% 牛

血清白蛋白的 PBS）将供试品及疫苗参考品 2 倍系

列稀释为不同浓度供试品溶液及疫苗参考品溶液，以

每孔 100 μL 加至酶标板中，37 ℃孵育 2 h；用 PBST
洗涤 3 次，每孔 300 μL；每孔加入 CB6-HRP 100 μL，
37 ℃孵育 1 h；用 PBST 洗涤 5 次，每孔 300 μL；每孔

加入 TMB 单组分显色液 100 μL，37 ℃显色 5 min 后

每孔加 0.5 M 稀硫酸终止液 100 μL；用酶标仪检测

A450。双平行线法计算抗原含量 [16-17]，疫苗与疫苗参

考品抗原含量比值即为其体外相对效力。

1.4　GH4 及 CB6-HRP 工作浓度确定

采用棋盘滴定法，用 PBS 将包被抗体 GH4 稀释

至 2 000、1 000、500 ng · mL-1，用含 1% 脱脂奶粉的

PBS 缓冲液将检测抗体 CB6-HRP 自 250 ng · mL-1 
2 倍系列稀释至 7.812 5 ng · mL-1，按“1.3”项方法检

测 A450，同时设阳性对照（P，疫苗参考品）及阴性对

照（N，含 1% 牛血清白蛋白的 PBS），计算 AP 与 AN 的

A450 比值（AP/AN），选择包被抗体 GH4 达到饱和作用

浓度时，AP/AN 最大时对应的检测抗体浓度为最适工

作浓度组合。
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1.5　标准曲线的建立及确定

1.5.1　标准曲线的建立　用稀释液将疫苗参考品稀释

至 20 ng · mL-1，再 2 倍系列稀释至 0.156 25 ng · mL-1，

共 8 个浓度，采用建立的方法进行检测。以疫苗参考

品浓度的对数为横坐标，各浓度下 A450 的对数为纵坐

标，进行线性回归，拟合的标准曲线应具有良好线性，

R2 应＞ 0.99，标准曲线应不少于 5 个浓度点。

1.5.2　标准曲线的确定　用稀释液将疫苗参考品稀

释至“1.5.1”项方法初步确定的浓度范围，采用建立

的方法进行检测。以疫苗参考品浓度的对数为横坐

标，各浓度下 A450 的对数为纵坐标，进行线性回归，标

准曲线 R2 应＞ 0.99。
1.6　分析方法验证

1.6.1　线性与范围　取疫苗参考品用稀释液进行 2
倍系列稀释，制备质量浓度为 0.312 5~5 ng · mL-1 的

参考品溶液，采用建立的方法进行 6 次独立检测。以

疫苗参考品浓度的对数为横坐标，各浓度下 A450 的

对数为纵坐标，进行线性回归，计算回归方程斜率 
及 R2。

1.6.2　专属性　取含铝佐剂供试品：疫苗参考品、

SARS-CoV-2 重组蛋白疫苗（CHO 细胞）、MERS 重

组蛋白疫苗（CHO 细胞）使用“1.3”项处理液解吸

附后，采用建立的方法检测。取不含铝佐剂供试品：

CHO 宿主细胞蛋白、四价流感病毒裂解疫苗、冻干人

用狂犬病疫苗（MRC-5 细胞）以及与被测疫苗中同

质的佐剂不使用处理液解吸附，使用“1.3”项直接采

用建立的方法检测。以稀释液为阴性对照，阴性对

照检测结果的 2.1 倍作为 Cut-off 值，将疫苗参考品

等 A450 与 Cut-off 值比较，≥ Cut-off 值的结果判为阳

性，＜ Cut-off 值的结果判为阴性。

1.6.3　精密度　重复性验证：取疫苗参考品用稀释液

进行 2 倍系列稀释，制备在对数尺度上呈均匀间隔的

理论效力水平为 156%（0.487 5~7.8 ng · mL-1）、125%
（0.390 6~6.25 ng · mL-1）、100%（0.3125~5 ng · mL-1）、 

80%（0.25~4 ng · mL-1）、64%（0.2~3.2 ng · mL-1）

的 5 套参考品溶液。每个水平参考品溶液独立测

定 6 份，以理论效力水平为 100% 的系列参考品溶

液为基准，计算其他 4 套参考品溶液的相对效力值 
和 GCV。

中间精密度验证：按“1.6.3”重复性验证项方法

制备 5 套参考品溶液，由 3 名实验员分别在不同天进

行测定，每次试验独立测定 2 份，每次以 2 份结果的

几何均值作为报告值。以理论效力水平为 100% 的

系列参考品溶液为基准，计算其他 4 套参考品溶液的

相对效力值和 GCV。

1.6.4　准确度　按“1.6.3”重复性验证项方法制备 5
套参考品溶液，由 3 名实验员分别在不同天进行测

定，每次试验独立测定 2 份，每次以 2 份结果的几何

均值作为报告值。以理论效力理论值的对数（横坐

标）对其相应的效力测定值的对数（纵坐标）作直

线回归，计算回归方程斜率及 R2，并按下式计算相对 
偏倚：

相对偏倚 =  
 
 

相对效力测定值

相对效力理论值
−1  ×100%

1.6.5　耐用性　取疫苗参考品于 37 ℃解吸附 25、
30、35 min 与显色 3、5、7 min 组合，制备理论效力水

平为 100%（0.312 5~5 ng · mL-1）的系列参考品溶液。

以 37 ℃解吸附 30 min、显色 5 min 为对照条件，计算

各考察条件下体外相对效力。

1.7　方法的应用

用建立的方法检测 3 批工艺验证批及 22 批持

续工艺确认批 SARS-CoV-2 重组蛋白疫苗（CHO 细

胞），并计算几何均值及 GCV。

1.8　数据采集及分析

应用酶标仪 SoftMax Pro 7.1.1 软件采集数据，

Combistats 7.0 软件进行双平行线分析，GraphPad 
8.0.2 软件进行做图。

2　结果

2.1　最适 GH4 及 CB6-HRP 工作浓度

GH4 抗体在 1 000 ng · mL-1 工作浓度时，该抗体

作用达到饱和，进一步升高其浓度至 2 000 ng · mL-1，

AP/AN 未见明显提高；在此条件下，CB6-HRP 为 
31.25 ng · mL-1 时，AP/AN 最高。不同抗体浓度组合条

件下的 A450 见图 1。
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图 1　不同抗体浓度组合条件下的 A450

Fig. 1　A450 at different combinations of antibody concentrations
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2.2　标准曲线的建立及确定

2.2.1　标准曲线的建立　采用线性回归拟合，质量浓

度为 20~0.156 25 ng · mL-1 的参考品溶液线性较好的

范围为 5~0.312 5 ng · mL-1，线性方程为：

Y=0.896 9X-0.691 1，R2=0.995 4
初步确定后续试验标准曲线共 5 个浓度，分别为 5、

2.5、1.25、0.625、0.312 5 ng mL-1，范围在 5~0.312 5 ng mL-1。

2.2.2　标准曲线的确定　采用线性回归拟合，质量浓

度为 5~0.312 5 ng · mL-1 的参考品溶液线性良好，线

性方程为：

Y=0.939 6X-0.714 9，R2=0.990 4。
确定后续试验标准曲线共 5 个浓度，分别为 5、2.5、

1.25、0.625、0.312 5 ng mL-1，范围在 5~0.312 5 ng mL-1。

2.3　方法的验证

2.3.1　线性与范围　第 1~6 次独立试验 SARS-CoV-2
重组蛋白疫苗参考品标准曲线的 R2 分别为 1.000、
0.999、1.000、0.998、0.999、1.000，斜率分别为 0.993 5、
1.086 6、0.999 4、0.917 7、1.098 7、1.011 2。取 6 次试

验均值拟合回归方程为：

Y=1.022 8X-0.720 7，R2=0.999 8
斜率为 1.022 8，在 0.80~1.25 之间。

2.3.2　专属性　建立的方法检测 SARS-CoV-2 重组

蛋白疫苗参考品及 SARS-CoV-2 重组蛋白疫苗的

A450 均高于 Cut-off 值，检测 MERS 重组蛋白疫苗、流

感病毒疫苗、狂犬病疫苗及 CHO 宿主细胞蛋白等样

品的 A450 均低于 Cut-off 值，未发现交叉反应，见图 2。
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图 2　专属性验证结果

Fig. 2　Specificity verification result

2.3.3　精密度　重复性验证：不同水平相对效力测

定值的几何均值与理论相对效力的差值在 ±20% 以

内，且不同水平理论效力测定值 GCV 分布在 1.6%~ 
2.4% 范围内，具体结果见表 1。

中间精密度验证：不同水平相对效力测定值的

几何均值与理论相对效力的差值在 ±20% 以内，且

不同水平理论效力测定值 GCV 分布在 1.2%~2.6%
范围内，结果见表 2。
2.3.4　准确度　以相对效力测定值的对数对其相应

的相对效力理论值的对数作直线回归，回归方程为：

Y=0.999 5X-0.006，R2=0.994 5
斜率为 0.999 5，在 0.80~1.25。
每个水平相对效力测定值均在 95% 置信区间上

下限范围内，每个水平相对效力测定值的相对偏倚分

布在 -4.04%~7.36% 范围内，见表 3。
2.3.5　耐用性　疫苗参考品于 37 ℃解吸附 25、30、 
35 min 与显色 3、5、7 min 组合，以 37 ℃解吸附 30 min、 
显色 5 min 为对照条件，各考察条件体外相对效力

分布在 0.96~1.08 范围内，几何均值为 1.02，GCV 为

4.2%。见表 4。
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表 1　重复性验证结果

Tab. 1　Repeatability verification results

理论相对效力水平

（theoretical relative
potency level）/%

理论相对效价水平测定值

（theoretical relative potency level measurement value）/%
几何均值

（geometric  
mean）/%

GCV/
%1 次

（test 1）
2 次

（test 2）
3 次

（test 3）
4 次

（test 4）
5 次

（test 5）
6 次

（test 6）

  64   68   67   59   61   63   64   63.6 2.4

  80   81   81   78   84   85   77   80.9 1.7

125 123 132 119 128 125 122 124.7 1.6

156 153 161 158 146 160 155 155.4 1.6

表 2　中间精密度验证结果

Tab. 2　Intermediate precision verification results
理论相对 
效力水平

（theoretical 
relative potency 

level）/%

时间 1
（time 1）

时间 2
（time 2）

时间 3
（time 3） 几何均值

（geometric 
mean）/%

GCV/
%

人员 1
（personnel 

1）

人员 2
（personnel 

2）

人员 3
（personnel 

3）

人员 1
（personnel 

1）

人员 2
（personnel 

2）

人员 3
（personnel 

3）

人员 1
（personnel 

1）

人员 2
（personnel 

2）

人员 3
（personnel 

3）

  64   64   63   61   66   57   58   64   69   63   62.7 2.6

  80   85   77   80   83   86   78   81   82   83   81.6 1.6

125 129 123 126 121 125 132 122 119 120 124.0 1.2

156 156 161 155 151 160 153 157 148 155 155.1 1.2

表 3　准确度验证结果

Tab. 3　Accuracy verification results

理论相对效力水平

（theoretical relative 
potency level）/%

试验次数

（number of 
experiment）

相对效力测定值

（relative effectiveness measurement value）/%
相对偏倚

（relative bias）/%

平均值

（average value）

置信下限

（lower confidence 
limit）

置信上限

（upper confidence 
limit）

平均值

（average value）

置信下限

（lower confidence 
limit）

置信上限

（upper confidence 
limit）

  64 9   62.8   60.7   65.6 -1.22 -4.04 1.59

  80 9   81.7   79.4   83.9 1.67 -0.60 3.93

125 9 124.1 120.9 127.4 4.11 0.86 7.36

156 9 155.1 152.0 158.2 -0.89 -3.98 2.21

表 4　耐用性验证结果

Tab. 4　Robustness verification results

解吸附时间

（desorption  
time）/min

体外相对效力

（in vitro relative potency） 几何均值

（geometric mean）
GCV/%

显色 3 min
（color development for 3 min）

显色 5 min
（color development for 5 min）

显色 7 min
（color development for 7 min）

25 0.96 0.97 1.07 1.02 4.2

30 1.01 1.00 1.03

35 1.04 1.08 1.02

2.4　方法的应用

3 批工艺验证批 SARS-CoV-2 重组蛋白疫苗

（CHO 细胞）体外相对效力分别为 0.98、1.00、1.07，几
何均值为 1.02，GCV 为 4.8%。22 批持续工艺确认批

SARS-CoV-2 重组蛋白疫苗（CHO 细胞）体外相对效力

在 0.81~1.23 范围内，几何均值为 1.04，GCV 为 4.4%。

3　讨论

自 2019 年 底 至 2024 年 11 月 底，SARS-CoV-2
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导致全球近 8 亿人感染，超 700 余万人死亡 [18]，造成

了巨大社会影响和经济损失。目前，接种疫苗仍是防

控 SARS-CoV-2 感染的有效手段 [19]。SARS-CoV-2
结构中的 S 蛋白是感染人体细胞的关键蛋白，其可以

结合机体细胞上的 ACE 2 受体 [20]。建立针对 S 蛋白

疫苗的体外相对效力检测体系对于疫苗质控有重要

意义 [21]。安徽智飞龙科马与中国科学院微生物研究

所高福院士团队研发的 SARS-CoV-2 重组蛋白疫苗

（CHO 细胞） （原型株）已经在国内附条件上市 [22]，

但其体外相对效力检测尚无市售的 ELISA 试剂盒可

供使用，为确保疫苗质量，本研究建立了基于 S 蛋白

RBD 的 SARS-CoV-2 重组蛋白疫苗（CHO 细胞）体

外相对效力检测方法。本研究选用了 2 株人源单克

隆抗体 GH4 和 CB6，且 CB6 单抗是一款靶向 SARS-
CoV-2 S 蛋白 RBD 的抗体，于 2021 年 2 月与 SARS-
CoV-2 S 蛋白抑制剂联合用药获 FDA 紧急使用授 
权 [23-24]。研究显示 2 株人源单克隆抗体 GH4 和 CB6
均具有较高的中和活性；经流式细胞技术证实均可

阻断 RBD 与 ACE 2 的结合；并利用生物层干涉法证

实二者特异性结合于 SARS-CoV-2 RBD 蛋白的不同

表位，存在不完全竞争关系 [25-26]，因此该抗体适用于

建立双抗体夹心 ELISA 方法。GH4 和 CB6 这 2 株

抗体均具有中和活性，当 SARS-CoV-2 重组蛋白疫

苗（CHO 细胞）在蛋白高级结构发生变化时能被检

测出异常，表明这 2 株抗体可有效地监测工艺稳定

性。目前，SARS-CoV-2 已出现多种变异株，研制针

对变异株开发多价广谱苗成为趋势。这 2 株抗体可

识别变异株疫苗抗原，已被用于 Omicron-Delta 株及

Omicron BA.4/5-Delta 株疫苗体外相对效力评价，表

明这 2 株抗体对于新冠原型株及变异株的检测具备

通用性。但这 2 株抗体无法区分原型株与变异株的

抗原，表明在鉴别多价广谱苗抗原时应采用可区分原

型株与变异株的抗体。

本研究基于传统的双抗体夹心 ELISA 法建立

了 SARS-CoV-2 重组蛋白疫苗（CHO 细胞）体外相

对效力检测方法，首先通过棋盘滴定法确定人源单克

隆抗体 GH4 和 CB6 的最适工作浓度分别为 1 000 和

31.25 ng · mL-1，其次确定线性拟合标准曲线的浓度点

为 5、2.5、1.25、0.625 及 0.312 5 ng · mL-1，并对建立的

检测方法进行了线性与范围、专属性、精密度、准确度

和耐用性验证。验证结果表明，在 0.312 5~5 ng · mL-1

范围内，疫苗参考品质量浓度与 A450 呈良好的对数

线性关系，6 次独立试验标准曲线斜率在 0.80~1.25
范围内，R2 均＞ 0.99；专属性验证结果提示，该方法

可特异性检测 SARS-CoV-2 重组蛋白疫苗（CHO 细

胞），与 MRES 重组蛋白疫苗、流感病毒疫苗、狂犬病

毒疫苗及 CHO 宿主细胞蛋白等均无交叉反应。验证

重复性与中间精密度时，不同水平相对效力几何均值

与理论值差异在 ±20% 以内，表明准确度较好；且

不同水平相对效力测定值的 GCV 均＜ 20%，表明方

法不受人员及检测时间的影响，精密度良好；验证准

确度时，回归方程 R2 为 0.994 5，斜率为 0.999 5（在

0.80~1.25 范围内），相对偏倚分布在 -4.04%~7.36%
范围内，表明方法具有良好的准确度；耐用性验证结

果显示，解吸附及显色时间的微小波动不会干扰检

测结果，表明方法有良好的耐受性。采用该方法对 3
批工艺验证批及 22 批持续工艺确认批 SARS-CoV-2
重组蛋白疫苗（CHO 细胞）进行体外相对效力检测，

工艺验证批几何均值为 1.02，GCV 为 4.8%；持续工

艺确认批几何均值为 1.04，GCV 为 4.4%。一方面表

明工艺批间一致性好，另一方面表明建立的检测方法

适用于 SARS-CoV-2 重组蛋白疫苗（CHO 细胞）体

外相对效力测定。

综上所述，本研究以人源单克隆抗体 GH4 为包

被抗体，CB6-HRP 为检测抗体，建立 SARS-CoV-2
重组蛋白疫苗（CHO 细胞）体外相对效力检测方法，

该方法具有良好的专属性、精密度及耐用性，可用于

SARS-CoV-2 重组蛋白疫苗（CHO 细胞）关键质量

属性评价。该方法也存在固有缺点，例如存在试验耗

时长，配制试剂多，操作烦琐等问题，后期将考虑利用

人源单克隆抗体 GH4 及 CH6 开发 ELISA 商业化试

剂盒，可缩短检测时间，减少操作步骤，降低检测方

法误差。目前，SARS-CoV-2 已出现多种变异株，继

续研制特异性针对变异株的疫苗，开发多价、广谱的

“全能苗”成为新的趋势和亟待解决的难题。本研究

建立的方法，为体外相对效力检测试剂盒的开发奠定

了基础，也为针对变异株的疫苗研制和生产中的质量

控制提供了技术支撑。
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