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量子点荧光免疫技术定量检测新型冠状病毒（SARS-CoV-2） 
S1 抗原试剂盒的研制及性能评价
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摘　要：目的　建立一种基于量子点荧光免疫技术定量检测新型冠状病毒抗原的方法，并进行方法的性能验证。方法　利

用新型冠状病毒的 S1 抗原对新型冠状病毒抗原量子点荧光免疫检测试剂盒的线性范围、精密度、准确度、最低检出限

及对抗原的包容性等性能进行初步评价，判断试剂盒是否能够满足要求。结果　对实验数据进行统计分析，方法线性范

围为 24 ～ 25 000 pg/ml（相关系数 r ＞ 0.99）；最低检出限为 16.96 pg/ml；高、低浓度样本的批内精密度最大为 9.65%，

批间精密度为 9.24%；根据相对偏差数值验证方法的准确度，结果均小于 5%；通过测试不同来源的抗原，发现方法具

有较高的包容性。结论　建立的快速检测新型冠状病毒抗原的方法灵敏度高、精密度好、线性范围广，在临床上具有应

用前景。
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Abstract: Objective　To detect novel corona virus (SARS-CoV-2) antigen, a method based on quantum dots fluorescence 
immunoassay was developed. Methods　For determining the performance of the method, it was evaluated the characteristics 
of the linear range, precision, accuracy, minimum detection limit and tolerance to antigens by using S1 antigen. Results　The 
linear range of the method was 24~25 000 pg/ml (the correlation coefficient r > 0.99). The minimum detection limit was 16.96 
pg/ml. For high and low concentration samples, the precision of maximum intra-assay was 9.65%, and the inter-assay precision 
was 9.24%. The accuracy was verified by relative deviation, and the results were less than 5%. Furthermore, the product had 
high tolerance to antigens from different sources. Conclusion　A method was provided in this study to detect the SARS-CoV-2 
antigen, which have a high sensitivity, good precision and wide linear range. It is suitable for clinical application.
Keywords: novel corona virus; quantum dots fluorescence immunoassay; performance evaluation

2019 年 12 月以来，由新型冠状病毒（SARS-
CoV-2）导致的新型冠状病毒肺炎（简称新冠肺炎）

疫情在我国武汉暴发，并迅速扩散到全国乃至全球

多个国家。新冠肺炎传染性强、传播速度快，寻求

快速、高效的检测方法，仍是全球关注的重点 [1-4]。

量子点是一种新型的纳米荧光材料，经过特定

的表面处理后具有良好的生物相容性和独特的光学

性质 [5]。由于其优良的光谱特征和光化学稳定性，
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如发射光谱窄、激发光谱宽、发光效率高、发光颜

色可调等特征，适用于荧光物质的标记。目前，在

细胞示踪、生物分子检测方面、食品检测等方面具

有重要的应用价值 [6]。

针对病毒，目前主要方法为检测病毒本身（病

毒 RNA 或抗原）或检测人类对感染的免疫反应（抗

体或其他生物标记物）[7]。抗原检测实现了病毒的快

速、廉价、及时检出，在可用性和易用性上更优，
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适用于实验室外的放大试验，在流感病毒、合胞病

毒、副流感病毒等呼吸道病毒的检测中都有应用 [8-9]。

因此，本研究采用量子点免疫荧光技术研制 SARS-
CoV-2 的抗原检测试剂盒，通过分析试剂盒的精密

度、准确度、最低检出限等性能，为 SARS-CoV-2
的快速准确检测提供新的方法手段。

1　材料与方法

1.1　仪器与试剂　BL21（DE3）感受态细胞购自

北京索莱宝科技有限公司；重组质粒 PVAX1-2019-
nCoV-S1 购自北京擎科新业生物技术有限公司；

S1 蛋白的两株单克隆抗体来源于南京诺唯赞医疗

科技有限公司；羊抗鼠 IgG 购自洛阳佰奥通实验材

料中心；S1 抗原 1#、S1 抗原 2# 分别购自北京两家

生物公司；样本稀释液由磷酸缓冲液、Triton X-100
和牛血清清蛋白配制而成，所用试剂均购自国药

集团化学试剂有限公司；水溶性羧基 CdSe/ZnS 量

子 点、N- 羟 基 琥 珀 酰 亚 胺 (N-hydroxysuccinimide, 
NHS)、1- 乙基 -(3- 二甲基氨基丙基 ) 碳二亚胺盐酸

盐 [N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide 
hydrochloride, EDC]、2- 吗啉乙磺酸（MES）均购

自上海阿拉丁生化科技股份有限公司；封闭液中的

三 ( 羟甲基 ) 氨基甲烷醋酸盐 [Tris(hydroxymethyl)
aminomethane acetate salt] 购自北京索莱宝科技有限

公司；试剂样品垫、结合垫、吸水纸、PVC 底板购

自北京昊佳生物工程技术有限公司；荧光定量分析

仪购自南京微测生物科技有限公司；凝胶电泳系统

购自北京六一生物科技有限公司。

1.2　研究方法

1.2.1　SARS-CoV-2S1 蛋白的表达与纯化：将重组

质粒转化至 BL21（DE3）感受态细胞中，阳性表达

菌体接种于含有氨苄青霉素的培养液中进行蛋白诱

导表达，诱导温度为 37℃，时间为 3h，离心收集

菌体 [10]。超声后收集上清，利用层析柱进行纯化，

得到纯化的 S1 蛋白；取未纯化的 S1 蛋白和纯化后

的 S1 蛋白进行 SDS-PAGE 凝胶电泳，观察蛋白的

纯化结果。

1.2.2　SARS-CoV-2 抗原检测试剂盒的制备及检测：

①包被抗体：用磷酸缓冲液稀释 S1 蛋白的单克隆

抗体和抗兔 IgG 抗体至 1.0 mg/ml，在硝酸纤维素膜

上对应的检测线和质控线进行包被，完成后 37℃烘

干 3h。②标记抗体：将微球溶于 2- 吗啉乙磺酸，

加入适量的 N- 羟基硫代琥珀酰亚胺（sulfo-NHS）

和碳化二亚胺（EDC）进行活化，离心去除上清后，

使用硼酸缓冲液溶解微球。活化后的微球加入 S1
蛋白的单克隆抗体进行孵化，孵化完成后封闭、离

心，沉淀使用 Tris 缓冲液复溶，4℃保存备用。③

制备微球结合垫：将标记好的微球按一定比例稀释

后，喷到结合垫上，37℃烘干 3h，即得到含有微球

的结合垫。④制备检测卡：在底板上依次粘贴上样

品垫、结合垫、包被膜及吸水纸，组装成检测卡，

4℃～ 30℃干燥保存 [11]。

试纸条组装完成后，检测过程中需要将待检样

本稀释 10 倍后加入加样孔，反应 15 min 后于荧光

定量分析仪上检测质控线（C）和检测线（T）的荧

光值，并记录其 T/C 值。

1.2.3　性能验证

1.2.3.1　试剂盒校准曲线的建立：每批次的检测试

剂盒均需单独建立校准曲线。将 S1 蛋白配制成 0，

50，500，2 500，5 000，30 000 pg/ml 6 个 浓 度，

分别进行两次平行测定，测得本验证所用批次校准

曲线各点的 T/C 值的平均值和浓度值建立校准曲

线，并通过四参数方法进行拟合。

1.2.3.2　线性范围：根据美国临床和实验室标准协

会（CLSI）EP6-A 做线性范围评价，使用 S1 蛋白

配制浓度为 25 000 pg/ml 的高浓度样本 (H)，以样

本稀释液（0 pg/ml）作为低浓度样本（L），按照 H，

1H+3L，1H+15L，1H+63L，1H+255L，1H+1 023L
比例混合，得到 25 000，6 250，1 563，391，98 和

24 pg/ml 6 个浓度点。分别对 6 个浓度点进行三次

重复测定，通过校准曲线计算得到平均值，将平均

值和各点的理论值进行线性拟合，计算相关系数 r，

应不小于 0.99。

1.2.3.3　 准 确 度： 对 S1 蛋 白 的 抗 原 配 制 150 和 
2 000 pg/ml 两个高低浓度的样本进行检测，每个样

品重复测定 3 次，通过校准曲线计算浓度值，并计

算测试结果与理论值的相对偏差，相对偏差应不超

过 ±15%。相对偏差 = ( 测定值 - 理论值 )/ 理论值

×100%。

1.2.3.4　最低检出限：根据 CLSI EP17-A2 文件，

对最低检出限（灵敏度）的评价，使用样本稀释液

作为样本进行检测，重复测定 20 次，测出 T/C 值

后求其平均值（x）和标准差（s），根据校准曲线

计算 x+2s 对应的浓度值，即为最低检出限。

1.2.3.5　精密度：配制 1 500 和 150 pg/ml 高低两个

浓度水平样本，每天做 2 个批次的测试，每个批次

重复测定样本 8 次，共测试 5 天。评估结束时每个

浓度的样本有 80 个测试结果。根据每个批次的 8 次

测试结果计算批内精密度 (Sr)。从所有 80 个结果计

算批间精密度 (Srr)。批内精密度应不大于 15%，批

间精密度应不大于 20%。精密度用变异系数（CV）

计算，CV= (s / x)×100%。

1.2.3.6　对不同抗原的包容性验证：分别使用不同厂

家的 S1 抗原（1# 和 2#），验证试剂盒对抗原反应

的包容性。不同抗原检测结果与试剂盒使用抗原的
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测试结果进行线性拟合，相关系数 r 应不小于 0.95。

1.3　统计学分析　数据计算结果使用 ELISA Calc
数据处理软件进行拟合。

2　结果

2.1　重组 S1 蛋白表达鉴定　见图 1。经过 SDS-
PAGE 分析，重组 S1 蛋白的分子量约为 78 kDa。

M：低分子量蛋白 Marker； Line 1：未纯化的 S1 蛋白；Line 2：

纯化的 S1 蛋白

图 1　S1 蛋白的 SDS-PAGE 电泳结果

2.2　S1 蛋白检测试剂盒的校准曲线建立　见图

2。将得到的 T/C 值平均值作为 Y 轴，对应的浓

度 值 作 为 X 轴， 使 用 四 参 数 方 法 进 行 曲 线 拟 合

建 立 校 准 曲 线， 曲 线 方 程 为 Y=(37.296+0.014)/
[1+(X/55 211.003)-0.902]-0.014，r2 为 0.9998。

图 2　S1 蛋白检测试剂盒校准曲线

2.3　线性范围分析结果　见表 1。测定预期线性范

围内的 6 个浓度值（25 000，6 250，1 563，391，

98，24 pg/ml）三次，对理论值和测定值进行线性

拟合，得到线性方程：Y=0.959 8X+16.613，r 为 0.999，

因此试剂盒的线性范围为 24~25 000 pg/ml。

表 1　                                                                            线性范围分析

理论浓度（pg/ml） 测定值 1（pg/ml） 测定值 2（pg/ml） 测定值 3（pg/ml） 平均值（pg/ml） s RSD（%）

25 000 23 959 24 779 23 418 24 052 685.38 2.8

6 250 5 579 6 105 5 737 5 807 269.91 4.6

1 563 1 622 1 809 1 713 1 715 93.49 5.5

391 367 423 378 389 30.14 7.7

98 91 96 94 94 2.22 2.4

24 27 33 30 30 3.15 10.5

2.4　准确度分析　见表 2。采用 2.2 中校准曲线计

算样品浓度测定值，以及与理论值的相对偏差绝对

值。结果显示，所有相对偏差均＜ 5%，符合标准

规定的 15%，说明试剂盒的准确度较高。
表 2　　　　         　准确度分析

浓度理论值
（pg/ml）

T/C 值
浓度测定值
（pg/ml）

相对偏差绝对值
（%）

150 0.173 156.9 4.61

0.16 144.8 3.45

0.158 143.0 4.68

2 000 1.693 1 904.3 4.78

1.837 2 092.5 4.63

1.727 1 948.5 2.58

2.5　最低检出限　结果使用样本稀释液作为样本进

行检测，重复测定 20 次，计算得到试剂盒的最低

检出限为 16.96 pg/ml。

2.6　精密度分析　见表 3。高、低浓度样本在 10
个批次中批内精密度最大为 9.65%，批间精密度为

9.24%，均小于 15%，说明试剂盒的精密度较高。

2.7　对不同抗原的包容性验证　为验证试剂盒的检

测结果是否受抗原表达系统的影响，使用不同来源

的 S1 抗原 (1#)、S1 抗原 (2#) 和提纯的 S1 蛋白进

行检测，以验证试剂盒对抗原的包容性，其中 S1
抗原 (1#) 和 S1 蛋白为原核系统表达获得，S1 抗原

(2#) 为真核系统表达获得。对三种抗原分别配制 0，

50，500 和 5 000 pg/ml 四个浓度进行检测，通过荧

光定量分析仪获得 T/C 值，计算 S1 抗原 (1#) 和 S1
抗原 (2#) 与提纯的 S1 蛋白 T/C 值的相关性，结果

见表 4。

对于不同来源的抗原，结果显示 S1 抗原 (1#)
和 S1 抗 原 (2#) 与 提 纯 的 S1 蛋 白 的 相 关 性 均 在

0.99 以上，说明试剂盒对不同来源的抗原具有包

容性。
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表 3                                                                               精密度验证结果

批次
低浓度样本 高浓度样本

T/C 平均值 标准差 s Sr（%） T/C 平均值 标准差 s Sr（%）

1 0.157 0.012 7.90 1.515 0.114 7.52

2 0.150 0.012 8.17 1.399 0.086 6.13

3 0.150 0.012 7.82 1.451 0.098 6.74

4 0.138 0.010 6.95 1.563 0.118 7.53

5 0.163 0.010 6.22 1.512 0.118 7.83

6 0.160 0.012 7.22 1.538 0.125 8.15

7 0.140 0.009 6.45 1.496 0.12 8.05

8 0.137 0.011 8.13 1.485 0.143 9.65

9 0.154 0.013 8.29 1.477 0.138 9.36

10 0.158 0.012 7.84 1.503 0.123 8.17

Srr(%) 9.24 8.08

表 4　　　　　不同来源抗原的包容性

浓度（pg/ml）
T/C 值

S1 蛋白 S1 抗原 (1#) S1 抗原 (2#)

0 0.003 0.007 0.005

50 0.061 0.069 0.073

500 0.586 0.671 0.694

5000 3.319 4.118 3.985

r — 0.999 9 1.000 0

3　讨论

目前 SARS-CoV-2 的检测方法主要为核酸检测

和特异性抗体 IgM 和 IgG 的检测 [12]。根据中国发

布的 COVID-19 诊疗方案和 WHO 的诊断标准，只

要符合临床表现，即可认定为疑似病例，而确诊则

需要核酸检测或特异性抗体 IgG 和 IgM 检测。核酸

检测能够检测到处于窗口期的患者，及早发现感染

者，是 SARS-CoV-2 检测的“金标准”，但是对检

测设备或平台要求较高，高灵敏度的 RT-PCR 仪价

格昂贵，对实验室的洁净度或操作人员要求也较高，

检测耗时较长，且咽拭子采样有采集不到的风险，

易出现假阴性；而相对于核酸检测，抗体的血清学

检测的标本更易获得且有质量保证，操作简单快捷，

更易于实验室开展筛查工作，但是检测窗口期长，

是核酸检测的补充。而抗原检测是直接检测样本中

的病毒蛋白，相对抗体检测窗口期短、检测方便、

快速和低价。国内 SARS-CoV-2 的抗原检测主要采

用胶体金免疫层析技术进行定性检测，结果靠肉眼

判断，主观性较大。

本研究通过量子点荧光免疫技术制备了检测

SARS-CoV-2 的试剂盒，可对病毒抗原进行定量检

测。结果显示，本试剂盒具有较高的灵敏度，最低

检出限可达 16.96 pg/ml；高、低浓度样本的检测精

密度良好，批内精密度和批间精密度均小于 15%；

准确度较高，相对偏差均小于 5%，符合胶体金免

疫层析检测试剂的国家标准要求（< 20%）；在

24~25 000 pg/ml 之间有良好的线性；对抗原的包容

性良好，能够在 15min 内完成对 SARS-CoV-2 的检

测。因此，本方法适用于医院等医疗机构对 SARS-
CoV-2 进行快速检测，可作为疫情防控的重要辅助

检测手段。本试剂盒用于对 SARS-CoV-2 抗原的定

量检测，能够更加准确地了解病毒在体内的载量，

对评价抗病毒治疗的疗效和判断预后具有重要的意

义。但是鉴于临床阳性样本来源困难，本检测试剂

盒仍存在一定的不足，无法验证试剂盒的诊断灵敏

度，仍需进一步对试剂盒进行临床应用的验证。
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