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高致病性人类冠状病毒严重急性呼吸综合征

（SARS）- CoV、中东呼吸综合征（MERS）- CoV、新型冠

状病毒（SARS - CoV - 2）严重威胁人类健康，分别引起

SARS、MERS和新型冠状病毒肺炎（COVID - 19）［1 - 2］。
SARS - CoV于 2003年全球大流行，病死率约为 9. 56%
（774 / 8 098）［3］。MERS - CoV于 2012年在沙特阿拉伯

首次报道，而后在 27个国家 / 地区流行，病死率约为

34. 40%（858 / 2 494）［4］。SARS - CoV - 2于 2019年暴

发，并在全球迅速传播［1］。与SARS - CoV和MERS - CoV
相比，SARS - CoV - 2造成的感染、死亡和经济破坏更

大［2］。新型冠状病毒疫苗（简称新冠疫苗）已上市及后续

研发涉及品种多、用量大，给药品监管部门带来了挑

战。因此，建立通用性更强的方法、提高新冠疫苗的检

验效率迫在眉睫。新型冠状病毒（简称新冠病毒）和其
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新型冠状病毒疫苗受体结合域抗原含量检测方法建立*
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摘要：目的 建立通用的新型冠状病毒疫苗（简称新冠疫苗）受体结合域（RBD）抗原含量检测方法。方法 以新冠病毒刺突蛋白（S蛋

白）RBD的重组抗体为标准品，先将疫苗中的蛋白解吸附，采用酶联免疫吸附试验检测疫苗中的 RBD蛋白含量，并验证方法的线性、

定量下限、准确度、精密度和稀释可靠性，同时对部分上市新冠疫苗进行检测。结果 3次试验标准曲线的决定系数（R2）分别为 0. 996 6，
0. 995 8，0. 997 5（n = 6）；定量下限为 7. 81 pg / mL；批内和批间准确度均值为质控标示值的 91. 98%～110. 16%（精密度试验）和

93. 68%～101. 01%（稀释可靠性试验），X，Y，Z公司的加样回收率分别为 86. 81%，82. 97%，105. 41%，测定值的变异系数均小于 10%。

X，Y，Z公司新冠疫苗中 RBD蛋白的平均含量分别为 302. 96 pg / mL、1 010. 80 pg / mL、42. 92 μg / mL。结论 该方法的方法学验证指

标均符合 2020年版《中国药典（四部）》通则 9012指导原则相关要求，可用于多种技术路线新冠疫苗的 RBD抗原含量检测。

关键词：新型冠状病毒疫苗；受体结合域蛋白；抗原含量检测；酶联免疫吸附试验；棘突蛋白
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AbstractAbstract：：Objective To establish a universal detection method for receptor binding domain（RBD） antigen content of Coronavirus
Disease 2019（COVID - 19） vaccine. Methods With the recombinant antibody of COVID - 19 spike protein（S protein） RBD
as the standard，the protein in the vaccine was first resolved and attached，and the content of RBD protein in the vaccine was
detected by the enzyme - linked immunosorbent assay，and the linearity，lower limit of quantification，accuracy，precision and
dilution reliability of the method were verified. Meanwhile，some of the COVID - 19 vaccines on the market were tested. Results The
coefficient of determination（R2） values of the standard curves for the three tests were 0. 996 6，0. 995 8，and 0. 997 5（n = 6），

respectively. The lower limit of quantification was 7. 81 pg / mL. The mean values of in - batch and inter - batch accuracy were
in the range of 91. 98% - 110. 16% （precision test） and 93. 68% - 101. 01% （dilution reliability test） of the quality control
value. The recovery rates of COVID - 19 vaccines from companies X，Y，and Z were 86. 81%，82. 97%，and 105. 41%，respectively，
and the coefficient of variation of the measured values was less than 10%. The RBD protein content in COVID - 19 vaccine of
companies X，Y and Z were 302. 96 pg / mL，1 010. 80 pg / mL，and 42. 92 μg / mL，respectively. Conclusion The methodological
validation indicators of this method can meet the relevant requirements of the guiding principle general rule 9012 of the Chinese
Pharmacopoeia （2020 Edition，Volume Ⅳ），which can be used to detect the RBD antigen content of COVID - 19 vaccine
developed by various technical routes.
Key wordsKey words：：COVID - 19 vaccines；receptor binding domain protein；antigen content detection；enzyme - linked immunosorbent assay；
spinous protein

84



2023年 12月 5日 第 32卷第 23期

Vol. 32，No. 23，December 5，2023 China Pharmaceuticals
•检验检测•

Inspection and Test

他新出现的致病性人类冠状病毒的基因组编码 4个主

要的结构蛋白［棘突（S）、包膜（E）、膜（M）和核衣壳

（N）］、16种非结构蛋白（nsp 1 - 16）和 5～8 种辅助蛋

白。其中，S蛋白可进一步分为N - 末端结构域（NTD）
和受体结合域（RBD），在病毒附着中起融合、进入和传

播作用［5］。冠状病毒 S蛋白的RBD必须先与宿主细胞表

面的受体血管紧张素转换酶2（ACE2）结合［6 - 7］。国内的

新冠疫苗主要为新冠灭活疫苗和新冠重组亚单位疫

苗，其中国内上市的新冠重组亚单位疫苗基于RBD蛋

白为免疫靶点［8］，新冠灭活疫苗携带整个新冠病毒蛋

白，故RBD蛋白是目前新冠疫苗体外检测的理想通用

靶点。目前，各个新冠疫苗生产企业均用不同来源的抗

体进行体外效力检测，对目的抗原也无统一的检测方

法。本研究中拟通过建立通用的新冠疫苗RBD抗原的

体外检测方法，检测不同技术路线新冠疫苗的目的抗

原含量，为后续其他技术路线的新冠疫苗提供参考。现

报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

Multiskan Sky型酶标仪（美国Thermo Scientific公司）。

1. 2 试药

新冠灭活疫苗（Vero细胞，X公司和Y公司各10批）；

新冠重组亚单位疫苗（CHO细胞，Z公司 5批）；SARS -
CoV - 2（2019 - nCoV）Spike RBD 酶联免疫吸附试验

（ELISA）Kit试剂盒（SinoBiological，Cat号为KIT40592，批号

分别为CW15OC2701，CW16MA1401，CW16JU1402），配

有包被上嵌合抗 SARS - CoV - 2（2019 - nCoV）Spike
RBD的酶标板，辣根过氧化物酶（HRP）标记的 SARS -
CoV - 2（2019 - nCoV）Spike RBD探测抗体（质量浓度

为 0. 2 mg / mL），SARS - CoV - 2（2019 - nCoV）Spike
RBD重组蛋白标准品（质量浓度为 30 ng / mL），20倍洗

涤液（每瓶 25 mL），20倍稀释液（每瓶 8 mL），标准品稀

释液（2 mL）；显色液A（Cat号为 5120 - 0048），显色液B
（Cat号为5120 - 0037），均购自美国Sera Care公司。

2 方法

2. 1 溶液制备

洗涤液：用纯化水将20倍洗涤液稀释20倍。

终止液：向适量纯化水中加入硫酸 55 mL，用纯化

水稀释至1 000 mL，摇匀，即得。

稀释液：用纯化水将20倍稀释液稀释20倍。

标准品溶液：取标准品稀释液1 mL，置标准品安瓿瓶

中，溶解，即得质量浓度为 30 000 pg / mL的标准品贮备

液；用稀释液将其定量稀释至质量浓度分别为250，125，
62. 5，31. 25，15. 62，7. 81 pg / mL的系列标准品溶液。

供试品溶液：取X公司样品，将样品和X解吸附剂

按 1∶1混匀，室温反应 1 h，每 20 min振荡混匀，用稀释

液稀释 1倍，即得供试品溶液X。取Y公司样品，将样品

和Y解吸附剂按1∶1混匀，室温解离（转速为180 r / min）
1 h，用稀释液稀释 1倍，即得供试品溶液Y。取Z公司样

品，将样品和Z解吸附剂按 1∶1混匀，37 ℃水浴 30 min，
取10 μL，置990 μL稀释液中，混匀；取10 μL，置990 μL
稀释液中，混匀；取 100 μL，置 1. 9 mL稀释液中，混匀，

即得供试品溶液Z。
2. 2 方法

检测方法：实验前，将试剂盒内所有组分和待测样

本温度恢复至室温，将标准品、待测样品和空白对照

（稀释液）按每孔 100 μL分别加入酶标板，3个复孔，室

温孵育 2 h，洗涤液洗涤 3次，拍干；按每孔 100 μL加入

工作浓度检测抗体，室温孵育 1 h，洗涤液洗涤 3次，拍

干；按每孔 50 μL分别加入显色液A和B，室温避光孵育

20 min，每孔加入 50 μL终止液。5 min内读取 450 nm波

长处的吸光度值。

计算方法：将样品和标准品吸光度值减去空白对

照吸光度值，得到吸光度校正值。以标准品质量浓度

（X）为横坐标、标准品吸光度校正值（Y）为纵坐标绘制

标准曲线 Y = a X + b，决定系数（R2）≥ 0. 99。根据曲线

计算样品质量浓度，再乘以样品的稀释倍数，即得样品

RBD抗原含量。

2. 3 方法学考察

线性关系考察和定量下限：取 2. 1项下系列标准品

溶液，按 2. 2项下方法测定，绘制标准曲线，计算R2，并
测定校正标样后回算得出的质量浓度，重复3次。结果3次
试验中标准曲线的R2分别为 0. 996 6，0. 995 8，0. 997 5
（表 1）；以 6个质量浓度测定校正标样后回算得出的质

量浓度均在 ± 15%内，符合 2020年版《中国药典（四

部）》通则 9012相关要求［9］。该方法的定量下限为

7. 81 pg / mL。
表1 标准曲线拟合方程及其相关系数（n = 6）

Tab. 1 Standard curve fitting equation and its correlation coeffi⁃
cient（n = 6）

试验次数

1
2
3

线性方程

Y = 0. 005 6X - 0. 001 4
Y = 0. 005 3X + 0. 027
Y = 0. 005 8X + 0. 009 1

R2

0. 996 6
0. 995 8
0. 997 5

精密度试验：取 2. 1项下标准品贮备液，用稀释液

定量稀释至质量浓度分别为 200，150，60，7. 81 pg / mL，
按2. 2项下方法测定校正浓度，每个质量浓度在同一酶标

板上重复测定6次；或取3批（批号分别为CW150C2701，
CW16MA1401，CW16JU1402）标准品，按 2. 1项下方法

制备标准品溶液，按 2. 2项下方法于 3 d内测定，每天每
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个质量浓度重复测定 6次。用校正浓度除以标示浓度，

计算批内和批间准确度，准确度（%）=测得值 /真实值 ×
100%，并计算测量值的相对标准差（变异系数）。结果显

示，该方法的批内和批间准确度均值均在质控标示值

的 ± 15%内，变异系数均在 ± 10%内，均符合 2020年版

《中国药典（四部）》通则 9012相关要求［9］，表明仪器精

密度良好。详见表2。
稀释可靠性试验：取 2. 1项下标准品贮备液，用稀

释液定量稀释至质量浓度分别为 150，75，37. 5 pg / mL，
按 2. 2项下方法测定，各浓度于同 1 d内重复测定 6次
或 3 d内重复测定 6次。结果显示，该方法的批内和批间

准确度均值均在质控标示值的 ± 15%内，变异系数均

在 ± 10%内，均符合 2020年版《中国药典（四部）》通则

9012相关要求［9］，表明稀释可靠性良好。详见表3。
加样回收试验：取X，Y，Z公司样品，按 2. 1项下方

法处理，将 X公司样品批次 2处理后的样品 X和标准

品溶液（质量浓度为 100 pg / mL）等体积混匀，将 Y公

司样品批次 1处理后的样品 Y和标准品溶液（质量浓

度为 200 pg / mL）等体积混匀，将 Z公司样品批次 3处
理后的样品 Z和标准品溶液（质量浓度为 125 pg / mL）
等体积混匀，按 2. 2项下方法测定，重复 3次。结果

见表 4。
表4 不同企业新冠疫苗加样回收试验结果（%）

Tab. 4 Results of the recovery test for COVID - 19 vaccines
developed by different companies（%）

样品

来源

X公司

Y公司

Z公司

回收率

1
86. 75
81. 32
101. 43

2
91. 31
87. 20
104. 81

3
82. 36
80. 38
109. 99

X

86. 81
82. 97
105. 41

CV

5. 16
4. 46
4. 09

2. 4 样品含量测定

取X，Y，Z公司的 10批、10批、5批样品，分别按 2. 1
项下方法处理，按 2. 2项下方法测定，结果平均含量分

别为 302. 96 pg / mL、1 010. 80 pg / mL、42. 92 μg / mL。
详见图1。

A. X公司 B. Y公司 C. Z公司

图1 新冠重组疫苗RBD蛋白含量测定结果

A. Company X B. Company Y C. Company Z
Fig. 1 Determination results of RBD protein content of COVID - 19 recombinant vaccine

A B C
批次1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

500
400
300
200
100
0

RBD蛋白含量 / pg·mL - 1

293. 93
327. 69

282. 63
304. 77

277. 26
293. 54

294. 41

336. 81
322. 92

295. 61

批次1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 400
1 200
1 000
800
600
400

RBD蛋白含量 / pg·mL - 1

903. 34
956. 281 031. 55

899. 55
910. 38962. 28

844. 10

1 256. 14

1 160. 72
1 183. 66

批次1 2 3 4 5

60
50
40
30
20
10

RBD蛋白含量 / μg·mL - 1

42. 48
43. 43

42. 46

40. 45

45. 80

表2 精密度试验结果（n = 6）
Tab. 2 Results of the precision test（n = 6）

理论浓度

7. 81 pg / mL
60 pg / mL
150 pg / mL
200 pg / mL

SD（%）

批内准确度

0. 44
0. 03
9. 15
7. 09

批间准确度

0. 30
3. 01
4. 73
4. 51

CV（%）

批内准确度

5. 31
5. 69
5. 70
3. 38

批间准确度

3. 46
6. 17
3. 01
2. 15

平均测定质量浓度（pg / mL）
批内准确度

8. 28
66. 09
160. 39
209. 56

批间准确度

8. 55
55. 19
156. 93
209. 97

平均准确度（%）

批内准确度

106. 12
110. 16
106. 93
104. 78

批间准确度

109. 43
91. 98
104. 62
104. 98

表3 稀释可靠性试验结果（n = 6）
Tab. 3 Results of the diluted stability test（n = 6）

理论浓度

150 pg / mL
75 pg / mL
37. 5 pg / mL

SD（%）

批内准确度

7. 70
3. 04
2. 92

批间准确度

3. 10
1. 57
3. 35

CV（%）

批内准确度

5. 08
4. 17
8. 15

批间准确度

2. 09
2. 11
9. 54

平均测定质量浓度（pg / mL）
批内准确度

151. 52
72. 93
35. 87

批间准确度

148. 17
74. 57
35. 13

平均准确度（%）

批内准确度

101. 01
97. 24
95. 24

批间准确度

98. 78
99. 42
93. 68
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3 讨论

在 SARS，MERS，COVID - 19中，S蛋白在受体结合

和膜融合方面起着至关重要的作用。S蛋白含有RBD，
可特异性识别 ACE2作为其受体［8，10 - 11］。S蛋白的RBD
是进入病毒宿主细胞受体对接所必需的，也就是“锁

芯”部位［4，6 - 7］。全长 S蛋白及其抗原片段包括 S1亚基、

NTD、RBD和 S2亚基，可作为亚单位疫苗研制的重要靶

点［10］。目前，基于RBD的亚单位疫苗已有很多报道［4］。
国内上市的重组新冠疫苗（5型腺病毒载体）也是基于

新冠病毒S蛋白开发［8］。
本研究中建立了测定新冠疫苗RBD抗原含量的方

法，所用抗体为重组RBD单克隆抗体，制备较简单，且

采用的抗体为 HRP标记的 SARS - CoV - 2（2019 -
nCoV）Spike RBD，可直接显色，无需再加入酶标二抗。

用HRP标记的一抗可简化实验步骤，缩短实验时间，从

而提高检验效率。本方法可作为新冠疫苗体外效力评

价的手段。

新冠灭活疫苗中有新冠病毒的全蛋白，国内上市

的新冠重组亚单位疫苗基于RBD蛋白为免疫靶点。故

选择 S蛋白的RBD作为新冠灭活疫苗目的抗原的检测

对象。新冠重组亚单位疫苗采用体内效力检测法的体

内实验操作周期长，个体差异对结果影响较大，且需遵

循动物实验伦理准则。故采用简便、有效的目的抗原检

验作为辅助，有助于提高检验效率［12 - 15］，全方位评价

疫苗的免疫效果。该方法可用于重组亚单位疫苗目的

抗原的检测。

疫苗目的抗原是效力的决定性指标之一，且佐剂

与疫苗同等重要，故目的抗原的测定不能作为疫苗效

力的唯一决定性因素。如 Z公司目的抗原含量很高，主

要是因为 Z公司为重组蛋白疫苗，全病毒蛋白的免疫

原性会强于部分蛋白亚基的免疫原性。本研究中建立

的方法得到的RBD抗原含量和 Z公司的药品说明书基

本一致。

该方法可实现用一致的靶点和方法检测新冠灭活

疫苗和重组亚单位疫苗的目的抗原。通过查询国家药

品监督管理局网站，已上市新冠疫苗主要包括灭活疫

苗、亚单位疫苗、腺病毒载体疫苗等。国内上市的新冠

腺病毒载体疫苗是以新冠病毒 S蛋白为免疫对象，而

S蛋白包括RBD蛋白。因此，该方法理论上可用于新冠

腺病毒载体疫苗目的抗原的体外检测。后期将采用新

建的ELISA法进行新冠腺病毒载体疫苗目的抗原体外

检测，以实现更多新冠疫苗品种在检测项目、检测靶点

上的统一，进一步提高检验效率。

综上所述，所建立的新冠病毒疫苗多种技术路线

适用于目的抗原检测，方法学验证结果符合相关要求，

能显著提高检测效率。
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