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基于单分子阵列超敏检测技术的 SARS-CoV-2 灭活

疫苗特异性中和抗体血清转换时间研究 

季远峤 

 

摘要 

新型冠状病毒肺炎（COVID-19）威胁全人类生命健康，疫苗是现今人类防

御病毒侵犯的有效手段，接种疫苗后特异性中和抗体的产生是激发人体免疫应

答的标志。如果能更早期地检测出特异性中和抗体，将对推动人类通过疫苗防

御病毒的后续研究意义重大。基于此，本研究引入单分子阵列技术（Simoa），

以新型冠状病毒受体结合域（RBD）为探针，开发并优化了一种针对新型冠状

病毒特异性中和抗体的超灵敏检测方法。结果表明，所建立的检测方法的检测

灵敏度比传统的酶联免疫吸附法（ELISA）高 4~5 个数量级。采用该方法测试 8

位灭活疫苗接种志愿者从疫苗接种前到第二针疫苗接种后两周的时序血清，分

析并发现特异性中和抗体 IgG 和 IgM 的血清转换时间分别从 ELISA 方法测得的

21.6 和 20.7 天缩短到 7.5 和 8.6 天。早至一周左右的血清转换时间，不仅为病毒

侵犯或疫苗接种后的基础免疫学理论提供了新的认识和实验数据支撑，也为抗

体克隆选择学说提供了佐证。同时，本研究所建立的超灵敏检测方法亦可以帮

助新冠疫苗研发者更好地评价疫苗免疫效果，对疫苗的后续研发、迭代升级和

疫苗接种管理以及疫情防控管理具有一定的现实指导意义。 

 

关键词：新型冠状病毒  灭活疫苗  中和抗体  血清转换时间  单分子阵列超敏检

测技术  
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一、研究背景 

1.1 新型冠状病毒 SARS-CoV-2和新冠疫苗概述 

新型冠状病毒肺炎（COVID-19），简称新冠肺炎，是由新型冠状病毒

SARS-CoV-2 感染而引起的肺炎，截至 2022 年 9 月 13 日，全球已有超 6 亿人感

染，六百万人死亡，是近百年来全球传播范围最广、影响最大的病毒感染性流

行病。SARS-CoV-2 是一种正义单链 RNA 病毒（ssRNA virus）[1]，正义链进入

宿主细胞后在 RNA 依赖的 RNA 聚合酶（RdRp）的作用下进行复制，并利用宿

主核糖体翻译蛋白质[2]。 

 

图 1. 新型冠状病毒结构示意图[3] 

SARS-CoV-2 的结构如图 1 所示[3]，其包膜上存在许多三聚体刺突糖蛋白

（S 蛋白，Spike glycoprotein）。S 蛋白是 SARS-CoV-2 进入宿主细胞的重要蛋

白：S 蛋白的 S1 亚基中的受体结合结构域（RBD）与人体血管紧张素转换酶 2

（ACE2）结合，从而让 SARS-CoV-2 通过细胞膜融合进入宿主细胞[1]。正是由

于 RBD 作为受体结合域，是病毒感染人体进入细胞的关键区域，因此目前的疫

苗常常针对 RBD 区域进行设计与开发。 

自新冠疫情爆发以来，世界各国都在快速研发与上市针对 SARS-CoV-2 的

疫苗，中国更是在全球上市首款灭活疫苗，为全球新冠疫情的防控做出重大的

“中国贡献”。目前，已经上市的新冠疫苗的种类主要有 mRNA 疫苗，灭活疫苗

和蛋白亚单位疫苗等[4]，而在我国接种最广泛的是北京科兴中维生物技术有限

公司和国药集团中国生物北京生物制品研究所研发的灭活疫苗。迄今，我国国

民的两针完全免疫接种率超过 80%，灭活疫苗为我国疫情防控以及国民健康做
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出重大贡献。所谓灭活疫苗，就是利用化学、物理等方法，使病毒失去在人体

生长复制的能力，完全丧失对原来靶器官的致病力，但却能保留相应抗原的免

疫原性，接种后刺激体内产生相应可中和病毒的特异性中和抗体，起到防止病

毒感染或者降低感染后重症率的作用。以 S 蛋白为抗原的灭活疫苗为例：接种

疫苗后，疫苗表面 RBD 表位与 B 淋巴细胞上的抗原受体（BCR）进行特异性

结合，刺激 B 淋巴细胞分化为浆细胞分泌特异性中和抗体----免疫球蛋白 M

（IgM）和免疫球蛋白 G（IgG）[5]（图 2）。同时，部分 B 淋巴细胞被诱导在生

发中心分化为记忆 B 细胞，记忆 B 细胞在人体中长期存在，当病毒再次入侵人

体时，记忆 B 细胞迅速地增殖并分化为浆细胞，进而快速分泌特异性中和抗

体，通过二次免疫应答高效地保护人体[5]。 

 

图 2. 中和抗体结构示意图 

1.2 抗体克隆选择学说（clonal selection theory）概述 

    抗体克隆选择学说由澳大利亚免疫学家 F.M.伯内特于 1957 年提出。该学说认

为包括人类在内的动物体内，天然存在着许多免疫活性细胞克隆，不同克隆的

细胞具有不同的表面受体，能够识别特定病原微生物的蛋白、核酸、多糖等抗

原。如图 3 所示，当某种病原微生物侵入人体后，与相应克隆的受体发生结合

便会选择性地激活相应的克隆；克隆增殖、分化而产生大量能识别、结合该病

原微生物的抗体。 

克隆选择学说虽然得到了沙门氏菌鞭毛抗原、荧光抗原实验、尤其是 1975 年

由阿根廷学者 C.米尔斯坦的单克隆抗体实验的证明，但其具体分子机制等尚未

完全揭示。 
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图 3. 抗体克隆选择学说示意图[6] 

1.3 血清转换窗口期的作用 

血清转换窗口期是指从感染病毒到血清中可以检测出特异性中和抗体的时

间，是评价疫苗功效的重要指标之一。目前大量的研究认为，感染 SARS-CoV-

2 后患者的 IgG 和 IgM 的血清转换窗口期中位数时间为出现症状后两周左右；

IgM 早于 IgG，出现症状后一周左右通常可检出[7]。除 SARS-CoV-2 病毒以外，

临床上常见的病毒引起的传染病均存在长短不等的窗口期，例如艾滋病的窗口

期一般为 2-6 周，丙肝的窗口期为 4-6 周等等。血清转换窗口期的长短对临床早

期介入起到了至关重要的作用，血清转换窗口期滞后往往会引起病毒感染者因

未被及时确诊而仍不断传播病毒，另外也会错过最佳的病毒阻断或干预时点。 

二，研究目的 

IgG 和 IgM 的血清转换真的需要这么久的时间吗？当我和我身边的家人、

朋友接种了新冠灭活疫苗后，我们经常会议论:保护人体的特异性中和抗体是在

什么时候产生呢？为什么需要 14 天或者更久？会不会是因为我们现有的检测方

法的灵敏度不够，而导致抗体已经产生，但是不能被精准检测到呢？如果使用

更灵敏的抗体检测技术在早期检测到特异性中和抗体，是否能在一定程度上为

克隆选择学说提供佐证呢？这些疑问随着新冠疫情的不断蔓延也一直萦绕在我

的脑海中。 

怀着这些疑问，我回想起 3 年前参加上海交通大学生物医学工程学院中学

生夏令营时接触过一种目前最先进的超灵敏的单分子阵列检测方法，这种检测

方法的灵敏度是目前常规酶联免疫（ELISA）检测方法的 1000 倍以上。在收集

了相关的基础信息后，我成功联系到了上海交通大学生物医学工程学院的徐宏
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老师。当我向徐老师提出我的疑问后，徐老师告诉我她正带领她的博士生欧飞

洋开展基于超灵敏单分子阵列检测技术在新冠病毒抗体检测的相关研究，并告

诉我如果我感兴趣，可以利用自己的课余时间和她的学生一起共同来对这个问

题开展研究和探索。于是我有幸加入了此项工作，在这个工作中，我承担的主

要研究任务和目标是：尝试设计并建立基于单分子阵列的新冠灭活疫苗接种后

特异性中和抗体的超灵敏检测方法，并利用这种方法检测接种新冠灭活疫苗后

特异性中和抗体产生的时间，确认血清转换窗口期。 

三、研究的理论基础 

3.1. 酶联免疫吸附检测（Enzyme Linked Immunosorbent Assay, ELISA） 

ELISA，由 Eva Engvall 和 Peter Perlmann 于 1971 年发明以来已成为临床蛋

白类生物标志物最主流的检测技术。新冠病毒抗体检测常用的是间接 ELISA 法，

其检测原理如图 4 所示：将抗原连接到固相载体上制成预制酶标板，然后加入

待测样本，样本中的抗体与抗原发生反应而结合到酶标板上；随后加入酶标记

的检测抗体，从而形成“抗原-待测抗体-检测抗体”的免疫复合物；最后加入

底物，检测抗体上标记的酶催化底物显色。颜色的深浅与“抗原-待测抗体-检

测抗体”免疫复合物的浓度成正比，使用酶标仪可以测出 OD 值，即被检测物

吸收掉的光密度值。OD值越高，被检测物浓度越高，就代表待测抗体浓度越高。 

 

图 4. 夹心 ELISA 检测原理示意图 

3.2 数字式 ELISA（Digital ELISA） 

单分子阵列免疫检测技术（Single-molecule array，Simoa）[8, 9]是基于全新

的数字化检测原理，亦被称为数字 ELISA（digital ELISA），拥有着比传统

ELISA 方法高 1000 倍的灵敏度，是当前最灵敏的一种免疫检测技术。目前，

Simoa 检测技术已经实现对肿瘤标志物，细胞因子，阿尔兹海默病病理相关蛋

白等的高灵敏检测[8, 10, 11]，极大程度帮助研究者更全面，更准确地研究疾病发

病机理、病理过程。 
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因此，本研究引入 Simoa 检测技术，构建针对新冠病毒特异性中和抗体的

超灵敏检测方法，并拟在构建的超敏检测方法基础上，通过对接种疫苗后早期

的时序血清进行系统测量与分析，探究血清转换时间是否可以通过检测灵敏度

的提升而大大提前，从而缩短检测窗口期。Simoa 对新冠病毒抗体的检测原理

如图 5 所示，与传统的 ELISA 不同，digital ELISA 以磁性微珠为载体，首先将

RBD 共价固定在磁性微珠表面，加入待测样本后，调节反应体系的浓度，保证

磁性微珠的数量远高于样本中的待测 IgM 和 IgG 的个数，此时反应过程将遵从

于经典的泊松分布理论，即每个磁性微珠最多捕获一个待测抗体。随后加入检

测抗体与酶标记物，从而形成“磁性微珠-单个待测抗体-单个检测抗体-单个酶”

的免疫复合物（称为“1”磁珠）或者没有捕获抗体的“空白磁性微珠”（称为“0” 

磁珠）这两类磁性微珠。然后将两类磁性微珠封入 Simoa 的单分子阵列中，由

于单分子微孔阵列的微孔尺寸仅略大于磁性微珠，因此使得每个微孔中只能容

纳一个磁性微珠。封在微孔中的“1”磁珠可以催化微孔中的底物产生荧光，而封

装了“0”磁珠的微孔不会产生荧光。最后，分别统计“1”磁珠和“0”磁珠的绝对数

量，根据泊松分布公式（公式 1, 2），计算出平均每个磁性微珠上酶的个数

（average number of enzyme-labeled protein molecules per bead，AEB），最终得到

待测抗体的浓度。 

𝑃𝜇(𝑣) = 𝑒−𝜇(
𝜇𝑣

𝑣!
)                    （公式 1）[8] 

𝜇 = −ln⁡[𝑃𝜇(0)]                    （公式 2）[8] 

其中，μ 等于捕获和标记的蛋白分子与磁珠数目的比率，v 为单个磁珠上捕获的

蛋白分子数目。 
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图 5. Simoa 检测原理示意图 

四、材料与方法 

4.1 材料与仪器 

实验共分为三大版块，磁珠表面 RBD 蛋白的偶联、Simoa 测试及 ELISA 测

试。分别用到的材料与仪器如下表所示。 

表 1. 磁珠偶联 RBD 蛋白的试剂与仪器 

试剂/仪器名称 提供厂家 试剂编号/仪器型号 

RBD 蛋白 
Sanyou Biopharmaceuticals 

Co., Ltd，China 

Cat No. LZQ20200809 

EDC Sigma‒Aldrich，USA Cat No. E1769 

NHS Thermo Fisher Scientific Inc.，USA Cat No. 24500 

Proclin 300 Sigma‒Aldrich，USA Cat No. 48914-U 

酶标仪 Molecular Devices，USA SpectraMax i3X 
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表 2. Simoa 测试的试剂与仪器 

试剂/仪器名称 提供厂家 试剂编号/仪器型号 

山羊抗人 IgG Sangon Biotech Co, Ltd,China Cat No. D110152 

山羊抗人 IgM Sangon Biotech Co, Ltd,China Cat No. D110159 

SARS-CoV-2 

标准中和抗体 

National Institutes for Food and Drug 

Control, China 
Cat No. 280034-202001 

单分子阵列

(Simoa)分析仪器 
Quanterix, Inc., USA HD-X Analyzer 

表 3. ELISA 测试的试剂与仪器 

试剂/仪器名称 提供厂家 试剂编号/仪器型号 

RBD-IgG 

测试试剂盒 
Vazyme Biotech Co., Ltd，China Cat No. DD3103 

RBD-IgM 

测试试剂盒 
Vazyme Biotech Co., Ltd，China Cat No. DD3111 

酶标仪 Molecular Devices，USA SpectraMax i3X 

4.2 实验样本设计 

八位志愿者在未接种新冠灭活疫苗（day0）至接种第一针（day1），接种第

二针，接种第二针后两周的观察周期内各个时间点进行采血，具体时间如图 6

所示。通过对每个时间点的时序血清进行测定与分析，对比两种检测方法检出

特异性中和抗体的时间，以验证我的猜想。 

 

图 6. 时序样本设计示意图 

4.3 磁球偶联 RBD 蛋白的制备与表征 

本研究以 RBD 蛋白为检测 SARS-CoV-2 特异性中和抗体的探针，制备共价
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偶联有 RBD 蛋白的磁性微球。这里，本研究采用常用的 EDC、NHS 共价偶联

策略实现新冠病毒 RBD 蛋白与磁珠表面羧基的共价偶联。反应原理如图 7 所示，

具体可拆分为三步。第一步，一种可溶于水的碳二亚胺（EDC）与磁珠表面修

饰的羧基（-COOH）反应生成活跃的中间体 O-acylisourea。第二步，O-

acylisourea 与同样亲水的 N-羟基硫代琥珀酰亚胺（sulfo-NHS）反应生成活跃的

中间体酯（sulfo-NHS ester）。第三步，RBD 蛋白的氨基基团与 sulfo-NHS 酯发

生亲核取代反应，氨基集团进攻 NHS酯上的羰基基团并取代 N-羟基硫代琥珀酰

亚胺，形成酰胺键[12]，进而在磁珠表面将 RBD蛋白通过酰胺键成功结合在一起。 

 

图 7. 磁珠偶联 RBD 原理示意图 

具体的制备实验过程如下：2mL 离心管中加入 1mg 磁珠，选取一管做对照

组。用 200μL MEST溶液洗涤磁珠三次后加入 50μL MEST，随后加入 50μL EDC

溶液和 100μL sulfo-NHS 溶液（均为 4mg/mL），室温活化反应 30min。反应结束

后使用磁力架吸附磁珠，去上清后用 200μL MEST 溶液洗涤一次后加入 200μL 

RBD 溶液（浓度为 0.03mg/mL），温室反应 2h 让 RBD 蛋白与磁珠通过共价键结

合。反应结束后使用磁力架吸附磁珠，取上清并保留做 BCA（Bicinchoninic 

Acid Assay）蛋白定量测试，再用 200μL 封闭液（PBS，0.5% 牛血清白蛋白，

0.3%甘氨酸）洗涤三次。随后用200μL封闭液洗涤三次，加入200μL封闭液4°C

封闭过夜。封闭完成后用 200μL 保存液（0.1% 牛血清白蛋白，0.03% Proclin300，
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PBST）洗涤三次，最后加入 200μL 保存液保存以备后续使用。 

偶联反应完成后，采用 BCA 蛋白定量试剂对磁珠表面 RBD 蛋白偶联量进

行测定，使用 OriginLab 软件，运用四参数逻辑回归模型将标准品的浓度和所对

应的 OD 值拟合出磁珠偶联标准曲线，标准曲线为图 8A 所示。随后使用标准曲

线，运用差减法计算出每毫克磁珠表面 RBD 蛋白偶联量分别是 11.0μg和 10.8μg

（图 8B）。从图 8B 结果可以看出，RBD 蛋白已经成功偶联至磁球上。同时，

RBD 的偶联量在不同管之间的差异小，表明偶联方法稳定、重复性好。 

 

图 8. 磁珠的 RBD 偶联量计算。 

A. BCA 标准曲线。B. 2 组 1mg 磁球 RBD 偶联量 

4.4 商品化 ELISA 试剂的志愿者时序血清测定 

本研究以传统 ELISA 作为对比方法，对比两者检测灵敏度的差异及检出特

异性中和抗体时间的差异。实验过程如下：按照试剂盒操作说明书，配置洗涤

液，使用去离子水将浓缩洗涤液稀释 80 倍。随后取出预制板，每孔加入 100μL

样本稀释剂和 10μL 不同浓度的抗 SARS-CoV-2 标准抗体（IgM 和 IgG，国家食

品和药物监督局，初始浓度为 1000U/mL）的待测样本。用封板膜封板后 37°C

温育 30min。温育结束后吸去孔内液体并使用洗涤液连续洗板 5次。洗涤结束后

每孔加入 100μL 酶标检测抗体。再用封板膜封板后 37°C 温育 30min。温育结束

后吸去孔内液体并使用洗涤液连续洗板 5 次。然后每孔再加入 100μL 显色剂，
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用封板膜封板后 37°C 温育 10min。温育结束后每孔加入 50μL 终止液，轻轻混

匀。最后使用酶标仪检测每孔在 450nm 和 630nm 处的吸光值（OD 值）。 

测量志愿者时序血清时，方法与上述相同。 

4.5 基于 Simoa 检测技术的 SARS-CoV-2 特异性中和抗体超敏检测方法的建立

与志愿者时序血清测定 

数字式单分子免疫阵列分析仪可以通过两步法或是三步法建立针对 SARS-

CoV-2特异性中和抗体的超敏检测方法。采用基于 Simoa检测原理的 HD-X全自

动检测技术，优化并确认选择两步法为反应方法学，其反应过程如下：数字式

单分子免疫阵列全自动分析仪（HD-X）自动向反应试管中加入 25μL 包被有

RBD蛋白的磁珠，随后加入 100μL不同浓度的 SARS-CoV-2标准抗体样本（IgM

和 IgG，国家食品和药物监督局，初始浓度为 1000U/mL）和 20μL 检测抗体

（0.5μg/mL）并孵育 35.25 分钟。孵育结束后磁铁吸附磁珠，自动吸去上清并用

洗涤缓冲液洗涤 6 次。完成第一个洗涤周期后，仪器再自动加入 100μL 链霉亲

和素偶联的 β-半乳糖苷酶（SβG, 150pM）并孵育 5.25 分钟，孵育结束后自动重

复第二个洗涤周期。随后，获得的磁珠在 50μL 的酶反应发光底物（RGP）溶液

内重悬后被封入微孔阵列中，油封后使用 CCD 相机拍摄荧光图像，随后将图像

进行分析并计数“on”微孔（包含“1”磁珠）和“off” 微孔（包含“0”磁珠）的数量。

最后使用泊松分布公式计算出 AEB，也就是每个微珠上酶的平均个数。 

测量志愿者时序血清时，方法与上述相同。不同的是，首先对时序血清稀

释 200 倍后，再上机测试得到结果。 

五、研究结果 

5.1 基于商业化 ELISA 试剂的 SARS-CoV-2特异性中和抗体（IgG，IgM）标准

曲线的建立 

为建立 ELISA 标准曲线，经过前期对浓度的初步探究，将标准的 IgG 与

IgM 分别设置了 5 个稀释梯度和一个空白对照组，稀释倍数分别是 100 倍，400

倍，1600倍，6400倍，25600倍，每个浓度均设置平行样品。使用 OriginLab 软

件对数据进行处理，运用四参数逻辑回归模型拟合出基于商业化 ELISA 试剂的

SARS-CoV-2 的 IgG（图 9A）和 IgM（图 9B）的标准曲线。随后，根据空白浓

度的测量值加 3倍标准偏差，带入建立的标准曲线，分别计算得到 IgG，IgM 的
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最低检出限（Limit of Detection, LOD）；结果表明基于 ELISA 方法检测的 SARS-

CoV-2 特异性 IgG 的 LOD 是 1.16 U/mL，SARS-CoV-2 特异性 IgM 的 LOD 是

0.41 U/mL。  

 

图 9. 基于商业化 ELISA 试剂的 SARS-CoV-2 的特异性中和抗体的标准曲线。 

A. IgG 标准曲线，B. IgM 标准曲线。 

5.2. 基于 Simoa 检测技术的 SARS-CoV-2 特异性中和抗体（IgG，IgM）超敏检

测方法的建立 

基于 Simoa 检测技术，首先以 RBD 为 SARS-CoV-2 特异性中和抗体的生物

探针，将其共价偶联在磁珠表面。其次，根据 Simoa 自建检测试剂的指导说明，

通过对磁珠用量、检测抗体浓度、反应时间、酶浓度等反应条件的系列优化，

同时采用梯度稀释的 SARS-CoV-2 标准抗体（IgM 和 IgG，国家食品和药物监督

局，初始浓度为 1000U/mL），建立了针对 SARS-CoV-2 特异性中和抗体（IgG，

IgM）的标准曲线。本研究将标准的 IgG，IgM 分别设置了 5 个稀释梯度和一个

空白对照组，稀释倍数分别是 20万倍，100万倍，500万倍，2500万倍和 12500

万倍，每个浓度均设置平行样本。使用 OriginLab 软件对数据进行处理并运用四

参数逻辑回归模型拟合出 IgG（图 10A）和 IgM（图 10B）的标准曲线。随后，

根据空白浓度的测量值加 3 倍标准偏差，带入建立的标准曲线，分别计算得到

IgG，IgM 的最低检出限（Limit of Detection, LOD）；结果表明基于 Simoa 检测

技术的 SARS-CoV-2 特异性 IgG 的 LOD 是 5.2×10-6 U/mL，SARS-CoV-2 特异性

IgM 的 LOD 是 1.1×10-5 U/mL。 
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图 10. 基于 Simoa 检测技术的 SARS-CoV-2 特异性中和抗体的标准曲线。 

A. IgG 标准曲线，B. IgM 标准曲线。 

5.3 基于商业化 ELISA 试剂的新型冠状病毒灭活疫苗特异性中和抗体血清转换

时间测定 

采用当前主流商业化 ELISA 试剂盒测定 8 位志愿者的时序血清。再计算出

每个样本的每个时间的抗体浓度相对于前一个时间点抗体浓度的变化率。结果

显示，使用 ELISA 试剂检测得到的新型冠状病毒灭活疫苗特异性中和抗体血清

转换时间，分别为 IgG 检出时间是 Day21.6（图 11A），IgM 检出时间是 Day20.7

（图 11B），且均在志愿者接种第二针疫苗后才能检出，与大量文献报告结果一

致[13-15]。 

 

图 11. 基于商业化 ELISA 试剂的新型冠状病毒灭活疫苗特异性中和抗体血清转换时间

测试。A. IgG 的血清转换时间。B. IgM 的血清转换时间。采用局部加权回归法(Locally 

weighted regression，LOESS) 确定血清转换的最早时间点。 实线表示分布的中位数，回

归线周围的条纹为等尾 99%置信区间。如果后验分布的等尾 99%置信区间超越 0，则认

为增加率有统计学意义。 
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5.4 基于 Simoa 检测技术的新型冠状病毒灭活疫苗特异性中和抗体血清转换时

间测定 

使用 5.2 节建立的针对 SARS-CoV-2 特异性中和抗体（IgG，IgM）的超敏

检测方法，测定 8 位接种了科兴灭活疫苗的志愿者的接种前后每一个时间点的

时序血清。计算出每个样本的每个时间的抗体浓度相对于前一个时间点抗体浓

度的变化率，并将得到的每个时间点的抗体浓度变化率进行统计分析。结果显

示，基于建立的超灵敏的检测方法，测试得到的新型冠状病毒灭活疫苗特异性

中和抗体的血清转换时间，分别为 IgG 检出时间是 Day7.5（图 12A），IgM 检出

时间是 Day8.6（图 12B）。 

 

图 12. 基于 Simoa 检测技术的新型冠状病毒灭活疫苗特异性中和抗体血清转换时间测

试。A. IgG 的血清转换时间。B. IgM 的血清转换时间。采用局部加权回归法(Locally 

weighted regression，LOESS) 确定血清转换的最早时间点。实线表示分布的中位数，回

归线周围的条纹为等尾 99%置信区间。如果后验分布的等尾 99%置信区间超越 0，则

认为增加率有统计学意义。 

六、讨论 

在超灵敏的方法学建立部分，本研究采用 EDC、NHS 共价偶联策略，成功

将 RBD 偶联至磁性微珠上，获得 RBD 包被的磁珠。通过使用不同浓度的标准

抗体样品建立检测标准曲线，比较得出对比传统的 ELISA 检测方法，Simoa 超

灵敏检测技术确实在 SARS-CoV-2 特异性中和抗体的检测灵敏度上具有极大的

提升。具体来看，基于 Simoa 检测技术的 IgG 检测限比 ELISA 低 2.2×105 倍，

IgM检测限比 ELISA低 3.7×104倍。由此可以得出 Simoa检测技术在 SARS-CoV-
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2 特异性 IgG 和 IgM 的检测灵敏度上均比传统的 ELISA 法高 4~5 个数量级，可

以检出待测样本中更低浓度的 SARS-CoV-2 特异性中和抗体，这为后续进行早

期的血清转换时间的测定奠定了基础。 

使用建立的 SARS-CoV-2特异性中和抗体超灵敏检测方法，针对 8位志愿者

的时序血清进行测定与分析，发现在接种第一针灭活疫苗的一周后即可以检出

SARS-CoV-2特异性 IgG与 IgM，即 IgG与 IgM的血清转换时间在接种第一针新

冠灭活疫苗后一周左右。这一实验结果也证实了我的假设：血清转换是一个渐

进的过程，传统方法受限于其较低的检测灵敏度，因此血清转换时间通常被认

为需要至少 2~3 周，而使用更为灵敏的检测方法就可以更精准、更早期地检测

出新型冠状病毒特异性中和抗体。  

不仅是新型冠状病毒感染，本研究结论或许还可以应用于 HIV、乙肝等病

毒以及其他细菌感染的研究。通过缩短检测窗口期，提前具有传染风险的患者

确诊时间，从而实现临床早期确诊与干预。 

七、结论与展望 

SARS-CoV-2特异性中和抗体的超灵敏检测方法的建立对于新冠病毒疫苗研

发以及免疫基础理论研究具有重要意义。 

 

创新工作 1：本研究建立并使用 SARS-CoV-2特异性中和抗体超灵敏检测方

法，在接种新冠灭活疫苗后早期检出特异性中和抗体，缩短了 SARS-CoV-2 特

异性中和抗体的检测窗口期，从而完善了对于新冠灭活疫苗引发人体免疫反应

的认知。同时，该检测方法克服了传统抗体检测方法灵敏度低的缺点，可以帮

助新冠疫苗研发者评价疫苗免疫效果，对疫苗的研发、迭代升级具有一定的现

实指导意义。此外，该检测方法可作为辅助手段验证逆转录聚合酶链反应（RT-

PCR）检测出的阳性和阴性结果，同时因其有效克服了 RT-PCR技术无法区分病

毒死活的缺点，从而对制定更精准的疫情防控策略也具有一定的价值。 

 

创新工作 2：本研究的研究成果可能为澳大利亚免疫学家 F.M.伯内特提出

的克隆选择学说[16]提供了佐证。该学说的核心论点是人体内带有各种受体的免

疫活性细胞克隆早已存在，被不同的抗原选择并激活。正是由于传统的检测方
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法灵敏度低，忽略了早期淋巴细胞所产生的极低浓度的抗体。本研究通过提高

检测特异性中和抗体的灵敏度，实现了血清转换时间的前移，也就是说淋巴细

胞在较早期就已经实现了异物识别与抗体的产生。这可能说明了，针对新冠的

免疫活性细胞克隆可能是早已存在的，新冠病毒入侵人体激活了对应的克隆，

因此，抗体才能在早期就得以发现。本研究还无法回答是否还可以在更早期测

得血清转换的时间，但随着未来检测灵敏度的继续提高，显然这是一个有趣的

课题供科研学者们探讨。 

 

未来，Simoa 超敏检测技术还可应用于肿瘤、阿尔兹海默症等重大疾病的

早期筛查、早期诊断、预后评估与复发监控等方面，为生命科学的基础研究与

临床医学的发展提供创新且极具潜力的超灵敏检测工具。 
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