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摘要   目的：静注人免疫球蛋白（IVIG）和新冠肺炎恢复者的血浆已被推荐用于重症新冠肺炎患者的治

疗。因此，血浆中新型冠状病毒（SARS-CoV-2）中和抗体水平需要得以及时评价。本研究利用不需要

在生物安全三级实验室操作的SARS-CoV-2假病毒中和抗体检测方法，建立了快速检测中和抗体的策

略。方法：采用新型冠状病毒SARS-CoV-2假病毒，对1080份健康献血员血浆及26批次IVIG的SARS-

CoV-2中和抗体进行检测。初筛采用1∶30倍稀释检测；对初筛阳性（抑制率≥50%为阳性）的样本进

行复试，复试采用1∶30、1∶90和1∶270三个梯度；对于复试阳性的样本进行中和特异性分析，进一步

检测针对水疱性口炎病毒（VSV）、严重急性呼吸道综合征冠状病毒（SARS-CoV）和中东呼吸综合征

冠状病毒（MERS-CoV）的中和活性。结果与结论：在1∶30倍稀释时，26批次IVIG的SARS-CoV-2中

和抗体均为阴性，1080份献血员血浆中SARS-CoV-2中和抗体阳性率为0.6%（6/1180）；对6份阳性血

浆的特异性分析显示均为对VSV、SRAS-CoV或MESR-CoV假病毒的非特异中和作用。本研究表明该假

病毒中和抗体检测方法和快速检测策略可以用于IVIG、健康献血员和感染者恢复期血浆中的中和抗体检

测，发现IVIG针对SARS-CoV-2无特异的中和抗体活性，IVIG在临床重症治疗中发挥的是非病毒特异的

辅助治疗作用。
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新型冠状病毒SARS-CoV-2引起的新型冠状病

毒肺炎（Corona Virus Disease 2019，COVID-19）

最早报道于2019年12月[1]。截至3月中旬，全球已

超过15万人感染，5700余人死亡，世界卫生组织已

宣布发生全球大流行[2]。该病毒目前尚无疫苗和特

效药，临床上主要采用抗病毒和支持治疗疗法[3]。

静注人免疫球蛋白（Intravenous Immunoglobulin，

IVIG）作为预防用药和重症治疗用药，在临床上广

泛使用[4-6]。

SARS-CoV-2感染的肺炎诊疗快速指南中提

出，重症患者依据病情可酌情早期使用注射用免

疫球蛋白（IVIG）[7]。了解IVIG中SARS-CoV-2中

和抗体水平，以及其来源的健康献浆员的SARS-

CoV-2中和抗体水平，可以评价IVIG是否具有特异

的抗SARS-CoV-2作用，为临床使用提供实验室支

持数据。重型和危重型新型冠状病毒肺炎诊断和治

疗专家共识建议：“将含有新型冠状病毒抗体的人

恢复期血浆用于病情进展较快、重型和危重型患

者，可以作为特异性治疗的一种选择。如使用恢复

期血浆，应检测血浆中保护性抗体滴度水平”[8]。

目前的中和抗体检测主要在生物安全三级实验室内

进行。利用活病毒细胞培养的中和试验检测，对实

验室等级要求高，严重限制了临床大规模的推广使

用。开发出可在生物安全二级实验室或者普通实验
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室开展的快速中和抗体检测方法，可以服务于临床

重症患者治疗，迫在眉睫。本实验室已经构建成功

了SARS-CoV-2假病毒，并且建立了中和抗体检测

方法[9]。在此基础上，本研究采用了一种单一稀释

度初筛、阳性样品系列稀释复试确定滴度的策略，

可以解决临床中和抗体检测的迫切需求。

本研究主要报告基于假病毒中和抗体方法，

检测健康献血员血浆以及IVIG中SARS-CoV-2的中

和抗体水平，评价普通人群血浆对SARS-CoV-2的

中和能力，从而分析IVIG在治疗新型冠状病毒感染

中是否发挥特异的抗病毒作用。

1   材料与方法
1.1   血浆和IVIG

1080份血浆样品来自山东某浆站的合格原料

血浆，来自广西环江，年龄18~55岁，均数40岁，

男女比例为1∶1.3；26批次IVIG样品来自国内多家

血液制品公司批签发合格产品；SARS-CoV-2阳性

血清由北京科兴生物制品有限公司提供；SARS-

CoV恢复期病人血清（SARS-CoV抗体国家参考

品）为本实验室保存；MERS DNA疫苗免疫的小鼠

血清为本实验室保存[10]。

1.2   假病毒

SARS-CoV-2、SARS及MERS假病毒由本实验

室构建。其中SARS-CoV-2的Spike基因序列来自

GeneBank：MN908947，克隆到pcDNA3.1载体，并

构建以VSV为骨架的复制缺陷型病毒。具体构建方

法参考本实验室前期文献[9-10]。

1.3   细胞

Huh-7细胞来自日本生物制品研究中心（JCRB，

0403），293T细胞来自ATCC（CRL3216）。

1.4   主要试剂

DMEM高糖培养基和PBS缓冲液，购自Hyclone

公司；胎牛血清，购自PanseraES公司；1%青霉素

链霉素双抗、HEPES缓冲液和0.25%胰酶-EDTA，

均 购 自 吉 诺 公 司 ； 化 学 发 光 检 测 试 剂 ， 购 自

PerKinelmer公司。

1.5   假病毒滴度检测

取SARS-CoV-2病毒液进行3倍系列稀释，

每个稀释度6个平行孔，共9个稀释度，每孔加入

100μL稀释液。将Huh-7细胞用胰蛋白酶消化成单

个细胞悬液后，接种上述96孔细胞培养板，每孔加

入2×104个/100μL细胞。于37℃，5%CO2培养箱静

置培养，24小时后进行化学发光检测。高于细胞

对照平均值的10倍的孔判定为阳性孔。采用Reed-

Muench法计算病毒滴度。

1.6   SARS-CoV-2中和抗体效价检测

取待测血清或者IVIG置96孔细胞培养板中稀

释至一定浓度，并进行3倍系列稀释。加入一定

滴度的假病毒液，混合后于37℃孵育1小时。将

Huh-7细胞用胰蛋白酶消化成单个细胞悬液后，

接种上述96孔细胞培养板，每孔加入2×104个/

100μL细胞。于 37℃，5%CO2培养箱培养，24小

时后进行化学发光检测。同一批检测板设阳性对

照，加入阳性样品，包括SARS-CoV-2阳性血清、

SARS恢复期病人血清或MERS DNA疫苗免疫的小

鼠血清；每个板设一列作为空白对照，加入细胞培

养液不加假病毒；每个板再设一列为病毒对照，

加入细胞和假病毒。试验成立的条件：阳性对照

为阳性，病毒对照发光均值/细胞对照发光值大于

1000。计算不同样本对于病毒感染的抑制率：抑制

率=1-实验组的发光强度/病毒对照组的发光强度，

抑制率≥50%判定为阳性。

1.7   SARS-CoV-2中和抗体快速检测策略

初筛采用1∶30倍稀释，检测SARS-CoV-2中

和抗体；对初筛抑制率≥50%的样本进行复试，复

试采用1∶30、1∶90和1∶270三个梯度；对于复试

阳性的样本进一步检测针对VSV、SARS和MERS病

毒的中和活性，分析其中和特异性。

2   结果
2.1   IVIG中新型冠状病毒中和抗体的检测结果

所有试验的阳性对照和细胞对照均成立。图1

为SARS-CoV-2阳性血清的检测结果，为一个典型

的S型曲线。26批次IVIG经检测，在1∶30倍稀释

时，抑制率均＜50%，SARS-CoV-2中和抗体均为

阴性。
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图1   新型冠状病毒中和抗体的典型抑制曲线

2.2   血浆中新型冠状病毒中和抗体的检测结果

对1080份健康献浆者经过初筛和复试，1∶30

稀释时，6份样本的抑制率≥50%，SARS-CoV-2

中和抗体阳性率为6/1180（0.6%）。6份阳性样品

的抑制率较低，抑制率均值为60%，均小于80%，

具体见表1。1∶90及1∶270稀释时，所有样本均

为阴性。

2.3   阳性样本的中和特异性验证

为检测阳性样本的中和作用是否为SARS-

CoV-2特异性中和，同时检测了相同假病毒体系

的其他3个病毒：VSV、SARS-CoV和MERS-CoV。

SARS-CoV恢复期病人血清和MERS DNA疫苗免疫

的小鼠血清的抑制曲线同图1类似，阳性对照成

立。实验同样采用复孔检测1∶30、1∶90、1∶270

三个稀释度，结果显示编号419、727和1153号的3

份阳性样本在1∶30稀释度下对3种病毒均有微弱的

抑制作用，提示该中和为非特异性中和作用；编号

132、645和1146的3份样品对2种病毒有弱的中和作

用；1∶90及1∶270稀释时，所有样本均为阴性。

具体见表1。

表 1   阳性血浆的 SARS-CoV-2 中和抗体抑制率

编号
SARS-CoV-2

VSV SARS-CoV MERS-CoV
初测 复测 均值

132 55 55 55 46 57 21

419 82 74 78 79 85 85

645 50 51 50 39 71 25

727 61 63 62 48 84 41

1146 55 52 54 60 64 18

1153 61 60 60 67 70 39

%
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3   讨论
新型冠状病毒的爆发，在不到4个月内传遍全

球，夺去了近6000人的生命[1-2,11]。由于没有疫苗及

特效药，隔离成为防止病情扩散的主要手段。然而

大范围的停工停产，给中国乃至全世界带来了巨大

的经济损失。如何找到快速有效的治疗方案，拯救

危重患者，防止疫情扩散，成为广大医务工作者和

科研工作者的当务之急。

IVIG作为从健康人血浆中提取的免疫球蛋白

制剂，因含有多种抗体成分，被认为具有增强免

疫力的功能。研究报道，IVIG已广泛应用于婴幼

儿重症肺炎[4]、成人急性病毒性肺炎[6]以及老年重

症肺炎[5]等肺炎的联合治疗，并取得较好的疗效。

因此，在新型冠状病毒疫情防控中，IVIG作为辅助

用药，也在临床上广泛用于救治肺炎患者[7-8]。然

而，IVIG的应用是否对于新型冠状病毒的治疗有直

接作用，尚未明确。另外，此次新型冠状病毒感

染潜伏期为1~14天，且不同个体感染临床症状差

异性大。虽有约2%的感染者会发展为重症甚至死

亡，但也有许多轻症或无症状感染者存在[2]。分析

不同个体对于该病毒的抵抗力差异的原因，正常人

群中是否存在针对该病毒的中和抗体，不同个体的

不同感染状态是否与其本身具有新型冠状病毒特异

性免疫球蛋白相关，为本课题研究的目的之一。在

恢复期病人特异性免疫血浆尚不充足的情况下，能

否在正常献浆者中筛选到中和活性稍高的样本进行

免疫球蛋白生产，用于临床治疗，亦为本课题研究

的初衷。

本研究共检测了1080份正常献血员的血浆，

以及26批次IVIG制品中的新型冠状病毒中和抗体含

量。结果提示6个样本在较低稀释度下（1∶30），

具有中和新型冠状病毒的能力，后来对假病毒载体

相关的VSV和2个类似的冠状病毒进行非特异性分

析，证明6份样品的中和活性均为非特异性中和。

可见，健康人群几乎不具备中和SARS-CoV-2的能

力。因此，IVIG制品的应用，仅有助于预防并发感

染，不具备治疗新冠病毒感染的作用。应尽快鼓励

恢复期病人捐献血浆，生产特异性免疫球蛋白，用

于治疗新型冠状病毒肺炎[12]。

由于假病毒中和抗体检测实验本身是基于细

胞学的试验，存在一定的检测误差，为了提高检

测结果的准确性和可重复性，样品检测时一般通

过多次实验、设定平行孔或不同系列稀释度的方

法确定最终阳性样品，检测过程相对烦琐。本研

究设计了初筛和复试实验策略，是因为假病毒方

法学验证时，发现背景人群的非特异抑制水平为

血清稀释30倍。只有稀释度超过30倍以上阳性的

样品，才可能具有特异抗病毒中和活性，所以选

择30倍稀释作为初筛稀释度。单一稀释度初筛，

减少了大量的实验室工作。对阳性样品进行非特

异性分析，可以避免假阳性反应。一般假阳性容

易发生在检测稀释度比较低的情况下。感染恢复

者血清中的中和抗体水平很高，曾利用该方法检

测多份感染恢复者血清，其中和抗体水平一般在

几百到几千的水平。采用恢复者血浆治疗重症患

者，可以发挥更大的临床治疗效果。

总之，本研究建立的方法和检测策略，预期

可以用于新冠肺炎感染恢复者血浆中和抗体水平的

检测和人群感染的血清流行病学调查。
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