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［摘要］ 目的 分析和鉴定抗 HPV11 病毒样颗粒( virus-like particle，VLP) 鼠源单克隆抗体的性质，筛选性质和生物学活性较优

的抗体，并初步应用于抗原或疫苗的质量分析。方法 分别利用间接 ELISA 法和 Western blot 对 HPV11 的 22 株单克隆抗体的亚类、
与 HPV11 VLP 的结合能力和构象敏感性进行检测; 采用血凝抑制实验对单克隆抗体的血凝抑制活性进行分析; 运用基于假病毒的抗

体中和实验对单克隆抗体的中和活性进行鉴定，选出中和活性高的单抗进行两两配对，采用双抗夹心 ELISA 法捕获单抗并筛选合适

的配对双抗。结果 对 22 株单抗的性质进行了详细和完整的鉴定，并根据构象敏感性进行排序，筛选出 6 株型别特异、结合活性强

且中和活性高的单抗( 2A2、4A1-3、16G7、14A6、9C12 和 19C7) ; 成功建立了基于单抗的双抗夹心( 14A6∶Ag∶9C12-HＲP) ELISA 定量

分析方法。结论 获得了较全面的 HPV11 VLP 单抗性质信息，建立了重组 HPV11 抗原质量分析的双抗夹心 ELISA 法，为 HPV11 抗

原的生命周期管理或尖锐湿疣疫苗的研发、工艺优化、产品放行和稳定性研究等提供了技术支持。
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［Abstract］ Objective To quantitatively analyze the characteristics of a panel of murine anti-human papillomavirus( HPV) 11 L1-derived virus-like
particle( VLP ) monoclonal antibodies ( mAbs ) and establish the mAb-based methods for antigen quality analysis． Methods A panel of 22 murine
anti-HPV11 mAbs were characterized in details with their isotype，and binding affinity，conformational sensitivity were examined quantitatively in the
direct binding ELISA and Western blot. The hemagglutination inhibition activity of mAbs were identified using the hemagglutination inhibition assay and
the pseudovirus ( PsV ) neutralization efficiency were examined quantitatively using the PsV-based neutralization assay. The type-specific，highly
conformational sensitive and neutralizing mAbs were selected to be used in the sandwich ELISA assay． Ｒesults Based on the quantitative and
semi-quantitative results，six type-specific，highly conformational sensitive and neutralizing mAbs ( 2A2，4A1-3，16G7，14A6，9C1 and 19C7 ) were
identified. These mAbs，along with 10D6 were screened as the capture mAb or as the detection mAb in the sandwich ELISA． Conclusion The binding
affinity，conformational sensitivity and neutralization efficiency of anti-HPV11 mAbs were characterized in details. A mAb-based sandwich ELISA assay
( 14A6∶Ag∶9C12-HＲP) were developed，which could be used in the in vitro potency analysis of HPV11 VLP-based vaccine．

［Keywords］ human papillomavirus; monoclonal antibody; pseudovirion; neutralization; quality analysis

人乳头瘤病毒( human papillomavirus，HPV) 是一类无包膜的

正二十面体对称的 DNA 病毒，主要侵害皮肤和粘膜组织，持续

感染可引起上皮细胞增生甚至癌变［1］。目前，已鉴定出 200 多

种亚型，约 40 种 HPV 可侵犯人体粘膜组织［2］。研究表明，多种

HPV 类型都可引起生殖器和肛周部位的疣状病变，即尖锐湿疣，

其中近 90% 是由低危型 HPV6 /11 引起［3-6］。迄今，市场上仅有 2
种基 于 重 组 病 毒 样 颗 粒 ( virus-like particle，VLP ) 研 发 的 对

HPV6 /11 有保 护 作 用 的 疫 苗，分 别 是 Gardasil  -4 四 价 疫 苗

( HPV6 /11 /16 /18) 和 Gardasil -9 九价疫苗 ( HPV6 /11 /16 /18 /
31 /33 /45 /52 /58) ［7］。目前，由本实验室研发的 HPV6 /11 尖锐湿

疣疫苗已进入临床实验 I 期。
与传统的减毒或灭活疫苗相比，重组 VLP 疫苗不含有病毒

基因，相对较安全，其功能对完整结构的依赖性更强，且不同病
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毒的重组 VLP 疫苗的质量分析方法具有共性。在宫颈癌疫苗的

研究中，有两家公司已经建立了基于特异性中和单抗的较为完

善的质量分析体系，其中较为重要的单抗分别为 HPV16. V5 和

HPV18. J4［8］。目前，有关 HPV6 /11 单抗的研究很少，尚未有优

势单抗用于尖锐湿疣疫苗质量分析的报道。所以，本研究主要

是对本实验室研发 HPV11 VLP( 尖锐湿疣疫苗的有效成分之一)

的单抗盘进行详细地性质分析和鉴定，筛选型别特异、构象敏

感、中和活性高的单抗，并将其初步用于建立 HPV11 VLP 的质控

方法( 双抗夹心 ELISA 法) ，为尖锐湿疣疫苗的周期管理、生产放

行和工艺改进等提供技术支持。
1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 病毒及细胞: 实验所用 HPV6 /11 VLP 抗原、22 株鼠

源单 克 隆 抗 体 及 HPV11 假 病 毒 均 为 实 验 室 生 产 纯 化 并 保

存［8-10］; 293FT 细胞购自 Invitrogen 公司。
1. 1. 2 实验动物: Balb /C 小鼠购自上海莱斯克实验动物有

限责任公司，饲养于厦门大学分子疫苗学与分子诊断学国家重

点实验室 SPF 级动物房内。本实验遵循《实验动物保护条例》，

得到本校实验动物伦理委员会批准，厦门大学实验动物许可证

号: SCXK( 闽) 2013-0001。
1. 1. 3 试剂: 羊抗鼠多抗 GAM 购自万域美蓝公司; 单抗分

型试剂盒购自英国 Serotec 公司; 胎牛血清( 南美血源) 购自 PAN
Biotech; Bradford 蛋白浓度测定试剂盒购自碧云天生物技术研究

所; 硝酸纤维素膜为德国 Schleicher＆Schuell 公司产品; Western
blot ECL 试 剂 盒 购 自 美 国 Advansta 公 司; 辣 根 过 氧 化 物 酶

( HＲP) 购自 Sigma 公司; ELISA 实验中的封闭液、样品稀释液和

标酶稀释液均为实验室配制，命名为 ED; ELISA 实验终止液和显

色液购自北京万泰生物公司; 其余生化药品均为分析纯。
1. 1. 4 仪 器: 荧 光 斑 点 分 析 仪 ( ImmunSpot @ S5 UV

Analyzer) 购自美国 CTL 公司; 蛋白电泳仪 ( Basic) 及转移装置

( TE77) 购自美国 Bio-Ｒad 公司; 酶标仪( PHOMO) 购自安图实验

仪器( 郑州) 有限公司; 自动洗板机( DEM-3) 购自北京拓普分析

仪器有限责任公司。
1. 2 方法

1. 2. 1 基于间接 ELISA 法的单抗性质检测

① 单抗与抗原结合活性检测: 重组蛋白 HPV11 VLP( 1 μg /mL)

包被 96 孔板，每孔 100 μL，用 ED 封闭( 200 μL /孔) ; 将 22 株抗

HPV11 VLP 单抗分别用 ED 稀释至 1 μg /mL，加入首孔，2 倍系列

稀释 11 个梯度，双孔重复，室温放置 1 h; 酶标二抗 GAM-HＲP
( 1∶5000) 100 μL /孔，室温放置 1 h; 室温显色 10 min，终止，酶标

仪 450 nm 波长处检测; 使用 GraphPad Prism 5 ( GraphPad，USA)

软件进行数据分析，以四参数模型进行曲线的拟合，计算 EC50

数值。
② 单抗构象敏感性检测: 重组蛋白 HPV11 VLP 进行变性处

理: 用含有 20 mM 二硫苏糖醇 ( DTT) 的 20 mM 碳酸盐缓冲液

( pH 9. 6) 将蛋白稀释至 2 μg /mL，50 μL /孔加入 96 孔板内，37 ℃
处理过夜烘干，获得构象破坏的抗原，并用 ED 室温封闭 2 h; 同

时，使用未处理的 HPV11 VLP 以 100 ng /孔包被 96 孔板。实验

过程中，单抗分别与完整 HPV11 VLP 和变性的 HPV11 抗原反

应，进行四参数拟合，分别得到 EC50，Native 和 EC50，Denatured。单抗对

所识别 抗 原 表 位 的 构 象 敏 感 性 由 rEC50 ( rEC50 = EC50，Native /
EC50，Denatured ) 表示，rEC50值越大说明单抗构象敏感性越强。

③ 单抗亚类鉴定: 采用 Serotec 公司抗体分型试剂盒通过间

接 ELISA 法对单抗亚类进行鉴定。
④ 单抗与 HPV6 VLP 的交叉反应性检测( 型别特异性) : 将

固定浓度的 HPV11 单抗( 1 μg /mL) 分别与包被在 96 孔板中的

HPV6 /11 抗原反应。HPV11 型单抗与 HPV6 VLP 交叉反应率

为: OD 450，HPV6 / OD 450，HPV11 × 100%。
1. 2. 2 Western blot 检 测 单 抗 性 质: 将 HPV11 VLP 进 行

SDS-PAGE 凝胶电泳，转膜，封闭; 将膜裁剪为 0. 5 cm 宽的矩形

条，分别与 22 株单抗( 1 μg /mL) 反应 1 h，清洗 3 次，与酶标二抗

GAM-HＲP( 1∶5000) 反应 1 h，清洗 3 次，曝光显色。
1. 2. 3 基于细胞水平的单抗性质检测

① 小鼠红细胞凝集与凝集抑制实验: Balb /C 小鼠眼球后取

血，阿氏液抗凝; 将采集到的小鼠血用 PBS 清洗，2500 r /min 离心

5 min，清洗 3 次，再与 PBS 按体积比 1∶99 配制成 1% 的红细胞

悬液; 取 96 孔 U 型板，在第 1-11 孔中加入 40 μL 用 PBS 1. 5 倍

稀释的 HPV11 抗原，在第 12 孔中加入 40 μL PBS( 阴性对照) ，

双孔重复; 每孔加入 40 μL 1% 的红细胞悬液，室温静置 4 h，观察

抗原使小鼠红细胞凝集现象; 以引起血凝现象的抗原最低浓度

的 4 倍作为凝集抑制实验的抗原浓度。
取 96 孔 U 型板，用 PBS 将抗体( 首孔 45 μg /mL) 进行 1. 5

倍系列稀释到第 10 孔，每孔终体积 40 μL，在第 12 孔中加入 80
μL PBS; 将稀释好的抗原加入板中 1-11 孔，每孔 40 μL; 将 1%的

红细胞悬液缓慢加入板中，每孔 40 μL，双孔重复; 室温静置 4 h，

观察小鼠红细胞凝集抑制现象。以抗体抑制血凝现象最低浓度

的 4 倍作为抗体的血凝抑制滴度。
② 假病毒中和试验测定单抗的中和活性: 基于假病毒的中

和试验参考已有报道［8，11-12］，简介如下: 将 100 μL 293FT 细胞铺

于 96 孔细胞培养板中( 1. 5 × 104 个细胞 /孔) 培养至贴壁; 单抗

用 10% DMEM 培养基 2 倍系列稀释，双孔重复，每个梯度取 60
μL 与同样体积稀释于 10% DMEM 培养基的假病毒液 ( MOI =
0. 2) 混合; 取 100 μL 抗体-假病毒混合液加入细胞板，37 ℃孵育

72 h; 荧光斑点分析仪读取荧光点数，单抗的感染抑制率 =［1 －
( 样品孔计数点 － 阴性对照孔计数点) / ( 阳性孔计数点 － 阴性对

照孔计数点) ］× 100% ，以单抗感染抑制率和单抗浓度拟合中和

曲线。抗体中和活性为抑制 50% 假病毒感染细胞的浓度。
1. 2. 4 基于非重叠双表位的双抗夹心 ELISA 方法建立: 基

于以上单抗性质，筛选型别特异、结合活性强、构象敏感、中和活

性高的单抗，分别进行 HＲP 标记，两两配对( 排除自身配对) ; 其

中捕获抗体浓度为 1 μg /mL，每孔 100 μL 包板; 抗原首孔为 1
μg /mL，2 倍系列稀释 11 个梯度，室温静置 1 h; 酶标二抗 X-HＲP
( 1∶ 4000 ) 100 μL /孔，室 温 静 置 1 h; 显 色，终 止，酶 标 仪

( 450 nm) 检测。
数据分析采用平行线分析法: 得到的双孔重复 ELISA 数据

偏差不超过 20% 时认为重复性良好，去除偏差超过 20% 的数据

后，用“GraphPad Prism 5”四参数模型进行第一次拟合，得到 4
个 Hillslope，样品的 Hillslope 与对照样品的 Hillslope 偏差不超过

20% 时样品曲线有效，否则不能参与下一步拟合; 排除不可用曲

线后，数据进行第二次拟合，用四参数模型进行等底、等高和等
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斜率拟合，得到 EC50值; 样品的相对效价 rEC50 = ( EC50，Ｒeference ) /
( EC50，Sample ) × 100%。

2 结果

2. 1 基于免疫化学检测方法 ( 间接 ELISA) 的单 抗 性 质

检测

2. 1. 1 单抗与抗原的结合活性测定: 通过单抗浓度与显色

效应值拟合结合曲线，计算得到 EC50，EC50值越小说明单抗与抗

原的 结 合 活 性 越 强，见 图 1。单 抗 盘 中 2A2、4A1-3、16G7、
10D6、14A6、9C12、19C7、18D3、1H8 和 17B9 10 株 单 抗 的

EC50 均 ＜ 20 ng /mL，与抗原的结合 活 性 较 高，且 均 为 IgG1 亚

型( 见表 1 ) 。

图 1 基于 EC50 排序的单抗与抗原结合活性

( 插图: 以 8A1 为例说明抗体与抗原的结合反应曲线)

Fig. 1 Affinity ranking based on EC50 derived from a direct ELISA assay

( Inset: Binding profiles for one mAb( 8A1) with strong affinity to native

HPV11 antigen in a direct binding ELISA)

表 1 HPV11 单抗的性质

Tab. 1 Characteristics of a panel of murine anti-HPV11 monoclonal antibodies

抗体 分型
结合滴度( 完整 VLP)

EC50 ，ng /mL
结合活性( 变性 VLP)

EC50 ，ng /mL
构象敏感性

( rEC50 )
中和活性

NT50 ，ng /mL
血凝抑制滴度
μg /mL

与 HPV6 VLP 交叉反应
( % )

Ⅰ. 构象非常敏感组 ( rEC50 ＞ 15)

2A2 IgG1 2. 7 ＞ 1 000 ＞ 360 22. 0 ＞ 45 —

4A1-3 IgG1 6. 4 ＞ 1 000 ＞ 150 2. 0 5. 93 —

16G7 IgG1 8. 3 ＞ 1 000 ＞ 120 4. 0 45 —

10D6 IgG1 10. 2 ＞ 1 000 ＞ 98. 2 ＞ 1 000 30 95

14A6 IgG1 19. 3 ＞ 1 000 ＞ 51. 8 1. 9 45 —

9C12 IgG1 19. 4 ＞ 1 000 ＞ 51. 7 3. 9 ＞ 45 —

12F2 IgG2b 21. 4 ＞ 1 000 ＞ 46. 7 22. 0 30 23

Ⅱ. 构象敏感组 ( rEC50 ，2. 0 ～ 15)

19C7 IgG1 1. 3 13 10. 3 1. 7 30 54

18D3 IgG1 6. 3 28. 5 4. 6 2. 2 30 18

5E12 IgG1 220. 8 ＞ 1 000 ＞ 4. 5 50. 5 45 —

20C12 IgM 282. 3 ＞ 1 000 ＞ 3. 5 ＜ 1 30 100

8A1 IgG1 21. 3 72. 1 3. 4 19. 2 30 39

4C12 IgG2a 359. 8 ＞ 1 000 ＞ 2. 8 344. 5 ＞ 45 27

1A6 IgG3 349. 8 775. 3 2. 2 212. 3 30 —

Ⅲ. 构象不敏感组 ( rEC50 ，0. 5 ～ 2. 0)

19B5 IgG1 63. 6 79 1. 2 ＞ 1 000 ＞ 45 74

4D2 IgG1 50. 6 61. 2 1. 2 ＞ 1 000 20 —

6A10 IgG2a 34 33. 3 1 ＞ 1 000 20 —

1C4 IgG1 58. 6 45. 9 0. 8 ＞ 1 000 13. 33 91

15G8 IgG1 18. 7 13 0. 7 ＞ 1 000 8. 89 100

20A1 IgG1 386 212. 6 0. 6 ＞ 1 000 20 100

Ⅳ. 与变性抗原反应增强组 ( rEC50 ＜ 0. 5)

1H8 IgG1 12. 3 4. 5 0. 4 ＞ 1 000 30 -

17B9 IgG1 7. 3 0. 9 0. 1 ＞ 1 000 8. 89 100

2. 1. 2 单抗构象敏感性检测: 以 9C12、17B9 和 19C7 3 株单

抗为例展示拟合曲线，根据拟合曲线计算抗体与抗原的结合活

性 EC50，进而求得 rEC50，见图 2A。根据 rEC50 值的大小将 22 株

单抗分为 4 组: 构象非常敏感组、构象敏感组、构象不敏感组和

与变性抗原反应增强组。2A2、4A1-3、16G7、10D6、14A6、9C12、
12F2 和 19C7 8 株单抗的 rEC50比值均在 10 以上，具有较强构象
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敏感性，可用于抗原结构完整性的检测。见表 1。

图 2 ELISA 检测 HPV11 单抗的构象敏感性

A: 9C12、17B9 和 19C7 的 ELISA 检测曲线; B: 单抗的构象敏感性排序

Fig. 2 Conformational sensitivity of a panel of murine anti-HPV11 VLP mAbs based on their binding activity using native vs. denatured antigen in a direct ELISA assay

A: The primary ELISA binding profiles to denatured HPV11 VLP ( black curve) as compared to native HPV11 VLP ( red curve) ，using three representative

mAbs，9C12，17B9 and 19C7; B: Conformational sensitive priority of mAbs according to rEC50

2. 1. 3 单抗型别特异性鉴定: 间接 ELISA 法检测结果显

示: 2A2、4A1-3、16G7、14A6、9C12、5E12、1A6、4D2、6A10 和 1H8

共 10 株单抗与 HPV6 VLP 均无反应，为 HPV11 型别特异的单

抗; 其余 12 株单抗与 HPV6 VLP 均有不同程度的交叉反应 ( 见

表 1) 。
2. 2 Western blot 检测单抗的效价 Western blot 检测结果

显示: 单抗与 HPV11 VLP 作用后在 55 kDa 左右有明显条带;

6A10、15G8、17B9、20A1、4D2、1C4、1H8、1A6 和 8A1 等单抗与变

性 HPV11 抗原反应较明显，为识别线性表位单抗; 其余单抗反应

不明显，为识别构象表位单抗; 该结果与图 2 中 ELISA 检测结果

一致，见图 3。

图 3 Western blot 检测 HPV11 单抗的构象敏感性

Fig. 3 Conformational sensitivity of a panel of murine anti-HPV6

VLP mAbs based on Western blot assay

2. 3 小鼠红细胞凝集与凝集抑制实验 在小鼠红细胞凝

集实验中，HPV11 VLP 浓度为 3. 94 μg /mL 时可引起小鼠红细胞

凝集，以 4 倍该浓度即 15. 76 μg /mL 为凝集抑制实验抗原的浓

度; 以 4A1-3 为例展示单抗抑制小鼠红细胞凝集现象，随着单抗

浓度的降低，其血凝抑制能力逐渐减弱，见图 4。除 2A2、9C12、
4C12 和 19B5 4 株单抗在浓度 45 μg /mL 时未观察到凝集抑制现

象，其余 18 株单抗均可以产生凝集抑制现象，但其效力不同( 见

表 1) 。表明 HPV11 VLP 具有完整的生物活性，且部分抗体可抑

制由 HPV11 VLP 引起的细胞凝集反应。

图 4 HPV11 单抗的血凝抑制活性

Fig. 4 Cell-based hemagglutination inhibition activity of anti-HPV11 mAbs

2. 4 基于假病毒中和试验的单抗中和活性 以抗体浓度

与假病毒感染抑制率拟合曲线，结果见图 5。通过抑制曲线计算

抗体的中和滴度 NT50 ( ng /mL) ，结果见表 1。NT50 越小说明抗体

的中和活性越高，综合表 1 数据可发现: 中和活性越高的单抗与

抗原的结合活性越高，构象敏感性越强。
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图 5 基于假病毒( L1 + L2) 中和模型的 HPV11 单抗中和活性

拟合曲线( 以 4A1-3，5E12 和 8A1 为例)

Fig. 5 Profiles of viral neutralizing activity of anti-HPV11 mAbs ( taking

4A1-3，5E12 and 8A1 for examples) in a HPV PsV-based assay

2. 5 基于非重叠双表位的双抗夹心 ELISA 方法建立 根

据以上对 HPV11 VLP 单抗的性质鉴定，筛选出型别特异、结合

活性强、构象敏感、中和活性高的 6 株单抗( 2A2、4A1-3、9C12、

10D6、16G7、19C7 和 14A6 ) 。以上 6 株抗体与结合活性较高、

构象较敏感的单抗 10D6 共同用于双抗夹心 ELISA 法的建立。

如图 6A 所示: 以 19C7∶Ag∶X-HＲP 为例，每种配对均可得到

完整的拟合曲线并求得 EC50 ，EC50 值越小说明该配对的灵敏度

越高。通过初步筛选( 图 6B) ，确定 14A6、19C7 和 9C12 作为候

选捕获单抗，9C12、10D6 和 19C7 作为候选检测单抗，进行重现

性考察。

图 6 基于非重叠双表位的双抗夹心方法的初步筛选

A: 以 19C7 为捕获抗体的配对拟合曲线; B: 双抗夹心 ELISA 配对初步结果

Fig. 6 Screening of two none-overlapping epitopes based sandwich ELISA assay in detecting the elative antigenicity determination of HPV11 antigen

A: Profiles of 19C7∶Ag∶X-HＲP in a sandwich ELISA; B: Preliminarily screening of the capture mAb and detection mAb in a sandwich ELISA assay

3 株候选捕获单抗与 3 株候选检测单抗分别进行配对，共有

7 种配对方案( 排除自身配对) ，如图 7A 所示。经过第 2 轮重现

性考察，在 7 个候选配对中，14A6∶Ag∶9C12-HＲP 检测灵敏度

为 58 ng /mL( EC50 － 2s，n = 9 ) ; 板内变异系数为 1. 3% ～ 8. 9% ，

板间变异系数为 4. 1% ～ 10. 2% ，总变异为 7. 5%。14A6∶Ag∶

9C12-HＲP 双抗夹心 ELISA 法灵敏度高，重现性较好，推荐其作

为 HPV11 抗原检测的双抗夹心 ELISA 法的配对方案( 见图 7B) 。

图 7 基于非重叠双表位的双抗夹心 ELISA 方法的建立

A: 候选双抗夹心 ELISA 法单抗配对重现性考察; B: 双抗夹心 ELISA 方法 14A6∶Ag∶9C12-HＲP 的确立

Fig. 7 Establishing of two none-overlapping epitopes based sandwich ELISA assay in detecting the elative antigenicity determination of HPV11 antigen

A: Ｒeproducibility study of 7 candidates in the sandwich ELISA; B: Profiles used to show the relative antigenicity( rEC50 ) of HPV11 using 14A6∶Ag∶9C12-HＲP

3 讨论

重组 VLP 疫苗的质量分析是运用定性或定量的方法对可诱

发保护性中和抗体表位进行分析的过程。HPV 型别特异的中和

单抗可特异性的识别 VLP 上的表位，间接反映 VLP 的结构特点

和活性成分，因此，可利用特异性的单抗建立疫苗的质量分析方

法［13-15］。本研究对 HPV11 VLP 的单抗盘进行了详细的性质分

析，获得了 22 株单抗的亚类、与抗原的结合活性、构象敏感性、
血凝抑制活性及中和活性等性质，并根据单抗的构象敏感性将

其分为 4 组: 构象非常敏感组、构象敏感组、构象不敏感组和与

变性后抗原结合活性增强组。根据单抗性质，筛选出型别特异、
构象敏感、中和活性高的抗体 6 株( 2A2、4A1-3、9C12、16G7、19C7
和 14A6) ，与结合活性高、构象较敏感的 10D6 共同用于建立
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HPV11 抗原及疫苗的质量分析方法; 利用 14A6 和 9C12 2 株单

抗建立了灵敏度高、重现性较好的双抗夹心 ELISA 法，可用于疫

苗抗原的生产周期管理，疫苗的放行、工艺改进及稳定性研究。
双抗夹心 ELISA 方法可作为疫苗的体外效力评价实验 ( in

vitro relative potency assay，IVＲP) 。有公司已通过长期的数据积

累确立了 IVＲP 与动物实验之间的相关性，并将其取代动物实验

用于 HPV 疫苗的常规生产监测和放行实验中［16］。本课题组亦

将积累 IVＲP 与动物实验的相关数据，并分析 2 者的相关性，为

IVＲP 代替动物实验应用于疫苗生产和放行中提供数据支持。
型别特异、构象敏感、中和活性高的单抗作为分子探针可以

用于疫苗的免疫效果评价［17-19］，从而更好的认识和理解抗原表

位信 息，有 利 于 进 一 步 研 究 HPV11 抗 原 与 机 体 的 作 用 机

制［20-22］。为获得更加详细的抗原表位信息，后期课题组将尝试

通过 X-射线晶体衍射技术或低温电镜三维立体重建技术确定关

键中和抗体识别的表位，这将有助于新的治疗手段或新型疫苗

的研发［23-25］。
综上，本研究获得了较为详细的 HPV11 VLP 单抗盘的信息，

为建立基于抗原抗体特异反应的多角度全方位的疫苗抗原分析

方法奠定了工作基础; 利用筛选出的单抗建立了 HPV11 抗原质

量分析的双抗夹心 ELISA 法，为基因工程重组尖锐湿疣疫苗的

研发、工艺优化、产品放行和稳定性研究等提供了技术支持。
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