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摘   要：微管相关蛋白 tau 抗体在阿尔茨海默病(Alzheimer’s disease, AD)及其他 tau 蛋白病的基础

和临床研究中发挥重要作用。采用重组人 tau441 作为免疫原，通过细胞融合及有限稀释法筛选并

获得分泌抗人 tau 蛋白 N 端结构域(tau N-terminal domain, NTD-tau)单克隆抗体杂交瘤细胞株，通

过制备小鼠腹水及亲和层析获得纯化的单克隆抗体；分别采用间接 ELISA 检测其灵敏度，蛋白

质印迹检测其特异性；建立并优化人 tau 蛋白双抗体夹心 ELISA 检测方法。结果显示，杂交瘤细胞克隆

阳性率为 83.6%，建立分泌 ZD8F7 单克隆抗体的稳定细胞株，细胞上清中抗体效价为 1:16 000；腹水中

抗体效价高于 1:256 000；纯化后单克隆抗体效价高于 1:128 000；表位分析显示，ZD8F7 单克隆抗体识

别 tau21−37 位氨基酸，位于 N 端结构域；蛋白质印迹分析显示，ZD8F7 单克隆抗体识别 50−70 kDa 重
组人 tau 蛋白及转基因 AD 模型小鼠(APP/PS1/tau)脑组织中 50 kDa 的人 tau 蛋白；以 ZD8F7 单克隆

抗体作为捕获抗体建立的人 tau 蛋白定量检测方法，线性范围在 7.8−500.0 pg/mL，可以识别 AD 转

基因小鼠脑组织以及血浆中的人 tau 蛋白，而不识别小鼠 tau 蛋白。综上，本研究制备的人

NTD-tau 特异性单抗和双抗体夹心 ELISA 检测方法灵敏度高，为神经退行性疾病中 tau 蛋白检测

提供了有力工具。 
关键词：阿尔茨海默病生物标志物；微管相关蛋白 tau；双抗体夹心 ELISA；单克隆抗体 

·生物技术与方法· 
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Abstract: The antibodies to the microtubule-associated protein tau play a role in basic and 
clinical studies of Alzheimer’s disease (AD) and other tauopathies. With the recombinant 
human tau441 as the immunogen, the hybridoma cell strains secreting the anti-human tau 
N-terminal domain (NTD-tau) monoclonal antibodies were generated by cell fusion and 
screened by limiting dilution. The purified monoclonal antibodies were obtained by inducing 
the mouse ascites and affinity chromatography. The sensitivity and specificity of the 
monoclonal antibodies were examined by indirect ELISA and Western blotting, respectively. A 
double antibody sandwich ELISA method for detecting human tau protein was established and 
optimized. The results showed that the positive cloning rate of hybridoma cells was 83.6%. A 
stable cell line producing ZD8F7 antibodies was established, and the antibody titer in the 
supernatant of the cell line was 1:16 000. The antibody titer in the ascitic fluid was higher than 
1:256 000; and the titer of purified ZD8F7 monoclonal antibodies was higher than 1:128 000. 
The epitope analysis showed that the ZD8F7 antibody recognized tau21–37 amino acid in the 
N-terminal domain. The Western blotting results showed that the ZD8F7 antibody recognized 
the recombinant human tau protein of 50–70 kDa and the human tau protein of 50 kDa in the 
brain tissue of transgenic AD model mice (APP/PS1/tau). With ZD8F7 as a capture antibody, a 
quantitative detection method for human tau protein was established, which showed a linear 
range of 7.8–500.0 pg/mL and could identify human tau protein in the brain tissue of AD 
transgenic mice and human plasma but not recognize the mouse tau protein. In conclusion, the 
human NTD-tau-specific monoclonal antibody and the double antibody sandwich ELISA 
method established in this study are highly sensitive and can serve as a powerful tool for the 
detection of tau protein in neurodegenerative diseases. 
Keywords: biomarkers of Alzheimer’s disease; microtubule-associated protein tau; double 
antibody sandwich ELISA; monoclonal antibody 

 
阿尔茨海默病(Alzheimer’s disease, AD)是

引起老年人痴呆的最常见原因，其病理特征是 β
淀粉样蛋白(amyloid β, Aβ)在脑内沉积形成老年

斑(senile plaques, SPs)、tau 蛋白异常磷酸化形成

神经纤维缠结(neurofibrillary tangles, NFTs)和神

经元损伤[1]。起病隐匿，渐进性认知障碍，最终
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出现痴呆。目前尚未能解决 AD 的早期诊断、预

防和根治的问题[2]。 
人 tau 蛋白分 4 个结构域，分别是氨基端结

构域(或 N 端结构域) (N-terminal domain, NTD) 
(1−151 aa)、脯氨酸富集域(proline-rich domain, 
PRD) (152–244 aa)、微管结合域(microtubule- 
binding domain, MBD) (245−369 aa)和羧基端结

构域(C-terminal domain, CTD) (370–441 aa)[3]。

在生理条件下，tau 蛋白主要在神经元轴突中表

达，在神经胶质细胞中低水平表达[4]。目前发现，

AD 病理性 tau 聚集物仅存在于神经元中，且被认

为是由 Aβ 蛋白驱动或加速的；而在原发性 tau
病变中，包括匹克病(Pick’s disease, PiD)、皮质基

底变性(corticobasal degeneration, CBD)和进行性

核上性麻痹(progressive superanuclear palsy, PSP)
等，胶质细胞则存在更显著的 tau 蛋白包涵体[5]。 

Tau 蛋白异常代谢、过度磷酸化修饰

(p-tau181、p-tau217 和 p-tau231 等)和聚集反映

了 AD 脑组织的病理改变。相比于 p-tau，血液

中非磷酸化 tau 作为生物标志物在 AD 诊断中的

作用仍不确定，而不同 tau 片段的特异性抗体则

是解决这一问题的关键[6]。早期文献中[7]建立的

tau 单克隆抗体，部分由牛脑组织作为免疫原，

得到的抗体通常存在人、小鼠和牛的交叉反应；

也有用 AD 患者脑组织提取物作为免疫原，得到

的抗体多是针对成熟的配对螺旋样纤维(paired 
helical filaments, PHF)或者原纤维，无法用来检

测血液中 tau 蛋白及其片段。目前市售的 tau 单

克隆抗体，有些是采用重组人 tau 蛋白作为免疫

原，但是并未明确其识别 tau 不同结构域的信息，

有些不适用于酶联免疫吸附试验(enzyme linked 
immunosorbent assay, ELISA)等高通量检测方

法。这些都给 AD 检测用途的 tau 蛋白单克隆抗

体选择带来了困难。 
本研究用重组人 tau441 蛋白作为免疫原，

通过杂交瘤技术筛选并鉴定人 tau蛋白 N端结构

域(tau N-terminal domain, NTD-tau)特异性单克

隆抗体，同时建立了灵敏度较高的人 tau 蛋白定

量检测方法，适合于血液检测的线性范围在

7.8−500.0 pg/mL，为我国老龄人群健康体检、

AD 及 tau 蛋白病的血液样本早诊早筛提供了技

术支撑。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  实验动物和细胞株 

实验用 BALB/c 小鼠购自斯贝福(北京)生物

技术有限公司，转基因小鼠(APP/PS1/tau)购自北

京华阜康生物科技股份有限公司，饲养于北京实

验动物研究中心有限公司无特定病原体(specific 
pathogen free, SPF)级动物房。所有动物实验均遵

守北京实验动物研究中心伦理委员会的相关规定

(批准号：2022030)。小鼠骨髓瘤细胞 Sp2/0-AG14
购自中国科学院上海细胞生物学研究所。 
1.1.2  试剂、重组蛋白和抗体 

弗氏完全佐剂(freund’s complete adjuvant, 
FCA) 、弗氏不完全佐剂 (freund’s incomplete 
adjuvant, FIA)、PEG 1450 (polyethylene glycol 
1450)、降植烷(pristane)、HAT、HT 和小鼠单克

隆抗体同种型试剂盒均为 Sigma-Aldrich 公司产

品；RPMI 1640 培养液、HT7-Bio 单抗和 BT2-Bio
单抗均购自 ThermoFisher Scientific 公司；Tau5
单抗为 BioLegend 公司产品；兔抗人 sTREM2
单抗购自 Abcam 公司；重组人 tau441 蛋白为

Rockland 公司产品；重组人 His-tau441 和

sTREM2 蛋白由本实验室制备[8]；800 通道近红

外染料标记驴抗兔 IgG (IRDye 800CW Donkey 
anti-Rabbit IgG (H+L))和 680 通道近红外染料标记

驴抗小鼠 IgG (IRDye 680CW Donkey anti-Mouse 
IgG (H+L))均为 LI-COR 公司产品。 
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1.2  重组人 tau 蛋白特异性单克隆抗体的

筛选和制备 
1.2.1  小鼠免疫 

取 6−8 周龄雌性 BALB/c 小鼠，用重组人

His-tau441 蛋白免疫(免疫程序见图 1A)。 
1.2.2  免疫组化检测小鼠血清识别转基因小鼠

脑组织的情况 
转基因小鼠(APP/PS1/tau)脑组织常规取材、

固定和包埋，石蜡切片脱蜡至水，用 EDTA 抗

原修复缓冲液(pH 9.0)微波修复。3%双氧水以阻

断内源性过氧化物酶。加免疫小鼠血清(1:100)，
湿盒内 4 ℃过夜。常规显色、复染、封片和镜检。 
1.2.3  细胞融合 

无菌条件下，取冲击免疫 3−4 d 后的小鼠脾

脏，制备单细胞悬液。常规方法与 Sp2/0-AG14
细胞融合，接种于含有饲养层细胞的 96 孔培养

板，HAT 和 HT 筛选。 
1.2.4  阳性克隆的筛选、亚克隆和建株 

间接 ELISA 检测克隆上清，阳性孔的判断

标准：P/N 值≥2.10，即(样品孔平均值−空白孔平

均值 )/(阴性对照孔平均值−空白孔平均值 )≥ 
2.10，且 OD450 值≥0.10。克隆阳性率(%)=(克隆

阳性孔/检测的细胞克隆生长孔)×100%。采用有

限稀释法对分泌抗体的阳性孔进行反复克隆化，

至所有单克隆孔上清抗体阳性率为 100%，选定

的细胞株稳定培养 90 d 以上，期间以 2 μg/mL 

tau441 蛋白为包被抗原，间接 ELISA (方法同

1.3)检测其细胞上清效价。 
1.2.5  单克隆抗体的大量制备和纯化 

降植烷预处理 BABL/c 小鼠，腹腔注射筛选

所得杂交瘤细胞[(0.5−1.0)×107 个细胞/只]诱生

腹水，并使用间接 ELISA 检测其效价(方法同

1.3)。使用 AKTA explore 100 蛋白纯化系统通过

Protein A 亲和层析柱纯化腹水，获得单克隆抗

体，并用 SDS-PAGE 对该抗体进行检测。 

1.3  间接 ELISA 检测纯化后单抗的效价 
重组人 tau441 蛋白(Rockland，以下简称为

tau441R) (20 ng/孔)包板，10% FBS，37 ℃封闭

2 h。加入纯化后单抗，每孔 50 μL，同时设置阳

性对照和阴性对照，室温孵育 1.5 h。二抗为山

羊抗小鼠 IgG-HRP (1:3 000 稀释)，3,3ʹ,5,5ʹ-四甲

基联苯胺(3,3ʹ,5,5ʹ-tetramethylbenzidine, TMB)显
色，0.5 mol/L 硫酸终止反应，测定 OD450 光吸收

值。阳性结果的判定标准同 1.2.4。 

1.4  小鼠脑组织总蛋白的提取 
用 RIPA 裂解液[50 mmol/L Tris (pH 7.4)、

150 mmol/L NaCl、1% Triton X-100、1% Sodium 
deoxycholate、0.1% SDS、1 mmol/L EDTA、    
1 mmol/L PMSF 和 25×cOmpleteTM 蛋白酶抑制

剂混合物]制备 AD 转基因小鼠(APP/PS1/tau)[9]

和野生型(wild type, WT)小鼠(背景品系 C57BL/6J)
脑组织裂解液，BCA 试剂盒测定总蛋白浓度， 

 
图 1  小鼠免疫效果检测   A：小鼠免疫程序. B：免疫后小鼠血清中 IgG 效价 
Figure 1  Mouse immune efficacy testing. A: The mouse immunization schedule. B: The IgG titers in serum of 
immunized mice. 
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分装，−80 ℃保存。 
1.5  单克隆抗体特异性的检测 
1.5.1  聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE) 

取重组蛋白 0.5 μg 或者小鼠脑组织裂解液

30 μg，与 5×样品缓冲液混匀后上样。样品通过浓

缩胶时电压为 80 V，通过分离胶时电压为 120 V。 
1.5.2  蛋白质印迹(Western blotting) 

半干转膜，电流约为膜面积的 1.2 倍，时间

为 1 h。当一抗为筛选所得单抗(1:1 000)和阳性

对照 Tau5 单抗时，二抗使用 Odyssey 680 通道

驴抗小鼠 IgG [IRDye 680CW Donkey anti-Mouse 
IgG (H+L)] (1:10 000)。阴性对照蛋白为 sTREM2
蛋白，识别 sTREM2 的一抗为兔抗人 sTREM2
单抗，二抗为 Odyssey 800 通道驴抗兔 IgG 
[IRDye 800CW Donkey anti-Rabbit IgG (H+L)] 
(1:10 000)。参照抗体使用说明书进行孵育，使

用 LI-COR Odyssey Clx Imager 近红外扫描成像

系统分析。 
1.6  单克隆抗体同种型的鉴定 

小鼠单克隆抗体同种型试剂盒(Sigma-Aldrich
公司)鉴定筛选所得单克隆抗体同种型。使用同

种型特异性抗体(IgG1、IgG2a、IgG2b 和 IgG3)
包板，杂交瘤细胞培养上清为样品，碱性磷酸酶

标记的山羊抗小鼠 IgG (Fab 特异性)抗体检测。

具体按照说明书操作。 
1.7  单克隆抗体表位的鉴定 

使用重组人 tau 441蛋白及其截短体(1−52 aa、
45−230 aa、151−233 aa 和 231−441 aa) (本实验室

保存)包板(105−10−3 ng/mL)，tau 1−52 位氨基酸

截短体(1−17 aa、6−22 aa、11−27 aa、16−32 aa、
21−37 aa、26−42 aa、31−47 aa 和 36−52 aa)包板

(5 000−78.125 pg/mL)，方法同 1.3，检测单抗的

抗原识别情况。 
1.8  人 tau 蛋白双抗体夹心 ELISA 检测方

法条件优化 
1.8.1  封闭液的选择 

为了降低背景信号，比较了不同封闭液

(BSA、FBS、脱脂牛奶和酪蛋白)的效果。以阴

性对照 OD450 值在 0.10 以下作为合格，均进行

3 次独立性重复试验，进行统计分析。 
1.8.2  抗体对匹配方案 

采用不同的抗体匹配，方案见表 1。 
1.8.3  抗体稀释比例的优化 

采用棋盘滴定方法检测，筛选确定一抗和

二抗合适的稀释比例，将一抗从 1:1 000 稀释

到 1:2 000，二抗从 1:1 000 稀释到 1:8 000，其

他的反应条件均保持不变。用酶标仪读取 OD450

值，根据 P/N 值选取最优的一抗和二抗稀释比

例，均进行 3 次独立性重复试验，进行统计分析。 
1.8.4  标准曲线的建立和特异性 

选择重组人 tau 蛋白为双抗体夹心 ELISA

的校准品，梯度稀释为 500、250、125、62.5、

31.25、15.6、7.8 pg/mL，每孔 50 μL。 

按照最终优化的条件，完成对以上校准物质的

检测，测定 OD450反应值。同时，为了检测其特异

性，同时使用 Aβ42 和 sTREM2 作为对照校准物。 

1.9  检测小鼠脑组织蛋白和人外周血 
1.9.1  小鼠脑组织蛋白提取 

方法同 1.4。 
1.9.2  人外周血的采集和处理 

静脉血充满整个采血管(EDTA-Na2 为抗凝

剂)，轻柔反转混匀，于 4 ℃、1 500×g 离心 15 min，

−80 ℃保存。 
1.9.3  样本的检测 

使用 1%酪蛋白将校准物依次稀释为 500、

250、125、62.5、31.25、15.6、7.8 pg/mL，用

1%酪蛋白将检测抗体(HT7-Bio 和 BT2-Bio)以

1:1 000 稀释。将 tau441 标准品和血浆以每孔

50 μL 加到包被好的酶标板中；同时每孔加入检

测抗体工作液 50 µL。轻拍酶标板边框混匀，室

温反应后，每孔加入 100 μL HRP 标记的链霉亲

和素(1%酪蛋白以 1:2 000 稀释)，显色、终止， 
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表 1  抗体对匹配方案 
Table 1  Matching scheme of antibody pairs 
Groups Capture antibody Detection antibody 
1 Screened anti-tau monoclonal antibody Commercial anti-tau monoclonal antibody HT7-Bio and BT2-Bio 
2 Rabbit anti-tau polyclonal antibody Commercial anti-tau monoclonal antibody HT7-Bio and BT2-Bio 
3 Rabbit anti-tau polyclonal antibody Screened anti-tau monoclonal antibody 
4 Screened anti-tau monoclonal antibody Rabbit anti-tau polyclonal antibody 
5 Screened anti-tau monoclonal antibody Commercial anti-tau monoclonal antibody HT7-Bio 
6 Screened anti-tau monoclonal antibody Commercial anti-tau monoclonal antibody BT2-Bio 
 
 

用酶标仪测定 OD450 值。 
1.10  统计学分析 

实验数据以 x s± 形式表示，用 SPSS 22.0
软件中单因素方差分析、独立样本校正 t 检验和

Wilcoxon rank sum test 非参数检验进行显著性

差异分析，显著性水平，α=0.05。 

2  结果与分析 
2.1  Tau 蛋白特异性单克隆抗体的制备 
2.1.1  间接 ELISA 检测免疫后血清效价 

间接 ELISA 检测重组人 tau441 蛋白免疫 
5 次(图 1A)后小鼠血清效价，结果显示高于

1:128 000，血清最大稀释度取对数后绝对值大

于 5 (图 1B)。 
2.1.2  免疫组化分析免疫血清对 APP/PS1/tau
转基因小鼠脑组织的识别 

使用免疫组化检测免疫血清对 APP/PS1/tau
转基因小鼠脑组织的识别情况(图 2)，蓝色为苏

木素染色显示的细胞核，棕黄色为二氨基联苯胺

(diaminobenzidine, DAB)显色的阳性信号。在图

2A 和图 2B 中，可见胞浆棕黄色阳性信号出现，

而阴性对照(图 2C 和图 2D)则未检出。结果表明，

免疫后血清可特异性识别转基因 AD 模型小鼠

脑组织中的 tau 蛋白。 
 

 
 

图 2  免疫组化分析免疫血清识别 APP/PS1/tau 转基因小鼠脑组织的情况   A、B：一抗为小鼠免疫后

血清. C、D：阴性对照，未加一抗 
Figure 2  Recognition of APP/PS1/tau transgenic mice brain tissue by mouse serum after tau immunization 
through immunohistochemistry. A and B: Primary antibody is mouse serum. C and D: Negative control without 
primary antibody. 
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2.1.3  间接 ELISA 检测细胞上清和腹水中抗体

效价 
结果显示，克隆阳性率为 83.6%，阳性克隆

细胞上清能够识别重组人 tau441 蛋白，亚克隆

后稳定建株的细胞上清效价为 1:16 000；该细胞

株诱生的小鼠腹水中抗体效价高于 1:256 000。 
2.1.4  SDS-PAGE 鉴定纯化后抗体 

SDS-PAGE 结果显示，经亲和层析(AKTA 

explore 100)纯化获得的单克隆抗体，其轻、重

链条带均清晰可见，分别处于 25 kDa 和 50 kDa

附近，与预期位置相符(图 3)。提示成功纯化出

单克隆抗体，命名为 ZD8F7 单抗，测得浓度为

0.64 mg/mL，效价高于 1:128 000。 

2.2  Western blotting 分析单克隆抗体的特

异性 
Western blotting 结果显示，纯化的 ZD8F7 单

克隆抗体可特异性识别重组人 tau441 蛋白，且与

阴性对照蛋白(这里用 sTREM2)无交叉反应(图4)，

其中图 4A 中的一抗为纯化的 ZD8F7 单抗，图 4B

中的一抗为兔抗人 sTREM2 单抗(阴性对照)。 

 

 

 
图 3  SDS-PAGE 鉴定纯化后 ZD8F7 单抗 
Figure 3  Identification of the purified ZD8F7 
monoclonal antibody through SDS-PAGE. 

 

 
 

图 4  Western blotting 分析 ZD8F7 单抗识别重组人 tau441 蛋白的情况   A：一抗为 ZD8F7 单抗. B：

阴性对照，一抗为兔抗人 sTREM2 单抗 
Figure 4  Recognition of recombinant human tau441 protein by ZD8F7 monoclonal antibody through Western 
blotting. A: Primary antibody is ZD8F7 monoclonal antibody. B: Negative control, primary antibody is rabbit 
anti-sTREM2 monoclonal antibody. 
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使用 Western blotting 检测 ZD8F7 单抗对

APP/PS1/tau 转基因小鼠[9]脑组织蛋白的识别情

况。结果显示，ZD8F7 单抗可识别此转基因小

鼠脑组织提取物中过表达的人 tau 蛋白，信号条

带位于 50 kDa 附近，而此处信号在 WT 组则难以

辨别(图 5A)。提示 ZD8F7 单抗识别的是转基因的

人 tau蛋白，而不识别WT小鼠脑组织中的鼠源 tau
蛋白。同时使用市售的单抗 Tau5 作为阳性对照，

结果显示，Tau5 对 50 kDa 位置的小鼠 tau 蛋白和

Tg 组中的人 tau 识别信号没有明显差异(图 5B)。
此外，不加一抗的阴性对照(图 5C)也显示了在 35 
kDa 附近的条带，提示这条带是小鼠组织样品中

IgG 造成的非特异性信号。图 5A 中的一抗为纯化

的 ZD8F7 单抗，图 5B 中的一抗为市售的 Tau5 单

抗(阳性对照)，图 5C 未加一抗，仅用同样的抗体

稀释液完成孵育，二抗与图 5A 和图 5B 相同，为

驴抗小鼠 IgG (阴性对照)。 

2.3  单克隆抗体同种型的鉴定 
使用小鼠单克隆抗体同种型试剂盒检测，结

果显示为 IgG2a。 

2.4  单克隆抗体表位的鉴定 
使用重组人 tau441 蛋白及截短体，间接

ELISA 检测并分析单抗的表位。结果显示，ZD8F7
单抗的表位位于 tau 蛋白 1−52 位氨基酸(图 6A)。
将 tau 1−52 位氨基酸进一步截短后，确定其表位

为 21−37 位氨基酸，属 N 端结构域(图 6B)。 
 

 
 

图 5  Western blotting 分析 ZD8F7 单抗识别 APP/PS1/tau 转基因小鼠脑组织蛋白的情况   A：一抗为

ZD8F7 单抗. B：阳性对照，一抗为商品化单抗 Tau5. C：未加一抗的阴性对照 
Figure 5  Recognition of APP/PS1/tau transgenic mice brain tissue protein by ZD8F7 monoclonal antibody 
through Western blotting. A: Primary antibody is ZD8F7 monoclonal antibody. B: Positive control, primary 
antibody is commercial monoclonal antibody Tau5. C: Negative control without primary antibody. 

 

 
图 6  ZD8F7 单抗表位的鉴定   A：全长 tau 1−441 蛋白范围内表位鉴定. B：进一步截短 tau 1−52 位氨

基酸进行表位鉴定 
Figure 6  Identification of ZD8F7 monoclonal antibody epitopes. A: Full-length tau 1−441 protein epitope 
mapping. B: Tau 1−52 amino acid epitope mapping. 
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2.5  人 tau 蛋白双抗体夹心 ELISA 检测方

法和条件的确立 
抗体匹配预实验发现检测体系阴性对照

OD450 值较高，因此，对封闭液进行了优化。结

果显示，5%脱脂牛奶-PBST 作为封闭液，阴性

OD450 值最低，且在 0.10 以下(表 2)。所以选择

5%脱脂牛奶-PBST 作为检测体系的封闭液。 
为了获得最佳的抗体匹配，对比了不同的抗

体匹配组，结合 P/N 值和样品孔 OD450 值，结果

显示，组 1 (Group 1，ZD8F7 单抗作为捕获抗体

包板，HT7-Bio 和 BT2-Bio 混合作为检测抗体)
明显优于其他组(表 3)，故选择该抗体对用于后

续实验。 

进一步优化了检测抗体和链霉亲和素-HRP
的稀释比例，由棋盘滴定可得不同稀释比例下的

P/N 值(表 4)，结合阳性和阴性 OD450 值，确定两

者的最佳稀释度分别为 1:2 000 和 1:1 000。 
建立人 tau 蛋白双抗体夹心 ELISA 标准曲

线，当标准品浓度在 7.8−500.0 pg/mL 之间时，线

性关系较好。线性回归方程为 y=0.005x+0.036 9，
R2=0.994 1。因此该校准曲线的检测范围为

7.8−500.0 pg/mL。 
使用 tau、Aβ42 和 sTREM2 三种蛋白同时

检测，结果显示，此反应体系与无关对照蛋白

Aβ42 和 sTREM2 无明显交叉反应(图 7)。说明建

立的双抗体夹心 ELISA 检测方法具有特异性。 

 
表 2  封闭液的优化 
Table 2  Optimization of blocking buffer 
Tau (pg/mL) 5% skim milk 3% skim milk 5% FBS 5% BSA 2% BSA 1% casein 

62.5 0.38±0.01 0.33±0.02 Overflow Overflow 0.99±0.02 0.42±0.01 

0 0.08±0.01 0.11±0.01 Overflow 2.10±0.01 0.74±0.01 0.14±0.01 

 
表 3  抗体对的匹配 
Table 3  Matching of antibody pairs 
Tau (pg/mL) Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 Group 5 Group 6 

62.5 0.28±0.01 0.12±0.01 0.10±0.02 0.13±0.02 0.10±0.01 0.18±0.01 

0 0.09±0.01 0.10±0.02 0.09±0.02 0.10±0.01 0.07±0.02 0.08±0.01 

P/N 3.11 1.20 1.11 1.30 1.43 2.25 

 
表 4  检测抗体和链霉亲和素-HRP 的棋盘滴定 
Table 4  Checkerboard titration for detection antibody and streptavidin-HRP 
Tau (pg/mL) HT7-Bio, BT2-Bio 

dilution rate 
HRP-streptavidin dilution rate 

1:1 000 1:2 000 1:4 000 1:8 000 

62.5 1:1 000 0.43±0.01 0.33±0.01 0.24±0.01 0.19±0.02 

1:2 000 0.28±0.01 0.21±0.01 0.18±0.01 0.12±0.01 

0 1:1 000 0.14±0.01 0.11±0.02 0.09±0.01 0.07±0.02 

1:2 000 0.09±0.01 0.08±0.01 0.07±0.01 0.07±0.01 

P/N  3.07 3.00 2.67 1.58 

 3.11 2.63 2.57 1.71 
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2.6  样本的检测 
2.6.1  AD 模型小鼠脑组织匀浆的检测 

使用本检测体系分别检测野生型(WT)和不

同周龄的 APP/PS1/tau 转基因 AD 模型小鼠脑组

织匀浆，结果显示，未能检测到野生型(WT)小
鼠样品，但可检测到 AD 模型小鼠脑组织中过表 

 

 
 

图 7  人 tau 蛋白双抗体夹心 ELISA 检测方法特

异性的鉴定 
Figure 7  Specificity of double antibody sandwich 
ELISA method to human tau protein. 

达的人 tau 蛋白，且呈现随龄增加的趋势(图 8)。
说明本检测体系可以应用于此 AD 模型小鼠脑

组织中转基因表达的人 tau 蛋白含量检测。 
2.6.2  人血浆的检测 

用人 tau 蛋白双抗体夹心 ELISA 方法，检测

临床血浆样本(n=52)中 tau 含量。结果显示，AD
组 为 (19.47±7.15) pg/mL ， 认 知正 常 对照组

(normal cognition, NC)为(13.52±2.59) pg/mL，两

组间具有显著性差异(P=0.000 5<0.001) (表 5) 

(图 9A)。提示能够区分 AD 组和认知正常对照

组(NC)血浆 tau 含量。 

由于个体之间血浆 tau 蛋白含量的最大值和

最小值差异较大，导致标准差也较大(表 5)，所

以将血浆 tau 含量数值取对数后，AD 组为

1.25±0.19，NC 组为 1.12±0.08，标准差有所减小；

用秩和检验(Wilcoxon rank sum test)进行统计学

分析，两组间仍然具有显著性差异 P=0.000 6< 

0.001) (图 9B)。 
 

 
图 8  双抗体夹心 ELISA 检测 Tg 小鼠脑组织 tau 蛋白 
Figure 8  Determinations of the tau concentrations in brain tissue of Tg mice through double antibody 
sandwich ELISA. *: P<0.05. 
 
表 5  人血浆 tau 蛋白浓度检测 
Table 5  Detection of tau concentrations in plasma 
Groups n Tau concentrations 

(pg/mL) ( x s± ) 
Maximum value  
(pg/mL) 

Minimum value  
(pg/mL) 

P-value 

AD 25 19.47±7.15 33.85 7.40 
0.000 5 

NC 27 13.52±2.59 20.55 9.49 
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图 9  双抗体夹心 ELISA 检测人血浆样本   A：

人血浆 tau 蛋白浓度分析. B：将人血浆 tau 蛋白浓

度取对数分析 
Figure 9  Determinations of plasma tau 
concentrations through double antibody sandwich 
ELISA. A: Plasma tau concentrations. B: Logarithmic 
graph of tau concentrations. ***: P<0.001. 

3  讨论与结论 
相对于脑脊液检测，血液检测具有微创、采

样便捷以及样品来源相对充足的特点，用于 AD
的早期筛查更容易被接受。据文献报道，磷酸化

tau 蛋白(包括 p-tau217、p-tau181 和 p-tau231 位

点等)在 AD 血液检测中显示出巨大潜力[10-11]。

但由于外周 tau 代谢产物的影响[12-14]，血浆中总

tau 蛋白在区分 AD 与其他神经退行性疾病时诊

断性能较差[15]。那么，是否特定位点或片段的

tau 检测能够提高其对 AD 早期筛查的特异性？

本文制备的人 NTD-tau 蛋白单抗，具有较高的

特异性和灵敏度，在区分 AD 和认知正常的血样

本检测方面显示了较好的效果。 
本研究建立的 ZD8F7 单克隆抗体由全长重

组人 tau 蛋白作为免疫原获得，免疫原制备方法

简单。所得抗体能识别脑组织天然 tau 蛋白，能

够特异性识别 AD 血液中的 tau 蛋白，有望用于

AD 的早期诊断。并且，表位分析显示其识别 tau 
21−37 位氨基酸，位于 N 端结构域，与文献[16-17]

报道的治疗性单抗表位相似，推测 ZD8F7 单抗

也可能同时具有治疗潜能。 
采用免疫学方法对 ZD8F7 单抗识别抗原的

特异性进行了研究。Western blotting 表明 ZD8F7
单抗识别 50−70 kDa 重组人 tau 蛋白而不识别无

关对照 sTREM2 蛋白；ZD8F7 单抗识别转基因

AD 模型小鼠脑组织中大约 50 kDa 的人 tau 蛋

白，而不识别 WT 小鼠的鼠源 tau 蛋白。双夹心

ELISA 的结果与 Western blotting 结果一致，即

ZD8F7 单抗识别人 tau 蛋白，而不识别小鼠 tau
蛋白。转基因 AD 模型小鼠(APP/PS1/tau)是通过

转基因技术，在小鼠脑组织过量表达人源 APP、

PSEN1 和 MAPT 基因(含 3 个突变位点：APP 
KM670/671NL 、 PSEN1 M146V 和 MAPT 
P301L)[9,18]，该小鼠会出现随年龄进行性的脑内

Aβ 淀粉样斑块含量升高及 tau 蛋白异常聚集所

形成的神经纤维缠结。 
对制备的抗体进行初步应用研究[19]，将所述

ZD8F7 单克隆抗体作为捕获抗体，tau 蛋白作为标

准品，生物素标记的小鼠抗 tau 单抗作为检测抗

体，形成抗体-抗原-抗体“夹心复合物”，之后加入

的链霉亲和素-HRP 和检测抗体上标记的生物素

结合，反应原理见图 10。制备了人 tau 蛋白定量

检测方法[20-21]，并完成了多项条件的优化。 
该体系适用于血液检测的线性范围在

7.8−500.0 pg/mL，能够涵盖文献报道的人血液

tau 蛋白含量(20.0 pg/mL 左右)[22]。本研究显示

该检测体系对外周血中 tau 含量检测可以区分

AD 和认知正常对照组，提示该单抗及检测体系

值得进一步用于多中心验证，助力我国 AD 人

群临床前期筛查、预警以及 AD 药物疗效评估

研究[23]。此外，本研究筛选所得的 ZD8F7 单克

隆抗体特异性识别 N 端结构域，有可能利于调控

tau 寡聚体的游离 N 端相关的信号通路[16-17]。因此，

该单克隆抗体也可能应用于研发预防和/或治疗

AD 的药物[24-26]。 
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图 10  人 tau 蛋白双抗体夹心 ELISA 检测体系原

理图 
Figure 10  Illustration of double antibody sandwich 
ELISA detection system to human tau protein. 
 

综上，本研究建立的人 NTD-tau 特异性单

克隆抗体及双抗体夹心 ELISA 检测方法，可用

于 AD 血液检测，将为 AD 的早期诊断、预防和

治疗提供科技支持。 
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