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摘要   目的：对建立的抗 H7N9 流感病毒中和抗体快速检测方法进行方法学验证及初步应用。方法：分

别采用不同代次细胞对高、中、低不同滴度的阳性血清进行多次平行检测，考察细胞代次对检验结果的

影响；采用 NIBSC 提供的参考品对方法学的特异性进行验证；同时应用抗 H7N9 的阳性血清检测进一步

评估方法的准确性和精密性；采用 ELISA-MNT 法和血凝抑制（hemagglutination inhibition，HI）试验分

别接种 H7N9 灭活流感疫苗免疫的小鼠血清样本 20 份，分析两种方法检测结果的相关性。结果：采用

ELISA-MNT 中和法，使用不同代次 MDCK 细胞（25、30 和 35 代）检测相同的血清样本的中和抗体滴

度结果相同；该方法只对羊抗 H7N9 的血清具有较高保护力，对其他血清基本没有交叉反应；该方法准

确性良好；该方法组间、组内精密性的平均变异系数分别为 4% 和 11%。该方法测定 H7N9 型流感疫苗

免疫后的小鼠血清抗体效价，其结果与 HI 抗体的相关系数为 0. 61，表明两种方法的检测结果之间呈良

好的正相关性。结论：建立的微量病毒中和法能够满足 H7N9 流感病毒中和抗体效价检测的要求，可用

于 H7N9 新型大流行流感疫苗的免疫评价。
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Abstract   Objective:   To carry out methodological validation and preliminary application of the rapid detection 
method for neutralizing antibody against influenza A(H7N9) virus. Methods: Different generations of positive 
cells were used to perform multiple parallel tests on high, medium and low titers of positive serums, and the 
effects of cell generation on the test results were investigated. Specificity of the method was verified by the 
reference material provide by NIBSC. Accuracy and precision of the method were evaluated by anti-H7N9 
virus positive serums. ELISA-MNT and hemagglutination inhibition (HI) assay were separately used to test the 
antibody titers from mouse serums immunized with inactivated influenza H7N9 vaccine and the correlation of 
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the two assays was evaluated. Results: The neutralizing antibody titers of the same serum samples were identical 
by using the ELISA-MNT neutralization method and different generations of MDCK cells (the 25th, 30th and 
35th generation). The method only had high protection against the serum of sheep anti-H7N9 and had no cross 
reaction with other serums. The method had good accuracy and average coefficient variations of intra-assay and 
inter-assay were 4 % and 11.2%,  respectively. The correlation coefficient between the antibody titers from mice 
immunized with H7N9 influenza vaccine measured by the ELISA-MNT assay that obtained from the HI assay 
was 0.61, indicating that there was a good positive correlation between the detection results of the two methods. 
Conclusion: The established micro-virus neutralization method can meet the requirement of H7N9 influenza virus 
neutralizing antibody titer detection, and can be used for immunological evaluation of vaccine for H7N9 new 
pandemic influenza.
Keywords:   influenza A (H7N9) virus; neutralizing antibody; micro-virus neutralization method; 
hemagglutination inhibition assay

2013年3月，中国确诊了第1例人感染H7N9禽

流感病例[1]。截止2017年12 月，临床确诊人感染Ｈ

7Ｎ9 病例1500例，死亡672例，接近45％的致死率

和较高的住院率[2]。新出现的H7N9禽流感病毒因其

高致病性，潜在的大流行性及耐药性而引起广泛的

关注[3-5]，世界各国尤其是中国，都在致力于H7N9

流感疫苗的研制，以防止H7N9流感病毒的大面积

传播，用以保护人民健康[6]。目前，国内四家企

业均从世界卫生组织认可的实验室取得了H7N9流

感疫苗研发用毒株，研制的H7N9流感疫苗均已完

成临床前研究。鉴于H7N9是一种新型重配流感病

毒，国内企业与国外企业研发的针对该病毒的预防

性疫苗形式以及生产工艺又不尽相同，疫苗临床血

清学检测结果在确定合适的免疫剂量以及疫苗临床

是否有效方面显得尤为重要。在现有的几种流感血

清抗体检测方法中，基于酶联免疫法的微量中和试

验法（ELISA-MNT）较之于血凝抑制试验等其它

方法具有能够直接检测针对血凝素的中和抗体，并

且具有快速、敏感度高、客观性强、特异性好的优

点。本研究对抗H7N9流感病毒中和抗体快速检测

方法进行了方法学验证及初步应用，为该方法应用

于人用H7N9疫苗临床血清学评价奠定基础。

1   材料与方法
1.1   病毒和细胞   

流 感 病 毒 H 7 N 9 （ A / A n h u i / 0 1 /  2 0 1 3 - 

NIBRG-268）鸡胚尿囊病毒液由华兰生物工程股份

有限公司提供；MDCK 细胞由本室传代保存（用含

10%小牛血清的DMEM 培养基培养，按1 : 4 比例传

代扩增）；霍乱滤液购自美国Sigma公司。

1.2   血清样本  

接种H7N9流感疫苗的小鼠血清样本由华兰生

物工程股份有限公司提供。

1.3   主要试剂和仪器  

DMEM、胰酶和胎牛血清均购自美国GIBCO 

公司；牛血清白蛋白购自美国Sigma 公司；辣根过

氧化酶标记的抗甲型流感病毒核蛋白单克隆抗体

由北京万泰生物制品有限公司提供。采用的羊抗

H1N1型流感病毒A/California/07/2009血凝素血清参

考品，羊抗H3N2型流感病毒A/Perth/16/2009血凝素

血清参考品，羊抗B型流感病毒B/Brisbane/60/2008

血 凝 素 血 清 参 考 品 ， 羊 抗 H 5 N 1 型 流 感 病 毒 A /

Vietnam/1194/04血凝素血清均购自于英国国家生物

制品检定所（NIBSC）。

1.4   ELISA-MNT方法的建立   

参照文献[7]方法进行。预先采用含1%牛血清白

蛋白的DMEM将待检血清或者参考品稀释至合适倍

数后，再倍比稀释，每个稀释度取50μL，与同样

体积的病毒（100 TCID50）混合，在96孔细胞培养

板上37 ℃孵育1 h；将1. 5×104 个MDCK 细胞接种

在病毒和血清的混合物中，同时设阴性对照（细

胞与病毒稀释液混合培养）和阳性对照（细胞与

100 TCID50 的病毒混合培养），于37 ℃，置于5% 

CO2 孵箱中培养18～20 h；细胞用PBS 洗涤1次，加

入4 ℃预冷的丙酮，室温固定10 min；弃去丙酮，

加入100 μL HPR标记的抗甲型流感病毒核蛋白单

克隆抗体（1 : 4 000 稀释），室温孵育1 h；PBS 洗
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涤5 次，加入100 μL底物显色液，显色10 min；用

1moL·L-1硫酸终止反应，置于酶标仪读数，检测

波长450 nm，参比波长620 nm。

按下式计算细胞半数感染域值（X），判定中

和反应结果。X =（阳性对照平均A 值- 阴性对照

平均A值）／ 2 + 阴性对照平均A 值。每孔A 值低

于X 值时，判为中和试验反应阳性，中和反应阳性

血清的最高稀释度为血清的中和抗体滴度。

1.5   血凝抑制试验（HI试验）[8]  

根据文献首先将0.1 mL待检血清预先加入0.4 

mL霍乱滤液，37 ℃处理16 h，以鸡血球吸附过

夜，取上清进行试验，血清滴度以稀释倍数倒数表

示。血清起始稀释倍数为1∶10，起始倍数为阴性

时，按惯例判定HI滴度为5。

1.6   细胞代次验证

分别采用不同代次的MDCK细胞对高、中、低

不同滴度的血清样品进行检测，每个样品平行检测

三次，比较检测结果中最大值与最小值的比值，以

考察不同细胞代次对检测结果的影响。

1.7   准确性检测 

将阳性血清样本一份，分别进行2倍、4倍，

8倍、16倍以及32倍稀释，分别作为独立的样本检

测中和抗体滴度，其结果与理论中和滴度值进行

比较。

1.8   特异性分析

使用NIBSC提供的羊抗季节性流感病毒血清参

考品[Anti-A/California /07/2009 HA serum (H1N1)， 

anti-B/Brisbane/60/2008 (B) ， anti-A/Perth /16/2009 

(H3N2)]，抗H5N1血清参考品[anti-A/Vietnam/ 

/1194/04 (H5N1)]以及抗H7N9血清参考品（anti-A/

Anhui/01/2013），分别对NIBRG-268病毒液进行中

和检测，考察该方法的特异性。

1.9   精密性分析

多次平行检测三个不同滴度的阳性血清样

本，考察该方法的重复性。

1.10   改进的微孔板病毒中和方法应用

进一步检测接种人甲型H7N9流感疫苗的小鼠

血清样本20份，并对其中和结果和血凝抑制结果进

行相关性统计学分析。

1.11   统计学分析

采用SPSS13.0统计软件对数据进行统计分析。

ELISA-MNT和HI法测定的抗体值采用Pearman相关

性分析，P＜0.05 为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   不同细胞代次对检验结果的影响

高、中、低三份血清分别采用第30、35、40代

次细胞所测得的结果具有很好的一致性，其最大值

与最小值的比值均为1。结果见表1。

表 1   使用不同细胞代次的检测结果

血清样品
细胞代次

第 30 代 第 35 代 第 40 代

血清 1 5 5 5

血清 2 160 160 160

血清 3 2560 2560 2560

2.2   准确性

同一份血清分别进行2倍、4倍，8倍、16倍以

及32倍系列稀释后, 分别作为独立的样本检测其中

和抗体滴度，其实际检测的中和抗体滴度与理论滴

度之间的比值均为1。

表 2   中和抗体滴度检测准确性验证结果

稀释

倍数

理论

滴度

实测

滴度

实测滴度 / 理

论滴度

2 倍 1280 1280 1

4 倍 640 640 1

8 倍 320 320 1

16 倍 160 160 1

32 倍 80 80 1

2.3   特异性

采用NIBSC提供的羊抗H1N1，H3N2，B以及

H5N1，H7N9不同流感病毒的抗血清参考品分别对

病毒液进行中和检测。羊抗H7N9的血清具有较高

保护力，其中和抗体滴度高达40960；其他4种血清

与抗H7N9抗体的交叉阻断滴度均小于原型别滴度

的1.6%，可以确认无交叉反应。

2.4   精密性

采用ELISA-MNT法对高、中、低不同滴度的

血清进行重复检测，结果见表3。将GMT转换成以
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10为底的对数计算CV值，结果显示组内重复性试

验的6次平行试验结果的CV值在0～6%之间，其平

均值为4%。对同一血清样本不同工作日的5次结

果，CV为7%～20%，平均值为11.4%。

  表 3   组间和组内重复性验证结果

检测结果编号
组内重复性 组间重复性

  血清 1   血清 2     血清 3  血清 1   血清 2            血清 3

1 5 160 2560 5 160 2560

2 5 160 2560 5 160 5120

3 5 320 5120 10 320 2560

4 5 160 2560 5 320 5120

5 5 320 1280 10 320 1280

6 5 160 1280 - - -

GMT 5 202 2281 7 243 2941

2.5   ELISA-MNT中和方法的应用

采用ELISA—MNT方法与HI法检测20份小鼠接

种人用H7N9裂解疫苗后的血清样本，其中4份血

清样本MNT检测的中和抗体滴度值高于HI方法的

检测结果4倍，其他16份血清结果MNT和HI的检测

结果相差不超过2倍。两种方法检测结果的几何平

均滴度分别是2307和1575，MNT法/HI法检测抗体

滴度比值约为1.5。两种方法检测结果的散点图见

图1，两种方法的检测结果之间具有较好的相关性

（R=0.610）。
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图1   ELISA-MNT法和HI法检测血清样本抗体滴度的相关性分析

3   讨论
ELISA-MNT方法检测流感病毒中和抗体的

原理是将攻击病毒与待测血清中和后，混合接种

MDCK细胞，培养18～20 h 后，抗流感病毒核蛋

白的单抗识别感染细胞中表达的NP蛋白，进一步

被辣根过氧化酶标记的二抗特异性识别，作用底

物呈显色反应。最终根据试验中阴性以及阳性对

照的平均OD值对样品中是否含有具有中和活性的

抗体进行判定，中和反应阳性的血清最高稀释度

即为血清的中和抗体滴度。H7N9是一种新型禽流

感病毒，以前从未记载在人群中传播[9]。相对于其

他H7病毒，它的血凝素或者聚合酶基因Q226L、
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E627K发生突变从而导致该病毒适应人气道上皮，

在雪貂模型中证明能够通过呼吸道飞沫传播[10]。

鉴于H7N9 病毒导致的高致死率，急需研制H7N9

流感疫苗，以防止该流感病毒的大面积传播，从

而保护人民健康。

本研究对ELISA-MNT方法应用于H7N9大流行

流感疫苗中和抗体检测进行方法学性能验证。首

先采用不同代次细胞（第30、35、40代次）对高、

中、低不同抗体滴度的血清样本检测中和H7N9流

感病毒的抗体，测得的结果具有很好的一致性，提

示在本系统中40代次的MDCK细胞仍然可以获得较

好的结果。其次，对同一份血清稀释不同倍数后， 

分别作为独立的样本，其实际检测的中和抗体滴度

与理论滴度之间的比值均为1，该方法的准确性良

好。通过使用不同的抗血清参考品对NIBRG-14病

毒液进行中和检测，结果显示只有羊抗H7N9流感

病毒的抗血清具有较高保护力，方法特异性显著。

最后，通过对3个不同抗体滴度水平的阳性血清多

次重复检测，其组内和组间重复性均在15%以内。

本研究继续对接种H7N9大流行流感疫苗小鼠的20

份血清样本分别采用2种方法检测，结果显示具有

很好的相关性。其中所有样本ELISA- MNT检测的

中和抗体滴度值与HI方法的检测结果之间的差异

不超过4 倍，即判别血清滴度的所在稀释度之间相

差不超过2个梯度。两种方法检测结果的几何平均

滴度分别是2307和1575，MNT法/HI法检测抗体滴

度比值约为1.5，表明ELISA-MVN法的敏感性好于

HI法，与文献报道[7]一致。

综上所述，ELISA-MNT中和抗体检测方法试

验试验周期短只需要2 d，判定结果客观，可用于

大量样本的检测，能够满足流感疫苗临床试验的需

要。该方法具有良好的特异性、重复性，能够真实

地反应待测样本中的中和抗体水平，可以应用于

H7N大流行流感疫苗临床试验评价疫苗免疫原性。
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