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流行性感冒（简称流感）是由流感病毒引起的急

性呼吸道传染病，其发病率为各种传染性疾病之首，

是严重危害人类健康的重要传染病之一［1］。据世界

卫生组织报告，全球每年约有 15%人口因感染流感

而导致上呼吸道系统感染，老年人以及慢性病患者

是流感并发症的高危人群，每年由于流感导致死亡

约 25 万 ～ 50 万人［2］。接种流感病毒疫苗是预防流

感最有效的手段。随着新型流感疫苗的研究的深入

以及接种疫苗人群的增加，检测血清抗体水平在流

感流行病学研究、流感疫苗的免疫效果评价、临床诊

断等方面均具有重要意义。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

法与血凝抑制试验等其他方法相比，具有能够直接

检测针对血凝素的中和抗体、快速、敏感度高、客观

性强、特异性好等优点，可定量检测血清学抗体水

平。本实验旨在建立检测流感病毒中和抗体的微孔

板中和法（microneutralization test，MNT），并进行验

证，现将结果报道如下。
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摘要： 目的 建立检测流感病毒中和抗体效价的微量病毒中和法（microneutralization tests，MNT），并进行验证。方法

建立改进的微孔板病毒中和法，并对该方法的关键影响因素（不同代次 MDCK 细胞和细胞培养板边缘效应）以及方

法的准确性和精密性进行验证；采用改进的微孔板病毒中和法和血凝抑制（hemagglutination inhibition，HI）试验分别

检测甲型 H1N1 流感疫苗免疫的血清样本 85 人份，分析两种方法检测结果的相关性。结果 采用改进的微孔板病

毒中和法，用不同代次 MDCK 细胞（25、30、35 代）以及在细胞培养板不同位置（边缘孔、非边缘孔）检测相同的血清

样本的中和抗体滴度结果相同；该方法准确性和精密性良好；改进的微孔板病毒中和法和 HI 法测定甲型 H1N1 流

感疫苗免疫后血清抗体效价结果的相关系数为 0. 81，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可满足流感病毒中和抗体效价检测的要求，可用于评价疫苗的免疫效果。
关键词： 流感病毒；中和抗体；微量病毒中和法；血凝抑制试验

中图分类号：R373.1 + 3 R392-33 文献标识码：A 文章编号：1004-5503（2014）09-1199-04

Development and validation of microneutralization test for
determination of neutralizing antibody against influenza virus

ZHAO Hui，JIANG Zheng，LI Juan，LIU Shu-zhen，SHAO Ming，XU Kang-wei，LI Chang-gui
National Institutes for Food and Drug Control，Beijing 100050，China，

Corresponding author:LI Chang-gui，E-mail: changguili@aliyun.com
Abstract：Objective To develop and validate a microneutralization test（MNT）for determination of neutralizing antibody
against influenza virus. Methods Modified MNT was developed，of which the key influencing factors such as passage of
MDCK cells and edge effect of various culture plates，as well as accuracy and precision，were verified. A total of 85
human serum samples immunized with influenza A H1N1 vaccine were determined by the modified MNT and
hemagglutination inhibition （HI） test respectively，and the relationship between the determination results was analyzed.
Results The determination results of serum samples by the modified MNT using various passages of MDCK cells in edge
and non-edge holes were identical. The method showed high accuracy and precision. The relation coefficient of
determination results by the modified MNT and by HI was 0. 81，indicating a good positive relationship. Conclusion
The developed MNT met the need for determination of neutralizing antibody titer against influenza virus and might be
used for evaluation of immune effect of vaccine.
Key words： Influenza virus; Neutralizing antibody; Microneutralization tests（MNT）; Hemagglutination inhibition（HI）
test

通讯作者：李长贵，E-mail：changguili@aliyun.com

·技术方法·

1199· ·

DOI:10.13200/j.cnki.cjb.000536



中国生物制品学杂志 2014 年 9 月第 27 卷第 9 期 Chin J Biologicals Sep 2014，Vol. 27 No. 9

1 材料与方法

1. 1 病毒、细菌及细胞 流感病毒 H1N1［A ／ New
Caledonia ／ 20 ／ 99（H1N1）］鸡胚尿囊病毒液由北京

科兴生物制品有限公司提供；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 人血清样本均来自接种长春生物

制品所有限责任公司生产的甲型 H1N1 流感疫苗的

志愿者。
1. 3 主要试剂 牛血清白蛋白购自美国 Sigma 公

司；DMEM 购自美国 GIBCO 公司；小鼠抗甲型流感

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；HRP 标记的羊抗鼠 IgG 购自北京中杉金桥

生物技术有限公司。
1. 4 改进的微孔板病毒中和法的建立 参照文献［3］
方法进行。将待检血清或内部参考品分别用含 1%
牛血清白蛋白的 DMEM 稀释 100 倍后，再对倍稀

释，每个稀释度取 50 μl，与等体积的病毒（100 TCID50）

混合，加入 96 孔细胞培养板中，37 ℃孵育 1 h；每孔

加入 1. 5 × 104 个 MDCK 细胞，同时设阴性细胞对

照（细胞与病毒稀释液混合培养）和阳性细胞对照

（细胞与 100 CCID50 的病毒混合培养），于 37 ℃，

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 小鼠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 洗涤 4 次，

每孔加入 100 μl HRP 标记的羊抗鼠 IgG（1 : 4 000
稀释），室温孵育 1 h；PBS 洗涤 5 次，加入 100 μl 底

物显色液，显色10 min；用1mol ／ L硫酸终止反应后，

上酶标仪读数，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 =（阳性细胞对照平均 A 值 - 阴性细胞对照平均 A

值） ／ 2 + 阴性细胞对照平均 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 改进的微孔板病毒中和法的验证
1. 5. 1 细胞代次验证 用不同代次的 MDCK 细胞

（分别为 25、30、35 代），按建立的方法对不同滴度（10、
160）的血清样本进行中和抗体检测，每个样品平

行检测 3 次，比较 3 次检测结果中最大值与最小

值的比值，验证不同代次的细胞对该方法检测结

果的影响。
1. 5. 2 边缘孔效应验证 采用建立的方法对不同

滴度（10、160）的血清样本分别在细胞培养板边缘孔

与非边缘孔进行检测，重复检测 4 次，计算边缘孔与

非边缘孔检测结果的比值，验证孔板的不同位置对

该方法检测结果的影响。
1. 5. 3 准确性验证 取阳性血清样本 1 份，进行倍

比稀释，取原倍、2、4、8、16 倍血清，采用建立的方

法进行检测，每个稀释倍数重复检测 1 次，计算实

际测得的中和抗体滴度与稀释后理论中和抗体滴

度的比值。
1. 5. 4 精密性验证 取不同滴度（5、40、160）的阳

性血清样本，采用建立的方法，在同一个工作日内分

别重复检测 6 次，计算变异系数（CV），验证该方法

的日内精密性；在 5 个工作日内重复检测 5 次，计算

CV 值，验证该方法的日间精密性。
1. 6 血凝抑制（hemagglutination inhibition，HI）试验
参照文献［4］方法进行。取 0. 1 ml 待检血清，预先加

入 0. 4 ml 霍乱滤液，37 ℃处理 16 h 后，以 1%鸡红

细胞悬液吸附过夜；取上清，进行检测，血清滴度以

稀释倍数的倒数表示。血清起始稀释倍数为 1 ∶ 5，

如为阳性，判定 HI 滴度为 5；如为阴性，按惯例判定

HI 滴度为 2. 5。
1. 7 改进的微孔板病毒中和法与 HI 法的相关性分
析 采用改进的微孔板病毒中和法和 HI 法分别检

测血清样本 85 人份，应用 SPSS 13. 0 统计软件，采

用 Spearman 相关性分析对检测结果进行统计学分

析，以 P < 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2. 1 改进的微孔板病毒中和法的验证
2. 1. 1 不同代次细胞对检测结果的影响 使用第

25、30、35 代 MDCK 细胞，用建立的方法测得的不同

滴度的血清样本的中和抗体滴度均为 10 或 160，结

果具有很好的一致性，表明不同代次细胞对检测结

果无影响。
2. 1. 2 孔板不同位置对检测结果的影响 两份血

清使用边缘孔与非边缘孔重复检测 4 次，同一份血

清在边缘孔和非边缘孔检测的抗体滴度均为 10 或

160，不同位置的抗体滴度的比值均为 1，表明孔板

不同位置对检测结果无影响。
2. 1. 3 方法的准确性 用建立的方法实际测得的

各稀释倍数血清的中和抗体滴度与理论滴度之间的

比值均为 1，见表 1。表明该方法准确性良好。
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2. 1. 4 方法的精密性 用建立的方法在同一个工

作日内重复检测一份阳性血清样本 6 次结果的 CV
值在 0 ～ 5%之间，平均值为 1. 7%；不同工作日重复

检测 5 次结果的 CV 值中 0 ～ 7. 1%之间，平均值为

3. 9%。见表 2 和表 3。表明该方法精密性良好。

表 1 方法的准确性验证结果

Tab 1. Verification of accuracy of MNT

血清稀释倍数 理论中和抗体滴度 实测中和抗体滴度

原倍 160 160

2 倍 080 080

4 倍 040 040

8 倍 020 020

16 倍 010 010

表 2 方法的日内精密性验证结果

Tab 2. Intra-run reproducibility of MNT

1 5 5 5 5 5 5 5

2 40 40 40 40 40 80 45

3 160 160 160 160 160 160 160

表 3 方法的日间精密性验证结果

Tab 3. Inter-run reproducibility of MNT

1 005 005 005 005 005 005

2 040 040 040 040 020 035

3 080 160 160 160 320 160

2. 2 改进的微孔板病毒中和法与 HI 法的相关性
在 85 份血清样本中，有 72 份经改进的微孔板病毒

中和法检测的中和抗体滴度大于等于 HI 法检测结

果的 2 倍，9 份微孔板病毒中和法与 HI 法检测结果

完全一致，4 份微孔板病毒中和法检测结果低于 HI
法，但相差不超过 2 倍；两种方法检测结果的几何平

均滴度分别为 83（95% CI：56 ～ 124）和 24（95% CI：
17 ～ 33），微孔板病毒中和法与 HI 法检测抗体滴度

比值为 3. 5，抗体效价结果的相关系数为 0. 81，P =
0. 000，表明两种方法的检测结果之间呈良好的正相

关性。两种方法检测结果的散点图见图 1。

图 1 两种方法检测血清样本抗流感病毒抗体效价的相

关性分析

Fig 1. Correlation between MNT and HI test for determina－
tion of antibody titers against influenza virus in serum samples

3 讨 论

目前用于流感疫苗评价的血清学方法主要是

HI 法。作为评价季节性流感疫苗免疫效果的经典方

法，HI 法的缺点是敏感度较低，且不能直接检测抗

体对病毒的中和作用；微孔板中和试验较 HI 法更敏

感，更能反映具有中和能力的抗体水平，且抗原无需

纯化即可用于检测各种病毒亚型，但该方法检测周

期长，检测结果判定不客观。改进的微孔板中和试

验的基本原理是将流感病毒与系列稀释的待检血清

混合后接种细胞，培养 18 ～ 20 h 后，病毒核蛋白将

表达于细胞内，再进行 ELISA 检测。根据试验中阴

性以及阳性细胞对照的平均 A 值判定样品中是否

含有具有中和活性的抗体，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。该方法已被用

于检测血清中抗流感病毒 H5 型抗体，其敏感性及

特异性均高于 HI 法［5-7］。
本实验对改进的微孔板病毒中和法的关键影响

因素（不同代次细胞和细胞培养板边缘效应（进行了

验证，结果显示，使用不同代次 MDCK 细胞，用建立

的方法检测同一份血清的结果具有良好的一致性；

同一份血清在边缘孔和非边缘孔检测的中和抗体滴

度差异不超过 2 倍；稀释不同倍数的同一份血清样

本测得的中和抗体滴度与稀释后的理论抗体滴度完

全一致；该方法检测不同抗体滴度的血清样本，日内

及日间精密性的变异系数分别为 1.7%和 3.9%，表

明该方法精密性良好。分别采用改进的微孔板病毒

中和法和 HI 法测定甲型 H1N1 流感疫苗免疫后的

人血清样本 85 份，几何平均滴度分别为 83 和 24，

两种方法检测抗体滴度比值为 3. 5，抗体效价结果的

相关系数为 0. 81，表明两种方法的检测结果之间呈

良好的正相关性，表明改进的中和方法的敏感性优
（下转第 1206 页）
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于 HI 法，与文献［8］报道一致。
综上所述，采用改进的微孔板病毒中和法检测

流感疫苗中和抗体具有良好的准确性和精密性，能

够更真实地反映待测样本的中和抗体水平。另外，

该方法试验时间短，全部试验在 2 d 内即可完成，判

定结果客观，适合测定大量血清样本，可应用于流感

疫苗临床试验，评价疫苗的免疫原性，尤其针对新研

发的流感病毒疫苗的临床研究，能更准确地评价新

型疫苗的免疫原性，并为疫苗的免疫剂量提供参考。
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