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［摘要］ 目的：建立一种新型的快速、高通量的埃可病毒 25型（ECHO25）中和抗体检测方法，并初步评价其在

ECHO25中和抗体筛选和血清流行病学调查中的应用价值。方法：应用免疫荧光方法筛选ECHO25高亲和性抗体并

将其作为检测单抗，结合酶联免疫斑点检测技术（ELISPOT）建立ECHO25中和抗体检测方法；使用不同效价的血清

评价该方法的准确性；采用所建立的中和方法对ECHO25单克隆抗体、临床血清样品进行检测。结果：建立了快速检

测ECHO25中和抗体的Nt-ELISPOT方法，以ECHO25单克隆抗体 5B9作为检测抗体；相比经典的中和实验方法Nt-
CPE，该方法可显著缩短检测时间（从 5~7 d缩短至 1 d以内），检测结果具有较好的一致性；采用所建立的 Nt-
ELISPOT方法首次筛选获得 3株对ECHO25具有较好中和能力的单克隆抗体；临床血清样品检测结果显示厦门地区

可能存在ECHO25的流行。结论：该方法可以应用于中和抗体筛选和血清学的临床辅助诊断，为ECHO25的防治研

究提供支持。
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［Abstract］ Objective: To establish a rapid and high-throughput neutralization test for echovirus 25（ECHO25）,
and evaluate its application in neutralizing antibody screening and seroepidemiological surveys. Methods: Immuno⁃
fluorescence assay was applied to screen a high affinity antibody, which was used as the detection antibody for
ECHO25, and a rapid neutralization test was established based on enzyme- linked immunospot assay（Nt-
ELISPOT）. The accuracy of this method was evaluated by detecting serum samples with different titer. Monoclonal
antibodies against ECHO25 and clinical serum samples were detected via the established neutralization test. Re⁃
sults: A rapid method to detect neutralizing antibody against ECHO25 was established and an anti-ECHO25 anti⁃
body, 5B9, was used as the detection antibody. The detection period could be shortened significantly compared
with the classical neutralization test（Nt- CPE）（from five to seven days to less than one day）, and the Nt-
ELISPOT had good consistency with the Nt- CPE. Meanwhile, three neutralizing antibodies for ECHO25 were
screened firstly by this method. The detection results of clinical serum samples showed that infection of ECHO25
might be popular in Xiamen. Conclusion: This method can be used in neutralizing antibody screening and seroepi⁃
demiological surveys, and it may provide support for the control of ECHO25.
［Key Words］ echovirus 25; neutralization teat; enzyme-linked immunospot assay; neutralizing antibody

人肠道病毒是常见的病原体之一，一般表现为

隐性感染，但部分患者会出现无菌性脑膜炎、肺水

肿、心肌炎等临床症状甚至死亡，其中，无菌性脑膜

炎是肠道病毒感染重症患者最常见的并发症[1-2]。有

研究报道，在有效控制乙型脑炎病毒后，肠道病毒，

尤其是埃可病毒，在中国已成为引起病毒性脑膜炎

的主要病原体，对我国婴幼儿的健康造成了严重威
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胁 [3-6]。埃可病毒 25型（echovirus 25，ECHO25）隶属

于小 RNA病毒科（Picornaviridae）、肠道病毒属（En⁃

terovirus），是人肠道病毒中引起病毒性脑膜炎的常

见病原体之一[7-9]，此外还可引起斑丘疹[10]、急性迟缓

性麻痹[11]和肝衰竭[12]等多种疾病。国内外均发生过

由 ECHO25感染引起的散发病例、局部暴发或规模

流行。目前，对于 ECHO25尚无有效的预防或治疗

方法，相关研究方法也较为缺乏。

中和抗体检测对于疫苗免疫原性评价和血清流

行病学研究具有重要意义。目前，包括 ECHO25在

内的肠道病毒中和抗体检测主要采用经典的依赖于

细胞病变效应（cytopathogenic effect assay，CPE）的

中 和 方 法（neutralization test based on CPE，Nt-
CPE），检测周期长、操作繁琐，不利于开展大规模的

血清流行病学研究 [13]。酶联免疫斑点检测技术（en⁃
zyme linked immunospot assay，ELISPOT）具有检测

准确、快速、高通量的优势，已被用于包括多种肠道

病毒在内的中和抗体的检测，如肠道病毒 71 型

（EV71）[14]、柯萨奇病毒 A组 16型（CA16）[15]和 B组 3
型（CB3）[16]、呼吸道合胞病毒 [17]、巨细胞病毒 [18]、登格

病毒 [19]、轮状病毒 [20]等，而 ECHO25 尚未见同类报

道。我们以ELISPOT为基础，探索建立一种新型的

快 速 高 效 的 ECHO25 中 和 实 验 方 法 ，以 期 为

ECHO25的血清流行病学和相关防治方法研究提供

支持。

1 材料与方法

1.1 材料

人横纹肌瘤（rhabdomyoma，RD）细胞购自美国

模式菌种收集中心（ATCC），培养于含 10% FBS
（Gibco）的 MEM 培养基中；ECHO25 毒株 XM2013-
0297（GenBank No. KP099941）分离自 2013年厦门

地区手足口病患者咽拭子临床标本 [21]；手足口病疑

似患者血清样品由厦门市疾病预防控制中心提供。

1.2 抗体制备

以热灭活的 ECHO25（1.2×108 TCID50/mL）作为

免疫原与弗氏佐剂（Sigma）等体积混合，采用皮下多

点注射方式免疫 6~8周龄 SPF级BALB/c雌鼠（上海

斯莱克实验动物有限公司），分别于第 2、4、6周进行

加强免疫。初次免疫采用完全弗氏佐剂，加强免疫

时采用不完全弗氏佐剂，末次免疫为直接向脾脏注

射病毒。应用杂交瘤技术，以PEG4000（Sigma）为融

合剂，将免疫小鼠脾细胞与 SP2/0骨髓瘤细胞按 5∶1
的比例融合，在含HAT（Sigma）的 1640选择培养基

中培养。以灭活 ECHO25（2.5×105 TCID50/mL）作为

包被抗原，辣根过氧化物酶（HRP）标记的羊抗鼠抗

体（IgG，Sigma）为二抗，应用间接酶联免疫吸附法

（ELISA）检测融合细胞培养上清，通过有限稀释法

对阳性克隆孔进行克隆。将单克隆抗体细胞打入小

鼠腹腔诱导腹水，用硫酸铵盐析法和Protein A亲和

层析法纯化小鼠腹水。采用经典过碘酸钠（NaIO4）

法对单克隆抗体进行HRP标记[22]，保存于-20℃。

1.3 免疫荧光检测（IFA）
将RD细胞加入预先铺有玻片的 24孔细胞培养

板中，感染 10 μL肠道病毒；14 h后，每孔加入 100
μL 4%多聚甲醛，室温避光 30 min；用 0.3% Trion
X-100通透细胞 10 min，山羊血清封闭 1 h；以本实

验室制备的 ECHO25单克隆抗体为一抗，37℃孵育

1 h；以异硫氰酸荧光素（FITC）标记的羊抗鼠抗体

（IgG，Sigma）为二抗，37℃反应 30 min；加入 DAPI
（Invitrogen）核染 5 min 后，荧光显微镜（TE2000，
Nikon）下观察并拍照。

1.4 Nt-ELISPOT应用于中和抗体检测

将待测样品（血清样品须 56℃灭活 30 min）加

入 96 孔 U 形板中，按 1/2 的梯度从 1∶8 稀释至 1∶
8192，加入等体积的 ECHO25病毒悬液，37℃孵育 1
h；取 100 μL混合物加至预铺有 RD 细胞（20 000/
孔）的 96孔细胞培养板中，37℃、5% CO2培养。14 h
后如下进行酶联免疫斑点实验：每孔加入 100 μL
0.2%的戊二醛固定液，室温避光 1 h；加入 1%的Tri⁃
ton X-100通透液，室温静置 30 min；加入HRP标记

的 ECHO25 特异性单克隆抗体 5B9，37℃孵育 30
min；用PBST（PBS+0.5% Tween 20）漂洗 5次，加入

TMB显色液（Sigma），37℃显色 10 min；通过酶联斑

点分析仪（Cellular Technology Limited，CTL）扫描和

蓝色斑点数统计，按下式计算感染抑制率（P）：
P=［1-（Ntest-Ncell control）/（Nvirus control -Ncell control）］×100%

其中，Ntest代表实验孔的斑点数，Ncell control和Nvirus control分

别代表未感染病毒的RD细胞和感染病毒的RD细

胞的每孔平均斑点数。样品的中和效价定义为：P

值≥50%时的最高稀释率。

1.5 Nt-ELISPOT应用于中和性单克隆抗体筛选

取 50 μL本实验室前期制备的ECHO25单克隆

抗体（1 mg/mL）加入 96孔U形板中，按 1/2的梯度从

1∶8 稀释至 1∶8192，与等体积的 ECHO25（1.5×105

TCID50/孔）混合，37℃孵育 1 h；取 100 μL混合物加

至预铺有 RD细胞（20 000/孔）的 96孔细胞培养板

中，置 37℃、5% CO2培养箱中，培养 14 h后按上述

方法进行酶联免疫斑点实验并计算样品的中和效

价。将中和效价≥16的样品判定为ECHO25中和性

单克隆抗体。
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2 结果

2.1 ECHO25 Nt-ELISPOT方法的建立

应用免疫荧光法，我们从前期获得的 ECHO25
单抗中筛选获得一株单克隆抗体 5B9（IgG1亚型），

该单抗对感染 ECHO25后的RD细胞具有较好的反

应活性，对未感染病毒的 RD细胞无明显反应（图

1A）。我们对单克隆抗体 5B9进行HRP标记，应用

ELISPOT方法分别对ECHO25、EV71和CA16等肠道

病毒感染后的RD细胞进行检测，结果显示HRP标

记的 5B9 在 1∶10 000 稀释度下可以特异识别被

ECHO25感染的RD细胞，在加入显色底物 TMB后，

被感染的细胞显示为蓝色斑点；而不能识别被

EV71、CA16、CB3 和 ECHO30 感染的 RD 细胞（图

1B），具有良好的检测特异性。我们进一步探索了

不同的病毒感染剂量对ELISPOT检测实验的影响，

将ECHO25（1.2×107 TCID50/mL）以 1/2梯度进行系列

稀释并分别感染RD细胞，感染 14 h后用HRP标记

的 5B9进行ELISPOT检测。结果如图 1C所示，检测

斑点数与病毒感染剂量呈正相关，当病毒感染剂量

为 1.9×104~1.5×105 TCID50/孔时，检测斑点数与病毒

感染剂量的对数值具有较好的线性关系（R2=
0.9924）。通过分析，本研究选择以HRP标记的单克

隆抗体 5B9（1∶10 000稀释）为检测抗体，病毒感染

剂量为 1.5×105 TCID50/孔，感染时间为 14 h，以上述

条件建立ECHO25中和抗体检测方法Nt-ELISPOT。
2.2 Nt-ELISPOT 方法与经典 Nt-CPE 方法的一致

性分析

依赖于细胞病变效应的Nt-CPE方法是检测肠

道病毒中和抗体的“金标准”方法[23- 24]。为评价本研

究建立的ECHO25 Nt-ELISPOT方法与经典Nt-CPE
方法的一致性，首先用经典Nt-CPE方法筛选获得 4
份血清，分别为ECHO25抗体阳性人血清（中和效价

为 1∶1024）、ECHO25免疫小鼠血清（中和效价为 1∶
4096）、ECHO25抗体阴性人血清（中和效价<1∶16）
和 ECHO25抗体阴性小鼠血清（中和效价<1∶16）。

将上述 4种血清样品分别以 1/2梯度稀释，应用本研

究建立的Nt-ELISPOT方法分别检测稀释后的血清

样品的 ECHO25 中和抗体效价。结果显示，2 份

ECHO25抗体阳性血清样品（图 2A、B）的中和效价

均随血清稀释率的增加按 1/2梯度下降，与预期效价

具有良好的一致性，而 ECHO25抗体阴性血清样品

的中和效价均<1∶16（图 2C、D）。上述结果说明，本

研究建立的Nt-ELISPOT方法与经典Nt-CPE方法的

检测结果具有较好的一致性。

2.3 Nt-ELISPOT方法应用于抗 ECHO25中和单抗

的筛选

进一步应用建立的Nt-ELISPOT方法检测前期

获得的 ECHO25单克隆抗体的 ECHO25中和效价，

筛 选 获 得 3 株 ECHO25 中 和 单 抗 ，分 别 为 2E9
（IgG2a）、4G2（IgG2a）和 14H7（IgM）。Nt-ELISPOT
检测结果显示，3株单抗均可阻断ECHO25对RD细

胞的感染（图 3A），其中和效价分别为 1∶8192、1∶
2048和 1∶256（图 3B）。免疫荧光检测结果显示，上

述 3株中和单抗与 ECHO25感染后的 RD细胞具有

良好的反应性（图3C）。

2.4 临床样本检测

随机选取厦门地区 80份 2014年手足口病疑似

患者血清标本（男性患者 51例，女性患者 29例，平均

年龄 2.3岁），用本研究建立的ECHO25 Nt-ELISPOT
方法对其进行检测，以 1∶16为中和抗体阳性判定标

准。结果显示，80份血清样品中有 43份为ECHO25
中和抗体阳性，阳性率为 53.75%（图 4），提示

ECHO25在厦门地区人群中可能存在流行感染。

3 讨论

肠道病毒的流行病学调查主要依赖于采用RT-
PCR方法检测样品中病毒核酸含量，但该方法受限

于病毒在宿主体内存活时间的影响。相比而言，血

清抗体水平检测可反应病毒的当前或既往感染情

图1 ECHO25 Nt-ELISPOT中和实验方法的建立
A：检测抗体 5B9亲和性检测（IFA法）；B：检测抗体 5B9特异性检测
（ELISPOT法）；C：病毒合适的感染剂量确定
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况。同时，中和抗体被认为是评价疫苗免疫原性的

关键指标。因此，对于病毒流行病学调查或防治方

法研究，中和抗体检测方法的准确性与高效性均具

有重要意义[13,23]。

Nt-CPE方法是经典的肠道病毒中和抗体检测

方法，但存在一些不足，如实验周期长，通常需要 5~
7 d；操作过程繁琐，不适于大量标本的检测；依靠肉

眼观察，结果存在一定的主观误差。因此，肠道病毒

新型中和实验方法不断出现 [25]。Huang 等 [26]依据

ELISA法建立了检测EV71中和抗体方法，将检测时

间缩短至 2 d。随后建立的基于假病毒的中和抗体

检测方法，相对活病毒而言操作更加安全[27-28]。我们

以 ELISPOT方法为基础，探索建立了 ECHO25的新

型中和抗体检测方法。ELISPOT方法已成功应用于

肠道病毒EV71、CB3、CA16等中和抗体的检测，该方

法仅需一台酶联斑点分析仪和一株能够与待测样品

图2 Nt-ELISPOT方法与Nt-CPE方法的一致性分析
A：ECHO25抗体阳性人血清；B：ECHO25免疫小鼠血清；C：ECHO25抗体阴性人血清；D：ECHO25抗体阴性小鼠血清

图3 用Nt-ELISPOT筛选到的ECHO25中和单抗的性质鉴定
A：筛选到的3株ECHO25中和单抗阻断ECHO25对细胞的感染（ELISPOT方法）；B：Nt-ELISPOT方法测定3株单抗的中和效价；

C：3株单抗与ECHO25感染后的RD细胞作用的免疫荧光结果
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特异性结合的单克隆抗体，将抗体进行HRP标记后

即可捕获被病毒感染的细胞，当加入显色底物 TMB
时，被感染的细胞被染成蓝色，从而区别于未被病毒

感染的细胞。Nt-ELISPOT方法依赖于特异性抗体

与病毒蛋白的相互作用，不须等待细胞病变的发生，

1 d内即可完成检测。此外，96孔板及酶联斑点分

析仪的应用便于结果分析与保存，大大提高了检测

通量，也避免了经典Nt-CPE方法带来的主观误差。

目前，ECHO25相关研究尚局限于毒株的分离

与基因序列的进化分析，研究基础较为薄弱。本研

究应用Nt-ELISPOT方法首次筛选获得 3株ECHO25
中和性单克隆抗体，可以为进一步开展 ECHO25中

和表位和相关疫苗研究提供条件。同时，通过对随

机选取的厦门地区的 80份手足口病疑似患者血清

进行中和抗体检测，发现 53.75%的血清样品显示

ECHO25抗体阳性，表明 ECHO25在厦门地区可能

存在流行感染，有待开展更深入和全面的研究。已

有研究显示，多种肠道病毒之间存在共感染和共流

行现象 [29]。在我们通过检测获得的ECHO25抗体阳

性的人血清样品中，部分样品经RT-PCR检测显示

含有 EV71、CA6等不同型别肠道病毒核酸，表明厦

门地区可能存在ECHO25与EV71、CA6或其他肠道

病毒共感染情况，提示我们应当进一步提高肠道病

毒诊断技术，加强对多种肠道病毒流行情况的全面

监测。

综上所述，本研究建立的人肠道病毒 ECHO25
新型中和实验方法具有特异性强、耗时短和通量高

等优点，为快速、高效开展ECHO25血清流行病学调

查及相关防治方法研究提供了支持，同时也可为其

他病毒中和抗体检测方法的建立提供参考。
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