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摘 要 

VII 

摘  要 

轮状病毒是引起小儿腹泻的主因。全球每年有超过 1.25 亿婴幼儿腹泻是由

轮状病毒引起的，并造成超过 60 万婴幼儿的死亡，且大部分死亡病例都发生在

不发达的亚非国家。针对轮状病毒的治疗目前还没有特别有效的治疗药物，因此

预防轮状病毒就显得至关重要；而预防轮状病毒最有效的方法就是研制轮状病毒

疫苗，因此研制安全、广谱、高效的轮状病毒疫苗就成为当今各国政府及世界卫

生组织（WHO）极为重要的任务。目前 TCID50 法是常用的检测轮状病毒感染

力和轮状病毒中和抗体的方法，但由于 TCID50 法耗时长、主观误差大、工作量

大等原因，限制其在大规模的筛选和试验中应用。因此建立一种快速、高效、准

确的轮状病毒和轮状病毒中和抗体的检测方法对轮状病毒的病毒学研究和轮状

病毒疫苗的开发都具有重要的作用和意义。 

本论文建立了轮状病毒的分离，鉴定和扩大培养的方式，通过收集和分离培

养不同的轮状病毒为以后的轮状病毒病毒学研究做准备。同时建立了一种新型的

快速、高效轮状病毒及轮状病毒中和抗体的检测法—--酶联免疫斑点法，该方法

是以酶联免疫斑点法和 ELISPOT 自动化扫描仪为基础，借助针对针对轮状病毒

结构蛋白 VP6 的特异性酶标抗体 7H11 和 VP6 的特异性反应，通过 TMB 显色反

应以区别感染和未感染细胞来实现检测的；在本论文中还从可靠性，稳定性等方

面对建立的轮状病毒酶联免疫斑点法进行验证，通过对比发现新建立的轮状病毒

酶联免疫斑点法不仅具有快速、可靠、准确等特点，而且还和传统的 TCID50 检

测法具有很好的相关性。新建立的轮状病毒酶联免疫斑点法不仅可以用于轮状病

毒中和抗体的检测还可以用于轮状病毒感染力的检测，同时在该论文中我们还以

新建立的轮状病毒酶联免疫斑点法建立了轮状病毒中和抗体的筛选方法，同时还

利用该方法对流调血清中中和抗体进行分析。 

 

关键词：轮状病毒；酶联免疫斑点检测法；中和抗体筛选 
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Abstract 

Rotavirus is the major pathogenesis of infantile diarrhea. 125 million infants all 

over the world caught diarrhea because of rotavirus and 60 thousand of them died of 

this disease. This often happened in undeveloped countries. No effective drugs have 

be developed by now, hence it is of significance to take precautions against rotavirus. 

As is known, vaccine is the most effective precaution. Then the development of safe 

and broad-spectrum of vaccine has become the object of increased interest. TCID50 

used to be a popular method for detecting neutralizing antibodies of rotavirus. But it 

was not convenient in large-scale screen because it was too time-consuming and 

subjective. Therefore, the establishment of an effective method was important to the 

investigation of rotavirus. 

In this study, we established a new method of separating, identifying and culturing 

rotavirus to select different viruses. Besides, Elispot, a new method of rapidly 

detecting neutralizing antibodies of rotavirus was established. This method was based 

on Elispot and automatic screening. It could separate infected and uninfected cells 

through TMB reaction based on the reaction of the structural protein VP6 with its 

specific enzyme labeled antibody 7H11. This paper also evaluated the reliability and 

stability of Elispot. The results indicated that Elispot was rapid, reliable and accurate. 

Elispot could be applied not only in the detection of neutralizing antibodies of 

rotavirus but also in the detection of titer of rotavirus. In this study, we screened the 

antibodies and analyzed the neutralizing antibodies of epidemiological serum by 

Elispot. 

 

Key words: rotavirus; Elispot; spanning of neutralizing antibodies
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前 言 

1 

1 前 言 

小儿腹泻是儿童的常见和多发病。据世界卫生组织（WHO）的报告显示，

每年全球大约有 150 一 200 万婴幼儿死于腹泻相关的疾病或并发症[1]，其中轮状

病毒是导致全球儿童急性和重症腹泻的主要原因。1963 年，Adams 和 Kraft 首

次在腹泻小鼠的肠组织切片中观察到轮状病毒颗粒[2，3]，由于其类似车轮状的结

构而被命名为轮状病毒（rotavirus  RV）；人的轮状病毒是在 1973 被澳大利亚

学者 Bishop 发现的[4]。自从轮状病毒被发现以来，人们对轮状病毒的结构、流

行病学特征、致病机理、感染复制机制及免疫保护机制进行了大量研究，为轮状

病毒的预防及治疗提供了大量的理论支持。目前由于轮状病毒尚未有特别有效的

治疗药，因此研制疫苗对预防轮状病毒引起的腹泻具有重要的意义，目前有

Rotateq（默克），Rotarix（葛兰素史克）及罗特威（兰州生物制品研究所）三

种轮状病毒疫苗已经上市，且都具有较好的免疫保护效果。 

1.1 轮状病毒性状 

轮状病毒（RV）属于呼肠孤病毒（Reoviridae）科，轮状病毒属，是一种无

包膜病毒[5]；完整的轮状病毒具有三层衣壳（内层、中间层、外层）（如图 1），

直径约为 75nm ，表面光滑，具有感染性；缺失最外层衣壳的双层轮状病毒颗粒

直径约为 60nm ，外表较为粗糙，不具有感染性，单层颗粒较为少见[6]
 。病毒

的三层颗粒从内到外依次有 VP2，VP6，VP7 组成。轮状病毒的基因组是具有成

节的双链 RNA（dsRNA），在宿主细胞浆内复制；轮状病毒外面两层衣壳均为

二十面立方体，每个面有 13 个颗粒组成，两层颗粒之间有 132 个通道，其生物

学功能目前还不太清楚，可能是病毒与外界的物质及核酸信息交换相关。 
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图 1. 轮状病毒结构示意图及电镜照片 [7，8] 
Fig 1 :The structure of rotavirus and EM of TLPs and DLPs 

轮状病毒具有较高的稳定性，但是采用 EDTA、0.1%的十二烷基磺酸钠可破

坏其感染性。A 组轮状病毒具有较高的稳定性，可在自然环境中长期存活；但 B

组轮状病毒的稳定性较低、易失去感染力。轮状病毒还可被酚、甲醛、和 95%

乙醇等消毒剂灭活；56°C 孵育 1 小时可将轮状病毒完全灭活[9]。 

1.2 轮状病毒的基因组 

轮状病毒基因组为成节的双链 RNA（dsRNA ），有 11 个基因片段组成，

位于轮状病毒的核心衣壳内。通过聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，可以清楚的观察到

不同大小的基因片段。不同组的电泳图谱具有较大的差异，其中 A 组轮状病毒

的基因组电泳图谱为典型的 4:2:3:2 型(如图 2 )，因此也可以利用电泳图谱来区

别不同组的轮状病毒。 

100nm 
100nm 
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图 2：轮状病毒基因组电泳示意图及其对应编码的蛋白[10]
 

Fig 2:The genome and proteins of rotavirus  

 

1.3 轮状病毒蛋白 

轮状病毒编码 11 种蛋白（如表 1），按其具有的不同功能，可将其分为：

轮状病毒内核蛋白（VP1，VP2，VP3）、轮状病毒结构(VP4，VP6，VP7)和轮

状病毒非结构蛋白(NSP1—NSP5)。 

 

表 1：轮状病毒编码的蛋白[100]
 

Table 1:Protein of rotavirus 

   编码蛋白     

RNA

基因片

段 

片段大

小（bp） 

蛋白

名称 

蛋白大

小(kDa) 

转录后修

饰 位置及功能 

1 3302 VP1 125  内核蛋白；RNA 聚合酶 

2 2690 VP2 103 

十四烷基

化 内核蛋白；与 RNA 结合；亮氨酸拉链 

3 2591 VP3 88  内核蛋白；鸟苷转移酶；甲基化酶 

4 2364 VP4
a
 87 

蛋白酶水

解 

病毒表面蛋白；红细胞凝集作用；中和

抗原；诱导病毒入胞；决定病毒毒力 

5 1161 NSp 59  非结构蛋白；锌指结构；病毒的组装 
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