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  摘 要:目的 探讨武汉市甲、乙型流感病毒的流行特征,通过比较巢式PCR和胶体金法检测对流感病毒

的检出情况,评价后者能否为临床流感样患者的流感初筛和诊断提供快速有效的方法。方法 采集2017—

2019年武汉市流感样患者的鼻咽拭子,进行胶体金法检测,分析该地区甲、乙型流感病毒的流行病学特征;同时

选取其中600份样本,进行巢式PCR检测复核结果。结果 2017—2019年,各年份中甲型流感、乙型流感、混

合感染检出率比较,差异均有统计学意义(P<0.05);流感呈季节性;流感患者中18岁以下的人群所占比例较

高(P<0.05);巢式PCR和胶体金法的一致性检验显示,Kappa=0.40,二者一致性一般。结论 胶体金法检

测简便快速,能较好地满足对于临床标本初筛的要求,但其检测的灵敏度和特异度仍待提高。
关键词:流感病毒; 流行特征; 快速抗原检测; 巢式PCR检测

DOI:10.3969/j.issn.1673-4130.2021.04.013 中图法分类号:R446.5
文章编号:1673-4130(2021)04-0444-04 文献标志码:A

Comparison
 

of
 

epidemic
 

characteristics
 

and
 

detection
 

methods
 

of
 

influenza
 

virus
 

in
 

Wuhan
 

area*

SHENG
 

E'xiang,CHEN
 

Liangjun,DUAN
 

Yongwei,LI
 

Yirong△

Department
 

of
 

Clinical
 

Laboratory,Zhongnan
 

Hospital
 

of
 

Wuhan
 

University,Hubei
 

430061,China
Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

epidemiological
 

characteristics
 

of
 

influenza
 

in
 

Wuhan,and
 

compare
 

the
 

consistency
 

between
 

the
 

rapid
 

antigen
 

detection
 

and
 

nested
 

PCR
 

to
 

verify
 

whether
 

the
 

sensitivity
 

and
 

spe-
cificity

 

of
 

the
 

former
 

provide
 

an
 

effective
 

method
 

for
 

the
 

diagnosis
 

of
 

clinical
 

influenza-like
 

patients.
Methods Collected

 

the
 

nasopharyngeal
 

swabs
 

from
 

patients
 

with
 

flu-like
 

symptoms
 

from
 

2017
 

to
 

2019,and
 

then
 

colloidal
 

gold
 

method
 

was
 

used
 

to
 

test
 

the
 

samples.The
 

epidemiological
 

characteristics
 

of
 

influenza
 

A
 

and
 

B
 

viruses
 

in
 

the
 

area
 

were
 

analyzed,meanwhile
 

600
 

samples
 

were
 

selected
 

to
 

be
 

rechecked
 

by
 

nested
 

PCR.Re-
sults From

 

2017
 

to
 

2019,there
 

were
 

statistically
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

detection
 

rates
 

of
 

influenza
 

A,

B
 

and
 

mixed
 

infection
 

in
 

each
 

year(P<0.05);influenza
 

was
 

seasonal;the
 

proportion
 

of
 

influenza
 

patients
 

un-
der

 

18
 

years
 

old
 

was
 

higher
 

than
 

the
 

other
 

age
 

groups(P<0.05);the
 

consistency
 

test
 

of
 

nested
 

PCR
 

and
 

col-
loidal

 

gold
 

method
 

showed
 

that
 

Kappa=0.40,the
 

consistency
 

was
 

general.Conclusion Colloidal
 

gold
 

method
 

is
 

convenient
 

and
 

rapid,which
 

can
 

meet
 

the
 

requirements
 

of
 

clinical
 

samples
 

screening,but
 

its
 

sensitivity
 

and
 

specificity
 

still
 

need
 

to
 

be
 

improved.
Key

 

words:influenza
 

virus; epidemiology; rapid
 

antigen
 

detection; nested
 

PCR
 

detection

  流感病毒是引起急性呼吸道感染的主要病原体

之一,具有传播途径广,传染性强,极易引起局部流行

和暴发大流行等特点。流感病毒属于正黏病毒科,为
单股、负链、分节段的RNA病毒。根据核蛋白和基质

蛋白的不同,流感病毒可以分为甲、乙、丙、丁4个型

别[1]。人感染流感病毒严重者可导致病毒性肺炎、多
脏器功能损伤、呼吸衰竭甚至死亡。流感的流行具有

明显的季节性,中国的流感疫情暴发主要集中在秋冬

季节,南方地区是流感样病例的高发地区[2]。
目前人类无法有效地防控流感的流行,也缺乏可

靠的预警、预测手段。每一次流感的大流行,都会对

人类健康构成严重威胁和给社会造成巨大的经济损

失[3]。因此,应进一步加大流感监测力度,密切关注

流感病毒的变异及活动状态[4]。目前,流感患者的临

床症状缺乏特异性,一般以轻症感染为主,但也可为

重症并导致患者住院甚至死亡[5],临床医生仅凭临床
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表现难以确诊,所以实验室病原学检测成为流感的主

要诊断依据。流感病毒的检测方法有病毒的分离培

养、血清学检测和病毒的快速检测,应用了免疫学和

基因检测技术。病毒的分离培养是流感诊断的金标

准,常依赖于鸡胚接种,是流感实验室诊断中高度灵

敏、准确的方法之一,但鸡胚接种分离周期长,分离效

率低[6]。血清学方法是检测流感病毒特异性抗体最

常用的方法,如血凝抑制试验(HAI),但灵敏度难以

令人满意[7]。胶体金法快速检测是利用抗原抗体反

应,然后用胶体金结合物标记达到检测的目的;其优

点是快速、简便,大大缩短了检测时间;灵敏、准确,结
果受外界因素影响较少;安全简便,不需任何仪器和

设备;成本低廉,所需时间和样本量少[8];但不能检测

病毒亚型。临床上大多用此方法来初步快速筛查流

感患者。PCR技术可以从核酸水平检测病毒,具有高

灵敏度、特异度和较高的检出率,检测标本用量少,在
病毒感染诊断中发挥着重要作用。

本研究对武汉市甲型流感(以下简称“甲流”)、乙
型流感(以下简称“乙流”)的流行病学特征进行了分

析;选取600份经流感病毒胶体金法检测的标本,然
后用巢式PCR来进行结果复核,旨在评价胶体金法

检测的灵敏度和特异度能否满足流感患者初筛或诊

断的要求。

1 资料与方法

1.1 一般资料 根据《全国流感监测方案(2010年

版)》中流感样病例的定义:发热(体温≥38
 

℃),伴咳

嗽或咽痛者,将2017—2019年因流感样症状于本院

就诊的患者共60
 

944例纳入研究,采集患者的鼻咽拭

子标本,在检验科门诊进行流感病毒胶体金法检测;
选取其中的600份样本,采用巢式PCR检测对结果

进行复核。

1.2 方法

1.2.1 咽拭子标本的采集和保存 将拭子从口腔完

全插入咽喉中,以咽喉壁,上颚扁桃的发红部位为中

心,适度用力擦拭双侧咽扁桃体及咽后壁,避免触及

舌部。采集完拭子后,迅速将其放入采样管(内含3~
4

 

mL标本保存液)中,弃去尾部,旋紧管盖并密封,保
存至-70

 

℃冰箱。

1.2.2 流感病毒胶体金法检测 应用广州万孚生物

技术股份有限公司生产的甲/乙型流感病毒抗原检测

试剂盒(胶体金法)对甲/乙型流感病毒抗原进行检

测,严格按照试剂盒检测说明书进行操作并在有效期

内使用。

1.2.3 流感病毒的巢式PCR检测 采用美国TR-
Izol即用型试剂提取咽拭子标本的核酸,按照实验室

标准操作流程进行。以武汉大学基础医学院病毒研

究所实验室提供的特异性引物和扩增条件进行第一

轮扩增:引物序列,上游为 GAYCCNCCNTACAGC-
CATGG,下 游 为 AYCCTCTNATTTGCATYCC-
NGG;扩增条件如下,50

 

℃
 

30
 

min,94℃
 

3
 

min,94℃
 

45s、52
 

℃
 

45s、72℃
 

50
 

s(36个循环),72℃
 

10
 

min。
第二轮扩增:引物序列,上游为 ACNGGNTAYAC-
NATGGACACRGT,下 游 为 PB1_679R

 

CCTC-
TYTCNGCRTCYTTNGTCAT;扩 增 条 件 如 下,

94
 

℃
 

3
 

min,94
 

℃
 

45
 

s、52
 

℃
 

40
 

s、72
 

℃
 

45
 

s(36个

循环),72
 

℃
 

10
 

min。制备1%琼脂糖凝胶,取5
 

μL
第二轮扩增产物,在120

 

U的电压下,电泳20
 

min,在

526
 

bp对应区段出现阳性条带者为检测阳性。

1.3 统计学处理 采用SPSS22.0软件进行统计分

析。计数资料以百分率表示,组间比较采用χ2 检验,

P<0.05为差异有统计学意义。采用Kappa一致性

检验分析两种方法的一致性:若 Kappa为0.0~<
0.20,则一致性极低;若 Kappa为0.20~0.40,则一

致性一般;若Kappa为>0.40~0.60,则一致性中等;
若Kappa为>0.60~0.80,则一致性高;若 Kappa
为>0.80~1.00,则几乎完全一致。

2 结  果

2.1 2017—2019年流感病毒检测的总体情况 
2017—2019年,各年份中甲流、乙流、混合感染检出率

比较,差异均有统计学意义(P<0.05),见表1。

表1  武汉市2017—2019年流感病毒的流行情况[n(%)]

年份 n 流感合计 甲流 乙流 混合感染 χ2 P

2017年 10
 

292 2
 

323(22.6) 1
 

319(12.8)  956(9.3) 48(0.5) 1
 

197.12 <0.001

2018年 13
 

647 2
 

620(19.2) 2
 

068(15.2)  529(3.9) 23(0.2) 3
 

886.46 <0.001

2019年 37
 

005 8
 

045(21.7) 6
 

147(16.6) 1
 

794(4.8) 104(0.3) 7
 

815.94 <0.001

2.2 流感病毒检出例数在不同月份的分布特点 
2017年的检出高峰为8月、9月和12月;2018年的检

出高峰为12月、1月和2月;2019年与2017和2018年

比较,检测总例数增加,从而各月份的检出例数有所增

加,且检出高峰集中在1月、2月和12月;见图2。

2.3 不同年龄患者的流感病毒感染情况 6岁以下

及6~18岁的人群的流感病毒检出率较高,分别为

24.53%和27.26%,各年龄段之间比较,差异有统计
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学意义(χ2=1
 

490.85,P<0.05),见表2。

图2  2017—2019年流感病毒检出例数在不同

月份的分布情况

表2  2017—2019年不同年龄段患者的流感病毒检出率

年龄 总数(n) 阳性(n) 检出率(%)

<6岁 27
 

794 6
 

819 24.53

6~18岁 14
 

662 3
 

997 27.26

>18~45岁 13
 

437 1
 

603 11.83

>45岁 5
 

051 569 11.27

2.4 流感病毒胶体金法和巢式PCR检测结果的比

较 选取2018年1月份采集的600份流感样病例的

标本,采用巢式PCR检测进行复核。两种方法一致

性检验的Kappa系数为0.40,一致性一般。见表3。
表3  胶体金法与巢式PCR检测的结果

胶体金法 巢式PCR阳性 巢式PCR阴性 合计

阳性 137 53 190

阴性 118 292 410

合计 255 345 600

3 讨  论

  流行性感冒是由于流感病毒感染人或动物,导致

其急性发病的一类以上呼吸道症状为特点的疾病。
参与流感病毒复制的RNA聚合酶没有校正功能,所
以流感病毒会频繁地出现基因突变。流感病毒具有

节段分布的结构特点,易导致基因重组,亦称抗原漂

移[9],这种变异易发生于甲型流感病毒,导致产生新

的病毒亚型,人类历史上多次流感流行或暴发均与其

相关[10]。乙型流感病毒只有一种型别,病毒变异少,
其感染者为散发病例。本研究中,甲流检出率高于乙

流,混合感染的检出率最低。流感病毒的流行具有明

显的季节性,北方流行均发生在冬春季,而南方大部

分发生在秋冬季或夏季[11]。本研究中,流感也具有季

节流行性。
流感病毒的易感人群为老年人、儿童、慢性病人

群,以及免疫功能受到抑制者[12]。本研究对不同年龄

段人群的病毒感染情况的分析表明,阳性患者中18
岁以下的人群所占比例最高,特别是6岁以下的婴幼

儿,为流感病毒的主要传播对象;而45岁以上的中年

和老年人所占比例较低。这可能与就诊习惯有关,婴
幼儿和青少年以发热和上呼吸道感染症状作为初始

就诊原因的比例较高,较易筛查出流感病例,而中年

人和老年人则以其他主诉症状为就诊原因的居多。
对儿童和有基础疾病的老年人均应加强防护措施,及
时接种疫苗,预防流感。

流感病毒感染者的症状不明显,临床诊断主要依

赖于实验室检测,可引起人类呼吸道感染的病毒有

200余种,因此检测试剂和方法的灵敏度和特异度对

临床诊断尤为重要。巢式PCR的检测具有高特异

度,和定量PCR相比,灵敏度提高了,可以减少假阴

性结果的出现,有助于临床治疗[13]。而流感病毒快速

检测试剂具有操作简单、快捷,分析结果清楚、易于判

断,且不需要任何仪器、成本低廉等优点,非常适用于

临床大量标本的初筛[14]。本研究中,胶体金法和巢氏

PCR检测结果的一致性一般,具有较高的灵敏度和特

异度。假阴性出现的原因可能为胶体金法检测依赖

于抗原的表达,病毒感染初期和后期受自身免疫系统

清除的影响,抗原的表达量低,未达到试剂盒的检测

限。当临床流感症状明显而胶体金法检测阴性时,应
进一步检测。出现假阳性的原因可能是包被的病毒

抗体纯化不够,导致其和非特异性病毒发生交叉反

应。本课题组后续还将胶体金法检测结果为假阴性

的118例样本送去测序,发现其中80.95%为甲型

H1N1,1.20%为甲型 H3N2,14.29%为甲型 H5N6,

3.60%为乙 型 流 感,表 明 漏 检 的 样 本 主 要 是 甲 流

H1N1,为临床医生提供了一定的判断依据,同时本研

究中发现巢氏PCR检测存在一定的污染,应注重实

验人员的操作技能和专业培训。
流感的发生具有明显的季节性,发病率具有上升

的趋势,好发于秋冬季,应加强流感病毒变异的监测

和防控。6岁以下的婴幼儿是流感的高发和易感人

群,应及时接种疫苗,加强管理。胶体金法检测操作

快速、简便,能基本满足对临床大量标本进行初筛和

诊断的要求,但还应不断提高灵敏度和特异度,为流

感病毒的早期、准确筛查提供更有效的帮助。
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