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  摘 要:目的 评估两款分子即时检验(POCT)产品在临床甲型流感病毒(Flu
 

A)、乙型流感病毒(Flu
 

B)
检测中的应用价值,并初步评估外周血感染相关指标在流感病毒感染中的诊断价值。方法 选取2019年11
月1日至2023年6月30日于该院就诊的、有流感样症状的流感疑似患者491例纳入研究并收集其口咽拭子,
分别用逆转录实时荧光定量聚合酶链反应(RT-qPCR)和两种分子POCT产品(XpertTM

 

Xpress
 

Flu/RSV和

EasyNAT
 

Flu
 

Assay)进行检测。以RT-qPCR结果为标准将受试者分为Flu
 

A阳性组、Flu
 

B阳性组和阴性

组(Flu
 

A、Flu
 

B检测均为阴性),分析并比较两种分子POCT产品的诊断性能及受试者外周血感染相关指标,
评估这些指标对Flu

 

A、Flu
 

B临床诊断的价值。结果 491例患者标本中,XpertTM
 

Xpress
 

Flu/RSV检测Flu
 

A的灵敏度为96.88%,特异度为99.75%,检测Flu
 

B的灵敏度为100.00%,特异度为100.00%,EasyNAT
 

Flu
 

Assay检测Flu
 

A的灵敏度为94.79%,特异度为96.81%,检测Flu
 

B的灵敏度为100.00%,特异度为

100.00%,两种分子POCT检测方法的一致性较高(Kappa值为0.974)。阴性组、Flu
 

A阳性组和Flu
 

B阳性

组外周血中的C反应蛋白和血清淀粉样蛋白A水平比较差异无统计学意义(P>0.05),但阴性组白细胞计数

较Flu
 

A阳性组和Flu
 

B阳性组高(P<0.01)。结论 该文研究了两种典型的分子POCT产品,它们的灵敏度、
特异度与RT-qPCR结果具有高度一致性。分子POCT产品具有灵活、快速等优势,对于目前临床诊疗水平的提高

具有重要价值。分子检测手段同时联合外周血感染相关指标,有助于流感病毒感染性疾病的早期诊断。
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Abstract:Objective To

 

evaluate
 

the
 

performance
 

of
 

two
 

molecular
 

point-of-care
 

testing
 

(POCT)
 

prod-
ucts

 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

influenza
 

A
 

virus
 

(Flu
 

A)
 

and
 

influenza
 

B
 

virus
 

(Flu
 

B)
 

of
 

clinical
 

samples,and
 

pre-
liminarily

 

evaluate
 

the
 

clinical
 

diagnostic
 

value
 

of
 

the
 

changes
 

of
 

infection-related
 

indicators
 

in
 

peripheral
 

blood.Methods A
 

total
 

of
 

491
 

oropharyngeal
 

swabs
 

from
 

patients
 

with
 

influenza-like
 

symptoms
 

who
 

were
 

treated
 

in
 

the
 

hospital
 

were
 

recruited
 

into
 

this
 

study
 

from
 

November
 

1,2019
 

to
 

June
 

30,2023.These
 

swabs
 

were
 

collected
 

using
 

reverse
 

transcription
 

real-time
 

quantitative
 

fluorescent
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(RT-
qPCR),and

 

two
 

POCT
 

molecular
 

products,XpertTM
 

Xpress
 

Flu/RSV
 

and
 

EasyNAT
 

Flu
 

Assay,respectively.
The

 

diagnostic
 

performance
 

of
 

two
 

POCT
 

molecular
 

products
 

was
 

analyzed
 

using
 

RT-qPCR
 

reaction
 

as
 

a
 

standard.According
 

to
 

the
 

results
 

of
 

RT-qPCR
 

method,the
 

subjects
 

were
 

divided
 

into
 

Flu
 

A
 

positive
 

group,
Flu

 

B
 

positive
 

group
 

and
 

negative
 

group
 

(both
 

Flu
 

A
 

and
 

Flu
 

B
 

were
 

negative).The
 

levels
 

of
 

indicators
 

in
 

pe-
ripheral

 

blood
 

of
 

the
 

three
 

groups
 

were
 

compared
 

to
 

evaluate
 

the
 

value
 

of
 

these
 

indicators
 

in
 

the
 

clinical
 

diag-
nosis

 

of
 

Flu
 

A
 

and
 

Flu
 

B.Results Among
 

the
 

491
 

patient
 

specimens,the
 

XpertTM
 

Xpress
 

Flu/RSV
 

assay
 

showed
 

the
 

sensitivity
 

for
 

Flu
 

A
 

was
 

96.88%,and
 

the
 

specificity
 

was
 

99.75%,and
 

the
 

sensitivity
 

for
 

Flu
 

B
 

was
 

100.00%,and
 

the
 

specificity
 

was
 

100.00%.EasyNAT
 

Flu
 

Assay
 

assay
 

showed
 

the
 

sensitivity
 

for
 

Flu
 

A
 

was
 

94.79%,and
 

the
 

specificity
 

was
 

96.81%,and
 

the
 

sensitivity
 

for
 

Flu
 

B
 

was
 

100.00%,and
 

the
 

specificity
 

was
 

100.00%.And
 

two
 

POCT
 

molecular
 

methods
 

performed
 

well
 

consistency
 

(Kappa
 

value
 

was
 

0.974).
There

 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

levels
 

of
 

C-reactive
 

protein
 

and
 

serum
 

amyloid
 

A
 

among
 

the
 

negative
 

group,Flu
 

A
 

positive
 

group,and
 

Flu
 

B
 

positive
 

group
 

(P>0.05).But
 

the
 

levels
 

of
 

white
 

blood
 

cell
 

count
 

in
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the
 

negative
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

Flu
 

A
 

positive
 

group
 

and
 

Flu
 

B
 

positive
 

group
 

(P<0.01).
Conclusion In

 

this
 

paper,two
 

typical
 

molecular
 

POCT
 

products
 

are
 

studied.Their
 

sensitivity
 

and
 

specificity
 

are
 

highly
 

consistent
 

with
 

the
 

results
 

of
 

RT-qPCR.Molecular
 

POCT
 

products
 

have
 

the
 

advantages
 

of
 

flexibil-
ity

 

and
 

rapidity,which
 

are
 

of
 

great
 

value
 

for
 

the
 

improvement
 

of
 

clinical
 

diagnosis
 

and
 

treatment.Molecular
 

detection
 

combined
 

with
 

peripheral
 

blood
 

infection
 

related
 

indicators
 

is
 

helpful
 

for
 

the
 

early
 

diagnosis
 

of
 

influ-
enza

 

virus
 

infectious
 

diseases.
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  流感病毒是一种广泛传播且常见的呼吸道病原

体,具有较高的传染性和致病性。目前临床上针对甲

型流感病毒(Flu
 

A)、乙型流感病毒(Flu
 

B)的检测以

胶体金法为主,但是胶体金法的灵敏度较低,分子生

物学方法灵敏度远高于胶体金法。
传统的分子诊断方法包括聚合酶链反应(PCR)、

核酸杂交、质谱、DNA测序等[1-4],存在操作烦琐、分
析程序复杂、设备昂贵、需要专业人员操作等问题。
因而,集成了快速、自动、整合从细胞裂解、核酸提取

扩增到产物分析的全部测定步骤,降低检测复杂性,
有效防止交叉污染等优点的分子即时检验(POCT)方
法是病原学检测最受关注的发展方向,核酸POCT与

实时PCR方法比较,在灵敏度和特异度方面并无明

显差异[5]。本研究将评估两款典型的分子POCT产

品在临床Flu
 

A、Flu
 

B测试中的一致性,初步评估C
反应蛋白(CRP)、血清淀粉样蛋白(SAA)和白细胞计

数(WBC)等外周血感染相关指标在Flu
 

A、Flu
 

B中

的诊断价值。
1 资料与方法

1.1 一般资料 将2019年11月1日至2023年6月

30日于本院就诊的、有流感样症状的流感疑似患者

493例纳入研究并收集其口咽拭子,2例标本测试结

果无效剔除研究,共计采用491例有效数据,其中男

223例,女268例,平均年龄(31.42±23.08)岁。流感

样症状的定义:(1)体温>38
 

℃;(2)有头痛、咳嗽、喉
咙痛、流涕、乏力中的一项症状。本研究获得本院伦

理委员会的批准,所有纳入研究者及其监护人均对本

研究知情同意。
1.2 仪器与试剂 SSNP-9600A全自动核酸提取仪

购自江苏硕世生物科技股份有限公司,MA-6000基因

扩增仪购自苏州雅睿生物技术有限公司,Flu
 

A、Flu
 

B核酸检测试剂盒(PCR 荧光探针法)(国械注准

20193400251)购自北京卓诚惠生生物科技有限公司,
GX-XⅥ

 

R2全自动医用 PCR分析系统及 XpertTM
 

Xpress
 

Flu/RSV
 

Assay
 

Flu
 

A、Flu
 

B及呼吸道合胞病

毒核酸联合检测试剂盒(实时荧光PCR法)购自美国赛

沛公司,UC0116核酸扩增检测分析仪及EasyNAT
 

Flu
 

Assay
 

Flu
 

A、Flu
 

B核酸检测试剂盒(恒温扩增-实
时荧光法)购自杭州优思达生物技术股份有限公司。
1.3 方法

1.3.1 逆转录实时荧光定量 PCR(RT-qPCR)检
测 核酸提取、PCR试剂配制、加样、PCR扩增检测

均按照Flu
 

A、Flu
 

B核酸检测试剂盒说明书中的要求

进行,检测在3
 

h内完成,试剂盒采用呼吸道病毒非相

关基因片段作为内标对照,进行质量控制。本研究采

用RT-qPCR作为结果判断的“金标准”。根据结果,
将受试者分为Flu

 

A阳性组、Flu
 

B阳性组和阴性组
(Flu

 

A、Flu
 

B检测均为阴性)。
1.3.2 XpertTM

 

Xpress
 

Flu/RSV
 

Assay
 

检测 将待

测标本振荡混匀,用一次性移液管吸取300
 

μL标本至

一次性检测盒的标本仓,检测盒扫码后置于核酸检测

仪,扩增34
 

min,自动检测并判定结果;每个检测试剂

盒内部含有标本处理质控(SPC)和探针检查质控
(PCC),以监测PCR是否存在抑制物及扩增反应是否

有效。
1.3.3 EasyNAT

 

Flu
 

Assay检测 充分混匀Flu-
RNA提取液,然后将其全部转入Flu检测管中,管中加

入500
 

μL咽拭子待测标本,盖好检测管管盖,摇匀检测

管扫码后置于核酸检测仪,扩增25
 

min,自动检测并判

定结果;内标系统采用检测人内源mRNA系统,用以监

测采样、提取、纯化和扩增反应是否有效。
1.3.4 外周血感染相关指标检测 WBC检测采用

抗凝全血,使用希森美康XN-3000血液分析仪;CRP
和SAA检测采样抗凝全血,使用锦瑞免疫比浊分析

仪PA3000。根 据 试 剂 盒 参 考 值 认 定 CRP>5.0
 

mg/L为阳性,SAA>10.0
 

mg/L为阳性。
1.4 统计学处理 采用SPSS22.0统计软件进行数

据处理及统计学分析。符合正态分布的计量资料以

x±s表示,组间比较采用独立样本t检验或非参数秩

和检验;计数资料以例数或百分率表示,组间比较采

用配对χ2 检验。采用Kappa值评估两种检测方法检

测结果的一致性,Kappa≥0.75提示两种检测方法的

结果一致性好,0.40≤Kappa<0.75提示一致性一

般,Kappa<0.40提示一致性差。P<0.05为差异有

统计学意义。
2 结  果

2.1 检测总体情况 RT-qPCR检出Flu
 

A阳性96
例(19.6%),Flu

 

B阳性79例(16.1%),流感病毒阴

性标本316例(64.4%);XpertTM
 

Xpress
 

Flu/RSV
 

Assay检测出Flu
 

A阳性94例(19.1%),Flu
 

B阳性

79例(16.1%),流感病毒阴性标本318例(64.8%),
其中合胞病毒阳性5例;EasyNAT

 

Flu
 

Assay检出Flu
 

A阳性94例(19.1%),Flu
 

B阳性79例(16.1%),流感

病毒阴性标本318例(64.8%),见表1、2。
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表1  RT-qPCR与XpertTM
 

Xpress
 

Flu/RSV
 

Assay
   检测结果的一致性分析(n)

RT-qPCR

Xpert检测

Flu
 

A

阳性 阴性

Xpert检测

Flu
 

B

阳性 阴性

阳性 93 3 79 0

阴性 1 394 0 412

总计 94 397 79 412

表2  RT-qPCR与EasyNAT
 

Flu
 

Assay检测

   结果的一致性分析(n)

RT-qPCR

EasyNAT检测

Flu
 

A

阳性 阴性

EasyNAT检测

Flu
 

B

阳性 阴性

阳性 91 5 79 0

阴性 3 392 0 412

总计 94 397 79 412

2.2 XpertTM
 

Xpress
 

Flu/RSV
 

Assay检测性能 以

RT-qPCR检测结果作为“金标准”,XpertTM
 

Xpress
 

Flu/RSV
 

Assay检测Flu
 

A的灵敏度、特异度、阳性

预测 值、阴 性 预 测 值 分 别 为 96.88% (95%CI:
90.48%~99.19%)、99.75%(95%CI:98.37%~
99.99%)、98.94%(95%CI:93.38%~99.94%)和
99.24%(95%CI:97.62%~99.80%),与 RT-qPCR
检测结果总符合率为99.19%(95%CI:97.92%~
99.68%);检测Flu

 

B的灵敏度、特异度、阳性预测值、
阴性 预 测 值 分 别 为100.00%(95%CI:94.22%~
100.00%)、100.00%(95%CI:98.85%~100.00%)、
100.00%(95%CI:94.22%~100.00%)和100.00%

 

(95%CI:98.85%~100.00%),与RT-qPCR检测结

果 总 符 合 率 为 100.00% (95%CI:99.22% ~
100.00%)。
2.3 EasyNAT

 

Flu
 

Assay检测性能 以RT-qPCR
检测结果作为“金标准”,EasyNAT

 

Flu
 

Assay检测

Flu
 

A的灵敏度、特异度、阳性预测值、阴性预测值分

别为94.79%(95%CI:87.70%~98.07%)、99.24%
(95%CI:97.61%~99.80%)、96.81%(95%CI:
90.29%~99.17%)和98.74%(95%CI:96.91%~

99.54%),与 RT-qPCR 检 测 结 果 总 符 合 率 为

98.37%(95%CI:96.82%~99.17%);检测Flu
 

B的

灵敏度、特 异 度、阳 性 预 测 值、阴 性 预 测 值 分 别 为

100.00%(95%CI:94.22%~100.00%)、100.00%
(95%CI:98.85%~100.00%)、100.00%

 

(95%CI:
94.22%~ 100.00%)和 100.00% (95% CI:
98.85%~100.00%),与RT-qPCR测结果检测结果

总 符 合 率 为 100.00% (95% CI:99.22% ~
100.00%)。见表3。
2.4 XpertTM

 

Xpress
 

Flu/RSV
 

Assay与EasyNAT
 

Flu
 

Assay结果的一致性分析 针对Flu
 

A的检测,
XpertTM

 

Xpress
 

Flu/RSV
 

Assay与 EasyNAT
 

Flu
 

Assay的检测结果比较,阳性符合率为97.88%(95%
CI:92.57%~99.41%),阴 性 符 合 率 为 99.50%
(95%CI:98.18%~99.86%),总符合率为99.20%
(95%CI:97.92%~99.68%),两种方法检测结果的

一致性很好(Kappa=
 

0.974,P<0.001)
 

。
针对 Flu

 

B 的 检 测,XpertTM
 

Xpress
 

Flu/RSV
 

Assay与EasyNAT
 

Flu
 

Assay的检测结果比较,阳
性 符 合 率 为 100.00% (95% CI:95.36%~
100.00%),阴 性 符 合 率 为 100.00% (95%CI:
99.08%~100.00%),总符合率 为100.00%(95%
CI:99.22%~100.00%),两种方法检测结果的完全

一致(Kappa=1.000,P<0.001)
 

。见表3。
2.5 实验室感染相关指标的检测结果比较 Flu

 

A
阳性组、Flu

 

B阳性组的CRP、SAA水平与Flu
 

A阴

性组比较,差异无统计学意义(P>0.05);Flu
 

B阴性

组的 WBC高于Flu
 

A阳性组和Flu
 

B阳性组(P<
0.01),但Flu

 

A阳性组与Flu
 

B阳性组比较差异无统

计学意义(P>0.05)。见图1。
表3  XpertTM

 

Xpress
 

Flu/RSV
 

Assay与EasyNAT

   
 

Flu
 

Assay结果的一致性分析

XpertTM
 

Xpress
 

Flu/RSV
 

Assay

EasyNAT
 

Flu
 

Assay
检测Flu

 

A

阳性 阴性

EasyNAT
 

Flu
 

Assay
检测Flu

 

B

阳性 阴性

阳性 92 2 79 0

阴性 2 395 0 412

总计 94 397 79 412

  注:与阴性组比较,**P<0.01。

图1  3组人群外周血标本感染相关指标SAA、CRP、WBC的结果比较
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3 讨  论

流感病毒感染主要症状为发热、头痛、肌痛和全

身不适,可引起包括肺炎、心肌炎、脑炎或肌炎和横纹

肌溶解、败血症和多器官衰竭等严重并发症。流感的

症状是临床常规诊断和治疗的主要依据,但由于流感

的症状、体征缺乏特异性,易与普通感冒和其他上呼

吸道感染混淆[6]。同时由于流感病毒的高频变异导

致流感的精准诊断和疫情防控面临诸多挑战。因此

采用低成本、准确、快速的方法诊断流感病毒感染对

于避免滥用抗菌药物、及早开展针对性的抗病毒治疗

和公共卫生干预至关重要。
目前临床主要通过血常规、生化常规和炎症指标

(CRP、SAA、降钙素原)
 

等标志物来鉴别诊断患者是

否存在感染及初步判断感染类型。WBC及其分数比

例常用来辅助诊断炎症及进展性疾病,是区分细菌感

染和病毒感染的重要参考指标。本研究结果显示,与
阴性组相比,Flu

 

A阳性组和Flu
 

B阳性组 WBC降

低,此结果与周望展等[7]研究结果一致,说明在流感

病毒感染患者中 WBC偏低。当机体受到炎症刺激或

处于应激状态时,大量激活的单核细胞会促进机体释

放细胞因子,进一步促进肝脏细胞合成大量的非特异

性急性时相反应蛋白如CRP、SAA。正常情况下血清

CRP水平很低,一般小于1
 

mg/L,但受到刺激5~8
 

h
后其水平迅速升高并于24

 

h后达到血清最高值。细

菌感染机体后分泌的物质可使被感染细胞的外膜结

构发生变化,暴露出的CRP接触结合位点利于CRP
的合成[8],因此CRP是诊断细菌感染的经典指标,但
在明确是否为病毒感染时其灵敏度和特异度均不高,
感染期间CRP水平保持相对稳定。SAA在96%的

健康人体中水平小于10
 

mg/L[9],机体感染时可在短

时间内由肝细胞大量合成释放至血液中,参与促进炎

症因子大量分泌、促进损伤组织修复等生理功能。当

感染得到控制后,血清SAA水平可迅速降至正常范

围,其半衰期极短。现有研究表明,CRP和SAA等感

染相关指标的联合检测,可提高急性呼吸道病毒感染

的诊断价值,降低漏检、误诊风险[10-13]。然而本研究

中,3组受试者间的CRP和SAA水平差异无统计学

意义(P>0.05)。该结论可能与纳入样本有关,本研

究收集的有流感样症状的流感疑似患者中,以 RT-
qPCR分组的流感阴性的标本中可能感染腺病毒、合胞

病毒等其他呼吸道病毒,导致阴性组SAA水平偏高。
笔者需要更多的实验数据来进一步验证其临床性能。
因此在某些情况下,单纯依靠CRP和SAA并不能准确

地区分甲型流感、乙型流感或其他呼吸道病原体。
分子生物学技术是一种基于核酸的检测技术,在

病原学的检测领域相比其他免疫学方法灵敏度更高,
有相关研究数据显示,针对Flu

 

A、Flu
 

B的检测,传统

胶 体 金 法 的 检 测 灵 敏 度 分 别 仅 为 40.91% 和

34.43%[14]。把分子检测手段和
 

POCT
 

相结合,不需

要复杂精密的仪器和专业的实验人员,还兼具便携、
操作简易、快速、密闭、准确等特点,有利于在各级医

疗机构,尤其是在资源有限的基层医疗机构快速搭建

流感核酸检测平台,提升基层发热诊疗水平。本研究

选取市场上两种典型的分子POCT产品,二者自动化

程度均较高,可以在封闭的试剂盒中完成核酸提取、
纯化、扩增和实时荧光检测,实现标本进结果出,极大

程度减少了气溶胶污染的风险,同时保证操作人员安

全。另外对于最低检出限、精密度、交叉反应、抗干扰

能力等性能指标,两种分子POCT产品在临床前研究

中均已完成充分地验证,验证结果良好,并且顺利通

过了中国食品药品检定研究院使用国家参考品进行

的注册检验。本研究结果显示,以RT-qPCR法作为

流感病毒的“诊断标准”,针对Flu
 

A、Flu
 

B的核酸检

测,两种分子POCT产品的结果一致性很好(Kappa值

分别为0.974、1.000)。本研究一共8例RT-qPCR与

分子POCT结果不一致的情况。这8例中5例为RT-
qPCR结果阳性,这5例RT-qPCR结果的Ct值均接近

灰区,提示这些结果不一致的临床样本中病毒载量较

低,随机取样得到的病毒颗粒数服从泊松分布,当样本

中病毒载量较低时可能提取得到的核酸浓度低于两种

分子POCT产品的检测限,从而导致出现假阴性结果;
3例为分子POCT结果阳性,其中1例两种分子POCT
结果均报告阳性。在病毒载量较低时,取样误差及手工

操作过程RNA降解均有可能导致最终提取得到的核

酸浓度低于产品检测限,从而出现RT-qPCR假阴性结

果,但分子POCT结果不一定出现假阳性结果。鉴于

本研究样本量有限,在未来的研究中将扩大样本量,对
目前研究结论做进一步验证与完善。

综上所述,实验室可以采取分子POCT方法联合

血常规、外周血感染相关指标等多种检测手段,能够

在保证检测结果准确性的同时做到随到随检,减少患

者等待时间,提高实验室诊断效率。
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