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流感感染患者不同标本中甲型
"&c&

流感病毒核酸!了解其对甲型
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流感的快速

诊断及病程进展的关系%方法
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$分别检测发病
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后和"或$恢复期咽拭子&血浆及下呼吸道分泌物中甲型
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流感病毒核酸%结果
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流感患者发病
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$重症患者下呼吸道分泌物中甲型
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流感病毒核酸阳性#
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例"
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$重症

患者血浆中检测到甲型
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流感病毒核酸%结论
!

实时荧光
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方法可以快速检测甲型
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流感病毒感染!血浆中甲

型
"&c&

流感病毒核酸阳性可能是重症患者的标志%
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随着现代生物技术的发展#分子生物学技术广泛应用于流

感病毒的快速诊断)实时荧光逆转录聚合酶链反应$

(+$

_R(

&技术检测甲型
"&c&

流感病毒核酸具有快速*敏感和特

异的特点'

&$%

(

#卫生部将其定为诊断甲型
"&c&

流感感染的诊

断方法之一'

,

(

)目前#甲型
"&c&

流感病毒核酸检测的标本

主要是咽拭子#尚未见有血液学核酸检测结果的报道)根据呼

吸道病毒侵袭的特点#早期病毒在病变局部的浓度较高#随着

病情发展#病毒可侵袭入血#形成病毒血症#因此#应用敏感的

(+$_R(

技术检测血液中的甲型
"&c&

流感病毒核酸可能有

助于监测病毒血症#了解病情发展及其严重程度)本研究采用

实时荧光
(+$_R(

方法检测不同来源样本中的甲型流感病毒

及甲型
"&c&

流感病毒核酸#探讨其对甲型
"&c&

流感患者

的快速诊断*病情进展和预后的临床意义)
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资料与方法

B-B

!

一般资料
!

收集
%..4

年
&.

月
%

日至
&%

月
%0

日#来自

本院流感病房和重症监护病房
&&3

例甲型
"&c&

感染患者#均

经山东省疾控中心网络实验室确认咽拭子甲型
"&c&

流感病

毒核酸阳性#年龄
1

"

,%

岁#其中男
0/

例#女
/%

例)

1.

例重症

患者符合卫生部-甲型
"&c&

流感诊疗方案$

%..4

年第
,

版&.

重症与危重病例的诊断标准#其中中*晚期妊娠孕妇
&1

例#

%

例为死亡病例)

B-C

!

方法

B-C-B

!

标本采集
!

采集患者发病
13D

后和恢复期咽拭子#同

时取外周血
&>V

#乙二胺四乙酸二钾$

YX+;$#

%

&抗凝)

1.

例

重症患者采用真空吸引术吸取下呼吸道分泌物#同时采集外周

血液标本)咽拭子标本置于
`1 T

冰箱中保存#血液标本于

&3.̂

J

离心
0>8:

#分离血浆#取
0..

!

V

血浆于
3̀.T

冻存备

用#

%1D

内检测)

B-C-C

!

实验室检测
!

双荧光探针*甲型流感通用型及甲型
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流感病毒核酸
(+$_R(

扩增试剂盒由上海科华生物工

程股份有限公司提供)咽拭子*下呼吸道分泌物和血浆中的核

酸提取采用柱提取法)扩增的循环参数!逆转录反应
0. T

%0>8:

#预变性
40T%>8:

#预扩增
0

个循环%

40T&.9

#

00T

&09

#

6%T&09

#然后
40T&.9

#

/.T1.9

#扩增
1.

个循环)

检测通道为
);W

和
S*R

通道#其中
);W

通道为
"&c&(c;

信号#

S*R

通道为甲型流感病毒
(c;

信号)

B-D

!

统计学处理
!

数据采用
(

% 检验#以
$

$

.-.0

为差异有

统计学意义)
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结
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果
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结果判断
!
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的样本为阳性$图
%

&)

C-C

!

发病
13D

后甲型
"&c&

流感病毒
(c;

阳性率
!

&&3

例

患者咽拭子标本经山东省疾控中心网络实验室确认甲型

"&c&

流感病毒
(c;

检测结果均为阳性#轻症和重症患者咽

拭子中病毒
(c;

阳性率差异无统计学意义$

$

)

.-.0

&%

%,

例

重症患者气管插管下呼吸道分泌物病毒
(c;

检测结果为阳

性%

&&3

份血浆中有
&0

例为阳性结果#并且均为重症患者#阳

性率占重症患者的
,6-0\

#与轻症患者比较#血浆病毒
(c;

阳性率差异有统计学意义$

$

$

.-.&

&#见表
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图
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甲型
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流感病毒
(c;

扩增曲线#阴性$

图
%
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甲型
"&c&

流感病毒
(c;

扩增曲线#阳性$

表
&

!!

发病
13D

后甲型
"&c&

流感病毒

!!!

(c;

阳性率%

(

#

\

$&

标本来源 轻症患者$

(263

&重症患者$

(21.

&

咽拭子病毒
(c; 63

$

&..-.

&

1.

$

&..-.

&

$

下呼吸道分泌物病毒
(c; ` %,

$

06-0

&

!

血浆病毒
(c; .

$

.-.

&

&0

$

,6-0

&
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!!

$
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$
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.-.0

#
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#与轻症患者比较%

`

!未检出)

C-D

!

恢复期甲型
"&c&

流感病毒
(c;

阳性率
!

恢复期轻症

患者咽拭子均为阴性)

,

例重症患者脱机后咽拭子及下呼吸

道分泌物中
"&c&

病毒核酸检测为阳性#继续抗病毒治疗后#

出院时病毒核酸检测结果均呈阴性%血浆甲型
"&c&

流感病

毒核酸阳性的
&,

例重症患者脱离呼吸机后#恢复期血浆中甲

型
"&c&

流感病毒核酸检测结果为阴性#但
%

例患者
&1E

内

的血浆标本仍为阳性#见表
%

)

表
%

!

恢复期甲型
"&c&

流感病毒
(c;

阳性率%

(

#

\

$&

标本来源 轻症患者$

(263

&重症患者$

(21.

&

咽拭子病毒
(c; 63

$

&..-.

&

.

$

.-.

&

下呼吸道分泌物病毒
(c; ` .

$

.-.

&

血浆病毒
(c; .

$

.-.

&
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$
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!未检出)

D

!

讨
!!

论

甲型
"&c&

流感又称为
;

$

"&c&

&型流感#原称人感染猪

流感)甲型
"&c&

流感病毒毒株包含有猪流感*禽流感和人

流感
,

种流感病毒的基因片段#是一种新型猪流感病毒#可以

在人群之间传染'

1

(

)人类对
%..4

年流行的甲型
"&c&

流感病

毒缺乏免疫力#普遍易感#不断有甲型
"&c&

流感患者重症病

例及部分死亡病例的报道)由于各种综合因素的影响#甲型

"&c&

流感病毒阳性患者的临床特征*病情发展和预后等具有

较大差异#较难早期预测病情进展#然而妊娠期妇女*肥胖者*

0

岁以下儿童*

/0

岁以上老年人*伴有慢性疾病人群和免疫功能

低下者却易成为重症病例的高危人群'

0

(

)高危人群中病情进

展迅速#危重合并严重并发症者可导致患者死亡#这可能与重

症患者存在细胞免疫功能损伤有关)因此#寻找快捷有效的诊

断方法及早期预测患者病情进展的指标具有重要意义)实时

荧光定量
(+$_R(

技术作为一项高度敏感*程序结束无需后

处理和可高通量检测的新型技术已广泛用于基因表达的定量

检测'

/

(

)本研究采用这一技术同时检测甲型流感病毒和甲型

"&c&

流感病毒#该法可避免出现假阳性并有助于发现非

"&c&

型的其他类型的甲型流感病毒)本研究采用双荧光探

针
(+$_R(

法检测咽拭子*下呼吸道分泌物及血浆中甲型

"&c&

流感病毒
(c;

#探讨不同标本病毒
(c;

的检测结果对

病情的预测)研究发现#血浆中的病毒
(c;

阳性可能是重

症*病情进展的指征)

b@>8B9<:

等'

6

(和
V8

等'

3

(通过调查研究发现甲型
"&c&

流

感病毒对中*晚期妊娠孕妇感染者具有很大的危害性)与此研

究类似#本院甲型
"&c&

流感病毒感染的重症患者病情进展

迅速#特别是中*晚期妊娠孕妇#重症及危重症比例较多#

1.

例

甲型
"&c&

流感重症患者中#中*晚期妊娠孕妇有
&1

例#占重

症患者的
,0-.\

#其中
%

例为死亡病例)季节性流感病毒主

要侵及上呼吸道#甲型
"&c&

流感病毒与季节性流感病毒均

可在肺中大量复制#具有很高的病毒含量'

4

(

)本研究显示#咽

部及下呼吸道分泌物中可检测到甲型
"&c&

流感病毒
(c;

#

提示肺部有感染)

实时荧光
(+$_R(

检测结果显示#血浆中的病毒
(c;

在

轻症患者发病
13D

后和恢复期始终为阴性#而重症患者发病

13D

后血浆中病毒
(c;

阳性率为
,6-0\

#恢复期仍有
%

例为

阳性)一般在血浆中很少能检测到流感病毒#但也有在脑脊

液*粪便和血浆中检测到流感病毒的个例报道'

&.

(

)此外#

RDF$

C8:8>8COFG

等'

&&

(报道#采用实时
(+$_R(

法在
"0c&

感染患者

的血浆中可检测到
"0c&

病毒核酸#经鸡胚培养检测到活病

毒的存在%

XBb<:

J

等'

&%

(对
&3

例
"0c&

感染患者不同标本检

测病毒
(c;

发现#血浆中病毒
(c;

阳性患者多为重症患者#

+

%/3

+
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期
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且预后不良)与上述研究类似#本研究中的
1.

例重症患者血

浆中的
"&c&

病毒
(c;

有
&0

例阳性#

%

例恢复期患者
&1E

内血浆中仍能检测到
"&c&

病毒
(c;

#而其他轻症患者的血

浆中均未检测到
"&c&

病毒
(c;

#提示血浆中
"&c&

病毒

(c;

阳性可能是重症及预后较差的标志)研究认为输注甲型

"&c&

流感患者康复后的血浆可治疗重症甲型
"&c&

流感感

染患者#但从生物安全角度考虑#有必要对供体的血浆进行

"&c&

核酸检测#以确保治疗的安全性)

综上所述#实时荧光
(+$_R(

法可快速检测甲型
"&c&

流感病毒
(c;

#有助于对患者的快速诊断%下呼吸道分泌物中

甲型
"&c&

流感病毒
(c;

阳性#提示甲型
"&c&

流感病毒可

快速感染下呼吸道#病毒侵入血液并发病毒血症#血浆中可检

测到病毒
(c;

%血浆中甲型
"&c&

流感病毒
(c;

阳性是病

情进展为重症或危重症的标志)
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