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　　乙型流行性感冒（流感）病毒是引起流感疾病发生和流行

的主要病原之一，至今为止发现其只有一个亚型，宿主特异度

较强，至今发现其只能感染人和海豹［１］，一般不引起世界范围

内的大流行，但是它能够引起地区性、季节性的流行［２］。其引

发的症状与其他呼吸道传染疾病难以准确区分，需要实验室检

测以支持后续工作。本文拟就现行的乙型流感病毒的检测方

法作一综述。

１　病原学

流感病毒归属于正粘病毒科（Ｏｒｔｈｏｍｙｘｏｖｉｒｉｄａｅ），有包膜、

含单股负链ＲＮＡ。根据病毒核蛋白（ＮＰ）和膜蛋白（ＭＰ）基因

特性和抗原特性的不同，可将流感病毒分为甲（Ａ）、乙（Ｂ）、丙

（Ｃ）型；根据血凝素（ＨＡ）和神经氨酸酶（ＮＡ）抗原性的不同，

又将流感病毒进一步分成不同的亚型［３］。在１９９０年就已经报

道了根据乙型流感病毒的抗原特性 ＨＡ１区的核苷酸序列，可

将其分为两大谱系（ｌｉｎｅａｇｅ），代表毒株为Ｂ／Ｙａｍａｇａｔａ／１６／８８

和Ｂ／Ｖｉｃｔｏｒｉａ／２／８７（５）。有研究表明，它们开始分化于２０世

纪７０年代中期，至少于１９８３年就在全世界范围内同时流行，

并认为这两个谱系起源于１９７９年的 Ｂ／Ｓｉｎｇａｐｏｒｅ／２２２／７９

株［４］。根据相关研究对遗传距离的计算，到２０世纪９０年代

末，这两个谱系的遗传距离约为１０％。在过去的２０年几乎所

有乙型流感病毒引起的严重流行都是由于乙型流感病毒发生

了较大变化，这种变化可能是由于从其他地区传入新的流行

株，使得流行毒株与之前的不同，如１９８５～１９８６年加拿大乙型

流感的爆发和１９８８～１９８９年美国乙型流感的爆发；也可能是

由于病毒处于快速的变异时期，如１９９３～１９９４中国乙型流感

的爆发流行。在过去的２０年里，整体上看Ｙａｍａｇａｔａ系是流行

的主流，可能是其变异较快所致［５］；但 Ｖｉｃｔｏｒｉａ系很可能会引

发新一轮的爆发，原因是首先近１０年来该谱系没有在亚洲以

外的地方流行过，加上该谱系已经发生了相当多的变异，再者

这些地区的人群对该谱系病毒的抵抗力可能已经下降，正因为

如此国际上对该谱系的发展给予了相当的重视，世界卫生组织

（ＷＨＯ）在近年来推荐的毒株都是该谱系
［６］。

２　病毒的分离

病毒能否成功分离很大程度上取决于临床标本的采集时

间、质量及其保存和运输等环节。多数标本取自患者上呼吸道

鼻咽腔，其次为气管和支气管分泌物及组织标本。标本采集后

应立即放入适当的采样液中低温保存。一般采集到的组织标

本分３份，一份用于鸡胚接种，一份用于 ＭＤＣＫ细胞接种，一

份保存待复核用［７］。

２．１　鸡胚培养法　培养分离流感病毒历史最久的是鸡胚培养

法，早在１９３８年鸡胚培养技术就广泛的应用于病毒的研究，其

优点为：鸡胚组织分化程度较低，对正粘科病毒高度敏感；感染

病毒的包膜和尿囊液含大量病毒，接种途径较多，操作简单，对

接种的病毒不产生抗体。缺点则为：流感病毒通常不使鸡胚产

生特异度的感染特征，必须利用第二个指示系统来测定病毒的

存在，卵黄中可含有抗家禽病原体的母体抗体，某些细菌、衣原

体、病毒能从感染的母鸡传染给鸡胚，鸡的食物中一般加有抗

菌药物，特别是四环素，母鸡吃后会传递给鸡胚而影响病毒的

分离，最致命的是病毒在鸡胚中连续传代后常常引起 ＨＡ的

变异而导致分离的失败［８］。

２．２　组织培养法　由于鸡胚分离病毒的缺陷，组织培养技术

在流感监测等方面的运用日益受到人们的重视，用该技术所分

离到的流感病毒，其抗原性和基因特性比用鸡胚分离到的更接

近原始采集标本，故近年来 ＷＨＯ号召全世界的科研人员寻找

合适的细胞株来检测流感病毒与制备疫苗。最近我国发现

“Ｏ”相流感病毒株在人群中消失３０多年后，又重现发现；用组

织培养技术分离“Ｏ”相毒株比鸡胚敏感。目前可用于流感分

离的细胞有：原代细胞，如人胚肾、猴肾和鸡胚肾细胞；二倍体

细胞；传代细胞，如非洲绿猴肾细胞（Ａｆｒｉｃａｎｇｒｅｅｎｋｉｄｎｅｙ

ｃｅｌｌｓ，Ｖｅｒｏｃｅｌｌｓ），狗肾传代细胞（ＭＤＣＫ）等细胞。其优点除上

述几点外还有：可提供大量生物性状相同的细胞，较经济，消除

了外源因子影响，减少过敏反应；其缺点为：病毒复制后滴度较

低，保存时易使病毒丢失而不易保存，传代细胞含有潜在致癌

因子等。故在分离病毒时依然是两种方法都采用［９］。

３　检测方法

流感临床症状易与其他呼吸道传染疾病混淆，最终必须通

过实验室检测来进行确认。检测流感病毒的方法很多，各有优

缺点。

３．１　免疫学检测　免疫学检测流感病毒技术比较成熟，常用

的抗原有血凝素（ＨＡ）、神经氨酸酶（ＮＡ）等。

３．１．１　传统免疫学检测　传统的免疫学检测是检测流感病毒

的经典方法，它包括红细胞凝集及凝集抑制试验（ＨＩ），可鉴定

病毒和血清抗体亚型；补体结合试验，主要测定 ＨＡ抗原及其

抗体；琼脂免疫扩散试验（ＡＧＰ），可对病毒型与亚型做血清学

诊断；流感病毒神经氨酸酶活性及其活性抑制试验等。其中

ＨＩ试验是诊断人类流感病毒感染的血清学常用方法。其试验
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结果准确可靠，不需要太多昂贵的辅助设备，在基层单位有较

大应用价值。但这些试验均属于回顾性检测，仅对已发现的病

毒有效，试验条件繁琐，对实验技术的要求也较为苛刻［１０］。

３．１．２　快速免疫学检测　主要包括胶体金免疫层析（ＧＩＣＡ）、

酶联免疫吸附（ＥＬＩＳＡ）、免疫荧光技术（ＩＦＡ）。免疫金标记技

术是以胶体金作为示踪标志物，基于抗原抗体反应原理而产生

的一种新型免疫标记技术，其中ＧＩＣＡ因其具有检测速度快、

操作简便等特点被运用于样品量较大的快速检测中。但其特

异度相对较低，假阳性率较高等缺点限制其使用的范围。必须

通过其他方法来确认最终结果［１１］。

ＥＬＩＳＡ是一种以免疫过氧化物酶技术为基础的技术对流

感病毒进行快速诊断和单克隆抗体筛选。由于其特异度不够

高，不同亚型间的毒株易出现交叉反应，很少用于病毒抗原性

分析［１２１３］。

ＩＦＡ是组织化学与免疫学方法的结合，目前检测流感最常

用的有直接法和间接法。前者是用荧光标记好的抗流感病毒

抗体直接检测标本中的未知抗原，优点是步骤简单，快速，测定

所需对照少，缺点是要对每种流感病毒抗体进行标记；后者是

利用荧光标记好的抗抗体进行检测，其优点为既能检测抗原又

能检测抗体，检测样本可为鼻咽部采集的标本或者标本接种的

细胞，敏感度比直接法高５倍以上
［１４］，但是其方法较为繁琐，

时间较长，出现非特异度荧光的机会增多，需增设更多的对照。

两种方法对抗原标本都有较高的要求：只能检测活病毒，抗原

形态变化要尽可能小，不溶解，不变性，操作要快速，低温［１５］。

３．２　核酸检测　流感病毒的基因分析随着技术的进步越来越

受人们重视，它不仅能揭示流感病毒不同毒株间基因的关系，

基因与毒力关系，能从分子水平对病毒做进一步研究，与免疫

学检测方法相比，核酸检测最明显的两个优点为快速性与高度

的特异度［１６］。

３．２．１　ＲＴＰＣＲ　ＲＴＰＣＲ技术作为一种高度灵敏、快速简便

的检测方法，已经在流感病毒的实验室诊断中得到应用。其主

要步骤为将流感病毒的 ＲＮＡ逆转录为ＤＮＡ，选定特定引物

对特定片段进行扩增，根据目的片段特异度来鉴别流感病毒。

国内外运用ＲＴＰＣＲ检测流感设计引物的方法主要根据相对

保守的 Ｍ、ＮＰ基因，检测甲、乙型流感病毒；其次是根据甲型

流感病毒的 ＨＡ和 ＮＡ基因序列设计引物检测亚型。ＲＴ

ＰＣＲ灵敏度高，可用于流感的快速检测，一般２４ｈ内即可得出

结果，需要说明的是 ＰＣＲ敏感度高，要防止污染产生假阳

性［１７］。由ＲＴＰＣＲ衍生的核酸检测技术日趋成熟，其中巢式

ＰＣＲ（ｎｅｓｔｅｄＰＣＲ）不仅提高了灵敏度而且在减少二次产物对

一次反应的影响上也起到了较好的作用，采用该方法对我国近

几年乙型流感病毒的流行与爆发进行了检测与快速诊断，收到

了良好效果［１８］。

３．２．２　实时定量 ＲＴＰＣＲ（ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）　实时荧光定量

ＲＴＰＣＲ是在普通ＲＴＰＣＲ技术基础之上发展起来，具有高灵

敏性和准确性，现在已经作为流感病毒感染的主要筛查方法，

其灵敏度高于细胞组织培养，比血凝试验高２５以上
［１９］。其工

作原理是在ＰＣＲ反应体系中加入荧光基团，利用荧光信号积

累实时监测特异度产物的量，最后通过标准曲线对未知模板进

行定量分析。由于整个检测过程都在封闭管中进行，能有效防

止扩增产物的交叉污染，同时确保样本不污染环境，确保实验

的准确。卢亦愚等采用该技术检测对乙型流感病毒进行检测，

３ｈ即可完成实验，灵敏度可达０．０１ＴＣＩＤ５０，对甲１型、禽流感

病毒 Ｈ５、ＳＡＲＳ病毒及其他呼吸道病毒均无交叉反应
［２０］。

３．２．３　ＰＣＲＲＥＬＰ　ＰＣＲ结合限制性片段长度多态性技术

（ＰＣＲＲＥＬＰ）是ＰＣＲ与ＲＦＬＰ的有机结合。它首先设计合成

引物，然后扩增基因，接着利用限制内切酶对扩增出的核酸产

物进行切割，由于位点具有严格的特异度，导致核苷酸片段数

目和长短不同，在琼脂糖凝胶上形成不同分布来鉴定流感病

毒［２１］。姚栩等［２２］发现，运用该技术对乙型流感病毒维多利亚

株进行检测有高度特异度，敏感度可达０．１ＴＣＩＤ５０，与甲１和

甲３型流感病毒无交叉反应。

３．２．４　非ＰＣＲ扩增　依赖核酸序列的扩增法（ＮＡＳＢＡ）技术

是一项以ＲＮＡ为模板的快速等温扩增技术
［２３］，这项技术特别

适用于ＲＮＡ分子的检测。其特点是整个扩增过程在恒温条

件下进行，因此不需要特殊（如ＰＣＲ仪）的控温装置，大大避免

了ＰＣＲ扩增过程中复杂的温度变化，所以在同一时间内，

ＮＡＳＢＡ拥有比ＰＣＲ更高的扩增效率。此外，有很多因素会影

响ＰＣＲ反应，如一些ＰＣＲ抑制物质（特别在取样过程中），

ＮＡＳＢＡ技术却不会受这些因素的影响，而且即使在有 ＤＮＡ

污染或存在的情况下，同样具有较高特异度和灵敏度。Ｆｕｎｇ

等［２４］研究表明运用该技术可在４～６ｈ内准确检测出 Ｈ５、Ｈ７

等型别的ＡＩＶ。

３．２．５　环介导等温扩增（ＬＡＭＰ）　ＬＡＭＰ是一种新型核酸扩

增技术，其原理是在具有链置换活性的ＤＮＡ聚合酶作用下，

利用能识别目的基因上６个独立区段的４条引物，在６０～６５

℃ 恒温条件下高效特异地扩增目的基因，在扩增的过程中会

产生大量焦磷酸根离子，其与金属离子形成不可溶的盐，生成

白色焦磷酸盐沉淀，可直观观察扩增结果。也在反应体系中加

入荧光染色试剂，可在紫外光或直接在日光下观察颜色变化，

无需电泳或特殊仪器。Ｉｔｏ等
［２５］运用该技术选择 ＮＰ为靶基

因，成功的检测出了乙型流感病毒，灵敏度达到１ＰＦＵ。

４　小　　结

针对乙型流感病毒的检测研究主要集中于两个方面的探

讨，第一检测的特异度，第二检测的时效性。病毒分离鉴定是

检测乙型流感病毒的常用方法，但需要细胞或鸡胚等基质，需

４～７ｄ，对实验人员及实验条件有较高的要求，在流感疫情暴

发时不能进行快速检测。ＨＩ和ＡＧＰ是传统的检测手段，特异

度较好，不需要复杂的设备即可检测，但只可检测已经发现的

病毒。ＧＩＣＡ、ＥＬＩＳＡ这类基于免疫学检测的技术速度快，操

作简单，可在短时间内处理大量样本，但其特异度较低。ＲＴ

ＰＣＲ，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，ＰＣＲＲＥＬＰ等核酸检测技术可以直接检

测临床样本，时效性与特异度较好，但是需要其他昂贵设备的

辅助。上述方法各有其优缺点，应该根据检测者的后续工作进

行选择。
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·综　　述·

整合子介导细菌耐药调控机制的研究进展

冯　银，陈　体 综述，伍　勇△审校

（中南大学湘雅三医院检验科，湖南长沙４１００１３）

　　关键词：整合子；　耐药基因盒；　启动子；　ＳＯＳ反应；　重组位点
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　　自从青霉素出现的半个多世纪以来，抗菌药物一直都是临

床抗感染治疗的最重要、最有力武器。然而，近年来，随着抗菌

药物的广泛使用甚至是滥用，细菌在抗菌药物的选择性压力作

用下不断地产生耐药菌株，并且多重耐药菌株也在不断增加。

在对细菌耐药机制的研究中，１９８９年Ｓｔｏｋｅｓ和Ｈａｌｌ提出了整合

子基因盒耐药系统的概念。整合子是细菌特别是革兰阴性菌

中的一种可移动性基因元件，通常位于转座子、接合性质粒、噬

菌体或染色体上。它能够识别外源性基因盒，通过位点特异性

重组捕获或切除耐药性基因盒，并能使捕获的耐药性基因盒表

达。在耐药基因的水平转移中，整合子起到了至关重要的作用。

１　整合子的结构和分类

整合子的基本结构由５′保守末端（５′ＣＳ）、３′保守末端

（３′ＣＳ）及中间的可变区组成。５′端为高度保守的核心区，含

有编码整合酶（ｉｎｔｅｇｒａｓｅ，ＩｎｔＩ）的基因、整合酶基因（ｉｎｔＩ）的启

动子Ｐｉｎｔ、整合子重组位点ａｔｔＩ及整合子可变区启动子Ｐａｎｔ；

可变区含有不同数量和功能的耐药基因盒，也有少数整合子的

可变区是不含基因盒的；３′端的结构根据整合子种类不同而

异［１］（见图１）。在整合酶的作用下，整合子能够特异性地识别

移动性耐药基因盒的ａｔｔＣ位点而将其捕获，并将基因盒插入

到ａｔｔＩ位点，使耐药基因成为整合子的一部分，也可在ａｔｔＣ位

点特异性地切除耐药基因盒。

　　根据整合酶基因的不同，现在发现的整合子至少可以分为

９类。目前，对Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ类整合子的研究相对较多，而且它们

在细菌耐药方面也起着主要作用。Ⅰ类整合子在临床菌株中
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