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免疫荧光分析法在快速诊断Ａ、Ｂ型流感病毒中的临床应用
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　　摘　要：目的　探讨ＳｏｆｉａＩｎｆｌｕｅｎｚａＡ＋ＢＦＩＡ检测系统在快速诊断 Ａ、Ｂ型流感病毒中的临床应用价值。方法　获取临床

１６８例流感患儿的鼻咽拭子样本，分别通过ＳｏｆｉａＩｎｆｌｕｅｎｚａＡ＋ＢＦＩＡ检测系统和胶体金免疫层析（ＧＩＣＡ）法分别进行 Ａ、Ｂ型流

感病毒检测，并通过逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）进行验证。结果　ＳｏｆｉａＩｎｆｌｕｅｎｚａＡ＋ＢＦＩＡ检测系统的阳性检出率为

１７．８６％（３０／１６８），高于ＧＩＣＡ法；同时，与ＲＴＰＣＲ相比，对Ａ型流感病毒和Ｂ型流感病毒的灵敏度分别达到８３．３％和７１．４％，

特异性均达到１００．０％。结论　ＳｏｆｉａＩｎｆｌｕｅｎｚａＡ＋ＢＦＩＡ检测系统是一种灵敏度和特异性均较高，能够快速检测Ａ、Ｂ型流感病

毒的方法。
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　　目前已证实大部分的呼吸道感染是由病毒感染引起的，呈

一定的季节性流行趋势［１］。许多诊断方法都可以用来检测呼

吸道样本中是否存在流感病毒，例如在细胞培养物中进行病毒

分离［２］、快速抗原检测［３］、酶联免疫法检测、电镜检测、通过逆

转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）对流感病毒特定的ＲＮＡ进行检

测等［４］。流感病毒快速诊断试剂使用简便，以实验室研究为基

础，在床旁检测系统中是非常方便的工具。尽管快速诊断法的

灵敏度较低，临床仍然经常用它来实现流感的快速检测，帮助

确诊临床疑似病例［３］。如今，已经有许多商业化的流感病毒快

速诊断试剂盒面世［５］。

胶体金免疫层析（ＧＩＣＡ）法是临床应用较为广泛的流感病

毒快速诊断方法，以胶体金作为示踪标志物，结合免疫层析技

术检测鼻咽分泌物标本中的流感病毒抗原。虽然大多数快速

诊断试剂都能够特异地检测 Ａ型和Ｂ型流感病毒，但灵敏度

远不及ＲＴＰＣＲ及病毒培养法高，无法进行精确的快速诊

断［６］。ＳｏｆｉａＩｎｆｌｕｅｎｚａＡ＋ＢＦＩＡ检测系统将快速诊断试剂与

先进的免疫荧光技术（ＦＩＡ）相结合，匹配Ｓｏｆｉａ分析仪来检测

流感病毒核蛋白。基于Ａ型流感病毒和Ｂ型流感病毒表面抗

原的不同，通过铕染色来增强对 Ａ型和Ｂ型流感病毒的敏感

性，灵敏度较高［７］。

急性呼吸道感染是儿童感染性疾病中最常见的疾病，本研

究采用ＧＩＣＡ法与ＳｏｆｉａＩｎｆｌｕｅｎｚａＡ＋ＢＦＩＡ同时检测罗田县

人民医院６岁以下婴幼儿呼吸道分泌物中的Ａ型和Ｂ型流感

病毒抗原，并以ＲＴＰＣＲ方法对检测结果作为参比，探讨Ｓｏｆｉａ

ＩｎｆｌｕｅｎｚａＡ＋ＢＦＩＡ检测系统在临床上的实际应用价值。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２０１３年３月罗田县人民医院收治的１６８例

具有流感疑似症状的患者的鼻咽拭子样本，取样时间均在患者

发病４８ｈ以内。患者年龄在１个月到１４岁不等，其中男童

１０５例，女童６３例。经鼻咽拭子取样的样本在病毒传递培养

基中于－８０℃保存备用。

１．２　仪器与试剂　Ａ／Ｂ型流感病毒抗原检测试剂盒（ＧＩＣＡ

法）购自杭州艾博生物医药有限公司。ＳｏｆｉａＩｎｆｌｕｅｎｚａＡ＋Ｂ

ＦＩＡ与Ｓｏｆｉａ分析仪（配备校准ｃａｓｓｅｔｔｅ）、Ａ／Ｂ型流感病毒

ＲＮＡ荧光ＰＣＲ检测试剂盒与核酸提取试剂盒均购自上海复

星医学科技发展有限公司。

１．３　方法

１．３．１　取样　本研究采用鼻咽拭子、鼻腔吸取物取样，将拭子

紧贴鼻隔膜缓缓深入至鼻咽后部，旋转或者负压取得分泌物。

１．３．２　ＳｏｆｉａＩｎｆｌｕｅｎｚａＡ＋ＢＦＩＡ检测　将拭子漂洗液加入到

试剂瓶中，轻轻旋转试剂瓶溶解内容物，挤干其中所有的液体

后丢弃拭子，用试剂盒内固定体积移液器从试剂瓶中取样１２０

μＬ，并加样至试纸条的样本孔中。采用Ｓｏｆｉａ免疫荧光分析仪

对处理好的样本进行检测。

１．３．３　ＧＩＣＡ法检测　在样本抽提管中加入６滴（约１９２μＬ）

流感病毒裂解液，使样本与裂解液完全混合，按流感病毒检测

试剂上箭头所示方向将其插入样本抽提管，浸入混合液中并开

始计时，进行结果判读。
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１．３．４　ＲＴＰＣＲ检测　在１．５ｍＬ离心管中加入４００μＬ裂解

结合缓冲液Ｂ、４μＬＣａｒｒｉｅｒＲＮＡ、２００μＬ样本以及２０μＬ蛋

白酶Ｋ，涡旋振荡５ｓ，７０℃金属浴保持１０ｍｉｎ，低速离心数

秒。加入５００μＬ异丙醇，涡旋振荡５ｓ，低速离心数秒。取５５０

μＬ上述样本裂解溶液加入到核酸纯化柱中，８０００×ｇ离心１

ｍｉｎ，弃滤液；重复１次。在核酸纯化柱中加入５００μＬ清洗缓

冲液 Ｗ１，８０００×ｇ离心１ｍｉｎ，弃滤液。在核酸纯化柱中加入

５００μＬ清洗缓冲液 Ｗ２，８０００×ｇ离心１ｍｉｎ，弃滤液；重复１

次。将核酸纯化柱于１３０００×ｇ离心１０ｓ，置入一新的１．５ｍＬ

离心管。在吸附柱硅胶膜中央加入７０℃预热的洗脱缓冲液

５０μＬ，室温静置１ｍｉｎ。８０００×ｇ离心１ｍｉｎ，完成ＲＮＡ的提

取，设置如下扩增程序：５０℃反应１５ｍｉｎ；９５℃保温２ｍｉｎ；

９４℃１５ｓ，５５℃４０ｓ，循环５０次；５５℃采集ＦＡＭ荧光通道的

信号。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件进行分析，组

间比较采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＳｏｆｉａＩｎｆｌｕｅｎｚａＡ＋ＢＦＩＡ与ＧＩＣＡ法阳性检出率比较　

在１６８例患儿中，ＳｏｆｉａＩｎｆｌｕｅｎｚａＡ＋ＢＦＩＡ检测阳性例数为

３０例，其中Ａ型流感病毒２５例，Ｂ型流感病毒５例，阳性检出

率为１７．８６％（３０／１６８）。ＧＩＣＡ法检测阳性例数为１５例，其中

Ａ型流感病毒１３例，Ｂ型流感病毒２例，阳性检出率为８．９３％

（１５／１６８），见表１。ＳｏｆｉａＩｎｆｌｕｅｎｚａＡ＋ＢＦＩＡ的灵敏度高于

ＧＩＣＡ法。

表１　　ＳｏｆｉａＩｎｆｌｕｅｎｚａＡ＋ＢＦＩＡ与ＧＩＣＡ法

　　　　　检测结果对比（狀）

项目 ＳｏｆｉａＩｎｆｌｕｅｎｚａＡ＋ＢＦＩＡ ＧＩＣＡ法

Ａ型流感病毒阳性 ２５ １３

Ｂ型流感病毒阳性 ５ ２

阴性 １３８ １５３

总计 １６８ １６８

２．３　ＳｏｆｉａＩｎｆｌｕｅｎｚａＡ＋ＢＦＩＡ的灵敏度与特异性验证　本研

究采用ＲＴＰＣＲ技术对这１６８例样本中的Ａ型和Ｂ型流感病

毒进行检测验证，结果显示ＳｏｆｉａＩｎｆｌｕｅｎｚａＡ＋ＢＦＩＡ对 Ａ型

流感病毒的灵敏度为８３．３％，见表２。对Ｂ型流感病毒的灵敏

度为７１．４％，见表３。同时，对Ａ、Ｂ型流感病毒阴性样本检测

的特异性均达到１００．０％。两种方法检测结果比较，差异无统

计学意义（犘＞０．０５）。可见，ＳｏｆｉａＩｎｆｌｕｅｎｚａＡ＋ＢＦＩＡ的灵敏

度和特异性均有较高水平。

表２　　ＳｏｆｉａＩｎｆｌｕｅｎｚａＡ＋ＢＦＩＡ对Ａ型流感病毒的

　　　　　　检测结果（狀）

ＳｏｆｉａＩｎｆｌｕｅｎｚａＡ＋ＢＦＩＡ
ＲＴＰＣＲ

＋ －

合计

＋ ２５ ０ ２５

－ ５ １３８ １４３

合计 ３０ １３８ １６８

２．４　ＳｏｆｉａＩｎｆｌｕｅｎｚａＡ＋ＢＦＩＡ检测不同年龄组患儿呼吸道病

毒的感染情况　将１６８例样本按患儿年龄进行分组，通过χ
２

检验，发现不同年龄组患儿的感染率不同，差异有统计学意义

（犘＜０．０５），见表４。其中６个月以下婴儿的感染率较高，达

２４．０％（１８／７５），感染率随年龄的增长呈现逐渐降低的趋势。３

岁以上患儿的感染率相对较低，为１２．５％（３／２４）。

表３　　ＳｏｆｉａＩｎｆｌｕｅｎｚａＡ＋ＢＦＩＡ对Ｂ型流感病毒的

　　　　　检测结果（狀）

ＳｏｆｉａＩｎｆｌｕｅｎｚａＡ＋ＢＦＩＡ
ＲＴＰＣＲ

＋ －

合计

＋ ５ ０ ５

－ ２ １６１ １６３

合计 ７ １６１ １６８

表４　　ＳｏｆｉａＩｎｆｌｕｅｎｚａＡ＋ＢＦＩＡ检测不同年龄组患儿

　　　　流感病毒的感染情况

年龄 狀 Ａ、Ｂ型流感病毒阳性例数（狀） 检出率（％）

＜６个月 ７５ １８ ２４．０

６个月至３岁 ６９ ９ １３．０

＞３岁 ２４ ３ １２．５

合计 １６８ ３０ １７．８

３　讨　　论

近年研究表明，婴幼儿急性呼吸道感染多由病毒引起。医

院往往因为不能及时进行病原体检测，经验用药造成抗菌药物

滥用等严重问题［８］。因此，呼吸道病毒的快速诊断对指导临床

治疗具有重要意义，快速、有效地进行床旁检测并给临床判断

提供依据，减少了实验室检测环节，缩短了患者的住院时间［３］。

目前，通过商业手段可以获得多种快速检测试剂，使用最为广

泛的是通过ＧＩＣＡ法检测流感病毒抗原。大多数快速检测试

剂能够快速并特异地检测 Ａ型和Ｂ型流感病毒，但是灵敏度

往往远低于ＲＴＰＣＲ或者病毒培养法
［６，９］。

ＧＩＣＡ是以胶体金为示踪标记物的抗原检测技术，操作简

便，适用于临床检测，但其灵敏度相对较低［１０］。而ＲＴＰＣＲ法

虽然灵敏度高，但成本较高，对实验室要求也比较高。Ｓｏｆｉａ

ＩｎｆｌｕｅｎｚａＡ＋ＢＦＩＡ检测系统采用横向流动的免疫测试技术

检测Ａ型和Ｂ型流感病毒的核蛋白抗原，配合Ｓｏｆｉａ免疫荧光

分析仪，在１５ｍｉｎ内便可完成检测。除了具有客观的数据读

取功能之外，Ｓｏｆｉａ分析仪还可与实验室信息系统相连接，更为

快速、精确地报告结果［１１］。作为新引进的一种快速检测流感

病毒的方法，目前地地区还没有关于该方法特性的报道。

本研究发现，Ｓｏｆｉａ在检测季节性流感病毒中具有相对较

高的灵敏度，利用ＳｏｆｉａＩｎｆｌｕｅｎｚａＡ＋ＢＦＩＡ与 ＧＩＣＡ法同时

对１６８例疑似流感患儿进行检测，结果显示：ＳｏｆｉａＩｎｆｌｕｅｎｚａ

Ａ＋ＢＦＩＡ的阳性检出率为１７．８％（３０／１６８），ＧＩＣＡ法的阳性

检出率为８．９３％（１５／１６８），可见ＳｏｆｉａＩｎｆｌｕｅｎｚａＡ＋ＢＦＩＡ的

灵敏度远高于 ＧＩＣＡ法。与 ＲＴＰＣＲ法检测结果相比，Ｓｏｆｉａ

ＩｎｆｌｕｅｎｚａＡ＋ＢＦＩＡ对 Ａ、Ｂ型流感病毒的灵敏度分别为８３．

３％和７１．４％，对阴性样本检测的特异性均达到１００．０％，与

ＲＴＰＣＲ法检测结果差异无统计学意义（犘＞０．０５）。可见，Ｓｏ

ｆｉａＩｎｆｌｕｅｎｚａＡ＋ＢＦＩＡ具有相对较高的灵敏度和特异性，与报

道的结果相一致。同时，本研究对不同年龄阶段的患儿进行分

析发现，不同年龄组患儿的流感病毒感染率不同（犘＜０．０５），

其中６个月以下婴儿的感染率较高，达２４．０％（１８／７５），感染

率随年龄的增长而逐渐降低，可能与婴儿时期细胞免疫功能低

下有关。提示临床要及时监控该时期内免疫力低下的患儿的

病情。

综上所述，作为新兴快速诊断方法，Ｓｏｆｉａ（下转第１４８１页）
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表１　　仪器法和试管法血型检测结果对比

方法 Ａ型（狀） Ｂ型（狀） Ｏ型（狀） ＡＢ型（狀） Ｒｈ阳性（狀） Ｒｈ阴性（狀） 符合率（％）

试管法 ６２３ ４９８ ８６２ ３１７ ２２９５ ５ １００．００

仪器法 ６２１ ４９８ ８６１ ３１７ ２２９５ ５ ９９．８７

３　讨　　论

ＡＢＯ血型系统是人类血型系统中最重要的血型系统，在

临床输血工作中占有极其重要的地位，ＡＢＯ定型错误将严重

影响输血工作的正常开展，只有 ＡＢＯ血型鉴定正确才能保障

输血的有效性和安全性。

试管法鉴定 ＡＢＯ血型操作简单，对仪器要求相对较低，

简便快速，但该实验对离心时间及离心速度要求较高，观察结

果时须立即记录观察结果，但在临床检测过程中由于离心时间

及速度不当，操作者粗心加错样本、结果判读错误等因素会导

致结果鉴定错误。此外某些引起血型抗原减弱的疾病可能会

导致患者血型抗原水平下降不易被检出，部分受检者抗体效价

较低也会导致血型难以检出。戴安娜全自动血型／配血系统能

将所有样本血型卡、试剂、稀释液和测试细胞均用条码识别录

入仪器数据库，实现了血型鉴定、交叉配血过程中加样、离心、

结果判读、数据保存与查询的自动化、标准化［３５］，在节省人力

的同时最大限度地减少了工作人员间的操作差异和失误对检

测结果的影响。

交叉配血是检测患者与献血员血液间是否有相应的抗原

抗体的试验，其目的是检测出不相配合的血液及发现有临床意

义的不规则抗体［６］。交叉配血是输血治疗前的必检项目，是临

床安全输血的重要保障。聚凝胺配血法是通过中和红细胞表

面的负电荷，缩短红细胞之间的距离引起红细胞的非特异性凝

聚，促进红细胞抗原与相应的抗体结合，此方法对于结果的观

察是从凝集到凝集消失的过程，对弱凝集的标本由于用力振摇

或放置时间稍长凝集也会消失［７］，因此对试管振摇的力度和解

聚的时间需要严格掌握，此方法快速简便，假阳性少，因此适用

于急诊抢救时进行交叉配血。微柱凝胶法交叉配血实验方法

简单，易于批量操作，结果明确可靠，反应灵敏［８９］，工作程序和

结果判定易于标准化、自动化，重复性好，可减少标记，避免错

误，判读结果不受人为因素的影响，可将结果输入电脑长期保

存。在工作中输血科工作人员应将微柱凝胶配血法和聚凝胺

配血两种方法结合应用，以微柱凝胶配血为主，聚凝胺用于复

检和急诊的配血，提高工作效率和质量，保证输血安全。
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ＩｎｆｌｕｅｎｚａＡ＋ＢＦＩＡ具有相对较高的灵敏度，不需要进行多步

验证实验，减少了不必要的实验消耗；操作方便快捷，检测结果

准确、客观，值得在临床推广使用。医生可以根据病患需求选

择使用，做到早发现，早治疗，根据检测结果配合临床针对性地

用药，对减少抗菌药物滥用具有重要意义。
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（收稿日期：２０１４０１１２）
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