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·短篇论著·

两种甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒检测方法的比较
张素美　李鲁英　孟保平

　　甲型Ｈ１Ｎ１流感流行期间，快速鉴别患者是否感染甲型Ｈ１Ｎ１流感病毒关系
到患者能否被及时治疗、减少并发症，以及如何更好地控制其流行，减少扩散。常

用的检测方法为 ＲＴＰＣＲ法和胶体金法。目前普遍推荐的方法是 ＲＴＰＣＲ
法［１，２］，但此法需时较长，患者不能得到及时救治，同时费用较高。胶体金法用时

较短，约１５ｍｉｎ，如果此检测方法能得到认可，不但可缩短检测以及诊断时间，同
时可节省医疗资源、减少浪费。为此，本文对以上两种方法进行比较，以指导临床

更合理地利用医疗资源。

一、资料和方法

１研究对象和资料：收集２００９年１０月至２０１０年３月就诊于太原市中心医
院发热门诊，血常规检测符合白细胞总数不高、淋巴细胞减少的发热患者共１３２
例，每位患者同时采取两份标本分别进行ＲＴＰＣＲ法和胶体金法检测，ＲＴＰＣＲ法
检测阳性患者６１例，其中男３６例，女２５例，年龄９～８８岁（平均３１．３９岁）；ＲＴ
ＰＣＲ法检测阴性患者７１例，其中男４１例，女３０例，年龄１４～８６岁（平均４３．１４
岁）。

２试剂及检测原理：ＲＴＰＣＲ法（ＰＣＲ荧光探针法）：试剂购自中山大学达安
基因股份有限公司。其检测原理是利用实时荧光 ＰＣＲ技术，分别以甲型 Ｈ１Ｎ１
流感病毒ＨＡ和ＮＡ两个基因编码区的高度保守区为靶区域，设计特异性引物及
荧光探针，通过一步法ＲＴＰＣＲ扩增甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒 ＲＮＡ进行 Ｈ１型及 Ｎ１
型的定性检测。使用试剂盒提供的核酸提取数据对临床样本进行处理和ＲＮＡ提
取，以试剂盒中提供的 ＰＣＲ检测试剂配制 ＰＣＲ反应管，将提取的核酸加入 ＰＣＲ
反应管中，使用荧光定量 ＰＣＲ仪进行扩增，并检测荧光信号，仪器软件系统自动
绘制出实时扩增曲线，根据阈循环值（Ｃｔ值）实现对未知样本的定性检测。具体
操作完全按照试剂盒操作说明。

结果判定：（１）如果检测样品的Ｈ１及Ｎ１ＲＴＰＣＲ反应体系扩增曲线在ＦＡＭ
检测通道无对数增长期或Ｃｔ值 ＞３７，且在 Ｖｉｃ检测通道有对数增长期，可判样
品为甲型Ｈ１Ｎ１流感病毒阴性。（２）如果检测样品的Ｈ１及Ｎ１ＲＴＰＣＲ反应体系
扩增曲线在ＦＡＭ、Ｖｉｃ检测通道均有对数增长期且ＦＡＭ检测通道 Ｃｔ值≤ ３５；或
扩增曲线在ＦＡＭ检测通道有对数增长期且Ｃｔ值≤３５，在Ｖｉｃ检测通道无对数增
长期，可判样品为甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒阳性。（３）如果检测样品的 Ｈ１及 Ｎ１
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ＲＴＰＣＲ反应体系扩增曲线在 Ｖｉｃ检测通道均有对数增长期且 ＦＡＭ检测通道
３５＜Ｃｔ值≤ ３７，需要对样品重新进行核酸提取和检测操作，若再次实验结果
ＦＡＭ检测通道Ｃｔ值≤３５，且曲线有明显对数增长期，判断样品为甲型Ｈ１Ｎ１流感
病毒阳性；若ＦＡＭ检测通道 Ｃｔ值 ＞３５，可判断样品为甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒阴
性。（４）如果检测样品的 Ｈ１及 Ｎ１ＲＴＰＣＲ反应体系仅其中之一的扩增曲线满
足判为阳性的要求，则需重复检测；若重复检测结果为 Ｈ１及 Ｎ１均阳性，则判断
为Ｈ１Ｎ１阳性；若重复检测结果仍为Ｈ１或Ｎ１阳性，则判断为Ｈ１Ｎ１阴性，并建议
以其他方法进一步确认。

胶体金法：试剂购自北京阿斯可来生物工程有限公司，采用胶体金免疫层析

法。实验原理：在检测试纸上预先固定抗甲型Ｈ１Ｎ１流感病毒核心蛋白的单克隆
抗体，以及胶体金标记的另一株抗甲型 Ｈ１Ｎ１流感病毒核心抗原的单克隆抗体，
建立双抗体夹心的免疫学检测方法。具体操作完全按照试剂盒操作说明，结果以

阴性或阳性报告。

３统计学处理：采用 ＳＰＳＳ１１．０统计学软件，样本率比较采用 χ２检验，Ｐ＜
０．０５为差异具有统计学意义。采用效度评价方法对其进行评价［３］。

二、结果

两种方法检测结果见表１。检测结果的一致率ｐｏ为０．６７４２，在检测结果无关
联的假定下计算期望一致率ｐｅ为０．５０６９，Ｋａｐｐａ值为０．３３９３，两种方法检测结果
的相关系数ｒ为０．３４１４。

表１　ＲＴＰＣＲ法和胶体金法检测结果的比较
胶体金法（例）

阳性组 阴性组
ｐｏ（％） ｐｅ（％） Ｋａｐｐａ值 相关系数ｒ

ＲＴＰＣＲ法
阳性组

阴性组

３６
１８

２５
５３

０．６７４２ ０．５０６９ ０．３３９３ ０．３４１４

　　注：ｐｏ，两种方法检测结果的一致性；ｐｅ，两种方法期望一致率

　　讨论　自２００９年４月２３日起，全球暴发了甲型 Ｈ１Ｎ１流感，其早期临床症
状与其他流感相似，但部分患者病情可迅速进展，来势凶猛、突然高热、体温超过

３９℃，甚至继发严重肺炎、急性呼吸窘迫综合征、肺出血、胸腔积液、全血细胞减
少、肾功能衰竭、败血症、休克及 Ｒｅｙｅ综合征、呼吸衰竭及多器官损伤，甚至死
亡［４，５］。因此，如何在早期快速鉴别甲型Ｈ１Ｎ１流感和其他流感成为关注的焦点，
咽拭子检测需时较长，因此各种快速检测方法应运而生［６１０］。若患者鼻拭子检测

结果阳性，其感染甲型Ｈ１Ｎ１流感的可能性则较大，因此需对其进行评价，了解二
者的符合率，以便临床工作者更好地应用。本研究表明两种方法检测结果的相关

系数ｒ为０．３４１４，说明检测结果一致性差。
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