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湖南省湘西自治州首例人感染 Ｈ５Ｎ６ 禽流感
病例的实验室结果分析
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摘要：　 目的　 对一例不明原因重症肺炎病例进行 Ｈ５Ｎ６ 禽流感病毒实验室诊断。 　 方法　 采集患者呼吸道标本，利用

两种核酸提取方法，使用实时荧光 ＲＴ－ＰＣＲ 技术进行检测。 　 结果　 Ｈ５ 和 Ｎ６ 亚型引物的检测结果均为阳性，其中仪器

提取法扩增曲线较手工提取法扩增曲线结果典型。 　 结论　 该病例经实验室检测， 为湖南省湘西自治州首例 Ｈ５Ｎ６ 禽流

感病例。 为提高 Ｈ５Ｎ６ 禽流感病毒的检出率，建议在可疑病例使用药物之前，及早采集下呼吸道标本送实验室检测。
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　 　 高致病性禽流感 Ｈ５Ｎｘ 病毒家族变异株在亚太地

区的暴发流行，给中国（Ｈ５Ｎ１、Ｈ５Ｎ６ 和 Ｈ５Ｎ８ 等）、韩
国 （ Ｈ５Ｎ８ ）、 日 本 （ Ｈ５Ｎ８ ）、 老 挝 （ Ｈ５Ｎ８ ） 和 越 南

（Ｈ５Ｎ１、Ｈ５Ｎ６）等国家造成了巨大的损失［１－２］。 ２０１４
年 ５ 月以来，四川省、广东省、云南省先后发现了人感

染高致病性 Ｈ５Ｎ６ 禽流感病毒的病例［３］。 ２０１６ 年 ５
月 ２７ 日，湘西州疾病预防控制中心在 １ 例不明原因重

症肺炎患者病例标本中检测出甲型 Ｈ５ 亚型流感病毒

阳性。 ５ 月 ２８ 日，经湖南省疾病预防控制中心复核检

测，确诊该病例为 Ｈ５Ｎ６ 禽流感病毒阳性患者。 现将

实验室检测结果报告如下。

１　 材料与方法

１．１　 病例信息和标本采集 　 患者，男，５０ 岁，湖南省

湘西自治州古丈县断龙乡溪龙村人。 ５ 月 ２３ 日自觉

发热和咳嗽症状，随后症状迅速加重。 ５ 月 ２６ 日转入

湘西州民族中医院 ＩＣＵ 病房，入院时体温 ３７．５ ℃。 ５
月 ２７ 日上午 ９：３０，州民族中医院传染病管理科诊断

报告该患者为“重症肺炎，急性肾损伤，应激性溃疡，
精神病”，湘西州疾控中心对该名重症肺炎病患者开

展疑似流感和禽流感病毒检测。 采集该患者临床标本

２ 份，１ 份上呼吸道咽后壁拭子，１ 份下呼吸道吸取液。
１．２ 　 试剂 　 仪器提取病毒 ＲＮＡ 核酸提取试剂盒

（ＭａｇＭＡＸＴＭ－９６ ｖｉｒａｌ ＲＮＡ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｋｉｔ）购自美国 Ａｍ⁃
ｂｉｏｎ 公司， 手工提取病毒 ＲＮＡ 核酸提取试剂盒

（ＱｌＡａｍｐ ｖｉｒａｌ ＲＮＡ ｍｉｎｉ ｋｉｔ）购自德国 ＱＩＡＧＥＮ 公司，
筛查实验甲型、乙型流感病毒核酸测定试剂盒，季
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节性流感病毒 Ｈ１、Ｈ３ 亚型核酸测定试剂，甲型 Ｈ１Ｎ１
流感病毒（２００９） ＲＮＡ 检测试剂盒，禽流感 Ｈ５、Ｈ７、
Ｈ９、Ｎ１ 和 Ｎ６ 亚型病毒核酸测定试剂盒购自上海之江

生物科技有限公司。
１．３ 　 仪器 　 ７３００、７５００ 型 Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ 定量 ＰＣＲ 仪

（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ），ＭａｇＭＡＸＴＭ Ｅｘｐｒｅｓｓ 核酸提取仪

（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ），ＮＵ－４２５－４００Ｅ 型生物安全柜

（美国 ＮＵＡＩＲ 公司）， ５４３０Ｒ 型低温高速冷冻离心机

（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）， 微量加样器（Ｔｈｅｒｍｏ）均经校

准， 仪器性能稳定。
１．４　 方法　 实时荧光 ＲＴ－ＰＣＲ 法。 具体按照 ＷＳ ２８４
－２００８ 《人感染高致病性禽流感诊断标准》以及 ７３００、
７５００ 型 Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ 定量 ＰＣＲ 仪的 ＳＤＳ 操作软件进行

检测。
１．４．１　 核酸提取　 用 ＭａｇＭＡＸＴＭ－９６ Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ Ｉｓｏｌａ⁃
ｔｉｏｎ Ｋｉｔ 试剂盒和 ＱｌＡａｍｐ Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ Ｍｉｎｉ ｋｉｔ 试剂盒分

别进行仪器和手工提取核酸， 具体步骤参考试剂盒说

明书。
１．４．２　 实时荧光 ＲＴ－ＰＣＲ 反应体系建立　 筛查甲型、
乙型以及季节性 Ｈ１、Ｈ３，禽流感 Ｈ５、Ｈ７、Ｈ９、Ｎ１ 和 Ｎ６
亚型病毒反应体系配置参考试剂盒说明书，具体方法

如下：甲型（乙型，Ｈ１、Ｈ３、Ｈ５、Ｈ７、Ｈ９、Ｎ１ 和 Ｎ６ 亚型）
核酸荧光 ＰＣＲ 检测混合液 １８ μｌ，ＲＴ－ＰＣＲ 酶 １ μｌ，内
对照 １ μｌ，处理好的样本 ５ μｌ，反应体系为 ２５ μｌ。 反

应条件设定：４５ ℃１０ ｍｉｎ，９５ ℃ １５ ｍｉｎ→９５ ℃ １５ ｓ→
６０ ℃ ６０ ｓ，４０ 个循环。 荧光通道设定为 ＦＡＭ，内标荧

光通道设定为 ＶＩＣ。 甲型 Ｈ１Ｎ１ 流感病毒（２００９）反应

体系配置：Ｈ１Ｎ１（２００９）核酸荧光 ＰＣＲ 检测混合液 １９
μｌ，ＲＴ－ＰＣＲ 酶 １ μｌ，处理好的样本 ５ μｌ，反应体系为
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２５ μｌ。 反应条件设定：４５ ℃ １０ ｍｉｎ，９５ ℃ １５ ｍｉｎ→９５
℃ １５ ｓ→６０ ℃ ６０ ｓ，４０ 个循环。 荧光通道设定为

ＦＡＭ。
１．４．３　 实时荧光 ＲＴ－ＰＣＲ 结果分析　 在 ＳＤＳ 操作软

件上， 基线确定取 ６～１５ 个循环的荧光信号。 根据甲

型、乙型，季节性流感病毒 Ｈ１、Ｈ３，甲型 Ｈ１Ｎ１ 流感病

毒以及 Ｈ５、Ｈ７、Ｈ９、Ｎ１ 和 Ｎ６ 亚型流感病毒核酸诊断

试剂盒说明书判定：ＣＴ≤３８ 为阳性， ＣＴ＞４０ 为阴性。

２　 结　 果

２．１　 不同标本类型的实时荧光 ＲＴ－ＰＣＲ 检测结果　
５ 月 ２７ 日上午 １０：００ 利用仪器提取核酸的方法，对该

病例的两份标本开展实时荧光 ＲＴ－ＰＣＲ 筛查检测，筛
查甲型、乙型流感病毒，季节性流感病毒 Ｈ１、Ｈ３，甲型

Ｈ１Ｎ１ 流感病毒。 结果下呼吸道气管吸取液的检测为

甲型流感病毒扩增结果阳性（ＣＴ 值为 ３０），乙型流感

病毒，季节性流感病毒 Ｈ１、Ｈ３，甲型 Ｈ１Ｎ１ 流感病毒扩

增结果均为阴性。 上呼吸道咽后壁拭子的检测结果为

甲型流感病毒核酸扩增结果阴性，乙型流感病毒核酸

扩增结果阴性。 见图 １。

图 １　 上呼吸道标本和下呼吸道标本的实时

荧光 ＲＴ－ＰＣＲ 扩增曲线

２．２　 不同核酸提取方法的实时荧光 ＲＴ－ＰＣＲ 检测结

果　 结合患者临床症状和湖南省流感 ／禽流感疫情，
利用手工法提取下呼吸道气管吸取液标本，将上午仪

器法提取的核酸和下午手工法提取的核酸同时开展甲

型流感病毒核酸，禽流感 Ｈ５、Ｈ７、Ｈ９ 亚型病毒核酸实

时荧光 ＲＴ－ＰＣＲ 检测。 结果显示：同一标本 ２ 份核酸

甲型流感病毒核酸扩增结果均为阳性，禽流感 Ｈ５ 亚

型病毒核酸扩增结果均为弱阳性，手工法扩增线性曲

线不典型。 仪器法的扩增 ＣＴ 值为 ３０，手工法的扩增

ＣＴ 值为 ３２。 见图 ２。
２．３　 同一病例不同实验室的检测结果　 湖南省疾病

预防控制中心对该呼吸道气管吸取液标本进行禽流感

Ｈ５、Ｎ１ 和 Ｎ６ 的检测，结果为 Ｈ５ 和 Ｎ６ 亚型禽流感病

毒阳性，诊断为人感染 Ｈ５Ｎ６ 禽流感病毒病例。

图 ２　 仪器法提取下呼吸道标本和手工法提取

下呼吸道标本的实时荧光 ＲＴ－ＰＣＲ 扩增曲线

３　 讨　 论

流感病毒属正黏病毒科，为单股节段 ＲＮＡ。 甲型

流感病毒亚型依据其血凝素 （ＨＡ） 和神经氨酸酶

（ＮＡ）活性来确定，目前分为 １８ 个 Ｈ 亚型和 １１ 个 Ｎ
亚型。 能够感染人的禽流感病毒亚型有 Ｈ５、Ｈ６、Ｈ７、
Ｈ９ 及 Ｈ１０，其中 Ｈ５ 和 Ｈ７ 亚型可为高致病性［４］，多数

患者的临床症状较普通流感要严重，比如重症肺炎、呼
吸窘迫综合征，甚至出现死亡病例。 据中国疾病预防

控制中心疾病监测报告：２０１４ 年－２０１６ 年 ４ 月，全国

累计人感染 Ｈ５Ｎ６ 禽流感病例 １３ 例，死亡 ８ 例［５］。 本

实验确诊病例于 ５ 月 ２４ 日到村卫生室看病，５ 月 ２６
日被转至湘西州民族中医院 ＩＣＵ 病房，因不明原因肺

炎监测工作发现，入院时已出现呼吸窘迫综合征。 ５
月 ２８ 日确诊为高致病性 Ｈ５Ｎ６ 禽流感病毒后隔离治

疗，６ 月 １０ 日，该病例死亡。 截止到该病例死亡时间，
全国病例增至 １４ 例，死亡 ９ 例，我国死亡率为 ６４．３％。

本实验采集了同一病例的不同标本类型，１ 份为

上呼吸道咽后壁拭子，１ 份为下呼吸道吸取液。 其实

验室结果上呼吸道咽后壁拭子检测为阴性，下呼吸道

吸取液检出 Ｈ５Ｎ６ 禽流感病毒核酸阳性，说明标本类

型对结果存在一定影响因素。 新型人感染 ＨＰＡＩ －
Ｈ５Ｎ６ 病毒是一种重组病毒，其 ＨＡ 基因来源于亚洲禽

类 Ｈ５ 亚型，ＮＡ 基因来源于亚洲禽类 Ｈ６Ｎ６［６］。 流感

病毒通过表面 ＨＡ 与宿主细胞唾液酸（ＳＡ）受体特异

性结合而感染宿主，禽类和人类分别表达 ＳＡ α－２、３
半乳糖（ ｇａｌａｃｔｏｓｅ，Ｇａｌ）受体和 ＳＡ α－２、６Ｇａｌ 受体为

主。 Ｙａｏ 等［７］发现禽流感病毒受体（α－２、３ 唾液酸）可
在人体不同的细胞中（包括Ⅱ型肺泡细胞） （下转封三）
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