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实时荧光定量 ＰＣＲ 法在流感病毒暴发疫情
病原学检测诊断中的应用

薛京昌， 卞琛， 徐晓怡

江苏省常州市疾病预防控制中心，江苏　 常州 　 ２１３０２２

摘要：　 目的　 对疑似流感病毒患者标本进行病毒核酸检测诊断，探讨实时荧光定量 ＰＣＲ 法在流行性感冒检测诊断中的

意义。 　 方法　 采用 ＷＨＯ 标准实时荧光定量 ＰＣＲ 法对 ２０１０ 年 １０ 月本地区采集的 ８ 份疑似甲型 Ｈ１Ｎ１ 流感患者咽拭子

标本进行病毒核酸检测。 　 结果　 ８ 份咽拭子标本中有 ６ 份呈甲型 Ｈ１Ｎ１ 流感病毒核酸阳性，阳性率 ７５％。 　 结论　 实

时荧光定量 ＰＣＲ 法操作相对简单，耗时短，特异性强，灵敏度高，可作为基层疾控中心流感疫情可靠的快速诊断方法。
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　 　 ２００９ 年初以来，发端于墨西哥的猪流感病毒

（ｓｗｉｎｅ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ， ＳＩＶ）疫情肆虐全球，研究人员

认为引发此次全球流感大暴发的是由一种禽流感病

毒，一种人流感病毒和二种猪流感病毒基因重排形成

的一种新型流感病毒，并将其改称为甲型 Ｈ１Ｎ１ 流感

病毒。 ２０１０ 年 １０ 月在常州市某小学发生了一起群发

流感疑似症状疫情，根据实验室的病原学最终检测结

果，判定这起事件为一起甲型 Ｈ１Ｎ１ 流感暴发事件。
现将本次事件的相关实验室病原学检测报告如下。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 标本的采集和处理 　 对具有发热 （体温≥３８
℃），伴有咳嗽，咽喉痛，全身肌肉酸痛或乏力等流感

症状的疑似流感患者共 １９ 名学生中的 ８ 名采集咽拭

子，标本严格按照卫生部 ２００９ 年《甲型 Ｈ１Ｎ１ 流感病

毒实验室检测技术方案（试行）》执行，置于 ３ ｍｌ 病毒

保存管振荡均匀、冷藏运送至实验室－７０ ℃保存待检。
１􀆰 ２　 仪器与试剂　 力新 ＨＦｓａｆｃ１２００ 生物安全柜（设
备序列号：ＳＩＢ０１９０）、核酸提取仪（美国 Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏ⁃
ｓｙｓｔｅｍｓ 公司，设备序列号：７００－４３２）、三洋超低温冰箱

ＭＤＦ － ３８２ＥＮ （ 设 备 序 列 号： ３８４０９０９８ ）、 Ｃｅｎｆｒｉｆｎｇｅ
５４１５Ｒ 高速冷冻离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｒｏｆ 公司，设备序

列号：５４２６ＸＰ６２７０４３），ＡＢＩ７５００ 荧光定量 ＰＣＲ 扩增仪

（美国 ｌｉｆｅ 公司，设备序列号：２７５００５３８０），ＭａｇＭａｘ－９６
Ｕｉｒａｌ ＲＮＡ ＩｓｏＩａｆｉａｌ Ｋｉｔ 核酸提取试剂盒。 上海硕世生

物有限公司试剂盒《甲型 Ｈ１Ｎ１ 流感病毒核酸检测试

剂盒（荧光探针 ＰＣＲ 法）》。

　 　 综上所述，结直肠癌患者血浆中 ＦＩＢ 和 ＡＮＧ－２ 水

平显著高于健康对照组，并且与结直肠癌的临床分期

密切相关，结肠癌与直肠癌患者血浆中的 ＦＩＢ 和 ＡＮＧ
－２ 含量无明显差异，提示 ＦＩＢ 和 ＡＮＧ－２ 共同参与了

结直肠癌的形成并与其严重程度有关，在临床上检测

血浆中 ＦＩＢ 和 ＡＮＧ－２ 含量，可作为诊断结直肠癌并评

价其预后的敏感指标， 抑制血管生成，改善血液循环，
防止血栓形成，可能是治疗肿瘤的一种有效手段。
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１􀆰 ３　 引物及探针　 扩增引物为中国疾病预防控制中

心常规检测甲流病毒所用引物，引物合成由上海生工

生物工程有限公司完成，序列见表 １。
表 １　 检测甲流病毒所用引物和探针序列表

引物和探针 序列
Ｈ１（２００９）Ｆｏｒｗａｒｄ ５’－ＧＧＧ ＴＡＧ ＣＣＣ ＣＡＴ ＴＧＣ ＡＴ－３’
Ｈ１（２００９）Ｒｅｖｅｒｓｅ ５’－ＡＧＡ ＧＴＧ ＡＴＴ ＣＡＣ ＡＣＴ ＣＴＧ ＧＡＴ ＴＴＣ－３’
Ｈ１（２００９）Ｐｒｏｂｅ ５’－ＴＧＧ ＧＴＡ ＡＡＴ ＧＴＡ ＡＣＡ ＴＴＧ ＣＴＧ ＧＣＴ ＧＧ－３’
ＡＮ１Ｆｏｒｗａｒｄ ５’－ＴＡＹ ＡＡＣ ＴＣＡ ＡＧＧ ＴＴＴ ＧＡＧ ＴＣＴ ＧＴＹ ＧＣＴ ＴＧ－３’
ＡＮ１ Ｒｅｖｅｒｓｅ ５’－ＡＴＧ ＴＴＲ ＴＴＣ ＣＴＣ ＣＡＡ ＣＴＣ ＴＴＧ ＡＴＲ ＧＴＧ ＴＣ－３’
ＡＮ１ Ｐｒｏｂｅ ５’－ＴＣＡ ＧＣＲ ＡＧＴ ＧＣＹ ＴＧＣ ＣＡＴ ＧＡＴ ＧＧＣ Ａ－３’

１􀆰 ４　 反应体系及反应条件

１􀆰 ４􀆰 １　 试剂准备（试剂准备区） 　 在试剂准备区将四

种反应液按规定剂量混合为总体积 ２５ μｌ 的反应试剂，
依次为 ＲＴ－ＰＣＲ Ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ７􀆰 ５ μｌ，甲型 Ｈ１Ｎ１ 流

感反应液 ７􀆰 ５ μｌ，酶混合液 ５ μｌ，待测标本 ＲＮＡ５ μｌ。
１􀆰 ４􀆰 ２　 样本处理（样本处理区）　 取 ２００ μｌ 的待检样

本及阴性对照样本进行核酸提取。 病毒 ＲＮＡ 按 Ｍａｇ⁃
Ｍａｘ－９６ Ｕｉｒａｌ ＲＮＡ ＩｓｏＩａｆｉａｌ Ｋｉｔ 核酸提取试剂说明书要

求进行操作。 提取好的 ＲＮＡ 及时用于检测。
１􀆰 ４􀆰 ３　 加样　 在准备好试剂的 ＰＣＲ 反应管中分别

加入阴、阳性质控品、待测样本 ＲＮＡ 各 ５ μｌ，盖紧管盖

后，瞬时低速离心。
１􀆰 ４􀆰 ４　 ＰＣＲ 扩增检测（扩增区） 　 待检 ＰＣＲ 管转移

至扩增区，按顺序置于 ＰＣＲ 仪上，编辑样本信息，设定

循环参数（参照仪器的操作说明进行设置）。 见表 ２。
表 ２　 ＰＣＲ 扩增检测步骤

步骤顺序 温度（ ℃） 时间 循环数（次）
１ 逆转录反应 ５０ ３０ｍｉｎ １
２ 预变性 ９５ ５ｍｉｎ １
３ 变性 ９５ １０ｓ ４０

退火、延伸及检测荧光 ５５ ４５ｓ

　 　 注：步骤 ３ 中 ５５ ℃时荧光检测，检测通道：ＦＡＭ。

２　 结　 果

２􀆰 １　 基本情况　 学校共有 ３０ 个班级 １ ５６０ 名学生，
教职工 １１０ 人，占地面积 ３５ 亩，教室通风条件好，学校

卫生状况好。 现场调查发现该校八（４）班近 ５ ｄ 来 １９
名学生出现发热、咳嗽、咽痛等症状，部分伴有头晕、乏
力症状，无住院及重症病例。
２􀆰 ２　 检测结果　 采集 ８ 名患者咽拭子样本 ８ 份，经
实验室进行 ＰＣＲ 核酸检测，结果为 ６ 份甲型流感

Ｈ１Ｎ１ 阳性，阳性率 ７５％。 结合现场科室对患者临床表

现、流行病学史和本实验室的病原学检测结果，确定这

起事件为一起甲型 Ｈ１Ｎ１ 流感暴发事件。

３　 讨　 论

甲型 Ｈ１Ｎ１ 流感是由变异后的新型甲型 Ｈ１Ｎ１ 流

感病毒所引起的急性呼吸道传染病。 通过飞沫、气溶

胶、直接接触或间接接触传播，临床主要表现为流感样

症状，少数病例病情重，进展迅速，可出现病毒性肺炎，
合并呼吸衰竭、多脏器功能损伤，严重者可以导致死

亡。 人群对该病毒普遍易感，经由人－人形式传播，且
传播性高于季节性流感［２－３］。 根据本起疫情患者的临

床表现来看，目前甲型 Ｈ１Ｎ１ 流感患者临床症状并不

严重，均未出现肺炎等重症表现，这与国内外文献报道

一致［４－６］。 本起疫情虽控制有效，但该起 ３ 名患者为同

一家庭成员，可见该流感病毒能明显引起家庭传播，对
于下阶段可能导致的本地流感病毒传播提供一定的指

示作用。
根据国家流行性感冒诊断标准及处理原则（ＧＢ

１５９９４－１９９５），流行性感冒病原学常规的实验室检测方

法是病毒培养法（细胞培养法与鸡胚培养法）。 虽然准

确、可靠、稳定，但确诊耗时至少要 １０ ～ １５ ｄ，而且还受

限于特定的实验室条件和人员条件。 而此次本实验室

采用实时荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 方法从核酸的提取到完成

检测，全程仅需 ３ ～ ４ ｈ 而且操作方便，特异性强，灵敏

度高，极大程度上缩短了甲型 Ｈ１Ｎ１ 流感病毒的检测

时间，的确为疑似甲型 Ｈ１Ｎ１ 流感暴发疫情的实验室

应急诊断提供了一种快速、有效的实验室检测手段［７］。
对此次流感小范围内发生，常州市疾控中心流感

监测实验室通过实时荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 方法快速的病

原学检测，在最短时间内为本中心急消所提供准确的

实验室检测数据，从而为 Ｈ１Ｎ１ 流感病毒引发流感的

防控监测提供了有力的技术支撑。 此次体会是：本次

实验建立的实时荧光 ＰＣＲ 反应体系，操作简单，检测

时间短，连同核酸提取时间可以在 ３ ～ ４ ｈ 后出结果。
另外，荧光探针的引入除提高检测灵敏度、特异性外，
其实验结果不需再用酶切分析、探针杂交或序列测定

来加以验证，完全的闭管操作大大减少了假阳性污染

的顽弊，也使得流感病毒高通量检测完全成为可能，且
易在基层疾控中心推广。
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