
重程度有关，疾病暴发或晚期时ＰＬＲ可显著升高，

但本研究纳入的例数较少，且为单中心研究，更确

信的结果有待大样本的多中心研究证实。

　　综上所述，ＭＧ患者的ＮＬＲ和ＰＬＲ均显著升

高，ＮＬＲ的诊断价值更高，ＰＬＲ可能与疾病严重

程度有关。
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流感病毒分子检测技术的研究进展

刘　华，陈　宇　（南京军区福州总医院第二住院部，福州　３５０００３）

摘　要：流感病毒在自然环境的不断流行与重组，持续威胁着人类的生存与发展。近些年来，流感的频繁暴发促使流感病

毒检测领域的研究成为热点。分子生物学检测方法，相较传统的分离培养法与免疫学检测方法，具有更加灵敏、特异、快速

等特点，逐渐成为了当前流感病毒检测方法的主要研究方向。该文就近年来流感病毒分子生物检测技术的研究进展进行

综述，以期对临床上流感病毒快速诊断提供一定的理论依据。

关键词：流感病毒；分子生物学；检测技术
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　　流行性感冒，简称流感，是由流感病毒感染引起的急性

呼吸道传染病，人群普遍易感。该病症状可累及全身，主要

表现为急性高热、全身疼痛、显著乏力和轻度的呼吸道症

状，可引起严重的并发症导致死亡。流感属于乙类传染性，

其致病因子流感病毒属于正黏病毒 科，核 酸 种 类 为

ＲＮＡ
［１］。根据病毒的核蛋白及基质蛋白的基因特性和抗

原性将流感病毒分为甲型（Ａ）、乙型（Ｂ）和丙型（Ｃ）三种血

清型。其中，甲型和乙型流感病毒可引起人群中季节性的

流行，甚至是世界范围的大流行，引起全球范围的关注。甲

型流感病毒的传染性、致病性和变异性都明显高于其他两

种血清型。因此，对甲型流感病毒的关注和研究明显多于

其他两种。国家卫计委公布的流感病毒的检测方法包括分

离培养法、免疫学检测与核酸检测等。我国大部分的临床

实验室达不到重大传染病病毒分离培养要求，因而临床实

验室诊断通常采用免疫学检测与核酸检测法［２］。而经典的

免疫学检测实验一般指中和试验、补体结合试验与血凝血

凝抑制试验等，其操作费时且敏感性较差［３］。因此，核酸检

测是业内公认灵敏度和特异度最好的一种检测方法。本文

主要对近年来流感病毒的核酸检测的新技术和新进展进行

分析和总结，以期对临床上流感病毒快速诊断提供一定的

理论依据。

１　流感病毒的诊断和分型　流感病毒的核酸检测可以检

测早期感染的病人，可在短时间内大量扩增流感病毒基因

序列的保守区，达到早期诊断的目的。随着越来越多的流

感病毒亚型的出现，针对单一亚型的检测方法也成为实验

室检测的重要组成部分。在ＰＣＲ原理的基础上，先后建立

了多种ＰＣＲ相关检测方法，最常用的如逆转录ＰＣＲ（ＲＴ

ＰＣＲ），实时荧光ＰＣＲ等以及新型的环介导等温扩增技术

（ＲＴＬＡＭＰ）技术。

１．１　ＲＴＰＣＲ　ＲＴＰＣＲ技术是最早应用于流感病毒核酸

检测的技术。其检测原理是根据流感病毒保守的 Ｍ 基因

或ＮＰ基因设计特异性引物，以逆转录后的ｃＤＮＡ为模板

进行扩增，通过对扩增产物进行电泳或测序进行病原学上

的诊断。针对流感病毒每个不同的亚型设计不同的特异性

扩增引物即可对流感病毒进行亚型的鉴定。为了对流感病

毒的扩增产物进行快速的鉴别和诊断，韩国学者Ｋｉｍ等
［４］

在ＲＴＰＣＲ的基础上，对不同的扩增引物进行末端修饰，

再将修饰物抗体固定于检测板中不同的位置，通过扩增产

物在显色板上的层析和抗原抗体的特异性结合，对不同的

扩增产物进行显色，可以同时对流感病毒的种（Ｍ 基因）和

亚型（Ｈ１，Ｈ３和 Ｈ５）进行鉴定。

１．２　实时荧光定量ＰＣＲ　为了避免ＲＴＰＣＲ需要开盖检

测扩增产物的缺陷，实时荧光定量ＰＣＲ在反应体系中加入

荧光探针，可以对检测结果进行实时监测和定量。该方法

目前普遍应用于实验室的流感病毒检测，多种商品化的国

产检测试剂盒已经能达到良好的灵敏度和特异度。在该方

法的基础上，通过引物的严格筛选和比对，可以实现对一些

流感病毒的变异株进行快速的鉴别和诊断，以适应新型流

感病毒的监测。Ｗｏｎｇ等
［５］就建立了一种用于检测人感染

禽流感 Ｈ７Ｎ９变异株（ＨＡＱ２２６Ｌ和ＰＢ２Ｅ６２７Ｋ）的实时

荧光定量ＰＣＲ的快速检测方法。该方法所用的引物对人

感染禽流感 Ｈ７Ｎ９变异株的 ＨＡ基因特异，而对其他８种

Ｈ７亚型和阴性对照病毒株的检测阴性。由于流感病毒较

易发生基因变异，使得常规检测方法的灵敏度下降。台湾

学者Ｙａｎｇ等
［６］就发现了一些变异位点存在于实时荧光定

量ＰＣＲ扩增引物或者探针引物区，导致引物错配使得检测

的灵敏度下降。而通过对扩增引物或者探针引物的改良，

可以克服这个问题。Ｍｏｎａｖａｒｉ等
［７］通过对引物的严格设

计和筛查，建立一种同时监测甲型流感、乙型流感和禽流感

的实时荧光定量ＰＣＲ的方法，并且这些引物在这三种病毒

中无交叉结合。

１．３　ＲＴＬＡＭＰ技术　环介导等温扩增技术（ｌｏｏｐｍｅｄｉ

ａｅｄｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＡＭＰ）是日本Ｎｏｔｏｍｉ等
［８］在

２０００年报道的一种新的核酸扩增技术。在流感病毒的应

用中，需要先对其核酸ＲＮＡ进行逆转录，即为ＲＴＬＡＭＰ。

随后利用２对特殊引物和由置换活性的ＢｓｔＤＮＡ聚合酶，

使反应中在模板两端引物结合处循环出现环状单链结果，

在等温条件下使引物顺利与模板结合并进行链置换扩增反

应。与传统的扩增技术相比，该技术扩增的特异性更强，反

应过程只需要１～２ｈ，反应结束后只需要进行浊度测定或

者加入核酸染色剂后进行目测即可判断结果。因此，该技

术有望成为未来流感病毒检测应用最广泛的技术之一。

Ｉｍａｉ等
［９］建立了一种检测 Ｈ５亚型的 ＲＴＬＡＭＰ检测方

法，用来快速检测禽流感的 Ｈ５亚型。该方法快速，检测灵

敏度比传统一步法ＲＴＰＣＲ的灵敏度高出１００倍。对１５

种 ＨＡ亚型的扩增结果显示只有 Ｈ５亚型才能扩增。

Ｓｈｉｇｅｍｏｔｏ等
［１０］建立了一种快速检测新型猪甲型流感病毒

Ｈ１Ｎ１和季节性流感病毒（Ｈ１Ｎ１和 Ｈ３Ｎ２）的 ＲＴＬＡＭＰ

方法。所设计的引物针对新型 Ｈ１Ｎ１，季节性 Ｈ１Ｎ１，

Ｈ３Ｎ２的 ＨＡ基因。整个反应过程只需要在６３℃反应４０

ｍｉｎ即可。由于在反应体系中加入了铬黑Ｔ核酸染色剂作

为扩增指示剂，因此反应结束后直接目测即可判断结果。

ＬＡＭＰ方法也可以设计成多重检测的体系，Ｍａｈｏｎｙ等
［１１］

就设计了一种同时检测甲型流感 Ｈ１，Ｈ３以及乙型流感病

毒的方法。该方法设计６对引物，分别靶向甲型 Ｈ１和 Ｈ３

的 Ｍ基因，以及乙型的 ＮＳ１基因。该方法可以直接使用

商品化的ＰＣＲ反应试剂和实时荧光检测仪。扩增时间只

需要１２ｍｉｎ而全过程从标本到结果也只需要３０ｍｉｎ。

２　流感病毒的高通量检测　由于流感病毒具有１６种 ＨＡ

亚型和９种ＮＡ亚型，在流感流行中，需要对流行株鉴定到

亚型，而上述的ＰＣＲ方法在对多种亚型进行分型时，仍受

通量的限制。

２．１　基因芯片　由于流感病毒亚型众多，病毒来源种类

多，目前的检测技术无法对其在一次检测中做到准确的分

型。而基因芯片技术（Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ）具有强大的高通量检测

能力，通过将多种特异的探针引物固化于支持物的表面，然

后与标记的扩增产物进行杂交，通过检测杂交信号的强弱

来实现对样品的快速和高效诊断。该技术能实现在一个芯

片上同时检测各种亚型，不需要分别对各个亚型进行检测。

根据所制备的基因芯片上的探针的多少，基因芯片的检测

能力各不同。王斗［１２］建立了一种可以检测常见流感病毒

分型的基因芯片，该芯片主要针对甲型流感、乙型流感、甲

型 Ｈ１Ｎ１、季节性 Ｈ１Ｎ１和季节性 Ｈ３Ｎ２等５种流感病毒。

而田明尧［１３］构建了一种能同时检测流感病毒及甲型流感

病毒的１６种 ＨＡ亚型的基因芯片。该芯片包含了甲型流

感病毒 Ｍ基因，乙型流感病毒 Ｍ基因和１６种甲型 ＨＡ基

因共１８种基因。通过在美国国家生物技术信息中心（ＮＣ

ＢＩ）上选择具有代表性的上述１８种基因序列各１０株，分析

比对各自的同源性，并选择在１０株毒株中基因序列一致的

作为扩增引物和探针引物。将设计的１８种探针引物进行

化学修饰后固化于基片上。使用上述１８种扩增引物对待

测样品进行分管的多重ＰＣＲ扩增，将扩增产物与基片上的
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探针进行杂交，根据杂交信号的强弱进行判断。该基因芯

片对保存确诊的 Ｈ１Ｎ１亚型３株，Ｈ３Ｎ２亚型３株，Ｈ９Ｎ２

禽源分离株８株，Ｈ５Ｎ１亚型４株进行回顾性检测，均能准

确检测出来。

３　流感病毒微小变异的检测

３．１　单链构象多态性的检测　尽管流感病毒检测的方法

已经很成熟，但是有些微小变异的检测也是有必要，因为单

个核苷酸的变异都有可能导致治疗上的耐药。而单链构象

多态性的检测使这一检测成为可能。单链构象多态性

（ｓｉｎｇｌｅｓｔｒａｎｄｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＳＣＰ）的检测

原理是，双链ＤＮＡ若存在单个核苷酸的差异，在电泳中也

不一定能够区分出来；但是，当双链ＤＮＡ变性为单链ＤＮＡ

后，单链ＤＮＡ会有一个三维结构上的折叠，不同的单链核

苷酸序列，其三维结构上折叠的构象也不同。而不同构象

的单链ＤＮＡ在凝胶电泳中的迁移率不同，即使其核苷酸

的数 目 是 一 致 的。而 ＭＳＳＣＰ（ｍｕｌｔｉｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｉｎｇｌｅ

ｓｔｒａｎｄｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）通过逐步降低温度，筛

选出不同组分得到分离的最佳温度，因此比传统的ＳＳＣＰ

在分离单链核苷酸上具有更高的灵敏度和可重复性。Ｌｅｐ

ｅｋ等
［１４］发现该方法可以识别Ｈ１Ｎ１的不同分离株，发现不

同分离株之间的微小变异。这些微小变异是其它常规检测

方法识别不出来的。病毒的混合感染常常引起基因组之间

的重排。Ｐａｉａｋ等
［１５］用 ＭＳＳＣＰ的方法分析了波兰２００９年

甲型Ｈ１Ｎ１阳性的２３例临床标本。标本先进行扩增，扩增

产物在１５℃～１０℃～５℃电泳中形成条带，最后进行银染。

结果发现，大部分标本分离出来的基因条带属于甲型

Ｈ１Ｎ１。然而，在这些标本中，有４个标本含有属于季节性

Ｈ１Ｎ１的基因条带，提示存在混合感染。ＭＳＳＣＰ能将甲型

Ｈ１Ｎ１和季节性 Ｈ１Ｎ１的ｓｓＤＮＡ分开，通过胶回收再扩增

后测序，可以得出一些ｓｓＤＮＡ条带含有甲型 Ｈ１Ｎ１，而另

一些条带含有季节性特异的 ＨＡ基因序列。

４　小结与展望　流感病毒是能引起全球流行的传染病，历

史上曾经发生过多次的世界大范围的流行，给人类带来了

巨大的生命和健康的威胁。至今，全球化的流感病毒的监

测和检测成为流感病毒防控的重要过程。由于流感病毒的

种类来源广泛、分离株的地理分布遍布全球，而其流行的亚

型的变异频繁，这使得流感病毒的诊断、亚型的鉴定和变异

的检测带来了巨大的挑战。因此建立检测速度快、特异度

与灵敏度高的流感病毒检测方法体系，显得尤为重要。目

前人类已经研究出了多种可以检测流感病毒的检测方法，

研究表明分子检测技术是检测灵敏度、特异度和效率最高

的方法，相对传统检测方法，在临床上具有非常明显的优

势。从当前来看，流感病毒的检测已进入分子诊断的新时

代，许多新技术应运而生，在临床实践中具有广泛的应用前

景。
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