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摘要：目的  评价甲型流感病毒抗原检测(胶体金法)及甲型流感病毒核酸检测(PCR-荧光探针法)两种检测方法，为临床提供快速可靠的诊断依据。方法  采集疑似甲型流感患者咽拭子标本840份，分别用甲型流感病毒抗原快速胶体金法和PCR法两种方法检测。结果  840份标本：病毒抗原法检出阳性178例，阳性率为21.19%；病毒核酸检测法检出阳性309例，阳性率为36.78%，核酸检测法阳性检出率高于抗原检测法（χ2=49.62，P=0.000）。结论  在甲型流感流行期间，对疑似甲型流行性感冒患者，基层医疗机构初步诊断可用甲型流感病毒抗原快速检测方法筛查，对有条件开展检测核酸检测的医疗机构建议同时采用两种方法学检测疑似甲型流感患者标本，能提高检验结果的阳性率。
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流行性感冒病毒（简称流感病毒）是引起流行性感冒的病原体，流行性感冒是由甲、乙、丙三型流感病毒分别引起的急性呼吸道传染病，它传染性强、传播快、潜伏期短、发病率高，其中以甲型流感病毒感染为主[1]。目前，甲型流感病毒的检测方法主要有胶体金筛查流感抗原及实时荧光定量PCR 检测核酸[2]，本研究对两种方法检测结果进行比较，为临床提供诊断依据。
1 对象与方法 

1.1对象   选择2019年10月-2020年3月本院儿科、呼吸内科门诊就诊的患者，具有流行性感冒病毒感染的临床症状，主要有:出现急起畏寒、高热、头痛、头晕、全身酸痛、乏力等中毒症状，可伴有咽痛、干咳、流鼻涕、流泪等呼吸道症状，少数病例有食欲减退,伴有腹痛、腹胀、呕吐和腹泻等消化道症状，临床疑似诊断为流行性感冒患者840例，其中儿科451例，年龄为1岁~16岁，平均年龄为（5.8±4.65）岁；呼吸内科389例，年龄为17岁~91岁，平均年龄为（60.43±20.97）岁。
1.2仪器与试剂  DA-7600型实时荧光定量PCR扩增仪（中山达安科技有限公司）。试剂盒（批号：2019010）及质控品（批号：2019010）均由中山大学达安基因股份有限公司提供；甲型流感病毒抗原检测胶体金法试剂盒（批号：2019100076）由杭州艾博生物医药有限公司提供。
1.3方法  标本采集用带有聚丙烯纤维头的拭子，适度用力擦拭受检者双侧扁桃体及上鄂、咽后壁，同时采集咽拭子2份。按照实验室SOP文件分别进行检测甲型流感病毒抗原及核酸检测。
1.4结果判定
1.4.1甲型流感病毒抗原检测  阳性(+):两条紫红色条带出现。一条位于质控区(C)内,另一条位于测试区(A)内。
1.4.2甲型流感病毒核酸检测  如果检测样品的反应体系在FAM检测通道无扩增曲线或FAM检测通道有扩增曲线且Ct值＞39.7，VIC检测通道有扩增曲线且Ct值≤44.5，可判样品为甲型流感病毒阴性；如果检测样品的反应体系在FAM检测通道有扩增曲线且Ct值≤39.7，VIC检测通道有或无扩增曲线，可判样品为甲型流感病毒阳性。
1.5统计学处理 
采用SPSS 21.0软件进行数据分析，计数资料比较采用(2检验，以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结果
2.1不同方法检测检出率   840份甲型流感拟标本分别采用胶体金法和PCR-荧光探针法检测，胶体金法检测阳性178例，阳性率为21.19%，PCR-荧光探针法检测阳性309例，阳性率为36.78%（表1）。
表1  不同方法检测方法检出率
	方法
	例数（例）
	阳性（例）
	阳性率（%）

	胶体金法
	840
	178
	21.19

	PCR-荧光探针法
	840
	309
	36.78


2.2  不同方法检测疑似甲型流感患者标本结果  PCR-荧光探针法阳性检出率高于胶体金法（(2=49.62，P=0.000）（表2）。
表2不同方法检测疑似甲型流感患者标本结果分析(例)

	胶体金法
	PCR-荧光探针法
	合计

	
	阳性
	阴性
	

	阳性
	161
	17
	178

	阴性
	148
	514
	662

	合计
	309
	531
	840


3 讨论
甲型流感属于季节性流感流，起病急，虽然大多为自限性，但部分因出现肺炎等并发症可发展至重症流感，少数重症病例病情进展快，可因急性呼吸窘迫综合征(ARDS)和/或多脏器衰竭而死亡[3]。重症流感主要发生在老年人、年幼儿童、孕产妇或有慢性基础疾病者等高危人群，亦可发生在一般人群[4]。
甲型流感病毒的确认一般采用鸡胚或ＭＤＣＫ细胞分离培养和血凝抑制法，操作繁琐，费 时费力，难以满足快速诊断需要[5，6]。随着快速诊断技术的发展和应用，目前临床上甲型流感检测试剂产品类型分为三大类：核酸诊断类（RT-PCR法）、 酶联免疫吸附法（E法）和胶体金免疫层析法[7]。
本研究采用甲型流感病毒抗体检测及核酸检测分别对840例临床疑似诊断流感的患者进行检测，阳性率分别为21.19%、36.78%。本研究中甲型流感抗原快速检测法及PCR方法的阳性率均高于李启欣[8]等报道的甲型流感抗原快速检测法阳性率（16%）及PCR方法阳性率（14%），亦高于陈晨等[9]报道的甲型流感抗原快速检测法阳性率（7.7%）及PCR方法阳性率（8.8%）；上述两项研究中胶体金法与PCR-荧光探针法阳性检出率间均无统计学差异，而本研究发现PCR-荧光探针法阳性检出率高于胶体金法。甲型流感病毒抗原检测快速快，但其敏感性低且具有一定的局限性：①在流感病毒已失活的情况下，样本中仍可能有流感病毒抗原，造成假阳性结果与核酸检测结果不符；②结果为阴性并不排除患者甲型流感病毒感染的可能性,取样不充分或操作方法不当,以及样本中抗原水平低于检测限均会导致假阴性结果；③胶体金试剂所使用的单克隆抗体可能无法检测出所有的甲型流感病毒抗原变异体或者是甲型流感新的菌株[10-12]。核酸检测方法敏感性高，特异性强，可以区分亚型，但需要专业的实验室和昂贵的仪器设备，操作复杂，专业性要求高，不能满足基层单位筛查防控的需求[13，14]。
综上所述，甲型流感核酸检测方法学比甲型流感病毒抗原胶体金法敏感性高、特异性强。对有条件开展检测核酸检测的医疗机构建议同时采用两种方法学检测疑似甲型流感患者标本，能提高检验结果的阳性率，为临床提供准确可靠的诊断依据。在对该病的控制中，首先将疑似病例以及确证病例进行留院观察，必要时进行隔离治疗，详细的了解与患者有过接触的人员，并进行登记，对其进行1 周的观察以及随访，将其活动范围进行限制，能够对疾病早发现、早治疗[15]。
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