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荧光免疫层析技术在儿童甲型流感
诊断中的临床价值

郭纯　钟礼立　易红玲　陈敏

（湖南省人民医院儿科医学中心，湖南 长沙　410005）

［摘要］　目的　评价一种新型荧光免疫层析技术在快速检测甲型流感病毒中的价值。方法　2015 年

7~8 月累计收集 378 例有流感样症状患儿的鼻咽拭子样本，采用荧光免疫层析法，检测鼻咽拭子样本中是否有

甲型流感病毒，同时使用胶体金法进行对比检测，所有样本使用 RT-PCR 验证上述两种检测方法的正确率。

结果　378 例患儿中，经 RT-PCR 法检出 81 例甲型流感病毒阳性，阳性检出率为 21.4%；与 RT-PCR 法相比，

荧光免疫层析法与胶体金法的灵敏度分别为 90.1%（73/81）、75.3%（61/81），特异性分别为 99.3%（295/297）、

98.3%（292/297）。荧光免疫层析法检测为阳性的样本平均 Ct 值（30.6）大于胶体金法检测为阳性的样本平均

Ct 值（28.7）。结论　与胶体金法相比，采用荧光免疫层析法检测鼻咽拭子样本中的甲型流感病毒具有更高的

检测灵敏度和特异性，与 RT-PCR 法的一致性更好，能够满足临床上对于准确、早期检测甲型流感病毒的需求。

                                                                                      ［中国当代儿科杂志，2016，18（12）：1272-1276］
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Clinical value of fluorescence lateral flow immunoassay in diagnosis of influenza A in 
children
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Abstract: Objective    To evaluate the clinical value of a new type of fluorescence lateral flow immunoassay in 
rapid detection of influenza A virus. Methods    A total of 378 samples of nasopharyngeal secretions were collected from 
378 children with influenza-like symptoms to detect the influenza A virus by fluorescence lateral flow immunoassay, 
colloidal gold immunoassay, and RT-PCR between July 2015 and August 2015. Results    Of the 378 samples, 81 
(21.4%) were positive for influenza A virus by RT-PCR. Compared with RT-PCR, the sensitivities of fluorescence 
lateral flow immunoassay and colloidal gold immunoassay were 90.1% (73/81) and 75.3% (61/81), respectively, and 
the specificities were 99.3% (295/297) and 98.3% (292/297), respectively. The average threshold cycle (Ct) value for 
the positive samples detected by the fluorescence lateral flow immunoassay (30.6) was higher than that for the positive 
samples detected by the colloidal gold immunoassay (28.7). Conclusions    Compared with colloidal gold immunoassay, 
fluorescence lateral flow immunoassay has higher sensitivity, specificity, and concordance rate with RT-PCR, suggesting 
that it can be used for early screening and diagnosis of influenza A.                          

                                                                                                   [Chin J Contemp Pediatr, 2016, 18(12): 1272-1276]
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随着甲型 H1N1、H7N9、H5N1 等流感病毒在

我国以及全球的爆发流行，免疫力低下者尤其是

儿童甲型流感感染发病的风险最高，发生严重病

情的风险也最高 [1]。在流感的流行季节，来院就诊

的患者量骤增，针对甲型流感病毒进行快速、准

确地筛查，逐渐成为临床上的广泛迫切需求。目

前常见的流感病毒实验室检测方法包括病毒培养、

病毒抗原检测、核酸检测和血清学检测法等 [2]。其
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中病毒抗原检测和核酸检测法，是国家疾病预防

控制中心推荐的方法 [3]，可以用于早期诊断流感病

毒。这两种方法具有较高的可靠性、特异性以及

敏感度，其中核酸检测需要特殊设备，操作人员

需经过特殊培训，且检测所需时间较长，不宜在

临床，尤其是一些基层医疗机构使用推广。目前，

抗原检测方法种类众多，主要区别在于免疫标记

物的差异，如酶联免疫吸附法（ELISA 法）、胶体

金法、荧光免疫层析法等。其中 ELISA 法易受加样、

反应温度、反应时间、洗涤彻底性等诸多因素的

影响，而且操作步骤较多，现已被新方法逐渐替代；

胶体金法因其操作简便，10~15 min 便可肉眼观察

结果，广泛用于临床快速检测流感病毒，但胶体

金法显色需要较高浓度的标记物，在病毒滴度低

时易出现假阴性 [4]。国内外研究 [5-6] 报道了一种基

于荧光免疫层析技术的新型流感病毒快速检测方

法，相应产品 Sofia Influenza A+B FIA 已广泛应用

于欧美国家临床检测流感病毒抗原，Sofia 流感病

毒抗原检测试剂盒由美国公司研发并生产，基于

欧美国家人种、环境而设计，虽然在欧美国家的

临床诊断过程中表现出良好的性能，但存在由地

域、人种、流行毒株等多方面引发的差异，本研

究采用 Sofia 流感病毒抗原检测试剂盒，验证了荧

光免疫层析法检测甲型流感病毒的特异性、灵敏

度（与 PCR 法相比），并与胶体金法进行了比较，

探讨其在临床中用于流感病毒快速诊断的价值。

1　资料与方法

1.1　研究对象

选取 2015 年 7~8 月于湖南省人民医院儿科就

诊的 378 例流感症状患儿为研究对象，其中男 208

例，女 170 例；<1 岁患儿 103 例，1 岁 ~ 患儿 177

例，5~12 岁患儿 98 例。

1.2　样本采集

使用无菌鼻咽拭子（Copan 公司，意大利）

对所有流感症状患儿进行样本采集，将采样拭子

轻轻旋转进入鼻孔至鄂部，在鼻孔内壁旋转 3 次，

取得分泌物，存储在 1.5 mL 病毒保存液中，于 -80℃

保存备用。本研究获得湖南省人民医院伦理委员

会的批准，并在所有受试者的知情同意情况下，

签订了知情同意书。

1.3　试剂与仪器

本研究中采用的快速检测试剂为美国 Quidel

公司的 Sofia Influenza A+B FIA，配套 Sofia 荧光免

疫分析仪；甲型 / 乙型流感病毒抗原检测试剂盒

（胶体金法）购自艾博医药（杭州）有限公司。

RNA 提取试剂盒和甲型流感病毒核酸检测试剂盒

均来自上海星耀医学科技发展有限公司，核酸自

动提取仪购自台湾圆点，荧光定量 PCR 仪购自美

国 ABI（7500）。

1.4　荧光免疫层析法检测

将拭子漂洗液加入到含还原剂干粉的试剂管

中，轻轻旋转试剂管溶解干粉；将样本拭子放入

试剂管，充分洗涤拭子上的病毒，挤干拭子上的

液体后将其丢弃；使用试剂盒内的固定体积移液

器取样 120 µL，并加样至试纸条的样本孔中；最

后将试纸条插入 Sofia 免疫荧光分析仪的卡槽中进

行检测。

1.5　胶体金法检测

在样本抽提管中加入 6 滴（约 192 µL）Flu 裂

解液，旋转棉签使样本与裂解液充分混合，尽量

挤干棉签上的液体后将其取出，按试纸条上箭头

所示方向将其插入样本抽提管中，并开始计时，

15 min 后进行结果判读。

1.6　Real-Time PCR 检测

（1）样本核酸提取：使用核酸提取试剂盒在

核酸自动提取仪上操作。在 96 孔预装板第 1 槽位

中依次加入 600 µL 样本、5 µL 内参和 20 µL 蛋白

酶 K；放入核酸提取仪，确认安装正确，将搅拌

塑料套插入磁棒下面的震动架上；按照核酸提取

仪使用说明书开启电源并选择程序，启动运行；

运行结束后，第 4 槽位中即为提取的 RNA，可以

吸取进行 PCR 检测或转移到离心管中 -20℃保存。

（2）Real-Time PCR：按照产品说明书配置

反应体系，每个反应体系（25 µL）含提取的 RNA 

10 µL，PCR 仪器设置扩增程序：50℃ 15 min；然

后 95℃ 2 min；再按 94℃ 15 s，55℃ 40 s，循环 50 次；

55℃采集 FAM 荧光通道的信号。

1.7　统计学分析

采用 SPSS 19.0 统计学软件对数据进行统计学

分析，计量资料用均数 ± 标准差（x±s）表示。

计数资料采用百分率（%）表示，两组间比较采用

四格表 χ2 检验，多组间比较采用行 × 列表 χ2 检验，
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P<0.05 为差异有统计学意义；组间两两比较采用

卡方分割，调整检验水准为 P<0.017 为差异有统计

学意义。

2　结果

2.1　RT-PCR 检测不同年龄段患儿的感染情况

对 378 例疑似感染患儿的鼻咽拭子样本进行

PT-PCR 检测，结果显示甲型流感阳性患儿 81 例，

阳性检出率为 21.4%，其中男 43 例，女 38 例，差

异无统计学意义（χ2=0.157，P=0.692）；<1 岁患

儿 30 例，1 岁 ~ 患儿 37 例，5~12 岁患儿 14 例，

差异有统计学意义（χ2=6.624，P=0.036），其中

1 岁以下患儿的甲型流感感染率最高，随着年龄

增加，感染率逐渐降低，5~12 岁儿童感染率降至

14.3%，见表 1。

表 2　荧光免疫层析法和胶体金法检测结果对比

荧光免疫层析法
RT-PCR

合计 胶体金法
RT-PCR

合计
阳性 阴性 阳性 阴性

阳性 73 2 75 阳性 61 5 66

阴性 8 295 303 阴性 20 292 312

合计 81 297 378 合计 81 297 378

表 1　不同年龄段甲型流感患儿检查情况

年龄 n 甲型流感病毒
阳性例数

阳性检出率
(%)

<1 岁 103 30 29.1

1 岁 ~ 177 37 20.9

5~12 岁 98 14 14.3a,b

χ2 值 6.624

P 值 0.036

注：a 示与 <1 岁组比较，P<0.017；b 示与 1 岁 ~ 组比较，

P<0.017。

2.2　两种流感病毒快速检测试剂结果

使用荧光免疫层析法检出甲型流感阳性患儿

75 例，阳性检出率为 19.8%（75/378），其中 2 例

RT-PCR 法检测为阴性；阴性患儿 303 例，其中 8

例 RT-PCR 法检测为阳性；参照 RT-PCR 结果，

其真实阳性检出率为 19.3%（73/378）。采用胶体

金法检出甲型流感阳性患儿 66 例，阳性检出率为

17.5%（66/378），其中 5 例 RT-PCR 法检测为阴

性；阴性患儿 312 例，其中 20 例 RT-PCR 法检测

为阳性；参照 RT-PCR 结果，其真实阳性检出率为

16.1%（61/378）。见表 2。

以 RT-PCR 为对照，荧光免疫层析法检测甲

型流感病毒的灵敏度（90.1%）明显高于胶体金

法（75.3%）， 差 异 有 统 计 学 意 义（χ2=6.217，

P=0.013）。荧光免疫层析法、胶体金法对于甲型

流感病毒的检测特异性分别为 99.3% 和 98.3%，

差 异 无 统 计 学 意 义（χ2=1.301，P=0.254）。 荧

光 免 疫 层 析 法、 胶 体 金 法 检 测 甲 型 流 感 病 毒

的 阳 性 预 测 值 分 别 为 97.3%、92.4%， 阴 性 预

测 值 分 别 为 97.4%、93.6%， 总 符 合 率 分 别 为

97.4%[（73+295）/378] 和 93.4%[（61+292）/ 

378]，差异有统计学意义（χ2=6.741，P=0.009）。

见表 3。

表 3　荧光免疫层析法和胶体金法检测性能比较

检测方法 灵敏度 特异性 阳性预测值 阴性预测值

荧光免疫层析法 73/81(90.1%) 295/297(99.3%) 73/75(97.3%) 295/303(97.4%)

胶体金法 61/81(75.3%) 292/297(98.3%) 61/66(92.4%) 292/312(93.6%)

χ2 值 6.217 1.301 1.793 5.028

P 值 0.013 0.254 0.181 0.025
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2.3　荧光免疫层析法与胶体金法检测样本 Ct 值比

较

荧光免疫层析法检测为甲型流感阳性的样本

平均 Ct 值为 30.6±3.0，Ct 值范围为 28.4~35.9；胶

体金法检测为阳性的样本平均 Ct 值为 28.7±2.8，

Ct 值范围为 28.3~30.8，因此，荧光免疫层析法

能够检测样本中的病毒载量比胶体金法低 32 倍

（ΔCt=5，25=32）。阴性样本的平均 Ct 值分别为

39.5±3.2 和 32.2±4.1。对于荧光免疫层析法检测

为甲型流感阳性而胶体金法检测为阴性的样本，

平 均 Ct 值 为 33.3±2.7，Ct 值 范 围 为 30.8~35.9，

表明仅荧光免疫层析法检测为阳性的样本中流感

病毒载量较低，胶体金法未能检测出。由此可见，

荧光免疫层析法可以检测更低病毒滴度的样本，

胶体金法出现假阴性结果的概率更高。

3　讨论

流感是由流感病毒引起的一种常见的感染性

疾病，流感病毒表面的血凝素和神经氨酸酶易发

生变异，即使是接种了流感疫苗的人群也会感染

新型流感病毒，造成新的流行。其中甲型流感的

变异性最强，多次的大范围流感爆发均源于甲型

流感在人群中的传播。据估算，全世界每年约有

50 万人死于流感 [7]。根据我国疾病预防控制中心

2001~2003 年的监测报告：全国 70%~90% 的流感

样疾病发生于 15 岁以下儿童，其中 5 岁以下儿童

位居第一位（占 43%~65%），5~14 岁儿童占第 2

位（占 25%~34%）[8]。

本研究对不同年龄段的患儿进行分析发现，

不同年龄段患儿的流感病毒感染率不同（P<0.05），

其 中 1 岁 以 下 婴 儿 的 感 染 率 较 高， 达 29.1%

（30/103），感染率随年龄的增长而逐渐降低。这

是由于婴幼儿机体免疫力低下，属流感病毒易感

人群，而且一旦感染流感病毒则容易引发严重的

并发症造成病死率高 [1]，因此临床要及时监控该年

龄段免疫力低下患儿的病情。

另外，从临床表现来看，流感病毒感染与其

他呼吸道病毒感染症状相似，医生很难从发病症

状上区分，实施对症下药 [9-10]。因此，实验室诊断

对于流感病毒的精准诊断十分必要。近期 H1N1、

H7N9 及 H5N1 等甲型流感病毒在我国甚至全球

范围内频频爆发流行，不仅医院门诊常常人满为

患，患者也不能得到及时诊治。临床上需要准确

快速的诊断方法对甲型流感病毒进行初步筛查，

以便及时医治和控制病毒传播。目前的甲型流感

快速检测方法主要是胶体金法，操作简便，可在

15 min 左右得出结果，但由于需要高浓度的胶体

金颗粒聚集显示，对于含低滴度病毒的样本检出

率低，易造成漏检。

本 研 究 中 采 用 了 一 种 新 型 Sofia 流 感 病 毒

快 速 测 试 剂 盒， 与 RT-PCR 方 法 相 比， 荧 光 免

疫 层 析 法 检 测 甲 型 流 感 病 毒 的 灵 敏 度 为 90.1%

（73/81），特异性为 99.3%（295/297），总符合

率为 97.4%[（73+295）/378]；灵敏度和总符合率

明显高于胶体金法，差异有统计学意义；特异性

略高于胶体金法，但差异无统计学意义。这与国

外报道的荧光免疫层析法灵敏度和特异性高于胶

体金法的 BinaxNOW（Alere）和 Directigen EZ（BD）

的结果一致 [11]。

荧光免疫层析法检测为阳性的样本平均 Ct 值

（30.6）高于胶体金法（28.7），这说明荧光免疫

层析法能够检测病毒载量更低的样本，灵敏度更

高。对于荧光免疫层析法检测为阴性，而 RT-PCR

检测为阳性的样本，其平均 Ct 值（39.5）高于胶

体金法（32.2），这些阴性样本中的病毒抗原浓度

较低，因此荧光免疫层析法检测为阴性的样本，

胶体金法也不能检出。根据产品说明及国内外文

献报道 [6,11]，荧光免疫层析法可以同时用于甲型和

乙型流感病毒的检测，在本实验期间，由于乙型

流感阳性样本量不足，未对该法检测乙型流感病

毒的性能进行评估。

本研究结果表明，荧光免疫层析试剂盒检测

甲型流感病毒的灵敏度明显高于基于胶体金法的

快速检测试剂盒，国外报道认为 [11]，这是由于荧

光免疫层析法使用了独特的镧系稀土元素 Eu- 螯

合物荧光标记，其激发光波长范围宽、Stockes 位

移大且荧光强度高、寿命长，有利于排除非特异

性荧光的干扰，增强检测的准确性。另一方面，

配套使用 Sofia 荧光免疫分析仪自动读取检测结果，

避免了医务人员人工读取、人工记录造成的误差，

这也使得整个测试的准确性和灵敏度更高。

从实验结果来看，荧光免疫层析法比传统胶

体金法更加适用于临床流感样病例的准确诊断，
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其高度的检测灵敏度和特异性，自动化程度高，

独特的阅读模式可用于批量检测，尤其适用于流

感病毒的早期筛查。特别是在流感大规模爆发时

期，婴幼儿免疫力低下，患儿极易发生合并感染

等其他严重的并发症，应在病毒感染早期进行快

速诊断并采取针对性治疗，而后进一步进行核酸

检测、病毒分离确诊是否感染流感病毒 [12]。
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