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摘要：禽流感病毒（%&’%( ’()*+,(-% &’.+/,/，012）给人类健康已带来严重威胁，而实验室快速、准确的诊断技术对禽流

感的预防、控制及应急反应决策起着极其关键的作用，这使其成为了研究热点并取得了巨大进步。就禽流感的实

验检测技术研究进展从病毒分离、免疫学诊断及分子诊断 3 个方面加以综述。
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流感病毒是 S@0 病毒，基因组包括编码 "$ 种

蛋白质的 ; 个单股T负链 S@0 分子片段，这一特点

使病毒在复制中易发生基因重组，导致新亚型毒株

出现，属于正粘病毒科、甲型流感病毒属。典型的

病毒粒子呈球形，核衣壳外为脂质包膜，表面纤维

蛋 白 突 乃 6 种 独 特 的 糖 蛋 白，即 血 凝 素

（G,D%LL*+F’(’(，U0）和 神 经 氨 酸 酶（(,+.%D’(’E%/,，
@0）。根据核蛋白（@V）和基质蛋白（WV）的抗原性

不同可分为 0、X、Y 3 型，X 和 Y 无亚型，只有 0 型

易变异［"］，在世界范围内广为流行，并可在禽、人、

猪、马和海洋哺乳动物中暴发流行。根据其基质蛋

白 U0 和 @0 的抗原特性可将现有的 0 型流感病毒

分为 "8 种 U0 亚型（U" Z U"8）和 # 种 @0 亚型（@"
Z @#），因此理论上共有 "99 种亚型组合。到目前

为止，已证实既可感染禽又可感染人的禽流感病毒

（%&’%( ’()*+,(-% &’.+/,/，012）主要为 U!@"、U#@6 和、

U:@:、U:@6、U:@3 等亚型，高致病性禽流感均由 U!
及 U: 亚型引起，截止目前为止，几乎所有 U!@" 亚

型均为高致病性。012 给人类健康已带来严重威

胁，而实验室快速、准确的诊断技术对禽流感预防、

控制及应急反应决策起着极其关键的作用［6］，012
实验检测技术也随之成为人们研究的热点。虽然

病毒分离仍然是诊断的金标准，但实验室的常规诊

断通常由检测病毒抗原的免疫层析法或免疫荧光

法，亦或检测病毒核酸的 S?7VYS 来完成，尤其是

S?7VYS 方法，在爆发流行时可于参比实验室以外

的一般实验室进行亚型检测，对控制流行意义重

大。本文就近年来 012 实验检测技术的研究进展

作一综述。

: 病毒分离与鉴定

类似于人流感病毒，禽流感病毒可用鸡胚（[V\
鸡胚）或细胞（如 W>Y] 或 QQY7W]6）分离培养，与

人流感病毒，禽流感病毒无毒株培养所不同的是，

高致病性禽流感病毒不需要额外加入外源性的胰

蛋白酶。培养中出现的细胞病变是非特异性的。
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因 !"# 的 $! 能使鸡红细胞发生凝集，可用血凝实

验作病毒的初步鉴定；也可用针对 %& 的单抗，用免

疫荧光染色作病毒的初步鉴定。进一步做 $! 及

%! 亚型可用培养上清作 ’()&*’、血凝抑制实验

（$"）或神经氨酸酶抑制（%"）试验。禽流感通常从

人类感染者的结膜拭子、呼吸道样品（如咽喉或鼻

分泌物+冲洗物）中分离到［,，-］。虽然病毒分离仍然

是检测 !"# 的一种经典、准确、敏感的病原学诊断

金标准，特异性和敏感度均较高［.］，但禽流感病毒

分离要求在 /01), 及以上的实验室进行，高致病性

的毒株还易致鸡胚死亡，操作复杂，费时，通常需要

,2 3 .2。

! 免疫学检测

免疫学方法，就象家用怀孕测试一样，容易操

作且可快速得到结果，但现有的方法缺乏足够的敏

感性和特异性来可靠地区别禽流感与季节性流感，

且不能检测新变异的毒株。

!"# 抗原检测

检测临床样品中的 ! 型流感病毒的抗原，较常

用的方法为直接免疫荧光法或快速免疫层析法（如

胶体金快速测试条等），可以提供快速诊断，但由于

对禽流感的敏感性较低而限制了其应用［4］，另外，

一些抗原快速检测试剂盒不能区分流感 ! 和 / 型，

虽然有报道正开发快速检测 $.%5 特异性抗原的方

法，但目前还没有一种检测抗原的免疫荧光法和免

疫层析法能区分 ! 型流感亚型［6］。

!"! 抗体检测

抗体检测的方法众多，做亚型特异性抗体检测

对爆发流行时的流行病学调查至关重要。

!"!"# 抗体中和实验：分常量和微量 7 种，中和抗

体能用完整的病毒可靠的检测到。8$9 推荐使用

微量中和法。5::6 年香港 $.%5 爆发流行时证明用

微量中和试验（;<=>?@ABC>DE<FDC<?@ DGGDH）检测，其敏感

性大大高于血凝抑制（$"）试验。作为经典方法，病

毒中和实验操作繁琐、耗时（症状出现 5-2 以后，抗

体滴度达到 5 I 4-J 则需 7J2 以后）、费料，对安全及

检验技术的要求高，现已较少应用。

!"!"! 琼脂凝胶扩散试验（DKD> KAE <;;B@?2<LLBG<?@，

!M"N）：用于检测 !"# 共同抗原 %& 或 O&。由于所

有的 !"# 都具有型特异性共同抗原，用一种 !"# 的

抗原或抗血清就可对所有 !"# 的抗体或抗原进行

鉴定。免疫双向扩散及免疫电泳中以沉淀线判定

可以定性，免疫单辐射扩散试验可以定量。由于抗

体的限制，!M"N 尚不能常规用于检测鸭、鹅及鸟血

清，敏感性也较低。

!"!"$ 血凝抑制（$"）试验：!"# 使鸡红细胞发生凝

集现象可被特异性免疫血清所抑制，即红细胞凝集

抑制试验。$" 可以检测血清中的抗体水平，也可以

鉴定病毒，用抗不同血凝素的抗血清，由血凝抑制

试验来确定 $! 亚型。但在禽流感检测中因其敏感

性低而使其应用受限［P］，可能是禽流感病毒的免疫

原性较低。有报道用马血球替代标准 $! 中的鸡或

猪血球检测禽流感 $6，可提高敏感性达 P.Q，特异

性达 5JJQ［:］。

!"!"% 免疫荧光方法（"R!）：将抗原或抗体标记上

荧光素，再进行抗原抗体反应。最早用于流感病毒

是鉴定和定位病毒感染细胞中特异性的抗原、核蛋

白（%&）或基质蛋白（O&）抗原。用 %& 抗原的荧光

抗体染色，主要出现核内荧光；用 O& 抗原的荧光

抗体主要出现胞质荧光，核内也可出现部分荧光。

新近 报 道 的 微 球 免 疫 法（;<=>?GSTA>A <;;B@?DGGDH，
O"!）将重组 %& 结合于 1B;<@AU（聚苯乙烯微球上

检测禽流感［5J］，敏感性和特异性分别可达 ::V,Q和

:,V5Q。由于该微球系统可发出不同颜色的荧光，

理论上可同时检测 5JJ 种不同的抗体，且试剂用量

极少。

!"!"& 免疫层析分析法：!"# 抗体胶体金检测试纸

条则是胶体金免疫层析分析法，用纯化病毒与胶体

金颗粒偶联，吸附在玻璃纤维上制作而成，不需要

其它试剂，一步完成，反应时间只需要几分钟（.;<@
3 5J;<@），是一种检测微量 !"# 抗体快速、简便的方

法。缺点是敏感性低，检测成本不菲。乳胶凝集实

验也用于快速检测禽流感 $.%5［6］。

!"!"’ 酶联免疫吸附试验（W1"0!）：运用 W1"0! 原

理建立的 !"# 检测方法较多，其敏感性不低于抗体

中和实验，但特异性较中和实验次之，可能由于抗

原表位之间的交叉反应所致。如用单克隆抗体介

导的、经生物素 X 亲和素系统放大的 $. 亚型禽流

感病毒捕获 W1"0! 检测方法，为进一步研究检测试

剂盒提供基础。用基因工程重组 %& 蛋白作为抗原

建立的检测 !"# 抗 %& 抗体的间接 W1"0!（ <W1"0!）

方法［55，57］，以及用重组 !"# %& 蛋白建立的竞争性
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!"#$%（&!"#$%）方法［’(，’)］，均用于检测禽流感。基于

重组 *% 蛋白的间接 !"#$% 方法，可以检测禽流感

*(、*+、*,、*- 亚型，特异性高，与传统 *# 方法比

较，符合率为 -,.’/（,,)012,）［’+］，可望用于 %#3 的

保护性抗体水平检测。

!"# 其它

4567589:;<=7［’>］及单辐射溶血实验（6?9@<5 8AB?A<
C5D=<E6?6 A66AE）［’,］也被用于禽流感的诊断；还有根

据病毒抗原表位设计及合成的合成肽，也被用于检

测禽流感抗体。

# 分子生物学检测

禽流感的核酸检测乃最敏感的检测手段，新的

方法大大缩短了检测时间并得到广泛的应用，使 %
类病原体的实验诊断有了革命性的飞跃。分子诊

断中用得最多的 ( 种技术是 85A< 7?D5 FGH、I%$J%
（9K&<5?& A&?B 65LK59&5 : ;A65B ADM<?N?&A7?=9）、OI% 芯

片。这些方法仍然可能漏检新的病毒株，且需要高

度训练的检验人员，比快速免疫方法耗时略长。

#"$ 核酸扩增方法

核酸扩增技术（IK&<5?& A&?B:ADM<?N?&A7?=9 7567?9@，
I%P）检测 %#3，选择好靶基因和引物及优化反应参

数，均可获得高灵敏度和特异性。对于血清型众多

的 %#3，不同亚型致病性不同，宿主分布不同，故快

速、特异地分型在 %#3 诊断中显得尤为重要，而当

前的核酸扩增技术可以鉴别出所有 *% 或 I% 的已

知亚型，但最终结果尚需借助于测序方法确证［’1］。

#"$"$ HP:FGH：在香港及东南亚 *+I’ 的爆发流行

中，HP:FGH 检测病毒核酸被证明是有价值的，在爆

发流行时可以选择的方法［)，’-］。基于 QF、IF 基因

的高 度 保 守 区 的 引 物，HP:FGH 甚 至 可 以 鉴 定

%#3［R2］。"55 等［R’］在此基础上针对 *’ S *’+ 又分别

设计了 ’+ 对 *% 基因的特异性引物，同时进行 ’+
管 HP:FGH，可以检测 *’:*’+ 的 *% 亚型，该法所测

12 株病毒样品，与血清学方法符合率为 ’22/，但

单管单测，操作繁琐。FC?MM6 等［RR］建立了相对简便

的 HP:FGH 的 %#3 检测法，仅用一对引物扩增出 *’
S *’+ 的 *%R 基因，产物由双脱氧核酸链中止法测

序分析，盲测 ’R 株标准病毒和 (2 株样品病毒，并与

* # 对照，完全相符。为了实现单管多检，在 HP:
FGH 基础之上 QA<?T 等［R(］建立了相对快速和经济的

多重 HP:FGH（DHP:FGH）检测方法，检测 ( 种不同

的鸟类呼吸道病毒，与单管单检 HP:FGH 方法结果

完全 相 符；UADABA 等［R)］建 立 了 包 括 + 对 引 物 的

DHP:FGH 体系，可鉴别 + 种亚型 %#3；V?5 等［R+］建立

的含 ) 对引物的 DHP:FGH 体系，可同时检测禽流感

及 *+、*, 和 *- 亚型；45? 等［R>］建立了 ( 对引物的

一步法 DHP:FGH 方法，可单管检测禽流感 % 及 *+
与 I’ 亚型。采用巢式或半巢式 HP:FGH［R2］可提高

扩增的灵敏度和特异性，J5<<AK:FKW=< 等［R,］运用多重

半巢式 HP:FGH 可以检测包括 %#3 的 ’R 种呼吸道

HI% 病毒，使检测范围进一步扩展，其 R2( 个样本

与培养方法及直接免疫荧光法对照，综合敏感度达

-1/。

#"$"! H5A<:7?D5 HP:FGH（HHP:FGH）：HHP:FGH 运

用特异性的荧光水解探针对相关扩增物实施实时

检测，替代传统的凝胶电泳的检测方法，有一步法

（反转录 X FGH）和二步法之分（反转录，然后 FGH），

除了有可以进行高通量和定量检测的优点之外，还

因为扩增产物乃封闭检测，不需要处理而极大地减

少了交叉污染的机会，其单位均检测成本与免疫方

法相当但大大低于病毒分离，稳定性及重现性都要

好于鸡胚培养法［’1］。HHP:FGH 方法可使检测时间

缩短为 ) C［+，’1］，同时敏感性约为传统 HP:FGH 法的

’2 S ’22 倍［’1］。检测 % 型流感的此类方法多用 QF
特异性引物来扩增高度保守的基质基因［R1］。"55
等［’1］建立的检测 *+、*, 亚型 %#3 的定量 HHP:FGH
方法，与 传 统 的 鸡 胚 培 养 方 法 比 较，并 以 !#O+2

（+2/ 5@@ ?9N5&7?=K6 B=65，半数鸡胚感染剂量）为评

价指 标，HHP :FGH 检 测 *+ 的 敏 感 性 为 ’ N@ 或

’2R HI% 拷贝，*, 为 2.’ N@ 或 ’2 HI% 拷贝，所测

病毒浓度均低于 2.’ !#O+2（约相当于 ’2 个基因拷

贝），敏感性高于培养方法。而应用 HHP:FGH 检测

火鸡样品的敏感性和特异性分别为病毒分离法的

-(.(/和 -1.)/［R-］。使用 PALQA9 探针的 HHP:FGH
方 法 的 检 测 限 可 达 到 2.22> PG#O+2 0D" S

2.RPG#O+2 0D"（+2/ 7?66K5 &K<7K85 ?9N5&7?=K6 B=65，半

数组织培养感染剂量）［R1，(2，(’］。应用 QYJ 探针可减

少背 景 荧 光，进 一 步 提 高 敏 感 性，检 测 限 可 达

2.21!#O+2 和 2.22> PG#O+2（约 相 当 于 + 个 HI% 拷

贝），线形范围 + S + Z ’21 拷贝［(R］。探针的应用使

假阳性达到了最小化。国内已有检测禽流感 *+、

*,、*- 的试剂盒面市。
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!"#"! 依 赖 核 酸 序 列 的 扩 增（!"#$"）：!"#$"
（!%&’()& *&)+ ,(-%(.&(/0*,(+ *12’)3)&*4)5.）是一种快

速、等温的 6!" 扩增技术，整个反应有赖于 "78 逆

转录酶、9: 6!" 多聚酶和核酸酶 ;（6!*,( ;）共同

协作而完成，不需特殊仪器，不需温度循环，是以

转录为基础，单链核苷酸的连续扩增，其反应产物

是单链 6!"。扩增产物与磁珠上的捕捉探针及钌

标记的电化学发光寡核苷酸探针（<=> 探针）杂交

后，形成复合物，经 !%&’)#(., 阅读器直接检测电化

学发光强度［??，?@］。=5’’)., 等［??］检测了亚欧谱系 ;A
亚型 "B8，同时还鉴别出高致病及低致病 ;A 亚型。

>*% 等［?@］建立的 !"#$" 技术可以检测 ;C D ;CA 亚

型的 "B8，与其它病毒病原体无交叉反应，并能区分

出 ;A 及 ;: 亚型，整个过程从核酸分离、扩增到检

测 @E D FE，灵敏度与鸡胚培养相当［?A］。!"#$" 扩

增不要需要复杂的温度变化，其扩增效率高于传统

的 G=6，其敏感性要高于传统 G=6［?@，?F］，但现有的

敏感性评估均为体外实验结果，需要进行直接检测

临床样品的彻底评估。已开发出可检测禽流感群

特异性（;C/;CA）、;A 亚型、;: 亚型的 !"#$" H<=>
检测试剂盒［??，?@，?F］。在 !"#$" 技术上进一步发展

出来的实时 !"#$"（I(*’/4)1( !"#$"）技术，使检测

的敏感性和特异性大大提高，达到 D JKC 9=BLAJ，相

当于 669/G=6［?:］。检测临床样品的阳性率高于细

胞培养法及直接免疫荧光法多达 F@M［?:］。!"#$"
技术拥有 669/G=6 相似的优点，且因为不需要变性

L!"，即便有基因组 L!" 污染也可以特异性扩增出

目的 6!"；而且还是一种高通量的方法，可以同时

检测 AJ 个样本，非常适用于大规模样品的筛查。

!"#$" 技术的扩增产物为 6!" 分子，使用者可以

根据需要选择不同的检测方法，如电化学发光法和

酶联法等。而且，与 G=6 的产物 L!" 分子不同，

6!" 分子不易对实验仪器和环境造成污染，避免了

产物交叉污染实验仪器、操作环境导致的假阳性结

果。但缺点是单位均检测成本要高于 669/G=6，所

以有条件的实验室，最适合的技术还是 669/G=6。

!"#"$ 环介导的等温扩增（ ’552/1(+)*4(+ ),54E(I1*’
*12’)3)&*4)5.，>"7G）：G55. 等［?N］介绍了一种新的更

加简便的扩增方法，>"7G 即环介导的等温扩增技

术检测流感 "，特异性地针对 F 个独立的结合位点

设计 O 对引物扩增，以看家基因或外源性 6!" 分子

作为阳性参照，检测了 ;C D ;? 的 "B8，与常规方法

比较符合率为 CJJM。由于反应中产生大量焦磷酸

镁，可以肉眼判断结果，也可用结合双链 L!" 的荧

光染料 #P$6 QI((. B 染色，于紫外灯下观察判断，无

需凝胶电泳。 B1*) 等［?R］报道了检测 ;A!C 的 69/
>"7G 方法，可以检测 JKJC GST 的病毒，敏感性是传

统 69/G=6 的 CJJ 倍。>"7G 技术不需要昂贵的仪

器设备，特别适用于第一现场或条件较差的实验

室。

!"% 基因芯片

将 69/G=6 获得的病毒各种基因的 &L!" 或合

成的特异性寡核苷酸探针固化于芯片，利用核酸杂

交技术可构建检测流感病毒 "、$ 及其亚型的芯片

平台，=U?、=UA 标记待检的 &L!" 或扩增的 L!"，与

芯片杂交，检测病毒核酸或进一步鉴别混合体系中

扩增产物。理论上单次杂交可以检测多种病毒，并

有潜力进行成千上万种核酸序列的筛选。该项技

术目前主要应用在人流感。>) 等［@J］用 &L!" 芯片

及 169/G=6 对流感病毒进行检测及分型，结果显

示 &L!" 芯片为基于 G=6 的诊断技术提供了补充，

因为基于 G=6 的方法，直接从 L!" 扩增片段大小

不足以证明是目的产物。短探针的应用能更好地

分辨近亲的相关病毒并证实某些遗传性特征包括

;CH;? 亚型［@C］。王秀荣等［@O］依据 7 蛋白进行基因

型别鉴定和 ;" 基因亚型鉴定，用 =UA 荧光标记，

在基因芯片平台上构建检测 ;A、;:、;R 亚型禽流感

病毒（"B8）的实验技术模型，检测 "B8 的 &L!"，杂

交达到预期结果。V(,,’(I 等［@?］考虑到三维芯片潜

在的优势（因其增加了几何面积，使反应效率提高，

同时动态的流质也使杂交时间缩短），将芯片技术

进一步改进，建立了检测流感病毒 "、$ 的三维芯

片平台，通过比较实验，选择了特异性强的随机

69/G=6 扩增方法，和低背景的化学发光检测方法，

检测了 "B8（;C!C、;C!O、;?!O、;A!C）和流感病毒

$，特异性好，全部检测过程不超过 A E。目前基因

芯片技术在流感的检测中还远远低于其它检测方

法，且检测成本及硬件要求均较高，离实际应用还

有很长的路要走。

$ 展望

最近流感的爆发流行使改进已有的检测技术

及发展新的、快速诊断技术显得非常必要，因为对
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控制流行而言，时间就是生命。分子诊断策略的应

用，提供了快速准确的手段来检测致病性禽流感，

并且还有极大的提升空间。但有必要根据 !"# 的

指导方针来建立一个实施这些新方法的恰当的标

准，并且发展出能用于现场的快速、准确、稳定、简

单及经济的检测方法。由于流感病毒的变异，我们

所面临的最大挑战是，有能力检测今天的病毒，而

不仅仅是昨天的。前面所述免疫方法不能检测新

变异的病毒株，而病毒分离及现有的分子诊断方法

也可能漏检。流感病毒的丰度表达的 $%& 病毒蛋

白，可介导入侵并抑制宿主干扰素相关的抵抗力，

但在禽流感这种蛋白似乎以特殊的形式存在，可以

创建仅结合此特殊形式蛋白质的检测方法，使我们

不仅能检测今天的，也能检测明天的病毒，这种方

法也许今年我们不需要它，但将来我们一定得拥有

它！
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