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一种 A 型流感病毒 NP 抗原快速检测试剂的建立 3

徐飞海1 ,2 ,王　锐1 ,2 ,白佳伟1 ,3 ,齐先佳1 ,陈毅歆1 ,2 ,葛胜祥1 ,2 ,张 　军1 ,2 ,夏宁邵1 ,2

摘 　要 :目的 　建立一种适合现场检测需要的 A 型流感快速诊断试剂。方法 　以自制的抗 A 型流感 ( Flu A)病毒核蛋白

(N P)单抗为原料 ,建立快速检测 A 型流感病毒的双抗体夹心酶免疫渗滤试验 ,并对其灵敏度和特异性进行了初步评价。结

果 　该试剂对不同地区流行的各种亚型的 A 型流感病毒株均有较高的反应性 ,而对非 Flu A 病毒株无交叉反应。比较该试

剂与 BD 公司的两种流感快速诊断试剂 ,发现该试剂对随机选取的 3 株 Flu A 病毒的检测分析灵敏度高出 Directigen EZ Flu

A 试剂 5～125 倍 ,对 2 株 Flu A 病毒的分析灵敏度高出 Directigen Flu A 试剂约 20 倍。另外 ,用该试剂对 57 份含漱液标本

和 170 份动物拭子标本进行检测 ,结果显示 :本试剂的灵敏度 ( > 85 %)和特异性 ( > 95 %)均优于当前主流的商品化 A 型流感

快速诊断试剂。结论 　利用抗 Flu A N P 单抗为原料建立了 A 型流感快速诊断试剂 ,该试剂的应用无需任何专用仪器 ,操作

简便快速 ,可满足现场检测需要。
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ABSTRACT :A rapid test kit for influenza A based on detection of viral nucleoprotein (N P) was developed by using enzyme

immuno2filt ration assay. This kit has been demonst rated to have high reactivity with a range of influenza A strains f rom differ2
ent areas and have no cross reactivity with non2influenza A viruses. In comparison with analytical sensitivity of this kit , Directi2
gen EZ Flu A + B and Directigen Flu A , the result s showed that limits of detection of influenza A viruses by this kit were 52125

fold higher than Directigen EZ Flu A + B for the detection of three influenza A viruses st rains , and about 20 fold higher than Di2
rectigen Flu A for another two influenza A viruses. Both 57 specimens f rom Flu patient s and 170 trachea swabs f rom chickens

were performed by this kit . The results showed that this kit had a high sensitivity ( > 85 %) and specificity ( > 95 %) . Further2
more , this kit is easy to use and can produce result s rapidly without the use of special test inst ruments.
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　　流行性感冒 (简称“流感”)是由流感病毒引起的

急性呼吸道传染病 , 可对人群尤其是儿童、老年人

及机体免疫力低下的易患人群造成很大的危害 ,是

目前唯一的全球性监测疾病〔1〕。流感病毒分为 A、

B、C 三型 , 其中变异大、危害重的主要是 A 型和 B

型流感病毒 , 尤以 A 型为主。根据病毒外膜上的血

凝素 ( HA)和神经氨酸酶 (NA) 的不同 ,A 型又分为

16 种 HA 亚型和 9 种 NA 亚型 ,它常以流行形式出

现 ,能引起世界性大流行 ,从而造成巨大的经济损失

和人员伤亡 ,因此 ,实时监测 A 型流感疫情 ,对流感

疑似病例进行快速、准确的诊断就显得极其

重要〔224〕。

　　A 型流感病毒诊断的方法包括病毒培养、免疫

荧光、核酸检测、血清学检测和抗原快速检测法

等〔528〕。除抗原快速检测法外 ,其它方法须特殊的技
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术和设备、操作复杂、耗时、成本较高 ,因而难以在一

般临床单位广泛开展。抗原快速检测试剂具有快

速、方便、廉价、操作简单和无需特殊设备等特点 ,可

实现现场检测 ,有效减少病人间或已感染人群与高

危人群之间的传播。此外 ,由于抗流感药物在疾病

发生早期服用才有效 ,这进一步突显了快速诊断的

重要性 ,因此抗原快速检测试剂逐渐成为广大临床

单位进行 A 型流感病原学诊断的首选〔9212〕。在该领

域 ,国内虽有极少数几家公司开发出了相应产品 ,但

受检测灵敏度等所限 ,无法满足现场检测的需求。

国外商品化 A 型流感病毒抗原快速检测试剂如 Di2
rectigen EZ Flu A + B (Becton Dickinson , U SA ) 、

Binax NOW (Binax Inc. ,U SA)等 ,虽已用于临床上

的流感快速诊断 ,但其缺点是生产成本高、价格昂

贵〔13〕 ,如 Quidel 公司的 QuickVue Influenza Test

每人份 25 美元 ,高昂的价格极大地限制了流感快速

诊断试剂在我国的普及应用 ,无法发挥其临床上对

流感的有效控制和治疗方面的应有效果。因此我国

迫切需要一种自主开发、能满足现场检测需要的 A

型流感病毒快速诊断试剂。

　　近两年 ,本中心研制出了一种能够直接鉴定 A

型流感 H5 亚型的禽流感病毒血凝素抗原快速检测

试剂 H52Dot〔14215〕。在此基础上 ,本研究以自制的抗

A 型流感病毒 N P 单抗为主要原料 ,利用双抗体夹

心法原理和免疫渗滤酶联分析技术平台 ( Dot2
EL ISA) ,建立了一种适合现场检测需要的 A 型流

感病毒特异性 N P 抗原快速诊断试剂。

1 　材料与方法

1. 1 　细胞、病毒与实验动物 　小鼠骨髓瘤细胞株

Sp2/ 02Ag14 (Sp2/ 0)为本中心保存。所有病毒培养

液、气管拭子及泄殖腔拭子均由香港大学新发传染

病国家重点实验室管轶教授提供。BALB/ c 小鼠 (6

～8 周龄)为本中心动物室提供。

1. 2 　主要试剂及耗材 　PEG1500、次黄嘌呤、胸腺

嘧啶、氨基喋呤、DMSO、HRP 和显色底物等试剂均

为 Sigma 公司的产品。RPMI1640、M EM 基础培养

基为 Gibco 公司的产品。胎牛血清为 Hyclone 公司

的产品。羊抗鼠 Ig G 由北京万泰生物药业有限公

司提供。各种常规化学试剂为国产分析纯。硝酸纤

维素膜为 MDI 公司的产品。渗滤装置由本中心完

全自主设计开发。

1. 3 　抗 Flu A N P 单抗的制备 　利用分子进化分

析挑选出包含近年 A 型流感病毒变异分支主要抗

原决定簇的毒株 ,以 HA 滴度 ≥512 的灭活病毒液

与等量的福氏完全佐剂混匀 , 经皮下注射免疫

BALB/ c 小鼠 ,剂量为 400μL/ 次。初免后 15d 和

29d ,分别用同样剂量的病毒液加弗氏不完全佐剂

进行加强免疫。融合前 3d ,再以 100μL 病毒液经脾

脏注射做最后加强免疫。细胞融合、克隆化、腹水制

备及纯化均按常规方法进行〔16〕 ,融合株筛选使用基

于 Yu22 病毒的血凝抑制试验法。

1. 4 　辣根过氧化物酶 ( HRP)的标记〔17〕　采用改良

过碘酸钠法将 HRP 标记单抗 14F10。

1. 5 　BD 公司 Directigen EZ Flu A 快速试剂盒的

检测 　按其说明书进行。

1. 6 　Flu A N P Dot2EL ISA ( Flu A2Dot ) 　首先将

高纯度抗 Flu A N P 单抗 14B11 按 2μg/ 孔包被于硝

酸纤维素膜的样品检测区 ,同时包被 200ng 羊抗鼠

Ig G于对照区 ,25 ℃干燥后真空封装 4 ℃保存备用。

检测步骤为 : ①标本预处理 :取 200μL 待测标本 (病

毒培养液或拭子标本浸出液)加入样品处理装置中 ,

再滴入 14 滴裂解液并充分混匀 ; ②加样 :将上述处

理样品全部滴入样品检测区 ,待样品完全渗入 ,摘掉

流控装置 ; ③加入酶标二抗 :滴加 4 滴酶标试剂 ,待

酶标试剂完全渗入后 ,静置反应 2min ; ④洗涤 :用专

用洗涤液洗涤 2 遍 ; ⑤显色 :待洗液渗入后 ,滴入 2

滴显色液 ,显色 3 min ; ⑥终止读值 :加 1 滴终止液 ,

5min 内判定结果。

2 　结 　果

2. 1 　单抗最优配对组合的获得 　已筛选到 20 株抗

Flu A NP 单抗 ,用 13 株不同亚型 ( H1～H13 各 1 株)

A 型流感病毒代表株、10 株B 型流感病毒代表株和 2

株新城疫病毒 (NDV)对现有单抗进一步筛选 ,最终确

定 14B11 为包被单抗 ,14F10 为酶标单抗。

2. 2 　Flu A2Dot 试剂与 BD 公司流感快速检测试剂

的比较 　随机选取 3 株 A 型流感病毒培养液 ,进行

5 倍系列稀释 ,分别以 Flu A2Dot 试剂与 BD 公司的

Directigen EZ Flu A 试剂 (胶体金层析法) 进行检

测 ,结果表明 Flu A 2Dot 试剂对 3 株病毒均能检测

到 0. 008 个血凝滴度 ,而 Directigen EZ Flu A 试剂

对该 3 株 A 型流感病毒的检测下限分别为 1、0. 2

和 0. 04 个血凝滴度 (表 1) ,提示本试剂盒具有更高

的分析灵敏度。

　　选取 2 株 A 型流感病毒培养液 ,进行系列稀

释 ,分别以 Flu A2Dot 试剂与 BD 公司的 Directigen

Flu A 试剂 (渗滤法)进行检测 ,结果表明 Flu A2Dot

试剂对于这 2 株病毒的检测分析灵敏度高出 Direc2
tigen Flu A 试剂约 20 倍 (表 2) 。
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表 1 　Flu A NP Dot2ELISA与 Directigen EZ Flu A检测 A型流感病毒的分析灵敏度比较

Table 1 　Comparison of Flu A NP Dot2ELISA and Directigen EZ Flu A ( EZ) for detection of Influenza A viruses

HA Titer
Y280/ 97 ( H9)

EZ Flu A2Dot

Yu22/ 02 ( H5)

EZ Flu A2Dot

1038/ 06 ( H5)

EZ Flu A2Dot

1 + + + + + +

0. 2 - + + / - + + +

0. 04 - + - + + / - +

0. 008 - + / - - + / - - +

0. 0016 - - - - - + / -

0. 0032 - - - - - -

　　+ , Positive ; + / - , Weak positive ; - , Negative.

表 2 　Flu A NP Dot2ELISA 与 Directigen Flu A 检测 A 型流

感病毒的分析灵敏度比较

Table 2 　Comparison of Flu A NP Dot2ELISA and Directigen

Flu A( Directigen) for detection of influenza A viru2
ses

HA Titer
Yu22/ 02

Directigen Flu A2Dot

YN115/ 04

Directigen Flu A2Dot

10 + + + +

1 + + + +

0. 5 + / - + - +

0. 1 - + - +

0. 02 ND + ND + / -

0. 01 ND + / - ND -

　　+ , Positive ; + / - , Weak positive ; - , Negative ;

ND , Not tested.

2. 3 　对培养病毒的检测 　将 55 株不同地区的代表

性 A 型流感病毒株 ( H1～H13)培养液进行 10 倍系

列稀释 ,用于检测 Flu A – Dot 试剂的分析灵敏度

(图 1) 和检测病毒谱 ,结果表明该试剂盒对 55 株

0. 1个血凝滴度含量的病毒都能检出 ,其中 50 株能

检测到 0. 01 个血凝滴度 ,5 株甚至能检测到 0. 001

个血凝滴度 ,说明 Flu A2Dot 试剂对不同地区流行

的各种亚型的 A 型流感病毒均有较高的分析灵敏

度。用 Flu A2Dot 试剂对 19 株 B 型流感病毒和 1

株新城疫病毒 (NDV)的鸡胚培养尿囊液进行检测 ,

结果无一阳性 ,提示本试剂具有较好的特异性。

图 1 　Flu A NP Dot2ELISA Kit 对不同亚型 A型流感病毒尿

囊液的分析灵敏度

Fig. 1 　Analytical sensitivity of Flu A NP Dot2ELISA Kit for

detection of different subtypes of Influenza A viruses

2. 4 　对现场标本的检测 　用 Flu A2Dot 试剂分别

对病人标本和动物标本进行检测 (表 3) ,结果具体

如下 :1)病人标本 :香港玛丽医院用 Flu A2Dot 试剂

对 37 份病毒培养确证为阳性的含漱液标本进行检

测 ,结果均为阳性 ,对 20 份培养阴性的含漱液标本

的检测结果均为阴性 ;2)动物标本 :检测香港某农贸

市场采集的 170 份鸡咽拭子 ,以病毒分离培养法的

检测结果为标准 , 结果显示其灵敏度为 74/ 84

(88. 1 %) 、特异性为 83/ 86 (96. 5 %) 。

表 3 　Flu A NP Dot2ELISA试剂对不同现场标本的检测

Table 3 　Performance of Flu A NP Dot2ELISA Kit compared to culture for detection of different f ield specimens

Host Specimen types Sensitivity Specificity
Predictive Value ( %)

Positive Negative

Human Throat wash 37/ 37 (100 %) 20/ 20 (100 %) 100 100

Chicken Throat swab 74/ 84 (88. 1 %) 83/ 86 (96. 5 %) 96. 1 89. 2

3 　讨 　论

　　由于流感检测方法的临床价值很大程度上取决

于方法的快速性 ,因而近年国际上流感快速检测试

剂发展很快 ,并得到了 W HO 的推荐用于临床上的

流感快速诊断。A 型流感病毒的现场快速检测主

要有两种方法 ,即胶体金层析法和酶免疫渗滤法。

胶体金层析法虽然具备了快速、操作简便和适于现

场检测等特点 ,但敏感性相对较低。2007 年 ,澳大

利亚 W HO 流感中心对目前国际上最多见的 6 种采

用胶体金层析法的流感抗原快速检测试剂进行了平
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行比较 ,对 49 例 A 型流感患者临床标本的检测结

果显示 ,其中 Directigen EZ Flu A + B、Binax Now

Influenza A &B、Denka Seiken Quick Ex2Flu、Fu2
jirebio Espline Influenza A &B 和 QuickVue Influ2
enza A + B test 五种试剂的灵敏度十分接近 ,均仅

为病毒分离培养法的 67 %～73 % , Rockby 试剂灵

敏度更是仅为 10 %〔18〕。酶免疫渗滤法虽然在操作

简便性上稍逊于胶体金试剂 ,但其分析灵敏度高出

胶体金法 10 倍以上 ,临床检测灵敏度达到病毒分离

培养法的 82. 9 %〔19〕。因此 ,虽然近年来国外胶体金

流感试剂层出不穷 ,但 BD 公司的 Directigen Flu A

+ B 试剂 (酶免疫渗滤法)在全球流感试剂市场上仍

占据约 70 %份额。

　　本研究采用酶免疫渗滤法 ,以自制的抗 Flu A

N P 单抗为原料 ,建立了适于现场检测需要的 A 型

流感病毒 N P 抗原快速检测试剂。该试剂对不同地

区流行的各种亚型的 A 型流感病毒株均有较高的

反应性 ,而对非 Flu A 病毒株无交叉反应 ,说明该试

剂能够用于当前流行的 A 型流感病毒的特异性诊

断。另外 ,在分析灵敏度方面 ,用本试剂分别与 BD

公司的 Directigen EZ Flu A、Directigen Flu A 试剂

进行平行比较 ,结果显示 Flu A2Dot 试剂对随机选

取的 3 株 Flu A 病毒的分析灵敏度高出 Directigen

EZ Flu A + B 试剂 5～125 倍 ,对另 2 株 Flu A 病毒

的分析灵敏度高出 Directigen Flu A 试剂约 20 倍。

　　2005 年 ,W HO 对当前十几种流感快速诊断试

剂进行了评价 ,结果灵敏度介于 70 %～75 % ,特异

性约 90 %～95 %〔20〕。本研究用 Flu A2Dot 试剂对

50 份流感病人含漱液标本和 170 份动物拭子标本

进行检测 ,结果显示 Flu A2Dot 试剂的灵敏度 ( >

85 %) 和特异性 ( > 95 %) 均优于当前主流的商品化

A 型流感快速诊断试剂。此外 ,该试剂的应用无需

任何专用仪器 ,操作简便 ,无需特殊培训 ,检测周期

不超过 40min ,可满足现场检测需要。
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