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一、资料与方法

（一）一般资料

选择2023年1月 -2024年5月间扬州市江都区人民医院送

检的54例乙型流感患者。随机法分组，甲组27例，男患：女患

为16:11； 年 龄13至77岁， 均 数（41.29±3.34） 岁； 病 程1至

3d， 均数（2.02±0.57）d；乙组27例， 男患：女患为17:10；
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摘      要  ：  目的：评价荧光定量 RT-PCR对于乙型流感病毒核酸的检测意义。方法：选择2023年1月 -2024年5月间扬州市江

都区人民医院送检的54例乙型流感患者。随机法分组，甲组使用 RT-PCR快速检测法测定乙型流感病毒，乙组使用

胶体金法检测，对比阳性率、检测精准度。结果：甲组的检测阳性率略高于乙组（P＞0.05）。以诊断报告书为准，

甲组的检测准确率、敏感度均略高于乙组；漏诊率略低于乙组（P＞0.05）。结论：RT-PCR对于乙型流感病毒的检

出率略微高于胶体金法，且不易导致漏诊和误诊情况，具有相对较高的应用价值。
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Abstract   :   Objective: To evaluate the significance of fluorescence quantitative RT-PCR for the detection of 

influenza B virus nucleic acid. Methods: 54 cases of influenza B patients sent to the Jiangdu People’s 

Hospital of Yangzhou between January 2023 and May 2024 were selected and grouped by random 

method. Group A used RT-PCR rapid assay to determine influenza B virus, and group B used 

colloidal gold assay to compare the positivity rate and accuracy of detection. Results: The positive 

rate in group A was slightly higher than that in group B (P > 0.05). Based on the diagnostic report, the 

detection accuracy and sensitivity of group A were slightly higher than that of group B. The rate of 

missed diagnosis was slightly lower than that of group B (P ＞ 0.05). Conclusion: The detection rate of 

RT-PCR for influenza B virus is slightly higher than that of colloidal gold method, and it is not easy to 

lead to leakage of diagnosis and misdiagnosis, so it has relatively high application value.
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年 龄12至75岁， 均 数（41.38±3.42） 岁； 病 程1至3d， 均 数

（2.05±0.52）d。组间数据经对比后，记为 P＞0.05。

（二）方法

乙组采取胶体金法检测，采集患者的咽拭子，使拭子深入咽

喉内，将咽后壁作为中心，轻微用力擦拭该区域，禁止接触舌

部，而后将拭子取出。用病毒采样液处理标本，若无法即刻处

理，则将其放于塑料管内，置于2至8℃的环境下保存。标本提取

流感病毒可细分为甲型、乙型等，会诱发流行学感冒，是正粘病毒科的常见病毒类型 [1]。乙型流感病毒会导致发热、咳嗽和乏力等

症状，其潜伏期比较短，传播速度较快，而且传染性强。为抑制病毒传播，需早期检测病毒类型，予以针对性治疗。胶体金法是该病毒

的常用检测方法，其操作流程简单，检测速度快，但特异度较低，容易出现结果误诊 [2]。RT-PCR可在每次循环中获取荧光信号，以信

号强度为基准检出病毒，其精准度更高。为此，本研究选择54例乙型流感患者，评价 RT-PCR的检测作用。
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的方法为：取提取管，垂直加入样本提取液，剂量为400μL。

将拭子放入提取管内，紧贴管内壁进行旋转，次数为10次，使

标本溶于溶液内。挤压棉签头后，弃去拭子，将滴头盖住。取出

测试卡并平放，朝测试卡的加样孔内部滴入病毒采样液，剂量为

80μL，等待15至20min后观察结果。

甲组采取 RT-PCR检测，仪器为伯乐 Bio-Rad CFX96荧光

定量 PCR仪六通道，型号为伯乐 CFX96。使用微生物采样棉签，

在双侧扁桃体区域、咽后壁区域拭刮，禁止接触舌部。采集标本

后，立即将其放入采样管（外螺旋盖设计，规格15ml，装有保存

液3ml）内，使咽拭子标本在保存液内搅动40下以上，并于4℃环

境下进行离心处理，参数为10000rpm，离心时间为20min，取上

清液，进行核酸提取操作。分区进行实验，使实验室湿度在35%

至75%，温度在10至30℃，提取仪为硕世全自动核酸提取仪，

以磁珠法提取核酸，根据说明书提取病毒 RNA。PCR扩增步骤

为：经 FluBv反应液测定标本，判断其检测结果，并设置阳性对

照以及阴性对照品。取出试剂盒，室温环境下使其融化，并进行

60s的漩涡震荡操作，注意酶无需震荡，离心处理10s，转速设定

6000rpm。FluBv反应液的每人份加样量为18μl，酶混合液加样

量为2μl。以上试剂使用量计算完成后，将其混匀，并离心10s，

转速同上，根据20μl量将其分装至 PCR反应管内。待测样本与

对照样本均取5μl试剂加入 PCR扩增管内，而后将其置于全自动 

RRT-PCR检测仪上反应的总体积等于25μl。反应程序见表1。

若灰区结果，需二次试验。取标本剂量200μl，提取 RNA后检

测，以相同步骤进行复检。

表1 反应程序

步骤 反应时间 反应温度 采集荧光 循环次数

逆转录与

变性

30min 50℃ 否
1

3min 95℃ 否

预扩增

15s 95℃ 否

530s 50℃ 否

1min 72℃ 否

扩增与荧

光收集

10s 95℃ 否
40

40s 55℃ 是

（三）观察指标

阳性标准：甲组阳性：CT值介于0至37.0之间即为阳性；

CT值为0，或未显示 CT值即为阴性；灰区则 CT值介于37.0至

40.0之间。乙组阳性：出现1条粉色或红色反应线，即质控区与检

测区各有1条粉色或红色的反应线。

以诊断报告书为准，检验准确率等于真阴加真阳，除以本组

例数；敏感度等于真阳除以真阳加假阴的和；漏诊率等于假阴除

以真阳加假阴的和。

（四）统计学分析

数据经 SPSS 28.0软件处置，计量值经 t值对比 /检验，计数

值经 x2值对比 /检验，统计学有意义计为 P值不足0.05。

二、结果

（一）两组的检测阳性率比较

甲组的检测阳性率略高于乙组（P＞0.05）。

表1 两组的检测阳性率比较 [n/%]

分组 例数 阳性 阴性

甲组 27 25（92.59） 2（7.41）

乙组 27 23（85.19） 4（14.81）

x2 - 0.7500

P - 0.3865

（二）两组的检验精准度比较

甲组的真阳数为24例，真阴数为2例，假阳数为0例，假阴

数为0例；乙组的真阳数为21例，真阴数为1例，假阳数为2例，

假阴数为3例，见表2。以诊断报告书为准，甲组的检测准确率、

敏感度均略高于乙组；漏诊率略低于乙组（P＞0.05），见表3。

表2 两组的检验结果分析

诊断方式
临床诊断

阳性 阴性 总计

甲组
阳性 24 1 25

阴性 0 2 2

乙组
阳性 21 2 23

阴性 3 1 4

表3 两组的检验精准度比较 [n/%]

分组 准确率 敏感度 漏诊率

甲组 96.30（26/27） 100.00（24/24） 0（0/24）

乙组 81.48（22/27） 87.50（21/24） 12.50（3/24）

x2 3.0000 3.2000 3.2000

P 0.0833 0.0736 0.0736

三、讨论

流感病毒的类型多样，是流感的致病体，其包含甲型和乙型

流感病毒，二者的结构类似，疾病症状较为相近 [3-4]。其中，乙型

流感的症状为高热、腰酸背痛以及全身乏力，其传染性较强，潜

伏期较短，易发病于免疫力低下、身体素质较低的人群，会影响

患者的生活质量。此外，乙型流感不易造成病毒大爆发，因此诊

断难度比较大 [5]。

乙型流感病毒的常规检测方法为免疫学检测，常规化的免疫

学检测可开展红细胞凝集试验与红细胞凝集抑制试验，可以预测

流感病毒的感染情况，其操作方法简便，检测结果的准确性较

高。但其无法检出未知类型的病毒感染，对于操作人员的专业

性要求较高，需要其具备高超的操作技能 [6-7]。相比较而言，快

速免疫学检测多实施胶体金法，可借助抗体、抗原之间的反应原

理，以胶体金作为标记物，判断病毒感染情况 [8]。其操作流程较

为简单，检测的速度快。但是以上方法的检测准确性均比较低，

具有局限性。而且胶体金法的检测结果受到样本采集过程和储存

方法的影响，若样本重复冻融或是不新鲜，也会导致结果误差。
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加之该方法具有抗原类检测试剂方法学的局限性，其敏感度低于

核酸类试剂，因此检测结果容易出现假阳或假阴情况。现阶段，

常规 RT-PCR成为该病的较新型检测方法，可对病毒片段实施逆

转录与扩增处理，进而获得特异性片段，检出病毒感染。其应用

范围广泛，对于流感病毒的检出精度高。但其存在假阳性情况，

原因是扩增期间会检出其他病毒，进而污染标本，造成阳性率假

性升高 [9]。加之甲型与乙型流感病毒具有相似性结构，也会提高

假阳性率。在 PCR检测时，病毒包括基质蛋白与包膜等结构，

而病毒类型的区分基础是其核心差异，可通过病毒核心的精准判

断，预测病毒类型。基于此，本研究采取 RT-PCR检测，其检测

过程更加干净与卫生，实验周期比较短，操作流程较为规范和简 

便 [10-11]。其检测原理为：在 PCR反应液内添加荧光基团，以荧

光信号作为基础，对产物数量实施监测，并利用标准曲线算出模

板，对其开展定量分析。该项检测在密封管内开展，不易导致交

叉感染。而且操作全程整洁且无菌，可以完整保留乙型流感病毒

的结构特征。测定流感病毒核酸，可判断不同毒株的基因差异，

其检测操作更为精准和快速 [12-13]。

结果显示，甲组的检测阳性率略高于乙组（P＞0.05）。以诊

断报告书为准，甲组的检测准确率、敏感度均略高于乙组；漏诊

率略低于乙组（P＞0.05）。原因是 RT-PCR检测能够测出单个

拷贝形态下的基因，能够检出低表达量基因，对于乙型流感病毒

早期感染的判断效果较佳 [14]。其利用外参法亦或是内参法定量分

析 RAN序列，可以防止操作失误或是标本处理不当所致的假阳

性结果。此外，该项检测可对单个碱基差异进行精准预测，准确

且快速的识别目标基因，能够预防非特异性扩增情况，因此假阳

性结果较少，敏感度略高 [15-17]。其所检测的是乙型流感病毒的保

守基因，即 Victoria系基因，其毒株之间的稳定性较强，具有高

度保守特征，若靶序列内伴有基因突变，则会导致假阴性结果，

进而造成漏诊情况 [18]。为保证检测结果的准确性，需在发病2d

内采集咽拭子，避免病毒被大量清除，病毒核酸水平下降。在早

期采样的基础上，也可实行多部位同时采样方法，以此提升诊断

效能。但需注意的是，RT-PCR结果需要结合临床症状、相关体

征、影像学检查等多种资料，对患者进行综合性诊断，不可单纯

依靠 RT-PCR结果判断病毒类型 [19-20]。

综上，为乙型流感病毒采取 RT-PCR快速检测的阳性率略微

偏高，可精准检出病毒感染情况，相比于胶体金法的漏诊率略微

降低。但其检测时间较长，对于操作人员的专业要求比较高，因

此需要不断提升其检测技术，以保障 RT-PCR的检测优势。
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