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九项呼吸道联检试剂对多种呼吸道感染
病原体检测的临床意义

秦茵茵吴国锋秦笙

【摘要】 目的为临床提供一种快速诊断呼吸道感染病原体的方法。方法对1318例呼吸道

感染患者的血清标本应用九项呼吸道联检试剂(间接免疫荧光法)同时检测九项主要病原体的IgM抗

体，包括嗜肺军团菌(12)、肺炎支原体(MP)、Q热立克次4,(cox)、肺炎衣原体(ce)、腺病毒(ADV)、呼

吸道合胞病毒(RSv)、甲型流感病毒(IFA)、乙型流感病毒(IFB)和副流感病毒1、2和3型(PIVS)。结果

非典型病原体感染率为33．3％(439／1318)，其中以肺炎支原体最为多见，其次为呼吸道合胞病毒，流

感病毒B、A次之；混合感染率达15．7％(207，1318)；感染人群以儿童多见。结论九项呼吸道联检试

剂(间接免疫荧光法)检测快速、操作简便、准确性高，检测范围广、利于早期发现，费用不高，适合各大

医院推广应用。

【关键词】呼吸道感染；无特异性病原体有机物；荧光抗体技术，间接；抗体

Clinical蛐咖ceotniae-itemcombined re．agentfordetectionofpathogensinvarious respiratorytract
infection Q1NYin-yin‘，WUCuo舌ng，QINSheng．+StateKeyLaboratoryofRespiratoryDiseases，Guangzhou

Institute ofRespiratoryDiseases，TheFirstAffdiatedHospital，Qm愕mMedicineCollege，GIⅢ础u510120，
China

Corresponding author：QIN Yin-yin，Email：qinyinyin8333@163．com

【Abstract】Objective To introduce a rapid approach for the diagnosis of pathogens in various

respiratory tract infection．Methods The sera were collected from 1318 patients with respiratory tract

infection and were subjected tO simultaneous detection of immunoglobin M of nine major pathogens，

including Legionella pnettmophila(LP)，Mycoplasma pneumonia(MP)，Coxiella burneti(COX)，Ghlamydia

pneumoniae(CP)，adenovirus(ADV)，respiratory syneytial virus(RSV)，influenza A virus(IFA)，influenza

B virus B(IFB)and parainfluenza virus(PIVS)type 1，2 and 3．via indirect immunofluorescence assay．

Results Infection ofatypical pathogen，predominantly MP，followed by RSV，IFB and IFA，accounted for

33．3％(439／1318)．Combined pathogen infection，to which children were predisposed，amounted to 15．7％

(20711318)．Conclusions Indirect immunofluorescence assay using nine—item combined reagent can be

applied extensively as a resuh of rapid detection，simplified processing，high accuracy and low cost．This

may be helpful upon diagnosis in a timely manner，allowing for further popularization among various hospitals．

【Key words】 Respiratory tract infection； Specific pathogen．free organisms； Fluorescent

antibody technique，indirect； Antibodies

急性呼吸道感染常见的疾病有急性上呼吸道

感染、急性气管一支气管炎、支气管肺炎、支气管扩张

DOI：10．3760／cma．j．issn．1674—1927．2012．02．009

作者单位：510120广州医学院第一附属医院广州呼吸疾病研

究所呼吸疾病国家重点实验室(秦茵茵、秦笙)；广州医学院荔湾医

院内科(吴国锋)

通信作者：秦茵茵，Email：qinyinyin8333@163．corn

·论著·

等，临床表现并不一致。引起呼吸道感染的病原体

种类繁多，如病毒、细菌、支原体、衣原体、军团菌等

微生物，一种病原体可引起多种临床表现，同一临

床表现又可由多种病原体引起⋯。临床中往往很难

针对病原体进行治疗，容易造成某些患者长期发

热、甚至病情加重以及滥用抗生素。因此，呼吸道

感染的病原体快速检测，对临床及时诊断和疫情报
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告均有重要意义。应用进El九项呼吸道联检试剂．

采集患者血清进行检测，可尽早明确病原学诊断，

及时指导临床用药。本文回顾性分析广州医学院

第一附属医院1318例呼吸道感染患者采用进口九

项呼吸道联检试剂测定血清情况．现报道如下。

1对象和方法

1．1对象

2011年1月至7月在广州医学院第一附属医院

门诊及住院的1318例呼吸道感染患者，男性736

例．女性582例，年龄2月一85岁，平均21．3±0．6岁。

1．2检钡4试剂

九项呼吸道感染病原体l州抗体检测试剂
PNEUM02SLIDE2M为西班牙VIRCELL公司原装进

口产品，购自郑州博赛生物工程有限公司。一卡同

时检测人血清中呼吸道感染9项主要病原体的lgM

抗体，包括嗜肺军团菌(LP，iL 1)、肺炎支原体(MP，

孔2)、Q热立克次体(cox，孔3)、肺炎衣原体(CP．

孔4)、腺病毒(ADV，孔5)、呼吸道合胞病毒(RSV，孔

6)、甲型流感病毒(IFA，孔7)、乙型流感病毒(IFB．

孔8)和副流感病毒l、2和3型(PIVS，孔9)；iLl0为

质控孔。试剂盒包括：(1)载玻片：检测的物理载体，

覆有聚四氟乙烯并包被有针对检测物的特异性抗

原；(2)吸附剂：羊抗人IgG用来吸附人IgG．避免干

扰lgM检测；(3)荧光素标记的抗人免疫球蛋白结合

物(FITC结合物)：含有染色液、防腐剂和蛋白稳定

剂，和抗原抗体复合物反应并显色；(4)封闭介质：甘

油缓冲液；(5)磷酸盐缓冲液(PBs)：用于洗涤步骤，

从反应介质中除去未结合的免疫球蛋白和结合物。

1．3检测方法

1．3．1标本收集与处理(1)样本的稀释：发病初

期采患者静脉血2．0。3．0 ml，按l：1比例稀释血清标

本．即25“L血清加入25 p,L PBS中。(2)用吸附剂处

理稀释后的血清：将30m稀释后的血清加入150ILl

吸附剂中，彻底混匀，移至离心管，以3000drain离

心(半径12 cm)10min除去沉淀。(3)在载玻片的每

孔中加15一吸附剂处理过的血清。在一个载玻片

的每孔中加入15山不稀释的阳性对照．在另一载玻

片的每孔中加人15“l不稀释的阴性对照；并将载玻

片放入湿盒中．37℃温育90min。(4)用PBS洗液的

缓慢水流冲洗载玻片(避免直接冲人孔内)后，浸泡

在PBS中并放置在水平摇床上轻轻摇动10min。将

载玻片用蒸馏水缓慢水流冲洗。(5)载玻片自然风

干后每孔加人15 gl FITC结合物溶液(不需稀释)，

将载玻片放人湿盒，37℃温育30min。(6)风干后加

几小滴封闭介质，盖上盖玻片。(7)尽快用荧光显微

镜在400倍放大率下观察结果。如果不能立即观

察，可将其避光放置于2—8℃不超过24 h。

1．3．2检测原理间接免疫荧光法(IFA)是基于待

测样本中的抗体与吸附在载玻片上的抗原发生的

反应。样本中存在的特异性抗体和抗原反应．未与

抗原结合的免疫球蛋白在洗涤步骤中除去。在下

一步骤中，抗原．抗体复合物与荧光素标记的抗人球

蛋白反应，用免疫荧光显微镜观察结果。见图l。

人lgM

圈I九项呼吸遘感染病原体lgM抗体检测试剂盒检测原理

1．3．3结果判断阳性结果：可以观察到腺病毒、

流感病毒、呼吸道合胞病毒或副流感病毒对阳性血

清的1％一15％细胞的细胞核、细胞质或细胞膜出现

苹果绿色荧光(在副流感病毒和呼吸道合胞病毒中

能同时观察到着色的合胞)；军团菌、衣原体或立克

次体中所有的细菌呈现出苹果绿色荧光；支原体对

阳性血清在细胞外围呈现苹果绿色荧光。阴性结

果：可观察到军团菌、肺炎衣原体和立克次体无荧

光，支原体、腺病毒、甲型和乙型流感病毒、呼吸道

合胞病毒和副流感病毒的细胞呈现红色。见图2。
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⑤◎◎⑧@
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③③③③@—U
注：A：阳性结果；B：阴性结果；1：LP；2：MP；3：COX；4：CP；5：ADV

6：RSV；7：IPA；8：IFB；9：HVS；10：质控

围2荧光图谱
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表1呼吸道病原体的阳性率

注：LP：嗜肺军团菌，MP：肺炎支原体，COX：Q热立克次体，CP：肺炎衣原体，ADV：腺病毒，RSV：呼吸道合胞病毒，IFA：甲型流感病毒

IFB：乙型流感病毒，PIVS：副流感病毒1、2和3型

2结果

2．1各种病原体阳性感染率

在1318例呼吸道感染的患者中，感染阳性者

439例，总阳性率为33．3％(439／1318)；各种病原体

中阳性感染率最高的为非典型病原体，MP占24．7％

(325／1318)，其次为RSV占14．3％(189／1318)、IFB

占13．2％(174／296)，IFA占7．7％(102／296)次之。此

外感染人群以儿童为主，占92．0％(4041439)。见表

1，表2。

表2呼吸道病原体的混合感染率

项日
样本阳性混合感染混合感染混合感染

例数例数(2种) (3种) (t>4种)

2．2呼吸道病原体混合感染率

呼吸道病原联检标本1318例中，混合感染有

207例，混合感染率高达15．7％(207／1318)，在阳性

病例占47．1％(207／439)。

3讨论

近年来，随着国内各类抗生素的广泛应用，呼

吸道细菌感染有所降低，而非典型性肺炎、长期原

因不明的发热患者，往往由于无法确定致病原因，

并经常规治疗无效，以至病情加重。医院目前对呼

吸道感染源尤其是非典型病原体不能及时确诊，造

成滥用抗生素以及医源性交叉感染上升。因此，呼

吸道病原体感染的快速诊断具有重要意义。

目前已证实，80％的上呼吸道疾病和部分的下

呼吸道疾病是由细菌外的病原引起。其中以非典

型病原体包括呼吸道病毒最为常见，如嗜肺军团

菌、肺炎支原体、肺炎衣原体、腺病毒、呼吸道合胞

病毒、流感病毒、副流感病毒等微生物，病原学不仅

复杂且常常混合存在[2]。精确的病原学分析不仅是

确诊依据，也是合理选择治疗方案的基础[3]。因此

了解呼吸道感染病原体的检测手段和开展快速检

测手段，已成为当务之急[引。

呼吸道感染非典型病原体因其临床的非特异

性症状，大部分依靠实验室检查方法，而检测方法

多种多样，主要的方法有病原体的分离培养及组织

细胞培养法、血清学、直接检测法(包括电镜法)、间

接和直接免疫荧光抗体法(IFA／DFA)、酶免疫测定

(EIA)、核酸扩增法(PCR)、碱性磷酸酶抗碱性磷酸

酶桥联酶标(AP．PAAP)法等。尽管方法多，但确诊

感染病原仍非常困难。病原体的分离培养及组织

细胞培养法过去常作为“金标准”，但因其操作复

杂、培养时间长、技术难度大、阳性率低等缺点而很

难实现，近10年已被分子方法所取代。近期有报道

组织培养法对分析病毒种群(如每年的流感疫苗)

的遗传学和抗原性变化以及发现新病毒仍具有重

要作用[s|。随着快速诊断技术的迅速发展，分子检

测技术愈趋完善，已经被作为呼吸道病原体检测的

新标准，与组织培养法或抗原检测法相比，它几乎

具有100％的特异性，灵敏度比组织培养方法高

12％～30％，但因其对实验室条件要求高而无法普

及，而且商品化的产品较少，未形成系列，多数病原

尚不能检测【引。电镜检测法虽是直接检测病原体颗

粒，但检出阳性率不高、时间较长，不适合临床快速

诊断[引。核酸检测应用杂交或聚合酶链反应技术，

敏感性强、特异性高，能进行微量检测，但实验条件

要求严格，成本高，不适合广大基层医院，同时不能
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避免出现假阳性或假阴性。AP—PAAP法虽然可检

测病原体抗原，但由于操作步骤过多而易出现非特

异性着色，阳性结果很难判断。

近年来由于免疫技术的发展，特别是免疫标记

技术的广泛应用，如直接、间接免疫荧光法等标记

技术，检测方便，快速且成本低，适合于临床要求，

因此在临床上有重要意义Is·103。我们应用的新型呼

吸道联检试剂，运用的是间接免疫荧光法。该方法

作为一种常规免疫诊断手段，为临床检验实验室广

泛采用，并为某些病原体检测的标准检测方法。针

对临床常见的呼吸道病原体，同时检测患者血清中

9种病原体，只需1份血清样品，即可在短时间内完

成检测，既可确定致病因子，又可发现多种病原体

的混合感染，方便临床医生对患者进行针对性治

疗。本法特异性达96％，敏感性达98％。而设备仅

需荧光显微镜，在普通实验室即可开展，是一种快

速、简便、特异性及敏感性高的诊断呼吸道病原体

感染的方法。

本研究中，1318例患者中IgM抗体检测阳性率为

33．3％，其中以肺炎支原体最多，其次为呼吸合胞病

毒、流感病毒B、流感病毒A；与国内报道相似[¨J引。

在检测中发现混合感染率高，达15．7％，在阳性病

例中几乎占一半；其中超过3种(含3种)病原体的

混合感染率为6．4％，超过4种(含4种)病原体的混

合感染在阳性病例中达4．6％；且好发人群为儿童。

与国内外报道相似[”。引。及早进行呼吸道病原体

检测对指导临床医生针对性治疗、避免盲目使用抗

生素及双重感染有重要作用，对易感人群注射疫苗

有重要的预防意义。

本文应用的新型呼吸道联检试剂，对所有患者

进行常见的9种呼吸道病原体的IgM抗体筛查，该

项检测临床应用已较广泛，具有敏感性高、高效简

便、成本低廉、适合于临床筛查的优点[博5 M]。但由于

参加反应的因素较多，可能会有偏差，受成本和患者

诸因素影响而未进行双份血清抗体检测，故方法学

上存在一定局限眭；且成人例数偏少，该项呼吸道联

检试剂在临床中的长期意义有待进一步探讨。
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