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摘要：流感病毒是一种常见的呼吸道感染病毒，平均每年有数十万人死于该种病毒，造成严重危害。流行性感冒病毒包括甲型、乙型

和丙型三种亚型，本文就近年来流感病毒的流行趋势、病毒分离培养、血清学检测以及分子生物学检测的研究进展进行了综述。
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Research Progress of the Influenza Virus Monitoring
and Detection Technology

The influenza virus is one of the common respiratory viruses and causes serious harm to human health. Each year
hundreds of thousands of people died from the virus. Influenza virus includes A, B and C subtypes. The paper described the popular trend
for influenza virus in recent years; and virus isolation, serological testing and detection of molecular biology research progress were
reviewed.
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前言

流行性感冒病毒(Influenza virus)，属于正黏液病毒科，是一

种 RNA病毒，能造成人类及动物感染。流感病毒又包含甲(A)

型流感病毒属，乙(B)型流感病毒属以及丙(C)型流感病毒属 [1]。

其中，由于甲型流感病毒的高度变异性，其引发的感染常呈突

发性且传播迅速，通常会造成大流行。例如，2009年 4月，美国

和墨西哥爆发甲型 H1N1 流感，继而造成全球的大流行，威胁

及干扰到全世界人民的健康及生活质量。乙型流感病毒在自然

情况下仅感染人类，其流行趋势为散发、暴发或小流行。丙型流

感病毒通常感染儿童，流行趋势多为散发、偶尔暴发，但不易流

行[2]。

据世界卫生组织(World Health Organization, WHO)不完全

统计，平均每年全世界约有三百万到五百万人感染流感病毒，

其中约有五十万人死于流感病毒 [3]。同时也有研究表明，从

1979年至 2001年，美国每年平均约有 41400人死于流感病毒
[4]。据美国疾病卫生控制与预防中心(Centers for Disease Control

and Prevention, CDC)调查报告显示，平均每年约 3300-49000

人死于流感病毒[5]。

流感病毒的大流行能追溯到 19 世纪，据文献记载，

1889-1890年在俄罗斯爆发的流感一共造成了一百万人死亡
[6]；在 1918-1920期间，在西班牙爆发的流感大流行，共造成两

千万到一亿人死亡[7]。在 1957-1958年期间，亚洲爆发的流感病

毒大流行，共造成了一百万到一百五十万人死亡。在

1968-1969年期间，香港爆发的流感病毒大流行，共造成了七

十五万到一百万人死亡。进入 21世纪之后，流感病毒仍然持续

威胁着人类的健康与生活。在 2009-2010年，全世界范围内爆

发了大流感，共造成了 18000人死亡[8]。

甲型流感病毒的表面抗原血凝素(Hemagglutinin, HA)和神

经氨酸酶(Neuraminidase, NA)容易变异。因此，甲型流感病毒的

这种高度变异性对流感的诊断和防控造成了极大的困难。准确

快速的诊断方法对流感的防控至关重要。目前流感病毒的诊断

方法主要有病毒分离培养法、血清学检测法以及分子生物学检

测方法等。随着分子生物学的发展，流感病毒的检测手段也越

来越丰富。本文从流感的监测及其检测技术方面，对目前流感

病毒的几种诊断方法及其进展做了一个简要的阐述。

1 近年来流感基因的流行趋势

甲型流感病毒是分阶段的单股负义 RNA病毒。根据表面

糖蛋白的抗原性差异，可将甲型流感病毒划分为不同的亚型。

目前已知的 HA 有 16 种亚类 (H1-H16)，NA 有 9 个亚型

(N1-N9)，HA与 NA的随意组合可形成多种亚型[9]。甲型流感病

毒不仅可以感染人，还能感染很多动物例如鸟类、家禽类等。因

此，甲型流感病毒更易造成疾病的大流行。乙型流感病毒只有

一种表型，仅感染人类，并且比起甲型流感病毒，乙型流感病毒

更为少见且不易变异，因此很难引起疾病的大流行。丙型流感

病毒能感染猪，狗以及人类，然而丙型流感病毒比另外两型流

感病毒都更为少见，因此通常仅感染儿童。

1.1 甲型 H1N1流感病毒流行趋势
1918年，西班牙爆发流感大流行，流感病毒从欧洲迅速传

播到了亚洲、美洲、澳洲等地区。据文献统计，总共约有两千万

到五千万人死于此次流感大流行，死亡人数占当时全世界人口

的 1/3[10]。之后通过实验证明，引起此次流感大流行的病毒基因

型为 H1N1。H1N1主要在猪、鸟类以及人类之间传播[11]。2009
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年 3月，美国和墨西哥发现流感疫情，随后迅速传播到全世界

各地。2009年 6月，WHO及美国 CDC宣布新一轮的流感病毒

爆发大流行，此次流感大流行总共造成约 18000人死亡。通过

实验结果证明，2009 年爆发的流感病毒属于甲型 H1N1 基因

型，然而，与 91年前爆发的西班牙流感相比，2009年的甲型

H1N1流感病毒是由鸟类、猪以及人类流感病毒重配并进一步

联合欧亚猪流感病毒形成的一种新型四联重配体流感病毒[12]。

1.2 甲型 H2N2流感病毒流行趋势
1956 年中国贵州爆发流感，随后传播到新加坡、香港、美

国等地，最终造成全球的流感病毒大流行。随后发现，引起此次

流感大流行的病毒基因型为甲型 H2N2。虽然，流感爆发后一年

便开发出甲型 H2N2病毒的疫苗，此次流感大流行仍然造成约

一百万到一百五十万人的死亡。除了 1956年的亚洲流感大流

行，也有某些学者认为 1889年的俄罗斯流感大流行也是由甲

型 H2N2流感病毒引起的，然而很多学者对于此观点仍然持怀

疑态度。

1.3 甲型 H3N2流感病毒流行趋势
1968 年，香港爆发流感，随后造成全世界的流感大流行，

总共造成约一百万人的死亡。造成此次流感大流行的病毒为甲

型 H3N2流感病毒，由甲型 H2N2流感病毒抗原性转变形成。

2003年，中国福建爆发由甲型 H3N2重配形成的新病毒引起的

流感，使得 2003-2004年的季节性流感异常严重。统计结果表

明，二十一世纪以来，由甲型 H3N2 造成的季节性流感占大多

数。例如 2004-2005流感季，福建发现甲型 H3N2流感病毒；

2005-2006年流感季，美国加利福利亚州发现 H3N2流感病毒；

2006-2008年流感季，美国威斯康星州发现 H3N2流感病毒；

2008-2010年流感季，澳大利亚布里斯班发现 H3N2流感病毒；

2010-2011年流感季，澳大利亚佩斯发现 H3N2流感病毒。

1.4 其他基因型流感病毒流行趋势
甲型 H5N1引起了 2004年鸟类中的流感大流行。值得注

意的是，甲型 H5N1中有一个品种(Asian-lineage HAPI H5N1)感

染人类时，很容易引起人类的死亡。 甲型 H3N8被很多学者怀

疑是引起 1889年俄罗斯流感大流行的罪魁祸首，但是其主要

在鸟类、马以及犬类中传播。甲型 H7N7能在人、鸟、猪、海豹以

及马类之间传播，但是到目前为止，仅有一人死于甲型 H7N7

感染。甲型 H1N2则主要引起人及猪之间的地方性流行，是目

前认为的在人类中传播的三种甲型流感病毒 (H1N1,H1N2,

H3N2)之一。其他流感病毒如甲型 H9N2目前感染过 3人；甲型

H7N2 感染过 2人；甲型 H7N3 感染过 2 人；甲型 H10N7 感染

过 2人。

2 病毒分离培养

尽管流感病毒的检测手段在不断的丰富，但传统的流感病

毒分离培养仍然是流感病毒诊断的一个重要且必须的手段。用

来检测病毒易感性的神经氨酸酶抑制剂(NA inhibitor, NAI)的检

测也必须使用病毒的分离培养。同时，病毒的分离培养也是唯

一能用于疫苗生产的手段。

2.1 传统病毒分离培养
长久以来，传统的流感病毒分离培养一直被认为是流感病

毒检测的金标准，主要包括流感病毒鸡胚接种和细胞培养。具

体为常规方法采样之后接种适合的鸡胚或者犬肾细胞活恒河

猴肾细胞，培养数天后再通过显微镜下血细胞吸附情况来判断

是否有流感病毒的存在。之后，再通过免疫荧光来鉴别流感病

毒的分型。传统的流感病毒分离培养通常需要 2-14天，平均约

3-5天[13,14]。

传统的病毒分离培养虽然能获得新的病毒毒株，但是存在

操作繁琐、周期较长以及安全性较低等问题。且与聚合酶链反

应 PCR相比，传统的病毒分离培养敏感度较低且更易出现假

阳性。

2.2 快速病毒分离培养
与传统病毒分离培养法相比，快速病毒分离培养法由于其

简易操作性以及更短的周期等优点已经渐渐取代了传统病毒

分离培养方法。快速病毒分离培养法通常用病毒感染 A549细

胞与水貂肺细胞(R-mix)或 MDCK 细胞(R-mix Too)的混合培养

液。在孵育 1-2天后，用甲型或乙型的单克隆抗体进行免疫荧

光实验来验证样品中是否存在流感病毒。

有研究表明，快速病毒培养法能检测到 98.6%传统病毒培

养法中的阳性样本 [13]，而在使用逆转录聚合酶链反应(Reverse

Transcription Polymerase Chain Reaction, RT-PCR) 的阳性样本

中，快速病毒培养法则能检测到 88.9%[15]。

3 血清学检测方法

血清学检测方法由于其快速及操作简便等优点成为了目

前应用最为广泛的流感病毒检测方法之一。血清学检测方法主

要依据的原理是抗原抗体反应，通常检测的抗原有核蛋白、血

凝素、神经氨酸酶蛋白和膜蛋白 M2e等[16]。

3.1 病毒中和试验
病毒中和试验是一个敏感度和特异度高的检测方法，其能

检测到抑制病毒进入细胞以及阻断病毒复制的抗体[17]。病毒中

和试验主要包括病毒 -抗体反应、接种以及病毒抗原检测三个

阶段。然而，此方法与别的血清学检测法相比操作更繁琐且耗

时较长。

3.2 琼脂凝胶扩散试验
琼脂凝胶扩散试验主要用于鉴别甲型流感病毒的 HA，其

主要是根据抗体在含有流感病毒结合的红细胞的琼脂胶上的

扩散，形成抗原 -抗体沉淀线，以此来检测流感病毒感染产生

的血清抗体。

琼脂凝胶扩散试验操作简便且对乙型流感病毒有很高的

敏感度[18]。然而，其缺点是至少需要 24小时才能出结果，并且

此方法比较难于量化实验结果。

3.3 酶联免疫吸附试验
酶联免疫吸附试验 ELISA由于有灵敏度高、特异性强、方

便快捷、适合流感疑病的快速诊断等优点使之成为目前应用最

广泛的一种血清学检测方法。ELISA所检测的抗体可以直接与

病毒结合，但是由于病毒的安全性问题，目前使用重组的病毒

特异性蛋白及其单克隆抗体进行 ELISA试验成了研究热点。虽

然在早期，ELISA能够用于分辨甲型或乙型流感病毒[19]，然而其

并不能分辨甲型流感病毒的亚型。而最近的一些使用重组病毒

特异性蛋白的 ELISA 试验表明使用 H5HA 单克隆抗体能

100%的分辨甲型 H5病毒[20]。

ELISA的优点之一是其能够检测血清中对于不同流感病

毒感染以及疫苗反应的 IgM, IgA以及 IgG的亚类[21]。因此，除了运

用于流感病毒感染的检测，ELISA还能用于病毒疫苗效价的评估。

同时，由于 ELISA能在几小时之内取得结果并且能进行高通量检

测等优点，让其成为目前广泛使用流感病毒检测手段之一。

4 分子生物学检测方法

随着分子生物学的发展，由于其简便、易操作、更精确、更

快速等特点填补了早期的病毒培养以及血清学的空白。目前，

基因诊断技术发展迅速，应用也越来越广泛。
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4.1 聚合酶链反应
聚合酶链反应(Polymerase chain reaction, PCR)用于大量扩

增特定片段 DNA。由于其高效性，PCR用于病原体的检测可以

检测早期病人。相比于病毒分离培养方法，PCR敏感 500倍，但

是样本容易污染。基于普通 PCR，先后建立了多种 PCR相关的

检测方法，例如 RT-PCR，实时 PCR等。

RT-PCR能从基因水平检测病毒，具有高度敏感性和特异

性，克服了病毒分离鉴定周期长的问题，是目前最常运用的

RNA病毒的分子生物学检测手段之一。RT-PCR不仅能用于检

测流感病毒，有实验室还建立了一种可用于快速分辨甲型乙型

流感病毒以及甲型流感病毒的亚型 (H1,H2,H3,H5,H7,H9,N1,

N2,N7)的多重 RT-PCR酶杂交法[22]。

实时荧光定量 PCR可对病毒模板 RNA进行定量分析，操

作简便，特异性强，灵敏度高，且由于检测过程不用对样本进行

处理，样本不易污染，因此实时 PCR有取代常规 RT-PCR的趋

势。实时 PCR根据其原理不同分为荧光探针和非探针两种。荧

光探针法的主要原理是设计一段能与目的 DNA片段结合的探

针，例如 TaqMan，探针的一端连接荧光基团另一端连接荧光淬

灭基团，因此探针在游离状态无法检测到荧光信号。在 PCR反

应过程中，探针被 Taq酶的 5’-3’外切酶水解，导致探针开始

发出荧光，从而能被荧光检测系统检测到。基于实时荧光定量

PCR，有实验室建立了多重实时 RT-PCR 的方法，通过此方法

可以同时在两个反应体系中检测甲型流感病毒、乙型流感病

毒、呼吸道合胞病毒以及副流感病毒 1型、2型、3型、4型[23]。非

探针法主要是利用 DNA双链结构。当荧光染料如 Pico Green

等处于 DNA双链结构的小沟中，荧光染料处于游离状态，无荧

光信号。当它与双联 DNA结合后荧光信号明显增强，即被荧光

检测系统检测到。由于荧光的信号强度与初始模板量相关，因

此可以进行定量 DNA分析。

2008 年，美国食品及药物管理局(Food and Drug Adminis-

tration, FDA) 通过了三种流感病毒的分子生物学检测手段，包

括：1. Prodesse ProFlu+，用于甲型以及乙型流感病毒的实时多

重 PCR；2. Luminex xTAG Respiratory Virus Panel (RVP)，通过

Luminex 流式细胞仪和常规 RT-PCR 结合来检测九种病毒扩

增子；CDC Influenza实时 RT-PCR，用于实验室监测流感病毒。

这三种流感病毒都能检测甲型及乙型流感病毒，后两种还能鉴

别甲型 H1和甲型 H3亚型。

4.2 依赖核酸序列的扩增技术
依赖核酸序列的扩增技术(Necleic acid sequence based am-

plification, NASBA)是一项以 RNA为模板进行逆转录的快速等

温电化学发光检测技术。通过逆转录酶，T7 RNA聚合酶，RNA

酶 H以及两条特异性引物共同完成反应。上游引物的 5’端带

有 T7RNA聚合酶识别的启动子序列，下游引物的 5’端序列含

有能与钌标记的电化学探针(ECL probe)互补的序列。因此通过

检测反应过程中的光电信号，NASBA 能够对反应过程进行定

性和定量的分析。NASBA能够检测出甲型 H1-H15亚型的禽

流感病毒，且与其他病毒病原体无交叉反应[24,25]。由于其应用前

景，NASBS技术在国外研究较多发展较快，然而在国内的研究

仍然较少。

NASBA技术方便快捷，在 42℃等温扩增，不需要复杂仪器，

整个过程仅需要 4 小时左右，灵敏度高，扩增效率与常规

RT-PCR相比也更高。而且由于其高通量特性，也非常适合大规

模样品的筛查，是很有应用前景的一个流感病毒检测方法之一。

4.3 基因芯片
基因芯片技术是指将大量探针分子固定于载体上，再于标

记的样品分子进行杂交，通过样品与探针杂交的信号强度来分

析样品的分子数量和序列信息。目前用于 DNA序列测定的基

因芯片主要有 cDNA芯片、寡聚核苷酸芯片以及 DNA芯片。基

因芯片可用于鉴别甲型流感的 HA,NA,NP基因以及乙型流感

病毒 HA,NA,PA基因[26]。通过引物设计的特异性，基因芯片也能

快速的鉴别甲型流感病毒的 H1N1、H3N2和 H5N1等亚型[27]。

基因芯片由于其高通量的特性，能够对数万个基因进行检

测，从而可以在短时间内准确地发现新变异或者由于重配而新

成的新亚型病毒。然而由于其实验条件要求高、价格昂贵等缺

点，此项技术并不利于推广。

4.4 环介导等温扩增技术
环介导恒温扩增技术（Loop-Mediated Isothermal Amplifica-

tion，LAMP）是 2000年 Notomi等建立了一种新的体外扩增特

异 DNA片段的分子生物学技术[28]。该技术依赖于自动循环的

链置换反应，在等温条件下，不到 1h就能扩增出 109靶序列拷

贝，可以根据反应副产物焦磷酸盐白色沉淀或者加入荧光染料

观察结果。该技术操作方法简便、不需要特殊的仪器设备、肉眼

可判断结果，可应用于偏远地区、基层、口岸检疫实验室。

RT-LAMP技术应用于甲型 H1N1 流感病毒、高致病性 H5N1

禽流感病毒、甲 3流感病毒、猪流感病毒等的检测方法，具有高

效敏感的特点，具有广阔的应用前景。

5 结语

流感病毒对人类健康及畜禽养殖业造成的危害巨大。由于

其全球性，历史上已经有过多次流感大流行的爆发。因此，如何

能早期快速精确的诊断流感病毒对于预防其造成大流行尤为

重要。病毒培养方法虽然精确，但是安全性以及周期过长是其

缺点。血清学检测对技术人员要求不高且操作简单，易大规模

普及。分子生物学则是由于其准确快速等优点已经有逐步取代

病毒分离培养以及血清学诊断方法的趋势，相信在不久的将来

便会得到普及。除了本文中提到的方法之外，还有核酸探针技

术、原位杂交技术等。目前，基于 PCR的技术已经得到广泛的

应用，而 NASBA以及基因芯片也在研究推广中。在临床流感防

控工作中，应该结合各个检测方法的优点，灵活的选择和应用

这些技术，最快速准确便捷的检测流感病毒，预防其大流行造

成的危害。
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