
·临床研究·

疑似Ｈ７Ｎ９禽流感病毒感染患者流感病毒通用引物检测

结果分析
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　　【摘要】　目的　分析疑似 Ｈ７Ｎ９禽流感病毒感染患者流感病毒通用引物检测结果。方法　采用逆转录聚合

酶链反应对２６例疑似 Ｈ７Ｎ９禽流感病毒感染患者咽拭子标本进行流感病毒通用引物筛查。结果　共检出３例流

感病毒通用引物扩增阳性患者。结论　对疑似 Ｈ７Ｎ９禽流感病毒感染患者进行流感病毒核酸检测，能够为临床及

时干预提供实验室依据，有助于有效控制病情进展，改善患者预后。
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　　２０１３年２月起，国内江苏、上海、安徽和浙江等地区相继

出现了 Ｈ７Ｎ９禽流感病毒感染患者，由于病情进展快，患者病

死率较高。为此，卫生行政部门组织相关专家及时进行了流行

病学调查，并对该病毒基因序列进行了分析，及时研制出病毒

通用引物检测试剂盒。本院在接到江苏省卫生厅下发的检测

试剂盒后，对２６例临床疑似 Ｈ７Ｎ９禽流感病毒感染患者开展

了病毒通用引物检测，现将结果报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本院２０１３年４月２２日至２０１３年５月２３日

收治的２６例临床疑似 Ｈ７Ｎ９禽流感病毒感染患者，部分患者

有明确的流行病学接触史，但所有患者均有急性呼吸系统感染

症状，且与国家卫生与计划生育委员会公布的人感染 Ｈ７Ｎ９

禽流感临床表现一致，包括腋下体温高于３９℃，伴咳嗽、头痛、

肌肉酸痛，血常规检查结果显示外周血白细胞计数降低，Ｘ线

片检查显示肺部有感染。

１．２　仪器与试剂　ＳｔｅｐＯｎｅ型基因扩增仪（美国应用生物系

统公司），Ｈ７Ｎ９禽流感系列核酸检测试剂盒（江苏硕世生物科

技有限公司），ＱＩＡａｍｐＲＮＡ ＭｉｎｉＫｉｔ核酸提取试剂盒（德国

Ｑｉａｇｅｎ公司）。

１．３　方法

１．３．１　标本采集与处理　为保证检测的时效性，以便临床医

生及时对基因扩增检测阳性患者进行药物干预，在２６例患者

住院期间，每天以无菌技术采集患者咽拭子标本，并采用

ＱＩＡａｍｐＲＮＡＭｉｎｉＫｉｔ核酸提取试剂盒提取标本ＲＮＡ。

１．３．２　反应体系及处理　严格按试剂盒说明书要求准备试剂

后，在准备好的反应液中加入已处理的待测标本ＲＮＡ、空白对

照、阳性对照各５μＬ，每一检测管终体积为２５μＬ，盖紧管盖后

瞬时低速离心。

１．３．３　基因扩增　在ＳｔｅｐＯｎｅ型基因扩增仪中进行聚合酶链

反应（ＰＣＲ）扩增，扩增循环参数设定为逆转录反应，温度及反

应时间依次为５０℃３０ｍｉｎ、９５℃５ｍｉｎ、９５℃１０ｓ、５５℃４０ｓ

循环４５次，检测通道为羧基荧光素（ＦＡＭ）及绿色荧光蛋白

（ＶＩＣ）通道。

１．３．４　结果分析　反应结束后扩增仪自动保持结果，根据分

析后的图像调节扩增基线的起始值、终止值以及阈值（Ｃｔ值），

点击Ａｎａｌｙｓｉｓ后仪器自动获得分析结果及结果报告页面。

２　结　　果

在２６例患者住院期间进行连续检测，共检出ＰＣＲ扩增阳

性３例，阴性２３例。３例阳性患者中，２例于２０１３年４月２２

日检出，１例于２０１３年４月２５日检出，见图１～２。

　　注：曲线１为阳性质控（Ｃｔ值为２６．３）；曲线２为阳性患者Ａ（Ｃｔ值

为３２．２）；曲线３为阳性患者Ｂ（Ｃｔ值为３３．６）；曲线４为基线。

图１　２０１３年４月２２日ＰＣＲ扩增结果

　　 注：曲线１为阳性质控（Ｃｔ值为２７．５）；曲线２为阳性患者Ｃ（Ｃｔ

值为２８．２）；曲线３为基线。

图２　２０１３年４月２５日ＰＣＲ扩增结果

３　讨　　论

禽流感病毒属正黏病毒科甲型流感病毒属，基因组为分节

段单股负链ＲＮＡ，依据外膜血凝素（Ｈ）和神经氨酸酶（Ｎ）蛋白

抗原性不同，目前可分为１６个 Ｈ亚型和９个Ｎ亚型
［１］。禽甲

型流感病毒除感染禽类动物外，还可感染人、猪、马和海洋哺乳

动物，已知的可感染人的禽流感病毒亚型为 Ｈ５Ｎ１、Ｈ９Ｎ７、

Ｈ７Ｎ７、Ｈ７Ｎ２、Ｈ７Ｎ３，本次检出的ＰＣＲ扩增阳性患者为新型

重配病毒 Ｈ７Ｎ９感染。Ｈ７ＮＰ禽流感病毒基因组中有６个内

部片段来源于 Ｈ９Ｎ２，主要经呼吸道传播，也可通过密切接触

已感染病毒的禽类分泌物或排泄物等而被感染，高危人群是从

事禽类养殖、销售、斩杀、加工作业的人员，但目前尚无人际间

传播的证据［２］。

２００４年７月卫生部颁布了《全国不明原因肺炎病例监测

实施方案（试行）》［３］。本次检出的３例人感染禽流感病毒的患

者均是通过实施该监测方案而被发现和报告的，由此说明该监

测方案的实施对及时发现新型呼吸道感染疾病患者发挥了积

极作用。本研究中２６例患者均有发热、咳嗽、全身酸痛等流感
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样症状，血常规检查结果显示外周血白细胞计数降低，Ｘ线影

像学检查显示肺部有感染，部分患者有禽类接触史；３例ＰＣＲ

扩增检测阳性患者（后经江苏省疾病预防控制中心检测确诊为

Ｈ７Ｎ９禽流感病毒感染）病情进展迅速，并发重症肺炎，出现呼

吸衰竭及多脏器功能不全，因此，及时治疗至关重要。奥司他

韦是全球第一个口服有效的特异性流感病毒神经氨酸酶抑制

剂，能有效防治甲型和乙型流感病毒感染，且在感染早期使用

能显著缩短发热及流感样症状持续时间，阻止疾病进展［４６］。

由于 Ｈ７Ｎ９禽流感病毒具有高致病性，且感染患者病死

率高，因此在标本采集、检测过程中需重视生物安全、做好个人

防护［７］。对疑似及确诊的 Ｈ７Ｎ９禽流感病毒感染患者临床标

本进行诊断性实验检测操作，均需在生物安全二级（ＢＳＬ２）实

验室中进行，且所有标本处理步骤均需在生物安全柜中完成。

多位感染医学、呼吸内科学及重症医学等不同学科专家参

与了本研究中３例ＰＣＲ扩增阳性患者的治疗，且所有专家均

认为对疑似 Ｈ７Ｎ９禽流感病毒感染患者应及时进行通用引物

实验室检测，并尽早给予达菲抗病毒治疗，从而避免出现呼吸

衰竭及多脏器损伤，提高抢救存活率，同时要加强对基层医务

人员的培训，提高认识，高度警惕。
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肢体、恢复功能”；在损伤现场，矿工和井上医务人员呼救后，

在等待救护车到来的同时，加强自救，互救，分批转入，争取为

救援赢得宝贵黄金１ｈ和白金１０ｍｉｎ
［７］。急救治疗中，在把抢

救生命作为第一前提下，在遵循边抢救、边治疗、边诊断的原则

下，按照“ＣＲＡＳＨＰＬＡＮ”构成顺序逐一部位检查，防止漏诊；

治疗上抓住主次，要早期诊断和伤情评估，重视复合伤，分清轻

重缓急，安排抢救顺序，等待病情稳定后，再进行一般性损伤治

疗。入院后无论开放性多发伤还是闭合性多发性伤，间或伴发

休克患者，均应在在患者生命体征较平稳、呼吸道、静脉通道通

畅基础上，积极、全面、快速物理检查和影像学检查与抢救同时

进行，早期明确判断创伤损伤部位和疾病严重情况，积极分诊、

会诊、协诊，快速转入特色专科治疗或者直接进入手术室手术

治疗，降低病死率。对于并发严重创伤如严重颅脑、脊髓创伤、

休克、多脏器、多组织损伤患者，身体状态较差者，应该避免２

次手术伤害打击，等患者病情稳定后再进行第２次、３次手术

治疗［８９］。

综上所述，根据煤矿事故致多发伤流行病学特点，要加强

煤矿企业的监管机制，加强矿工的自我保护意识，改善煤矿生

产环境，提高医疗水平，防范、降低近年煤矿事故多发伤的高发

生率；改变矿工饮食、生活习惯，适时调整工作时间，预防骨质

疏松，降低煤矿骨折损伤的严重性；加强矿工自救培训，切实提

高自救、互救实际水平，建立专业化创伤科，为患难矿工赢得急

救时间，降低病死率。重视煤矿多发伤，积极预防、治疗并发

症，加强伤员心理辅导，在生命体征平稳情况下，就不同创伤类

型、不同损伤形式，给予恰当治疗形式［１０］。
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