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常见呼吸道病原体的实验室检测
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　　２０世纪９０年代世界卫生组织的统计资料表明，各种感染

性疾病仍然是威胁人类健康的主要杀手，占世界人口死因的

３２．７％，其中呼吸道感染位居首位
［１］。特别是甲型流感病毒基

因变异重排，曾引起百年来数次世界范围内流感爆发流行，死

亡人数超过 ２０００ 万。从 １９９７ 年香港发现首例禽流感

（Ｈ５Ｎ１）患者至今，国内数省市有禽流感（Ｈ７Ｎ９）散发，死亡人

数已达数百人［２３］。２００３年因冠状病毒所致严重急性呼吸道

综合征，死亡１千余人
［４］。因艾滋病、糖尿病和耐药等因素影

响，国内结核菌感染及肺结核患者居高不下［５］。不仅造成患者

死亡，同时严重影响经济发展。呼吸道病原体的实验室检测，

可以明确感染病原体，有利于对疾病做出及时诊断、治疗，制定

防控策略，阻止传播和流行。呼吸道病原体的实验室检测技术

有多种，主要分为病原体分离培养、血清学检测和分子生物学

检测。本文通过查阅文献，将主要检测技术及其在呼吸道病原

体检测中的具体应用作一概述。

１　病原体分离培养

标本来源为鼻洗液、咽漱液、咽拭子、鼻拭子、痰、血液、穿

刺标本和尸检材料等。以防污染，及时接种较好，或将标本置

于冰壶内送交实验室，选定合适的培养基或细胞组织，在２～３

ｈ内接种培养。

痰是分离培养应用最广泛的标本，合格的痰标本要求白细

胞数大于２５个／低倍视野，鳞状上皮细胞小于１０个／低倍视

野，或白细胞／鳞状上皮细胞大于２．５／１。定量培养菌量大于

或等于１０７ｃｆｕ／ｍＬ可判定为致病菌
［６７］。细菌培养一般选用

血平板、巧克力平板、中国蓝／麦康凯培养基。病毒培养常选用

猴肾或人胚肾细胞、二倍体细胞株、Ｈｅｌａ、ＨｅｐＧ２细胞、犬肾传

代细胞和鸡胚接种，通过电子显微镜、细胞病变效应、凝血实

验、凝血抑制实验、中和实验和空斑形成实验进行鉴定。

病原体分离培养是鉴别呼吸道病原体类型的金标准。特

别是细菌培养不仅能鉴定病原体，而且可通过药敏实验选择合

适的抗菌药物。病毒培养由于实验条件要求较高，且操作繁

琐，在普通实验室应用受限，多通过血清学实验和分子生物学

技术鉴定病毒。

２　血清学检测

利用抗原抗体反应特异性原理，用已知抗原测定抗体或用

已知抗体测定抗原，从而判定感染病原体类型。通常根据抗原

抗体特性，偶联不同载体或不同标记物，设计不同检测方法。

常用检测方法有如下几种。

２．１　凝集实验　分为直接凝集实验和间接凝集实验。直接凝

集实验无需偶联载体，抗原抗体直接发生肉眼可见的凝集反

应，如血型鉴定实验和伤寒杆菌凝集实验。间接凝集实验利用

红细胞、明胶颗粒、胶乳及细菌等作为载体，和抗原偶联后，与

特异性抗体发生凝集反应，常根据载体名称命名，例如红细胞

凝集实验、明胶颗粒凝集实验、胶乳凝集实验等。间接凝集实

验应用多于直接凝集实验。

２．２　中和实验　用已知抗体血清和待测病毒悬液混合，室温

下作用一段时间后接种敏感细胞，经培养后观察细胞病变效应

或红细胞吸附现象是否消失，即特异性抗体能否中和相应病毒

的感染性。

２．３　补体结合实验　补体结合实验是一种以免疫溶血系统作

为指标，检测另一反应系统中抗原或抗体的传统方法。具有灵

敏度高、实验条件要求低、操作简便等优点，是一种经典的实验

方法。

２．４　固相膜免疫实验　利用硝酸纤维素膜、玻璃纤维素膜和

尼龙膜等作为载体，金元素、硒元素和酶促底物置于载体上，抗

原和抗体通过穿流或横流的形式在载体上反应，常用的实验方

式有免疫层析实验、免疫渗滤实验、酶联免疫斑点实验、免疫印

迹法等。呼吸道病原体的抗原或抗体皆可通过此方法检测，但

应用并不普遍。

２．５　酶联免疫吸附试验　用已知的抗原（抗体）包被在聚苯乙

烯微孔上，和待测的抗体（抗原）、酶标的抗原（抗体）进行反应，

通过洗涤分离，继而加入酶促底物显色，根据呈色的强弱，判定

待测物的有无或多少。该方法是临床实验室通过检测抗原抗

体诊断病原体感染应用最广泛的技术，绝大多数呼吸道病原体

可用酶联免疫吸附试验进行检测。

２．６　荧光免疫技术（荧光抗体技术）　利用荧光素（异硫氰酸

荧光素）标记抗体，与载玻片上的抗原（抗体）、待测抗体（抗原）

反应，洗涤分离后，用荧光显微镜观察有无显荧光的抗原抗体

复合物存在。测定方式分为直接法和间接法，间接法的敏感度

比直接法高５～１０倍，故实验室常采用间接法。该方法是呼吸

道病原体，特别是新发高致病性病原体检测的常用方法。如甲

型流感病毒 Ｈ１Ｎ１、禽流感病毒 Ｈ５Ｎ１、禽流感病毒 Ｈ７Ｎ９、引

起严重急性呼吸道综合征冠状病毒的检测。由于呼吸道病原

体多呈混合型感染，一次联检多种病原体的抗原或抗体，对于

呼吸道疾病的防治具有重要意义。陈辉兰［８］、俞小卫等［９］报道

了用直接免疫荧光法检测呼吸道合胞病毒、腺病毒、甲型流感

病毒、乙型流感病毒以及副流感病毒１、２、３型等７种呼吸道常

见病毒抗原。单咏梅等［１０］、艾洪武等［１１］、吉祖活等［１２］报道了用

间接免疫荧光法检测呼吸道肺炎支原体、肺炎衣原体、嗜肺军团

菌、Ｑ热立克次体、腺病毒、呼吸道合胞病毒、甲型流感病毒、乙

型流感病毒、副流感病毒等９种呼吸道病原体ＩｇＭ 抗体。

２．７　蛋白芯片技术　将病原体蛋白（抗原或抗体）固定在微阵

列上，通过一系列反应，利用芯片阅读仪收集反应信号，从而检

测病原体。该方法可以一次检测多种病原体，有利于快速诊治

呼吸道感染性疾病。杨侃等［１３］报道用蛋白芯片技术检测流感

病毒、呼吸道合胞病毒、柯萨奇病毒、腺病毒、肺炎支原体、肺炎

衣原体。邢颖等［１４］报道用蛋白芯片法检测肺炎支原体、腺病

毒、呼吸道合胞病毒、流感病毒。

３　分子生物学技术

从２０世纪５０年代 Ｗａｔｓｏｎ和Ｃｒｉｋ提出ＤＮＡ双螺旋结构
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至今，分子生物学领域取得了巨大的成就。完成了生命天书

“基因草图”的绘制，使人们从基因角度明白了生命现象的本质

和调控机制。蛋白组学的研究，丰富和完善了基因组学，不仅

能直接解释生命活动规律，还在疾病的诊断和防治中拥有更大

的应用前景。以杂交技术和探针技术为基础，以 Ｍｕｌｌｉｓ的聚

合酶链反应（ＰＣＲ）技术为标志的基因扩增技术更是层出不穷，

极大地丰富和完善了分子生物学技术［１５］。ＰＣＲ基本原理类似

ＤＮＡ的天然复制，特异性引物与靶序列互补，通过变性、复性、

延伸多个重复循环，从而获得大量靶序列产物。从早期单一基

因扩增检测单一病原体，发展到现在的同时多基因检测多种病

原体，满足了多种病原体混合感染的诊断。对于感染性病原体

的诊断，检测方法主要有如下几种。

３．１　多重ＰＣＲ技术　多重ＰＣＲ技术利用多对引物，同时扩

增多种病原体基因。如 Ｍｏ等
［１６］检测甲型流感病毒、乙型流

感病毒和新型甲型流感病毒 Ｈ１Ｎ１。向彩云等
［１７］检测肺炎链

球菌，流感嗜血杆菌，肺炎支原体，肺炎衣原体。

３．２　依赖核酸序列的扩增技术（ＮＡＳＢＡ）　ＮＡＳＢＡ从ＰＣＲ

技术基础上发展而来，扩增速率和灵敏度超过ＰＣＲ的恒温扩

增技术。Ｄｅｍｉａｎ等
［１８］报道用于呼吸道合胞病毒两个血清型

的扩增，灵敏度高于间接荧光法和病毒培养。

３．３　环介导等温扩增技术（ＬＡＭＰ）　ＬＡＭＰ是一种简单、快

速、灵敏的基因扩增技术，适宜病原体的快速分子生物学诊断。

Ｉｔｏ等
［１９］用于检测甲型流感病毒 Ｈ１Ｎ１、甲型流感病毒 Ｈ３Ｎ２、

乙型流感病毒。刘毅等［２０］用于检测痰液结核分枝杆菌。

３．４　靶序列富集多重ＰＣＲ技术　一次反应中对多种靶序列

进行敏感而特异的扩增和检测，适宜呼吸道病原体混合感染的

快速诊断。王鑫磊等［２１］报道检测鲍曼不动杆菌等１４种病

原体。

３．５　基因芯片技术　将多种靶序列基因固定在载体上，与标

记的样本核酸杂交，杂交信号经芯片阅读仪处理而得出检测结

果，可一次快速检测多种呼吸道病原体［２１２２］。

综上所述，病原体的检测方法层出不穷，为临床医生准确、

快速诊断提供了有效途径，并且随着医学知识与技术的不断发

展，病原体的检测方法也将随之发展。在临床工作中结合实

际，采用最适宜的检测方法可为结果的准确、快速提供必要的

保证。
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ｉｎｆｌｕｅｎｚａｖｉｒｕｓｅｓ［Ｊ］．ＪＳｏｕｔｈ ＭｅｄＵｎｉｖ，２００９，２９（８）：

１５４５１５４７．

［１７］向彩云，金海山，庹照林．多重ＰＣＲ检测支气管肺泡灌洗

液中细菌性病原体的研究［Ｊ］．中国热带医学，２０１１，１１

（７）：７９７７９９．

［１８］ＤｅｉｍａｎＢ，ＳｃｈｒｏｖｅｒＣ，ＭｏｏｒｅＣ，ｅｔａｌ．Ｒａｐｉｄａｎｄｈｉｇｈｌｙ

ｓｅｎｓｉｔｉｖｅｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅａｓｓａｙｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｒｅｓｐｉｒ

ａｔｏｒｙｓｙｎｃｙｔｉａｌｖｉｒｕｓＡａｎｄＢｕｓｉｎｇＮＡＳＢＡａｎｄｍｏｌｅｃｕ

ｌａｒｂｅａｃｏｎｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＪＶｉｒｏｌＭｅｔｈｏｄｓ，２００７，１４６（１／

２）：２９３５．

［１９］ＩｔｏＭ，ＷａｔａｎａｂｅＭ，ＮａｋａｇａｗａＮ，ｅｔａｌ．Ｒａｐｉｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ａｎｄｔｙｐｉｎｇｏｆｉｎｆｌｕｅｎｚａＡａｎｄＢｂｙｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄｉｓｏｔｈｅｒ

ｍａｌａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ：ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｗｉｔｈｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａ

ｐｈｙａｎｄｖｉｒｕｓｉｓｏｌａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＶｉｒｏｌＭｅｔｈｏｄｓ，２００６，１３５

（１）：２７２２７５．

［２０］刘毅，黄曙海，谭慧媚，等．环介导等温扩增技术检测肺结

核患者痰标本中结核分枝杆菌［Ｊ］．临床检验杂志，２０１２，

３０（１）：２４２６．

［２１］王鑫磊，姚静怡，马建新，等．液相芯片技术用于医院获得

性呼吸道感染病原谱筛查［Ｊ］．临床检验杂志，２０１０，２８

（４）：２５７２５８．

［２２］ＣａｎｎｏｎＧＡ，ＣａｒｒａＭＪ，ＹａｎｄｌｅａＺ，ｅｔａｌ．Ａｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｏｌ

ｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｍｉｃｒｏａｒｒａｙｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｖｉｒａｌａｎｄａ

ｔｙｐｉｃａｌｂａｃｔｅｒｉａｌｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｐａｔｈｏｇｅｎｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＶｉｒｏｌ，

２０１０，１６３（１）：１７２４．

（收稿日期：２０１４０２１３　　修回日期：２０１４０７１０）

·１２９２·检验医学与临床２０１４年１０月第１１卷第２０期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｏｃｔｏｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．２０




