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　　呼吸道感染性疾病的常见病原体有肺炎链球菌、流感嗜血

杆菌、卡他莫拉菌、葡萄球菌、嗜肺军团菌、肺炎克雷伯菌、铜绿

假单胞菌、大肠埃希菌、结核杆菌等细菌；腺病毒、呼吸道合胞

病毒、甲型流感病毒、乙型流感病毒、禽流感病毒、副流感病毒、

鼻病毒、埃可病毒、柯萨奇病毒、冠状病毒等病毒；肺炎支原体；

肺炎衣原体；真菌等［１４］。感染病原体种类多，不仅可见单一感

染，还可见多种混合感染［５］，加上病原体耐药，给疾病的诊治带

来困难，严重影响患者健康，甚至危及生命。因此，呼吸道感染

病原体的及时检测，对明确病原体，诊治呼吸道感染性疾病，避

免或减少对患者的危害具有重要意义。检测呼吸道病原体的

实验室方法众多，如普遍应用的细菌培养和药敏试验、酶联免

疫吸附试验、分子生物学技术［６７］。但多种病原体各具不同生

物学特性，实验条件要求迥异，致检测繁琐、周期较长，灵敏度

和特异性难以满足需要。及时、简便、准确，且能一次检测多种

病原体的实验技术，便成为实验人员探索和应用的目标。近年

来，利用经典的荧光抗体技术，同时对多种呼吸道病原体一次

联检，正广泛应用于呼吸道病原体实验室检测。如西班牙Ｖｉｒ

ｃｅｌｌ公司的呼吸道感染病原体免疫球蛋白 Ｍ（ＩｇＭ）九联检，采

用间接免疫荧光法，可在一张玻片上同时检测嗜肺军团菌、肺

炎支原体、Ｑ热立克次体、肺炎衣原体、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种病原体

ＩｇＭ
［８１１］。间接免疫荧光法检测呼吸道病原体及时准确，利于

呼吸道疾病的早期诊治。准确可靠的检测结果，是诊治疾病的

必要依据，也是实验室工作的核心要求［１２］。间接免疫荧光法

检测呼吸道病原体ＩｇＭ，包括标本的采集和制备、标本和试剂

的平衡、加样、温育、洗涤、玻片晾干和加封闭介质、镜检和结果

判断。该法操作简便，但任何步骤操作不当都会影响结果判

定。保证检测结果的准确可靠，必须在各个环节抓好质量

控制。

１　标本的采集和制备

采集合格的标本是保证检测质量的前提。无菌静脉采血，

室温１～２ｈ或孵育３０ｍｉｎ待血液收缩，３０００ｒ／ｍｉｎ，离心１０～

１５ｍｉｎ分离血清，如不能立即检测，１周内应在２～８℃保存标

本，更长时间应在－２０℃以下温度冷冻保存标本。慎用黄疸

和脂血标本。标本忌反复融冻，否则因机械剪切力造成蛋白质

破坏。不宜存储过久，以免ＩｇＧ聚集，影响分离。避免细菌污

染，其分泌的一些酶可能会分解抗原、抗体。类风湿因子、自身

抗体、补体等大分子免疫球蛋白，影响含荧光素二抗与待检

ＩｇＭ结合，此类标本不宜用间接免疫荧光法检测，检测时可能

在以细胞背景观察的病原体（肺炎支原体、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）和质控孔出

现非特异荧光。

制备合格的标本同样是保证检测质量的前提。标本中含

待检病原体ＩｇＧ和ＩｇＭ，检测时需要分离ＩｇＧ。首先按要求适

量稀释标本，量过少，难以加完检测孔且易带入沉淀物，无法完

成检测或因加入ＩｇＧ致假阳性；量过多，稀释过量，影响结果判

断。加入吸附剂离心沉淀ＩｇＧ 时，３０００ｒ／ｍｉｎ，离心１０～

１５ｍｉｎ，保证分离充分，上清液中不含ＩｇＧ。

２　标本和试剂的平衡

操作前，取出标本和试剂在室温（２０～２５℃）中平衡２０

ｍｉｎ以上，保证抗原抗体反应初始温度能较快达到反应温度

（３７℃），以免后续温育时抗原抗体反应时间不足。

３　加　　样

加样时，包括加入标本和含荧光素二抗，需准确加入检测

孔内，不能触及检测孔底部，更不能溢出，以免划掉反应物和污

染，影响最后结果判定。

４　温　　育

温育是检测中重要环节，按要求保证足够的温度和时间。

第１次温育是待检抗体与玻片包被相应抗原反应，３７ ℃，

９０ｍｉｎ，湿盒温育。第２次温育是荧光素标记二抗与待检抗体

和包被抗原结合物的反应，３７℃，３０ｍｉｎ，湿盒温育。达到温

度合适，受热均匀，反应时间足够，特异性抗原抗体结合充分。

５　洗　　涤

洗涤也是检测中的重要环节。用磷酸盐缓冲液冲洗后，玻

片放入加有同样缓冲液的洗涤盒置水平摇床震荡１０ｍｉｎ。整

个反应过程需２次洗涤，第１次是在待检抗体与玻片包被相应

抗原反应温育完成后，第２次是在荧光素标记二抗与待检抗体

和包被抗原结合物的反应温育完成后。目的是去除反应体系

中未结合或过多结合物，避免非特异性干扰。要按规范进行操

作，操作时应从玻片上部或中间均匀冲洗，不能直冲检测孔，震

荡时频幅不能过大，以免洗掉反应物，造成结果判断假阴性。

洗涤不彻底，背景影响镜检观察。

６　玻片晾干和加封闭介质

玻片冲洗后，需要晾干。采用自然晾干或加热干燥，多采

用自然晾干，加热干燥时温度均匀，不易过高，以免致细胞固缩

影响观察。加甘油封闭介质时不宜过多，过多的甘油溢到盖玻

片上易导致镜检视野模糊。

７　镜　　检

按以上步骤制备好的玻片在荧光显微镜下观察结果。玻

片制备完毕，开启荧光显微镜，待荧光稳定后，立即开始镜检，

集中在１～２ｈ检测，最好在１ｈ内检测完毕。时间过长，荧光

强度将下降或淬灭。如遇较多标本，可关掉光源，待冷却后重
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新启动检测，或者避光２～８℃保存，２４ｈ内检测。

８　结果判定

由于采用异硫氰酸荧光素，在荧光显微镜下呈黄绿色荧

光。嗜肺军团菌、Ｑ热立克次体、肺炎衣原体ＩｇＭ在黑色背景

下可见典型的杆状、球杆装和球状黄绿色荧光。肺炎支原体、

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ＩｇＭ 在红色细胞的胞膜、胞质和胞核上可见黄绿色荧

光。每次检测，均需加入阴性和阳性对照，只有阴性对照片和

质控孔无荧光出现，阳性对照片出现荧光，实验才算成功有效。

嗜肺军团菌、Ｑ热立克次体、肺炎衣原体ＩｇＭ在黑色背景下需

要仔细观察典型荧光，否则容易漏检。肺炎支原体ＩｇＭ 每个

视野阳性细胞应达到５０％，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ＩｇＭ每个视野阳性细胞应

达到１％～１５％。

总之，间接免疫荧光法用于呼吸道病原体检测，简便、灵

敏、特异，且一次能检测多种病原体，适合在各级实验室开展，

及时为临床诊治呼吸道感染性疾病提供可靠依据。但在实验

室检测中，应重视分析前、分析中和分析后质量控制，规范操

作，注重细节，才能保证检测结果准确可靠。
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狼疮性肾炎合并肺栓塞１例报道
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　　系统性红斑狼疮（ＳＬＥ）是一种以免疫调节异常为特征，累

及多系统多脏器的自身免疫性疾病［１］。ＳＬＥ存在肾损害者，

一般称之为狼疮性肾炎。现将本科及时诊断、成功治疗的１例

狼疮性肾炎合并肺栓塞患者报道如下。

１　病历资料

１．１　一般资料　患者女，３４岁，因“乏力、双下肢及眼睑水肿３

个月余”，于２０１４年１月３日收入本科治疗，入院查体：体温

３６．７℃，呼吸１８次／分，心率８９次／分，血压１１３／７６ｍｍＨｇ。

患者有面部蝶形性红斑，无口腔溃疡、脱发等症状，实验室检查

血常规：白细胞９．８７×１０９／Ｌ，红细胞３．４７×１０１２／Ｌ，血红蛋白

１０５．０ｇ／Ｌ，血小板计数９１×１０
９／Ｌ；尿常规：尿红细胞（＋＋

＋），尿蛋白（＋＋＋），尿白细胞（－）；２４ｈ尿蛋白定量１０．３９

ｇ／ｄ；肝功能：转氨酶未见明显异常，总蛋白３８．４ｇ／Ｌ，白蛋白

１６．７ｇ／Ｌ，球蛋白２１．７ｇ／Ｌ；肾功能电解质：尿素氮４．４３

ｍｍｏｌ／Ｌ，血肌酐４２．４μｍｏｌ／Ｌ，尿酸３４５μｍｏｌ／Ｌ，血钙１．９５

ｍｍｏｌ／Ｌ；免疫系列：抗核抗体谱阳性（＋），抗体抗双链 ＤＮＡ

抗体（＋），抗核抗体滴度１∶１０００阳性，抗ＳＳＡ抗体阳性，抗

核糖体Ｐ蛋白阳性；凝血４项：活化部分凝血活酶时间４３ｓ、凝

血酶原时间９．７ｓ、国际标准化比值０．８１、纤维蛋白原４．８４ｇ／

Ｌ。期间行肾活检术，病理诊断为狼疮性肾炎（Ⅲ＋Ⅴ型），给

予激素冲激治疗及环磷酰胺抑制免疫治疗，患者眼睑及双下肢

水肿减轻，病情有所好转。２０１４年１月８日１０：００患者无明显

诱因突感左侧胸痛，伴呼吸困难，不能平卧，全身湿冷。立即转

监护室，取半卧位，给予鼻导管吸氧４Ｌ／ｍｉｎ，测体温３７．５℃，

心电监护提示心率１２２次／分，呼吸３０次／分，血压１０５／５６ｍｍ

Ｈｇ，血氧饱和度８８％。结合患者高凝状态，且突发呼吸困难，

不排除肺栓塞可能。急查动脉血气分析结果提示：ｐＨ７．４４，

氧分压７２ｍｍＨｇ，二氧化碳分压３９ｍｍ Ｈｇ，二氧化碳总量

２９．１ｍｍｏｌ／Ｌ，血浆碱剩余３．３ｍｍｏｌ／Ｌ，碳酸氢根２７．８ｍｍｏｌ／

Ｌ，二氧化硫９３％。急查Ｄ二聚体１６．６４ｍｇ／Ｌ；血常规提示白

细胞１７．０３×１０９／Ｌ，红细胞３．５１×１０１２／Ｌ，血红蛋白１０８．０ｇ／

Ｌ，血小板９４×１０９／Ｌ；心梗标志物、心衰标志物提示Ｂ型促尿
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