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液相芯片技术检测儿童急性呼吸道感染病原体的研究"
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摘
!

要"目的
!

探讨液相芯片技术快速检测呼吸道病原体的可行性!为重大传染病原体核酸快速应急检测

平台的建立提供实验依据%方法
!

采用
J53̂

1

#?A

)

"0@G10

P

Y"0@L6@B?LQ@AGF*

试剂盒对
.%

例咽拭子临床标

本进行检测!结果与实时荧光定量
69#

"

#5$69#

$进行比较%结果
!

.%

例咽拭子临床标本经液相芯片技术与

#5$69#

检测!阳性率分别为
..+-̀

和
;:+&̀

!差异有统计学意义"

"

$

-+-(

$#其中呼吸道合胞病毒&鼻病毒&

肠道病毒&甲型
h'2'

流感病毒&腺病毒及人博卡病毒检出率差异均有统计学意义"

"

$

-+-(

$%结论
!

液相芯

片技术可以较准确地鉴定呼吸道病原体和检测混合感染的临床标本!具有快速&高通量等优势!可应用于呼吸

道病原体的快速应急检测%

关键词"液相芯片技术#

!

呼吸道病原体#

!

应急检测
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突发公共卫生事件的应急处理是医护人员工作

的重点#其中能够对重大传染病的病原体核酸进行快

速检测#更是应急处理的关键'近年来#

ghC

报道在

全球范围内急性呼吸道疾病是传染性疾病发病和死

亡的主要原因'每年大约有
%--

万人死于急性呼吸

道疾病#其中婴儿*儿童和老年人的病死率非常高#绝

大部分分布在中低收入国家'而导致急性呼吸道疾

病最常见的病原体是病毒#或者是细菌与病毒的混合

感染'目前已发现超过
*-

种呼吸道病毒能够引起急

性呼吸道疾病#而且病毒容易发生突变#从而产生了

易感人群不能抵抗的新型病毒#同时这类新型病毒大

多都具有高致病性的#导致近几年来高致病性病毒引

起的急性呼吸道疾病的病例报道时有发生(

'$,

)

'因为

急性呼吸道疾病的临床症状不典型#所以如何通过实

验室快速检测呼吸道病原体是诊断的关键'

液相芯片技术是一种使用悬浮在液体中的荧光
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编码微球作为反应及信号检测载体的#集流式细胞

术*激光技术*高速数字信号处理和计算机等技术于

一体的高通量分子生物检测技术(

%

)

'液相芯片技术

在
*-

世纪
&-

年代中期得到蓬勃发展#美国
<O!"B?J

公司研发了
d836

技术#并获得了美国食品药品监督

管理局$

Q=3

&可用于临床诊断的认证(

(

)

'液相芯片技

术具有高通量*高灵敏度和高特异度等优点'本文应用

液相芯片技术对
.%

例咽拭子临床标本进行检测#同时

与实时荧光定量
69#

$

#5$69#

&技术进行比较#评价液

相芯片技术在呼吸道病原体快速检测的应用前景'

$

!

资料与方法

$+$

!

一般资料
!

收集
*-'.

年
.E&

月于广东省第二

人民医院就诊的
.%

例患有疑似急性呼吸道疾病伴发

热的门诊患者的咽拭子#包括男
%'

例*女
,,

例%年龄

'

个月至
&

岁'所有标本收集后放置于
E:-\

保存'

$+/

!

仪器与试剂
!
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试剂盒$美国
<O!"B?J

公司#可平行检测
'-

种病毒!呼吸道腺病毒*甲型
h'2'

流感病毒*乙型流

感病毒*呼吸道合胞病毒*人偏肺病毒*鼻病毒*肠病

毒*副流感病毒*冠状病毒及人博卡病毒&%

a43@!

)

8"B"[LOG?Y"0OAA

)

"BW"G

$德国
a"@

H

?B

公司&%核酸检

测
#5$69#

试剂盒$探针法&$中国中山大学达安基因

公司&%

3J

P

60?

)

69#

清洁试剂盒$

3J

PH

?B

公司&%所

有试剂均在有效期内使用%

<O!"B?Jd836

液态悬浮

芯片仪$美国
<O!"B?J

公司&%

#1/I?<"

H

IG9

P

/L?0&;

#5$69#

仪%

e[2eCa>[e5<@M/

P

/L?069#

仪%

?̂L$

=1/$4G

荧光看胶仪'

$+'

!

方法

$+'+$

!

液相芯片检测
!

$

'

&标本预处理!准备
'--

!<

足量的灭菌生理盐水#分别向
.%

例咽拭子试管中

加入
;--

#

<

生理盐水#充分混匀'其中
*--

#

<

样品

用于液相芯片检测#

*--

#

<

用于
#5$69#

检测#最后

的
*--

#

<

作为重复实验的备份样品保存在
E:- \

中'$

*

&核酸的提取!同一份咽拭子样品#分别取
*--

#

<

样品液用
a"@

H

?Ba43@!

)

8"B[LOG?Y"0OAe

)

"B

W"G

核酸提取试剂盒手工提取咽拭子样品的核酸'具

体操作按照试剂盒操作手册进行#最后分别得到
'--

#

<

的核酸洗脱液#其中
'--

#

<

核酸洗脱液用于液相

芯片检测#另外
'--

#

<

用于
#5$69#

检测'$

,

&多重

#5$69#

反应!将
J53̂

1

#?A

)

"0@G10

P

Y"0@L6@B?L

Q@AGF*60"!?08"J

*

J53̂

1

CB?eG?

)

7OKK?0

$

(d

&*

J53̂

1

N2568"J

和不含
J53̂

1

#2@A?

的水解冻

至室温'分别震荡混匀
*

"

(A

并短暂离心
*

"

(A

使

试剂沉至底部'准备使用前#从冰箱取出
J53̂

1

CB?eG?

)

[BT

P

!?8"J

#使用后立即放回冰箱#通过颠

倒和轻弹试管进行混合#短暂离心
*

"

(A

使试剂沉至

底部'整个
69# 8@AG?08"J

的配置需要在冰上进

行'按照一个
-+* !< 69#

管混合
'+,

#

<

的

J53̂

1

#2@A?$K0?? g@G?0

*

%+-

#

<

的
J53̂

1

CB$

?eG?

)

7OKK?0

$

(d

&*

'+'

#

<

的
J53̂

1

N2568"J

*

*+-

#

<

的
J53̂

1

#?A

)

"0@G10

P

Y"0@L6@B?LQ@AGF*60"!$

?08"J

和
J53̂

1

CB?AG?

)

[BT

P

!?8"J

共
'-+-

#

<

的体系的比例配制
.:

例的试剂量#其中包含了
.%

例

咽拭子实验标本和
'

例阴性对照质控品%将其涡旋振

荡
(A

后短暂离心
*

"

(A

将混合试剂沉至底部'取出

'-

#

<

的
69#8@AG?08"J

#分配至冰盒上的
-+*!<

的
69#

管中'每个
69#

管分配
'-

#

<

提取的核酸标

本#加样立即盖上盖子'对于
69#

阴性对照标本#将

'-

#

<

不含
#2@A?

的水加入管中#最后一个管必须为

阴性对照样品'对
69#

管进行
*

"

(A

震荡混合以混

匀试剂#并离心
*

"

(A

#使试剂沉至底部'将
69#

管

放置于预热$

(-\

&的
69#

仪上#按下列反应条件进

行多重
69#

反应!

(-\*-!"B

#

'

次循环%

&(\ '(

!"B

#

'

次循环%

&(\,-A

#

(&\,-A

#

.*\,-A

#

,;

次循环%

.*\*!"B

#

'

次循环%维持在
%\

#结束反

应'

69#

仪升降温速度为最快速度'$

%

&分子杂交!

将
J53̂

1

#?A

)

"0@G10

P

Y"0@L6@B?LQ@AGF*

试剂盒提

供的
J53̂

1

#?A

)

"0@G10

P

Y"0@L6@B?LQ@AGF*7?@N

8"J

和
J53̂

1

#?

)

10G?07OKK?0

解冻至室温'震荡混

合
J53̂

1

#?

)

10G?0 7OKK?0*

"

(A

'震 荡 混 合

J53̂

1

-+**e36[*

"

(A

'以下全程在冰上避光操

作'在
'(!<

聚丙烯离心管内#用
J53̂

1

#?

)

10G?0

7OKK?0

将
e36[

稀释
.%

倍#用量是按照一个
69#

管

混合
.%+-

#

<

的
J53̂

1

#?

)

10G?07OKK?0

和
-+'

#

<

的
J53̂

1

-+**e36[

作为
e36[0?

)

10GA1LOG"1B

#

配制
.:

例标本的试剂量#使用封口膜覆盖离心管口

并避光涡旋振荡
'-A

#备用'对装有
J53̂

1

#?A

)

"0$

@G10

P

Y"0@L6@B?LQ@AGF*7?@N8"J

的试管进行
'-A

的震荡混合#然后进行
'-A

超声处理#使微球分散#重

复此操作
'

次'将
#5$69#

产物涡旋振荡
(A

#短暂

离心将产物沉至底部'以每个
69#

管空中加入
*-

#

<

的
J53̂

1

#?A

)

"0@G10

P

Y"0@L6@B?LQ@AGF*7?@N

8"J

*

(

#

<

的
#5$69#

产物和
.%+-

#

<

的
e36[0?$

)

10G?0A1LOG"1B

的体系#配置
.;

例标本和
*

个阴性对

照
69#

管#并且按此顺序依次加入试剂#每加
'

种试

剂后用移液枪反复吹打
(

次#完成配置后不得离心操

作'提前预热
69#

仪至
%(\

#杂交程序为!

%(\

#

*-

!"B

'$

(

&

J53̂

1

#?A

)

"0@G10

P

Y"0@L6@B?LQ@AG

检测

预热
<OB!"B?Jd836

液态悬浮芯片仪至
%-\

%更

换好足量的鞘液%运行检测标本步骤#使用
5=3e

#Y6Q@AG

进行数据分析'

$+'+/

!

#5$69#

检测
!

使用呼吸道腺病毒*甲型

h'2'

流感病毒*乙型流感病毒*呼吸道合胞病毒*人

偏肺病毒*鼻病毒*肠病毒*副流感病毒*冠状病毒*人

博卡病毒核酸检测
#5$69#

试剂盒$探针法&对之前

步骤提取到的
.%

例咽拭子临床标本的
'--

#

<

核酸#

+

-:''

+

检验医学与临床
*-'&

年
(

月第
';

卷第
&

期
!
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P
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根据上述的试剂盒说明书进行实验操作'将实验结

果与液相芯片检测结果进行比对及统计分析'

$+1

!

统计学处理
!

采用
e6ee*-+-

统计软件进行分

析#计数资料以率表示#采用配对
!

* 检验'以
#5$

69#

结果为金标准计算两种方法的灵敏度*特异度*

阳性预测值和阴性预测值#以
"

$

-+-(

为差异有统计

学意义'

/

!

结
!!

果

/+$

!

液相芯片检测结果
!

利用
J53̂

1

#?A

)

"0@G10

P

Y"0@L6@B?LQ@AGF*

试剂盒的液相芯片方法对
.%

例咽

拭子临床标本进行呼吸道病原体的核酸检测#结果显示

(.

例标本呈阳性#阳性率为
..+-̀

'其中只感染
'

种

呼吸道病毒的阳性率为
%,+*̀

$

,*

"

.%

&#混合感染的阳

性率为
,,+:̀

$

*(

"

.%

&#混合感染的标本受到
*

种或
*

种以上的病毒共同感染#混合感染结果见表
'

'

表
'

!!

J53̂

1

#?A

)

"0@G10

P

Y"0@L6@B?LQ@AG

和
#5$69#

法

!!!

对混合感染检测结果比较$

)

%

混合感染
J53̂

1

#Y6

$

)

&

#5$69#

$

)

&

肠道病毒*鼻病毒
( %

人博卡病毒*腺病毒
' '

h'2'

*冠状病毒
' '

肠道病毒*鼻病毒*人博卡病毒
'' '-

肠道病毒*鼻病毒*副流感病毒
' -

人博卡病毒*腺病毒*呼吸道合胞病毒
' '

肠道病毒*鼻病毒*人博卡病毒*腺病毒
, -

肠道病毒*鼻病毒*人博卡病毒*呼吸道合胞病毒
' *

肠道病毒*鼻病毒*人博卡病毒*呼吸道合胞病毒*腺

病毒
' -

合计
*( '&

/+/

!

#5$69#

检测结果
!

利用
#5$69#

的方法对

.%

例咽拭子临床标本进行呼吸道病原体的核酸检测#

结果显示
('

例标本呈阳性#阳性率为
;:+&̀

'其中

只感染
'

种呼吸道病毒的阳性率为
%,+*̀

$

,*

"

.%

&#

混合感染的阳性率为
*(+;̀

$

'&

"

.%

&#结果见表
'

'

/+'

!

液相芯片与
#5$69#

检测结果比较
!

将
.%

例

咽拭子样本进行
J53̂

1

#?A

)

"0@G10

P

Y"0@L6@B?L

Q@AG

和
#5$69#

方法的比较#对每种呼吸道病毒检测

结果比较见表
*

'人博卡病毒的检出率最高$为

;%+&̀

&%肠 道 病 毒 和 鼻 病 毒 次 之 $为
*&+.̀

&'

J53̂

1

#?A

)

"0@G10

P

Y"0@L6@B?LQ@AG

和
#5$69#

方

法在肠道病毒*鼻病毒*人博卡病毒*腺病毒*呼吸道

合胞病毒和
h'2'

的检测结果比较#差异均有统计学

意义$

!

*

D%%+(-&

*

%%+(-&

*

(&+-:-

*

%+&*(

*

%;+,-'

和

;+*-'

#

"

$

-+-(

&%由于剩下的冠状病毒只检出
'

例真

阳性结果及副流感病毒只检出
'

例假阳性结果#因此

不纳入统计'分析不同病毒的灵敏度和特异度#发现

这两种方法对肠道病毒*鼻病毒*人博卡病毒*腺病

毒*呼吸道合胞病毒*

h'2'

和冠状病毒检测的灵敏

度均 为
'--̀

#特 异 度 为
:&+;;̀

"

'--+--̀

%

J53̂

1

#?A

)

"0@G10

P

Y"0@L6@B?LQ@AG

法对腺病毒和

h'2'

的阳性预测值最低#分别为
';+;.

和
*-̀

#其

余的均在
.*+.,̀

以上%

J53̂

1

#?A

)

"0@G10

P

Y"0@L

6@B?LQ@AG

法对所有可能检测到的呼吸道病毒的阴性

预测值均为
'--̀

'

J53̂

1

#?A

)

"0@G10

P

Y"0@L6@B?LQ@AGF*

液相芯

片法和
#5$69#

法检测呼吸道病毒总体结果比较#一

致的有
(&

例#其中阳性为
%*

例#阴性为
'.

例#与
#5$

69#

结果一致%结果不一致的标本有
'(

例#两种方法

一致率为
.&+.*̀

%总体而言#

J53̂

1

#?A

)

"0@G10

P

Y"0@L6@B?LQ@AGF*

液相芯片法对呼吸道病毒的检测

灵敏性为
'--+-̀

#特异度为
(,+'*̀

#其中阳性预测

值和阴性预测值分别为
.,+;:̀

和
'--+-̀

#差异有统

计学意义$

!

*

D*(+&(.

#

"

$

-+-(

&'

表
*

!!

J53̂

1

#?A

)

"0@G10

P

Y"0@L6@B?LQ@AG

和
#5$69#

法对每种呼吸道病毒检测结果比较$

)D.%

%

病毒
J53̂

1

#?A

)

"0@G10

P

Y"0@L6@B?LQ@AG

#5$69#

6 2

!

*

"

灵敏度

$

`

&

特异度

$

`

&

阳性预测值

$

`

&

阴性预测值

$

`

&

肠道病毒
6 '; ; %%+(-& -+--- '--+-- :&+;; .*+., '--+--

2 - (*

鼻病毒
6 '; ; %%+(-& -+--- '--+-- :&+;; .*+., '--+--

2 - (*

人博卡病毒
6 %( , (&+-:- -+--- '--+-- :&+;; &,+.( '--+--

2 - *;

腺病毒
6 ' ( %+&*( -+-*; '--+-- &,+'( ';+;. '--+--

2 - ;:

呼吸道合胞病毒
6 % ' %;+,-' -+--- '--+-- &:+(. :-+-- '--+--

2 - ;&

+

':''

+

检验医学与临床
*-'&

年
(

月第
';

卷第
&

期
!

<@M8?N9L"B

!

8@

P

*-'&

!

Y1L+';

!
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续表
*

!!

J53̂

1

#?A

)

"0@G10

P

Y"0@L6@B?LQ@AG

和
#5$69#

法对每种呼吸道病毒检测结果比较$

)D.%

%

病毒
J53̂

1

#?A

)

"0@G10

P

Y"0@L6@B?LQ@AG

#5$69#

6 2

!

*

"

灵敏度

$

`

&

特异度

$

`

&

阳性预测值

$

`

&

阴性预测值

$

`

&

副流感病毒
6 - ' E E -+-- &:+;( -+-- '--+--

2 - .,

冠状病毒
6 ' - E E '--+-- '--+-- '--+-- '--+--

2 - .,

h'2' 6 ' % ;+*-' -+-', '--+-- &%+(* *-+-- '--+--

2 - ;&

!!

注!

6

代表阳性#

2

代表阴性%

E

为此项无数据

'

!

讨
!!

论

!!

在新发和再发传染病威胁人类健康的时代#应该

重视急性传染病的预防和控制措施'急性传染性疾

病病原体的快速检测技术是一个日新月异的话题'

病原微生物的快速检测在传染病的诊治中至关重要#

为临床诊断带来积极的影响'病毒和细菌均可引起

急性呼吸道疾病#而且基于传播途径简单#传播范围

广泛等特点#呼吸道病毒引起的急性呼吸道疾病尤为

突出'目前#呼吸道病原体检测的常规方法$

#5$

69#

&的灵敏度和特异度有一定的局限性#且所需要

的样本量多#实验检测耗费的时间长#给急性呼吸道

传染性疾病疫情的应急处理带来了困难'

本研究采用的液相芯片技术可平行检测
'-

种呼

吸道病毒#在本研究的
.%

例标本中检测出其中
:

种#

未检出乙型流感病毒和人偏肺病毒'同一例标本经

液相芯片与
#5$69#

检测#两者检测结果的一致率

高#且大部分实验结果提示液相芯片灵敏度高于
#5$

69#

'本研究还发现
J53̂

1

#?A

)

"0@G10

P

Y"0@L6@B$

?LQ@AG

液相芯片法对每种病毒所检出的特异度很好

$均
&

:&+;;̀

&#这与国内相关报道的相似(

;

)

'伊洁

等(

.

)研究表明#

J53̂

1

#?A

)

"0@G10

P

Y"0@L6@B?LQ@AG

液相芯片法对呼吸道病毒的检测性能优于其他方法'

本研究将
.%

例临床标本分别通过液相芯片技术与

#5$69#

技术检测#对结果进行对比后发现#共有
'(

例结果不一致'经过对临床标本进行
69#

及测序发

现#测序结果跟
#5$69#

结果一致#所以判定这
'(

例

不一致的结果为液相芯片的假阳性结果'分析原因

为以下几点!$

'

&国内其他研究发现液相芯片的灵敏

度很高#检出下限可达
'-/1

)P

"

#

<

(

:

)

%$

*

&实验过程中

产生气溶胶导致交叉污染'对以上原因可提出如下

的解决办法!$

'

&多重
69#

扩增和杂交反应在不同的

实验室内进行#防止气溶胶污染%$

*

&全程使用带滤芯

移液枪枪头#防止气溶胶污染%$

,

&保持杂交反应实验

室的洁净#减少气溶胶污染%$

%

&实验操作过程轻微*

快速#减少气溶胶的产生'通过以上办法可以减少液

相芯片的假阳性结果#提高与
#5$69#

方法的一致率

和特异度'

本研究主要的研究对象是儿童#急性呼吸道感染

是一 种 常 见 和 多 发 的 儿 科 呼 吸 道 传 染 病(

&$''

)

'

fCh2e5C2[

等(

'*

)研究报道#

&-̀

以上的儿童呼吸

道感染由非细菌性病原菌引起#其中有腺病毒*呼吸

道合胞病毒*甲型流感病毒*乙型流感病毒和副流感

病毒等呼吸道病毒#以及肺炎支原体最为常见#通常

以混合感染形式出现#且上呼吸道标本的混合感染率

较高#病原学表现较为复杂'其他研究发现
.E&

月

儿童上呼吸道混合感染率为
*.̀

(

'*

)

#与本研究检测

的混合感染率相近#该研究还表明混合感染主要是肠

道病毒或鼻病毒跟其他病毒混合感染#与本研究所发

现的混合感染情况相符'文献(

',$';

)报道引起儿童

急性上呼吸道感染的主要致病原有流感病毒*肠道病

毒*鼻病毒*腺病毒和呼吸道合胞病毒#本研究所使用

的试剂盒对以上病毒及其混合感染均可进行快速高

效的检测#为儿童呼吸道感染的临床诊断提供准确的

病原学参考依据'还有研究表明#儿童上呼吸道感染

'-̀

"

*-̀

与鼻病毒相关#本研究中鼻病毒检出率为

*&+.̀

#检出率的略高可能与病毒季节性流行有关'

肺炎支原体也是能够引起儿童呼吸道感染的常见病

原体之一(

'.$':

)

'本研究使用的液相芯片试剂盒的局

限之处在于不能检出肺炎支原体#后续可以根据肺炎

支原体核酸的保守序列设计探针偶联到微球上#扩大

试剂盒应用范围#便于作出更全面的快速临床诊断'

虽然
J53̂

1

#?A

)

"0@G10

P

Y"0@L6@B?LQ@AG

液相

芯片试剂盒较贵#但相对于常规方法
#5$69#

所需要

的试剂耗材*人力*物力*耗时的总和要少'整个实验

操作简单#完整的流程只需
%

"

;I

'液相芯片技术凭

借以微球作为载体锚定多种病原体核酸探针的技术

及高通量的优势#识别患者的多种病原体混合感染的

情况#为患者的临床治疗提供可靠而准确的临床诊

断#减少不必要的医疗费用'液相芯片技术凭借灵敏

度高*特异度好等优点#在疾病诊断领域及应对重大

传染病的爆发流行和突发公共卫生应急事件方面有

非常广阔的应用前景(

'&

)

'
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