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甲、乙型流感病毒核酸联合测定试剂盒（荧光 PCR 法） 
【产品名称】 

通用名称：甲、乙型流感病毒核酸联合测定试剂盒（荧光 PCR 法） 

【包装规格】  25 人份／盒、50 人份／盒。 

【预期用途】 本试剂盒对人口咽拭子的甲、乙型流感病毒（influenza virus A&B）RNA 核酸片段进行荧光 PCR 分型定性检测。 

流感病毒是 RNA 病毒，外观形态呈直径约 100nm 的球状、或长达数千 nm 的丝状。病毒颗粒的表面有两种形态不一，长度

均为 10~20nm 的糖蛋白突起，即血凝素（HA）和神经氨酸酶（NA），均具有抗原性。根据病毒核蛋白和膜基质蛋白抗原性不同，

将流感病毒分为甲（A）、乙（B）和丙（C）3 个型，按照 HA 和 NA 抗原特性的不同又将同型病毒分为若干亚型。目前甲型流

感病毒共有 16 个 H 亚型（H1-H16）和 9 个 N 亚型（N1-N9）。小儿患流感时其临床症状常因年龄不同而各具特点，年长儿症状

与成人相似，多表现为普通感冒型，起病急骤，有高热、畏寒、头痛、背痛、四肢酸痛、疲乏等，不久即出现咽痛、干咳、流鼻

涕、眼结膜充血、流泪，以及局部淋巴结肿大。婴幼儿则临床表现每与其他呼吸道病毒感染相似，不易区分，炎症涉及上呼吸道、

喉部、气管、支气管、毛细支气管及肺部，病情较严重。幼小婴儿可有严重的喉、气管、支气管炎伴粘稠痰液，甚至发生呼吸道

梗阻现象。乙型流感临床表现与甲型相似，但较多见鼻、眼部症状体征，以及由急性良性肌炎引起的肌痛，主要见于下肢，尤以

小腿腓肠肌疼痛为甚，而全身中毒表现如头昏、疲乏等则较轻。本试剂盒的实验操作人员应接受过基因扩增或分子生物学方法检

测的专业培训，具备相关的实验操作资格，实验室应具备合理的生物安全防备设施及防护程序。本产品可用于临床对甲型流感和

乙型流感的辅助诊断。 

【检验原理】  本试剂盒应用一步法 RT-PCR 与 Taqman 技术结合，采用甲、乙型流感病毒特异性引物探针，实现对甲、乙型流

感病毒 RNA 核酸片段的荧光 PCR 分型检测。本试剂盒应用一步法 RT-PCR 与 Taqman 技术结合，分别针对甲型和乙型流感病毒

设计特异性引物和探针，甲型流感病毒探针标记 FAM 荧光素，乙型流感病毒探针标记 VIC 荧光素，内标探针标记 Cal red610 荧

光素，通过 PCR 变性、退火、延伸，将样本中病毒核酸特异性扩增，并通过不同荧光素标记的探针发出的光信号被 PCR 仪采集，

在仪器上呈现出扩增曲线，通过对扩增曲线以及 Ct 值的判断，实现试剂盒同时对甲型流感病毒和乙型流感病毒的检测，内标可

以监控假阴性。 

【主要组成成分】 

序

号 

组分 包装规格 体积／

人份 

主要成分 

25 人份 50 人份 

1 
甲乙型流感病毒核酸荧光

PCR 检测混合液 
513μL×1 988μL×1 19μL 2 对引物、3 条探针及 RT-PCR Mix 

2 RT-PCR 酶 27μL×1 52μL×1 1μL 逆转录酶、Taq DNA 聚合酶 

3 甲乙型流感病毒内标 30μL×1 60μL×1 1μL 含目的基因相似片段的缺陷性病毒 

4 甲乙型流感病毒阴性对照品 150μL×1 150μL×1  0.9%氯化钠溶液 

5 甲乙型流感病毒阳性对照品 150μL×1 150μL×1  含目的基因片段的缺陷性病毒 

说明：不同批号的组分不可以互换使用。 

【储存条件和有效期】  本试剂盒应在－20±5℃避光保存，有效期 12 个月。 

荧光 PCR 检测混合液反复冻融不宜超过 3 次，开瓶后请于 2 个月内使用。生产日期及失效日期见标签。 

【适用仪器】  本试剂盒适用于 ABI Prism 7500 实时荧光 PCR 仪；Bio-Rad CFX96 实时荧光 PCR 仪；上海宏石医疗科技有限公

司 Slan 荧光 PCR 检测系统。 

【样本要求】  样本应使用头部为合成纤维的拭子（例如，聚酯纤维），用铝或塑料做柄（不推荐棉拭子和木柄）。样本采集管中

应含有 3ml 无菌病毒采样液（含蛋白质稳定剂，阻止细菌和真菌生长的抗生素，缓冲液）。 

样本采集方法：口咽拭子：用拭子适度用力拭抹咽后壁和两侧扁桃体部位，应避免触及舌部；迅速将拭子浸入样本采集管中，尾

部弃去，旋紧管盖并密封，以防干燥。 

样本取样前，将采集管（含拭子）漩涡震荡 1 分钟后，再吸取样本进行后续 RNA 提取。 

运输及保存：采集好的样本应立即用冰块或冰排保存或置于 4 ℃ （冰箱），低温密闭送检，若不立即检测则保存在 4℃（不能超

过 4 天）或者-70℃或-70℃以下，避免反复冻融。 

【检验方法】   

1. 样本、对照品的 RNA 提取处理 

本试剂盒不含提取试剂，可选以下三种经过验证的商业化提取试剂盒进行提取： 

A． QIAGEN-- QIAamp Viral RNA Mini Kit（50）--货号 52904，提取按照生产厂商的说明书操作步骤进行 RNA 抽提，需要

注意提取时将甲乙型流感病毒内标 1μL 加入到 Buffer AVL 中，后续操作按照说明书。 

B． 上海之江—核糖核酸（RNA）抽提试剂盒（磁珠柱提取法）--货号 ME-0010， 提取按照生产厂商的说明书操作步骤进

行 RNA 抽提，需要注意提取时将甲乙型流感病毒内标 1μL 加入到结合缓冲液中，后续操作按照说明书。 

C．上海之江—核糖核酸（RNA）抽提试剂盒（磁珠法）--货号 ME-0001， 提取按照生产厂商的说明书操作步骤进行 RNA
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抽提，需要注意提取时将甲乙型流感病毒内标 1μL 加入到结合缓冲液中，后续操作按照说明书。 

试剂盒的阴、阳性对照品需要经过提取，提取程序和样本一致。 

2.试剂配制  

取 n×19μL 甲、乙型流感病毒核酸荧光 PCR 检测混合液与 n×1μL RT-PCR 酶(n 为反应管数)，振荡混匀数秒, 3000rpm 离心数

秒。 

3.加样 取上述混合液 20μL 置于 PCR 管中，然后将样本、阳性对照品、阴性对照品的核酸提取产物各 5μL 分别加入 PCR 管中，

盖好管盖，立即进行 PCR 扩增反应。 

4. PCR 扩增  反应管置于荧光 PCR 仪上，推荐循环参数设置： 

45℃×10min; 95℃×15min;再按 95℃×15sec→60℃×60sec，循环 45 次；单点荧光检测在 60℃，反应体系为 25μL。 

荧光通道检测选择如下： 

机型      通道 1 2 3 

ABI7500 FAM VIC TEXAS RED 

CFX96 FAM VIC Cal Red 610 

SLAN 通道 1 通道 2 通道 3 

备注：如使用 ABI Prism7500 实时荧光 PCR 仪，请务必于 passive reference 和 quencher 处均选择“none”。 

5. 基线和阈值设定  基线调整取 6-15 个循环的荧光信号，阈值设定原则以阈值线刚好超过阴性对照品检测荧光曲线的最高点。 

6. 质量控制   

阴、阳性对照品检测结果应符合下表要求，否则实验视为无效。 

 质控品 FAM 通道（甲流） VIC 通道（乙流） 610 通道（内标） 

1 阳性对照品 Ct 值≤35，且具有明显 S 型扩增曲线 Ct 值≤35，且具有明显 S 型扩增曲线 ——（见注 1） 

2 阴性对照品 Undetermined 或 N/A 或 No Ct Undetermined 或 N/A 或 No Ct Ct 值≤42，且具有明显

S 型扩增曲线 

注 1：对于 FAM 通道或 VIC 通道具有明显 S 型扩增曲线（Ct≤42）的样本，其 610 通道扩增结果可能有明显 S 型扩增曲线（Ct≤42），

也可能因为高浓度的目的基因竞争性抑制而导致无 S 型扩增曲线或 No Ct。 

【阳性判断值】根据临床试验数据绘制 ROC 曲线，确定本试剂盒的阳性判断值为 Ct=42。。 

【检验结果的解释】 

在质控品正常的情况下，结果判断如下： 

 FAM 通道 VIC 通道 610 通道 结果判断 

1 Undetermined 或 N/A 或 No Ct Undetermined 或 N/A 或 No Ct Ct 值≤42，且具有明显

S 型扩增曲线 

甲、乙型流感病毒阴性 

2 Ct 值≤42，且具有明显 S 型扩增

曲线 

Undetermined 或 N/A 或 No Ct —— （见注 1） 甲型流感病毒阳性 

3 Undetermined 或 N/A 或 No Ct Ct 值≤42，且具有明显 S 型扩增

曲线 

—— （见注 1） 乙型流感病毒阳性 

4 Ct 值≤42，且具有明显 S 型扩增

曲线 

Ct 值≤42，且具有明显 S 型扩增

曲线 

—— （见注 1） 甲、乙型流感病毒均阳性 

5 Undetermined 或 N/A 或 No Ct Undetermined 或 N/A 或 No Ct Undetermined 或  N/A

或 No Ct 

表明 PCR 反应受到抑制

或提取不当，应重新提取

样本进行检测。 

待检样本无论在 FAM 还是 VIC 通道，Ct 值在 42~45 之间，则需对核酸提取产物进行重复检测，如仍在 42~45 之间，则判为低于

检测限，报告为阴性。 

【检验方法的局限性】 本试剂盒的检测结果仅供临床参考，对患者的临床诊治应结合其症状/体征、病史、其他实验室检查及治

疗反应等情况综合考虑。当检测样本中被检核酸浓度含量低于最低检测限时可能会发生假阴性的结果；不合理的样本采集、转运

及处理有可能会发生假阴性结果。实验室环境污染，试剂污染，样本交叉污染会出现假阳性结果。试剂运输，保存不当或试剂配

制不准确引起的试剂检测效能下降，出现假阴性的结果。 

【产品性能指标】 

1. 最低检测限： 1×103copies/mL，0.1TCID50/mL 。 

2. 阳性参考品：企业阳性参考品：用甲型流感病毒阳性参考品 P1~P5 进行检测，检测结果应均为甲型流感病毒阳性且乙型流感

病毒阴性（阳性符合率 5/5）；用乙型流感病毒阳性参考品 P1~P5 进行检测，检测结果应均为乙型流感病毒阳性且甲型流感病

毒阴性（阳性符合率 5/5）。国家阳性参考品：对 PC01~PC06 进行检测，符合相关要求； 

3. 阴性参考品：企业阴性参考品：用阴性参考品 N1~N7 进行检测，检测结果应均为甲、乙型流感病毒全为阴性（阴性符合率

7/7）。国家阴性参考品：对 NC01~NC06 进行检测，符合相关要求； 

4. 最低检出限参考品：企业最低检出限参考品：甲型流感病毒最低检出限参考品 IFVA-1 经 1:10、1:100、1:1000、1:10000 倍稀

释，检测结果均应为甲型流感病毒阳性；乙型流感病毒最低检出限参考品 IFVB-1 经 1:10、1:100、1:1000、1:10000 倍稀释，

检测结果均应为乙型流感病毒阳性。国家最低检出限参考品：对 S1~S5 进行检测，符合相关要求。 

5. 精密度：企业参考品精密度：本试剂盒对甲型流感病毒和乙型流感病毒检测的批内不精密度均＜5%。国家参考品精密性：

对精密性参考品 CV1 和 CV2 重复测定 10 次，CV1 均为乙型流感阳性、甲型流感阴性，CV2 均为甲型流感阳性、乙型流感

阴性，Ct 值的 CV 均不大于 5.0%，符合相关要求； 

6. 分析特异性： 

A. 交叉反应： 经验证本试剂盒与肠道病毒 71 型（Ct=23）、腺病毒（2×106PFU/mL）、呼吸道合胞病毒（8×104 PFU/mL）、副流
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感病毒（Ct=27）、流感嗜血杆菌（3.6×106 CFU/mL）、结核分枝杆菌（Ct=20）、肺炎支原体（Ct=24）、肺炎衣原体（Ct=28）、

金黄色葡萄球菌（9.1×107 CFU/mL）、肺炎链球菌（106 CFU/mL）、巨细胞病毒（Ct=25）、人偏肺病毒（2×105 PFU/mL）、流

行性腮腺炎病毒（Ct=27）、人冠状病毒（Ct=28）、麻疹病毒（2.4×105 PFU/mL）、鼻病毒（1.1×105PFU/mL）、化脓链球菌

（2×106CFU/mL）、唾液链球菌（3.1×107CFU/mL）、脑膜炎奈瑟菌（1.6×107CFU/mL）、百日咳杆菌（5×106CFU/mL）均不会

发生交叉。且甲型流感病毒和乙型流感病毒之间不会发生交叉。 

B. 干扰物质研究：常用药物，如达菲（≤0.019mg/mL）、氢化可的松（≤0.025mg/mL）、头孢拉定（≤1mg/mL）、依替米星

（≤0.02mg/mL）、莫匹罗星（≤0.2%）、盐酸肾上腺素（≤1mg/mL）、地塞米松（≤0.3mg/mL）、妥布霉素（≤0.014mg/mL）均

不会干扰本试剂盒检测；含粘蛋白（≤0.9mg/mL）标本或含 5%血液标本不会干扰本试剂盒检测。 

7. 临床试验：共检测 536 例口咽拭子样本，以国家有证试剂（广州华银公司的甲型流感病毒核酸诊断试剂盒和乙型流感病毒核

酸诊断试剂盒）作为参比方法，本试剂盒对甲型流感的阳性符合率为 92.63%（226/244），阴性符合率为 98.63%（288/292），

总符合率为 95.90%（514/536）；对乙型流感的阳性符合率为 92.25%（119/129），阴性符合率为 98.53%（401/407），总符合

率为 97.04%（520/536）。 

【注意事项】  开始检测前请仔细阅读本说明书全文。 

1. 整个检测过程应严格分在三区进行：PCR 反应体系的配制区；样本处理、加样区；PCR 扩增、荧光检测及结果分析区。各区

使用的仪器、设备、耗材和工作服应独立专用。实验后即请清洁工作台，并进行消毒。 

2. 使用不含荧光物质的一次性手套(经常替换) 、一次性专用离心管、自卸式移液器和带滤嘴吸头。 

3. 试剂准备和样本处理应使用超净工作台(负压式)或防污染罩，以防止对环境污染。 

4. 每次实验应设置阴、阳性对照品。 

5. 操作人员应经过专业培训，具有一定经验和操作技能。 

6. 操作台、移液器、离心机、PCR 扩增仪等仪器设备应经常用 10%次氯酸或 75%酒精、紫外线灯或臭氧消毒处理。 

7. 实验中接触过标准品和对照品的废弃物品（如吸头）、扩增完毕的离心管、样本等应进行无害化处理后方可丢弃。 

8. 试剂使用前应在常温下充分融化并混匀。 

9. PCR 反应混合液应避光保存。 

10. 反应管中尽量避免气泡存在，管盖需盖紧，反应结束后严禁打开 PCR 反应管。 

11. 不同批号的试剂请勿混用，请在有效期内使用试剂盒。 
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