
 

 上海伯杰医疗科技股份有限公司

甲型流感病毒/乙型流感病毒核酸检测试剂盒（荧光 PCR法）说明书

【产品名称】甲型流感病毒/乙型流感病毒核酸检测试剂盒（荧光

PCR 法）

【包装规格】50 人份/盒
【货 号】ZC-LG-201-2
【预期用途】

本品用于体外定性检测临床人口咽拭子样本中的甲型流感病

毒（FLuA）和乙型流感病毒（FLuB）的核酸 RNA。

流行性感冒是由流感病毒引起的一种急性呼吸道传染病，春

冬季节高发，传播迅速，发病率高，流行期短，易引起暴发流行

或大流行，控制难度较大。流感病毒包括甲、乙、丙三型，甲型

最容易引起流行，乙型次之，丙型极少引起流行。流感病毒主要

经空气飞沫传播，常引起发热、乏力、肌肉酸痛以及轻到中度的

呼吸道症状，重者可致肺炎、心肌炎和心衰。由于这些病毒引起

的感染症状和流行特点相似，仅靠临床症状对病原进行区分非常

不可靠，实验室诊断方法有病毒分离、抗原检测与核酸检测等。

检测结果仅供临床参考，不能单独作为确诊或排除病例的依据。

【检测原理】

本试剂盒采用实时荧光 PCR 技术，以甲型流感病毒 M 蛋白和

乙型流感病毒 N 蛋白基因编码区的一段保守区作为靶区域，分别

设计甲型流感病毒和乙型流感病毒的特异性引物和特异性 Taqman
荧光探针。通过 1 管检测，同时实现对 2 种病原体的快速检测。

经过核酸提取后的临床样本，加入到试剂盒中提供的检测试剂配

制成 PCR 反应管中，使用荧光定量 PCR 仪进行一步法 RT-PCR 扩

增，并检测荧光信号，仪器软件系统自动绘制出实时扩增曲线。

本试剂盒设置了内参对照，用于对样本采集、保存和运输以及核

酸提取过程进行监控，避免假阴性结果的误判。

【主要组成成分】

组分名称 规格及数量 主要成分

核酸扩增反应液 600μL×1 管 镁离子、核苷酸混合液等

酶混合液 200μL×1 管 DNA 聚合酶、逆转录酶、UNG 酶

甲型流感病毒/乙
型流感病毒反应液

200μL×1 管
甲型流感病毒、乙型流感病毒和内参

RnaseP 的引物、探针

阳性对照 500μL×1 管

含 4×（106~107）copies/mL 甲型流感病

毒、乙型流感病毒和 RnaseP 基因特异

性片段的病毒样颗粒

弱阳性对照 500μL×1 管

含 4×（103~104）copies/mL 甲型流感病

毒、乙型流感病毒和 RnaseP 基因特异

性片段的病毒样颗粒

阴性对照 500μL×1 管 0.9%氯化钠

说明：

① 不同批号的组分不可以互换使用。

② 自备试剂：核酸提取试剂盒，可采用上海伯杰医疗科技股份有限公司生产的

核酸提取及纯化试剂（沪奉械备 20180202 号）。

【储存条件及有效期】

1．避光-20±5℃储存，有效期 12 个月。

2．开封后避光-20±5℃储存，对有效期没有影响。避免反复冻融，

冻融 6 次不影响检测效果。

3．生产日期、有效期至：见外包装盒。

【适用仪器】

ABI 7500 荧光定量 PCR 仪。

【样本要求】

1．适用样本类型为口咽拭子样本。

2．口咽拭子样本采集按照《临床护理实践指南》（2011 版）中关

于口咽拭子标本的采集进行操作。操作步骤：用压舌板轻压舌

部，迅速用拭子（推荐塑料柄的棉签拭子、塑料柄的聚酯纤维

拭子、塑料柄的尼龙植绒拭子）擦拭患者口腔两侧腭弓及咽、

扁桃体的分泌物，避免拭子触及其他部位；将拭子头浸入采样

液中（3mL 含有阻止细菌和真菌生长的抗生素缓冲液、

3mLHank’s 液、3mL 磷酸盐缓冲液），在采样液中压拭子头部

数次，弃去尾部，旋紧管盖，以防干燥。将采集好的样本注明：

编号、样本类型、采集时间。样本提取前，将采集管（外螺旋

扣、耐-80℃冻存）旋涡振荡 1 分钟后混合均匀，再进行核酸提

取。

3．样本采集后应及时检测，2℃～8℃保存 3 天内完成检测，超过

3 天应置于-40±5℃或以下保存 12 个月不影响检测结果。避免

反复冻融，冻融 6 次不影响检测结果。

【检验方法】

1．试剂准备（试剂准备区）

从试剂盒中取出核酸扩增反应液、酶混合液、甲型流感病毒/
乙型流感病毒反应液，室温融化，充分振荡混匀后瞬间离心。

计算试剂使用份数 N（N=样本数+1 管阳性对照+1 管弱阳性对

照+1 管阴性对照），根据下表配置反应体系，加入一适当体积离

心管中，充分振荡混匀后瞬间离心，按 20μL 分装至 PCR 反应管

中，并转移至样本处理区。

组分名称 加入体积（μL）/人份

核酸扩增反应液 12
酶混合液 4
甲型流感病毒/乙型流感病毒反应液 4

总体积 20

2．样本处理（样本处理区）

① 核酸提取：待测样本、阳性对照、弱阳性对照及阴性对照按照

核酸提取试剂盒说明书进行操作。

② 加样：在上述准备好的 PCR 反应管中分别加入待测样本、阳性

对照、弱阳性对照和阴性对照核酸各 5μL，终体积为 25μL/管，

盖紧管盖，瞬时离心。

3．PCR 扩增检测（核酸扩增区）

① 将 PCR 反应管置荧光定量 PCR 仪扩增检测。

② 循环参数设定

步骤 温度 时间 循环数

1 逆转录 50℃ 15min 1cycle
2 预变性 95℃ 5min 1cycle

3 变性 95℃ 15s 45cycles
退火/延伸/检测荧光 55℃ 40s

说明：

① 步骤 3 中 55℃时设置荧光检测。

② ABI7500 荧光 PCR 仪不选 ROX 校正，淬灭基团选 None。
4．结果分析参数设定

阈值设定：根据分析后图像调节 Baseline 的 Start 值、End 值

以及 Threshold 的 Value 值（Start 值建议设在 3～15、End 值建议

设在 5～20，同时调整阴性对照的扩增曲线平直或低于阈值线），

点击 Analysis 自动获得分析结果，在 Report 界面察看结果。

【阳性判断值】

对356例已知样本进行检测，采用受试者工作特征（ROC）曲

线确定甲型流感病毒阳性判断值为CT值等于40，此时灵敏度为

100%，特异性为99.0%；乙型流感病毒阳性判断值为CT值等于39，
此时灵敏度为100%，特异性为98.4%。

【检验结果的解释】

1．质控标准

以下要求需在同一实验中同时满足，否则本次实验无效。

荧光通道

对照名称

FAM通道

（FLuA）
VIC通道

（FLuB）
ROX通道

（内参）

阴性对照 UNDET UNDET UNDET
阳性对照 CT≤30 CT≤30 CT≤30
弱阳性对照 CT≤36 CT≤36 CT≤36

2．结果判读

① 在仪器正常，阳性对照、弱阳性对照和阴性对照检测结果符合

质控标准的情况下，进行待测样本检测结果的分析与判读。

② 阳性判读：以下结果判读成立的条件 ROX 通道 CT≤40。
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a：FAM 通道 CT≤40，甲型流感病毒阳性；

b：VIC 通道 CT≤39，乙型流感病毒阳性；

③ FAM 通道或 VIC 通道 CT 无数值，内标 Ct≤40，样本低于检测

限，判为阴性。

④ 复测：如果 FAM 通道 CT＞40，内标 Ct≤40，则判定结果位于

实验灰区，应对样本进行复检。复检结果若一致，结果为甲型

流感病毒阳性；若无数值，内标 Ct≤40，则判定结果为甲型流

感病毒阴性；如果 VIC 通道 CT＞39，内标 Ct≤40，则判定结

果位于实验灰区，应对样本进行复检。复检结果若一致，结果

为乙型流感病毒阳性；若无 CT 值，内标 Ct≤40，则判定结果

为乙型流感病毒阴性。

【检验方法的局限性】

1．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、其他实验室检测及治疗反应等情况综合考

虑。

2．有关假阴性结果的分析：

① 不合理的样本采集、转运及处理、样本中病毒滴度过低均有可

能导致假阴性结果。

② 流感病毒待测靶序列的变异或其他原因导致的序列改变可能

会导致假阴性结果。

③ 对于突发的新型甲型流感病毒，其检测的最适样本类型及感染

后的最佳采样时间可能尚未确认 ，因此，在同一患者分次、

多部位采集样本会降低假阴性结果的可能性。

3．待测核酸序列可能长时间出现在体内，而与病毒活性无关。核

酸检测阳性并不一定意味目前感染了相应病毒或其为临床症

状的致病因子。

【产品性能指标】

1．最低检测限：1×103copies/mL。
2．甲型/乙型流感病毒国家参考品（370006）符合情况如下：

① 6 份阳性参考品符合率为 100%；

② 6 份阴性参考品符合率为 100%；

③ 精密性参考品CV1和CV2分别重复10次，其CV均不大于5.0%；

④ 最低检出限参考品；

编号 病毒滴度 检测结果

S1 2.1×102TCID50/L 乙型流感病毒阳性、甲型流感病毒阴性

S2 2.0×102TCID50/L 乙型流感病毒阳性、甲型流感病毒阴性

S3 2.5TCID50/L 甲型流感病毒阳性、乙型流感病毒阴性

S4 1.0×102TCID50/L 甲型流感病毒阳性、乙型流感病毒阴性

S5 9.8TCID50/L 甲型流感病毒阳性、乙型流感病毒阴性

3．企业内部阳性/阴性参考品符合率：6 份阳性参考品符合率为

100%；6 份阴性参考品符合率为 100%。

4．对同一份精密度参考品进行 20 天、2 人、3 个批号试剂检测，

批内、批间精密度；日内、日间精密度；操作者内、间精密度；

实验室内、间精密度的 CV 均不大于 5.0%。

5．交叉反应：针对可能与甲型流感病毒/乙型流感病毒的样本产生

交叉反应的病毒（腺病毒 3 型、腺病毒 7 型、人冠状病毒、巨

细胞病毒、肠道病毒、人副流感病毒 1/2/3 型、麻疹病毒、人

偏肺病毒、流行性腮腺炎病毒、呼吸道合胞病毒、鼻病毒）和

其他病原体（百日咳杆菌、流感嗜血杆菌、结核分枝杆菌、金

黄色葡萄球菌、脑膜炎奈瑟菌、嗜水气单胞菌、肺炎链球菌、

化脓链球菌、唾液链球菌、肺炎衣原体、肺炎支原体）均无交

叉。

6．干扰试验：针对内源性干扰物质血红蛋白 500mg/dL、粘蛋白

≤0.9mg/mL、白细胞 1×1010/L、人血液 50%和外源性干扰物质

苯唑卡因 5μg/mL、肾上腺素 0.96mg/L、羟甲唑啉 0.345mg/L、

含防腐剂的氯化钠溶液 0.1mg/mL、倍氯米松 0.65mg/L、地塞

米松 0.5mg/L、氟尼缩松 0.43mg/L、布地奈德 0.2mg/L、莫美

他松 100µg/L、氟替卡松 200ng/mL、硫磺 0.5g/L、金英 0.2g/L、
曲安西龙 45µg/mL、薄荷脑 32µg/L、扎那米韦 142 ng/mL、莫

匹罗星 4.49 mg/L、妥布霉素 4µg/mL 进行验证，对试剂盒的检

测均无干扰。

7． 临床性能：在四家临床机构完成 650 例样本的临床试验，与

已上市同类产品相比：对甲型流感病毒的阳性符合率为

99.37%，阴性符合率为 99.80%，总符合率为 99.69%；对乙型

流感病毒的阳性符合率为 100%，阴性符合率为 99.60%，总符

合率为 99.69%。

【注意事项】

1．检测前必须仔细阅读本说明书，并严格按照要求进行操作。

2．本试剂盒为体外诊断试剂，操作要求一定的专业性，操作人员

应当经过专业培训。

3．本试剂盒检测的病原体核酸为 RNA，操作过程中使用的所有耗

材应不含 DNA 酶和 RNA 酶。

4．实验室操作按照《医疗机构临床基因扩增检验实验室管理办法》

进行。实验操作必须严格分区，各区域使用的仪器、设备、耗

材和工作服必须专用，不得交叉使用，避免污染。

5．试剂盒不同批号的组分不可以互换使用，各组分使用前应室温

融化，充分振荡混匀，瞬间离心后使用。

6．反应液分装时应避免产生气泡，上机前注意检查各反应管是否

盖紧。

7．实验结束后，应及时清理台面，并用 10%次氯酸钠、75%酒精

和紫外灯等措施进行消毒。

8．试剂盒涉及的待测样本应视为具有传染性，实验室所有操作应

符合《病原微生物实验室生物安全通用准则》；医疗废弃物处

理应按照《医疗废弃物管理条例》进行管理。
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【基本信息】

注册人/生产企业名称：上海伯杰医疗科技股份有限公司

住所：上海市奉贤区沪杭公路 1588 号 3 号楼 1302、1303、1304、
1305、1306、1307、1309 室

联系方式：4008603688 021-61984777
售后服务单位名称：上海伯杰医疗科技股份有限公司

联系方式：4008603688 021-61984777
生产地址：上海市奉贤区沪杭公路 1588 号 3 号楼 502 室、1003
室、1302 室

生产许可证编号：沪药监械生产许20202563号
【医疗器械注册证编号/产品技术要求编号】国械注准20213400828
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