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本发明公开了一种快速检测甲型流感病毒

的方法，包括以下步骤：制备：取0.01%氯金酸水

溶液100mL，加热至沸腾，加入1%柠檬酸三钠水溶

液1.3mL，继续煮沸10min，冷却，制得胶体金；标

记物制备：取上述制得胶体金100mL。本发明通过

以柠檬酸三钠还原法制备胶体金颗粒，标记抗甲

型流感病毒内部抗原的单克隆抗体，硝酸纤维素

膜上包被两种抗甲型流感病毒单克隆抗体的混

合液，制成免疫层析试纸，待测样品中的甲型流

感病毒首先与胶体金标记抗体结合，后移动至硝

酸纤维素上与固定的单克隆抗体发生反应，形成

肉眼可见的红色带，不仅简便快速、无需特殊仪

器设备而且特异性强，对甲型流感的诊断和流行

病学调查具有十分重要的应用价值。
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1.一种快速检测甲型流感病毒的方法，其特征在于，包括以下步骤：

制备：取0.01%氯金酸水溶液100mL，加热至沸腾，加入1%柠檬酸三钠水溶液  1 .3mL，继

续煮沸10min，冷却，制得胶体金；

标记物制备：取上述制得胶体金100mL，用0.1mol/L  K2CO3调节至pH8.2，边搅拌边缓慢

加入单克隆抗体3F1  3mg，继续搅拌30min后加入BSA至终浓度  1%，加入PEG至终浓度0.5%，

继续搅拌30min，3000  r/min离心10  min，弃沉淀，上清8500  r/min  离心30  min，弃上清，以

pH7.0，0.01mol/L-2%BSA  悬浮沉淀，制得胶体金标记物溶液，将玻璃纤维浸泡于胶体金标

记溶液中，取出冷冻干燥；

抗体包被：单克隆抗体3F1和3E8  分别稀释成3  mg/mL，后等量混合，羊抗鼠IgG稀释成

2.5mg/mL，将以上两种液体分别吸入喷膜机的两个注射器中，以1μL/cm喷于硝酸纤维素膜

中间位置，两条线间隔0.5  cm，37C干燥过夜；

试纸条组装：试纸条由吸水纸、硝酸纤维素膜、样品垫和塑料板组成，将各部分依次粘

贴到塑料板上，用切条机切成4  mm宽的条，加干燥剂密封于铝泊袋中；

检测：将检测试纸条放于水平桌面上，取100μL待测样品滴于加样处，第10-15min读取

结果，15min后的结果无效；

特异性测定：测定试纸与甲型流感病科毒及乙型流感病毒、副流感病毒、腺病毒和呼吸

道合尿胞病毒等病毒标本的特异性反应；

灵敏性测定:  选取3个代表性甲型流感病毒毒株A/京防/53/97、A/莫斯科/13/98和A/

贵防/10/94，做系列稀释，以原液为基准，分别稀释至1：10、1：100、1：500、1：800、1：1000和

1：1200，测定可检测的最高稀释度。

2.根据权利要求1所述的快速检测甲型流感病毒的方法，其特征在于，所述用于甲性流

感病毒的检测，其中检测试纸条纤维素膜上出现两条红色线为Flu-A阳性，出现一条红色线

靠近吸水纸端为阴性，无红色线条出现为试剂无效。

3.根据权利要求1所述的快速检测甲型流感病毒的方法，其特征在于，  所述用于试剂

盒特异性测定，其中，所用引物和探针核苷酸序列如下：

甲型流感病毒通用型检测体系  (5’-  3’)：

Infa-F1(W)：CGATCCTGTCACCTCTGACTAAG，

Infa-R1(W)：AGGGCATTTTGGCAAAGC，

Infa-FP1(W)：FAM-TGCCCAGTGAGCGAGGACTGC-BHQ1，

RnaseP-F1：CGCGGACAATGGCACTC，

RnaseP-R1：CGCACCAGCTCTTCCTCA，

RnaseP-FP1：HEX-ATGTCACTCTTCACAGTCAGCGGC-BHQ1  ；

H7  检测体系：

rH7(S)-F5：CATTCCGACAAATGCAGACAA，

rH7(S)-R5：CACTCCTCTTTCAGTTAATGTGTTTACTTT，

rH7(S)-FP5：FAM-ATCTGCCTCGGACATCATGCTGTGTC-BHQ1，

RnaseP-F1：CGCGGACAATGGCACTC，

RnaseP-R1：CGCACCAGCTCTTCCTCA，

RnaseP-FP1：HEX-ATGTCACTCTTCACAGTCAGCGGC-BHQ1；
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N9  检测体系：

rH7N9(S)-F5：CAGAAGGCCTGTTGCAGAAAT，

rH7N9(S)-R5：TGGCAYACACATTCAGATTCCT，

rH7N9(S)-FP5：

FAM-AACACATGGGCCCGAAACATACTAAGAACA-BHQ1，

RnaseP-F1：CGCGGACAATGGCACTC，

RnaseP-R1：CGCACCAGCTCTTCCTCA，

RnaseP-FP1：HEX-ATGTCACTCTTCACAGTCAGCGGC-BHQ1；

NP(2013)  检测体系：

H7N9(NP)-F1：GAGGGAACACCAACCAACAGA，

H7N9(NP)-R1：GCCATAATGGTTGCTCTTTCG，

H7N9(NP)-FP1：

FAM-CAGGTCAGCGTTCAACCCACTTTCTCAG-BHQ1，

RnaseP-F1：CGCGGACAATGGCACTC，

RnaseP-R1：CGCACCAGCTCTTCCTCA，

RnaseP-FP1：HEX-ATGTCACTCTTCACAGTCAGCGGC-BHQ1。

4.根据权利要求1所述的快速检测甲型流感病毒的方法，其特征在于，试剂盒的浓度和 

1 人份测试用量标准为  ：

Infa-F1(W)  10pmoL/μL  1.5μL，

Infa-R1(W)  10pmoL/μL  1.5μL，

Infa-FP1(W)  2.5pmoL/μL  1.5μL，

rH7(S)-F5  10pmoL/μL  1.0μL，

rH7(S)-R5  10pmoL/μL  1.0μL，

rH7(S)-FP5  2.5pmoL/μL  1.5μL，

rH7N9(S)-F5  10pmoL/μL  2.0μL，

rH7N9(S)-R5  10pmoL/μL  2.0μL，

rH7N9(S)-FP5  2.5pmoL/μL  2.0μL，

H7N9(NP)-F1  10pmoL/μL  1.5μL，

H7N9(NP)-R1  10pmoL/μL  1.5μL，

H7N9(NP)-FP1  2.5pmoL/μL  1.5μL，

RnaseP-F1  10pmoL/μL  0.5μL，

RnaseP-R  10pmoL/μL  0.5μL，

RnaseP-FP1  2.5pmoL/μL  0.5μL。
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一种快速检测甲型流感病毒的方法

技术领域

[0001] 本发明涉及病毒检测技术领域，具体来说，涉及一种快速检测甲型流感病毒的方

法。

背景技术

[0002] 甲型流感病毒是一类致病率极高的上呼吸道感染病毒，发病人群可达80%~90%，而

且其不但会感染人，也可感染猪、鸡等动物，常会引起大规模或局部的流行。甲型流感病毒

的持续流行给人们的健康、生活以及社会公共防疫系统带来了极大的干扰和压力，它已经

成为流行病学的主要研究对象之一。而且，近年来随着一些抗甲型流感病毒特性药的上市，

对流感病毒的准确检测已经成为药物使用的基础。因此开发一种快速检测甲型流感病毒的

试剂盒对流感的控制具有重要的临床意义。

[0003] 针对相关技术中的问题，目前尚未提出有效的解决方案。

发明内容

[0004] 针对相关技术中的问题，本发明提出一种快速检测甲型流感病毒的方法，以克服

现有相关技术所存在的上述技术问题。

[0005] 本发明的技术方案是这样实现的：

一种快速检测甲型流感病毒的方法，包括以下步骤：

制备：取0.01%氯金酸水溶液100mL，加热至沸腾，加入1%柠檬酸三钠水溶液  1.3mL，继

续煮沸10min，冷却，制得胶体金；

标记物制备：取上述制得胶体金100mL，用0.1mol/L  K2CO3调节至pH8.2，边搅拌边缓慢

加入单克隆抗体3F1  3mg，继续搅拌30min后加入BSA至终浓度  1%，加入PEG至终浓度0.5%，

继续搅拌30min，3000  r/min离心10  min，弃沉淀，上清8500  r/min  离心30  min，弃上清，以

pH7.0，0.01mol/L-2%BSA  悬浮沉淀，制得胶体金标记物溶液，将玻璃纤维浸泡于胶体金标

记溶液中，取出冷冻干燥；

抗体包被：单克隆抗体3F1和3E8  分别稀释成3  mg/mL，后等量混合，羊抗鼠IgG稀释成

2.5mg/mL，将以上两种液体分别吸入喷膜机的两个注射器中，以1μL/cm喷于硝酸纤维素膜

中间位置，两条线间隔0.5  cm，37C干燥过夜；

试纸条组装：试纸条由吸水纸、硝酸纤维素膜、样品垫和塑料板组成，将各部分依次粘

贴到塑料板上，用切条机切成4  mm宽的条，加干燥剂密封于铝泊袋中；

检测：将检测试纸条放于水平桌面上，取100μL待测样品滴于加样处，第10-15min读取

结果，15min后的结果无效；

特异性测定：测定试纸与甲型流感病科毒及乙型流感病毒、副流感病毒、腺病毒和呼吸

道合尿胞病毒等病毒标本的特异性反应；

灵敏性测定:  选取3个代表性甲型流感病毒毒株A/京防/53/97、A/莫斯科/13/98和A/

贵防/10/94，做系列稀释，以原液为基准，分别稀释至1：10、1：100、1：500、1：800、1：1000和
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1：1200，测定可检测的最高稀释度。

[0006] 进一步的，所述用于甲性流感病毒的检测，其中检测试纸条纤维素膜上出现两条

红色线为Flu-A阳性，出现一条红色线靠近吸水纸端为阴性，无红色线条出现为试剂无效。

[0007] 进一步的，所述用于试剂盒特异性测定，其中，所用引物和探针核苷酸序列如下：

甲型流感病毒通用型检测体系  (5’-  3’)：

Infa-F1(W)：CGATCCTGTCACCTCTGACTAAG，

Infa-R1(W)：AGGGCATTTTGGCAAAGC，

Infa-FP1(W)：FAM-TGCCCAGTGAGCGAGGACTGC-BHQ1，

RnaseP-F1：CGCGGACAATGGCACTC，

RnaseP-R1：CGCACCAGCTCTTCCTCA，

RnaseP-FP1：HEX-ATGTCACTCTTCACAGTCAGCGGC-BHQ1  ；

H7  检测体系：

rH7(S)-F5：CATTCCGACAAATGCAGACAA，

rH7(S)-R5：CACTCCTCTTTCAGTTAATGTGTTTACTTT，

rH7(S)-FP5：FAM-ATCTGCCTCGGACATCATGCTGTGTC-BHQ1，

RnaseP-F1：CGCGGACAATGGCACTC，

RnaseP-R1：CGCACCAGCTCTTCCTCA，

RnaseP-FP1：HEX-ATGTCACTCTTCACAGTCAGCGGC-BHQ1；

N9  检测体系：

rH7N9(S)-F5：CAGAAGGCCTGTTGCAGAAAT，

rH7N9(S)-R5：TGGCAYACACATTCAGATTCCT，

rH7N9(S)-FP5：

FAM-AACACATGGGCCCGAAACATACTAAGAACA-BHQ1，

RnaseP-F1：CGCGGACAATGGCACTC，

RnaseP-R1：CGCACCAGCTCTTCCTCA，

RnaseP-FP1：HEX-ATGTCACTCTTCACAGTCAGCGGC-BHQ1；

NP(2013)  检测体系：

H7N9(NP)-F1：GAGGGAACACCAACCAACAGA，

H7N9(NP)-R1：GCCATAATGGTTGCTCTTTCG，

H7N9(NP)-FP1：

FAM-CAGGTCAGCGTTCAACCCACTTTCTCAG-BHQ1，

RnaseP-F1：CGCGGACAATGGCACTC，

RnaseP-R1：CGCACCAGCTCTTCCTCA，

RnaseP-FP1：HEX-ATGTCACTCTTCACAGTCAGCGGC-BHQ1。

[0008] 本发明的有益效果是：通过以柠檬酸三钠还原法制备胶体金颗粒，标记抗甲型流

感病毒内部抗原的单克隆抗体，硝酸纤维素膜上包被两种抗甲型流感病毒单克隆抗体的混

合液，制成免疫层析试纸，待测样品中的甲型流感病毒首先与胶体金标记抗体结合，后移动

至硝酸纤维素上与固定的单克隆抗体发生反应，形成肉眼可见的红色带，不仅简便快速、无

需特殊仪器设备而且特异性强，对甲型流感的诊断和流行病学调查具有十分重要的应用价
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值。

具体实施方式

[0009] 下面将结合本发明实施例中的技术方案进行清楚、完整地描述，显然，所描述的实

施例仅仅是本发明一部分实施例，而不是全部的实施例。根据本发明的实施例，提供了一种

快速检测甲型流感病毒的方法。

[0010]

[0011] 根据本发明实施例的快速检测甲型流感病毒的方法，包括制备：取0.01%氯金酸水

溶液100mL，加热至沸腾，加入1%柠檬酸三钠水溶液  1.3mL，继续煮沸10min，冷却，制得胶体

金；

标记物制备：取上述制得胶体金100mL，用0.1mol/L  K2CO3调节至pH8.2，边搅拌边缓慢

加入单克隆抗体3F1  3mg，继续搅拌30min后加入BSA至终浓度  1%，加入PEG至终浓度0.5%，

继续搅拌30min，3000  r/min离心10  min，弃沉淀，上清8500  r/min  离心30  min，弃上清，以

pH7.0，0.01mol/L-2%BSA  悬浮沉淀，制得胶体金标记物溶液，将玻璃纤维浸泡于胶体金标

记溶液中，取出冷冻干燥；

抗体包被：单克隆抗体3F1和3E8  分别稀释成3  mg/mL，后等量混合，羊抗鼠IgG稀释成

2.5mg/mL，将以上两种液体分别吸入喷膜机的两个注射器中，以1μL/cm喷于硝酸纤维素膜

中间位置，两条线间隔0.5  cm，37C干燥过夜；

试纸条组装：试纸条由吸水纸、硝酸纤维素膜、样品垫和塑料板组成，将各部分依次粘

贴到塑料板上，用切条机切成4  mm宽的条，加干燥剂密封于铝泊袋中；

检测：将检测试纸条放于水平桌面上，取100μL待测样品滴于加样处，第10-15min读取

结果，15min后的结果无效；

特异性测定：测定试纸与甲型流感病科毒及乙型流感病毒、副流感病毒、腺病毒和呼吸

道合尿胞病毒等病毒标本的特异性反应；

灵敏性测定:  选取3个代表性甲型流感病毒毒株A/京防/53/97、A/莫斯科/13/98和A/

贵防/10/94，做系列稀释，以原液为基准，分别稀释至1：10、1：100、1：500、1：800、1：1000和

1：1200，测定可检测的最高稀释度。

[0012] 进一步的，所述用于甲性流感病毒的检测，其中检测试纸条纤维素膜上出现两条

红色线为Flu-A阳性，出现一条红色线靠近吸水纸端为阴性，无红色线条出现为试剂无效。

[0013] 进一步的，所述用于试剂盒特异性测定，其中，所用引物和探针核苷酸序列如下：

甲型流感病毒通用型检测体系  (5’-  3’)：

Infa-F1(W)：CGATCCTGTCACCTCTGACTAAG，

Infa-R1(W)：AGGGCATTTTGGCAAAGC，

Infa-FP1(W)：FAM-TGCCCAGTGAGCGAGGACTGC-BHQ1，

RnaseP-F1：CGCGGACAATGGCACTC，

RnaseP-R1：CGCACCAGCTCTTCCTCA，

RnaseP-FP1：HEX-ATGTCACTCTTCACAGTCAGCGGC-BHQ1  ；

H7  检测体系：

rH7(S)-F5：CATTCCGACAAATGCAGACAA，
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rH7(S)-R5：CACTCCTCTTTCAGTTAATGTGTTTACTTT，

rH7(S)-FP5：FAM-ATCTGCCTCGGACATCATGCTGTGTC-BHQ1，

RnaseP-F1：CGCGGACAATGGCACTC，

RnaseP-R1：CGCACCAGCTCTTCCTCA，

RnaseP-FP1：HEX-ATGTCACTCTTCACAGTCAGCGGC-BHQ1；

N9  检测体系：

rH7N9(S)-F5：CAGAAGGCCTGTTGCAGAAAT，

rH7N9(S)-R5：TGGCAYACACATTCAGATTCCT，

rH7N9(S)-FP5：

FAM-AACACATGGGCCCGAAACATACTAAGAACA-BHQ1，

RnaseP-F1：CGCGGACAATGGCACTC，

RnaseP-R1：CGCACCAGCTCTTCCTCA，

RnaseP-FP1：HEX-ATGTCACTCTTCACAGTCAGCGGC-BHQ1；

NP(2013)  检测体系：

H7N9(NP)-F1：GAGGGAACACCAACCAACAGA，

H7N9(NP)-R1：GCCATAATGGTTGCTCTTTCG，

H7N9(NP)-FP1：

FAM-CAGGTCAGCGTTCAACCCACTTTCTCAG-BHQ1，

RnaseP-F1：CGCGGACAATGGCACTC，

RnaseP-R1：CGCACCAGCTCTTCCTCA，

RnaseP-FP1：HEX-ATGTCACTCTTCACAGTCAGCGGC-BHQ1。

[0014] 借助于上述技术方案，通过以柠檬酸三钠还原法制备胶体金颗粒，标记抗甲型流

感病毒内部抗原的单克隆抗体，硝酸纤维素膜上包被两种抗甲型流感病毒单克隆抗体的混

合液，制成免疫层析试纸，待测样品中的甲型流感病毒首先与胶体金标记抗体结合，后移动

至硝酸纤维素上与固定的单克隆抗体发生反应，形成肉眼可见的红色带，不仅简便快速、无

需特殊仪器设备而且特异性强，对甲型流感的诊断和流行病学调查具有十分重要的应用价

值。

[0015] 另外，在一个实施例中，材料可提取为：毒株：Flu-A（16类）、乙型流感病毒、副流感

病毒、腺病毒和呼吸道合胞病毒，由国家预防医学科学院病毒所提供，按常规方法接种鸡胚

获得尿囊液。抗体：抗Flu-A  单克隆抗体，由本实验室制备；羊抗鼠IgC，由军事医学科学院

五所提供。试剂：氯金酸和柠檬酸三钠，Sigma公司产品，对照试纸条，美国Quidel公司产品；

硝酸纤维素膜，美国Millipore公司产品。仪器设备：离心机，型号3K30；冷冻干燥机，型号

FD-1；喷膜机，型号xyz3000；切条机，型号CMH000。

[0016] 另外，在一个实施例中，供试的甲型流感病毒共16份，结果全部显示为阳性；而乙

型流感病毒、副流感病毒、腺病毒和呼吸道合胞病毒共9份，结果全部显示为阴性。

[0017] 另外，在一个实施例中，取37位正常人鼻咽部分泌物用稀释液稀释后，分成两份，

一份直接检测，结果全部呈阴性；另外一份加入500倍稀释的A/京防/53/97，检测结果全部

呈阳性反应。

[0018] 另外，在一个实施例中，将GICA检测条置37C温箱中7d，与置于4C保存的试纸条其
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检测结果没有表现出差异。

[0019] 综上所述，借助于本发明的上述技术方案，通过以柠檬酸三钠还原法制备胶体金

颗粒，标记抗甲型流感病毒内部抗原的单克隆抗体，硝酸纤维素膜上包被两种抗甲型流感

病毒单克隆抗体的混合液，制成免疫层析试纸，待测样品中的甲型流感病毒首先与胶体金

标记抗体结合，后移动至硝酸纤维素上与固定的单克隆抗体发生反应，形成肉眼可见的红

色带，不仅简便快速、无需特殊仪器设备而且特异性强，对甲型流感的诊断和流行病学调查

具有十分重要的应用价值。

[0020] 以上所述仅为本发明的较佳实施例而已，并不用以限制本发明，凡在本发明的精

神和原则之内，所作的任何修改、等同替换、改进等，均应包含在本发明的保护范围之内。
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本发明公开了一种快速检测甲型流感病毒的方法，包括以下步骤：制
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