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儿童社区获得性肺炎死亡病例中

b型流感嗜血杆菌的检测

胡惠丽 胡翼云何乐健俞桑洁 高薇杨永弘

·实验研究-

【摘要】 目的 明确b型流感嗜m杆菌(Hzb)在儿童社区获得|生肺炎死亡病例中的地位；探讨直

接原位聚合酶链反应(IsPcR)在小儿肺炎病原检测中的使用价值。方法 用普通rcR、&，uthem杂

交和直接IsPcR三种方法检测100例死于肺炎的儿童I厂『检石蜡包埋肺组织标本中的Hb，分析其致

病、致死及在肺组织中的分布情况，并对这些方法对比分析。结果 不同年代H-b的检出率无明显差

异。直接lsPcR对Hm的检出率高十其他力法；south㈣杂交阳性率为8％(8／100)，其叶1 20世纪

50 60年代阳性率为7 1％(4／56)，80年代全2002年阳性率为9 1％(4／44)，f=o 084，P>o 05；直

接IsPcR阳千牛率为17％(17门00)，20世纪5f)60年代阳性率为14 3％(8／56)．80年代至2002年阳

性率20 5％(9／44)，Y。=0 665．P>0 05；S。uthern杂交和直接IsrcR均为阳性的占7％。结论H·b

是儿童社区获得性肺炎的土要致病细菌之一，与患儿死亡有关系。直接ISPCR用于检测小儿肺炎病

原．灵敏、特异、可定位。

【关键词】流感嗜血杆菌；聚合酶链反应，直接原位
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社区获得性肺炎(conlmunity—acquired

pneumonta，cAP)是相对于医院获得性肺炎而言，儿

童时期常见的感染性疾病。虽经过几十年积极治

疗，其发病率与死亡率仍处于较高水平，在门诊患
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儿、呼吸系统疾病、住院所占床位和死亡病种中都处

于第一位“J。但我们尚未确切了解其主要病原，阻

碍了治疗的针对性和疫茁的使用。本研究使用普通

聚合酶链反应(PcR)、southern杂交和直接原位

PCR(ISPCR)检测死于肺炎的小儿石蜡包埋肺组织

标本，分析b型流感嗜咀杆菌(Hib)在儿童cAP死

亡病例中的致病地位，探讨柃测H出的直接IsPcR

方法。
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材料与方法

l研究对象：随机抽取1953 2002年在北京儿

童医院临床和尸检均诊断为肺炎(院内感染的肺炎

除外)的石蜡包埋肺组织标本100例。男64例，女

36例，年龄1月龄至5岁。

2实验方法：应用普通PCR、Southem杂交和

直接IsPcR三种方法检测100例石蜡包埋组织标

本中的H出。

(1)普通PcR：①引物：Hib荚膜基因引物(本实

验室自行设计)，扩增片段长度为735 bp。序列：上

游引物5’CCT CGC AAT GCA GTT TAT G(；T CC

3’；下游引物5’AAG CGG GAA TTT GAT ACC

TGA TGc 3’。实验证实此引物特异性强。②DNA

提取：每例标本均切取10“m蜡膜4片，经二甲苯脱

蜡，无水乙醇洗涤，蛋白酶K消化，酚一氯仿抽提肺

组织DNA。③普通PcR：25叫最佳反应体系。

94℃预变性3 min后，94℃变性30 s，60℃退火1 min，

72℃延伸40 s，37个循环后72℃冉延伸5 min。PcR

扩增产物经1．5％琼脂糖凝胶电泳。煮沸法提取纯

菌DNA和酚氯仿抽提小鼠Hib肺炎模型石蜡包埋

肺组织标本DNA作为阳性对照，同时设立阴性对

照(已知非肺炎石蜡包埋肺组织标本和空白对照)。

(2)s。utllcrll杂交：①制备Hib特异探针：Hib

特异性DNA探针片段的纯化与回收，操作规程严

格按照DNA片段快速纯化／【旦I收试剂盒(购自北京

鼎国生物技术有限责任公司)说明书进行；特异性核

酸探针的地高辛标记，操作规程严格按照地高辛

DNA标记及检测试剂盒(购自RDche公司)说明书

进行。②转膜：PcR、琼脂糖凝胶电泳后，将DNA片

段从凝胶转移至尼龙膜。③预杂交、杂交：65℃预杂

交1 h，相同温度下加入探针过夜杂交。④显色：

NBT／BCIP显色。

(3)直接IsPc硪2⋯：①每例标本均切取5“m蜡

膜，将蜡膜贴附于明胶载玻片。②常规二甲苯脱蜡，

梯度酒精人水，蛋白酶K消化。③直接IsPcR：

25 fzl反应体系中加人digoXin—11一duTP。M92_、Taq

酶、dNTP浓度均高于普通PcR。将反应体系滴于

载玻片，加盖盖玻片，指甲油封片。94℃预变性

3 mm后，94℃变性30 s，60℃退火1 min，72℃延伸

40 s，29个循环后72℃再延伸5 mIn。④NBT／BcIP

显色。光学显微镜下观察结果，散在或成堆的紫蓝

色颗粒为阳性信号。⑤对照组：已知阴性对照(已知

非肺炎石蜡包埋肺组织标本)、已知阳性对照(小鼠

肺炎模型石蜡包埋肺组织标本)、无引物、无Taq酶。

3统计学分析：应用sPss 10 0软件对数据进

行统计处理，各组之间率的差异比较应用x2检验。

P<0．05视为差异有统计学意义。

结 果

1儿童cAP死亡病例中Hib的检出率：见表

l。其中s。u出em杂交法阳性率8％(8／100)，直接

IsPcR法阳性率为17％(17／100)。southern杂交

法和自：接IsPcR法均为阳性的占7％(7／100)。两

种方法检测结果的差异无统计学意义(Y2=3．703，

P>0 05)。

表1 儿童(、AP死亡病例中H出的检出率

合计 2／100(2 O)8／1“l(8 0)17／100(17 0)1纠100(18 0)

注：括号外敢姑分母为柱测例敢，分于为刚胜例数；括号阿数据

为阳性率(％)

2不同年代儿童cAP北亡病例中Hib的检出

率比较：见表l。其中Southern杂交法，20世纪

50一60年代阳性率为7．1％(4／56)，80年代至2002

年阳性率为9 1％(4／44)，前者低于后者，但两者之

间差异无统计学意义(Y2=0．084，P>O．05)。直接

IsPcR法，50 60年代阳性率14．3％(8／56)，80年

代至2002年阳性率20 5％(9／44)，前者低于后者，

两者间差异亦无统计学意义(T2=O．665，P>

O 05)。50 60年代与80年代以后，Hib在。抒中

的检出率均无明显差异。

3儿童CAP死亡病例中Hib的检出率与年龄

的关系：≤2岁组87例中Hib阳性6例(6 9％)，>

2岁组13例中阳性2例(15 4％)，两组间比较，

Y2=0 925，P>O．05，差异无统计学意义(数据以

S。uthern杂交法为例，直接IsPCR检测结果亦然)。

4 PcR、S。uthem杂交和直接IsPcR三种检测

方法的比较：见表1和图l～3。三种方法中

Southern杂交和直接IsPCR对Hib的检出率均明

显高于普通PcR法，且j种方法之间差异有统计学

意义(矿=13 919，P<0 01)。两两比较，就

S【)uthern杂交与直接IsPcR比较而言，两者差异无

统纠学意义(Y2=3．703，P>O 05)。
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普通PcR soutbem杂交(wb探针

圈1 普通PcR、S0uthem杂交结果

普通PcR均笔阴性结果 ‘，序闰为柑同标奉

图2 普通P【、R呈阴性而S()utl·Ⅲ-朵交呈阳肚结果

1：MaTk州2：H·标准菌株(采用H1茼株通用引物)；3：与2相

同的}li菌株(采用H出特异引物)；4：Hzb菌株(采用Ht苘株通用引

物)；5：与4相同的Hm菌株(采用Ⅶb特异引物)

图3 卜nb引物扩增特异性

讨 论

儿童CAP病原谱多种多样，病原学诊断比较困

难，各国研究结果存在差异。在发展中国家，多项研

究已证实，细菌尤其是肺炎链球菌、Hib和金黄色葡

萄球菌是严重肺炎的重要致病菌”。本组研究结果

显示，死于肺炎的患儿中Hib感染17例(17％)，高

于大多数发达国家的研究结果”’7，这可能与病原

学检测方法有关。大多数国家采取咽分泌物培养、

血培养、血清学等检测方法，但这并不能反映肺炎病

原学的真实情况。苗先，多数病原如肺炎链球菌、流

感嗜m杆菌(Hi)既是肺炎的最常见致病菌，又是呼

吸道的正常菌群，因而咽分泌物培养不能真正反映

下呼吸道的致病菌。其次，血培养虽然特异性强，但

CAP常仅有短时的病毒血症或菌血症过程”o，再加

上抗乍素的普遍使Jl J，血培养的阳性率极低，筷至

100％阴性。再次，血清标本特异性抗原、抗原一抗体

复合物免疫学测定足目前常用的(HP病原学研究

方法，但由于细菌抗原的量较低，加之多数患者在就

诊前已使用过抗生素，易出现假阴性，故敏感性较

低；细菌特异性抗体检测易出现交叉反应，另一方

面，特异性抗体在治疗好转后仍在血循环中存在较

长时问，使抗原一抗体复合物免疫学测定的特异性下

降。本组研究以死于肺炎的小儿石蜡包埋肺组织标

本为研究对象，用PcR和杂交法检测病原特异性

DNA片段，这是检测肺炎病原最直接、特异、敏感的

途径。本组研究还发现，20世纪50 60年代与80

年代以后Hib在儿童cAP死亡病例中的检出率无

明显差异，进一步征明此种研究途径对病原菌的榆

测不受是否使川过抗生素治疗的干扰。

Hi，尤其是b型，是引起小儿严重细菌感染的主

要致病菌，据估计，全球每年有38万～50万儿童死

于Hib感染性疾病(WHo Hib management

guldeltnes，2000)。过去50年中，发达国家广泛开展

r对此菌的研究，并于近年来采用Hib结合疫苗进

行预防，取得了成功，使得Hib疾病大大减少，甚至

消失。1996年wH0已将Hib蛋白结合疫苗列入

扩大的计划免疫中，至2004年12月，全球有94个

国家(包括美洲、欧洲大部和澳洲)将这种疫苗纳入

国家计划免疫中，另有15个国家在GAvI资助下使

用这种疫苗，这样将这种疫苗纳入国家计划免疫的

就占全球所有围家和地区的一半左右。虽然不少发

展巾国家也逐渐认识到这一细菌在小儿感染性疾病

中的重要地位，但亚洲国家包括我国在内，对其研究

深度尚远远小够，Hib疾病负担仍未十分清楚，亚

洲绝大多数国家仍末考虑使用这一疫苗。冉1988

年以来本实验室对Hib疾病进行了一系列研究，证

实TF常小儿鼻咽部Hi的带菌率为23 9％，北京地区

上呼吸道感染患儿Hi携带率为36％，而H|b携带

率仅为1％”。，下呼吸道感染患儿IIi捡出牢为

15 7％．Htb检出率为13 7％，毫U步证实Hib在我国

小儿下呼吸道感染病原中占有重要地传””’“。本

研究进一步证实，儿童cAP死亡病例中存在Hib感

染的占17％，表明HIb是我国儿童cAI)尤其足细

菌性肺炎的重要病原，且与患儿死亡有关系。这提
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示我国也要尽快将Hib疫苗列入扩大计划免疫中的

必要。至于Hib究竟是原发感染还是继发感染，有

待于进一步研究。

患儿年龄不同，cAP病原谱也有所不同“⋯。本

组研究发现，Hib的检出率随着患儿年龄的增K而

上升，2～5岁检出率高于2岁以下儿童。这与一些

报道不相符。可能的原因：我们的研究对象为随机

抽取的死于cAP的患儿标本，不包括痊愈出院的肺

炎和门诊肺炎患儿；患儿年龄范围1月龄至5岁，其

中2岁以下儿童有87例，2～5岁的仅有13例，考

虑进一步扩大样本量可消除这一差异。

直接IsPcR的应用始于20世纪90年代初⋯，

其设计思想是将PcR的高效扩增与原位杂交细胞

定位相结合，在组织细胞原位检测单拷贝或低拷贝

的特定DNA或RNA序列；将PcR的结果与组织细

胞的形态特征联系起来，并能够判断含特异性靶序

列的细胞类型。直接IsPcR是在反应体系中使用

标记的t磷酸核苷酸或引物，使扩增产物直接携带

标记分子，再利用放射自显影术、免疫组织化学或亲

和组织化学等方法检测扩增产物。其优点在于：操

作简便，流程短，省时，结果直观“。本组研究使用

地高辛1l duTP，PcR原位扩增后，经免疫组织化

学法显色扩增产物，分析结果发现：Hib DNA的阳

性颗粒主要分布于组织细胞间，包括肺泡内(常伴有

出血)、扩张充血的血管中或周围，呈小灶状或片状

分布。我们在研究中发现，直接IsPcR对Hib的检

出率高于souhlern杂交，分析原因：首先，Hib阳性

的标本中，其阳性颗粒大多呈小灶状而非大片状分

布，表明感染的Hib菌萤较少，其DNA拷贝数较

低，可能在普通PCR和Southem杂交中无法反应卅

来。其次，直接IsPcR避免了DNA提取过程中

DNA量的丢失，避免了出血坏死等因素对液相PcR

DNA扩增的抑制作用。本组研究结果阴性对照均

为阴性结果，阳性对照均为阳性结果，考虑其结果可

靠，故得出结论：直接IsP【皿检测肺炎病原较

S。uthem杂交灵敏、特异、且可定位。
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