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2003年3141例儿科急性

呼吸道感染中副流感病毒的研究

王芳赵林清邓洁朱汝南钱渊

·实验研究·

【摘要l 目的探讨应用传代狗肾细胞(MDcK细胞)进行副流感病毒(P『v)的分离，了解近年

来北京地区儿科急性呼吸道感染中Plv的感染状况。方法 收集2001年1月至2(}03年12月急性

呼吸道感染患儿的临床标本3141例，应用微量细胞培养法比较MDcK细胞与传代猴肾细胞(vcr0细

胞)用于分离PIv的敏感性；所有标本接种于MDcK细胞，结合血凝试验及间接免疫荧光法进行PIv

检测。结果vem细胞PIv分离阳性的标本在M【)cK细胞中也得到阳性结果；3141例标本中PIv

阳性94例(3 O％)。“91例卜呼吸道感染患儿标本中PIVl 35例(2．9％)，PIV3儿例(0 9％)；1634

例下呼吸道感染患儿标本中PIVl 15例(0 9％)，PIV3 24例(1 5％)；207倒支气管哮喘患儿标本中

PIv阳性3例(1 4％)；38例发热患儿中PIv阳性1例；71例其他标本中PIv阳性5例。结论利用

MncK细胞可进行PIv的分离；北京地区儿科急性呼吸道感染中PIv感染是原因之一。

【关键词】副流感病毒；急性呼吸道感染；儿科

Parainnuen髓vir琳infectioⅡs in pedia埘c patieⅡts with acute r船piratory infectio哪in BeUi“g duri“g

2001—2003 wANG n增，zH40“n一掣憎，DFN(；JzP，ZH【，尺“一”oH，QmN hon Lo幻m￡o哪0，

"±ro￡。削，&2，i增M“”i啷讲k抽删‘o叫D，』H舡fz㈣nd f㈣M岫，白加以f jⅪ肼ir“据o，蹦idfⅢ，
BPz7ing 100020，China

or州如”出”g 4“施or：QmN hn”
【Abstract】 Objective Tb understand the rclatlonship of paraiⅡfluenzaⅧ(PlV)and acutc

r惜piralory inkcL【oI-s ln lnfanLs and young chlldren Ln BeUi“g，0ccurred in recent years．Me恤0ds 3141

throat swab／na50pharyngeaI asplrate speclmens were∞】1ected from infants and young children wjth acute

resplratory tract infecthls in Bejjing from Jan 200l to Dec 2003 All of th器e 314L specimenswere

㈣ulated Into M【)cK celk kr innuenza virus and PIV 1s01atIon，since PIV Ilad been iso【ated抽MDCK

cells in this Iaboratorv fmm p rellminary stl训es【)Llt 0f 3141 specimens．7()2 were inoculated into MDCK

as weIl as Vero ce【Is【0 00mpare the㈣Itivitv 0nvlrus is01ation of th㈣ell lines bv micru pIa忙method．

Gmwth of PIV⋯eU cul Lure were lden【lfled by haemoagglutination test and indirect irmnunonuorescent

asSav R幅u№ The PIV positlve cases in Vem cells were ab p()sit】veln MD(：K ce【ls，indicating that the

s饥sitlv；ty for PIv is0【ation in MDcK川qual to ver0 cdk 0uL uf Lhese 314l sp岫mens，94(3 O％)

were PIV po血lve，lncluding 35(35／1191，2 9％j of PIVl，“(1l／119l，0 9％J of PIV3 in upper

reSplratooytract infections；15(1 5门634，0 9％)of PlVl，24(24n634，1 5％)0f PIV3；n lower

respimtorytractmfections；3(3／207，l 4％)ofPIVin asthma；l(1／38)uIPIVin patlenLswiLhfever；5(5／

71)uI PIV ln oLhers Data lndicated tht am∞g upper resplratooy tract【nfections callsed by PIV，PIVl

was nlore c。mnlonlv seen than PIV3 ConcI岫i帅 MDcK ce【ls c01lldbe used for PIV jsolation fr0Tn cIintcal

sarnples while PlV was(me of the imp(Htan‘path()g印|c vImsesc删ing acutcresplrat(Ⅱy tract lnfcctions in

mfantsand voung chlldrenln Belimg Ior L}】e recenLe vears
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副流感病毒(parainfluenza virus，PIV)感染的

明确诊断依赖于实验室的病毒分离[常用原代或传

代猴肾细胞(vem细胞)]及免疫荧光实验。我们在
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应用传代狗肾细胞(MDCK细胞)进行流感病毒分

离过程中发现应用该细胞也能分离到PIv，因此，本

研究首先应用微量细胞培养法比较MDCK细胞与

ver0细胞在PIv分离过程中的敏感性，然后结合血

凝试验(HA)以及间接免疫荧光(IFA)等方法进行

北京地区婴幼儿急性呼吸道感染中PIv感染状况
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的研究。

材料与方法

1标本收集及处理：314l份急性呼吸道感染患

儿咽拭子及鼻咽分泌物标本于2001年1月份至

2003年12月份从本所附属儿童医院门诊、病房收

集(咽拭于标本1223份，鼻咽分泌物标本1918份)。

患儿的年龄从生后10天到13岁。3141份标本中

包括上呼吸道感染(急性咽炎、喉炎、扁桃体炎及气

管炎)患儿标本1191份、下呼吸道感染(急性支气管

炎、毛细支气管炎、肺炎)患儿标本1634份、支气管

哮喘患儿标本207份、发热患儿标本38份、其他(临

床诊断为病毒性脑炎、抽搐待查等)患儿标本71份。

标本上清液参照文献分离病毒“o。

2 MDCK细胞分离Plv的敏感性检测：以

vero细胞作为对照，按照文献进行MDcK细胞分

离PIV的敏感性检测”1：将ver0细胞或MDCK细

胞传代于微量细胞培养板，待细胞生长到单层后，将

所收集的702份标本上清分别接种于微量细胞培养

板，观察细胞病变，于第3一14天间断进行HA。

3．PIV的分离：将标本接种于单层MDcK细胞

中，观察细胞病变，于第3 14天用0．75％的豚鼠红

血球进行HA。

4．间接免疫荧光法(JFA)鉴定副流感病毒：HA

阳性标本进一步用IFA进行鉴定。jFA试剂盒为

Respiratory panel 1 viml scrceni“g and 1dentification

IFA kit(美国chenlicon公司产品)，按试剂盒操作

说明进行。

结 果

1 MDcK细胞分离PIv的敏感性检测：在702

份标本中，经vem细胞病毒分离显示HA阳性的

10例标本经MDcK细胞分离培养后均显示HA阳

性，IFA鉴定其中的3例为PIVl、7例为PIv3。2

份标本在MDcK细胞上比在Vem细胞上出现HA

阳性需要时间短；2份标本在ver0细胞上比在

MDcK细胞上出现HA阳性需要时间短(表1)。

2病毒分离及IFA鉴定：314l例标本MDcK

细胞病毒分离及IFA鉴定结果见表2。分别对上、

下呼吸道感染患儿标本中的PIVl和PIv3刚性检

出率进行Y2四格表检验，结果显示在上、下呼吸道

感染标本中PIvl阳性检出率差异有统计学意义

(P<O．005)，PIv3阳性检出率差异无统计学意义

45

(P>0．05)。

衰l MD(’I(细胞与％ro细胞病毒分离敏感性比较

阳螽尊本簇 ”管耥描现＆茹青潲躲闻
咽拭子 第5天弱件j性．第8天洲第5天弱阳性，第8天卅

咽拭子 第9天卅 第9天}_1-

咽拭子 第9天洲 第9天卅

咽拭子 第5天++，第8天洲 第5天弱阳性，第8夭洲

鼻咽洗液第4天删 第4天弱阳性

鼻咽洗液第6天+ 第6天+

咽拭子 第6天+ 第6天+

鼻咽洗液第9天+ 第6天+

鼻咽洗液第8犬+ 第8无+

鼻咽洗液第5天，第8天T}_{ 第5天弱阳性．第8天M

3．PIv的年度及月份分布：2001—2003年PIv

检出率分别为2．6％、1．5％、4％，各年度不同月份的

PIV检出率无明显的规律性(图1)；不同年度PIV

亚型分布见图2，在2001年以PIV3为主，而2003

年以PIVl为主。
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分离PIV以原代猴肾细胞最为敏感。一些传

代细胞系，如Ver0、LLoMK2等细胞也被广泛应用

于PIv的分离““。我们在应用MDcK细胞进行

流感病毒分离过程中发现部分标本HA阳性，但血
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凝抑制试验排除了流感病毒，进～步应用IFA确定

为PIV。针对MDcK细胞能够分离PIv．本文应用

微量细胞培养法对MDcK细胞及vem细胞分离

PIV的敏感性进行了比较，结果提示用vero细胞分

离PIV阳性的标本在MDcK细胞中也得到阳性结

果。因此应用MDcK细胞可达到同时分离流感病

毒和PIv的目的，既省时、省力、节省耗材，又因减

少操作步骤而降低_r污染的机会。

PIv感染可引起多种呼吸道疾病，是婴幼儿期

间重要的呼吸道感染病毒病原。PIvl是引起儿童

上呼吸道感染如喉炎等的主要原因之一，而严重的

肺炎及支气管炎等类疾病主要与PIv3有关”]。本

研究中的所有标本均应用MDcK细胞进行r PIv

的分离，PIV阳性率为3 O％。比较上呼吸道与下呼

吸道感染临床标本中PIvl分离阳性率可以看出，

上呼吸道感染患者标本中PIVl阳性率明显高于下

呼吸道感染患者标本阳性率(2 9％：O 9％)，两者差

异有统计学意义，说明引起儿童上呼吸道PIv感染

的主要病原是PIvl。PIv3阳性率在上呼吸道感染

与下呼吸道感染临床标本中差异无统计学意义，但

仍能看出下呼吸道感染患者中PIv3阳性率高于上

呼吸道感染(1 5％：0．9％)。

国外义献报道PIvl感染主要出现在秋季中

期，PⅣ3感染缺乏明显的季节性“J。本研究对PIv

感染进行季节性分析，结果显示：2001年1月至

2003年12月不同年度各月份PIv检测阳性率无明

显规律性。本研究结果提示北京地区2001年PIv

感染以PIv3为主，尤其在4月份PIv3榆出阳性率

达到8 3％；而2003年PIv感染以P1vl为主，在10

月份PIvl检出阳性率达到11．3％。

本次研究显示，可以利用MDcK细胞进行临床

标奉PIv分离；通过对北京地区儿科急性呼吸遭感

染中PIv感染状况的研究，可为儿童急性呼吸道感

染的防治提供科学依据。

参考文献

1黄祯祥，主编医学病毒学基础置实验技术J匕京：科学出版杜，

1990 701 702

2 Nu⋯akl Y．(1小⋯T，Tbnka A，et al A mLcmDlatemetbod f。o

lsolnlon ofⅥ⋯fro⋯nfants a11d chlld⋯Ith⋯te resDlrator7

1Ⅲect—M1crob瑚Imnlun01．1987．3l 1085 l(195

3 MorⅢc hi H，Osh皿a T，Nlshlmura}{，et al H咖1 r【la【城mntrHel⋯dl【me(HMv．Ⅱ)fo¨。bt⋯f 1nflu㈣c and

paralnnucnza㈨es J CIm M州oblol，1990，28：1147 1150

4 F”nk AL，Couch RB，Grlffls CA，et al ComDam叽of出fkrent
t啪e clJlI⋯亿r lsolatl⋯nd quantlt叶Lon of 1nnue【lza and

pa㈨nue㈣i⋯s J㈣11 Mwc，‰)I，】979，10：32 36

5 D⋯y Fw，Mu。phy TF，ayde wA，et aL cm“p．an 1l—year study

in a pedlatnc practlce PedIatrIcs．1983，7l 87I 876

6 M0nta As Occurrenceof resp曲to。y v咖8：tlⅡ1e，pl㈣nd p⋯n
Pedla”InfectDb J，2004，23：s58．S64

(收稿日期：2005，02．05)

(本文编辑：孙强正)

一起山茱萸叶毛引起接触性皮炎的报告

昊建霖

2005年8月2—4日贵州省安顺市普定县城关镇地坝村

大兴寨和三岔村猴子箐两村民组27个村民，因接触山莱萸

的叶毛后出现以皮肤暴露部位为重的急性炎症反应。本次

发病村民均有与山茱萸叶毛直接接触史，接触后20分钟至2

小时内相继发病，起病较急，最初剧烈瘙痒，继而出现以皮肤

暴露处为重的全身性红色斑疹、丘疹、荨麻疹(边界清楚，直

径<O 5Ⅱn)，患者均无头痛、头昏、咳嗽、恶心、腹痛或腹泻

等症状，体温正常。经及时给予患者扑尔敏、地塞米松和维

丁胶性钙治疗后，症状消失，部分患者脱离接触山茱萸后不

经治疗病情也可自愈，不接触者不发病。

山茱萸科植物山莱萸(翰r月“5 o，m抽。陆sIeb n zucc)

生长于向阳山坡灌从中．溪旁或阴湿沟畔，植株高4～7 m，多

年生落叶小乔木或灌木。嫩枝绿色，老枝黑褐色，叶柄长l～

作者单位：56l㈣【l贵州省安顺市疾病预防控制中心

·疾病控制·

2．5 cm；单叶对生，卵形至长椭圆形，长5～10 cnl，宽3～

5 cm，先端渐失，基部楔形，全缘，上面疏生平贴毛，近光滑，

偶被极细毛，背面被白色伏毛，较密，脉腋有黄褐色毛丛，侧

脉6～8对，弧形平行排列。背面毛从显微镜下两型，壁粗糙，

具疣，头尖细。一种为髯毛，基部粗1 9～22”m，在离基部

80～202“m处长出分叉，短的162～486“m，长的453～

702“m，弯曲，黄褐色，成熟后无色；另一种为细长梭形毛，粗

30～35 Hn-，长280～670“m，中间黄褐色，成熟后无色。山茱

萸为药用植物，其果寅供药用。经鉴定，证实本次发病是由

山茉萸的叶毛直接接触皮肤后引起的接触性皮炎。为防止

类似事件的再次发生，需要引起人们的高度重视。

(刘美华主任医师、张良治副主任医师等对本次调查给

予指导与帮助，谨此致谢)

(收稿阿期：2005 09 15)
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