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兰州地区2004—2005

腹泻的病原学研究

年度婴幼儿病毒性
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【摘要】 目的 了解兰州地区主要四种腹泻病毒的流行病学特点。方法收集兰州大学第一医

院儿科2004年7月至2005年6月5岁以下全部住院腹泻患儿400例的粪便标本，分别采用Dako公

司酶免疫试剂盒检测轮状病毒、星状病毒、腺病毒，杯状病毒检测采用酶免疫法和逆转录一聚合酶链反

应(RT—PcR)法。对轮状病毒、星状病毒阳性标本用RT—PcR进行毒株分型鉴定。结果 400份标本

中四种病毒检测阳性率依次为轮状病毒47．3％、杯状病毒15 5％、星状病毒9．5％、腺病毒7 5％。其

中有混合感染的病例数占13．5％。轮状病毒毒株G血清型分型结果为G2(34．4％)、G3(32，8％)、Gl

(1 1％)、不同型混合感染(5．8％)、未能分型(25 9％)，P基因型分型结果为P[4](45％)、P[8]

(22 1％)、未能分型(32 9％)。G型与P型组合P[4]G2(43 6％)、P[8](诌(25 6％)，P[4]G3

(13 8％)、P[8]G2(3．2％)、P[4]G1和P[8]G1各1例。星状病毒血清分型结果为l型(57 8％)、3型

(2 6％)、8型(2 6％)、未能分型(36 8％)。病毒性腹泻的高发季节轮状病毒最为明显为10 12月

份。发病年龄主要为2岁以下婴幼儿，轮状病毒的高发年龄是6 23月龄。结论 兰州地区婴幼儿

病毒性腹泻的病原复杂，轮状病毒仍是最主要病原，该年度轮状病毒的主要流行株为P[4]G2，与往年

明显不同，病原混合感染比例较大，值得重视。
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【Abstract】o叫ective To study molecuhr epidemiology。f four mqor etlolq西c且l vinlses among

children with acute diarrhea in Lanzhou，(hnsu province．MethIms St。0l specimens were collected f姗
all 400 1npatlents kIs than 5”ars old with acute diarrhea admitted m Depar七m朗t of Pediat—cs，the First

Hospltal，Lanz}lou UⅡi哪i‘y f工0m Jul 2004 thr叫曲Jun 2005 Dako IDEIArM kits were used for

detection of mtavlrus，adenovifLB and astrovirLls．Chliciviru5 detection was done bv both revefse

L糟nscnption一一ymerase chain rea“ions(RtPCR)and ELISA．Further stnmchar8cterization of T0tavirus

and astrovirus was carried 0ut with RT_PCR R姻ul协 A total 0f 400 sto。l samDieswere∞Uected and

t铝ted Rotavirus was present in 47 3％of thecases：calidvirus in 15 5％，astro、Tirus in 9．5％and

adenovir㈣Ⅱ7 5％ Mixed infectlons with multInle enteric vi“se㈤e Dresent in 13．5％of all

sampk ArI】ong 189 rotavlrLls positivesamples，serotype(记(34 4％)was the predominant straln followed

by(门(32 8％)，Gl(1 1％)and mixed-G inf。ctlon(5．8％) 25．9％of strains remained to be non_

oypeable P鲫o‘yping showed P[4】(45％)was most∞mmon f01low甜by P[8](22 1％)，and non_

typeable(32 9％)．Strain P[4]G2(43 6％)was themost c。mmon combination f0110wed by P[8]G3

(25 6％)，P[4]G3(13．8％)，and P[8]G2，P[4]G1 and P[8]G1 Am皿g 38 astrovjrus stralns，ser。types

1(57 8％)was the predomi咖t serotype 3 and 8 were found only in曲Ⅲere印ect￡vely，14 strajn8
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remalned【0 be non—typeable A peak admissionof mtavirus diarrhea was okerved fmm oc(0ber thro“小

December M0re than 95 O％of viral dianhea panents under hospitallza【Lon occurred anlong children

young盯than 2 yearS．The incldence rates of rotavlrus were highest in mfants aged 6—23 months

Concl吣ion Rotavirus was themost important pathogcn for vlral diarrhea aInong children 110spitallzed in

LaⅡzh f0王kwed bv caIIcivirus，astrov【rus，and adenovir曙．The predodnln8nt ro忱v；rus stratn circuiated

was P[4]G2，which was different from the flnding in the prevlous ye躺The high rate of mlxed lnfec Llon

with djfferent vlral agents was notable．

【Key words】 Rotavlrus；Viral diarrhea；Children

小儿腹泻病是世界范围内影响儿童健康的常见

病。随着抗生素的广泛应用，加之人们生活水平的

提高、卫生习惯的改善，细菌性腹泻得到了有效控

制。目前，腹泻病毒感染是导致全球儿童急性腹泻

的重要原因，腹泻病毒主要包括轮状病毒(Rv)、人

类杯状病毒(Hucv)、星状病毒(Astv)和肠遭腺病

毒(Adv)。改善公共卫生条件不能有效地减少病毒

性腹泻的发病率，而且临床上缺乏特效药⋯，开发和

应用疫苗免疫接种是预防控制病毒性腹泻的有效途

径。我们就兰州地区2004年7月至2005年6月病

毒性腹泻的病原体及其流行特点进行研究。

材料与方法

1．标本来源：采集2004年7月至2005年6月

兰州大学第一医院儿科全部5岁以

下400例腹泻住院患儿的粪便标

本，于一70℃保存备用。腹泻诊断

标准：每日大便次数增加(≥3次)

或大便性状发生明显改变(包括稀

水样、蛋花样、黏液样或稀糊样等)。

2．实验室检测方法：

(1)酶免疫试验：Rv、Adv和

Astv的抗原检测分别采用丹麦

Dako Cytomation公司的IDEIArM

Rotavirus、IDEIAⅢAdenovirus和

IDEIA⋯Astrovirus试剂盒，按说明

操作。对HuCv的抗原检测用家

兔豚鼠多价混合抗血清[由纯化的

重组表达病毒样颗粒(vLPs)作抗

原免疫家兔和豚鼠制备，重组抗原

包括rNV(GGI一1)，rc59(GGI一2)，

rll5(GGI一3)，rHv(GGII—t)．rMxv

(GGII一3)，rGrv(GGII一4)和r387

(GGII一4)，以及r207(Amsterdam)

和rMOH(Hillingdom)]分别千1；包被

抗体和检测抗体的ELIsA双抗体

夹心法，具体方法见文献[2]。

(2)逆转录一聚合酶链反应(RT PcR)：用该法对

EIA检测Rv、舡tv抗原阳性的标本进行鉴定。同

时用该法检测Hucv。Hucv检测与Rv和Astv

分型所用具体引物序列和设计扩增产物大小见表

1，方法见文献[3—5]。

3．统计学分析：所有数据采用SPSS统计软件

进行分析，计数资料采用12检验。

结 果

l Rv腹泻的流行特点：

(1)分型鉴定：兰州大学第一医院儿科2004年

7月至2005年6月住院的腹泻患儿标本共400份

表1 Rv、HuCv、Astv的引物及位置

引物 分型／方向 位置 产物大小
(hp)

RV 4Con3 p(+) ll～32 TGGcTTcGccATT丌ATAGAcA
4CoTl2 p(一) 868-．887 ATTTC(矗AC(：ATITATAACC
lTl P18 I( ) 339～356 TCTAC_rrGGATAACGTG[_

2Tl P【4】( ) 474～494 CTATTGTTAGAGGTTAGAGTc

3T1 P[6]( ) 259～278 TGTTGATTAGTTGGATTcAA

4T1 P19}(一) 385～402 T(：AGAcAT(j(1AAl”IbGAc

51 1 P【10( )575～594 ATCAT^GTTAGTAGTCGG

9Conl G(+) 37～56 TAGCTCCTTTTAATGTATGG

9Con2 G( ) 922～94l GTATAAAATACTT(；CCACCA

9T1 GI f一) 176～195 T(：11、GTCAAA(；(：AAAr从r(；
9T2 C：2f ) 262～28l GrTAGAAⅣl℃ATTCTCCACT

9T3 G3( ) 484～503 GTCCAGTTGCAGTGTTAGC

9T4 G4f一) 423～440 GGf；T00ATGGAAAATTCT

9T9B(珀(一) 131～147 TⅣIIAAAGT(EAl”lGCAC

877

346

484

268

392

584

905

159

245

467

404

111

Hu(：v 289H (一) 4865～4886，lGACGAtrI I℃ⅣI、CATCACCⅣlC 319

289I ( ) 4865～4886 TGAcGAITTCATCATCCCCGTC 319

290H (+) 4568～4590 GATTAcTccAG(；T(；(*AcTccA(1 —

290I (+1 4568～4590(：Ⅳl”I、Ar：T11CA(；GlGGGACr(：AAC

290J (+) 4569～4590 GATTAcl℃cAGGrGGGAlTcAAc

290K (}) 4568～4590 GATTACTCCAGGIG(玲ATTCCAC
AstV F。r (+) 4325～4346 AAAGAAGTGTGATGGCTAGCA 2378

End (一) 6694～6712 11x1TAcT“j(：(Y；TGG[℃(X、

AsT_Sl (+) 650l～6520 AACCAAG【：AⅣrGACAATGAC 212

AsT艟 (+) 6555～6572 ACCTGcGCTCAGAAACTG 158

AST-S3 (+) 6594～6614 CTGCTTOCATCTGGTClTrCA 119

AST S4 (+) 6455～6478 T(：ATGATGAAGAA(；A(、TCTAATA(、 258

AsT S5 (十) 6325～6342 IAGrAA(TIⅣIGATAGCC 388

AsT_s6 (}) 6286～6306 TGGCCACccTTC|TTCCTCATA 427

AST S7 f}) 6165～6182 CtAGACAACAACACCCCG 548

AsT-S8 (+) 6114～6136 GGTAAG丁GGTACCTGCTAACTAG 599

 



生坐煎堑递芏壅查!!堕至!旦釜望萱簦!型!：!·n』垦2·!塑t-!l，里!!!!!坐!!业，!!【．望，堂，!

(男：女为l：1．4)；Rv检测阳性共189份，阳性率为

47 3％，男：女为1：1．1，两者经Y2检验，差异无统计

学意义(P>O．05)。对189份阳性标本进行G血清

型鉴定，结果G1型2份(1．1％)、G2型65份

(34 4％)、G3型62份(32 8％)、不同G型混合感

染11份(5 8％)、未能分型49份(25．9％)，未发现

G4和G9型(图1)。对G分型明确的标本进行P分

型140例，P[8]基因型3l份(22．1％)、P[4]基因型

63份(45％)、未能分型46份(32．9％)、无混合感

染，未发现P[6]、P[9]、P[10]型(图2)。94份毒株

G血清型与P基因型组合见表2。

F DNAMarkerDL 2000

1-C3+G2

图1 A组Rv G血清型鉴定RT_PCR扩增产物

琼脂糖电泳图

DNA M盯ker DI。2000；A、E：P8；C、G、j：P4

图2 A组Rv P基因型鉴定RT PCR扩增产物

琼脂糖电泳图

表2 Rv的(；血清型与P基因型组合
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Rv腹泻患儿年龄最小15天龄，发病的高峰年龄在

6 23月龄，发病率为56％，与其他月龄组相比，差

异有统计学意义(#=27．40，P<o．05)。患儿平均
年龄是11 O月龄±7 1月龄，小于2岁的患儿占总发

病例数的97％(183／189)，见表3。
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注：A：轮状病毒；B：星状病毒；c：杯状病毒；D：腺病毒

图3 兰州地区四种腹泻病毒感染患儿的流行季节分布

(2)时间及年龄分布：RV腹泻在兰州地区常年

有发病，发病高峰在秋冬季(10 12月份)，高峰期 2 Hu(1v腹泻的流行特点：由于HucV抗原性

检测阳性率为56．8％(82／143)。与其他月份相比， 和基因型的多样性，目前尚无一种有效方法检测出

差异有统计学意义(x2=12 48，P<o 05)(图3)。 全部不同的HucV，所以本研究同时采用ELISA法
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衰3 兰州地区四种腹泻病毒感染患儿的年龄构成及发病率(％)

注：括号内蒴据为构成比(％)

和RT—PCR法检测HuCv。对全年所有住院患儿的 月份阳性率之间差异无统计学意义(P>O．05)(图

400份标本EI。ISA检测阳性率为9．3％(37／400)， 3)。发病的平均年龄为11 6月龄±9 2月龄，2岁以

RT—PCR检测阳性率为9．O％(36／400)(图4)，两种 下发病患儿占总发病例数的86．7％(表3)。

方法的总阳性率为15．5％(62／400)。HucV腹泻全

年均有发病，ll一12月份发病似有一小峰，但总的

Hncv阳性病例数有限差异无统计学意义(P>

O．05)(图3)。HuCv腹泻患儿的平均年龄为11．1

月龄±7．4月龄，小于2岁的患儿占总发病例数的

95％(59／62)，各年龄组发病率之间无统计学意义

(表3)。

C、D：DNA Mafker DL 2000、500 bp；A：Sj；F：S3；E、H：Sl

图5 AsLv巢式RT_PcR扩增产物琼脂糖电泳图

G：DNA Marker DL 2000；A、B、E、H、I、J：Hl】CV

图4}h】cv检测RT PcR扩增产物琼脂糖电泳图

3 Astv腹泻的流行特点：对全年所有住院患儿的

400份标本EIA检测Astv，检测阳性率为9．5％

(38／400)。发病时间分布与I{ucv腹泻相似，10—

12月份发病似有一个小的峰，但各月的发病率比较

差异无统计学意义(图3)。发病的平均年龄为10．1

月龄±4．9月龄，发病患儿均小于2岁，各年龄组发

病率比较差异无统计学意义(表3)。对Astv腹泻

38份标本进行分型鉴定，结果为1型22例

(57．9％)，3型和8型各1例(分别占2 6％)，未能

分型14例(36，8％)，见图5。

4 Adv腹泻的流行特点：对全年所有住院患儿

的400份标本EIA检测Adv，检测阳性率为7．5％

(30／400)，Adv腹泻全年呈散发，无显著季节性，各

5．四种腹泻病毒的混合感染情况：400份检测

标本中混合感染共54份(13 5％)，男：女为1：1．7。

以Rv混合其他病毒感染为主，占92．6％(50／54)。

两种病毒混合感染49例，Rv和Astv混合感染最

多占38．9％(21／54)，其次是Rv和Hucv混合感染

为29．6％(16／54)，Rv和Adv}昆合感染为14．8％

(8／54)；Hucv和Astv混台感染3例，HuCv和

AdV混合感染1例；三种病毒混合感染共5例占

9 1％，其中RV、Adv、Astv混合感染2例，Rv、

HucV、Astv混合感染2例，Rv、Hucv、Adv混合

感染1例。混合感染的患儿中小于2岁的占到

98 2％，无特殊季节和年龄特点(P>O．05)。

讨 论

近年来随着分子生物学技术的发展，病原检测

手段不断提高，国外文献对引起小儿腹泻的不同病

原有流行病学综述m一，国内这方面系统研究的报道

较少，多集中于单一病原的研究n3·。我们对兰州

大学第一医院全年收集到的所有腹泻住院患儿标本

同时进行Rv、HucV、Astv和AdV检测，了解不同
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病毒在引起儿童腹泻住院的重要性和存在混合感染

的情况。结果显示，若分别按单一病原统计，兰州地

区引起腹泻的病毒中，Rv是最主要的病原

(47 3％)，Hucv位居第二(15．5％)，其后依次为

A甜v(9 5％)及Adv(7．5％)，其排列顺序与国外报

道一致”’”o。若将混合感染分开单独统计，则腹泻

的病原排列顺序为Rv(34．8％)、Hucv(9．8％)、

AdV(4．5％)、AstV(2 5％)、混合感染(13 5％)，其

中混合感染是一个不容忽视的问题。近年来随着研

究的不断深入，混合感染的问题已经开始引起人们

的重视。兰州地区病毒性腹泻混合感染率高于国外

Enrlqueta等”“报道的西班牙5％，低于Bon等”“报

道的法国16 7％。本研究发现混合感染中以RV合

并其他病毒感染为主，高达92．6％，其中RV和

Astv混合感染最多，与EIlriqueta等”“的报道相

同，Rv和HuCv混合感染位居第二，再次是RV和

Adv，三种病毒同时混合感染有5例(9 1％)。

Rv是婴幼儿重症腹泻的最主要病原，其中G3

型是我国近年来的最常见的优势毒株““。兰州地

区同样，2000—2004年G3毒株约占全部Rv的

60 0％“4’⋯。本年度兰州地区RV的流行毒株G

血清型与往年有所不同，虽然G3仍占32．8％，但主

要流行株改为G2(34．4％)，G1仅有2例(1 1％)，

未发现G4和(玛型。未能分型比例(25 9％)与近

年来国内报道相近。P基因型也有大的变化，以

P[4](45％)占主导地位，这与G2常与P[4]组合有

关，其次是P[8](22．1％)，未检测到其他P基因型。

G型、P型组合是以P[4]G2为主(43．6％)，与张丽

杰等u“报道相似，不同地区不同年份主要流行株的

改变在我国其他地区和世界其他国家也常见，为什

么会发生这种现象，其原因尚待阐明。其次是P[8]

G3(25％)、P[4]G3(13．8％)，另外还有少量的P[8]

Gl(1 1％)、P[4]G1(1 1％)、P[8](讫(3 2％)。世

界上常见的4种组合中(P[8]Gl、P[4]G2、P[8]G3、

P[8]G4)兰州地区有3种(P[8]G1、P[4]G2、

P[8]G3)占70．2％。以上结果表明了Rv流行毒株

在兰州地区呈现多样性和多变性。

本研究中Astv以s1血清型为主，与美国、澳

大利亚、日本的文献报道一致“J，也与国内报道的资

料相符“7’⋯，另外发现1例s3型和1例少见的s8

型，血清型鉴定结果已经核苷酸测序证实。说明在

兰州地区Astv的流行毒株型别也比较复杂。

我们的研究发现四种腹泻病毒在流行季节和年

龄分布上以Rv最具特点(图3)，Rv腹泻的流行高

峰季节在lO一12月份与我国昆明报道一致，Hucv

和AStv腹泻在10—12月份似有一个小的高峰，但

由于总的阳性数有限统计学处理无意义，有待于进

一步研究证实。Adv腹泻无明显季节性。四种病

毒从平均发病年龄和年龄构成可以看出，小于2岁

儿童是病毒性腹泻的高发年龄，Astv腹泻发病年龄

最小，全部为小于2岁，Adv腹泻年龄最大，Rv和

HuCv介于中间(表3)。但四种病毒在6～11月龄

组发病均最高。Rv发病高峰明显为6～23月龄，与

国内外报道一致。

以上结果表明，兰州地区病毒性腹泻的病原复

杂，Rv在病原中最为重要。另外，不同病原的混合

感染率较高。本研究时间仅为一年，样本量有限，相

关的研究有待进一步深入。
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杭州市2001—2004年20 363例住院儿童肺炎患者中

流感病毒感染的调查

汪天林汤宏峰陈志敏尚世强

流感病毒A、B型感染除致流感外，肺炎是重要并发症，

为掌握近几年杭州地区儿童流感流行，特别是肺炎患儿中流

感病毒感染情况，对我院2001年1月至2004年12月住院的

肺炎患儿鼻咽吸出物中的流感病毒A、B型进行了检测。

1对象与方法：对象为住院肺炎患儿20 363例。年龄1

月龄～13岁，≤1岁12 909例，卜一3岁4394例．>3岁3060

例。20叭 2004年分别为2564、5068、6010、6721例。呼吸

道病毒抗原检测“荧光素标记单克隆抗体检测鼻咽吸出物

中的流感病毒A、B型，腺病毒(ADV)．呼吸道合胞病毒

(RSV)、副流感病毒(PIv)l、2、3型抗原。设备、试剂及方法

均按文献[1]的方法。以sPss lO 0软件进行Y2检验。

2结果：流感病毒感染618l例(30 4％)，A型阳性432

例(2 12％)，B型阳性37例(0．18％)．A型占92．1％。流感

病毒与其他病毒混合感染8例：流感A型与Rsv 5侧、与

PIv 3型l倒；流感B型与A丁)v、Plv2型各l例。流感A型

在≤1岁组、1～3岁组及>3岁组的检出率分别为l 79％、

2 96％及2 32％；l～3岁组检出率高=『≤l岁组(r=2l 9，

P<0 001)。流感B型在≤l岁组、1～3岁组及>3岁组的

检出率分别为0 12％、O．23％及0 36％；>3岁组检出率高

于≤1岁组(T2=8 13，P<0 01)。流感年度检出率，2(103年

A型为3 33％，高于2001年的1 95％(r=12 1．P=

0 001)、2002年的1 62％(Y2=一32 4，P=O．000)及2004年

的l 49％(，=46 7，P=o 000)。2004年流感B型检出率

0．06％，低千2001年的O 35％(r=ll 3，P=0 001)、2002

年的o 22％(r=5 6，P=o 018)及2003年的o 22％(f

5 9，P=O．016)。4年中流感A型月检出率分布：2001年

6—7月、2002年2—7月、2004年6和“月^型检出率均为

O；A型检出率高的月份有2001年12月(7 18％)，2【)02年11

月(7 94％)，2003年8月(15 74％)和9月(7 53％)，2004年

月检出率均<5％，但8、9月最高(4 16％和4 22％)。

作者单位：310003杭州，浙江大学医学院附属儿童医院

·疾病控制·

3讨论：患者呼吸道流感病毒抗原阳性可诊断为流感病

毒感染“。流感病毒检测阳性的肺炎可诊断为流感病毒肺

炎。本组细菌学检查仅限于价值有限的痰培养，故未对病变

类型作深入分析，但显示1 7％(8／469)的流感病毒肺炎患者

伴有其他呼吸道病毒感染。不同年龄患儿的流感病毒易感

性有差别。流感^型1～3岁组检出率高于≤1岁组；流感B

型>3岁组检出率高于≤l岁组。婴儿流感病毒肺炎少，与体

内存在母传特异性抗体有关。流感病毒性肺炎中，以流感A

型感染为主，但流感B型肺炎仍占7 9％。美国报道”，流感

A型流行期，B型占O 5％。率资料2003年8 9月流感A型

流行时，B型占2 2％(2／90)。4年中，流感A型肺炎2003年

最高为3 33％，流感B型肺炎2()04年最低为O 06％，两者问

无明显关联。仅l(J个月流感A型检出率为0．其他时间均

见流感活动。A型流行时，流感性肺炎发生率为5％～

38％”1，2001年12月、2002年11月及2003年8、9月肺炎患

儿流感A型感染率为7 18％～15 74％，提示流感A型流行

时每次持续仅1 2个月。北方流感A型流行在冬春季，广

州则在春季和夏季，本资料显示杭州地区流感A型流行在冬

季与夏季，与同属南方的厂州不同，可她气候不是决定流感

A型流行的决定因素。此外，4年间，同一年中未见流感A

型两次流行；日B型枪出率低，少见有局部暴发。
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