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·实验研究·

巢式PCR诊断儿科患者鼻病毒感染的探讨

赵林清钱渊 朱汝南邓洁 王芳

【摘要】 目的 了解儿科急件呼吸道感染的病毒病原，建立快速、敏感、特异的检测鼻病毒

(HRv)的方法。方法根据已发表的HRv的核苷酸序列设计巢式PcR引物，并用多种呼吸道病毒

的标准毒株确定方法的特异性。收集2002年11月至2003年111月的急性呼吸道感染患儿标本77l

倒，应用巢式PcR方法检测标本中有无HRv基因片段。结果 特异性检测结果显示仅HRv cDNA

有预期大小的片段扩增。771例标本中HRv总检出例数为148例(148『771)，占19 2％；HRv阳性检

出率在咽炎患儿中达到53 3％(8儿5)，喉炎患儿43 8％(7／16)，支气管炎患儿为28．7％(29／101)，其他

如急性扁桃体炎、急性肺炎等患儿也有较高的HRV阳性检出率。在2002年11月以及2003年8 O

月HRv检测阳性率较高(2l 6％～32 6％)，尤其在2003年9月份HRv检测阳性率最高，达到

32 6％；2003年3—7月}mv阳性标本所占百分率较平稳，在16 O％～19 1％之间。结论建立的巢

式RT。PCR可以检测到儿科呼吸道感染患儿标本中的鼻病毒基因片段；HRV是北京娑幼儿急性呼吸

道感染的露要病毒病原之一。
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【Abstract】 objecttve To d眦lop a rapld，sen乩nve and sp““c method for detectIon human

rhin。virus(HRV)hom clinical specimells Methods P^唧de五ved f咖Lhe hi曲lv cml∞rved 5‘

∞nc。ding regm of hⅢnan rhirlovin蹲帆used to develop a nested RT—PCR f。r detectlng HRV The

㈣ltimy and spedflclty of the RT—PCR were decenni聃d usi雌va¨0us RNA wh；1e DNA vLn玛es were usd

as cont r0】 Seven hundred and seventy-one specimens∞llected frum childrcIlwi Lh sympK}ms of acute

respira“Hy lnfections fmm Nov 2002 tc)oct 2003 were analvzed for HfW by RT PCR as well as for o【her

resplratory vlruses thmugh isolation of virus and indjrect㈣un(订lLlorescent as趾y Ehults only Lhc

cDNA fronl HRV was p(：)sltlve by RT—P(：R，indlcatIng th㈨ted RT PcR w蛐specific W】th RT．PCR，

HRV wcre d“ect￡d ln 148 o叭of 771 specmle，硌(19 2％) As for HRV Do鲥tive rates，1t was f01md

53 3％in pha7yn舒tis patients；43 8％In laryn—tIs patIen协蚰d 28 7％Ln bronch Ltls阳【lents In&p
2002 andfromAug 2003 toocL 2003，HRV posltlve rat洲ere high(21．6％32 6％)，wjthS印2003 In

panlcular一32 6％ From Mar 2003 to Jul 2003，HRV posltlve rates ma；ntained fmm 16()％∞

19 1％ Conclusi帅 HRV was(me 0f the important agents foracutcrespiratorv Infcctions in 1nfant㈨ld
vol】ng childr衄ln Beqing
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鼻病毒(human rhin。virus，HRv)是成人和儿童

呼吸道感染的最主要病原，并且是诱发哮喘的主要
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病毒病原之一。目前在我国对儿童呼吸道感染的病

毒病原学检测主要集中于呼吸道合胞病毒(RsV)、

流感病毒(Inf)、副流感病毒(PIv)、腺病毒(ADv)

等4种病毒，至今尚未见对HRV感染的研究报道，

这势必会低估病毒在儿童呼吸道感染病原中作用，

也可能成为我刚儿科医师埘呼吸道感染患儿治疗中

抗生素过度应用的原因之一”。。为了解HRv在儿

科急性呼吸道感染中的作用，我们设计了针对HRv
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基因序列保守区的巢式PcR引物，以期建立快速、

敏感、特异的检测HRv的方法，并探讨该方法在病

毒病原学诊断中的应用。

材料与方法

1．标准毒株来源：HRvl4型(HRvl4)标准株

1059株来自美国疾病预防控制中心，由首都儿科研

究所张霆研究员赠送；肠道病毒(Ev)柯萨奇B3

Naney株、ADv 3型GB株由崔小岱副研究员赠送；

RsVA亚型原型株Long株由中国疾病预防控制中

心病毒病研究所赠送；B亚型原型株cHl8537株由

美国国立卫生院(NIH)collins教授惠赠；Al型及

A3型流感病毒分离株由病毒室分离鉴定；肺炎支原

体(MP)由荆菌室孙红妹副研究员赠送。

2临床标本收集和处理：收集2002年11月至

2003年10月束首都儿科研究所附属医院门诊就诊

或住院的急性呼吸道感染患儿标本771例，其中咽

拭子282例，取自门诊患儿；鼻咽分泌物标本489

例，取自住院患儿。所有的标本均经常规处理后离

心，上清用于RNA提取。

3．引物设计：参照文献[2]在HRvl4 5’端非编

码区(5’一NcR)保守区基因序列设计巢式PcR引

物，包括外侧引物Rhl：5’一ccc cTG AAT G(CT)G

GCTAAC一3’．Rh2：5’CGG ACA CCC AAA GTA

(汀(cT)GGT 3’，预期扩增产物长度106 bp；内侧

引物Rh3：5’一(；AA TG(CT)GGC TAA CCT TAA

(AC)CC一3’，Rh4：5’CAA AGTAGT(CT)GG TCC

c(AG)T cc一3’，预期扩增产物长度93 bp。引物由

赛百盛基因技术有限公司合成。

4病毒RNA、DNA提取：使川Tri∞l

(Invjtrogen公司产品)试剂盒提取标准毒株和标本

中的RNA、DNA，操作按照说明书进行。

5．cDNA合成及巢式PcR扩增：以RNA为模

板，应用随机引物进行逆转录反应合成cDNA，然

后进行巢式PcR扩增。PcR反应条件为：94℃

20 s，60℃30 s，72℃9 s，扩增50个循环。预期扩

增片段艮度为106 bp。取第一次PcR反应产物5 pl

作为反应模板，进行第二次PcR扩增，引物为

Rh3、Rh4，反应条件为：94℃10 min，94℃15 s，

60℃30 s，72℃8 s，扩增45个循环，预期扩增片段

长度为93 bp。以HRVl4标准毒株cDNA为阳性对

照，无茼水为阴性对照。扩增产物经2％琼脂糖凝

胶电泳。
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6．巢式PcR方法特异性检测：以ADv、MP标

准株DNA以及Rsv、Inf、Ev标准株或分离株的

国NA产物作为反应模板，应用HRv巢式PcR引

物进行巢式PCR扩增，以检测方法的特异性。

结 果

1．巢式PcR方法特异性检测：以ADv、MP标

准株的DNA以及Rsv、Ev标准株、Inf分离株的

cDNA产物作为反应模板，应用HRv巢式PcR引

物进行PcR扩增。结果显示仅HRVl4 cI)NA有特

异性扩增片段，其他标准株DNA或cDNA均无预

期的扩增产物。表明所用的检测HRv目的基因片

段的巢式PcR方法与其他常见呼吸道病毒无交叉

反应性。

2．临床标本中的HRv检测结果：对2002年11

月至2003年10月的77l例临床标本进行了HRv

检测，取自门诊患儿的282例标本中有49例检测到

HRv，检测阳性率17 4％(49／282)；取自住院患儿的

489例标本巾有99例检测到HRv，检测阳性率

20 2％(99／489)。HRv总检出例数为148例，总阳

性率为19 2％(148／771)。

3 HRv感染与临床症状之间的关系：771例临

床标本中有76例标本取白发热患儿，9例HRv检

测阳性(11．9％，9／76)；198例急性上呼吸道感染患

儿中50例HRv检测阳性(25 3％，50／198)，其中明

确诊断为咽炎的15例患儿中8例HRv检测阳性

(53 3％，8／15)，16例明确诊断为喉炎的患儿中t 7

例HRv检测阳性(43 8％，7／16)，4例明确诊断为

扁桃体炎的患儿中1例HRv阳性(25．0％，l／4)；

10l例支气管炎患儿中29例HRv检测阳性

(28 7％，29／101)；279例肺炎患儿中53例HRv检

测阳性(19．O％，53／279)；35例支气管哮喘患儿巾4

例HRv检测阳性(11 4％，4／35)；71例其他患儿中

(临床诊断为喉梗阻或抽搐待查等)3例HRv检测

阳性(4 2％，3／71)。

4．HRv感染的季节性分布：对所收集的2002

年“月至2003年10月的临床标本以及HRv榆出

阳性率按月份进行统计。2002年11月、2003年8、

9、10月份的HRv检测阳性标本所占比例较高，分

别为25 0％、29 9％、32．6％、21 6％，尤以2003年

9月份为最高。2003年3 7月HRv检测阳性标本

所占百分率较平稳，维持在16 0％～19．1％之间

(图1)。
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图l 北京地区2002 20()3年HRv感染的季节性分布

讨 论

HRv属小核糖核酸病毒。HRv感染在世界各

地都很普遍，尤其是儿童更易受到HRv感染。

HRv感染是普通感冒最常见的病因，可影响到整个

的呼吸道，通过引起呼吸道黏膜的改变进而导致鼻

窦炎、中耳炎或者是加重哮喘发作”J。病毒分离加

上耐酸性试验是最经典的检测HRv的方法，但

HRV不稳定，不易分离；由于HRv存在100多个

血清型，免疫学实验的鉴定方法非常复杂而几乎不

可行。因此近年来国外开展的通过一个反应检测到

几乎所有型别的HRv的RT—PCR有可能在不久的

将来取代病毒分离而成为一种常规的检测HRv的

方法“o。

本研究中考虑到HRv血清型别多(100多个)，

型别问变异大，型别间保守的区域5’端非编码区

(5’一NCR)又与Ev存在很高同源性等一系列特征，

我们参考国外文献HRv 5’一NcR保守区基因序列

设计巢式PcR引物，以多种病毒(包括HRv)的

DNA或cDNA为模板进行PcR扩增，仅在以HRv

的cDNA为模板的反应中得到预期大小的目的基因

片段，证明方法特异性好，与其他病毒问无交叉反

应。在此基础上，将RT—PcR方法应用到临床标本

的检测中，保证了方法的可靠性。

所检测的771例标本，HRV检测阳性率在咽炎

患儿中达到53．3％，喉炎患儿为43 8％，支气管炎患

儿中为28 7％，其他如急性扁桃体炎、支气管炎等患

儿中也有较高的HRv检测阳性率。HRv总阳性

率为19．2％(148／771)。由以上结果可推断：①本研

究中HRv的总检测阳性率并不像通常报道的那么

高，分析其中原因町能我们的研究对象仅限于来医

院就诊的患者，而社区医院的发展以及人们到就近

的药房购药即可治愈通常由HRv感染引起的普通

感冒以及症状较轻的急性上呼吸道感染而减少了来

医院就诊的几率，进而影响到本研究中HRv的阳

性检出率。如果要开展HRV感染流行病调查时需

考虑到社选及医院两方面，才能使资料更客观的反

映HRv感染状况。②本研究中不仅在上呼吸道感

染中HRv有较高的阳性检出率，在下呼吸道感染

(如支气管炎、支气管肺炎等)中HRv阳性检出率

电较高。这与文献报道的HRV感染除了引起上呼

吸道感染性疾病以外，也会感染下呼吸道而引起肺

炎、儿童喘息、哮喘加重以及成人的慢性阻塞性肺炎

等下呼吸道感染症状的结论相一致”“J。

文献报道，在世界范围内HRv感染存在于各

年龄组并全年均可发生，但在温带地区HRv感染

流行高峰主要集中于早春及秋天，这种季节性分布

的可能原因是一些诸如学校开学、室内人群密集等

季节性的变化”1。本研究中我们对HRv感染进行

r季节性分布的分析，发现在2002年11月以及

2003年8 10月HRV检测阳性百分率较高

(21．6％～32 6％)，尤其是2003年9月份HRv检

测阳性百分率最高，达到32．6％；在2003年3—7月

HRV检测阳性标本所占百分率较平稳，维持在

16．0％～19 1％之间。本研究中HRv的季节性分

布总体趋势与国外文献报道相似，但不同月份之间

的变化略区别于国外文献报道。因目前仅有一个年

度的资料，应继续积累资料以了解HRv感染的季

节性分布。
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