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乌鲁木齐地区儿童人偏肺病毒感染状况
初步研究

孙荷 芝敏 朱汝南 钱渊 赵桂臣 冯萍 杨学磊

·实验室研究·

【摘要】 目的 了解人偏肺病毒(hMPv)在乌鲁木齐地区儿童呼吸道感染患者中的致病情况。

方法选取2006年11月至2007年4月因呼吸道感染于新疆维吾尔自治区人民医院儿科住院患儿

和部分门诊患儿的呼吸道分泌物及咽拭子标本共209份。通过反转录聚合酶链反应(RT．PcR)方法

检测hMPV的M基因片段。并对阳性标本进行测序，用BLAST及DNAStar软件进行分析。结果

共检出2例阳性标本，占总例数1．O％。将2份阳性标本扩增的hMPV M基因片段进行对比，同源性

为83．8％。进一步选取GenBank中与本次扩增目的基因相同的hMPV M基因片段做基因进化树分

析，结果提示2例标本可能属于不同的2种基因型。结论 hMPV是乌鲁木齐地区儿童呼吸道感染

病原之一，在一个流行季节当地可同时有2种不同基因型的hMPV流行。
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Human metapneumOVirus infection in children with acute respiratOry tract innammation in Urumuqi
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【Abstract】 Objective To understand whether human metapneumovirus(hMPV)is one of the

pathogens leading to the children’s respiratory infections in Urumqi． Methods A total number of 209

samples were c01lected in the PeOple’s General Hospital of Xinjiang Uygur Autonomous Region from

November 2006 to April 2007 with some from the hospitalized children，while the others from outpatient

clinic．SpecimerLs included nas。pharyngeal aspirates(NPA) and swabs were analyzed．Samples were all

tested hMPV M gene by RT—PCR while the two positive PCR amplicons were sequenced and compared

with other hMPV in GenBank by Blast and DNAstar．Results of all the 209 samples，tw。poSitive ones

were teSted．The identities between them were 83．8％． Results from Phylogenetic analysis showed that

they might belong to t、vo different clusters． Conclusion hMPV was one of the pathogens leading to the

children’s respiratory tract infections in Urumqi，with two different hMPV groups existed in the same

SeaSon．
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人偏肺病毒(hMPv)是2001年由荷兰学者van

den Hoogen新发现的一种可致人呼吸道感染的副

粘病毒。其后世界许多国家学者所进行的研究表明

hMPV的确是导致人类呼吸道感染(尤其是儿童)的

重要病原。我国经证实也存在hMPV的流行。为

此我们对乌鲁木齐市2006—2007年冬春季部分呼

吸道感染患儿进行了hMPV感染的初步研究。

作者单位：830001乌鲁木齐，新疆儿科研究所(孙荷、芝敏、杨学

磊)；首都儿科研究所(朱汝南、钱渊)；新疆维吾尔自治区人民医院儿

科(赵桂臣、冯萍)
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对象与方法

1．研究对象：选取2006年11月至2007年4月

部分于新疆自治区人民医院儿科门诊就诊及住院的

呼吸道感染患儿共209例，其中门诊49例，住院

160例。男129例，女80例。新生儿6例，1月龄～

岁82例，1～岁67例，3～岁34例，>7岁20例。

新生儿肺炎6例，支气管肺炎109例，支气管炎18

例，喉气管支气管炎10例，喘息性支气管炎14例，

毛细支气管炎8例，上呼吸道感染42例，发热待查

2例。

2．标本来源：门诊患儿均采集咽拭子标本，住院
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患儿于住院后48 h内采集标本，采集咽拭子138份，

呼吸道分泌物71份。全部标本保存于2 m1生理盐

水中，冻存于一70℃冰箱待检测。

3．直接免疫荧光法检测7种呼吸道病毒抗原：

呼吸道分泌物标本被分为2份，1份用直接免疫荧

光法检测呼吸道合胞病毒(RSV)，腺病毒，副流感病

毒1、2、3型和流感病毒A、B型7种常见呼吸道病

毒抗原；另l份冻存，用于病毒核酸抽提。

4．病毒核酸抽提：一70℃冰箱取出标本冻融，吹

打均匀后取75弘1样本加入250扯l Tri01(Gibco产品)

中，颠倒混匀，静置5 min。然后加入氯仿50“l，涡旋

混匀后静置5 min，12 000 r／min离心15 min。吸取

上层水相，加入等体积异丙醇，静置10 min。

12 000 r／min离心15 min后，弃上清，加入75％乙醇

洗涤，7500 r／min离心5 min后，再次弃上清，吸干后

干燥，一20℃保存。

5．反转录聚合酶链反应(RT—PCR)：实验方案

由首都儿科研究所提供。反转录过程：DEPC H：O：

1．5肚1，加随机六聚体引物(上海生工生物工程技术

服务有限公司合成)4肛1，dNTP 2肛1溶解核酸后，

65℃温育5 min，再加入5×RT buffer 8肚1，

0．1 mm01／L DTT(上海生工生物工程技术服务有限

公司)4弘l，MMLV(MBI公司)0．4肚l，RNA酶抑制

齐0(BBI公司)0．1肚l，25℃10 min，37℃1 h，70℃

10 min。反转录合成cDNA后一20℃冻存。PCR

反应：10×buffer 2．5弘l，dNTP 0．5肛l，弓f物h1和h2

各0．5弘1，模板4肛l，Taq酶0．3弘l，加双蒸水至25弘l。

94℃预变性5 min，94℃变性45 s，48．4℃退火45 s，

72℃延伸45 s，共45个循环。最后72℃延伸7 min。

每次反应设阳性对照M基因质粒(由首都儿科研究

所馈赠)，阴性对照无菌水。PCR产物经1．2％琼脂

糖凝胶电泳确定，并经紫外光查看后照相。

6．测序并分析：阳性产物送上海生工生物工程

技术服务有限公司用单向引物h1进行测序，结果用

BLAST与GenBank中基因库已有序列进行比较，

确定为hMPV M基因片段。并用DNAStar的

Megalign中的Clustalw方法分析序列的同源性并

绘制系统进化树。

结 果

1．hMPv检出情况：209例患者标本中共检出

hMPV感染2例，检出率约1％，其中1例为维吾尔

族患儿，21月龄，临床诊断支气管肺炎，标本取自2

月份；另1例为汉族患儿，3岁，临床诊断支气管哮

喘合并肺部感染，标本取自3月份。RT—PCR检测

hMPV电泳结果见图1。

往：1：X岫ian9227；2：Xir】jian9346；3、4、6：l!}j性标本；5：

Beijin酉46阳性质粒对照；7：阴性对照；8：Marker

图1 RT—PCR检测hMPV结果

2．其他病毒感染抗原检测情况：71例呼吸道分

泌物标本中RSV阳性21例，腺病毒阳性4例，副流

感3型2例，副流感1型1例，未见副流感2型与流

感A、B型。其中混和感染1例，为腺病毒与副流感

工型混合感染，未见与hMPV的混和感染。

3．测序及基因进化树分析结果：分析结果分别

见表1、图2及图3。Xi时ian9227测序结果为

284 bp，Xinjian9346为285 bp。本研究选择他们共

有的264～265 bp核苷酸和北京及其他国家的标准

株及代表株之间进行同源性比对，由表1可以看出

他们核苷酸之间同源性为83．8％，而与北京及其他

国家的代表株之间的同源性为81．3％～95．8％。从

而证实本研究所得到的确实是hMPV片段。系统

进化树结果显示，2株hMPV分属两个进化簇。

讨 论

hMPv自从被发现以来，已被世界各国公认为

一种易导致儿童呼吸道感染的病毒。而它的发现者

van den H∞gen等⋯认为它能解释约10．0％不明病

原的呼吸道感染，在100％5岁以下的儿童血清中都

发现其抗体，更说明它感染的普遍性。朱汝南等心1

报道在常见呼吸道病毒检测阴性的标本中hMPV

的阳性率为24．1％。上海报道hMPv感染率为

13．8％∞1。都说明在我国也存在hMPv的流行。

由于hMPV感染多发生于冬春季节的特点，本研究

收集了2006年11月至2007年4月的患者标本，结

果hMPv感染率为1．0％。乌鲁木齐地区的感染率

明显低于国内相关报道心一J。但是本研究结果表明，

偏肺病毒也是新疆地区儿童呼吸道感染的

病原之一。检出率低可能是由于不同地区，不同年
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表l 乌鲁木齐地区2株hMPV与北京及其他国家hMPV M基因核苷酸序列同源性比较(％)

编号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 88．1 86．2 94．4 98．5 93 3 87．3 99 3 87 3 97．8 97．0 87．3

2 94．4 86．2

85 8

87 3

86．2

94．4

87．3

86 2

95．1

99．3

93．3

87．3

97，0

92．5

86．2

97 8

86．2

96．3

87．3

83．5

98．5

87．3

99．3

87．3

11 86．1

12

注：l：NLOO一1；2：NL99—1；3：Bjl816；4：Bjl817；5：CAN00—14；6：CAN97_83；7：CAN98—75；8：CAN99—81；9：CS038；10：S03587—02
11：Xinjian9227；12：Xi川；an9346
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图2 乌鲁木齐地区2株hMPV M基因片段测序结果及与北京及其他国家同一基因片段对比

份hMPV感染的流行状况不同。在意大利连续3

年的感染率就有着较大差别，2000—2002年的感染

率分别为37．0％、7．0％、43．O％，其中2001年的感

染率明显低于其他2年¨1。而挪威2002年11月至

2003年4月还出现过hMPV的暴发。6。。此外，检出

率的高低还与标本的收集与保存条件、标本的数量、

标本是否反复冻融、选择的引物以及PCR过程都有

着密切的关系。

hMPv感染多导致婴幼儿的呼吸道感染；具推

测5岁以下患下呼吸道感染的儿童中，hMPV的感

染率大约为12．0％，而在上呼吸道感染中占

15．0％㈨。而本文2例患儿年龄也与文献报道相

符。所引起的呼吸道感染中以支气管肺炎最为常

见，其次为毛细支气管炎。与RSV同为引起毛细支

气管炎最重要病原，在国内都有相关报道¨舟1。

现在已经明确存在2种基因型的hMPV，2种

基因型又可被分成2种基因亚型，即1a、1b和2a、

2b，这从本文所绘制的基因进化树上也可以看出，所

扩增出的2株阳性产物，可能分属于2种不同基因

型，其中xinjian9227与加拿大的CAN99—81有较高

同源性，为97．8％；而xinjian9346与北京的CS038

有较高同源性，为99．3％。本文所选的同型hMPV
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M基因片段之间的同源性为92．5％～99．3％，不同

型别之间的同源性为83．5％～88．1％。本文中2例

阳性标本均来自2007年冬春交界季节，说明一个流

行季节中可以同时流行2种型别的hMPV。hMPv

各种亚型之间由于不能产生完全而持久的交叉免

疫，导致人一生中反复感染此种病毒。来自日本的

报道显示。9 o，一名9月龄的婴儿在1个月内先后感

染了2种型别的hMPV，也证实了不同型别hMPv

感染之间所产生的免疫不完全性。

CANOO．14
CAN99．81

NLOO．1

Xinjlan9227
S03587一02
Bil817
CAN97—83
Bjl816

C§038
x叫ian9346
CAN98—75

图3 乌鲁木齐地区2株hMPV与北京及其他国家的

部分hMPV M基因系统进化树分析

对于hMPV的混和感染，Konig等¨叫发现有

60．0％hMPv感染的儿童合并RSv感染，而且混合

感染的发病年龄越小，病情越严重。国内对混合感

染的研究鲜见报道，大都在其他常见呼吸道病毒阴

性的标本中进行偏肺病毒的研究。本文病例中

RSV感染率最高，但并没有发现RSV合并hMPV

·377-

感染。hMPV每年的流行状况可能都存在差别，因

此监测hMPV的发生就有着极其重要的意义。
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