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【摘要】 目的 探讨严重急性呼吸综合征（!"#!）患者粪便、痰标本中病毒 #$"阳性检出率与病
程变化的关系。方法 采取一步法逆转录聚合酶链反应（#%&’(#）对不同病程的临床标本进行 !"#!
冠状病毒（!"#!&)**+,-)./0 ,+1+2)3-14*，!"#!&(+5）#$"的扩增和序列测定，并采用趋势!

6 检验探讨标

本阳性检出率与不同发病时间的关系。结果 被检样品中扩增出的特异性片段，经测序验证为!"#!&

(+5序列（同源性 7889）。在检测的临床标本中，粪便标本阳性检出率最高（67:;;9）。趋势!
6 检验

显示 !"#!患者粪便和痰标本中病毒阳性检出率均随着发病时间的增长而下降，!
6 < 76:;;和7=:>8?，

! < 8:888>和! < 8:888 8;。结论 一步法#%&’(# 可以有效检测 !"#! 患者临床标本存在的!"#!&
(+5；!"#!患者粪便、痰标本#%&’(#阳性率随着发病时间的增长而下降。
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6886 年 77 月，自中国广东地区发现第一例
!"#!病例以来，到 688M年 @月间已有 M8多个国家
和地区出现病例［7&M］。688M年 >月 7=日，NOJ正式
确认一种新型的冠状病毒是导致 !"#! 的病原
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体［>，;］，并将该冠状病毒命名为严重急性呼吸综合

征冠状病毒（!"#!&)**+,-)./0 ,+1+2)3-14*，!"#!&(+5）。
由于 !"#!是一种新出现的传染病，人们对其流行
特点、致病机理以及病毒变异与疾病转归关系等也

还不十分清楚。因此，建立灵敏、特异和快速的病原

检测方法，对于 !"#! 的临床诊断和疫情控制有着
重要的意义。本研究采用一步法逆转录&聚合酶链
反应（#%&’(#）对不同临床标本中 !"#!&(+5进行检
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测，探讨机体!"#!$%&’在不同病程的变化规律，从
而为!"#!$%&’早期诊断和防治提供科学依据。

对象与方法

( )研究对象：选取北京某部医院临床确诊的
(*(例 !"#!患者作为研究对象，诊断标准采用国家
卫生部颁发《传染性非典型肺炎临床诊断标准（试

行）》（卫发电［*++,］-+号及补充说明，*++,年 .月 .
日）为准，自患者入院后每隔( / *周采集一次标本，
直至病愈出院。

* )试剂：用于 #0"提取的 #01234 5676 869及核
酸凝胶回收的 :62;<6=> ?1@ AB9C2=96&7 869 均为 :62D17
公司产品，"5’ 逆转录酶和 #0"酶抑制剂为美国
EC&F1D2公司产品，G2;酶购自上海生工生物工程有
限公司。

, ) !"#!患者标本处理及总 #0"提取：将粪便、
痰液标本加入适量的维持液（含.++!D H F@青霉素和
链霉素的 (I-+培养基，JK L)+）反复吹打，I+++ C H F67
离心(+ F67，收集上清。按 #01234 5676 869试剂盒说
明书，取上清液*(+!@于( ). F@离心管中，分别加入 ,
倍体积的 #MG液和适量"$巯基乙醇，充分振荡后加
入一定体积的无水乙醇混匀，将混合液加入到吸附

柱中，于 -N (+ +++ C H F67离心(. 3，弃废液。用 #OP
液洗柱一次，#EA 缓冲液洗柱两次，离心，弃废液。
将吸附柱置于另一干净的离心管中，加#0"231$QC11
水-+!@，静置( F67后于 -N (* +++ C H F67离心( F67，
收集洗脱液，并加入(!@（-+ R）#0"酶抑制剂，混匀
后于 S L+N保存。

- )#G$E%#扩增：采用 OKT推荐引物对%T#( /
%T#*进行扩增，该引物针对 !"#!病毒聚合酶区保
守序列设计，序列如下：%T#(：.’%"% %?G GG’ G"%
"?? GG" ?%G ""% ?" ,’；%T#*：.’""" G?G GG"
%?% "?? G"" ?%? G"" "" ,’，引物由北京三博远
志生物技术公司合成。E%# 反应体系总体积为
,+!@，包括,!@ (+ U #G$E%# 反应缓冲液，*!@ + )(
FF&@ H M VVG，(!@ W0GE3（(+ FF&@ H M），( ).!@上、下游
引物（(+!F&@ H M），( ).!@ G2; V0" 聚合酶（. R），
+ ).!@ #0" 酶抑制剂（-+ R），(!@ "5’ 逆转录酶
（,+ R），.!@ #0"模板。反应条件为：-*N ,+ F67反
转录，X.N , F67预变性；X.N (+ 3，I+N (+ 3（WC&J
(N），L*N ,+ 3共 (+ 个循环；X.N (+ 3，.IN (+ 3，

L*N ,+ 3共 -+个循环。
. ) E%#产物纯化、测序：随机选取来自于不同

传播链的 *份扩增阳性标本，在其 E%#产物中加入
,倍体积的 :?缓冲液及 (倍体积的异丙醇，混匀后
加入到 :62;<6= 柱中，(* +++ C H F67 离心( F67；弃废
液，再加入适量的 :?缓冲液，同上离心；加入适量
的 EA缓冲液，(* +++ C H F67 离心( F67，弃废液后同
样离心；将 :62;<6=柱置于一干净离心管中，加适量
洗脱液于柱中，静置. F67后(* +++ C H F67离心* F67，
收集洗脱液，送往上海博亚公司测序。

结 果

( )研究对象的一般情况：(*(例 !"#!患者的发
病天 数 在 . / ((I 天 不 等。其 中 男 性 LI 例
（I* )Y(Z），女性 -.例（,L )(XZ）。患者平均年龄为
（*Y )IX [ X)X*）岁（(L / L, 岁）。发病人群以青壮年
为主，主要集中在*+ / *X 岁（.* )+LZ）和,+ / ,X 岁
（*X )L.Z）两个年龄段。

* ) !"#!患者标本#G$E%#检测结果：从 *++,年
. / Y月共采集 (*( 例 !"#! 患者的粪便标本、痰标
本和血标本 I+Y份，#G$E%#检测结果显示，在检测
不同种类的临床标本中，粪便标本检出的阳性率最

高，可达 *( )..Z（.+ H *,*）。痰液标本阳性率为
(Y )L.Z（*L H (--）。!"#! 患者粪便、痰液标本#G$
E%#阳性率与病程的关系见表 (。对粪便、痰液标
本阳性率随发病时间的变化进行趋势#

* 检验，结果

显示 !"#!患者标本#G$E%# 阳性率随着发病时间
的增长而下降。粪便 #G$ E%# 的趋势检验#

* \
(* )..，! \ +)+++-；痰标本 #G$ E%# 的趋势#

* \
(I )-+Y，! \ +)+++ +.。粪便标本、痰标本阳性检出
率经反正弦变换后（+ 值赋予较小的值）进行
!J12CF27相关分析，" \ +)IXY，! \ +)+(L，从而说明
!"#!患者的粪便标本、痰标本!"#!$%&’的检出率
有一定的相关性。

, )核酸序列测定及分析：测序结果应用
%@<392@]（. )+）及 V0"%@<^ 进行分析和比较，结果显
示其与网上已公布的 !"#!$%&’ 序列同源性较高。
通过绘制系统进化树（图 (）显示，*份标本与 _‘+(、
?a+(、_‘+,、_‘+- 等 !"#!$%&’ 序列完全一致，同源
性 (++Z，属于一个小分支。
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表! !"#!患者临床标本阳性例数与病程的关系

发病
天数

粪便标本

病例
数
阳性
份数
阳性率
（$）

痰标本

病例
数
阳性
份数
阳性率
（$）

% &’ ( ( &’’)’’ * + ,’)’’
&’ - &, . ,()(( && / ,+),+
*’ - (0 &+ (0).& *0 1 (()((
(’ - (* 1 *.)*, (’ / *’)’’
+’ - ,. + /)1’ (/ * ,),/
,’ - *& ( &+)*. *+ * &/)/0
/’ - &. + **)** 1 ’ ’ )’’
0’ - &, ’ ’)’’ * ’ ’ )’’
1’ - 1 ’ ’)’’ / ’ ’ )’’
&’’ - &’ ( (’)’’ * ’ ’ )’’
&&’ - &+ * &+)*1 ( ’ ’ )’’

图! !"#!患者病毒分离株部分核苷酸序列所构建的
系统发生树

讨 论

目前对 !"#!缺乏早期诊断的手段，主要靠流
行病学和临床来诊断。酶联免疫吸咐法（234!"）能
在发病 *&天后检测到机体对病毒产生的抗体，免疫
荧光法（45"）则在感染 &’天后的患者血清中检测到
抗体。这两种方法在临床早期诊断中的应用受到限

制。本项研究也发现，.例早期确诊 !"#!病例的 &*
份粪便标本和 1 份痰液标本检测为阳性，而 234!"
检测结果却是阴性，说明 67# 早期检测 !"#!879:
的方法优于 234!"和 45"等抗体检测方法。
本研究所采用的一步法 #;867#检测避免了两

步法可能造成的交叉污染，在一定程度上减少了假

阳性的发生。另外，由于采用的 !"#!879: 特异性
引物所扩增的 <="片段位于聚合酶基因，其保守性
强，适合建立 #;867# 法检测 !"#!879:。从 !"#!
患者粪、痰标本中，扩增出与预期大小相同的 <="
片段，对其序列测定的结果表明，与已测定的 !"#!8

79:的相应序列完全一致，同源性 &’’$，进一步证
实本方法对标本检测的特异性和准确性。

6>?@?A等对 ,’例香港 !"#!患者进行了研究，他
们收集患者的鼻咽部分泌物、血清、粪便标本以及 &
例患者的肺活检组织进行病毒的分离培养、#;867#
及免疫学等试验。结果从 ++例患者的鼻咽部分泌
物中检测到 !"#!879:，并从 &. 份粪便标本中测到
&’份阳性，同时 ,’例患者血清中 (,例 !"#!879:抗
体阳性，但血浆中病毒的量非常少。在对 !"#!879:
的检测中我们也发现，在粪便标本和痰液标本中

!"#!879: 的检出率较高，分别为*& ),,$（,’ B *(*）
和&. )0,$（*0 B &++）。相比之下血液病原体阳性检
出率很低，(’ 例患者血清中均未检测出阳性标本，
这可能与血液中 !"#!879:的含量较低或其中病毒
存在时间较短有关。所以，我们在进行临床标本检

测时，应该尽量使用粪便标本和痰液标本，以提高

!"#!879:的检出率。此外，本研究结果显示，发病
&’天内 !"#!患者粪便、痰标本的阳性检出率分别
为 &’’$和 ,’$，而发病 &’天后标本的阳性检出率
开始下降，即 !"#!患者标本 #;867#阳性率随着发
病时间的增长而下降。但是对于临床确诊的 !"#!
病例，如果出现阴性 67# 结果，也不能由此排除
!"#!，这可能由标本采集的时机或实验条件不当所
致，因为我们在试验中发现标本处理延误或反复冻

融等都会对扩增效率产生影响。

本研究中 !"#! 患者粪便 #;867#阳性率与病
程的关系显示，发病时间在 &’’天以上的 *+份标本
中有 ,份标本的病毒 #="检测为阳性，阳性率高达
*’ ).($。需要指出的是，此结果并不具有很好的外
推性，因为其中 +份阳性标本采自危重患者或有合
并感染发生的 !"#! 患者，这部分患者的免疫力与
一般患者相比明显低下。同时，对于阳性的 67#结
果亦不能说明有活病毒的存在，这部分患者是否具

有传染性或可能存在的传染性的强弱，还有待于深

入研究。如果粪便中新检出的病原体是存活的病

毒，那么 !"#!879:是否通过“粪8口方式”传播也需
进一步研究。关于 !"#!879:检测的临床意义 CDE
指出，阳性结果表明，患者现在或过去被 !"#!879:
感染，但不一定出现症状，阴性结果则不一定出现，

表明患者没有被 !"#!879:感染。
作为一种新的传染病，!"#!的传播速度之快，

涉及范围之广，使世界为之震惊。历史经验告诉我

们，一种新的传染病流行后，会与人类长期共存。关
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于 !"#!$%&’排泄规律、持续时间以及病毒变异与
疾病转归关系等至今尚不清楚。如此迅猛出现，很

可能像绝大多数呼吸道传染病一样形成季节流行高

峰，疫情有再度回升的可能。因此，开展 !"#!患者
临床标本病毒 #("的检测，为防止 !"#!复发、保护
医务工作者和易感人群制定科学可行的策略和预防

措施有着重要的意义。
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·疾病控制·

浙江省嘉兴市秀洲区学生中七起传染病爆发的

流行病学调查
沈月根 顾谢君 周建红 王加伟

KFFG年 ) Z H月，浙江省嘉兴市秀洲区先后发生水痘、麻
疹、腮腺炎的传染病爆发，疫情波及 H所学校，现将调查结果
报道如下。

)5流行病学调查：对学校疫情爆发期间所有缺课和有不
适的学生通过逐个询问填写流行病学调查表，结合临床表

现、体症、流行病史，对麻疹调查时用 CNY!"酶标法检测患者
血清 Y.E抗体作出诊断。新塍镇洛东小学麻疹发病 KX例，罹
患率K5RG[，病例主要集中在六年级，占IK5RH[；现代实验学
校腮腺炎发病 KI例，罹患率K5I)[，全部为初中一年级学生；
王店镇建农小学水痘发病 SR例，罹患率为GS5FH[，病例以幼
儿班和四年级为主，占RF5K)[；王店镇三建小学水痘发病 K)
例，罹患率为H5K)[，病例以一、二年级为主，占IF5XJ[；新塍
镇洛东中学水痘发病 S例，罹患率为F5HF[，全部为初中二
年级学生；新塍镇中学水痘发病 I例，罹患率为F5JX[，病例
以初中二年级为主，占IR5JF[；现代实验学校水痘发病 )F
例，罹患率为)5FF[，病例以初中三年级为主，占 XF[。爆发
从首例发病到报告，最短 G天，最长 SJ天，平均 KH天；从首例
发病到末例病例，最短 )S天，最长 JJ天，平均 SF天。水痘和
腮腺炎患者普遍没有免疫史，新塍镇洛东小学的 KX例麻疹
患者，KF例曾接受过免疫，占HI5XH[，其中接种 )次 K例，接
种 K次 )G例，接种 G次 J例，免疫史不详 H例。采集了 G)份
麻疹疑似病例的血清标本，初次麻疹 Y.E抗体阳性 )H例，对
其中 I例阴性患者R Z )F天再次采集血标

作者单位：G)SFF) 浙江省嘉兴市秀洲区疾病预防控制中心

本，测得 Y.E抗体阳性 G例。
腮腺炎发病主要以张口咀嚼疼痛、腮腺单侧肿大

（KI5JR[）、双侧肿大（R)5SG[）、发热（HS5KI[）、头痛
（SK5IH[）、食欲减退（GX5KI[）为主，无并发症。麻疹患者发
热一般在 GX\以上，持续 G天左右出疹，出疹持续 S天左右，
以咳嗽（XG5)F[）、卡他性鼻炎（SS5IG[）、结膜炎（SI5KR[）
症状为主，流行病史和临床表现确诊的患者症状相对较轻。

水痘症状普遍都较轻，大部分患者有不同程度出现发热、咽

痛、头痛、食欲不佳、全身不适的症状，疱疹发生时以躯干为

主，皮疹呈向心性分布，症状较为典型。

K5结论：爆发最主要原因是疫情报告不及时，从首例病
例发生到报告，最长时间为 SJ天，报告时多数学校已出现二
代病例，由于报告的不及时，致使传染源得不到及时有效的

控制和处理；措施不落实造成了疫情的进一步蔓延，症状轻

的学生仍就在上课，未满隔离期甚至还有症状的学生也来上

课；教室内学生们聚集、空气流通不畅，密切接触也给传播增

加了机会。疫情监测网络不敏感也是造成爆发的一个因素，

腮腺炎、水痘在我区虽都属监测传染病，但漏报情况比较严

重。人群的易感性也是传染病爆发的一个十分重要的因素，

水痘和腮腺炎患者普遍没有免疫史；虽然HI5XH[的麻疹患
者有免疫史，但该地的计划免疫工作一直比较薄弱，疫苗接

种的质量值得考虑。

（收稿日期：KFFG$FX$FG）

（本文编辑：尹廉）
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