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上海地区人偏肺病毒致儿童急性下呼吸道
感染的分子流行病学研究

沈军朱启镕曾玫俞蕙王晓红

【摘要l 目的建立可靠的TaqMan．MGB实时荧光RT-PCR方法，检测临床样本中人偏肺病

毒(hMPV)N基因，以了解2006年10月至2008年2月期间上海地区hMPV致儿童急性下呼吸道感

染(ALRTI)的临床与分子流行病学特点。方法为了明确hMPV在儿童ALRTI中的地位，用直接

免疫荧光方法检测呼吸道合胞病毒(RSv)，腺病毒，A、B型流感病毒，l、2和3型副流感病毒7种

儿童常见呼吸道病毒抗原，结合肺炎支原体、沙眼衣原体荧光定量PCR检测结果及细菌学培养结

果进行分析。结果2006年lO月至2008年2月上海地区ALRTI儿童鼻咽分泌物中hMPV的检出

率为3．86％(24／622)，2006—2007年冬季和2007--2008年冬季检出率分别为6．60％(14／212)和

1．11％(2／180)；hMPV致儿童ALRTI以<5岁儿童多见。该期间上海地区hMPV仅见A2亚型株流

行。呼吸道病毒是上海地区儿童ALRTI主要病原，在儿童ALRTI中hMPV感染可能仅次于RSV，

是常见的呼吸道病毒。结论hMPV是上海地区儿童ALRTI的重要病原体。
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【Abstract】 Objective To understand the clinical and molecular epidemiologic features of

human metapnenmovirus(hMPV)in children with acute lower respiratory tract infection(ALRTI)
from Oct．2006 to Feb．2008 in Shanghai．Methods We established a reliable and stable diagnostic
method of TaqMan．MGB real-time reverse transcription polymeruse chain reaction(Rrr_PCR)to

detect hMPV in the clinically manifested respiratory samples．To understand the role of hMPV in
children’S ALRTI．we tested other seven common respiratory viruses．using direct imlnunofluorescence

assays(DFA)．Results Data was anal，rsed on the rates of detection among patients with respiratory

bacteria，mycoplasma pneumonia and chlamydia among the targeted samples and enrolled patients to
disphy the spectrum of respiratory pathogens and the changing pattern of pathogens with time．Of 622

samples，hMPV was detected to be positive in 24(3．86％)samples．However，the prevalence of
hMPV in the winter seas01]of 2006 to 2007 Was higher than that in the winter season of2007 to 2008．

Tbe maj耐ty of children infected with hMPV were younger than 5 years old．Data from phyiogenetic
tree analysis further demonstrated A2 genotype h】ⅥPV circulating during the study per_iod．Conclusion
Respiratory viruses were important respiratory pathogens among children with ALRTI and respiratory
syncytial virus．They were the two most conllilOll virus which might be followed by hMPV that

causing the disea．sos．We confirmed that hMPV as姐important pathogen of AI．RTI in the children

from Shanghai．
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Etiology

人偏肺病毒(hMPV)感染在世界各地均有报

道，并认为该病毒可能与5％～10％病因不明的儿童
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急性下呼吸道感染(ALRn)有关【1圳。国内hMPV在

儿童中的流行病学资料尚不完整，hMPV在儿童

ALRTI病原谱中的地位及流行株的分子生物学特征

鲜见报道。根据国外的资料，hMPV可能有隔年流

行的趋势，且似乎与呼吸道合胞病毒(RsV)的流行

强度相互更替，在儿童ALRTI病毒谱中的比例不断
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变化ml，而国内是否有相同的现象尚未可知。在

儿童ALRTI中，病毒与细菌混合性感染可能导致重

症感染的发生，hMPV是否易与其他病原体混合感

染儿童，尚未有明确的答案【2·7。。不同的年份和地

区，可以有不同的基冈型和亚基因型hMPV的流行

株同时或主导流行，重庆地区报道仅有A2亚型的流

行[91；上海地区报道存在2种基因型的hMPV流行，

但未有明确分型比较n引。本研究通过对上海地区

ALRTI住院儿童深部鼻咽分泌物(NPS)中hMPV的

检测与分析，探讨hMPV在儿童ALRTI中的临床与

分子流行病学特点。

材料与方法

1．研究对象：收集2006年lO月至2008年2月复

旦大学儿科医院确诊的1347例ALRTI患儿(男854

例、女493例，年龄均<15周岁)，其中临床诊断急性

喉一支气管炎7例，喘息性支气管炎55例，急性支气

管炎122例，毛细支气管炎7例和肺炎1156例(含重

症肺炎44例)。患儿在住院48 h内采集NPS标本。

随机挑选(每周二、四采集)622例(男385例、女237

例)患儿的NPS标本检测hMPV基因，其中诊断急性

喉一支气管炎3例、喘息性支气管炎25例、急性支气

管炎56例、毛细支气管炎3例和肺炎535例(含重症

肺炎22例)。临床疾病诊断标准均依据诸福棠主编

的《实用儿科学》第七版。

2．hMPV检测：病毒RNA抽提与反转录操作按

参考文献[10]方法。TaqMan．MGB实时荧光RT-

PCR上游引物为5’一CAT CAG GTAATATCC CAC

_虬蛆ATCAG一3’；下游引物为5 7--GTG八ATArrAAG
GCACCTACACATAAT从一3 7；探针为FAM一5’一
TCA GCA CCA GAC AC：A C—NFQMGB一3’。荧光

PCR扩增条件：94℃加热3 min；94℃变性30 s，

55℃退火30 s，72℃延伸30 S，共45个循环；其目标

片段长度为163 bp。传统RT-PCR的上游引物为
5’一AAC CGT GTA CTAAGT GAT GCA CTC一3’。下

游引物为5’一CAT TGT TTG ACC GGC CCC A1rA

A一3’。传统RT-PCR反应条件：94℃加热5 min；

94℃变性30 s，55 oC退火30 s，720E延伸30 s，共45

个循环；最后72℃7 min结束反应；其目标片段长

度为213 bp。荧光RT-PCR与传统RT-PCR的引物与

探针设计均按参考文献[11]方法。

3．hMPV N基因序列分析：基因序列分析用

BLAST和DNAMAN软件对hMPV核苷酸序列作比

较，并绘制基因进化树。

4．常见呼吸道病毒和其他病原体检测：用直接免

疫荧光法检测1347份NPS中的呼吸道合胞病毒

(RSV)，腺病毒(ADV)，A、B型流感病毒(IFV)，l、2和

3型副流感病毒(PIV)抗原；并调查同期标本中肺炎支

原体、沙眼衣原体荧光PCR检测及细菌学培养结果。

结 果

1．hMPV检出情况：622份NPS标本中采用

TaqMan．MGB实时荧光RT-PCR共检测出hMPV阳

性标本24份，检出率为3．86％；其中3月龄以下儿童

检出率为0．94％(2／213)，3月龄～<6月龄儿童检出

率为3．95％(3／76)，6月龄．<l岁儿童检出率为

2．73％(3／110)，l一<2岁儿童检出率为9．52％(6／

63)，2～<5岁儿童检出率为6．98％(9／129)，≥5岁

儿童检出率为3．23％(1／31)。其中<2岁儿童占

58．33％(14／24)，<5岁儿童占95．83％(23／24)。

hMPV致ALRTI绝大多数在11月到次年1月之间

(21／24)。2006--2007年冬季hMPV检出率为6．60％

(14／212)，2007--2008年冬季hMPV检出率为1．1l％

(2／180)。323例男性患儿中检出hMPV阳性10例

(3．10％)，237例女性患儿中检出hMPV阳性14例

(5．91％)，两性儿童检出率差异无统计学意义(#=

2．63。P>0．05)。

2．hMPV N基因进化树分析：24份实时荧光

RT-PCR hMPV阳性标本，传统RT-PCR方法检测到

阳性标本16份(均为荧光信号较强、cr值小的标本)，

随机选其中7份产物(SH07—1130，SH07—1207，

SH07—1244，SH08—24，SH08一185，SH08—1435，

SH08—1635)测序，与基因文库中已知hMPVN序列

分析比对后证实为目标产物。图l为hMPV实时荧

光RT-PCR结果；图2为hMPV传统RT-PCR产物在

1．5％琼脂糖凝胶电泳结果。DNAMAN软件绘制基

因进化树提示，7株均为A2亚型株(图3)。

图1 hMPV实时荧光RT-PCR
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注：M：Marker；P：阳性对照；N：阴性对照，I一5为阳性结果

图2传统RT-PCR产物电泳图
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注：●为7株送检并测序及分析标本

图3 7株hMPV基因进化树

3．其他病原体检出情况：1347份标本中7种常

见病毒检出率为33．56％(452／1 347)；其中RSV检出

率为28．36％(382／1347)。2006—2007年冬季RSV

检出率31．16％(124／398)，2007--2008年冬季RSV

检出率38．59％(120／311)。PIV、ADV和IFV的检出

率分别为2．82％、1．86％和1．19％。细菌检出率为

24．64％(329／1335)。肺炎支原体和衣原体检出率分

别为7．85％(103／1312)和2．97％(39／1312)。1347份

标本总病原学检出率为55．23％(744／1347)，其中混

合感染率为15．59％(210／1347)，2份标本hlVIPV与

RSV同时阳性，9份标本存在3种病原体同时感染；

有44．77％的临床标本病原未明。

讨 论

ALRTI是儿科的最主要疾病之一。hMPV是近

年来新发现的一种人呼吸道病毒，已有的研究证实

hMPV是一种常见且广泛流行的呼吸道病毒，临床

表现与RSV相似。国内报道在我国6岁儿童中几

乎均已感染过hMPV[12J。因此，明确上海地区

h_lV伊V在ALRTI中的临床与分子流行病学特点，有

重要意义。

本研究hMPV的检出率为3．86％，与国外大多

数资料中的检出率(3％～5％)一致。本研究发现，

hMPV是检出率仅次于RSV的呼吸道病毒，由于两

者的检测方法不同，敏感度不同，且检测总的样本基

数不同，虽然hMPV的检出率远低于RSV，又明显高

于其他呼吸道病毒，故结果提示，在上海地区hMPV

感染可能确实仅次于RSV，是致儿童ALRTI最常见

的呼吸道病毒。本研究包含了两个连续流行季节，

在整个儿童ALRTI病原谱中，hMPV并非一种突出

的病原体，在流行季节和流行年份中，均有较高的检

出率。

呼吸道病毒在人群中的循环和流行，可能存在

着一定的相互竞争。在本研究中，2006--2007年冬

季hMPV检出率为6．60％(14／212)，2007—2008年

冬季hMPV检出率为1．11％(2／180)；同期(2006—

2007年冬季和2007—2008年冬季)RSV检出率分

别为31．16％(124／398)和38．59％(120／311)。hMPV

在本地区儿童中，是否如RSV的流行强度呈现周期

性波动n 3’14】，并表现出国外所报道的有隔年流行的

趋势悟8’13】，还有待长期监测。

622份标本中仅有2份标本hMPV与RSV同时

阳性，提示h^佃V与RSV或其他病原体的混合感染

并不多见。受本研究中的hMPV阳性标本量、特定

目标人群及特定时段等因素的限制，hMPV与其他

呼吸道病原体的混合感染情况，还需要更多的流行

病学资料证实。

h^佃V共有4个亚基因型(AI、A2、BI、B2)。根

据文献，针对保守的N基因设计引物的实时荧光

RT-PCR敏感度最佳n5‘。本研究中，7株测序hMPV

在基因进化树中均聚类为A2亚型，与重庆地区的报

道恰巧一致妇]，似乎提示2004年12月至2005年7月

重庆地区和2006年lO月至2008年2月上海地区均

仅有A2亚型株hMPV流行。但由于检测标本量少

(分别为6株与7株)、引物设计等使得A2亚型株更

易检测到，或A2亚型株感染人体后病毒载量最高而

更易检测等因素，均有可能导致错误的判断。2003

年9月至2005年8月期间，A2亚型株在我国台湾为

绝对优势流行株b】。推测重庆和上海地区也是以

A2亚型株为优势流行株。
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张顺祥(广东)

王岚(北京)

施侣元俞顺章

王滨有姜庆五

曹广文(上海)

龚向东(江苏)

阚飙(北京)

刘民(北京)

毛宗福(湖北)

曲成毅(山西)

唐耀武(北京)

王鸣(广东)

武阳丰(北京)

囝永平(陕西)

曾光(北京)

赵冬(北京)

何耀詹思延

曹务春(北京)

顾东风(北京)

李辉(北京)

刘天锡(宁夏)

孟蕾(甘肃)

瞿世和(新疆)

汪华(江苏)

王声滂(广东)

乌正赉(北京)

严延生(福建)

詹思延(北京)

赵仲堂(山东)

陈坤(浙江)

何耀(北京)

李敬云(北京)

陆林(云南)

米杰(北京)

沈洪兵(江苏)

汪宁(北京)

王撷秀(天津)

项永兵(上海)

杨维中(北京)

张国刚(湖南)

庄辉【北京)

陈维清(广东)

贺雄(北京)

李立明(北京)

栾荣生(四川)

潘凯枫(北京)

时景璞(辽宁)

王滨有(黑龙江)

吴凡(上海)

肖东楼(北京)

叶冬青(安徽)

张建中(北京)

董柏青(广西)

胡永华(北京)

梁万年(北京)

吕繁(北京)

潘先海(海南)

孙瑞华(北京)

王建华(天津)

吴先萍(四川)

徐飚(上海)

于普林(北京)

张孔来(北京)

 


