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重庆地区急性呼吸道感染儿童人鼻病毒检测分析
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(重庆医科大学附属儿童医院 儿科研究所 生物安全二级实验室 ,重庆 400014)

　　摘要:目的　了解 2006-2007年重庆地区急性呼吸道感染住院儿童人鼻病毒(HRV)的检出情况、感染特点及流行规律。方法

　收集 2006年 4月-2007年 3月重庆医科大学附属儿童医院呼吸科住院的部分急性呼吸道感染患儿的鼻咽深部吸取物 390份 , 离
心后当日提取呼吸道标本RNA,应用针对HRV5′端非编码区保守序列设计引物 , 采用反转录聚合酶链反应(RT-PCR)方法检测标本

中的HRV基因组 RNA。随机抽取 5例 RT-PCR鉴定 HRV阳性的PCR产物进行序列测定 , 以验证 PCR检测的特异性。对 HRV阳

性病例总结其感染特点及临床特征。结果　390例标本中 HRV阳性 61例 , 阳性率为 15.6%。RT-PCR检测 5例HRV阳性的 PCR

产物行序列测定经 Genbank比对均证实为 HRV。HRV阳性患儿中 , ≤2岁 49例 , >2～ 5岁 10例 , 5岁以上 2例。 HRV感染几乎全
年散发 , 2006年 12月HRV检测阳性率最高 , 达 29.5%。重庆地区HRV感染无明显高发季节。HRV感染患儿的临床表现主要为咳

嗽(96.8%)、气促(61.5%)、喘息(56.5%)、发热(35.5%)。临床诊断依次为支气管肺炎 20例(32.8%), 间质性肺炎 15例

(24.6%),毛细支气管炎 12例(19.7%),重症肺炎 8例(13.1%),支气管哮喘 4例(6.5%), 喘息性支气管炎 2例(3.3%)。 8例重

症肺炎中先天性心脏病 2例 ,中度营养不良 1例 , 且均在 2岁以内。平均住院天数 7.5 d。 61例 HRV阳性患儿中 , 53例进行痰培
养 , 40例提示细菌感染 , 13例正常。结论　HRV是重庆地区婴幼儿急性下呼吸道感染较为常见的病毒病原 , 其流行无明显季节特

点。HRV和喘息之间可能存在密切关系 , HRV感染在有心肺基础疾病的儿童中有重症倾向。
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DetectionofHumanRhinovirusinChildrenwithAcuteRespiratoryInfectioninChongqingArea
ZHANGZhi-yong, CHENXin, ZHAOYao, YANGXi-qiang, ZHAOXiao-dong

(LaboratoryBiosafety-2, InstituteofPediatrics, theChildren′sHospitalAffiliatedtoChongqingMedicalUniversity, Chongqing400014, Chi-

na)
Abstract:Objective　Toinvestigatetheprevalenceandclinicalfeaturesofhumanrhinovirus(HRV)infectioninhospitalizedchildren

withacuterespiratoryinfection(ARI)inChongqingareafrom 2006 to2007.Methods　Threehundredandninetynasopharyngealaspirates

(NPA)werecollectedprospectivelyfromchildrenwithARIwhowereadmittedtothedivisionofpulmonology, inchildren′shospitalaffiliated

toChongqingmedicaluniversitybetweenApr.2006andMar.2007.ViralRNAinNPAwasextractedusingaQIAamp
·
RNAMiniKitinac-

cordancewiththemanufacturer′sinstructions.Primerstargettingthehighlyconserved5′-noncodingregion(5′-NCR)ofHRVwereusedto

developaRT-PCRfordetectionofHRV.ThespecificityoftheRT-PCRforHRVonclinicalspecimenswasconformedbysequencing

5positivePCRproductsselectedatrandom.Theclinicalcharacteristicsofthepatientswithrhinovirusinfectionwereanalyzed.Results　Three

hundredandninetyinfantswithrespiratorytractinfectionwereadmitted, 61cases(15.6%)caseswhowerepositiveforHRV.Forty-nineca-
sesforHRVwerecollectedfromchildrenunder2yearsold, 10caseswerecollectedfromchildrenbetween2to5yearsoldand2 caseswere

collectedfromchildrenabove5 yearsold.Asfortheseasonaldistribution, HRVinfectionoccurredsporadicallyalmostallovertheyearwith

thehighestpositiverateinDec.2006anddidnotshowapparentseasonaldistribution.Also, HRVwasseriallyassociatedwithclinicaldiagnosis

bronchopneumoniain32.8%, interstitialpneumoniain24.6%, bronchiolitisin19.7%, severepneumoniain13.1%bronchialasthmain6.
5%, andasthmatoidbronchitisin3.3%.SymptomspossiblelyresponsibleforHRVinfectionwerecoughing(96.8%), panting(61.5%)

wheezing(56.5%), fever(35.5%).Twocaseswerecongenitalheartdiseaseandonecasewasmalnutritionamongeightchildrenwithsevere

pneumonia.Themedianhospitalstaywithrhinovirusinfectionwas7.5 days.Bacterialculturewasperformedfor53 casesofHRVpositive

specimens, andbacterialinfectionwerefoundin40 cases.Conclusions　HRVisarelativelycommoncauseforacuterespiratoryinfections
andHRVinfectionoccurredsporadicallyalmostallovertheyearinchildreninChongqingarea.HRVmightparticularlybeassociatedwith

wheezing.Childrenwithchronicdiseasearemorelikelytohavesevererespiratoryinfection.

JApplClinPediatr, 2008, 23(10):736-738
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　　人鼻病毒 (humanrhinovirus, HRV)是引起上呼吸道

感染最常见的病原体 ,至今已鉴定的 HRV已超过 120个

血清型 ,是人类病毒中血清型最多的病毒。越来越多的

证据表明 HRV不仅引起普通上呼吸道感染 ,还可引起婴

儿及儿童的下呼吸道感染
[ 1-2] ,且已证明与支气管哮喘的

发作关系紧密
[ 3] 。 2006年三峡大坝开始蓄水 ,三峡库区

的自然环境有可能发生巨大变化 ,从而影响 HRV的流行

规律。本研究对 2006年 4月 -2007年 3月在重庆医科

大学附属儿童医院呼吸科住院的 390例急性呼吸道感染

(ARI)患儿呼吸道标本进行 HRV的检测 ,旨在阐明三峡

大坝蓄水后重庆地区儿童 HRV的流行特点 ,为公共卫生

政策的制定提供理论依据 ,并为今后多年度连续监测提

供参考。

1　资料与方法

1.1　一般资料　2006年 4月 1日 -2007年 3月 31日每
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周一 、三收集本院呼吸内科全部因 ARI住院患儿的鼻咽

深部吸取物 ,共 390份 ,占同期 ARI住院患儿的 18.7%。

男 248例 ,女 142例;年龄 20 d～ 10岁。

1.2　方法

1.2.1　标本采集和处理 　住院当天采集鼻咽分泌物标

本 ,将装有 3 mL消毒 9 g/L盐水的注射器连接到塑料吸

痰管上 ,将吸痰管小心置入患儿鼻咽部 ,轻轻推入 9 g/L

盐水 ,尽可能多的吸出鼻咽分泌物。将吸出物转至另一

含有 3 mL病毒转移液的无菌离心管中 ,立即置于冰上 ,

0.5 h内转运至重庆医科大学儿科研究所生物安全二级

实验室。鼻咽分泌物经吹打混匀 , 4 ℃ 1 000 r/min离心

10 min后 ,呼吸道标本上清用于 RNA提取。

1.2.2　引物设计　根据文献 [ 4]在 HRV的 5′端非编码

区保守区内设计 PCR引物以扩增 HRV基因组 RNA。 Rh1:

5′-GAATGCTGGCTAACCTTAAACCC-3′;Rh2:5′-CAAAGTAG-

TCTGGTCCCAGTCC-3′。预期扩增片段长度为 106 bp。引

物由上海英骏生物技术有限公司合成。

1.2.3　病毒 RNA提取 　使用 QIAamp· RNAMiniKit

(QIAGENInc, USA)试剂盒提取患儿鼻咽吸取物标本上

清中的总 RNA,试剂包括 CarrierRNA(polyA), Buffer

AVL, BufferAW1和 BufferAW2。操作按照试剂盒说明书

进行。

1.2.4　cDNA合成及 PCR扩增 　以 RNA为模板 ,应用

随机引物进行反转录合成 cDNA,然后进行 PCR扩增。

PCR体系为 25 μL,包含 1.25 UTaqPolymerase, 25 mmol/L

dNTP, 10 mmol/LTris-氯化氢 , 50 mmol/L氯化钾 , 1.5

mmol/L氯化镁 , 0.2 μmol/LRh1和 Rh2。 PCR反应条件

为:94 ℃预变性 5 min;94 ℃ 1 min, 60 ℃ 1 min, 72 ℃

1 min, 扩增 35个循环;最后 72 ℃延伸 10 min。引物为

Rh1和 Rh2,预期扩增片段长度为 106 bp。 PCR体系为

25 μL,引物终工作浓度均为 200 pmol/L。以经测序确认

的 HRV为阳性对照 ,无菌双蒸水为阴性对照。 PCR产物

经 20 g/L琼脂糖凝胶电泳鉴定。

1.2.5　HRV的 PCR产物序列测定　随机抽取 5例琼脂

糖凝胶电泳鉴定 HRV阳性的 PCR产物送重庆医科大学

感染性疾病分子生物学实验室进行序列测定。以验证

PCR的特异性。

1.2.6　HRV感染临床资料分析　经反转录聚合酶链反

应(RT-PCR)证实的 HRV感染病例 ,收集其年龄 、性别 、

症状 、体征 、辅助检查等临床资料以供分析。

2　结果

2.1　HRV检测结果　通过 RT-PCR检测 ,共检出 61例

HRV阳性标本 ,阳性率 15.6 %。男 42例 ,女 19例。 RT-

PCR检测 5例 HRV阳性的 PCR产物行序列测定经 Gen-

Bank比对均证实为 HRV。

2.2　HRV感染年龄分布　390份标本中 , 20 d～ 6个月

174例 ,检出 HRV阳性 33例;>6 ～ 12个月 85例 ,检出

7例;>1 ～ 2岁 53例 ,检出 9例;>2 ～ 5岁 64例 ,检出

10例;>5 ～ 10岁检出 2例。 ≤2岁 49例 ,占阳性病例的

80.3%,其中 <1岁 40例 , 占 65.6%。

2.3　HRV感染季节性分布　2006年 4月 -2007年 3月

HRV检出阳性率按月份进行统计。 HRV阳性率为 0 ～

29.5%,无明显的高发季节　见图 1。

图 1　重庆地区 2006-2007年 HRV感染的季节分布

2.4　HRV感染患儿临床资料分析结果 　61例 HRV阳

性患儿中 ,诊断分别为支气管肺炎 20例 (32.8%),间质

性肺炎 15例(24.6%),毛细支气管炎 12例(19.7%),重

症肺炎 8例(13.1%),支气管哮喘 4例(6.5%),喘息性

支气管炎 2例(3.3%)。 8例重症肺炎中先天性心脏病

2例 ,中度营养不良 1例 , 且均在 2岁以内。临床表现主

要为咳嗽(96.8%)、气促(61.5%)、喘息 (56.5%)、发热

(35.5%)。 61例中 , 53例进行痰培养 , 40例提示细菌感

染 ,其中肺炎克雷伯菌 15例 ,肺炎链球菌 9例 ,流感嗜血

杆菌 6例 ,副流感嗜血杆菌 3例 , 金黄色葡萄球菌 2例 ,

卡他布兰汉菌 、卡他莫拉菌 、光滑假丝酵母菌 、铜绿假单

胞菌和大肠埃希菌各 1例。其余 13例未见细菌生长。

12例 HRV阳性患儿作肺功能检查 , 8例提示呼吸流速环

呈轻度堵塞 , 2例提示呼吸流速环呈中度限制性障碍。舒

张试验阳性 6例 ,余 2例正常。 HRV阳性 54例患儿行胸

部 X线检查 ,其中肺炎 32例(59.3%),支气管炎 13例

(24.1%),余 9例未见异常。 1例进行纤支镜检查 ,诊断

为支气管内膜增生。 45例病程在 1周内 , 15例 1周 ～

1个月 , 1例 1个月以上。平均住院 7.5 d。 61例 HRV阳

性患儿中 , 3例并先天性心脏病 , 4例并缺铁性贫血 , 2例

并中度营养不良 , 1例喉软骨发育不良。

3　讨论

HRV属于小 RNA病毒科中的一类 ,是引起人类病毒

性呼吸道感染的最常见的病原体 ,且是诱发哮喘的主要

病毒病原之一。研究发现 HRV不仅引起上呼吸道感染 ,

还可致婴儿及儿童的下呼吸道感染 ,有先天性支气管发

育异常等基础性疾病的婴幼儿有重症倾向 [ 5] 。由于传统

检测方法的限制 , HRV在儿童急性呼吸道感染中的作用

可能被低估。重庆地处西部的三峡库区 ,呼吸道感染性

疾病潜在威胁巨大。王莉佳等 [ 6]对 2003年 4月 -2005

年 3月在本院呼吸内科住院的 1 052例急性呼吸道感染

患儿进行 7种常见呼吸道病毒 [呼吸道合胞病毒 (RSV),

腺病毒 ,流感病毒 A及 B型 ,副流感病毒 Ⅰ 、Ⅱ 、Ⅲ型 ]检

测 ,阳性标本 409例(占 38.88%)。其中 RSV占阳性标

·737·
第 23卷第 10期 2008年 5月　JApplClinPediatr, Vol.23No.10, May.2008



本的 88.02%。提示重庆地区以 RSV流行为主。而目前

尚无系统的关于重庆地区 ARI儿童中 HRV的年度流行

病学资料。本研究收集了 2006 -2007年本院呼吸科住

院患儿鼻咽深部吸取物标本 ,收集的标本数占同期住院

患儿总数的 18.7%,结果显示 2006年 4月 -2007年 3月

390份临床标本中 , 61例 HRV检测阳性 ,阳性率 15.6%。

提示 HRV是重庆地区儿童 ARI的重要病原。与北京报

道的阳性率(14.5%)基本一致 [ 7] ,而比香港(35.4%)和

西班牙(25%)报道的阳性率低 [ 8-9] 。对于重庆地区与其

它国家和地区的差异 ,可能的原因是本研究对象仅限于

住院的患者 ,症状相对较重 ,而由 HRV感染引起的普通

上呼吸道感染可以在门诊和社区医院治愈 ,减少了住院

的几率 ,从而影响了 HRV的检出率。其次 ,不同地域和

气候条件对 HRV的流行可能也有影响。人群对 HRV普

遍易感 ,以儿童的感染率较高。 Papadopoulos等 [ 10]
发现

所有儿童 2岁以前至少经历过 1次 HRV感染。本研究

发现 , HRV感染患儿的年龄相对集中 , 61例中 <2岁占

80.3%,仅 2例 >5岁。提示 HRV主要引起 5岁以下 ,尤

其是 2岁以下小儿感染。 HRV导致的呼吸道感染常年发

生 ,在温带地区 ,主要在早春和气温突然下降时节。在人

群拥挤及空气不流通的地方较易发生相互传播。甚至可

出现暴发流行
[ 11] 。我国北京地区 HRV流行高峰为春季

和秋季
[ 6] , 而 2006-2007年重庆地区 HRV感染似无明

显的高发季节 ,提示重庆地区的 HRV感染季节特点可能

与其他地区不同 ,是否与三峡大坝的蓄水有关尚待进行

多年度的监测。

HRV是引起普通上呼吸道感染的主要病原体 ,既往

认为 HRV不能在下呼吸道复制是基于下呼吸道的温度

达 37 ℃,在此温度 HRV不能生长及复制。近来 ,越来越

多的证据表明 HRV可引起婴儿及儿童的下呼吸道感

染
[ 2] 。本研究结果显示 , HRV阳性患儿中支气管肺炎 、间

质性肺炎和毛细支气管炎等下呼吸道感染 47例 ,进一步

说明 HRV是重庆地区住院儿童下呼吸道感染的重要病

原。

HRV与婴幼儿毛细支气管炎关系也很密切 ,研究显

示在毛细支气管炎的病原中 HRV仅次于 RSV[ 12] 。本研

究 19.7%为毛细支气管炎。 HRV和 RSV引起的毛细支

气管炎的病情轻重目前尚无定论 ,但是婴幼儿时期的

HRV感染会增加儿童时期发生哮喘的危险性 ,而且 HRV

是触发支气管哮喘恶化的重要原因。 80% ～ 85%学龄儿

童的哮喘加重与 HRV有关 [ 13] ,而在成人 ,约 50%的哮喘

加重与 HRV有关。支气管哮喘患儿也更容易发生 HRV

感染。本研究发现 , HRV感染的临床表现与 RSV引起的

下呼吸道感染类似 ,以咳嗽 、气促 、喘息为主 , 61例中 ,

56.5%有喘息症状 ,提示 HRV和喘息之间可能存在密切

关系。 HRV导致呼吸道高反应性的确切机制尚不完全清

楚 ,有待进一步研究。

HRV同样可引起严重的呼吸道感染 ,尤其是有基础

疾病的患者。 Gutman等 [ 14]
曾报道 2例干细胞移植后出

现致死性呼吸道感染的病例。 Daubin等 [ 15]
对机械通气

患者行呼吸道病原检测发现 , HRV占第 1位 (42%)。本

研究 3例并先天性心脏病 , 4例并缺铁性贫血 , 2例并中

度营养不良 , 1例并喉软骨发育不良。虽然 HRV感染患

儿无 1例需要进入重症监护室或者呼吸机治疗 ,但有

8例(13.1%)诊断为重症肺炎 ,伴呼吸衰竭 ,其中 2例伴

先天性心脏病 , 1例中度营养不良 ,均为 2岁内 ,提示

HRV感染在有心肺基础疾病的儿童中有重症倾向 ,尤其

是 <2岁的患儿 ,需要引起重视。

本研究初步证实 HRV是重庆地区住院儿童 ARI的

重要病原 ,且可能与喘息具有一定相关性。但目前仅有

1 a的流行病学资料 ,门诊和社区医院还未纳入研究范

围。 HRV在儿童呼吸道感染中的疾病负担和流行规律有

待长期规范的监测。
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