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  [摘 要] 目的 采用多重核酸检测系统同时检测22种呼吸道病原体,了解韶关市儿童急性呼吸道感染

(ARI)常见病毒病原体的构成情况及流行特征。方法 选择粤北人民医院作为监测点,按要求及时采集呼吸道

患者标本886份送至韶关市疾病预防控制中心微生物检验室,采用多重核酸检测系统定性检测22种呼吸道病

原体,包括新型冠状病毒、冠状病毒HKU1、冠状病毒NL63、冠状病毒229E、冠状病毒OC43、人类偏肺病毒、人
鼻病毒/肠道病毒、甲型流感病毒、甲型流感病毒 H1、甲型流感病毒 H1-2009、甲型流感病毒 H3、乙型流感病

毒、副流感病毒1型、副流感病毒2型、副流感病毒3型、副流感病毒4型、呼吸道合胞病毒、副百日咳杆菌、百日

咳杆菌、肺炎衣原体、肺炎支原体。同时采用传统的荧光定量逆转录-聚合酶链反应(RT-PCR)对上述样品进行

同样项目的检测,对比检测结果准确性。结果 886份标本中检出阳性425份,核酸检出率为47.97%(425/

886),FluA检出率最高,为15.46%,其他病毒的检出率从高到低依次为鼻病毒(HRV)9.48%、人副流感病毒

(HPIV)6.55%、乙 型 流 感 病 毒(FluB)5.87%、RSV
 

4.29%、腺 病 毒 (ADV)2.82%、MPV
 

2.03%、HCoV
 

1.02%、HBoV
 

0.45%。FluA、HRV、HPIV、FluB、RSV和 MPV的分布有一定季节特征,而 ADV、HCoV和

HBoV季节特征均不明显。FluA、HPIV、RSV在1~<3岁组检出率均较高;HRV、MPV、HCoV在1~<3岁

组检出率均较高;FluB在≥6岁组检出率较高。荧光定量PCR检测结果与上述检测结果一致。结论 韶关市

儿童急性呼吸道感染(ARI)的病毒病原种类较多,位于前3位依次是FluA、HRV和 HPIV。部分病原感染有

季节流行特征,与年龄也存在一定相关性。
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[Abstract] Objective To

 

detect
 

22
 

kinds
 

of
 

respiratory
 

pathogens
 

by
 

multiplex
 

nucleic
 

acid
 

detection
 

system,and
 

to
 

understand
 

the
 

composition
 

and
 

epidemic
 

characteristics
 

of
 

common
 

viral
 

pathogens
 

in
 

children
 

with
 

acute
 

respiratory
 

infection
 

(ARI)
 

in
 

Shaoguan
 

city.Methods The
 

People's
 

Hospital
 

of
 

North
 

Guang-
dong

 

was
 

selected
 

as
 

the
 

monitoring
 

point,and
 

886
 

samples
 

of
 

respiratory
 

patients
 

were
 

collected
 

in
 

time
 

as
 

re-
quired

 

and
 

sent
 

to
 

the
 

microbial
 

laboratory
 

of
 

the
 

Municipal
 

Center
 

for
 

Disease
 

Control
 

and
 

Prevention.The
 

multiple
 

nucleic
 

acid
 

detection
 

system
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

22
 

kinds
 

of
 

respiratory
 

pathogens
 

qualitatively.These
 

include
 

novel
 

coronavirus,coronavirus
 

HKU1,coronavirus
 

NL63,coronavirus
 

229E,coronavirus
 

OC43,human
 

metapneumovirus,human
 

rhinovirus/enterovirus,influenza
 

A
 

virus,influenza
 

A
 

virus
 

H1,influenza
 

A
 

virus
 

H1-2009,influenza
 

A
 

virus
 

H3,influenza
 

B
 

virus,parainfluenza
 

virus
 

type
 

1,parainfluenza
 

disease
 

Virus
 

type
 

2,Parainfluenza
 

virus
 

type
 

3,parainfluenza
 

virus
 

type
 

4,respiratory
 

syncytial
 

virus,Bacillus
 

parapertussis,Ba-
cillus

 

pertussis,Chlamydia
 

pneumoniae,mycoplasma
 

pneumoniae.At
 

the
 

same
 

time,the
 

traditional
 

fluorescent
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(PCR)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

same
 

items
 

of
 

the
 

above
 

samples,and
 

the
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accuracy
 

of
 

the
 

detection
 

results
 

was
 

compared.Results Among
 

the
 

886
 

samples,425
 

samples
 

were
 

positive,

and
 

the
 

detection
 

rate
 

of
 

nucleic
 

acid
 

was
 

47.97%
 

(425/886),and
 

the
 

detection
 

rate
 

of
 

FluA
 

was
 

the
 

highest
 

(15.46%).The
 

detection
 

rates
 

of
 

other
 

viruses
 

from
 

high
 

to
 

low
 

were
 

rhinovirus(HRV)
 

9.48%,human
 

para-
influenza

 

virus(HPIV)
 

6.55%,influenza
 

B
 

virus(FluB)
 

5.87%,RSV
 

4.29%,adenovirus(ADV)
 

2.82%,

MPV
 

2.03%,HCoV
 

1.02%,HBoV
 

0.45%.The
 

distribution
 

of
 

FluA,HRV,HPIV,FluB,RSV
 

and
 

MPV
 

had
 

certain
 

seasonal
 

characteristics,while
 

ADV,HCoV
 

and
 

HBoV
 

had
 

no
 

obvious
 

seasonal
 

characteristics.The
 

de-
tection

 

rates
 

of
 

FluA,HPIV
 

and
 

RSV
 

in
 

1-3
 

years
 

old
 

group
 

were
 

higher.The
 

detection
 

rates
 

of
 

HRV,MPV
 

and
 

HCoV
 

in
 

1-3
 

years
 

old
 

group
 

were
 

higher.The
 

FluB
 

detection
 

rate
 

was
 

higher
 

in
 

≥6
 

years
 

old
 

group.
The

 

results
 

of
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR
 

were
 

consistent
 

with
 

the
 

above
 

results.Conclusion In
 

Shaoguan
 

city,there
 

were
 

many
 

viral
 

pathogens
 

of
 

acute
 

respiratory
 

infection(ARI)
 

in
 

children,and
 

the
 

top
 

three
 

were
 

FluA,HRV,and
 

HPIV
 

in
 

turn.Some
 

pathogen
 

infections
 

have
 

seasonal
 

characteristics,and
 

there
 

is
 

a
 

certain
 

correlation
 

with
 

age.
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  急性呼吸道感染是婴幼儿的常见和多发病,发病

率高,给婴幼儿造成不同程度的健康威胁。国内外研

究显示,病毒感染是急性呼吸道感染的主要致病源之

一[1-4]。因此,研究韶关市不同年龄儿童在不同季节

常见呼吸道病毒病原及其流行病学特点,将有助于提

高儿童急性呼吸道感染病毒病原监测能力,对诊断和

预防起到关键作用。本研究选取3个监测点,对韶关

市儿童急性呼吸道病毒感染情况进行分析,结果如

下。

1 材料与方法

1.1 标本来源 2020年8月至2021年7月从粤北

人民医院采集符合病例定义的886份患儿咽拭子,同
时收集姓名、年龄、发病日期、采样日期及临床症状等

信息。病例定义及标本采集详见参考文献[5]。

1.2 方法

1.2.1 标本采集 于2020年8月至2021年7月对

符合病例定义的886例患儿进行采样,采集发病时间

在1~3
 

d内的咽拭子,放置于病毒保存液中,0~4
 

℃
低温保存,尽快送往实验室,提取核酸后置于-80

 

℃
下备用。

1.2.2 仪器及试剂 ABI7500PCR扩增仪,Auto-
Pure32A全自动核酸提取仪(杭州奥盛仪器有限公

司),核酸提取试剂盒(磁珠法,中元汇吉),实时定量

PCR检测试剂盒 AgPath-IDTM
 

One-Step
 

RT-PCR
 

Kit(美国AB公司),各型病毒的引物和探针由日本

TaKaRa公司合成。多病原检测采用 HOPE
 

ONE检

测仪进行检测。

1.2.3 核酸提取及荧光定量PCR 根据试剂盒说明

书,提取病毒总核酸,然后对提取的核酸在同一反应

条件下同时进行9种病原体的扩增,每种病原体为

1个反应孔。反应条件:50
 

℃
  

30
 

min;95
 

℃
  

15
 

min;

95
 

℃
 

15
 

s,50
 

℃
 

30
 

s,72
 

℃
 

30
 

s,5个循环;95
 

℃
 

15
 

s,55
 

℃
 

60
 

s,40个循环;55
 

℃收集荧光信号。实

验中使用核糖核蛋白(RNP)为内对照。采用多重核

酸检测系统同时定性检测22种呼吸道病原体,包括

16种RNA病毒、2种DNA病毒及4种细菌:甲型流

感病毒、乙型流感病毒,甲型流感病毒 H1N1、呼吸道

合胞病毒 A型和B型、副流感病毒-1/-2/-3/-4、冠状

病毒OC43/229E/HKU1/NL63、肺炎衣原体、肺炎支

原体、嗜肺军团杆菌、百日咳鲍特菌、鼻病毒、肠病毒、
人偏肺病毒、腺病毒和博卡病毒。

1.3 统计学处理 应用Excel2003进行数据汇总处

理,应用SPSS22.0统计软件进行数据分析,计数资料

以率表示,采用χ2 检验,P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结  果

2.1 呼吸道病毒检出情况 一共检测886份标本,
阳性425例,总检出率为47.97%(425/886)。9种呼

吸道 病 毒 均 有 检 出,其 中 FluA 检 出 率 最 高,为

15.46%(137/886),其后依次为 HRV、HPIV、FluB、

RSV、ADV、MPV、HCoV、HBoV。见表1。

2.2 呼吸道病毒的流行特征

2.2.1 不同季节病毒分布情况 FluA在冬季的检

出率最高;HRV的检出高峰主要在秋季;HPIV的高

峰在春季。春季检出率最高为FluA、其次为 HPIV、

FluB和 RSV;夏 季 依 次 为 FluA、HRV、HPIV 和

FluB;秋季为HRV、HPIV、FluA;冬季以FluA最高,
其后为HRV和 MPV。见表2。

2.2.2 不同年龄病毒分布情况 在886例患儿中年

龄最小者为1.8个月,最大者为13岁。各种病毒在
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不同年龄段检出率分布见表3。0~<1岁组病毒检

出以FluA、HRV为主;1~<3岁组以HRV、FluA为

主;3~<6岁组和≥6岁组都以FluA为主。除ADV

和HBoV外及其他病毒在各年龄段检出率比较,差异

有统计学意义(P<0.05)。

表1  呼吸道病毒病原谱及检出情况

项目 FluA HRV HPIV FluB RSV ADV MPV HCoV HBoV 合计

阳性例数(n) 137 84 58 52 38 25 18 9 4 425

检出率(%) 15.46 9.48 6.55 5.87 4.29 2.82 2.03 1.02 0.45 47.97

表2  呼吸道病毒在不同季节的分布情况[n(%)]

季节 n FluA HRV HPIV FluB RSV ADV MPV HCoV HBoV 合计

春季 219 35(16.0) 20(9.1) 26(11.9) 21(9.6) 21(9.6) 6(2.7) 5(2.3) 3(1.4) 1(0.5) 138(63.0)

夏季 233 25(10.7) 21(9.0) 15(6.4) 15(6.4) 7(3.0) 4(1.7) 1(0.4) 1(0.4) 2(0.9) 91(39.1)

秋季 218 13(6.0) 31(14.2) 15(6.9) 7(3.2) 8(3.7) 11(5.0) 1(0.5) 2(0.9) 1(0.5) 89(38.2)

冬季 216 64(29.6) 12(5.6) 2(0.9) 9(4.2) 2(0.9) 4(1.9) 11(5.1) 3(1.4) 0 107(49.5)

χ2 - -52.25 9.67 21.35 9.54 22.08 5.72 15.95 1.39 2.03 31.95

P - <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 >0.05 <0.05 >0.05 >0.05 <0.05

  注:-表示无此项;春、夏、秋、冬季混合感染份数依次为17、8、7、11份。

表3  呼吸道病毒在不同年龄的分布情况[n(%)]

年龄 n FluA HRV HPIV FluB RSV ADV MPV HCoV HBoV 合计

0~<1岁 284 19(6.7) 16(5.6) 11(3.9) 8(2.8) 6(2.1) 8(2.8) 3(1.1) 2(0.7) 2(0.7) 75(26.4)

1~<3岁 251 31(12.4) 33(13.1) 13(5.2) 14(5.6) 10(4.0) 7(2.8) 11(4.4) 7(2.8) 2(0.8) 129(51.4)

3~<6岁 187 54(28.9) 21(11.2) 18(9.6) 13(7.0) 15(8.0) 8(4.3) 2(1.1) 0 0 130(69.5)

≥6岁 164 33(20.1) 14(8.5) 16(9.8) 17(10.4) 7(4.3) 2(1.2) 2(1.2) 0 0 91(55.5)

χ2 - 47.05 9.67 10.52 11.23 9.68 2.98 9.74 11.72 2.66 92.58

P - <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 >0.05 <0.05 <0.05 >0.05 <0.05

  注:-表示无此项;4个年龄组从小到大混合感染份数依次为5、8、19、11份。

2.3 呼吸道病毒混合感染 在886份标本中,同时

检出2种以上呼吸道病毒混合感染43份,检出率为

4.85%(43/886)。9种呼吸道病毒都存在混合感染的

情况,以HRV和其他呼吸道病毒合并感染为主。

3 讨  论

  呼吸道感染的病毒病原学因地域、年份、季节和

年龄等的不同而有差异[6]。据报道,呼吸道病毒检出

率均超过20%(21.6%~58.2%),RSV、HPIV、ADV
 

和Flu是最常见的呼吸道感染病毒病原[7-10]。通过对

韶关市886
 

例急性呼吸道感染患儿咽拭子的病毒病

原学检测,共检出9种呼吸道病毒,阳性425例,总检

出率为47.97%,FluA是2019年儿童急性呼吸道感

染首位病毒病原,其后是 HRV和 HPIV,3种病毒病

原占总检出数的65.65%。本研究病例中呼吸道病毒

检出率与何英等[10]报道深圳市检出率(48.0%)的结

果一致,略低于韶关市前几年的检出率(51.36%)[11],
而高于以往北京(32.0%)、上海(32.09%)等地区的

报道[12-13]。
儿童急性呼吸道病毒感染全年均可发病,而且不

同季节病毒主要感染类型也有所不同。本研究发现,

2019年不同季节FluA、HRV、HPIV、FluB、RSV和

MPV的检出率均有差异,其中FluA和 MPV的发病

高峰在冬季;HRV的高峰在秋季;而 HPIV、FluB和

RSV主要集中在春季,ADV、HCoV和HBoV发病季

节特征不明显。提示不同季节的就诊患儿应有针对

性地关注不同呼吸道病毒病原体的感染[14-16]。
本研究发现,不同年龄组患儿的呼吸道病毒病原

体检出率存在差异,3~<6岁组患儿9种病毒病原体

检出率最高,0~<1岁组患儿检出率最低。0~<1、

3~<6岁和≥6岁组患儿的FluA检出率最高,1~<
3岁组的 HRV检出率最高,与国内文献报道基本相

符。3~<6岁组儿童日常主要在托幼机构聚集活动,
近距离飞沫传染的概率大,伴随着年龄增长,活动能

力逐步增强,活动范围也不断扩大,从而接触呼吸道
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病原体的概率也较高,但是其自身免疫功能还在逐步

完善,抵抗力相对较弱,这与病毒感染有关。0~<1
岁组婴儿大部分以母乳喂养为主,母乳中的免疫球蛋

白含量较高,所以自身对病原体有一定的抵抗力;且
婴儿接触外界的概率较低,主要是家庭小范围活动,
因而接触病原体的机会也相对较少。

本研究通过实时荧光RT-PCR检测呼吸道病毒

病原体的方法得出儿童呼吸道病毒病原分布情况及

其流行特点,这与韶关市长期流行特点是否一致需要

进行进一步的研究,不同地区、时间、温湿度、气候条

件、病原体的感染及其流行情况存在较大差异。韶关

市急性呼吸道感染患儿病毒检出率相对于国内其他

地区而言处在中上位置。究其原因可能是:首先,与
儿童自身的生长发育特点有关;其次,与韶关市所处

的地理位置、气候环境等相关,因此应继续对更多可

能影响因素进行深入研究,这样才能制定符合韶关市

有效的儿童急性呼吸道感染疾病诊断、治疗和防控

措施。
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