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呼吸道感染儿童人细小病毒 B19
检测及临床意义

聂国明1 ,方红2 ,余健1 ,丁进亚3

(广州军区武汉总医院 11 儿科 ; 　31 检验科 ,湖北 武汉 　430070 ; 　21 华中科技大学同济医学院附属同济医院儿

科 ,湖北 武汉 　430030)

　　[摘 　要 ] 　目的 　了解呼吸道感染患儿是否存在人细小病毒 B19 ( HPVB19) 感染。方法 　采用巢式 PCR 方

法 ,对 2000 年 9 月至 2001 年 8 月 256 例临床诊断为呼吸道感染的儿童进行血清及咽分泌物 HPVB192DNA 检测 ,

并选择同期且检查前 2～4 月无呼吸道感染的 104 例正常儿童为对照组。结果 　①血清标本显示 ,观察组

HPVB192DNA 阳性率 18. 8 %(48/ 256) ,对照组 HPVB192DNA 阳性率 5. 8 % (6/ 104) ,二组相比差异有显著性 ( P

< 0. 01) ;观察组 48 例阳性血清样本中 ,第 1 季度阳性者为 15 例 ,第 2 季度 18 例 ,第 3 季度 7 例 ,第 4 季度 8 例 ,第

1 ,2 季度阳性率高于第 3 ,4 季度阳性率 ( P < 0. 01) 。②咽分泌物标本显示 ,观察组阳性率 20. 1 %(54/ 256) ,对照

组阳性率 3. 8 %(4/ 104) ,二组相比较差异具有显著性 ( P < 0. 01) ,观察组第 1 ,2 ,3 ,4 季度咽分泌物阳性例数分别

为 17 ,20 ,8 ,9 例 ,第 1 ,2 季度阳性率高于第 3 ,4 季度 ( P < 0. 01) 。结论 　人类细小病毒 B19 可导致儿童呼吸道感

染 ,说明 HPVB19 为儿童呼吸道感染的致病因素之一 ,对呼吸道感染儿童有必要进行 HPVB19 的检测 ; HPVB19 所

致的儿童呼吸道感染在第 1 ,2 季度高于第 3 ,4 季度。 [中国当代儿科杂志 ,2003 , 5 (3) : 226 - 228 ]
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Detection of Human Parvovirus B19 in Children with Respiratory Infection

Guo2Ming N I E , Hong FA N G , Jian YU , Jin2Ya Ding. Depart ment of Pediat rics , W uhan General Hospital of

Guangz hou Com m and , W uhan 430070 , China

　　Abstract :　Objective 　To understand if human parvovirus B19 ( HPV B19) is one of causes of respiratory infection

in children. Methods 　HPV B192DNA was detected by the nested PCR technique in serum and pharyngeal secretions of

256 children with respiratory infection between September , 2000 and August , 2001. One hundred and four normal

children without respiratory infection within 2 - 4 months were served as the control group . Results 　The total positive

rate of HPV B192DNA in serum and pharyngeal secretions in the observed group was significantly higher than that of the

control group (18. 8 % vs 5. 8 % and 20. 1 % vs 3. 9 % , respectively ; both P < 0. 01) . Of the 256 cases , there were 15 ,

18 , 7 and 8 cases of positive HPV B192DNA in serum , and there were 17 , 20 , 8 and 9 cases in pharyngeal secretions in

the first , second , third and fourth quarters respectively. The positive rate of HPV B192DNA was significantly higher both

in serum and pharyngeal secretions in the first and second quarters than that of the third and fourth quarters ( P <

0. 01) . Conclusions 　HPVB19 is one of the causative agents for respiratory infection in children. The incidence of

respiratory infection with HPVB19 in the first and second quarters is higher than that of the third and fourth quarters.

[ Chin J Contemp Pediatr , 2003 , 5( 3) : 226 - 228]
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　　长期以来 ,在儿科门诊及住院患儿中 ,呼吸道感

染一直占首位。呼吸道感染的病原仍以病毒居多 ,

临床上常常关注的病毒有呼吸道合胞病毒、腺病毒、

流感病毒、副流感病毒、柯萨奇病毒、疱疹病毒等等 ,
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而对人细小病毒 ( Human Parvovirus B19 , HPVB19)

了解不多。人细小病毒是动物病毒中体积最小、结

构最简单的线状 DNA 病毒 ,目前世界各地都有

HPVB19 感染存在[1 ] ,其感染可导致血小板减少性

紫癜、再生障碍性贫血、白血病、溶血性贫血、结缔组

织病和粒细胞减少[2 ]等 ,并与感染性红斑、非免疫

性胎儿水肿、流产、死胎[3 ]及关节病[4 ]等有关。呼

吸道感染儿童是否也存在 HPVB19 感染 ,特别是通

过咽分泌物来检测 HPVB19 感染的方法 ,国内外未

见报道。因此深入研究 HPVB19 在呼吸道感染患

儿中的发病情况及其危害性 ,对保护儿童健康具有

十分重要意义。

1 　材料与方法

1 . 1 　研究对象

观察组 256 例 ,为 2000 年 9 月至 2001 年 8 月

我院儿科门诊及住院的呼吸道感染患儿 ,年龄 (5. 2

±1. 5)岁 ,男性 132 例 ,女性 124 例。其中上呼吸道

感染 96 例 ,支气管炎 84 例 ,肺炎 76 例 ,其诊断符合

《实用儿科学》第 6 版相应疾病的诊断标准 ,患儿病

程均 ≥5 d。所有病例均根据随机原则 ,逐月收集 ,

各季度患儿例数、年龄、性别及病种差异均无显著

性。对照组 104 例 ,为同期幼儿园及小学健康体检

儿童 ,既往身体健康 ,且近 2～4 个月无呼吸道感染

发生 ,其性别、年龄及生活地区与观察组差异无显

著性。

1 . 2 　标本采集

上述儿童均采集静脉血各 2 ml , 3 000 r/ min

离心 10 min 后保留血清 , - 20 ℃冰箱保存待检。咽

分泌物 :清晨小儿未漱口前 ,用生理盐水浸泡过的咽

拭子刮取咽部分泌物 ,立即置入装有约 1. 5 ml 生理

盐水的试管中 ,振荡后 3 000 r/ min 离心10 min ,取

上清液 , - 20 ℃冰箱保存待检。观察组标本采集均

在治疗前进行。

1 . 3 　实验方法

1. 3. 1 　主要试剂 　TaqDNA 聚合酶、4 ×dN TPs ,10

×PCR buffer、琼脂糖等购自上海博亚生物技术有

限公司。巢式 PCR 所用引物按文献[5 ]提供的序列 ,

亦由上海博亚生物技术有限公司合成 , HPVB19 巢

式 PCR 两对引物序列如下 :第 1 对引物 (外引物)

1S :5’2CTTTA GGTA TA GCCAACTGG23’2A :5’2A2
CACTGA GTTTACTA GTGGC - 3’;第 2 对引物 (内

引物) 3S :5’2CAAAA GCA TGTGGA GTGA GG - 3’,

4 A : 5 ’2 CCTTA TAA TGGTGCTCTGGG 2 3 ’。

HPVB19 质粒由第四军医大学分子生物学实验室

赠送 (含量为 70μg/ ml) 。DNA 提取液由中山医科

大学生物技术研究所提供。DNA Markers 购自华

美生物工程公司 ,该 DNA Markers 由 13 条长度为

11～587 bp 的片段所组成。

1. 3. 2 　实验步骤 　血液或咽分泌物 3 000 r/ min 离

心 10 min ,取上清 50μl 加 DNA 提取液 50μl 振荡

混匀 ,100 ℃水浴 10 min ,立即放置 4 ℃至少 6 h (最

长不超过 16 h)之后 ,再 15 000 r/ min 离心 15 min ,

取上清液进行巢式 PCR 反应。第 1 次 PCR 循环

50μl 反应体系中包括 : 双蒸水 36 μl , 10 ×PCR

Buffer 5μl ,10 mmol/ L 4 ×dN TPs 1μl , Taq 酶 1μl ,

引物 1 S 300 ng (1μl) 、2A 300 ng (1μl) ,模板 5μl ,

充分混匀、离心 ,石蜡油 30～50μl 覆盖 ,反应条件

为 :95 ℃变性 5 min 后 ,循环 35 周 (95 ℃1 min ,55 ℃

1 min 30 s ,72 ℃1 min ) ,循环结束后 ,72 ℃充分延

伸 10 min。第 2 次循环 :取第 1 次 PCR 循环产物

5μl为模板 ,1S ,2A 被 3S ,4A 各 300 ng 代替 ,同上

述条件进行第 2 次 PCR 循环。结果观察 :分别取

DNA Markers、HPVB19 质粒的第 1 ,2 次 PCR 循环

产物及标本的第 1 ,2 次 PCR 循环产物各 10μl 分别

与 2 μl 溴 酚 蓝 混 合 , 并 分 别 加 样 于 含 EB

(0. 5μg/ ml)的 2 %琼脂糖凝胶中电泳 50 min ,电压

50 V ,紫外线分析仪上观察 : HPVB19 质粒及标本的

第 1 次循环产物若分别于 1112 bp 处出现金黄色电

泳带 ,而 HPVB19 质粒及标本的第 2 次循环产物分

别于 104 bp 处出现金黄色电泳带者 ,则该标本即为

阳性标本。

1 . 4 　统计学方法

采用χ2 检验 ;多组进一步两两比较则采用χ2

分割的方法进行检验。

2 　结果

　　观察组中 ,咽分泌物及血清 HPVB19 - DNA 同

时阳性的患儿共 36 例 ,因而血清和/ 或咽分泌物

HPVB19 - DNA 阳性患儿共计 66 例 ,观察组血清

及咽分泌物标本 HPVB19 - DNA 阳性率高于对照

组 ,两组间差异有显著性 ( P < 0. 01) 。见表 1。

观察组各病种间血清及咽分泌物 HPVB19 -

DNA 阳性率差异无显著性 ( P > 0. 05) 。见表 2。

观察组第 1 ,2 季度血清及咽分泌物 HPV B19

- DMA 阳性率高于第 3 ,4 季度 (均 P < 0. 01) 。见

表 3。
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表 1 　观察组与对照组血清及咽分泌物 HPVB19 - DNA 检

测结果

Table 1 　Positive rate of HPV B192DNA in the

observed and control groups 例 ( %)

组别 例数
HPVB19 - DNA 阳性

血清 咽分泌物

对照组 104 6 (5. 8) 4 (3. 8)

观察组 256 48 (18. 8) a 54 (20. 1) a

　　注 :a 与对照组比较 P < 0. 01

表 2 　观察组各病种血清及咽分泌物 HPVB19 - DNA 检测

结果

Table 2 　Positive rate of HPV B192DNA in the observed group

children with different respiratory diseases 　　例 ( %)

组别 例数
HPVB19 - DNA 阳性

血清 咽分泌物

上呼吸道感染 96 21 (21. 9) 26 (27. 1)

急性支气管炎 84 15 (17. 9) 18 (21. 4)

肺炎　　　　 76 12 (15. 8) 10 (13. 2)

表 3 　观察组各季度血清及咽分泌物 HPVB19 - DNA 阳性

检测结果

Table 3 　Positive rate of HPV B192DNA in the observed

group in different quarters 例 ( %)

季度 例数
HPVB19 - DNA 阳性

血清 咽分泌物

第 1 季度 65 15 (23. 1) 17 (26. 2)

第 2 季度 63 18 (28. 6) 20 (31. 8)

第 3 季度 62 7 (11. 3) a 8 (12. 9) a

第 4 季度 66 8 (12. 1) a 9 (13. 6) a

　　注 :a 与第 1 ,2 季度比较 P < 0. 01

3 　讨论

　　目前用于 HPVB19 感染的诊断措施主要有 : ①

血清学检测 :血清 HPVB19 - IgM 阳性可证明近期

感染已持续 2～4 个月 ,血清 HPVB19 - Ig G阳性提

示既往感染 , Ig G阳性转为效价增高可作为急性感

染指标 ,由于 HPVB19 抗原来源较困难 ,使得血清

学检测方法难以普及 ,另外免疫缺陷患儿可出现假

阴性结果 ,从而导致漏诊。②基因诊断 :即核酸杂交

和聚合酶链反应 ( PCR) 技术 ,前者可为 B19 感染的

发病机制研究提供直接依据 ,但因标记过程复杂 ,且

容易产生放射污染 ,所以不易作为常规检查方法 ;而

PCR 技术具有灵敏度高、特异性强的特点 ,尤其在

免疫力低下的患儿中 ,HPVB19 感染长期存在 ,而不

产生特异的 IgM 和 Ig G 抗体 ,采用 PCR 方法检测

能够避免假阴性结果的出现[5 ] 。巢式 PCR 技术是

提高检测灵敏性和特异性的一条很好的途径 ,它通

过先对一段较长片段 DNA 扩增 ,特异性地对其中

的一部分进行第 2 次扩增 ,不仅将敏感性提高了 10

～100 倍 (和一般 PCR 比较) [6 ] ,而且使特异性也得

到了很大的提高。这种检测技术扩增的 HPVB192
DNA 产物为 104 bp 片段 ,这种扩增产物不必经核

酸探针检测 ,因为巢式 PCR 第 2 对引物本身就相当

于一对探针 ,只有当第 1 次 PCR 循环产物中有

HPVB19 - DNA 的 1112 bp 片段时 ,第 2 次 PCR 循

环才有可能阳性[7 ] ,因此特异性也较一般 PCR 有很

大的提高。本文即通过巢式 PCR 技术检测

HPVB192DNA。

国外研究认为微小病毒 B19 主要通过呼吸道

途径传播[5 ] 。本实验健康对照组 HPVB192DNA 检

测阳性率为 3. 8 %(咽分泌物) ～5. 8 %(血清) ,表明

本地区健康儿童中存在 HPVB19 的自然感染。国

内报道 B19 病毒 DNA 阳性的患儿 ,虽然主要临床

诊断不同 ,却同时伴有上呼吸道感染的症状[5 ] 。本

实验观察组 HPVB19 - DNA 阳性率在 18. 8 % (血

清)～20. 1 %(咽分泌物)之间 ,与对照组比较差异有

显著性 ,证实本地区呼吸道感染患儿存在 HPVB19

感染 ,从发病时间来看 ,集中于第 1 ,2 季度 ,其发病

率显著高于第 3 ,4 季度 ,此点与其它报道有所不

同[8 ] 。血清和/ 或咽分泌物 HPVB19 - DNA 阳性的

66 例患儿中 ,以发热为主 22 例 ,占 33 % ;以头痛咽

部不适为主 12 例 ,占 18 % ;以咳嗽、咳痰症状为主

16 例 ,占 24 % ;发热伴咳嗽 34 例 ,约占 52 % ;发热

伴肌肉痛 6 例 , 约占 9 % ; 发热伴皮疹 3 例 , 占

4. 5 %。66 例 HPVB19 - DNA 阳性患儿中有 26 例

系反复呼吸道感染 ,占 39. 4 % ,这部分患儿均存在

不同程度的免疫球蛋白 Ig G 或/ 和 IgA 降低 ,说明

免疫功能低下的患儿容易导致 HPVB19 的入侵。

另外 ,咽分泌物 HPVB19 - DNA 阳性说明患儿正处

于病毒血症期间 ,且有传染性 ,对这部分患儿必需进

行治疗并采取相应的隔离措施。

[参 　考 　文 　献 ]
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疫复合物的沉积减少 ,从而使病情得到控制[2 ,3 ,11 ] 。

本研究应用 MP 与 CTX 冲击治疗 LN 1 个疗程后 ,

NO 和 L PO 明显下降 ,SOD , GSH - px 和 GSH 明显

升高 ,同时其临床常规指标也明显改善 ,狼疮活动明

显减轻 ,提示 MP 与 CTX冲击同时抑制细胞因子及

炎症介质的产生而从多方面抑制 NO 的生成和其它

ROS的释放 ,减轻肾脏的氧化损伤 ,使机体抗氧化

功能得以恢复[12 ] ,故推测 MP 和 CTX 对 5 项实验

指标的调节作用可能是其治疗 LN 的机制之一。当

然 ,由于病例数较少 ,这一观点尚需深入研究加以

证明。
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