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%%"摘%要#%目的%核酸扩增荧光定量0&O用于病原学诊断(是目前诊断呼吸道合胞病毒$OZ4&感染的先进

方法' 通过检测呼吸道感染患儿OZ4GO7C相关序列的存在(探讨其敏感性和 OZ4感染情况' 方法%收集 #""M

年 ! 月至 #""B 年 !" 月该院儿科 #>! 例呼吸道感染住院患儿鼻咽部支气管分泌物标本(用核酸扩增荧光定量检测

痰标本OZ4核酸O7C' 同时抽取静脉血用酶联免疫吸附法检测OZ4G[SA作对照(比较两种方法的敏感性' 结果

%

"

痰标本OZ4GO7C阳性率 ;B6MI(血 OZ4G[SA阳性率 #!6!I(两种方法检测阳性率差异有显著性$Lc"6"!&'

#

年龄
!

> 个月组痰标本OZ4GO7C阳性率 =;6>I(显著高于 ! E; 岁组阳性率 ;#6!I$Lc"6"!&'

$

毛细支气管

炎痰标本OZ4GO7C阳性率最高$<B6<I&(与急性支气管炎和支气管肺炎痰标本比较(差异有显著性$Lc"6"! 和

c"6"<&' 结论% 核酸扩增荧光定量0&O检测呼吸道 OZ4感染敏感性高(OZ4是婴幼儿时期下呼吸道感染的主

要病原(年龄越小感染率越高(毛细支气管炎感染率最高' "中国当代儿科杂志$#$$%$&&%&$&'"#V )"#"#

"关%键%词#%呼吸道合胞病毒#聚合酶链反应#呼吸道感染#儿童

"中图分类号#%OM#<6># O==>6!%%"文献标识码#%C%%"文章编号#%!""B :BB;"$#""$&!" :"B#< :"=

R131/3+,;,0516<+523,5? 6?;/?3+2->+546+;/7+-851;J+37516<+523,5? 352/3+;01/3+,;6

A? ;4/-1+/2/+82:<-+0+/23+,;0-4,5,.1;+/̂ 42;3+323+>12662?

H4).8-+H*/3( 7';5-3( 5"!*-+1-/3A( 1"6%3( 2;4$/3+L-3A( 1;)!$*( 6"1*%+5-( '"703A( O()$-( 6"5-+

1*3:L%C-/=M-G;3=%M3/@,%C-G-3%( '/-U0* ,/=%M3/@/3C &8-@C '%/@=8 '0<F-=/@( '/-U0* <M"!"#( &8-3/ $78-5( (?/-@%<8-@+

-3<MP!>;:G0?&

%%@A6352/3% BAC1/3+>1%7V95-(929(1 2./5(U(92,(+) $0&O& U5V+3+S-)(9eV2),(,2,(Q-2RR2X(RVR-1 U+3,'-1(2S)+R(R+U

3-R/(32,+3XRX)9X,(25Q(3VR$OZ4& ()U-9,(+)6H'(RR,V1XY2R1-R(S)-1 ,+-\/5+3-,'-R-)R(,(Q(,X+U0&O U5V+3+S-)(9

eV2),(,2,(Q-2RR2XU+32R9-3,2()()S3-R/(32,+3XOZ4()U-9,(+) 2)1 OZ4()U-9,(+) 9+)1(,(+)RTX1-,-9,()S,'-/3-R-)9-+UOZ4G

O7C3-52,-1 R-eV-)9-R() 9'(513-)6D137,86%F3+)9'(252)1 )2R+/'23X)S-25R-93-,(+)RR/-9(.-)RU3+.#>! '+R/(,25(o-1

9'(513-) Y(,' 3-R/(32,+3X,329,()U-9,(+)RU3+.*2)V23X#""M ,+89,+T-3#""B Y-3-9+55-9,-16O-R/(32,+3XRX)9X,(25Q(3VR

)V95-(929(1 $O7C& () ,'-R/-9(.-)RY2R.-2RV3-1 TX0&OU5V+3+S-)(9eV2),(,2,(Q-2RR2X6F5++1 OZ4G[SAY2R1-,-9,-1

TX-)oX.-5()W-1 (..V)+R+3T-),2RR2X$JD[ZC&6H'-R-)R(,(Q(,XU+32R9-3,2()()S3-R/(32,+3XOZ4()U-9,(+) Y2R9+./23-1

T-,Y--) ,'-,Y+2RR2XR6E164-36%H'-OZ4GO7C/+R(,(Q-32,-2R9-3,2()-1 TX0&OU5V+3+S-)(9eV2),(,2,(Q-2RR2X$;B6MI&

Y2RR(S)(U(92),5X'(S'-3,'2) T5++1 OZ4G[SA/+R(,(Q-32,-$#!6!I& $Lc"6"!&6H'-OZ4GO7C/+R(,(Q-32,-$=;6>I&

() 9'(513-) 2,2S-R+U5-RR,'2) > .+),'RY2RR(S)(U(92),5X'(S'-3,'2) ,'2,() 9'(513-) 2,2S-R+U! ,+,'3--X-23R$;#6!I&

$Lc"6"! &6H'-OZ4GO7C /+R(,(Q-32,-() 9'(513-) Y(,' T3+)9'(+5(,(R$ <B6<I& Y2R,'-'(S'-R,( U+55+Y-1 TX

T3+)9'+/)-V.+)(2$ ;B6#I& 2)1 29V,-T3+)9'(,(R$ #"6"I&6F,;/-46+,;6% H'-R-)R(,(Q(,X+U0&O U5V+3+S-)(9

eV2),(,2,(Q-2RR2XU+32R9-3,2()()S3-R/(32,+3XOZ4()U-9,(+) (R'(S'-36OZ4(R2.2i+3/2,'+S-) +U5+Y-33-R/(32,+3X,329,

()U-9,(+)R() ()U2),R2)1 X+V)S9'(513-)6C'(S'-332,-+UOZ4()U-9,(+) (R2RR+9(2,-1 Y(,' 2X+V)S-32S-6OZ4()U-9,(+) (R

,'-.+R,9+..+) () 9'(513-) Y(,' T3+)9'(+5(,(R6 !F7+;G F,;31:<H18+235( #$$%( && $&$&%"#V )"#""

%%I1? J,586%%O-R/(32,+3XRX)9X,(25Q(3VR# 0+5X.-32R-9'2() 3-29,(+)# O-R/(32,+3X,329,()U-9,(+)# &'(51

%%呼吸道合胞病毒$OZ4&是婴幼儿时期急性下呼

吸道感染的首位病毒病原!!(#"

(有临床研究显示(

OZ4感染是诱发哮喘(特别是婴幼儿哮喘和儿童哮

喘的重要致病因素!; E>"

(有基础疾病的患儿感染后

病情严重甚至导致死亡' 此外(OZ4还是院内感染

的主要病原体'

)<#B)
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检测OZ4有多种方法(核酸扩增荧光定量0&O

用于病原学诊断(是目前诊断 OZ4感染的先进方

法!#"

' 本研究将荧光定量 0&O$ @̀ G0&O&技术和

D()-_-)-定量检测系统相结合(选取 OZ4的 A基

因的一个保守区为靶区域(设计特异性引物及荧光

探针(扩增片段长度为 !!$ T/(逆转录体系将 O7C

逆转录为9N7C后(再对9N7C进行 0&O扩增(利用

实时荧光 0&O技术(检测患儿痰标本中 OZ4核酸

O7C(了解患儿呼吸道 OZ4感染情况(同时抽取静

脉血用酶联免疫吸附法$JD[ZC法&检测 OZ4[SA

抗体$OZ4G[SA&作对照(比较两种方法的敏感性'

&K对象与方法

&6&K对象

!6!6!%临床资料%%海南省海口市妇幼保健院

#""M 年 ! 月至 #""B 年 !" 月住院的呼吸道感染患儿

#>! 例(其中男 !M$ 例(女 B# 例#

!

> 个月 !=" 例(>

个月E<$ 例(! 岁 E<; 例(; E!! 岁 $ 例#临床诊断

支气管肺炎 !$! 例(毛细支气管炎 =! 例(急性支气

管炎 #" 例(急性上呼吸道感染 M 例(疱疹性咽峡炎

# 例'

!6!6#%标本%%入院第 ! 天用消毒一次性婴儿吸

痰器负压吸取呼吸道感染患儿鼻咽支气管分泌物

! E; .D(密封送检或保存于 :#"k冰箱中(保存期

M 1(标本运送采用 "k冰壶' 同时抽静脉血 # .D'

!6!6;%仪器及试剂%%D()-_-)-核酸扩增荧光定

量检测仪*中山大学达安基因股份有限公司生产惠

赠的OZ4核酸扩增$0&O&荧光检测试剂盒*晶美生

物工程有限公司生产的传染病 [SA抗体 JD[ZC试

剂盒'

&6#K方法

!6#6!%病毒 O7C的提取及 9N7C的合成%%OZ4

的 @̀ G0&O反应在 D()-_-)-核酸扩增荧光定量检

测仪上进行' 充分混匀 O7C提取液 C(吸取 !"

&

D

O7C提取液C加至 !""

&

D标本或阴性*阳性质控

品中(混匀#加入 #""

&

DO7C提取液 F(混匀(室温

放置 !" .()(B """ 3a.() 离心 ! .()(小心吸去上

清#加预冷的NJ0&水配制的 M<I乙醇 =""

&

D充分

混匀(B """ 3a.() 离心 ! .()(小心吸去上清#加预

冷的 NJ0&水配制的 M<I乙醇 =""

&

D充分混匀(

B """ 3a.()离心 ! .()(尽量吸取所有液体至余下

少于 <

&

D液体' 打开管盖(><k抽干 < .()(盖上管

盖待用于逆转录' 向管加入 !$

&

D0&O反应液[打

匀(再加逆转录酶系 !

&

D(混匀后瞬时离心#;Mk放

置 >" .()($<k加热 ; .()' 瞬时离心(待用' 取

0&O反应管若干(加入逆转录后的样品$标本或阴

性或阳性质控品&上清液 #

&

D(B """ 3a.() 离心数

秒(放入仪器样品槽' 循环条件%$;k

#

# .()#$;k

=< R

#

<<k >" R

#

!" 个循环#$;k ;" R

#

<<k =< R

#

;" 个循环' 每个循环的最后一步结束时进行荧

光检测(由仪器自带软件计算出&,值并给出定量结

果' OZ4阳性定量参考值% d! s!"

; 拷贝a毫升(

OZ4阴性定量参考值% c! s!"

; 拷贝a.D'

!6#6#%JD[ZC法检测 OZ4G[SA%%对临床进行鼻

咽支气管分泌物 OZ4GO7C检测的患儿同时抽取静

脉血进行 JD[ZC法检测血清中的 OZ4G[SA(具体操

作按照说明书进行'

!6#6;%统计学处理%%对计数资料进行卡方检验(

比较两种方法阳性率的差别'

#K结果

#L&K痰标本E[X=EU@与血E[X=S.D 检测结果

痰OZ4GO7C与血 OZ4G[SA检测相比(阳性检

出率差异有显著性$

!

#

b!M6<(Lc"6"!&' 两种方法

均阳性 #! 例(两种方法均阴性 !#$ 例(总符合例数

!<"例(占总例数的 <M6<I$表 !&'

表 &K#!& 例临床标本E[X检测结果比较 例$I&

检测方法 阳性 阴性

OZ4G[SA <<$#!6!& #">$MB6$&

OZ4GO7C

!"!$;B6M&

2

!>"$>!6;&

%%2%与OZ4G[SA检测法比较(

!

#

b!M6<(Lc"6"!'

#L#K不同性别患儿痰标本 E[X=EU@与血 E[X=

S.D检测结果

痰标本OZ4GO7C及血 OZ4G[SA阳性率与性别

关系经卡方检验差异无显著性$Ld"6"<(表 #&'

%%表 #K不同性别患儿痰标本 E[X=EU@与血 E[X=S.D

检测结果 例$I&

性别 例数 OZ4G[SA阳性 OZ4GO7C阳性

男 !M$ ;>$#"6!& >>$;>6$&

女 B# !M$#"6M& ;<$=#6M&

#L(K不同年龄患儿痰标本 E[X=EU@与血 E[X=

S.D检测结果

用 @̀ G0&O检测年龄
!

> 个月组痰标本 OZ4G

O7C阳性率 =;6>I与 ! 岁E组阳性率 ;#6!I比较(

差异有显著性$

!

#

b#!6!"(Lc"6"!&#年龄
!

> 个月

)>#B)
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组痰标本OZ4GO7C阳性率与血 OZ4G[SA阳性率比

较(差异有显著性$

!

#

b#=6<>(Lc"6"!&(其他年龄

组差异无显著性$Ld"6"<&$表 ;&'

%%表 (K不同年龄组患儿痰标本 E[X=EU@与血 E[X=

S.D检测结果 例$I&

年龄 例数 OZ4G[SA阳性 OZ4GO7C阳性

!

> 个月 !=" #;$!>6=&

>!$=;6>&

2(T

> 个月E <$ !>$#M6!& ##$;M6;&

! 岁E <; !=$#>6=& !M$;#6!&

; E!! 岁 $ #$##6#& !$!!6!&

%%2%与 ! 岁E组比较(

!

#

b#!6!"(Lc"6"!# T%与同年龄组 OZ4G

[SA阳性率比较(

!

#

b#=6<>(Lc"6"!'

#LPK不同临床诊断患儿痰标本 E[X=EU@与血

E[X=S.D检测结果

痰标本OZ4GO7C阳性结果均为下呼吸道感染

$包括急性支气管炎( 毛细支气管炎(支气管肺炎&

患儿(其中毛细支气管炎痰标本 OZ4GO7C阳性检

出率最高$<B6<I&(与急性支气管炎*支气管肺炎

比较(经卡方检验$

!

# 分别为 #M6B!*<6M;&(阳性率

差异有显著性$L分别 c"6"! 和 c"6"<&' 查血

OZ4G[SA阳性率在不同临床诊断比较差异无显著性

$Ld"6"<&(见表 ='

%%表 PK不同临床诊断患儿痰标本中 E[X=EU@与血

E[X=S.D检测结果 例$I&

临床诊断 例数 OZ4G[SA阳性 OZ4GO7C阳性

急性上呼吸道感染 M !$!=6;& " $"&

疱疹性咽峡炎 # !$<"6"& " $"&

急性支气管炎 #" >$;"6"& = $#"6"&

毛细支气管炎 =! B$!$6<&

#= $<B6<&

2(T

支气管肺炎 !$! ;$$#"6=& M; $;B6#&

%%2%与急性支气管炎组比较(

!

#

b#M6B!(Lc"6"!# T%与支气管肺

炎组比较(

!

#

b<6M;(Lc"6"<'

(K讨论

毛细支气管炎婴儿 OZ4感染的临床诊断与多

数实验室诊断一样准确(一个群体的感染以某些特

有基因表型的病毒占优势!M"

' 目前 OZ4的临床检

验常用病毒分离培养法*免疫学方法和逆转录聚合

酶链式反应$OHG0&O&法' 病毒分离培养虽有.金

标准/之称!B($"

(但其技术复杂*费时(一般需要 ! E#

周的时间且成本高!!""

(不适合用于早期诊断(由于

OZ4不耐冰冻和冻融(除非通过特殊的培养基保

护(标本很难贮存或远距离运送' OHG0&O法只能

定性或半定量检测(无法评价治疗方案的效果(且易

造成产物污染(无法标准化(漏检率较高!$"

(不利

推广'

JD[ZC法是目前应用最为广泛的病毒抗原*抗

体检测技术(此种方法要求标本含有一定量的抗原

和高质量的特异性抗体(特异性强*检测快速(是检

测呼吸道感染 OZ4的重要检测手段之一' 但小婴

儿可由于免疫力低下而出现假阴性!!!"

(儿童可能从

早期OZ4感染时获得抗体(成人轻型病人中常常不

会引起抗体滴度升高' 因此 JD[ZC虽然操作简便(

可出现假阳性和假阴性(单靠血清学检查结果难以

判断'

近年来发展起来的荧光定量 0&O技术以其灵

敏度高*检测速度快*特异性强等优点(已在病原体

定性定量检测*肿瘤基因检测*免疫分析*基因表达

水平分析及其多态性研究等多个领域得到应

用!!#(!;"

'

本研究应用荧光定量 0&O$@̀ G0&O&技术检测

#>! 例呼吸道感染患儿痰标本 OZ4GO7C(阳性率

;B6MI(与文献报道采用荧光标记的呼吸道单克隆

抗体检测或采用间接免疫荧光检测 OZ4$试剂由美

国&'-.(9+.公司生产&阳性率一致!!=(!<"

(JD[ZC法

查静脉血OZ4G[SA阳性率 #!6!I(两种方法阳性检

出率比较差异有显著性$Lc"6"!&(说明核酸扩增

荧光定量0&O检测呼吸道 OZ4感染敏感性高' 痰

标本OZ4GO7C及血OZ4G[SA阳性率与性别差异无

显著性(与文献报道男性患儿高于女性患儿不一

致!!="

(结果不同可能与地域不同有关' 用 @̀ G0&O

检测痰标本OZ4GO7C阳性率(年龄
!

> 个月组阳性

率与 > 个月 E组阳性率比较差异无显著性(与

! 岁E组阳性率比较差异有显著性$Lc"6"!&(说明

年龄越小 OZ4感染率越高(与文献报道一致!!>"

'

; E!!岁组阳性率最低(因例数少(无统计学意义'

年龄
!

> 个月婴儿 OZ4G[SA阳性率低(可能与婴儿

免疫系统发育未成熟有关' 因此(血 OZ4G[SA阳性

率受年龄因素影响(痰标本OZ4GO7C阳性率不受年

龄因素影响(这是 @̀G0&O敏感性高的原因之一' 痰

标本OZ4GO7C阳性结果均为下呼吸道感染患儿(阳

性检出率在 #"6"I E<B6<I之间(说明 OZ4是婴幼

儿下呼吸道感染的主要病原体!!M(!B"

(其中毛细支气

管炎痰标本OZ4GO7C阳性率最高$<B6<I&(与张丽

丽等!!$"报道阳性率$>#6<I&相当'
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)国际神经病学神经外科学杂志*征稿(征订启事

,国际神经病学神经外科学杂志-创刊于 !$M= 年(由教育部主管(中南大学主办(中南大学湘雅医院承办' 是目前

国内唯一一本同时涵盖神经病学和神经外科学两个紧密相联学科的专业学术期刊' 创刊以来深受广大读者的好评和

喜爱' 本刊为中国科技论文统计源期刊$中国科技核心期刊&'

,国际神经病学神经外科学杂志-现主要栏目有论著*临床经验交流*疑难病例讨论*病例报道*专家论坛和综述

等' 杂志立足于国内神经病学*神经外科学领域的前沿研究(及时报道国内外神经科学领域最新的学术动态和信息'

我们热忱欢迎国内外神经科学工作者踊跃来稿(通过本刊介绍自己的研究成果和临床经验' 对于论著*临床经验

交流*疑难病例讨论等类型的文章将优先发表'

,国际神经病学神经外科学杂志-刊号为&7=;G!=<>aO([ZZ7!>M;G#>=#(邮发代号 =#G!!(全国公开发行' 读者对

象主要为国内外从事神经病学*神经外科专业及相关专业的医务人员' 杂志为双月刊(每期定价 !; 元(全年定价 MB

元' 欢迎各级医师到当地邮局订购' 杂志社也可办理邮购'

联系地址%湖南省长沙市湘雅路 BM 号$中南大学湘雅医院内&%,国际神经病学神经外科学杂志-编辑部(邮编%

=!"""B(电话a传真%"M;!GB=;#M="!(JG.2(5地址%i())PQ(/6!>;69+.'
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