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儿童呼吸系统鼻病毒感染流行特征分析*

常颖,黄光举**,张慧玉,李娟,徐静

(唐山市妇幼保健院小儿呼吸科,河北唐山
 

063000)

【摘要】 目的 分析唐山市儿童感染鼻病毒的流行特点。 方法 收集2021年11月到2022年7月本院1500例就诊

儿童资料,收集患儿痰液标本、咽拭子标本、肺泡灌洗液标本,并采用肺炎多重检验试剂盒进行病原鉴定,采用SPSS软

件比较不同年龄和型别患儿鼻病毒阳性率差异。选取30份鼻病毒阳性标本,并进行 VP4/VP2区扩增和测序。 结果

 共计检出309例(309/1500,20.60%)患儿携带鼻病毒,其中男186例(186/826,22.52%),女123例(123/674,

18.25%),两组患儿鼻病毒阳性检出率差异有统计学意义(χ2=4.1352,P<0.05)。<1岁组、1~岁组、3~岁组和≥6
岁组,各组患儿鼻病毒阳性率分别为:23.39%(102/436)、21.85%(137/627)、19.56%(23/271)和10.24%(17/166),≥6
组患儿与其他组患儿鼻病毒阳性检出率差异有统计学意义(χ2=13.1154、11.3038和6.6416,均P<0.05)。共有142
例(142/309,45.95%)患儿为混合感染,其中双重感染120例,三重感染22例。双重感染中RV+RSV

 

A型检出最多,

其次是RV+ADV型。三重感染中RV+RSV
 

A+ADV型、RV+ADV+EV型和RV+PIV3+MP型检出较多。30株

鼻病毒经分子分型鉴定结果显示21株RV
 

A型,3株RV
 

B型和6株RV
 

C型。A型共检出9个基因型,B型共检出1
个基因型,C型共检出2个基因型。 结论 本次研究中<1岁组RV阳性率最高,随着年龄增长,RV检出率下降。鼻

病毒与呼吸道合胞病毒、腺病毒和副流感病毒合并感染病例较多。鼻病毒A型是本次研究中优势株。
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【Abstract】 Objective To
 

analyze
 

the
 

epidemiological
 

characteristics
 

of
 

children
 

infected
 

with
 

rhinovirus
 

in
 

Tangshan
 

city. Methods The
 

data
 

were
 

collected
 

on
 

1500
 

children
 

who
 

visited
 

our
 

hospital
 

from
 

November
 

2021
 

to
 

July
 

2022.
 

The
 

sputum
 

samples,pharyngeal
 

swab
 

samples,and
 

alveolar
 

lavage
 

fluid
 

samples
 

were
 

collected
 

from
 

children,and
 

a
 

pneumonia
 

multiple
 

test
 

kit
 

was
 

used
 

for
 

pathogen
 

identification.
 

The
 

differences
 

in
 

the
 

positive
 

rate
 

of
 

rhinovirus
 

among
 

children
 

of
 

different
 

ages
 

and
 

types
 

were
 

compared
 

by
 

SPSS
 

software.
 

30
 

positive
 

specimens
 

of
 

rhinovirus
 

were
 

selected
 

and
 

VP4/VP2
 

region
 

amplification
 

and
 

sequencing
 

was
 

performed. Results A
 

total
 

of
 

309
 

cases
 

(309/1500,20.60%)
 

of
 

children
 

with
 

rhinovirus
 

were
 

detected,including
 

186
 

males
 

(186/826,22.52%)
 

and
 

123
 

females
 

(123/674,18.25%).
 

The
 

difference
 

in
 

rhinovirus
 

positive
 

detection
 

data
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

of
 

children
 

was
 

statistically
 

significant(χ2=
4.1352,P<0.05).

 

The
 

rhinovirus
 

positive
 

rates
 

in
 

the
 

<1
 

year
 

old
 

group,1-
 

year
 

old
 

group,3-
 

year
 

old
 

group,and
 

≥6
 

year
 

old
 

group
 

were
 

23.39%
 

(102/436),21.85%
 

(137/627),19.56%
 

(23/271),and
 

10.24%
 

(17/166),respectively.
There

 

was
 

a
 

statistically
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

positive
 

detection
 

of
 

rhinovirus
 

between
 

the
 

6-
 

year
 

old
 

group
 

and
 

other
 

groups
 

of
 

children(χ2=13.1154,11.3038,6.6416,all
 

P<0.05).
 

A
 

total
 

of
 

142
 

children
 

(142/309,45.95%)
 

were
 

diagnosed
 

with
 

mixed
 

infections,including
 

120
 

cases
 

of
 

double
 

infection
 

and
 

22
 

cases
 

of
 

triple
 

infection.
 

RV+RSV
 

type
 

A
 

was
 

the
 

most
 

commonly
 

detected
 

in
 

double
 

infections,followed
 

by
 

RV+ADV
 

type.Among
 

the
 

triple
 

infections,RV+
RSV

 

A+ADV
 

type,RV+ADV+EV
 

type,and
 

RV+PIV3+MP
 

type
 

were
 

more
 

detected.
 

The
 

molecular
 

typing
 

identification
 

of
 

30
 

strains
 

of
 

rhinoviruses
 

showed
 

21
 

strains
 

of
 

RV
 

A
 

type,3
 

strains
 

of
 

RV
 

B
 

type,and
 

6
 

strains
 

of
 

RV
 

C
 

type.
 

A
 

total
 

of
 

9
 

genotypes
 

were
 

detected
 

for
 

type
 

A,1
 

genotype
 

for
 

type
 

B,and
 

2
 

genotypes
 

for
 

type
 

C. Conclusion 
In

 

this
 

study,the
 

RV
 

positive
 

rate
 

was
 

the
 

highest
 

in
 

the
 

group
 

aged
 

<1
 

year,and
 

as
 

age
 

increased,the
 

RV
 

detection
 

rate
 

decreased.
 

There
 

were
 

many
 

cases
 

of
 

co
 

infection
 

between
 

rhinoviruses,respiratory
 

syncytial
 

viruses,adenoviruses,and
 

parainfluenza
 

viruses.
 

Rhinoviruses
 

type
 

A
 

was
 

the
 

dominant
 

strain
 

in
 

this
 

study.
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  鼻病毒(rhinovirus,RV)是一种小型非包膜病毒

属于小RNA病毒科。人是RV病毒在自然界的宿主

之一,可以通过飞沫等途径进行传播。RV是引起感

冒、肺炎等呼吸道感染的常见病原体[1]。RV于19世

纪50年代由在普通感冒患者中分离得到,是儿童患者

呼吸道感染的主要病原体,在儿童患者中除引起上呼

吸道感染外,还能引起支气管炎、哮喘急性发作、慢性

阻塞性肺疾病和支气管肺炎[2]。感染RV后主要表现

有:流涕、喷嚏、咽喉肿痛、头痛和肌肉疼痛等。RV引

起的感染病程较短,一般7
 

d左右,其中发病后1~3
 

d
病情最重,少数患者感染持续两周。RV与呼吸道感

染疾病的发生、发展和病程等密切相关。RV基因组

是7.2
 

kb单链 RNA,带有一个开放阅读框(ORF)。
它的多蛋白由4种衣壳蛋白和7种非结构蛋白组

成[3]。VP1位于病毒衣壳的外表面,参与病毒与受体

结合的过程,是产生保护性抗体的主要抗原表位。RV
的衣壳蛋白VP4/VP2具有较多血清型的抗体特异中

和位点,这是病毒的抗原多样性的主要原因,也会在进

化过程中可不断进化产生新的变异毒株。它人类血清

型最多的病毒之一,其血清型已超过200种[4]。依据

目前国际病毒分类委员会(International
 

committee
 

on
 

taxonomy
 

of
 

viruses,ICTV)的划分标准,RV可分

为RV-A,RV-B和RV-C。世界各地报道显示RV-A
和RV-C是感染的主要型别,它们通常与中度和重度

感染有关,而RV-B主要在轻症患者中检出,而RV-C
则与哮喘发作有关[5-7]。

本次研究收集了唐山市妇幼保健院就诊儿童资

料,对唐山地区RV的流行趋势进行监测,旨在为预防

RV感染制定合理防控措施提供依据。

材料与方法

1 材料

1.1 研究对象 收集2021年11月到2022年7月唐

山市妇幼保健院1
 

500例就诊儿童资料。纳入标准:
(1)依据《诸福棠实用儿科学》诊断为支气管炎和肺炎

等呼吸道感染的患儿;(2)年龄14岁以下;(3)档案资

料齐全。排除标准:(1)两周内接受过抗生素治疗、免
疫类治疗;(2)患有非感染性肺间质性等疾病。

1.2 主要仪器与试剂 ABI-7500型荧光定量PCR
分析仪,美国应用生物系统公司;MRX-150型高速冷

冻离心机,日本 TOMY公司;低温冰箱,青岛海尔。
肺炎多重检验试剂盒,美国路明克斯(Luminex)公司;

QIAamp
 

Viral
 

RNA
 

Mini
 

Kit,德国 QIAGEN公司;

DNA
 

回 收 试 剂 盒 (Gel
 

Extraction
 

Kit),德 国

QIAGEN公司;反转录试剂盒SuperScriptTMⅢ
 

First-
strandSynthesis

 

system
 

for
 

RT-PCR,美国Invitrogen

公 司;SuperScript
 

One-step
 

RT-PCR
 

System
 

with
 

Platinum
 

TaqDNA
 

Polymeras,美国Invitrogen公司;

PCR反应试剂,宝日医生物技术(北京)有限公司;其
他试剂,生工生物工程(上海)股份有限公司。

2 方法

2.1 标本采集 收集患儿痰液标本、咽拭子标本、肺
泡灌洗液标本,并将标本置于-20

 

℃保存。痰液标本

采集:清水漱口3次清洁口腔后,取患者深咳的第二口

痰液。咽拭子标本采集:用压舌板辅助,避免拭子不要

碰到舌头。被采集者张口发“啊”音,充分暴露咽后壁,
将拭子送入口腔快速擦拭两侧腭弓和扁桃体分泌物。
肺泡灌洗液标本采集参照《肺部感染性疾病支气管肺

泡灌洗病原体检测中国专家共识(2017版)》中的方

法。

2.2 病毒RNA提取 细胞解冻、复苏后,将标本悬

液放入细胞培养瓶内,加入5
 

mL细胞生长液35.2
 

℃
孵育6~8

 

h并在显微镜下进行观察。采用 QIAamp
 

Viral
 

RNA
 

Mini
 

Kit提取病毒 RNA,过程如下:取

140
 

μL样本液,放入1.5
 

mL离心管中,加入按照试剂

盒说明书配置好的560
 

μL
 

AVL液,混匀并静置10
 

min。加入500
 

μL无水乙醇,混匀,3
 

000
 

r/min(离心

半径8.7
 

cm)离心15
 

s。将上清液转移至离心柱并放

入1.5
 

mL
 

EP管中,10
 

000
 

r/min离心45
 

s,弃去EP
管中液体。加入 AW1缓冲液500

 

μL,10
 

000
 

r/min
离心45

 

s,弃去EP管中液体。加入AW2缓冲液500
 

μL,12
 

000
 

r/min离心45
 

s,弃去外管中液体。将离心

柱放入新的1.5
 

mL
 

EP管中,加入 AVE缓冲液60
 

μL,静置3
 

min,得到总RNA。

2.3 病原检测 采用路明克斯肺炎多重检验试剂盒

检测甲型流感病毒(IFA)、乙型流感病毒(IFB)、呼吸

道合胞病毒(RSVA~B)、人偏肺病毒(HMPV)、鼻病

毒(RV)、肠道病毒、腺病毒(ADV)、副流感病毒(PIV1
~4)、肺炎衣原体、肺炎支原体、冠状病毒和嗜肺军团

菌等。操作方法依据试剂盒说明书。

2.4 RV
 

VP4/VP2区扩增和测序 选取30株 RV
病毒采用一步法实时反转录聚合酶链式反应对VP4/

VP2进行PCR扩增。引物设计参照文献[8]中引物,
由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。反应体系

依据反转录试剂盒使用说明书。反应条件:45
 

℃
 

10
 

min;95
 

℃
 

15
 

s,57
 

℃
 

10
 

s,68
 

℃
 

15
 

s,循环40次。观

测Ct值,当Ct值≤35,阳性;当35<Ct值<38时,重
做;当Ct值≥38时,阴性。采用DNA回收试剂盒回

收DNA,将cDNA于-20
 

℃保存,操作参照试剂盒使

用说明。RV
 

VP4/VP2区扩增引物设计参照[8],由
生工生物工程(上海)股份有限公司合成。反应体系:
正反引物和探针各2

 

μL,cDNA
 

4
 

μL,Taq
 

Mix酶
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12.5
 

μL,10×PCR
 

buffer
 

4
 

μL,ddH2O补足50
 

μL。

45
 

℃
 

30
 

min,94
 

℃
 

5
 

min;95
 

℃
 

15
 

s,57
 

℃
 

30
 

s,72
 

℃
 

1
 

min,循环40次;72
 

℃
 

8
 

min,4∞。产物测序由

生工生物工程(上海)股份有限公司完成。

2.5 序列比对 测序结果利用软件Bioedit软件对序

列进行拼接,与美国国家生物技术信息中心(NCBL)
检索鼻病毒参考株进行对比,用于流行病学分析。其

中选取 参 考 株 的 GenBank 号 具 体 如 下:RV
 

A 型

DQ473501、DQ473503、EF173418、FJ445111、FJ445114、

FJ445117和 FJ445175,RV
 

B型 DQ473485,RV
 

C型

EU840952、GQ223227、KJ675506和KF958311。

2.6 统计学分析 采用SPSS
 

25
 

软件进行统计学分

析,计数资料以百分比或率表示,组间比比较采用χ2

检验,P<0.05为差异有统计学意义。

结 果

1 病毒感染特征

2021年11月到2022年7月唐山市妇幼保健院

1
 

500例就诊儿童中,男826例,女674例,男女比

1.23∶1。其中肺炎1
 

126例、支气管炎287例、毛细

支气管炎56例、其他疾病31例。1
 

500例患儿RV阳

性309例,检出率20.60%。其中男性患儿检出186
例,检出率22.52%;女性患儿检出123例,检出率

18.25%,两组患儿RV阳性检出率差异有统计学意义

(χ2=4.1352,P<0.05)。
2 不同年龄感染情况

按照年龄将患儿分为<1岁组、1~岁组、3~岁组

和≥6岁组,各组患儿 RV 阳性率分别为:23.39%
(102/436)、21.85%(137/627)、19.56%(23/271)和
10.24%(17/166),≥6组患儿与<1岁组、1~岁组和

3~岁组患儿 RV 阳性率差异有统计学意义(χ2=
13.1154、11.3038和6.6416,均P<0.05)。各组患儿

RV与其他病原混合感染检出率依次为:10.55%(46/

436)、9.41%(59/627)、10.33%(28/271)和5.42%
(9/166)。<1岁组RV阳性率最高,随着年龄增长,

RV检出率下降。见表1。

表
 

1 不同年龄鼻病毒检出情况
Table

 

1 Detection
 

of
 

rhinovirus
 

at
 

different
 

ages

年龄组
(岁)
Age
group

检测
例数
No.

RV阳性
RV

 

Positive

例数
No.

阳性率(%)
Positive

 

rate

RV与其他混合感染
RV

 

and
 

other
 

mixed
 

infections

例数
No.

检出率(%)
Detection

 

rate

<1 436 102 23.39 46 10.55
1~ 627 137 21.85 59 9.41
3~ 271 53 19.56 28 10.33
≥6 166 17 10.24 9 5.42
合计
Total 1500 309 20.60 142 9.47

3 混合感染分析

309例RV阳性患儿中共有142例患儿为混合感

染,混合感染检出率45.95%。混合感染中双重感染

120例,三重感染22例。双重感染中RV+RSV
 

A型

检出最多,其次是RV+ADV型。三重感染中RV+
RSV

 

A+ADV型、RV+ADV+EV型和RV+PIV3
+MP型检出较多。本次研究中混合感染中以双重感

染为主,未检出三重以上感,见表2。

表
 

2 RV病毒与其他病原体混合感染情况
Table

 

2 Mixed
 

infection
 

of
 

RV
 

virus
 

and
 

other
 

pathogens
混合感染病原体

Mixed
 

infection
 

pathogens
病例数
No.

构成比(%)
Constituent

 

ratio

RV+RSVA 25 17.61
RV+RSV

 

B 7 4.93
RV+PIV1 13 9.15
RV+PIV2 3 2.11
RV+PIV3 8 5.63
RV+ADV 19 13.38
RV+EV 12 8.45
RV+HMPV 10 7.04
RV+IF

 

A 3 2.11
RV+IF

 

B 1 0.70
RV+MP 14 9.86
RV+HBOV 5 3.52
RV+RSV

 

A+ADV 4 2.82
RV+RSV

 

A+IF
 

A 3 2.11
RV+RSV

 

A+PIV3 2 1.41
RV+RSV

 

A+MP 3 2.11
RV+ADV+EV 4 2.82
RV+ADV+IF

 

A 2 1.41
RV+PIV3+MP 4 2.82
合计Total 142 100.00
  注:RV鼻病毒,RSV呼吸道合胞病毒,PIV副流感病毒,ADV腺病
毒,EV肠道病毒,HMPV人偏肺病毒,IF流感病毒,MP肺炎支原体,
HBOV博卡病毒。

4 分型研究

30株鼻病毒经分子分型鉴定,21株RV
 

A型,3
株RV

 

B型和6株RV
 

C型,其中RV
 

A型是本次研

究中优势株。21株RV
 

A型共检出9个基因型,其中

A1型5株、A11型4株、A12型3株、A21型2株、

A29型3株、A36型2株、A49型1株和A61型1株;

3株RV
 

B型均为B3型;6株RV
 

C型共检出两个型

别分别为:2株C5型和4株C15型。

讨 论

RV是呼吸道感染的常见病原体,它具有高度传

染性,是儿童呼吸道感染的常见病因。它首次在1956
年从一名成年感冒患者中分离获得。在美国,每年由

RV感染导致的病例数超过10亿人次,给经济带来很

大负担。约有10%~50%的感冒由RV引起,而成年

人一年平均感染RV
 

2~5次,儿童可达10多次。儿

童由于免疫系统不成熟,RV与受体连接位点隐匿,因
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而易发RV感染,其发病次数多于成人[8-9]。唐山地区

在我国年平均气温较适中的城市,人口密度又较大,有
利于RV传播。本次研究对1

 

500患儿调查研究中

RV阳性率20.60%,其中<1岁组RV阳性率最高,
随着年龄增长,RV检出率下降。这与国内其他研究

一致[1,3]。RV能够引起多种呼吸道疾病。本次就诊

患者中1
 

126例诊断为肺炎、287例支气管炎、56例毛

细支气管炎和31例诊断为其他疾病。它引起上呼吸

道症状,通常较温和,且通过一段时间可自行消失。但

是,当感染侵犯到下呼吸道时,可导致慢性呼吸道疾病

和哮喘的发生,特别是对儿童、免疫抑制人群和老年人

的危害更大,严重时甚至危及生命[10]。

RV常与其他病原体同时检出,混合模式也非常

复杂。本次研究中RV与RSV、ADV和PIV合并感

染病例较多。王焕焕研究显示RV与其他病毒合并感

染和RV单独感染临床症状相似,这可能与RV具有

较强的致病性有关,但RV与RSV合并感染比单独

RV感染更加严重[11]。有研究显示RSV感染引起毛

细支气管炎的婴幼儿的年龄显著低于RV感染引起毛

细支气 管 炎 患 儿 年 龄,而 症 状 评 分 RSV 更 高[12]。

Ishizuka等[13]研究显示RV感染后血小板活化因子受

体的水平升高,从而肺炎链球菌易于附着在气管上皮

细胞。

RV病毒有4个结构蛋白,其中VP4位于衣壳内

部,其余三个结构蛋白暴露在病毒壳粒表面。VP4相

对保守,其基因序列关键位点的变化在RV的生物学

特性中起着重要的作用。因此,国际上常以VP4/VP2
基因序列作为RV分型的依据[14]。RV感染对患者的

健康和生活质量造成了严重影响,也给家庭和社会造

成了经济负担[15-16]。随着全球化加剧和人口流动性增

大,RV各种血清型或基因型在全球范围内呈多样性

分布。截至目前已发现的RV血清型超过120种,可
将其分为三个基因组分别为A、B和C组。本次研究

中共计检出21株RV
 

A型,3株RV
 

B型和6株RV
 

C型。本次研究中 A型检出最多,其次是C型,这与

杨康等研究一致[17]。疫苗的研究重点是研发一种能

对多种血清型都有保护作用的通用疫苗。由于RV的

血清型较多,且不同血清型之间缺乏交叉免疫保护作

用,这给疫苗的研发造成了困难。因而,目前还没有可

以预防和治疗RV感染引起的呼吸道感染性疾病的有

效疫苗或药物。本研究初步对2021年11月到2022
年7月唐山地区RV流行特点进行了调查研究,但由

于仅对部分样本 VP4/VP2进行检测,所以仍存在一

定局限性,对RV在此期间流行特点分析存在一定影

响。
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