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  摘 要:目的 通过PCR-荧光探针法和Sanger测序法检测呼吸道感染婴幼儿和儿童人鼻病毒(HRV)的

感染情况,以评估PCR-荧光探针法的病毒检测能力,并分析 HRV载量对患儿临床指标的影响。方法 收集

2019年5—7月在遵义医科大学第三附属医院住院收治的具有呼吸道感染症状的175例患儿的鼻咽拭子标本,
采用PCR-荧光探针法和Sanger测序法检测 HRV感染情况并分析 HRV载量对婴幼儿和儿童临床指标的影

响。结果 PCR-荧光探针法检出阳性标本51份(51/175,29.14%),阴性标本124份(124/175,70.86%)。
Sanger测序法检出阳性标本48份(48/175,27.43%),阴性标本127份(127/175,72.57%)。与Sanger测序法

相比,PCR-荧光探针法检测HRV的灵敏度和特异度分别为100.00%和97.64%,阳性预测值和阴性预测值分

别为94.12%和100.00%,一致率为95.80%。两种方法对 HRV 的检出率比较,差异无统计学意义(P>
0.05)。高载量病毒组和低载量病毒组住院天数、入院前最高体温、发热天数、白细胞计数、淋巴细胞百分比及

降钙素原比较,差异均无统计学意义(P>0.05),超 敏 C反 应 蛋 白 比 较,差 异 有 统 计 学 意 义(P<0.05)。
 

结论 PCR-荧光探针法检测HRV灵敏度高、特异度高、检测周期短、费用较低且操作简便快捷,可在临床检测

HRV中广泛推广。此外,高载量HRV的婴幼儿和儿童的超敏C反应蛋白水平较低载量 HRV的婴幼儿和儿

童更高。
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Abstract:Objective To

 

evaluate
 

the
 

virus
 

detection
 

ability
 

of
 

PCR
 

fluorescent
 

probe
 

method,and
 

analyze
 

the
 

effect
 

of
 

HRV
 

load
 

on
 

clinical
 

indicators
 

of
 

patients
 

by
 

detecting
 

human
 

rhinovirus
 

(HRV)
 

infection
 

in
 

pa-
tients

 

with
 

respiratory
 

tract
 

infection
 

by
 

PCR
 

fluorescent
 

probe
 

method
 

and
 

Sanger
 

sequencing
 

method.Meth-
ods The

 

nasopharyngeal
 

swab
 

specimens
 

of
 

totally
 

175
 

patients
 

with
 

respiratory
 

tract
 

infection
 

symptoms
 

in
 

the
 

Third
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Zunyi
 

Medical
 

University
 

from
 

May
 

to
 

July
 

2019
 

were
 

collected,and
 

the
 

PCR-
fluorescent

 

probe
 

method
 

and
 

Sanger
 

sequencing
 

method
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

HRV
 

infection
 

status
 

and
  

the
 

im-
pact

 

of
 

HRV
 

load
 

on
 

clinical
 

indicators
 

of
 

children
 

and
 

infants
 

was
 

analyzed.Results A
 

total
 

of
 

51
 

positive
 

specimens
 

(51/175,29.14%)
 

and
 

124
 

negative
 

specimens
 

(124/175,70.86%)
 

were
 

detected
 

by
 

the
 

PCR-fluo-
rescence

 

probe
 

method.A
 

total
 

of
 

48
 

positive
 

specimens
 

(48/175,27.43%)
 

and
 

127
 

negative
 

specimens
 

(127/
175,72.57%)

 

were
 

detected
 

by
 

Sanger
 

sequencing
 

method.Compared
 

with
 

the
 

Sanger
 

sequencing
 

method,the
 

sensitivity
 

and
 

the
 

specificity
 

of
 

PCR-fluorescent
 

probe
 

method
 

for
 

detecting
 

HRV
 

were
 

100.00%
 

and
 

97.64%,the
 

positive
 

predictive
 

value
 

and
 

negative
 

predictive
 

value
 

were
 

94.12%
 

and
 

100.00%
 

respectively,
and

 

the
 

agreement
 

rate
 

was
 

95.80%.There
 

was
 

no
 

statistically
 

significant
 

difference
 

on
 

the
 

detection
 

rate
 

of
 

HRV
 

by
 

the
 

two
 

methods
 

(P>0.05).There
 

was
 

no
 

statistically
 

significant
 

differences
 

on
 

the
 

days
 

of
 

hospi-
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talization,maximum
 

body
 

temperature
 

before
 

admission,days
 

of
 

fever,white
 

blood
 

cell
 

count,lymphocyte
 

per-
centage,procalcitonin

 

between
 

high
 

viral
 

load
 

group
 

and
 

low
 

viral
 

load
 

group
 

(P>0.05),while
 

there
 

was
 

sta-
tistically

 

significant
 

difference
 

on
 

hypersensitivity
 

C-reactive
 

protein
  

between
 

high
 

viral
 

load
 

group
 

and
 

low
 

vi-
ral

 

load
 

group
 

(P<0.05).Conclusion The
 

PCR-fluorescent
 

probe
 

method
 

for
 

detecting
 

HRV
 

has
 

good
 

sensi-
tivity,high

 

specificity,short
 

detection
 

cycle,low
 

cost,simple
 

and
 

quick
 

operation,and
 

could
 

be
 

widely
 

used
 

in
 

clinical
 

detection
 

of
 

HRV.In
 

addition,children
 

and
 

infants
 

with
 

high
 

HRV
 

load
 

have
 

higher
 

levels
 

of
 

hyper-
sensitivity

 

C-reactive
 

protein
 

than
 

children
 

and
 

infants
 

with
 

low
 

HRV
 

load.
Key

 

words:human
 

rhinovirus; PCR-fluorescent
 

probe
 

method; Sanger
 

sequencing
 

method; clinical
 

feature

  人鼻病毒(HRV)属于小核糖核酸病毒科肠道病

毒属,是一组单股正链小分子RNA病毒,是引起人类

呼吸道感染的最常见病原体之一[1]。HRV是婴幼儿

和儿童上呼吸道感染的重要病原体,感染 HRV后大

多数患儿急性起病,表现为咳嗽、流清涕、鼻塞、喷嚏、
声音嘶哑等普通感冒症状。近年来,有研究表明,
HRV还可引起婴幼儿及儿童的下呼吸道感染,包括

支气管炎及肺炎[2],是儿童哮喘性疾病的独立危险因

素及加重的主要原因[3-4]。且 HRV还可引起成人的

慢性阻塞性肺疾病或伴免疫功能减弱者的下呼吸道

感染[5-6]。临床对于 HRV的诊断多基于血清学诊断

结果,但其检测花费时间长,往往会延误患儿病程和

增加医疗成本[7]。随着分子生物学技术的迅猛发展,
快速、准确的分子诊断技术成为临床首选。目前测序

法被公认为基因检测的“金标准”[8]。本研究主要探

讨了PCR-荧光探针法相较于Sanger测序法对 HRV
的检测能力,并简要分析了 HRV载量对婴幼儿和儿

童临床指标的影响。现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2019年5—7月遵义医科大学

第三附属医院收治住院的有呼吸道感染症状的患儿

175例为研究对象,并收集其鼻咽拭子标本和临床病

例 资 料,其 中 男 111 例 (63.43%),女 64 例

(36.57%),年龄1月至13岁。纳入标准:(1)选取临

床疑似为HRV感染的呼吸道感染病例,包括肺炎、支
气管炎等;(2)性别不限,年龄≤13岁。排除标准:(1)
样本量不足以检测;(2)不符合纳入标准;(3)病情危

重,不能配合采集标本;(4)登记表记录核心信息不完

整;(5)标本因收集或保存不当不能用于检测或检测

失败。对于同一病例在不同时期采集的同类标本不

得重复入组。本研究经遵义医科大学第三附属医院

伦理委员会批准。
1.2 仪器与试剂 核酸提取或纯化试剂盒与 HRV
核酸检测试剂盒(PCR-荧光探针法)均购自中山大学

达安基因股份有限公司。ABI
 

Prism
 

7500实时荧光

PCR仪购自美国应用生物系统公司(Applied
 

Biosys-
tems)。
1.3 方法

1.3.1 标本采集和保存 将棉拭子轻轻转动,缓缓

插入患儿鼻孔至颚部,停留片刻后缓慢转动退出,将
鼻咽拭子置入无菌采样管,密封送检。所采集的标本

可立即用于测试,或长期保存于-70
 

℃冰箱中,也可

以保存于-20
 

℃冰箱中待测,保存期为6个月,标本

应避免反复冻融。标本运送采用0
 

℃冰壶或以泡沫

箱加冰密封,低温运输时间不应超过8
 

h。
1.3.2 检验指标 在175份标本中139例为普通病

区住院患儿,36例为儿童ICU住院患儿。来自儿童

ICU的患儿因不同病因导致其病情严重,因此本研究

仅对普通病区住院,经PCR-荧光探针法判读为阳性

的41例患儿的住院天数、入院前最高体温、发热天

数、白细胞计数、淋巴细胞百分比、降钙素原及超敏C
反应蛋白进行初步探讨。
1.4 PCR-荧光探针法

1.4.1 核酸提取 严格按照核酸提取或纯化试剂盒

说明书进行操作。
1.4.2 实时荧光定量PCR(RT-qPCR) 根据 HRV
核酸检测试剂盒说明书将 HRV

 

PCR反应液A与B
室温融化后振荡混匀,8

 

000
 

r/min离心5~10
 

s后使

用,按照所需将HRV
 

PCR反应液A(17
 

μL)+HRV
 

PCR反应液B(3
 

μL)加入总EP管振荡混匀并短时离

心,然后分装到各PCR反应管中,向其中加入提取后

的待测标本核酸、阴性质控品核酸、阳性质控品核酸

5
 

μL,盖紧管盖,8
 

000
 

r/min离心5~10
 

s后扩增检

测。ABI
 

Prism
 

7500实时荧光PCR仪(美国ABI公

司)设置扩增程序如下:50
 

℃
 

15
 

min,1个循环;95
 

℃
 

15
 

min,1个循环;94℃
 

15
 

s→55
 

℃
 

45
 

s(采集荧光),
共40个循环。
1.4.3 质量控制 (1)HRV阴性质控品:FAM检测

通道无扩增曲线,VIC检测通道有扩增曲线。(2)
HRV阳性质控品:FAM 检测通道有扩增曲线且Ct
值≤32,VIC检测通道有或无扩增曲线。以上要求需

在同一次试验中同时满足,否则,本次试验无效,需重

新进行。
1.4.4 结果判读 (1)若检测标本的FAM检测通道

无扩增曲线,且该VIC通道有扩增曲线,可判标本为

HRV阴性。(2)若检测标本的FAM 检测通道有扩

增曲线且Ct值≤40,VIC检测通道有或无扩增曲线,
可判标本为HRV阳性。
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1.5 Sanger测序法 将PCR扩增后的标本外送华

大基因公司(中国,广州)进行Sanger测序法测序,并
将结果进行对比分析。
1.6 统计学处理 采用SPSS25.0统计软件进行数

据处理及统计分析。符合正态分布的计量资料以

x±s表示,组间比较采用独立样本t检验;呈偏态分

布的计量资料以 M(P25,P75)表示,组间比较采用非

参数 Kolmogorov-Smirnov检验;计数资料以频数或

百分率表示,组间比较采用χ2 检验。以P<0.05为

差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 两种方法检出结果比较 采用PCR-荧光探针

法在175份标本中检出阳性标本51份(29.14%),阴
性标本124份(70.86%)。采用Sanger测序法在175
份标本中检出阳性标本48份(27.43%),阴性标本

127份(72.57%)。两种方法检出率比较,差异无统计

学意义(χ2=0.127,P>0.05)。见表1。与Sanger
测序法比较,PCR-荧光探针法检测 HRV的灵敏度和

特异度分别为100.00%和97.64%,阳性预测值和阴

性预测值分别为94.12%和100.00%,两种方法的一

致率为95.80%,见 表2。此 外,有3份 标 本 采 用

PCR-荧光探针法检出结果Ct值位于37~40,被判为

阳性,而Sanger测序法检出为阴性。
表1  两种检测方法检出结果比较[n(%)]

检测方法 n 阳性 阴性

PCR-荧光探针法 175 51(29.14) 124(70.86)

Sanger测序法 175 48(27.43) 127(75.57)

表2  PCR-荧光探针法与Sanger测序法的一致性评价(n)

检测方法
PCR-荧光探针法

阳性 阴性
合计

Sanger测序法

 阳性 48 3 51

 阴性 0 124 124

合计 48 127 175

2.2 HRV 载量对患儿临床指标的影响 以患儿

HRV平均Ct值(31.03±4.87)为分界线,将Ct值<
31的患儿作为高载量病毒组,31≤Ct值≤40的患儿

作为低载量病毒组。两组住院天数、入院前最高体

温、发热天数、白细胞计数、淋巴细胞百分比及降钙素

原比较,差异无统计学意义(P>0.05),超敏C反应

蛋白比较,差异有统计学意义(P<0.05)。见表3。

表3  41例普通病区住院患儿住院天数和相关感染指标的情况[x±s/M(P25,P75)]

组别 n
住院天数

(d)
入院前最高体温

(℃)
发热天数

(d)

白细胞计数

(×109/L)

淋巴细胞百分比

(×100%)
超敏C反应蛋白

(mg/L)
降钙素原

(μg/L)

高载量病毒组 19 6.89±2.49 38.92±0.76 1(1~4) 11.29±4.02 41.81±19.19 15.21(8.95~32.30)0.24(0.12~0.30)

低载量病毒组 22 6.73±2.49 38.90±0.63 1(1~2) 11.46±5.52 43.96±20.79 5.20(0.50~14.99) 0.10(0.08~0.18)

t/χ2 0.83 0.93 0.71 0.91 0.73 0.04 0.10

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

  注:41例普通病区住院患儿7项呼吸道病毒核酸检测结果均为阴性。

3 讨  论

  据研究报道,HRV通常感染人类的上呼吸道,还
可向下蔓延导致下呼吸道感染,其甚至是诱发儿童哮

喘性疾病的重要原因[2-4]。由于传统检测方法的限

制,HRV在婴幼儿和儿童急性呼吸道感染中的作用

可能被低估,因此早期、快速、准确地检出 HRV对临

床疾病的评估意义重大。本研究以HRV基因编码区

的高度保守区为靶区域,设计特异性引物及荧光探

针,进行一步法 RT-qPCR 扩增,用于标本中 HRV
 

RNA的定性检测。另外,扩增体系中带有内标物质,
用于对核酸提取过程及PCR扩增过程的监控,可减

少假阴性结果的出现。本研究结果显示,与Sanger
测序法相比,PCR-荧光探针法检测 HRV具有较高的

灵敏度、特异度、阳性预测值和阴性预测值,两种方法

的一致率为95.90%。两种方法 HRV检出率比较,
差异无统计学意义(P>0.05),与赖建辉等[7]、陈淑丹

等[9]报道的PCR荧光探针法检测 HRV的有效率基

本一致,说明PCR-荧光探针法具有快速、灵敏度高、
特异度高等优点,适用于HRV的快速检测。
Sanger测序法是传统的第一代DNA测序技术,

被公认为基因测序的“金标准”,但其灵敏度低,实际

检测中易出现假阴性结果[10-11]。在本研究PCR-荧光

探针法检测结果中,有3份标本结果与Sanger测序法

不一致,其Ct值位于37~40,提示当Ct值偏大时,
PCR-荧光探针法对HRV的检测结果应判为可疑,需
再次复查。但总体上两种方法的检出率比较,差异无

统计学意义(P>0.05)。
各地区、各年龄段、各季节HRV的检出率均有差

异。蔡晓莹等[12]报道汕头大学医学院第二附属医院

住院的2
 

900多例呼吸道感染患儿中单一 HRV检出

率为5.85%,患儿各年龄段中以婴儿期组检出率最

高。张明新等[13]报道首都医科大学附属北京同仁医

院收治的479例呼吸道感染患者临床标本中检出率

较高的为甲型流感病毒 H1型(22.76%),HRV 为
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4.80%,但HRV在不同年龄段检出率比较,差异无统

计学意义(P>0.05),原因可能是没有纳入婴幼儿和

儿童患儿的临床标本。余光清等[14]报道深圳地区急

性上呼吸道感染患者中 HRV的检出率为18.27%;
HRV感染以幼儿检出率最高,其次为婴儿和学龄前

儿童;此外,HRV主要在春季、夏季、秋季检出,冬季

检出较少。王丰等[15]报道自贡市第四人民医院收治

的急性呼吸道感染患者中 HRV的检出率为8.31%;
呼吸道合胞病毒(RSV)秋季、冬季检出率高,HRV春

季、夏季检出率高。从以上报告中可以看出,HRV的

检出率存在地区、年龄,甚至季节的差异,分析其原因

可能与样本量的多少、样本收集的时间段,各年龄段

纳入人群量有关,还可能与不同地区温度、湿度及气

候等差异有关,多种因素均可能影响病毒的易感性。
而本研究收集标本的时间段为肠道病毒高发季节[16],
纳入人群、样本量有限且未考虑肠道病毒的混合感

染,因此本研究仅探讨 HRV的检出情况。HRV在

本院的总体检出情况还需长时间、大样本量的补充;
而HRV在本地区的感染情况,还需多个哨点医院的

数据参与评估。
婴幼儿和儿童身体器官和免疫功能尚未发育成

熟,当机体遭受病原体入侵时,其症状与成人患者大

相径庭,因此本研究仅对婴幼儿和儿童感染 HRV后

的临床参数进行对比分析。在实验室指标方面,本院

感染HRV的患儿白细胞计数、淋巴细胞百分比、超敏

C反应蛋白及降钙素原等均超过正常范围,高载量病

毒组与低载量病毒组超敏C反应蛋白水平比较,差异

有统计学意义(P<0.05),与邓敏等[17]报告的情况有

偏移,这可能与本研究患儿病情较重有关。
综上所述,Sanger测序法虽具有准确性高且特异

度高的优点,但因其检测周期长、检测费用昂贵等问

题,目前其仅能在设备齐全、资金雄厚的基因检测公

司和国家级实验室使用,在普通医院的实验室很难被

推广和应用于临床。而PCR-荧光探针法检测 HRV
具有灵敏度高、特异度高、检测周期短、费用较低、操
作简便快捷等优点,可替代Sanger测序法在临床检

测HRV感染,并能被广泛推广和应用。此外,高载量

HRV的婴幼儿和儿童的超敏C反应蛋白水平较低载

量HRV的婴幼儿和儿童更高。
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