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三水地区急性呼吸道感染儿童的常见病毒谱分析
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　　【摘要】　目的　分析三水地区急性呼吸道感染儿童的病毒病原学特点。方法　采用直接免疫荧光法对２０１３

年２月至２０１４年１月因急性呼吸道感染就诊的０～１２岁患儿鼻咽分泌物进行７种常见呼吸道病毒检测。

结果　２２６８例患儿中，７４９例检出至少１种病毒，总感染率为３３．０％；１２例患儿同时检出两种病毒。共检出呼吸道

合胞病毒（ＲＳＶ）２５２例（３３．１％），流感病毒 Ａ 型（ＩＦＶ Ａ）１３９例（１８．３％），副流感病毒Ⅲ型（ＰＩＶ Ⅲ）１０８例

（１４．２％），腺病毒（ＡＤＶ）１０１例（１３．３％），副流感病毒Ⅰ型（ＰＩＶ Ⅰ）７９例（１０．４％），流感病毒Ｂ型（ＩＦＶＢ）５１例

（６．７％），副流感病毒Ⅱ型（ＰＩＶⅡ）３１例（４．１％）。５岁以下患儿病毒感染率较高，ＲＳＶ、ＰＩＶ２岁前患儿多见，ＩＦＶ

多见于２岁以上儿童，ＡＤＶ２～５岁患儿多见。不同性别间病原谱差异无统计学意义（犘＞０．０５）。病毒感染的季节

性比较明显，ＲＳＶ集中在春、秋季；ＩＦＶＡ在３、４、９月高发；ＰＩＶⅢ和ＰＩＶ Ⅰ依次在夏、秋季高发。结论　病毒是三

水地区儿童呼吸道感染的重要原因，发病年龄主要在５岁以下，其中ＲＳＶ、ＩＦＶＡ、ＰＩＶⅢ最常见。
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　　 急性呼吸道病毒感染是儿科常见的疾病，临床表现多以

发热、头痛、鼻塞、流涕、咽痛、咳嗽为主，单凭临床表现很难作

出病因诊断。因其感染力强、传播速度快，易造成局部流行，对

于住院患儿更易引起多重感染［１２］，反复儿童呼吸道感染对学

生缺课和家庭经济压力都会造成很大的影响。因此早期特异

性病原学诊断对于患儿的隔离保护和合理用药十分重要。一

般实验室常用的病毒检测方法包括免疫学和核酸扩增技术两

大类［３］。核酸扩增检测可以同时检测多种病毒，具有较好的应

用前景，但是实验条件要求较高，要避免引起假阳性，价钱也较

高［４］。免疫学检测方法有酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）、化学发

光免疫分析法（ＣＬＩＡ）、免疫荧光法等。其中直接免疫荧光法

（ＤＦＡ）可以对多种呼吸道病毒进行检测，特异性高，操作简便，

易于在临床实验室推广，因为取材方便，尤其适合于儿童。本

文采用ＤＦＡ对最近１年来因急性呼吸道感染症状在本院就医

的患儿进行了呼吸道合胞病毒（ＲＳＶ）、流感病毒（ＩＦＶ）Ａ、Ｂ

型、副流感病毒（ＰＩＶ）Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型及腺病毒（ＡＤＶ）检测，报道

如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本研究纳入２０１３年２月至２０１４年１月因急

性呼吸道感染入本院治疗的患儿共２２６８例，其中男１４９２例，

女７７６例；年龄０～１２岁，中位年龄１．５岁。临床诊断为急性

上呼吸道感染、急性支气管炎、急性支气管肺炎、喘息性支气管

炎，诊断标准参照《诸福棠实用儿科学》第７版。患儿发病后没

有进行抗病毒和激素治疗。此研究经医院伦理学委员会批准，

所有标本采集时均得到患儿家长同意。

１．２　方法

１．２．１　标本采集　所有患儿均于入院当天或次日清晨采集标

本。采用小儿微细型鼻咽植绒拭子，插入鼻腔６～８ｃｍ，旋转

２～３圈，放入装有生理盐水的塑胶试管，１ｈ内送检。

１．２．２　制片　漩涡混匀剧烈涡旋样本，使细胞脱落；弃掉植绒

拭子。２５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，小心弃掉上清液。如果沉淀含

有较多黏液，则需要用生理盐水重复洗涤离心以去除黏液。将

试管内剩余细胞混匀，每孔滴加约２５μＬ细胞悬液，此时可用

显微镜观察细胞数量，太少则需要重新采样。将玻片置于

３５℃干燥箱干燥，待玻片彻底干燥后，冷丙酮固定８～１０ｍｉｎ。

１．２．３　ＤＦＡ 检测 ＲＳＶ、ＩＦＶ Ａ、ＩＦＶ Ｂ、ＰＩＶ Ⅰ、ＰＩＶ Ⅱ、

ＰＩＶⅢ及ＡＤＶ的表达　采用ＤＨＩ公司的呼吸道病毒检测试

剂盒进行检测，荧光试剂分别含有异硫氰酸荧光素标记的针对

７种病毒的抗原的特异性小鼠单克隆抗体，病毒抗原分别来源

于ＲＳＶＬｏｎｇ病毒株、ＩＦＶＡＴｅｘａｓ１／７７Ｈ３Ｎ２病毒株、ＩＦＶＢ

Ｈｏｎｇｋｏｎｇ５／７２病毒株、ＰＩＶⅠ ＶＰ１病毒株、ＰＩＶ Ⅱ Ｇｒｅｅｒ病

毒株、ＰＩＶⅢＣ２４３病毒株、ＡＤＶ３型ＧＢ株／６型株感染的细

胞。固定好的玻片和阳性、阴性对照孔分别滴加针对 ＲＳＶ、

ＩＦＶＡ、ＩＦＶＢ、ＰＩＶ Ⅰ、ＰＩＶ Ⅱ、ＰＩＶ Ⅲ及 ＡＤＶ的荧光试剂；

３７℃孵育２０ｍｉｎ，注意保湿；用磷酸盐吐温缓冲液洗涤液进行

洗涤。风干玻片，滴加封固液，用盖玻片覆其上。荧光试剂与

患儿细胞中相应的病毒抗原结合后，形成抗原抗体复合物，采

用德国ＤＭ２０００荧光显微镜进行观察，激发波长为４９０ｎｍ，发

射波长为５２０ｎｍ。阳性细胞内显示绿色荧光，而未发生抗原

抗体特异性反应的细胞被Ｅｖａｎｓ蓝染成红色。每孔细胞涂片

应不少于２００个上皮细胞，当放大倍数为２００倍时，在视野中

找到大于或等于２个阳性细胞，判断为标本阳性。阳性对照孔

分别含有不同病毒感染的细胞，阴性对照孔为未感染细胞。

１．３　统计学方法　应用ＳＰＳＳ１５．０软件进行统计，计数资料

采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　总体感染情况　２２６８例患儿中有７４９例至少检出一种

病毒，总阳性率３３．０％（７４９／２２６８），男患儿感染率３３．２％

（４９７／１４９２），女患儿感染率３２．５％（２５２／７７６），经χ
２ 检验，性

别之间差异无统计学意义（犘＞０．０５）。有１２例标本同时检出

两种病毒，分别为ＰＩＶⅠ合并ＲＳＶ３例、合并ＩＦＶＢ２例；ＰＩＶ

Ⅲ合并ＲＳＶ３例、合并ＩＦＶＡ１例、合并 ＡＤＶ２例；ＩＦＢ合并
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ＡＤＶ１例。

２．２　不同病毒感染病原谱　阳性标本共检出 ＲＳＶ２５２例

（３３．１％），ＩＦＶＡ１３９例（１８．３％），ＰＩＶ Ⅲ１０８例（１４．２％），

ＡＤＶ１０１例（１３．３％），ＰＩＶⅠ７９例（１０．４％），ＩＦＶＢ５１例

（６．７％），ＰＩＶⅡ３１例（４．１％）。优势病原为 ＲＳＶ、ＩＦＶＡ及

ＰＩＶⅢ，见表１。

表１　不同年龄段患儿７种病毒亚型检出结果

年龄

（个月）
狀 ＲＳＶ ＡＤＶ ＩＦＶＡＩＦＶＢ ＰＩＶⅠ ＰＩＶⅡＰＩＶⅢ 合计

≤６ ４２４ ８２ ４ １０ ２ ４ ４ ２８ １３４

＞６～１２ ５０６ ７２ ２０ １８ ２ ２３ ２ ３７ １７４

＞１２～２４ ４２５ ５５ １９ ２７ ４ ２２ ８ ２８ １６３

＞２４～６０ ５６７ ４１ ４５ ５６ ２７ ２８ １２ １２ ２２１

＞６０ ３４６ ２ １３ ２８ １６ ２ ５ ３ ６９

合计 ２２６８ ２５２ １０１ １３９ ５１ ７９ ３１ １０８ ７６１

２．３　不同年龄段患儿各种病毒检出结果　０～１２岁患儿感染

７种常见呼吸道病毒感染率存在差异（图１），０～５岁患儿总体

感染率较高，可达３９．０％；５～１２岁患儿病毒感染率较低，为

１９．９％。不同病毒的易感年龄在２岁（２４个月）前患儿 ＲＳＶ

感染率较高，且随月龄增长ＲＳＶ感染率下降；ＩＦＶＡ型和Ｂ型

２岁以上患儿多见；ＰＩＶ感染多见于２岁（２４个月）以下患儿，

以ＰＩＶⅢ和ＰＩＶⅠ感染最常见；ＡＤＶ感染则以２～５岁患儿

最常见。

图１　０～１２岁（６０个月）患儿常见呼吸道病毒感染率

２．４　不同月份各种病毒检出结果　从２０１３年２月到２０１４年

１月不同月份７种病毒的感染率见图２，由图２可见，１年中除

了１０、１１月份病毒感染率较低外，其余月份在儿童呼吸道疾病

中病毒的感染率都是较高的。在春、夏季的２～９月份ＲＳＶ处

于持续高发；在春季的３、４月和９月ＩＦＶＡ形成了高发季节；

ＡＤＶ在冬季较常见；副流感病毒则在夏秋季为高发季节。

图２　不同月份患儿常见呼吸道病毒检出率

３　讨　　论

ＲＳＶ属副黏病毒科，是肺病毒属成员，是婴儿和儿童下呼

吸道感染疾病的重要病原之一，在急诊呼吸道感染婴幼儿中，

ＲＳＶ是可检出的最常见的呼吸道病毒
［５６］；ＩＦＶＡ、Ｂ型和ＰＩＶ

Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型是上呼吸道感染疾病的常见病原
［７］，春季为ＩＦＶＡ

多发季节，对于免疫力低下的患者容易引起重症肺炎；ＡＤＶ也

是儿童急性呼吸道感染的常见病原，特别是儿童重症肺炎的重

要病原之一。以上呼吸道病毒是社区获得性肺炎的病原，快速

诊断可减少抗生素的滥用，对于指导ＩＦＶＡ引起的重症监护

病房患者重症肺炎的早期诊断、尽快使用神经氨酸酶抑制剂以

控制病情具有重要意义。

本研究２２６８例标本中病毒感染总阳性率为３３．０％，优势

病原谱为ＲＳＶ、ＩＦＶＡ及ＰＩＶⅢ，与北京及甘肃地区的研究一

致［８９］。不同病毒易感年龄也不相同，如ＲＳＶ易感患儿为１岁

前，ＩＦＶ及ＡＤＶ患儿多为２岁以上，而ＰＩＶ感染者以１～２岁

最多见。总体病毒感染水平在５岁前随年龄增长略有上升趋

势，最高（２～５岁）达到了３９．０％，而５岁以上患儿病毒感染率

下降为１９．９％。国内各地区对于呼吸道病毒的报道也各不相

同，田曼等［１０］报道南京地区儿童急性下呼吸道感染的病毒阳

性率为４９．５％，其中ＲＳＶ占５１．１％，以１岁以下儿童检出率

最高；温州某医院报道２００６～２０１０年急性呼吸道感染的住院

儿童中病毒阳性率为２５．１％，阳性率由高到低依次为 ＲＳＶ、

ＰＩＶⅢ、ＡＤＶ、ＩＦＶＡ、ＰＩＶ Ⅰ、ＰＩＶ Ⅱ、ＩＦＶＢ
［１１］，由此可见不

同地区的病原谱有所不同。在７４９例阳性标本中，共有１２例

标本同时检出了两种病毒，与检测抗体的间接免疫荧光法［１２］

或ＲＴＰＣＲ
［４］相比较，多重感染在本研究不多见，原因可能是

本文所用方法（ＤＦＡ）检测的是病毒抗原，检出的病例多为感染

早期和急性期患儿，此时多重感染少见；而住院时间较长、免疫

力低下的患儿多重感染较多见［２］。

呼吸道病毒感染具有一定的季节性，南京报道当地儿童病

毒感染的高发季节为１１月至次年的４月
［１０］，韩国的一项研究

报道当地流感病毒的高发季节为冬、春季，ＰＩＶⅠ高发季节为

夏、秋季，ＰＩＶⅢ高发季节为秋季，ＲＳＶ在秋、冬季高发
［４］。由

图２可见，在三水地区４～６月和８～１０月形成了２个病毒高

发的时段：春季到夏季为ＲＳＶ高发季节；ＩＦＶＡ在气候温暖的

春季和秋季高发；ＰＩＶⅢ和ＰＩＶⅠ依次在夏、秋季高发。这些

数据为掌握三水地区呼吸道病毒感染的流行病学提供了第一

手资料。

随着医学技术的进步，不断有新的致病病毒被发现，如人

冠状病毒、人感染禽流感病毒等，面对呼吸道病毒疾病对我国

儿童健康的挑战，一定要加深认识，积极防治。利用ＤＦＡ对常

见儿童呼吸道病毒抗原的快速检测，可作为临床诊断病原体的

标准，为临床诊疗提供可靠的依据。通过对儿童急性下呼吸道

感染患儿的病毒病原学检测，可准确快速掌握三水地区儿童呼

吸道感染的病原学特征，为三水地区病毒性疾病的预防奠定

基础。
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域的右侧出现大量散点（图５）及幼稚细胞（ＩＭＩ）杆状核细胞上

方出现大量散点（图６）时表示标本凝集，且随凝集程度加重而

明显。镜下可见几个甚至几十个ＰＬＴ聚集在一起，多见于新

生儿、肥胖患者等抽血不当或组织液混入，此类标本经重新抽

血复查后无警示提示。本研究中有１３例标本镜下红细胞缗钱

状凝集，均可见 ＭＣＨＣ＞３８０ｇ／Ｌ，ＰＬＴ 不同程度降低，经

３７℃水浴１０ｍｉｎ后测定无警示提示，多见血液病患者或血液

处于高凝状态的心肌梗死、脑血栓患者。抗凝剂ＥＤＴＡ依赖

性假性ＰＬＴ减少（ＥＤＴＡＰＴＣＰ）发生率较低，常被忽视，造成

误认误治［６］。本组出现１１例ＥＤＴＡＰＴＣＰ，可见直方图与散

点图明显改变，用枸橼酸抗凝剂重新采血或采集末梢血用预稀

释方法手工计数后结果无显著性差异。本组３例因临床使用

硫酸镁来预防控制妊娠高血压综合征子痫的发作及用于治疗

先兆子痫造成ＰＬＴ计数假性降低，高浓度镁离子有类似钙离

子的生理作用，通过改变ＰＬＴ内环磷酸腺苷水平而引起聚集

造成ＰＬＴ计数假性降低
［７］，降低硫酸镁浓度后重新抽血检验

后无警示提示。

３．４　未见明显异常ＰＬＴ组　本研究中２９１例标本有警示提

示，但ＰＬＴ直方图未见明显变化且手工计数与血液分析仪计

数未见明显差异，这种情况可能是上述３种情况不明显或标本

存在潜在干扰因素（如黄疸、脂血、轻微溶血或药物治疗后影响

等），有待进一步研究。镜检可见有些病例同时存在小红细胞

和大 ＰＬＴ，但大多未见明显异常。ＸＥ２１００警示信息（Ｑ

Ｆｌａｇｓ）临界值设为１００，若测定的参数低于１００则定为阴性，

１００～３００定为阳性
［８］。由表２可见，随着ＱＦｌａｇｓ警示量级点

增高阳性率逐渐增高，与李宝青等［９］研究结果一致，可见实验

室应制订适合的复检规则以保证结果准确的同时也保证了检

验人员的工作强度。

综上所述，全自动血液分析仪虽然大大提高了实验室

ＰＬＴ检测的效率，但若ＰＬＴ计数结果提示异常信息、警示符

号及ＰＬＴ直方图异常时，检验人员应根据不同情况，选择手工

计数、涂片镜检、重取标本或更换抗凝剂等方法进行复核，把好

质量的每一关，才能为临床提供可靠而有价值的诊断信息。
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