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　 　 【摘要】 　 目的　 了解河北省儿童病毒性炎病原学特点。 方法　 随机收集 2017 年 5 月 2017 年

12 月河北省儿童医院神经内科住院诊断为病毒性脑炎患儿的脑脊液样本 399 例,采用结合自动化工

作站的实时荧光定量 PCR 方法和 Sanger 测序方法检测脑脊液中的病毒核酸。 运用 SPSS21. 0 统计分

析软件结合临床资料进行分析。 不同月份 EV 引起的脑炎的感染率比较,采用行×列表卡方检验法进

行分析。 不同病毒引起的脑炎患者的 MRI 和脑电图阳性率比较采用 Fisher 确切概率检验法进行分

析。 不同病毒合并感染阳性率的比较采用 Fisher 确切概率进行分析。 结果　 399 例样本中 80 例阳

性,检出阳性率 20.05%,包括肠道病毒(Entervirus,EV)22 例,甲型流感病毒( Influenza A virus,FluA)
4 例,腮腺炎病毒(Mumps virus,MuV)3 例,单纯疱疹 1 型(Herpes simplex virus 1,HSV1)2 例,单纯疱

疹 2 型(Herpes simplex virus 2,HSV2) 1 例,EB 病毒( Epstein-Barr virus, EBV) 4 例,巨细胞病毒

(Cytomegalovirus,CMV)7 例,带状疱疹病毒(Varicella-zoster Virus, VZV) 7 例,腺病毒(Adenovirus,
AdV)8 例,人疱疹病毒 6 型(Human herpesvirus 6,HHV6)14 例。 阳性样本中 8 例为合并感染,分别为

EV 合并 HHV6 3 例,EV 合并乙性脑炎病毒( Japanese encephalitis virus,JEV,HHV2 合并 AdV1 例,
FluA 合并 HHV6 1 例,MuV 合并 HHV6 1 例,HSV1 合并 VZV 1 例。 河北省儿童 EV 病毒性脑炎高发

于 5 月、6 月(P= 0.016)。 HHV6 病毒脑炎较非 HHV6 病毒脑炎易合并感染(P = 0.016);不同病毒引

起的脑炎患者的 MRI 和脑电图阳性率均无统计学差异(P>0.05)。 结论　 EV 是河北省儿童病毒性脑

炎最常见的病原。 FluA 引起的脑炎在临床不容被忽视。
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【Abstract】　 Objective　 To investigate the pathogenic characteristics of viral encephalitis in children
living in Hebei province. Methods　 We randomly collected cerebrospinal fluid specimens from a total of 399
children diagnosed with viral encephalitis in Hebei Children′s Hospital from May to December 2017. Real-
time fluorescence quantitative PCR and Sanger sequencing were used to detect viral nucleic acids in
cerebrospinal fluid by an automatic laboratory station. Statistical analysis was performed on the experimental
data using SPSS 21. 0 software and the clinical data were analyzed. Comparison of infection rates of EV
encephalitis in different months, using line × column chi-square test. The MRI and EEG positive rates of
different viral encephalitis and viral encephalitis patients not infected with the virus were analyzed by Fisher′s
exact probability test. The positive rate of infection with different viruses and non-virus agents was analyzed
by Fisher′s exact probability test. Results　 The result showed that 80 of 399 samples were positive, and the
positive rate was 20. 05%. It included 22 cases of enterovirus, 4 cases of influenza A virus, 3 cases of
mumps virus, 2 cases of herpes simplex virus type 1, 1 case of herpes simplex virus type 2, 4 cases of EB
virus, 7 cases of cytomegalovirus, 7 cases of herpes zoster virus, 8 cases of adenovirus, 14 cases of human
herpesvirus type 6. Eight cases had combined viral infection. Eight cases had concurrent infections: 3 cases
had enterovirus and herpesvirus type 6 concurrent infection, 1 case had enterovirus and Japanese encephalitis
virus concurrent infection and 1 case had herpes simplex virus type 2 and adenovirus, 1 case had influenza A
virus herpesvirus type 6, 1 case had mumps virus and herpesvirus type 6, 1 case had mumps virus and
herpesvirus type 6, 1 case had herpes simplex virus type 1 and herpes zoster virus concurrent infections.
Children with EV viral encephalitis in Hebei Province were highly prevalent in May and June (P= 0. 016).
HHV6 virus encephalitis was more susceptible to infection than non-HHV6 virus (P = 0. 016); The rate of
MRI positive findings in patients with different viral encephalitis was not statistically significant (P>0. 05).
The result of EEG of different viral encephalitis were P > 0. 05, which was not statistically significant.
Conclusions　 EV was the most common pathogen of children with viral encephalitis in Hebei province.
Encephalitis caused by influenza A virus cannot be ignored in clinical practice.
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　 　 病毒性脑炎是由于病毒感染脑组织引起的中枢

神经系统感染性疾病。 病毒性脑炎可有严重的后遗

症,如癫痫、肢体瘫痪、认知障碍、智能发育落后等后

遗症,严重威胁儿童健康,对家庭和社会造成严重影

响。 病原学诊断对病毒性脑炎临床确诊、治疗、判断

预后有着重要意义。
实时荧光定量 PCR(quantitative real-time PCR,

q-PCR)又可以快速而准确检测到微量的特异性病

毒核酸[1],在病原学检测上应用广泛。 Ai[2] 等应用

q-PCR 技术在中国地区多中心病毒性脑炎病原学研

究中发现肠道病毒是主要病原体[2]。 Chen 等[3] 应

用 q-PCR 技术在河北地区检测病毒性脑炎病原发

现肠道病毒是最主要的致病病毒,其次为疱疹病毒

感染[3]。 本研究根据河北地区病毒性脑炎病原学

特点,将肠道病毒(enter virus,EV)、乙型脑炎病毒

(japanese encephalitis virus,JEV)、风疹病毒( rubella

virus,RuV)、麻疹病毒(measles virus,MeV)、腮腺炎

病毒 (mumps virus,MuV)、单纯疱疹病毒 ( herpes
simplex virus,HSV)、水痘-带状疱疹病毒( varicella-
zoster Virus, VZV)、 EB 病 毒 ( epstein-barr virus,
EBV)、巨细胞病毒(cytomegalovirus,CMV)、人疱疹

病毒 6 型(human herpesvirus 6,HHV6)等作为待检

测的目标病原体。 除了引起脑炎的传统病毒,呼吸

道病毒导致的病毒性脑炎也受到广泛关注[4]。 本

研究根据儿童呼吸道病毒感染特点选择了甲型流感

病毒 ( influenza A virus, FluA )、 乙 型 流 感 病 毒

( influenza B virus, FluB )、 呼 吸 道 合 胞 病 毒

(respiratory syncytial virus,RSV)。 本研究利用结合

自动化工作站的 q-PCR 技术检测病毒性脑炎患儿

脑脊液中的病毒核酸,利用 Sanger 测序技术作为

PCR 检测的补充,从而了解河北省儿童病毒性脑炎

病原学特点,为儿童病毒性脑炎的病原学诊断提供
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病原学依据。

1　 材料与方法

1. 1　 研究对象 　 入选标准:以 2017 年 5 月 ~ 2017
年 12 月河北省儿童医院神经内科收治的诊断为病

毒性脑炎的患儿为研究对象,患者来自河北省石家

庄市、邢台市、保定市、邯郸市、衡水市、沧州市等地

区。 急性病毒性脑炎的诊断标准为国际脑炎联盟诊

断标准[5]。 根据病史及辅助检查结果确诊为病毒

性脑炎。 本研究与选取发病 7 d 内病毒性脑炎患

儿,共计入选 399 例认。 本研究获得了医院伦理委

员会的批准。 患儿家属了解标本收集的科研目的,
并签署了知情同意书。 患儿出院后由研究人员收集

全部病者的病例资料并对其进行整理、汇总。 病例

资料统计表包括一般资料、症状和体征、脑脊液情

况、神经影像学和神经生理学检测结果。
1. 2　 标本的收集和运送　 由临床医师按照临床技

术操作规范(儿科学分册)行腰椎穿刺术,保证无

菌操作,避免标本污染。 于 24 h 内将采集的脑脊

液标本分装至 1. 5 ml 螺口冻存管中于-80 ℃冰箱

保存,所有标本统一冷链运送至中国疾病预防控

制中心病毒病预防控制所中心实验室。
1. 3　 病毒核酸提取 　 每份脑脊液样本取 200 μl。
核酸提取使用仪器为天隆科技公司(中国)NP968-C
核酸提取仪, 试剂为天隆科技公司 ZTLJB-Y64
DNA / RNA 核酸提取试剂盒。 参照仪器及试剂盒操

作说明配置试剂和样本,按照 DNA / RNA 提取程序

进行核酸提取。
1. 4　 实验室检测　 本研究共检测 15 种脑炎相关病

毒,分别是 HSV1、HSV2、VZV、EBV、CMV、HHV6、
ADV、EV、 MeV、 Ruv、 MuV、 JEV、 RSV、 FulA、 FulB。
应用 q-PCR 方法,参考文献中病毒引物,探针以及

反应条件[6-11],引物及探针详见表 1,FluA、FluB 引

物及探针由中国国家流感中心《全国流感监测方案

(2017 年版)》。 q-PCR 反应体系配置以及加样过程

全部使用 Beckman Coulter 公司的 Biomek FX 实验

室全自动工作站按照设定程序完成。 RNA 病毒反

应体系的试剂是 OneStep RT-PCR Kit ( QIAgen 公

司,德国)。 DNA 病毒反应体系的试剂为 Multiplex
PCR Kit(QIAgen 公司,德国)。 q-PCR 检测仪器为

Bio-rad 公司(美国) CFX96 荧光定量 PCR 检测系

统。 反应条件:RNA 病毒检测反应条件为:1、50 ℃,
30 min;2、95 ℃,15 min;3、94 ℃,45 s;4、55 ℃,45

s;5、72 ℃,45 s;6、72 ℃,10 min,4 ℃保存。 第 3~5
步共 40 循环,第 5 步收集荧光型号。 DNA 病毒检

测反应条件为:1、95 ℃,15 min;94 ℃,30 S;60 ℃,
90 s;72 ℃,90 s; 72 ℃,10 min,4 ℃保存;第 2、3、4
步共 45 循环,第 4 步收集荧光信号。 q-PCR 检测结

果 Ct 值低于 35 判定为病原学阳性结果,Ct 值高于

35 的样本,其产物产物于擎科新业生物公司(中国)
应用 Sanger 测序,若测序结果为目的片段则判断为

阳性,反之为阴性。
1. 5　 统计学方法　 运用 SPSS 21. 0 进行统计学方

法分析不同月份 EV 脑炎的感染率比较。 不同病毒

引起的脑炎患者的 MRI 和脑电图阳性率比较和不

同病毒合并感染阳性率的比较采用卡方检验进行分

析。 P< 0. 05 认为有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 临床症状及辅助检查　 本研究共收集并检测

了 399 例病毒性脑炎患儿的脑脊液标本。 患儿中男

性 259 例,女性 140 例,男女比例 1. 85 ∶1,中位年龄

61 月(month, m),最小年龄 2 m,最大年龄 168 m。
352 例有消化系统症状 (恶心、呕吐、腹痛),占

88. 22%。 385 例有咽部红肿症状,占 96. 49%。 7 例

出现下肢运动功能障碍,1 例言语不清合并下肢运

动障碍,1 例出现双眼左斜视,14 例有抽搐发作,其
中 1 例出现 TODD 麻痹。 360 例患儿实行了头部磁

共振成像(magnetic resonance imaging,MRI)检查,其
中 43 例异常(头颅 MRI 显示脑实质炎性改变或符

合病毒性脑炎并发症改变),317 例正常。 328 例实

行了脑电图( electroencephalogram,EEG) 或视频脑

电图检测,其中 234 正常, 46 例异常(存在慢波或

棘波,符合病毒性脑炎脑电图改变),48 例界限脑

电图。
2. 2　 病毒检测结果　 399 例病毒性脑炎患儿中 80
例检出病毒,病毒感染阳性率 20. 05%。 阳性样本

中单一病毒感染 72 例,其中 EV 22 例,FluA 4 例,
MUV 3 例,HSV1 2 例,HSV2 1 例,EBV4 例,CMV 7
例,VZV 7 例,ADV 8 例,HHV6 14 例。 阳性样本中

8 例为合并感染,分别为 EV 合并 HHV6 3 例,EV 合

并 JEV 1 例 HSV2 合并 ADV 1 例,FLuA 合并 HHV6
1 例,MUV 合并 HHV6 1 例,HSV1 合并 VZV1 例。
病原体构成见图 1。 河北省儿童病毒性脑炎病原发

病率的月份分布见图 2。
2. 3　 数据分析　 河北省儿童 EV 病毒性脑炎检出
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　 　 　 表 1　 河北省病毒性脑炎患儿脑液标本实时荧光定量 PCR 检测引物和探针序列列表

Tab.1　 Real-time quantitative PCR deteation of cerebrospinal fluid speciments from Children with viral encephalitis in Hebei Province

Virus Forward primer Reverse primer Probe
Product
length

EV[8] GCCCCTGAATGCG TGTCACCATAAGCAGY FAM-CCAAAGTAGTCGGTTCC-BHQ1 80
JEV[9] TGGGCCTTCTGGTGATGTT CCCAAGCATCAGCACAAGTA FAM-CACCCAGGAGGTCCTTCGCAAGAG- BHQ1 110
MuV[10] CTGTTCTGCTAGATGAGATGCA AGCCTCTCTGCCTCATTGTA FAM-TCACACAATCAAATGCATTGGTGATTGAC-BHQ1 241
RuV [10] GTCATCACCCACCGTTGT CCTTCTGGAGGTCCTCCAT FAM-AGAGCCCAGGGTGCCCGAAT-BHQ1 120
MeV [10] AAGGTGGATAAAGTACACCCAA TGTCACATATCATTTCAGCAAT FAM-CCAACCATTTTCTCTCCAATCTAAATTCACC-BHQ1 188
RSV [11] CACWGAAGATGCWAATCATAAATTCA GTATYTTTATRGTGTCTTCYCTTCCTAACC FAM-TAATAGGTATGTTATATGCKATGTC-BHQ1 89
FluA GACCRATCCTGTCACCTCTGAC GGGCATTYTGGACAAAKCGTCTACG FAM-TGCAGTCCTCGCTCACTGGGCACG-BHQ1 105
FluB TCCTCAACTCACTCTTCGAGCG CGGTGCTCTTGACCAAATTGG FAM-CCAATTCGAGCAGCTGAAACTGCGGTG-BHQ1 103
HSV1[12] CGCATCAAGACCACCTCCTC GCTCGCACCACGCGA FAM-TGGCAACGCGGCCCAAC-BHQ1 111
HSV2[12] CGCATCAAGACCACCTCCTC GCTCGCACCACGCGA FAM-CGGCGATGCGCCCCAG-BHQ1 111
VZV[[[12] AACTTTTACATCCAGCCTGGCG GAAAACCCAAACCGTTCTCGAG FAM-TGTCTTTCACGGAGGCAAACACGT- BHQ1 201
EBV[[[12] CGGAAGCCCTCTGGACTTC CCCTGTTTATCCGATGGAATG FAM-TGTACACGCACGAGAAATGCGCC- BHQ1 90
CMV[[[12] CATGAAGGTCTTTGCCCAGTAC GGCCAAAGTGTAGGCTACAATAG FAM-TGGCCCGTAGGTCATCCACACTAGG- BHQ1 130
HHV6[12] GACAATCACATGCCTGGATAATG TGTAAGCGTGTGGTAATGTACTAA FAM-AGCAGCTGGCGAAAAGTGCTGTGC- BHQ1 176
ADV[[13] GCCACGGTGGGG TTTCTAAACTT GCCCCAGTGGTCTTACATGCACATC FAM-TGCACCAGACCCGGGCTCAGGTACTCGA- BHQ1 132

图 1　 2017 年 5 月至 12 月河北省儿童病毒性脑炎病原构成比

Fig.1　 Percentage of viral pathogens in viral encephalitis
cases in Children living in Hebei province, China,

from May to December 2017

率最高。 河北省 EV 病毒性脑炎高发于 5、6 月份

(χ2 = 17. 899,P = 0. 016)。 HHV6 病毒脑炎较非

HHV6 病毒易合并感染(P = 0. 016);不同病毒引起

的脑炎患者的 MRI 和脑电图阳性率差异均无统计

学意义(P>0. 05)

3　 讨论

病毒性脑炎是病毒通过各种途径侵入人的脑部

引起的感染性疾病。 国内外以往报道多种病毒均能

引发病毒性脑炎,常见的病原有:EV、MuV、HSV、
EBV、TBE、JeV、HHV6 等[12-13]。 本研究检测出的病

图 2　 2017 年 5 月至 12 月河北省儿童病毒性脑炎发病率的

月份分布

Fig.2　 Months distribution of viral encephalitis rate in Children living
in Hebei province, China, from May to December 2017

毒包括 EV、FluA、MuV、JEV、HSV、ADV、CMV、EBV、
HHV6 等,发现 EV 仍然是河北省病毒性脑炎最主

要的病原,本研究结果还提示河北省 EV 病毒性脑

炎的高发季节为 5、6 月份,这个时期与河北省手足

口病的高发期吻合 (5 至 7 月份)。
流感病毒重点防控人群为 15 岁以下人群,尤其

是儿童群体[14]。 提示甲型流感病毒引起的脑炎在

临床不容被忽视甲型流感病毒造成的颅内感染是否

与患者本人免疫状况有关有待进一步的大样本

研究。
头部 MRI 作为病毒性脑炎的主要影像学检查

手段已经被临床医师广泛认可,也是首选的成像方
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式[15]。 病毒性脑炎最常见的 MRI 表现发生在脑

叶、脑干、丘脑、小脑、基底节区、放射冠和胼胝体,以
灰质为主,白质可同时受累[14]。 本研究未能发现不

同病毒引起的脑炎患者的 MRI 的阳性率存在差异。
但 Kiroǧlu 和 Takaya 等[15-16]研究发现扩散加权成像

(diffusion weighted imaging,DWI)对早期病毒性脑炎

病变的诊断和病灶边界的显示优于其他常规成像诊

断比常规方法更敏感。 因此对拟诊为病毒性脑炎患

者进行 MRI 检查和加做 DWI 序列检查可以提高诊

断准确性。
脑电图常用于病毒性脑炎的辅助诊断。 但病毒

性脑炎患者的脑电图表现大多为非特异性的异

常[17]。 本研究统计结果中未发现不同病毒引起的脑

炎患者的脑电图异常率存在统计学差异。 病原学结

果是否与脑电图异常有关联,有待进一步深入研究。
HHV6 感染在婴幼儿时期较为常见,HHV6 引

发中枢神经系统感染的患者大多有免疫功能紊乱,
从而导致其他病毒合并感染。 也有可能为其他病毒

感染后导致免疫紊乱,诱导体内潜伏的 HHV6 再激

活导致合并感染。 本研究发现 HHV6 引起的病毒

脑炎较非 HHV6 病毒脑炎易合并感染(P = 0. 016)。
由于本研究 HHV6 阳性病例偏少,HHV6 合并感染

还有待进一步研究。
本研究采用自动化工作站进行 PCR 体系配置,

增加了单样本检测病毒的种类,提升了检测效率。
自动化工作站可以实现配体系与加样的自动化。 配

置检测 12 个样本的 16 种病原体反应体系用时约

30 min,减少了手工操作时间,避免了手工操作失

误,同时极大避免了了操作过程污染,提升了检测结

果的准确性。
此外,本研究中有约 80%的样品未检测到病

原,拟应用高通量的检测技术如基因芯片技术[18] 第

二代测序技术 (next-generationsequencingtechnology,
NGS) [19]和纳米孔测序仪—MinION 对未知病原标

本进行进一步筛查。
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