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　 　 【摘要】 　 目的　 评价青海省 ２０１７ 年脊髓灰质炎(脊灰)病毒学监测情况ꎮ 方法　 按照世界卫生

组织(ｗｏｒｌｄ ｈｅａｌｔｈ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎꎬＷＨＯ)第 ４ 版«脊灰实验室手册操作规程进行病毒分离ꎬ分离到的 Ｌ２０Ｂ
阳性分离物做型内鉴定( ｉｎｔｒａｔｙｐｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎꎬＩＴＤ)ꎬ由中国疾病预防控制中心(ｃｈｉｎｅｓｅ ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ
ｄｉｓｅａｓｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎꎬＣＤＣ)病毒病预防控制所国家脊灰实验室对脊灰病毒(ｐｏｌｉｏｖｉｒｕｓꎬＰＶ)衣
壳蛋白(ｃａｐｓｉｄ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＶＰ１)编码区进行核苷酸序列测定和分析ꎬ对青海省 ２０１７ 年报告的急性弛缓性

麻痹(ａｃｕｔｅ ｆｌａｃｃｉｄ ｐａｒａｌｙｓｉｓꎬＡＦＰ)病例及健康儿童粪便标本进行脊灰病毒学监测和结果分析ꎮ 结果

　 ２０１７ 年青海 ＣＤＣ 脊灰实验室共收到 ＡＦＰ 病例及健康儿童粪便标本 ２１１ 份ꎬ分离到 ＰＶ２ 株ꎬ分离率

为 ０ ９５％ꎻ非脊灰肠道病毒(ｎｏｎ￣ｐｏｌｉｏ ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓꎬＮＰＥＶ)２５ 株ꎬ分离率为 １１ ８５％ꎻ两株 ＰＶ 均为疫苗

相关株ꎮ 结论　 ２０１７ 年青海 ＣＤＣ 脊灰实验室在 ＡＦＰ 病例及健康儿童粪便标本中未发现脊灰野病毒

和疫苗衍生脊灰病毒ꎬ青海省继续维持无脊灰状态ꎮ
【关键词】 　 急性弛缓性麻痹ꎻ脊髓灰质炎病毒ꎻ病毒学监测
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　 　 青海省脊灰实验室 １９９２ 年加入全国脊灰实验

室监测网络ꎬ 负责全省急性弛缓性麻痹 ( ａｃｕｔｅ
ｆｌａｃｃｉｄ ｐａｒａｌｙｓｉｓꎬＡＦＰ)病例及健康人群病原学监测

工作ꎬ青海省 １９９４ 年以来无本地脊髓灰质炎(脊
灰)野毒株病例流行ꎬ阻断了野病毒在外环境中的

循环[１￣３]ꎬ自 １９９９ 年发生了由印度输入的脊灰野病

毒病例至今再未发现脊灰野病毒(ｗｉｌｄ ｐｏｌｉｏｖｉｒｕｓꎬ
ＷＰＶ)ꎬ一直处于无脊灰状态[４￣５]ꎮ 为继续维持无脊

灰ꎬ进一步做好病原学监测ꎬ现将 ２０１７ 年脊灰实验

室监测情况报告如下ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 资料来源　 青海省 ＡＦＰ 监测信息报告管理系

统数据库、青海疾病预防控制中心(Ｃｈｉｎｅｓｅ ｃｅｎｔｅｒ
ｆｏｒ ｄｉｓｅａｓｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎꎬＣＤＣ)脊灰实验室

监测数据ꎮ
１ ２　 粪便及环境标本的采集和运输　 青海省 ＡＦＰ
病例粪便标本ꎬ由报告单位采集ꎬ在规定时间内 ４ ℃
条件下运送至青海疾病预防控制中心脊灰实验室ꎬ
－２０ ℃保存待检ꎮ 健康儿童粪便标本由当地县级疾

病预防控制中心采集ꎬ并在 ４ ℃条件下运送至青海

疾病预防控制中心脊灰实验室ꎬ－２０ ℃保存待检ꎮ
１ ３　 实验室检测方法

１ ３ １　 病毒分离与鉴定:所有粪便标本按照 ＷＨＯ
２００４ 年第 ４ 版«脊灰病毒实验室手册» [３]ꎬ用人横纹

肌肉瘤(ｈｕｍａｎ ｒｈａｂｄｏｍｙｏｓａｒｃｏｍａꎬＲＤ)细胞和表达

了人类脊灰病毒受体的小鼠肺细胞系(ｍｏｕｓｅ ｃｅｌｌ
ｌｉｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｈｕｍａｎ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆｏｒ ｐｏｌｉｏｖｉｒｕｓꎬＬ２０Ｂ)细胞进行病毒分离ꎬ病
毒分离所用的细胞系由国家脊灰实验室(Ｎａｔｉｏｎａｌ
Ｐｏｌｉｏ ＬａｂｏｒａｔｏｒｙꎬＮＰＬ)提供ꎮ
１ ３ ２　 型别鉴定: Ｌ２０Ｂ 阳性分离物使用中国疾病

预防控制中心病毒病预防控制所脊灰实验室提供的

Ｐｏｌｉｏｖｉｒｕｓ ｒＲＴ￣ＰＣＲ ＩＴＤ ５ ０ (ＫＴ０１７４) 及 Ｐｏｌｉｏｖｉｒｕｓ
ｒＲＴ￣ＰＣＲ ＶＤＰＶ ５ ０(ＫＴ０１７６)试剂盒ꎬ按照 ＷＨＯ 培

训规程进行型内鉴定ꎬ鉴定为脊灰病毒的毒株送中

国疾病预防控制中心进行核苷酸序列测定分析ꎮ
１ ４　 实验室质量控制

１ ４ １　 细胞系敏感性实验:用 ９６ 孔微量培养板滴

定法ꎮ 病毒滴度的计算通过 Ｋａｒｂｅｒ 公式计算病毒滴

度:ｌｏｇＣＣＩＤ５０＝Ｌ－ｄ(Ｓ－０ ５)ꎬ其中:Ｌ ＝实验中使用

的最低稀释度的 ｌｏｇ 值:ｄ ＝稀释过程中 ２ 个稀释度

之间的差(稀释梯度)的 ｌｏｇ 值ꎻＳ ＝终判断时实验阳

性部分总和(即出现 ＣＰＥ 的细胞孔所占的比例之

和)ꎮ
１ ４ ２　 职能考核:接受 ＷＨＯ 病毒分离、ＩＴＤ 盲样考

核及对省级实验室的工作情况认证考核ꎮ

２　 结果

２ １　 ＡＦＰ 病例监测指标完成情况　 ２０１７ 年青海省

ＡＦＰ 报告发病率为 １ ７９ / １０ 万ꎬ８ 个市、州中有 ５ 个

市、州报告了 ＡＦＰ 病例ꎬ其中病例集中在人口相对

密集的西宁市和海东市(１６ / ２１)ꎮ 青海疾病预防控

制中心脊灰实验室收到 ２６ 例 ＡＦＰ 病例的 ５２ 份粪

便标本ꎬ合格粪便标本采集率为 ８４ ６２％(４４ / ５２)ꎬ
粪便标本采集后 ７ ｄ 内送达青海省疾病预防控制中

心脊灰实验室及时率为 ９６ １５％(５０ / ５２)ꎬ收到粪便

标本 １４ ｄ 内检测结果报告及时率为 １００ ０％ꎬＬ２０Ｂ
阳性分离物 １４ ｄ 内上送 ＮＰＬ 及时率为 １００ ０％ꎬＰＶ
型别与 ＮＰＬ 鉴定结果符合率为 １００ ０％ꎮ
２ ２　 ＡＦＰ 病例和健康儿童粪便标本病毒分离情况

２０１７ 年ꎬ青海疾病预防控制中心脊灰实验室检测

ＡＦＰ 病例粪便标本 ５２ 份ꎬＰＶ 分离率为 ０％ꎬＮＰＥＶ 分

离率为 ３ ８５％ꎻ检测健康儿童粪便标本 １５９ 份ꎬＰＶ 分

离率为 １ ２７％ꎬＮＰＥＶ 分离率为 １４ ４７％(表 １)ꎮ

表 １　 青海省 ２０１７ 年病毒分离情况

Ｔａｂ.１　 Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｏｌｉｏ ｖｉｒｕｓ ｉｎ Ｑｉｎｇｈａｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ｉｎ ２０１７

标本来源
标本数

量(份)
ＰＶ

分离数

ＰＶ 分离

率(％)
ＮＰＥＶ
分离数

ＮＰＥＶ
分离率(％)

ＡＦＰ ５２ ０ ０ ２ ３ ８５
健康儿童 １５９ ２ １ ２７ ２３ １４ ４７
合计 ２１１ ２ ０ ９５ ２５ １１ ８５

２ ３　 ＰＶ 的 ＩＴＤ　 从 １５９ 份健康儿童粪便标本中分

离到 ２ 株 ＰＶꎬ经 ＩＴＤ 鉴定 １ 株Ⅰ型ꎬ１ 株Ⅲ型ꎮ ＮＰＬ
对 ２ 株 ＰＶ 进行 ＶＰ１ 编码区核苷酸序列测定和分

析ꎬ与 Ｓａｂｉｎ、昆明株相比ꎬ经鉴定均为疫苗相关株

(Ｓａｂｉｎ￣ｌｉｋｅꎬＳＬ)(表 ２)ꎮ

表 ２　 青海省 ２０１７ 年 ＰＶ ＶＰ１ 区核苷酸变异情况

Ｔａｂ.２　 Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｏｆ ＰＶ ＶＰ１ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ Ｐｏｌｉｏ
ｖｉｒｕｓ ｉｎ Ｑｉｎｇｈａｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ｉｎ ２０１７

国标编码 血清型 服苗剂次
核苷酸变异数

(与 ｓａｂｉｎ 株比较)
６３２６２４２０１７０１６ Ⅰ ４ ４
６３２６２２２０１７０４４ Ⅲ ３ １

２ ４　 实验室质量控制

２ ４ １　 细胞敏感性评价: ２０１７ 年每季度进行 １ 次

９５中华实验和临床病毒学杂志 ２０１９ 年 ２ 月第 ３３ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊ Ｅｘｐ Ｃｌｉｎ Ｖｉｒｏｌꎬ Ｆｅｂｒｕａｒｙ　 ２０１９ꎬＶｏｌ ３３ꎬＮｏ １



细胞敏感性试验ꎬ每次得出的滴度与质量控制标准

毒株的平均滴度相比较波动范围均在 ± ０ ５ｌｏｇ１０
５０％细胞培养感染剂量(５０％ ｍｅｄｉａｎ ｉｎｆｅｃｔｉｖｅ ｄｏｓｅ
ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅꎬＣＣＩＤ５０) / ０ １ ｍｌ 以内ꎬ说明细胞具有

良好的敏感性ꎮ
２ ４ ２　 现场认证及职能考核:２０１０ꎬ２０１１ꎬ２０１４ 年ꎬ
青海疾病预防控制中心脊灰实验室高分通过 ＷＨＯ
及 ＮＰＬ 对青海疾病预防控制中心脊灰实验室的现

场认证ꎻ２０１０ 年以来ꎬ青海实验室连续 ８ 年满分通

过了 ＷＨＯ 的病毒分离职能考核ꎻ２０１７ 年满分通过

了 ＷＨＯ 的 ＩＴＤ 职能考核ꎮ

３　 讨论

２０００ 年ꎬ包括中国在内的世界卫生组织(Ｗｏｒｌｄ
Ｈｅａｌｔｈ Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎꎬ ＷＨＯ) 西 太 平 洋 区 ( Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｐａｃｉｆｉｃ Ｒｅｇｉｏｎꎬ ＷＰＲ)实现了无脊灰ꎬ但与我国接壤

的部分国家还存在脊灰野病毒的流行[６]ꎬ阿富汗、
尼日利亚和巴基斯坦的地方性传播仍在继续ꎬ这对

我国也构成了输入性威胁ꎮ 由于青海省是多民族地

区ꎬ与上述国家贸易来往ꎬ人员交流较多ꎬ发生脊灰

输入性病例的风险较高ꎬ这就要求脊灰监测系统具

备高度的敏感性和高质量的病毒学监测能力ꎮ
２０１７ 年青海省 ＡＦＰ 合格粪便标本采集、上送、

结果报告、上送率、符合率等监测指标都达到了质控

要求ꎮ 由于青海省人口基数小ꎬ为了保证监测数据

科学性ꎬ我们开展了健康人群监测ꎻ实验室按照国家

要求每季度开展细胞支原体检测和细胞敏感性实

验ꎬ结果显示细胞系无支原体污染ꎬ对脊灰病毒的敏

感性结果均处于±０ ５ｌｏｇＣＣＩＤ５０ / ０ １ ｍｌ 正常范围

内ꎬ说明了细胞敏感、有效ꎬ从而保证了病毒分离的

质量[７]ꎮ ２０１７ 年满分通过了 ＷＨＯ 和 ＮＰＬ 对青海

省脊灰实验室的能力验证考核ꎬ通过了美国 ＣＤＣ 的

ＩＴＤ 盲样考核ꎮ 以上结果显示ꎬ青海疾病预防控制

中心脊灰实验室监测质量保持在较高水平ꎮ

２０１７ 年青海疾病预防控制中心脊灰实验室从

ＡＦＰ 和健康儿童的粪便标本中均未检测到 ＷＰＶꎬ实
验室监测系统敏感ꎬ监测能力保持在较高水平ꎬ这为

维持无脊灰提供了重要的实验室数据ꎮ 为了得到更

可靠和科学的监测数据ꎬ目前许多国家都在开展脊

灰病毒的环境监测[８￣９]ꎬ在保证 ＡＦＰ 病例和健康人

群监测的基础上ꎬ建议开展脊灰病毒的环境监测ꎬ更
能真实反映环境中脊灰病毒的存在状况ꎬ为维持青

海省无脊灰提供技术支撑ꎮ
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