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实时荧光ＰＣＲ技术在手足口病检查中的应用
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　　【摘要】　目的　采用实时荧光聚合酶链反应（ＰＣＲ）法检测手足口病患儿病原体。方法　收集４３３例疑似手足

口病患儿的粪便标本进行肠道病毒通用型、肠道病毒７１型（ＥＶ７１）和柯萨奇病毒１６型（ＣＡ１６）鉴别与分析。结果

　实时荧光ＰＣＲ法检测４３３例患儿肛拭子标本使用通用型试剂盒检出３６６例阳性，其中６６例为ＥＶ７１感染，１５１

例为ＣＡ１６感染。结论　ＥＶ７１和ＣＡ１６肠道病毒是手足口病的主要病原体，该地区２０１１年以ＣＡ１６感染为主，

实时荧光ＰＣＲ技术对手足口病的病原诊断具有重要价值。
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　　手足口病是肠道病毒引起的急性传染病，多在夏秋季节发

生，具有流行性强、传染性强、传播途径复杂等特点，好发于儿

童（５岁以下）。手足口病较常见的病原体是柯萨奇病毒 Ａ１６

型（ＣｏｘＡ１６）和肠道病毒７１型（ＥＶ７１）
［１］。特别是ＥＶ７１可

出现无菌性脑膜炎、脑炎、脑脊髓炎等中枢神经系统病变，严重

者可致患者死亡［２］。如何对手足口病的病原学进行快速检测，

对手足口病的早期诊断、治疗和预后观察显得尤为重要。本文

应用实时荧光逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测了４３３份

手足口病患儿粪便标本，分别测定肠道病毒通用型（ＥＶ）、柯萨

奇病毒Ａ组１６（ＣＡ１６）和ＥＶ７１核酸，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　标本来源　收集本院２０１１年５～１２月门诊及住院疑似

手足口病患儿标本４３３例，其中男２６８例，女１６５例，最大年龄

为１４岁，最小为１个月，平均年龄为１岁１０个月，全部采集粪

便标本，所收集标本均半小时内（冰敷）送至本实验室后放－２０

℃冰箱保存，集中检测。手足口病诊断标准参照卫生部颁布的

《手足口病预防控制指南（２０１１版）》
［３］。

１．２　仪器与试剂　采用中山大学达安基因股份有限公司提供的

肠道病毒荧光ＰＣＲ定性试剂，包括ＥＶ７１、ＣＡ１６和ＥＶ三种。采

用美国ＭＸ３０００Ｐ实时荧光定量ＰＣＲ仪对标本进行检测。

１．３　方法

１．３．１　标本处理　提取肠道病毒ＲＮＡ：用适量生理盐水把粪

便标本重悬，取适量１．５ｍＬ灭菌离心管，加入Ｔｒｉｚｏｌ试剂２００

μＬ及氯仿１００μＬ，然后分别加入粪便重悬液、阴性质控品和

阳性质控品１００μＬ，振荡器振荡２０ｓ后静置３ｍｉｎ。然后采用

冷冻离心机１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，将上清液（注意不能吸到

中间的白膜）全部转移至新的１．５ｍＬ灭菌离心管中，加ＲＮＡ

提取液Ａ１０μＬ，用振荡器充分混匀，冷冻离心机８０００ｒ／ｍｉｎ

离心１ｍｉｎ后，弃去上清液；加入４００μＬ溶液Ｃ（使用前需加无

水乙醇），振荡混匀，冷冻离心机８０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，弃去

上清液，通风橱通风１５ｍｉｎ，待沉淀变白后，加入ＤＥＰＣ水３０

μＬ，充分混匀后即为白色悬浊液，待用于ＰＣＲ扩增。

１．３．２　ＰＣＲ仪扩增　取适量ＰＣＲ反应管，每管分别加入逆转

录酶系２μＬ、Ｔａｑ酶系３μＬ以及相应的 ＲＴＰＣＲ反应液１５

μＬ，然后向各管分别加入处理后的阴性质控、阳性质控和样本

的ＲＮＡ悬浊液５μＬ，使总体积为２５μＬ，８０００ｒ／ｍｉｎ离心数

秒，然后将ＰＣＲ反应管放入实时荧光ＰＣＲ仪，设置扩增条件：

４０℃２５ｍｉｎ，１个循环；９４℃ ３ｍｉｎ，１个循环；然后９３ ℃

１５ｓ→５５℃４５ｓ，在５５℃采集荧光信号，４０个循环。

１．３．３　结果判断　检测样本无典型Ｓ型曲线或Ｃｔ＞３５结果

判断为阴性，样本呈典型Ｓ型曲线且Ｃｔ≤３５结果判断为阳性。

１．３．４　统计学方法　使用ＳＰＳＳ１７．０统计软件对所有数据进

行分析，采用χ
２ 检验分析，检验水准为α＝０．０５，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　４３３份疑似手足口病患儿粪便标本检测结果　ＥＶ阳性

３６６例，阳性率为８４．５３％；ＥＶ、ＣＡ１６双阳性１４１例，阳性率

３２．５７％；ＥＶ、ＥＶ７１双阳性６６例，阳性率为１５．２４％，二者比

较差异具有统计学意义（χ
２＝１７．８５，犘＜０．０１），表明本地区

２０１１年手足口病患儿中ＣＡ１６和ＥＶ７１均有感染，但以ＣＡ

１６为主。结果统计见表１、表２。

表１　４３３份粪便标本实时荧光ＲＴＰＣＲ检测ＥＶ、

　ＣＡ１６和ＥＶ７１阳性结果（狀＝４３３）

肠道病毒类型 阳性例数 阴性例数 阳性率（％）

ＥＶ ３６６ ６７ ８４．５３

ＥＶ７１ ６６ ３６７ １５．２４

ＣＡ１６ １５１ ２８２ ３４．８７
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２．２　ＥＶ、ＣＡ１６双阳性与ＥＶ、ＥＶ７１双阳性的年龄分布　３

岁以下患儿诊断为手足口病者１５７例，占７５．８５％，表明手足

口病的易感人群为３岁以下的婴幼儿。但各年龄段患儿ＥＶ

＋ＣＡ１６双阳性率与ＥＶ＋ＥＶ７１双阳性率差异无统计学意

义（χ
２＝２．６０，犘＞０．０５）。见表３。

表２　ＥＶ、ＥＶ７１双阳性和ＥＶ、ＣＡ１６双阳性结果

肠道病毒类型 狀 双阳性例数 非双阳性例数 阳性率（％）

ＥＶ＋ＥＶ７１ ４３３ ６６ ３６７ １５．２４

ＥＶ＋ＣＡ１６ ４３３ １４１ ２９２ ３２．５６

表３　ＥＶ、ＣＡ１６双阳性与ＥＶ、ＥＶ７１双阳性的

　　　年龄分布［狀（％）］

年龄（岁） 狀 ＥＶ＋ＣＡ１６双阳性 ＥＶ＋ＥＶ７１双阳性

０．１～３ １５７ １０９（６９．４３） ４８（３０．５７）

＞３～５ ４２ ２７（６４．２９） １５（３５．７１）

＞５ ８ ５（６２．５） ３（３７．５）

　　注：各年龄段患儿ＥＶ＋ＣＡ１６双阳性率与ＥＶ＋ＥＶ７１双阳性率

的差异无统计学意义（χ
２＝２．６０，犘＞０．０５）。

３　讨　　论

手足口病是一种常见的肠道传染病，其常见病原体主要为

ＥＶ７１和ＣＡ１６，部分由肠道病毒ＥＶ７１型感染者的症状较

严重，甚至出现少数患儿因中枢神经系统、循环系统、呼吸系统

损害而导致死亡，引起社会广泛关注［４］。然而此病是可预防、

可控制、可治疗的，如果能够早期诊断、早期隔离、早期治疗，是

可以治愈的，或者可以避免严重后果的发生。因此，如果能对

手足口病病原学进行快速检测对该病的诊断、治疗以及预后极

其重要。目前手足口病诊断以临床表现为主要手段，传统的实

验室诊断方法有病毒分离、中和试验和ＥＬＩＳＡ等
［５］。病毒分

离为诊断的金标准，但病毒分离时间长，要求高，需要特殊设

备，而且操作繁琐，不利于快速诊断。血清中和试验和ＥＬＩＳＡ

检测的是患者体内的抗体，然而抗体的产生较慢，并且其诊断

灵敏度不高，故不适用于早期诊断。实时荧光ＰＣＲ技术对手

足口病的病原诊断具有重要价值，它操作简便，稳定性良好，重

现性好［６］，可以在３～４ｈ内获得检测结果，可以作为手足口病

肠道病毒的快速检测方法，为临床及时采取救治方案提供一种

早期诊断依据［７８］。

本实验室采用实时荧光ＲＴＰＣＲ对本院４３３份疑似手足

口病患儿粪便标本进行了检测，其中ＥＶ阳性３６６例，阳性率

为８４．５３％，ＣＡ１６检出率为３４．８７％，ＥＶ７１的检出率为

１５．２４％；ＥＶ、ＣＡ１６双阳性１４１例，阳性率３２．５７％；ＥＶ、ＥＶ

７１双阳性６６例，阳性率为１５．２４％，表明本地区２０１１年手足

口病患儿中ＣＡ１６和ＥＶ７１均有感染，但ＣＡ１６阳性率明显

高于ＥＶ７１，表明本地区今年以ＣＡ１６感染为主（犘＜０．０１）。

然而有相当部分标本（约４０．７１％）检出了ＥＶ病毒通用型，而

ＥＶ７１和ＣＡ１６却均未检出，表明还存在除ＥＶ７１和ＣＡ１６

以外的其他型别的肠道病毒所致的感染，究竟为何种肠道病毒

感染还有待于进一步确认。

综上所述，作者认为实时荧光ＲＴＰＣＲ在手足口病的诊

断应用中，因其检测标本类型范围广，既可采用大便或肛拭子

标本，也可采用咽拭子、疱疹液等标本等进行检测，标本采集方

便，家长易于接受；而且能够在３～４ｈ内获得检测结果，结果

快速、准确，操作简便，可以作为手足口病肠道病毒的常规检测

方法。并且还可以对手足口病病原学进行初步分型，对该病的

早期诊断、治疗以及预后均有极其重要的作用。
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［Ｓ］．北京：中华人民共和国卫生部，２０１１．

［４］ 田玲，汪楠，张宏梁，等．手足口病（ＥＶ７１）防治［Ｊ］．首都医

科大学学报，２００８，２９（３）：２５３２５６．

［５］ 吴海波，郭潮潭．肠道病毒７１型检测方法研究概况［Ｊ］．

国际流行病学传染病学杂志，２００８，３５（３）：１８８１９０．

［６］ 陈禄彪，张广铮，施巧素，等．手足口病病原的荧光ＰＣＲ

法检测及其临床特点———附２０例分析［Ｊ］．新医学，

２００９，４０（７）：４６４４６６．

［７］ 何雅青，何丽芸，姚相杰，等．荧光定量ＲＴＰＣＲ快速检测

手足口病病原研究［Ｊ］．中国热带医学，２００８，８（１０）：１６７５

１６７７．

［８］ 王七生，秦金勇，蒋立立．实时荧光ＰＣＲ技术在手足口病

原学检查中的应用［Ｊ］．中国医药导报，２０１１，８（１７）：９０

９１．
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　　 对深部真菌感染诊断的临床意义［Ｊ］．中国真菌学杂志，

２０１１，６（３）：１３６１３８．

［６］ ＨａｃｈｅｍＲＹ，ＧｏｎｔｏｙｉａｌｌｉＤＰ，ＣｈｅｍａｌｙＲＦ，ｅｔａｌ．Ｕｔｉｌｉｔｙｏｆ

ｇａｌａｃｔｏｍａｎｎａｎｅｎｚｙｍｅｉｎｍｍｎｏｅｓｓａｙａｎｄ（１，３）βＤｇｌｕ

ｃａｎｉｎｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｉｎｖａｓｉｖｅｆｉｌｎｇａｉｉｎｆｅｃｔｉｏｎｌｏｗｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

ｆｏｒＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｕｎｉｇａｔｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｉｎｈｅｍａｔｏｌｏｇｉｃｍａｌｉｇ

ｎａｎｃｙｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎ Ｍｉｃｍｂｉｏｌ，２００９，４７（１）：１２９

１３３．

［７］ 金欣，陈建魁，于农，等．真菌Ｄ葡聚糖检测对侵袭性肺

部真菌感染的临床意义［Ｊ］．河北医药，２０１１，３３（３）：３７８

３７９．

［８］ 孟祥红，王冬，董梅，等．血浆１，３βＤ葡聚糖检测的临床

意义［Ｊ］．中国实验诊断学，２０１０，１４（８）：１２９８１２９９．

［９］ 闻平．血清内毒素和（１，３）βＤ葡聚糖检测方法的探讨

［Ｊ］．上海医学检验杂志，２００１，１６（２）：９６９７．

［１０］李世荣，王红，文艳．血浆（１，３）βＤ葡聚糖与抗深部白色

念珠菌感染药物疗效关系的实验研究［Ｊ］．临床和实验医

学杂志，２００７，６（６）：２０２２．

［１１］杨洁琼．深部真菌感染患者血浆（１，３）βＤ葡聚糖检测的

临床价值［Ｊ］．现代检验医学杂志，２００９，２４（２）：１２１３．

（收稿日期：２０１２０８２３　修回日期：２０１２１１１７）
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