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氧化石墨烯检测手足口病病原体的可行性探讨"

王晓琴

"山西医科大学汾阳学院!山西汾阳
%&""%%

$

!!

摘
!

要"目的
!

通过氧化石墨烯"

X̀

$检测体系和逆转录
>

聚合酶链反应"

EG>?,E

$法对手足口病两种常见

病毒
,+!'

和
1UD!

进行检测!探讨
X̀

检测体系对病毒的快速检测在临床运用中的可行性%方法
!

采集确诊

为手足口病患儿的粪便拭子&咽拭子和疱疹液标本共
""C

例!运用
X̀

检测体系和
EG>?,E

法对标本中的

,+!'

和
1UD!

进行检测%结果
!

EG>?,E

检测结果显示!

&

种标本病原体阳性检出率比较!差异无统计学意义

"

!

"

b$#A'

!

!

%

%#%A

$%

X̀

检测结果显示!

&

种标本病原体阳性检出率比较!差异无统计学意义"

!

"

b&#%C

!

!

%

%#%A

$%对于两种检测方法检测结果不同的标本!经基因测序后!排除了假阳性和假阴性!证明了
X̀

检测体系

的可行性%结论
!

X̀

检测法具有高灵敏度和
YV+

特异性结合的特点!有望成为实现简便&快速&准确&经济

的病毒检测法且可以运用到临床中对
,+!'

和
1UD!

两种病毒进行检测%

关键词"氧化石墨烯#

!

逆转录
>

聚合酶链反应#

!

手足口病

中图法分类号"

E$$'#A

文献标志码"

+

文章编号"

!'D">F$AA

"

"%!F

$

!">!D"'>%$

!!

手足口病$

/<(Y

&是由
,+!'

和
1UD!

为主要

病原体引起的传染性极强的全球性疾病#两种病原体

引起的
/<(Y

临床症状表现相似#但
1UD!

引起的

/<(Y

临床表现更重#

1UD!

容易引起如脑炎)脑膜

炎等中枢神经系统的严重并发症#严重者甚至可危及

生命'

!

(

+

/<(Y

属于自限性疾病#

C%a

的
/<(Y

患

儿无明显的症状或体征#但可作为传染源传播'

"

(

+

"%%C

年
A

月#原卫生部发布通知#将
/<(Y

列为丙类

传染病'

&

(

#据
d/`̂

等'

$

(的报道#

/<(Y

发病率在传

染病中位列第二#该病已成为导致患儿死亡的第
'

大

原因#因此找到一种早期)快速)准确诊断
/<(Y

的方

法显得尤为重要+本文采用逆转录
>

聚合酶链反应

$

EG>?,E

&检测方法和氧化石墨烯$

X̀

&检测体系对

,+!'

和
1UD!

两种病毒进行快速检测#比较两种方法

之间的优缺点#为
/<(Y

的综合防治提供实验室依据+

$

!

资料与方法

$#$

!

一般资料
!

采集确诊为
/<(Y

患儿的粪便拭

子)咽拭子和疱疹液标本共
""C

例#其中粪便拭子
!A'

例#咽拭子
A$

例#疱疹液
!C

例+运用
X̀

检测体系和

EG>?,E

法对标本中
,+!'

和
1UD!

两种病毒进行检

测+所有标本的检测都经过患儿家长的同意并签订

同意书+

$#/

!

仪器与试剂
!

采用美国应用生物系统公司
DA%%

定量
?,E

仪%上海博讯实业有限公司
_hg>&%W"

型

立式压力蒸汽灭菌锅%宁波新芝生物科技有限公司

=_F">;;V

超声波细胞粉碎机%上海光谱仪器有限公司

W?DA"

紫外分光光度计%美国
,9I@5H-

生化公司
YV+

剪切仪%日本日立集团
<>"D%%

荧光分光光度计%北京

六一生物科技有限公司
Y_,?>&!YV

电泳仪%

Y/>

&'%

电热恒温水浴箱+病毒总
EV+

抽提试剂盒$北

京天根生化科技有限公司&%电泳缓冲液
G*1

$北京索

莱宝科技有限公司&%

YV+

标志物$大连宝生物科技

有限公司&%

X̀

$山西大学郭玉晶教授制备且惠赠&%

阳性标本$山西省汾阳医院提供&+

$#'

!

方法
!

鉴于
/<(Y

的传播途径包括消化道)呼

吸道及密切接触传播#课题组分别采集了患儿的粪便

拭子)喉拭子和疱疹液作阳性结果比较分析+

$#'#$

!

粪便拭子标本的采集
!

使用专用采样棉签#

直接采集患儿粪便标本约
C

0

#将棉签放入装有
&

"

A

.T

病毒保存液的无菌采样管中#于
$[

暂存#

!"M

内

*

'"D!

*

检验医学与临床
"%!F

年
'

月第
!'

卷第
!"

期
!

T@7(3N,8H6

!

=P63"%!F

!

U98#!'

!

V9#!"

"

基金项目!山西省重点研发计划研发项目$

"%!'%&Y&"!%F$

&+



送达实验室+分别将
,+!'

感染和
1UD!

感染的粪便

拭子置于 磷酸缓冲盐溶液 $

?*W

#

J

/ bD#$

#由

V@

"

/?̀

$

)

S

"

/?̀

$

)

V@,8

)

S,8

组成&中浸泡)震荡

后#

"A%%5

"

.H6

离心
"%.H6

#静置
&

"

A.H6

后#尽量

吸净上清液#取沉淀约
"%%

!

T

#用于提取病毒核酸+

标本处理和核酸提取必须在生物安全
-

级或以上的

实验室的生物安全柜中进行+处理后的标本必须置

于
Z"%[

以下保存#需长期保存的标本必须存于

ZD%[

冰箱+

$#'#/

!

咽拭子标本的采集
!

采集患儿患病
DN

内的

咽拭子标本#用于病原检测+采用专用采样棉签#适

度用力拭抹咽后壁扁桃体部位#应避免触及舌部%迅

速将棉签放入装有
&

"

A.T

病毒保存液的采样管中#

在靠近顶端处折断棉签杆#旋紧管盖并密封#以防干

燥+采集的标本于
$[

暂存或立即送达实验室#充分

混匀标本#室温静置
!%.H6

#取上清液
"%%

!

T

用于核

酸的提取#需短时期保存的标本于
Z"%[

冰箱保存#

长期保存的标本放置在
ZD%[

冰箱+

$#'#'

!

疱疹液标本的采集
!

同时采集多个疱疹作为

!

份标本+用
DAa

乙醇对疱疹周围的皮肤消毒#然后

用消毒针将疱疹挑破#用棉签蘸取疱疹液#迅速将棉

签放入装有
&

"

A.T

病毒保存液的采样管中#在靠近

顶端处折断棉签杆#旋紧管盖并密封+保存方法及提

取方法同咽拭子标本一致+

$#'#1

!

X̀

检测体系的构建
!

荧光分光光度计是用

于扫描液相荧光标记物所发出的荧光光谱的一种仪

器+被测的荧光物质在激发光照射下所发出的荧光

经过单色器处理后将各波长的荧光强度讯号输出至

计算机上#计算机进行读数并寻峰#得出荧光光谱图+

X̀

是一种新型的二维纳米材料#具有荧光淬灭性能#

对单链核酸吸附#对双链核酸脱附%荧光素吸附在
X̀

的表面后不再发光#而
,+!'

或
1UD!

与探针结合后#

离开
X̀

#荧光信号增强+通过检测反应前后荧光信

号的差别#达到对目标核酸病毒检测的目的+

X̀

检

测体系的性能在相关研究中已经得到了认可'

A>'

(

+

$#'#2

!

构建
YV+

探针$

<YV+

&

>*YV+>X̀

系统
!

根据
YV+

的特异性#基于
U?!

区域的序列差异#搜

索所有的
X36*@6R

中的可用序列#设计
<YV+

的序

列#然后加入一段与
<YV+

互补配对的寡核苷酸
*Y>

V+

+在
!]W?W,

缓冲液中加入
A%6.98

"

T

的
,+!'>

<YV+

)

A%6.98

"

T

的
1UD!><YV+

和
A%6.98

"

T

的

*YV+

#于室温下放置
!M

#

<YV+

与
*YV+

根据碱基

互补配对自动形成双链复合物#然后加入浓度为

'

0

"

.T

的
X̀

#室温下放置
%#AM

#形成了稳定的
<Y>

V+>*YV+>X̀

系统+

$#'#)

!

总
EV+

的提取
!

临床标本经过处理后#用天

根生化科技有限公司的病毒
EV+

提取试剂盒进行总

EV+

的提取#具体操作步骤按说明书$

&

种临床标本#

需操作
&

次&#最终洗脱收集
EV+

提取液体积约为

D%

!

T

+取
!%

!

T

总
EV+

作为逆转录模板#使用
KY>

V+

第一链合成试剂盒按操作步骤进行逆转录#随机

引物为逆转录引物合成
KYV+

第一链+在
?,E

仪上

进行逆转录反应#条件!

&% [

预热
A.H6

#

$" [

预热

!A.H6

#去除基因组及逆转录反应#

FA[

酶变性失活

&.H6

+反应结束后置冰上冷却+用
YV+

纯化试剂

盒对
KYV+

进行纯化#然后随机剪切成
A%7

J

大小的

片段+随后加入到
!.T

的
,+!'><YV+>*YV+>X̀

和
1UD!><YV+>*YV+>X̀

系统中#

&D[

电热恒温水

浴箱保温
&%.H6

#用荧光分光光度计检测
<YV+>*Y>

V+>X̀

系统在
A%%6.

激发光源下
,+!'>KYV+

的

荧光强度和
A'%6.

激发光源下
1UD!>KYV+

的荧光

强度+同时取健康拭子标本作为阴性对照+采用

EG>?,E

方法检测
,+!'

病毒)

1UD!

病毒+病毒总

EV+

的提取及逆转录反应同上+

$#'#.

!

?,E

的扩增
!

将逆转录完成后的待测用标本

混浊液
&%%%5

"

.H6

离心
&%-

混匀标本放入
?,E

扩

增仪#扩增条件!

$%["A.H6

#

!

个循环%

F$[&.H6

#

!

个循环%

F&[!A-

#

AA[$A-

#

$%

个循环+

$#'#V

!

电泳分析
!

配胶!在锥形瓶中加入
"

0

琼脂糖

粉末#加入适量电泳缓冲液混匀%微波炉加热至沸腾#

融化琼脂糖#冷却到约
A%[

加入溴化乙锭$

1*

&至终

浓度为
A

0

"

T

#将胶倒入模具中#插上梳子#待胶凝固

移至电泳槽中#倒入电泳缓冲液至淹没电泳孔+上

样!包括标志物在内的
YV+

标本中分别加入适量电

泳上样液#并移至电泳孔中+电泳!开始电泳#时间为

$A.H6

至
!M

+

$#'#(

!

观察结果
!

在紫外透射仪上观察
?,E

扩增

物的结果#并采集图片做记录+

$#1

!

统计学处理
!

采用
W?WW"%#%

对数据进行分析+

计数资料采用百分数表示#组间比较采用
!

" 检验+

以
!

#

%#%A

为差异有统计学意义+

/

!

结
!!

果

/#$

!

EG>?,E

检测
,+!'

与
1UD!

在
&

种标本中的

阳性情况
!

EG>?,E

检测结果显示#在
!A'

例粪便拭

子标本中#

1UD!

阳性
!%&

例#

,+!'

阳性
&D

例#两种

病原体均阳性有
"%

例#总阳性率为
CF#Da

$

!$%

"

!A'

&%在
A$

例咽拭子标本中#

1UD!

阳性
!C

例#

,+!'

阳性
A

例#两种病原体均阳性有
!

例#总阳性率为

$"#Aa

$

"&

"

A$

&%在
!C

例疱疹液标本中
1UD!

阳性
!"

例#

,+!'

阳性
'

例#总阳性率为
!%%#%a

$

!C

"

!C

&+

&

种标本病原体阳性检出率比较#差异无统计学意义

$

!

"

b$#A'

#

!

%

%#%A

&+

/#/

!

X̀

检测
,+!'

与
1UD!

在
&

种标本中的阳性

情况
!

X̀

检测结果显示#在
!A'

例粪便拭子标本中#

1UD!

阳性
!%'

例#

,+!'

阳性
&A

例#两种病原体均阳

性有
"!

例#总阳性率为
F%#$a

%在
A$

例咽拭子标本

中#

1UD!

阳性
!C

例#

,+!'

阳性
'

例#两种病原体均

阳性有
&

例#总阳性率为
$$#$a

%疱疹液中
1UD!

阳

*

D"D!

*

检验医学与临床
"%!F

年
'

月第
!'

卷第
!"

期
!

T@7(3N,8H6

!

=P63"%!F

!

U98#!'

!

V9#!"



性
!"

例#

,+!'

阳性
'

例#总阳性率为
!%%#%a

+

&

种

标本病原体阳性检出率比较#差异无统计学意义

$

!

"

b&#%C

#

!

%

%#%A

&+

/#'

!

两种方法检测粪便拭子病原体阳性率的比较
!

两种方法检测粪便拭子中
1UD!

的检出率比较#差异

无统计学意义$

!

"

b"#&A

#

!

%

%#%A

&+见表
!

+两种

方法检测粪便拭子中
,+!'

的检出率比较#差异无统

计学意义$

!

"

b&#D!

#

!

%

%#%A

&+见表
"

+两种检测

结果相异的标本#送至上海生工生物科技股份有限公

司进行了基因测序#排除了假阳性和假阴性#证实了

X̀

检测法的可行性+

表
!

!!

两种方法检测粪便拭子中
1UD!

的检出情况比较#

(

$

X̀

EG>?,E

阳性数 阴性数
合计

阳性数
!%C $ !!"

阴性数
! $& $$

合计
!%F $D !A'

表
"

!!

两种方法检测粪便拭子中
,+!'

的检出情况比较#

(

$

X̀

EG>?,E

阳性数 阴性数
合计

阳性数
A' " AC

阴性数
! FD FC

合计
AD FF !A'

'

!

讨
!!

论

!!

/<(Y

严重影响儿童的身体健康#但目前既无有

效的疫苗#又无特效药物治疗该病+因此需要通过标

本的检测来对症治疗#检测阳性率的高低取决于标本

的质量和类型+本研究采用两种方法对
!A'

例粪便

拭子检测#其阳性率均大于
F%a

%

!C

例疱疹液标本进

行了检测#阳性率为
!%%#%a

%对
A$

例咽拭子标本进

行了检测#其阳性率小于
A%a

%但
&

种标本病原体的

阳性检出率差异无统计学意义$

!

%

%#%A

&+同胡海
#

等'

D

(

)闫红静等'

C

(的报道相似+粪便最容易采集#家

长及患儿容易接受且无创伤#因此建议使用粪便拭子

作为检测
/<(Y

的临床标本#且相关文献也表明粪

便是最理想的检测肠病毒的标本'

F

(

+

目前诊断该病的实验室检查方法有病毒分离培

养)血清学检测和核酸检测'

!%

(

+病毒学检测被认为是

诊断
/<(Y

和明确病原体的,金标准-#然而其灵敏

度较低#有国外相关报道显示#病毒培养的阳性率通

常低于
'%a

'

!!

(

+且病毒培养通常需要
$

"

!AN

#某些

1U

血清型在普通细胞培养中不进行复制#如
1UD!

)

,+!'

'

!

(

+随着分子生物学的发展#

EG>?,E

被广泛

用于病毒检测#它具有高特异度和高灵敏度的特点#

但因缺乏标准化且无法检测两种或更多的病毒种类#

受到一定限制'

!

(

+由于操作步骤烦琐#该方法在操作

过程中容易污染标本而出现假阳性或假阴性结果'

!"

(

%

在
?,E

扩增后#需要电泳#

1*

对环境和人体危害性

强'

!&

(

#易引起人体皮肤病#现多用
X98NIH3Q

代替#但

染色效果不如
1*

明显+

自从
"%%$

年英国物理学家成功从石墨中分离出

石墨烯后#由于石墨烯的优良性能#已经被广泛地应

用在医学领域'

!$

(

+

X̀

由于其将荧光淬灭的高灵敏

度和
YV+

特异性结合的特点#有望成为实现简便)快

速)准确)经济的病毒检测法+

X̀

法检测
,+!'

和

1UD!

病毒与
EG>?,E

法相比具有以下优点!$

!

&操

作简单#步骤少#减少了污染#缩短时间+

EG>?,E

操

作一般需要
$

"

'M

#而
X̀

检测
,+!'

病毒和
1UD!

病毒只需
"M

#实现了在偏远地区及基层医疗单位早

期诊断+$

"

&不需要昂贵的
?,E

设备#虽然在
X̀

检

测法中也用到了
?,E

仪#但只起到温控的作用#完全

可以由恒温水浴箱代替+$

&

&

X̀

检测结果为一个数

值#比较直观%

EG>?,E

结果是不同长度的
YV+

片

段#是一个信号值#需要专业的技术人员操作鉴定+

$

$

&

X̀

检测法是一种高通量的筛选试验#能够在疫情

大范围暴发期间进行快速诊断'

!A

(

+病毒核酸是

/<(Y

感染后出现最早的检测指标#

X̀

检测法有望

成为检测
/<(Y

快速)准确)经济的方法+
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肌电生物反馈治疗急性脑卒中患者上肢功能障碍的临床疗效"

景颖颖!岳蕴华&

!李大伟

"同济大学附属杨浦医院'上海市杨浦区中心医院神经内科!上海
"%%%F%

$

!!

摘
!

要"目的
!

探讨肌电生物反馈治疗急性脑卒中患者上肢功能障碍的临床疗效%方法
!

选择
"%!D

年
$

月至
"%!C

年
&

月该院收治的
CA

例脑卒中患者!按照随机数字表法分为对照组
$"

例&观察组
$&

例%对照组进

行常规药物治疗和康复治疗!观察组加用肌电生物反馈治疗%采用简化
<P

0

8>(3

:

35

运动功能评定量表"

<(+

$

评价患者上肢运动功能!采用简化巴氏指数量表"

*;

评分$评价患者的日常生活能力!比较两组患者的治疗有效

率和治疗前后的上肢运动功能&日常生活能力%结果
!

观察组患者治疗有效率为
F%#D%a

!对照组患者治疗有

效率为
D'#!Fa

!观察组治疗有效率显著高于对照组!差异有统计学意义"

!

"

b$#C%D

!

!b%#%"C

$#两组患者

<(+

评分均比治疗前有明显改善!且观察组
<(+

评分高于对照组!差异有统计学意义"

!

#

%#%A

$#两组患者

*;

评分均较治疗前提高!且观察组
*;

评分高于对照组!差异有统计学意义"

!

#

%#%A

$%结论
!

肌电生物反馈

治疗能促进急性脑卒中患者上肢运动功能恢复!提高患者日常生活能力%

关键词"脑卒中#

!

肌电生物反馈#

!

偏瘫#

!

康复治疗

中图法分类号"

ED$&

文献标志码"

+

文章编号"

!'D">F$AA

"

"%!F

$

!">!D"F>%$

!!

急性脑卒中是神经系统常见疾病#具有发病率

高)病死率高)致残率高和复发率高的特点+我国每

年新发
!A%

万
"

"%%

万脑卒中患者#其中约
C%a

遗留

不同程度神经功能障碍和肢体功能障碍#使患者的日

常生活自理能力大大下降#给家庭及社会带来沉重负

担'

!

(

+因此#脑卒中急性期的治疗及早期的康复训练

显得尤为重要+研究表明#脑卒中患者大多伴有上肢

神经传导功能障碍#是全球范围内导致残疾的首要因

素'

"

(

+人体的上肢活动多为精细活动#相对于下肢而

言#其受大脑皮层控制面积更大#因此#脑卒中偏瘫患

者上肢功能障碍是康复治疗的重点和难点+肌电生

物反馈疗法是依据中枢神经系统可塑性)重组性理论

发展起来的一种新型的康复治疗方法#它将生物反馈

技术与电刺激方法相结合#是利用直观的视觉反馈方

式将患者自身意识不到的肌肉组织生物电活动放大)

增强#转换成可以被患者重新感知到的视)听等讯号#

并把这些讯号反馈给大脑#以便人体能根据这些讯号

自主地训练#主动控制肌肉组织的生物电活动#从而

提高患者的主观能动性#更好地进行主动康复训练和

完成自我训练#以达到康复治疗目的#改善神经功能

缺损症状和瘫痪侧肢体运动功能#最终提高患者的日

常生活能力#减少脑卒中后残疾'

&

(

+本院神经内科在

常规药物治疗和康复训练的基础上应用肌电生物反

馈治疗急性脑卒中患者上肢运动功能障碍#取得良好

效果#现将结果报道如下+

$

!

资料与方法

$#$

!

一般资料
!

选择
"%!D

年
$

月至
"%!C

年
&

月在

本院神经内科治疗的
CA

例脑卒中患者为研究对象#

诊断标准符合全国脑血管病学术会议通过的脑卒中

诊断标准'

$>A

(

#并经颅脑
,G

或
(E;

检查证实+纳入

*

F"D!

*
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