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　　［摘　要］　目的　了解该地区手足口病临床和流行病学特征，明确其肠道病毒血清型分布。方法　分别在肠
道病毒基因组５′端非编码区，ＣＡＶ１６和ＥＶ７１ＶＰ１区设计通用引物和特异性引物，建立ＲＴｎＰＣＲ检测方法，对手足
口病病人进行肠道病毒基因检测，鉴别其血清型，根据血清型不同比较其临床特征。结果　２３７例手足口病均有口
腔黏膜疹和手足皮疹，发热１４１例（５９．５％），低热为主，６岁以下占９４．５％，以春夏季节为多（６７．９％）。肠道病毒
通用引物ＲＴｎＰＣＲ检测阳性１３３例（５６．１％），其中 ＥＶ７１３８例，ＣＡＶ１６６４例，二者均阴性３１例。１２株肠道病毒
ＰＣＲ阳性产物基因克隆、测序，证实分别为ＥＶ７１５株、ＣＡＶ１６５株、ＥＣＨＯ１３１株、ＣＡＶ５１株。结论　 手足口病病
原体以ＥＶ７１和ＣＡＶ１６为主，另有ＣＡＶ５，ＥＣＨＯ１３，临床症状与肠道病毒血清型关系不大。
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ｆｏｒ１２ｓｔｒａｉｎｓｏｆｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓｅｓＰＣＲｐｏｓｉｔｉｖｅｐｒｏｄｕｃｔｓｐｒｅｓｅｎｔｅｄａｓＥＶ７１（ｎ＝５），ＣＡＶ１６（ｎ＝５），ＥＣＨＯ１３（ｎ＝１），ａｎｄ
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ｓｐｒｉｎｇａｎｄｗｉｎｔｅｒ．ＥＶ７１ａｎｄＣＡＶ１６ａｒｅｃｏｍｍｏｎｐａｔｈｏｇｅｎｓｏｆＨＦＭＤ．Ｔｈｅｒｅｉｓｎｏｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｃｌｉｎｉｃａｌ
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　　自１９５９年由人类肠道病毒（ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ，ＥＶ）导
致手足口病（ｈａｎｄ，ｆｏｏｔａｎｄｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅ，ＨＦＭＤ）报
道以来，ＨＦＭＤ已经在全球多次暴发。早期 ＨＦＭＤ
主要由肠道病毒柯萨奇Ａ１６（ＣｏｘｓａｃｋｉｅＡ１６，ＣＡＶ１６）
引起，１９７４年美国发现肠道病毒７１型（ＥＶ７１）也常致
ＨＦＭＤ流行，此外柯萨奇 Ａ９（ＣＡＶ９）、柯萨奇 Ａ５

（ＣＡＶ５）致 ＨＦＭＤ也有报道。导致１９９７～１９９８年
东南亚和我国台湾省、香港地区大规模手足口病流

行的主要是 ＥＶ７１。由于 ＨＦＭＤ常常由多种 ＥＶ共
同引起，而ＥＶ７１和ＣＡＶ１６往往是手足口病暴发流
行的最主要病原，二者在遗传学上密切相关。通常

情况下，ＥＶ７１与 ＣＡＶ１６引起的 ＨＦＭＤ在临床症状

·８３·
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上难以区别，但ＥＶ７１感染除了引起ＨＦＭＤ以外，还
能引起无菌性脑膜炎、脑干脑炎和脊髓灰质炎样麻

痹，易致严重的神经系统疾病，甚至危及生命，因而

具有更大的危害性。本文采用 ＥＶ５′端非编码区通
用引物和 ＥＶ７１、ＣＡＶ１６ＶＰ１区特异性引物对 ２３７
例手足口病病人进行ＲＴＰＣＲ肠道病毒ＲＮＡ检测，
以了解手足口病病原及流行特征。

１　研究对象与方法

１．１　研究对象
２３７例为我院２００１～２００４年住院和门诊临床诊

断手足口病病人，手足口病诊断标准：①有或无发热；
②口腔黏膜疹，可形成溃疡；③皮疹，部分有水泡，以
手掌、足底为多；④伴或不伴中枢神经系统症状。
１．２　标本采集与储存

用无菌方法采集急性期病人（病后３～７ｄ内）
的粪便１～２ｇ，置于灭菌的带盖玻璃瓶中。同时用
干棉签准确地擦拭患儿的鼻咽部后，立即浸泡于含

２～３ｍＬＨａｎｋｓ液的灭菌试管，必要时留取脑脊液
２～３ｍＬ，以上标本均立即－７０℃冻存。
１．３　引物的设计

根据ＧｅｎＢａｎｋ中收录的常见ＥＶ５′端非编码区
（ＵＴＲ）保守的基因序列，采用 ＯＬＩＧＯ５．０软件辅助
设计两对肠道病毒５′ＵＴＲ通用引物，引物序列分别
为：ＥＶＰ１６０：５′ＣＡＡＧＣＡＣＴＴ／ＡＴＴＣ／ＡＣＣＣＣＧＧ
３′；ＥＶＰ２５０：５′ＴＡＣＴＴＣＧＡＧ／ＡＣＣＴＡＧＴＡ３′；
ＥＶＰ５００：５′ＡＣＡＣＣＣＡＡＡＧＴＡＧＴＣＧＧＴＴＣＣＧＣ
３′；ＥＶＰ５８０：５′ＡＴＴＧＴＡＣＣＡＴＡＡＧＣＡＧＣＣＡ３′。
其中 ＥＶＰ１６０、ＥＶＰ５８０为外引物，ＥＶＰ２５０、ＥＶＰ５００
为内引物，可以产生３１２ｂｐ大小的扩增产物。ＥＶ７１
特异性引物序列为：ＥＶ７１１：５′ＡＣＹＡＴＧＡＡＡＹＴＧ
ＴＧＹＡＡＧＧＡ３′，ＥＶ７１２：５′ＣＣＲＧＴＡＧＧＫＧＴＲ
ＣＡＣＧＣＡＡＣ３′，Ｙ＝Ｃ／Ｔ，Ｒ＝Ｇ／Ａ，Ｋ＝Ｇ／Ｔ；ＥＶ７１
３：５′ＣＡＧＧＧＲＧＡＹＡＧＲＧＴＧＧＣＡＧＡＴＧ３′，
ＥＶ７１４：５′ＴＣＡＡＴＣＡＴＡＣＴＣＴＣＲＴＣＡＣＴＡＧ３′，
其中Ｙ＝Ｔ／Ｃ，Ｒ＝Ａ／Ｇ；其中 ＥＶ７１１，ＥＶ７１２为外
引物，ＥＶ７１３，ＥＶ７１４为内引物，可以产生４３４ｂｐ大
小的 扩 增 产 物。ＣＡ１６特 异 性 引 物 序 列 为：
ＣＡ１６Ｐ１Ｓ：５′ＡＴＴＧＣＡＧＡＣＡＴＧＡＴＴＧＡＣＣＡＧ
３′，ＣＡ１６Ｐ２Ｓ：５′ＴＧＴＧＴＧＴＴＧＡＡＣＣＡＴＣＡＣＴＣ
ＣＡＣ３′，ＣＡ１６Ｐ４７６：５′ＧＧＫ ＧＧＰＡＣＡ ＡＣＡ ＴＧＴ
ＡＣＴＧＣ３′，其中 Ｐ＝Ｃ／Ｇ，Ｋ＝Ａ／Ｃ，Ｒ＝Ａ／Ｇ，可以
产生２３０ｂｐ大小的扩增产物。引物由上海生工生
物工程公司合成。

１．４　标本总ＲＮＡ提取
采用ＴＲＩＺＯＬＬＳＲｅａｇｅｎｔ提取总ＥＶＲＮＡ。

１．５　ＲＴｎＰＣＲ扩增和检测
逆转录合成 ｃＤＮＡ反应：取 ５×ＡＭＶ缓冲液

３．０μＬ，２０ｍＭｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ０．１５μＬ，随机六聚体引
物１．０μＬ，加去离子水 ０．８５μＬ，ＡＭＶ逆转录酶，
ＲＮＡ模板１０μＬ，ｃＤＮＡ反应液总体积为１５μＬ，反
应参数：４２℃，４５ｍｉｎ，然后 ７２℃，１０ｍｉｎ。第 １轮
ＰＣＲ反应条件：取 ｃＤＮＡ模板 ５μＬ，ＥＶＰ１６０、
ＥＶＰ５８０引物各０．１５μＬ，其余条件参考文献［８］。第

２轮 ＰＣＲ反应条件：取第１轮 ＰＣＲ产物３μＬ作模
板，用 ５０μｍｏｌ／ＬＥＶＰ２５０引物、ＥＶＰ５００引物各
０．１５μＬ进行第２次扩增，其余扩增条件同第１轮。
特异性ＥＶ７１和ＣＡＶ１６扩增条件同，但ＣＡＶ１６半巢
式扩增第２次引物为ＣＡＶ１６Ｐ４７６和ＣＡＶ１６Ｐ２Ｓ。取
第２轮ＰＣＲ产物１０μＬ用２％琼脂糖凝胶电泳，ＥＢ
染色（含ＥＢ０．５μｇ／ｍＬ），１００Ｖ电泳３０ｍｉｎ，紫外
灯下观察，在相应位置可见清晰条带为阳性。

１．６　ＰＣＲ产物的克隆
将ＰＣＲ产物经产物回收试剂盒进行回收，使用

ＴＶｅｃｔｏｒ试剂盒，将片段与 ｐＧＥＭＴｅａｓｙ载体质粒
进行连接反应，４℃过夜，转化感受态 ＤＨ５，蓝白筛
选，挑取白色菌落进行鉴定，确定阳性克隆（ｐＧＥＭ
ＥＶ５′ＵＴＲ、ｐＧＥＭＥＶ７１ＶＰ１、ｐＧＥＭＣＡＶ１６ＶＰ１）。
ＰＣＲ产物经低熔点胶回收纯化后，连接到 ｐＢｌｕ
ｓｃｒｉｐｔＴ载体上，转化感受态菌 ＸＬ１Ｂｌｕｅ，经蓝白斑
筛选，ＰＣＲ及酶切鉴定阳性克隆后，对阳性菌落接
种培养，提取质粒。

１．７　核苷酸序列测定及分析
将阳性克隆送北京赛百胜生物有限公司进行测

序，测序采用 ＡＢＩ３７７型自动测序仪进行。所得基
因序列输入ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ，通过 ＢＬＡＳＴ软
件程序与最近发表的ＥＶ５′ＵＴＲ、ＥＶ７１ＶＰ１、ＣＡＶ１６
ＶＰ１独特区相关序列比较，并向国际 ＧｅｎＢａｎｋ提交
核酸序列并注册。

２　 结果

２．１　手足口病年龄与性别分布
２３７例手足口病患儿年龄范围７月至１１岁，平

均年龄４．２±０．５岁，其中０～１１月４５例（１９．０％），
１～３岁７６例（３２．０％），４～６岁１０３例（４３．５％），
７～１１岁１３例（５．５％），６岁以下占９４．５％；男１３２
例，女１０５例，男女比例１．２６。其中有１５３人次来源
于托幼机构（６４．６％），２３人次系同胞关系。
·９３·
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２．２　手足口病发病与季节、年度关系
手足口病全年都有发病，多呈局部小暴发流行，

１１２例有明显接触史，占４７．３％；散发８７例为散发，
占３６．７％。发病季节３～５月６４例（２７．０％），６～８
月９７例（４０．９％），９～１１月３２例（１３．５％），１２～２
月４４例（１８．６％）；２００１年６７例，２００２年１１９例，
２００３年２３例，２００４年３０例；以春夏季节为多。
２．３　手足口病临床特征

２３７例手足口病，发热 １４１例（５９．５％），热程
１～７ｄ，发热多发生在出疹之前１～２ｄ，年龄越小越
呈高热趋势。２３７例均有口腔黏膜疹，粟粒至绿豆
大小，初为深红色，破溃形成小溃疡，周围有红晕，疼

痛明显致使进食困难及流涎，约５～１０ｄ愈合。皮
疹见于所有病例，分布于手、足部，以手掌、足底两侧

和足跖为多，为玫瑰红色充血性斑丘疹或疱疹，呈圆

形或椭圆形，丘疹直径 １～２ｍｍ，疱疹直径在 ２～
４ｍｍ，呈灰白色，周围绕以红晕；臀部皮疹１１２例，
部分小儿皮疹先由双侧臀部开始，另有膝部皮疹５４
例，躯干部皮疹２１例。流涎１５２例（６４．１％），拒食
１２２例（５１．５％），部分出现流涕，咳嗽，腹泻，皮肤瘙
痒。并发症：病毒性心肌炎７例，病毒性脑膜脑炎２
例，肺炎３例。
２．４　ＲＴＰＣＲ检测手足口病肠道病毒血清型比较
及基因序列分析

２３７例手足口病均进行肠道病毒通用引物 ＲＴ
ｎＰＣＲ检测，其中阳性１３３例，阳性率５６．１％。为进

一步明确手足口病肠道病毒血清型，１３３例肠道病
毒通用引物阳性病例均进行 ＥＶ７１特异性引物 ＲＴ
ＰＣＲ（巢式）和 ＣＡＶ１６特异性引物 ＲＴＰＣＲ（半巢
式）检测，结果 ＥＶ７１阳性 ３８例（２８．６％），ＣＡＶ１６
阳性６４例（４８．１％），无交叉阳性，二者均阴性 ３１
例（２３．３％）。１２株肠道病毒ＰＣＲ阳性产物（５株５′
ＵＴＲ，３株ＥＶ７１ＶＰ１，４株ＣＡＶ１６ＶＰ１）经基因克隆纯
化后自动基因测序，基因序列（另文发表）已提交至

国际核酸与蛋白ＧｅｎＢａｎｋ数据库。证实５株 ＥＶ５′
ＵＴＲ基因序列片段分别为 ＥＶ７１２株、ＣＡＶ１６１株、
ＥＣＨＯ１３１株、ＣＡＶ５１株，其中 ＥＶ７１、ＣＡＶ１６与
ＶＰ１特异性引物检测结果相符合，而３株 ＥＶ７１ＶＰ１
序列片段，４株 ＣＡＶ１６ＶＰ１序列片段，均证实分别
为ＥＶ７１和ＣＡＶ１６，具体如表１所示。
２．５　ＥＶ７１、ＣＡＶ１６所致手足口病临床特征比较

通用引物 ＰＣＲ检测阳性者 １３３例，其中经
ＥＶ７１ＶＰ１特异性ＰＣＲ检测阳性３８例，ＣＡＶ１６阳性
６４例，二者均阴性 ３１例，三者临床表现之间无差
别，结果见表２。

３　讨论

手足口病是全球性传染病，最早于１９５７年由新
西兰Ｓｅｄｄｏｎ加以描述，１９５８年加拿大Ｒｏｂｉｎｓｏｎ［１］从
ＨＦＭＤ患者中分离出 ＣＡＶ１６，以后数年内的报告几
乎都是由该病毒所致。自１９７４年美国学者从一脑

表１　１２株国际ＧｅｎＢａｎｋ注册肠道病毒血清型与ＲＴＰＣＲ检测结果比较

编号 性别

ＲＴＰＣＲ检测结果
５′ＵＴＲ引物
（巢式）

ＥＶ７１特异
引物（巢式）

ＣＡＶ１６特异
引物（半巢式）

ＰＣＲ阳性
产物位置

国际ＧｅｎＢａｎｋ
注册号

肠道病毒

血清型

１ 男 ＋ ＋ － ５′ＵＴＲ ＡＹ９３５５３９ ＥＶ７１
２ 女 ＋ － － ５′ＵＴＲ ＡＹ９３５５４０ ＣＡＶ５
３ 男 ＋ － ＋ ５′ＵＴＲ ＡＹ９３５５４１ ＣＡＶ１６
４ 女 ＋ － － ５′ＵＴＲ ＡＹ９３５５４２ ＥＣＨＯ１３
５ 男 ＋ － ＋ ５′ＵＴＲ ＡＹ９３５５４３ ＥＶ７１
６ 女 ＋ ＋ － ＶＰ１ ＡＹ８９９２７７ ＥＶ７１
７ 男 ＋ ＋ － ＶＰ１ ＡＹ８９９２７８ ＥＶ７１
８ 男 ＋ ＋ － ＶＰ１ ＡＹ８９９２７９ ＥＶ７１
９ 男 ＋ － ＋ ＶＰ１ ＡＹ７７５３０８ ＣＡＶ１６
１０ 女 ＋ － ＋ ＶＰ１ ＡＹ７７５３０９ ＣＡＶ１６
１１ 女 ＋ － ＋ ＶＰ１ ＡＹ７７５３１０ ＣＡＶ１６
１２ 男 ＋ － ＋ ＶＰ１ ＡＹ７７５３１１ ＣＡＶ１６

表２　ＥＶ７１、ＣＡＶ１６所致手足口病临床特征比较

ＥＶ种类 例数 年龄
发热程度

（℃）
发热持续

时间（ｄ）
白细胞数

（×１０９／Ｌ）
皮疹愈合

时间（ｄ）
口腔黏膜

疹例数

手足皮

疹例数

并发症

例数

死亡

例数

ＥＶ７１ ３８ ４．２±０．４ ３７．６±０．５ ２．２±０．６ ５．６±０．６ ７．１±１．６ ３８ ３８ ３ ０
ＣＡＶ１６ ６４ ４．２±０．３ ３７．７±０．３ ２．１±０．７ ６．６±０．７ ６．６±０．９ ６４ ６４ ３ ０
非ＥＶ７１非ＣＡＶ１６ ３１ ４．３±０．４ ３７．６±０．４ ２．１±０．４ ６．２±０．４ ７．２±１．１ ３１ ３１ ２ ０
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炎病人的标本中分离出ＥＶ７１肠道病毒后，手足口病
与ＥＶ７１感染的关系得到广泛的重视。此后，ＥＶ７１
感染与 ＣＡＶ１６感染交替出现，成为手足口病的主要
病原体。１９９７年马来西亚发生了主要由 ＥＶ７１引起
的手足口病流行［２］，仅４～６月就有２９例病人死亡。
１９９８年［３］ＥＶ７１感染在我国台湾省引发大量手足口
病和疱疹性咽峡炎，在６月和１０月两波流行中，共
监测到 １２９１０６例病例，重症病人 ４０５例，死亡 ７８
例，大多为５岁以下的儿童，并发症包括脑炎、无菌
性脑膜炎、肺水肿或肺出血、急性软瘫和心肌炎，分

离出病毒的病人中，ＥＶ７１分离率为４８．７％，同时发
现有相当数量病人为 ＣＡＶ１６感染。目前世界上几
起严重的手足口病暴发流行均由 ＥＶ７１引起，而
ＣＡＶ１６则极少导致手足口病的大规模暴发流行。我
国于１９８０年由上海首先报道本病［４］，以后各地均有

报道。病毒分离和血清学实验研究表明，１９８５年以
前ＣＡＶ１６是该病的唯一病原，最近的研究结果显示
尽管病原仍然以 ＣＡＶ１６为主，但 ＥＶ７１在手足口病
的病原学中占有越来越重要的地位。１９８９年湖北医
学院病毒所［４］从成人手足口病患者分离出 ＥＶ７１，
１９９８～１９９９年深圳市卫生防疫站［５］从手足口病患者

疱疹液中检出 ＥＶ７１，此后，在我国上海［６］、广州、福

建［７］均分离出 ＥＶ７１。广州、深圳、武汉和上海地区
的ＥＶ７１流行株在核苷酸组成上有很大相似性，结合
遗传进化分析结果推断，我国大陆地区流行的 ＥＶ７１
株在进化上属于同一组，我国手足口病流行，其病原

主要为ＣＡＶ１６和ＥＶ７１型。
本研究中 ２３７例手足口病病人检出肠道病毒

１３３例（５６．１％），其中 ＥＶ７１特异性检测 ３８例
（２８．６％），ＣＡＶ１６特异性检测６４例（４８．１％），且无
交叉阳性。１２例克隆基因序列片段经国际 ＧｅｎＢａｎｋ
证实１０例血清型与特异性ＰＣＲ检测结果相符合，另
有２例为ＣＡＶ５和ＥＣＨＯ１３，提示特异性引物检测特
异性高，本地区ＨＦＭＤ仍然以ＥＶ７１，ＣＡＶ１６为主，同
时ＣＡＶ５和ＥＣＨＯ１３感染也是可能原因之一。２０００
年，国内李秀珠等［６］在对手足口病的研究中也曾发

现一株ＥＣＨＯ１３。
通常情况下，ＥＶ７１与 ＣＡＶ１６引起的手足口病

在临床症状等方面难以区别，但ＥＶ７１易致无菌性脑
膜炎、脑干脑炎和脊髓灰质炎样麻痹等多种神经系

统相关性疾病，可危及生命；流行病学研究表明二者

常常伴随流行引起手足口病暴发。ＣＡＶ１６往往是主
要的病原，常常超过感染总人数的６０％。ＥＶ７１感染

的临床症状在不同地区、不同时间表现不尽相同，有

的表现手足口病为主，中枢神经系统症状较少，有的

则相反［８，９］。

尽管大量国内外研究认为，ＥＶ７１，ＣＡＶ１６所致
ＨＦＭＤ临床表现大致相同，ＥＶ７１更多伴发中枢神经
系统症状，但本研究 ＥＶ７１，ＣＡＶ１６所致手足口病临
床表现在发病年龄，发热程度，发热持续时间，皮疹，

以及合并症方面均无明显差别，而且临床症状普遍

较轻微，经过良好。

Ｈｏ等报道［３］，ＥＶ感染有明显的季节性，夏秋季
节感染率较高，但本研究病例以春夏季为多，全年均

发，冬季比例并不低，可能与本地区冬春气温较高

有关。
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