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$$近年手足口病$&1(0>Q**+>-*M+& 0'J,1J,%在儿童

中流行情况较为严重'由肠道病毒感染引起'可经消

化道)呼吸道传播'易造成流行!!"

& 主要表现为口

腔黏膜溃疡性疱疹及四肢末端水疱样皮疹'主要病

原为柯萨奇病毒 F组 !< 型$%*jF!<%和肠道病毒

=! 型$[3=!%

!""

&

#F资料与方法

#5#F研究对象

"##9 年南京儿童医院确诊为手足口病'持续发

热并出现嗜睡)易惊)烦躁不安)抽搐等神经)呼吸系

统症状'住院隔离治疗的患儿 !<! 例& 男 9C 例'女

<< 例& 年龄最小 = 个月'最大 !! 岁& 手足口病诊

断标准参照卫生部办公厅 +手足口病诊疗指南

$"##; 年版%,

! ?"

&

#5!F研究方法

!5"5!$标本采集$$征得患儿家长同意'采集咽拭

子)粪便)血液及脑脊液标本共 !<! 份'其中咽拭子

标本 !CC 份& 咽试子及粪便标本采集后放入 " -X

生理盐水的无菌采样管中'立即送实验室检测#血标

本及脑脊液标本直接送检&

!5"5"$检测试剂和方法$$使用美国伯乐 '%NK4,2

@g全自动/%H仪'用荧光定量 /%H对肠道病毒通

用型[3=! 及 %*jF!< H6F进行检测'试剂为广州

中山医科大学达安基因股份有限公司研制开发的

/%H>荧光探针核酸检测试剂盒&

!5"5?$操作步骤$$首先对肠道病毒通用型进行

实时荧光定量 HR>/%H检测'对肠道病毒阳性标本

再进行%*jF!< 及[3=! 的检测'了解具体型别&

肠道病毒通用型/%H检测*取阴性质控品和咽

拭子液$或脑脊液)粪便上清液)血清%各 !##

$

X'放

置于 !5C -X灭菌离心管'加入 "##

$

XR2'f*4试剂及

!##

$

X氯仿'用振荡器强力振荡 "# J后静置 ? -'('

!" ### 2.-离心 " -'(#取无色上层液体移至新灭菌

的 !5C -X离心管'加 !#

$

XH6F提取液F'用振荡

器充分混匀'; ### 2.-离心 ! -'( 后'弃去液体#加

入溶液%B##

$

X'振荡混匀'; ### 2.-离心 ! -'('

尽可能抽干液体#将离心管风干后加入 ?#

$

XS[/%

]

"

Z'用移液器重悬'静置! -'( 后 ; ### 2.-离心

! -'('将上清液转移至新的 !5C -X灭菌离心管用

于 /%H检测& 将 /%H样本及阴阳性质控品各取

C

$

X分别加入反应管中'每管加入肠道病毒通用型

荧光定量 /%H检测试剂'包括 [3HR>/%H反应液

!C

$

X'逆转录酶系 "

$

X'R1i 酶系 ?

$

X'; ### 2.-

离心数秒'B#n "C -'('! 个循环'9Bn ? -'('! 个

循环#然后 9?n !C J,K'

$

CCn BC J,K'循环 B# 次&

对阳性标本再进行 %*jF!< 和 [3=! 的检测*

提取核酸及实时荧光HR>/%H操作方法结果判定同

上'引物改为%*jF!< 和[3=! 特异性引物&

!5"5B$评价标准$$检测样本的扩增曲线无对数

增长期或%+值c?C 为阴性'样本%+值
"

??'且曲线

有明显的对数增长期为阳性& 可疑标本重新提取核

酸进行检测& 分析感染手足口病且在南京儿童医院

住院的患儿感染病原体的类型&

!5"5C$统计学处理$$所有数据使用 Y/YY !#5#

统计软件进行分析'全部采用
!

" 检验分析'Mb#5#C

认为差异有统计学意义&

!F结果

!5#F肠道病毒阳性检出率

在 !<! 例患儿中'肠道病毒检出 9! 例'总阳性

检出率为 C<5CD& 其中[3=! 阳性 C9 例$<B5;D%'

(CB!(
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%*jF!< 阳性 !" 例$!?5"D%'"# 例$""5#D%为其

他肠道病毒感染&

!<! 例患儿中'送检脑脊液标本 ? 份'未检出肠

道病毒阳性#血液标本 " 份'! 例[3=! 阳性#粪便标

本 ! 份'[3=! 阳性#咽拭子标本 !CC 份'肠道病毒阳

性 ;9 例'其中 [3=! 阳性 C= 例'占阳性标本的

<B5#D'%*jF!< 阳性 !" 例'占阳性标本的!?5CD'

"# 例$""5CD%为其他肠道病毒阳性&

!G!FVbY# 和?0] 8#W 检测阳性率的年龄分布

不同年龄段患儿感染 [3=! 的阳性检出率差异

有显著性'年龄小的婴幼儿更易感染[3=!& 不同年

龄段患儿 %*jF!< 的阳性检出率差异无统计学意

义& 见表 !&

$$表 #F不同年龄段患儿VbY# 和?0] 8#W 感染

情况
$!例$D%"

年龄$岁% 例数 [3=! 阳性 %*jF!< 阳性

# G" ;" "<$?!5=% C$<5!%

G? B? "B$CC5;% "$B5=%

GC "< =$"<59% B$!C5B%

cC !# "$"#5#% !$!#5#%

!

" 值 95;9 ?5!;

M值 b#5#C c#5#C

HF讨论

手足口病是由肠道病毒引起的传染病'多发于

婴幼儿'可引起手)足和口腔等部位疱疹'严重会导

致其他脏器并发症& 引发手足口病的肠道病毒有

"# 多种$型%'柯萨奇病毒 F组的 !<)B)C)9)!# 型'

V组的 ")C 型以及 [3=! 均为手足口病较常见的病

原体'其中以 %*jF!< 和 [3=! 型最常见& 感染多

发于春夏季节'主要通过飞沫)被污染的玩具及手经

粪>口传播&

手足口病的病原最早发现是 %*jF!<'以后发

现柯萨奇病毒其他部分组型也可引起手足口病& 自

!9<9 [3=! 首次在美国被报道后'人们逐渐认识到

[3=! 病毒是手足口病的主要病原'近年来在亚太地

区'其感染呈上升趋势!B>C"

& !99; 年台湾有 !? 万手

足口病患者'[3=! 和 %*jF!< 是主要病原'二者比

例为 Cs"

!<"

& !9;C 年以前%*jF!< 是国内手足口病

的唯一病原!="

& "##= 年张寿斌等!""检测 "?= 例手

足口病患儿'发现[3=! 阳性病例有 ?; 例'%*jF!<

阳性病例 <B 例& 本研究检测 !<! 例临床标本'肠道

病毒阳性检出率为 C<5CD'[3=! 为主'占肠道病毒

的 <B5;D'%*jF!< 占肠道病毒的 !?5"D& 本研究

显示[3=! 感染与年龄密切相关'感染主要集中在 ?

岁以内'占[3=! 阳性的 ;B5;D'而%*jF!< 及其他

病毒感染与年龄无明显相关性&

人是 [3=! 已知的唯一宿主及感染源'患者和

隐性感染者均为本病的传染源'潜伏期 " G= 0

!;"

&

对肠道病毒的检测'经典方法有病毒分离)中和抗体

检测和免疫组织化学法!9"

& 病毒分离检测时间长'

操作繁琐'[X@YF法检测抗体经济快速'但由于从病

毒感染到抗体出现需要一定时间'用于疾病早期诊

断灵敏度不高& 分子生物学的飞速发展'提供了快

速)准确的检测手段& 由于肠道病毒各型间的遗传

相似性'可应用肠道病毒 H6F通用型引物进行检

测'同时对[3=! 和 %*jF!< 根据其保守区特异性

设计引物'进行实时荧光 HR>/%H'灵敏度高'特异

性强'反应和分析完全在闭管的条件下完成'防止

/%H污染'整个检测时间只需 B GC &'而且标本来

源不受限制'可以及时确定病原体& 本研究用实时

荧光HR>/%H法'采集不同种类标本'除脑脊液未检

出病原体 H6F'其他标本都有阳性结果& 对于儿

童'用实时荧光定量HR>/%H法检测咽拭子标本'采

集方便'阳性率高'结果快速准确'家长易于接受'适

合做为手足口的常规检测方法&
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