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"摘要#
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目的
!

建立检测肠道病毒"

Ẁ

#和肠道病毒
0.

型"

Ẁ 0.

#的双重实时荧光
%!3PK%

法$方法
!

设计特异性引物和

探针!建立双重实时荧光
%!3PK%

反应体系!绘制标准曲线!对该方法的灵敏度%精密度等进行评价$收集
.-1

例临床手足口病患

者粪便和咽拭子标本用该法进行检测!并与
Ẁ 0.

商品化试剂盒检测结果进行比较$结果
!

双重荧光
PK%

法建立的
Ẁ

和

Ẁ 0.

标准曲线相关系数"

8

#均为
-$115

'该法检测
Ẁ

和
Ẁ 0.

的灵敏度分别达到
-$+!KaT

+-

(

FO

和
-$-+!KaT

+-

(

FO

'检测
Ẁ

和
Ẁ 0.

的批内精密度均小于
2/

!总精密度均小于或等于
7/

'对肠道病毒及其他人类非肠道病毒进行检测!显示了良好的特异

性$

.-1

例临床样本用该法检测出
57

例
Ẁ

病毒阳性样本!其中
Ẁ 0.

阳性
+4

例!

Ẁ 0.

总阳性率为
+.$7/

'与单重荧光
PK%

商

品化试剂盒的检测结果完全一致"

!8.$---

#$结论
!

建立的双重实时荧光
%!3PK%

法灵敏度高%稳定性好!对手足口病的早期

高通量快速诊断具有重要意义$

"关键词#
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手足口病'肠道病毒'肠道病毒
0.
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手足口病(

Q:(T

)是一种急性传染病$由多种肠道病毒引

起$多发生于
+

岁以下儿童$主要通过密切接触或消化道传播$

基本临床表现为手"足"口腔等部位出现疱疹$部分患者可引起

心肌炎"肺水肿"无菌性脑膜脑炎等多种与神经系统相关的疾

病&

.

'

#个别重症患儿病情发展很快$最终可能导致死亡#引发

Q:(T

的
,-

多种肠道病毒中以
Ẁ 0.

型最为常见#

.141

年

@>AFNC6

等&

,

'首次从加利福尼亚州患有中枢神经系统疾病的

婴儿粪便标本中分离出肠道病毒
0.

型$属于小
%D#

病毒科

肠道病毒属#

Ẁ 0.

病毒主要通过粪
3

口传播$且隐性感染者居

多$因此易出现暴发流行&

237

'

#该病已被我国定为乙类传染病#

快速"简便"高敏感性的检测方法对该病的预防控制极其重要#

传统的病毒分离培养"血清学方法等$步骤繁琐$灵敏度不高$

容易出现漏检#本试验拟通过建立一种双重实时荧光
%!3

PK%

方法$在完全闭管的条件下同步检测通用型肠道病毒

(

&*6&<B'N<JH

$

Ẁ

)和
Ẁ 0.

病毒$为临床
Q:(T

患者的早期诊

断提供一种有效"快速的检测手段#

!

!

资料与方法

!$!

!

一般资料
!

收集
,-.7

年
2

月至
,-.+

年
5

月南京市儿童

医院住院
Q:(T

患儿的
.-1

份治疗前标本(粪便标本
47

份和

咽拭子
7+

份)#

Q:(T

诊断标准参考中华人民共和国卫生部

制定的
,-.-

年版.手足口病诊疗指南/#

Ẁ 0.

*

:̂ -5-+

和

Ẁ 0.

*

=<K<

病毒株由南京大学公共卫生中心实验室提供#

!$#

!

仪器与试剂
!

病毒核酸提取试剂盒(江苏硕世公司)$一

步法荧光定量
%!3PK%

试剂盒(大连宝生物公司)$

#=a0+--

荧

光
PK%

仪(美国
#=a

公司)$肠道病毒
0.

型核酸检测试剂盒

(中山大学达安基因公司)#

!!

根据
Ẁ 0.

的
P̀.

区核酸序列和
Ẁ

的
+\X!%

区核酸序

列$用
P<NF&<W]

L

<&HH2$-

软件设计特异性引物与
!)

c

()*

探

针$并对其进行
=O#@!

序列比对$验证引物和探针的特异性#

引物和探针序列见表
.

$均由上海生物工程公司合成#
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引物和探针序列

引物和探针 序列(

+\32\

) 位置

Ẁ 3: !K#YYKK!Y##!YKYYK!##! 7+,

!

70-

Ẁ 3% #K##!#!!Y!K#KK#!##YK#YKK# +1,

!

+00

Ẁ

探针
:#(3###K#KYY#K#KKK##Y!#Y!KYY3=Q_. ++7

!

+00

Ẁ 0.3: K###!YK!#Y!Y#!Y#Y#Y!#! ,4.+

!

,42+

Ẁ 0.3% Y#YYY#YY!K!#!K!K!KK##K! ,0.7

!

,024

Ẁ 0.

探针
!&])H%&C3K%K#̂ #Ŷ #K#YK!Y#Y#KK#K!K!K3=Q_, ,44,

!

,454

!$"

!

方法

!$"$!

!

病毒核酸的提取
!

粪便标本须加入适量生理盐水(

-$+

R

粪便或
-$+FO

液态粪便样本加
+FO

生理盐水)$然后将悬

液
.,---<

*

FN*

离心
.-FN*

$取
,--

$

O

上清液进行
%D#

抽

提%咽拭子标本中加入
.FO

生理盐水充分搅动
.-

次$取
,--

$

O

提取
%D#

%病毒细胞培养物直接取
,--

$

O

培养液用于抽

提
%D#

#取上述各种标本
,--

$

O

于
.$+FO

离心管中$加入

4--

$

O

裂解液$震荡混匀$室温放置
+FN*

%加入
4--

$

O

缓冲

液震荡混匀$混合液转移至吸附柱中$

.,---<

*

FN*

离心
.

FN*

$去掉废液$重复此操作直至转移完%加入
+--

$

O

漂洗液$

.,---<

*

FN*

离心
.FN*

$去掉废液$重复漂洗
.

次%

.,---<

*

FN*

空柱离心
,FN*

%将吸附柱放入
.

个干净的
.$+FO

离心管

中$加入
+-

$

O

洗脱液静置
+FN*

$

.,---<

*

FN*

离心
.FN*

收

获纯化的核酸溶液$

95-j

冰箱保存备用#

!$"$#

!

双重荧光
%!3PK%

检测方法的建立
!

反应体系!

,k

PK%

缓冲液
.,$+

$

O

$

+X

*

$

OW]!)

c

酶
-$+

$

O

$

+X

*

$

O

逆转

录酶(

(3(Ò

)

-$+

$

O

$

,-

$

FB;

*

O

上"下游引物各
-$+

$

O

$

.-

$

FB;

*

O

探针
-$+

$

O

$总
%D#+

$

O

$

TWPK

水补足至
,+

$

O

#

扩增条件!

+-j2-FN*

%

1+j+FN*

%

1+j.-H

$

++j2+H

$

共
7+

个循环$在
++j

进行双重荧光信号检测#

!$"$"

!

双重荧光
%!3PK%

法的灵敏度检测
!

将
Ẁ 0.

*

:̂ -5-+

病毒株培养液(病毒滴度为
+k.-

+

!KaT

+-

*

FO

)

.-

倍

连续稀释(

+

!

-$--+!KaT

+-

*

FO

)$提取病毒
%D#

$按上述条

件进行荧光定量
%!3PK%

$每个稀释标本重复检测
.-

次#

!$"$$

!

双重荧光
%!3PK%

法的精密度检测
!

每天分析
.

个批

次$

,

个浓度样本(

+k.-

, 和
-$+!KaT

+-

*

FO

)$每个样本重复

测定
2

次$连续检测
+C

#参照文献&

+

'计算批内精密度(

$N

批

内)和总精密度(

$N

总)#

!$"$E

!

双重荧光
%!3PK%

法的特异度检测
!

应用双重荧光

%!3PK%

法分别检测
Ẁ 0.

病毒株"柯萨奇病毒
#.4

"埃可病

毒"轮状病毒和流感病毒#

!$"$F

!

双重荧光
%!3PK%

法的临床应用
!

应用双重荧光
%!3

PK%

法检测收集的
.-1

例
Q:(T

患者粪便和咽拭子样品$并

与肠道病毒
0.

型核酸检测试剂盒检测结果进行比较#

!$$

!

统计学处理
!

采用
@P@@.0$-

统计软件进行统计分析$

计数资料用四格表资料的
!

, 检验$以
!

$

-$-+

为差异有统计

学意义#

#

!

结
!!

果

#$!

!

Ẁ

和
Ẁ 0.

标准曲线建立
!

将
Ẁ 0.

*

:̂ -5-+

病毒株

培养液以
.-

倍连续稀释$提取病毒中的核酸(

%D#

)作为模

板$按上述条件进行双重实时荧光
%!3PK%

反应$分别得到相

应荧光信号的
Ẁ

和
Ẁ 0.

特异性扩增曲线$见图
.

#然后建

立相对定量标准曲线$其中横坐标为病毒滴度的
;B

R

值$纵坐

标为
%!3PK%

循环的
$9

值$

Ẁ

和
Ẁ 0.

标准曲线的相关系数

(

8

)均为
-$115

$见图
,

#

!!

Ẁ 0.

扩增曲线(

)

!

+k.-

7

!KaT

+-

*

FO

$

M

!

+k.-

2

!KaT

+-

*

FO

$

>

!

+

k.-

,

!KaT

+-

*

FO

$

C

!

+-!KaT

+-

*

FO

)#

Ẁ

扩 增 曲 线 (

&

!

+k.-

7

!KaT

+-

*

FO

$

U

!

+k .-

2

!KaT

+-

*

FO

$

R

!

+k .-

,

!KaT

+-

*

FO

$

A

!

+-!KaT
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*

FO

)#

图
.

!!

Ẁ

和
Ẁ 0.

双重荧光
PK%

扩增曲线图

图
,

!!

Ẁ 0.

和
Ẁ

标准曲线的建立

#$#

!

双重荧光
%!3PK%

法的灵敏度
!

当病毒滴度为
+

和
-$

+!KaT

+-

*

FO

时$

.-

次
Ẁ

和
Ẁ 0.

均能检出%当滴度为
-$-+

!KaT

+-

*

FO

时$

.-

次中有
,

次
Ẁ

未检出$

Ẁ 0.

全部检出%而

当滴度为
-$--+!KaT

+-

*

FO

时$

Ẁ

均未检出$

Ẁ 0.

有
.

次

未检出#因此该方法检测
Ẁ

和
Ẁ 0.

的灵敏度分别为
-$+

和
-$-+!KaT

+-

*

FO

#

#$"

!

双重荧光
%!3PK%

法的精密度
!

病毒滴度为
+k.-

,

!KaT

+-

*

FO

时$

Ẁ 0.

和
Ẁ

检测所获得的
$9

值批内精密度

(

$N

批内)分别为
,$./

和
,$7/

$总精密度(

$N

总)均为
2$1/

%

病毒滴度为
-$+!KaT

+-

*

FO

时$

Ẁ 0.

和
Ẁ

的批内精密度分别

为
,$0/

和
,$4/

$总精密度分别为
7$-/

和
2$+/

$见表
,

#

#$$

!

双重荧光
PK%

法的特异度
!

Ẁ 0.

*

:̂ -5-+

和
Ẁ 0.

*

=<K<

病毒株通用型
Ẁ

和
Ẁ 0.

检测结果均为阳性%柯萨奇病

毒
#.4

和埃可病毒
Ẁ

检测阳性$

Ẁ 0.

结果阴性%而轮状病

毒和流感病毒二者皆为阴性$见表
2

#
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表
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双重荧光
%!3PK%

法的精密度检测'

$9

值(

项目

Ẁ 0.

+k.-

,

!KaT

+-

*

FO

重复
.

重复
,

重复
2

-$+!KaT

+-

*

FO

重复
.

重复
,

重复
2

通用型
Ẁ

+k.-

,

!KaT

+-

*

FO

重复
.

重复
,

重复
2

-$+!KaT

+-

*

FO

重复
.

重复
,

重复
2

第
.

天
,2$++ ,2$4, ,2$7, 2,$02 2.$1, 2.$42 ,4$+- ,4$52 ,4$., 24$+- 2+$++ 2+$,2

第
,

天
,7$4+ ,2$.+ ,7$2. 2,$5- 2.$5+ 2,$07 ,5$++ ,0$.- ,5$-. 25$., 24$22 20$1.

第
2

天
,,$2, ,,$4- ,.$0+ 2.$+5 2-$-0 2,$77 ,+$+, ,4$4- ,+$-+ 2+$5+ 27$02 24$55

第
7

天
,,$5- ,2$+, ,,$+4 2.$,1 2-$00 2,$50 ,4$5, ,0$4+ ,4$24 2+$74 27$+7 24$04

第
+

天
,7$71 ,7$20 ,2$51 22$,+ 27$4, 27$74 ,0$1+ ,0$00 ,4$+5 25$,0 25$.- 24$07

总均值
,2$7- 2,$22 ,4$51 24$74

@

批内
-$752 -$50, -$4+4 -$175

$N

批内
-$-,. -$-,0 -$-,7 -$-,4

@

总
-$1.+ .$,1, .$-+2 .$,5,

$N

总
-$-21 -$-7- -$-21 -$-2+

表
2

!!

双重荧光
PK%

法的特异度检测

项目
Ẁ 0.

*

:̂ -5-+

Ẁ 0.

*

=<K<

柯萨奇

病毒
#.4

埃可

病毒

轮状

病毒

流感

病毒

通用型
Ẁ e e e e 9 9

Ẁ 0. e e 9 9 9 9

!!

e

!阳性%

9

!阴性#

#$E

!

双重荧光
%!3PK%

法的临床应用
!

对
.-1

份临床

Q:(T

患者样品(其中粪便标本
47

份$咽拭子标本
7+

份)利

用双重荧光
%!3PK%

和
Ẁ 0.

单重荧光
PK%

商品化试剂盒进

行检测#通用型
Ẁ

病毒在粪便中检出阳性
+,

例$咽拭子中

检出
2,

例$总阳性率为
00$./

(

57

*

.-1

)#粪便和咽拭子标本

的
Ẁ 0.

阳性率分别为
+4$,+/

(

24

*

47

)和
77$7/

(

,-

*

7+

)#

双重荧光
%!3PK%

法和
Ẁ 0.

荧光
PK%

试剂盒检测
Ẁ 0.

总

阳性率均为
+.$7/

(

+4

*

.-1

)$阳性和阴性符合率均为
.--/

$

检测结果完全一致(

!8.$---

)$见表
7

#

表
7

!!

双重荧光
PK%

法和单重荧光
PK%

试剂盒

!!!

检测
Ẁ 0.

的结果比较

双重荧光

%!3PK%

法

Ẁ 0.

荧光
PK%

检测试剂盒

粪便(

(847

)

Ẁ 0.e Ẁ 0.9

咽拭子(

(87+

)

Ẁ 0.e Ẁ 0.9

合计

Ẁ 0.e 24 - ,- - +4

Ẁ 0.9 - ,5 - ,+ +2

合计
24 ,5 ,- ,+ .-1

!!

e

!阳性%

9

!阴性#

"

!

讨
!!

论

!!

传统的检测
Ẁ 0.

病原体的方法有病毒分离培养"血清学

方法和
%!3PK%

等#病毒分离培养是手足口病感染的实验室

诊断金标准$但对实验室条件和操作人员技术要求严格$培养

周期长$各个实验室分离阳性率不同$病毒流行期间$不能同时

处理大量样本&

430

'

#中和抗体检测费时"费力$无法满足快速"早

期诊断的要求#酶联免疫吸附试验(

WOa@#

)法可以检测相应病

毒特异性
a

R

(

抗体$操作简便"特异"准确$适用于早期检测$但

在检测低水平抗体时易出现假阴性$报道称其和
%!3PK%

方法

联合检测有助于提高
Q:(T

的早期诊断 &

53.-

'

#病原微生物检

测已开始广泛使用分子生物学技术$普通的
%!3PK%

技术虽然

克服了以上缺点$已经成为快速诊断的重要手段$但
PK%

后需

进行凝胶电泳分析$且系统开放$容易受环境因素发生交叉污

染$造成假阳性$对疾病的诊断造成误诊&

..3.,

'

#

本研究建立的双重实时荧光
%!3PK%

检测方法$利用

!)

c

()*

技术$改善了单重荧光定量
%!3PK%

耗时长$成本高

和多重高通量
%!3PK%

易发生污染"灵敏度和特异性较低的

不足&

.2

'

#该检测方法能在一个反应管中灵敏"特异地检测并

区分
Ẁ

和
Ẁ 0.

#

Ẁ 0.

属于
Ẁ

的一个亚型$利用
%!3PK%

检测
Ẁ 0.

时$理论上不仅仅特异性的
Ẁ 0.

探针应该呈现阳

性曲线$

Ẁ

的通用型
Ẁ

探针也应该呈现阳性曲线$最后结

果应该显示为双阳性曲线#若是在检测
Ẁ 0.

时仅仅只有特

异性
Ẁ 0.

探针显示阳性而
Ẁ

探针显示为阴性时$则该样本

需重新进行检测#而对于
Ẁ

阳性
Ẁ 0.

阴性的标本提示患

者是由其他肠道病毒引起$为明确病因需进一步进行其他肠道

病毒检测#

本研究结果显示$双重荧光
PK%

法建立的
Ẁ

和
Ẁ 0.

标准曲线相关系数均为
-$115

%检测
Ẁ

和
Ẁ 0.

的灵敏度高$

分别达到
-$+!KaT

+-

*

FO

和
-$-+!KaT

+-

*

FO

%重复性好$批

内精密度均小于
2/

$总精密度均小于或等于
7/

%特异性检测

显示只有
Ẁ 0.

样本呈现
Ẁ

和
Ẁ 0.

双阳性曲线$其他病毒

标本均未出现特异性
Ẁ 0.

阳性曲线$表明该法特异性强#临

床样本检测结果显示$双重荧光
%!3PK%

法通用型
Ẁ

阳性检

出率为
00$./

$

Ẁ 0.

总阳性率为
+.$7/

$与
Ẁ 0.

商品化试

剂盒的检测结果完全一致(

!8.$---

)#以上结果表明双重荧

光
%!3PK%

法可以对
Ẁ

和
Ẁ 0.

进行稳定可靠的检测#

本研究建立的双重实时荧光
%!3PK%

法检测肠道病毒快

捷$灵敏度高$稳定性好$污染小$省时省力$能够有效检测手足

口病患者感染的病原体$也可进行大规模流行病学调查#
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一部分损伤或中毒事件的发生$降低病死率#

本院新生儿"婴儿及
+

岁以下儿童病死率呈逐年下降趋

势#据统计本院
,---

!

,-.7

年
+

岁以下儿童死亡病例数占总

死亡人数的
2$51/

$而到
,-.-

!

,-.7

年下降为
2$-5/

#婴幼

儿和新生儿死亡病例数占
+

岁以下儿童死亡病例数的
07$4/

(

0-+

*

17+

)$而导致新生儿死亡的前几位原因主要为新生儿窒

息"早产和低体质量儿"新生儿肺炎"新生儿败血症"先天性心

脏病等$这与国内报道基本相符&

,,3,2

'

#分析原因主要是由于

近年来本市提倡优生优育政策$同时加强孕前检查及先天畸形

筛查$开展先天性心脏病儿童筛查和免费治疗等工作$同时归

因于本院近年来加大孕产医疗工作的投入$本院孕产医疗水平

迅速提高$使
+

岁以下儿童病死率逐步降低#

从死亡年龄段分布来看$死亡高发年龄段为
4-

岁及以上$

有
7,5.

人$占死亡人数的
71$25/

#随着经济与社会的不断

发展$我国步入了老龄化社会$且非传染性疾病为其主要死因#

老年化问题逐渐成为社会的主要问题#医院需要积极加强对

老年患者的防护措施$不断延长老年人的生命$提升老年人的

生活质量$降低人口老龄化的进程及病死率#据统计老年人死

亡人数的多少还与天气有关系$季节死亡分布中$死亡人数以

冬季及春节最多#慢性阻塞性肺疾病是老年人呼吸道感染疾

病最常见和最致命的一种$由于老年患者机体抵抗力降低$在

气候骤变的寒冷季节里最易出现病情加重$甚至死亡$故在季

节交替及气候变化时需加强对老年患者的防护"保健及关心#

医院也应增加医疗资源的配置$加强救治工作$开展卫生宣传

教育$倡导全民共同参与的健康生活方式#老年人也应增强自

我保健意识$家庭应加强对老年人的关心和陪护$共同促进老

年人身心健康$降低老年患者的病死率&

,73,+

'

#

本院应该加强对心血管内外科"神经内外科"肿瘤内外科"

呼吸科"老年科等科室的专科建设力度$形成合理的"有效的人

才布局$提升专科技术力量$合理配置医疗资源#
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