
 

· 328· 

第 29卷第 3期 

2011年 6月 

实 验 与 检 验 医 学 

EXPERIMENTAL AND LAB0RAT0RY MEDICINE 

Vo1．29 No．3 

Jun．20̈  

·经验交流· 

手足口病肠道病毒 EV71和 CoxA16感染的检测分析 

黄建国 ，吴立文z，骆志辉 z，黄碧梅 3刘菊花 ，刘彩珍 

(1、广东省龙川县妇幼保健院检验科；2、儿科；3、广东省龙川县人民医院儿科，广东 龙川 517300) 

中图分类号 11446．6，R512．5，Q522~．3 文献标识码 B 文章编号 1674—1 129(2oj 1)o3—0328—03 

— 面 蕊 )l 丽 ] 

关键词 ：手足 V1病；EV71；CoxA16；PCR 

手足 口病fHand—foot—mouth disease。HFMD1是 

由多种肠道病毒引起的常见传染病．以婴幼儿发病 

为主 大多数患者症状轻微，以发热和手、足、口腔 

等部位的皮疹或疱疹为主要特征。引起手足口病的 

病原体主要为肠道病毒 7l型f EV71)~柯萨奇病毒 

A组 l6型(CoxA161，其中EV71不仅引起 HFMD．而 

且可引起脑膜炎、脑炎、急性迟缓性瘫痪等严重中枢 

神经系统并发症【n 从 1996年来，在东南亚、中国台 

湾、香港等地不断有 HFMD暴发流行[2-31。2008年在 

我国安徽和河南部分县市发生 EV71感染引起的 

HFMD流行．并造成患儿死亡。近年，地处广东东北 

部山区的龙川县也出现 HFMD散发病例．以每年4～ 

6月间为发病高峰 我们收集了部分在我院和龙川 

县人民医院住院和门诊就诊的临床疑似手足口病的 

患儿标本．应用分子生物学方法对这些标本进行了 

肠道病毒基因检测，现报道如下。 

1材料与方法 

1．1临床病例 所有病例均来自我院和龙川县人民 

医院 2009至 2010年住院和门诊病人 ．按照卫生部 

《手足口病预防控制指南(2OO8年版)》标准I I，共收集 

临床诊断手足口病病例 56例，其中男 32例．女 25 

例．年龄 5月 12岁， 

1．2 标本的采集 用无菌方法采集急性期病人的粪 

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 2～3ml 

Hank s液的灭菌试管．以上标本均立即一70qC冻存 

1．3实验试剂 10xPCR缓冲液、dNTPs、Taq DNA聚 

合酶 、随机引物 、RNAsin酶和 AMV逆转录酶为 

Promega公司产品．病毒核酸提取试剂为美国GIB— 

COL公司的TRIZOL—I S Reagent RNA提取试剂盒 

1．4 引物序列[51引物由南方医科大学附属深圳宝 

安医院儿科张寿斌主任提供 所用的引物序列见表 

1 

表 1 RT—PCR检测 Ev所用的引物及序列 

引物类别 位置 引物名称 序列(5 -*3 1 

EV通用引物 

片段 大小 

5 UTR 外 ：EVP160+ CAAGCAC I r／A1 rC／ACCC CGG 

EVP580一 ATTGTCACCATAAGCAGCCA ⋯ 。 

内 ：EVP250～ TACTTCGAG／ACCTAGTA ⋯  

EVP5oo— ACACCCAAAGTAG I GG ℃CGC 

Vp1 外 ：EV—K1+ ACC厂rATGAAAC／ I GTGC／TAAGGA 

EV—K2一 CCG，AGTAGGG／T( ACACGCAAC ⋯ ． 

内：EV71F+ AGGGG，AGAC／TAGG／AGTGGCAGATG ⋯⋯ 

EV71R— TCAATCATACTCTC ATCACTAG 

Vp1 外 ：CA16P1十 ATTGCAGACATGATTGACCAG 

CAl6P4～ GGA，CGGC／GACATACATGTACTGC ⋯ ． 

内：CA16P2． TGTGTC I GAACCATCACTCCAC ⋯ ‘ 

CA16P4～ GGA／CGGC／GACATACATGTACT( (： 

1．5 EV核酸提取 采用 TRIZOL—LS Reagent提取 

总EV RNA。取0．5 lg粪便溶解于 0．5～2ml生理盐 

水中．充分振荡混匀，5000dmin离心 5rain，取 1501xl 

上清液 f或 咽拭 子液1，加 TRIZOL—LS Reagent 

450~1，混匀，加 1201xl氯仿 ，2～8℃12000g离心 

15min．取上清液加 3001xl异丙醇，2 8qC12 000g离 

心 10min．沉淀物用 75％乙醇 200jxl洗脱 。2～8~C 

7500g离心 5min后去离子水溶解，冻存于一70℃。 

1．6 EV通用引物的 Ï 一PER检测 逆转录合成 

eDNA 反 应 ： 取 5 xAMV buffer 3．0 ，20mmol／L 

dNTPs 0．15tx1．随机六 聚体引 物 1．0tx1．Ev模 板 

101x1．cDNA反应液总体积为 l51xl，反应参数 ：42℃， 
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45min 采用套式 PCR检测 EV RNA．第一轮 PCR 

反应条件 ：cDNA模 板 51x1．10~PCR buffer 3．0~x1． 

20mmol／L dNTPs 0．151xl，501xmol／L EVP160／EVP580 

各 0．151xl，Taq酶 1U，反应液总体积共 30p~l，在 

PE6000型 DNA扩增仪上扩增 ，扩增参数：94c《=预变 

性 180s，94℃ 40s，55℃ 40s，72℃ 40s，扩增 30个循 

环。第二轮 PCR反应条件：取第一次 PCR产物3txl 

作 模板 ，用 50 mol／L EVP250／EVP 500引 物各 

0．151xl进行第二次扩增．扩增条件同第一轮 取第二 

轮 PCR产物 101xl用 2％琼脂糖凝胶电泳．EB染色 

(含 EB 0．5 g／m1)，IOOV电泳 30rain，紫外灯下观察， 

约于 312bD位置见清晰条带为阳性。每次均设肠道 

病毒标准 IYW 作阳性对照和PBS液阴性对照．标 

本处理 RNA提取、PCR扩增和凝胶电泳 PCR产物 

检测均在不同实验室进行 

1．7 RT—PCR特异检测 EV71和 CoxA16 采用 RT— 

nPCR检测 EV71和 CoxA16引物见表 1．第一轮 

PCR扩增反应条件基本同上述通用引物检测 EV． 

只是检测 EV71第二轮 PCR退火温度为 58cc．检测 

CoxA16第二轮 PCR退火温度为 56 ．片段大小分 

别为 193bp和 275bp 

1．8 统计学方法 配对计数资料采用 检验 ，P< 

0．05．差别有显著性意义 

2 结果 

2．1 手足口病肠道病毒 RT—nPCR检测结果 

用通用 引物 RT—nPCR检测共 56例病人 的标 

本 ．结果 37例病人呈现总肠道病毒阳性 ．阳性率 

66．1％ 再用 RT—nPCR方法 进行分型检测 ．检 出 

EV71阳性 15份 ．占标本总数的 26．8％：CoxA16阳 

性 13份 ，占标本总数的 23．2％：EV71和 CA16均阴 

性 9例．占标本总数的 16．1％ RT—nPCR分型检测 

结果见图 l， 

图 1 RT—nPCR分型检测电泳结果 

注：3和 7是EV71阳性；l，2，4，5，6是COXA16阳性；8是空白对照 

2．2不同性别婴幼儿童 EV71和 C0xA16检出情况 

对 56份临床诊断手足口病病例中．其中男 32 

例 ，女 25例 ，男女阳性率分别为 62．5％ (20／32)和 

68％(17／25)；EV7l男女阳性率分别为 31．3％ (10／32) 

和 20％(5／251；CoxA16男女阳性率分别为 18．8％(6／ 

32)N 28％(7／25)。经统计学处理 0．6575，P>0．05)， 

不同性别间 EV71及 C0xA16的发病率差别无统计 

学意义(见表 2)。 

表 2 手足口病病原体检测结果的性别分布(％) 

#：女 vs男，P>0．05 

2．3 不同年龄儿童 EV71和 CoxA16检出情况 

将病例分为 6个年龄组．5岁以下儿童是 EV 

感染的高危人群，占85．7％(48／56)。EV71感染者中 

最小年龄 11个月，最大 8岁(见表 3)。 
表 3 不同年龄段手足口病病原体检测结果(％) 

3 讨论 

人类肠道病毒(EV)属于小 RNA病毒科 ，有近 

70个血清型．包括脊髓灰质炎病毒 ．柯萨奇病毒 A 

组和 B组 ．埃可病毒以及新型肠道病毒 EV68—72 

型。EV感染较为常见，临床表现复杂多样．手足口 

病(HFMD)是其常见的临床表现之一 EV71是 1972 

年美国学者从一脑炎病人中分离出一种新型肠道病 

毒．是上世纪九十年代末在东南亚部分地区爆发流 

行的主要病原体[31。EV71感染以手足口病为主．部 

分出现严重的中枢神经系统感染．导致肺水肿和肺 

出血而死亡 2008年在我国的山东临沂和安徽阜阳 

河南等地区出现手足口病疫情．也主要由EV71型 

为主。我省的深圳和广州近年均有手足口病散发流 

行【 ．我县地处广东东北部山区．近年也出现 HFMD 

散发病例．以每年 4 6月间为发病高峰．为了了解 

在本地区出现的手足口病的血清型．我们收集了56 

例在我院住院和门诊就诊的手足口病病例．先采用 

肠道病毒 5’端保守的非编码区通用引物 lit—nPCR 

检测．并根据 EV71和 CoxA16病毒特异性引物．对 

通用引物阳性的病例进行 EV71和 Coxh16病毒的 

快速 RT—nPCR分型检测。结果显示．56例临床诊断 

0 O X 跚瑚 
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手足口病病例．37例肠道病毒通用引物 RT—nPCR 

检测呈阳性．阳性率为66．1％．敏感性略低于实时荧 

光定量 RT—PCR检出率阐。分型检测显示．在我县流 

行的手足口病病原体也主要是肠道病毒 EV71和 

CoxA16血清型 ，占 75．7％(28／37)．与在我省的深圳 

和广州流行情况相似．发病以婴幼儿为主 f年龄<5 

岁以下儿童1，不同性别之间无明显差别 

EV的临床检测方法主要有血清学方法和分子 

生物学方法。血清学方法包括补体结合试验、中和 

试验或ELISA法．但由于EV血清型繁多．并且许多 

血清型抗体间有交叉反应．特异性较差．加之抗体滴 

度感染 2周后才能达到检出水平 ．EV特异性血清 

学检测方法目前还不成熟，临床应用存在诸多限制 

近年发展的检测 EV感染的分子生物学方法主要有 

RT—nPCR和实时荧光定量 PCR．具有较高的敏感性 

和特异性 I5I 9】。我们采用的是套式 RT—nPCR技术．进 

行两次特异性引物PCR扩增．提高了检测结果的特 

异性，也避免一次 PCR扩增出现的假阴性，增加了 

检测的敏感性．RT—nPCR检测当天即可完成．是一 

种快速、敏感和特异的方法，适合应用于对EV感染 

的检测和早期诊断。我们检测的56例病人中．检测 

的标本包括粪便和呼吸道分泌物．采用 RT—nPCR 

均检测出EV。有报道该方法适用于呼吸道分泌物 、 

粪便、脑脊液和组织中Ev RNA的检测，是诊断EV 

感染的有效方法[61 

手足口病虽然是一种 自限性疾病．但 EV71型 

感染部分侵犯脑组织．可造成患儿死亡．对 EV71至 

今尚无疫苗预防．一旦发病没有特异性药物治疗．因 

此对 EV71等 EV采取有效的预防控制措施至关重 

要 包括加强对公共场所及托幼机构卫生的监测力 

度，实行早发现、早诊断、早报告、早隔离治疗 、早处 

理疫点等措施 
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关键词 ：鲍曼不动杆菌；耐药性 

鲍曼不动杆菌是一种不发酵糖类的革兰阴性杆 

菌，广泛分布于自然界，属条件致病菌，近年来，随着 

广谱抗菌药物、免疫抑制剂、侵入性医疗操作的广泛 

开展．使该菌已成为医院感染的主要病原菌，且常发 

展为多耐药或泛耐药菌I11 2]。为了解鲍曼不动杆菌感 
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染在我院临床分布特征及耐药性．笔者对我院 2008 

年 6月至 2010年 6月分离的鲍曼不动杆菌进行统 

计和分析．现报告如下 

1材料与方法 

1．1临床资料 患者基础疾病、侵入性操作 、抗菌药 

物、营养物质使用、症状转归通过与临床沟通和查阅 


