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摘要：目的　了解手足口病患者ＥＶＡ７１、ＣＶＡ１６与ＣＶＡ６三种肠道病毒咽拭子病毒载量与病毒分离结

果之间的关系。方法　克隆含肠道病毒特异核酸片段质粒，使用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ建立标准曲线，记录阳性咽

拭子ＣＴ值，计算ＥＶＡ７１、ＣＶＡ１６与ＣＶＡ６三种肠道病毒患者咽拭子病毒载量。使用人横纹肌瘤细胞

分离培养这３种肠道病毒，比较病毒分离阳性和阴性咽拭子病毒载量间的差异。结果　３种肠道病毒分离

阳性咽拭子ＣＴ值的平均值和中位数都小于２９，明显低于分离阴性咽拭子。患者咽拭子中，ＥＶＡ７１、ＣＶ

Ａ１６和ＣＶＡ６的每毫升病毒载量平均值分别为１０８．２７、１０８．４２和１０８．６９，ＣＶＡ１６与ＣＶＡ６分离阳性咽拭子

病毒载量显著高于分离阴性咽拭子的病毒载量 （犘＜０．０５）。结论　手足口病患者咽拭子经ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

检测后，选择ＣＴ值较低标本分离肠道病毒能提高病毒分离阳性率，从而为基层实验室常规工作节约人力

物力成本。
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　　手足口病是一种常见的儿童肠道传染病，多感

染５岁以下幼儿，可由多种肠道病毒引起，自

２００８年全国范围内的手足口病疫情暴发以来，手
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足口病的感染率急剧上升，已经累计感染７００多万

人［１］，２０１０－２０１２年，北京市累计报告１１万多例

手足口病患者［２］。由我国研发的ＥＶＡ７１疫苗已于

２０１６年上市，有报道显示，随着ＥＶＡ７１疫苗的

上市和各项防控措施的实施，手足口病并没有销声

匿迹，病原谱出现了新的变化［３］。因此，继续开展

手足口病病原体研究，有利于深入了解手足口病，
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为制定相应防控措施提供依据。

ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和病毒分离培养是手足口病实

验室检测的２种常用方法
［４］。ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ灵敏

度高，并且能快速检测患者咽拭子内的病毒载量，

是开展病原体监测的主要使用方法。病毒分离培养

主要用于分离病毒毒株，以便进一步分析病毒流行

及遗传变异情况，该方法用时较长，人力物力消耗

较大［５］。开展手足口病监测及病原检测以来，基层

疾病预防控制中心实验室积累了大量数据，挖掘这

２种不同实验方法数据的关联性，探索咽拭子病毒

载量与病毒分离阳性率间的关系，有助于提高病毒

分离培养效率，节省实验室人力物力成本。

１　材料与方法

１１　标准曲线建立　使用引物５′ＣＣＧＧＣＣＣＣＴ

ＧＡＡＴＧＣＧＧＣＴＡＡＴＣ３′，５′ＧＡＡＣＡＴＧＴＧＡＧ

ＣＡＡＡＡＧＧＣＣＡＧＣ３′，扩增肠道病毒 ＶＰ１特异

性核酸片段 （５１７ｂｐ，５０～５６６），由北京诺赛基因

组研究中心有限公司克隆ＰＭＤ１８Ｔ载体，制备质

粒，质粒经测序验证特异核酸片段的存在。采用美

国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司Ｑｕｂｉｔ２．０测定质粒浓度，按照

以下公式计算质粒浓度：

ＤＮＡ模板浓度 （拷贝／μｌ）＝
犆×１０－９×６．０２×１０２３

犕×６６０

式中，犆为质粒ＤＮＡ的质量浓度１２．９ｍｇ／Ｌ，

犕 为质粒ＤＮＡ的碱基对数３２０９ （空载体碱基对

数＋插入目的片段碱基对数，本试验ｐＭＤ１８Ｔ为

２６９２ｂｐ，插入目的片段为５１７ｂｐ），６．０２×１０
２３为

阿佛加德罗常数计算个数。

连续１０倍稀释质粒提取液，制备１～１０
－６倍

梯度标准品，使用江苏硕世生物科技有限公司肠道

病毒通用病毒核酸检测试剂盒检测。实时荧光定量

ＰＣＲ仪采用 ＡＢＩ公司 ＡＢＩ７５００，使用 ７５００ｆａｓｔ

ｓｙｓｔｅｍｓｏｆｔｗａｒｅ软件，手动设定基线和阈值，自

动生成标准曲线。扩增效率＝１０－１
／斜率
－１。

１２　标本及资料来源　依据 《手足口病诊疗指南

（２０１８年版）》
［６］，以北京儿童医院为哨点医院，

２０１５－２０１７年每年３－５月开展监测，选择发病

４８ｈ内手足口病患者，由接受统一培训专业人员

采集患者咽拭子，咽拭子于４～８℃冷藏，２４ｈ内

送北京市西城区疾病预防控制中心检测，咽拭子检

测后于－８０℃保存。

１３　核酸检测与病毒载量测定　吸取咽拭子液

１４０μｌ，使用德国 ＱＩＡＧＥＮ 公司 ＱＩＡａｍｐＶｉｒａｌ

ＲＮＡＭｉｎｉＫｉｔ试剂盒按照说明书提取ＲＮＡ，８０μｌ

洗脱提取产物。ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测使用江苏硕世

生物科技有限公司通用肠道病毒核酸检测试剂盒、

ＥＶＡ７１／ＣＶＡ１６分型试剂盒和 ＣＶＡ６试剂盒，

每个体系上样５μｌ。咽拭子先经通用肠道病毒核酸

检测试剂盒检测，阳性者经ＥＶＡ７１／ＣＶＡ１６分型

试剂盒和ＣＶＡ６试剂盒分型。经检测共收集轻症

手足口病患者ＥＶＡ７１阳性咽拭子６３份，ＣＶＡ１６

阳性咽拭子６３份，ＣＶＡ６阳性咽拭子６８份，记

录这些咽拭子通用肠道病毒核酸检测ＣＴ值，ＣＴ

值代入标准曲线，计算扩增体系中 ＤＮＡ 模板浓

度，每毫升咽拭子病毒载量＝扩增体系中ＤＮＡ模

板浓度×１００００×１４０／８０。

１４　病毒分离　选择指数生长期的ＲＤ细胞，将

１．３选择的咽拭子悬液与 ＲＤ 细胞 ３７ ℃ 作用

２０ｍｉｎ后，把染毒的细胞置于含５％ＣＯ２ 的恒温箱

中，３７℃培养７ｄ，连续接种３代。培养过程中观

察细胞形态变化，若细胞染毒４８ｈ后开始出现圆

缩脱落，经ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ方法确认，即为病毒分

离阳性。

１５　统计学分析　采用Ｅｘｃｅｌ２００７软件建立数据

库，ＣＴ值采用均数、中位数、四分位数表示。用

ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，核酸载量比较采

用对数转换后进行单因素方差分析，犘＜０．０５为差

异有统计学意义。

２　结　果

２１　 标 准 曲 线 的 建 立 　犢 ＝ －３．３７ｌｏｇ犡 ＋

５６．９８７０８３，决 定 系 数 犚２ 为 ０．９９４，斜 率 为

－３．３７１，扩增效率犈为９８．０％。质粒标准品原液

浓度为３．７×１０９拷贝／μｌ。

２２　ＥＶＡ７１、ＣＶＡ１６和ＣＶＡ６病毒细胞分离

阳性与阴性咽拭子ＣＴ值分布情况　３种肠道病毒

分离阳性咽拭子ＣＴ值的平均值和中位数都小于

２９，明显低于分离阴性咽拭子。ＣＶＡ６病毒分离

阳性咽拭子ＣＴ值的平均值和中位数最小，分别为

２６．５４和２６．８３，ＥＶＡ７１病毒分离阳性咽拭子ＣＴ

值的平 均值 和中 位 数 最 大，分 别 为 ２８．５３ 和

２８．６９。ＥＶＡ７１和ＣＶＡ１６病毒分离阴性咽拭子

ＣＴ值的平均值和中位数都大于３０ （表１）。

２３　ＥＶＡ７１、ＣＶＡ１６和ＣＶＡ６病毒细胞分离

阳性与阴性咽拭子病毒载量比较　ＥＶＡ７１、ＣＶ

Ａ１６和ＣＶＡ６病毒咽拭子每毫升病毒载量平均值

分别为１０８．２７、１０８．４２和１０８．６９，３种病毒咽拭子病毒

载量差异无统计学意义 （犉＝２．３３，犘＝０．１）。３

种病毒分离阳性咽拭子每毫升病毒载量的平均值分
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别为１０８．４４、１０８．８２和１０９．０４，ＣＶＡ１６与ＣＶＡ６分

离阳性咽拭子病毒载量显著高于分离阴性咽拭子病

毒载量 （犘＜０．０５），ＥＶＡ７１分离阳性咽拭子与分

离阴性咽拭子病毒载量比较，犘＝０．０７４ （表２）。

表１　３种肠道病毒病毒分离阳性和阴性咽拭子ＣＴ值

病毒分

离结果

咽拭子

份数

ＣＴ值

均值 中位数 四分位数（犘２５～犘７５）

ＥＶＡ７１

　阴性 ２０ ３０．３８ ３１．５３ ２５．３４～３４．８３

　阳性 ４３ ２８．５３ ２８．６９ ２５．８８～３０．７１

ＣＶＡ１６

　阴性 ３１ ３０．０１ ３０．７３ ２８．００～３２．３９

　阳性 ３２ ２７．２５ ２６．９１ ２５．２５～２９．７５

ＣＶＡ６

　阴性 ３９ ２８．５９ ２８．４８ ２６．０２～３０．２７

　阳性 ２９ ２６．５４ ２６．８３ ２３．５５～２９．３９

表２　３种肠道病毒细胞分离阳性与阴性咽拭子病毒载量比较

病毒分离结果 咽拭子份数 病毒载量 （ｌｇ拷贝／ｍｌ） 犘值

ＥＶＡ７１

　阴性 ２０ ７．８９±１．５３ ０．０７ａ

　阳性 ４３ ８．４４±０．８７

　均值 ６３ ８．２７±１．１４

ＣＶＡ１６

　阴性 ３１ ８．０１±１．２５ ＜０．０５ａ

　阳性 ３２ ８．８２±０．７５

　均值 ６３ ８．４２±１．１０

ＣＶＡ６

　阴性 ３９ ８．４３±０．９９ ＜０．０５ａ

　阳性 ３２ ９．０４±１．２２

　均值 ６８ ８．６９±１．１３

　　注：表中的犘值为同种病毒分离阳性和阴性咽拭子的病毒载

量比较；表中三种病毒分离阴性咽拭子病毒载量比较，犘＝０．１９；

三种病毒分离阳性咽拭子病毒载量比较，犘＝０．０３；三种病毒咽拭

子平均病毒载量比较，犘＝０．０１。

２４　３种病毒分离阳性咽拭子核酸载量比较　ＥＶ

Ａ７１、ＣＶＡ１６和ＣＶＡ６病毒细胞分离阳性咽拭子

病毒载量差异有统计学意义 （犘＝０．０３），见表２。

两两比较，ＥＶＡ７１病毒分离阳性咽拭子核酸载量

低于ＣＶＡ６ （犘＝０．０１），而ＣＶＡ１６与ＣＶＡ６病

毒分离阳性咽拭子核酸载量差异无统计学意义

（犘＝０．３９）。

３　讨　论

肠道病毒属于微小核糖核酸病毒科的肠道病毒

属，目前已发现７０多种型别，其中２０多种型别可

以引起手足口病，ＣＶＡ１６ 和 ＥＶＡ７１ 最为常

见［７８］。有报道显示，近年来，手足口病病原谱发

生了新的变化，ＣＶＡ６的感染率逐渐升高，在有

些地区已成为引起手足口病的主要病原体［９］。另

外，感染 ＣＶＡ６的非典型手足口病病例也有报

道［１０］。手足口病的高患病率和病原体的多样性为

手足口病防控工作带来了很大挑战。

本研究发现，３种肠道病毒分离阳性咽拭子

ＣＴ值的平均值和中位数都小于２９，明显低于分离

阴性咽拭子。ＣＶＡ１６与ＣＶＡ６病毒分离阳性咽

拭子病毒载量显著高于分离阴性咽拭子病毒载量，

ＥＶＡ７１病毒分离阳性咽拭子与分离阴性咽拭子病

毒载量差异无统计学意义，这可能受到样本数量的

影响。手足口病年平均发病率为 （５４～３１８）／

１０万人，８０％以上患者经ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ方法检测

阳性［１１］。通过细胞培养分离病毒毒株是深入了解

肠道病毒流行与变异情况的重要前提，但该方法实

验周期较长，本研究结果显示手足口病患者咽拭子

经ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测后，选择ＣＴ值较小标本分

离肠道病毒能提高病毒分离阳性率。

另外，本研究给出了患者感染ＥＶＡ７１、ＣＶ

Ａ１６和ＣＶＡ６后发病４８ｈ内咽拭子病毒载量的平

均值：１０８．２７、１０８．４２和１０８．６９，高于黎梅花等
［１２］的

报道，这可能是由于该报道中患者采样部位和核酸

提取试剂盒与本研究不同引起。对３种病毒分离阳

性咽拭子核酸载量比较发现，ＥＶＡ７１病毒分离阳

性咽拭子核酸载量低于 ＣＶＡ６，而 ＣＶＡ１６与

ＣＶＡ６病毒分离阳性咽拭子核酸载量差异无统计

学意义，其具体原因仍需要深入研究。

总之，本研究收集ＥＶＡ７１、ＣＶＡ１６和ＣＶ

Ａ６病毒患者咽拭子，咽拭子经ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测

后分离培养肠道病毒，通过分析２种实验方法结

果，为 “选择ＣＴ值较小标本分离肠道病毒能提高

病毒分离阳性率”这一推论提供了具体数据支持。
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刘磊

论文撰写规范

“四舍五入”是在科学研究中常常遇到的对有效数值的取舍问题。在选定有效

数字位数之后遇４则舍，遇６则进，这已是人所共知的事，在此不再赘述，但遇

５是舍，还是进，目前尚不统一。我们查阅了多种国内著名的学术期刊的稿约，他

们提出在５前遇奇数则进，遇偶数 （包括零）则舍的原则来处理有效数值的取舍。

本刊将采用此原则。举例：如１．２３５，若取有效数值为小数点后两位数，则５应

进，为１．２４，属５前遇奇则进原则；又如１．２２５或１．２０５，则５应舍，为１．２２或

１．２０，属５前遇偶则舍的原则。本刊希望作者来稿中对有效数值的取舍按此原则

作数据处理。
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