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病例病原学检测结果分析
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摘要：　 目的　 了解 ２０１５－２０１６ 年湖南省手足口病患儿的病原构成，为手足口病临床救治提供依据。 　 方法　 采集 ２０１５
年 ４ 月－２０１６ 年 ４ 月该院 ０ ～ ５ 岁手足口病住院患儿的咽拭子标本提取病毒 ＲＮＡ，用肠道病毒 ７１ 型（ ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ ７１，
ＥＶ７１）、柯萨奇病毒 Ａ 组 １６ 型（ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ａ１６， ＣＡ１６）及通用型肠道病毒（ＥＶ）核酸检测试剂盒进行病原学检测，并对

通用型肠道病毒核酸（ＥＶ－ＲＮＡ）阳性的标本测序确定型别。 　 结果　 共纳入患儿 １ ２２６ 名，男 ７７８ 例，女 ４４８ 例。 ＣＡ１６－
ＲＮＡ 阳性占 ７􀆰 ２％，ＥＶ７１－ＲＮＡ 阳性占 １９􀆰 ０％，ＥＶ－ＲＮＡ 阳性占 ７３􀆰 ８％。 不同性别患儿各病毒构成差异无统计学意义（Ｐ＞
０􀆰 ０５），不同年龄组、轻重型病例患儿各病毒构成差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 ０～岁组 ＥＶ７１－ＲＮＡ（９􀆰 ７％）构成比低于 ４
～岁组（３３􀆰 ７％） 与 １ ～ 岁组（１８􀆰 ９％），而 ＥＶ－ＲＮＡ 构成比（８４􀆰 ５％） 高于 ４ ～ 岁组（５８􀆰 ６％） 与 １ ～ 岁组 （７３􀆰 ６％） （Ｐ ＜
０􀆰 ０１２５），重型病例组患儿 ＥＶ７１－ＲＮＡ 构成（２８􀆰 ８％）高于轻型病例组（１３􀆰 ３％），而 ＥＶ－ＲＮＡ（７８􀆰 ９％）低于轻型病例组

（６５􀆰 ０％）（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 春季 ＣＡ１６－ＲＮＡ 与 ＥＶ７１－ＲＮＡ 构成比明显高于其他季节，而 ＥＶ－ＲＮＡ 的构成比低于其他季节（Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 对通用型肠道病毒阳性标本测序分型发现其亚型主要为 ＣＡ６（６９􀆰 ４％）、ＣＡ１０（１４􀆰 ７％）、ＣＡ２（８􀆰 ５％），同时检测到
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Ｗｎｔ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路相关蛋白 β －ｃａｔｅｎｉｎ、ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１ 的蛋白表达，结果显示，β－ｃａｔｅｎｉｎ、ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 的蛋

白表达均显著下调。
综上所述，ＲＮＡ 干扰 ｇａｌｅｃｔｉｎ－３ 的表达可通过抑

制 Ｗｎｔ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路降低宫颈癌细胞的增殖，
促进细胞的凋亡。 该研究为宫颈癌的分子诊断及靶向

治疗提供了一定的理论依据。
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了埃柯病毒、柯萨奇病毒 Ｂ 组等其它型别。 　 结论　 ２０１５－２０１６ 年湖南省儿童医院不同季节、不同年龄组、轻重程度不同

手足口病患儿病原分布有差异，病原体以柯萨奇病毒 Ａ 组的 ＣＡ６、ＣＡ１０ 为主。
关键词：　 手足口病； 病毒分型； 构成比

中图分类号：Ｒ５１２．５　 文献标识码：Ｂ　 文章编号：１００６－３１１０（２０１７）１２－１５２９－０３　 ＤＯＩ：１０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００６－３１１０．２０１７．１２．０３５

　 　 手足口病是由肠道病毒引起的急性传染病，多发

生于学龄前儿童，尤以 ３ 岁以下年龄组发病率最高。
病人和隐性感染者均为传染源，主要通过消化道、呼吸

道和密切接触等途径传播，主要症状表现为手、足、口
腔等部位的斑丘疹、疱疹。 引起手足口病的病原组成

较为复杂，其中以 ＥＶ７１ 及 ＣＡ１６ 型最为常见，但近年

来其它肠道病毒比例不断升高［１－２］，引起了研究者和

临床的关注。 从 ２００８－２０１４ 年，柯萨奇病毒 ６ 型、１０
型感染所致的手足口病在全球多个国家和地区暴

发［３－６］。 因此有必要监测非 ＥＶ７１ 非 ＣＡ１６ 病毒型所

致手足口病的流行状况。 本文对 ２０１５ 年 ４ 月－２０１６
年 ４ 月湖南省儿童医院手足口病咽拭子标本的病原学

检测结果进行分析，以了解导致手足口病的病原体分

布情况，掌握变化趋势，对手足口病的诊疗、疫情的防

控有积极作用。

１　 对象与方法

１􀆰 １　 研究对象　 ２０１５ 年 ４ 月－２０１６ 年 ４ 月，在湖南省

儿童医院住院治疗的 ０ ～ ５ 岁手足口患儿全部纳入本

研究。 该院是湖南省的三级甲等专科医院，也是长沙

地区手足口病唯一的定点收治医院，接收来自长沙及

周边地区的手足口病患者。 手足口病患者的诊断符合

卫生部 ２０１０ 版《手足口病诊疗指南》，采集 ０ ～ ５ 岁的

患儿发病 ３～５ ｄ 内的咽拭子标本共 １ ２２６ 例进行病原

学检测。 １ ２２６ 名患儿中，男 ７７８ 例，女 ４４８ 例。
１􀆰 ２　 研究方法

１􀆰 ２􀆰 １　 标本采集　 用专用棉签适度拭抹咽后壁和两

侧扁桃体部位，采集后迅速将棉签放于盛有生理盐水

的采样管密封送检。
１􀆰 ２􀆰 ２　 核酸抽提及检测　 采用江苏默乐生物有限公

司生产的 ＥＶ７１、ＣＡ１６ 及通用型肠道病毒（ＥＶ）核酸检

测试剂盒（荧光 ＰＣＲ 法），按说明书操作。 用胍盐裂解

的柱式离心法从样本中抽取病毒 ＲＮＡ，然后按说明书

要求加入各种试剂后放在 ＡＢＩ７５００ 实时荧光定量

ＰＣＲ 仪上检测。 ＥＶ 通用型、ＥＶ７１ 型试剂盒检测阳性

标本判为 ＥＶ７１ 阳性；ＥＶ 通用型、ＣｏｘＡ１６ 型试剂盒检

测阳性标本判为 ＣｏｘＡ１６ 阳性； ＥＶ 通用型阳性而

ＥＶ７１ 和 ＣｏｘＡ１６ 型均阴性的标本判为非 ＥＶ７１ 非 Ｃｏｘ⁃
Ａ１６ 型肠道病毒阳性。 ＥＶ 通用型包括柯萨奇病毒 Ａ

组 ＣＡ２、ＣＡ４－ ７、ＣＡ９、ＣＡ１０、ＣＡ１２，柯萨奇病毒 Ｂ 组

ＣＢ１－５，埃柯病毒 ＥＣＨＯ６、ＥＣＨＯ９－１１、ＥＣＨＯ１３－２１、
ＥＣＨＯ２４－２５、ＥＣＨＯ３０、ＥＣＨＯ３３，脊髓灰质炎病毒 ｐｏｌｉ⁃
ｖｉｒｕｓ１－３ 和人肠道病毒 Ｈｕｍａｎ ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ ９０。
１􀆰 ２􀆰 ３　 样本型别的确定　 将判为非 ＥＶ７１ 非 ＣｏｘＡ１６
型肠道病毒（ＥＶ 通用型、ＥＶ－ＤＮＡ）阳性的标本 ２７４ 例

进行核酸抽提后进行 ＰＣＲ，将得到的 ＰＣＲ 产物通过凝

胶电泳电泳，证实 ２７４ 例扩增片段正确无误，且电泳图

谱条带正确。 送上海生物工程有限公司进行测序，将
测序结果通过 ＮＣＢＩ 数据库进行 ＢＬＡＳＴ 比对，以确定

样本型别。 其中有 １６ 例因标本量少或存放等原因没

有测序结果。
１􀆰 ２􀆰 ４　 统计分析　 采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件对资料进行

统计学分析，各组构成比的比较采用 χ２ 检验，Ｐ＜０􀆰 ０５
为差异有统计学意义。 不同年龄组患儿病毒构成比两

两比较采用 χ２ 分割，检验水准调整为 ０􀆰 ０１２５。

２　 结　 果

２􀆰 １　 手足口病病原与患者年龄、性别的关系 　 本研

究共纳入研究对象 １ ２２６ 人， ＣＡ１６ － ＲＮＡ 阳性占

７􀆰 ２％，ＥＶ７１ －ＲＮＡ 阳性占 １９􀆰 ０％，ＥＶ －ＲＮＡ 阳性占

７３􀆰 ８％。 男、女性各病毒在男、女性别患儿中的分布情

况见表 １，差异无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 不同病毒在

不同年龄组的分布差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５），０ ～
岁组 ＥＶ７１－ＲＮＡ 构成比低于 ４ ～ 岁组与 １ ～ 岁组，而
ＥＶ－ＲＮＡ 构成比高于 ４～岁组与 １～岁组（Ｐ＜０􀆰 ０１２５），
患儿病毒构成比较差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０１２５）。

表 １　 不同年龄、性别组手足口病患儿

肠道病毒检测情况（ｎ，％）

特征 例数 ＣＡ１６－ＲＮＡ ＥＶ７１－ＲＮＡ ＥＶ－ＲＮＡ χ２ 值 Ｐ 值

性别 男 ７７８ ５６（７􀆰 ２） １４３（１８􀆰 ４） ５７９（７４􀆰 ４） ０􀆰 ５４３ ０􀆰 ７６２
女 ４４８ ３２（７􀆰 １） ９０（２０􀆰 １） ３２６（７２􀆰 ８）

年龄（岁） ０～ ２６４ １５（５􀆰 ８） ２５（９􀆰 ７） ２１８（８４􀆰 ５） ２３􀆰 ３０６ ＜０􀆰 ００１
１～ ９０１ ６０（７􀆰 ５） １５１（１８􀆰 ９） ５８８（７３􀆰 ６）∗

４～ ６１ １３（７􀆰 ７） ５７（３３􀆰 ７） ９９（５８􀆰 ６）∗

合计 １ ２２６ ８８（７􀆰 ２） ２３３（１９􀆰 ０） ９０５（７３􀆰 ８）

　 　 注：∗经 χ２ 分割，与 ０～岁组比较 Ｐ＜０􀆰 ０１２５。

２􀆰 ２　 手足口病病原与疾病严重程度的关系　 见表 ２。
轻型病例与重型病例检出的病原构成差异有统计学意

义（Ｐ＜０􀆰 ００１），重型病例组患儿 ＥＶ７１－ＲＮＡ 构成比高

于轻型病例组。
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表 ２　 不同严重程度手足口病类型的病原构成（ｎ，％）

病例类型 例数 ＣＡ１６－ＲＮＡ ＥＶ７１－ＲＮＡ ＥＶ－ＲＮＡ χ２ 值 Ｐ 值

轻型病例 ７７４ ６０（７􀆰 ８） １０３（１３􀆰 ３） ６１１（７８􀆰 ９） ４４􀆰 ２８７ ＜０􀆰 ００１
重型病例 ４５２ ２８（６􀆰 ２） １３０（２８􀆰 ８） ２９４（６５􀆰 ０）
合计 １ ２２６ ８８（７􀆰 ２） ２３３（１９􀆰 ０） ９０５（７３􀆰 ８）

２􀆰 ３　 手足口病病原季节分布　 不同季节的手足口病

患儿的病原构成差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ００１），春季

ＣＡ１６－ＲＮＡ 与 ＥＶ７１－ＲＮＡ 的构成比明显高于其他季

节，而 ＥＶ－ＲＮＡ 的构成比低于其他季节，见表 ３。
表 ３　 不同季节的手足口病病原构成（ｎ，％）

季节 例数 ＣＡ１６－ＲＮＡ ＥＶ７１－ＲＮＡ ＥＶ－ＲＮＡ 合计 χ２ 值 Ｐ 值

春 １５８ ２２（１３􀆰 ９） ６７（４２􀆰 ４） ６９（４３􀆰 ７） １５８ １２８􀆰 ８０８ ０􀆰 ０００
夏 ４００ １５（３􀆰 ８） ８０（２０􀆰 ０） ３０５（７６􀆰 ３） ４００
秋 ４１２ ３２（７􀆰 ８） ２６（６􀆰 ３） ３５４（８５􀆰 ９） ４１２
冬 ２５６ １９（７􀆰 ４） ６０（２３􀆰 ４） １７７（６９􀆰 １） ２５６

２􀆰 ４　 通用型肠道病毒测序分析　 对检测出的 ９０５ 例

通用型肠道病毒阳性的手足口病患儿标本中，随机选

择了 ２７４ 例进行测序分析，检测分析出 ２５８ 例结果，１６
例因标本量少等原因没有检测到结果。 ２５８ 例中，柯
萨奇病毒 Ａ（ＣＡ６）组构成比最高，其次是 ＣＡ１０、ＣＡ２；
另外，检测出埃柯病毒、柯萨奇病毒 Ｂ 组等其它型别，
见表 ４。

表 ４　 ２５８ 例通用型肠道病毒检出阳性的

手足口病病原型别分布

型别 例数 构成比（％）
ＣＡ６ １７９ ６９􀆰 ４
ＣＡ１０ ３８ １４􀆰 ７
ＣＡ２ ２２ ８􀆰 ５
ＣＡ５ ６ ２􀆰 ３
ＣＡ１２ １ ０􀆰 ３９
ＣＡ１６ ２ ０􀆰 ７８
ＣＢ３ １ ０􀆰 ３９
ＣＢ６ ２ ０􀆰 ７８
ＥＶ１２ １ ０􀆰 ３９
ＥＶ１７ １ ０􀆰 ３９
ＥＶ１７ 亚型 １ ０􀆰 ３９
ＥＣＨＯ９ １ ０􀆰 ３９
ＥＣＨＯ１３ １ ０􀆰 ３９
ＥＣＨＯ１８ ２ ０􀆰 ７９
合计 ２５８ １００􀆰 ００

３　 讨　 论

引起手足口病的肠道病毒有很多种，其中最常见

的是柯萨奇病毒 Ａ 组 １６ 型（Ｃｏｘｓａｃｈｉｅｖｉｒｕｓ Ａ １６， Ｃｏｘ⁃
Ａ１６）和肠道病毒 ７１ 型（ ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓｅｓ ７１， ＥＶ７１）。 近

年来，非 ＥＶ７１ 非 ＣｏｘＡ１６ 型肠道病毒感染率升高，具
有超过 ＥＶ７１ 或 ＣｏｘＡ１６ 的趋势，其中 ＣｏｘＡ１０ 和 Ｃｏｘ⁃
Ａ６ 曾引起了世界上出现多次散发或暴发的手足口病

流行［７－９］。 在本研究纳入的 １ ２２６ 例研究对象中，检测

出了 ９０５ 例 非 ＥＶ７１ 非 ＣｏｘＡ１６ 型 肠 道 病 毒， 占

７３􀆰 ８％；检测出 ２３３ 例 ＥＶ７１，占 １９％，检测出 ８８ 例

ＣｏｘＡ１６ 型，占 ７􀆰 ２％。 全国 ２０１３ 年 １－３ 月手足口病病

原学分析，非 ＥＶ７１ 非 ＣｏｘＡ１６ 型肠道病毒占 ４４％，与
２０１２ 年同期相比，其他肠道病毒所占比例显著上升

（增加 ２６ 个百分点） ［１０］；湖南省 ２０１５ 年手足口病原学

分析，非 ＥＶ７１ 非 ＣｏｘＡ１６ 型肠道病毒占 ４７􀆰 １５％［１１］，
非 ＥＶ７１ 非 ＣｏｘＡ１６ 型肠道病毒所占比例在逐年上升，
并成为了主要的手足口病病原体，本研究进一步检测

分析发现非 ＥＶ７１ 非 ＣｏｘＡ１６ 型肠道病毒中主要为

ＣＡ６、ＣＡ１０。 本研究也发现重型病例组患儿 ＥＶ７１ －
ＲＮＡ 构成比高于轻型病例组。

本研究同时揭示了不同性别的手足口病患儿病原

构成无差异，但不同年龄组患儿的病原构成差异有统

计学意义，与其它地区的检测结果一致［１２－１５］。 手足口

病全年均可发病，但不同季节，手足口病患儿病原构成

有差异，春季 ＣＡ１６－ＲＮＡ 与 ＥＶ７１－ＲＮＡ 构成比高于

其他季节，而 ＥＶ－ＲＮＡ 的构成比低于其他季节，与国

内其它地方的报道基本一致［１５］。
综上所述，今后应加强对手足口病病原学监测，同

时也应对 ＥＶ７１ 和 ＣｏｘＡ１６ 以外的其他肠道病毒分型

的研究，重点关注＜３ 岁婴幼儿，发现病例及时治疗，减
少重症病例的发生。
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