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菏泽市 2013年手足口病病毒核酸检测结果分析
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摘要:目的：分析 2013年菏泽市手足口病病原学检测结果，为手足口病疫情研判和综合防治提供参考资料。

方法：收集菏泽市九县区手足口病诊疗定点医疗医院采集的手足口病临床确诊病例的粪便、肛拭子或咽

拭子标本，提取样本核酸，用实时荧光定量 PCR法检测新肠道病毒 71型（EV71）、柯萨奇病毒 A16型

（CA16）和非 EV71、CA16的其他肠道病毒（EV）。结果：2013年菏泽市全年都有 HFMD病例报告，

病原以 EV71为主，在不同区域、年龄、月份有均明显统计学差异。
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手足口病（Hand, foot and mouth disease，HFMD）是多种病毒引起的，发病以手、足、口、臀部位出

现皮疹或疱疹等症状的传染病。该病为一种自限性疾病，大多可在一周内痊愈，但也有少数重症患儿出

现脑膜炎、心肌炎等合并症，病程进展迅速，病死率较高[1,2]。2008年手足口病被纳入法定丙类传染病管

理。研究证实，新肠道病毒 71型（EV71）、柯萨奇病毒 A16型（CA16）是引起手足口病的主要病原

[2,3]。近年来，菏泽市手足口病病例不断上升，为掌握 2013年菏泽市手足口病病原学及特点，对 2013年

菏泽市九县区手足口病诊疗定点医院及疾病控制中心采集的 575例临床诊断病例标本进行新肠道病毒

71型（EV71）、柯萨奇病毒 A16型（CA16）核酸检测，现将检测结果整理如下。

1 材料与方法

1.1 标本 2013年菏泽市九县区手足口病诊疗定点医疗医院采集的手足口病临床诊断病例粪便、肛拭子或

咽拭子标本 575例。

1.2 方法

1.2.1 标本的采集与处理 采集手足口病临床诊断病例发病 3天内的粪便、肛拭子或咽拭子标本，低温运

至菏泽市疾病预防控制中心手足口病实验室，立即处理或70℃保存。根据《2009年手足口病防控指南》

[4]中粪便标本处理方法对标本进行处理。具体方法为：取粪便标本 5g置于 10mL含 10%氯仿和玻璃珠的

PBS液中；剧烈震荡 30min；3000rpm离心 30min，取上清置于离心管中，再 3000rpm离心 30min；处理

好的上清立即提取核酸或70℃保存。肛拭子、咽拭子标本剧烈震荡 10min，弃去棉拭子，3000rpm离心

30min，取上清直接提取核酸或70℃保存。
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1.2.2 主要试剂及仪器   RNA提取试剂盒：Roche High Pure Viral RNA Kit (瑞士 Roche公司)；荧光定量

PCR试剂盒：Enterovirus type 71 real time RT-PCR kit, Coxsackievirus virus A16 real time RT-PCR kit（中国

广州 中山达安基因股份有限公司）；SteponePlusTM Real-Time PCR System（美国 ABI）。

1.2.3病毒核酸检测 病毒 RNA提取按试剂盒说明操作；Real Time RT-PCR扩增预混合试剂操作按试剂盒

说明进行，反应如下：逆转录：40℃，25min；预扩增：90℃，3min；扩增：93℃，15s→55℃，45s，

40cycles。结果分析实行扩增曲线和 Ct值分析，待检样品 FAM通道有明显扩增曲线且 Ct≤34.9报告为阳

性。

1.3 统计分析 Micrsoft Excel 2003建立数据库，SPSS 17.0统计软件进行统计学分析处理，检验水准

α=0.05(双侧 )。

2 结果

2.1 核酸检测结果分析

2013年共采集手足口病病例标本 575份。实时定量 PCR核酸检测结果显示，575份标本中核酸阳性

标本 502份，检出率 87.30%（502/575）。其中，EV71阳性标本数 379份，阳性率为 75.50%（379/502）；

其次是非 EV71、CA16的其他肠道病毒（EV）阳性数 115例，阳性率为 22.91%（115/502）；与 EV71、

EV相比，2013年 CA16阳性率较低，只检出病例标本 8例，阳性率仅为 1.59%（8/502）。

2.2 不同性别、年龄核酸检测结果分析

502份阳性病例标本中，男性病例 332例，女性病例 170例，男女性别比例为 1.95:1，无统计学差异

（χ2=0.03，P=0.868）。从年龄上看，最小 2个月，最大 7岁。不同年龄组之间，EV71、EV、CA16阳

性数构成比有明显统计学差异（χ2=24.09，P=0.007）。与其他年龄组相比，1～岁组，EV71阳性数构成

比、EV阳性数构成比分别为 39.05%、44.35%，均为年龄组中最高。2～岁组，CA16阳性数构成比为 100%，

高于其他年龄组；其次是 EV和 EV71，分别为 36.52%、30.87%，低于 1～岁组高于其他年龄组。3～5岁

及≥5岁组，EV71、EV阳性数构成比分别为 23.48%、20.52%，均低于 1～2岁组(χ2=6.84，P=0.009；

χ2=6.17，P=0.013)。见表 1。

                             表 1 不同年龄阶段核酸检测结果分析

EV71 　 CA16 　 EV 　 合计年龄(岁)
阳性数 构成比% 　 阳性数 构成比% 　阳性数 构成比% 　总阳性数 构成比%

0～ 25 6.60 0 0 8 6.96 33 6.57 

1～ 148 39.05 0 0 51 44.35 199 39.64 

2～ 117 30.87 8 100 42 36.52 167 33.27 

3～ 51 13.46 0 0 10 8.70 61 12.15 

4～ 24 6.33 0 0 2 1.74 26 5.18 
≥5 14 3.69 0 0 2 1.74 16 3.19 
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合计 379 100 　 8 100 　 115 100 　 502 100 

2.3 不同地域核酸检测结果分析

2013年菏泽市九县区均有手足口病病例出现，但核酸阳性检出率各县区有显著的统计学差异

（χ2=41.31，P=0.000）；从检测结果看，鄄城县阳性标本检出率最高达 96.67%，郓城县检出率最低

77.05%。EV71病例分布在各县区，单县阳性率最高 88.14%，其次是牡丹区 87.30%，东明最低 50.00%。

CA16发病率在九县区均较低，仅在定陶（1例）、巨野（6例）、东明（1例）出现散发病例。EV阳性

率在九县区各有不同，东明最高（47.73%），其次是曹县（32.73%），单县最低（11.86%）。见表 2。

表 2 不同地域核酸检测结果分析
总阳性病例数 EV71 　 CA16 　 EV

县区
病例标

本数 阳性数 检出率% 　 阳性数 阳性率% 　阳性数 阳性率% 　 阳性数 阳性率%

牡丹区 74 63 85.14 55 87.30 0 0 8 12.70 

曹县 61 55 90.16 37 67.27 0 0 18 32.73

定陶 67 63 94.03 47 74.60 1 1.59 15 23.81

单县 64 59 92.19 52 88.14 0 0 7 11.86

郓城 61 47 77.05 32 68.09 0 0 15 31.91

成武 60 57 95.00 48 84.21 0 0 9 15.79

巨野 63 56 88.89 41 73.21 6 10.71 9 16.07

鄄城 60 58 96.67 45 77.59 0 0 13 22.41

东明 65 44 67.69 22 50.00 1 1.59 21 47.73

合计 575 502 87.30 　 379 75.50 　 8 1.59 　 115 22.91

2.4 不同月份核酸检测结果分析

2013年菏泽市全年皆有手足口病患者出现。由图 1可以看出，3～5月份，病例数急剧增加，5月份

达高峰（139例）；6月～12月份病例数呈逐渐下降趋势。3～5月份依然为手足口病的发病高峰期；如

图 1显示，3～5月份共检出阳性病例 271份，占总阳性数的 53.98%(271/502)；5月份，EV71、EV阳性

数分别为 99例和 23例，均为年度高峰点；6～12月份，EV71阳性数逐渐下降；EV阳性数 9月～11月

份稍有升高，但总体呈下降趋势。。
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图 1   2013年菏泽市不同月份手足口病病例数及阳性病例数

3 讨论

自 2009年手足口病在菏泽市大面积流行后，之后几年仍有零星的散发病例出现。仅靠临床症状及体

征很难判断手足口病的病原，目前，实时荧光定量 PCR依然是快速检测手足口病病原的主要手段[5,6]。通

过实验室检测结果看，2009年至 2012年引起菏泽市手足口病的肠道病毒以 EV71、CA16为主[7,8]。

2013年本实验室共接受并检测手足口病病例标本 575例，定量 PCR核酸检测结果显示： 2013年菏

泽市全年都有手足口病病例出现，3～5月份为发病高峰期，病例数急剧增加，7月份发病逐渐下降；在

发病高峰期依然以 EV71引起的感染为主，其次是非 EV71、CA16的其他肠道病病毒（EV）。全市九县

区都有手足口病患者出现，就地域分布上看，EV71感染病例在九县区都存在，其中单县感染率

（88.14%）最高；CA16发病率普遍较低，仅巨野 6例，定陶、东明各 1例；EV的检出率各县区均不同，

东明较其他县区检出率较高（47.73%）。男女性别比例为 1.95:1，无明显统计学差异。肠道病毒总阳性数

构成比在 1～2岁年龄段最高（72.91%），EV71阳性数构成比也较高(69.92%)，CA16感染患者也均在此

年龄段；由此看出 1～2岁仍然是手足口病的高发年龄段，与其他研究相同[3,9,10]。

本研究提示，2013年菏泽市手足口病全年都有病例发生，病原微生物依然以 EV71引起的感染为主，

全市九县区发病率各不相同，主要发病人群分布于 1～2岁年龄段。手足口病发病率依然较高，患儿感染

后不能得到终身免疫，二次患病的几率较大。针对目前手足口病尚无有效疫苗的情况，加强手足口病的

预防与治疗仍是重点。提高实验室病毒检出率，加大从临床标本中鉴别诊断 EV71感染病例，有助于选择

手足口病的临床治疗措施，减少重症和死亡病例的发生。
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