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2009年重庆地区手足口病病毒分离鉴定 

蔡丽君 -，王 均 ，常国辉 ，许红梅 

(1．重庆医科大学附属儿童医院感染消化科，重庆 400014；2．军事医学科学院病原微生物流行病研究所、病原微生物生物安 

全国家重点实验室，北京 100071) 

【摘 要】目的：对2009年2～4月重庆地区流行的手足口病(Hand—food—and—mouth disease，HFMD)病原进行分离鉴定，以调查 

本地区HFMD流行病原学情况。方法：采集47例手足口患儿脑脊液、疱疹液、粪便、咽拭子、肛拭子共 100份标本，分别接 

种于人横纹肌肉瘤细胞(Human rhabdomyosarcoma，RD)中进行病毒分离培养 ，对出现细胞病变(Cytopathic effect，CPE)的细胞 

上清，分别用肠道病毒通用引物、EV71属特异性引物和柯萨奇 A16属特异性引物进行 RT—PCR检测 ，并对 PCR产物进行回收 

克隆测序鉴定，以确定本次疫情中肠道病毒(Enteroviruses，EV)的病原 ，将测序结果用生物学软件 Bioedit同国际代表 BrCr株进 

行序列比对及同源性相关分析，以鉴定此毒株遗传变异情况。结果：在处理后的 100份 HFMD患儿临床标本的细胞培养中，有 7 

份观察到明显的细胞病变，通过 RT-PCR检测有 7份呈肠道通用引物阳性，EV71特异性引物检测有 3份呈阳性结果，而 CA16 

特异性引物检测结果均为阴性，这3份EV71阳性临床标本来自2例门诊患儿和 1例临床诊断疑似病例患儿，其PCR产物测 

序结果也证实为EV71病毒。结论：重庆地区2～4月发生的HFMD疫情主要是由EV71型引起的。 
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lsolation and identification of viruses frOm patient with hand。foot and mouth 

disease in Chongqing area in 2009 

CAILi— “n，et al 

(Department ofInfection and Degestion，the Children’5 Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the etiological agents of the outbreak of hand—foot—mouth disease(HFMD)in ChongQing area from 

April to September in 2009．Methods：100 specimens (including cerebral spinal fluid，vesicle fluid，stool，throat swabs，anal swab ) 

were collected from 47 patients with HFMD during the epidemic season．The specimens were inoculated into RD cells for isolation of 

enteroviruses (EV)，The supernatant of cytopathic effect(CPE)were detected by RT—PCR with universal primers of enterovirus。 

genus—specific primers of EV71 and genus—specific primers of Coxsaekie A16，and the amplified products were sequenced to determine 

the outbreak of the pathogen enterovimses(EV)，The sequencing results will be compared with international representatives BrCr strain to 

identify the enteroviruses (EV)by Bioedit biological software．Results：In the 100 cell cultures of clinical specimens of children HFMD． 

apparent Cytopathic were observed in 7．The results of RT—PCR showed that seven specimens were positive with intestinal universal 

primers，and three were positive results with EV7 1一specific primers，which were from two cases of out—patient children and one with 

clinical diagnosis of suspected ease，while the negative results were obtained with CA16-specific primers for all the samples．The recovery 

of the PCR products were cloned and the sequencing identification confirm ed as EV7 1 virus， while sequencing analysis of 

homology-related in the results．Conclusion：EV7 1 were the major etiological agents of the HFMD outbreak in Chongqing from February 

toAprilin 2009． 
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手足口病(Hand—foot—and—mouth disease，HFMD)是由多 

种肠道病毒(Enteroviruses，Ev)rl起的一种常见传染病，多发 

作者介绍：蔡丽君(1983一)女，硕士， 

研究方向：小儿感染消化性疾病。 

通讯作者：许红梅，女，教授，E—mail：xuhongmeiO095@sina．eom。 

常国辉，男，副研究员，E-mail：changguohui999@yahoo．con．an。 

基金项目：病原微生物生物安全国家重点实验室开放基金(编号：SKLP 

BS0919) 

于5岁以下婴幼儿，其病原主要为EV71、A组柯萨奇病毒和 

埃可病毒等肠道病毒。其临床症状主要表现为发热和手、足、 

口腔等部位的皮疹、溃疡，病情严重者可引起心肌炎、肺水 

肿、无菌．陛脑膜脑炎等致命性并发症。目前该病已呈全球陛 

流行趋势，我国部分地区，如北京、上海、浙江、广东和深圳等 

地均有HFMD的发病报道Ⅲ。2009年4月在重庆地区部分幼 

托机构发生了 HFMD的局部流行，我们对此进行了临床观 

察，同时对患儿标本进行病毒分离，以确定该病的病原，并对 
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分离毒株进行了部分核苷酸序列比对分析，证实这 3株病毒 

应属于 EV71。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 标本采集 2009年 2-4月问在重庆医科大学附属儿 

童医院门诊和住院部诊断为 HFMD，同时征得家长同意的47 

例患儿，诊断标准参照第 7版实用儿科学[21。粪便标本，用无 

菌方法采集急性期病人(病后 3～7 d内)3-5 g粪便，置于灭 

菌的带盖玻璃瓶中；疱疹标本，常规消毒后选取患儿手掌、足 

底或臀部较明显的疱疹，刺破表皮用消毒棉签采集；咽拭子 

标本 ，以消毒棉棒进行深部咽拭子采集；对于门诊上不能配 

合排便的患儿采集肛拭子 ，用棉签适度用力拭抹直肠四周部 

位 ，迅速将采集棉签放入装有 1～2 ml保存液的无菌试管 

中，共获得 35份患儿粪便标本，30份咽拭子标本 ，13份疱疹 

标本，20份肛拭子标本，2份脑脊液，计 100份临床标本。以 

上标本均放入 一70cc冰箱保存，一20℃下运输。 

1．1．2 细胞及试剂 人横纹肌肉瘤细胞(Human rhabdomyos 

arcoma，RD)，由军事医学科学院微生物流行病研究所提供； 

RNA提取试剂盒(Qiagen Viral RNA Mini Kit)和胶 回收试剂 

盒(Quick Gel Extration Kit)(Qiagen公司 )；2．5 mmo1]L dNTP 

Mixture、TaqDNA聚合酶及 Maker DL2000、pMD18一T载体 (日 

本 TaKaRa公司)；AMV逆转录酶、RNasin inhibitor均购自美 

国Promega公司。 

1．1-3 检测引物 本研究所用的人肠道病毒核酸通用引物 

(Ev)、EV71核酸引物(EV71)及柯萨奇 A组 16号病毒核酸 

引物(CoxA16)序列均参考国家脊灰实验室 (具体序列见表 

1)[31，引物由上海生工生物工程公司合成。 

1．2 病毒分离 

将咽拭子，肛拭子以及粪便标本经研磨、过滤处理后，接 

种到形态 良好 ，单层的 RD细胞中，对于疱疹液，脑脊液标本 

可直接过滤接种到RD细胞，进行病毒分离，每份标本接种 

0．2 ml，复3孔，37℃吸附，2 h后换维持液，置37qC培养，同时 

设正常细胞对照，每 日观察细胞病变(Cytopathic effect，CPE)。 

当细胞病变达 ++++时即可判为阳性分离株 。收获后置 

一 70℃保存备用，如第 1代接种 7 d无 CPE出现 ，则盲传 3 

代，连续观察 7 d仍无 CPE出现 ，则判为阴性。 

1．3 病毒 RNA提取 

将病变细胞反复冻融，离心后取上清 ，采用 Qiagen Viral 

RNA Mini Kit(Qiagen，German)进行病毒 RNA提取 ，提取步 

骤参照 Qiagen Mini kit Handbook所提供的方法，提取纯化后 

的RNA保存在 一80％冰箱中备用。 

1．4 RT—PCR检测 

以提取的病毒 RNA为模板，分别用表 1中 3种肠道病 

毒特异性下游引物(EV—R、EV71一R和 CoxA16一R)在 AMV 

逆转录酶的作用下逆转录获得病毒eDNA。反应条件为：病毒 

RNA 5 l，下游引物 1 l(20 mol／L)，65~C变性 10 min，冰浴 

5 min，5×AMV Buffer 4“l，dNTPs(2．5 mmol／I )2 ul，RNasin 

inhibitor 0．5 l，AMV逆转录酶 1 Ixl，补 H2O至 20 l体系。 

42℃逆转录 1 h，70℃孵育 15 min、灭活 AMV逆转录酶。然后 

以病毒 cDNA为模板进行 PCR扩增，PCR反应条件：cDNA 5 

l，上下游引物各 l txl，Taq DNA聚合酶 0．5 l，10 XPCR 

Buffer5 txl，dNTPs(2．5 mmol／L)4 p．1，补 H2O至 50 1。95℃预 

变性 5 min；94℃变性 30 s，56℃退火 30 s，72℃延伸 45 S，共 

30个循环；72~C再延伸 10min，4~C保温，同时设阴阳性对照。 

PCR结束后，取 5 LLlPCR产物，与 1％琼脂糖凝胶进行凝胶电 

泳鉴定。 

1．5 基因克隆、测序及序列分析 

阳性 PCR产物采用 Quick Gel Extraction Kit回收后克隆 

于质粒 pMD18一T载体，转化大肠埃希氏菌 DH5 感受态细 

胞，通过蓝白斑筛选与菌落 PCR鉴定，PCR扩增阳性的克隆 

至上海英骏生物技术公司测序。将测序所获得的基因序列与 

NCB!网站进行 Blast分析 ，以最终确定该病原。 

2 结 果 

2．1 EV分 离鉴 定 

采用 RD细胞传代 ，对 47例患儿临床标本进行 EV分 

离，其中 7例患儿的临床标本出现了明显的 CPE，特点为细 

胞变圆脱落 ，经传代后细胞病变依然出现，提示为分离到病 

毒(见图 1)。 

2．2 EV71病毒的RT—PCR特异性核酸检测 

通过对 7株阳性毒株采用特异性引物作 RT—PCR扩增， 

其中从 3株阳性毒株检测出 EV71病毒的 226 bp特异核酸 

片段(见图 A)，另外 4株阳性毒株检出 116 bp Ev特异性核 

酸片段(见图 B)。 

2．3 PCR产物克隆鉴定结果 

将挑取的阳性克隆经扩增培养后，常规取 1 l克隆后 

菌液进行 PCR鉴定，琼脂糖凝胶电泳显示 PCR条带为 226 bp， 

为EV71特异性片段的长度，证实 PCR产物转入感受态细胞 

成功(见图 3)。 

表 1 筛选用肠道病毒通用引物及CA16、EV71特异性引物 
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血液灌流 1次与2次治疗慢性肝炎高胆红素患者的疗效比较 

郎 清 ，张丽旦 ，戚敬虎 ，钱克莉 ，石小枫 

(1．重庆医科大学附属第二医院感染科，重庆 400010；2．杭州市第六人民医院感染科，杭州 360000) 

【摘 要】目的：探讨利用血液灌流(Hemoperfusion，HP)1次和2次治疗慢性肝炎高胆红素患者的临床疗效。方法：采用回顾性 

分析方法，收集 27例血液灌流 1次和 4l例血液灌流 2次的慢性肝炎高胆红素患者的临床资料 ，观察并对比分析组之间治疗 

前后肝功能、凝血酶原时间、生化等指标。结果：HP2组与 HP1组对比分析得出，HP2组较 HP1组患者胆红素和转氨酶有明显 

的降低(P<0．05)，但红细胞和血红蛋白也有显著降低(P<0．05)，其余各指标两组间无明显差异(户>O．05)；2组的血钾均有明显的 

升高。结论：2次 HP更能有效吸附和降低慢性肝炎患者体内的胆红素和转氨酶，是治疗高胆红素血症患者的有效手段。 

【关键词】血液灌流；慢性肝炎；高胆红素血症；疗效 
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The therapeutic effects comparison between one and two hemoperfusion In 

treatment of chronic hepatitis with hyperbilirubinemia 

LANG Qing，et al 

(Department ofInfection，the SecondAffiliatedHospital，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To investigate the clinical efficacy between one and two hemoperfusion in treatment of chronic hepatitis with 

hvperbïmbinemia．Methods：The elinical data of 68 chronic hepatitis patients with hvperhilinlbinemia were reviewed restropeetively．27 
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patients were treated with one hemoperfusion (HP1)and 41 

patients were treated with two hemoperfusion (HP2)．The liver 

function，prothrombin time activity，biochemical indicators before 

and after hemoperfusion in the two groups were compared and 

名患儿咽拭子标本，2名患儿大便标本，1名患儿肛拭子标本， 

其病毒类型有待方法技术提高从而进一步鉴定。 

有研究称 RT—PCR结果阳性率高于病毒分离 ，灵敏度 

高，特异性好，检测速度快，但是也存在缺点，主要是易于出 

现假阳性，单使用 RT-PCR结果判断病原体是不准确的，病 

毒分离是 “金标准”，所以 RT—PCR和病毒分离相结合更能 

准确判断病原体。上述特异性 PCR扩增片段的核苷酸序列 

分析表明：它们分别同EV 71病毒 BrCr株基因组第 2 364位 

和 2 589位的核苷酸序列同源性达到 81％、84％和 80％，而且 

碱基 的缺失和插入较少 ，最终证实我们所分离 的病毒为 

EV 71。关于本次分离的重庆毒株亚型特点 ，有待进行全基因 

测序及相关序列分析。 

EV71病毒主要侵犯机体的神经系统，引起多种麻痹性 

疾病和中枢神经系统疾病，严重危害人体的健康。此次调查患 

儿均未发现严重并发症，可能与病毒基因型的不同，导致致病 

性强弱的不同有关，需要进一步研究。当患儿主诉口腔疼痛等 

不适时，临床医师应注意检查手足以及臀部等皮疹的情况，必 

要时做病原学及病毒基因型别的检测 ，以防漏诊。 目前对 

EV71感染尚无特异高效的抗病毒药物 ，而 EV71常能导致严 

重的并发症，应引起临床医师的重视。总之，了解 HFMD的病 

原有利于掌握 CA 16、EV7 1的流行情况 ，为临床用药治疗提供 

相应参考，为重庆地区提供合理有效的流行病监控资料。 
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