
!"#"$%&’ ($)"% 研究报告
微生物学报 !"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
!"（#）："$ % #&!；! ’()*(+, -&&"
.//0 &&&# % 1-&"；20 ## % #""345
6778：449:*+)(;<= >?= (@= @)4(@7(?>@+:@)

基金项目：国家自然科学基金（-&1A1&!-）

!通信作者。BC;：D $1E-&E$A##-$3F，D $1E#F$-$A"A-&-；G(H：D $1E-&E$A##-$3F；IE?(>;：+CJ7+CC+K#1F= @:?
作者简介：肖性龙（#"AA % ），男，江西泰和人，博士研究生，研究方向为食品质量与安全。

收稿日期：-&&$E&AE#!；修回日期：-&&$E#&E#F

内标多重荧光 !"#$%! 同时检测肠道病毒 &’ 型和柯萨奇病毒

(’) 型

肖性龙#，F，何雅青-，余以刚#，杨洪-，李惠芳F，杨晓泉#，张经纬F，陈谷#，刘冬梅#，

李小凤#，吴晖#!

（# 华南理工大学轻工与食品学院食品安全研究室，广州 3#&1!&）

（- 深圳市疾病预防控制中心，深圳 3#$&&&）

（F 深圳太太基因工程有限公司，深圳 3#$&3A）

摘要：【目的】为对当前爆发的手足口病进行快速准确的检测。【方法】本研究建立了含内标的同时检测 ILA#
和 2M#1 的多重荧光 NBEO2N 方法，对该方法的特异性、灵敏度等进行评估，并对 !&& 多份临床样品进行了检

测。【结果】实验结果表明，该检测方法特异性强，对 #& 株 ILA# 病毒、$ 株 2M#1 病毒和 -3 株其他人类病毒

进行了检测，特异性为 #&&P；该检测方法对 ILA# 和 2M#1 的检测灵敏度分别达到 &Q# B2.R3& 和 # B2.R3&；将

&Q# S #&!B2.R3& 4?T ILA# 和 2M#1 样本进行重复性实验，其变异系数分别为 &Q"P S -Q&P和 &Q"P S -QFP。

对 !&& 多份临床样品分别进行荧光 NBEO2N 检测和传统方法检测，结果显示，荧光 NBEO2N 对 ILA# 和 2M#1
的阳性检出率平均为 !1Q#P和 #!Q-P，比传统方法（F!Q3P和 #-Q$P）的阳性检测率高。另外，实验数据显

示，在粪便、直肠拭子、咽喉拭子样本中，O2N 抑制物存在的比例为 #Q$P S FQ!P，表明内标对监控 O2N 抑制

物的存在具有重要作用。【结论】本方法能同时对 ILA# 和 2M#1 进行快速检测，并且灵敏度高，特异性好，由

于加入了内标，能有效地监控假阴性的出现，适合于手足口病的临床检测。
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手足口病（6()J U::7 ()J ?:*76 J><C(<C，VGWR）是

全球性传染病，研究表明，肠道病毒 A# 型（C)7C+:X>+*<
A#，ILA#）和柯萨奇病毒 M#1 型（@:H<(@Y>CX>+*< M#1，

2M#1）是引起人类手足口病的两种主要病原［#］。两

种病毒基因型相似并且表现类似的临床症状，ILA#
还能引起严重的神经系统疾病，甚至危及生命，因而

具有更大的危害性［- % F］。自 -&&$ 年 F 月份以来，中

国的很多省份受 ILA# 病毒感染严重，超过 F 万儿童

感染该病，将近 3& 人因该病而死亡，该病在五月份

已被中华人民共和国卫生部定为一类传染病。因

此，快速、简单、高灵敏度的检测方法对该病的防控

极其重要。经典的检测肠病毒的方法多采用细胞培

养、特异性抗体检测，该方法步骤烦琐，检测周期长，

而且一些肠道病毒难以在细胞中进行增殖，容易出

现漏检［! % 1］；传统的 NBEO2N 也被用于检测 ILA# 和

2M#1，但该方法存在污染严重和灵敏度不高的特

点，而且检测周期也需要 1 S $ 6［A % ##］。

实时荧光 NBEO2N（+C(;E7>?C U;*:+C<@C)7 NBEO2N）



采用特异性标记的探针来实时监控扩增产物，该检

测方法已经被广泛地应用于各种病原的检测［!"］。

研究表明，临床标本如血清、全血、痰液或分泌物等

含有大量的杂质，一些标本中可能含有抑制 #$% 扩

增的物质，核酸抽提过程中残留的一些试剂也可能

导致 #$% 扩增的抑制，从而出现假阴性结果或定量

值偏低［!& ’ !(］。本研究采用 )*+,*- 探针，建立了含

有监控内标（.-/01-*2 $3-/132，.$）同时检测 456! 和

$7!8 的多重荧光 %)9#$% 检测方法，内标同步参与

样品核酸的提取，不仅能够有效地监控样本中的抑

制物，还能避免了操作误差所造成的假阴性。该方

法可靠性强，无假阴性结果，能同步检测 456! 和

$7!8。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 主要试剂和仪器：7:.6;<< 实时荧光 %)9#$%
仪；=0-0+>*-/ #13 型 核 酸 蛋 白 分 析 仪；?@*A0- 5@1*2
%B7CDB7 4E/1*F/@3- G@/ 为德国 ?.7=4B 公司产品；

!" #!$%& )1*-HF1@I/@3- )6 G@/、)*G*%* J-0 K/0I %B7
#$% G@/ 为宝生物工程（大连）有限公司产品，IL$M9

) 载体购于上海生工生物工程有限公司。

!"!"# 病毒株：!< 株 456! 病毒、N 株 $7!8 病毒和

"" 株其他病毒株由深圳疾病控制中心（KO$D$）和广

州疾病控制中心（=O$D$）提供，临床检测采用的 "&N
份粪便样品、!; 份疱疹样品、!!" 份直肠拭子和 (&
份咽喉拭子为今年 & 月到 N 月手足口病爆发期间于

深圳收集。

!"# 样品处理

所有样本均进行过测序鉴定、%D 细胞分离培养

及中和实验、免疫荧光实验确定其血清型［!; ’ !8］。

!"$ 引物、%&’(&) 探针的设计

据 JP01H/0 等和 :13Q- 等的研究，5#! 区核酸序

列与决定肠道病毒血清型的抗原决定因子密切相

关［!6 ’ !N］，我们根据 =0-:*-R 登录的 456! 和 $7!8
5#! 基因序列，利用生物软件 #1@M01 4EI10HH 5"S< 分

别在其保守位点设计引物和 )*+M*- 探针，并通过

B$:.数据库进行了 :2*H/ 同源性比对验证。456!
和 $7!8 探针 ;T端标记的荧光报告基团分别是 U7,
和 5.$，&T端标记的荧光淬灭基团均为 :V?!，具体

序列特征和探针标记如表 ! 所示。

表 ! 引物和荧光探针的核酸序列

)*P20 ! B>F203/@W0 H0+>0-F0H 3X I1@M01H *-W X2>313A0-@F I13P0H

#1@M01
31 I13P0* K0+>0-F0（;T!&T）P ’MCYF

Z3F*/@3-W
Q@/[@- /[0
A0-3M0

K@\0CPI =$
$3-/0-/C]

7MI2@F3-C
PI

456!#X0 7=)=7)=7=7=)7)=7))=7=7$7$= ;6S8 "8!&9"8&N "8 ("S& N^
456!#10 $$$=$)$)=$)=77=777$) ;NS& "8N"9"6<! "< ;;S<
456!#P0 U7,9)$=$7$7=$7$7=$)=7=7$$7$)$9:V?! 8NSN "8;"9"86" "; 8<S<
.$#P0 $_;9)=7=7$$7=$7$)7=$7$$)$=$7$9:V?! 86S8 "; 8<S<
$7!8#X0 =77$$7)$7$)$$7$7$7==7= ;NS! "8;<9"86! "" ;(S; ^<
$7!8#10 =)7$$$=)==)===$7))= 8<S8 "6"!9"6&^ !^ 8<S8
$7!8#P0 5.$9$7=$$7))===77)))$)))7=$$=)=9:V?" 8NS; "86&9"8^^ "6 (NS!

* I1@M01H *-W I13P0H Q010 W0H@A-0W P‘ >H@-A #1@M01 4EI10HH 5"S< H3X/Q*10，P U7,，5.$ *-W $_; *10 X2>310HF0-/ 10I31/01 W‘0H *-W :V?!，:V?" *10 /[0 +>0-F[01
W‘0Ha F M02/@-A /0MI01*/>10 0H/@M*/0W P‘ #1@M01 4EI10HH "S< I1@M01 /0H/ W3F>M0-/，W‘0H *10 -3/ *FF3>-/0W X31 @- /[0 F*2F>2*/@3-Ha W ->F203/@W0 I3H@/@3-H *10 P*H0W
3- =0-:*-R 7U&<"^^8 X31 456! *-W 7_6^<^"8 X31 $7!8a 0 #X：X31Q*1W I1@M01；#1：10b01H0 I1@M01；#P：I13P0a

!"* 内标的设计与制备

为了防止假阴性的出现，我们设计并且制备了

监控提取和反应的内标，所构建的内标核酸包含

456! 引物识别序列和特有的内标探针识别序列。

内标 的 构 建 首 先 参 照 ,*231-‘ 等［!^］和 %3H0-H/1*>H
等［!&］所发表的方法制备含 N^ PI 内标片段的 IL$M9
.$ 重组质粒。N^ PI 内标片段由两个合成的片段采

用 G20-3Q 酶连接而成并采用 456! 引物进行扩增，

将 N^ PI 的目标片段插入 IL$M9) 载体制备 IL$M9
.$重组质粒。内切酶 ()&%!酶切重组质粒，使其

线性化，参考 K*1*[［"<］所发表的方法，采用 @- b@/13

)1*-HF1@I/@3- )6 G@/（)7G7%7）体外转录 %B7。采用

DB7 酶消化剩余的 DB7，)1@\32 法提取转录 %B7，将

其保存在含有 4D)7，I32‘（7）%B7 和叠氮钠的溶液

中。内标 探 针 ;T端 标 记 的 荧 光 报 告 基 团 分 别 是

$_;，与 456! 共用一套引物序列，其引物与探针的

序列如表 ! 所示。

!"+ 病毒核酸的提取

病毒样品 %B7 的抽提按 ?@*A0- 5@1*2 %B7C%B7
4E/1*F/@3- G@/ 操作说明书进行，病毒细胞培养物和疱

疹液按上述方法直接提取；粪便样品、直肠拭子和咽

^^肖性龙等：内标多重荧光 %)9#$% 同时检测肠道病毒 6! 型和柯萨奇病毒 7!8 型 a C微生物学报（"<<^）(（̂!）



喉拭 子 需 经 过 预 处 理，在 抽 提 前 需 加 !"!# $%&’(
)*+，),-".，其中，!". / 粪便样品（!". $( 液态粪

便）加 . $( )*+，然后将悬液 #0!!! 1 / 离心 #! $23，

取上清液进行 456 抽提，用 7!!( 89): 水重溶，于

; <!=保存。每份样品均加入监控内标同步参与样

品核酸的提取。

!"# 多重荧光 $%&’($ 的检测方法的建立和条件

优化

多重荧光 4>?):4 的反应体系参照 >@A@4@ B3C
+DCE 456 ):4 A2D 说明书配制，采用 0.!( 反应体

系，将 9F-#、:6#G 和监控内标的上游引物、下游引

物和 >@HI@3 探针同时加入反应体系中，于 6*J -.!!
荧光 4>?):4 仪进行反应。对多重荧光 4>?):4 反

应体系中引物和 >@HI@3 探针浓度进行筛选，以获得

最低的 :> 值和较高的荧光强度增加值（!43）。

!") 多重荧光 $%&’($ 的特异性试验

利用建立起的多重荧光 4>?):4 反应体系分别

对 7K 株不同的人类病毒进行检测，其中 #! 株 9F-#
病毒、< 株 :6#G 病毒和 0. 株其他人类病毒，验证其

特异性。

!"* 多重荧光 $%&’($ 的灵敏度检测

利用 48 细胞对 9F-# 和 :6#G 进行培养增殖并

测定 病 毒 滴 度，然 后 按 4CCL?IMC3NO 氏 法［0#］计 算

>:J8.!。 将 病 毒 培 养 液 进 行 #! 倍 系 列 稀 释

（!"# P #!. >:J8.! ’$(），抽提核酸后进行荧光 4>?):4
检测，观察其最低的检测限。

!"+ 多重荧光 $%&’($ 的重复性试验

对 十 倍 系 列 稀 释 的 9F-#、:6#G 样 品

（#!7 P !"# >:J8.! ’$(）进行组内和组间荧光 4>?):4
检测，对各稀释度的 :> 值进行统计，计算变异系数。

!"!, 多重荧光 $%&’($ 临床试验

利用所建立的多重实时荧光 4>?):4 对 7!< 份

临床疑似阳性样品，并与测序鉴定结果和传统检测

结果进行比较。

- 结果

-"! 多重荧光 $%&’($ 的条件优化

在 0.!( 反 应 体 系 中，于 一 管 中 加 入 9F-#、

:6#G 和内标的特异性引物和探针及 9F-#、:6#G 病

毒 456 和 适 量 的 内 标（ 大 约 #!! N%E2CQ’!(），于

6*J-.!! 荧光 4>?):4 仪上进行多重荧光 4>?):4 反

应，优选反应体系中各引物和 >@HI@3 探针的最佳浓

度。结果表明，各引物探针采用以下添加量时，扩增

效果最好：#"K!( 9F-#)R（#!!$%&’(），#".!( 9F-#)S

（#!!$%&’(），!"G!( 9F-#)T（#!!$%&’(），!".!( J:)T
（#! !$%&’(），#"! !( :6#G)R（#! !$%&’(），#"0 !(
:6#G)S（#!!$%&’(），!"G!( 9F-#)T（#!!$%&’(）。优

化后的反应程序如下：70= K! $23 反转录；U7= 7 $23
终止反转录；U7= #. Q，..= # $23，7! 个循环。

采用优化后的反应条件，于一管内同时检测

9F-#、:6#G 病毒核酸样品，分别得到相应荧光信号

的特异性荧光扩增曲线，0 条特异性荧光扩增曲线

的 :> 值分别为 0#".、07"K，结果显示两种病毒均具

有高效率的扩增，见图 #?6。而阴性对照组中检测

9F-#、:6#G 的 V6I 和 FJ: 通道均没有荧光信号产

生，为一平直的线，但检测内标的 :W. 通道有特异

性扩增曲线产生，表明 ):4 正常扩增，可排除假阴

性存在，结果见图 #?*。

图 ! 多重荧光 $%&’($ 检测结果

V2/X # >OC SCQM&DQ %R $M&D2E&CY SC@&?D2$C 4>?):4X 6：+2$M&D@3C%MQ

LCDCND2%3 %R C3DCS%Z2SMQ -# @3L N%YQ@N[2CZ2SMQ 6#GX *：8CDCND2%3 %R

3C/@D2ZC N%3DS%& X

-"- 多重荧光 $%&’($ 方法的特异性

利用建立起的多重荧光 4>?):4 反应体系分别

对 7K 株不同的人类病毒进行检测，结果，#! 株 9F-#
病毒和 < 株 :6#G 病毒均出现相应的特异性荧光扩

增曲线，呈阳性反应。而其他 0. 株人类病毒则均没

有荧光信号产生，为一平直的线，判为阴性（表 0）。

结果表明，所设计的引物探针只对目的病毒特异，与

其它检测对象无交叉反应。

!!# \23/&%3/ \2@% CD @& X ’!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$（0!!U）7U（#）
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表 ! "#$% 和 &’%( 荧光 )*+,&) 特异性检测

!"#$% & ’(%)*+*)*,- .+ /%"$0,*1% 2!0342 +./ 56!! 78 "9: 4;8<
’,/"*9（=.>/)%，?.@） A/*B*9"$ =.>/)% 2%=>$," ’,/"*9（=.>/)%，?.@） A/*B*9"$ =.>/)% 2%=>$,!! "

C>1"9 59,%/.D*/>= 78 ’CECFG =,..$，8FFG H C>1"9 4.I=")J*%D*/>= ;8K ’E;8K0L! =,..$，!! &MM7 N
C>1"9 59,%/.D*/>= 78 ’CECM8 =,..$，&MM8 H C>1"9 4.I=")J*%D*/>= ;&8 OE;&808; =,..$，!! &MM< N
C>1"9 59,%/.D*/>= 78 ’CECMK =,..$，&MMK H C>1"9 59,%/.D*/>= <G OEM70&; =,..$，!! &MM7 N
C>1"9 59,%/.D*/>= 78 ’CECMK0?’ D%=*)$%，&MMK H C>1"9 3.$*.D*/>=! ’"#*9 D"))*9%，!! &MMG N
C>1"9 59,%/.D*/>= 78 ’CECM<0P! =,..$，&MM< H C>1"9 3.$*.D*/>=" ’"#*9 D"))*9%，!! &MMG N
C>1"9 59,%/.D*/>= 78 ’CECM70L! D%=*)$%，&MM7 H C>1"9 3.$*.D*/>=# ’"#*9 D"))*9%，!! &MMG N
C>1"9 59,%/.D*/>= 78 ’CECMG0P!8 D%=*)$%，&MMG H C>1"9 4.I=")J*%D*/>= Q& ’CEC04Q&0" =,..$，!! &MMR N
C>1"9 59,%/.D*/>= 78 ’CECMG0P!& =,..$，&MMG H C>1"9 4.I=")J*%D*/>= QK ’CEC04QK0" =,..$，!! &MMS N
C>1"9 59,%/.D*/>= 78 ;CLPMG0’!M& =,..$，&MMG H C>1"9 5)T.D*/>= R OE546R0UV08 =,..$，!! &MMK N
C>1"9 59,%/.D*/>= 78 ;CLPMG0’!M7 =,..$，&MMG H C>1"9 5)T.D*/>= < ?’546<08 =,..$，!! &MMK N
C>1"9 4.I=")J*%D*/>= ;8< =TWTFF0)" =,..$，8FFF H C>1"9 5)T.D*/>= F ’CEC0546F088&8 =,..$，!! &MMS N
C>1"9 4.I=")J*%D*/>= ;8< =WMM0$> D%=*)$%，&MMM H C>1"9 5)T.D*/>= 88 ’CEC0546880" =,..$，!! &MMK N
C>1"9 4.I=")J*%D*/>= ;8< =TWTMM08+ =,..$，&MMM H C>1"9 5)T.D*/>= 8K ’CEC05468K0M< =,..$，!! &MM< N
C>1"9 4.I=")J*%D*/>= ;8< ’E4;M< D%=*)$%，&MM< H C>1"9 5)T.D*/>= 8G OE5468G!C08 =,..$，!! &MM7 N
C>1"9 4.I=")J*%D*/>= ;8< ’E4;M7 =,..$，&MM7 H C>1"9 5)T.D*/>= &R OE546&R0CE0# =,..$，!! &MM7 N
C>1"9 4.I=")J*%D*/>= ;8< ’E4;MG08 =,..$，&MMG H ?./.D*/>= OXX ’E?6&0M< =,..$，!! &MM< N
C>1"9 4.I=")J*%D*/>= ;8< ’E4;MG0& =,..$，&MMG H ?./.D*/>= OXX ’E?6&0M7 =,..$，!! &MM7 N
C>1"9 4.I=")J*%D*/>= ;8< ’E4;MG0K D%=*)$%，&MMG H 2.,"D*/>= ; ’E260;0M<888M =,..$，!! &MM< N
C>1"9 4.I=")J*%D*/>= ;8 OY4;80& =,..$，&MM< N 2.,"D*/>= ; ’E260;0M78&8K =,..$，!! &MM7 N
C>1"9 4.I=")J*%D*/>= ;K OY4;K08 =,..$，&MMS N 2.,"D*/>= Q ’E260Q0MRM8&8 =,..$，!! &MMR N
C>1"9 4.I=")J*%D*/>= ;S ?’04;S08 =,..$，&MMR N 2.,"D*/>= Q ’E260Q0M78MMG =,..$，!! &MM7 N
C>1"9 4.I=")J*%D*/>= ;88 ?’04;08808 =,..$，&MM7 N

" /%=>$,= .+ /%"$0,*1% 2!0342：H ，(.=*,*D% /%=>$, +./ 5678 ./ 4;8<；N ，9%B",*D% /%=>$, @

表 - "#$%、&’%( 实时荧光 )*+,&) 组内和组间检测的重复性

!"#$% K X9,/"0"9: *9,%/0"=="- /%(/.:>)*#*$*,- .+ /%"$0,*1% 2!0342 +./ 5678 "9: 4;8<

!（=(%)*1%9=）Z
（!4XYRM Z1U）

2%($*)",%（4!" D"$>%）
8 & K S

5678 4;8< 5678 4;8< 5678 4;8< 5678 4;8<

4! 1%"9（’[Y#） 46)Z\

5678 4;8< 5678 4;8<
X9,/"0"=="-
8MS 8G[RK &M[K& 8F[8R 8F[G7 8G[F8 &M[&7 8G[77 8F[R& 8G[（M[&<） &M[M（M[KG） 8[S 8[F
8MK &&[S8 &K[F7 &8[F7 &S[M8 &&[KR &K[RS &&[8K &K[GK &&[（M[&M） &K[G（M[&8） M[F M[F
8M& &<[M8 &7[G8 &R[G7 &<[FR &R[8G &7[<& &R[RS &<[G8 &R[7（M[K7） &7[K（M[SF） 8[S 8[G
8M8 &F[88 K8[K& &G[8F K&[M7 &G[K7 K8[<K &F[SS KK[MR &G[G（M[RF） K&[M（M[7R） &[M &[K
8 K&[RM KR[KR K8[F7 KS[GK K&[M& K<[M& K8[<G KR[7F K&[M（M[KS） KR[R（M[R&） 8[8 8[R
M[8 KR[78 ?Y: K<[&K ?Y K7[K8 ?Y K<[R7 ?Y K<[R（M[<7） ?Y 8[G ?Y

X9,%/0"=="-
8MS 8G[S8 &M[88 8F[8K 8F[G7 8G[<G 8F[RF 8F[M7 &M[MK 8G[G（M[KS） 8F[F（M[&K） 8[G 8[&
8MK &&[8K &K[7< &&[FK &K[GF &&[<G &S[88 &K[8R &S[&K &&[7（M[SS） &S[M（M[&8） 8[F M[F
8M& &<[&& &7[KR &<[8G &<[G7 &<[7< &<[F8 &<[R7 &7[<8 &<[K（M[&G） &7[&（M[K<） 8[8 8[K
8M8 &G[GM K8[FG &F[8& K8[S< &F[<K K8[&R KM[M8 K&[KM &F[S（M[RS） K8[7（M[SG） 8[G 8[R
8 K&[SK K<[8M KK[&K KR[88 K&[GF KS[GR K&[R7 K<[S8 K&[G（M[K<） KR[<（M[7R） 8[8 &[8
M[8 K7[8G ?Y K<[F& ?Y K<[&S ?Y K<[K8 ?Y K<[7（M[S<） ?Y 8[K ?Y

" 4-)$% ,T/%=T.$: D"$>%；# ’,"9:"/: :%D*",*.9；) 4.%++*)*%9, .+ D"/*",*.9 ] ’@ Y@ Z"# 1%"9；: ?., :%,%),%:@

!.- 多重荧光 )*+,&) 的检测灵敏度

将已测定滴度的 5678 和 4;8< 病毒培养液进

行 8M 倍系列稀释（M[8 ^ 8MR !4XYRM Z1U），抽提核酸后

进行 荧 光 2!0342 检 测。结 果 显 示，该 方 法 检 测

5678和 4;8< 的灵敏度分别达到 M[8 !4XYRM Z1U 和

8 !4XYRM Z1U。

!./ 多重荧光 )*+,&) 的重复性

在同 一 次 实 验 中，对 十 倍 系 列 稀 释 的 5678、

4;8< 样品（8MS ^ M[8 !4XYRM Z1U）进行荧光 2!0342
检测，每个样品做 S 个平行的反应管，结果各稀释度

样品的 S 个平行反应获得的 4! 值变异系数均在

&[K\以下。对上述各梯度稀释的样品进行组间重

复实验（每天检测一次，检测 S :），结果各稀释度样

品的 S 次检测所获得的 4! 值变异系数均在 &[M\
以下（见表 K）。以上数据表明本研究所建立的多重

荧光 2!0342 检测方法重复性好，可对 5678、4;8<
进行稳定、可靠的检测。

!.0 多重荧光 )*+,&) 临床试验

对 SMG 份临床疑似阳性样品，包括 &KG 份粪便

样品、8R 份疱疹样品、88& 份直肠拭子和 SK 份咽喉

拭子，利用荧光 2!0342 和传统方法进行检测。结

果，荧光 2!0342 对粪便样品、疱疹样品、直肠拭子、

8M8肖性龙等：内标多重荧光 2!0342 同时检测肠道病毒 78 型和柯萨奇病毒 ;8< 型 @ Z微生物学报（&MMF）SF（8）



咽喉拭子进行 !"#$ 检测的阳性率分别为 %&’&(、

%)’)(、)*’$(、+,’,(，而传统方法的阳性率分别

为 )$’%(、+&’&(、*-’,(、).’%(；荧光 /0123/ 对

34$- 各 样 品 材 料 检 测 的 阳 性 率 分 别 为 $-’+(、

*&’&(、$)’+(、#’&(，而传统方法的阳性率分别为

$$’,(、*&’&(、$*’%(、#’&(，如表 + 所示。上述数

据显示荧光 /0123/ 检测 !"#$ 和 34$- 的阳性率都

明显比传统检测方法的要高，而且荧光 /0123/ 阳

性结果与测序鉴定结果一致。结果表明，荧光 /01
23/ 检测的灵敏度比传统检测方法的要高，并且没

有假阳性产生。

!"# 内标的监控结果

临床试验数据统计显示，利用传统方法和荧光

/0123/ 方法进行检测均存在假阴性现象，两种方法

对各种样品检测的假阴性率平均值分别为 #’)(和

&’,(，如表 + 所示。传统方法由于其灵敏度较低，

因此其假阴性率也相对较高，传统方法并不能对假

阴性样品进行监控，而本研究采用内标来监控假阴

性。实验结果显示，对存在 23/ 抑制因子的临床样

品进行荧光 /0123/ 扩增时，监控内标的 35% 通道

均没有特异性扩增曲线产生，表明 /0123/ 扩增受

抑制，将此类样品再进行病毒分离鉴定，结果部分样

品的检测结果为阳性，假阴性的出现表明内标对于

23/ 检测是非常重要的。

表 $ %&’()*+,& %-)./% 和传统方法对 $01 份疑似阳性样品检测的结果比较

06789 + 3:;<6=>?:@ :A B9C9DC>:@ =9?E8C? :A +&, ?E?<9DC9B <:?>C>F9 ?6;<89? 7G =9681C>;9 /0123/ 6@B D:;;:@ 6??6G

/9681C>;9 /0123/H3:;;:@ 6??6G6
+&, ?E?<9DC9B <:?>C>F9 ?6;<89?
IC::8?（*),） "9?>D89?（$%） /9DC68 ?J67?（$$*） 0K=:6C ?J67?（+)）

!"#$ 34$- !"#$ 34$- !"#$ 34$- !"#$ 34$-
2:?>C>F9H 2:?>C>F97 #$ *- - ) *. $) $- )
L9M6C>F9H 2:?>C>F9D + * & & $ $ $ &
2:?>C>F9H L9M6C>F9B +, $) * & # * % &
L9M6C>F9H L9M6C>F99 $$%（+） $.#（-） # $* #%（$） .-（$） *$ +&（$）

/9681C>;9 23/ <:?>C>F9 =6C>:A %&’&( $-’+( %)’)( *&’&( )*’$( $)’+( +,’,( #’&(
3:;;:@ 6??6G <:?>C>F9 =6C>:M )$’%( $$’,( +&’&( *&’&( *-’,( $*’%( ).’%( #’&(
/9681C>;9 23/ A68?9 @9M6C>F9 =6C9K $’#( &’,( &( &( &’.( &’.( *’)( &(
3:;;:@ 6??6G A68?9 @9M6C>F9 =6C9> *&’*( %’%( $)’)( &( -’)( $’,( $$’-( &(
I6;<89? D:@C6>@>@M >@K>7>C:=G A6DC:=（(）N )’+( )’+( &’&( &’&( $’,( $’,( *’)( *’)(

6 O@D8EB>@M F>=E? >?:86C>:@ 6@B ?9=:CG<9? >B9@C>A>D6C>:@ 7G @9EC=68>P6C>:@ C9?C>@M 6@B OQ4R D /9681C>;9 23/ @9M6C>F9 ?6;<89? J>CK O3 @9M6C>F9 >@B>D6C9B CK6C CK9
?6;<89? D:@C6>@9B >@K>7>C:=G A6DC:=，6@B CK9@ B9C9DC9B 7G 3:;;:@ 6??6G ，CK9 =9?E8C J9=9 <:?>C>F9R B /9681C>;9 23/ <:?>C>F9 ?6;<89? J9=9 D:@A>=;9B 7G
I9SE9@D>@MR 9 @E;79=? >@ 7=6DT9C? 6=9 CK9 @E;79=? :A >@K>7>C>:@ ?6;<89? >@ CK9 @9M6C>F9 ?6;<89? M=:E<R A /9681C>;9 23/ <:?>C>F9 =6C>: U @E;79= :A <:?>C>F9
?6;<89? >@ 7 V B H @E;79= :A 688 ?6;<89? >@ CK9 ?6;9 =:JR M 3:;;:@ 6??6G <:?>C>F9 =6C>: U @E;79= :A <:?>C>F9 ?6;<89? >@ 7 V 3H @E;79= :A 688 ?6;<89? >@ CK9 ?6;9
=:JR K /9681C>;9 23/ A68?9 @9M6C>F9 =6C9 U @E;79= :A @9M6C>F9 ?6;<89? >@ 3H @E;79= :A 688 ?6;<89? >@ CK9 ?6;9 =:JR O 3:;;:@ 6??6G A68?9 @9M6C>F9 =6C9 U @E;79=
:A @9M6C>F9 ?6;<89? >@ B H @E;79= :A 688 ?6;<89? >@ CK9 ?6;9 =:JR N 0K9 ?6;<89 D:@C6>@>@M >@K>7>C:=G A6DC:=（(）U @E;79= :A >@K>7>C>:@ ?6;<89? >@ D V 9H @E;79= :A
688 ?6;<89? >@ CK9 ?6;9 =:JR

2 讨论

23/ 技术目前已经广泛应用在病原微生物的检

测上，3K9@ 等曾报道利用传统多重 /0123/ 技术同

时检测 !"#$ 和 34$- 病毒［$&］，但由于需要将 23/
扩增产物进行电泳，因而很容易产生 23/ 产物气溶

胶的污染问题，造成假阳性，而且该方法在灵敏度和

检测时间上也存在缺陷。最近，06@ 等也有关于利

用杂交探针多重实时荧光 /0123/ 同时检测 !"#$
和 34$- 的报道［**］，该检测方法特异性强、灵敏度

高、与传统 23/ 相比，由于实时荧光 23/ 采取全封

闭式反应，因而能有效解决 23/ 产物气溶胶的污染

问题，且自动化程度高，无需电泳，避免了检疫人员

接触有毒物质。本研究与该方法相比，由于引入了

“内在扩增控制”的设计，可避免因测试样本中存在

的 /0123/ 反应抑制因子而导致的假阴性结果，因

而明显优于 06@ 等的设计。

本研究以 !"#$ 和 34$- 高度保守的 "2$ 基因

为靶基因设计引物和探针，特异性实验表明，该方法

只能够检测到 !"#$ 和 34$-，与其他具有相似临床

症状的人类病毒均没有交叉反应；灵敏度结果表明，

该方 法 检 测 !"#$ 和 34$- 的 灵 敏 度 分 别 达 到

&’$ 03OW%& H;X和 $ 03OW%& H;X，所构建的标准曲线显

示具有高扩增效率；重复性实验表明，组内和组间的

变异系数均小于 *’)(，可以进行可靠、稳定的检

测。对 +&, 份临床样品分别进行荧光 /0123/ 检测

和传统方法检测，结果显示，荧光 /0123/ 对 !"#$
和 34$- 的阳性检出率均比传统方法的高，而荧光

/0123/ 阳性检测结果与测序鉴定结果完全一致，表

明荧光 /0123/ 检测没有假阳性产生，因此荧光 /01
23/ 要比传统检测方法要更灵敏。

另外，本研究的临床实验结果显示，直肠拭子的

*&$ Y>@M8:@M Y>6: 9C 68 R H!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$（*&&.）+.（$）



阳性率比粪便样品、疱疹、咽喉拭子的阳性率都要

低，如果不对直肠拭子检测结果进行统计，荧光 !"#
$%! 和 传 统 方 法 对 &’() 的 平 均 阳 性 率 可 达 到

*+,(-和 .(,+-，这表明粪便样品、疱疹、咽喉拭子

是作为 &’() 临床检测的良好材料。/01 等［2.］曾报

道，对于不同的手足口病患者，咽喉拭子是最佳的检

测材料，对 *32 位肠道病毒患者的咽喉拭子进行检

测，结果有 244 位显示阳性，阳性率为 53-。而对疱

疹样品检测的阳性率为 54-，如果疱疹采集的数量

在两个或以上其检测率会更高。/01 等还指出，直

肠拭子和溃疡拭子检测的阳性率较低，然而该文并

没有使用粪便作为样品来检测 &’()。而我们研究

发现，使用粪便作为检测样品比咽喉拭子的阳性率

更高，如果患者长有疱疹，那么采用疱疹作为检测样

品也是个很好的选择。

本研究数据表明，病毒分离鉴定，同时利用中和

试验和 678 进行血清型分型。仍然是检测 &’() 或

%8)9 的好方法，尽管其检测灵敏度比荧光 !"#$%!
要低且耗时较长。然而，对于一些含有 $%! 抑制因

素的样品来说，病毒分离方法也许是唯一的检测方

法，本研究数据显示粪便样品、直肠拭子、咽喉拭子

中含有 $%! 抑制因子的样品数（-）分别为 .,5-、

),4-、2,.-，$%! 抑制发生的概率虽然比较低，但

假阴性的出现表明内标对于 $%! 检测是非常重要

的。另外，$%! 反应试剂（如酶、:;"$）偶然的变性

失活或者人为的操作失误也能导致假阴性的产生，

由于内标参与核酸提取和 !"#$%! 反应全过程，因

而对于 $%! 反应试剂的有效性和实验人员操作的

正确性都能起到有效的监控作用。

致谢 本研究得到深圳太太基因工程有限公司的帮

助，特此致谢！
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