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要"目的
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建立胶体金免疫法"
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$对手足口病"
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$分型的检测方法%方法
!

用双抗体夹心检测原理建立
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对
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分型检测方法!分别检测
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例
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患儿和
*(

例健康儿童粪便中柯萨奇病毒
;$A

型"

,;$A

$和肠病毒
E$

型

"

.̀ E$

$!以逆转录聚合酶链反应"

-/0+,-

$为金标准!评价
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检测性能%结果
!
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与
-/0+,-

检测
$*A

例
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患儿

粪便
.̀ E$

阳性率分别为
%E&%?

和
%)&A?

#
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与
-/0+,-

检测
$*A

例手足口病患儿粪便
,;$A

阳性率分别为
**&)?

和

*'&*?

#以
-/0+,-

为金标准!
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检测手足口病患儿粪便
.̀ E$

的敏感性
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!特异性
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!阳性预测值
@=&'?

!阴性预

测值
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!准确度
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检测手足口病患儿粪便
,;$A

的敏感性
)'&=?

!特异性
@=&*?

!阳性预测值
)@&$?

!阴性预测

值
@%&%?

!准确度
@$&$?

%结论
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法操作简单(方便(快速!特异性和敏感性好!为
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病原学早期分型诊断提供了一

个有效的检测手段%
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手足口病$
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&是一种以手足皮肤和口腔黏膜疱疹为

主要症状的小儿急性传染病'

$

(

)本病在国外
$@'E

年已有报

道#

$@)$

年中国上海首次报告了手足口病疫情)近年来#

.̀ E$

病毒的流行在亚太地区呈上升趋势#引发
Wd_8

的肠

道病毒有
%(

多种$型&#其中柯萨奇病毒
;$A

型$

,;$A

&和肠病

毒
E$

型$

.̀ E$

&最为常见)通常情况下#

,;$A

感染引起的
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在临床症状等方面与
.̀ E$

感染所引起的
Wd_8

难

以区别)不同的是
,;$A

感染所致的患者可引发心肌炎*心包

炎等并发症#而
.̀ E$

感染容易引起无菌性脑膜炎*脑干脑炎

及由此引发急性弛缓性瘫痪*肺水肿和出血等严重并发症#死

亡率较高)为了能对
Wd_8

做到早发现*早分型诊断*早治

疗#积极预防并发症#建立
Wd_8

快速分型检测方法尤为重

要)目前较常用的仍为病毒培养分离及逆转录聚合酶链反应

$

-/0+,-

&

'

%
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#但因受实验室条件限制#这两种方法仅限在疾

病控制中心和少数研究和大型医疗机构开展#大多数医院均无

条件开展)本课题利用胶体金免疫法$
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&双抗体夹心技术

将柯萨奇病毒
;$A

型膜壳蛋白
$

$

,;$À +$

&和肠病毒
E$

型

膜壳蛋白
$

$

.̀ E$̀ +$

&的抗体包被于硝酸纤维膜中#用于检测
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患者粪便中不同类型的手足口病病毒抗原!

,;$À +$

阳性则为柯萨奇病毒
;$A

型感染#而
.̀ E$̀ +$

阳性则为肠病

毒
E$

型感染)
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为目前国际上流行的即时检测方法#用

于
Wd_8

的抗原检测在国内尚未见报道)本方法的建立为临

床
Wd_8

病原学早期分型诊断提供了一个方便*快速的检测

手段)

A

!

资料与方法

A&A

!

一般资料
!
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患者来源于本院感染科按照卫生部

.手足口病预防控制指南$

%(()

年版&/标准临床诊断的
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患者
$*A

例$男
E@

例#女
'E

例&#年龄
A

个月至
)

岁%健康对照

+

%)A$

+

国际检验医学杂志
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例来源于本院健康体检的儿童#其中男
$E

例#女
$*

例%年

龄
A

个月至
E

岁#近
%

周无发热和腹泻病史)

A&B

!

标本采集和保存
!

对临床诊断
*#

内的
Wd_8

患者和

健康对照儿童取大便
%

O

$花生米大小&置含
*I7WJD<C

液的

试管
=b

保存)

A&C

!

胶体金免疫法
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分型检测方法的建立

A&C&A

!

材料来源
!

重组肠病毒
E$

膜壳蛋白
$

$

.̀ E$̀ +$

&*柯

萨奇 病 毒
;$A

型 膜 壳 蛋 白
$

$

,;$À +$

&和
.̀ E$̀ +$

*

,;$À +$

抗体来源于深圳市伯劳特生物制品有限公司%氯金

酸$

W;M,4

=

&购自美国
:5

O

IJ

公司产品%硝酸纤维膜$

S,

&来自

美国伯乐$

69c0-;8

&公司%

.̀ E$

和
,;$A

抗体阳性血清来源

于本院感染科经
-/0+,-

鉴定后证实为
.̀ E$

或
,;$A

感染

的
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恢复期患者)

A&C&B

!

金标
.̀ E$̀ +$

*

,;$À +$

抗体制备
!

在
(&($?

氯金

酸水溶液
$((I7

中加入
$?

枸橼酸三钠
$I7

#加热煮沸
$'

$

*(I5D

#溶液由蓝色变为红色#即为胶体金溶液#调配成
(&($?

胶体金分别与
(&'I

O

"

I7.̀ E$̀ +$

*

,;$À +$

抗体按
$(]

$

比例混合#电磁搅拌
*(I5D

#确定终体积#加
$(?6:;

至终

浓度为
$?

#继续搅拌
*(I5D

)

=b

静置
%P

#

=b

下以
$'((H

"

I5D

离心
$'I5D

#弃沉淀后再以
$((((H

"

I5D

离心
$P

#吸弃上

清液#沉淀物用
(&($ I34

"

7 +6

$

$?6:;

#

(&(%?+.!

和

(&('?SJS

*

&重新悬浮至原体积的
$

"

$(

#用孔径为
(&='

#

I

的滤膜过滤#收集金标
.̀ E$̀ +$

*

,;$À +$

抗体#置
=b

避光

保存备用)

A&C&C

!

抗原$重组
.̀ E$̀ +$

和
,;$À +$

&和抗体$

.̀ E$̀ +$

*

,;$À +$

抗体&的包被
!

分别在控制
;

区喷涂重组
%D

O

"

I7

.̀ E$̀ +$

和
,;$À +$

重组蛋白#在测试
6

区和
,

区喷涂
'

D

O

"

I7.̀ E$̀ +$

和
,;$À +$

抗体#置
*Eb

烘箱#

*(I5D

#取

出后密封置
=b

保存)

A&C&D

!

检测卡组装
!

检测卡为长方形塑料小盒#大小为

=2I>%2I>(&E2I

#分为底和盖两部分#盖面有
%2I>(&'

2I>(&*2I

的反应槽#设有控制区
;

及测试区
6

和
,

)盒内

有
%

层#面向反应槽的为包被了抗原*抗体的
S,

膜!

;

为

.̀ E$̀ +$

和
,;$À +$

重组蛋白#

6

为
.̀ E$̀ +$

抗体#

,

为

,;$À +$

抗体#

S,

膜下为特制的吸水纸垫)

A&C&E

!

检测步骤
!

在检测卡反应槽中加入封闭液
$((

#

7

#待

渗入%加入稀释后待检粪便
$((

#

7

#待渗入%加入洗涤液
%((

#

7

#待渗入%加入金标记的
.̀ E$̀ +$

和
,;$À +$

抗体
$((

#

7

#待渗入%加入洗涤液
%((

#

7

#洗去未结合的金标抗体#

'
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内观测结果)

A&C&F

!

结果判断
!

;

区应显示红色质控线#如未显色则本次

测试无效%

6

区出现红色线表示为
.̀ E$̀ +$

抗原阳性#提示

患者受
.̀ E$

感染%

,

区出现红色线表示为
,;$À +$

抗原阳

性#提示患者受
,;$A

感染%

6

和
,

区均未显色表示本测试为

阴性)

A&D

!

荧光定量
-/0+,-

检测
!

实时荧光
-/0+,-

检测仪

$

;69E*((

&%高速冷冻离心机 $

.

""

FD#3HL'=$E-

&%

.̀ E$

和

,;$A

荧光定量
+,-

检测试剂盒由中山医科大学达安基因股

份有限公司生产#按试剂盒说明书进行检测%结果判断!如检测

标本扩增曲线无对数增长期或
,K

&

*E

为阴性%如检测标本

,K

'

*E

且扩增曲线有明显的对数增长期为阳性)

A&E

!

统计学处理
!

用
:+::$*&(

软件包#以
-/0+,-

检测结

果为金标准#计算
,!9;

检测
.̀ E$

和
,;$A

感染的敏感度*

特异度*阳性预测值*阴性预测值和准确度)不同标本检测的

阳性率差异采用
*

% 检验#

I

'

(&('

为差异有统计学意义)

B

!

结
!!

果

B&A

!

重组
.̀ E$̀ +$

和
,;$À +$

验证
!

将重组
.̀ E$̀ +$

和蛋白质相对分子质量标准同时进行聚丙烯酰胺凝胶电泳#考

马斯亮蓝染色#根据
.̀ E$̀ +$

区带的距离与蛋白质相对分子

质量标准比较#通过半对数曲线#确定重组
.̀ E$̀ +$

和

,;$À +$

的相对分子质量分别为
**&)>$(

* 和
**&*>$(

*

#并

经免疫印迹分析此区带能与
.̀ E$

和
,;$A

抗体阳性血清特

异性反应#见图
$

)

!!

$

!标准蛋白相对分子质量%

%

!

.̀ E$̀ +$

%

*

!

,;$À +$

)

图
$

!!

免疫印迹显示重组蛋白
.̀ E$̀ +$

和
,;$À +$

B&B

!

,!9;

与
-/0+,-

检测结果
!

两种方法检测
$*A

例

Wd_8

患儿粪便
.̀ E$

阳性率分别为
%E&%?

和
%)&A?

%

,!9;

与
-/0+,-

检测
$*A

例
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患儿粪便
,;$A

阳性率分别为

**&)?

和
*'&*?

%

,!9;

与
-/0+,-

检测手足口病患儿粪便中

.̀ E$

和
,;$A

的阳性率差异无统计学意义$

I

(

(&('

&%粪便

标本中
,;$A

阳性率均高于
.̀ E$

$

I

'

(&('

&#见表
$

)

表
$
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,!9;

和
-/0+,-

检测
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患儿粪便
.̀ E$

和

!!!

,;$A

结果比较'

#

%

?

&(

检测方法
.̀ E$

阳性
,;$A

阳性

-/0+,- *@

$

%)&A

&

=)

$

*'&*

&

,!9; *E

$

%E&%

&

=A

$

**&)

&

B&C

!

-/0+,-

检测
*(

例健康儿童粪便
.̀ E$

和
,;$A

阳性率

分别为
A&E?

和
$(&(?

%

,!9;

检测
*(

例健康儿童粪便
.̀ E$

和
,;$A

阳性率分别为
$(&(?

和
*&*?

#提示健康儿童中可能

存在少数
Wd_8

隐性感染患儿#见表
%

)

表
%

!!

,!9;

和
-/0+,-

检测
*(

例健康儿童粪便
.̀ E$

和

!!!!

,;$A

结果比较'

#

%

?

&(

检测方法
.̀ E$

阳性
,;$A

阳性

-/0+,- %

$

A&E

&

*

$

$(&(

&

,!9; *

$

$(&(

&

$

$

*&*

&

B&D

!

以
-/0+,-

为金标准#

,!9;

检测
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患儿粪便

.̀ E$

的敏感性
)@&E?

#特异性
@E&@?

#阳性预测值
@=&'?

#

+

*)A$

+
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阴性预测值
@'&@?

#准确度
@'&'?

#见表
*

)

表
*

!!

,!9;

和
-/0+,-

检测
$*A

例患儿粪便

!!!

.̀ E$

结果比较%

#

&

组别
-/0+,-

阳性
-/0+,-

阴性 合计

,!9;

阳性
*' % *E

,!9;

阴性
= @' @@

合计
*@ @E $*A

B&E

!

以
-/0+,-

为金标准#

,!9;

检测
Wd_8

患儿粪便

,;$A

的敏感性
)'&=?

#特异性
@=&*?

#阳性预测值
)@&$?

#

阴性预测值
@%&%?

#准确度
@$&$?

#见表
=

)

表
=

!!

,!9;

和
-/0+,-

检测
$*A

例患儿粪便

!!!!

,;$A

结果比较

组别
-/0+,-

阳性
-/0+,-

阴性 合计

,!9;

阳性
=$ ' =A

,!9;

阴性
E )* @(

合计
=) )) $*A

C

!

讨
!!

论

Wd_8

实验室的诊断目前主要以分离出病毒*病毒核酸

阳性或病毒
9

O

_

抗体检测阳性#病毒
9

O

!

抗体
=

倍以上增高

或阴性转为阳性为依据'

%

(

)病毒分离方法因条件限制很难在

临床实验开展%

-/0+,-

检测
.̀ E$

和
,;$A

的
-S;

是目前

常用的
Wd_8

诊断的金标准#但其必须在规范的
+,-

实验室

中进行#限制了本方法在基层医院应用%

.̀ E$

和
,;$A

病毒抗

体检测多用于
Wd_8

的回顾性诊断和流行病学调查'

*

(

)

,!9;

是
%(

世纪
@(

年代初建立的一种简易*快速*稳定

的免疫学检测技术#最初由
6F

OO

C

等首先应用于人绒毛膜促性

腺激素$

W,!

&测定'

=

(

)现已广泛用于幽门螺杆菌*肝炎*梅

毒*艾滋病等传染性疾病抗原抗体及激素*药物的检测'

'

(

#

W30

"

4F

N

等首次将此法用于粪便中轮状病毒和肠病毒抗原的检

测'

A

(

)而
,!9;

用于
Wd_8

的分型检测在国内尚未见报道)

.̀ E$

是小
-S;

病毒科肠道病毒属的成员'

E

(

#其病毒基

因组编码
=

个外壳蛋白#即
+̀$

*

+̀%

*

+̀*

*

+̀=

)这
=

个蛋白

通过拼装成原聚体和亚单位#最终形成病毒外壳#

+̀$

*

+̀%

*

+̀*

暴露在病毒表面#

+̀=

则包埋在病毒内侧起连接作用#其

抗原表位位于
+̀$

*

+̀%

*

+̀*

上#而主要中和抗原决定簇则主

要集中于外壳蛋白
+̀$

上)

,;$A

是单股正链
-S;

病毒#毒

粒为二十面立体对称#呈球形#直径
%*

$

**DI

#核衣壳裸露#

衣壳蛋白包括
+̀$

到
+̀=

#其中
+̀$

具有主要抗原决定簇#

,;$À +$

和
.̀ E$̀ +$

是病毒血清型的分型依据'

)0$%

(

)

本文采用
,!9;

将
,;$À +$

和
.̀ E$̀ +$

抗体包被于硝

酸纤维膜中#用于检测手足口病患者粪便中的
Wd_8

病毒抗

原!

,;$À +$

阳性则为柯萨奇病毒
;$A

型感染#而
.̀ E$̀ +$

阳性则为肠病毒
E$

型感染)本文检测
Wd_8

患者
$*A

例和

健康儿童
*(

例#

,!9;

与
-/0+,-

检测
$*A

例手足口病患儿

粪便
.̀ E$

阳性率分别为
%E&%?

和
%)&A?

%检测
$*A

例手足

口病患儿粪便
,;$A

阳性率分别为
**&)?

和
*'&*?

%

,!9;

与

-/0+,-

检测
Wd_8

患儿粪便中
.̀ E$

和
,;$A

的阳性率差

异无统计学意义$

I

(

(&('

&)以
-/0+,-

为金标准#

,!9;

检

测
Wd_8

患儿粪便
,;$A

的敏感性
)'&=?

#特异性
@=&*?

#阳

性预测值
)@&$?

#阴性预测值
@%&%?

#准确度
@$&$?

%检测

.̀ E$

的敏感性
)@&E?

#特异性
@E&@?

#阳性预测值
@=&'?

#阴

性预测值
@'&@?

#准确度
@'&'?

)本方法的建立是国内首创#

为基层医院
Wd_8

病原学早期分型诊断提供了一个简单*方

便*快速#特异性和敏感性好的有效检测手段)
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