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【摘要】 目的 建立一种能够快速、特异、有效地直接从临床标本中检测流行性感冒（流感）病毒

并进行病毒型和亚型鉴别的方法，同时了解近年来北京地区 !" 型流感病毒血凝素重链（#!$）区基因

的变异特点。方法 根据编码 !、% 型流感病毒膜蛋白 & 基因的核苷酸序列设计两对引物，用于同一

逆转录（’(）)*+’ 反应中（多重 ’()*+’），根据 !、% 型毒株扩增产物的大小（分别为 ,-. /0 和1.$ /0）鉴

别 !、% 型流感病毒。另根据编码 !$ 和 !" 型流感病毒糖蛋白 #! 基因的核苷酸序列设计两对引物，

与 % 型 & 基因引物用于同一 ’()*+’ 反应中，可区分 !$、!" 或 % 型流感病毒（扩增产物分别为 233 /0、

$ -41 /0和1.$ /0）。为提高检测临床标本的敏感性，针对 !$ 和 !" 型病毒 #! 基因和 % 型病毒 & 基因

又设计了 " 对引物作为外侧引物，进行巢式)*+’ 反应。根据第二次 *+’ 的扩增产物在$516的琼脂

糖凝胶电泳中的大小即可确定型别。经 *+’ 扩增 $22. 7 1--1 年间分离的北京地区 !" 型流感病毒株

#!$ 区基因，测序并进行序列分析。结果 用上述多重 ’()*+’ 鉴定流感病毒分离株 $,. 株，与血凝

抑制试验阳性符合率为 $--6。用多重巢式)*+’ 检测 21 份已经病毒分离确定为流感的儿科临床呼

吸道标本，与病毒分离和血凝抑制试验阳性符合率分别为4.526（!$ 型）、,45$6（!" 型）、8.5,6（%

型）。对 , 株 $22. 7 1--1 年间 !" 型分离株 #!$ 区基因序列分析结果显示，不同年份的分离株 #!$ 区

基因具有较高的核苷酸和氨基酸同源性，而且年份越近的毒株之间同源性越高。结论 多重 ’()*+’
和巢式)*+’ 可同时检测不同型别的流感病毒，并可直接对临床标本进行检测，为流感监测提供更加

快速的新方法。北京地区 !" 型流感病毒分离株 #!$ 区基因持续不断地发生点突变，糖基化位点不

断增多，可能是导致其抗原漂移的原因。
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流行性感冒（流感）病毒是引起急性呼吸道感染

的重要病原，它可在短期内突然发生，起病急，蔓延

快，往往造成不同程度的流行，甚至造成世界性大流

行。在上世纪流感病毒就引起 J 次世界性大流行，

造成相当严重的损失［@］。儿科呼吸道感染病人的突

然大量增加往往是流感流行的晴雨表，因此儿童中

的流感监测有着特殊重要的意义。要及时预测和控

制流感的流行，必须有快速、准确的鉴定和分析流感

抗原变异的方法。因此，本研究室多年来在利用经

典病毒学方法〔病毒分离和血凝（K>）试验〕对儿童

中流感流行情况进行监测的同时，还建立了分子生

物学方法检测和鉴定流感病毒，并对近年 >? 型流

感病毒分离株的血凝素基因进行了序列分析。

材料与方法

一、材料

@ ;标本和毒株来源：@AAB 年 @@ 月至 CDD@ 年 @C
月从首都儿科研究所附属儿童医院门诊、急诊收集

上呼吸道感染、发热 ?LM以上就诊患儿咽拭子标本

进行流感病毒分离。流感病毒分离株为我所历年进

行流感监测分离到的病毒。

C ;引物：!用于分离株 7NO> 合成和 ,-) 扩增

的引物由美国疾病预防与控制中心（-N-）PKQ 流

感中心提供，或根据序列自行设计，见表 @ 和表 C。

针对 >、E 型流感病毒结构蛋白 ! 基因的引物，分别

扩增 RDB S&（> 型）和 CB@ S&（E 型）片段，可同时鉴别

>、E 型病毒；针对 >@、>? 型流感病毒表面糖蛋白血

凝素 K> 基 因 的 引 物，可 分 别 扩 增 AJJ S& 和

@ DTC S&，与针对 E 型 ! 基因的引物一起使用，可鉴

别 >@、>? 和 E 型病毒；"为检测临床标本中的流感

病毒，根据 >@、>? 型 K> 基因和 E 型 ! 基因另设计

合成了 ? 对引物，作为第一次 ,-) 扩增的外侧引

物，上述 ? 对用于检测分离株的相应引物作为第二

次 ,-) 扩增的内侧引物，扩增产物大小同上，分别

为 AJJ S&（>@ 型）、@ DTC S&（>? 型）和 CB@ S&（E 型）。

? ;试剂：!)O> 尿素提取液，见参考文献［C］；

"逆转录酶（!+!UV），CDD W X##（YGEG-Q 公司）；*.I
酶，R W X##（上海生物工程公司）；$Q#%83 0（*）@L，JD
/8 X##；)/.1%/，JD W X##（华美公司）。

二、方法

@ ;病毒分离和鉴定：处理后的标本接种 !N-Z
细胞，常规方法观察病变，于第 ? [ B 天连续做 K>
试验。K> 试验阳性者进一步用血凝抑制（KG）试验

进行型别鉴定。特异性血清由美国 -N- PKQ 流感

中心提供，包括抗 > X悉尼 X DR X AT（K?OC）、> X北京 X
CBC XAR（ K@O@）、E X北 京 X @LJ X A?、E X北 京 X CJ? X AT
血清。

C ;)O> 提取：取 @RD## 病毒培养液或标本液，加

入等量尿素提取液提取 )O>，酚+氯仿抽提，乙醇沉

淀后用 CD## 焦炭酸二乙酯处理的 KCQ 溶解 )O>，

见文献［C］。表!

!
!!!!

流感病毒分离株及标本分型引物

序号

外侧引物

序列 位置
片段长度

（S&）

序号

内侧引物

序列 位置
片段长度

（S&!!

）

>!>" R’!"" ""# #$$ !.8 7.. ..8 7. ?’ @ [ @D @ DCT >!-" R’.$$ $8$ 8$$ 7.7 87$ 7.7 78 ?’!! CDJ [ CC? RDB
>!E" R’!"" ""# #$$ !.8 $.8 ... 7.. ?’ @ D@T [ @ DCT >!N" R’.77 .87 .7$ 88. 87$ .88 .$ ?’!! BAD [ TDA
E!>" R’.87 .8. .87 .88 7.7 $$$ ?’ @ [ @L @ @A@ E!-" R’787 7$8 $$$ 88. 8.7 .7. .$$ 8 ?’!! CA [ JA CB@
E!E" R’.8$ .8. ..7 ..7 87. 7$$ ?’ @ @TJ [ @ @A@ E!N" R’$$8 $$7 77. $$7 7$8 .7. 888 ?’!! CBA [ CLA
>K@> R’7.8 .$8 7.8 .7. 7.. $.$ 8$ ?’ TB [ AR @ D@R >K@- R’.$. 887 $.7 7.$ 878 ..7 .. ?’!! AR [ @@J AJJ
>K@E R’... 778 87. .$8 87$ 77. .. ?’ @ DT@ [ @ DAD >K@N R’7$$ .8$ 77$ 8$. .77 .$7 7$ ?’!! @ D@J [ @ D?L
>K?> R’"!" ""# "!$ !.$ 8.. 8.7 $.$ 7.$ $87 $ ?’ ?D [ JT @ TDJ >K?- R’!"" ""# "!$ !.7 $.$ 7.$ $87 $$$ 8 ?’!! ?B [ RD @ DTC
>K?E R’!!# ""! #$" !$" 7.7 $7. ..$ 87. ..$ 8$ ?’ @ T@T [ @ T?? >K?N R’$#! $"" !#$ "77 $87 8.$ $87 877 8.. $ ?’ @ DTD [ @ DLT

注：>!：针对 > 型流感病毒 ! 基因设计的引物；E!：针对 E 型流感病毒 ! 基因设计的引物；>K@：针对 >@ 型流感病毒 K> 基因设计的引

物；>K?：针对 >? 型流感病毒 K> 基因设计的引物；"为自行设计的引物，其余引物为美国 -N- PKQ 流感中心提供；斜体字母为酶切位点
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表! !" 型流感病毒 #! 测序引物

序号 序 列 位置

!#"$! %’&’( &(’ &(( )’( (() "’ * "+ , * %-
!#"./ %’()) ’&( &)( ’&’ )(( ’&) "’ 0 %+1 , 0 %23
!#".4 %’’&) (&( )(’ (’’ ’)) ((( "’ 0 1+- , 0 111
!#".5 %’’() ’)& (() ’)’ ’)& &( "’ 0 6 -1- , 0 6 -21

注：以上引物均为美国 454 7#8 流感中心提供

" 9 ’5:! 合成：!鉴定流感病毒分离株：取 %";
上述方法提取的核酸加入 3- <) 8;=)> ?（@）62。1-A
孵育 % B=<。室温渐冷后加入 % C DEFFGH，" 91% BB>; I J
K)4;L，6 BB>; I J ?:@MN，% O .:&N=<，L-- O KPKJQ，

总反应体积为 L-";，"1A孵育 6 R。#检测标本中

的流感病毒：同时使用 !6、!" 和 / 型流感病毒 "’端

特异性引物 !#6!、!#"! 和 /K! 合成 ’5:!，反应

条件同上。

3 9多重 .@PM4. 鉴定流感病毒型和亚型：取上

述 ’5:! 合成反应液 L"; 加入 32"; M4. 反应液中，

包括 6- BB>; I J @H=NP#4;，%- BB>; I J S4;，6 9% BB>; I J
K)4;L，- 9L BB>; I J ?:@MN，6 9% O @&T 酶，- 9%"B>; I J
各内 侧 引 物。M4. 反 应 条 件 为 U3A 6 B=<，3%A
6 B=<，1LA U- N，扩增 "- 个循环。

% 9多重巢式PM4. 检测标本中流感病毒：从标本

提取的 .:! 经 ’5:! 合成后，进行两次 M4.。第一

次 M4. 使用针对各基因的外侧引物，第二次使用相

应的内侧引物进行扩增；取 L"; ’5:! 进行第一次

M4. 反应，取 %"; 第一次 M4. 产物进行第二次 M4.
反应。第一次 M4. 反 应 条 件 为：U3A 6 B=<，3%A
6 B=<，1LA U- N，扩增 "- 个循环；第二次反应退火温

度为 %-A，其余条件同第一次 M4.。

+ 9核苷酸序列测定和序列分析：在朝阳医院基

础研究中心使用 MV @V4#:V 公司的 !/W"1" 型 5:!
测序仪进行测序。序列比较分析使用 /;&N( L 9-在

XG<G/&<Y 中进行核苷酸及推导的氨基酸比较，同时

使用 了 5<&N=N 和 4;EN(&;Z 软 件。参 考 株 ! I南 昌 I
U"" I U%（#":L）、! I悉尼 I -% I U1（#":L）的核苷酸与推

导的氨基酸序列分别来自 XG<GD&<Y 和美国 454。

! I南 昌 I U"" I U% 序 列 与 ! I武 汉 I "%" I U%（#":L）相

同，! I武汉 I "%" I U%（#":L）和 ! I悉尼 I -% I U1（#":L）

为 7#8 推荐的疫苗株。

结 果

6 9病毒分离和鉴定：从 6UU+ 年开始进行流感病

毒分离，发现在大多数年份一个流行季节中往往

!6、!" 和 / 型病毒都能分离到，但是 6UU2 , 6UUU 年

流行季节中分离到的毒株全部为 !" 型，6UUU , L---
年则以 / 型为主。

L 9用 .@PM4. 对毒株分型鉴定：针对 K、#! 基

因使用混合引物进行多重 .@PM4.，对 6UU+ , L--6
年间 6%+ 株流感病毒分离株（!6 型 L% 株、!" 型 16
株和 / 型 +- 株）进行型和亚型鉴定，均能扩增与预

期大小相符的片段，与血凝抑制试验阳性符合率均

为 6--[。图 6 为多重 .@PM4. 对流感病毒各型别

特异性扩增的结果。

6 9 M/."LL I #=<F W；L 9 !" 型流感病毒产生 %-+ D\ 的扩增产物；"9

/ 型流感病毒产生 L+6 D\ 的扩增产物；3 9 !6 型流感病毒产生 U33 D\
的扩增产物；% 9 !" 型流感病毒产生 6 -1L D\ 的扩增产物；+9 未经感

染的 K54S 细胞对照；1 9 M/."LL I /N(: W

图" 多重 .@PM4. 对流感病毒进行型别鉴定

" 9用巢式PM4. 对标本中的流感病毒分型鉴定：

取冻 存 0 1-A 或 新 鲜 采 集 的 标 本，提 取 .:!，经

’5:! 合成后，使用混合引物对 6UU+ , L--6 年间 UL
份含 !6、!" 和 / 型流感病毒的临床标本进行检测，

结果见表 "。检测结果与病毒分离阳性符合率分别

为1+ 9U[（!6 型）、%1 96[（!" 型）、2+ 9%[（/ 型）。

表# 多重巢式PM4. 与病毒分离和 #W 试验

检测临床标本中流感病毒比较

流感病毒型别 分离株数 多重巢式PM4. 阳性株数

!6 6" 6-（1+9U）

!" 3L L3（%196）

/ "1 "L（2+9%）

注：括号内数字为阳性符合率（[）

3 96UU+ , L--L 年北京地区 !" 型流感病毒分离

株血 凝 素 重 链（#!6）区 序 列 分 析：6UU+ , 6UU1、

6UU2 , 6UUU、6UUU , L---、L--- , L--6、L--6 , L--L 年

间各选取一株 !" 型流感病毒分离株，通过对 M4.
扩增产物进行 #!6 区基因序列测定。% 株分离株的

核苷酸和推导的氨基酸序列同源性比较见表 3。以

! I南昌 I U"" I U%（#":L）和 ! I悉尼 I -% I U1（#":L）为

参考病毒株。测定结果，所测北京地区的 % 株毒株

的 #!6 区基因核苷酸序列长度均为 U21 D\，它们相

互间 共 发 生 了 +3 个 位 点 核 苷 酸 替 换，突 变 率 为
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! "#$，其中 %& 个发生在嘧啶碱与嘧啶碱和嘌呤碱

与嘌呤碱之间的相互转换。不同年份的分离株 ’()
区基因之间具有较高的核苷酸同 源 性（*! "+$ ,
*-"*$），而且年份越近的毒株之间的同源性越高。

从核苷酸序列推导出的氨基酸序列比较可以看

出，’() 区均为 ./* 个氨基酸（图 /）。所测毒株的

’() 蛋 白 分 子 之 间 的 氨 基 酸 同 源 性 为 *. ".$ ,
*-"/$，共发生了 .+ 个位点的氨 基 酸 改 变，表 明

’() 区基因中大多数核苷酸位点的替换为无效突

变；同时所有半胱氨酸均未发生改变，说明不同毒株

的 ’() 蛋白分子上的二硫键均相同；( 0南昌 0 *.. 0
*#（’.1/）病毒株 ’() 蛋白分子上共有 - 个糖基化

位点（-，//，.-，!.，)/!，)!#，/%! 和 /-# 位点），而我们

所测毒株在 )// 和 ).. 位点多了两个糖基化位点，

分别位于抗原决定簇 ( 区和受体结合位点前壁。

自 )**- 年后毒株又在 )%% 位点多了一个糖基化位

点，位于抗原决定簇 ( 区。.+ 个位点的氨基酸改变

中大多数发生在抗原决定簇，共有 )% 个发生在 ( 和

2 区。其中较为一致的突变位于 )//，)/%，)..，)%/，

)%%，)#!，)#-，)*+，)*/，)*!，//!。可以看出每年的毒

株都与前一年的毒株存在着一定的氨基酸差异，而

且位于抗原决定簇或受体结合位点周围，这种变异

可能导致病毒抗原性漂移。

表! )**! , /++/ 年北京地区 (. 型流感病毒分离株

血凝素 ’() 区核苷酸和氨基酸的同源性比较

134 5# 678 9..* :. ’)-- ’;&-/
134 *&"+ *# "& *# "% *% "- *% "+ *. ".
5# !" "# *! "+ *! "+ *# "% *% "# *% "/
678 !" "$ !" "# *& "! *! "& *# ") *# ")
9..* !% "% !" "& !" "! *&"! *# "& *! "%
:. !’ "( !’ "! !% "% !% "! *& "+ *- "/
’)-- !’ "# !’ "" !% "’ !% "’ !" "# *- "/
’;&-/ !’ "$ !’ "( !% ") !% ") !" "* !" "(

注：134：( 0南昌 0 *.. 0 *#（’.1/）；5#：)**! , )**& 年分离株；678：

( 0悉尼 0 +# 0 *&（’.1/）；9..*：)**- , )*** 年分离株；:.：)*** , /+++
年分离株；’)--：/+++ , /++) 年分离株；’;&-/：/++) , /++/ 年分离株；

黑体字为核苷酸序列同源性百分比（$），白体字为氨基酸同源性百

分比（$）

134：( 0南昌 0 *.. 0 *#（’.1/）；5#：)**! , )**& 年分离株；678：( 0悉尼 0 +# 0 *&（’.1/）；9..*：)**- , )*** 年分离

株；:.：)*** , /+++ 年分离株；’)--：/+++ , /++) 年分离株；’;&-/：/++) , /++/ 年分离株

图" )**! , /++/ 年北京地区流感病毒分离株 ’() 区推导的氨基酸序列比较
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讨 论

!"#已在 $%&’ 年建立了全球流感监测网，了

解流感流行情况，以便及时发现并证实新的变异株，

确保流感疫苗的针对性。本研究室对儿科病人中流

感病毒的流行进行监测，以往通常使用经典病毒学

方法（病毒分离、"( 及 ") 试验），可以准确地鉴定出

流行毒株的型别。但是如果病毒抗原发生较大变异

或相应的特异性血清供应不足时，就会影响对毒株

的鉴别，而且经典方法费时，出结果较慢。因此，我

们建立了多重 *+,-.*、巢式,-.* 方法对流感病毒

分离株进行型别鉴定，也可用以对临床标本直接进

行检测，更加快速地确定流行毒株的型别。

通过多重 *+,-.* 方法同时鉴定流感病毒分离

株型别，避免了分别进行 -.* 的繁琐，特异性好，与

病毒分离和 ") 试验阳性符合率达 $//0［1，&］。此方

法稳定可靠，可与病毒分离相互验证，及时提供流行

毒株的资料，还可对一些血凝阳性但滴度不高无法

用 ") 试验鉴定的毒株进行鉴定，排除其他血凝阳性

但非流感病毒感染的可能性。

巢式,-.* 方法对临床标本中的流感病毒鉴定

型别，经两次 -.* 可检测到标本中少量的病毒。实

验结果表明，与病毒分离和 ") 试验相比阳性符合率

略低。分析可能原因：!标本中病毒含量过少。我

们使用 $ 2 & 提取的 *3( 进行 453( 合成，再使用 $ 2
$/ 453( 合成液进行 -.* 扩增，如果病毒含量过少

可能会影响扩增结果；"本试验所检测的历年收集

的临床标本为 6 ’/7冻存几个月至几年不等，其间

经几次冻融，病毒核酸有可能降解；#巢式,-.* 方

法将各型别引物同时加入一个反应管中进行扩增，

反应混合液的 8" 值、9:!浓度、引物浓度等都有可

能影响到对其中某一型别病毒的检测，导致灵敏度

降低。目前，我们正在从以上几方面对试验条件进

行优化，力求提高对临床标本的检测灵敏度。

巢式,-.* 作为一种敏感、快速的检测方法可同

时从临床标本中检出 ($、(1 和 ; 型流感病毒，为临

床诊断和治疗提供依据，并为临床治疗赢得宝贵时

间。

流感流行至今仍未得到很好的控制，主要原因

在于流感病毒的抗原性尤其是 "( 的抗原性经常不

断地发生变异。目前已知 (1 型流感病毒毒粒的 "(
蛋白分子上至少有 < 个抗原决定簇（(、;、.、5 和

=），且都位于 "( 蛋白分子的 "($ 区，其中 ( 和 ;

区最为重要。因此，"($ 的氨基酸序列的改变常与

流感病毒血凝素抗原性变异密切相关，有时也会造

成病毒宿主范围的改变。从我们对$%%> ? @//@ 年间

(1 型流感病毒血凝素基因 "($ 区序列分析比较结

果显示，不同年份的分离株 "($ 区基因之间虽然具

有较高的核苷酸和氨基酸同源性，而且年份越近的

毒株之间同源性越高，但是 "($ 区的核苷酸在持续

不断地、快速地发生点突变，氨基酸的改变多数位于

抗原决定簇 (、; 区或受体结合位点，提示流感病毒

的抗原漂移可能主要受人群免疫压力的影响。所有

毒株的 "($ 区基因的半胱氨酸和脯氨酸均相同，说

明它们在 "( 分子二级结构和维持 "( 蛋白三维结

构中起重要作用。与 ( 2南昌 2 %11 2 %<（"13@）相比，

糖基化位点逐渐增多，增加的糖链可能会影响蛋白

的抗原特性以及宿主 .5&A 细胞对 "( 分子的识

别［<，>］。北京地区在 $%%B 年冬季曾出现了一次较大

规模的 (1 型流感病毒流行，本研究室自门诊标本中

分离到的病毒均为 (1 型［’］。我们报道了对 1 株分

离株 "($ 区核苷酸和氨基酸序列的分析结果，可以

看出此次流行的病毒与当时的疫苗株 ( 2悉尼 2 /< 2
%’（"13@）同源性很高。与 ( 2南昌 2 %11 2 %<（"13@）

相比，除了与 ( 2悉尼 2 /< 2 %’（"13@）一样在抗原决定

簇区出现了一致的氨基酸突变和糖链增加外，还在

位于受体结合位点区第 @@> 位发生了氨基酸突变，

这些有可能导致了此次流行毒株的抗原漂移，使人

群已有的免疫力无法起到保护作用［B］，因而使此次

(1 型流感流行较往年范围大。

据分子流行病学资料显示，(1 型流感病毒的

"($ 蛋白编码区变异频率远远高于病毒的其他蛋

白。抗原漂移是流感流行的预兆，(1 型病毒每隔数

年就会发生一次较明显的抗原性漂移，因此密切监

测 "($ 区基因变异情况将对于流感的预防、疫苗的

筛选起到重要作用。
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·疾病控制·

深圳地区 6777 年手足口病患儿中肠道病毒 <6 型的监测

何雅青 杨洪 严志平 张顺祥 何建凡

世 界 上 许 多 国 家 和 地 区 相 继 报 道 了 肠 道 病 毒 <6 型

（1.51*#HC*’D 5ON1 <6，QB<6）的流行［6>8］。目前已知 QB<6 的感

染可以导致手足口病，无菌性脑膜炎、脑炎和脊髓灰质炎样

的麻痹性疾病等多种与神经系统相关的疾病。我们于 6777
年对深圳地区出现手足口病病例进行了 QB<6 的监测，结果

报告如下。

6,材料与方法：6777 年 6 @ ? 月收集深圳市手足口病患

儿粪便标本 96 份，保存于 R ?AS。QB<6 的标准毒株采用

QB<6>&TUT7?，其全基因组已提交国际核酸 与 蛋 白 数 据 库

（V1.W).X，接收号码为 EY8A=77!）。病毒 Z%E 的提取使用宝

灵曼 TCLI [’*1 BC*)0 Z%E 试剂盒，取 =AA!0 粪便上清或组织

培养上清加入 :AA!0 结合液，混合均匀，加入纯化过滤管中，

6A AAA * \ KC. 69 D；弃去过滤液换一新的收集管，加入 :9A!0
洗液，6A AAA * \ KC. 69 D；重 洗 6 次；最 后 离 心，68 AAA * \ KC.
6A D，弃去残余的洗液；去掉收集管，换一个干净的无 Z%E 的

6,9 K0 QNN1.M*#/ 离心管，用 =A!0 洗脱液加入过滤管中，6 AAA
* \KC. 离心 6 KC.，将提取的 Z%E 移到一个新的离心管中。

ZJ>["Z 是利用一个共用的上游和两个不同的下游 QB<6 病

毒 特 异 性 引 物， 序 列 分 别 为 9’> EEVVVVJV
VJE"JVVJE"JVVEEVJJ">8’；9’>JVE"EVEEE""VVE
VJ"JJJV>8’和 9’>VV"E"JVJVJJ"EJEJEJVV">8’［:］。以病毒

Z%E 为模板，在逆转录酶和 J)] ^%E 聚合酶（均为 W#1I*C.L1*
G)..I1CK公司产品）进行ZJ>["Z 反应。反应条件为 7:S :A
D，9AS :A D，<=S :A D，:A 个循环，<=S延伸6A KC.。

=,结果和分析：

（6）QB<6 的检测：以 QB<6>&TUT7? 作为标准对照，用 ZJ>
["Z 法扩增 96 份粪便标本的核酸样品，结果有 =6 份样品分

别扩增 出 长 度 为 8!A 和 8=? 个 碱 基 对 的 片 段，阳 性 率 为

:6,6?_。

（=）QB<6 的监测：6777 年深圳市 ! 个区均有手足口病的

病例报告。对收到 96 份患儿样本进行 QB<6 监测，共检出阳

性标本 =6 份。从罗湖区的 8A 例患儿中检出阳性者 6= 例，南

山区 69 例患儿有 7 例 QB<6 阳性，说明在罗湖区和南山区均

出现 QB<6 的流行。

作者单位：96?A=A 深圳市卫生防疫站微生物检验科（何雅青、杨

洪、张顺祥、何建凡）；南山区卫生防疫站（严志平）

（8）不同月份 QB<6 的检测情况：6 月份 8 例和 = 月份 6
例手足口病患儿均未发现 QB<6 阳性；= 月份 6 例手足口病患

儿；9 月份共监测 7 例手足口病患儿，其中 : 例为 QB<6 阳性；

! 月份有 8A 例患儿，其中 QB<6 阳性者 6= 例；< 月份 : 例中有

= 例为 QB<6 阳性；? 月份 : 例患儿有 8 例 QB<6 阳性。

（:）不同年龄、性别儿童 QB<6 感染情况：A 岁组的 8 例手

足口病患儿中有 = 例是 QB<6 感染，6 岁组的 : 例手足口病患

儿中有 6 例是 QB<6 感染，< 例 = 岁组患儿中有 : 例是 QB<6
感染，68 例 8 岁组患儿中有 ! 例是 QB<6 感染，: 岁组的 6= 例

患儿中有 : 例是 QB<6 感染，9 岁组的 6= 例手足口病患儿中

有 : 例是 QB<6 感染。从不同年龄组儿童的 QB<6 感染情况

可以看出，96 例手足口病患儿主要是 9 岁以下的儿童，且

QB<6 感染率较高，为:8,97_（6< \ 87），说明 9 岁以下的儿童

是 QB<6 感染的高危人群。不同性别间 QB<6 感染率差异无

统计学意义（! ‘ A,A9）。

手足口病可由 QB<6 感染所致，也可由柯萨奇病毒 9、6A
和 6! 型等其他肠道病毒感染引起。6777 年对深圳地区出现

的手足口病病例进行了 QB<6 的监测，结果发现感染率为

:6,6?_，说明 QB<6 是引起深圳地区儿童手足口病的主要病

原。6777 年深圳地区从 9 月份开始出现手足口病病例，! 月

份达到高峰，< 月份开始下降。在深圳罗湖区和南山区均出

现 QB<6 的流行。监测结果还表明，9 岁以下的儿童是 QB<6
感染 的 高 危 人 群，手 足 口 病 患 儿 中 QB<6 的 感 染 率 为

:8,97_。近年来，亚洲地区相继爆发 QB<6 的流行，因此，很

有必要加强手足口病的监测，掌握其流行规律。
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