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手足口病实验室诊断的研究进展
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手足口病$

D@:EH<<C@:E><FCDE89B@9B

#

")WX

&是多种肠

道病毒引起的常见传染病)患儿大多数症状轻微#以发热和

手*足*口腔等部位的皮疹或疱疹为主要特征)少数患儿可出

现中枢神经系统损害#引发脑炎*脑水肿和心肌炎等#个别重症

患儿病情进展快#易发生死亡'

&

(

)引起
")WX

的肠道病毒有

%.

多种#主要是小
(c;

病毒科肠道病毒属的一组肠道病毒#

其中肠道病毒
6&

型$

YS6&

&及柯萨奇病毒
&/

型$

R<a;&/

&最

常见)在中国部分地区也有散在流行#且其并发症的发生率与

病死率也有增高趋势'

%

(

)为了解
")WX

的实验室检查及其在

")WX

诊断及治疗中的应用价值#现将
")WX

实验室诊断的

研究进展综述如下)

B

!

一般实验室检查

B-B

!

血常规检查
!

白细胞计数轻症病例大多正常#血红蛋白*

红细胞及血小板一般无明显异常变化'

,

(

#表明血细胞参数对

")WX

的诊断与鉴别诊断意义不大)但重症病例白细胞计数

明显增高$

)

&0̂ &.

4

"

V

&或显著降低$

$

%^&.

4

"

V

&#淋巴细胞

分类明显升高'

1

(

)

B-C

!

尿常规检查
!

一般无异常变化#有极少数报道尿中检出

微量蛋白'

0

(

)

B-D

!

血生化检查

B-D-B

!

血糖
!

血糖一般偏低#可能与患者发热以及口腔疱疹

影响进食等因素有关'

0

(

#但重症患者血糖可明显升高$

)

4

>><G

"

V

&

'

1

(

)研究表明#

")WX

患儿一旦血糖增高#肢体无

力#常提示病变累及脑干#多病情危重#预后不佳#应引起重

视'

/

(

)也有研究认为#高血糖是发生肺水肿最有意义的预测指

标'

6

(

)

B-D-C

!

心肌酶检查
!

近年来#国内有很多关于
")WX

患儿心

肌酶检查资料的报道#其血清中天门冬氨酸氨基转移酶

$

;'+

&*乳酸脱氢酶 $

VX"

&*

-

$

羟丁酸脱氢酶 $

"!X"

&*肌酸

激酶$

R#

&*肌酸激酶同工酶$

R#$W!

&等分别有不同程度的增

高#尤其是重症患儿#增高幅度及比例都有明显差异)杨江华

等'

0

(报道
VX"

*

"!X"

升高例数较多)王晓卫等'

3

(报道

VX"

*

R#$W!

*

"!X"

升高比例均较大)唐红平等'

1

(报道
R#$

W!

活性明显升高)心肌酶活性升高表明
")WX

患者合并有

心肌损伤#而心肌炎是一种比较严重的并发症#也是造成患儿

死亡的主要原因)因此#对于
")WX

患儿#应重视心肌酶的联

合检查#以便及早发现心肌损伤#及时给予相应的治疗)仅有

极少数病例丙氨酸氨基转移酶升高#提示肝脏损害发生率较

低'

0

(

)

B-D-D

!

肌钙蛋白
*

$

=+:*

&检查
!

很多研究表明#

=+:*

是心肌

特异性抗原#具有高度的特异性#当受到病毒感染的心肌细胞

发生变性坏死时#

=+:*

随即通过破损的细胞膜释放入血#在血

液中持续较长时间#因此#

=+:*

在诊断
")WX

患儿心肌损伤

中具有特异性强*灵敏度高*持续时间长*可早期诊断等优

点'

4

(

)与心肌酶学联合应用#可以提高其检出率#做到早发现*

早治疗#

")WX

患儿的心肌损伤率乃至死亡率就会明显降低)

B-D-J

!

R

反应蛋白$

R$AB@=C8MB

?

A<CB8:

#

R(_

&

!

R(_

是急性时

相反应蛋白中重要的蛋白之一#是一种敏感的炎性反应标志

物#在急性创伤和感染时其血液浓度急剧升高'

&.

(

)

")WX

由

肠道感染所引起#部分初期表现为上呼吸道感染#感染早期血

清
R(_

水平迅速升高#升高与感染程度呈正相关)这表明

R(_

有助于
")WX

的诊断和监测#但是
R(_

是非特异性炎症

指标#一些炎性反应和其他慢性疾病也会引起
R(_

的不同程

度升高#因此最好与其他指标联合检测以提高其诊断价值'

4

(

)

+

/33

+

国际检验医学杂志
%.&&

年
/

月第
,%

卷第
3

期
!

*:CbV@IWBE

!

bF:B%.&&

!

S<G-,%

!

c<-3



B-J

!

脑脊液检查
!

")WX

患儿的脑脊液外观清亮#白细胞数

可轻度升高#蛋白*糖及氯化物浓度大多正常'

,

(

)但重症患儿

脑脊液白细胞数常增高#且以单个核细胞升高为主)鉴于重症

")WX

患儿起病急*进展快#而
")WX

患儿核磁共振检查阳

性改变多需要
0

"

6E

#而脑脊液在初期就有改变#因此脑脊液

检查对有神经系统症状的
")WX

患者早期诊断*疗效和预后

很有帮助'

3

(

)

C

!

病原学检查

C-B

!

病毒分离培养
!

病毒分离是病毒性疾病诊断的/金标

准0)自咽拭子或咽喉洗液*粪便或肛拭子*疱疹液以及脑*肺*

脾*淋巴结等都是常用分离病原的标本)如果患者出现神经系

统症状#可以采集脑脊液标本'

%

(

)标本均需接种到横纹肌瘤细

胞$

(X

&和
"Y

?

$%

$来源于人喉癌上皮细胞&两种细胞系#联合

使用上述两种或更多细胞$如
SBA<

细胞&有助于分离到更多的

肠道病毒'

6

(

)张红梅等'

&&

(报道分离出的肠道病毒大多来自咽

拭子和粪便#脑脊液中没有分离到病毒)

但是#由于病毒的分离鉴定对技术要求较高*费用较昂贵*

耗时#且各实验室分离阳性率各不相同#无法满足病毒流行期

间同时处理大量样本的需要#目前仅用于实验研究'

&%

(

)

C-C

!

血清学检测
!

比较患者急性期与恢复期血清中和抗体滴

度#可作为肠道病毒感染的血清学诊断方法#最常用的是中和

实验#即用微量板法测定抗体滴度#该方法精确且具有型特异

性'

6

(

)此法不适用于早期诊断#可作为回顾性诊断#且由于肠

道病毒血清型别众多#临床使用检测价值有限#而多为流行病

学采用'

%

(

)

C-D

!

聚合酶链反应$

_R(

&技术检测

C-D-B

!

逆转录
$

聚合酶链反应$

(+$_R(

&

!

(+$_R(

技术克服

了病毒分离*中和抗体滴度等方法在操作上费时*费力*无法进

行快速*早期诊断的缺点'

&%

(

#该方法检测标本中的
YS6&

快

速*简单*敏感性高#适用于咽拭子*粪便*各种体液及组织中

YS6&(c;

的检测#是诊断
YS6&

感染的有效方法)但此法

_R(

后仍需进行凝胶电泳分析#操作也较为繁琐#同时存在假

阴性*早期患者阳性率低以及无法对多种病毒联合检测等不

足'

&,

(

)

C-D-C

!

实时荧光
_R(

$

AB@G$C8>B(+$_R(

&

!

实时荧光
_R(

应用与靶序列直接结合的荧光探针可将生产的
(c;

加以定

量#其特点为检测快速$从样品准备到数据分析只
,D

&*敏感性

强*扩增产物可直接定量*密闭系统防止交叉污染等'

%

(

)刘丽

艳等'

&%

(报道通过实时荧光定量
(+$_R(

法检测
")WX

患儿

大便标本中
YS6&

型#方便*快捷#且能报告出病毒载量)

C-D-D

!

基因芯片技术
!

这是近年来发展十分迅速的一门微生

物诊断技术)其主要优点是可以同时检测多段基因#因此具有

较高的灵敏度)同时#应用多组探针联合判断检测结果#也可

以有效地降低检测的假阳性率)此外#可以将多种与
YS6&

早

期症状类似的病毒点样到芯片上进行联合诊断#对于确诊患

者*排除疑似患者具有重要意义'

&,

(

)

D

!

免疫功能检测

D-B

!

+

细胞功能检测
!

刘虹等'

&

(研究表明
")WX

患儿
+

淋

巴细胞亚群中
RX,

5

*

RX1

5及
RX3

5

+

淋巴细胞计数均升高#

而
RX1

5

"

RX3

5比值下降#提示肠道病毒感染可以引起患儿细

胞免疫功能紊乱)因此#适当应用免疫球蛋白等免疫调节*给

予糖皮质激素抗炎等治疗#可能有利于
")WX

患儿的恢复)

而孙广超等'

&1

(经过大量标本研究发现危重症组
")WX

患儿

+

细胞百分比均较正常值降低#组间比较结果显示#危重症组

患儿
+

细胞百分比显著低于重症组#治疗后较治疗前显著升

高#呈趋向于正常值的趋势)

D-C

!

!

细胞功能及补体检测
!

当机体受到
R<a;&/

和
YS6&

感染后刺激
!

细胞产生
*

J

Z

及
*

J

W

抗体#引起宿主细胞膜抗

原结构的改变#产生自身抗体而导致病理免疫反应#同时病毒

感染导致免疫球蛋白消耗增加#机体免疫受到抑制)有研究表

明
")WX

患儿免疫功能紊乱*低下#

*

J

;

*

*

J

Z

水平下降#而

*

J

W

水平升高'

&0

(

#也有研究'

&

(表明
")WX

患儿存在一定程度

的体液免疫功能紊乱#其
*

J

;

水平下降#而
*

J

Z

*

*

J

W

升高)因

此#建议在治疗
")WX

患儿的过程中#应增加一些免疫调节功

能的药物#提高疗效*缩短病程'

&0

(

)

而孙广超等'

&1

(从
!

细胞相对计数方面研究发现重症组

")WX

患儿
!

细胞百分比较正常值降低#危重症组患儿
!

细

胞百分比均较正常值明显升高#更偏离于正常值$平均约升高

%

倍&)组间比较结果显示#危重症组患儿
!

细胞百分比显著

高于重症组#治疗后较治疗前显著降低#呈趋向于正常值的趋

势)结果显示#

!

细胞百分比显著升高可能反映
")WX

进入

危重症期#应用静脉内免疫球蛋白$

*S*Z

&和甲泼尼松龙有助

于恢复危重症
")WX

患儿的异常免疫状态)

补体是血清蛋白的正常组成成分#由多种蛋白成分组成)

它与机体的免疫系统有密切关系#参与机体的免疫应答和自稳

功能#可引起机体的免疫损伤)补体在血清中的含量是相对稳

定的)研究证实手足口患儿血清中
R,

及
R1

水平相对稳定#

提示血清补体在疾病发病过程中未起主导作用'

&

(

)

D-D

!

c#

细胞
!

孙广超等'

&1

(研究发现重症组
")WX

患儿

c#

细胞百分比较正常值明显升高#更偏离于正常值$平均约

升高
%

倍&%危重症组患儿
c#

细胞百分比均较正常值降低#组

间比较结果显示#危重症组患儿
c#

细胞百分比显著低于重症

组#治疗后较治疗前显著升高)病毒侵入人体后#

c#

细胞增

加#有利于病毒的清除#但同时
c#

细胞对病毒结合的靶组织

细胞亦有杀伤#对免疫功能有不良作用)

D-J

!

细胞因子与趋化因子
!

近年来#国内*外研究发现细胞因

子和趋化因子可能在肺水肿的发病机制中起重要作用)有研

究发现
YS6&

感染患儿脑脊液及血浆中白细胞介素
3

$

*V$3

&*

+

$

干扰素$

*c)$

+

&诱导蛋白
&.

*单核细胞趋化蛋白
&

*

*c)$

+

诱

导单核因子等趋化因子水平升高'

&/

(

)在
YS6&

感染早期这些

趋化因子具有一定的保护作用#但是最终可能使有神经系统并

发症的患儿病情加重#提示这些趋化因子可能和其他炎症介质

相互影响#在疾病的发生和发展过程中起到重要作用'

&6

(

)有

研究认为#炎性细胞因子白细胞介素
/

$

*V$/

&#白细胞介素
&

%

$

*V$&

%

&#白细胞介素
&.

$

*V$&.

&#白细胞介素
&,

$

*V$&,

&和
*c)$

+

等可能参与脑干脑炎及肺水肿的发生'

6

(

)目前#国内相关报

道还比较少)

综上所述#

")WX

的实验室检查包括一般实验室检查*病

原学检查及免疫功能检查#对
")WX

的临床诊断*临床分型*

个性化免疫调控治疗及病情评估等具有一定的价值)但是#部

分检测药盒$如细胞因子&的检测结果精密度较差#需建立统一

标准*溯源及参考区间)联合检测更有利于提高临床价值)
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恶性肿瘤已跃居中国农村与城市居民死因第一位)从分

子水平上看#肿瘤是由于细胞在致癌因素的影响下发生基因突

变#失去对生长的正常调控而导致的单克隆性异常增生所致)

随着分子生物学技术的迅猛发展#不仅肿瘤组织#其他临床标

本如血浆'

&

(

*穿刺液'

%

(

*尿液'

,

(

*粪便'

1

(等均能检测出肿瘤源性

Xc;

$常为突变的癌基因或抑癌基因&)突变基因的检测不仅

能为肿瘤早期诊断*预后提供重要依据#同时也渐渐成为病情

监测*肿瘤个体化治疗的风向标'

0$6

(

)但与肿瘤相关的突变基

因却常混杂于大量野生型基因中#即使肿瘤组织本身也是如

此)因此#如何在临床标本中有效富集并检测出微量的肿瘤源

性突变基因是目前实验室肿瘤分子诊断的关键问题)现阶段#

针对肿瘤源性微量已知突变基因的检测手段数量众多*发展迅

速#但低水平未知突变的筛查方法发展却相对缓慢)作为确定

突变的金标准#测序虽然直接可靠#但灵敏度却不高#因此需结

合其他上游技术提高检出率)本文就目前临床实验室常用的

筛查少量未知突变的方法及进展作一综述)

B

!

电泳方法

B-B

!

单链构象多态性$

98:

J

GB$9CA@:E=<:H<A>@C8<:

?

<G

K

><A$

?

D89>

#

''R_

&及异源双链核酸构象分析$

DBCBA<EF

?

GBa@:@G

K

$

989

#

"Y+

&

!

''R_

是一种检测未知突变的常用方法)其基本

原理是单链
Xc;

片段呈复杂的空间构象#

Xc;

序列差异甚

至点突变都能导致这种空间构象的改变#表现在聚丙烯酰胺凝

胶电泳时电泳迁移率不同#达到分离正常链与突变链的目的)

''R_

分析的灵敏度依赖于突变是否影响到
Xc;

的折叠及折

叠后单链
Xc;

$

99Xc;

&分子在电泳中的移动速度)

bF

J

B99FA

等'

3

(和
)A<9C

等'

4

(结合限制性内切酶的
''R_

技术$

AB9CA8=C8<:

B:E<:F=GB@9BH8:

J

BA

?

A8:C8:

J

$''R_

#

(Y)$''R_

&检测家族性乳

腺癌"卵巢癌
FK0;&

基因的突变情况#解决了灵敏度随
Xc;

片段长度的增加而降低的问题#一定程度上提高了突变检出

率)在
''R_

原理基础上发展起来的低离子强度
_R($''R_

$

_R($V*'$''R_

&*

(c;$''R_

*

XX)

#以及与毛细管电泳*非同

位素标记等技术的结合#使
''R_

的速度*敏感性得到一定的

提高)

"Y+

的基本原理与
''R_

相似)突变和野生型
Xc;

形

成的异源双链
Xc;

错配时在非变性凝胶电泳时呈现与同源

双链
Xc;

不同的电泳速度#因而可将野生型和突变型双链

Xc;

分开)一般认为#

"Y+

对
%..

"

,..I

?

大小的片段突变

检测效果较好#且对
''R_

法不敏感的
Xc;

片段检出率很高#

因此两者常联合应用以提高突变的检出率'

&.

(

)

''R_

和
"Y+

方法开展较早#被广泛用于未知突变分析#

虽技术上已有所发展#但通量低*检出率不高*假阳性率高等问

题有待进一步解决)
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梯度变性凝胶电泳$
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989

#

XZZY

&

!

XZZY

又称温度梯度凝胶电泳 $

CB>

?

BA@CFAB

J

A@E8B:C

J

BGBGB=CA<

?

D<AB989

#

+ZZY

&#最早于上世纪八十年代

出现#历经多次改进)其基本原理是当双链
Xc;

在变性剂浓

度或温度梯度增加的聚丙酰胺凝胶中电泳#电泳至与
Xc;

变

性温度$熔解温度&一致的凝胶变性位置时#

Xc;

发生解旋变
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