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·检验技术与方法·

两种不同方法检测肠道７１型病毒的比较

杜　昆，李　琦，刘学政

（湖北省荆州市第一人民医院检验科　４３４０００）

　　摘　要：目的　研究不同方法检测肠道７１型病毒的灵敏度和特异性。方法　采集１３５例临床确诊为手足口病患儿和４４例

临床确诊为非手足口病患儿血清，分别用免疫层析法（ＩＣＡ）和酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测抗肠道７１型病毒ＩｇＭ 抗体。结

果　ＩＣＡ法检出阳性病例２９例，ＥＬＩＳＡ法检出阳性病例２７例；ＩＣＡ法和ＥＬＩＳＡ法的灵敏度分别为２１．４８％和２０．０％，特异性为

１００％。结论　ＩＣＡ法和ＥＬＩＳＡ法均具有较高特异性，但其灵敏度较低。

关键词：肠道病毒属；　 敏感性与特异性；　酶联免疫吸附测定

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１４．０２．０３９ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１４）０２０２１５０２

犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狋狑狅犱犻犳犳犲狉犲狀狋犪狊狊犪狔狊犳狅狉犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犺狌犿犪狀犲狀狋犲狉狅狏犻狉狌狊７１

犇狌犓狌狀，犔犻犙犻，犔犻狌犡狌犲狕犺犲狀犵

（犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犆犾犻狀犻犮犪犾犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔，狋犺犲犉犻狉狊狋犘犲狅狆犾犲′狊犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犑犻狀犵狕犺狅狌，犑犻狀犵狕犺狅狌，犎狌犫犲犻４３４０００，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｓｓａｙｓｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ７１

（ＥＶ７１）．犕犲狋犺狅犱狊　Ｔｈｅｓｅｒａｆｒｏｍ１７９ｐａｔｉｅｎｔｓｗｈｉｃｈｗｅｒｅｄｉａｇｎｏｓｅｄａｓｈａｎｄｆｏｏｔａｎｄｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄ．ＩＣＡａｎｄ

ＥＬＩＳＡａｓｓａｙｓｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｓｅｒｕｍＥＶ７１ＩｇＭａｎｔｉｂｏｄｙ．犚犲狊狌犾狋狊　２９ｐａｔｉｅｎｔｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓＥＶ７１ｂｙＩＣＡａｓｓａｙ，ａｎｄ

２７ｐａｔｉｅｎｔｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓＥＶ７１ｂｙＥＬＩＳＡａｓｓａｙ．ＴｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＥＶ７１ｗｉｔｈＩＣＡａｎｄＥＬＩＳＡｗｅｒｅ

２１．４８％ａｎｄ２０．０％，１００％ａｎｄ１００％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＢｏｔｈＩＣＡａｎｄＥＬＩＳＡａｓｓａｙｓｈａｖｅａｈｉｇｈｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇ

ＥＶ７１，ｗｈｉｌｅａｌｏｗｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：Ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ；　ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ；　ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ

　　手足口病（ｈａｎｄｆｏｏｔａｎｄｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅ，ＨＦＭＤ）是一种常

见的病毒感染性疾病，主要以婴幼儿发病为主。临床症状主要

表现为发热和手足口部疱疹，少数患儿可出现无菌性脑膜炎、

脑炎、心肌炎、肺水肿和呼吸循环衰竭等并发症并导致死

亡［１３］。手足口病是由多种肠道病毒引起，主要包括肠道病毒

７１ 型 （ｈｕｍａｎｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ７１，ＥＶ７１）和 柯 萨 奇 病 毒 Ａ１６

（ＣＡ１６）。其中，ＥＶ７１是引起我国婴幼儿手足口病死亡的主要

原因［４７］。因此，对ＥＶ７１的检测不但有利于手足口病的早期

诊断和早期治疗，而且可以降低该病引起的并发症，具有重要

的临床价值。本研究通过免疫层析法（ＩＣＡ）和酶联免疫吸附

试验（ＥＬＩＳＡ）检测１７９例临床标本，探讨这两种方法检测

ＥＶ７１的临床应用价值。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　标本采集　采集本院儿科２０１２年３～１０月经临床确

诊为手足口病的患儿血液２ｍＬ，分离血清并立即检测。共

１３５例标本，其中，男７５例，女６０例；年龄最大１０岁，最小５个

月，平均年龄（３．０２±２．５１）岁。诊断符合卫生部颁发《手足口

病诊疗指南（２００８年版）》诊断标准。对照组为本院儿科同期

经临床确诊为非手足口病的患儿血清，共４４例标本，其中，男

２５例，女１９例；年龄最大９岁，最小６个月，平均年龄３．５２±

２．３１岁。

１．１．２　主要试剂　ＥＶ７１ＩＣＡ检测试剂盒和ＥＬＩＳＡ检测试剂

盒均购自北京万泰生物药业股份有限公司。

１．２　方法

１．２．１　ＩＣＡ法检测 ＥＶ７１　严格按照试剂盒说明书进行操

作。结果判断：测试区和对照区内同时出现条带，判为阳性；仅

对照区内出现条带，判为阴性；测试区和对照区均无条带，或只

有测试区有条带，均判为无效，需重新检测。

１．２．２　ＥＬＩＳＡ法检测ＥＶ７１　严格按照试剂盒说明书进行操

作。取标准品和待测样品各５０μＬ分别加入反应孔内，然后加

入５０μＬ的生物素标记的抗体，轻轻振荡混匀，３７℃孵育１ｈ，

甩去孔内液体，用洗涤液洗涤４次，每孔加入８０μＬ的亲和链

霉素ＨＲＰ，轻轻振荡混匀，３７℃孵育３０ｍｉｎ。用洗涤液洗涤４

次，每孔加入底物Ａ、Ｂ各５０μＬ，轻轻振荡混匀，３７℃避光孵

育１５ｍｉｎ，加入５０μＬ终止液，４５０ｎｍ波长处测定各孔的ＯＤ

值。根据标准曲线换算出待测样品ＥＶ７１ＩｇＭ的浓度。

１．２．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，

计数资料以率表示，进行χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　两种方法检测ＥＶ７１的结果　两种方法检测均阳性２１

例，均阴性１４３例；ＥＬＩＳＡ阳性，胶体金阴性７例；ＥＬＩＳＡ阴

性，胶体金阳性８例。二者比较差异无统计学意义（χ
２ ＝

０．０２９，犘＞０．０５）。见表１。

表１　　两种不同方法检测ＥＶ７１的结果比较（狀）

胶体金法
ＥＬＩＳＡ

阳性 阴性
合计

阳性 ２１ ８ ２９

阴性 ７ １４３ １５０

合计 ２８ １５１ １７９

２．２　两种方法检测ＥＶ７１的灵敏度和特异性比较　１３５例手

足口病患儿中，ＩＣＡ法检出阳性标本２９例，检出率为２１．４８％；

ＥＬＩＳＡ法检出阳性标本２７例，检出率为２０．０％。４４例非手足
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口病患儿中，ＩＣＡ法和ＥＬＩＳＡ法均未检出阳性标本。ＩＣＡ法

和ＥＬＩＳＡ法的灵敏度分别为２１．４８％和２０．０％，特异性均为

１００％，两种方法的灵敏度和特异性比较差异均无统计学意义

（犘＞０．０５），见表２。

表２　　两种不同方法检测ＥＶ７１的灵敏度和特异性比较（％）

项目 ＩＣＡ法 ＥＬＩＳＡ法

灵敏度 ２１．４８ ２０．０

特异性 １００ １００

３　讨　　论

手足口病是由ＥＶ７１等病毒引起的一种常见的传染病。

ＥＶ７１属小ＲＮＡ病毒科肠道病毒属，该病毒的传染性较强
［８］。

ＥＶ７１主要通过接触传播及飞沫传播，故可在短期内造成较大

范围的流行［９］。该病毒一年四季均可引起手足口病，其中以

夏、秋季多见。轻者表现为发热和手足口部疱疹，重者可累及

神经、呼吸、循环等系统，甚至引起死亡。目前对于该病尚无有

效的治疗措施。所以，早期诊断手足口病对于预防和控制该病

具有重要意义。

传统的病毒分离、培养是诊断手足口病的金标准，但该法

对实验设备、技术要求较高，且周期长、阳性率低，并不适合临

床上对ＥＶ７１的检测，该法主要用于实验室研究。目前，ＲＴ

ＰＣＲ技术已成为诊断ＥＶ７１感染的一种常用方法，但该法造成

的假阳性和假阴性率均较高。近几年发展起来的荧光定量

ＰＣＲ法（ＦＱＰＣＲ）检测ＥＶ７１，不仅能大大减少假阳性和假阴

性率，而且与常规ＲＴＰＣＲ技术相比，无论从敏感性和特异性

上都更具有优势［１０１１］。但由于该法需要的仪器昂贵，且对实

验室条件要求较高，不适宜于基层单位开展。本研究中比较了

ＩＣＡ法和ＥＬＩＳＡ对ＥＶ７１的检测情况。结果表明，ＥＬＩＳＡ法

检测阳性标本２７例，ＩＣＡ法检测阳性标本２９例，两种方法的

检测结果比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。此外，进一步研

究证实，ＩＣＡ 法和 ＥＬＩＳＡ 法的灵敏度分别为 ２１．４８％ 和

２０．０％，特异性均为１００％。二者的灵敏度和特异性比较差异

无统计学意义（犘＞０．０５）。而ＩＣＡ法与ＥＬＩＳＡ法相比，操作

更为简单，更加适于基层卫生医疗机构检测ＥＶ７１。有文献报

道ＥＬＩＳＡ法检测ＥＶ７１的灵敏度可达到９６．２％
［１２］，明显高于

作者的检测结果，这可能与作者的采血时间有关。

综上所述，ＩＣＡ法与ＥＬＩＳＡ法虽然均具有较高的特异性，

但其灵敏度均较低。对这两种方法检测ＥＶ７１为阴性的患者，

如果临床症状与手足口病相符，建议进一步采用ＦＱＰＣＲ进

行检测，这样可以避免患者漏检。
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