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摘
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要"目的
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分析
"&!/

年江苏南通地区肠道病毒
8!

型"

)U8!

%的分子流行病学特征&方法
!

采集
3"

例手足口病患儿咽

拭子标本!提取病毒核酸!采用实时荧光定量
X*S

"

S9-X*S

%扩增病毒的
UX!

序列&获得的序列与来自其他地区的序列进行比

对分析!构建系统发育树&结果
!

3"

份临床标本中分离到
!"

株
)U8!UX!

序列!

!"

株
UX!

序列的核苷酸(氨基酸同源性为

4%#/Q

!

44#!Q

!进化树分析显示
!"

株
UX!

序列全部属于
*/

基因型的
*/=

亚型&结论
!

"&!/

年南通地区分离的
)U8!

流行病

毒株与近年来中国其他地区的流行株有相同的起源!均属于
)U8!*/

基因的
*/=

亚型&
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肠道病毒
8!

型 $

)U8!

&属于小
S'.

病毒科#肠道病毒

属#其核酸为单股正链
S'.

#是引起婴幼儿手足口病的主要病

原体#还能引起无菌性肠膜炎#脑干脑炎和骨髓灰质炎样的麻

痹与多种神经系统的疾病'

!

(

)

!4$4

年#美国加州首次报道了

)U8!

引起的病例'

"

(

#此后#全球各地均有流行)我国各地区

对
)U8!

流行爆发均有报道'

%-3

(

#本研究对
"&!/

年江苏南通地

区手足口病分离的
)U8!UX!

区进行扩增测序#旨在了解本地

区近段时间
)U8!

的流行趋势及分子流行病学特征)

B

!

材料与方法

B#B

!

材料
!

标本来源于
"&!/

年南通地区各医院手足口病住

院患儿#采集患儿咽拭子标本于病毒储存液中#

K,&e

保存)

B#C

!

引物设计
!

];0\=0G

中下载
)U8!

的基因序列#经比对选

取保守序列#设计合成
)U8!UX!

区的巢式引物!引物
Z!3j-

***..9 .*.]**9.9 ...-%j

#

S!3j-*].]]*9]9*99

***.-%j

#扩增片段
!!&&>

F

%内引物
Z"3j-.*9 .]*]]*

.]***.-%j

#

S"3j-**.*9*9.. .]99]***.*-%j

#扩增

片段
!&"">

F

)引物由上海捷瑞生物技术有限公司合成)

B#D

!

病毒核酸提取
!

采用北京鑫诺美迪基因检测技术有限公

司的病毒
R'.

"

S'.

提取试剂盒$磁珠吸附法&#提取方法严

格按照说明书)

B#E

!

)U8!

实时荧光定量
X*S

$

S9-X*S

&鉴定
!

使用
)U8!

,

柯萨奇病毒
.

组
!$

型$

*:L.!$

&及通用型肠道病毒核酸检测

试剂盒$默乐生物&鉴定标本的病毒
S'.

类型)严格按照说

明书操作#

S9-X*S

阳性标本即可确诊为
)U8!

感染标本)

B#F

!

)U8!UX!

基因的扩增
!

将
)U8!

阳性标本提取的
S'.

作为模板#采用
:0;7<;

F

S9-X*SG6<

$大连
9=G=A=

公司&进行

逆转录聚合酶链反应)在
S9-X*S

反应体系中加入外引物
Z!

和
S!

#取标本
S'./

"

+

#反应总体系
"&

"

+

#反应条件!

3&e

%&260

#

43e%&7

#

3&e%&7

#

8"e!#3260

#

%3

个循环#

8"e

!&260

)第
"

轮扩增!取第
!

步
S9-X*S

产物
!

"

+

为模板#进

行第
"

轮扩增)第
"

轮
X*S

反应中加内侧引物
Z"

,

S"

#反应

总体系
3&

"

+

#反应条件!

43e"260

#

43e%&7

#

33e%&7

#

8"

e8&7

#

%&

个循环#

8"e!&260

)

X*S

产物
!Q

琼脂糖凝胶电

泳#观察是否扩增到约
!#&d!&

% 的产物#阳性结果送上海迈浦

生物科技有限公司测序)

B#G

!

R'.

序列分析
!

获得的
UX!

序列#使用
M)].3#&

软

件中提供的
ME7C?;

项进行比对#并人工对序列进行校正)使

用
M)].U3#&

软件#对本研究中获得的序列与国内外
)U8!

代表病毒株进行进化分析#构建系统发育树)

C

!

结
!!

果

C#B

!

)U8!UX!

片段扩增结果
!

对
!"

例荧光定量
X*S

检测

)U8!

核酸阳性的标本进行
UX!

片段扩增)电泳检测显示#各

阳性标本均能在
!#&d!&

% 位置出现明显目的条带)将测序获

得的各标本
)U8!UX!

序列#分别命名为
'=0<:0

1

&!
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"&!/
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!
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R+"&&&

标记物%

"

!

)U8!UX!

基因
X*S

产物)

图
!

!!

)U8!UX!

基因的
S9-X*S

产物电泳图

C#C

!

)U8!UX!

基因核苷酸,氨基酸序列同源性分析
!

本实

验共分离到
!"

株南通地区
"&!/

年流行的
)U8!

#根据测序的

全部
!"

条
)U8!UX!

基因序列#进行同源性比对)

!"

条序列

间具有较高的同源性$

4%#/Q

!

44#!Q

&)同源性比对结果见

图
"

$见*国际检验医学杂志+网站论文附件&)

C#D

!

)U8!UX!

基因系统发育树的构建和分析
!

为了探寻

"&!/

年南通市
!"

株
)U8!

病毒株的传播来源#

*:L.!$

原型

株
]-!&

作为外群序列#搜集中国其他城市分离的
)U8!

病毒

序列和国外流行的病毒株序列#使用邻接法构建系统发育树)

根据构建的系统发育树显示#中国所有的
)U8!

病毒序列聚集

在一起#位于
*/

亚型参考序列的内侧#与国外流行的其他亚

型病毒序列有较远的进化距离)南通地区
"&!/

年分离的
!"

株
)U8!

和中国其他大部分城市分离的
)U8!

序列有更近的

进化距离#并组成
)U8!

的
*/=

进化簇#而来自上海
"&&&

年分

离的
%

株病毒株则单独聚在一起#组成了
)U8!

的
*/>

进化

簇)在
*/=

进化簇中#来自南通
"&!/

年采集的
!"

条
)U8!

序

列#根据核酸的进化距离#主要形成
3

个不同的进化分支或进

化簇#与全国其他地区的病毒序列有很近的亲缘关系#显示南

通市流行的
)U8!

是来源于中国本地主要流行的病毒株)根

据现有的序列进一步分析显示#

!"

条南通地区的
)U8!

序列

均位于主要由江苏省病毒株组成的进化簇内)其中#

,

条流行

于南通地区的
)U8!

序列与镇江
"&!&

年流行的病毒序列聚集

在一起或位于镇江序列的进化簇内#表明这些病毒株由镇江地

区传入南通地区)剩余的
/

条南通
)U8!

序列单独聚在一起#

但均位于主要由江苏省序列组成的进化簇内)综上所述#南通

地区
"&!/

年流行的
)U8!

病毒株序列与江苏本省流行的

)U8!

病毒株有更近的亲缘关系#表明南通地区
"&!/

年流行

的病毒株为江苏省本省流行的病毒株)另外#南通地区
"&&4

年流行的
)U8!

病毒序列同样与江苏省内其他城市的病毒序

列聚集在一起#表明南通地区多次流行的
)U8!

病毒株#均来

自江苏省内南通地区
"&!/

年
!"

株
)U8!

病毒株与其他地区

病毒株的系统发育关系见图
%

$见*国际检验医学杂志+网站论

文附件&)

D

!

讨
!!

论

!!

手足口病是指手足口腔等部位出现红色斑丘疹#伴有或不

伴有发热的一种急性传染病#可由多种肠道病毒感染引起#如

)U8!

,

*:L.

,

\

型或埃可病毒等其他肠道病毒)

)U8!

感染是

引起手足口病的主要病原体#且可引起严重的中枢神经系统并

发症#主要的发病人群集中在
!

!

/

岁年龄组'

$-8

(

)

UX!

蛋白是

)U8!

病毒主要的病毒抗原决定簇#是肠道病毒血清型分型的

主要依据)根据
UX!

基因序列的差异#全球的
)U8!

病毒株

被划分为
.

,

\

和
*

三个基因型)除
.

基因型仅含有
)U8!

原

型株外#

\

,

*

基因型又可进一步划分为含有一定数量的亚

型'

,-!&

(

)

根据已分离的
)U8!

病毒株分析显示#

*/

亚型为中国各

地区最主要流行的病毒株'

!!

(

)

*/

亚型的序列又主要形成两

个进化分支#

*/=

和
*/>

)其中#

*/>

病毒株仅在少数地区的

早期阶段流行#如于上海
"&&&

年分离的病毒株'

!"

(

)来自近年

来中国各地区流行的病毒株序列组成了
*/=

分支#这是当前中

国最主要流行的病毒株)在
*/=

分子内#不同地区和不同时间

分离的序列有很近的遗传关系#表明它们来自共同的祖先)为

了解
)U8!

的亚型分布#本研究收集了
"&!/

年南通地区各医

院的手足口病患儿标本#成功获取到
!"

份
)U8!

标本的
UX!

基因序列)根据构建的系统发育树显示#南通地区
"&!/

年分

离的病毒株均属于
*/=

病毒株#表明当前南通地区流行的

)U8!

病毒株为相同的亚型病毒株)

"&&,

年安徽省阜阳市暴发较大规模的手足口病流行#随

后山东,江苏,北京,上海等全国各地均出现了手足口病疫情)

分子流行病学的分析显示#来自江苏的
)U8!

病毒株与同时期

安徽阜阳流行的病毒株聚集在
*/=

分支#其遗传距离较小)因

此#流行在江苏相邻省市$如上海#山东&的
)U8!

病毒应该均

由阜阳传入)在本研究中#数据库中南通地区
"&&4

年的
)U8!

病毒序列也被用于构建系统发育树#以便鉴定南通地区
)U8!

病毒的序列差异)然而分析显示#无论是
"&&4

年分离的病毒

序列还是
"&!/

年分离的病毒序列#它们相互间的遗传距离均

较近#均属于
*/=

#显示南通地区流行单一的
)U8!

亚型病毒

株)同时#其他地区
)U8!

序列构建的系统发育树显示#南通

地区不同时期分离的病毒株均流行于江苏省内其他城市#如镇

江#南通等的病毒序列聚集在一起#表明南通地区
)U8!

的病

毒株主要受流行于江苏省内的病毒株影响)然而#由于样本数

量的限制#因此本研究的分析结果尚不能完全代表南通地区

)U8!

的实际流行情况)更多样本的分析将有助于进一步了

解南通地区
)U8!

的实际流行情况)
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动脉全血与静脉血浆钾,钠,氯离子检测结果比较见表
"

)

表
!

!!

动脉全血与动脉血浆电解质检测结果

!!!

比较$

Fa<

(

22:?

)

+

%

组别
&

钾离子 钠离子 氯离子

动脉全血
!&& %#$&,a&#8&4 !%,#%&a8#!8 43#%3a4#&3

动脉血浆
!&& %#$&$a&#8/, !%,#$%a8#"4 48#,/a4#88

6 K &#!,3 K%#&4" K!"#3$!

! K &#,3/ &#&&% &#&&!

!!

K

!无数据)

表
"

!!

动脉全血与静脉血浆电解质检测结果

!!!!

比较$

Fa<

(

22:?

)

+

%

组别
&

钾离子 钠离子 氯离子

动脉全血
!&& %#$&,a&#8&4 !%,#%&a8#!8 43#%3a4#&3

静脉血浆
!&& %#$38a&#8%4 !%$#34a$#/4 4$#3&a,#3/

6 K &#"$4 K,#48$ K%#!!,

! K &#8,4 &#&&! &#&&"

!!

K

!无数据)

D

!

讨
!!

论

有学者采用
])MXS)MO)S%&&&

型血气分析仪和罗氏

公司
4!,&

型电解质分析仪分别检测
,3

例患者动脉全血和静

脉血浆钾,钠离子浓度#结果显示动脉全血和静脉血浆钾离子

浓度比较差异有统计学意义$

!

%

&#&3

&#动脉全血,动脉血浆

和静脉血浆钠离子浓度比较差异无统计学意义$

!

#

&#&3

&#

动,静脉血浆钾,钠离子浓度比较差异无统计学意义$

!

#

&#&3

&#并且动脉全血和静脉血浆钾离子浓度呈线性相关'

%

(

)

王素平等'

/

(采用
O(-!&&

型钾,钠,氯自动分析仪检测
%%

例呼

吸科患者动脉血气分析标本和常规静脉血标本血浆钾离子水

平#结果显示二者比较差异有统计学意义'

/

(

)有研究表明全

血,血浆钾离子水平低于血清#主要原因是非抗凝静脉血在凝

固过程中#红细胞和血小板释放部分钾离子#而纤维蛋白原的

存在可增加氯离子水平'

3-8

(

)因此#检测标本的不同是引起检

测结果存在差异的原因之一)笔者认为#各仪器之间本身存在

着测量差异#因此以不同仪器检测动,静脉血钾,钠,氯离子浓

度的结果来分析其间的差异#所得到的结论缺乏说服力)此

外#笔者认为电解质检测结果易受标本放置时间的影响#所以

必须同时进行配对检测)未抗凝外周血凝固过程中血小板释

放出钾离子#而且血清标本常受到纤维蛋白的干扰#所以利用

血浆标本进行钾,钠,氯离子检测更准确,更方便)

.U+4!,&

型电解质分析仪可对全血和血浆等标本进行测定)本研究配

对检测
!&&

份标本#结果显示动脉全血与动脉血浆标本钠,氯

离子检测结果比较差异有统计学意义$

!

%

&#&3

&#其中动脉全

血钠离子水平低于动脉血浆#动脉全血氯离子水平高于动脉血

浆)导致上述差异的原因可能包括!$

!

&全血与血浆标本类型

不同'

,

(

%$

"

&同一个体动脉血与静脉血本身固有的钾,钠,氯离

子浓度的差异#这种差异可能与外周血
F

V

值,血液流动,物质

代谢等因素有关%$

%

&采血不规范导致组织液混入外周血标本

及微小溶血,微小凝集等%$

/

&病理因素#如糖尿病,非代偿性代

谢酸$或&碱中毒等%$

3

&治疗措施#如近期输液或输注胰岛素%

$

$

&操作者和仪器等因素引起的随机误差)

在进行钾,钠,氯离子检测时#应注意标本类型#意识到动

脉全血与静脉血浆#以及血浆与全血等不同类型标本间客观存

在的差异#正确评价患者钾,钠,氯离子的真实水平'

4

(

)血气分

析在急救和监护医学中发挥着重要作用#新型血气分析仪增加

了电解质,血红蛋白,血糖等重要指标的检测功能#但应注意验

证不同分析系统检测结果间的一致性#并加强与临床科室的及

时沟通#注意解释血气分析仪检测标本为肝素锂抗凝全血#结

果与传统生化分析有差异'

!&

(

)钾,钠,氯检测结果应以静脉血

浆标本测定值为准#以动脉全血标本测定值为参考)钾,钠,氯

离子检测的分析前质量控制尤为重要#需注意包括患者准备,

抗凝剂选择,标本采集,标本运输等在内的多种影响因素)
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