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实时荧光聚合酶链式反应技术在手足口病检测中的 
应用价值

刘明哲 1，刘 毅 2*

（1. 菏泽医学专科学校，菏泽 274000；2. 平度市人民医院，平度 266700）

摘 要：目的 分析实时荧光聚合酶链式反应（Fluorescent polymerase chain reaction，PCR）技术在手足口病检测

中的应用价值。方法 从 2020 年 1 月—2024 年 1 月疑似手足口病的患儿中抽取 100 例，对其分别实施荧光 PCR 与

病毒分离培养方法，分析检出准确性、敏感性以及特异性。结果 100 例患儿经病原学、实验室检查与临床症状进

行综合诊断，均确诊为手足口病。实时荧光 PCR 检测准确性为 91%，敏感性为 91%，特异性为 89%，病毒核酸的

准确性 78%，敏感性为 78%，特异性为 68%，故实时荧光检测准确性、敏感性、特异性均高于病毒分离培养方法， 

P ＜ 0.05。结论 临床检测手足口病的时候可以使用实时荧光 PCR，其敏感性比较高，可以为医生提供诊断依据，提

高检查准确性。
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0  引  言

手足口病（Hand, foot and mouth disease，HFMD）是一种在儿

童中普遍存在的疾病，其主要由各类人类肠道病毒感染导致。

这种疾病的主要特征是在孩子的手、足、口等部位出现皮肤红

肿，同时还会出现发烧的症状 [1]。手足口病是肠道病毒引起的

急性发热和出疹性传染病，高发人群集中在婴儿和儿童，特别

是 5 岁以下的孩子，少数的严重病例病程会迅速恶化，存在较

高的致命威胁 [2]。HFMD 主要发生在 10 岁以下的小孩中，通常

由病毒感染的物体、通过呼吸道的飞沫、饮用受到污染的水源

或食物等因素引发 [3]。医学实验表明，HFMD 的病原体多样，

其中柯萨奇病毒 A 组 16 型（CoxA16）以及肠道病毒 71 型（EV71）

的感染是最普遍的病原。如果不能立即实行有力的医疗干预，

病情会持续恶化，最终可能导致心肌炎、脑膜炎等严重的后

果，对孩子的生命健康构成威胁。HFMD 的传播路径繁多且迅

猛，其传播过程相当复杂，这使得其管理起来相当困难，容易

引起疾病的扩散与爆发 [4]。所以，研究如何以高效、迅捷、精

确的方式来识别人类肠道病毒显得至关紧要。在过去，医生通

常会根据病原学的测试数据、病人的病症和实验室的检测数据

来评估 HFMD。病毒分离培养法被广泛应用，能够精确地识别

病人是否患有HFMD[5]。然而，这种方法的操作过程相对繁琐，

需要花费更多的时间，很可能会影响到早期的 HFMD 治疗计划

的制订，进一步加剧病人的病况 [6]。PCR 技术在病毒核酸检测

方面表现优秀，通过 PCR 进行核酸的高效和迅速扩展，达到了

减少检测周期和迅速提供检验结果的目标，并且在 HFMD 病毒

核酸检测方面可能表现出更强的特异性。本文从 2020 年 1 月—

2024 年 1 月疑似手足口病的患儿中抽取 100 例，对其分别实施

荧光 PCR 与病毒分离培养方法，以此分析实时荧光 PCR 技术

的应用价值，以期为临床检测手足口病提供参考，试验如下。

1  资料与方法

1.1  一般资料

从 2020 年 1 月—2024 年 1 月疑似手足口病的患儿中抽取

100 例，均为平度市人民医院门急诊收治的患儿，年龄在 5 个

月 ~5 岁，平均为（2.74±0.23）岁，男 60，女 40。纳入标准：（1）

了解试验积极加入。（2）认知、语言功能正常。（3）疑似手足口

病。排除标准：（1）合并其他病变。（2）精神病变。（3）意识障碍。

1.2  方法

所有仪器（见图 1）、试剂厂家均为赛默飞生产。

病毒分离培养法：收集患儿咽拭子样本，对其进行 0.2 mL

的注射，然后把它们注入健康的单层 RD 细胞中，在 33℃ 的

条件下进行培育。利用 4XB 的双目倒置金相显微镜，对细胞的

第一作者：刘明哲，副教授，研究方向为流行病与卫生统计。
*通信作者：刘毅，卫生管理中级，研究方向为公共卫生。E-mail: 176653318@qq.com



158

刘明哲，等：实时荧光聚合酶链式反应技术在手足口病检测中的应用价值【评价与分析】

变化进行持续 7 天的监测。如果特定的肠道病毒细胞病变效应

超过 75% 或更多，把它们储藏在 -20℃ 的条件下，准备二次繁

殖。如果 7 天的检测结果中，细胞病变效应没有明显，选择盲

法繁殖。如果在进行 7 天的观测和记录之后，两代人的遗传都

没有发生变化，保证结果准确性。

荧光 PCR 技术：使用 StepOne Plus PCR 仪进行检验，收集

患儿咽拭子样品，将其储藏于 -20℃ 的条件下，在 12 h 之后运

送到实验室以便进行检查。使用即时荧光 PCR 仪来构建反应系

统，使用 RNA 提取（TRIZOL Reagent 100 mL）和逆转录扩增试

剂（Thermo RevertAid RT）逆转录试剂盒来执行病毒 RNA 的提取

和扩增步骤。对于阴性结果，如果在样本的检查过程中 Ct 值超

过 35，并没有呈现出标准的 S 形曲线；而对于阳性结果，Ct 值

低于 35 并呈现了标准的 S 形曲线。

1.3  观察指标

2 名工作经验在 5 年及以上的专家对结果进行检阅，根

据实验室检查结果、病原学综合诊断结果作为金标准，根

据手足口病诊断标准分析对比两组的准确性、特异性、敏 

感性 [5]。

1.4  统计和分析

SPSS 23.0分析，计数型指标（n/%）表示，χ2 检验。P＜ 0.05，

有差异。

图 1 PCR分析仪

2  结果与分析

2.1  诊断结果

100 例患儿经病原学、实验室检查与临床症状进行综合诊

断，均确诊为手足口病。

2.2  检测结果

实时荧光 PCR 检测准确性为 91%，敏感性为 91%，特异性

为 89%，均高于病毒核酸检测结果（P ＜ 0.05），实时荧光检测

在准确性、敏感性和特异性方面优势显著。见表 1。

表 1 检测结果［n（%）］

组别 例数 确诊 准确率 敏感性 特异性

实时荧光 100 91 91（%） 91（%） 89（89%）
病毒核酸 100 78 78（%） 78（%） 68（68%）

χ2 值 — 6.4516 6.4516 6.4516 13.0647
P 值 — 0.0111 0.0111 0.0111 0.0003

 
3  讨论与结论

尽管手足口病的大部分表现不严重，但它依旧存在引起

严重并发症的风险，因此，对其实施适当且有力的治疗显得

尤其必要。在开始治疗之前，通过病毒的检测，我们可以准

确地判断病人是否已经被手足口病病毒所侵害，从而实施

适当的医疗和防护手段，防止病毒的扩散。Cox A4、A5、

A8、A10、A16、B3、B7 以及 EV 71 型病毒都可能导致手足

口病的出现，其中 EV 71 型和 Cox A16 是最重要的病原体，

这种疾病的症状呈现出各种不同的特征，并且容易引发大规

模的流行病。所以，在最短的时间内进行实验室检测以确定

这种肠道病毒，对于立即执行预防和治疗手段至关重要 ev71

的诊断通常采取病毒分离培养、中和抗体的检测以及实时荧

光 PCR 法。

病毒分离培养法是 HFMD 病原体的常规检测手段，它能够

通过分离样品来识别病毒种类，并能够被应用到更深入的病毒

学研究 [7]。然而，这个分离过程耗时较久，对实验环境的温度

管理需求也相当严格，整个操作过程复杂耗时，并且这种方法

对操作者的专业知识提出了更高的标准 [8]。因此，在 HFMD 病

毒肆虐的情况下，这种方法并不能满足处理众多样品的实际需

求，这并不利于向基层医疗机构的普及 [9]。所以，必须找到一

种更为高效、迅速的 HFMD 病毒检查手段，这样才能迅速确定

HFMD 病人 [10]。但是，病毒分离培养法的技术难度和成本都

相当高，而且其检测周期通常在 4~15 d 天之间，还会产生各种

不一的实验室分离阳性结果。因此，它在病毒传播的过程中，

往往难以同步处理大批的样品，只能作为一种实验室的研究手

段。另外，中和抗体的检测通常需要将病人的急性和恢复阶段

的血清中和抗体的浓度进行比较。对于仅依赖一次血清中和抗

体的浓度来做出评估是困难的，并且这种方式既耗时又耗力，

不能达到早期诊断的标准。

近些年，经常使用的快速检测手段包括传统的 RT-PCR 法

和巢式 PCR[11]。然而，这些手段都有许多不足之处，例如，传

统的 RT-PCR 技术需要进行 PCR 后续操作，容易导致伪阳性结

果，以及产生交叉污染。RT-PCR 的实时荧光定量技术，也被

称为核酸测量方法，其优势在于其高度的灵敏度，易于操控，

稳健且可以被重复使用，目前已经被广泛用于肠道病毒的检 

测 [12]。相较于传统的 RT-PCR，这种方法的逆转录、扩增反应

以及分析都是在完全封闭的环境中执行的，这样可以有效避免

PCR 产品的污染。整个分析流程都由 PCR 仪器来执行，不必再

依赖于电泳或者紫外线照射。降低了执行过程，增强了工作效
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能，并且也增强了检验数据的稳定性。RT-PCR 法的实时荧光定

量技术，能够在 3~4 h 内完成总核酸的提取和检测，这大大减

少了肠道病毒的检测周期。这种技术不仅可以迅速确认手足口

病，也能作为一种有力的实验工具，帮助医生在病情发展初期

就能立即制订出应对策略。

PCR– 反向点杂交技术在基因的分类和突变检测中有着广

泛的运用，其关键在于将探测器安装在玻璃芯片或尼龙膜上，

并利用杂交的数据来确认扩增的产物中是否含有预设的基因。

这个技术有助于人乳头瘤病毒（Human papillomavirus，HPV）的

基因分类，但是其执行步骤较为繁琐，检测时间也相对较长，

使用开放的杂交方法可能会导致交叉污染。尽管 HC-Ⅱ技术能

够通过提高抗体的捕获信息、检测化学反应的反馈信息来识

别 HPV 感染，其准确度和灵敏度也非常优秀。PCR 法的实时

荧光法，是一种将传统 PCR 的高灵敏度、DNA 杂交的高特异

性以及光谱技术的高精准度相结合的创新方式，但由于其复杂

的操作流程、耗时的成本以及昂贵的花费，导致不能有效地进

行 HPV 的分类，从而影响了该方式在实践应用中的广泛推广。

PCR 反应体系的运行机制就是把荧光基团融入其内部，并利用

这些荧光信号的累积对 PCR 的全部流程进行监测。荧光染料

的渗透到 DNA 的双链结构，不仅能引发荧光信号，还能提升

PCR 的结果。另外，在真正的医疗应用场景下，将采取荧光定

量 PCR 仪器进行全自动的研究与检验。这种方式不仅减轻了人

力负担，简化了测试环节，还能减少人为系统误差，从而提高

了测试的灵敏度与准确率。

近些年，由于具有独特的荧光探针特征的 PCR 技术，如

完全封闭的操作、低污染、迅捷的反应和极高的灵敏度，已经

在病毒样品的检测范围得到了大量的应用，并且得到了临床实

验师和医护人员的热烈欢迎。100 例患儿经病原学、实验室检

查与临床症状进行综合诊断，均确诊为手足口病。实荧光检测

准确性、敏感性、特异性均高于病毒核酸，P ＜ 0.05。由此可

见，与病毒分离培养法相比，HFMD 病毒的核酸检测更依赖于

荧光 PCR 技术。这主要归功于它作为一种精确的核酸定量方

法，无需考虑样品种类，并且它的逆转录和扩增反应都可以在

完全密闭的环境中执行，这样就能有效地防止 PCR 产生的无

用污染，从而确保了检测结果的精确度。此外，PCR 分析是

由 PCR 设备执行的，它拥有高度的自动化和易于使用的特性，

无须依赖紫外线或者电泳来观察，这样能够显著降低不必要的

实验步骤，从而提高检测的效率和精度。另一方面，荧光 PCR

技术是通过抽取核酸来执行的，缩短了检测的周期，为 HFMD

的迅速诊断提供了一种高效的实验工具。另一方面，利用病毒

感染的小孩的咽部拭子、排泄物、疱疹液等来做荧光 PCR 的

实验，这种方法的优势在于，它的取样和操作都非常便捷，而

且不会给小孩带来身体上的损害，因此，这种实验的安全性很

高，特别是在婴幼儿范围。所以，与病毒分离培养法相比，荧

光 PCR 技术在 HFMD 病毒的核酸检测上表现得尤其优秀，它

能够更准确、更迅速地识别 HFMD，这对于临床诊断和治疗这

种疾病的孩子们起到了关键的作用。然而，由于荧光 PCR 技术

需要的设备较多，一些基础医院可能不会采纳，所以需要根据

实际环境来挑选最适宜的检测手段。

手足口病作为小儿常见疾病，该病具有一定的传染性，故

需及时发现、检测，临床检测手足口病的方法较多，本文选择

实时荧光 PCR 准确性较高，但也存在一定的误差率，故为了降

低误诊率，还需结合其他检验，提高检查精准性。
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