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　　手足口病 （ｈａｎｄｆｏｏｔｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅ，ＨＦＭＤ）的大部分
病例１周内即获痊愈，少数重症患者出现无菌性脑膜炎、
脑炎、急性弛缓性麻痹、神经源性肺水肿和心肌炎等，个

别重症患者病情进展快，可导致死亡。引起手足口病的肠

道病毒有２０余种，其中以肠道病毒７１型 （ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ７１，
ＥＶ７１）危害最大。ＥＶ７１感染后神经系统并发症比例特别
高，易导致神经源性肺水肿、循环功能衰竭；ＥＶ７１是引起
手足口病重症病例的主要病原体［１２］。许多学者对重症手足

口病患儿的临床特征及 ＥＶ７１的生物学特征进行了相关研
究。但当前少见ＥＶ７１病毒载量与临床因素相关性的研究
报道。本文应用荧光定量 ＰＣＲ法检测了２１４例 ＥＶ７１型重
症手足口病患儿的病毒载量，分析其与各个临床因素的相

关性，以期进一步认识 ＥＶ７１病毒载量的临床意义。现将
结果报道如下。

１　资料与方法

１１　一般资料
２０１４年 ６月至 ２０１４年 ９月杭州市儿童医院收治的

ＥＶ７１感染的重症手足口病患儿２１４例，其诊断均符合卫生
部颁布的 《手足口病诊疗指南 （２０１０年版）》的诊断标
准［３］，其中重型 １８４例 （８６％），危重型 ３０例 （１４％）。
所有患儿均经荧光定量 ＰＣＲ法检测咽拭子 ＥＶ７１病毒核酸
阳性证实为 ＥＶ７１感染，且均排除其他肠道病毒感染。本
研究已获得医院医学伦理委员会批准，并已取得２１４位患
儿家长的知情同意。

２１４例患儿中，男１４４例，女７０例，男女比例２０６∶１；
发病年龄０４２～７６７岁，发病中位年龄为２５０岁。５岁以
内患儿为２０５例 （９５８％）。院外病程０５～１０ｄ，中位病
程为３ｄ。２０２例 （９４４％）患儿在发病５ｄ内就诊。发热
持续时间１～９ｄ，中位发热持续时间为５ｄ。有惊跳１７９例
（８３６％），肢体抖动 １１６例 （５４２％），呕吐 １０９例
（５０９％），头痛３２例 （１４９％）。本组病例均无惊厥或昏
迷。外周血白细胞正常者９５例，白细胞升高者１１９例，中
位白细胞数为 １０３９×１０９Ｌ１ （８１９×１０９Ｌ１，１２２８×
１０９Ｌ１）。脑脊液有核细胞数正常者４９例，脑脊液有核细胞
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数升高者例１６５例，中位脑脊液有核细胞数为７０×１０６Ｌ１

（１９７５×１０６Ｌ１，１４０×１０６Ｌ１）。脑脊液 ＥＶ７１ＩｇＭ阳性者
１２９例 （６０３％），脑 脊 液 ＥＶ７１ＩｇＭ 阴 性 者 ８５例
（３９７％）。血清ＥＶ７１ＩｇＭ阳性者１９２例 （８９７％），血清
ＥＶ７１ＩｇＭ阴性者 ２２例 （１０３％）。头颅 ＣＴ检查 ２０８例，
检查结果均无异常。本组患儿均使用甘露醇降低颅内高压

治疗，并予以小剂量甲基泼尼松龙１～２ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）治
疗２～３ｄ。３０例危重型患儿除甘露醇、甲基泼尼松龙外，
加用大剂量静脉丙种球蛋白 （２０ｇ／ｋｇ）及米力农注射液
治疗。所有病例７～１０ｄ均痊愈出院。

１２　方法
１２１标本采集　采集２１４例患儿入院当天的咽拭子样本，
用专用采集棉签，适度用力拭抹咽后壁和两侧扁桃体部位，

迅速将棉签放入采集管中，置于－２０℃冰箱保存。所有标
本均在２４ｈ内完成实验室检测工作。
１２２荧光定量ＰＣＲ法检测　 （１）病毒核酸提取：取咽
拭子标本上清液 ２００μＬ于 １５ｍＬ离心管中，严格按照
ＲＮＡ提取试剂盒 （苏州天隆生物科技有限公司）说明书操

作，最终收集ＲＮＡ提取液５０μＬ，－２０℃保存备用。 （２）
ＰＣＲ荧光探针检测：使用实时荧光定量 ＥＶ７１型 ＲＮＡ检测
试剂盒 （广州中山大学达安基因股份有限公司），在 ＡＢＩ
７５００荧光定量ＰＣＲ仪 （ＡＢＩ公司，美国）上进行 ＥＶ７１病
毒载量测定。以１×１０７ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ、１×１０６ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ、１×
１０５ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ、１×１０４ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ、１×１０３ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ等５个
滴度作一条标准曲线，分别以１×１０７ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ和１×１０３

ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ两个滴度作为质控。检测结果以＞１×１０３ｃｏｐｉｅｓ／
ｍＬ为阳性。具体操作按说明书进行。ＰＣＲ扩增条件为：４２
℃ ２５ｍｉｎ，１个循环；９４℃ ３ｍｉｎ，１个循环；９３℃ ３０ｓ，
５５℃ ４５ｓ，４０个循环。
１２３ＥＬＩＳＡ方法　ＥＬＩＳＡ方法检测患儿血清和脑脊液标本
中ＥＶ７１ＩｇＭ抗体。抗体试剂盒由北京万泰生物药业股份有
限公司提供。采用捕获法 ＥＬＩＳＡ原理，微孔条上预包被的
抗人ＩｇＭ （抗ｕ链）可与样品种的 ＩｇＭ抗体结合，洗板后
加入抗原试剂与酶标试剂进行温育。当样品中存在对应

ＩｇＭ抗体时，将形成 “抗 ｕ链ＩｇＭ抗体抗原酶标抗体”
复合物。具体步骤详见操作说明书，每板设阴性对照３孔，
阳性对照２孔和空白对照１孔。设定酶标仪波长于４５０ｎｍ
处，用空白孔调零点后测定各孔吸光度 （Ａ值），按照说明
书上标定的范围和标准判断阳性和阴性。

１２４　脑脊液有核细胞计数及分类　取患儿脑脊液进行常
规检查；按照 《全国临床检验操作规程》第３版中的规定
操作，细胞计数 ＞１５×１０６Ｌ１为阳性结果，离心取沉渣涂
片，瑞氏染色后油镜下分类。

１３　统计学方法
采用 ＳＰＳＳ１６０统计软件进行统计处理。计量资料用

均数±标准差 （ｘ±ｓ） （正态分布时）或中位数 （四分位

数间距）［Ｍ （Ｑｒ）］ （非正态分布时）表示；计数资料用

构成比及率表示。两组间计量资料的比较采用秩和检验

（非正态分布时）。病毒载量与各临床因素 （非正态分布变

量）的关系判定采用 Ｓｓｐｅａｒｍａｎ相关分析，以 Ｐ＜００５为
差异具有统计学意义。

２　结果

２１　ＥＶ７１病毒定量检测结果
２１４例患儿的ＥＶ７１病毒载量中，其中１０３～１０４拷贝数

（ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ）１４５例 （６７８％），１０５ ～１０６拷贝数 ６１例
（２８５％），≥１０７拷贝数８例 （３７％）。中位病毒载量为
４×１０４ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ（６×１０３ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，２×１０５ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ）。

２２　不同性别组的ＥＶ７１病毒载量的比较
男性组和女性组患儿的病毒载量差异无统计学意义

（Ｚ＝－０１１２，Ｐ＝０９１１）（见表１），提示性别与ＥＶ７１病
毒载量无相关性。

表１　男性组与女性组病毒载量比较

组别 例数
ＥＶ７１病毒载量 （ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ）
［中位数 （四分位数）］

男性组 １４４ ３×１０４ （６×１０３～３０×１０４）
女性组 ７０ ４×１０４ （６×１０３～１２５×１０４）

２３　ＥＶ７１病毒载量与临床相关因素的分析
ＥＶ７１病毒载量分别与年龄、院外病程、发热持续时

间、外周血白细胞数、脑脊液有核细胞数进行 Ｓｐｅａｒｍａｎ相
关分析，结果显示 ＥＶ７１病毒载量与年龄无关 （Ｐ＝
０２５５）。ＥＶ７１病毒载量与院外病程呈负相关（ｒ＝－０１９４，
Ｐ＝０００４）。ＥＶ７１病毒载量与发热持续时间无关 （Ｐ＝
０６３１）；ＥＶ７１病毒载量与外周血白细胞数无关 （Ｐ＝
０３２９）。ＥＶ７１病毒载量与脑脊液有核细胞数呈正相关
（ｒ＝０１６４，Ｐ＝００１６）。

２４　脑脊液ＥＶ７１抗体阳性组和阴性组病毒载量
的比较

两组患儿的病毒载量差异无统计学意义（Ｚ＝－００４１，
Ｐ＝０９６８）（表２）。

表２　脑脊液抗体阳性组和阴性组病毒载量比较

组别 例数
ＥＶ７１病毒载量 （ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ）
［中位数 （四分位数）］

脑脊液ＥＶ７１ＩｇＭ阳性组 １２９ ３×１０４ （６×１０３～３０×１０４）
脑脊液ＥＶ７１ＩｇＭ阴性组 ８５ ４×１０４ （６×１０３～１５×１０４）

２５　血清抗体阳性组和阴性组之间病毒载量的比较
两组患儿的病毒载量差异无统计学意义 （Ｚ＝－１４６７，

Ｐ＝０１４２）（表３）。

表３　血清抗体阳性组与阴性组病毒载量比较

组别 例数
ＥＶ７１病毒载量 （ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ）
［中位数 （四分位数）］

血清ＥＶ７１ＩｇＭ阳性组 １９２ ３×１０４ （６×１０３～２０×１０４）
血清ＥＶ７１ＩｇＭ阴性组 ２２ ７×１０４ （８２５×１０３～８５×１０４）
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２６　重型组和危重型组之间病毒载量的比较
两组患儿的病毒载量差异无统计学意义（Ｚ＝－１２７１，

Ｐ＝０２０４） （表４），提示病情轻重程度与病毒载量无相
关性。

表４　重型组与危重型组病毒载量比较

组别 例数
ＥＶ７１病毒载量 （ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ）
［中位数 （四分位数）］

重型组 １８４ ３×１０４ （６×１０３～２０×１０４）
危重型组 ３０ ６５×１０４ （１７５×１０４～２０×１０４）

３　讨论

肠道病毒７１型 （ＥＶ７１）属于小ＲＮＡ病毒科肠道病毒
属Ａ型。ＥＶ７１可引起少数患儿出现临床预后较严重的神
经系统综合征及心肺功能衰竭综合征［４５］，严重危害儿童健

康。目前ＥＶ７１病毒感染的病理机制并不完全清楚［６］。然

而，一种病毒感染性疾病的发生，多与机体免疫力、病毒

的种类、病毒毒力、病毒量有关。随着实时荧光定量 ＰＣＲ
检测技术应用的不断成熟，ＥＶ７１病毒载量成为医学研究新
的关注点。

ＥＶ７１病毒一般由口腔入胃肠道，首先在咽部和肠道淋
巴组织中繁殖，发生病毒血症，随后病毒随血流进入全身

各脏器组织。本研究采用荧光定量ＰＣＲ法检测咽拭子标本
中的病毒载量，结果提示咽拭子标本的中位病毒载量为

４×１０４ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，与符宗敏等［７］所报道的咽拭子标本的病

毒载量相近。

本文进一步分析了 ＥＶ７１病毒载量与各临床因素的关
系，结果显示 ＥＶ７１病毒载量与性别、年龄无相关性。故
笔者推测ＥＶ７１侵入人体的病毒量是无性别选择及年龄差
异的，人群普遍对ＥＶ７１易感。本研究亦显示：ＥＶ７１病毒
载量与院外病程呈负相关。即院外病程越短 （采集咽拭子

标本的时间越早），咽拭子标本中ＥＶ７１病毒载量越高。分
析其原因为：咽部是手足口病病毒最早感染繁殖的部位，

且不断通过咽部向体外排毒［８１０］；故越早采集咽拭子标本

进行检测，所测得的 ＥＶ７１病毒载量越高。这也提示应尽
早采集咽拭子标本进行检测，以提高病毒检测的阳性率。

既往多个研究表明外周血白细胞数升高、持续高热不

退是重症手足口病的危险因素［１１１３］。本研究显示：发热持

续时间、外周血白细胞数与病毒载量无关。这提示发热持

续时间的长短、外周血白细胞数的多少与病毒载量的高低

无直接关系，它们可能与病毒感染后所致的炎症反应有关。

ＥＶ７１病毒具有嗜神经性，其可通过直接感染和免疫损
伤机制导致手足口病患者脑干和脊髓灰质的神经细胞出现

炎症细胞浸润，神经元变性、坏死。有实验证明在中枢神

经组织 （包括大脑、中脑、脊髓）中，ＥＶ７１病毒增殖可
导致组织病理改变［１４］。本研究表明 ＥＶ７１病毒载量与脑脊
液有核细胞数呈正相关。这提示 ＥＶ７１病毒载量越高，
ＥＶ７１病毒侵袭神经系统程度越严重，导致脑组织炎症渗出
越严重，脑脊液有核细胞数升高越明显。

ＥＶ７１病毒侵袭神经系统，机体的免疫系统受到激活，
产生脑脊液ＥＶ７１ＩｇＭ抗体。因 ＩｇＭ抗体相对分子量较大，
不易透过血脑屏障，故脑脊液中检测出特异性ＥＶ７１ＩｇＭ抗

体是中枢神经系统感染的直接证据。本研究显示脑脊液

ＥＶ７１ＩｇＭ阳性组与脑脊液 ＥＶ７１ＩｇＭ阴性组之间的病毒载
量无差异，即脑脊液ＥＶ７１ＩｇＭ抗体与病毒载量无关。

ＥＶ７１病毒侵入后诱导机体产生血清 ＥＶ７１ＩｇＭ抗体。
本研究显示血清ＥＶ７１ＩｇＭ阳性组与阴性组之间的 ＥＶ７１病
毒载量无差异。这提示血清ＥＶ７１ＩｇＭ阳性与否，与病毒载
量高低无关。这可能是血清特异性病毒 ＩｇＭ抗体产生主要
与机体的免疫有关，与侵入的病毒量多少无直接关系。

手足口病病毒载量与临床表现轻重之间是否存在相关

性，目前研究报道较少。邓慧玲等［１５］对２４７例ＥＶ７１感染患
儿 （其中普通型１２１例、重症１２６例）进行研究显示：重症
ＥＶ７１手足口病患儿与普通型ＥＶ７１手足口病患儿的病毒载
量差异无统计学意义，ＥＶ７１型病毒载量高低与手足口病严
重程度无明显相关性 。吴亦栋等［１６］亦研究证明ＥＶ７１病毒
载量与病情轻重程度无关 。本研究将重症ＥＶ７１手足口病患
儿进一步分为重型组及危重型组，比较两组的病毒载量，结

果示两组的病毒载量差异无统计学意义，提示ＥＶ７１病毒载
量与病情严重程度无关，与上述研究结论一致。
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（本文编辑：何小军）

学龄前儿童不稳定性骨盆骨折的手术治疗分析

陈建松　舒强　吴伟良　朱建
３１０００３　杭州，浙江大学医学院附属儿童医院骨科
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　　儿童骨盆骨折具有强大的愈合能力，多数患儿经保守
治疗便可取得良好疗效［１３］。对于移位明显的不稳定性儿童

骨盆骨折，保守治疗虽可取得骨性愈合，但无法使骨折准

确复位，常遗留严重的骨盆畸形，进而导致腰骶痛、跛行、

脊柱侧弯等不适［４６］。笔者从２００８年８月至２０１４年１０月

收治学龄前儿童不稳定性骨盆骨折共１０例，均采用手术治

疗，９例行切开复位内固定，１例行闭合复位 Ｉｌｌｉｚａｒｏｖ支架

外固定，疗效分析如下。

１　资料与方法

１１　一般资料
本组１０例，男７例，女３例；年龄介于２岁１个月至

５岁６个月，平均４岁２个月。致伤原因：９例为车祸伤，
１例为高处坠落伤。骨盆骨折参照 ＴｏｒｏｄｅＺｉｅｇ分型标准，
均为Ⅳ型骨折。每例患儿均合并有两种或两种以上损伤，
其中失血性休克２例，颅脑损伤１例，肺挫伤１例，脾脏
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