
第26卷第5期
2011年10月

郑州轻工业学院学报(自然科学版)
J0uRNAL 0F ZHENGZHOU UNIVERSITY 0F UGHT INDUSTRY(Natu同Science)

V01．26 No．5

0ct．20ll

文章编号：1004—1478(2011)05—0080—04

肠道病毒检测方法述评

孙新城1， 周贺娟2

(1．郑州轻工业学院食品与生物工程学院，河南郑州450002；

2．郑州大学生物工程系，河南郑州450001)

摘要：综述了肠道病毒的种类、结构、生物学特性、致病性及肠道病毒的检测方法．通过对各方法优缺

点的比较，认为免疫学检测方法在方便快速检测肠道病毒中的独特优势，尤其是免疫胶体金标记法

和酶联免疫吸附试验备受青睐．提出确定肠道病毒的共同抗原和研制胶体金多元化检测试纸条可作

为今后肠道病毒的通用检测方法的研究重点．
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Abstract：The types，structures，biolo舀cal characteristics，pathogenic of enterovims detection met}lods of

enterovims were summarized．By comp撕ng tlle advantage and disadvantaeg of every detection met}lod，it

was found that the speci6c advantage of immunological method was tIle best convenient粕d fastest detec—

tion met}lods，especially immune colloidal gold detection met}lods and enzyme—linked immunosorbent detec—

tion methods．It was put forward that dete册ination of the common entemvims antigens and the deVelopment

of c01loidal gold test strips of common intestinal virus detection metIlods was important in the common de—

tection methods about enteIDvims．

Key words：detection method of entemVillJs；immunology detection；immune colloidal gold diversm—

cation detection
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肠道病毒引起的疾病种类很多，且容易大范 重甚至威胁生命．如果在患病早期及时诊断出肠道

围、高频率地爆发，严重威胁人类的健康，由于其与 病毒，有利于后续的治疗和防治以及抑制流行病的
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爆发．目前常用的肠道病毒的检测方法仅仅是针对

肠道病毒中的一种类型或者是一种类型的部分血

清型，所以，研制高效、快速、通用的肠道病毒的检

测方法，具有非常重要的意义．本文拟对肠道病毒

的种类、结构、生物学特性、致病性及肠道病毒检测

方法予以述评，并指出今后的研究思路．

1 肠道病毒的种类、结构、生物学特

性、致病性H—J

肠道病毒是主要生长于肠道的RNA病毒，属于

小RNA病毒科，肠道病毒属，包括以下4类：1)脊

髓灰质炎病毒，有l，2，3三型；2)柯萨奇病毒，分

A，B两组，A组包括l_22，24型，B组包括1一
型；3)埃可病毒，包括1q，11_27，29—33型；
4)新肠道病毒，为1969年后陆续分离到的，包括

68，69，70和71型．

肠道病毒的共同特性是：1)病毒体呈球型，衣

壳为20面体对称结构(共有60个颗粒)，无包膜；

2)基因组为单股正链RNA，具有感染性，并起mRNA

作用；3)在宿主细胞浆内增殖，迅速引起细胞病变；

4)耐乙醚，耐酸，56℃，30 min可使病毒灭活，对紫

外线、干燥敏感，在污水或粪便中可存活数月；5)主

要经粪一口途径传播，以上呼吸道、咽喉和肠道为

人侵门户．肠道病毒首先在人类消化道细胞壁繁

殖，然后通过血液侵犯其他靶细胞，引起各种临床

综合征，临床表现多样化，可致多种疾病，如麻痹、

无菌|生脑炎、心肌损伤、腹泻和皮疹等．致病特点是

病毒在肠道中增殖，却很少引起肠道疾病；不同类

型的病毒可引起相同的临床综合征，同一型病毒亦

可引起几种不同的临床疾病，但某些病毒只倾向于

引起某种综合征的情况也存在．

2肠道病毒的检测方法

2．1生物学检测技术

2．1．1动物接种法 动物接种法足肠道病毒诊断

最早的实验手段，常用小鼠进行腹腔接种或脑内接

种，也可用乳鼠进行腹腔接种，然后观察小鼠或乳

鼠的发病情况，以判断标本是否有病毒存在．该实

验方法不但操作繁琐，而且动物个体差异较大，所

测得的结果不够稳定，需重复多次．对实验技术人

员的操作要求也比较高．目前除了科研的需要，一

般不用该方法进行肠道病毒的分离检测．

2．1．2细胞培养法 细胞培养法用于分离病毒的

细胞有原代细胞、二倍体细胞或异倍体细胞．现在

使用较多的有Vero细胞、Hela细胞等，这些细胞可

连续传代，而且对多种主要致病的肠道病毒敏感．

但用该法分离肠道病毒所需时间长(大多7 d后判

断结果)，而且需要有诊断某种病毒的敏感细胞系

和熟练的操作技术．

2．2免疫学诊断技术

2．2．1 中和试验⋯ 中和试验以测得病毒的感染

力为基础，有固定血清稀释病毒法和固定病毒稀释

血清法两种．它通过观察细胞病变程度了解被测血

清中抗肠道病毒的抗体水平，如果有标准血清，也

可用此法给肠道病毒定型．但病毒颗粒的完整性、

抗血清滴度的强弱、宿主细胞的敏感性等各因素的

变化都会影响其结果的准确性，而且整个实验需双

份血清(即早期感染的血清和恢复期血清)，判断实

验结果所需时间也较长，故不适用于快速诊断．

2．2．2 酶联免疫吸附试验 酶联免疫吸附试验

(ELIsA)方法的基本原理是用酶标记抗体后仍能与

相应的抗原形成免疫复合物，这种复合物经底物显

色后观察结果．酶联免疫吸附试验是目前应用最广

泛的病毒抗原及抗体的检测技术，已有问接法、又

抗体夹心法、双抗原夹心法、捕获法和生物素亲和

素法、膜酶免疫试验和微孔腊免疫试验、竞争抑制

法等多种方法∞。9J．酶联免疫吸附试验操作简单，所

需时间短，灵敏度高，不需要特殊的仪器，尤其适合

大批样品血清学检测，但该方法的检测结果的特异

性受包被的抗原或抗体纯度的影响较大．

2．2．3免疫荧光法 免疫荧光法的基本原理是标

记荧光素抗体仍能与相应的抗原形成免疫复合物，

这种复合物由于有荧光素的参与，借助荧光显微镜

能观察到细胞内病毒抗原及其存在的位置，从而得

知相应的病毒抗原．该技术最大优点为敏感性和特

异性高，特别是单克隆抗体的问世大大提高了免疫

荧光测定的效果，主要应用于快速诊断．免疫荧光

法分直接法和间接法．国外有些研究者经预试验发

现，免疫荧光法能鉴别多半肠道病毒血清型，与中

和试验的符合率较高．免疫荧光法操作简便、快速，
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可弥补核酸杂交试验和PCR法不能分型的缺点．利

用酶联免疫吸附试验捕捉法或间接法检测早期病

人血清中的IgM和IgG抗体，是较常用的手段，尤其

以柯萨奇B组病毒的感染诊断较多，因此，近些年

有研究者将免疫荧光法与间接免疫法结合，创建了

间接免疫荧光和PCR—EuSA试验法，以检测肠道

病毒‘9’10]．

2．2．4免疫胶体金标记法 1980年最早报道了用

胶体金检测人绒毛膜促性腺激素的凝集试验，1985

年已有商品试剂盒供应，从此免疫胶体金标记法成

为研究新热点，近年该法已在各种生物学、医学研

究中广泛使用．免疫胶体金标记技术由于具有操作

简便、无需任何专用仪器、无需特殊培训操作人员、

检测结果直观、方便基层单位和现场使用等特点，

成为近些年体外诊断试剂发展的趋势．

2．3核酸诊断技术

2．3．1 核素杂交技术该技术是将制成的32P同位

素标记、生物素标记或地高辛标记的探针与患者标

本中提取的病毒RNA进行杂交，然后进行定性、定

量分析．核酸杂交技术敏感性很高，G．J．zon等¨l】

用32P标记的探针对肠道病毒标准毒株进行检测，

其阳性检出率达90％以上，对照组的肠道病毒检

出率<15％．R．D6而es等¨21用生物素标记的探针

检测63种血清型，结果61份血清型表现为阳性．但

核素半衰期短，易污染，其贮藏需有严密的防护

措施．

2．3．2聚合酶链反应 聚合酶链反应是用肠道病

毒特异性引物检测标本中和肠道病毒RNA同源的

基因序列，将其结果作为判断的依据．有人将DNA

酶免疫试验与PCR方法结合，既克服了标记探针

步骤复杂的缺陷，又弥补了EB敏感性和特异性较

低的缺点，为提高PCR扩增产物的检测水平创造了

条件．聚合酶链反应法灵敏度高，所需时间短，较适

合肠道病毒的快速诊断．近几年出现的逆转录一聚

合酶链反应法(RT—PcR)成为肠道病毒快速诊断

的重要方法．该方法的缺点是容易出现假阳性，检

测样本容易污染，而且需要精密仪器和专业技术人

员，不便于大规模普及¨3。5I．

2．3．3 TaqMan荧光定量RT—PCR法 这是根

据肠道病毒基因的保守区设计特异性引物和Taq—

Man探针，通过对荧光RT—PcR反应条件进行优化

而建立起来的一种方法．该方法对肠道病毒的检测

有高度的特异性，可检测出脊髓灰质炎病毒、EV71

柯萨奇病毒和埃可病毒等肠道病毒，与腮腺炎、麻

疹、乙型脑炎等病毒无交叉反应．TaqMan荧光定量

RT—PCR法比常规RT—PCR更敏感、快速和简便，

从核酸提取至完成检测仅需3 h左右．不过该方法

也因需要精密仪器和专业技术人员而不易大规模

普及‘15—26I．

2．3．4基因芯片技术 基因芯片技术是通过压电

打印法、原位合成法、分子印章法等方法，将DNA片

段高密度地固化到经特殊处理的载体(硅片、醛基

化的玻片、表面氨基化等)表面，在特定条件下与荧

光标记的样品分子进行杂交，然后通过激光共聚焦

显微镜等设备收集杂交信号，并用生物信息学软件

分析，从而获得样品的遗传信息陋‘28|．目前国外已

有公司研发出肠道病毒鉴定芯片，可快速检测肠道

病毒的型别，国内尚无使用基因芯片对肠道病毒进

行检测的相关报道．

使用基因芯片技术对EV71进行诊断时，因其

可同时检测多段基因，因而具有较高的灵敏度．同

时由于分子杂交本身高度的严谨性，应用多组探针

联合判断检测结果，可有效降低假阳性率．此外，因

基因芯片本身具备高通量、大规模的特点，故可以

将多种与Ev71早期症状类似的病毒(如柯萨奇、疱

疹病毒、埃可病毒、轮状病毒等)常见病原体点样到

芯片上进行联合诊断，对于确诊病人、排除疑似患

者具有重要意义．此方法目前还属于高新技术，虽

能快速地检测出肠道病毒，但距离大规模推广还有

一段很长的路．

3结语

诊断肠道病毒的方法有很多，总的来说，传统

的检测方法复杂费时，核酸检测方法需要精密仪器

和专业的技术人员．随着近些年体外检测试剂的发

展，免疫学检测方法尤其是免疫胶体金标记法和酶

联免疫吸附试验以其特有的优势备受青睐．目前，

还没有一种通用方法能方便地快速检测肠道病毒，

且把肠道病毒与其他病原体分开．研制出一种方便

快速的肠道病毒通用检测方法旧J，在患病早期及时
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诊断出肠道病毒病原体，有利于后续的治疗和防

治．笔者认为，研发肠道病毒方便、快速、通用的检

测方法，可以着力于以下2个方面：

1)研究并确定肠道病毒的共同抗原，制备相应

的胶体金检测试纸条或酶联免疫检测试剂盒，通过

检测肠道病毒的抗原或抗体进而确定肠道病毒的

存在．目前，肠道病毒的共同抗原还没有确定，杨秀

惠等旧。虽指出VPl是很多肠道病毒的共同抗原，但

没有足够的证据证明它就是肠道病毒的共同抗原．

2)研制胶体金多元化检测试纸条旧0|．胶体金多

元化检测就是采用在同一膜上作多种项目测定和

多项目组合测定2种方式，1次检测可同时得到l

组结果，这对于检测某些具有联检意义的物质具有

很大的应用价值．肠道病毒的通用检测方法的主要

障碍是没有确定的共同抗原，但是确定几种能够代

表所有肠道病毒的抗原，应该比确定1种共同抗原

容易些，所以可以这些抗原做多元化检测试纸条．
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