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摘要:[目的]RT-PCR和ELISA在检测小儿病毒性腹泻中的效能分析。[方法]收集我院2018年6月~2019
年1月在门诊及住院的1个月~5岁400例儿童的腹泻粪便标本。利用 RT-PCR 和 ELISA 方法检测标本中的

RV、NV、AstV和 AdV病毒性病原。具体操作方法,严格按照试剂盒说明书进行操作。[结果]采用 RT-PCR检出

至少有132份标本含有至少1种病毒核酸:116份单一病毒核酸呈现阳性,14份双重病毒核酸呈现阳性,2份三重

以上病毒核酸阳性。核酸阳性的检出率为36.7%。采用ELISA的方法检出98份标本含有至少1种病毒核酸:86
份单一病毒核酸阳性,12份双重病毒核酸阳性。核酸阳性的检出率为27.2%。2种检测方法检测 RV、NV、AstV
和 AdV病毒性病原差异有统计学意义。[结论]RT-PCR和 ELISA2种检测方法的检测结果具有很好的一致性。

RT-PCR和ELISA此2种检测方法均以 RV、NV 的阳性检出率较高,RT-PCR 法除对 EAdV 阳性检出率低于

ELISA外,对其他3种病毒的检出率均高于ELISA。
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Abstract:[Objective]ToanalyzetheefficacyofRT-PCRandELISAinthedetectionofviraldiarrhea
inchildren.[Methods]thesamplesof400childrenagedbetween1to5yearsfromJune2018toJanuary
2019werecollected.RV,NV,AstVandAdVviralpathogensweredetectedbyRT-PCRandELISA.The
specificoperationmethodisstrictlyinaccordancewiththeinstructionsofthekit.[Results]Atleast132
sampleswerefoundtocontainatleastoneviralnucleicacidbyRT-PCR.Amongthem,116weresinglevi-
rusnucleicacidpositive,14weredoublevirusnucleicacidpositive,2weremorethantriplevirusnucleic
acidpositivesamples.Thedetectionrateofnucleicacidpositivewas36.7%.Atleast98sampleswere
foundtocontainatleastoneviralnucleicacid.Ofthese,86werepositiveforsinglevirusnucleicacidand12
werepositivefordoublevirusnucleicacid.Thedetectionrateofnucleicacidpositivewas27.2%.[Conclu-
sion]TheresultsofRT-PCRandELISAhavegoodconsistency.BothRT-PCRandELISAhavehighposi-
tivedetectionrateofRVandNV.ThedetectionrateofEAdVwaslowerthanthatofELISAbyRT-PCR,

thedetectionrateofotherthreevirusesishigherthanthatofELISA.
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·795·



　　在日常生活中,婴幼儿发生腹泻的概率非常高,
位居儿童常见性疾病的第2位[1]。在临床上,病毒

性腹泻的主要流行期大约集中在每年的8~12月

份。病毒具有感染力强,传播快,潜伏期短,发病急,
病后免疫力不能持久等特点,极易造成疾病的大流

行[2]。目前,引起婴幼儿腹泻的病毒主要包括轮状

病毒(ro-tavirus,RV)、肠道腺病毒(entericadenovi-
rus,EAdV)、星状病毒(as-trovirus,AstV)和诺如病

毒(norovirus,NV)等。目前临床对腹泻病毒的检

测多为一对一的检测方法,虽然ELISA检测方法操

作简便,但是与 PT-PCR 相比较,其敏感性和特异

性均较差,而多重联检技术的使用比较少。
实时荧光定量逆转录聚合酶链(quantitative

real-timePCR,RT-PCR)是一项近些年以来迅速发

展的高灵敏度和高特异性的对核酸进行快速检测的

技术,截至目前为止,在临床上已经被广泛应用于病

毒等各种病原微生物核酸的快速检测[3-4]。有研究

报道,在处置麻疹疫情过程中,由于实时 RT-PCR
技术具有灵敏度以及准确度比较高、检测快速以及

操作简单等的诸多优点,大约在几个小时内就可得

到实验室的确诊[5]。酶联免疫吸附试验(enzyme
linkedimmunosorbentassay,ELISA)是把抗原抗

体的特异性反应和酶的高效催化作用有机地结合起

来,检测微量的特异性抗原或抗体的新技术,由于

ELISA方法的操作简便、快速、容易观察结果等优

点,故而亦便于大规模的样品检测。目前在国内,对
于小儿病毒性腹泻的样品检测中,传统的实验室早

期诊断主要方法是通过 ELISA 检测急性期患者的

大便样本。
本文旨在通过选取我院2018年6月~2019年

1月在我院儿科门诊就诊的诊断为腹泻的患儿400
例,采用实时荧光定量 PCR(quantitativereal-time
PCR,RT-PCR)方法和酶联免疫吸附试验(enzyme
linkedimmunosorbentassay,ELISA)2种方法对其

大便样品进行检测,对比2种检测方法之间的差异,
从而对于2种方法的临床价值做出客观的评价。对

比分析2种检测方法的效能,以便为提高本地小儿

病毒性腹泻的检测工作提供技术支持。

1　资料与方法

1.1　一般资料

收集我院2018年6月~2019年1月在门诊及

住院的1个月~5岁400例儿童的腹泻粪便标本。
腹泻诊断标准:每日排便次数增加(≥3次)或

粪便性状发生明显改变(如稀水样、蛋花样或稀糊

样等)。
排除标准:外观为黏液便或脓血便,或确诊为其

他疾病患儿的粪便标本,或便常规检查白细胞>5
个/HP,或可见红细胞。

1.2　主要仪器

QIAxtractor全自动核酸抽提仪;7000实时荧

光定量PCR仪、Opticon2实时荧光定量 PCR 仪、

LightCycler480II、7500fast实时荧光定量PCR仪。

1.3　方法

1.3.1　粪便样品的处理　取粪便(2g左右)加入

10mL磷酸缓冲液中,于15mL离心管中拧紧并离

心,之后采用震荡器剧烈震荡,于3000r/min冷冻

离心10min,取上清液备用。

1.3.2　核酸的提取　根据 QIAxtractor全自动核

酸抽 提 仪 核 酸 提 取 操 作 方 案 进 行,样 本 体 积 为

200μL,提取以后得到总核酸体积为60μL。

1.3.3　实时荧光定量-聚合酶链反应(real-time-
PCR)　引物根据 Liu等[7]文献所述,由Invitrogen
公司合成。试剂采用 Qiagen公司生产的 Quanti-
TectProbeRT-PCR Kit,反 应 体 系 为 25μL,由

12.5μL、2× QuantiTectProbe RT-PCR Master
Mix,0.6μL、0.4μmol/L 上下游引物,0.3μL、

0.2μmol/L 探 针,0.3μL QuantiTectRT Mix、

5.7μLRNase-freeWater以及 5μL 模板核酸组

成。根据各仪器操作说明,设置反应条件为:50℃,

30min;95℃,15min;再按94℃,15s→60℃,60s
循环40次,荧光检测在60℃。Ct值≤35时,判断

结果为阳性。

1.3.4　病毒性病原检测　采用 ELISA、RT-PCR
检测标本中的RV、NV、AstV和 AdV病毒性病原。
具体操作方法,严格按照试剂盒说明书进行操作。

1.4　统计学处理

采用配对资料的χ2 检验对于分析检测结果进

行统计分析,使用SPSS19.0软件,以P<0.05为

检验水准,以 Kappa 值作为2种方法一致性好坏

的评价标准(≥0.75一致性极佳,0.4<Kappa<
0.75中高度一致,≤0.4一致性差)。

2　结果

2.1　腹泻病例感染病原的检出情况

剔除400例中的流失样本后,最终对符合研究

目标的360份标本进行了 RV、NV、AstV 和 AdV
病毒性病原检测分析,其中采用 RT-PCR检出至少

有132份标本含有至少1种病毒核酸:单一病毒核

酸呈现阳性116份,双重病毒核酸呈现阳性14份,
三重以上病毒核酸阳性2份。核酸阳性的检出率为

36.7%。采用ELISA的方法检出至少98份标本含

有至少1种病毒核酸:单一病毒核酸阳性86份,双
重病毒核酸阳性12份。核酸阳性检出率为27.2%。
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2.2　RT-PCR与ELISA2种检测方法比较

分别用RT-PCR 和 ELISA 方法检测粪便360
份,2种检测方法检测 RV、NV、AstV 和 AdV 病毒

性病 原 差 异 有 统 计 学 意 义 (P <0.05)。采 用

Kappa 值一致性评价对结果进行分析,结果 见

表1。

表1　RT-PCR和ELISA2种方法的检测结果

例(%)

类型 RV NV AstV AdV

RT-PCR 80(22.2)1) 64(17.8)1) 32(8.9)1) 12(3.3)1)

ELISA 48(13.4) 42(11.7) 21(5.9) 28(7.8)

Kappa 0.632 0.688 0.548 0.529

　　与 ELISA组比较,1)P<0.05。

3　讨论

本研究弥补了国内尚未对 RT-PCR 和 ELISA
2种检测方法对检测小儿病毒性腹泻的效能分析,
为实验室诊断小儿腹泻病毒所选择的快速、精确、灵
敏和特异性强的检测方法提供了一定的技术支持。
针对引 起 婴 幼 儿 腹 泻 的 病 毒 RV、NV、AstV 和

EAdV等,此类病毒具有感染力强,传播快,潜伏期

短,发病急,病后免疫力不能持久等特点,极易造成

疾病的大流行。因此,临床诊断上应用快速的筛查

方法对腹泻病毒的检测显得尤为重要。目前临床对

腹泻 病 毒 的 检 测 多 为 一 对 一 的 检 测 方 法,虽 然

ELISA检测方法操作简便,但是和 PT-PCR 相比

较,其敏感性和特异性均较差,而多重联检技术的使

用比较少。
实时荧光定量 RT-PCR 是一项于近些年以来

发展迅速的高灵敏性以及高特异性的对核酸进行快

速检测的技术,截至目前位置,已然被广泛应用于病

毒等各种病原微生物核酸的快速检测[6]。有研究报

道,在处置麻疹疫情过程中,由于实时 RT-PCR 技

术具有灵敏度以及准确度比较高、检测快速以及操

作简单等的诸多优点,大约在几个小时内就可得到

实验室的确诊[7]。ELISA 是把抗原抗体的特异性

反应和酶的高效催化作用有机地结合起来,检测微

量的特异性抗原或抗体的新技术,ELISA 方法使用

的酶的标记物仍能够保持酶的活性以及免疫活性,
故而在遇到对应的底物时,能够催化无色的底物产

生还原反应或者水解氧化,从而生成可溶的有色物

质,用肉眼或者比色法即可进行定性或者定量的测

定[8-9]。由于ELISA方法的操作简便、快速、容易观

察结果等的有点,故而亦便于大规模的样品检测。

上述2种检测方法各有优缺点,ELISA 方法的操作

比较简单,不需要对临床的样品进行前期的处理,同
时消耗的时间较短,一般仅需要3~4h。但是有研

究报道显示,ELISA 的检测范围窄是其最大的缺

点,其有效检测范围在5~80pg/mL[6]。实时荧光

定量RT-PCR方法的最大优势在于其非常广的检

测范围,有研究报道显示,荧光定量 RT-PCR 的检

测范围 是 103 ~109 拷 贝/mL,几 乎 所 有 的 样 品

RNA载量均在此范围之内[7]。但是在临床的实际

操作中,实时荧光定量PCR实验所需要的仪器比较

昂贵,同时其试剂耗材等的相关费用也比较高,实验

室生物安全要求也相对较高[10]。
本文经过对 RT-PCR和 ELISA2种检测方法

的对 比 发 现,RT-PCR 方 法 的 阳 性 检 测 率 高 于

ELISA,并且 RT-PCR方法能够检测出三重以上的

病毒核酸阳性,说明 RT-PCR 方法的特异性更好,
可以从分子流行病学的角度来分析病毒的变化规

律,故而更加有针对性地检测以及控制病毒,争取最

大程度地避免ELISA中可能存在的抗原交叉反应,
进一步增强小儿病毒性腹泻的早期病毒的诊断,最
终能够更好地、针对性强地提供有效的治疗方案。

RT-PCR和ELISA此2种检测方法均以 RV,

NV的阳性检出率较高,RT-PCR法除对 EAdV 阳

性检出率低于ELISA外,对其他3种病毒的检出率

均高于ELISA。2种检测方法对4种病毒的阳性检

出率差异均有统计学意义。

RT-PCR 和 ELISA 2 种 检 测 方 法 对 RV,

EAdV,AstV的检测结果具有很好的一致性,其中

对于 NV检测的准确性和一致性更高。
比较2种方法的使用功效,ELISA 法的试验步

骤较为繁琐,耗时约2h,若人工操作,劳动强度大,
且一次试验只能检测单种病毒,但是ELISA具有操

作简便、检测成本低、检测环境要求低[11]的优点;

RT-PCR尽管具有灵敏度高、检测时间短[12]、人员

要求低[13]的优点,但检测成本高、检测环境要求严

格,不易在基层实验室推广。
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