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利用新型分子檢測法進行腸病毒偵測
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前　言

腸 病 毒 有 高 達 一 百 種 以

上的血清型，除了小兒麻痺病

毒  (Pol ioviruses)，腸病毒  71  型 
( E V 7 1 )，還有一些克沙奇  B  型 
(Coxsackievirus B) 的一些型別會併發
引起中樞神經受損等傷害外，其餘

型別大致上都鮮少發生併發症[1,2]。
國內於 1998 年爆發 EV71 嚴重疫
情後，台灣疾病管制署 (Centers for 
Disease Control and Prevention, CDC) 
建立了三個腸病毒檢測平台：1. 定
點醫師聯絡網，每週收集一次手足

口症 (Hand, foot and mouth disease, 
HFMD) 和泡疹性咽峽炎 (herpangina) 
的案例，但最近已改由全民健保研究

資料庫[3,4]的即時疫情和疾病監測取
代。2. 成立合約實驗室，透過從腸病
毒症狀疱疹性咽峽炎 (herpangina) 和
手足口症患者身上收集喉頭拭子來鑑

定病毒型別；3. 針對通報疑似腸病毒
的重症病例，透過流行病學的研究調

查，採集喉頭拭子，血清和接觸者資

訊，進行分子檢測及血清 IgM 抗體
檢驗。

目前坊間最常使用的傳統檢測腸

病毒以及分型的方法為病毒分離及免

疫螢光法 (Virus isolation/IFA, VI-IFA)，
消耗大量人力，財力以及時間，需要

耗時 7~14 天才能完成檢測，所以在
急性爆發期無法提供快速的實驗室

診斷報告。依據疾病管制署 2017 年 
7 月公告最新標準[5]，在下列疫情狀
況下，建議幼兒園、托嬰中心等學前

教托育機構採取停課措施：1. 衛生福
利部疾病管制署公布當年度發生腸病

毒 71 型流行疫情：當機構內同一班
級在一週內有兩名以上 (含兩名) 幼
童經醫師診斷為腸病毒感染 (手足口
病或疱疹性咽峽炎) 時，該班級應停
課 7 天。2. 當年度無腸病毒 71 型流
行疫情，但機構所在的鄉鎮市區，若

當年度曾由衛生福利部疾病管制署公

布有「腸病毒 71 型檢驗陽性個案」
或「年齡在 3 個月以上的腸病毒感染
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併發重症個案」時，當機構內同一班

級在一週內有兩名以上 (含兩名) 幼
童經醫師診斷為腸病毒感染 (手足口
病或疱疹性咽峽炎) 時，該班級應停
課 7 天。停班課政策的標準是依靠臨
床診斷而不是實驗室診斷，可能導致

不必要的停課，並造成整個社會的負

擔。因此，當務之急是實驗室發展出

快速檢測腸病毒型別的方法，以防止

過度的停課，以及不必要的恐慌。

腸病毒感染的檢測方法

目前開發快速檢測腸病毒的

方法，主要是利用聚合酶連鎖反應 
(Polymerase chain reaction, PCR) 的分
子檢測及血清 IgM 抗體檢測，主要
應用在住院病人以及門診病人上[6-
9]，和傳統 VI-IFA 方法相比，可節
省更多時間且靈敏度更高，但只能針

對單一血清型別 (表一)。
除此之外，目前正發展一個

新型的分子檢測方法 -保留簡併
性雜交寡核苷酸引子  (COnsensus -
DEgenerate Hybrid Oligonucleotide Primer, 
CODEHOP)，可以同時檢測和鑑定
所有的腸病毒型別以及親緣相近的一

些病原體。此外，CODEHOP 可以擴
增腸病毒序列中具有高度變異性的基

因 (VP1) 而不是保守區域 (5’NTR)，
因此相較於以往的分子檢測法，更有

效率可以區別腸病毒的血清型[9]。
腸病毒血清型傳統是以動物抗血清來

分型，最近研究發現：依據腸病毒的 
VP1 基因序列做親緣分析與血清抗體
分型得到的結果非常一致[10]。因此 
VP1-CODEHOP 分子檢測法，可以利
用臨床檢體來診斷腸病毒血清型，取

代早期利用 5’-UTR PT-PCR 的分子
檢測方法[12]。

表一　目前腸病毒感染的檢驗方法比較

方法 優點 缺點

Virus isolation/IFA 可以提供病毒做進一步 低靈敏度；耗時；需要專業的人力操
 分析 作；需要儲備多型單株抗體

Nested RT-PCR  靈敏度高 ；節省時間 需要專業的人力操作；不同血清型或

  基因型需設計多組不同引子

CODEHOP RT-PCR 靈敏度高 ；節省時間 需要專業的人力操作；需要定序

Serology: neutralizing antibody 靈敏度高 ；特異性高 需要專業的人力操作；需要配對血清

Serology IgM 快速診斷 偽陽性高；發病前三天高偽陰性；不

  易同時檢測不同血清型

酵素免疫分析法 ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay;
免疫螢光染色法 IFA = immunofluorescence assay；
反轉錄聚合酶連鎖反應 RT-PCR = reverse transcription polymerase chain reaction；
保留簡併性雜交寡核苷酸引子 CODEHOP = COnsensus-DEgenerate Hybrid Oligonucleotide 
Primer
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利用 CODEHOP 進行腸病毒偵測

國衛院與長庚兒童醫院從 2006 
年開始進行嬰幼兒世代追蹤研究，

收集了北台灣孩童的臨床檢體[12-
14]。在世代追蹤研究中，如果參與
計畫的兒童發生疑似腸病毒的臨床

症狀 (HFMD 和 herpangina)，則將這
些參與計畫的孩童採樣取得咽喉拭子

樣本，進行病毒分離。在腸病毒流行

季節有時候，小兒科醫生也採集一些

非特異性免疫反應，例如：發燒的兒

童的咽喉拭子，用來進行病毒分離。

參與世代追蹤計畫的孩童同時也定期

採集血清檢體，採集的時間分別為：

新生兒出生時 (臍帶血)，以及 6, 12, 
24, 36, 48, 60 和 72 個月。從 2008 年
到 2012 年，總共提供 431 例咽喉拭
子，其中 346 例也提供了在發病前後
採集的配對血清樣品。

此研究進行傳統  VI-IFA 方法
以及 VP1-CODEHOP 方法的比較。
2008~2012 年此  5  年間，共蒐集
了 431 名診斷為 HFMD (105 例)，
Herpangina (255 例) 和其他 (包括非

特異性發燒或有呼吸道疾病)  兒童 
(71 例) 的咽喉拭子。在 431 例中，
經過 VI-IFA 和 VP1-CODEHOP 檢測
陽性的檢體數量為 208 例 (48%) 和 
250 例 (58%) (表二)。總體而言，比
較兩法之間的一致性和不一致的比

例分別為 87.5% (377/431) 和 12.5% 
(54/431)  (p < 0.0001，McNemar 測
試)。

在使用  VI-IFA 方法檢測到腸
病毒的 208 例中，有 6 例是 VP1-
CODEHOP 陰性，其中 4 例提供配
對進行血清血清中和試驗驗證，3 例
與VI-IFA 一致，1 例無法確認。在 
VP1-CODEHOP 陽性的 250 例中，有 
48 例是 VI-IFA 陰性，其中 35 例提
供配對進行血清血清中和試驗驗證，

均與 VP1-CODEHOP 一致。在兩項
檢測法測出陽性的 202 例中，192 例
血清型結果一致，而 10 例則血清型
結果不一致，其中有 8 例進一步完成
血清中和試驗驗證，2 例與病毒分離
一致，5 例與 VP1-CODEHOP 一致，
1 例無法確認。總體而言，在 VI-IFA 
和 VP1-CODEHOP 檢測結果不一致

表二　2008~2012 年比較兩種腸病毒檢測方法的陽性率[15]

                                      VI-IFA                                      VP1-CODEHOP
 n/N % n/N %
2008 18/61 29.5% 22/61 36.1%
2009 21/49 42.9% 26/49 53.1%
2010 89/160 55.6% 112/160 70.0%
2011 40/86 46.5% 47/86 54.7%
2012 40/75 53.3% 43/75 57.3%
Total 208/431 48.3% 250/431 58.0%
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的病例中，47 例提供配對血清進行
驗證，與 VI-IFA 和 VP1-CODEHOP 
一致的病例分別為 5 例 (11%，95% 
信賴區間 1~19%) 和 40 例 (85%，
95% 信賴區間 75~95%)。綜合比較結
果顯示，VP1-CODEHOP 比 VI-IFA 
對於偵測腸病毒有更高的靈敏度和可

信度。

總體而言，在  2008~2012 年
台灣北部利用  V I - I FA 和  V P 1 -

CODEHOP 兩種檢測法分別偵測到 
13 種和 15 種腸病毒血清型。值得
注意的是，只有 VP1-CODEHOP 法
檢測出克沙奇  B2 (CVB2) 和伊科 
30 (Echo30) 兩種血清型。表三呈現 
2008~2012 年北台灣用兩種方法檢
驗出排名前 5 名的腸病毒血清型，
顯示兩種測驗的總體血清型大致相

似。此外，CVA2，CVA4，CVA6，
CVA10，CVA16 和 EV71 是最流行的

表三　2008~2012 年北台灣用兩種方法檢驗出排名前 5 名的腸病毒血清型[15]

檢測方法 第一名 第二名 第三名 第四名 第五名

2008 年病毒分離法 CVA2 (39%, 7) EV71 (22%, 4) CVA10 (17%, 3) CVA5; CVA16; CVB4; 
 (N=18)    CVB5 (6%, 1)
2008 CODEHOP  CVA2 (41%, 9) EV71 (32%, 7) CVA10；Rhino (9%, 2) CVA5; CVA16; CVB4; 
(N=22)    CVB5 (5%, 1)
2009年病毒分離法  CVA6 (43%, 9) CVA10 (29%, 6) CVA4 (19%, 4) CVA5; CVB1 (5%, 1)
(N=21)
2009 CODEHOP CVA6 (38%, 10) CVA10 (23%, 6) CVA4 (15%, 4) CVA5 (12%, 3) EV71 (8%, 2)
 (N=26)
2010年病毒分離法  CVA16 (45%, 40) CVA6 (25%, 22) CVA4 (12%, 11) CVA5 (9%, 8) EV71 (3%, 3)
(N=88)
2010 CODEHOP  CVA16 (41%, 46) CVA6 (30%, 34) CVA4; CVA5 (10%, 11)  EV71 (4%, 4)
(N=110)
2011年病毒分離法  CVA10 (43%, 17) CVA9 (13%, 5) CVA16 (10%, 4) CVA4; CVA5 (8%, 3)
(N=40)
2011 CODEHOP  CVA10 (45%, 21) CVA4 (12.5%, 6) CVA5; CVA9 (11%, 5)  CVA6; CVA16 (6%, 3)
(N=47)
2012年病毒分離法  EV71 (65%, 26) CVA2 (25.0%, 10) CVB3 (8%, 3) CVA10 (3%, 1)
(N=40)
2012 CODEHOP  EV71 (63%, 27) CVA2 (26%, 11) CVB3; CVA10 (5%, 2)
(N=43)
2008~2012年病毒 CVA16 (22%, 45) EV71 (16%, 34) CVA6 (16%, 33) CVA10 (13%, 27) CVA2; CVA4 (9%, 18)
分離法 (N=207)
2008~2012 CODEHOP CVA16 (20%, 50) CVA6 (19%, 47) EV71 (16%, 40) CVA10 (12%, 31) CVA2; CVA4 (9%, 21)
 (N=248)
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血清型，它們各自在不同的年份造成

流行。

演化樹親緣分析

利用 VP1-CODEHOP 法可以獲
得擴增的 VP1 基因的部分序列，將
檢體得到的部分 VP1 序列去做演化
樹分析，亦可得到基因分型結果。台

灣常見的血清型 CVA2，利用 VP1-
CODEHOP 法總共偵測到 21 個案
例，其中包括 2008 年的 9 個，2011 
年的 1 個，還有 2012 年的 11 個。根
據演化樹分析區分了三群不同的基因

群。第一群包括 2008 年檢測到的 9 
株病毒在演化樹分析上與 2003 年在
日本流行的 CVA2 病毒株親緣相近。
第二群包括 2012 年檢測到的 7 株病
毒在演化樹分析上與 2005 年在俄羅
斯流行的 CVA2 病毒株親緣相近。第
三群包括 5 株在 2011~2012 年檢測到
的病毒株與 2012 年在香港造成重症
且伴隨神經併發症的 CVA2 病毒株親
緣上非常相近 (圖一) [14]。但是，所
有 CVA2 案例在本研究中皆為輕症，
沒有伴隨嚴重的神經併發症。

本研究中，EV71 血清型利用 
VP1-CODEHOP 法總共偵測到 40 個

圖一 利用 VP1-CODEHOP 得到的部分 VP1 序列和 CVA2 參考株做演化樹分析得到的 
CVA2 演化樹圖[15]
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案例，其中包括 2008 年的 7 個，
2009 年的 2 個，2010 年的 4 個，還
有 2012 年的 27 個，全部案例均無引
發神經併發症。根據演化樹分析結

果，EV71 可區分出兩大基因型 (B 和 
C) (圖二)。分析結果 28 株為 B5 基因
型，其中 2008 年為 5 株，2012 年檢
測到的大多數基因型 B5 病毒可進一
步分類為亞型 B5c 型，與 2008 年檢
測到的基因型 B5 型病毒在演化樹上

已有差異。令人驚訝的是，在 2008 
年，2009 年和 2012 年零星發現的 6 
株病毒株為基因型 C2 型，而 C2 型
在  1998 年曾造成台灣大規模的流
行，但從 1999 年至 2007 年在台灣並
無發現[14]。另外 6 株被分析為基因
型 C4 型和 2008 年後在中國大陸流行
的 C4 病毒株具有高度親緣相關 (圖
二)。本研究中利用部分 VP1 序列作
的 EV71 演化樹分析的結果與其他相

圖二 利用 VP1-CODEHOP 得到的部分 VP1 序列和 EV71 參考株做演化樹分析得到的 
EV71 演化樹圖[15]
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關研究利用全長序列做演化樹分析的

結果完全一致[16,17]。

結　語

腸病毒有超過 100 種血清型，使
得實驗室診斷非常具有挑戰性。傳統 
VI-IFA 是耗時且耗力的，而且無法
檢測出新的血清型。VP1-CODEHOP 
檢測比 VI-IFA 更靈敏和省時，且可
直接應用於臨床樣本的檢測和血清分

型。在這項研究中，我們對於 431 例
案例進行兩種方法的比較，如預期 
VI-IFA 的檢出率低於 VP1-CODEHOP 
(48% vs. 58%)。在用配對血清進行中
和試驗驗證後，我們進一步證實了 
VP1-CODEHOP 的高準確度。

總體而言，VP1-CODEHOP 比 
VI-IFA 具有多重優點。但是，病毒
分離法不能完全被取代，因為病毒

分離仍然是進行病毒學研究以及完整

基因序列及基因研究所必需的。因

此，最好方式為 VP1-CODEHOP 作
為腸病毒偵測的第一道檢測。然後，

利用 CODEHOP 檢測到臨床樣本陽

性的病例或獨特的血清型再進一步選

擇進行病毒分離。最近世界衛生組織 
(WHO) 已正式推薦 VP1-CODEHOP 
為腸病毒偵測的工具[18]。

在台灣，EV71 是目前最具破壞
性的腸病毒型別。由於 EV71 疫苗和
抗病毒藥物尚在研究階段，減少病童

和健康兒童之間的接觸成為目前預

防 EV71 感染和神經併發症的最重要
的防預措施。 目前台灣防止腸病毒
嚴重感染的相關策略，為根據臨床診

斷對幼兒園和小學學齡兒童實施進行

停課 5~7 天的措施。2010~2013 年期
間，台灣地區約有 4,000~6,000 個班
級停課，以防止腸病毒流行 (表四)。
令人驚訝的是，2010 年和 2013 年僅
僅發現了零星偶發的腸病毒相關的重

症病例，但在這兩年之內，停課了 
5,000 多個班級。5~7 天的停課可能
會對一個家庭造成嚴重的困擾，並會

對社會造成負擔，社會成本的增加。

如本報告所呈現，VP1-CODEHOP 法
可第一時間用於判斷停課時間長短的

依據。目前，VP1-CODEHOP 法可於
一般具常規設備的分生實驗室完成檢

表四　台灣 2010~2013 年腸病毒停課統計[20]

年代 重症病例* EV71 重症病例* 疾管署合約實驗室 疾管署合約實驗室  停課班級數

   腸病毒病例 EV71 確診病例
2010 16 12 (75%) 2,636 51 (1.9%) 5,857
2011 59 59 (100%) 2,172 349 (16.1%) 3,114
2012 153 144 (94%) 1,744 923 (52.9%) 6,033
2013 12 6 (50%) 1,454 22 (1.5%) 5,736
資料來源：台灣衛生福利部疾病管制署。

*不同年分所使用的檢驗方法不盡相同，實驗數據僅供參考 
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測，其單次材料成本低於 20 美元，
與每年因不必要的停課而引起的直

接和間接社會成本相比，建立 VP1-
CODEHOP 決策平台會具有成本效益
[19]。
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