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·现场调查·

肠道病毒ECHO 19型引起无菌性脑炎流行的

诊断与遗传性分析

杨秀惠 严延生 何爱华 陈前进 张月花

【摘要】 目的 明确引起无菌性脑炎流行的病原，了解其遗传特征。方法 收集部分病例脑脊

液及双份血清标本，同时应用传统的病毒分离及中和鉴定、RT—PCR扩增肠道病毒目的基因片段及序

列分析和双份血清中和抗体变化3种方法进行病因学诊断；并进一步针对病原进行基因序列测定和

遗传树图构建分析。结果 直接从首例及随后送检的18份脑脊液标本中扩增出肠道病毒核酸进行

了早期诊断；病毒分离鉴定及双份血清中和抗体检测结果为：用RD和Hep一2两种细胞从30份脑脊液

标本中分离出肠道病毒ECH0 19型16株(阳性分离率为53．33％)，检测5例病例双份血清ECH0 19

病毒中和抗体水平，其中4例双份血清抗体阳转或呈4倍及以上升高，同时也证实了肠道病毒

ECH0 19为此次脑炎流行的病因；其中5株病毒VPl区全基因序列与已发表的其他ECH0 19病毒株

进行比对分析，显示：本次分离株间核苷酸序列同源性为98．9％～100．0％，来自于一个共同的祖先，

而与已发表其他毒株间亲缘性较远，差异性为13．0％～22．4％，属于一新的变异福建株。结论 此次

无菌性脑炎流行的病原为一变异的ECH0 19病毒；运用分子生物学技术不仅可以达到早期诊断目

的，而且可以从分子水平提示病毒的遗传特性。

【关键词】肠道病毒EcH0 19型；脑炎，无菌性；遗传性分析
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【Abstract】 objective To ascertain the pathogen of aseptic encephalitis epidemic in Long—Yan city in

Fuiian，and to find out the genetic characteristics of the vims．】VIethods Rapid detection of enteroviral

RNAby reverse transcription polymerasechain reaction(RT—PCR)was directly carried out in cerebrospinal

nuid(CSF)to iSolate and identify the viruseS fmm CSF at the Same time，and to detect the neutralization

antibody in two serum specimens collected in acute and convaleScence phase．NucleotideS of VPl region was

als0 analyzed by∞nstructing phylogenetic tree．R船ults ECHO 19 infection was rapidly diagnosed and

sequence analysed by RT-PCR，and then echovirus type 19 frOm 16 of 30 CSF sampleS(53．33％)was

isolated and detected using RD and Hep一2 cells simultaneity．The titer of ECHO 19 neutralization antibody

became p0Sitive or increased by 4 timeS from acute to convalescence phase in 4 of the 5 patients．

Phylogenetic analyses of the VPl genes of these iSolateS showed that their nucleotides identity were 98．9％一

100．0％which were different from those ECHO 19 from GeneBank database by 13．0％一22．4％．

ConcI鹏ion The etiology of the epidemic of aseptic encephalitis was attributed to ECHO 19．The method of

moIecular identification not only provided rapid diagnosis of enterovillls infections， but also infomation

about the genetic character of the viruses．

【Key words】 Enterovirus echovirus type 19；Encephalitis，as印tic；Phylogenetic analysis

儿童无菌性脑炎多是由病毒引起的中枢神经系

统感染，肠道病毒是其中最常见的病原之一⋯。与

福建省毗邻的台湾地区曾于1998年和2001年分别
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暴发主要由肠道病毒71型与埃柯病毒(echovirus，

ECHO)30引起的无菌性脑炎流行旧’31。2004年人

夏以来，福建省龙岩市第一医院收治的病毒性脑炎

病例数多于往年的3～4倍，呈流行态势。采集部分

病例脑脊液及血清标本，运用分子生物学方法结合

传统的病毒分离、中和鉴定结果，确定其病原为肠道

 



病毒ECHO 19型。

材料与方法
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1．标本采集与保存：2004年4—8月在122例病

毒性脑炎病例中，采集30份病例脑脊液置于无菌管

内，于4℃以下低温保存。对5例采集急性期及恢

复期双份血，仅1例同时有脑脊液标本，无菌分离血

清后一20℃以下保存。

2．病毒分离及中和鉴定：将每份脑脊液同时接

种于人上皮癌细胞(Hep一2)和人横纹肌瘤细胞(RD)

各2管，待管内细胞长满单层时，每管接种0．15 ml

的脑脊液，置于37℃、5％的二氧化碳培养箱内培

养，每日观察细胞病变(CPE)，待CPE达到卅以上

将培养管置于一20℃保存，即为阳性分离株；如果无

CPE，则盲传2代，每代连续观察7天以上，判为阴

性株。

阳性分离株用100TCID。稀释度与等量25个

中和单位组合血清充分混匀，于37℃作用1．5 h，加

入相应的细胞悬液，每天观察细胞生长情况，至第5

天与第7天时根据说明书判定结果。所用诊断血清

有世界卫生组织赠送的RIVM和购于昆明生物制

品所的KMB 8组组合血清，所有的步骤及结果判定

均按说明书进行。

3．双份血清中和抗体滴度检测：将急性期与恢

复期血清同时从1：4起倍比稀释，每个滴度2孔，每

孑L50肛1，取等量含100TCID，。的ECHO 19病毒悬液

与之中和1．5 h，然后加入细胞悬液，置37℃、5％的

二氧化碳培养箱内培养，第3、5天观察细胞病变情

况，以能完全中和病毒的最高稀释度为中和抗体滴

度。实验中同时设细胞、血清及病毒对照。

4．病毒核酸提取及RT—PCR：用Qiagen公司的

RNA柱提取试剂盒，直接从脑脊液提取病毒RNA。

经细胞培养阳性的病毒悬液用Invitrogen公司的

Trizol LS RNA提取试剂盒提取核酸。所有操作均

按说明书规定进行。

用于肠道病毒诊断的引物位于5 7uTR保守区，

除首例送检标本应用PE2／PEl引物进行RT—PCR，

为提高敏感性对其后送检的标本应用RT及巢式

PCR进行诊断。其外套的上游引物EVl(5 7一

CGGTACCTTTGTACGCCTGT一3
7

65～84)，下游引

物为 EV4(5 7一ATTGTCACCATAAGCAGCCA一3
7

594～575)，内套上游引物PE2和下游引物PEl以

及扩增VPl全长的008和011两对引物均参照参

考文献[4]。引物核苷酸的位置均以PVl一Mahoney

株为参照。

RT反应参照Biolab公司M—MuLV逆转录酶

的操作说明书进行。第一轮PCR反应体系是：逆转

录cDNA 10弘1、上下游引物各1肛l、dNTP 2肛l、Taq

酶(Biolab公司)1肛l、10×Taq酶缓冲液5弘l、高压

去离子水30肚l；反应条件是：94℃5 min，94℃30 s、

42℃30 s、72℃1 min 35个循环。反应后转入72℃

10 min。内套PCR反应体系是：第一轮反应产物

3肛l、内套上下游引物各1肛1、dNTP 2 pl、Taq酶

(Biolab公司)1肛l、10×Taq酶缓冲液5肛l、高压去

离子水37肚1；反应条件是：94℃5 min，94℃30 s、

50℃30 s、72℃l min 35个循环。反应后转入72℃

10 min。PCR产物经l％琼脂糖凝胶电泳鉴定。

5．序列测定及分析：PCR产物用QIA纯化试

剂盒(QIAquick Gel Extraction Kit)进行纯化，然后

用ABI公司的DNA Sequenceing Kit(Big Dye

Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction)进行标

记反应。标记反应后CENTRISEP CoLUMNS试

剂盒去除多余引物等干扰物质，最后在ABI

PRISMTM 310 Genetic Analyzer进行全自动序列测

定。序列结果用Sequencher、Bioedit、MacVector、

Mega软件进行编辑分析。

结 果

1．流行病学概况：2004年4月开始龙岩市第一

医院收治的病毒性脑炎病例与2002年及2003年同

期相比，增多了3～4倍，仅4—8月份达122例，比

2002年及2003年(分别69例与71例)全年还多，

呈流行势态。病例主要集中在4—8月，以5～12岁

儿童居多(占71．13％)，男童的病例数约是女童的2

倍，病例波及全市除武平县以外的6个县区及毗邻

的广东省大埔县，66％病例集中在新罗区，其次是其

周边的城区，这可能与医院所处地理位置有关。

2．临床表现：病例均突然起病，大部分有发热，

体温多为38～39℃，头痛、呕吐症状明显，部分病例

有咳嗽、嗜睡、抽搐。查体见大部分病例病理征阴

性，少数病例巴氏征阳性，无其他异常。所有病例人

院后经用抗病毒药物及对症支持治疗后好转，平均

病程10天，无死亡及留有后遗症病例。

3．病毒分离及中和鉴定：30份病例脑脊液标

本，16份病毒分离阳性，阳性分离率达53．33％。分

离阳性的脑脊液标本均采自发病7天以内，7天内
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标本分离阳性率为59．26％。两种细胞的阳性分离

率，RD高于Hep一2细胞，从CPE过程看，RD细胞上

的CPE产生早且进展较Hep一2快(表1)。第1份送

检脑脊液标本用RIVM组合血清未鉴定出血清型

(因其不含ECHo 19抗血清)，而后改用KMB组合

血清鉴定16份阳性分离株均为ECHO 19型。

表1 RD和Hep一2两种细胞的病毒分离情况

注：括号内、外数据分别为阳性翠(％)和份数

4．血清中和抗体滴度检测：采双份血清的5例

病例中，早期中和抗体滴度均≤1：4，其中有4例恢

复期中和抗体滴度阳转或呈4倍及以上增长

均≥1：16，1例双份血清抗体滴度均为1：4。从血清

学角度也证实了此次流行为ECHo 19型引起。

5．RT—PCR及基因定型：第1份送检脑脊液标

本直接提取病毒RNA，用肠道病毒诊断引物PE2／

PEl进行RT—PCR扩增并获得了目的基因片段，迅

速判断此脑脊液标本中含肠道病毒RNA。对随后

送检的29份标本，除一份因标本量少外，在进行病

毒分离同时进行RT．nPCR诊断，结果共有19份标

本检测阳性，图1显示其中10份标本核酸检测结

果。与病毒培养结果相比(表2)，阳性检出率显著

高于细胞培养(Fisher双侧精确概率P=0．016)。

M：Marker；1：csf04．1+；2～10：csf04

图1 无菌性脑炎病例脑脊液标本肠道病毒核酸检测结果

(第二轮PCR扩增结果)

表2 病毒培养与RT—PCR检测结果比较

注：表内数据为检测份数

从16份阳性分离株中，随机挑选5株用008／011

引物扩增并测得VPl基因全长。应用NCBI网络所

提供的BlaSt比对工具，将VPl基因序列与其所提供

的序列数据进行比对，发现此5株均与E叫O 19型
同源性最高(77．6％～87．0％)，与其同源性最近的其

他血清型为ECHO 11型(AYl21423)，为72．6％～

72．9％。故根据分子生物学定型标准b’6o，可判断此

次引起脑炎暴发的病原为ECHO 19型，与血清中和

鉴定结果一致。

6．VPl基因遗传性分析：已发表的ECHO 19

型VPl区基因序列数据只有5个(GenBank序列号

分别为： AF081332， AYl67107，AJ241438，

AY302544，脚241430)，将其与本次分离株及ECH0

11型(AYl21423)进行同源性分析(表3)，结果显

示：本次分离株与AF081332株(86．6％～87．0％)

之间核苷酸同源性最近，与其他4株同源性均低于

80．0％，可见引起本次无菌性脑膜炎的ECHO 19型

与国外株亲缘关系较远，是一新的变异株；本次分离

株之间VPl全长879个核苷酸差异为0．6％～

1．1％，按核苷酸差异<2％为有直接流行病学联系

的判断标准，判定本次分离株间有着直接的流行病

学联系，说明本次无菌性脑炎的流行为同一传染源

引起；氨基酸序列的比对结果同核苷酸一致，本次分

离株间同源性为98．9％～100．0％，与其他ECHO

19型病毒株差异性均>2％，与ECH0 11型

(AYl21423)同源性低于85％。

将上述毒株VPl全基因序列构建遗传树图(图

2)，结果显示：本次分离株独立一支，Bootstrap值为

100，与其他毒株之间距离较远，分属不同的分支。

图2 ECH0 19型VPl区遗传树分析

讨 论

肠道病毒是引起无菌性脑炎常见的病原体，一

些型别可引起疾病爆发性流行，且症状严重，甚至导

致猝死，如新型肠道病毒71型。据美国疾病预防控
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制中心(CDC)历年的监测数据显示o 7。9|，ECHo 6、

9、11、13和30等是引起无菌性脑膜脑炎较常见的

血清型。引起本次无菌性脑炎流行的ECHO 19型

在美国CDC的1993—2001年监测数据中均不在前

15位优势血清型中，国内也未见由其引起的无菌性

脑炎流行的报告。但据文献报道u
0’11
o，ECHO 19型

曾于1974—1975年在英格兰西北部、爱尔兰的北部

地区引起以无菌性脑膜炎和上呼吸道感染为主的疾

病大流行；1975—1976年引起新西兰奥克兰地区同

样症状的疾病暴发u2|。因此本次在福建省龙岩市

流行的ECH0 19型无菌性脑炎病例，目前虽无较严

重病例发现，但其波及范围较广(7个县区中仅1个

县未发现病例，其中还有2例病例来自其邻近的广

东省)，故必须继续对该病毒进行监测，以防其进一

步扩散。

因肠道病毒引起的无菌性脑炎症状一般较单纯

疱疹病毒轻，且病程较短，而传统的病毒分离鉴定方

法又繁琐费时，故目前国内对此类病例诊断不多，报

道较少。本次运用RT—PCR及nPCR方法直接从脑

脊液标本中扩增肠道病毒核酸进行诊断，对疾病流

行早期诊断及制定有效控制措施提供有利的实验室

支持。根据文献报道H’5I，分析抗原位点集中且变

异较大的衣壳蛋白vPl全基因序列或对VPl部分

基因序列进行分子生物学定型较分析其他区域

(UTR、VP2一VP4、3D区等)更为正确，故此次VPl

基因序列分析不仅正确鉴定了肠道病毒的型别为

ECHO 19，同时揭示了引起本次流行的ECHO 19型

的遗传学特征：本次流行株与已公开发表的国外株

同源性较低，为一新的变异株。

在对病原诊断中也运用了传统的病毒分离、鉴定

和双份血清中和抗体检测进行验证。在病毒分离中

应用两种细胞，其中RD细胞分离率高于Hep一2细胞，

但RD细胞也存在漏检，所以病毒分离必须用多种细

胞同时进行，以提高分离率。在双份血清中和抗体检

测中，病例早期血清ECHO 19型的中和抗体

均≤1：4，提示：在非脊髓灰质其他肠道病毒无疫苗保

护情况下，某个血清型在人群中感染率下降或病毒变

异，导致人群中相应型别的中和抗体水平降低，无法

形成免疫屏障，一旦病毒传入，就能引起疾病流行传

播。因此进行人群肠道病毒监测，可对其相关疾病的

发生进行早期预测及预报，有利于早期采取控制措

施，避免疾病的扩散发展。

表3 ECH0 19型VPl全长氨基酸与核苷酸同源性比较

注：矩阵右上方为氨基酸同源性比较，左下方为核苷酸同源性比较
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