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病患者的耐药检测都有发现，而针对PI和NRTI的2个耐药

位点L90M和T215D尚未发现。提示耐药株的传播可能来

源于在治患者的继发突变。

2008年北京市、河南省和湖南省等开展了HIV耐药监测，

耐药突变株总体的传播水平尚处于低流行状态(<5％)t3-s J。

本研究耐药警戒线分析提示，2009年云南省德宏州耐药株已

达中度传播水平(5％～15％)，而且同时检测到了RT和PR区

的耐药突变株。为应对耐药传播上升的趋势，对治疗人群的

规范治疗及科学管理仍然是当前艾滋病患者治疗工作的重

点。应进一步提高依从性，减少治疗患者中耐药毒株的发生，

重视对接受治疗患者的行为干预，采取措施减少耐药株向新

近感染人群的传播。此外，为全面了解耐药传播的情况，还需

要考虑增加监测点并扩大监测地区，每年进行耐药警戒线的

调查，根据监测结果决定是否进行治疗前的耐药检测。
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进行分析，并在此基础上对Ech06的基冈特征和分子流行病

学进行初步分析。

1．材料与方法：

(1)标本来源：2008年1月至2010年10月，在开封、洛

阳、新乡3地县级及以上医院无菌采集诊断为病毒性脑炎病

例的脑脊液标本，标本在24 h内一20℃冻存，并通过冷链送

至河南省疾病预防控制中&(CDC)。

(2)病毒分离和定型：每份脑脊液标本各取100 pl接种

至人横纹肌肉瘤细胞(RD)、人喉癌上皮细胞(Hep一2)和非洲

绿猴肾细胞(Vero)，分别置36℃(RD和Hep一2)和37℃

(Vero)、5％CO：培养箱培养，连续培养7 d，逐日观察并记录

细胞病变(CPE)。盲传3代。未出现CPE者弃去，出现CPE

者，继续盲传至出现规律CPE，收获的病毒利用肠道病毒组

合血清(IuvM)进行微量板中和试验以定型⋯。

(3)vPl区序列分析：将病变细胞反复冻融3次使病毒释

放至培养液，利用天根生化科技(北京)有限公司生产的病毒

基因组RNA提取试剂盒提取病毒RNA，所有操作按照说明

书进行；参照文献[2]，合成VPI区的2对引物：012—011、

008—013，序列为：012：57一ATG TAY GTl CCI CCI GGI

GG一37，01l：5’一G-CI CCI GAY TGI TGI CCR AA一3’：008：
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5’_GCR TG-C AAT GAY TTC TCW GT-3’。013：5’-GGI

GCR TTI CCY TCI GTC CA一3’。扩增、拼接后得到VPI区

全基因序列共867 bp。根据大连宝生物公司RT-PCR试剂盒

说明书，利用随机六聚体引物反转录获取病毒cDNA，PCR

反应体系：上下游引物(20 pmol／L)各I pl、dNTP混合物

(10 mmol／L)2 pl、Taq酶(大连宝生物公司)0．5 ul、10×

Buffer 5¨l，cDNA 2 pl、ddH20 38．5¨l；反应条件为：94℃

5 min；94℃30 s，45℃45 s，72℃45 s，35个循环；72℃

10 rain。利用2％的琼脂糖凝胶电泳分析PCR产物，PCR阳

性产物送南京金斯瑞牛物科技有限公司测序，测序结果采用

DNAStar 7．0软件进行拼接，与参考病毒株经ClustalX 1．8l

软件标准化后，参考文献[3]，利用Mega 4．0软件，采用邻接

(NJ)法进行拼接。将VPI序列提交至GenBank。

2．结果：

(1)病毒分离与定型：在采集到的168例脑

脊液标本中，共分离到7株Ech06，4株获得

VPl区全长序列，另外3株中，1株丢失一部分

序列、2株仅能测出其中一部分序列。通过

NCBI网站上的Blast进行比对，证实为肠道病

毒Ech06。

(2)Ech06分离株病毒VPl区全基因序列

及同源性分析：经测序及比对分析，VPI区全

长867 bp。4株Ech06核苷酸同源性在

98．5％一100．O％，其中2株序列完全相同。与

GenBank上检索到的Ech06分离株比较，与同

年山东省分离株(GU272016)最为接近，与安

徽省2005年金寨县暴发分离株(金寨株)同源

性相差较大，与原型株AY302558同源性最低

(表1)。

(3)VPI区氨基酸序列同源性分析：Ech06

VPI编码289个氨基酸，与河南省2008年

Ech06分离株氨基酸同源性为98．6％一

100．O％，与GU272016氨基酸同源性为

92．9％一93．1％，与金寨株氨基酸同源性为

84．0％一84．1％，与原型株氨基酸同源性为

74．2％～74．6％(表1)。

(4)Ech06 VPIⅨ进化树分析：将GenBank

中检索到的Ech06进行比较筛选，将筛选得到

的33株Ech06与本研究得到的Ech06河南分离

株的VP!区全基因核苷酸序列进行比较，并构

建进化树。以Ech029一JV-10株为外部组，

Ech06可以划分为4个基因型，基因型A包括原

型株和美国本土株。基因型B病毒株主要来

自前苏联地区。25株Ech06属于基因型C，病

毒株分别来自韩国、前苏联地区、法国、澳大利

亚和中国河南、安徽、山东省，时间为1998—

2009年，可进一步划分为CI一4的4个亚型。

基因型D为新划分群，包含2株病毒，均来自中

国山东省。河南省4株分离株在进化树上同属

一个分支(图1)，均属于C2亚型。

(5)VPl基因序列提交：将序列提交至Gerd3ank，得到的

序列号分别为I-IMl85055、HMl85056和}n讧535636。

3．讨论：Ech06可引起病毒性脑炎、手足口病等多种疾

病，侵袭对象以1岁以下婴幼儿为主，病死率5．6％，国内外均

有由Ech06引起的公共卫生事件报道。2008年河南省引起

病毒性脑炎肠道病毒的监测中，同时分离到多种Echo，

Ech06占有较大比例。同源性分析结果显示Ech06分离株核

苷酸差异<2％，可以判定2008年Ech06在河南省发生了一

定程度的传播，导致病毒性脑炎的流行。进化分析显示，

2008年河南省分离株与近年山东省分离株高度同源，由于河

南省与山东省相邻，环境和气候因素相近，推测同一时间河

南与山东省之间存在Ech06的传播。GenBank现已公布的

表1 Ech06分离株VPI区基因核苷酸与氨基酸同源性分析

注：AY302558为原型株，GU272016为⋯东株，FJ542037、FJ542038为金寨株，4本
研究分离株；白体为氨基酸同源性，黑体为核苷酸同源性
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图1 Ech06分离株VPI区全基因序列系统发生树
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Ech06划分为4个基因型，并呈现出一定的时间和地域特

征。A群近年未见ff{现。有消亡趋势。C群包含了来自全球

各地的大多数Ech06分离株，可以肯定是主要的流行基因

型。中国存在B、C和D型的传播流行，C型较多见，B、D型

目前仅山东省有报道，与全球流行趋势基本一致。
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HBV感染可导致急慢性肝炎、肝硬化及肝癌等。已有

研究显示，目前尚无治疗乙型肝炎(乙肝)的特效药物，预防

仍是控制HBV感染的关键。目前，有关藏族人群乙肝感染

影响闲素相关研究较少，本研究即分析西藏自治区藏族人群

HBV感染的危险因素。

1．对象与方法：

(1)资料来源：我国卫生部2006年9月开展的“全国人

群乙肝等有关疾病血清学调查”项目。

(2)抽样方法：采用按规模大小成比例的概率抽样方

法，抽取拉萨市城关区14个居委会及5个县8个村(拉萨市

墨竹工卡县1个乡的3个村，日喀则地区江孜县、林芝地区米

林县、山南地区乃东县各1个乡的2个村)的常住居民。

(3)调查对象：按照2006年全国人群乙肝血清流行病学

调查方案，采取PPS法，以家庭为单位抽取居住半年以上的常
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住人口作为调查对象，共调查2590名1～59岁居民。进一步

通过民族变量进行筛查，最终将1306户2202名藏族人纳入分

析。其中城市地区778户，934人；农村地区528户，1268人。

(4)现场调查：入户问卷调查使用全国统一的调查表，

调查的主要内容包括：一般情况、HBV暴露史、乙肝疫苗免

疫史。同时，每名调查对象采集静脉血2～4ml，血标本采集

当天即运送至所在地疾病预防控制中心(CDC)，分离血

清，一20℃冻存。现场调查结束后将血清标本送至中国CDC

进行检测。

(5)血清学检测：HBsAg、抗一HBs、HBeAg和抗一HBe使

用厦门英科新创科技有限公司生产的酶联免疫吸附试验试

剂进行检测，抗一HBc使用上海科华生物工程股份有限公司

生产的ELISA试剂进行检测。其中，HBsAg、抗一HBs和

HBeAg采用ELISA夹心法。抗一衄C和抗一HBe采用ELISA
竞争抑制法。HBsAg、抗一HBs、抗一HBc三项指标中，任意一

项为阳性即为HBV感染(接种乙肝疫苗后产生抗一HBs且其

他指标均为阴性者除外)，将1039例HBV感染阳性者作为

病例组；HBsAg、抗一HBs、抗一HBc三项指标均为阴性者和接

种乙肝疫苗后产生抗一HBs且其他指标均为阴性即为阴性，

将l 163例HBV阴性者定义为对照组。

(6)统计学分析：采用EpiData 3．02软件建立数据库，所

有问卷经复核并进行双录入，采用MLwiN 2．02软件进行统

计学分析。本次调查所得资料具有明显的层次结构：即“乡一

村一户一个人”4个水平。一般情况下，同一乡、同一村或者同

一户的经济水平、生活方式及习惯上都具有某种程度上的相

似性或聚集性．即每个个体调查所得数据不完全独立⋯。由

于本研究中“户”以上的高水平单位样本数量太少，故只考虑

两水平数据结构，即以“户”作为高水平即水平2，“个体”作为

低水平即水平l。结合资料的抽样层次结构特点，首先拟合

两水平logistic回归零模型。以判断是否存在高水平的聚集

效应；若存在家庭聚集效应，计算方差成分系数(VPC)心’31以

 


