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宁夏地区2008年柯萨奇病毒A组16型
VP 1区基因特征分析

·实验室研究·

王东艳陈慧严冬梅张勇安军静马江涛祝双利 马学昊安洪秋许文波

【摘要1 目的研究宁夏地区2008年引起手足i=i病(HFMD)暴发的柯萨奇病毒A组16型

(CVAl6)的基因特征。方法对宁夏地区2008年IIFMD患者临床标本中分离到的CVAl6，采用

反转录一聚合酶链反应(RT-PCR)进行VPI编码区基因扩增，对扩增产物进行核苷酸序列测定和分

析。根据Vial区核苷酸序列与国内其他省份以及国际报道的CVAl6株序列(来源于基因库)构建

基因亲缘关系树。结果共分离到70株CVAl6，其在VPl区核苷酸和氨基酸同源性分别为

90．8％一100．O％和98．9％一100．O％。亲缘进化树显示全部CVAl6株可分为A和B两个基因型，B

基因型又可分为Bl和B2两个基因亚型。宁夏地区CVAl6全部属于B1基因亚型，同时包含Bla

和Blb两条进化分支，提示存在两大传播链。结论宁夏地区分离的CVAl6株与国内其他地区

CVAl6株类似，有BIa和Bib两个进化分支在共同循环，且与周边国家和地区流行的CVAl6在基

因亲缘关系和流行时间关系上都很接近，存在共同进化和循环。

【关键词】手足口病；柯萨奇病毒A组16型；Bl基因亚型；进化分支
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【Abstract】 Objective To study the genetic characterization of coxsackievirus A16(CvAl6)
strains isolated during all epidemic of hand，foot，and mouth disease(HFMD)in Ningxia Hui

Municipality in 2008．Methods Clinical samples were collected from HFMD patients in Ningxia Hui

Municipality and CⅥ～1 6 strains were isolated by viml isolation methods．Reverse transcription．

polymerase chain reactions(Rr．PCR)，specific for CVAl6 were performed with t11ese CvAl6 strains．

Entire VPl coding region amplification and sequencing were then performed and finally phylogcnefic
tree was constructed among Ningxia CVA l 6 swains and CvA 1 6 representative strains of known

genotyccs and subgenotyoes．Resuits 70 Ningxia CvAl6 strains were isolated from HFMD patients
in Ningxia in 2008 and the homology of nucleotide and amino acid were 90．8％一l00．O％and

98．9％一l 00．0％．respectively．Phylogenetic characteristics of the strains reconfirmed that they could be
divided into two distinct genotypes--A and B．Genotype B could be further divided into the
subgenotypes B 1 and B2．while all the 70 Ningxia CvA l 6 strains belonged to the co．circulated

clusters B1a and Blb witllin subgenotype B1．which belonged to 2 viral transmission chains．

Conclusion Our results indicated that subgenotype B 1 CVA 1 6 strains continued to circulate over a

wide geographic area of mainland China since the first reported episode in Shenzhen city in 1 999．Like

other CVAl6 strains isolated elsewhere in China，both Bla and B1b evolution branches were

co—circulating in Ningxia Hui Municipality．Based on the close phylgenetic and chronological

relationship with C、，A 1 6 isolated in other countries and regions near China．Our data confu'rned that

山ese strains co．evolved and co．circulated with those from neighboring countries and regions．
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手足口病(HFMD)是由人肠道病毒(HEv)引起

的：bJL常见急性传染病n]。已知有多种HEV可引起

HFMD，但柯萨奇病毒A组16型(CVAl6)和人肠道

病毒71型(HEV71)是主要病原体瞳J】。由于CVAl6

感染儿童后引起的临床症状通常较轻，因此对

CVAl6的分子进化等的研究相对较少口舳】。2008年

3月安徽省阜阳市暴发HFMDn]，同年5月宁夏回族

自治区HFMD发病数也急剧上升(1一11月报告

2144例，全区总发病率为35．49／10万)，为此本研究

对2008年宁夏地区HFMD病例分离的CVAl6株进

行VPl区基因特征和分子进化分析，旨在了解该地

区CVAl6与我国其他地区以及其他国家分离株的

分子流行病学关系。

材料与方法

1．标本来源：2008年5—8月宁夏回族自治区

疾病预防控制中心肠道病毒实验室共收到335例

HFMD患者标本439份，其中粪便标本158份，咽拭

子标本203份，疱疹液标本78份(粪便标本为发病

7 d内采集；咽拭子标本为发病3 d内采集；疱疹液标

本为发病出现疱疹就诊时采集)。患者年龄范围

0～30岁，主要集中在学龄前儿童。按照WHO第4

版《脊髓灰质炎(脊灰)实验室手册》的操作规程¨】，

粪便标本在接种细胞前使用氯仿处理(溶解于1：10

的磷酸盐缓冲液)，使之成为抽提物；咽拭子和疱疹

液标本不需要处理直接接种细胞。

2．病毒分离：439份临床标本使用人横纹肌肉

瘤细胞系(RD)和人喉癌上皮细胞(Hep一2)进行病

毒分离。每一份标本接种2支RD细胞和Hep一2细

胞，每支接种0．2 ml的标本悬液，置36℃培养。每

天观察细胞培养管细胞致病变效应(CPE)并记录。

每份标本在2种细胞上至少传2代，如不出现CPE，

则判为阴性标本。如果出现HEV特异的CPE，则冻

存于一20℃备用。

3．病毒分离物的RT-PCR鉴定：按照卫生部发

布的《手足口病预防控制指南)(2008年)，使用HEV

通用引物、HEV71和CVAl6引物对所有病毒分离物

进行鉴定。病毒RNA提取使用Viral RNA Mini Kit

(Qiagen，Valencia，CA，USA)，操作按试剂盒说明

书。使用Access RT-PCR System(Promega，USA)进

行RT-PCR，反应条件：42℃反转录45 min，在95℃条

件下预变性2 mill；进行35个循环：95℃30 S，52℃

30 S，72℃40 s；最后在72℃延伸10 min，4℃保

存。实验设阳性对照、阴性对照和空白对照。使用
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2％琼脂糖凝胶对PCR产物进行电泳分析。

4．全长VPI区基因扩增：将所有鉴定为CVAl6

的病毒分离物，包括不同类型的临床标本的病毒分

离物，进行全长VPl区核苷酸序列测定和分析，引物

由中国疾病预防控制中心病毒病预防控制所国家脊

灰实验室提供，上游引物CVAl6-、伊1一S(5’一ArT

GGTGCTCCCACTACAGC-3’)和下游引物CVAI&

VPl一A(5’一。四GTCCTCCCACACAAGAr_3’)‘引。
使用V'nal RNA Mini Kit(Qiagen，Valencia，CA，

USA)提取病毒的RNA，从140 ul的病毒分离物中可

获得50肛l总RNA溶液，提取的RNA保存在一20℃

备用。使用TaKaRa One step RNA PCR Kit

(TaKaRa，Daliaa)进行RT-PCR反应，采用25肛l反应

体系：病毒RNA 2 pl，10xOne step RNA PCR buffer

2．5 m，dNTP 2．5“l，MgCl2(25 mmol／L)5 111，RNA酶

抑制剂(40 U／“1)0．5“l，AMV RTase XL 0．5¨l，

AMV-optimized Taq(5 U／I．t1)0．5肛l，上游、下游引物

各1 ul，加H20至25 lal。RT-PCR反应条件：50℃反

转录30 min，在94℃条件下预变性2 min；进行32个

循环：94℃30 S，50℃30 S，72 oC 80 s；最后在72℃

延伸10 min，4 oC保存。实验设阴性对照。使用2％

琼脂糖凝胶对PCR产物进行电泳分析。

5．核苷酸序列测定与分析：PCR产物经使用

AxyPrep PCR Clean-up Kit(Axygen Biosciences)纯

化后，采用末端终止法进行标记反应(BigDye

Terminator v3．1 Cycle Sequencing Kit。Applied

Biosystems，Foster City，USA)，标记反应产物再经葡

聚糖凝胶G一50(Pharmacia，Sweden)纯化后，于ABI

3100型序列测定分析仪上(Applied Biosystems，

Hitachi，Japan)自动测序”引。

6．序列分析和构建系统进化树：序列分析校正

整理软件采用Sequencher 4．0．5软件(Gene．Code，

Ann Arbor，Michigan，USA)；多序列比对和邻接法

(Neighbor-Joining)构建系统发生树使用Mega 4．0软

件(Sudhir Kumar，Arizona State University，Arizona，

USA)，建树的可靠性通过1000 bootstrap来评估¨¨。

结 果

1．病毒分离与阳性分离物的RT-PCR鉴定：439

份临床标本(158份粪便标本、203份咽拭子标本、78

份疱疹液标本)共分离到190株病毒分离物，其中

104株(54．75％)经RT-PCR鉴定为HEV71，70株

(36．84％)经RT-PCR鉴定为CVAl6，另外16株经

RT-PCR鉴定为其他HEV(以柯萨奇病毒B组5型和
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埃可病毒24型为主)。在分离到CVAl6的临床标本

中，粪便、咽拭子和疱疹液标本分别为4l、22和7份。

2．CVAl6分离株VPl编码区核苷酸和氨基酸

同源性分析：将所有不同类型临床标本中分离鉴定

为CVAl6的病毒分离物，进行全长VPl区核苷酸序

列测定和分析。结果显示70株CVAl6分离株的

VPI区核苷酸序列的长度都是891个核苷酸，编码

297个氨基酸。并与基因数据库(GenBank

Database)检索到的CVAl6各个基因型及亚型代表

株的VPl区核苷酸序列，进行核苷酸序列同源性分

析。结果显示，本研究的70株CVAl6分离株在VPl

区核苷酸水平和氨基酸水平上有一定差异，全长

VPl区的核苷酸和氨基酸同源性分别在90．8％一

100．0％和98．9％。100．0％之间，说明除了HEV71引

起的HFMD外，宁夏地区疫情还由多个CVAl6传播

链引起。进一步分析发现，这70株CVAl6分离株与

B基因型的Bl基因亚型在核苷酸水平上同源性最

高，全部属于Bl基因亚型。其中38株CVAl6分离

株与以2008--2009年中国山东CVAl6、2008年福建

CvAl6和2007--2008年日本富山CVAl6株为代表

的Bla进化分支的核苷酸同源性最高(97．0％～

98．O％)；另32株CVAl6分离株与以2008年山东

CVAl6、2003年北京CVAl6和2008年广东CVAl6

的核苷酸为代表的Bib进化分支核苷酸同源性最高

(93．0％。97．0％)。可见这些CVAl6分离株分别属

于Bla和Bib两大进化分支。

3．亲缘进化树分析：根据CVAl6的VPl编码区

核苷酸序列，将本研究的70株CVAl6分离株与各个

基因型和基因亚型的CVAl6代表株构建亲缘进化

树。与目前国内外的研究结果一致，进化树(图1)

显示所有CVAl6株分为2个不同的基因型——A和

B基因型¨J。CVAl6的原型株(G一10／RSA／1951)是

A基因型惟一成员，与其他CVAl6代表株存在明显

差异；B基因型目前可分为Bl和B2基因亚型(B2基

因亚型主要由1981--2000年的CVAl6分离株构成，

代表了早期流行的CVAl6，但在2000年之后，B1基

因亚型逐渐取代了B2基因亚型，衍变成为近期的流

行优势株)。宁夏地区2008年CVAl6分离株均属于

Bl基因亚型，70株CVAl6分离株明显分为两大簇，

分属于Bla和Blb两大进化分支，其中Bla包含38

株宁夏CVAl6分离株及6株2008—2009年中国山

东CVAl6、l株2008年福建CVAl6和2株2007—

2008年日本富山CVAl6；Blb包含其余32株宁夏

CVAl6分离株及5株2008年山东CVAl6、1株2003

年北京CVAl6和l株2008年广州CVAl6。70株

CVAl6分离株中Bla和Blb两大进化分支间的平均

基因差异为9．8％。

讨 论

自从1951年在南非分离到CVAl6以来，其流行

范围已遍布全球。不同基因型或基因亚型的CVAl6

和HEV71交替循环或共循环于东亚和东南亚地区，

导致近20年HFMD在该地区反复暴发¨2。1纠。由于

CVAl6和HEV71都是引起HFMD的主要病原体，所

以在一起HFMD暴发中经常同时检测到这两种病

原体，但实验室检测结果显示，2008年引起的

HFMD大规模流行的主要病原体仍然是HEV71，同

时也有相当比例的CVAl6，且很多病例同时感染这

两种病原体"]。2008年宁夏HFMD暴发的病原学检

测结果与全国大部分地区类似，临床标本中分离的

HEV71仍然属于我国正在流行的HEV71优势基因

型_4a基因亚型¨引；同时由于2008年宁夏地区
HFMD病例以轻症病例为主，全年仅报告了4例重

症病例，且无死亡病例报告，推测CVAl6的流行在

该地区I-IFMD暴发中起到重要角色。由于CVAl6

的基因组仅有一个开放读码框架(ORF)，该ORF包

含Pl、P2和P3三个区，其中P1区编码病毒的结构蛋

白VPl～VP4[1引，而VPl编码区全长891个核苷酸，

编码含297个氨基酸残基的VPl结构蛋白，具有与

病毒血清型基本对应的遗传多样性。很多研究表

明，VPl区的核苷酸序列可作为HEV血清型鉴定和

基因分型的依据’18’19】。故本研究分析CVAl6分离株

的VPI编码区基因特征。

本研究与GenBank数据库中的CVAl6毒株核

苷酸序列比对，表明宁夏地区2008年HFMD病例分

离的70株CVAl6分离株均为B基因型B1基因亚

型，与我国正在流行的基因亚型相同。这70株在

VPl区核苷酸和氨基酸水平上有一定差异，全长

VPl区的核苷酸和氨基酸同源性分别在90．8％一

100．O％和98．9％一100．O％，明显分为两大簇，分属

于Bla和Bib两条进化分支，提示目前有两条进化

分支的CVAl6在宁夏地区共循环，两条进化分支

在发病地区上有交叉现象，即进化分支内有同一地

区呈现聚集性的特点，也有不同地区基因型核苷酸

序列具有很大的相似性；同时两个进化分支中又细

分为多条小分支，提示HFMD流行期间存在多个小

传播链。

从图1可见，两大进化分支上的CVAl6，分别与
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Bl“1997-2009)

B1M2000-2008)

卜一
注：▲代表属于Bl基因ilI；型Bla进化分支的38株宁夏CVAl6；●代表属于B1基因亚型Bib进化分支的32株宁夏CVAl6

图1 70株宁夏CVAl6分离株和其他46株各个基因型CVAl6代表株全长VPI区的进化树分析
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近年来在我国其他省份及周边国家和地区流行的

CVAl6亲缘关系较为接近，其中Bla进化分支的

‘cVAl6在我国山东省以及日本富山市也有分离到，

Blb进化分支的CVAl6在我国山东、北京和广州地

区都有发现。说明B1亚型在我国其他地区及周边

国家广泛分布和流行，宁夏地区的CVAl6株与我

国其他省市和周边国家地区的CVAl6株存在共同

进化。

从已有的研究结果看，目前在中国大陆的

CVAl6分离株均为B1基因亚型，显示其为中国大陆

CVAl6的优势基因亚型，并有着广泛的分布和传

播，自从1999年在深圳市首次报道分离到CVAl6分

离株以来，Bl基因亚型的CVAl6株在中国大陆持续

循环；宁夏CVAl6分离株与我国其他地区分离株类

似，有Bla和Blb两个进化分支在共同循环，且与我

国周边国家和地区流行的CVAl6在基因亲缘关系

和流行时间关系上都很接近，说明宁夏CVAl6和它

们存在共同进化和循环，因此应加强CVAl6的网络

监测，进一步了解其在我国的流行情况。
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