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埃可病毒1 1型山东株分子流行病学研究
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·实验室研究·

【摘要】 目的分析埃可病毒11型(EchoII)山东分离株的分子流行病学特征。方法对

1994--2009年山东省急性弛缓性麻痹监测系统中采集到的粪便标本，采用RD、Hep一2和L20B 3

种细胞进行病毒分离；对阳性分离物采用巾和试验确定其血清型别；选取27株EcholI山东株病

毒，测定VPI完整编码区序列，与国外其他病毒株进行同源性分析并构建VPI区全基因亲缘进化

树，分析其进化来源及不同基因型的流行范围。结果1994--2009年山东省急性弛缓性麻痹病

例标本共分离m 915株已确定血清型的非脊髓灰质炎肠道病毒(NPEV)，其中Echoll 79株，占

8．6％。Echoll山东株VPl区全长共876个核苷酸，编码292个氨基酸；27株Echoll VPI区山东株

之间核苷酸同源性为76．4％～100．0％。氨基酸同源性为91．4％～100．0％；与原犁Gregory株之间核

苷酸同源性为77．7％～80．7％，氨基酸同源性为90．7％一94．8％。结论山东省存在Echoll A基因

型和c基因型流行，并构成A1、A2和cl三个新基因亚型，且不同亚型内存在着多条传播链，Al亚

型为近年山东省流行的基因亚型。
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【Abstract】 objective To analyze the evolution and genetic characterization of echovirus 11

(Eeholl)from the acute flaccid paralysis(AFP)cases in Shandong province．Methods Isolation of

Enterovirus was performed from stool samples of AFP cases from 1 994 to 2009．A11 positive strains

were sero—typed by neutralization test．Entire VPl coding region from 27 strains typed as

Echol1 was amplified by reverse transcription—polymerase chain reaction(RT-PCR)。and subsequently

phylogenetic analyse on VPI sequences from these strains and others published in GenBank were

conducted．Reslllts From 1994 to 2009．altogether 915 non-polio enterovirus【NPEV)strains

were isolated with 79(8．6％)isolates serotyped as Echol 1．There were 876 nucleotides(m)in the

complete VPl genes．encoding 292 amino aeids(aa)．The ut identities were 76．4％一100．0％among

those Echoll Shandong strains with the aa identities as 91．4％一100．0％．The nt and aa identities were

77．7％一80．7％and 90．7％一94．8％between Shandong strains and prototype strains，respectively．

Conclusion All Echol 1 strains could be divided into four genotypes．Shandong strains that forming

three(A1，A2 and CI)new sub·genotypes。with every sub-genotype had several brands．

Sub—genotype Al appeared to be the lately circulating one．
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人类肠道病毒(HEv)目前共有90多个血清型，

分为4个基因组：A、B、C、D山引。除脊髓灰质炎(脊

灰)病毒(PV)外，非脊灰肠道病毒(NPEV)感染亦与

急性弛缓性麻痹(AFP)之间关系密切。在全球消灭

脊灰的病毒学监测工作中，从15岁以下AFP病例的

粪便标本中分离到大量的NPEV。山东省AFP病例

病毒学监测分析结果显示，埃可病毒ll型(Echoll)

为优势流行株之一f31。为了解山东省AFP病例标本

中分离出的Echoll病毒的基因特征和分子进化，本

研究对1994—2009年山东省AFP监测系统中分离

到的部分Echoll病毒进行VPI区全基因序列的测

定和进化树分析。

材料与方法

1．标本来源：所有标本来自1994--2009年山东

省AFP监测系统。AFP病例发病14 d内，由各市、

县疾病预防控制中心(CDC)24 h内采集双份粪便

标本，在无菌容器内冷藏运送至山东省CDC脊灰实

验室。

2．病毒分离和血清学检测：按文献[4]的操作流

程对粪便标本进行预处理，取o．2 ml标本悬液接种

到RD、Hep—II和L20B 3种细胞上，36℃培养，盲传

2代，出现细胞病变后，收获一20℃保存；用HEV组

合血清(KMB)采用微量板中和法对阳性分离物进

行血清型别鉴定。

3．病毒株的选择：1994--2009年常规AFP监测

中共分离到915株NPEV，血清学检测结果显示

Echoll(79株)，占8．6％。根据病毒株的分离年代和

地区，随机选取27株Echoll山东株进行VPl区序列

测定和分析。除山东省青岛市、烟台市外，其他地市

均选择病毒株进行研究，其中章丘市和聊城市选取

的病毒株数目较多，分别为4株和3株，其余地市为

1～2株。

4．病毒RNA的提取：使用美国QIAamp Viral

RNAMini试剂盒，操作按照说明书进行。从200 pl

的细胞培养物中提取50“l RNA，加入1“l的RNA

酶抑制剂，一20℃保存。

5．RT-PCR：参照文献[5]分别合成扩增HEV

VPl基因片段的引物：187(ACI GCI GYI GARACI

GGN CA)、011(GCI CCI GAY TGI TGI CCRAA)、

008(GCR TGC AAT GAY TTC TCW GT)、013(GGI

GCR TTI CCY TCI GTC CA)，将上述引物稀释至工

作浓度25 J．tmoUL，采用美国Promega公司的Access

RT-PCR System 步法试剂盒分别扩增VP 1编码区

3’端670 bp和57端640bp片段。反应条件为：反转

录45℃45 min。94℃预变性3 min；94 oC 30 S，

45℃30 S。72 oC 40 S，32个循环；72 oC延伸10 min。

6．核苷酸序列测定和同源性分析：PCR产物经

1％琼脂糖凝胶电泳分析，阳性产物送北京华大生物

技术有限公司，分别以引物187、008进行序列测定，

将得到的VPl区序列通过拼接得到Ⅵ，l全长核苷酸

序列。多序列比对采用BioEdit Sequence Alignment

Editor software 5．0．9软件。使用MEGA4．0软件，邻接

法(Neighbor-joining)构建系统发生树，进化树的可

靠性通过1000 bootstrap值来评估。基因序列提交

至GenBank。

结 果

1．病毒分离与血清型检测：1994--2009年山东

省AFP病例标本中共分离到915株NPEV，血清学检

测结果显示Echoll分离株最多，共79株，占8．6％，

其次为柯萨奇B3病毒(CB3)和Ech06，分别为56株

(6．1％)和53株(5．8％)。1995、1997、2000、2003和

2008年分离的EchoIl病毒株数目较多，分别为8、7、

16、12和15株病毒。

2．VPl区全基冈序列同源性比较：选取的27株

Echoll山东株VPl区全长共876个核苷酸，编码292

个氨基酸。同源性比较结果显示：所有山东株之间

的核苷酸同源性为76．4％～100．0％，氨基酸同源性

为91．4％。100．0％；与Gregory原型株之间的核苷酸

同源性为77．7％。80．7％，氨基酸同源性为90．7％．

94．8％；与Silva变异株之间的核苷酸同源性为

72．7％～75．9％，氨基酸同源性为85．2％～89．0％。

3．VPl区全基因序列进化树分析：将27株山东

株与GenBank中发布的其他国家的53株Echoll病

毒株序列构建VPl区全基因进化树(图1)。根据

HEV“基因型”划分的标准：即相同基因型病毒株之

间核苷酸序列同源性>80％，不同基因型成员之间

序列差异大于型内成员之间的差异k’7l，Ech01l病毒

株可划分为A、B、C、D 4个基因型，山东株分布在A

基因型和C基因型。4个基因型之间的同源性比较

见表l。

A基因型内山东株与国外病毒株之间的核苷酸

同源性为80．2％。84．7％，氨基酸同源性为94．1％一

99．6％。C基因型内山东株与国外病毒株之间的核

苷酸同源性为81．5％～86．3％，氨基酸同源性为

94．8％～97．2％。

A基因型又可以划分为5个亚型，C基因型分为
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注：◆本研究中的Echoll山东株；●已发表的Echoll山东株

图1 Eeholl病毒VPl区全基因序列进化树

2个亚型，D基因型划分为5个亚型。山东株构成

A1、A2和C1三个新基因亚型，Al亚型均分离自

1998年之后，病毒株之间的核苷酸变异<13．7％，氨

基酸变异为<3．8％；A2和Cl两亚型内的病毒株均

分离自1994—1997年，A2亚型内病毒株的核苷酸

变异为8．5％，氨基酸变异为1．8％；C1亚型病毒株间

核苷酸变异为3．2％一8．4％，氨基酸同源性为<

Al

D5

2．4％。3个亚型山东株之间的同源性比

较见表2。

4．VPI基因序列提交至GenBank，

所得序列号为DQ220784～DQ220787、

HM446206～HM4462 1 5、HQ286038～

HQ286044。

讨 论

Echoll可以引起几乎所有的HEV

性疾病，大多没有明显的临床症状，但也

iu 可以引起无菌性脑膜炎、手足口病等较

为严重的疾病，是较为受关注的一系列

lC 新生儿严重疾病8。123。Ech011是世界各

地最常分离出的HEV之一【7]，山东省

J AFP病例病毒学监测显示Echoll数量

最多，构成比为8．6％，与以往研究结果

一致‘13。15。，但与之相关的疾病暴发尚未

见报道。

Echoll山东株VPI全长876个核苷

酸，编码292个氨基酸，无碱基的插入与

缺失，但与Gregory原型株(1953年)的

广 核苷酸差异为19．3％～22．3％，氨基酸差

f 异为5．2％～9．3％，核苷酸的变异引起相

应氨基酸的变异，且序列变异较大，这可

能与原型株的年代较为久远，且病毒地

域分布较为广泛有关，同时也提示

Ech011较为适应环境。相对于Gregory
1

原型株，山东株与Silva变异株(1963年)

之间的变异更为显著，核苷酸变异为

24．1％～27．3％，氨基酸变异为11．0％～

14．8％，虽然本次研究没有使用

抗一Gregory抗m清和抗一Silva抗血清对山东株进行

中和实验。但根据同源性比较结果，推测山东株为原

型株相似株而非变异株Silva的相似株。

将Echol9一Burke株设定为外部组，按照

Bootstrap法对Echoll进行基因分型，Echoll病毒株

序列可以分为4个基因型，与以往研究结果相同。1引。

各基因型间的序列变异较大，核苷酸变异在

表1 Echoll山东株各基因型同源性分析(％)

注：括号外数据为核苷酸同源性，括号内数据为氨基酸同源性；a：代表此基因型内只有一个病毒株
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表2山东省3个亚型病毒株与Gregory株、

Silva株之间的同源性分析(％)

注：黑体为核苷酸同源性，白体为氨基酸同源性

18．7％～29．9％之间，氨基酸变异在4．5％～16．1％，提

示Echoll在进化上较为活跃。山东株位于A基因

型和C基因型内，形成A1、A2和Cl三个新的基因亚

型，亚型之间的核苷酸同源性为76．4％～86．0％，氨

基酸同源性为91．4％～98．2％，3个亚型之间的同源

性差异较大可能与山东地域广阔、病毒株分离时间

跨度较大且在山东省AFP监测巾Echoll分离数量

较大有关。Al亚型内病毒株数目最多，包含所分析

的1999--2009年的全部病毒株，病毒株之间的核苷

酸同源性为86．3％。100．O％，氨基酸同源性为

96．2％～100．0％；A2和Cl两基因亚型包含1994—

1997年的病毒株，两基因哑型内病毒株序列的核苷

酸同源性为76．4％～77．7％，氨基酸同源性为

92．4％～93．4％，说明此期间山东省境内有两个差异

较大的Echoll基因亚型共循环，而A1亚型内的病

毒株为近年流行的基因亚型；同时3个亚型内山东

株之间存在较大的差异，显示这些亚型内存在着多

条传播链。

A基因型内山东株与国外病毒株之间核苷酸差

异为15．3％～19．8％；C基因型内山东株与国外病毒

株之间核苷酸差异为13．7％一18．5％，表明山东株与

国外病毒株之间无直接的流行病学联系。

随着消灭脊灰的进展和保持无脊灰状态，国内

已无由PV引起的麻痹病例，由NPEV引起的其他疾

病日益受到人们的重视。在所有的NPEV病毒株中

Echol 1分离株较多，本研究有助于Echol l所致疾病

的预防及控制。
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