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2008年7—9月河南省多个地区出现以儿童为主的中枢

神经系统感染性疾病暴发，证实为肠道病毒Ech06型感染⋯。

本研究筛选2株脑脊液分离株进行全基因组序列测定。

1．材料与方法：

(1)标本及毒株：2008年河南省开封市、洛阳市各l例病

毒性脑炎患儿的脑脊液标本，经人横纹肌肉瘤细胞分离得到

病毒，并经肠道病毒vPl区通用引物扩增，测序后鉴定为

Ech06病毒，分别命名为Ech06／Henan／l 16／2008和Ech06／

H％an，127，2008。

(2)试剂：病毒基因组RNA提取试剂盒为天根生化科技

(北京)有限公司产品，RT-PCR试剂盒为大连宝生物工程有

限公司产品，其他试剂均为分析纯。

(3)引物设计与合成：参考Ech06病毒原型株D’Amori

(C把nBank序列号：AY302558)、俄罗斯分离株EV6-10887—99

(GenBank序列号：AY896760)全基凶组序列．采用DNAStar

和Pti／n@r 5．0软件设计11对首尾相互重叠的引物，分段扩增

Ech06病毒全基因组序列。引物由上海生工生物工程技术服

务有限公司合成。

(4)病毒PCR扩增：按照试剂盒说明书提取病毒基因组

总RNA并进行反转录，然后以eDNA为模板进行PCR扩增，

扩增条件为：95℃预变性4 min；94℃变性50 s，38℃退火

50 5，72℃延伸90 s．40个循环；72℃延伸10 mill。

(5)生物信息学分析：将PCR阳性产物送南京金斯瑞生

物科技有限公司测序．测序结果采用DNAStar 7．0软件进行

核苷酸序歹ll拼接及校对，得到Ech06病毒全基因组序列，并

递交G．mBaak。同时从GeaBank选取Ech06病毒全基因组

作为参比序列，使用Cluster 1．81软件将本研究分离株和所有

参比序列标准化，然后使用Mega4．0软件进行同源性分析，

同时采用NJ法构建进化树。

2．结果：

(1)Ech06病毒基因结构特征：为确保数据的准确性，ll

对PCR扩增产物均采用双向重叠测序。所得Ech06病毒全
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基因序列Ech06／Henan／l 16／2008和Ech06／Henan／127／2008递

交至GenBank，获得序列号为HMl85055和HMl85056。除

3’末端的PolyA尾巴，Eeh06／Henan／116／2008全基因组长度

为7406 bp，其中A占28．38％，G占24．2l％，C占23．16％，T占

24．25％．AT含量丰富(52．63％)。基因组5’端为743 bp的非

编码区(5’UTR)，5’UTR之后为6573 bp(不会终止密码子)

的编码区，编码2191个氨基酸的多聚蛋白，最后为87 bp的

3’UTR。与其他Ech06病毒株相比，Ech06／Henan／116／2008

在编码区没有核苷酸的缺失和插入。

(2)病毒基因组核苷酸序列分析：以Ech029 JV-10作为

外部组，将Ech06／I-Icnan／116／2008序列与Ech06病毒原型株

D’Amori、瑞典分离株Charles、美国分离株I蜘c、俄罗斯分离株

EV6-10887—99和EV6-14103--00以及本研究另一分离株

Eeh06／Henan／127／2008进行比较。Ech06／I-Ienan／116／2008株全基

因组与Ech06／Henan／127／2008的同源性为99．3％．与基因型A组

(D’Amori、Charles和lyric)的同源性为75．8％一76．0％，与俄罗斯

分离株EV6_10887-99和EV6-14103枷的同源性为79．1％一
80．7％，与Ech029JV-IO的同源性最低，为72．2％(表1)。

(3)病毒基因组氨基酸序列分析：Ech06／Henan／11612008

株病毒基因组编码区全长6573 bp，编码2191个氨基酸。

Ech06／Henan／I 16／2008株与其他Ech06毒株氨基酸同源性比

较。Ech06／Henan／l 16／2008株编码区序列与Eeh06／Henan／

127／2008的同源性为99．3％，与基因型A株(D’Amori、Charles

和lyric)的同源性为77．3％一77．5％，与俄罗斯分离株

EV6—10887—99和EV6—14103—00的同源性为80．2％～81，6％．

与Ech029 JV-10的同源性最低，为74．5％。在结构蛋白Pl区

(包括VP4、VP2、VP3和VPl)．Ech06／Henan／116／2008株与

Ech06／Henan／127／2008株同源性最高(98，5％一99．5％)，与

Ech029 JV-10的同源性最低(62．7％～74．2％)；在非结构蛋白

P2区．Ech06／Henan／1 16／2008株与Ech06／Henan／127／2008株

同源性最高，为99．5％，与俄罗斯株EV6-10887-99同源性最

低，为76，4％；在非结梅蛋白P3区，Ech06／Henan／1 1612008株与

Eeh06／Henan／127／2008株同源性最高，为99．6％．与俄罗斯株

EV6-14103-00株同源性最低，为75．6％(表1)。

(4)病毒基因遗传进化分析：根据Pl区核苷酸序列构建

进化树(图I)。分析结果显示．Ech06／l-lenan／116／2008株、

Ech06／Henan／127／2008株与俄罗斯分离株的亲缘关系相近，

与D’Amori、Charles和lyric的亲缘关系较远，与Ech029

JV二lO的亲缘关系最远。

3．讨论：Ech06感染可引起多种疾病，常见的有病毒性脑

炎、上呼吸道感染、胃肠炎和皮疹等口“。目前福建、安徽、河

南等地均有Ech06导致的病毒性脑炎的报道“1。对河南省
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表1 Ech06／Hcnardl 16／2008株与其他Ech06毒株全基因组核苷酸／氨基酸同源性(％)

圈1 Ech06病毒Pl区遗传进化分析

Ech06脑炎分离株全基因组序列分析发现：其编码区变异基

本上为无义突变．核苷酸变化对氨基酸变化没有影响；PI区

遗传进化分析表明其与俄罗斯Ech06分离株亲缘关系相近，

与美国分离株亲缘关系较远，这与VPI区遗传进化分析结果

一致；VPl区遗传进化分析结果进一步显示河南分离株与山

东分离株同属一个亚型⋯，由于国内目前针对Ech06病毒的

分子流行病学特征研究尤其是全基因特征研究甚少，因此河

南省Ech06脑炎分离株与国内Ech06分离株的亲缘关系尚需

要进一步的研究验证。

大量研究证据表明，基因重组是目前肠道病毒进化的主

要机制¨J，Pl区尤其是VPI区基因重组频繁，P2、P3区也有基

因重组发生。河南省Ech06脑炎分离株Pl区和VP!区遗传

进化分析结果不完全一致。提示肠道病毒各区进化不同

步。本研究为Ech06病毒的进一步研究提供了良好的技术

基础。丰富了Ech06病毒基因库资料。
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婴幼儿轮状病毒腹泻发病危险因素1：2配对病例对照研究
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轮状病毒(Rv)腹泻而死亡，大部分发生在发展中国家⋯；亚

洲5岁以下儿童腹泻中RV检出率高达55．0％。我国住院腹泻

患儿RV检出率为46．0％，门诊为29．0％瞳1；RV可通过受污染

的手和物品以及呼吸道进行传播b J。为此本研究于2007—

2008年对甘肃省5岁以下儿童RV腹泻患病的危险因素开展

1：2配对病例对照研究。

1．对象与方法：

(1)研究对象：2007年10月至2008年1月甘肃省2个市

级、6个县级医院5岁以下RV腹泻住院病例，共264例。病例

定义：①每日排便>／3次，且粪便性状有改变；②年龄0—59

月龄：③ELISA方法检测RV为阳性；④住院时间≥24 h或在

门诊连续>／2 d补液的急性腹泻儿童。对照组选择与病例组

相同年龄段、性别，且在同一医院就诊的非感染性疾病(包括

血液病和外伤等)的门诊或住院病例．共528例。划分9个年

龄段：0—2、3—5、6—8、9一ll、12一17、18—23、24—35、36—

47、48—59月龄。病例组平均(11．98±5．38)月龄．对照组平

 


