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北京市2010年手足口重症病例EV71
检出情况及病原学分析

李洁曲梅贾蕾张新刘白薇黄芳黎新宇王全意

【摘要】目的了解2010年北京市手足I I重症病例肠道病毒(EV)检出情况及EV71病原学

特征。方法荧光定量RT-PCR检测EV7I和柯萨奇病毒A组16型(CoxAI 6)。采用RD细胞对检

测阳性的划拭子进行病毒分离培养和鉴定，对EV71分离株的VPI基因序列进行种系发生分析。

结果2010年北京市手足口重症病例442例荧光定量RT-PCR检测阳性253例，阳性检m率为

57 24％，其中EV71为54 55％【138／253)，CoxAl6为5 93％(15／253)，其他肠道病毒为39．53％(100／

253)。VPl基幽序列分析表明2010年北京市手足口重症病例的12株EV71分离株均属于C4a基

因型，核fi=酸同源性为97 2％～100 0％；与2007—2010年北京EV71分离株、2007年山东手足LJ重

症病例、2008年安徽阜阳及2008年I‘东手足1：3重症及死I’J病例EV71分离株VPl基因序列核苷酸

同源性为94 o％一99 9％。结论一IL京市2010年手足1．3重症病例由C4a基因型EV71引起，其巾至

少有4个病毒链在重症病例发病中起作崩。分离的12株EV71与安徽阜阳地区2008年手足口重

症病例分离株亲缘关系较近。
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【Abstract】 Objeetive To study the etiological detection ON samples from severe hand-foor-

mouth disease【HFMD)cases and the genetic characteristics of enterovirus type 7l(EV71)isolates
fi'om severe patients in Beijing，20lO Methods Rcal．time R工PCR was used tO detect EV71 and

Coxsackieviras A16(CoxAl6)and RD cells were used to separate virus strains厅om samples

Homogeneity of EV71 isolated strains were also analyzed Results Four hundred and fouIty—two

severe cases were detected and 253 were positive，taking up 5724％ofthe total(253／442)111e
overall positivc detection rate onEV71was 54 55％(138／253)．with CoxAl6 as 5．93％(15／253)，and
with other enterovims groupwas 39 53％(100位53)．The nucleotide homogeneity ofVPlwilhinthese

12 strainswas 97 2％100 0％，andwith Beiiing strainsln 2007—201 0．Shandong strainsin 2007 and

A]2hui Fuyang strains ln 2008 and the Guangdong strains ln 2008 as 94．0％一99 9％ Conclusion

Severe HFMD cases WG'TC most oftenly caused bv EV71 but less caused by COXAl6 or other

enterovirus The HFMD in 2010 in Beijing was mainly caused bv Ev7l subgenotype C4a witll 4

transmission chaillS Twclve isolated EV71 strains had high homogeneity with strains 1solated from

severe cases in Anhui Fuyang m 2007

【Key woldsl Hand—food-mouth disease；Enterovirus type 71：Sequence analysis

手足口病(HFMD)是由多种人肠道病毒引起的

一种儿童常见传染病，足我国法定报告管理的丙类

传染病。手足口病最常见为柯萨奇病毒A组16型

(CoxAl6)及肠道病毒71型(EV71)引起。该病通常

症状较轻，表现为发热、口腔黏膜溃疡、皮肤疱疹等
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皮肤黏膜损害为主的症状。但一部分患儿会出现中

枢神经系统的症状，如无菌性脑膜炎、脑十脑炎和脊

髓灰质炎样麻痹等。本研究对北京市2010年手足

口病的重症病例病原学检m情况进行了分析。

资料与方法

1资料来源：2010年北京市16个区县开展手足

口病例临测，均按照相关规定对符合病例定义的手 
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足口病病例进行报告。各区县疾病预防控制中心

(CDC)各设1～2个监测点，所有住院、重症及死亡

病例均需开展流行病学调查并采集标本。本研究的

于足u重症病侈可资料均来源于北京市16个区县

CDC上报数据。按卫生部手足口病诊疗指南(2010

版)对手足口重症病例定义。

2．样本检测及病毒分离：用专用采样棉签，采集

手足L_f重症病例的咽拭子标本立即运送至实验室检

测，采用德围QIAGEN公司病毒核酸提取试剂盒

(QiAamp Viral RNA Mini Kit)进行核酸提取；用达

安基因股份有限公司的手足u病毒核酸荧光定量检

测试剂盒检测。将检测阳性的标本液接种于RD细

胞，出现细胞病变的细胞采用德国QIAGEN公司病

毒核酸提取试剂盒提取核酸，使用德国QIAGEN公

司的QIAGEN OneStep RT-PCR Kit扩增病毒核酸的

全长VPl，日I物序列参考文献[1]，QIAxcel伞自动实

时毛细管电泳系统进行PCR产物的分析，QIAquick
Gel Extraction Kit对PCR产物进行纯化，PCR产物

纯化后送北京六合通经贸响限公司测序。

3基凼序列测定和分析：从PubMed下载EV71

病毒VPI伞长基斟序列，应用BioEdit软件对测序

结果进行编辑，获得891 bp的EV71病毒VPl全长

基凼。将这些DNA序列基因与下载序列进行比对，

采用Mega软件的邻位连接法构建系统发生树，并进

行核苷酸同源性和氨基酸同源性的分析。

4．统计学分析：应用Excel软件建数据库，SPSS

11 5软件进行统计学分析，率的比较采片j庐睑验，以

P<0．05为差异有统计学意义。

结 果

1一般情况：2010年北京市共报告临床诊断手

足几重症病例610例，男性378例(6I．97％)，女性

232例(38．03％)；经荧光定量RT-PCR检测442例(男

性274例、女性168例)，其中阳性253例(男性158

例、女性95例)，占57．24％；阴性189例，占42 76％。

阳性病例巾，EV71为t38例，占54 55％；CoxAl6为

1 5例，占5 93％；其他肠道病毒感染100例，占

39．53％。男女性间阳性检出率差异无统计学意义

(岔=o 094，P=0．760)。手足u病发病年龄范围为

0～32岁，平均年龄为2．8岁(表1)。各年龄组间阳

性检出率差异无统}t‘学意义(x 2=10 646，P=

0 059)。

2010年北京市手足口重症病例从4月报告数开

始上升，5—7月一直维持在较高水平，自8月中旬开

927

表1 2010年北京市手足口重症病例肠道病毒检出情况

沣括号外数据为检m阳性例数，括号内数据为阳性检出率(％)

始⋯现下降趋势。2010年检测阳性的手足121重症

病例主要集中在5—7月，EV7l和其他肠道病毒引

起的重症病例所占构成比最大(图1)。但各月份之

问阳性检出率差异无统计学意义(x213．852，P=
0．086)。

98。0

67。0

辩
230。

1：

图1 2010年北京市于足u重症病例肠道病毒检出情况

2．序列及系统进化树分析：本研究下载了2008

年安徽阜阳重症死亡病例EV71毒株5个、2008年广

东重症死亡病例毒株7个、2007年山东重症病例毒

株4个，并对这些序列和2010年北京市手足口重症

病例的12个EV71毒株进行序列分析。12株EV71

vPl基凶序列与C4基冈型代表株核酸同源性>

92，o％；与C4b基因型代表株核甘酸同源性为

92．4％～93．7％；与C4a基因型代表株核酸同源性为

94，2％～96 9％。12株病例标本分离毒株VPl基因

序列组内核苷酸同源性为97．2％～100 O％，氨基酸

同源性为99 7％～100 o％。将其与2006--2010年北

京市手足口病例分离株序列比对，核苷酸序列同源

性为94．o％～99．9％，氨基酸序列同源性为98 3％～

100．0％。与2007年山东地区手足口莺症病例分离

株比较，核苷酸同源性为97 2％～98．4％，氨摹酸的

同源性为98 6％～100 O％。与2008年安徽阜阳地医 
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手足口重症死亡病例Ev71分离株序列比对，核苷酸

序列同源性为97．7％～99 2％；氨基酸序列同源性为

99．0％～100．0％。与2008年广东地区重症病例及死

亡病例EV71分离株序列比对，核苷酸序列同源性

为92 9％～98．6％，氨基酸序列同源性为99 6％～

100．O％。

应用Clustal W软件进行核苷酸多序列比对，使

用Mega软件构建系统进化树(NJ法)，见图2。进化

树显示：2010年北京手足口重瘟病例分离株在进化

树上聚于4簇，其中I-1F249fBJ／CHN／2010、HF250fBJ!

CHN／20t0、HF259／BJ／CHN／2010、HF260／BJ／CHN／2010

聚于一簇，同源性非常高。HF247／BJ／CHN／2010、

HF288／BJ／CHN／2010、HF386／BJ／CHN／2010也在进

化树上聚于一簇，说明有共同的来源。HF74—1／BJ／

cHN／20lO与HF380／BJ／CHN／2010位于一个小分支

上，同源性高、亲缘关系很近。HF88／BJ，cHN／2010

与HF224／BJ／CHN／2010及2010年北京手足口死亡

病例分离株xcY，BJ厄HN／20lo位于一小支上，同源

性高、亲缘关系很近。2010年北京手足口重症病例

分离株、2007年山东重症分离株、2008年安徽阜阳

手足口重症、死亡病例分离株、以及2006--2010年

北京流行的Ev7l均为C4a基因型。

讨 论

2007年北京市将手足El病纳入全市传染病常

规报告系统，2008年5月2日手足口病纳入国家法

定传染病丙类传染病管理。自2007年以来北京市

手足口病报告轻症病例、重症病例、死亡病例逐年增

加，特别是2010年手足口病报告病例出现大幅度的

增加，同时北京市手足口病病原学监测数据显示

2007—2010年非Ev71、非CoxAl6肠道病毒感染人

数呈逐年递增趋势”o，为此本研究对2010年北京市

手足口重症病例的病原学检出情况进行了分析；在

检测出的阳性手足口重症病例中，EV71所占构成比

最大(54．55％)，其他肠道病毒次之(39．53％)，

CoxAl6构成比最小(5．93％)。有研究显示”，北京

市引起手足口病的病原中CoxAl0占其他肠道病毒

的44．o％，CoxA5次之，但引起重症病例的非EV71、

非CoxAl6病原谱情况未见报道，这是本研究的不

足之处。另外本研究还发现不同人群、不同月份采

集的标本病原阳性检出率差异无统计学意义。

本研究对最易引起手足n重症病例的EV71也

进行了病原学分析。根据病毒衣壳蛋白VP l核苷酸

序列的差异，可将Ev71分为A、B、C 3个基因型，其

O 05

注：◆为北京市2010年分离的手足几重症病例毒株；●为手足

n病死亡病例分离毒株；▲为2008年安徽阜阳、2008年广乐省、

2007年山东省手足口重症病例分离毒株

图2 2010年北京市分离的Ev71病毒

全长VPl区核苷酸序列基因进化树

中B型和c型叉进一步分为B1～B5以及CI—C5亚

型“-“。我国近年流行的毒株都属于CA亚型一1。本

研究将来自手足口莺症患儿的12株EV71毒株进行

VPI全长基因序列分析，12株病毒分离株与C4基因

型代表株的核苷酸同源性>92，O％，故属于C4基因

型⋯，与C4a代表株的核苷酸同源性最高(94．2％．

96 9％)，故属于C4a基因型。进化树分析显示：分离

的12个EV7t毒株在进化树L分别位于4个分支上，

这说明2010年北京市由EV71引起的手足口重症病

“∞心吼∞AⅢ舱阱∞阱
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例至少有4个以上的病毒传播链。2008年安徽阜阳

部分手足口重症及死亡病例分离株与北京市2010

年手足口重症病毒分离株在进化树上旱现聚集现

象，说明这幽毒株有共同的进化来源，亲缘关系很

近，进化树显示2010年北京手足口重症病例分离株

与2007年山东重症病例分离株及2007年广东重症

及死亡病例分离株位于不同的分支上，亲缘关系较

远。但2007年山东重症病例部分分离株及2007年

广东重症及死f病例部分分离株与2008年安徽阜

阳重症部分分离株亲缘关系近，有共同来源，说明手

足口病毒毒株可由一个iX域向另一个区域传播。

肠道病毒的感染可引起轻症的手足口病也可

引起重症的手足口病，有报道依据EV71的VPI区

划分的不同基凶型毒株引起手足口重症病例的能

力可能有差异，如某些B基因型EV71引起重症及

死亡病例占EV71感染儿童的10％以上。，c1基因

型EV71引起的手足口重症要少一些，而C2基因型

的EV71在1999年西澳大利亚手足口病暴发中与手

足口重症病例的发病关系密切“。C4基因型EV71

引起的手足口病例症状较其他基因型轻一些”。

2006—2010年北京市重症病例样本分离获得的

EV71毒株均属于C4a型，北京市2010年由EV71引

起的手足口重症及死亡病例占总发病数的构成比为

1．34％(610／45 409)，远低于某些国家的10％以上”]，

这说明VPl基因型可能和病情的进展和转归有某种

联系。本研究的另⋯个不足是仅对Ev71的VPl单

一抗原决定因子进行了分析，没有考虑到病毒整个

基因组的情况及患者个体差异的存在，要解释清楚

手足口重症和轻症病例的发病机制还需要在致病因

子、宿主因子以及病毒流行株基因序列等方面做更

深入、全面的研究。
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