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浙江省2008--20 12年肠道病毒相关病毒性
脑炎病原谱及分子流行病学特征分析

严菊英 缪梓萍 吕华坤周佳悦 陈寅 卢亦愚 张严峻

【摘要】 目的了解2008--2012年浙汀省肠道病毒相关病毒性脑炎病原谱及分子流行病学

特征。方法从监测点采集疑似病毒性脑炎患者脑脊液和粪便样本利用RD和Hep一2细胞分离

病毒，采用肠道病毒标准血清定型，并对分离株VPI基因测序，进行同源性与进化分析。结果

从610例患者616份样本中分离到人类肠道病毒(HEY)127株(20．6％)，其中柯萨奇病毒(CV)60

株，埃可病毒(ECHO：E)67株，病毒血清型分别为CVA9、CVBl、CVB3～5、E3、E4、E6、E9、E14、

E25、E30。2008～2012年优势株分别为CVB3、CVB5、E6、E30和E30。各分离株VPl基因序列

全长834～918个核苷酸，与相应原型株核苷酸(nt)和氨基酸(aa)的同源性分别为76．7％～85．0％

和91．1％。97．9％；浙江分离株型内差异最大为E6，nt和aa差异分别为20．4％和4．8％。基于VPl

基因的进化分析结果表明。浙江分离株均位于HEV-B分支上，并显示出一定地域和时问效应；E6

血清型内部又分成2小分支。结论2008—2012年浙江省病毒性脑炎的主要病原为HEV-B，涉

及12个血清型；不同年份优势流行株不断变化，E30为绝对优势株；浙江E6分离株存在2个亚类

流行株。
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【Abstract】0bjective In order to investigate etiology and molecular-epidemiological

characteristics of enterovirus associated encephalitis(EAE)in Zhejiang，2008—2012．Method

Cerebrospinal fluid and stopl specimens were collected from suspected EAE patients．who were

admitted to our hospitals．RD and HeD一2 cell lines were used to isolate enterovirus(EV)．Serotypes
of these EV isolates were identified through neutralization test by using serotype specific anti—sera．

VP l genes of these isolates were sequenced．compared and used for the construction of phylogenetic

tree．Results 127(20．6％)human enterovirus(HEY)strains were isolated from 61 6 samples，which

were collected from 610 patients．Serotypes ofthese EV isolates，including 60 coxsackievims(CV)，

and 67 Echovims(E)appeared to be CVA9，CVBl，CVB3—5，E3，E4，E6，E9，E14，E25 and E30，

respectively．Predominant EV serotypes on EAE from 2008 to 2012 were seen as CVB3，CVB5．E6，

E30 and E30．respectively．The full length of VPl genes from different EV isolates was between 834

and 918 nucleotides．The VPl gene similarities between these isolates and the reference strains were

from 76．7％to 85．0％(nucleotides 1evel)and 91．1％to 97．9％(amino acids 1evel)．The VPl genes

from E6 serotype isolates appeared most diverged，reaching 20．4％(nucleotides level)aad 4．8％

(amino acids level)．Based on the generated phylogenetic tree，all the EV isolates were fallen on the

same branch of HEV-B，and the isolates in the same serotype formed one sub—branch，suggesting there

existed geographical and temporal effects．E6 isolates diverged into two branchlets。Conclusion EVs
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from HEV-B were the etiologic agents for EAE in Zhejiang province from 2008 to 201 2．All these EV

isolates showed 1 2 serotypes，with predominant isolates varied every year．E30 was determined as the

most dominant serotype while serotype E6 diverged into two sub—genetypes．

【Key words】Enterovims associated encephalitis；Etiological spectrum；VPI gene

病毒性脑炎的病原包括虫媒病毒、肠道病毒、疱

疹病毒及腮腺炎病毒等，其中90％以上是由人类肠

道病毒(HEV)弓I起。根据抗原特性及对人类和实验

动物致病机制，HEV分为4类(HEV-A～D)64个血

清型，包括脊髓灰质炎病毒、柯萨奇病毒(cv)、埃可

病毒(ECHO)和肠道病毒(EV)68—71型⋯。本研究

对2008--2012年浙江省监测点疑似病毒性脑炎患

者样本进行病原学和病毒分子流行病学特征分析。

材料与方法

1．标本来源：根据地理位置、医院的规模等因素

综合考虑，在浙南、浙西选取2所医院作为监测点，

2008—2012年每年从上述监测点中采集样本。疑

似病毒性脑炎病例定义：患儿(≤15岁)起病急，具

有发热、头痛、呕吐等症状，伴有不同程度的意识障

碍或脑膜刺激征等。所有符合病例定义者均要求由

医院采集脑脊液或粪便(最好同时采集)并送至疾病

预防控制中心(CDC)。共收到610例患儿616份样

本(脑脊液412份、粪便204份)，其中6例同时采集

脑脊液和粪便。样本带冰运送到实验室，一80℃低

温冰箱保存。

2，细胞和试剂：RD、Hep一2细胞和EV标准血清

来源于中国CDC病毒病预防控制所诊断室；核酸提

取试剂采用德国Qiagen公司的RNA提取试剂盒

(RNeasy mini Kit)；RT-PCR试剂采用宝生物工程

(大连)有限公司的二步法RT-PCR试剂盒(Code：

DRR019A)。

3，病毒分离和鉴定：按WHO规程采用RD和

Hep一2两种传代细胞同时分离，阳性分离物用EV标

准血清采用微量中和试验法定型n3，操作步骤按说

明书进行。中和试验不能确定病毒型别的阳性分

离物，采用EV通用引物扩增病毒VPl区全长并测

序b]，BLAST比对确定病毒型别。

4．VPl基因扩增：取病毒分离物t00“1，按试剂

盒说明书提取病毒核酸，最终洗脱至50山作为RNA

模板。采用二步法RT-PCR扩增肠道病毒VPl基

因，引物参考文献[3]，序列为008：5’一GCR TGC

AAT GAy TTC TC!W GT-3’．011：5 7一G}CI CCI GAY

TGI TGI CCR AA一3’，扩增片段为998个碱基对。

反转录反应条件：45℃30 min，99 cc 5 min，5℃

5 min，PCR反应条件为95℃2 min后，95℃1 min、

45℃2 min、72℃1 rain，循环35次，72℃延伸

8 min。取扩增产物5 ul，用1．5％琼脂糖凝胶电泳，

根据DNA分子质量标准确认反应产物。

5．DNA序列测定和分析：采用PCR扩增产物纯

化后直接测序，测序委托生工生物工程(上海)股份

有限公司完成。数据处理采用DNAMAN和

ClustalX软件，进化树的构建采用Mega 5，10软件，

建树方法采用邻位连接法(Neighbor_joining，NJ)，可

信度评估采用1 000 bootstrap值。

结 果

1．临床特征：610例中男性403例，女性207例，

男女之比为1，95：1；年龄5月龄至t5岁，其中≤5岁

264例(43．3％)、6～10岁278例(45．6％)、11～15岁

68例(11．1％)；发热539例(88．4％)、头痛543例

(89．o％)、恶心464例(76．1％)、呕吐529例(86．7％)、

意识障碍33例(5．4％)、脑膜刺激征阳性11例

(1．8％)；发病时间5一10月有491例(80．5％)。

2．病毒分离及其型别分布：616份样本中分离

到HEV 127株，分离率为20．6％。其中412份脑脊液

中分离到66株，分离率16．0％；204份粪便中分离到

61株，分离率29．9％；5年间病毒分离率波动在

16．8％～28．0％；分离的127株均为B组(HEV-B)，涉

及12个血清型，分别为CvA9、CVBl、CVB3—5、E3、

E4、E6、E9、E14、E25和E30型(表1)；分离毒株数排

前4位的血清型分别为E30(41株)、CVB5(29株)、

CVB3(17株)和E6(16株)。不同年份HEV优势流

行株明显不同，2008年为CVB3、2009年为CVB5，

2010年为E6，2011年和2012年均为E30。E30在5

年中均有检出，且分离株最多，为绝对优势株。6例

同时采集脑脊液和粪便样本中有5例在两类样本均

分离到同一血清型病毒，分别为E30病毒3例，

CVB3、CVB5各1例；1例两类样本病毒分离均阴性。

3．VPl区同源性分析：从每年各监测点脑脊液

和粪便样本中分离获得测序毒株(对同一血清型数

量较少的毒株全部测序，而同型分离株数量较多者

选取大部分毒株)，127株中对84株(脑脊液52株、

粪便32株)进行VPl区全长测序，所有测序株VPI

全长为834～918个核苷酸(nt)，推导编码278～306
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表1 2008--2012年浙江省病毒性脑炎患者样本中HEV分离结果

注：病毒型别中A为CVA，B为CVB

个氨基酸(aa)，测序株各血清型型内nt和aa同源性

分别为79．6％一98．0％和95．2％一99．8％，与各原型株

的nt和aa的同源性分别为76．7％～85．0％和91．1％～

97．9％(表2)；浙江省HEV血清型内nt和aa差异最

大的毒株为E6，分别为20．4％和4．8％，差异最小的

毒株为CVB3，分别为2．O％和0．4％。浙江E30与福

建株(CSF08—141)和山东株(2010Linyi)之间nt同源
性为93．4％。97．6％，与台湾株(08一TW-0547)和印

度株(N一944)之间nt同源性为83．5％～86．1％；浙江

E6与河南株(Henan一116)之间nt同源性为80．1％～

95．8％，与印度株(N一700一INDIN一2011)和韩国株

(Kor08一ECV6—13cn)之间nt同源性为81．8％～

86．6％。

4．进化分析：本研究HEV测序株与GenBank下

载的国内外各血清型毒株VPI区全长nt序列构建进

化树，可分成4个进化分支，分别为HEV-A—HEV-D

(图1)，浙江分离株均位于HEV-B进化支上，并分成

3个簇，Cluster 1为包括E30在内的4种ECHO，

Cluster 2为包括E9在内的3种ECHO，Cluster 3为包

括CVA9和CVB的5个型别，每种血清型病毒单独

成簇。E30、E6和CVB5等浙江分离株内部亲缘性

接近，不同年份的分离株位于相同的进化分支，E6

血清型内部又明显地分成2小簇，分别位于不同的

小分支上(标注▲和◆的毒株)，提示E6存在不同的

基因亚型。浙江E30与山东株(2010Linyi)、福建株

(CSFll—75)和日本株(KOBE一910—06)亲缘关系很

近；浙江E6与山东株(JNEWl00811)和河南株

(Henan一116—2008)亲缘关系最近，而与同期的韩国

株(Kor08一ECV6—13cn)和日本株(0445一osaka—

JPN一201 1)则亲缘关系相对较远。大部分血清型的

浙江分离株在分离年代和地域上显示了一定的聚

集性。

讨 论

近年来世界各地发生的多次病毒性脑炎暴发

疫情与HEV有关H，5。。美国建有全国性EV监测系

统哺]，我国目前尚未建立该类监测网络，缺乏相关流

行病学资料。浙江省从2008--2012年连续5年监测

病毒性脑炎，结果显示①引起浙江省病毒性脑炎的

病原为HEV-B，涉及12个血清型，与Mirand等一1报

道结果相似。②各监测点优势株略有差异，CV主要

分离于浙西地区，而ECHO在浙南和浙西地区监测

表2 2008--2012年浙江省HEV型别分布及同源性比较

注：。该血清型毒株只有1株，故无法计算同型株之间同源性
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CSF08．141 E30 JXl29849

GE0．13 162—00 E30 AY371462

FDJS03—1 8 E30 AY665606

KOBE．910．06 E30 AB275146

●ZJ一03一l E30

●ZJ一04．41 E30

●ZJ一09—1 E30

●ZJ—10—54 E30

●ZJ—12．2 E30

●ZJ一12．16 E30

2010Linyi E30 JF823644

onI 7I。CSFll·75 E30 Jxl29872

一f厂01-TW E30AYl46069

7目广08一TW一0547 E30 AB506746

5剁 76L38432．BRA．2008 E30 HQl52925Lr—N一944 INDlA E30 jN203954

¨ r●ZJ．12．15 E25

J——i司厂_●ZJ一08—89 E25

|| oHN，2 E25 HM03119l

||广一N一5 1 7．INDIA．201l E4 JN203685

J—吲 r●ZJ一08—89 E4

|| 99 L●ZJ．09．37 E4

||厂一lyticE6 U16283

||l厂一N一700-INDIA-2011 E6,IN203703

193I 99I JNEWl00811 E6 HQ829949
l。斗到o▲zJ一10一76 E6
f“I L▲ZJ．08—40E6

l，J99厂0445一OSaka-JPN-20 1 l E6 AB688682

l“l L_KOr08．ECV6．13cn E6 HM048856

《I 8鞭菘淤6ⅨJQ蹦40941885605．1 5

|| ◆

|| "L◆ZJ．08．36 E6

|| oq厂Kor05一ECV9·352cn E9 EU5908 l 2

l|厂—1 r●ZJ．12．2l E9

0 98L●ZJ．12—75 E9

|1 99广一N一1060一lNDIA．201 1 E14 JN203839

1 L一·ZJ一10一130 E14

81I厂●ZJ．08—60 E3

f。i硎r一●ZJ—12—20 E3

99 L S3 1 7．07．TUN．2007 E3 JF98072 1

qor●ZJ一08—55 CVBl

l趔 o·ZJ．09一19 CVBl

||L—N一75．INDIA一20 11 CVBl JN203552

|| 8习EPIHFMD—16 CVB4 JN016524

Jl 捌I·刀．10．33 CVB4
ll广_掣 L·zJ-10一50 CVB4

——5 1960一AUSTALIA CVB4 FJ868332

厂●ZJ一12，7 CVA9

可i卜●ZJ．12．10 CVA9

62t-Alberta-2010 CVA9 J0837914

——04363一SD—04 CVB2 GQ32974 l
r●ZJ—08一14 CVB3

}●ZJ。08一J47 CVB3
上斗●ZJ．12—110 CVB3

o
370 l 0408 l 99．SD CVB3 G0329767

r—M901 CVB5 JX513587

_J厂●Zj-12-1 5 CVB5

’19}6rC$26一SD一2009 CVB5仆1712675

98”●ZJ一09—30 CVB5

．』r●ZJ一08—48 CVB5

o。¨●ZJ．09．9l CvB5
‘牛YZ053一SD．2005 CVB5 GQ2465 10

。kor05一CVB5—466cn CVB5 EU604663

E30

E25

E4

E9

E14

E3

CVBl

CVB4

CVA9

CVB3

CVB5

99厂——一SHZH2011—1003 CAl6 Jx473432

Cluster 1

Clusler 2

Cluster 3

NC5 1 1．NC—CHN一20 l 1 EV7 1 KC007540

——TW266．8l EV70 D17610

——NZ一20}0-358 EV68 J0713906
GD34—201 0 CA24V JF742585

——Tompkins C
rhinovirus JAL一1

A1 AF081293
JX291 1 15(outgroup)

HEV—D

HEV．C

HEV．B

HEV—A

气r

注：浙江HEV分离株采用VPl全长核苷酸序列(834～918 nt)与GenBank下载的相应血清

型毒株序列采用NJ构建进化树，boostrap值取1000；鼻病毒(rhinovirus JAL一1)作为外群对照；

●、▲和◆为浙江分离株，毒株命名：省份(zJ)／分离年份／标本号／血清型：下载序列为：毒株名称／

血清型／GenBank accession number

图1浙江HEV分离株VPl区进化分析

点均有检出。不同年份优势流

行株不断发生变化，2008—

2012年优势株分别为CVB3、

CVB5、E6、E30和E30。5年中

E30每年均有检出，其分离株

占阳性毒株的32．3％(41／127)，

为绝对优势株，该结果与国内

外报道的E30是引起世界各地

病毒性脑炎暴发或散发最常见

的病原相一致∽'9I。优势毒株

的改变往往伴随疾病的暴发，

如E30和E6分别引起浙江、江

苏、山东、河南和安徽等地病毒

性脑炎的流行n0。”1。③不同血

清型HEV存在不同的时间循

环模式趋势。即一些血清型可

经常分离到，但在某些年份相

对高发，如E30、CVB5、CVB3；

而一些血清型仅在少数年份中

分离到，如CVB4、E3、E14和

E25。④粪便标本中EV的分

离率(29．9％)高于脑脊液标本

(16．o％)；在同时采集脑脊液

和粪便样本的6例中，5例从两

类样本均分离到同一血清型病

毒，仅1例病毒分离均阴性，提

示采集粪便标本也能达到理想

的监测结果。

在VPl基因进化分析表

明，浙江E30、E6和CVB5等不

同年份分离株均位于相同的进

化分支上，显示出一定地域和

时间效应，浙江株与山东和江

苏等邻近省份分离株亲缘关系

很近，提示可能存在着共同的

循环和进化关系。在进化树上

浙江E6内部又明显地分成2

小簇，分别位于不同的小分支

上，说明导致浙江省病毒性脑

炎的E6存在基因亚型，即同时

存在二类流行株，均可引起病

毒性脑炎流行或散发。通常在

一起疫情中仅由一种流行株引

起，同时涉及到几种流行株的
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情况相对较少n⋯。

不同血清型HEV进化速度不同。浙江CVB3前

后分离时间相差5年，但在VPI区nt和aa变异程度

很小，变异率分别为2．0％和0．4％，其遗传进化相对

稳定，而E6则变异程度相对较高，分别为20．4％和

4．8％，进化速度相对较快，Mirand等n51认为由于病

原体的遗传变异和基因重组使其致病性发生改变，

从而导致疾病的流行强度发生变化，因此对于EV的

VPl区基因变异以及各地频频发生的病毒性脑炎疫

情必须引起高度重视。
(感谢浙江省各监测点医院及当地疾病预防控制中心协助采集

和运输样本)
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中华预防医学会流行病学分会与国际流行病学分会
建立伙伴关系

·?肖。自、·

为促进我国流行病学专业的国际交流与合作，经由中华预防医学会流行病学分会主任委员李立明教授牵头联系，中华预

防医学会流行病学分会于2013年9月向国际流行病学分会(International EpidemiologyAssociation，IEA)递交申请，申请与其建

立伙伴关系。经IEA执委会研究决定，同意中华预防医学会流行病学分会的申请，双方正式建立了伙伴关系。按照IEA的相

关规定，中华预防医学会流行病学分会成员能够以联合会员的形式申请加入IEA，并且年费(25美元／人年)仅为普通IEA会员

年费(50美元／人年)的一半，同时享有普通IEA会员的所有权利(如免费阅读国际流行病学杂志刊登的所有文章等)。截至

2013年11月底，以中华预防医学会流行病学分会联合会员的形式加入IEA的专家已有36人。

中华预防医学会流行病学分会

 


