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浙江省2013年病毒性脑膜脑炎病原学
及分子流行病学特征

严菊英 缪梓萍 吕华坤 周佳悦 龚黎明 茅海燕 孙逸 张严峻

【摘要】 目的 分析 2013 年浙江省监测点病毒性脑膜脑炎病原学及分子流行病学特征。

方法 从浙南和浙北监测点医院采集疑似病毒性脑膜脑炎患者脑脊液和/或粪便样本，用荧光定

量PCR方法检测样本中人类肠道病毒（HEV）、流行性乙型脑炎病毒（JEV）、腮腺炎病毒（MuV）、

单纯疱疹病毒（HSV）和巨细胞病毒（CMV）核酸，采用人横纹肌瘤细胞（RD）和人喉表皮样癌细胞

（Hep-2）分离HEV，对HEV阳性分离物或核酸阳性样本扩增VP1基因并测序，然后进行同源性与

进化分析。结果 在229例患者共计239份样本中检测到病毒核酸阳性92份（38.5%），其中HEV

阳性87份，MuV、HSV和CMV阳性分别为1、2和2份；87份HEV中柯萨奇病毒（CV）38份和埃可

病毒（E）49份；239份样本中分离到56株（23.4%）HEV；在31份HEV核酸阳性但病毒分离阴性的

脑脊液样本中，检出最多的为E9（9份），其次为CVA9（8份）；HEV血清型分别为CVA9、CVB4、

CVB5、E6、E7、E9、E11、E14、E16、E25和E30；浙南监测点优势流行株为CVB5，浙北为E6。VP1区

进化分析显示，浙江省HEV均为B组EV。结论 2013年浙江省监测点病毒性脑膜脑炎的主要病

原为HEV-B，涉及11个血清型，首次在浙江省分离到E7；浙南优势流行株为CVB5，浙北为E6；核

酸检出率明显高于病毒分离率，采用常规EV分离法存在漏检E9和CVA9的风险。

【关键词】 病毒性脑膜脑炎；人类肠道病毒；进化分析
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【Abstract】 Objective To investigate pathogens and molecular-epidemiology characteristics
of viral meningoencephalitis in the monitoring sites of Zhejiang province，2013. Methods
Cerebrospinal fluid and/or stool specimens were collected from suspected patients admitted to the
monitoring hospitals in southern and northern Zhejiang province. Such specimen were subject to
real-time qPCR for the detection of Human enterovirus（HEV），Japanese encephalitis virus（JEV），
Mumps virus（MuV），Herpes simplex virus（HSV） and Cytomegalovirus （CMV）. HEVs were
isolated using the RD and Hep-2 cell lines，while VP1 genes from all HEV-positive isolates or
RNA-positive specimen were amplified，sequenced，for homology and evolution analysis. Results 92
（38.5%）of the 239 samples collected from 229 patients were detected as virus nucleic acid positive，
including 87 HEV positive samples，1 MuV positive，2 HSV positive，and 2 CMV positive；of the 87
HEV positive samples，38 were further determined to be Coxsackievirus（CV）and 49 as Echovirus
（E）. 56 HEV strains were isolated from 239（23.4%） samples. From the 31 cerebral fluid specimen of
nucleic acid positive yet virus isolation negative，the most specimen were identified with E9（9
specimen），followed by CVA9（8 specimen）；the viral serotype of Zhejiang province HEV were
CVA9，CVB4，CVB5，E6，E7，E9，E11，E14，E16，E25 and E30，respectively. Predominant epidemic
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引起病毒性脑膜脑炎的病原有人类肠道病毒

（HEV）、腮腺炎病毒（MuV）、单纯疱疹病毒（HSV）、

巨细胞病毒（CMV）和虫媒病毒等，研究表明，＞

80%病毒性脑膜脑炎由HEV引起。HEV属于微小

核糖核酸病毒科的EV属，该属分为 4类（HEV-A～

D）［1］，包括脊髓灰质炎病毒（Poliovirus，Polio）、柯萨

奇病毒（Coxsackievirus，CV）、埃可病毒（Echovirus，

E）和 EV68-71 型。不同病原引起的病毒性脑膜脑

炎临床症状、治疗、预后和防制措施不同。本研究通

过设立监测点，对疑似病毒性脑膜脑炎患者样本进

行病原学与分子流行病学特征研究。

材料与方法

1. 标本来源：根据地理位置，在浙南的温州市鹿

城区（浙南1），温州医科大学附属第二医院、瑞安县

（浙南 2），瑞安县人民医院和浙北的海盐县（浙

北），海盐县人民医院设立专门监测点，全年开展监

测。疑似病毒性脑膜脑炎病例定义：≤15 岁，急性

起病，具有发热、头痛、呕吐等症状，伴有不同程度意

识障碍或脑膜刺激征，外周血和脑脊液实验室检测

排除细菌性感染，高度怀疑为病毒性脑膜脑炎的所

有患者。由医院采集患者脑脊液和/或粪便样本，送

至疾病预防控制中心（CDC）；2013年共采集 229例

患者239份样本（脑脊液226份，粪便13份），其中10

例患者同时采集脑脊液和粪便样本。样本带冰运送

到实验室，-80 ℃冰箱保存。

2. 病毒核酸检测：采用德国Qiagen公司的病毒

总核酸提取试剂盒（MagAttract Virus Mini M48 Kit）

提取核酸。采用荧光定量 PCR 方法检测脑脊液样

本中的HEV、MuV、HSV、CMV和流行性乙型脑炎病

毒（JEV）核酸和粪便样本中HEV核酸，试剂盒购自

上海辉睿生物科技有限公司。反应体系：反应液Ⅰ

12.5 μl、热启动酶1.0 μl、反转录酶0.35 μl、反应液Ⅱ

4.0 μl、无RNA酶水2.15 μl和待检样本5.0 μl。反应

条件：50 ℃ 30 min，92 ℃ 3 min；92 ℃ 10 s，55 ℃

45 s，45个循环。结果判断：Ct值＜35，扩增曲线呈

“S”形，判为阳性，35.0＜Ct值＜38.0 为临界值，Ct

值≥38.0或无数值为阴性。

3. 病毒分离、基因扩增和测序：

（1）HEV 分离与鉴定：采用人横纹肌瘤细胞

（RD）和人喉表皮样癌细胞（Hep-2）培养法分离

HEV［2］，细胞来源于中国CDC病毒病预防控制所脊

髓灰质炎病毒研究室，阳性分离物采用 HEV 荧光

RT-PCR方法进行验证。

（2）VP1 基因扩增：HEV 分离株或脑脊液样本

（HEV核酸阳性而病毒分离阴性）采用RT-PCR方法

扩增VP1基因并测序。试剂采用宝生物工程（大连）

有限公司的一步法RT-PCR试剂盒。引物序列参照

文献［2］：008（5′-GCR TGC AAT GAY TTC TCW

GT-3′）、011（5′-GCI CCI GAY TGI TGI CCR

AA-3′），扩增片段为 998 bp。 反应条件：45 ℃

30 min，99 ℃ 5 min，5 ℃ 5 min；95 ℃ 2 min；95 ℃

1 min，45 ℃ 2 min，72 ℃ 1 min，40 个循环；72 ℃

8 min。PCR产物取5 μl进行琼脂糖凝胶电泳。

（3）测序与进化分析：PCR 产物纯化后直接测

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 Clustal X 软件。采用

Mega 6.2 软件构建进化树，建树方法采用邻接法

（NJ），Boostrap＝1 000，鼻病毒（rhinovirus JAL-1）

为外对照。

结 果

1. 临床特征：229 例患者中男性151 例，女性78

例，性别比为 1.94 ∶ 1；年龄 5月龄至 15 岁，其中≤5

岁 110 例（48.0%）、6～10 岁 101 例（44.1%）、11～15

岁 17 例（7.4%）；发热 205 例（89.5%）、头痛 158 例

（69.0%）、恶心104 例（45.4%）、呕吐155 例（67.7%）、

意识障碍 11 例（4.8%）、抽搐 5 例（2.3%）、脑膜刺激

征阳性 4 例（1.7%）；发病时间 5－10 月有 191 例

（83.4%）。

2. 病毒分离及鉴定：239 份样本中病毒核酸阳

性 92 份（38.5%），其中 HEV 阳性 87 份，占 94.6%

（表 1），MuV、HSV和CMV阳性分别为 1、2和 2份，

占 5.4%；226 份脑脊液中病毒核酸阳性 81 份

strains identified at southern and northern Zhejiang province were CVB5 and E6 respectively. The
phylogenetic analysis of VP1 gene showed that all the HEV isolates in Zhejiang province were
HEV-B. Conclusion The HEV-B was the main pathogen for viral meningoencephalitis in Zhejiang
province in 2013，including 11 serotypes，while E7 was the first time to be isolated in Zhejiang
province. The predominant isolates were CVB5 and E6 in southern and northern Zhejiang province
respectively. The positive rate of viral nucleic acid detection was significantly higher than that of viral
isolation. Regular EV isolation method was exposed to the risk of missing-detection of E9 and CVA9.

【Key words】 Viral meningoencephalitis；Human enterovirus；Phylogenetic analysis
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（35.8%），13份粪便中阳性 11份（84.6%）。239份样

本中分离到HEV 56株，分离率为 23.4%；31份HEV

核酸阳性而病毒分离阴性的脑脊液样本中，经VP1

基因扩增测序，结果31份均为HEV-B，其中E9检出

最多（9份），其次是CVA9（8份）。87份HEV涉及11

个血清型，分别为CVA9、CVB4、CVB5、E6、E7、E9、

E11、E14、E16、E25和E30。在同时采集脑脊液和粪

便样本的10个病例中，9例HEV阳性，其中4例从两

类样本中均检测到同一血清型病毒（E6、E7），仅从

脑脊液检测阳性 1 例（E6），仅从粪便中检测阳性 4

例（E6、E7和CVB5）。

3. HEV检测及进化树分析：

（1）不同监测点HEV优势株：浙南1优势流行株

为 CVB5（图 1），占 HEV 病原的 28.6%（8/28），其次

为E9（5/28）；浙南2优势株也为CVB5，占30.6%（11/

36），其次为 CVA9（8/36），浙北则为 E6，占 43.5%

（10/23），其次为E7（6/23），E7为浙江省首次分离到；

2012年浙江省上述监测点优势株均为E30，占HEV

病原的60.7%（17/28）［2］。

（2）VP1 区同源性分析：87 份 HEV 全部进行

VP1区测序，获得全长849～918个核苷酸（nt），推导

编码 283～306个氨基酸（aa），测序株各血清型型内

nt 和 aa 同源性分别为 80.5%～100.0%和 95.5%～

100.0%，与各原型株之间 nt 和 aa 的同源性分别为

77.2%～86.9%和 91.4%～98.6%（表 2）；浙江省HEV

血清型内nt和 aa差异最大的为E6，分

别为 19.5%和 4.5%，差异最小的为

E16，nt 和 aa 差异均为 0.5%。浙江株

E6与山东株 JNEW10081 nt同源性为

80.3% ～97.9% ，与 韩 国 株 kor08-
ECV6-13cn nt 同 源 性 为 81.8% ～

86.6% ；浙 江 株 E7 与 云 南 株 298-
YN-HC-103 nt 同 源 性 为 98.1% ～

99.0% ，浙 江 株 CVB5 与 河 南 株

17YB5 nt同源性为92.2%～97.5%。

（3）进化树分析：本研究 HEV 测

序株与GenBank下载的国内外各血清

型毒株VP1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～D（图 2），浙江分离株均

位于HEV-B进化支上，并分成3个簇，Cluster 1包括

E30、E25 和 E6，Cluster 2 包括 E14、E11、E16、E9、

CVA9、E7 和 CVB4，Cluster 3 为 CVB5，每种血清型

病毒单独成簇。E6、E9和CVA9等浙江分离株内部

亲缘性很近，不同监测点的分离株在相同进化分支

上紧密地排列在一起，显示一定的地域聚集性；E6

血清型内部又明显分成 2小簇，分别位于不同的小

分支上，提示E6存在不同的基因亚型。浙江E6与

山东株 JNEW100811.29 和 JNEW100811.24 亲缘关

系很近，与韩国株 kor08-ECV6-13cn 和日本株

0445-osaka-JPN-2011亲缘关系相对较远。浙江株

CVB5与河南株 17YB5之间亲缘关系很近，与印度

株（M901）则亲缘关系较远。

表1 2013年浙江省病毒性脑膜脑炎患者样本中HEV检测

监测点

浙南1

浙南2

浙北

合计

样本数

76

112

51

239

核酸阳性数
（%）

28(36.8)

36(32.1)

23(45.1)

87(36.4）

HEV型别

CVA9

2

8

2

12

CVB4

3

2

1

6

CVB5

8

11

1

20

E6

3

5

10

18

E7

0

1

6

7

E9

5

4

2

11

E11

1

0

0

1

E14

1

0

0

1

E16

0

1

1

2

E25

1

2

0

3

E30

4

2

0

6

病毒阳性数
（%）

13(17.1)

25(22.3)

18(35.3)

56(23.4)

表2 2013年浙江省HEV型别分布及同源性比较

病毒
型别 a

CVA9

CVB4

CVB5

E6

E7

E9

E16

E25

E30

注：a E11和E14分离株均为1株，无法计算同型株间同源性，故未列于表中

原型株

Griggss

JVB

Faulkner

Charles

Wallace

Hill

Harrington

JV-4

Bastianni

VP1全长

nt

906

852

849

867

876

918

876

876

876

aa

302

284

283

289

292

306

292

292

292

同型株间(%)

nt

92.2～95.1

92.1～98.8

92.2～99.8

80.5～99.7

97.7～100.0

95.8～98.6

99.5～100.0

92.7～96.4

90.2～97.1

aa

98.0～98.3

98.6～99.3

98.2～99.3

95.5～99.7

99.0～100.0

97.6～99.3

99.5～100.0

96.4～97.1

97.9～99.3

原型株间(%)

nt

79.7～81.0

85.1～86.9

80.6～81.6

77.2～79.0

78.3～79.1

82.8～84.3

81.3～82.3

79.1～80.0

81.9～82.6

aa

92.4～93.0

97.9～98.6

95.8～96.8

92.7～96.2

92.8～93.8

93.4～94.1

94.4～96.5

92.0～93.4

91.4～92.1

图1 2013年浙江省不同监测点HEV型别分布

与病毒分离率
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讨 论

近年来世界各地

发生的多起病毒性脑

膜脑炎暴发疫情与

HEV有关［3-4］。美国建

有全国性HEV监测网

络［5］，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 2013年通

过设立监测点，开展

病毒性脑膜脑炎监

测，结果显示：①引起

浙江省病毒性脑膜脑

炎 的 主 要 病 原 为

HEV-B，占病原构成

的 94.6% （87/92） ，

MuV、HSV 和 CMV

仅占 5.4%（5/92），与

Cabrerizo 等［6］和王环

宇 等［7］报 道 结 果 相

似，与谭毅等［8］报道

的广西壮族自治区病

毒性脑炎高发区的主

要 病 原 为 流 行 性

JEV、其 次 为 EV 和

MuV结果不同。②浙

江省 HEV 涉及 11 个

血 清 型 ，分 别 为

CVA9、CVB4、CVB5、

E6、E7、E9、E11、E14、

E16、E25 和 E30，优势

流行株浙南地区为

CVB5，浙 北 地 区 为

E6，而 2012 年浙江省

上述监测点优势株均

为 E30［2］，提示浙江省

不同的地理区域HEV

优势株不同，不同年

份优势株也在发生变

化。③浙江省首次分

离到 E7，这是自 2002

年开展病毒性脑膜脑

注：●和◆分别为2013年和2012年浙江省分离株，毒株命名：省份（ZJ）/监测点（鹿城：LC；瑞安：RA；海

盐：HY）/分离年份/标本编号/血清型；下载序列：毒株名称/血清型/GenBank accession number

图2 浙江省HEV分离株VP1区进化树
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炎监测以来首次从患者的脑脊液和粪便中同时分离

到E7［7］，该血清型作为病毒性脑膜脑炎病原国内外

报道较少［3，9］，因此对其在外环境中的循环、变异及

与疾病之间的关系值得进一步关注。④脑脊液中检

测到病原的意义比粪便中更大，因为正常人群的粪

便中 10%左右携带HEV，本研究中脑脊液样本占了

94.6%（226/239），从 226 份脑脊液中检出 81 份病毒

阳性，尤其在同时采集脑脊液和粪便样本的 10 例

中，4例均检测到同一血清型病毒，因此，这些病原

的检出对疾病病因确证具有更强的说服力。本研究

存在不足。监测点和监测医院偏少，监测结果只能

代表监测点的情况；粪便样本采集较少；该研究只

对引起病毒性脑膜脑炎的主要病原进行检测，检测

病原的覆盖面欠广，使得样本总阳性检测率

（38.5%）偏低。

VP1基因进化分析表明，引起浙江省病毒性脑

膜脑炎的HEV均在B组EV分支上；浙江CVA9、E6

和E9等血清型内部亲缘关系很近，浙南、浙北不同

监测点分离株在相同的进化分支上紧密地排列在一

起，显示一定的地域聚集性。浙江株CVB5与河南

株（17YB5）亲缘关系很近，与韩国株 kor05-CVB5-
466cn和印度株M901亲缘关系相对较远，浙江株E7

与云南株 298-YN-HC-2013也有很近的亲缘关系，

提示浙江株与河南株和云南株可能存在着共同的循

环和进化关系。浙江株E6内部分成2小簇，分别位

于不同的小分支上，提示浙江株E6存在不同基因亚

型，均可引起病毒性脑膜脑炎。

HEV检测方法有核酸检测、病毒分离和基因测

序，国内常规采用RD和Hep-2细胞分离HEV，为分

析不同检测方法对HEV的检出率及常规细胞培养

法分离HEV是否存在漏检问题，本研究对所有样本

同时进行 HEV 核酸检测、病毒分离和 VP1 基因测

序，结果显示，核酸检测阳性率（38.5%）明显高于病

毒分离率（23.4%），原因可能与荧光 PCR 方法敏感

性高于病毒分离法及一些样本中病毒已失活但核酸

能检出等因素有关；对HEV核酸阳性而病毒分离阴

性的31份脑脊液，直接从样本中扩增HEV VP1基因

并测序，结果31份均为HEV-B，其中E9检出最多（9

份），其次是CVA9（8份），该结果可能与HEV不同血

清型致病特点和细胞敏感性不同有关，Tsao等［10］报

道RD细胞分离E9和CVA9分离率较低，只有 9.7%

和 25.2%，本研究结果与其相吻合，提示采用常规

HEV 分离法存在漏检 E9 和 CVA9 的风险，尤其是

E9，因此，对结果的解释应慎重，在实际工作中，应

根据疑似病例可能的病原，样本种类及细胞对不同

病毒的敏感性等多种因素综合考虑选择不同的检测

方法，防止漏检，为病例确诊或疫情研判提供准确的

实验室依据。
（感谢各监测点医院及当地疾病预防控制中心完成样本采集和

运输工作）
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