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肠道病毒 71 型分离株基因特征分析*
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摘 要: 目的 了解 2009—2010 年山东省临沂市肠道病毒 71 型( EV71) 分离株的基因特征，初步探讨 VPl 区
核苷酸或氨基酸变异与不同临床类型的关系。方法 从手足口病( HFMD) 病例、重症病例和死亡病例的粪便标本
中分离获得 23 株 EV71 病毒株，RT-PCR 扩增 VP1 区，并进行序列测定和分析。结果 23 株分离株与 A、B 基因型
同源性较低; 与 C4 亚型的 C4a 群代表株的核苷酸和氨基酸同源性分别达到 92. 8% ～ 93. 5%和 98. 3% ～ 99. 3%，明
显高于其他亚型代表株的同源性; 各分离株间的氨基酸序列比对显示无特征性改变。结论 2009—2010 年临沂地
区流行的 EV71 是 C4 亚型的 C4a 群，HFMD 病例、重症病例和死亡病例分离株 VP1 区核苷酸序列和氨基酸序列无
特征性差异。
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Genetic characteristics of enterovirus 71 strains isolated in Linyi，Shan-
dong province，2009 －2010
SI Lu-ying* ，GAO Feng，WEN Hong-ling，et al( * Education Ministry Key Laboratory of Experimental Teratology，Deptar-
tment of Virology，School of Public Health，Shandong University，Ji'nan，Shandong Province 250012，China)

Abstract: Objective To explore the genetic characteristics of VP1 gene of enterovirus 71 strains isolated in Linyi，
Shandong province，2009 － 2010 and to analyze the relationship between variations of VP1 gene and different clinical
types．Methods The VP1 genes of 23 enterovirus strains isolated from stool and throat swab specimens of hadn-foot-and
mouth disease( HFMD ) cases were amplified with reverse transcription-PCR( RT-PCR) and their sequences were ana-
lyzed with DNASTAR 6 and MEGA 4． Results The homology between the 23 strains and the reference strains of sub-
type A and B was relatively low ． The homologies of nucleotide and the amino acid of the 23 strains with the reference
strains of group C4a were 92. 8% － 93. 5% and 98. 3% － 99. 3%，respectively，indicating that there was a close relation-
ship between them． Comparisons of amino acid sequences among the 23 strains showed that there were no characteristic
variations． Conclusion The enterovirus 71 strains isolated in Linyi，Shandong province belonged to the group C4a of
subtype C4，and there were no characteristic variations in nucleotides or amino acids among HFMD cases，severe cases or
death cases．
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肠道病毒 71 型( enterovirus 71，EV71 ) 属于小

RNA 病毒科( Picornaviridae ) 肠道病毒属( enterovir-
us) 成员，是引起手足口病( hand-foot-and-mouth dis-
ease，HFMD) 的主要病原体之一。此外，EV71 还可

侵犯呼吸系统、中枢神经系统及心血管系统而引起

脑炎、心肌炎、肺水肿和弛缓性麻痹等症状。近年来

亚洲地区的 EV71 流行呈上升趋势［1］。为了解山东

省临沂地区 EV71 基因特征，探讨病毒株流行情况，

于 2010 年 5 月—2011 年 12 月对 2009—2010 年分

离自不同类型病例( HFMD 病例、重症病例和死亡

病例) 的 23 株 EV71 进行 VPl 区核苷酸序列扩增，

使用 DNASTAR 6 和 MEGA 4 对序列进行分析。

1 材料与方法

1. 1 材料 采用单纯随机抽样法，从 2009—2010
年临沂市临床诊断为 HFMD 的患儿中采集粪便标

本和咽拭子标本共 112 份，其中男性患儿标本 60
份，女性患儿标本 52 份，－ 70 ℃保存。
1. 2 方法

1. 2. 1 病毒分离 将预处理后的标本接种至刚长满

单层、形态良好的人横纹肌瘤细胞( rhabdoyosarcoma，

RD) 上，同时设置正常细胞对照，置 36 ℃培养箱内培

养，逐日观察细胞病( cytopathogenic effect，CPE) ，当

CPE 达 +++以上时收获病毒，即为阳性分离物; 若连续

传 3 代仍无 CPE 出现，则判为阴性。
1. 2. 2 病毒鉴定 自阳性病毒分离物中提取病毒

RNA( Omega，Viral RNA Kit，美国 Omega 公司) 。
采用 一 步 法 RT-PCR 试 剂 盒 ( QIAGEN，One step
RT-PCR Kit，德国 QIAGEN 公司) 进行逆转录 － 聚

合酶链反应( RT-PCR) ［2］，以鉴定病毒类型。引物
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包括人肠道病毒( 包括 EV71、CoxA16 ) 核酸检测通

用引物序列和 EV71 核酸检测引物序列［3］。反应条

件: 50 ℃ 30 min，95 ℃ 15 min; 94 ℃ 30 s，56 ℃
30 s，72 ℃ 1 min，30 个循环; 72 ℃ 10 min。用 1%
琼脂糖凝胶电泳分析 RT-PCR 产物。
1. 2. 3 RT-PCR 扩增 VPl 全序列 采用一步法 RT-
PCR 扩增 VPl 全序列。扩增引物: EV71-VP1-F: 5'-
GCAGCCCAAAGAACTTCAC-3'，EV71-VP1-R: 5'-
AAGTCGCGAGAGCTGTCTC-3'，扩增片段全长为

1 042 bp［4］。RT-PCR 反 应 条 件: 50 ℃ 30 min，

95 ℃ 15 min; 94 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，30
个循环; 72 ℃ 10 min。用 1% 琼脂糖凝胶电泳分析

RT-PCR 产物。
1. 2. 4 VP1 区全序列测定和分析 扩增的片段纯

化后送由上海博尚生物技术有限公司进行测序。使

用 DNASTAR 6 进行同源性分析，MEGA 4 软件构

建系统发生树。用于构建系统发生树的 EV71 病毒

各基因型代表株的参比序列来自 GenBank。
1. 3 统计分析 采用Excel 2003 对数据进行统计分析。

2 结 果

2. 1 病毒分离与鉴定( 图 1、2) RD 细胞接种标本

后，CPE 达 + + + 以上时收获( 图 1) 。在同一反应体

系中同时加入 2 对鉴定引物进行 RT-PCR 鉴定，在

预期位置分别出现 2 条条带的初步鉴定为 EV71
( 图 2) ，共获得 23 株分离株，其中分离自 HFMD 病

人 20 株( SDLY 1、SDLY 2、SDLY 3、SDLY 6、SDLY
10、SDLY 11、SDLY 12、SDLY 13、SDLY 14、SDLY
15、SDLY 16、SDLY 17、SDLY 18、SDLY 19、SDLY
20、SDLY 46、SDLY 47、SDLY 49、SDLY 100、SDLY
101) 、分离自重症病例 2 株( SDLY 96、SDLY 108) 、
分离自死亡病例 1 株( SDLY 107) 。

注: A、C 为正常细胞; B、D 为接种标本后出现 CPE 的细胞。

图 1 RD 细胞和 CPE

注: M: DL2000 分子量对照; A: 正常 RD 细胞; B: 试剂对照。

图 2 RT-PCR 对 EV71 病毒核酸特异性扩增情况

2. 2 VP1 全序列片段核苷酸及氨基酸的序列分析

( 图 3、4) 由 PCR 扩增获得的包含 VP1 区的片段

全长为 1 042 bp，其中 VP1 区为 891 bp，可编码 297
个氨基酸。从 GenBank 中下载 EV71 的各基因型

( 亚型) 的代表株，与 23 株分离株进行 VP1 全序列

片段核苷酸与氨基酸的同源性分析。结果显示，这

23 株分离株与 A 型和 B 型代表株的亲缘性较远，核

苷酸和氨基酸的同源性分别为 82. 0% ～ 82. 7% 和

94. 3% ～95. 0% ; 与 C 型代表株的亲缘性较近，核苷

酸和 氨 基 酸 的 同 源 性 分 别 为 87. 1% ～ 93. 5% 和

96. 3% ～ 99. 3%，尤其与 C4 亚型的 C4a 群代表株

亲缘 性 最 近，核 苷 酸 和 氨 基 酸 的 同 源 性 分 别 为

92. 8% ～ 93. 5% 和 98. 3% ～ 99. 3%。将 23 株分离

株 与 各 基 因 型 及 亚 型 代 表 株 的 VP1 全 序 列 构

注: M: DL2000 分子量对照。

图 3 RT-PCR 对 VP1 序列进行特异性扩增情况
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注:●代表 HFMD 病例;▲代表重症病例;◆代表死亡病例。

图 4 23 株毒株与 EV71 各亚型代表株 VP1 区的基因进化树

建系统发生树，结果表明，23 株分离株与 EV71 的

C4 基因亚型的 C4a 群相近，处于同一簇。23 株分

离株与阜阳株 EU703813 ( 分离自 2008 年的死亡病

例，C4a 群) 进行氨基酸顺序比对分析，结果显示 23
株 分 离 株 的 氨 基 酸 顺 序 与 阜 阳 株 的 同 源 性 为

99. 0% ～ 100%。在 145 位氨基酸差异最大( SDLY
46、SDLY 107 由 E→Q，SDLY 2、SDLY 11、SDLY 100
由 E→G) ，但这一变化与临床类型并不存在关联。
其余氨基酸变化不大且改变均非特异性。23 株分

离株与阜阳株的氨基酸序列比对可发现 27 ～ 97、99
～ 144、146 ～ 210、212 ～ 256、258 ～ 288 位氨基酸完

全相同，提示这些区域可能是 VP1 的保守区域，是

否可将其作为制备多肽疫苗的候选区域尚需进一步

研究。

3 讨 论

EV71 可引起 HFMD 及神经系统相关疾病，与

手足口病的其他病原相比，它具有更高的致残率和

病死率，因此引起特别重视和关注。1998—2008 年

中国大陆地区广泛传播的 EV71 以 C4 亚型的 C4a
群为主［4 － 8］。2007—2009 年山东主要的流行株为

C4a 群［4，9］，本研究显示，山东省临沂市 2009—2010
年流行的 EV71 也是属于 C4 亚型的 C4a 群，目前山

东省尚未见报道有其他型别的 EV71 毒株流 行。
McMinn 等［10］研究认为，VP1 蛋白的第 170 位氨基

酸的变化( 分离株为 A，具有神经毒性的分离株为

V) 可能导致 VP1 蛋白空间结构的改变，从而使病毒

与受体结合能力下降，毒力发生根本改变，而本研究

中的 23 株分离株 170 位均为 A，与上述研究结果不

符。也有部分学者研究表明，EV71 的毒力决定簇可

能不在 VP1 区域内［11］，本研究分析了不同类别病例

( 重症、死亡、轻症) 分离毒株的 VP1 全序列片段的

亲缘关系，结果与上述研究一致。这也许与 EV71
毒力决定簇在基因组中并非单一位点有关。系统进

化树显示不同类别病例的分布并无规律性，表明其

神经毒力可能与基因型( 亚型) 关系不大。为弄清

EV71 的致病机制与其分子结构的相关性，找出毒力

决定簇，还应作进一步的研究。此外，23 株分离株

与阜阳株的氨基酸序列比对可发现多区域的氨基酸

序列完全相同，提示这些区域可能为 VP1 的保守区

域，在今后的研究中可对其免疫原性和抗原性进行

研究，探讨利用这些区域制备多肽疫苗的可能性。
到目前为止，手足口病尚无特效的疫苗预防，必须要

进一步了解 EV71 的流行情况，加强监测，因地制宜

地采取措施控制疾病流行［12］。
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