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　 　 【摘要】 　 目的　 对济南市 ２０１７ 年手足口病(ｈａｎｄꎬ ｆｏｏｔ ａｎｄ ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅꎬ ＨＦＭＤ)病原中的柯萨

奇病毒 Ａ 组 １６ 型(ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ａ１６ꎬ ＣＶ￣Ａ１６)分离鉴定ꎬ分析 ＶＰ１ 基因遗传进化特征ꎮ 方法　 整理

分析 ２０１７ 年济南市 ＨＦＭＤ 监测样本ꎬ采用简单随机抽样方法选取 ＣＶ￣Ａ１６ 核酸阳性样本经预处理后

接种人横纹肌肉瘤(ｈｕｍａｎ ｒｈａｂｄｏｍｙｏｓａｒｃｏｍａꎬ ＲＤ)细胞ꎬ对产生明显细胞病变效应的毒株进行鉴定ꎬ
测定 ＶＰ１ 基因序列ꎬ应用 ＭＥＧＡ５􀆰 ２ 软件构建系统进化树ꎬ通过 Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ 软件对 ＶＰ１ 进行核苷酸及

氨基酸同源性分析ꎮ 结果　 通过细胞分离获得 １０ 株 ＣＶ￣Ａ１６ 阳性病毒株ꎬ均属 Ｂ１ｂ 亚型ꎬ分别位于 ３
个不同簇ꎬ核苷酸及氨基酸序列同源性分别为 ９４􀆰 ９％~１００％和 ９９􀆰 ３％~１００％ꎬ与我国 ＣＶ￣Ａ１６ 上海株

(ＫＸ８７１３３３) ( 同 源 性 ９９􀆰 ７％)、 河 南 株 ( ＫＭ２６０１３４) ( ９９􀆰 ０％)、 江 苏 株 ( ＫＰ７５１５８０、 ＫＲ１３８３２７)
(９８􀆰 ７％)及广东株(ＭＨ００４０１６)(９８􀆰 ５％)亲缘关系较近ꎮ 与国内参考株相比ꎬ济南市 ＣＶ￣Ａ１６ 分离株

ＶＰ１ 存在 Ｎ１４Ｓ、Ｓ５９Ｒ、Ｅ１４５Ｖ 变异ꎮ 结论　 ＣＶ￣Ａ１６ 病毒株 Ｂ１ｂ 基因亚型为济南市优势毒株ꎬＶＰ１ 蛋

白发生氨基酸变异ꎮ
【关键词】 　 手足口病ꎻ柯萨奇病毒 Ａ 组 １６ 型ꎻ系统进化树

基金项目:山东省医药卫生科技发展计划项目(２０１７ＷＳ５２９)

　 　 ＤＯＩ:１０􀆰 ３７６０ / ｃｍａ.ｊ.ｉｓｓｎ.１００３￣９２７９􀆰 ２０１９􀆰 ０１􀆰 ０１０

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ａ１６ ＶＰ１ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｊｉｎａｎꎬ ２０１７
Ｚｈａｏ Ｈｕａｉｌｏｎｇ１ꎬ Ｓｕｉ Ｈｏｎｇｔａｏ２ꎬ Ｙａｎｇ Ｇｕｏｌｉａｎｇ１ꎬ Ｇｕａｎ Ｈｅｎｇｙｕｎ１ꎬ Ｗａｎｇ Ｃｈｕｎｒｏｎｇ１ꎬ Ｌｉｕ Ｌａｎｚｈｅｎｇ１

１ Ｊｉｎａｎ Ｍｕｎｉｃｉｐａｌ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎꎬ Ｊｉｎａｎ ２５００２１ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｐａｔｈｏｇｅｎ
Ｂｉｏｌｏｇｙ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １００７３０ꎬ Ｃｈｉｎａ
Ｚｈａｏ Ｈｕａｉｌｏｎｇ ａｎｄ Ｓｕｉ Ｈｏｎｇｔａｏ ａｒｅ ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｄ ｅｑｕａｌｌｙ ｔｏ ｔｈｅ ａｒｔｉｃｌｅ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ: Ｗａｎｇ Ｃｈｕｎｒｏｎｇꎬ Ｅｍａｉｌ: ｊｎｃｄｃｗｃｒ ＠ １６３. ｃｏｍꎬ Ｔｅｌ: ００８６￣５３１￣８１２７８９６０ꎻ Ｌｉｕ
Ｌａｎｚｈｅｎｇ:Ｅｍａｉｌ: ｊｎｃｄｅｌｌｚ＠ １６３.ｃｏｍꎬ Ｔｅｌ:００８６￣５３１￣８１２７８８１１

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ＶＰ１ ｇｅｎｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ａ１６ (ＣＶ￣Ａ１６)
ｉｓｏｌａｔｅｄ ｉｎ(ｈａｎｄꎬ ｆｏｏｔ ａｎｄ ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅꎬ ＨＦＭＤ) ｐａｔｉｅｎｔｓ ｏｆ Ｊｉｎａｎ ２０１７. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ
ｆｒｏｍ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ＨＦＭＤ ｉｎ Ｊｉｎａｎ ｃｉｔｙ ｉｎ ２０１７ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ａｎｄ ｓｏｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ＣＶ￣Ａ１６ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｃｈｏｏｓｅｎ ｗｉｔｈ ｓｉｍｐｌｅ ｒａｎｄｏｍ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ ｔｏ ｉｎｏｃｕｌａｔｅ ＲＤ ｃｅｌｌｓ. Ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ
ＶＰ１ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＣＶ￣Ａ１６ ｓｔａｉｎｓ ｗｈｉｃｈ ｈａｄ ｏｂｖｉｏｕｓ ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｉｎ ＲＤ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ａｎｄ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ. ＭＥＧＡ５􀆰 ２ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎｄ Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｔｈｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙ ｏｆ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｏｆ ＶＰ１ ｇｅｎｅ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａｌｌ ｔｈｅ １０ ＣＶ￣Ａ１６
ｓｔｒａｉｎｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｊｉｎａｎ ｗｅｒｅ ｌｏｃａｔｅｄ ３ ｃｌｕｓｔｅｒｓ ｂｅｌｏｎｇｅｄ ｔｏ Ｂ１ｂ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓꎬ ｗｉｔｈ ａ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｏｆ
９４􀆰 ９％ ~１００％ ａｎｄ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｏｆ ９９􀆰 ３％~１００％. Ｔｈｅ Ｊｉｎａｎ ＣＶ￣Ａ１６ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｎｅａｒｅｓｔ
ｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｓｈａｎｇｈａｉ ｓｔｒａｉｎｓ ＫＸ８７１３３３ ( ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ: ９９􀆰 ７％)ꎬ Ｈｅｎａｎ ｓｔｒａｉｎｓ ＫＭ２６０１３４
(９９􀆰 ０％)ꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ ｓｔｒａｉｎｓ ＫＰ７５１５８０、ＫＲ１３８３２７(９８􀆰 ７％) ａｎｄ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ ｓｔｒａｉｎｓ ＭＨ００４０１６(９８􀆰 ５％).
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｏｍｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｆｒｏｍ ｏｕｒ ｃｏｕｎｔｒｙꎬ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ａｔ ｐｏｓｉｔｉｏｎｓ １４ꎬ
５９ꎬ ａｎｄ １４５ ｉｎ ＶＰ１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ Ｊｉｎａｎ ＣＶ￣Ａ１６ ｓｔｒａｉｎｓ. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＣＶ￣Ａ１６ ｓｔｒａｉｎｓ Ｂ１ｂ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｗｅｒｅ
ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｐｒｅｖａｉｌｅｄ ｉｎ Ｊｉｎａｎ ｃｉｔｙꎬ ａｎｄ ３ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ ｉｎ ＶＰ１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｈａｐｐｅｎｅｄ ｉｎ ＣＶ￣Ａ１６
ｓｔｒａｉｎｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｊｉｎａｎ.

􀅰４４􀅰 中华实验和临床病毒学杂志 ２０１９ 年 ２ 月第 ３３ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊ Ｅｘｐ Ｃｌｉｎ Ｖｉｒｏｌꎬ Ｆｅｂｒｕａｒｙ　 ２０１９ꎬＶｏｌ􀆰 ３３ꎬＮｏ􀆰 １



【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｈａｎｄꎬ ｆｏｏｔ ａｎｄ ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅꎻ Ｃｏｘｓａｅｋｉｅｖｉｒｕｓ Ａ１６ꎻ Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ: Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ ａｎｄ Ｈｅａｌｔｈｙ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

Ｐｒｏｊｅｃｔ(２０１７ＷＳ５２９)
　 　 ＤＯＩ:１０􀆰 ３７６０ / ｃｍａ.ｊ.ｉｓｓｎ.１００３￣９２７９􀆰 ２０１９􀆰 ０１􀆰 ０１０

　 　 手 足 口 病 ( ｈａｎｄꎬ ｆｏｏｔꎬ ａｎｄ ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅꎬ
ＨＦＭＤ)是导致婴幼儿ꎬ尤其是 ５ 岁以下儿童感染的

主要传染病之一ꎬ通常症状较为温和ꎬ主要表现为发

热伴手、足、臀部等多部位皮疹ꎬ个别重症者累及中

枢神经系统及心肺系统ꎬ严重者导致死亡[１]ꎮ 引起

ＨＦＭＤ 的病原体有 ２０ 多种ꎬ其中肠道病毒 ７１ 型

(ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ ７１ꎬ ＥＶ￣Ａ７１)和柯萨奇病毒 Ａ 组 １６ 型

(ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ａ１６ꎬ ＣＶ￣Ａ１６)为最主要病原体ꎮ 我

国 ＨＦＭＤ 监测网络数据显示ꎬ２００８ 年至 ２０１５ 年共

１ ３７０万人感染ꎬ在实验室确诊病例中ꎬ由 ＥＶ￣Ａ７１
引起的感染占 ４３􀆰 ６％ꎬＣＶ￣Ａ１６ 其次ꎬ占 ２４􀆰 ９％[２]ꎮ
济南市 ＨＦＭＤ 病原分析结果显示 ＣＶ￣Ａ１６ 占感染总

数的 ３７􀆰 ２２％ꎬ略高于 ＥＶ￣Ａ７１(３３􀆰 ６７％) [３]ꎮ 与 ＥＶ￣
Ａ７１ 感染相比ꎬＣＶ￣Ａ１６ 通常不引起严重的中枢神经

系统相关疾病ꎬ重视程度及研究深度均不及 ＥＶ￣
Ａ７１[４]ꎮ 但近年来调查结果显示ꎬ在对广西、上海、
江西及山东等地 ＨＦＭＤ 重症及 /或死亡病例病原分

析中ꎬＣＶ￣Ａ１６ 均占不同程度比例ꎬ是除 ＥＶ￣Ａ７１ 外

的主要病原体[５￣８]ꎬ另外ꎬ随着 ＥＶ￣Ａ７１ 灭活疫苗在

我国的推广应用ꎬ也要重视 ＣＶ￣Ａ１６ 对 ＨＦＭＤ 流行

状况的影响ꎮ
本研究根据 ２０１７ 年济南市 ＨＦＭＤ 病原学监测

结果ꎬ对部分 ＣＶ￣Ａ１６ 阳性样本 ＶＰ１ 基因进行序列

测定及遗传进化特征分析ꎬ有助于了解济南市 ＣＶ￣
Ａ１６ 病毒的遗传学背景及分子流行病学特点ꎬ为疫

情防控和疫苗研制提供科学依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 样本来源　 粪便样本来源于 ２０１７ 年济南市临

床诊断为 ＨＦＭＤ 的常规监测患者ꎬ样本采集后冷藏

运送至济南市疾病预防控制中心ꎬ￣７０ ℃保存ꎮ
１􀆰 ２　 病毒检测　 采用 ＭａｇＮＡ Ｐｕｒｅ ＬＣ Ｔｏｔａｌ Ｎｕｃｌｅｉｃ
Ａｃｉｄ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ ( Ｒｏｃｈｅ 公司) 试剂盒ꎬ经 ＭａｇＮＡ
Ｐｕｒｅ ＬＣ ２􀆰 ０(Ｒｏｃｈｅ 公司)自动核酸提取仪提取样本

中病毒 ＲＮＡꎮ 总肠道病毒及 ＣＶ￣Ａ１６ 的 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ
ＲＴ￣ＰＣＲ 检测应用相关核酸检测试剂盒(江苏硕世

生物科技有限公司)ꎬ根据试剂盒说明书进行操作

及结果判定ꎮ
１􀆰 ３　 病毒分离　 采用简单随机抽样方法选取 Ｒｅａｌ

ｔｉｍｅ ＲＴ￣ＰＣＲ 核酸检测肠道病毒及 ＣＶ￣Ａ１６ 均为阳

性的粪便样本ꎬ按照我国«手足口病预防控制指南

(２００９ 版)»ＨＦＭＤ 标本采集及检测技术方案中方法

进行前处理后ꎬ接种致密单层的人横纹肌肉瘤

(ｈｕｍａｎ ｒｈａｂｄｏｍｙｏｓａｒｃｏｍａꎬ ＲＤ) 细胞进行病毒分

离ꎮ 接种 ＲＤ 细胞后每天观察并记录各样本接种细

胞形态变化ꎬ连续观察 １ 周ꎮ 当细胞出现形态变圆ꎬ
折光率增强并脱落时ꎬ认为细胞出现细胞病变效应

(ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃ ｅｆｆｅｃｔꎬ ＣＰＥ)ꎮ 若样本接种 １ 周后仍无

ＣＰＥ 出现ꎬ则收集病毒液ꎬ盲传 １ 代(连续培养观察

１ 周)ꎬ当盲传 ３ 代仍未出现 ＣＰＥ 时ꎬ则判定结果为

阴性ꎮ
１􀆰 ４　 病毒核酸提取及 ＲＴ￣ＰＣＲ 鉴定　 当 ＲＤ 培养

细胞出现特异性 ＣＰＥ 后冻融 ３ 次收获病毒ꎬ应用

Ｑｉａａｍｐ Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ Ｍｉｎｉ ｋｉｔ(Ｑｉａｇｅｎ 公司)提取病毒

ＲＮＡꎮ 应用 ＯｎｅＳｔｅｐ ＲＴ￣ＰＣＲ Ｋｉｔ(Ｑｉａｇｅｎ 公司)进行

ＶＰ１ 基因全长序列进行扩增ꎬ扩增引物参照文献

[９]ꎬ反应条件为:５０ ℃ ３０ ｍｉｎꎻ９５ ℃ １５ ｍｉｎꎻ９４ ℃
４５ ｓꎻ５２ ℃ ４５ ｓꎻ７２ ℃ ６０ ｓꎬ３５ 个循环ꎻ７２ ℃ １０
ｍｉｎꎬ４ ℃保存ꎮ 扩增产物经 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳

鉴定后阳性 ＰＣＲ 产物送华大基因生物公司测序ꎮ
１􀆰 ５　 ＶＰ１ 基因序列比对及遗传进化分析　 测序结

果应用 Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ７􀆰 １ 软件包中 ＥｄｉｔＳｅｑ 及 ＭｅｇＡｌｉｇｎ
等软件进行序列拼接、比对及突变位点分析等ꎮ 应

用 ＭＥＧＡ５􀆰 ２ 软件进行序列比对及遗传进化分析ꎬ
系统进化树采用 Ｎｅｉｇｈｂｏｒｉｎｇ ｊｏｉｎｉｎｇ(ＮＪ)方法进行ꎬ
Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 值进行 １ ０００ 次重复运算ꎮ 用于同源性分

析和构建系统进化树的 ＣＶ￣Ａ１６ 病毒株参考序列均

来自 ＧｅｎＢａｎｋꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 ＶＰ１ 基因扩增及序列测定 　 经 ＲＤ 细胞分离

培养ꎬ成功获得 １０ 株 ＣＶ￣Ａ１６ 病毒ꎬ应用 ＲＴ￣ＰＣＲ 对

ＶＰ１ 基因进行扩增ꎬ产物大小约为 １ １００ ｂｐꎮ 测序

结果通过 ＥｄｉｔＳｅｑ 软件进行拼接后应用 ＢＬＡＳＴ 软件

在 ＧｅｎＢａｎｋ 中进行序列比对ꎬ均为 ＣＶ￣Ａ１６ 病毒株

序列ꎮ ＶＰ１ 基因序列全长为 ８９１ ｂｐꎬ编码 ２９６ 个氨

基酸ꎬ将序列上传至 ＧｅｎＢａｎｋꎬ收录号为 ＭＨ１６００２２
~３１ꎮ
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２􀆰 ２　 ＶＰ１ 基因核苷酸及氨基酸同源性分析　 对济

南市 １０ 株 ＣＶ￣Ａ１６ 病毒 ＶＰ１ 基因进行核苷酸序列

比对发现核苷酸及氨基酸序列同源性分别为

９４􀆰 ９％~１００％和 ９９􀆰 ３％~１００％ꎮ 与 ＣＶ￣Ａ１６ 原型株

Ａ 基因型代表株 Ｇ１０ 等参考株核苷酸和氨基酸同

源性分别为 ７４􀆰 ９％ ~ ７６􀆰 ３％和 ９０􀆰 ６％ ~ ９２􀆰 ３％ꎮ 与

Ｂ 基因型各亚型同源性比较结果见表 １ꎮ

表 １　 济南市 ＣＶ￣Ａ１６ 病毒株与不同基因型 ＶＰ１
基因核苷酸及氨基酸同源性比较

Ｔａｂ.１　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｏｆ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ
ＶＰ１ ｇｅｎｅ ｏｆ ＣＶ￣Ａ１６ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ Ｊｉｎａｎ ｃｉｔｙ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ

ＣＶ￣Ａ１６ 基因亚型 核酸同源性(％) 氨基酸同源性(％)
Ａ ７４􀆰 ９~７６􀆰 ３ ９０􀆰 ６~９２􀆰 ３

Ｂ１ａ ８８􀆰 ７~９３􀆰 ５ ９８􀆰 ７~９９􀆰 ７
Ｂ１ｂ ９１􀆰 ９~９９􀆰 ６ ９８􀆰 ３~１００􀆰 ０
Ｂ１ｃ ９０􀆰 ２~９１􀆰 ２ ９７􀆰 ６~９８􀆰 ７

表 ２　 济南市 ＣＶ￣Ａ１６ 病毒株 ＶＰ１ 蛋白氨基酸突变比较

Ｔａｂ.２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｉｎ ＶＰ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ＣＶ￣Ａ１６ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ Ｊｉｎａｎ ｃｉｔｙ

２􀆰 ３　 ＣＶ￣Ａ１６ 分离株 ＶＰ１ 基因遗传进化分析　 从

ＧｅｎＢａｎｋ 中选取 ＣＶ￣Ａ１６ 各基因型(亚型)的国内外

参考株及我国自 ２００８ 年ꎬ尤其是 ２０１０ 年以后收录

的部分 ＣＶ￣Ａ１６ 参考株 ＶＰ１ 基因序列共 ６２ 株ꎬ与本

研究获得的 １０ 株 ＶＰ１ 基因序列ꎬ应用 Ｍｅｇａ５􀆰 ２ 软

件对 ＶＰ１ 基因进行比对ꎬ用 ＮＪ 法构建系统进化树

(图 １)ꎮ 结果显示ꎬ７２ 株 ＣＶ￣Ａ１６ 病毒分别位于 Ａ
和 Ｂ 基因型进化分支ꎬ我国自 ２０１０ 年后 ＣＶ￣Ａ１６ 分

离株主要为 Ｂ１ａ 和 Ｂ１ｂ 亚型ꎬ并且 Ｂ１ｂ 亚型占绝大

多数ꎬ济南分离株全部位于 Ｂ１ｂ 基因亚型分支ꎬ但

位于不同簇区ꎮ 经核苷酸同源比对与国内 Ｂ１ｂ 基

因亚型同源性较高的有:ＪＮ０５８ 株与 ２０１５ 年上海分

离株(ＫＸ８７１４０６)同源性为 ９９􀆰 ６％ꎬ与 ２０１４ 年河南

株(ＫＭ２６０１３４) 为 ９９􀆰 ０％ꎬ与 ２０１３ 年山东青岛株

(ＫＴ９８５０４３)为 ９８􀆰 ７％ꎻＪＮ１４４ 株与 ２０１４ 年上海株

(ＫＸ８７１３３３) 同源性为 ９９􀆰 ７％ꎬ与 ２０１４ 年湖北株

( ＫＹ１００９０８ )、 江 苏 南 京 ( ＫＰ７５１５８０ )、 无 锡

(ＫＲ１３８３２７)株均为 ９８􀆰 ７％ꎬ与 ２０１６ 年广东深圳株

(ＭＨ００４０１６) 为 ９８􀆰 ５％ꎻ 与 ２０１４ 年 山 东 烟 台 株

(ＫＸ５８６３５０)株为 ９８􀆰 ２％ꎮ 同源性较低的有:ＪＮ１００ 株

与 ２０１３ 年福建厦门分离株(ＫＵ５９５９９１)同源性为

９１􀆰 ９％ꎬ与 ２０１３ 年河南株 ( ＪＮ６７４１７６、 ＪＦ６９５０１１) 为

９３􀆰 ５％ꎬＪＮ０５８ 株与 ２０１０ 年广东分离株(ＫＭ２３５８１２)
同源性为 ９２􀆰 ９％ꎮ
２􀆰 ４　 ＶＰ１ 蛋白氨基酸变异分析　 分离的济南市 １０
株 ＣＶ￣Ａ１６ 病毒与国内参考株相比ꎬ存在 ３ 个位点

变异ꎬ分别为 Ｎ１４Ｓ、Ｓ５９Ｒ、Ｅ１４５Ｖ(见表 ２)ꎮ 在本研

究中ꎬ我国 Ｂ１ｂ 基因亚型病毒株共有 １４ 处位点发

生氨基酸变异ꎬ最主要变异位点为 １４５ 位ꎬＢ１ａ 基因

亚型共有 ８ 处位点发生变异(数据略)ꎮ

３　 讨论

ＨＦＭＤ 在全球许多国家呈散发或暴发形式存

在ꎬ首次于 １９５７ 年在新西兰报道ꎬ我国在 ２００７ 年以

前主要以散发和极少数暴发流行为主ꎮ 但在 ２００７
年山东临沂及 ２００８ 年安徽阜阳出现大暴发后ꎬ
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注:●济南市 ＣＶ￣Ａ１６ 病毒株

图 １　 济南市 ＣＶ￣Ａ１６ 病毒 ＶＰ１ 基因核苷酸序列系统进化分析

Ｎｏｔｅ: ● ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ＣＶ￣Ａ１６ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ Ｊｉｎａｎ ｃｉｔｙ
Ｆｉｇ.１　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ＶＰ１ ｇｅｎｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＣＶ￣Ａ１６ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ Ｊｉｎａｎ ｃｉｔｙ

ＨＦＭＤ 成为我国主要流行性疾病ꎬ并被列入丙类法

定传染病ꎮ 近年来ꎬＨＦＭＤ 在东亚及东南亚国家ꎬ如
日本、马来西亚、新加坡、越南及中国等呈持续暴发

流行ꎬ已成为重要的公共健康问题[１０]ꎮ
ＣＶ￣Ａ１６ 是引起 ＨＦＭＤ 的重要病原体ꎬ在亚太

地区ꎬ平均每年超过 ２００ 万儿童因 ＣＶ￣Ａ１６ 感染发

病ꎬ与 ＥＶ￣Ａ７１ 相比症状较为温和ꎬ大多呈自限性ꎬ
但在我国多个省份常见由 ＣＶ￣Ａ１６ 引起的 ＨＦＭＤ 暴

发、重症及致死病例的报道[１１]ꎮ Ｚｈａｏ 等[１２] 通过

Ｂａｙｅｓｉａｎ 方法对 ７０８ 株 ＣＶ￣Ａ１６ ＶＰ１ 基因进行研究

发现ꎬ１９９５ 年日本及 ２００７ 年我国 ＨＦＭＤ 大暴发时ꎬ
ＶＰ１ 基因均存在遗传多样性的突然改变ꎬ推测

ＨＦＭＤ 暴发与 ＶＰ１ 基因相关ꎮ 本研究收集整理

ＧｅｎＢａｎｋ 收录的不同基因型(亚型)参考株及我国

２０１０ 年以来部分 ＣＶ￣Ａ１６ 病毒株完整 ＶＰ１ 基因序

列进行分析ꎬ发现我国 ＣＶ￣Ａ１６ 流行株主要为 Ｂ１ 亚

型ꎬ其中 Ｂ１ｂ 亚型超过 Ｂ１ａ 亚型ꎬ成为流行优势毒

株ꎮ 对 ＶＰ１ 蛋白氨基酸突变分析ꎬ１４５ 为易突变位

点ꎬ在 Ｂ１ａ 及 Ｂ１ｂ 亚型均有变异ꎬ其他 ２１ 处位点均

为散在变异位点ꎮ 但在第 ２３ 位点ꎬＢ１ａ 亚型及 Ｂ１ｂ
亚型簇 １ 和 ２ 均为 Ｌｅｕꎬ在 Ｂ１ｂ 亚型簇 ３、４ 和 ５ 中均

已突变为 Ｍｅｔꎮ 进一步对该氨基酸残基编码子序列

进行分析ꎬ在 Ｂ１ａ 亚型存在 ３ 种ꎬＣＴＧ、ＴＴＧ 与 ＴＴＡꎬ
Ｂ１ｂ 亚型簇 １ 和 ２ 中 ＴＴＧ 与 ＴＴＡ 共存ꎬ但在 Ｂ１ｂ 亚

型 ３、４ 与 ５ 簇中均已突变为 ＡＴＧꎮ 随着时间的推

移ꎬ氨基酸编码序列由多种形式共存ꎬ进而第 １ 位完

成 Ｔ￣Ａ 突变后并稳定遗传进化ꎬ目前对于该变异形

式及作用需进一步研究ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[１１] 通过研究证

实 硫 酸 乙 酰 肝 素 糖 胺 聚 糖 ( ｈｅｐａｒａｎ ｓｕｌｆａｔｅ
ｇｌｙｃｏｓａｍｉｎｏｇｌｙｃａｎｓꎬ ＨＳＧＡＧｓ)为 ＣＶ￣Ａ１６ 的粘附受

体ꎬ其中 ＶＰ１ 蛋白中 １６６Ａｒｇ 与 １４１Ｌｙｓ 最为重要ꎬ当
Ｒ１６６ Ａ 替代后可导致 ＣＶ￣Ａ１６ 病毒株几乎完全失

去与 ＲＤ 细胞粘附的能力ꎮ 对本研究 ＣＶ￣Ａ１６ 病毒

株 Ｂ１ 型 ＶＰ１ 蛋白分析发现该 ２ 处氨基酸残基较为

保守ꎬ没有出现变异ꎮ
系统进化树结果显示ꎬ２０１７ 年济南市分离的

ＣＶ￣Ａ１６ 与原型株(Ｇ１０)ꎬ与印度、俄罗斯、泰国、越
南及马来西亚等国分离株及国内部分地区 ２００８—
２０１４ 年早期分离株遗传距离较远ꎬ与国内 ２０１４—
２０１６ 年分离株遗传距离较近ꎮ 尽管济南 ＣＶ￣Ａ１６ 分

离株均为 Ｂ１ｂ 亚型ꎬ但又处于不同的进化分支ꎬ分
别位于 ３ 个簇区ꎬ与上海、河南、湖北、江苏、广东和

浙江等分离株亲缘关系较近ꎮ 应用 ＣｌｕｓｔａｌＷ 方法

进行同源比对分析ꎬ与系统进化树结果相一致ꎬ济南

ＣＶ￣Ａ１６ 分离株与上海等地同源性要高于山东省内

青岛与烟台分离株ꎮ 如 ＪＮ０５８ 株与 ２０１５ 年上海分

离株(ＫＸ８７１４０６)同源性为 ９９􀆰 ６％ꎬ与 ２０１４ 年河南

株(ＫＭ２６０１３４)同源性为 ９９􀆰 ０％ꎬ与 ２０１３ 年山东青

岛 株 ( ＫＴ９８５０４３ ) 同 源 性 ９８􀆰 ７％ꎮ 青 岛 株

(ＫＴ９８５０４３ ) 与 上 海 株 ( ＫＸ８７１４０６ ) 同 源 性 为

９９􀆰 ４％ꎬ与河南株(ＫＭ２６０１３４)同源性为 ９９􀆰 ７％ꎮ 提

示ꎬ尽管在山东省境内 ＣＶ￣Ａ１６ 病毒分离株亲缘关

系较近ꎬ但并不一定是由省内传播引起ꎬ有可能分别

来源于其他省市ꎬ传播的具体途径路线仍需进一步

的数据支持ꎮ 研究认为 ＣＶ￣Ａ１６ 的传播方式主要有
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３ 种:(１)本地区域内ꎬ来源于不同地区的病毒株在

本区域内共同传播共存ꎮ (２)省际区域或国境区

域ꎬ如山东省与周边省份河南、江苏等区域ꎬ台湾与

福建、广东等区域ꎬ云南与泰国、马来西亚等国家ꎮ
(３)远距离传播ꎬ如济南市 ＣＶ￣Ａ１６ 病毒株可能来源

于上海、广东等地ꎮ ＣＶ￣Ａ１６ 的传播方式ꎬ尤其是外

来病毒株的传入可能是导致 ＨＦＭＤ 暴发一个重要

原因ꎬ另外可能影响 ＣＶ￣Ａ１６ 在本区域内的进化动

力ꎮ 这就需要加大监测的敏感性ꎬ关注外来病毒株

及本地病毒株突变分析ꎮ
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