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深圳市龙岗区 ２０１７ 年手足口病病原柯萨奇病毒 Ａ１６ 型
及肠道病毒 ７１ 型 ＶＰ１ 区基因特征分析

周健明， 邓义州， 洪泽涛， 洪敏丽， 金玉娟， 刘渠， 李静媚

深圳市龙岗区疾病预防控制中心，广东　 深圳　 ５１８１７２

摘要：　 目的　 了解 ２０１７ 年深圳市龙岗区柯萨奇病毒 Ａ１６ 型（ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ａ１６，ＣＶＡ１６）及肠道病毒 ７１ 型（ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ
７１，ＥＶ７１）的分子特征，为制定本区手足口病的防控策略提供科学依据。 　 方法　 对 ２０１７ 年辖区哨点医院收集的 ＣＶＡ１６
及 ＥＶ７１ 核酸阳性样本的病毒 ＶＰ１ 区基因进行扩增，产物回收并测序，用 ＤＮＡＳＴＡＲ 软件分析不同序列的核苷酸及氨基酸

同源性，应用 ＭＥＧＡ ６􀆰 ０ 软件，以最大似然法（ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｍｅｔｈｏｄ）构建系统进化树，进行分子特征分析。 　 结果　
２０１７ 年深圳市龙岗区共报告手足口病 １３ ４４３ 例，发病率为 ３０４􀆰 ８３ ／ １０ 万。 测序获得 ２６ 份 ＥＶ７１ 及 ２７ 份 ＣＶＡ１６ 的 ＶＰ１ 基

因序列，基因特征分析显示龙岗区 ＥＶ７１ 序列均属 Ｃ４ａ 亚型，可分为 ３ 个进化分支。 龙岗区 ＣＶＡ１６ 可分为本地流行主分

支 Ｂ１ｂ 基因亚型和东南亚流行次分支 Ｂ１ａ 基因亚型。 　 结论　 ２０１７ 年间，龙岗区 ＣＶＡ１６ 与 ＥＶ７１ 病原存在多个进化分

支，需及时对病原的基因型数据进行更新。
关键词：　 柯萨奇病毒 Ａ 组 １６ 型； 肠道病毒 ７１ 型； 系统进化树

中图分类号：Ｒ５１２．５　 文献标识码：Ｂ　 文章编号：１００６－３１１０（２０１９）０３－０３７１－０４ 　 ＤＯＩ：１０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１００６－３１１０．２０１９．０３．０３４

　 　 手足口病（ｈａｎｄ，ｆｏｏｔ ａｎｄ ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ，ＨＦＭＤ）是
一种由多种类肠道病毒引起的，多发于婴幼儿肠道传

染病［１］。 肠道病毒 ７１ 型（ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ Ａ７１，ＥＶ７１）可引

起神经系统并发症等严重症状，是 ＨＦＭＤ 重症病例的

主要病原，而柯萨奇病毒 Ａ１６ 型（ ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ａ１６，
ＣＶＡ１６）引起的症状较轻，预后较好［２］。 近年引起手

足口病的病原越来越多样化，但 ＥＶ７１ 和 ＣＶＡ１６ 依然

为手足口病的主要病原之一［３－４］。 本研究系统分析了

２０１７ 年深圳市龙岗区 ＨＦＭＤ 主要病原 ＥＶ７１ 及

ＣＶＡ１６ 优势流行株的基因分型、遗传变异及流行情

况，阐明病原的分子流行病学特征，为本地区手足口病

的防治提供参考依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 样本及资料来源　 选取 ２０１７ 年 １－１２ 月期间辖

区哨点医院上送的 ＨＦＭＤ 患者的肛拭子、咽拭子或粪

便样本共 ３７８ 份。 人口资料来源于国家传染病监测信

息报告管理系统。
１􀆰 ２　 核酸提取及检测　 采用 Ｒｏｃｈｅ 公司的 Ｈｉｇｈ Ｐｕｒｅ
Ｖｉｒａｌ ＲＮＡ Ｋｉｔ 进行病毒 ＲＮＡ 的提取，以江苏硕世生物

有限公司的肠道病毒通用型、ＣＶＡ１６ 和 ＥＶ７１ 三重核
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酸检测试盒进行实时荧光 ＲＴ－ＰＣＲ 检测，ＣＴ 值≤３８
的样品判为阳性。
１􀆰 ３　 ＶＰ１ 区序列扩增及测定　 收获核酸检测结果为

ＥＶ７１ 或 ＣＶＡ１６ 阳性的样品，参照文献合成特异性引

物［５－６］，使用 Ｔａｋａｒａ 公司的 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ ＲＴ－
ＰＣＲ Ｋｉｔ Ｖｅｒ􀆰 ２ （Ｄｙｅ Ｐｌｕｓ）进行 ＶＰ１ 区基因序列扩增，
反应条件为：逆转录 ５０ ℃ ３０ ｍｉｎ，９４ ℃ ２ ｍｉｎ；９４ ℃
３０ ｓ，５５ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ １ ｍｉｎ，４０ 个循环；延伸 ７２ ℃
１０ ｍｉｎ。 产物经 １􀆰 ５％ 琼脂糖电泳分析， ＥＶ７１ 和

ＣＶＡ１６ 的预期扩增片段长度分别为 １ ０８２ ｂｐ 和

１ １００ ｂｐ。 委托 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（广州）公司对其进行双向

测序。
１􀆰 ４　 测序结果分析 　 剔除未测通及双峰序列，用
ＤＮＡＳＴＡＲ 对测序成功序列进行拼接、翻译和同源性

比对。 应用 ＭＥＧＡ ６􀆰 ０ 软件，以最大似然法（Ｍａｘｉｍｕｍ
ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｍｅｔｈｏｄ），构建 Ｇｅｎｂａｎｋ 下载的代表株和本

研究序列的系统进化树，ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 值设为 １ ０００。

２　 结　 果

２􀆰 １　 流行概况　 ２０１７ 年龙岗区累计报告手足口病病

例 １３ ４４３ 例，１ 例死亡病例，发病率为 ３０４􀆰 ８３ ／ １０ 万。
辖区内 ８ 个街道均有病例报告，发病率最高为布吉街

道，其次为龙岗街道，发病率分别为 ４２３􀆰 ３８ ／ １０ 万和

３９３􀆰 ３８ ／ １０ 万；横岗街道发病率最低，为１８５􀆰 １７ ／ １０ 万。
病例集中于 ５ 岁以下儿童，占总病例数 ９４􀆰 ２２％，以 １～
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２ 岁年龄组发病人数最多（８ ８４３ 例）。 男性发病数

（ １６ ７１８ 例） 高于女性 （ １１ ０１０ 例）， 男女比例为

１􀆰 ５２ ∶ １。 全年存在两个发病高峰，主高峰为 １０ 月

（３ ６１７例），次高峰在 ５ 月（１ ９５６ 例）。
２􀆰 ２　 ＥＶ７１ ＶＰ１ 区核苷酸及其编码的氨基酸序列同

源性分析 　 获得 ２６ 份 ＥＶ７１ 的 ＶＰ１ 编码区片段，１９
份成功上传至 Ｇｅｎｂａｎｋ（ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ：ＭＨ６４４５９４
～ＭＨ６４４６１２），用 ＤＮＡＳＴＡＲ 进行同源性比对，ＶＰ１ 区

核苷酸（Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ｎｔ）和氨基酸（Ａｍｉｎｅ ａｃｉｄ，ａａ）序列

同源性分别为 ９３􀆰 ２％ ～ １００􀆰 ０％、９６􀆰 ８％ ～ １００􀆰 ０％。 龙

岗 ＥＶ７１ 序列与 Ｇｅｎｂａｎｋ 中各基因亚型代表株［７］ 进行

同源性比对，发现龙岗区 ＥＶ７１ 序列与 Ｃ４ａ 亚型代表

株相似性最高，核苷酸同源性为 ９４􀆰 ６％ ～ ９６􀆰 ９％，氨基

酸同源性为 ９７􀆰 １％～９９􀆰 ４％，见表 １。
２􀆰 ３　 ＣＶＡ１６ ＶＰ１ 区核苷酸及其编码的氨基酸序列同

源性分析　 获得 ２７ 份 ＣＶＡ１６ 的完整 ＶＰ１ 片段，１９ 份

成功上传至 Ｇｅｎｂａｎｋ（ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ：ＭＨ６４４６１３ ～
ＭＨ６４４６３１），同源性分析显示，其核苷酸和推测的氨基

酸序列同源性分别为 ８７􀆰 ９％ ～ １００􀆰 ０％、 ９７􀆰 ８％ ～
１００􀆰 ０％。 辖区 ＣＶＡ１６ 序列与 Ｇｅｎｂａｎｋ 中各基因亚型

的代表株［７］ 进行同源性比对，发现 ２０１７ 年龙岗区

ＣＶＡ１６ 序列主要分为两大部分，分别与 Ｂ１ａ 和 Ｂ１ｂ 基

因型高度同源，见表 ２。
表 １　 龙岗区 ２０１７ 年 ２６ 份 ＥＶ７１ 和 ＥＶ７１ 各基因亚型

代表株 ＶＰ１ 区核苷酸和氨基酸序列同源性分析

ＥＶ７１ 基因型
核苷酸同源性

ｎｔ（％）

氨基酸同源性

ａａ（％）

Ａ ７９􀆰 ５～８１􀆰 ３ ９２􀆰 ３～９４􀆰 ２

Ｂ ８１􀆰 １～８３􀆰 ６ ９４􀆰 ６～９６􀆰 ８

Ｃ１ ８７􀆰 ２～８９􀆰 ２ ９７􀆰 ２～９７􀆰 ９

Ｃ２ ８６􀆰 ３～８８􀆰 ４ ９５􀆰 ８～９８􀆰 １

Ｃ３ ８５􀆰 ５～８７􀆰 ２ ９７􀆰 ２～９８􀆰 ２

Ｃ４ａ ９４􀆰 ６～９６􀆰 ９ ９７􀆰 １～９９􀆰 ４

Ｃ４ｂ ８５􀆰 １～８７􀆰 ０ ９６􀆰 ８～９９􀆰 ０

Ｄ ８２􀆰 ０～８３􀆰 １ ９５􀆰 ７～９６􀆰 ９

表 ２　 龙岗区 ２０１７ 年 ２７ 份 ＣＶＡ１６ 和 ＣＶＡ１６ 各基因亚型

代表株 ＶＰ１ 区核苷酸和氨基酸序列同源性分析

ＣＶＡ１６ 基因型
核苷酸同源性

ｎｔ（％）

氨基酸同源性

ａａ（％）

Ａ ７５􀆰 ５～７６􀆰 ９ ９１􀆰 ４～９２􀆰 ８

Ｂ１ａ ８９􀆰 ７～９４􀆰 ２ ９８􀆰 ７～９９􀆰 ３

Ｂ１ｂ ８８􀆰 １～９７􀆰 ４ ９７􀆰 ９～９９􀆰 ７

Ｂ１ｃ ８９􀆰 ７～９２􀆰 ８ ９８􀆰 ０～９９􀆰 ０

Ｂ２ ８７􀆰 ３～８９􀆰 ６ ９９􀆰 ０～１００􀆰 ０

２􀆰 ４　 遗传进化树构建 　 将本研究监测样本序列，与

Ｇｅｎｂａｎｋ 上国内外参考株［７］ 进行系统进化树的构建，
并设置组外对照（ＥＶ７１ ＶＰ１ 区进化树以 ＣＶＡ１６ 原型

株 Ｕ０５６７６ ／ Ｇ－１０ 作为组外对照，ＣＶＡ１６ ＶＰ１ 区进化

树以 ＥＶ７１ 原型株 Ｕ２２５２１ ／ ＢｒＣｒ 作为组外对照）。
２􀆰 ４􀆰 １　 ＥＶ７１ 进化树分析　 进化树结果显示，辖区 １９
份 ＥＶ７１ 序列均与 ２００８ 年安徽阜阳株（ＥＵ７０３８１３）同
为 Ｃ４ａ 基因型，且主要分布在 ３ 个分支，其中有 １０ 份

位于第 １ 分支呈高度聚集，与 ２０１７ 年常州流行株

（ＭＧ４３１９４３）、２０１３ 年深圳流行株（ＭＦ４３１７９３）、２０１４
年深圳流行株（ＫＴ４２８９４９）高度同源，为本地优势流行

分支。 第 ２ 分支序列呈高度同源，与分支 １ 的同源性

较高，形成一个独立的分支。 分支 ３ 与分支 １、分支 ２
有明显进化距离，与 ２０１４ 年上海流行株（ＫＵ９３６１２８）
高度同源，存在异地感染的可能，见图 １。

图 １　 ＥＶ７１ ＶＰ１ 区系统进化树
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２􀆰 ４􀆰 ２　 ＣＶＡ１６ 进化树分析　 本区的 ＣＶＡ１６ 序列至少

可分为 ２ 个分支，主要分支为 Ｂ１ｂ 基因型，有 １２ 份序

列，相 互 同 源 性 较 高， 与 ２０１４ 年 深 圳 流 行 株

（ＫＭ２１５２６７）、２０１３ 年湖南流行株（ＫＭ４０２０２０）高度同

源，为本辖区的优势病原分支。 次分支为为 Ｂ１ａ 型，
共有 ６ 份， 其 中 有 ３ 份 与 ２０１４ 年 越 南 流 行 株

（ＫＸ４３０８１４）、２０１１ 年泰国流行株（ ＪＦ７３８００３）的亲缘

关系较近。 序列 ＣＡ１６－２４ ／ ＳＺ ／ ２０１７ 与 Ｂ１、Ｂ２ 基因亚

型都存在遗传进化距离，见图 ２。
２􀆰 ５　 ＥＶ７１ 的 ＶＰ１ 区氨基酸位点变异分析 　 将用于

遗传进化分析的 １９ 份龙岗区 ＥＶ７１ 序列与 ２００８－２０１４
年中国大陆流行株进行 ＶＰ１ 区 ７ 个氨基酸位点的比

较［８］，结果显示，有 １８ 份龙岗 ＥＶ７１ 序列的 ２９３ 位丙

氨酸（Ａ）变异为丝氨酸（Ｓ），１９ 份第 ９８ 位均为谷氨

酸，与 ２０１４ 年深圳株 （ ＫＴ４２８６４９）、 ２０１４ 年上海株

（ＫＵ９３６１２８）相同。 序列 ＥＶ７１－４ ／ ＳＺＬＧ 的氨基酸 ２６
位丙氨酸（Ａ）变异为苏氨酸（ Ｔ），第 ３１ 位天冬酰胺

（Ｎ）变异为天冬氨酸（Ｄ），见表 ３。
图 ２　 ＣＶＡ１６ ＶＰ１ 区系统进化树

表 ３　 龙岗区 ＥＶ７１ 与 Ｃ４ａ 亚型代表株氨基酸位点变异分析

毒株 时间 来源
ＶＰ１

２２ ２６ ３１ ９８ １７０ ２８２ ２９３

ＥＶ７１－３ ／ ＳＺＬＧ ２０１７ 深圳 Ｈ Ａ Ｎ Ｅ Ａ Ｎ Ｓ

ＥＶ７１－４ ／ ＳＺＬＧ ２０１７ 深圳 Ｈ Ｔ Ｄ Ｅ Ａ Ｎ Ｓ

ＥＶ７１－６ ／ ＳＺＬＧ ２０１７ 深圳 Ｈ Ａ Ｎ Ｅ Ａ Ｎ Ｓ

ＥＶ７１－７ ／ ＳＺＬＧ ２０１７ 深圳 Ｈ Ａ Ｎ Ｅ Ａ Ｎ Ｓ

ＥＶ７１－８ ／ ＳＺＬＧ ２０１７ 深圳 Ｈ Ａ Ｎ Ｅ Ａ Ｎ Ａ

ＥＶ７１－９ ／ ＳＺＬＧ ２０１７ 深圳 Ｈ Ａ Ｎ Ｅ Ａ Ｎ Ｓ

ＥＶ７１－１０ ／ ＳＺＬＧ ２０１７ 深圳 Ｈ Ａ Ｎ Ｅ Ａ Ｎ Ｓ

ＥＶ７１－１１ ／ ＳＺＬＧ ２０１７ 深圳 Ｈ Ａ Ｎ Ｅ Ａ Ｎ Ｓ

ＥＶ７１－１２ ／ ＳＺＬＧ ２０１７ 深圳 Ｈ Ａ Ｎ Ｅ Ａ Ｎ Ｓ

ＥＶ７１－１３ ／ ＳＺＬＧ ２０１７ 深圳 Ｈ Ａ Ｎ Ｅ Ａ Ｎ Ｓ

ＥＶ７１－１４ ／ ＳＺＬＧ ２０１７ 深圳 Ｈ Ａ Ｎ Ｅ Ａ Ｎ Ｓ

ＥＶ７１－３ ／ ＳＺＬＧ ２０１７ 深圳 Ｈ Ａ Ｎ Ｅ Ａ Ｎ Ｓ

ＥＶ７１－１６ ／ ＳＺＬＧ ２０１７ 深圳 Ｈ Ａ Ｎ Ｅ Ａ Ｎ Ｓ

ＥＶ７１－２１ ／ ＳＺＬＧ ２０１７ 深圳 Ｈ Ａ Ｎ Ｅ Ａ Ｎ Ｓ

ＥＶ７１－２２ ／ ＳＺＬＧ ２０１７ 深圳 Ｈ Ａ Ｎ Ｅ Ａ Ｎ Ｓ

ＥＶ７１－２３ ／ ＳＺＬＧ ２０１７ 深圳 Ｈ Ａ Ｎ Ｅ Ａ Ｎ Ｓ

ＥＶ７１－３ ／ ＳＺＬＧ ２０１７ 深圳 Ｈ Ａ Ｎ Ｅ Ａ Ｎ Ｓ

ＥＶ７１－２４ ／ ＳＺＬＧ ２０１７ 深圳 Ｈ Ａ Ｎ Ｅ Ａ Ｎ Ｓ

ＥＶ７１－２６ ／ ＳＺＬＧ ２０１７ 深圳 Ｈ Ａ Ｎ Ｅ Ａ Ｎ Ｓ

ＥＵ７０３８１３ ２００８ 安徽 Ｈ Ａ Ｎ Ｋ Ａ Ｎ Ａ

ＭＦ４３１７９３ ２０１３ 深圳 Ｈ Ａ Ｎ Ｋ Ａ Ｎ Ｓ

ＫＴ４２８６４９ ２０１４ 深圳 Ｈ Ａ Ｎ Ｅ Ａ Ｎ Ｓ

ＫＵ９３６１２８ ２０１４ 上海 Ｈ Ａ Ｎ Ｅ Ａ Ｎ Ａ

　 　 注：Ａ：丙氨酸；Ｈ：组氨酸；Ｑ：谷氨酰胺；Ｔ：苏氨酸；Ｎ：天冬酰胺；Ｄ：天冬氨酸；Ｅ：谷氨酸；Ｋ：赖氨酸；Ｓ：丝氨酸 Ｒ：精氨酸。
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３　 讨　 论

手足口病在我国大部分地区呈现夏季和秋冬季的

双峰流行模式［９－１０］，与本文的监测结果相符，这可能与

温湿度的变化及托幼机构的开学，儿童的返校时间表

有关。 监测数据显示龙岗区手足口病高发人群为 ５ 岁

以下儿童，其中 １～２ 岁年龄组发病数最多，这与冀天娇

等［１１］研究中提及的抗体水平随年龄的变化趋势相符，
即新生儿 ＥＶ７１ 和 ＣＶＡ１６ 抗体水平较高，１ 岁后下降

至最低水平，随年龄增长伴随着感染，抗体水平逐渐升

高，到 ５ 岁之后可达成人的 ８０％～９５％。
肠道病毒 ＶＰ１ 区是编码病毒主要的中和抗原决定

簇的部位，对肠道病毒 ＶＰ１ 区进行研究，是基因分型及

分子进化研究的主要方法［１２］。 ２００５ 年后，我国大陆地

区的 ＥＶ７１ 流行基因型主要为 Ｃ４ａ 基因亚型［１３］，２０１７
年本辖区的 ＥＶ７１ 的基因型与其保持一致。 进化树与

关键氨基酸位点分析可见，辖区 ＥＶ７１ 大部分序列与

２０１３、２０１４ 年的深圳流行株高度同源，与 ２００８ 年安徽

流行株存在一定进化距离，提示本地 ＥＶ７１ 病原可能存

在共同的祖先，共同进化，且近年来未出现较大变异。
目前 ＣＶＡ１６ 的 ＶＰ１ 区基因分型没有统一的分型

标准，常用方法有两种，一种分为 Ａ、Ｂ、Ｃ 三个基因型，
Ｃ 基因型可进一步分为 Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３ 亚型，该方法 Ｂ、Ｃ
基因型之间核苷酸差异较小［１４］；另一种为本研究参考

方法，其根据核苷酸差异至少为 １５％的原则分为了 Ａ
和 Ｂ 两个基因型，Ｂ 基因型可进一步分为 Ｂ１ 和 Ｂ２ 亚

型，Ｂ２ 亚型流行于 ２０００ 年以前，２０００ 年以后主要为

Ｂ１ 亚型，Ｂ１ 基因亚型又可分为 Ｂ１ａ、Ｂ１ｂ、Ｂ１ｃ 三个进

化分支［１５］。 ２０１７ 年龙岗区 ＣＶＡ１６ 病例均为 Ｂ１ 基因

型，存在 Ｂ１ｂ 和 Ｂ１ａ 基因亚型的共同流行，以 Ｂ１ｂ 为优

势流行基因亚型，且与本地及临省的往年流行株具有

较近的亲缘关系。 Ｂ１ａ 亚型分支的序列部分与大陆地

区往年分离株有较高的同源性，部分与泰国、越南等邻

国的毒株具有进化关系，提示本区 ＣＶＡ１６ 来源的多样

性，与深圳是我国最大的移民城市和重要的对外窗口

城市有关。 另有一株分离株（ＣＡ１６－ ２４ ／ ＳＺＬＧ ／ ２０１７）
可分为 Ｂ 基因型，但与 Ｂ１、Ｂ２ 亚型同源性无明显差

异，该分离株与亚型代表株之间核苷酸差异为 １０􀆰 ０％
～１３􀆰 ２％。 根据 Ｚｈａｎｇ 等［１５］ 研究，Ｂ１ 与 Ｂ２ 之间核苷

酸差异为 １１􀆰 ８％，Ｂ１ａ 与 Ｂ１ｂ 之间、Ｂ１ａ 与 Ｂ１ｃ 之间、
Ｂ１ｂ 与 Ｂ１ｃ 之间核苷酸差异分别为 ６􀆰 ５％、 ７􀆰 ０％、
６􀆰 ８％。 提示该分离方法或许不够完善或存在新的基

因亚型的可能。

本研究对 ２０１７ 年龙岗区 ＥＶ７１ 和 ＣＶＡ１６ 的 ＶＰ１
区进行了分子流行病学特征分析，了解病原的基因特

征和流行情况，为本辖区手足口病防控提供了基础资

料。
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