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摘要：　 目的　 了解 ２０１４ 年湖南省郴州市手足口病病原谱和优势毒株的基因特征，为郴州市手足口病的防治提供科学依

据。 　 方法　 采集 ２０１４ 年郴州市手足口病监测病例标本，应用荧光 ＰＣＲ 方法检测 ＨＥＶ７１、ＣＶＡ１６、ＣＶＡ６、ＣＶＡ１０ 和其他

肠道病毒。 未能分型的其他 ＨＥＶ 阳性标本进行 ＲＴ－ＰＣＲ 扩增，通过基因测序鉴定病原体型别。 　 结果　 共检测 ８５４ 份

标本，阳性检出率为 ５５􀆰 ６２％。 病原谱中已知型别的前 ５ 位分别为 ＣＶＡ１６（２８􀆰 ００％）、ＨＥＶ７１（２５􀆰 ０５％）、ＣＶＡ６（１３􀆰 ８９％）、
ＣＶＡ１０（１２􀆰 ４２％）、ＣＶＢ５（０􀆰 ８４％），仍有 ２０􀆰 ６３％的其他 ＨＥＶ 未分型。 不同月份、不同年龄组、不同病例类型的病原体型别

的构成比差异均有统计学意义（均 Ｐ＜０􀆰 ０５）；男女性别的病原体型别的构成比差异无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）。 郴州市的 ６
株 ＣＶＡ１６ 分离株均为 Ｂ１ 基因亚型。 　 结论　 ２０１４ 年郴州市的手足口病流行毒株显示了一定的季节性分布特征，主要的

几种优势毒株相互交替流行，并与人群的免疫基础相互作用体现在月份和年龄组的分布上。 郴州市的 ＣＶＡ１６ 分离株与

国内流行株的基因型别一致。
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　 　 手足口病（ｈａｎｄ，ｆｏｏｔ，ｍｏｕｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ， ＨＦＭＤ）是肠

道病毒属 Ａ 组肠道病毒引起的发热出疹综合征，主要

发生于 ５ 岁及以下儿童。 大多数患者症状轻微，主要

出现发热，口腔疱疹或溃疡和 ／或手掌、足底等部位
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出现皮疹。 然而，少数患者可出现无菌性脑膜炎、脑干

脑炎、急性弛缓性麻痹、脑脊髓炎、神经源性肺出血或

肺水肿、心肺功能衰竭等重症表现，且病情进展迅速，
部分重症患儿可引发死亡。 引起手足口病的主要感染

病原体是人肠道病毒 ７１ 型 （ ｈｕｍａｎ ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ ７１，
ＨＥＶ７１）和柯萨奇病毒 Ａ１６ 型 （ ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ａ１６，
ＣＶＡ１６），近年来 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＡ１０ 感染也呈现上升趋

势［１］。 本文对 ２０１４ 年郴州市手足口病病原谱进行分

６１８ 实用预防医学 ２０１６ 年 ７ 月 第 ２３ 卷 第 ７ 期　 Ｐｒａｃｔ Ｐｒｅｖ Ｍｅｄ， Ｊｕｌ􀆰 ２０１６， Ｖｏｌ􀆰 ２３， Ｎｏ􀆰 ７



析，并研究当年优势毒株的基因进化特征。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 标本来源 　 按照《湖南省手足口病预防控制工

作方案（２０１３ 年版）》 ［２］ 的要求，采集郴州市手足口病

的临床诊断病例标本。
１􀆰 ２　 核酸检测与基因分型　 核酸抽提采用西安天隆

的磁珠法全自动核酸抽提仪提取。 人肠道病毒通用

型、ＨＥＶ７１ 和 ＣＶＡ１６ 的检测，采用江苏硕世生物技术

有限公司的荧光 ＰＣＲ 法试剂盒检测；ＣＶＡ６ 和 ＣＶＡ１０
采用深圳易瑞生物技术有限公司的荧光 ＰＣＲ 法试剂

盒检测；荧光 ＰＣＲ 法未能分型的其他 ＨＥＶ 阳性标本，
采用大连宝生物技术有限公司的 ＲＴ－ＰＣＲ 试剂盒扩

增核酸，引物参照文献［３］，ＰＣＲ 产物送大连宝生物进

行双向测序，基因序列采用 ＮＣＢＩ 的在线 Ｂｌａｓｔ 比对工

具鉴定型别。
１􀆰 ３　 ＣＶＡ１６ 基因序列分析　 从 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中选

取 ２２ 个不同年份不同地区的 ＣＶＡ１６ 的 ＶＰ１ 序列作参

比序列，并以 ＥＶ７１ 的原始株 ＢｒＣｒ（Ｕ２２５２１）为组外对

照。 采用 ＣｌｕｓｔａｌＸ ２􀆰 １ 软件将检索下载的序列与测序

所得的 ＶＰ１ 区核苷酸序列做多序列比对分析，然后导

入 ＭＥＧＡ ６ 软件进行手工整理，剔除目标区不完整或

缺失序列。 进化树图的建立采用最邻近法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－
ｊｏｉｎｉｎｇ），并作 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 检验，步长值 １ ０００。
１􀆰 ４　 统计学处理 　 运用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 进行统计分析。
构成比的比较采用卡方检验（取 Ｆｉｓｈｅｒ 的精确概率 Ｐ
值），Ｐ＜０􀆰 ０１ 为差异有统计学意义。

２　 结　 果

２􀆰 １　 ＨＦＭＤ 病原谱构成　 全年共检测手足口病标本

８５４ 份，阳性标本 ４７５ 份，阳性检出率为 ５５􀆰 ６２％；３ 例

手足口病死亡病例，其中 ２ 例为 ＨＥＶ７１，另 １ 例为

ＣＶＡ２４。 病原谱构成见表 １，全年以 ＣＶＡ１６ 和 ＨＥＶ７１
为主，其构成比分别为 ２８􀆰 ００％和 ２５􀆰 ０５％。

表 １　 郴州市 ２０１４ 年手足口病病原谱构成

病原体 阳性数 构成比（％）
ＣＶＡ１６ １３３ ２８􀆰 ００
ＨＥＶ７１ １１９ ２５􀆰 ０５
其他 ＨＥＶ ９８ ２０􀆰 ６３
ＣＶＡ６ ６６ １３􀆰 ８９
ＣＶＡ１０ ５９ １２􀆰 ４２
ＣＶＢ５ ４ ０􀆰 ８４
ＣＶＡ２４ ２ ０􀆰 ４２
ＣＶＡ５ １ ０􀆰 ２１
Ｅｃｈｏ１１ １ ０􀆰 ２１
Ｅｃｈｏ１６ １ ０􀆰 ２１
合计 ４７５ １００􀆰 ００

２􀆰 ２　 不同月份的病原体型别检测结果　 郴州市 ２０１４

年不同月份的病原体型别构成见表 ２，其构成比差异

有统计学意义 （ Ｆｉｓｈｅｒ 确切概率 Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 全年以

ＣＶＡ１６ 为主，其次为 ＨＥＶ７１；１－２ 月和 １０－１１ 月份以

ＣＶＡ６ 为主；３－４ 月和 ８ 月份以 ＣＶＡ１６ 为主；５－７ 月份

以 ＨＥＶ７１ 为主；９、１２ 月份以其他 ＨＥＶ 为主。
表 ２　 ２０１４ 年郴州市不同月份手足口病病原学检测结果

月份 检测数
阳性率

（ｎ，％）

病原体型别构成［ｎ（构成比，％）］

ＣＶＡ６ ＣＶＡ１０ ＣＶＡ１６ ＨＥＶ７１ 其他 ＨＥＶ

１ ５６ ２８􀆰 ５７ ５（３１􀆰 ２５） ２（１２􀆰 ５０） ２（１２􀆰 ５０） ４（２５􀆰 ００） ３（１８􀆰 ７５）

２ ５１ ２９􀆰 ４１ ５（３３􀆰 ３３） ３（２０􀆰 ００） ４（２６􀆰 ６７） １（６􀆰 ６７） ２（１３􀆰 ３３）

３ ５７ ５０􀆰 ８８ ８（２７􀆰 ５８） ３（１０􀆰 ３４） １３（４４􀆰 ８３） ３（１０􀆰 ３４） ２（６􀆰 ９０）

４ ９７ ６４􀆰 ９５ ４（６􀆰 ３５） ６（９􀆰 ５２） ２６（４１􀆰 ２７） １７（２６􀆰 ９８） １０（１５􀆰 ８７）

５ １１１ ７０􀆰 ２７ ３（３􀆰 ８５） ９（１１􀆰 ５４） ２７（３４􀆰 ６２） ３４（４３􀆰 ５９） ５（６􀆰 ４１）

６ １３４ ５８􀆰 ２１ ２（２􀆰 ５６） ５（６􀆰 ４１） ２４（３０􀆰 ７７） ３４（４３􀆰 ５９） １３（１６􀆰 ６７）

７ ７８ ６４􀆰 １０ ３（６􀆰 ００） １３（２６􀆰 ００） ８（１６􀆰 ００） １４（２８􀆰 ００） １２（２４􀆰 ００）

８ ５１ ３５􀆰 ２９ ３（１６􀆰 ６７） ５（２７􀆰 ７８） ８（４４􀆰 ４４） １（５􀆰 ５６） １（５􀆰 ５６）

９ ６３ ６０􀆰 ３２ ０（０􀆰 ００） ４（１０􀆰 ５３） ９（２３􀆰 ６８） ３（７􀆰 ８９） ２２（５７􀆰 ８９）

１０ ５０ ７４􀆰 ００ １７（４５􀆰 ９５） ０（０􀆰 ００） ７（１８􀆰 ９２） ４（１０􀆰 ８１） ９（２４􀆰 ３２）

１１ ４９ ５５􀆰 １０ １５（５５􀆰 ５６） １（３􀆰 ７０） ４（１４􀆰 ８１） ５（１８􀆰 ５２） ２（７􀆰 ４１）

１２ ５７ ３３􀆰 ３３ １（３􀆰 ４５） ８（２７􀆰 ５９） １（３􀆰 ４５） ２（６􀆰 ９０） １７（５８􀆰 ６２）

２􀆰 ３　 不同人群的病原体型别检测结果　 各年龄组和

男女性别病原体的检测结果见表 ３。 按年龄组分类对

病原体型别的构成比进行比较，其差异有统计学意义

（Ｆｉｓｈｅｒ 确切概率 Ｐ＜０􀆰 ０１）。 其中 ０ ～岁组和 １ ～岁组

以其他 ＨＥＶ 为主，２～岁组和 ４ ～岁组以 ＣＶＡ１６ 为主，
３～岁组以 ＨＥＶ７１ 为主；另外，ＣＶＡ６ 在 ０～岁组构成比

较高。 按男女性别分类对病原体型别的构成比进行 Ｒ
×Ｃ 列联表卡方检验，其差异无统计学意义（χ２ ＝ ５􀆰 ２２，
Ｐ＝ ０􀆰 ２６）。

表 ３　 ２０１４ 年郴州市不同人群手足口病病原学检测结果

人口学

特征
检测数

阳性检

出率（％）

病原体型别［ｎ（构成比，％）］

ＣＶＡ６ ＣＶＡ１０ ＣＶＡ１６ ＨＥＶ７１ 其他 ＨＥＶ

年龄（岁）
　 　 ０～ ８２ ５２􀆰 ４４ １４（３２􀆰 ５６） ６（１３􀆰 ９５） ５（１１􀆰 ６３） ２（４􀆰 ６５） １６（３７􀆰 ２１）
　 　 １～ ３２５ ５３􀆰 ５４ ２４（１３􀆰 ７９） ２５（１４􀆰 ３７） ３７（２１􀆰 ２６） ４２（２４􀆰 １４） ４６（２６􀆰 ４４）
　 　 ２～ ２２０ ５７􀆰 ７３ １４（１１􀆰 ０２） １６（１２􀆰 ６０） ４１（３２􀆰 ２８） ３３（２５􀆰 ９８） ２３（１８􀆰 １１）
　 　 ３～ １２３ ６２􀆰 ６０ ５（６􀆰 ４９） ７（９􀆰 ０９） ２１（２７􀆰 ２７） ２８（３６􀆰 ３６） １６（２０􀆰 ７８）
　 　 ４～ ４９ ６１􀆰 ２２ ５（１６􀆰 ６７） ２（６􀆰 ６７） １２（４０􀆰 ００） ８（２６􀆰 ６７） ３（１０􀆰 ００）
　 　 ５～ ５５ ５０􀆰 ９１ ２（７􀆰 １４） ４（１４􀆰 ２９） １２（４２􀆰 ８６） ６（２１􀆰 ４３） ４（１４􀆰 ２９）
性别

　 　 男 ５２９ ５７􀆰 ０９ ４３（１４􀆰 ２４） ３８（１２􀆰 ５８） ７７（２５􀆰 ５０） ８３（２７􀆰 ４８） ６１（２０􀆰 ２０）
　 　 女 ３２５ ５４􀆰 ４６ ２１（１１􀆰 ８６） ２２（１２􀆰 ４３） ５１（２８􀆰 ８１） ３６（２０􀆰 ３４） ４７（２６􀆰 ５５）

２􀆰 ４　 不同类型病例的病原体型别检测结果　 按病例

类型对 ２０１４ 年郴州市的手足口病检测样本进行统计

分析，结果见表 ４。 不同病例类型的病原体型别的构

成比，其差异有统计学意义 （ Ｆｉｓｈｅｒ 确切概率 Ｐ ＜
０􀆰 ０１）；其中，普通病例和聚集性病例以 ＣＶＡ１６ 为主，
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重症 ／ 死亡病例以 ＨＥＶ７１ 为主。
表 ４　 ２０１４ 年郴州市不同类型病例的核酸检测结果

病例类型 检测数
阳性率

（％）

病原体型别［ｎ（构成比，％）］

ＣＶＡ６ ＣＶＡ１０ ＣＶＡ１６ ＨＥＶ７１ 其他 ＨＥＶ

普通 ７６１ ５３􀆰 ３５ ６１（１５􀆰 ０２） ５７（１４􀆰 ０４） １０４（２５􀆰 ６２） ９１（２２􀆰 ４１） ９３（２２􀆰 ９１）
重症 ／ 死亡 ４１ ７５􀆰 ６１ １（３􀆰 ２３） １（３􀆰 ２３） ３（９􀆰 ６８） １７（５４􀆰 ８４） ９（２９􀆰 ０３）
聚集 ５２ ８０􀆰 ７６ ２（４􀆰 ７６） ２（４􀆰 ７６） ２１（５０􀆰 ００） １１（２６􀆰 １９） ６（１４􀆰 ２９）

２􀆰 ５　 ＣＶＡ１６ 基因序列特征分析 　 采用 ＲＴ － ＰＣＲ 和

测序的方法共鉴定出ＣＶＡ１６ ６份。 图 １为基于ＶＰ１基

因序列构建的系统进化树，以 ＢｒＣｒ 株为根，ＣＶＡ１６ 原

始株 Ｇ － １０（Ｕ０５８７６） 和 ２００８ 年 安 徽 阜 阳 株

（ＥＵ８１２５１４） 单独成簇，为 Ａ 基因型；其余毒株另成一

簇，均为 Ｂ 基因型。 郴州市 ２０１４ 年的 ６ 株分离株均为

Ｂ１ 基因亚型。

（采用ＭＥＧＡ６的最邻近法，Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 检验步长值为 １０００。 ◆标注的为郴州

分离株）

图 １　 基于 ＶＰ１（３６３ｎｔ） 核酸序列的 ＣＶＡ１６亲缘关系进化树图

３　 讨 　 论

手足口病是由肠道病毒感染引起的常见的婴幼儿

感染性疾病， 近几年国内外报道的主要病原体以

ＨＥＶ７１和 ＣＶＡ１６为主，国内手足口病的监测项目也主

要针对这两大病原体。 本课题前期研究结果显示：
２０１０ － ２０１２ 年郴州市手足口病流行的优势毒株以

ＨＥＶ７１和ＣＶＡ１６为主［４－６］，２０１３年以ＣＶＡ６（４１􀆰 ５５％）
为主，其次为 ＣＶＡ１０（１５􀆰 ９２％） 和 ＣＶＡ１６（１３􀆰 ０１％），
ＨＥＶ７１（５􀆰 ６３％） 较少［７］，而 ２０１４年以 ＣＶＡ１６为主，其
次为 ＨＥＶ７１。 进一步对 ２０１４ 年的数据按月分布进行

分析发现：３ － ４月份以 ＣＶＡ１６的流行为主，５ － ６月份

以ＨＥＶ７１为主，９、１２月份以其他ＨＥＶ为主，１０ － １１月

份以 ＣＶＡ６ 为主，显示了一定的季节性分布特征。 纵

观近几年的情况来看，郴州市手足口病的优势毒株变

化频繁，主要的几种优势毒株相互交替流行。
人群分布特征方面：不同年龄组的病原体型别的

构成比差异有统计学意义，进一步对每个年龄组内的

病原体型别的构成比作统计分析，其中 ０ ～ 岁组和 １
～ 岁组以其他 ＨＥＶ 为主，２ ～ 岁组和 ４ ～ 岁组以

ＣＶＡ１６为主，３ ～ 岁组以ＨＥＶ７１为主；另外，ＣＶＡ６在０
～ 岁组构成比较高。 这种分布的不均一性，究其原

因，０ ～ 岁组和 １ ～ 岁组可能与母传抗体有关：成人

（母亲） 接触各种肠道病毒几率高，机体建立了成熟的

免疫系统，可分泌不同类型肠道病毒的特异性抗体并

传给婴幼儿， 特别是对于流行毒株 （如 ＨＥＶ７１ 和

ＣＶＡ１６） 一般均有抗体，因此这一年龄阶段的病原体

型别较多样，以其他 ＨＥＶ 为主；其他年龄组可能由于

不同肠道病毒间无或低交叉免疫，某种型别的肠道病

毒的流行在人群中建立的特异性的免疫屏障只针对该

种病毒，而且有一定时效性，即前一年龄组的某个优势

毒株在后一年龄组又换成另一优势毒株，相互交替。
男女性别方面，其构成比差异无统计学意义。 不同病

例类型的病原体型别构成比差异有统计学意义，重症

／ 死亡病例以 ＨＥＶ７１ 为主，与往年的研究结果基本一

致。 此外，本文还对 ２０１４ 年流行的优势毒株进行了基

因进化特征分析。 目前，ＣＡＶ１６ 的基因分型尚无统一

标准，文献报道的基本以 ＶＰ１ 区或 ＶＰ４ 区的基因序列

作为进化分析的指标。 Ｌｉ 等［８］ 和 Ｈｏｓｏｙａ 等［９］ 基于

ＶＰ４区基因序列，将ＣＶＡ１６分为Ａ、Ｂ、Ｃ三个基因型。
２００７ 年，Ｐｅｒｅａ等［１０］ 对 １９９７ － ２００６年来自于 ５个不同

国家或地区的 ５２ 株 ＣＶＡ１６ 分离株，分别基于 ＶＰ１ 区

和 ＶＰ４ 区基因序列进行进化分析获得了较一致的分

型结果：即 ＣＶＡ１６ 分为 Ａ、Ｂ 两个基因型，而 Ｂ 基因型

又可进一步细分为 Ｂ１、Ｂ２ 两个基因亚型，他还建议将

Ｌｉ等［８］ 基于ＶＰ４区的Ｃ基因型并入Ｂ基因型，为Ｂ２基

因亚型。 由于 ＶＰ１ 区基因序列比 ＶＰ４ 区长，（转 ８７８ 页）
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果来看不是所有的甲亢甲减患者 ５ 项 ＴＨ 血清浓度水

平都同时发生改变。 其原因可能与患者的病情轻重，
病史长短，初诊还是复诊，是否治疗过，或是正在治疗

等因素的影响有关；Ｃｈｏｐｒａ［５］ 报道，观察有 １９􀆰 ０％甲减

患者 ＴＴ４、ＦＴ４ 血清浓度低于正常，ＴＳＨ 血清浓度升高，
而 ＴＴ３、ＦＴ３ 血清浓度正常；ＦＴ４ 诊断甲减患者为最灵

敏的指标，其不受甲状腺结合球蛋白的影响，能真实地

反映甲状腺激素水平，对于伴有血清 ＴＢＧ 的变化疑甲

减的早期患者尤有显著的诊断价值［６］，而 ＦＴ３ 变化相

对迟缓，因此，本文甲减组 ＦＴ３ 血清浓度水平降低不明

显，与正常对照组比较差异无统计学意义，符合部分患

者表现。 本组资料甲亢患者 ５ 项血清指标都同时改变

只占 ３８􀆰 ８％，甲减患者 ５ 项血清浓度水平都同时改变

只占 １４􀆰 ７％，说明甲亢甲减患者 ５ 项 ＴＨ 水平不同时改

变，虽同时检测 ５ 项 ＴＨ 浓度，可全面反映其血清水平，
对确诊甲亢甲减患者不难，但检查费用较高，一些病人

不易接受。 如果选择项目检查，甲亢患者首选 ｓＴＳＨ，灵
敏度最高，阳性率为 １００􀆰 ０％，其次是 ＦＴ４＞ＦＴ３＞ＴＴ４＞
ＴＴ３，阳性率分别为 ８７􀆰 １％＞８４􀆰 ６％＞７９􀆰 １％＞４４􀆰 ０％；甲
减患 者 首 选 ｓＴＳＨ， 也 是 灵 敏 度 最 高， 阳 性 率 为

１００􀆰 ０％，其次是 ＦＴ４ ＞ＴＴ４ ＞ＴＴ３ ＞ＦＴ３，阳性率分别为

９３􀆰 ３％＞ ６７􀆰 ３％ ＞ ３８􀆰 ８％ ＞ １９􀆰 ２％。 ＴＴ３、ＴＴ４、ＦＴ３、ＦＴ４
血清浓度水平对 ＴＳＨ 的分泌具有敏感的负反馈作用，

且主要依赖 ＦＴ３、ＦＴ４ 血清浓度水平，当甲亢患者轻度

增高其分泌受抑制而降低，甲减患者轻度降低其分泌

增强而升高［７－８］，据此对于亚临床甲亢甲减患者可作出

诊断。
综上所述，对甲状腺功能异常患者进行血清甲状

腺激素的检测，可帮助临床医生诊断疾病，并对患者的

临床诊断和预后判断均具有重要的临床意义。
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实用预防医学，２０１５，２２（６）：６８６－６８９􀆰 收稿日期：２０１５－１１－３０
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包含的遗传信息量大，更能体现病毒变异的进化特征，
因此本研究选用 ＶＰ１ 区作为进化分析的参考指标。
本文从 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中选取了不同年份不同地区

的 ＣＶＡ１６ 的 ＶＰ１ 序列作参比序列，并以 ＥＶ７１ 的原始

株 ＢｒＣｒ（Ｕ２２５２１） 为组外对照，对 ２０１４ 年郴州市的

ＣＶＡ１６ 分离株进行基因分析，结果显示郴州市的 ６ 株

分离株均为 Ｂ１ 基因亚型，与国内目前流行的基因亚

型一致。 虽然 ＣＶＡ１６ 在致死率上不如 ＨＥＶ７１ 高，但
是从最近几年手足口病发病率居高不下的形势来看，
由 ＣＶＡ１６ 而引起的疾病负担并不比 ＨＥＶ７１ 小，仍然

需要对它进行重点关注。 另外，本文中发现的一例

ＣＶＡ２４ 感染的死亡病例，将在后续的研究中作深入分

析。
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