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摘要"=目的=了解湖北省手足口病肠道病毒 $# 型#*.$#$和柯萨奇病毒+组 #E 型#19U+#E$的.G# 基因特点!研究该

省*.$# 和19U+#E 的基因型别及分子进化特征* 方法=对 !"#K !"#J 年湖北省 !E 株*.$# 和 !$ 株19U+#E 流行株

的.G# 基因测序!分析其同源性和遗传进化特征* 结果=!"#K !"#J 年湖北省*.$# 和19U+#E 流行株.G# 核苷酸和

蛋白氨基酸序列同源性均较高!*.$# 流行株的蛋白氨基酸和核苷酸序列同源性分别为 <$;E] c#"";"]和 <!;&] c

#"";"]* 19U+#E 流行株的蛋白氨基酸和核苷酸序列同源性分别为 <E;E] c#"";"]和 <!;&] c#"";"]* *.$# 的

.G#基因系统进化分析表明!湖北省流行的*.$# 与我国其他地区流行的*.$# 均位于一个大的分支上!均为1K 基因型

的1K7亚型* 19U+#E 流行株与N#4亚型代表株位于同一分支上!主要为N#4亚型* 结论=!"#K !"#J 年湖北省*.$#

和19U+#E 流行株分别为1K7亚型和 N#4 亚型!其核苷酸和氨基酸与国内外其他地区的手足口病病毒株均有较高同

源性*

关键词"=肠道病毒 $# 型) 柯萨奇病毒+组 #E 型) .G# 基因
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==自 !""% 年 & 月安徽等地报道手足口病以来!由

肠道病毒 $# 型#*@D359T>56?$#!*.$#$和柯萨奇病

毒+组 #E 型#19U?7Of>3T>56?+#E!19U+#E$引起的

手足口病在我国一直流行* 近年来!手足口病在我

国的发病率和病死率呈上升趋势!可能与病毒变异

或重组%易感人群累积和遗传敏感性有关!已经严

重威胁到患者的生命健康+# I!,

* 手足口病是儿童常

见的急性肠道传染病!由人肠道病毒引起!属于小

核糖核酸病毒科%肠病毒属!多发生于 J 岁以下婴幼

儿童* 引起手足口病的肠道病毒有 !" 多种!其中!

最常见的为*.$# 和19U+#E

+&,

* *.$# 引起手足口

病可诱发严重并发症!其发生比例与其他病毒相

比!不仅发生率高且病情严重* 相对于 *.$#!

19U+#E引起的手足口病症状较轻!且很少有并发症

发生* *.$# 与19U+#E 在遗传上有一定的相似性!

二者联合感染流行常会导致比较严重的手足口病
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疫情+K,

*

本研究根据 !"#K !"#J 年湖北省手足口病

病原学监测结果!对 *.$# 和19U+#E 进行.G# 基

因序列测定和遗传进化特征分析!探明 *.$# 和

19U+#E 在湖北省的主要型别以及分子流行病学

特点!为疫情的预防控制提供科学的理论依据*

,M资料与方法

#;#=样本来源=标本为 !"#K !"#J 年湖北省手

足口病病原学监测上送省级实验室的肛拭子%咽拭

子或疱疹液* 样本来自于黄石市%鄂州市%宜昌市%

咸宁市%荆门市%荆州市%潜江市和神农架林区* 采

用实时荧光定量聚合酶链反应#^67@D>D7D>T3537:D>A3

L9:8A357?3OF7>@ 537OD>9@!^-M\G1-$对部分地区 !#!

份疑似手足口病标本进行 *.#$ 和 19U+#E 核酸检

测!分别检出 J# 份 *.$# 和 &! 份 19U+#E 阳性

标本*

#;!=核酸提取=采用.>57:-0+S>@>*UD57OD>9@ [>D

#g>7H3@$对手足口病标本进行核酸提取!具体操作

步骤参考试剂盒说明书进行!提取核酸于 I$" h暂

存!并及时检测*

#;&=G1-检测=采用+N($J"" 荧光定量G1-仪器

进行检测!*.$# 和19U+#E 手足口病病毒检测试剂

盒购自江苏硕世生物科技有限公司* 根据试剂盒

说明书检测进行!^-M\G1-扩展曲线呈典型')(形

扩增曲线且!"值
#

&%!则判样本为阳性*

#;K=.G# 基因扩增=对 *.$# 和 19U+#E 核酸

^-M\G1-检测阳性的样本进行.G# 基因扩增!根据

文献对 *.$# 和 19U+#E 的 .G# 基因引物进行扩

增+J,

* G1-和基因测序使用 9@3\?D3L -M\G1-法

#M7[7-7公司$进行 .G# 基因扩增* 扩增条件&

<K h变性 & A>@!<K h &" ?!J" h &" ?!$! h # A>@!

&J 个循环!$! h!$ A>@* G1-产物直接测序!基因

测序在生工生物工程#上海$股份有限公司完成*

#;J=同源性比对与遗传进化分析=所获序列与

01N(中 *.$# 与 19U+#E 的 .G# 基因序列比对*

采用'0+)D75S3H+:>H@ J;" 与S3H7J;" 软件构建

进化树和序列同源性分析*

#;E=序列信息=本研究中 *.$#%19U+#E 序列

X3@N7@f收录号分别为[i#""%$< I<"K%[i#""<"J I

<&#* =

:M结果

!;#=G1-和序列测定=使用 *.$# 和 19U+#E 的

.G# 基因引物进行G1-扩增!G1-产物大小分别约

为 # !"" 4L和 # #"" 4L!经 #]琼脂糖凝胶电泳检测

后送生工生物工程#上海$股份有限公司测序*

!;!=*.$# 的 .G# 基因同源性分析=将来自湖北

省 !"#K !"#J 年 !E 株 *.$# 流行株与来自 01N(

中的*.$# 病毒株进行氨基酸与核苷酸序列同源性

比对* *.$# 病毒株的氨基酸与核苷酸序列同源性

分别为 <$;E] c#"";"]和 <!;&] c#"";"]!与我

国其他地区*.$# 病毒株的核苷酸和氨基酸序列具

有较高同源性!见表 #*

表 ,M湖北省YU0, 和@&V A,9 与其他YU0, 病毒株UK, 同源性分析

X<$>F,MW&D&>&(H &?6E%>F&=4CF<6C<D46& <%4C5FZEF6%F&?YU0, 5='<46546WE$F4!4=J&=JF'YU0, 5='<46546UK, (F6F5

基因型#X3@N7@f 09;$ 亚型 核苷酸同源性#]$ 氨基酸同源性#]$

19U+#E X\#" #,"J%$E$ 19U+#E E!CJ cE&C& $#C$ c$!CK

N515#*M,!!J!#$ + %"CE c%!C% <&CE c<KC<

"<#J\S+\%$ #+2""<JK<$ 1# %$C% c%<C! <$CE c<<C&

<&&.a.0Sa!""J #+SK<"#E#$ 1J %JCE c%EC% <$CE c<<C"

1F9@Ĥ>@H&\"< #Xg<<K<<#$ 1K7 <JCJ c<EC$ <%C& c#""C"

!%%J\M+(\<% #+2!%EJ#!$ 1! %%C# c%<C! <$CE c<<C&

&!JK\M+(a#<<% #+2!%EJ&#$ 1K4 <"CE c<!CE <%C" c<<C&

2687@H#$C"% #*,$"&%#&$ 1K7 <$C" c<%C& <%CE c#""C"

)F3@ZF3@\)dK!\!"#K #[MK!%EK%$ 1K7 <JCJ c<<C& <%C" c<<C$

NB"%\d"###2BE"EKK%$ 1K7 <EC" c<%C& <<C" c#""C"

)RdR<%a1R0a#<<% #+2&"!<<E$ 1K4 %<C< c<#C< <EC" c<$C&

)R#!\!$E\!"#!#[1J$"KJ&$ 1K7 <JC! c<EC& <%C$ c#""C"

0>@H49\!"#" #B0""#%E"$ 1K7 <ECE c<$C< <%C$ c#""C"

K#<\X'\!""< #B2J#<E<%$ 1K7 <ECK c<$C% <%C& c#""C"

[W-\*.\$#\"E #+i#!J<$"$ 1& %EC< c%%C" <$CK c<<C"

B>7@H?6"$C"% #P_E""&!J$ 1K7 <JC! c<ECK <%C" c<<C"

R3@7@#"\"% #X,&EE#<#$ 1K7 <JC% c<$C& <%C& c<<C&

dF3_>7@H"% #*,%EKJ"$$ 1K7 <KC% c<$C! <%C& c<<C$

0\<"J #B0!"K"&$$ ' E<CE c$#CK %#C% c%&C!

#K#&\1+\%$ #+2""<J!$$ N %!C< c%KCE <JCE c<$C"
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!;&=19U+#E 的.G# 基因同源性分析=对湖北省

!"#K !"#J 年 !E 株19U+#E 的流行株进行.G# 基

因核苷酸序列测定和分析* 发现湖北19U+#E 病毒

株的核苷酸与氨基酸序列同源性分别为 <!;&] c

#"";"]和 <E;E] c#"";"])与 +基因型代表株

19U+#E X\#" 核苷酸和氨基酸同源性分别为

$J;& ] c$$;!]和 %<;E] c<!;&])与 N基因型

各亚型同源性比较见表 !*

表 :M湖北省@&V A,9 流行株与其他@&V A,9 的

UK, 核苷酸与氨基酸同源性分析

X<$>F:MW&D&>&(H &?6E%>F&=4CF<6C<D46& <%4C5FZEF6%F

&?@&V A,9 5='<46546WE$F4!4=J&=JF'

@&V A,9 5='<46546UK, (F6F5

19U+#E 基因型
核苷酸同源性

#]$

氨基酸同源性

#]$

+ $JC& c$$C! %<CE c<!C&

N#7 <"C$ c<KC$ <$C" c#""C"

N#4 <#CE c<JCE <ECE c#""C"

N#O <#CJ c<&C& <EC& c<<C"

N! %$C! c<#C! <$C" c#""C"

!;K=*.$# 和 19U+#E 的 .G# 进化分析=根据

*.$# 全长 .G# 基因核苷酸序列!以 19U+#E X\#"

为外类群!对 !"#K !"#J 年湖北省*.$# 流行株的

.G# 进行进化分析!见图 #* 发现*.$# 与我国其他

地区流行*.$# 均位于一个大的分支上!均为1K 基

因型的1K7亚型*

以 *.$#\N515株为外类群!对 !"#K !"#J

年湖北省 19U+#E 流行株的 .G# 进行进化分析!

发现 !"#K !"#J 年流行的 19U+#E 病毒株位于

同一分支上!主要为 N#4 亚型!见图 !* 系统发

育分 析 显 示! 湖 北 省 省 内 流 行 的 *.$# 和

19U+#E!在进化树上聚类在一个分支!本研究中

阳性标本来自于省内不同地区!说明 !"#K

!"#J 年间省内流行的毒株在遗传进化上无较大

差异!具有较近的亲缘关系!但未发现 N#7亚型

的 19U+#E 的流行*

/M讨论

引起手足口病的肠道病毒有 !" 多种!以 *.$#

和19U+#E 最为普遍!而 *.$# 危害较重+E I$,

!严重

者可以引起死亡* .G# 基因是 *.$# 分子流行病学

研究的主要内容之一!.G# 基因不仅是病毒主要抗

原性基因!其编码的蛋白也是病毒中和决定因子!

并且与病毒血清型完全对应+%,

!也是肠道病毒血清

型的分型依据+&,

* 因此!对 *.$# 和 19U+#E 的

.G# 区的分子进化研究!能够全面了解湖北省*.$#

和19U+#E 的流行规律!以便指导湖北省手足口病

疫情预防和控制*

本研究通过对 !"#K !"#J 年湖北省部分地区

19U+#E 与*.$# 流行株进行 .G# 基因序列扩增%

测序%同源性比对与遗传进化分析!发现湖北省

*.$# 均为1K7基因亚型!与我国其他地区的 *.$#

同源性较高!*.$# 进化分析与湖北省既往研究相

似+J,

!省内各地区间无较大差异* 遗传进化分析显

示湖北省 *.$# 与我国其他地区近年 *.$# 具有相

同的进化来源* !"#K !"#J 年湖北省 *.$# 流行

株与我国 !"#& 年和 !"#K 年的 *.$# 毒株在一个分

支上!与 !""% 年和 !""< 年等早年的 *.$# 不同!说

明湖北省流行的*.$# 在不断进化*

湖北省19U+#E 病毒株的核苷酸与氨基酸序列

同源性分别为 <!;&] c#"";"] 和 <E;E] c

#"";"])与+基因型代表株 19U+#E X\#" 和 N#7%

N#4%N#O和 N! 各亚型.G# 区核苷酸同源性有一定

差异!但是氨基酸同源性较高!可能存在一定程度

的同义突变* 目前dF7@H等+$,将中国19U+#E 病毒

株分为+%N基因型!并根据核苷酸差异和进化特征

又将N基因型分为 N#%N! 两个亚型!N# 亚型又分

为N#7%N#4和N#O三个亚型别!N#O和 N#7%N#O和

N#4 之间的核苷酸差异分别为 $;"]和 E;%])N#7

和N#4 之间的核苷酸差异为 E;J]* !"#K !"#J

年湖北省部分19U+#E 病毒株进化分析发现主要为

N基因型的 N#4 基因亚型)而 !"#! !"#& 年间湖

北省的19U+#E 的基因型主要为 N#4!也发现少量

N#7基因亚型+$!<,

!近年来19U+#E 以N#4为优势流

行的基因亚型!而曾在 !"#& 年出现的 19U+#E 的

N#7亚型未发现+#",

)表明湖北省 19U+#E 的基因型

别流行是不断变化的*

从进化树中可以看到 !"#K !"#J 年的

19U+#E病毒株形成不同的分支!大部分19U+#E 病

毒株与来自于 !"#& 年北京市和 !"#K 年广东省的

19U+#E 位于同一个分支上!具有较近的亲缘关系!

也有部分 19U+#E 病毒株分别与 !""< 年和 !"#"

年的我国其他地区的 19U+#E 病毒株具有较近的

亲缘关系!说明虽然 !"#K !"#J 年 19U+#E 流行

的基因型别主要为 N#4!但流行的 19U+#E 病毒株

的起源不同!增加了对19U+#E 流行防控的复杂性

和艰难性*
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==注&

$

代表湖北省*.$# 流行株*

图 ,MYU0, 的UK, 进化分析

R4(E'F,MKJH>&(F6F=4%='FF&?YU0, 46UK, (F6F5
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