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2020-2021年上海地区分离株柯萨奇病毒A4基因型的
全基因组分析*

李云逸1,崔心怡1,费洁2,仲文江3,李淑佩1,陈敏1**

(1.上海市疾病预防控制中心,上海
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【摘要】 目的 对2020-2021年上海市环境污水和健康儿童粪便标本中分离的9株柯萨奇病毒A4(Coxsackievirus
 

A4,

CVA4)进行全基因组特征分析。 方法 利用人横纹肌肉瘤细胞(human
 

rhabdomy-osarcoma,RD)和人喉癌上皮细胞

(human
 

laryngeal
 

carcinoma,Hep-2)对污水样品和健康儿童粪便样品进行病毒分离,抽提病毒RNA进行逆转录-聚合酶

链反应(reverse
 

transcription-polymerase
 

chain
 

reaction,RT-PCR),利用Illumina二代测序技术进行全基因组序列测定。

使用BioEdit
 

7.2.5软件对CVA4进行序列比对和同源性分析,使用软件 MEGA10.0.4运用最大似然法(Maximum
 

likelihood,ML)构建系统进化树,建树自展值(Bootstrap)检验1000次。使用Similarity
 

Plots3.5.1软件对CVA4代表株

进行重组分析。 结果 2021年上海市健康儿童粪便样品共分离出5株CVA4,2020-2021年环境污水中共分离出4株

CVA4。2020年1月和12月以及2021年1-2月和4-5月采集的污水浓缩液均检出CVA4。9株CVA4分离株之间VP1
区核苷酸和氨基酸相似性分别为90.2%~100%和96.3%~100%,均属于C2基因亚型。其中5个CVA4代表株间全

基因组核苷酸和氨基酸相似性分别为89.8%~99.3%和96.3%~100%。基因重组分析显示,5个CVA4代表株的基

因组在P1区与CVA4原型呈现高度相似性,而在5'UTR区域均与CVA6有重组区域,并在P3的3C区域与CVA5和

CVA6存在重组现象。 结论 分离自上海地区的9株CVA4均属于C2基因亚型,该亚型是国内CVA4的优势基因亚

型。其中5株CVA4在5􀆳UTR和3C区存在重组现象。本研究可为了解上海流行株CVA4的遗传变异情况提供数据支

撑,CVA4的疫苗研发和相关疾病的防控具有参考意义。
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【Abstract】 Objective To
 

analyze
 

the
 

whole-genome
 

characteristics
 

of
 

9
 

strains
 

of
 

Coxsackievirus
 

A4
 

(CVA4)
 

isolated
 

from
 

environmental
 

surveillance
 

and
 

healthy
 

children
 

surveillance
 

in
 

Shanghai
 

from
 

2020-2021. Methods Human
 

rhab-
domy-osarcoma

 

(RD)
 

and
 

human
 

laryngeal
 

carcinoma
 

epithelial
 

cells
 

(Hep-2)
 

were
 

used
 

to
 

isolate
 

the
 

virus
 

from
 

sewage
 

and
 

healthy
 

children
 

samples.
 

The
 

virus
 

RNA
 

was
 

extracted
 

for
 

reverse
 

transcription-polymerase
 

chain
 

reaction
 

(RT-
PCR),and

 

the
 

whole
 

genome
 

was
 

sequenced
 

using
 

the
 

Illumina
 

second-generation
 

sequencing
 

technology.
 

BioEdit
 

7.2.5
 

software
 

was
 

used
 

for
 

sequence
 

alignment
 

and
 

homology
 

analysis
 

of
 

CVA4.MEGA10.0.4
 

software
 

was
 

used
 

to
 

construct
 

the
 

phylogenetic
 

tree
 

using
 

Maximum
 

Likelihood
 

(ML),and
 

the
 

bootstrap
 

test
 

was
 

1000
 

times.
 

The
 

recombination
 

analy-
sis

 

of
 

Shanghai
 

CVA4
 

representative
 

strains
 

was
 

carried
 

out
 

using
 

Similarity
 

Plots3.5.1
 

software. Results A
 

total
 

of
 

five
 

CVA4
 

isolates
 

were
 

obtained
 

from
 

healthy
 

children
 

samples
 

in
 

2021,and
 

four
 

CVA4
 

isolates
 

were
 

obtained
 

from
 

envi-
ronmental

 

surveillance
 

in
 

2020-2021.CVA4
 

was
 

detected
 

in
 

the
 

sewage
 

concentrate
 

from
 

January
 

and
 

December
 

in
 

2020,

January
 

to
 

February
 

and
 

April
 

to
 

May
 

in
 

2021.The
 

nucleotide
 

and
 

amino
 

acid
 

similarity
 

of
 

VP1
 

region
 

among
 

nine
 

CVA4
 

isolates
 

in
 

Shanghai
 

was
 

90.2%-100%
 

and
 

96.3%-100%,respectively,which
 

belonged
 

to
 

C2
 

genotype.
 

The
 

whole-

genome􀆳s
 

nucleotide
 

and
 

amino
 

acid
 

similarity
 

of
 

five
 

representative
 

CVA4
 

strains
 

in
 

Shanghai
 

were
 

89.8%-99.3%
 

and
 

96.3%-100%,respectively.
 

Gene
 

recombination
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

genome
 

of
 

five
 

Shanghai
 

CVA4
 

strains
 

showed
 

high
 

similarity
 

with
 

the
 

CVA4
 

prototype
 

in
 

P1
 

region,while
 

there
 

were
 

recombination
 

regions
 

with
 

CVA6
 

in
 

5
 

'
 

UTR
 

re-
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gion,and
 

there
 

were
 

recombination
 

phenomena
 

with
 

CVA5
 

and
 

CVA6
 

in
 

3C
 

region
 

of
 

P3. Conclusion The
 

9
 

isolates
 

of
 

CVA4
 

in
 

Shanghai
 

all
 

belong
 

to
 

C2
 

genotype,which
 

is
 

the
 

dominant
 

genotype
 

of
 

CVA4
 

in
 

China.
 

Among
 

them,5
 

strains
 

of
 

CVA4
 

have
 

recombination
 

in
 

the
 

5􀆳UTR
 

and
 

3C
 

regions.
 

This
 

study
 

provides
 

data
 

support
 

for
 

understanding
 

the
 

genet-
ic

 

variation
 

of
 

CVA4
 

in
 

Shanghai,and
 

has
 

reference
 

significance
 

for
 

the
 

research
 

and
 

development
 

of
 

CVA4
 

vaccine
 

and
 

the
 

prevention
 

and
 

control
 

of
 

related
 

diseases.
【Key

 

words】 Coxsackievirus
 

A4;environmental
 

surveillance;whole-genome

  柯萨奇病毒A4(Coxsackievirus
 

A4,CVA4)属于

小RNA病毒科(picornaviridae),肠道病毒属(entero-
virus,EV),是A组EV中常见的一种病毒。人感染

CVA4后与其他EV感染相似,大多数无症状,但也会

导致广泛的临床疾病,如疱疹性咽峡炎(herpangina,

HA)、手 足 口 病 (hand,foot
 

and
 

mouth
 

disease,

HFMD)、发热伴上呼吸道感染、急性弛缓性麻痹(A-
cute

 

Flaccid
 

Paralysis,AFP)和病毒性心肌炎(viral
 

myocarditis,VMC)等[1-4]。
自2012年上海开展环境污水肠道病毒监测网络

以来,CVA4检出率较低,分离到的毒株很少,而在

2020-2021年作者多次在污水中分离到CVA4毒株。
近年来,江苏盐城[5]、山东[6]、浙江杭州[7]等多个地区

报道 CVA4导 致 的 HFMD、HA 病 例。2020年 北

京[8]、2021年广东省深圳市[9]和山东省泰安市[10]报道

发生CVA4导致的流感样聚集性发热疫情。本研究

通过对2020-2021年上海市环境污水监测和健康儿童

肠道病毒监测中分离的9株CVA4进行全基因组和遗

传特征分析,为上海市预警CVA4引起的相关疾病提供

参考。

材料与方法

1 样品的采集和处理

1.1 环境污水的采集和浓缩 选择上海市两个污水

处理厂作为本污水采样点,每月底采集1份1
 

000
 

mL
处理前沉淀池的污水样品。2020年1月至2021年12
月在嘉定区污水处理厂和青浦区污水处理厂每月采集

1份污水样品。共计48份污水样品,采集后24
 

h内冷

藏条件下运送到实验室,采用阴离子膜吸附-超声波震

荡法进行病毒富集[11],第一次洗脱和第二次洗脱的污

水浓缩液样品-20
 

℃保存,用于病毒分离和PCR检

测。

1.2 健康儿童粪便样品的采集和处理 2020-2021
年,每年在EV感染高发季节(6-8月),选择2个区,随
机采集健康儿童粪便样品240份,在冷藏条件下运送

至实验室。粪便样品按照世界卫生组织(WHO)的
《脊髓灰质炎实验室手册》[12]推荐的方法处理,-20

 

℃保存,用于病毒分离。

2 病毒分离和鉴定

2.1 病毒分离 人横纹肌肉瘤细胞(human
 

rhab-
domy-osarcoma,RD)和 人 喉 癌 上 皮 细 胞 (human

 

laryn-geal
 

carcinoma,Hep-2)由中国疾病预防控制中

心病毒病预防控制所国家脊灰实验室提供。将第一次

洗脱的污水浓缩液分别接种到 RD、Hep-2细胞各4
孔,每孔200

 

μL。将第二次洗脱的污水浓缩液分别接

种到RD、Hep-2细胞各3孔,每孔200
 

μL。将培养板

置于37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱中培养,连续观察细胞病

变(Cytopathic
 

effect,CPE)7
 

d。当CPE达到75%以

上时,将阳性分离物保存于-20
 

℃备用。无CPE者

连续传代2次,若仍无CPE,则视作病毒分离阴性。

2.2 病毒RNA提取 将阳性分离物和48份第一次

洗脱 的 污 水 浓 缩 液 样 品 依 照 QIAamp
 

Viral
 

RNA
 

Mini
 

Kit试剂盒(德国QIAGEN公司生产)说明书进

行核酸抽提。

2.3 病毒分子分型 使用EVP4/OL68-1[13]引物扩

增阳性分离物 VP4-VP2编码区片段,通过 TaKaRa
 

One-step
 

RT-PCR 试剂盒(大连宝生物公司)进行

RT-PCR扩增。反应程序:50
 

℃反转录30
 

min,94
 

℃
预变性2

 

min;94
 

℃
 

30
 

s,50
 

℃
 

30
 

s,72
 

℃
 

90
 

s,共35
个循环;72

 

℃延伸10
 

min。PCR产物经2%琼脂糖凝

胶电泳进行鉴定,约600
 

bp左右的PCR产物送生工

生物工程(上海)有限公司进行序列测定。原始序列信

息使用Sequencher5.4.5软件进行拼接,与GenBank
数据库中的EV参考株进行BlAST,鉴定EV型别。

另取第一次洗脱的污水浓缩液样品经提取核酸后

使用CVA4荧光检测试剂盒(购于江苏硕世生物科技

有限公司)进行核酸检测,扩增体系及程序按照说明书

设置和操作,检测仪器为LightCycler
 

480型荧光定量

PCR仪(美国Roche公司生产)。

2.4 CVA4
 

VP1区全长序列测定和全基因组序列扩

增 通过分子定型,鉴定出9株阳性分离物为CVA4。
使用CVA4特异性引物CVA4-2336S/3421A[3]对病

毒进行VP1区全长序列 RT-PCR扩增和测序,PCR
反应体系及程序同方法2.3。

对鉴定为CVA4的毒株选取5株作为代表株进

行全基因组序列扩增。采用ULSEN超灵敏度肠道病

毒全基因组捕获试剂盒A组试剂盒(购于北京微未来

科技有限公司)进行逆转录-聚合酶链反应(reverse
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transcription-polymerase
 

chain
 

reaction,RT-PCR),
获得的产物纯化后进行二代测序建库。建库试剂盒采

用Nextera
 

DNA
 

Flex
 

Library
 

Prep
 

Kit(美国Illumina
公司产品)。二代测序试剂为 Miseq

 

v3
 

Reagent
 

Kit
 

(美国Illumina公司产品),测序仪为 Miseq(美国Illu-
mina公司生产)。

2.5 序列分析 CVA4分离株VP1全长原始序列使

用Sequencher5.4.5软件进行拼接。从 GenBank中

下载428条1948-2021年8个国家的CVA4分离株

VP1(915
 

bp)全长序列(HFMD病例163条、AFP病

例92条、HA病例54条、发热病例18条、健康儿童10
条)。删除具有高同源性(相同或超过99%的核苷酸

同源性)的CVA4,共纳入164条CVA4的 VP1全长

序列(包括9条本研究中的CVA4分离株和155条其

它国家和我国其他省的分离株),使用BioEdit
 

7.2.5
软件对上海CVA4分离株和参考序列进行VP1区序

列比对和同源性分析,通过软件 MEGA10.0.4运用

最大似然法(Maximum
 

likelihood,ML)构建系统进化

树,建树自展值(Bootstrap)检验1000次。
从GenBank下载17条EVA原型株全基因参考

序列,使用CLC软件分析二代测序数据以获得上海

CVA4分离株全基因组序列。使用BioEdit
 

7.2.5软

件对上海CVA4代表株和EV-A原型株进行全基因

序列比对和同源性分析。通过软件 MEGA10.0.4运

用 ML法构建全基因组和P1、P2和P3区系统进化

树,建树自展值(Bootstrap)检验1
 

000次。使用Simi-
larity

 

Plots3.5.1软件分析上海CVA4代表株和其他

EVA原型株之间的潜在重组。

结 果

1 CVA4检测情况

2020年采集的240份健康儿童粪便样品未分离

到CVA4毒株,2021年采集的240份健康儿童粪便样

品共分离出5株CVA4。2020-2021年环境污水中共

分离出4株 CVA4,其中2020年1月和12月以及

2021年1-2月和4-5月的污水浓缩液均有CVA4检出

(表1)。

表
 

1 2020-2021年上海市环境污水中CV4检测情况
Table

 

1 Detection
 

of
 

CV4
 

in
 

sewage
 

in
 

Shanghai
 

from
 

2020
 

to
 

2021
时间
Time

污水采集点
Sewage

 

plant
CVA4

 

Ct值
CVA4

 

Ct
 

value
病毒分离

Virus
 

isolation

2020年01月 青浦污水厂 36.19 -
2020年12月 嘉定污水厂 33.35 CVA4

 

1株

2021年01月 嘉定污水厂 29.08 CVA42株

2021年02月 嘉定污水厂 34.36 -
2021年04月 嘉定污水厂 34.23 -
2021年04月 青浦污水厂 31.12 CVA4

 

1株

2021年05月 嘉定污水厂 32.1 -

2 CVA4的同源性及遗传进化分析

CVA4的VP1全长为915个核苷酸,共编码305
个氨基酸。比较164条CVA4

 

VP1区核苷酸和氨基

酸序列,9个上海CVA4分离株间核苷酸和氨基酸相

似性分别为90.2%~100%和96.3%~100%;9个上

海CVA4分离株与原型株 High
 

Point(GenBank号:

AF081295)的核苷酸和氨基酸相似性分别为83.1%
~85.1%和95.7%~98%。

根据VP1区基因型>15%核苷酸差异为分型标

准[14],使用 ML法构建系统发生树,将CVA4分为A
~D

 

4个基因型(图1)。A、B和D基因型分别包括

1948年从美国北卡罗来纳州城市污水中分离的CV-
A4原型High

 

Point毒株、1999年的东非肯尼亚毒株

和2008年的日本毒株。C基因型分为C1-C5基因亚

型,大部分中国CVA4株聚集在C2基因亚型,时间跨

度为2006-2021年,可分成3个Cluster(Cluster1-3)。

Cluster1(红色)和Cluster2(蓝色)自2016年后传播可

能已经中断。而Cluster3(绿色)是地理分布最广泛的

最大的Cluster,本研究中的9个上海CVA4分离株均

属于C2基因亚型的Cluster3分支中。

  注:蓝 色 标 记 为 上 海 CVA4分 离 株;●分 离 自 HFMD 病 例 的

CVA4株;■
 

分 离 自 AFP病 例 的 CVA4株;★分 离 自 HA 病 例 的

CVA4株;√分离自污水的CVA4株;▲分离自健康儿童粪便的CVA4
株;△分离自发热病例的CVA4

 

株
图

 

1 上海CVA4分离株与各基因型代表株完整VP1序列系统进化树

Notes:Shanghai
 

CVA4
 

isolates
 

were
 

blue
 

marked,●CVA4
 

strains
 

from
 

HFMD;■CVA4
 

strains
 

from
 

AFP;★CVA4
 

strains
 

from
 

HA;√
CVA4

 

strains
 

from
 

sewage;▲CVA4
 

strains
 

from
 

healthy
 

children;
△CVA4

 

strains
 

from
 

febrile
 

illness.
Fig.1 Phylogenetic

 

analysis
 

based
 

on
 

complete
 

VP1regions
 

of
 

CVA4
isolates

 

from
 

Shanghai
 

with
 

each
 

representative
 

strain
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3 全基因组序列特征分析

选取5个上海CVA4代表株进行全基因测序,获
取的序列长度在7

 

432~7
 

434
 

bp,编码区长度均为6
 

606
 

bp,编码2
 

202个氨基酸,无碱基缺失和插入。将

5个上海CVA4代表株和EV-A原型株进行全基因核

苷酸和氨基酸序列比对,相似性分别为89.8%~
99.3%和96.3%~100%;与CVA4原型株全基因组

序列 的 核 苷 酸 和 氨 基 酸 相 似 性 分 别 为84.2%~

84.7%和97.1%~99.6%。在编码结构蛋白的P1
区,5个上海代表株与CVA4原型株的核苷酸相似性

为84.6%~85.5%,与其他EV-A原型株的核苷酸相

似性为59.9%~67.3%。而在非结构蛋白的P2和

P3区,5 个 上 海 CVA4 代 表 株 与 CVA4、CVA5、

CVA14和CVA16原型株的核苷酸相似性均较高(表

2)。基于全基因组、P1、P2和P3区构建的上海CVA4
代表和EV-A原型株系统进化树如图2A、B、C和D。

表
 

2 5个上海CVA4代表株与CVA原型株间的核苷酸序列相似性
Table

 

2 Nucleotide
 

identities
 

between
 

5
 

sequences
 

of
 

CVA4
 

in
 

Shanghai
 

and
 

prototype
 

strains
 

of
 

EV-A
 

species

区域
核苷酸相似性

 

(%)

CVA2 CVA3 CVA4 CVA5 CVA6 CVA7 CVA8 CVA10 CVA12 CVA14 CVA16 EVA71 EVA76 EVA89 EVA90 EVA91 EVA92

Genome 73.5
-73.7

74.2
-74.6

84.2
-84.7

74.5
-75.2

74.5
-74.8

72.6
-72.9

74
-74.4

74.1
-74.5

73
-73.6

75.2
-75.8

76
-76.2

72.4
-73

69.1
-69.3

69.6
-69.8

68.1
-68.4

68.3
-68.6

66.6
-66.9

5-UTR 82.3
-83.3

83.4
-83.8

86.9
-87.5

82.9
-83.6

86.5
-87.7

82.9
-84.1

81.8
-82.3

82.1
-84.8

81.8
-83.2

83.5
-84

85.9
-86.8

83.4
-84.1

78
-79.1

77.8
-78.6

70.4
-71.9

70.7
-71.3

69.9
-71.2

P1 65.7
-66.1

66.5
-67.1

84.6
-85.5

63.0
-64.2

65.7
-66

62.2
-62.5

66.4
-66.7

66.5
-67.3

63.8
-64.5

59.9
-60.3

61.4
-61.7

60.8
-62.1

63.5
-64

64.3
-64.6

63.7
-63.9

63.3
-63.8

61.3
-61.9

VP4 65.7
-67.6

66.6
-70.5

94.2
-100

68.5
-72.4

68.5
-71.9

68.1
-70

69.5
-70

68.1
-71.9

68.5
-71.9

67.1
-68.5

63.7
-66.1

65.7
-68.1

69.5
-73.9

67.6
-69.5

69
-72.4

67.6
-69.5

66.6
-69

VP2 69.2
-70.3

69.6
-70.8

84.8
-86

67.9
-68.6

65.2
-65.8

69.7
-70.5

65.8
-67

68.6
-68.8

66.2
-66.7

65.6
-66.8

64.6
-66.8

64.4
-65.3

67.3
-69.7

66.7
-68.7

69
-69.6

66.5
-67.5

63.4
-64.5

VP3 71.5
-72

70.6
-72

85.8
-86.6

67.2
-68.7

68.6
-69.4

65.9
-66.9

70
-72

69.4
-70.6

68
-69.3

62.8
-64.7

62.6
-63.6

65
-66.2

65.4
-66.6

66.3
-66.9

66.5
-67.2

66.9
-68.2

65.1
-67.3

VP1 57.9
-58.7

59.4
-60.5

83
-85

56.5
-58.8

56.5
-57.8

52.6
-54

59.5
-60.3

61.6
-62.8

56.8
-57.9

50.9
-51.7

54.5
-56.7

53.4
-55.2

55.6
-56.1

56.2
-57.1

55
-55.8

56.1
-56.7

55.1
-56.2

P2 77.1
-77.9

78.4
-79.1

82.3
-82.6

81
-81.8

77.8
-79.1

78.2
-78.7

77.9
-79.2

77.3
-78

77.7
-78.6

82.2
-83.1

81.8
-82.8

78.6
-79.4

70.8
-71.9

72.6
-72.7

70.4
-70.9

70.5
-71.1

69
-70.3

2A 75.7
-76.6

75.7
-78.8

79.3
-81.1

75.3
-79.5

76.6
-79.5

75.5
-77.5

77.1
-78.8

75.7
-76.6

76.6
-78.2

80
-83.3

77.7
-79.3

77.5
-79.5

65.1
-67.1

69.5
-71.1

65.7
-68.2

68.2
-68.8

63.7
-64.8

2B 73.4
-76

77.7
-79.4

80.1
-83.5

79.1
-81.8

77.4
-79.4

76.7
-79.7

77.1
-78.1

74
-74.7

73.7
-75.4

79.1
-82.1

80.1
-83.5

77.7
-79.7

62.9
-65.3

64.6
-65.9

68.3
-70.7

68.3
-69

69.6
-72

2C 78.6
-79.3

79.4
-79.9

83.3
-84.3

83.4
-84

78.4
-79.6

78.6
-79.9

78.4
-80.4

78.9
-80.3

79.3
-80.1

83.8
-84.3

84.1
-84.9

78.7
-79.8

75.2
-77.1

75.8
-76.2

72.5
-73

72.2
-73

70.9
-72.7

P3 77
-77.5

77.4
-78.2

83.2
-83.9

79.3
-79.9

77
-78.3

77.4
-77.9

77.5
-78.7

77.3
-78.4

77.1
-78.7

83.2
-84

83
-83.2

77.2
-78.1 72.5.73.2 72.7

-73.4
72.5
-73.1

72.8
-73.8

70.5
-71.8

3A 77.9
-81.3

78.2
-80.2

84.4
-87.2

78.6
-84.4

77.1
-79.8

75.9
-77.9

76.7
-77.5

79.8
-82.1

77.5
-79

82.1
-83.7

81
-82.9

77.5
-79.4

71.7
-74

73.6
-75.5

74.8
-75.1

71.7
-74.4

67
-69.3

3B 69.6
-72.7

68.1
-71.2

80.3
-84.8

78.7
-84.8

69.6
-71.2

71.2
-77.2

71.2
-75.7

71.2
-74.2

71.2
-74.2

84.8
-90.9

78.7
-84.8

66.6
-72.7

65.1
-69.6

72.7
-75.7

56
-62.1 54.5 60.6

3C 75.9
-77.5

75.9
-78.8

80.3
-82.6

77.9
-82.5

75.4
-79.2

75.2
-77.4

75.4
-77

75.9
-79.2

75.5
-79.7

80.6
-83.7

80.6
-82.5

75.7
-79.9

72.4
-73.5

71.4
-74.1

71.9
-73.7

72.8
-73.7

70.1
-73.2

3D 76.9
-77.6

77.6
-79

83.6
-84.6

78.2
-79.2

77.1
-79.1

78.2
-78.9

78.6
-80

77.5
-78.2

77.7
-78.8

83.7
-84.1

83.8
-84.6

77.4
-78.2

72.2
-73.3

72.9
-73.2

73
-73.3

73.3
-74.6

71.7
-72.6

  为了进一步阐明上海CVA4代表株可能存在重

组,使用Similarity
 

Plots软件将EV-A原型毒株作为

参考序列和5株上海CVA4代表株进行重组分析。
结果显示上海CVA4代表株在P1区域与CVA4原型

毒株表现出高度相似性,而在5'UTR区、P2和P3区,
除了CVA4原型株外,上海CVA4代表株与CVA5、

CVA6、CVA14和CVA16也有高度相似性(图3A)。

bootscan分析也证实在5􀆳UTR区与CVA6原型株存

在约250
 

bp的重组区域(图3B)。bootscan分析在3C

区存在3种模式的重组现象:1个健康儿童
 

(843-
2021)

 

CVA4代表株和2个环境污水(HJ1210-2021,

HJ1232-2021)CVA4 代 表 株 在 3C 区 的 前 半 段 与

CVA5原型株约250
 

bp的重组,在3C区的后半段与

CVA6存在约200
 

bp的重组;1个健康儿童(845-
2021)

 

CVA4代表株与CVA5原型株间存在约300
 

bp
的重组区域(图3B);1株健康儿童(847-2021)

 

CVA4
代表株与CVA6原型株间存在约250

 

bp的重组区域。
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  注:○分离自污水的 CVA4
 

代表株;●分离自健康儿童粪便的

CVA4
 

代表株;▲CVA4
 

High
 

Point原型株。
图

 

2 基于上海CVA4代表株和EV-A原型株构建的全基因组(A)
和P1(B)、P2(C)、P3(D)区系统进化树

Notes:○CVA4
 

representative
 

strain
 

isolated
 

from
 

sewage
 

in
 

this
 

study;●CVA4
 

representative
 

strain
 

isolated
 

from
 

healthy
 

children
 

in
 

this
 

study;▲CVA4
 

prototype
 

High
 

Point
 

strain.
Fig.2 The

 

phylogenetic
 

tree
 

based
 

on
 

the
 

whole
 

genome
 

(A)
and

 

P1
 

(B),P2
 

(C),P3
 

(D)
 

regions
 

constructed
 

by
 

5
 

representative
Shanghai

 

strains
 

of
 

CVA4
 

and
 

EV-A
 

prototype
 

strains

讨 论

近年来随着研究的不断深入,越来越多的报道表

明CVA4可引起HFMD、HA、AFP等疾病,还能引起

一定比例的流感样病例[8,15]。本次从 GenBank下载

的全球428条CVA4参考序列中有18条来自发热病

例。EV也被认为是我国儿童呼吸道感染的重要病原

体之一。目前对于EV的监测主要来自于EV相关的

疾病监测(HFMD、HA和AFP)和环境污水监测。环

境污水监测即定期监测污水中EV的循环情况和流行

趋势。2003年,世界卫生组织(World
 

Health
 

Organi-
zation,WHO)在全球脊灰消灭计划(Global

 

Polio
 

E-
radication

 

Initiative,GPEI)中提出将环境污水监测作

为AFP病例监测的一种补充方法[16],用以评估人群

中EV流行特征,对可能出现的流行或暴发的EV优

势毒株提供数据参考。
在上海环境污水监测中发现,2013-2018年只分

离出1株 CVA4[11,17],而2020-2021年多次检测到

CVA4,并获得4株CVA4。本研究将2020-2021年上

海环境污水和健康儿童粪便标本中分离获得的9株

CVA4进行全基因组序列分析,了解CVA4在人群中

的流行情况,探讨环境污水和健康儿童监测中CVA4

的基因特征。

图
 

3 上海CVA4代表株与CVA4、CVA5、CVA6和CVA16原型株的
相似性图(A)和bootscan分析图(B)

Fig.3 Similarity
 

plot(A)
 

and
 

bootscan(B)analysis
 

of
 

representative
strains

 

of
 

Shanghai
 

CVA4
 

with
 

prototype
 

strains
 

of
 

CVA4,CVA5,
CVA6

 

and
 

CVA16

基于全长 VP1构建的系统进化 树 显 示,我 国

CVA4的优势基因亚型为C2基因亚型,而自2006年

以后C2基因亚型中的Cluster3
 

(绿色)成为国内的优

势分支。在Cluster3分支中已经有多个小分支,提示

CVA4的遗传多样性。本研究中的5个健康儿童

CVA4分离株和4个环境污水CVA4分离株均为C2
基因亚型,与部分HFMD、AFP和 HA病例的亲缘关

系较近。C2基因 亚 型 CVA4的 VP1参 考 序 列 中

HFMD病例相关的CVA4占62.7%(81/129),AFP
病例相关的CVA4占17.8%(23/129),而 GenBank
中HA病例和健康人的CVA4数据信息较少。本研

究中的CVA4分离株序列可以丰富我国CVA4数据

库不同标本类型的数据信息。
研究表明,属于小RNA病毒的EV容易发生基

因重组和突变,尤其是在编码非结构蛋白(如小活性分

子和酶)区域发生重组,可能导致病毒对环境适应性和
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疾病严重程度的改变[18-20]。本研究中,5株CVA4基

因组在P1区与CVA4原型呈现高度的相似性,表明

P1区是EV中相对保守的区域,根据 VP1区进行型

别划分仍然比较可靠。然而,在非结构区域发现了与

其他EV的重组现象。3个健康儿童CVA4代表株和

2个环 境 污 水 CVA4代 表 株 在5'UTR 区 域 均 与

CVA6有重组区域,并在P3的3C区域与CVA5和

CVA6有3种模式的重组。有研究显示C2基因亚型

的重症病例HFMD存在3C和3D区域与CVA5发生

重组[2]。提示要加强关注和研究CVA4重组与疾病

的相关性。
本研究从环境污水和健康儿童粪便中检出的C2

基因亚型CVA4重组株,虽尚未有本市暴发或聚集性

疫情的报道,但该重组株已经在上海存在了一段时间。
除了监测EVA71和CVA16外,需要加强对CVA4在

内的其他日益流行的 EV 病原体的监测。在开展

CVA4引起的相关疾病研究中,应关注非结构蛋白区

域的重组现象,优势是P3区域的监测,进一步研究健

康人和病例之间的CVA4全基因特征。环境污水监

测仍是补充病例监测中无法检测到的隐性感染的较好

方式,从而更好地了解EV的遗传进化动态,为疫苗的

研发、相关疾病的防控提供数据支撑。
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