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柯萨奇病毒Ｂ组５型山东分离株基因特征分析
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（１．山东第一医科大学（山东省医学科学院）山东省高等学校新发传染病重点实验室，山东泰安２７１０００；２．山东第一医科大学

（山东省医学科学院）临床与基础医学院（基础医学研究所）病原生物学系；３．泰安市疾病预防控制中心；４．山东第一医科大学

（山东省医学科学院）公共卫生与健康管理学院；５．济南市儿童医院；６．泰安市妇幼保健院；７．上海交通大学医学院附属瑞金医院；

８．上海交通大学医学院上海市病毒研究院）

【摘要】　目的　探明山东１１株柯萨奇病毒Ｂ组５型（ＣＶＢ５）的全基因组特征，探讨ＣＶＢ５病毒遗传进化规律。　方法

　采集２０２０年山东省手足口病患者的粪便样本，通过临床样本荧光定量检测、病毒分离、高通量和一代测序验证，共获

得１１株ＣＶＢ５分离株，同时结合ＧｅｎＢａｎｋ公共数据库中收录的ＣＶＢ５病毒株全长基因组和结构蛋白ＶＰ１基因序列，构

建最大似然系统进化树，研究ＣＶＢ５基因特征和遗传进化规律。　结果　１１株ＣＶＢ５分离株全长基因组呈高度核苷酸

和氨基酸相似性（＞９９．９％），与多数２００８２０２０年我国流行毒株均位于全基因组进化树的Ｇｒｏｕｐ４分支，且与２０１３年江

苏省分离株４１７核苷酸相似性最高，为９６．８％；１１株ＣＶＢ５分离株与Ｇｒｏｕｐ４参考株相比，Ｐ３区３Ａ、３Ｂ、３Ｃ和３Ｄ基因

核苷酸同源性均低于Ｐ１和Ｐ２区其他基因，且多为同义突变；１１株ＣＶＢ５分离株ＶＰ１基因位于我国主要流行亚型即Ｃ４

基因亚型中，与２０１８年山东省分离株ＳＷＧ１４、ＳＷＧ４４、ＪＮ１８１２０亲缘关系较近，核苷酸同源性为９６．１％～９８．２％。　结

论　ＣＶＢ５毒株在我国多地持续流行，１１株山东分离株同国内多数ＣＶＢ５株的全基因组及ＶＰ１基因均位于同一进化分

支，说明１１株分离株均为近期国内流行株，它们所在Ｇｒｏｕｐ４为国内优势流行分支，Ｃ４基因亚型为国内ＶＰ１基因流行

亚型。

【关键词】　柯萨奇病毒Ｂ组５型（ＣＶＢ５）；手足口病；全基因组；ＶＰ１；遗传进化
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　　柯萨奇病毒Ｂ组５型（ＣｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓＢ５，ＣＶＢ５）

是一种正义单链 ＲＮＡ 病毒，属于肠道病毒属（犈狀

狋犲狉狅狏犻狉狌狊）。ＣＶＢ５全基因组编码一个多聚蛋白，该多

聚蛋白进一步水解为Ｐ１、Ｐ２和Ｐ３三个片段，其中Ｐ１

区编码ＶＰ４、ＶＰ２、ＶＰ３和 ＶＰ１结构蛋白，Ｐ２区编码

２Ａ、２Ｂ和２Ｃ非结构蛋白，Ｐ３区编码３Ａ、３Ｂ、３Ｃ和３Ｄ

非结构蛋白［１］。

ＣＶＢ５可引起呼吸道感染、病毒性心肌炎、心包

炎、无菌性脑膜炎、急性弛缓性麻痹、手足口病及Ｉ型

糖尿病［２］等多种疾病，严重时可致人死亡［３］，其所引起

的无菌性脑膜炎和病毒性脑炎在亚洲、欧洲、非洲、北

美洲和南美洲［４］都有暴发或流行。２０１４年本实验室

在山东省无菌性脑炎患儿粪便中分离并鉴定出一株

ＣＶＢ５毒株
［５］。２０１４年以后，我国云南、福建以及贵

州［６８］等地均有ＣＶＢ５毒株的检出，病例大多集中于手

足口病、无菌性脑膜炎和急性弛缓性麻痹。值得注意

的是，在健康儿童［９］和成人粪便样本［１０］中也有ＣＶＢ５

毒株的检出。因此，ＣＶＢ５依然在全世界持续流行，加

之健康婴幼儿能够携带ＣＶＢ５病毒，对ＣＶＢ５持续开

展病原学监测和基因组分析非常重要。

２０２０年本实验室对山东省部分地区手足口病样

本持续进行病原体检测，成功分离并鉴定到１１株

ＣＶＢ５毒株，并通过高通量测序组装获得病毒全长基

因组序列，通过同源性比较及系统发育研究，探究了

ＣＶＢ５分离株全基因组和结构蛋白 ＶＰ１基因的进化

特点及分子遗传特征，增加了对ＣＶＢ５病毒遗传变异

的认识，为防控ＣＶＢ５等肠道病毒引起的手足口病提

供了科学依据。

材料与方法

１　材料

根据卫生部发布的《手足口病预防控制指南》

（２００９版）
［１１］，采集２０２０年６１０月山东省部分地区儿

童医院门诊手足口病患儿粪便标本共２２８份，在无菌

容器内冷藏运送至实验室，－８０℃保存。

２　方法

２．１　病毒分离鉴定　取２ｇ粪便样本置于１５ｍＬ离

心管中，加入１０ｍＬ磷酸盐缓冲液（Ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ），加入１ｇ磁珠和１ｍＬ氯仿后剧烈震

荡２０ｍｉｎ直至样本完全破碎，１５００ｇ４℃离心２０

ｍｉｎ后取上清置于新无酶管中。将２００μＬ粪便悬液

接种人喉鳞癌细胞（Ｈｕｍａｎｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌ

ｌｉｎｅ２，Ｈｅｐ２）细胞，待细胞病变程度达９０％以上进行

收毒。连续传代３次，并取第３次传代后收取的病毒

液通过ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ鉴定肠道病毒，具体步骤为：按

照 ＭａｇａＢｉｏｐｌｕｓＶｉｒｕｓＤＮＡ／ＲＮＡＫｉｔ试剂盒（购自

中国杭州ＢｉｏｅｒＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）说明书提取核酸，使

用ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅｑＰＣＲＲＴＫｉｔ试剂盒（购自中国上

海ＴＯＹＯＢＯ公司）进行反转录获得ｃＤＮＡ，使用肠道

病毒通用上游引物［１２］（５′－３′）：ＣＣＴＧＡＡＴＧＣＧ

ＧＣＴＡＡＴＣＣ；下游引物（５′－３′）：ＴＴＧＴＣＡＣＣＡＴ

ＷＡＧＣＡＧＹＣＡ；探针序列：ＦＡＭＣＣＧＡＣＴＡＣＴＴＴ

ＧＧＧＷＧＴＣＣＧＴＧＴＢＨＱ１检测；反应体系总体积为

２５μＬ，其中包括：２×ＰｒｏＴａｑＨＳＰｒｏｂｅＰｒｅｍｉｘ（购自

中国上海ＡＧ公司）１２．５μＬ，荧光定量上游引物Ｆ（１０

μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，下游引物Ｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，探针（１０

μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，无ＲＮＡ酶水７．５μＬ，待测ｃＤＮＡ模板

２μＬ；荧光定量ＰＣＲ反应条件：９５℃１０ｍｉｎ；９５℃１５

ｓ，６０℃１ｍｉｎ，４０个循环。每个循环结束后检测荧

光，同时设立阳性和阴性对照，通过循环阈值（Ｃｙｃｌｅ

ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ，犆狋）和扩增曲线判读结果，犆狋值≤３５的样

本判定为阳性［１１］。荧光定量ＰＣＲ结果为肠道病毒阳

性的细胞培养物，送至北京诺禾致源科技股份有限公

司进行高通量测序。

２．２　全基因组扩增验证　为验证高通量测序结果，根

据组装的ＪＮ２０１０８Ｈ毒株全长序列设计扩增引物（表

１），对保存的ＣＶＢ５样本进行ＰＣＲ扩增。扩增产物送

擎科生物公司进行一代测序，最终基因组序列以验证

结果为准。引物设计使用软件ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ，由上

海生工生物工程技术服务有限公司合成。

·０６６·
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表１　犆犞犅５一代测序引物

犜犪犫犾犲１　犛犪狀犵犲狉狊犲狇狌犲狀犮犻狀犵狆狉犻犿犲狉狊狅犳犆犞犅５

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

序列（５’－３’）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

位置（ｂｐ）

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ

Ｆ１ ＣＣＴＡＡＴＣＴＴＴＡＴＣＴＴＡＡＣＧＣ ６３７６５８７

Ｒ１ ＴＴＡＴＣＣＡＴＧＧＧＣＡＣＡＣＴＡＴＴ １４９３１５１２

Ｆ２ ＡＡＣＣＣＧＡＣＣＡＧＡＡＧＡＧＣＴＴＧ １２９６１３１５

Ｒ２ ＡＧＣＣＧＡＣＡＣＡＡＡＡＣＡＣＡＧＧＡ ２２８９２３０８

Ｆ３ ＧＧＣＡＡＣＧＧＧＴＡＡＡＴＴＣＣＴＧＣ ２０３５２０５４

Ｒ３ ＡＡＡＣＴＴＣＧＣＣＣＡＣＣＣＡＴＣＡＴ ２９５８２９７７

Ｆ４ ＡＧＣＡＧＴＣＣＡＣＣＡＴＡＣＡＡＧＧＣ ２７５４２７７３

Ｒ４ ＧＣＡＣＡＴＣＡＧＣＡＡＡＧＣＣＡＡＣＡ ３６１６３６３５

Ｆ５ ＧＴＣＡＧＴＡＣＡＡＣＣＡＣＡＧＣＣＣＡ ３３４７３３６６

Ｒ５ ＡＡＧＧＧＣＧＡＡＣＡＣＴＣＴＣＴＴＧＧ ４２６４４２８２

Ｆ６ ＣＣＡＴＧＧＣＴＧＡＧＣＧＡＣＡＡＡＡＣ ３９５４３９７３

Ｒ６ ＡＡＧＧＧＧＧＣＡＧＣＡＴＣＴＴＴＴＧＡ ４８０３４８２２

Ｆ７ ＧＡＣＧＴＧＴＣＣＣＴＧＴＴＣＴＧＴＣＡ ４５２６４５４５

Ｒ７ ＴＧＣＣＡＴＣＣＴＴＡＴＣＣＡＣＣＡＧＣ ５４７３５４９２

Ｆ８ ＡＧＡＣＡＡＧＣＣＡＡＧＧＴＧＣＡＡＧＧ ５２７３５２９２

Ｒ８ ＡＣＣＴＴＴＴＣＣＧＣＣＧＡＴＣＴＧＡＧ ６３２３６３４２

Ｆ９ ＡＣＴＧＧＣＣＡＣＣＣＴＡＧＡＣＡＴＣＡ ６０９１６１１０

Ｒ９ ＡＡＴＡＧＧＣＡＣＡＧＧＧＡＴＣＧＣＡＣ ７０８２７１０１

Ｆ１０
ＧＴＧＡＡＧＡＧＴＣＴＡＴＴＧＡＧＣＴＡＧＴＴＧＧ

ＴＡＧ
３４７３７４

Ｒ１０ ＴＣＡＣＴＧＴＡＡＣＣＡＣＡＣＴＣＣＴＣＴＧＣＴＧ ８８５９０９

２．３　生物信息学分析　使用ＢＬＡＳＴ（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．

ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）对本研究所获毒株进行

同源检索。自ＧｅｎＢａｎｋ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｖｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ／ｇｅｎｂａｎｋ／）公共数据库下载ＣＶＢ５全基因组序列

及ＶＰ１基因全长序列作为参考序列，使用 ＭＡＦＦＴ

ｖ７．４９０分别进行核苷酸和氨基酸序列比对，使用

ＲａｘＭＬｖ８．２．１２构建系统发育树，系统发育分析方法

为最大似然法（Ｍａｘｉｍｕｍｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ，ＭＬ），最佳核苷

酸替代模型为ＧＴＲ（Ｇｅｎｅｒａｌｔｉｍｅｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅｍｏｄｅｌ），

Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值设置为１０００。

结　果

１　病毒分离与鉴定

通过对２０２０年６～１０月山东省部分地区儿童医

院门诊手足口病患儿粪便标本进行 Ｈｅｐ２细胞培养、

ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ及高通量测序分析，结果从２２８份样

本中成功分离到１１株ＣＶＢ５病毒株。病毒株均采集

于山东省内，具体地点包括德州（２株）、济南（８株）和

菏泽（１株），患儿性别比例为５∶６（男∶女），患儿年龄

均＜７岁。信息见表２。

２　全基因组系统进化分析

通过对扩增验证后的病毒基因序列进行ＢＬＡＳＴ

检索，鉴定本研究１１株分离株均为ＣＶＢ５毒株，核苷

酸序列长度为７１８５～７２７６ｂｐ，５′和３′非翻译区（Ｕｎ

ｔｒａｎｓｌａｔｅｄＲｅｇｉｏｎｓ，ＵＴＲ）之间的开放阅读框（Ｏｐｅｎ

ｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，ＯＲＦ）长度均为６５５８ｂｐ，编码一个含

２１８５个氨基酸的多聚蛋白，病毒全基因组结构符合

肠道病毒特征。１１株序列间核苷酸和氨基酸同源性

均较高，达到９９．９％～１００％。

以ＧｅｎＢａｎｋ公共数据库中收录的８３条ＣＶＢ５全

基因组序列为参考序列，对１１株ＣＶＢ５分离株进行系

统发育分析（图１）。结果显示，全基因组系统发育树

可划分为５个 Ｇｒｏｕｐ：Ｇｒｏｕｐ１（ｎ＝２）、Ｇｒｏｕｐ２（ｎ＝

６）、Ｇｒｏｕｐ３（ｎ＝５）、Ｇｒｏｕｐ４（ｎ＝３６）和Ｇｒｏｕｐ５（ｎ＝

４５）。Ｇｒｏｕｐ１３包含ＣＶＢ５数量较少，其中 Ｇｒｏｕｐ１

包括ＣＶＢ５原型株Ｆａｕｌｋｎｅｒ（１９５２年）和１株美国分

离株（２００９年），Ｇｒｏｕｐ２包括日本（２００６２００７年）、韩

国（２０００年）、中国（１９８３年）和罗马尼亚（１９７０年）分

离株，Ｇｒｏｕｐ３包括中国（２００９２０１０年）、澳大利亚

（２００７ 年）和德国（２０１０ 年）分离株。Ｇｒｏｕｐ４ 和

Ｇｒｏｕｐ５为近年来ＣＶＢ５主要流行分支。Ｇｒｏｕｐ４中

９１．７％（３３／３６）为我国分离株（２００８２０２０年），其余为

美国（２０１５年）、日本（２０１５年）和危地马拉（２０１９年）

分离株；Ｇｒｏｕｐ５中仅１３．３％（６／４５）为我国分离株

（１９７２２０１９年），８６．７％（３９／４５）为澳大利亚（２００８、

２０１７年）、法国（１９８４、１９９３年）、瑞士（２０１５年）、美国

（１９７０２０１５年）、日本（２００８２０１８年）等国家分离株。

除了毒株 ＨＢ＿ＨＳ，２０１３年以后国内ＣＶＢ５分离株仅

位于Ｇｒｏｕｐ４分支，包括本研究分离鉴定到的１１株山

东分离株。另外，该１１株ＣＶＢ５分离株与２０１３年江

苏省分离株３１９、４１７，２０１５年日本分离株Ｂ５０９，２０１７

年广东省分离株ＡＦＰ２２９和２０１８年国内分离株Ｂ００５

聚集于同一小分支，核苷酸同源性为 ９５．１％ ～

９６．８％。

表２　１１株犆犞犅５分离株流行病学信息

犜犪犫犾犲２　犈狆犻犱犲犿犻狅犾狅犵犻犮犪犾犻狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲１１犆犞犅５犻狊狅犾犪狋犲狊

毒株名

Ｓｔｒａｉｎｓ

采集地点

Ｃｏｌｌｅｃｔｅｄｌｏｃａｔｉｏｎ

采集日期

Ｃｏｌｌｅｃｔｅｄｄａｔｅ

患儿性别

Ｓｅｘ

患儿年龄

Ａｇｅ

样本类型

Ｓａｍｐｌｅｔｙｐｅ

ＤＺ２０１９８Ｈ 德州 ２０２０／９／１ 男 １岁 粪便

ＪＮ２０２０３Ｈ 济南 ２０２０／９／３ 男 ２岁 粪便

ＤＺ２０００６Ｈ 德州 ２０２０／８／２１ 男 ２岁 粪便

ＪＮ２００５０Ｈ 济南 ２０２０／１０／１１ 女 ７岁 粪便

ＪＮ２０１０８Ｈ 济南 ２０２０／９／２２ 女 ３岁 粪便

ＪＮ２００４８Ｈ 济南 ２０２０／６／２６ 女 ２岁３月 粪便

ＪＮ２００４７Ｈ 济南 ２０２０／７／２５ 女 ２岁３月 粪便

ＪＮ２００４４Ｈ 济南 ２０２０／７／８ 女 １岁１１月 粪便

ＪＮ２００４０Ｈ 济南 ２０２０／６／２４ 女 １岁４月 粪便

ＪＮ２００４５Ｈ 济南 ２０２０／１０／５ 男 １岁３月 粪便

ＨＺ２０１１０Ｈ 菏泽 ２０２０／９／３ 男 １岁 粪便

３　同源性分析

比较本文分离株与Ｇｒｏｕｐ４中参考序列同源性，

结果显示，１１株ＣＶＢ５分离株与２０１３年江苏省分离

株４１７（ＧｅｎＢａｎｋ序列登录号：ＫＹ３０３９００）核苷酸同源

性最高，为９６．８％。我们进一步比较了１１株分离株

与Ｇｒｏｕｐ４中参考序列各个ＯＲＦ区段的核苷酸和氨

基酸同源性（表３）。结果表明，Ｐ３区３Ａ、３Ｂ、３Ｃ和３Ｄ

基因核苷酸同源性均低于Ｐ１和Ｐ２区其他基因，分别
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为７８．３％ ～９８．１％、８０．３％ ～１００％、７６．５％ ～

９６．４％、７９．８％ ～９６．２％，氨基酸同源性分 别为

９４．４％～９８．９％、９５．５％～１００％、９５．６％～１００％、

９６．３％～９９．６％。

４　犞犘１基因系统进化分析

结合ＧｅｎＢａｎｋ公共数据库中收录的９２１条ＣＶＢ５

ＶＰ１参考序列，对本研究分离鉴定的１１株ＣＶＢ５病

毒ＶＰ１基因进行系统发育分析。参考前期研究中我

们对ＣＶＢ５毒株ＶＰ１基因系统进化树的分支划分，本

研究中 ＶＰ１进化树仍划分为 Ａ～Ｄ４个基因型（图

２）。４个基因型核苷酸的组间距离分别为：２１．２％±

１．７％（Ａ与Ｂ）、２１．８％±１．７％（Ａ与Ｃ）、２８．１％±

２．２％（Ａ与Ｄ）、１９．４％±１．４％（Ｂ与Ｃ）、２６．４％±

２．０％（Ｂ与Ｄ）、２６．２％±１．９％（Ｃ与Ｄ）（表４）。其中

基因型Ａ包括ＣＶＢ５原型株Ｆａｕｌｋｎｅｒ、２００１年欧洲分

离株以及２００９年北美洲分离株；基因型Ｂ主要包括

１９８３２０１１年亚洲分离株以及１９７０２００６年欧洲分离

株；基因型 Ｃ 主要包括１９９８２０２０年亚洲分离株、

１９９６２０１５年欧洲分离株、２０１５２０１９年北美洲分离

株、２００７年大洋洲分离株以及２０１７年南美洲分离株；

基因型 Ｄ主要包括１９７２２０１８年亚洲分离株、１９７３

２０１９年欧洲分离株，１９７０２０１９年北美洲分离株、

１９９１２０１７年大洋洲分离株以及２００７２０１６年南美洲

分离株（表５）。上述结果表明，ＣＶＢ５在全球广泛流

行，欧洲和亚洲分离株数量最多（９０．４％）；２０１５年后

在亚洲和北美洲持续流行的ＣＶＢ５ＶＰ１基因型包括

基因型Ｃ和Ｄ，国内多为基因型Ｃ，２０１５年后欧洲仅

为基因型Ｄ。

▲　代表实验室分离株　●　代表ＣＶＢ５原型株

图１　基于全基因组序列构建犆犞犅５病毒系统进化树

▲　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｌａｂｏｒａｔｏｒｙｉｓｏｌａｔｅｓ　●　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅＣＶＢ５ｐｒｏ

ｔｏｔｙｐｅｓｔｒａｉｎ

犉犻犵．１　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳犆犞犅５犫犪狊犲犱狅狀狑犺狅犾犲犵犲狀狅犿犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊

表３　１１株犆犞犅５分离株与其他参考毒株基因组各区段同源性（％）
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　　将基因型 Ｃ进一步划分为 Ｃ０～Ｃ４５个基因亚

型［５］，国内分离株主要分布在Ｃ３和Ｃ４基因亚型中，

但２０１５年以后国内未再检出Ｃ３基因亚型。本研究

所分离到的１１株ＣＶＢ５毒株ＶＰ１序列均位于Ｃ４基

因亚型，且聚集于同一小分支，核苷酸同源性为

９９．８％ ～１００％，它 们 与 ２０１８ 年 山 东 省 分 离 株

ＳＷＧ１４、ＳＷＧ４４、ＪＮ１８１２０亲缘关系较近，核苷酸同源

性为９６．１％～９８．２％。

表４　犆犞犅５犞犘１序列基因型犃犇间的核苷酸遗传距离

犜犪犫犾犲４　犖狌犮犾犲狅狋犻犱犲犵犲狀犲狋犻犮犱犻狊狋犪狀犮犲狊犫犲狋狑犲犲狀犵犲狀狅狋狔狆犲狊犃犇

狅犳犆犞犅５犞犘１犵犲狀犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊

基因型

Ｇｅｎｏｔｙｐｅ
Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

Ａ ０．０１７ ０．０１７ ０．０２２

Ｂ ０．２１２ ０．０１４ ０．０２０

Ｃ ０．２１８ ０．１９４ ０．０１９

Ｄ ０．２８１ ０．２６４ ０．２６２

　　注（Ｎｏｔｅ）：斜体数字为标准误（Ｉｔａｌｉｃｎｕｍｂｅｒｓａｒｅｓｔａｎｄａｒｄｅｒｒｏｒｓ）。

表５　犆犞犅５犞犘１序列基因型犃犇相关序列的年份、地点及数量信息

犜犪犫犾犲５　犢犲犪狉，犾狅犮犪狋犻狅狀，犪狀犱狇狌犪狀狋犻狋狔犻狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳犵犲狀狅狋狔狆犲狊犃犇狉犲犾犪狋犲犱狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犆犞犅５犞犘１犵犲狀犲

大洲

Ｃｏｎｔｉｎｅｎｔ

Ａ

最早

记录

Ｅａｒｌｉｅｓｔ

ｒｅｃｏｒｄ

最新

记录

Ｌａｔｅｓｔ

Ｒｅｃｏｒｄ

序列数

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｎｕｍｂｅｒ

Ｂ

最早

记录

Ｅａｒｌｉｅｓｔ

ｒｅｃｏｒｄ

最新

记录

Ｌａｔｅｓｔ

Ｒｅｃｏｒｄ

序列数

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｎｕｍｂｅｒ

Ｃ

最早

记录

Ｅａｒｌｉｅｓｔ

ｒｅｃｏｒｄ

最新

记录

Ｌａｔｅｓｔ

Ｒｅｃｏｒｄ

序列数

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｎｕｍｂｅｒ

Ｄ

最早

记录

Ｅａｒｌｉｅｓｔ

ｒｅｃｏｒｄ

最新

记录

Ｌａｔｅｓｔ

Ｒｅｃｏｒｄ

序列数

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｎｕｍｂｅｒ

亚洲 １９８３ ２０１１ ２７ １９９８ ２０２０ ３８３ １９７２ ２０１８ ２８

欧洲 １９９８ ２００１ ２ １９７０ ２００６ ３６ １９９６ ２０１５ ８４ １９７３ ２０１９ ２７１

北美洲 ２００９ ２００９ １ ２０１５ ２０１９ ８ １９７０ ２０１９ ２５

大洋洲 ２００７ ２００７ １ １９９１ ２０１７ １４

南美洲 ２０１７ ２０１７ １ ２００７ ２０１６ ３８

　　注（Ｎｏｔｅ）：大洲顺序按照英文首字母排序，以上统计结果以本研究中纳入ＶＰ１系统进化树的序列为准（Ｔｈｅｏｒｄｅｒｏｆｃｏｎｔｉｎｅｎｔｓｉｓｓｏｒｔｅｄａｌｐｈａ

ｂｅｔｉｃａｌｌｙｉｎＥｎｇｌｉｓｈ．ＴｈｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｒｅｓｕｌｔｓａｒｅｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎｃｌｕｄｅｄｉｎｔｈｅＶＰ１ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ）。

▲　代表实验室分离株　●　标注为ＳＷＧ１４、ＳＷＧ４４、ＪＮ１８１２０毒株

图２　基于犞犘１序列的犆犞犅５进化树

▲　ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｌａｂｏｒａｔｏｒｙｉｓｏｌａｔｅｓ　 ● 　 ｍａｒｋｅｄａｓＳＷＧ１４，

ＳＷＧ４４，ＪＮ１８１２０ｓｔｒａｉｎｓ

犉犻犵．２　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犫犪狊犲犱狅狀犆犞犅５犞犘１犵犲狀犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊

讨　论

ＣＶＢ５因可导致人类神经系统疾病如无菌性脑膜

炎、急性弛缓性麻痹、病毒性脑炎以及手足口病、心肌

炎和糖尿病等而引起广泛关注，是Ｂ组柯萨奇病毒中

的主要血清型之一［１３］。ＣＶＢ５在全球范围内流行，

１９９９２０１１年韩国一项检测表明ＣＶＢ５已经成为韩国

第三位常见肠道病毒基因型［１４］，在法国［１５］等地也持

续有ＣＶＢ５检出报道。在中国，ＣＶＢ５与多次儿童无

菌性脑炎、病毒性脑炎等聚集性和散发性病例的发生

相关。２００５和２００９年山东省内两次暴发主要由

ＣＶＢ５引起的无菌性脑膜炎疫情
［１６１７］；２０１１年河南

省［１８］、２０１６２０１８年河北省
［１９］和２０２３年云南省

［２０］等

地散发的脑炎病例中均有ＣＶＢ５检出。２０１４年本实

验室［５］在山东省无菌性脑炎患儿粪便中也曾鉴定到

ＣＶＢ５毒株感染。在本研究中自２０２０年６～１０月在

山东省采集的手足口病患儿粪便样本中分离出了１１

株ＣＶＢ５毒株。因此，ＣＶＢ５在山东省尤其在婴幼儿

中长期持续流行。

２００８２０１４年ＧｅｎＢａｎｋ数据库收录的ＣＶＢ５全基

因组仅２０条
［５］，到目前为止收录数量已增加至８３条。

基于病毒全基因组系统发育分析表明，全球流行的

ＣＶＢ５毒株已呈现一定的遗传多样性，演化为 Ｇｒｏｕｐ

１Ｇｒｏｕｐ５分支，这五个分支毒株分离地点均覆盖多

个国家或地区，提示存在ＣＶＢ５毒株频繁跨地区传播，

·３６６·
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导致各分支 ＣＶＢ５毒株在全球范围内流行。中国

ＣＶＢ５毒株全基因组在Ｇｒｏｕｐ３、Ｇｒｏｕｐ４和Ｇｒｏｕｐ５

中均有分布。包括本研究发现的１１株分离株在内的

２００８２０２０年国内毒株大多位于 Ｇｒｏｕｐ４中，说明

Ｇｒｏｕｐ４为国内ＣＶＢ５毒株全基因组优势流行分支。

不同的是，Ｇｒｏｕｐ５分支多为澳大利亚、法国、瑞士、美

国、日本等国家分离株（８６．７％），在国内或为有限传播

（１３．３％）。但考虑到ＣＶＢ５毒株全基因组序列数量仍

然有限，因此对Ｇｒｏｕｐ５分支ＣＶＢ５毒株在国内的流

行情况还需进一步关注。

ＣＶＢ５基因组为单股正链 ＲＮＡ，结构蛋白 ＶＰ１

ＶＰ４均由Ｐ１区编码，而病毒复制所需的非结构蛋白

由Ｐ２和Ｐ３区编码
［１］。Ｈｅ等

［４］发现相较于Ｐ１区，

ＣＶＢ５毒株 Ｐ２和 Ｐ３区表现出显著差异。本研究

ＣＶＢ５分离株与Ｇｒｏｕｐ４中其他ＣＶＢ５基因组比较，

Ｐ３区３Ａ、３Ｂ、３Ｃ和３Ｄ基因明显不同，核苷酸同源性

均低于其他蛋白编码区，即在ＣＶＢ５毒株Ｐ３区表现

出核苷酸遗传距离大于氨基酸遗传距离的现象，推测

ＣＶＢ５在Ｐ３区的核苷酸差异多为同义突变。非结构

蛋白编码区频繁观察到同义突变这一现象，已在

ＣＶＡ２、ＣＶＡ４、ＣＶＡ６、ＣＶＡ１０和ＣＶＡ１２等多种亚型

肠道病毒［２１］被观察到。许丹菡等［２２］在国内大陆

ＣＶＢ５流行株全基因组中也发现其进化过程有同义突

变的积累。

结构蛋白ＶＰ１暴露在肠道病毒衣壳表面，是主要

的表面抗原决定簇区，通常将编码ＶＰ１的基因作为肠

道病毒分子分型的靶标序列［２３］。在前期研究中［５］，根

据ＣＶＢ５毒株 ＶＰ１基因的系统进化特征，将该病毒

ＶＰ１基因划分为Ａ～Ｄ四个基因型，又将基因型Ｃ划

分为Ｃ０～Ｃ４５个基因亚型，这一分支命名系统同样

适用于本研究ＶＰ１基因系统进化树。研究发现，截止

目前，ＧｅｎＢａｎｋ数据库收录的全球９３１条ＣＶＢ５毒株

ＶＰ１基因以亚洲和欧洲分离株居多，这与之前研究一

致［４］，２００３年以后基因型Ｃ和基因型Ｄ在亚洲和欧洲

持续流行，基因型Ｃ中８０．３％为亚洲分离株序列，基

因型Ｄ中７２．１％为欧洲分离株序列，提示亚洲和欧洲

ＣＶＢ５毒株ＶＰ１基因或具有明显的基因型特征。近

几年国内ＣＶＢ５新分离株ＶＰ１基因也多位于基因型

Ｃ中，最新序列记录截止到２０２０年，说明基因型Ｃ为

当前国内 ＶＰ１基因主要流行亚型，尤其近十年国内

ＣＶＢ５毒株 ＶＰ１基因几乎全部分布在Ｃ４基因亚型

中，这与前期研究所揭示的Ｃ４基因亚型为我国主要

流行亚型的结论一致［５］。前期研究还发现Ｃ３、Ｃ４在

山东省共同流行［５］，而本研究结果显示，２０１１年后Ｃ３

基因亚型病毒在山东省及国内其他省份均没有再被检

出，提示山东省当前流行亚型或仅为 Ｃ４基因亚型。

另外，本研究所分离得到的１１株山东分离株与近十年

国内分离株的全基因组和ＶＰ１基因均在同一分支，表

明本研究１１株分离株为近期国内流行株。

综上，本研究基于２０２０年１１株山东省ＣＶＢ５临

床样本分离株的遗传特征，总结了目前公共数据库所

收录全球所有ＣＶＢ５全基因组及 ＶＰ１基因的系统进

化特征，丰富了ＣＶＢ５毒株的基因组库信息，增加了对

ＣＶＢ５毒株遗传进化特征的了解，为深入研究ＣＶＢ５

遗传变异机制及为相关疾病的防控提供了理论参考。
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全市监测阳性样本未能都获得全基因序列信息，因此

进行本次分析的１１株ＣＶＡ４并不能揭示厦门市２０２２

年所有该型病毒的分子生物学特征，故在以后的工作

中应继续对其他肠道病毒进行血清分型和基因测序，

以期能更好的了解厦门地区肠道病毒的病原谱组成及

时发现重组株，为手足口病的防控预警工作提供数据

支撑。
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