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【摘要】　目的　通过分析１１株ＣＶＡ４病毒毒株的全基因序列，揭示其基因进化及变异特征。　方法　将ＰＣＲ检测阳

性且Ｃｔ值＜２５的样本进行病毒分离培养，获得的毒株提取核酸（ＲＮＡ）后采用高通量宏基因组测序方法进行序列测定，

将质控合格的测序数据进行基因组组装；获得的基因组序列提交至肠道病毒分型网站获得毒株血清型，同时与公共数据

库下载的其他国家或地区的ＣＶＡ４毒株序列通过 ＭｅｇＡｌｉｇｎ、ＭｅｇａＸ、Ｓｉｍｐｌｏｔ３．５．１软件分别进行相似性分析、系统进

化树分析和重组分析。　结果　１１株毒株全基因组序列长度在７４３４～７４１９ｂｐ之间，血清型均为ＣＶＡ４，核苷酸与氨

基酸序列相似性分别为９１．７％～９９．３％和９８％～１００％；与原型株序列相比，核苷酸序列何氨基酸序列相似性分别在

８４．３％～８４．７％和９７．１％～９７．３％之间；与其他参考序列相比，核苷酸与氨基酸序列相似性分别为８０．８％～９８．８％和

９６．９％～９９．６％；全基因组遗传进化分析表明，其与中国其他地区ＣＶＡ４毒株序列属同一遗传分枝；根据ＶＰ１基因进化

树分析，本研究的毒株与中国其他地区毒株属于Ｃ基因型中的Ｃ２亚型；重组分析结果显示，１１株ＣＶＡ４与其他毒株无

明显重组特征，但其中１株的部分区段序列与ＣＶＡ２毒株序列一致性可达９７．２％，剩余毒株与既往重组株相似度可高

达９８．６％。　结论　１１株ＣＶＡ４毒株为中国主要流行基因型，虽然与其他毒株无重组现象，但是与其他型别及以往重

组株相似性较高，故在工作中需加强毒株重组监测，为手足口病的预防控制工作提供数据支撑。
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　　手足口病（ｈａｎｄ，ｆｏｏｔａｎｄｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅ，ＨＦＭＤ）

是一种常见的婴幼儿高发疾病，一般发生在５岁以下

儿童，该疾病为自限性疾病且大多预后良好，但也可引

起无菌性脑膜炎、心肌炎、ＡＦＰ（急性弛缓性麻痹）等较

严重的疾病，从而危及生命。该病的病原体主要为小

核糖核酸病毒科肠道病毒属的肠道病毒，该肠道病毒

分为ＥＶＡ、ＥＶＢ、ＥＶＣ和ＥＶＤ４个组，病毒全基因

组长度约７４００ｂｐ，包含ＶＰ４、ＶＰ２、ＶＰ３、ＶＰ１等４个

结构蛋白及２Ａ、２Ｂ、２Ｃ、３Ａ、３Ｂ、３Ｃ和３Ｄ等７个非结

构蛋白，其中ＶＰ１区基因因编码几个重要的抗原中和

位点而被作为肠道病毒血清型的鉴定依据。柯萨奇病

毒 Ａ４型属于 ＥＶＡ 组，在该组中，ＥＶ７１，ＣＶＡ１６，

ＣＶＡ１０和ＣＶＡ６是引起手足口病的主要型别
［１３］，但

从１９４８年分离出ＣＶＡ４第一株原型株 ＨｉｇｈＰｏｉｎｔ以

来，由该亚型引起的暴发事件在多个国家和地区均有

报道［４７］。目前，关于ＣＶＡ４型的全基因组的序列信

息和分析都相对较少。本研究通过对２０２２年分离得

到的１１株ＣＶＡ４病毒毒株的全基因序列与原型株及

其他地区的毒株序列进行比较分析，揭示其基因进化

机制及变异特征。

材料与方法

１　样本来源

１１份样本均为咽拭子，来自手足口病监测的常规

非重症病例。细胞为人横纹肌瘤细胞ＲＤ。

２　主要试剂及仪器

２．１　试剂　ＭＥＭ培养基（含１％谷氨酰胺）（Ｇｌｉｂｃｏ，

美国）、青链霉素（ＡＢＫＢｉｏ，厦门）；胎牛血清（普诺赛，

武汉）；样本 ＲＮＡ 提取试剂ＥｘＤＮＡ／ＲＮＡ４．０（天

隆，西安），柯萨奇病毒 Ａ１６型和肠道病毒７１型＋肠

道病毒通用型核酸检测试剂盒（硕世，江苏），ＭＧＩ

ＥａｓｙＲＮＡ文库制备试剂套装和高通量测序试剂套装

ＰＥ１００（华大，深圳）。

２．２　仪器 　提取仪 ＧｅｎｅＲｏｔｅｘ９６（西安，天隆），

ＭＧＩＳＥＱ２００ＲＳ测序仪（华大，深圳），ＭＧＩＳＰ１００自

动建库仪（华大，深圳），ＳＬＡＮＳ９６ＰＣＲ仪（上海，宏

石），毛细管电泳仪ＱＩＡｘｃｅｌ（德国，Ｑｉａｇｅｎ），Ｑｕｂｉｔ４．０

荧光定量仪（Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ，美国）。

３　方法

３．１　肠道病毒核酸检测　通过天隆自动核酸提取仪

提取拭子核酸，应用硕世核酸检测试剂对样本进行定

性分析，将肠道病毒通用型阳性且Ｃｔ值小于２５的样

本用于细胞培养。

３．２　细胞培养　咽拭子用０．２２μｍ滤器过滤除菌，

经－８０℃冰箱冻融一次使细胞破裂，释放病毒颗粒，

然后４℃、１００００ｒ／ｍｉｎ（离心半径８．２ｃｍ）离心２０

ｍｉｎ，将上清接种到１∶３稀释好的ＲＤ细胞上，每天使

用倒置显微镜观察一次，当细胞出现明显病变时进行

二次传代，二次传代的细胞培养液在－８０℃冰箱反复

冻融两次后，再经３０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径８．４ｃｍ）离

心５ｍｉｎ收集上清液，取２００μＬ收集的上清液进行核

酸提取及荧光ＰＣＲ检测。

３．３　建库与测序　荧光ＰＣＲ检测Ｃｔ值低于２０的样

本核酸用于 ＲＮＡ建库。提取的核酸经过 Ｑｕｂｉｔ４．０

定量后，每份样本吸取１０μＬ采用 ＭＧＩＳＰ１００自动建

库仪进行建库。建库流程包括ＲＮＡ片段化、反转录

及二链合成、纯化产物进行末端修复并添加ｄＡ尾、添

加接头和ＰＣＲ扩增。扩增产物使用ｄｓＤＮＡ Ａｓｓａｙ

Ｋｉｔ试剂进行定量检测，浓度应≥２１８ｎｇ，采用ＱＩＡｘ

ｃｅｌ对扩增产物长度分布情况进行质检。建库产物总

投入量为２２０ｎｇ，按照样本数量及建库产物浓度分别

计算每份产物所需体积，按体积混合后进行单链环化

处理，环化产物浓度在８．８ｎｇ以上方可进行上机测序

操作。

测序：取 １０ｎｇ 环化产物进行 ＤＮＡ 纳米球

（ＤＮＢ）制作，ＤＮＢ浓度在８ｎｇ／μＬ以上合格，大于４０

ｎｇ／μＬ需稀释。制作好的ＤＮＢ按照ＰＥ１００测序试剂

盒说明书进行试剂制备，通过 ＭＧＩＳＥＱ２００ＲＳ测序

仪进行样本加载及上机测序。

３．４　数据分析　测序数据分析：首先将ＲａｗＲｅａｄｓ

（原始测序数据）中含有接头的、低质量碱基数目比例

超过阈值的、带有“Ｎ”碱基数目比例超过阈值的ｒｅａｄｓ

（数据）去除，统计出ＣｌｅａｎＲｅａｄｓ（过滤后数据）及其相

应的比例，得到 Ｑ３０值。对于非人样本（此次实验样

本为病毒毒株，均为非人体本身样本），将过滤后的数

据进行去宿主处理，使用ＤｅＢｒｕｉｊｎｇｒａｐｈ算法对质控

合格的测序数据进行基因组组装，并且利用测序数据

对组装长度进行延伸。将组装后将较长的ｓｃａｆｆｏｌｄ（多

个ｒｅａｄｓ重叠组装成一个较大的片段，多个较大的片

段重叠组装成一个更长的基因片段，称为ｓｃａｆｆｏｌｄ）通

过ｈｔｔｐｓ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／进行比对，将比

对结果中相似度最高的基因作为参考基因再次进行组

装，从而获得全基因序列，将此序列提交至肠道病毒分

型网站（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｒｉｖｍ．ｎｌ／ｍｐｆ／ｔｙｐｉｎｇｔｏｏｌ／ｅｎ

ｔｅｒｏｖｉｒｕｓ／），以确定肠道病毒型别。

序列分析：从ＮＣＢＩ数据库中下载ＣＶＡ４原型株

及所有其他ＣＶＡ４毒株全基因序列和ＶＰ１段序列，去

除同一地区同一年份相似度大于９７％的序列后，其余

序列与厦门地区的序列采用ＤＮＡＳＴＡＲ＿Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ．

ｖ７．１中的 ＭｅｇＡｌｉｇｎ工具对序列及氨基酸相似性进行

分析。通过 ＭｅｇａＸ软件使用最大似然法（ＭＬ）进行

分子进化树分析，步长检验为１０００，全基因组分析参

·６６６·
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数为ＧＴＲ＋Ｇ＋Ｉ，ＶＰ１段基因分析参数选择ＧＴＲ＋

Ｇ。通过Ｓｉｍｐｌｏｔ３．５．１软件进行基因重组分析，采用

２００ｂｐ滑动窗口，每步为２０ｂｐ（１００ｂｏｏｔｓｔｒａｐ，邻接

法，Ｋｉｍｕｒａ模型）。

结　果

１　全基因组序列分析

经过数据分析及组装，一共获得１１份样本的全基

因序列，编号为ＸＭ００１～０１２，序列长度在７４３４ｂｐ～

７４１９ｂｐ之间，ＣＤＳ（编码区）长度为６６０６ｂｐ，编码

２２００个氨基酸。从ＮＣＢＩ（美国国家生物技术信息中

心）数据库中共筛选下载全基因序列６５个，其中

ＡＹ４２１７６２为ＣＶＡ４原型株 Ｈｉｇｈｐｏｉｎｔ序列，其余序

列主要来自中国，７个序列来自澳大利亚、美国、泰国

及英国。序列来源具体信息见表１。本次研究获得的

１１份毒株序列核苷酸之间相似性为９１．７％～９９．３％，

氨基酸序列相似性９８％～１００％。与原型株序列相

比，核苷酸序列和氨基酸序列相似性分别在８４．３％～

８４．７％和９７．１％～９７．３％之间；与其他地区和国家的

序列相比，核苷酸序列和氨基酸序列相似性分别为

８０．８％～９８．８％和９６．９％～９９．６％。

按照肠道病毒的基因构成，将此次获得的１１株毒

株序列的各个基因区段之间进行相互比较，同时与原

型株进行比对。１１株毒株在２Ａ、２Ｂ及３Ａ区段核苷

酸相似度＜９０％，其他区段均在９０％以上，氨基酸整

体相似度都较高，仅２Ａ区氨基酸相似度较低。所有

分离株基因所有区段与原型株相比，除３′ＵＴＲ核苷

酸序列相似度大于９０％外，其余各区段都低于该值。

其中一毒株的２Ｂ 区与原型株相似度最低，仅有

７９．８％。各区段比较情况见表２。

１１株分离株与来自不同地区的全基因组序列经

过 ＭｅｇａＸ软件构建系统进化树。结果显示，本次的

１１株毒株序列主要与山东、长沙、江苏、陕西等地区毒

株序列同源性较高，其中 ＸＭ００３、ＸＭ００４、ＸＭ００７、

ＸＭ００８、ＸＭ０１４、ＸＭ０１８、ＸＭ０２２、ＸＭ０２３ 与 山 东

２０２０年的 ＯＮ７３０８５０分离株亲缘关系近，ＸＭ００５、

ＸＭ０２５及ＸＭ０１２分别与山东２０１９年 ＯＮ７３０８６５和

ＯＮ７３０８６６序列相似度较高（图１）。

２　病毒犞犘１区遗传进化分析

ＣＶＡ４毒株 ＶＰ１区完整序列长度为９１５ｂｐ，从

ＮＣＢＩ数据库下载不同地区ＣＶＡ４毒株 ＶＰ１序列共

６５条，分别来自北京（３株）、四川（６株）、重庆（１株）、

贵阳（３株）、山东（８株）、云南（９株）、深圳（２株）、青海

（１株）、陕西（２）、英国（１株）、越南（１株）、美国（２株），

俄罗斯（５株）、印度（３株）、日本（１株）、肯尼亚（１株），

其中包括参考株 ＨｉｇｈＰｏｉｎｔ、１１０２３和ＪＲ毒株序列，

表１　犆犞犃４全基因组参考序列来源信息表

犜犪犫犾犲１　犐狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳犆犞犃４狑犺狅犾犲犵犲狀狅犿犲犱狅狑狀犾狅犪犱犳狉狅犿犌犲狀犫犪狀犽

Ｇｅｎｂａｎｋ编号

Ｇｅｎｂａｎｋ

ｎｕｍｂｅｒ

毒株名称

Ｓｔａｉｎｓ

年份

Ｙｅａｒ

来源

Ｓｏｕｒｃｅ

ＡＹ４２１７６２ Ｈｉｇｈ＿Ｐｏｉｎｔ １９４８ 美国

ＭＴ３５０２２２ ＣＡ４／ＪＸ２２０４／２０１４ ２０１４ 中国江西

ＭＫ３９１０７５ １６１２８ＪＸ２０１６ ２０１６ 中国江西

ＭＨ７８０７２５ ＨＫ４２２１２３／２０１４ ２０１４ 中国香港

ＫＹ２７１９４９ ＵＳＡ／ＴＮ／２０１５ＯＢ２０３８ ２０１５ 美国

ＭＧ５５０９２０ ＡＡ ２０１６ 中国郑州

ＭＨ１１１０２１ Ｃ０３７／ＣＨＷ／ＡＵＳ／２０１６ ２０１６ 澳大利亚

ＭＫ３９１０７１ １４４１ＪＸ２０１４ ２０１４ 中国江西

ＫＰ６７６９８４ ＣＶＡ４／ＦＴ／ＣＨＮ／０５ ２０１１ 中国北京

ＫＰ６７６９８６ ＣＶＡ４／ＦＴ／ＣＨＮ／２７ ２０１１ 中国北京

ＭＨ１１１０２６ Ｃ０８０／ＣＨＷ／ＡＵＳ／２０１６ ２０１６ 澳大利亚

ＯＮ７３０８５０ ＪＮ２０１８６／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／Ｃｈｉｎａ／２０２０ ２０２０ 中国山东

ＭＮ９６４０８２ ＣＶＡ４／２０１８／ｈｅｒｐａｎｇｉｎａ／１６ ２０１８ 中国陕西

ＭＴ９２０６６０ Ｓ２７０／Ｃｈａｎｇｓｈａ／ＣＨＮ／２０１９ ２０１９ 中国长沙

ＭＴ８２８５４４ ＫＲ３／ＹＮ／ＣＨＮ／２０１９ ２０１９ 中国云南

ＯＮ７３０８５２ ＬＣ２００６４／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／Ｃｈｉｎａ／２０２０ ２０２０ 中国山东

ＯＮ７３０８７０ ＪＮ１９４５８／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／Ｃｈｉｎａ／２０１９ ２０１９ 中国山东

ＯＮ７３０８５６ ＪＮ１９９３０／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／Ｃｈｉｎａ／２０１９ ２０１９ 中国山东

ＯＮ７３０８６０ ＪＮ２０１８４／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／Ｃｈｉｎａ／２０２０ ２０２０ 中国山东

ＯＮ７３０８６５ ＪＮ１９７６２／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／Ｃｈｉｎａ／２０１９ ２０１９ 中国山东

ＭＮ９６４０７８ ＣＶＡ４／２０１８／ｈｅｒｐａｎｇｉｎａ／８ ２０１８ 中国长沙

ＭＨ７８０７２９ ＨＫ４５２７７５／２０１６ ２０１６ 中国香港

ＯＮ７３０８７５ ＪＮ１９２８６／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／Ｃｈｉｎａ／２０１９ ２０１９ 中国山东

ＯＬ５１９５７６ ｘｚ０１２ＨＥＶ１ ２０１８ 中国江苏

ＭＴ７８７２２０ ＨＳ１４４／ＱＤ／ＣＨＮ／２０１４ ２０１４ 中国山东

ＭＮ９６４０７９ ＣＶＡ４／２０１８／ＨＦＭＤ／７９２ ２０１８ 中国陕西

ＭＴ８２８５４５ ＫＲ１１０／ＹＮ／ＣＨＮ／２０１９ ２０１９ 中国云南

ＯＮ７３０８６６ ＪＮ１９９０１／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／Ｃｈｉｎａ／２０１９ ２０１９ 中国山东

ＭＨ７８０７２８ ＨＫ４２１７７８／２０１４ ２０１４ 中国香港

ＭＫ３９１０７０ １４２９ＪＳ２０１４ ２０１４ 中国江西

ＭＫ３９１０６９ １４１７ＢＪ２０１４ ２０１４ 中国北京

ＨＱ７２８２６０ ＣＶＡ４／ＳＺ／ＣＨＮ／０９ ２００９ 中国深圳

ＭＫ６５８８３２ １０５／Ｔａｉａｎ／ＳＤ／２０１７ ２０１７ 中国山东

ＫＪ５４１１６３ ７０１／ＳＨ／ＣＨＮ／２０１０ ２０１０ 中国上海

ＭＫ３９１０６４ １０１１７ＨｕＮ２０１０ ２０１０ 中国湖南

ＭＫ３９１０６３ １０１０８ＨａＮ２０１０ ２０１０ 中国湖南

ＭＨ７８０７２７ ＨＫ４２２８２５／２０１０ ２０１０ 中国香港

ＭＫ３９１０６８ １３５８ＪＬ２０１３ ２０１３ 中国长春

ＫＪ５４１１６４ １０４７／ＳＨ／ＣＨＮ／２０１０ ２０１０ 中国上海

ＭＨ７８０７２６ ＨＫ４２３３７８／２０１０ ２０１０ 中国香港

ＭＴ７８７２２１ ＨＳ３１２／ＱＤ／ＣＨＮ／２０１３ ２０１３ 中国山东

ＭＫ３９１０６７ １３７ＳａＸ２０１３ ２０１３ 中国西安

ＭＫ３９１０６５ １１６０ＣＱ２０１１ ２０１１ 中国重庆

ＭＨ７８０７２４ ＨＫ４３６１８０／２０１２ ２０１２ 中国香港

ＭＫ３９１０６６ １２１１９ＹＮ２０１２ ２０１２ 中国云南

ＭＷ４１０９８５ Ｒ０９２２０／ＹＮ／ＣＨＮ／２００９ ２００９ 中国云南

ＭＫ３９１０７２ １５１１６ＬＮ２０１５ ２０１５ 中国辽宁

ＭＮ９６４０７７ ＣＶＡ４／２０１６／ＨＦＭＤ／１０４ ２０１６ 中国陕西

ＭＴ７８７２１９ ＦＹ２１８／ＱＤ／ＣＨＮ／２０１５ ２０１５ 中国山东

ＫＰ２８９４４２ ＣＶＡ４／Ｐ１０３３／２０１３／Ｃｈｉｎａ ２０１３ 中国浙江

ＭＫ３９１０７３ １６５ＨｕＮ２０１６ ２０１６ 中国湖南

ＫＴ３５３７２２ １Ｅ９ＣＡ４ ２００８ 中国台湾

ＯＬ５１９５７８ ｘｚ０１７ＨＥＶ１ ２０１８ 中国江苏

ＯＬ５１９５７４ ｘｚ００９ＨＥＶ１ ２０１８ 中国江苏

ＭＷ１６１０７２ ７３４／ＨＦＭＤ／ＹＮ／ＣＨＮ／２０１８ ２０１８ 中国云南

ＯＭ４１７１２１ ＣＶＡ４／ＳｉＩＣＲＣ０１／ＴＨ／２０１２ ２０１２ 泰国

ＭＨ７８０７３１ ＨＫ４３６２０３／２０１２ ２０１２ 中国香港

ＭＷ１６１０６７ ５２７／ＨＡ／ＹＮ／ＣＨＮ／２０１８ ２０１８ 中国云南

ＭＦ４２２５４５ ６１２２８７０４９４ ２００８ 中国台湾

ＭＦ４２２５４４ ６１２２７２０８８ ２００８ 中国台湾

ＯＮ７３０８１７ ＴＡ００９Ｇ／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／Ｃｈｉｎａ／２０２１ ２０２１ 中国山东

ＯＱ３１９９８５ ＣＶＡ４＿ＷＧ ２０２０ 英国

ＭＨ１１１０２３ Ｃ０６２／ＣＨＷ／ＡＵＳ／２０１６ ２０１６ 澳大利亚

ＭＷ２６７８５２ ｘｚｓｅｎｔ２０ ２０１８ 中国江苏

ＭＴ７８７２２２ ＨＳ６０５／ＱＤ／ＣＨＮ／２０１４ ２０１４ 中国山东

ＭＺ４９１０２９ ＣＶＡ４／Ｗｕｘｉ１４５／Ｃｈｉｎａ／２０１９ ２０１９ 中国江苏
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这些毒株与本此研究的１１株 ＶＰ１序列作进化树分

析。根据Ｊｉ等
［８］的分型规则，即同一个血清型中核酸

序列差异＞１５％时可作为单独的一个基因亚型，所有

毒株序列可分为４个基因亚型Ａ～Ｄ，其中原型株为

Ａ型，来自肯尼亚的１１０２３毒株为Ｂ型，日本的ＪＲ毒

株为Ｄ型，本次研究毒株及其他来源的毒株序列均为

Ｃ型。Ｃ型毒株又可分为５个亚型，其中Ｃ２亚型毒株

数量最多，有３２株（４９．２％，３２／６５），均来自中国大陆

各个地区，厦门地区的１１株毒株也属于该亚型；Ｃ３～

Ｃ５亚型大部分毒株来源于其他国家。具体进化树分

析结果见图２。

注：◆　表示ＣＶＡ４原型株，　▲　表示本次研究毒株。

图１　厦门市１１株犆犞犃４全基因组与参考序列系统进化分析图

Ｎｏｔｅ：◆　ＩｎｄｉｃａｔｅｓＣＶＡ４ｐｒｏｔｏｔｙｐｅｓｔｒａｉｎ　▲　ＩｎｄｉｃａｔｅｓＣＶＡ４

ｓｔｒａｉｎｓｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

犉犻犵．１　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳１１犆犞犃４狊狋狉犪犻狀狊犻狀犡犻犪犿犲狀

狑犻狋犺犽狀狅狑狀狊狋狉犪犻狀狊犫犪狊犲犱狅狀狋犺犲狑犺狅犾犲犵犲狀狅犿犲

表２　全基因序列分段比较结果

犜犪犫犾犲２　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狉犲狊狌犾狋狅犳犪犾犾狉犲犵犻狅狀狊狅犳狑犺狅犾犲犵犲狀狅犿犲犪犿狅狀犵

狆狉狅狋狅狋狔狆犲狊狋狉犪犻狀犪狀犱１１犆犃犞４狊狋狉犪犻狀狊

基因段

Ｒｅｇｉｏｎ

与ＡＹ４２１７６２相比

ＨｉｇｈＰｏｉｎｔ

核苷酸

相似性

Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
（％）

氨基酸

相似性

Ａｍｉｎｏ

ａｃｉｄ（％）

１１株序列之间相比

Ａｍｏｎｇ１１ｓｔｒａｉｎｓ

核苷酸

相似性

Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
（％）

氨基酸

相似性

Ａｍｉｎｏ

ａｃｉｄ（％）

５＇ＵＴＲ ８５．４～８８．１ — ９２．８～９９．５ —

ＶＰ４ ８５．０～８５．５ ９７．１～９８．６ ９０．８～１００ ９８．６～１００

ＶＰ２ ８４．５～８５．７ ９７．７～９８．８ ９０．９～９９．６ ９９．６～９９．２

ＶＰ３ ８５．１～８６．９ ９８．３～９９．２ ９１．５～１００ ９８．３～１００

ＶＰ１ ８３．６～８５．０ ９７．４～９８．０ ９１．７～１００ ９８．７～１００

２Ａ ８０．２～８１．８ ９４．７～９６．０ ８３．１～９９．８ ９４．０～１００

２Ｂ ７９．８～８２．２ ９４．９～９７．０ ８９．６～１００ ９６．０～１００

２Ｃ ８４．３～８４．９ ９７．３～９７．６ ９１．９～９９．８ ９８．２～１００

３Ａ ８３．７～８５．３ ９７．７～９８．８ ８９．１～１００ ９７．７～１００

３Ｂ ８１．８～８６．４ ８６．４～９５．５ ９０．９～１００ ９０．９～１００

３Ｃ ８２．５～８４．０ ９６．７～９７．３ ９１．６～１００ ９８．４～１００

３Ｄ ８４．０～８４．８ ９５．７～９６．５ ９０．１～９９．８ ９６．３～１００

３＇ＵＴＲ ９２．６～９５．１ — ９５．１～１００ —

注：
!　表示本次研究毒株。

图２　厦门市犆犃犞４型毒株犞犘１段基因序列系统进化分析图

Ｎｏｔｅ：!　ＩｎｄｉｃａｔｅｓＣＶＡ４ｓｔｒａｉｎｓｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ。

犉犻犵．２　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳１１犆犞犃４狊狋狉犪犻狀狊犻狀犡犻犪犿犲狀

狑犻狋犺犽狀狅狑狀狊狋狉犪犻狀狊犫犪狊犲犱狅狀犞犘１犵犲狀犲
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图３　分离株犡犕０１２重组分析

犉犻犵．３　犚犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犪狀犪犾狔狊犻狊犫犲狋狑犲犲狀犡犕０１２狊狋狉犪犻狀犪狀犱狅狋犺犲狉狊狋狉犪犻狀狊

３　基因重组分析

将１１株ＣＶＡ４的分段序列分别通过Ｂｌａｓｔｎ进行

搜索，将相似度高的其他型别序列下载后与本研究毒

株序列进行重组分析。结果发现，虽然 ＸＭ０１２号毒

株序 列 在 ２Ｂ 与 和 ３Ｃ 段 分 别 与 ＣＡＶ２ 型 毒 株

ＫＸ５９５２８及 ＭＴ９９２６２２序列相似较高（９７．６％），但是

无明显重组特征，其余毒株各段均与ＣＡＶ４毒株序列

相似，亦 无 明 显 重 组 现 象，但 与 之 前 的 重 组 株

ＭＮ９６４０８２相似度高达９８．６％。

讨　论

大部分地区的肠道病毒常见血清型为 ＥＶ７１、

ＣＶＡ１６、ＣＶＡ６和ＣＶＡ１０，且在以往的病例分析中，

ＥＶ７１、ＣＶＡ１６引起的重症患者较多，所以在我国大部

分地区手足口病监测项目主要是这两种肠道病毒及其

他肠道病毒（非ＥＶ７１、ＣＶＡ１６肠道病毒），有的地区

也把 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＡ１０ 纳入日常的监测工作中。

ＣＶＡ４属于其他肠道病毒，并未作为单独检测项目列

出。但近年来很多地区其他肠道病毒在监测阳性的病

例中所占比例呈现上升的趋势，且在一些地区ＣＶＡ４

在其他肠道病毒中所占比例较高。广东省其他肠道病

毒病原谱分析中，ＣＶＡ４在其他肠道病毒阳性的标本

中占比２０．３３％，仅次于 ＣＶＡ１０
［９］；安徽省２０１６～

２０２０年以其他肠道病毒引起的手足口病为主，其他肠

道病毒阳性标本中ＣＶＡ４阳性样本数位列第三
［１０］，福

建省２０１１～２０１５年ＣＶＡ４也占其他肠道病毒构成比

的第三位［１１］。ＣＶＡ４不仅是在日常监测样本中常有

检出，在重症患者中，该血清型在所有肠道病毒型别构

成中占比也较高［１２１３］，因此建议在以后的监测工作中

把ＣＶＡ６、ＣＶＡ１０、ＣＶＡ４等其他肠道病毒分型工作纳

入其中，及时了解厦门地区肠道病毒病原学特征和流

行情况。

ＶＰ１区包含中和抗原决定簇，因此可作为肠道病

毒属内不同血清型和基因型分类的主要依据。目前通

过局部或完整的 ＶＰ１序列进行血清型分型已经成为

肠道病毒分子流行病学研究的主要手段。本次研究通

过高通量宏基因组测序方法，不仅可以获得完整的

ＶＰ１序列，还可以通过参考序列组装获得全基因组信

息，同时也避免了引物设计不当而造成部分样本扩增、

测序失败的问题。本实验室１１株ＣＶＡ４全基因组序

列与从ＧｅｎｅＢａｎｋ公共数据库中下载的其他地区的序

列相比，发现其与中国大陆的大部分毒株序列在同一

个遗传分枝，说明这１１株毒株与我国流行的ＣＶＡ４

型毒株一致。因考虑到公共数据库中可用的全基因组

序列数量有限，在实际工作中通过ＶＰ１测序进行分析

的情况更为普遍，故在 ＶＰ１区构建进化树分析时，将

ＧｅｎｅＢａｎｋ库中其他来源的ＶＰ１完整序列一同纳入分

析。结果表明，本实验室毒株属于Ｃ基因型中的Ｃ２

亚型，该亚型中的序列都来自中国大陆分离株，这与全

基因序列分析一致，也与Ｊｉ等
［８，１４］报道的结果一致。

肠道病毒作为ＲＮＡ病毒，它的进化主要依靠基

因突变和重组。由于依赖ＲＮＡ的聚合酶缺乏校对机

制，病毒复制过程中容易发生突变从而产生新的亚种，

而基因重组不仅可以获得比突变更大的基因比例呈现

不同的遗传多样性，而且还具有修复机制及适应环境

选择压力的作用［１５］。从１９６２首次对脊髓灰质炎病毒

和流感病毒重组事件报道以来，关于肠道病毒重组现

象的研究也日益增多［１６］。基因重组让不同基因组的

优势特性组合成一个新的基因组，出现耐药，甚至免疫

逃避，造成疾病的暴发或持续流行。２００８年安徽阜阳

手足口病的暴发事件就是ＥＶ７１的３Ｄ区与ＣＶＡ１６

基因组发生重组引起的［１７］；山东省曾报道过一起由

ＣＶＡ４与ＣＶＡ１６的重组体导致的幼儿园手足口病暴

发事件［６］；２０１８年江苏盐城儿童咽峡炎的流行也是

ＣＶＡ４与ＣＶＡ２发生重组引发的
［１８］。本次研究毒株

ＸＭ０１２虽然在各个区段与ＥＶＡ组的其他血清型没

有明显的重组现象，但是其与原型株相似度不到

８７％，并且从从２Ａ区开始与ＣＶＡ２型毒株ＫＸ５９５２８

及 ＭＴ９９２６２２序列相似度逐渐升高，最高达９７．６％，

推测该型病毒在很大程度上来源于重组株，其在不断

流行变异过程中与其他血清型毒株有过重组，只是无

法精准溯源到最初的重组供体。除ＸＭ０１２外的其他

毒株与ＣＶＡ４毒株ＭＮ９６４０８２相似度可高达９８．６％，

而 ＭＮ９６４０８２本身就是ＣＶＡ２和ＣＶＡ６的重组株。

鉴于病毒分离培养的成功率及测序成本的问题，

·９６６·
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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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ｂｙｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓＡ４ｉｎａｎｕｒｓｅｒｙｓｃｈｏｏｌｉｎＢｅｉｊｉｎｇ，Ｃｈｉｎａ［Ｊ］．

ＶｉｒｏｌＪ，２０１５，１８（１２）：９２．

［６］　ＬｉＪ，ＮｉＮ，ＣｕｉＹ，ｅｔａｌ．ＡｎｏｕｔｂｒｅａｋｏｆａｎｏｖｅｌｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＣｏｘ

ｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓＡ４ｉｎａｋｉｎｄｅｒｇａｒｔｅｎ，Ｓｈａｎｄｏｎｇｐｒｏｖｉｎｃｅ，Ｃｈｉｎａ，２０２１

［Ｊ］．ＥｍｅｒｇＭｉｃｒｏｂｅｓＩｎｆｅｃｔ，２０２２，１１（１）：２２０７２２１０．

［７］　董泽丰，徐智，慧王笛，等．苏州市一起聚集性人感染柯萨奇病毒

Ａ组４型基因特征［Ｊ］．中华疾病控制杂志，２０２３，２７（３）：３６３

３６７．

［８］　ＪｉＴ，ＧｕｏＹ，ＬｖＬ，ｅｔａｌ．ＥｍｅｒｇｉｎｇｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＣ２ｓｕｂ

ｇｅｎｏｔｙｐｅｏｆＨＦＭＤａｓｓｏｃｉａｔｅｄＣＶＡ４ｉｓｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔｌｙａｎｄｅｘｔｅｎ

ｓｉｖｅｌｙｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｉｎＣｈｉｎａ［Ｊ］．ＳｃｉＲｅｐ，２０１９，９（１）：１３６６８．

［９］　曾汉日，郑焕英，刘冷，等．广东省２０１８年手足口病病原谱及柯萨

奇病毒Ａ１０型基因特征分析［Ｊ］．病毒学报，２０２０，３６（０６）：１０２８

１０３６．

［１０］　傅荔艳．安徽省手足口病相关其他肠道病毒病原学及分子流行

病学研究［Ｄ］．安徽：安徽医科大学．２０２３．

［１１］　ＷｅｎｇＹ，ＣｈｅｎＷ，ＨｅＷ，ｅｔａｌ．Ｓｅｒｏｔｙｐｉｎｇａｎｄｇｅｎｅｔｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒ

ｉｚａｔｉｏｎｏｆＨａｎｄ，ｆｏｏｔ，ａｎｄｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅ（ＨＦＭＤ）ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｅｎ

ｔｅｒｏｖｉｒｕｓｅｓｏｆＮｏＥＶ７１ａｎｄｎｏｎＣＶＡ１６ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇｉｎＦｕｊｉａｎ，

Ｃｈｉｎａ，２０１１２０１５［Ｊ］．ＭｅｄＳｃｉＭｏｎｉｔ，２０１７，２３：２５０８２５１８．

［１２］　聂陶然．手足口病重症及死亡病例流行特征及病原谱的研究

［Ｄ］．北京：中国疾病预防控制中心．２０２０．

［１３］　张超，曾竣，王晶，等．２０１４２０１９年广西手足口病重症病例流行

特征［Ｊ］．医学动物防制，２０２２，３８（６）：５９４５９７．

［１４］　杨溪，姜黎黎，周晓芳，等．２０１８２０２１年云南省手足口病病例柯

萨奇病毒Ａ４型流行株基因特征［Ｊ］．中国疫苗和免疫，２０２２，２８

（６）：６９０６９４．

［１５］　ＭｕｓｌｉｎＣ，ＭａｃＫａｉｎＡ，ＢｅｓｓａｕｄＭ，ｅｔａｌ．Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｉｎｅｎ

ｔｅｒｏｖｉｒｕｓｅｓ，ａｍｕｌｔｉｓｔｅｐｍｏｄｕｌａｒｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｐｒｏｃｅｓｓ［Ｊ］．Ｖｉｒｕ

ｓｅｓ，２０１９，１１（９）：８５９．

［１６］　ＮｉｋｏｌａｉｄｉｓＭ，ＭｉｍｏｕｌｉＫ，ＫｙｒｉａｋｏｐｏｕｌｏｕＺ，ｅｔａｌ．Ｌａｒｇｅｓｃａｌｅ

ｇｅｎｏｍｉｃａｎａｌｙｓｉｓｒｅｖｅａｌｓｒｅｃｕｒｒｅｎｔｐａｔｔｅｒｎｓｏｆｉｎｔｅｒｔｙｐｉｃｒｅｃｏｍ

ｂｉｎａｔｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓｅｓ［Ｊ］．Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，２０１９，５２６：７２８０．

［１７］　ＺｈａｎｇＹ，ＺｈｕＺ，ＹａｎｇＷ，ｅｔａｌ．Ａｎｅｍｅｒｇｉｎｇｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕ

ｍａｎｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ７１ｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅｆｏｒｔｈｅ２００８ｏｕｔｂｒｅａｋｏｆｈａｎｄ

ｆｏｏｔａｎｄｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅｉｎＦｕｙａｎｇＣｉｔｙｏｆＣｈｉｎａ［Ｊ］．ＶｉｒｏｌＪ，

２０１０，７：９４．

［１８］　ＧｕｏＷＰ，ＣｈｅｎＧＱ，ＸｉｅＧＣ，ｅｔａｌ．Ｍｏｓａｉｃｇｅｎｏｍｅｏｆｈｕｍａｎｃｏｘ

ｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ａ４ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｅｒｐａｎｇｉｎａ ａｎｄ ＨＦＭＤ ｉｎ

Ｙａｎｃｈｅｎｇ，Ｃｈｉｎａ，２０１６ａｎｄ２０１８［Ｊ］．ＩｎｔＪＩｎｆｅｃｔＤｉｓ，２０２０，９６：

５３８５４０．
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［１６］　ＬｉｕＮ，ＪｉａＬ，ＹｉｎＪ，ｅｔａｌ．Ａｎｏｕｔｂｒｅａｋｏｆａｓｅｐｔｉｃｍｅｎｉｎｇｉｔｉｓ

ｃａｕｓｅｄｂｙａｄｉｓｔｉｎｃｔｌｉｎｅａｇｅｏｆｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓＢ５ｉｎＣｈｉｎａ［Ｊ］．Ｉｎｔ

ＪＩｎｆｅｃｔＤｉｓ，２０１４，２３：１０１１０４．

［１７］　王海岩，李岩，徐爱强，等．柯萨奇Ｂ５病毒引起山东省一起无菌性

脑膜炎暴发的鉴定及其亲缘进化分析［Ｊ］．中华流行病学杂志，

２０１０，３１（１）：６４６８．

［１８］　马红霞，潘静静，康锴，等．２０１１年河南省脑炎患者柯萨奇病毒

Ｂ５型分离株基因组序列分析［Ｊ］．中华流行病学杂志，２０１３，３４

（１２）：１２１３１２１５．

［１９］　雷延龄，蒋秀芳，褚丽敏，等．２０１６２０１８河北地区儿童病毒性脑炎

流行特征调查［Ｊ］．中国病原生物学杂志，２０１９，１４（１２）：１４３３

１４３７．

［２０］　ＴａｎＭ，ＳｕｏＪ，ＺｈａｎｇＺ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｃｏｘ

ｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓＢ５ｆｒｏｍｔｈｅｓｐｕｔｕｍｏｆｐｎｅｕｍｏｎｉａｃｈｉｌｄｒｅｎｐａｔｉｅｎｔｓ

ｏｆＫｕｎｍｉｎｇ，ＳｏｕｔｈｗｅｓｔＣｈｉｎａ［Ｊ］．ＶｉｒｏｌＪ，２０２３，２０（１）：７４．

［２１］　姚雪，谢彬，韦庆娟，等．柯萨奇 Ａ２、Ａ４、Ａ６、Ａ１０和 Ａ１２型病毒

的密码子使用偏好性分析［Ｊ］．病毒学报，２０２３，３９（１）：７５８６．

［２２］　许丹菡，郭伟，张名，等．一株柯萨奇病毒Ｂ组５型分离株Ｖ１６４１／

ＹＮ／ＣＨＮ／２０１６的全基因序列分析［Ｊ］．病毒学报，２０２２，３８（３）：

５７３５８０．

［２３］　ＯｂｅｒｓｔｅＭＳ，ＭａｈｅｒＫ，ＫｉｌｐａｔｒｉｃｋＤＲ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｅｖｏｌｕｔｉｏｎ

ｏｆｔｈｅｈｕｍａｎｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓｅｓ：ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆｓｅｒｏｔｙｐｅｗｉｔｈＶＰ１ｓｅ

ｑｕｅｎｃｅａｎｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｔｏｐｉｃｏｒｎａｖｉｒｕｓｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＶｉｒｏｌ，

１９９９，７３（３）：１９４１１９４８．
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