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【摘要】 目的 了解福建地区手足口病(hand,foot
 

and
 

mouth
 

disease,HFMD)相关柯萨奇病毒 A9型(coxsackievirus
 

A9,CV-A9)的基因特征及重组情况。 方法 对2011-2020年福建省各地市上送的 HFMD阳性标本进行CV-A9筛

查、VP1区全长序列测定和基因型别鉴定及分析。对CV-A9阳性标本利用人横纹肌肉瘤细胞(rhabdomyosarcoma,RD)

及人喉癌上皮细胞(Human
 

laryngeal
 

carcinoma
 

epithelial
 

cells,HEp-2)进行病毒分离,对分离毒株进行全基因组测序及

重组分析。 结果 2011-2020年福建省各地市上送的 HFMD阳性标本中共鉴定出 HFMD相关CV-A9阳性7份,获
得6条VP1区全长序列。基于VP1序列将CV-A9划分为A~O

 

15个基因型,其中G基因型又可分为G1及G2两个基

因亚型。福建省CV-A9均属于G2基因亚型,在系统进化树上呈散在分布。分离并测序获得3条CV-A9全基因组序

列,分析显示毒株2014FJFZ463与福建地区流行的ECHO30毒株存在重组。 结论 G2基因亚型是我国现阶段流行

的优势型别。2011-2020年福建省 HFMD相关CV-A9流行呈散发状态,未发现本土传播链的形成,但存在基因重组株。
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【Abstract】 Objective To
 

investigate
 

the
 

genetic
 

characteristics
 

and
 

recombination
 

of
 

hand,foot,and
 

mouth
 

disease
 

(HFMD)
 

related
 

coxsackievirus
 

A9(CV-A9)in
 

Fujian
 

province. Methods Screening
 

CV-A9from
 

positive
 

HFMD
 

samples
 

which
 

collected
 

from
 

all
 

cities
 

in
 

Fujian
 

province
 

from
 

2011
 

to
 

2020,then
 

sequencing
 

VP1
 

full-length
 

region
 

to
 

identify
 

genotypes
 

and
 

analyzing.
 

Human
 

rhabdomyosarcoma
 

(RD)
 

and
 

Human
 

laryngeal
 

carcinoma
 

epithelial
 

cells
 

(HEp-2)
 

were
 

used
 

for
 

virus
 

isolation
 

in
 

CV-A9
 

positive
 

samples,the
 

whole
 

genome
 

of
 

isolated
 

strains
 

was
 

sequenced
 

to
 

analyze
 

viral
 

gene
 

recombination. Results A
 

total
 

of
 

7
 

HFMD-associated
 

CV-A9
 

positive
 

samples
 

were
 

identified
 

in
 

Fujian
 

province
 

from
 

2011
 

to
 

2020,and
 

obtained
 

6
 

genetic
 

sequences
 

of
 

CV-A9
 

VP1.
 

Base
 

on
 

the
 

VP1
 

sequence,CV-A9
 

was
 

classified
 

into
 

A-O
 

genotypes,the
 

average
 

nucleotide
 

difference
 

among
 

15
 

genotypes
 

was
 

15.2%-26.1%.
 

G
 

genotype
 

was
 

further
 

classified
 

G1
 

and
 

G2
 

subgenotype,the
 

average
 

nucleotide
 

difference
 

between
 

two
 

sbugenotypes
 

was
 

13.7%.
 

All
 

CV-A9
 

in
 

Fujian
 

province
 

belongs
 

to
 

G2
 

subgenotype
 

which
 

wasdistributed
 

scattered
 

in
 

the
 

phylogenetic
 

tree.
 

Three
 

complete
 

genome
 

sequences
 

of
 

CV-A9
 

were
 

isolated
 

and
 

sequenced
 

.Compared
 

with
 

the
 

CV-A9
 

prototype
 

Griggs,

the
 

homology
 

in
 

P1
 

region
 

of
 

three
 

sequences
 

was
 

higher
 

(81.0%-81.5%)
 

than
 

that
 

in
 

P2
 

and
 

P3
 

region,and
 

was
 

closest
 

to
 

the
 

homology
 

of
 

complete
 

sequence
 

(80.1% -81.2%).The
 

Simplot
 

analysis
 

results
 

showed
 

there
 

was
 

recombination
 

between
 

CV-A9
 

strain
 

2014FJFZ463
 

and
 

ECHO30,strains
 

prevalent
 

in
 

Fujian
 

region. Conclusion G2
 

subgeotype
 

is
 

the
 

dominant
 

type
 

prevalent
 

in
 

China.
 

The
 

HFMD-associated
 

CV-A9
 

epidemic
 

in
 

Fujian
 

province
 

from
 

2011
 

to
 

2020
 

was
 

sporadic.
 

Local
 

transmission
 

chain
 

was
 

not
 

found,but
 

there
 

were
 

gene
 

recombination
 

strain
 

existed.
【Key

 

words】 Coxsackievirus
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analysis;recombination***
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  手足口病(hand,foot
 

and
 

mouth
 

disease,HFMD)
的病原种类多样,多为肠道病毒(enterovirus,EV)。

EV属于小RNA病毒科肠道病毒属成员,国际病毒分

类委员会将其分为12组,其中EV-A、EV-B、EV-C、

EV-D 四 组 均 可 感 染 人[1]。柯 萨 奇 病 毒 A9 型

(coxsackievirus
 

A16,CV-A9)是EV-B组中最常见的

血清型之一[2],近年来因CV-A9感染所致的手足口病

有增多趋势。由于引起 HFMD的EV优势血清型转

变为肠道病毒 A组71型(enterovirus
 

group
 

A
 

type
 

71,EV-A71)和 柯 萨 奇 病 毒 A16型(coxsackievirus
 

A16,CVA16)以外的其他 EV,以及福建省内出现

CV-A9相关HFMD重症病例,因而开展CV-A9分子

生物学特征研究,对完善福建省 HFMD的防治策略

具有重要的意义。

材料与方法

1 材料

1.1 资料来源 手足口病相关个案信息和人口数据

来源于中国疾病预防控制信息系统;手足口病病毒参

考序列信息来自于GenBank公共数据库;实验室资料

来自福建省CDC传染病防治所病毒室。

1.2 标本 2011-2020年按照福建省 HFMD监测方

案(2012版)上送的HFMD病例临床标本由福建省疾

病预防控制中心提供。

2 方法

2.1 病原检测及序列测定 取 HFMD病例临床标

本,采用全自动核酸提取试剂盒(西安天隆科技有限公

司生产)提取核酸,参照文献[3]的方法进行病毒的分

型鉴定及全长VP1区核苷酸序列测定。

2.2 病毒分离及高通量测序 对CV-A9阳性病例标

本利用人横纹肌肉瘤细胞(rhabdomyosarcoma,RD)
及人 喉 癌 上 皮 细 胞 (Human

 

laryngeal
 

carcinoma
 

epithelial
 

cells,HEp-2)进行病毒分离,按《手足口病实

验室手册》相关流程操作。采用全自动核酸提取试剂

盒提取病毒核酸,用 Maxima
 

H
 

Minus
 

Double-Strand
 

cDNA
 

Synthesis
 

Kit(美国Invitrogen公司)将其逆转

录为双链cDNA,磁珠法纯化后送诺禾致源公司(北
京)进行全长基因组序列测定,使用 CLC

 

Genomic
 

Workbench11进行序列拼接。

2.3 VP1区基因特征分析 选取 GenBank上全部

CV-A9
 

VP1区序列作为参考序列,利用BioEdit
 

7.2.
5软件将获取的病毒基因序列及参考序列进行多序列

比对;采用 MEGA7.0以邻接法(Neighbor-Joining,

NJ)构建系统进化树,Bootstrap值设为1000;运用

Lasergene软件中的 MegAlign进行同源性分析。

2.4 重组分析 将获得的CV-A9全基因组核苷酸序

列按P1、P2、P3分区在NCBI上进行BLAST搜索,选
择与之一致性最高且大于90%的非CV-A9序列与挑

取的部分CV-A9全长核苷酸序列共同组成参考序列,
利用 MEGA7.0对全基因组、P1、P2及P3区核苷酸

序列进行系统进化分析。对可能重组的福建分离株全

长序 列 利 用 Simplot3.5.1 软 件 进 行 相 似 性 及

BootScan分析。

结 果

1 CV-A9感染概况

2011-2020年福建省共检出7份CV-A9阳性病

例,占所检测的其他EV 阳性样本的比例为0.38%
(7/1821),其中包含一份重症病例标本。发病年龄均

在6岁以下,1岁龄及以下儿童占85.71%(6/7),且以

散居儿童为主(6/7),发病时间集中在5~7月份(6/

7);男女比例为5:2。

2 CV-A9
 

基因分型

CV-A9
 

VP1区全长基因为906
 

bp,共编码301个

氨基酸。从GenBank上共下载完整的CV-A9
 

VP1区

核苷酸序列98条(其中国内55条,涵盖13个省及直

辖市;国外43条,覆盖11个国家)。对以包含福建株

在内的104条CV-A9完整VP1序列进行系统进化分

析,结果显示可将CV-A9按时间先后顺序分为A~O
等15个分支,各分支间平均核苷酸差异性为15.2%
~26.1%。A分支为CV-A9的原型株 Griggs,包括

国内全部序列在内的大部分序列聚集在 G分支。G
分支又可进一步分为G1和G2两个进化分支,二者间

平均核苷酸差异为13.7%(图1)。

3 CV-A9分离株特征

共测序获得6条CV-A9
 

VP1区核苷酸全长序

列,核苷酸同源性为90.4%~97.9%,氨基酸同源性

为98.7%~100%。2014FJFZ463分离自重症HFMD
病例,与剩余5个轻症病例的病毒序列比对显示在

T177C、C348T、G747A、A888G发生了变异,氨基酸序

列无明显差异。福建株序列在进化树上呈散在分布

(图1),与年份相近的国内其他地区序列相互聚集,并
且均处于G2分支。测序得到3个毒株的序列,将其

与部分EV-B原型株进行同源性分析,结果显示3个

福建株与CV-A9原型株Griggs在P1的同源性最高

且均高于所选取的EV-B组原型株的同源性,与CV-
A9全基因组序列的同源性也最为接近,而在P2及P3
区与原型株Griggs的同源性略有降低(表1)。
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表
 

1 福建省3株CV-A9的序列同源性分析(%)
Table

 

1 Sequence
 

homology
 

analysis
 

of
 

three
 

Fujian
 

CV-A9
 

strains(%)

福建CV-A9
分离株
CV-A9
strains
in

 

Fujian

长度
(bp)
Length
(bp)

Griggs
同源性
Griggs
Homology

P1同源性
Homology

 

in
 

P1

Griggs
部分EV-B原型株
Partial

 

EV-B
prototype

 

strains

P2同源性
Homology

 

in
 

P2

Griggs
部分EV-B原型株
Partial

 

EV-B
prototype

 

strains

P3同源性
Homology

 

in
 

P3

Griggs
部分EV-B原型株
Partial

 

EV-B
prototype

 

strains

2011FJZZ056 7427 81.2 81.3 65.5~70.2 80.4 77.7~81.8 80.8 79.0~82.3
2011FJQZ126 7388 80.1 81.0 65.3~70.2 80.0 78.7~81.5 79.6 79.0~82.4
2014FJFZ463 7430 80.3 81.5 65.1~70.3 79.7 79.1~81.2 78.4 77.8~82.8

注:▲为本次研究中的福建省CV-A9序列。
图

 

1 基于VP1区核苷酸序列的CV-A9系统进化树

Notes:▲CV-A9
 

sequence
 

of
 

Fujian
 

Province
 

in
 

this
 

study。
Fig.1 Phylogenetic

 

tree
 

of
 

CV-A9
 

based
 

on
 

nucleotide
sequence

 

in
 

VP1
 

region

4 重组分析

将3个福建株全长序列与NCBI上获取的参考株

序列依据不同编码区进行系统进化分析,结果如图2。
基于全长及P1区核苷酸序列的进化树将3个福建株

序列与CV-A9参考序列划为同一分支;基于P2区核

苷酸序列的进化树中福建株同原型株Griggs外的其

他CV-A9序列划分在同一分支上;在基于P3区的进

化树中,2014FJFZ463处于CV-A9参考株外的其他分

支,与 Echo30福建2011年分离株遗传距离相近,

Bootstrap值为100,疑似为重组株。对2014FJFZ463
用软件Simplot进一步进行重组分析:挑选图2中的

参考序列作为6个对照组,其中E30
 

Group
 

1包含福

建三明及泉州地区的3个分离株(E30/FJSM002/

CHN/2011、 E30/FJQZ001/CHN/2011、 E30/

FJQZ005/CHN/2011),E30
 

Group
 

2包含福建南平及

宁 德 分 离 株 (E30/FJNP003/CHN/2011、E30/

FJND001/CHN/2011)。将所有 CV-A9参考株设为

CV-A9
 

Group。SimPlot相似性分析显示:在2B及

2C连接区,2014FJFZ463与CV-A9
 

Group的相似性

显著降低,与E30
 

Group
 

1的相似性明显增加,在P3
区二者相似性在90%以上。BootScan分析显示,在

2B及2C连接区之前,2014FJFZ463与CV-A9
 

Group
分为一簇,而在P3区2014FJFZ463与E30

 

Group
 

1
分为同一簇(图3)。

注:▲
 

为福建省3株CV-A9全基因组序列;■为CV-A9参考序列。
图

 

2 福建省3株CV-A9全基因(a)、P1区(b)、P2区(c)、
P3区(d)核苷酸序列系统进化分析

Note:▲
 

represents
 

the
 

complete
 

genome
 

sequence
 

of
 

3
 

CV-A9
 

strains
 

in
 

Fujian
 

Province;■
 

Represents
 

the
 

reference
 

sequence
 

of
 

CV-
A9

Fig.2 Phylogenetic
 

analysis
 

of
 

nucleotide
 

sequences
 

in
 

the
 

whole
gene

 

(a),P1
 

(b),P2
 

(c),P3
 

(d)
 

of
 

three
 

CV-A9
 

strains
from

 

Fujian
 

Province

讨 论

基因型划分作为EV研究的一项重要内容,能够

为病毒的流行传播及遗传进化提供可靠依据。作为

HFMD的一类病原体,CV-A9的分子分型研究倍受
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图
 

3 毒株2014FJFZ463Simplot
 

相似性(a)和BootScan扫描(b)分析

Fig.3 Simplot
 

similarity
 

(A)
 

and
 

BootScan
 

scanning
 

(B)
analysis

 

of
 

strain
 

2014FJFZ463

关注[4-7],但因分型所基于的核苷酸区域以及所选取的

毒株序列的覆盖范围的不同,使分型结果存有差异。
相关研究表明,VP1区含有最多的型特异性中和位

点,适用于EV的型别鉴定和进化分析[8]。本研究依

据CV-A9完整VP1区核苷酸序列进行分型,可更准

确地反映CV-A9的基因分型情况。参照EV不同基

因型完整 VP1区核苷酸差异至少大于15%、不同基

因亚型差异至少大于8%的标准[9],将CV-A9
 

毒株序

列划分为15个基因型,其中G基因型又可划分为G1
和G2两个基因亚型。遗传进化分析表明,所有选取

的中国地区CV-A9序列均属于G基因型,是中国地

区流行的优势型别,与文献[10-11]的研究结果一致。

2010年后未再发现新的G1亚型,国内CV-A9呈现由

G1及G2亚型共存过渡到以G2亚型单一型别流行的

态势。相较于其他EV,CV-A9型别众多,可能具有更

高的核苷酸变异率,并且G2亚型的分布范围广,时间

跨度大,可能导致病毒基因型发生一定 程 度 的 变

异[12],因此应警惕域外病毒重组及迁入的风险。
福建CV-A9分离株在进化树上散在分布,同相近

年份的国内其他毒株聚集在一起,提示CV-A9在福建

地区呈散发态势,以地区外输入为主且未形成本土传

播链。尽管 HFMD重症病例感染的CV-A9
 

VP1区

核苷酸序列在T177C、C348T、G747A、A888G出现特

异改变,但由于获得序列较少且氨基酸序列上未发现

有特征性蛋白改变,因而这些位点的改变与 HFMD
病情严重程度的相关性还有待进一步观察。福建省不

同区域CV-A9分离株的同源性及进化分析表明,基于

编码结构蛋白P1区的进化分析结果同全基因组的结

果具有一致性,相较于P2及P3区更适合用于进行病

毒基因型鉴定,这与肠道病毒重组多发生在非结构蛋

白区[13]有关。福建株2014FJFZ463在P3区不同于

其他CV-A9序列与ECHO30分离株处于同一进化分

支,Bootstrap值为100。ECHO30是本省过往暴发流

行的EV-B病原,2014FJFZ463很可能为ECHO30的

重组株。SimPlot重组分析结果证实2014FJFZ463在

P3区与ECHO30发生重组,尤其在3C及3D连接区

及部分3D区。尽管已有研究观察到CV-A9非编码

区的重组[14],但由于本次研究仅仅检测 HFMD相关

CV-A9,而CV-A9亦可引起脑炎、心肌炎、腹泻等症

状[15-16],且当地对相关CV-A9的监测较为薄弱,现有

的数据还不足够判定CV-A9在非编码区与其他EV-
B的重组是否活跃,因此需要加强对本地区CV-A9的

监测,以便获得更全面的信息。
本研究基于VP1区全长核苷酸序列对CV-A9分

子分型进行了系统梳理,将其分为15个基因型,明确

G2基因亚型是我国现阶段流行的优势型别。2011—

2020年,福建地区 HMFD相关CV-A9流行强度呈散

发态势,可见重组事件。
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