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柯萨奇病毒 Ａ１６型 ＶＰ１区基因变异和进化分析
任倩　王世富　张忠　于爱莲　张乐海

　　【摘要】　目的　分析２０１０～２０１１年本院分离的２株柯萨奇病毒Ａ１６（Ｃｏｘ１６）ＶＰ１区核苷酸（氨
基酸）变异和进化特征，探讨ＣｏｘＡ１６基因变异与临床特征的相关性。方法　选取 ＣｏｘＡ１６所导致的
手足口病患儿的咽拭子标本，采用ＲＴＰＣＲ法扩增其ＶＰ１区３’端核苷酸序列（约４００ｂｐ），所得序列
与近几年中国内地和１９５１～２０１０年世界范围流行的 ＣｏｘＡ１６分离株进行核苷酸序列比对，并分析
ＶＰ１区氨基酸的变异。结果　本研究中２例患儿均有典型的手足口病表现：发热，双手、足红色皮疹
和口腔黏膜散在的疱疹，其中分离出ＪＮ２０１１Ｂ１１的患儿有轻微肝功能损害。此２株 ＣｏｘＡ１６均属于
Ｂ１ｂ基因型，与２００８年中国株（ＱＨ０５４９Ｔ）的同源性最高，核苷酸和氨基酸的同源性分别为９６．０％和
９９．１％。近１１年中国内地ＣｏｘＡ１６ＶＰ１区Ｃ端氨基酸序列变异很小，仅在２２５、２３５和２６６三个位点
出现。资料显示世界范围内２００１年后的流行株以 Ｂ１ａ和 Ｂ１ｂ为主。结论　近１１年来，中国内地
ＣｏｘＡ１６毒株ＶＰ１区基因的变异程度较低，核苷酸变异率为４％～１２．７％。本研究所分离的２株Ｃｏｘ
Ａ１６毒株核苷酸和氨基酸同源性均较高，达９７．７％和９６．８％。该病毒基因变异与临床特征的相关性
尚有待于进一步验证。
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引起婴幼儿感染的重要病毒，以引发手足口病和中

枢神经系统感染较为常见。柯萨奇病毒 Ａ１６型
（ＣｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓＡ１６，ＣｏｘＡ１６）是引起手足口病最常
见的病原体［１２］，属于 ＨＥＶＡ。与 ＥＶ７１相比，
ＣｏｘＡ１６引起的手足口病症状较轻，因此，以往分子分
型和进化分析多以 ＥＶ７１为主，而对 ＣｏｘＡ１６的研究
较少。ＨＥＶ基因组是无包膜的单股正链ＲＮＡ，结构
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蛋白包含较多主要的抗原中和位点，因此，ＶＰ１区或
３’ＶＰ１区一直是ＨＥＶ基因分型和进化分析最常用
的区域［３４］。为分析ＣｏｘＡ１６的分子特征和变异进化
特点及其与临床特征的相关性，本研究对２例分离
自本院住院患儿 ＣｏｘＡ１６ＶＰ１区３’端的基因序列
进行测定，并与近年来中国内地流行株以及１９５１～
２０１０年世界范围内流行的 ＣｏｘＡ１６代表株进行变异
分析，并构建系统进化树。

资料与方法

一、肠道病毒的分子鉴定

采用中山大学基因股份有限公司生产的“肠道

病毒通用型、ＥＶ７１、ＣｏｘＡ１６”荧光探针 ＰＣＲ试剂盒
进行病原鉴定。选取２例 ＣｏｘＡ１６阳性的咽拭子标
本（ＪＮ２０１０Ｃ０７和 ＪＮ２０１１Ｂ１１分别为２０１０年６月
和２０１１年９月所收集），应用 ＲＴＰＣＲ法对 ＶＰ１区
３’端的基因序列进行测定和分析。

二、ＲＮＡ提取及ＲＴＰＣＲ扩增
用ＱＩＡａｍｐＶｉｒａｌＲＮＡＫｉｔ提取２例咽拭子中的

病毒ＲＮＡ。利用简并引物０４００１１对 ＶＰ１区３’端
的４０７ｂｐ（２９０５～３３１１）基因片段进行 ＲＴＰＣＲ扩
增［５］。引物序列为：０４０：５’ＡＴＧＴＡＹＲＴＩＣＣＩＭＣＩＧＧ
ＩＧＣ３’（２９０５～２９２４）（ＣｏｘＡ１６编号），０１１：５’
ＧＣＩＣＣＩＧＡＹＴＧＩＴＧＩＣＣＲＡＡ３’（３３１１～３２９２）（ＣＶＢ１
编号）。

ＲＴＰＣＲ试剂盒为 ＴａＫａＲａＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＯｎｅＳｔｅｐ
ＲＴＰＣＲＫｉｔ。反应体系为：ＲＴＰＣＲ反应混合酶
２μｌ，缓冲液２５μｌ，上下游引物（２０μｍｏｌ／Ｌ）各１μｌ，
ＲＮＡ模板１０μｌ，ＲＮａｓｅＦｒｅｅｄＨ２Ｏ１１μｌ，共５０μｌ。
扩增条件为：５０℃ ３０ｍｉｎ；９４℃ ２ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，
５４℃３０ｓ，７２℃５０ｓ，共４１个循环，７２℃延伸１０ｍｉｎ。
扩增产物经２％琼脂糖凝胶电泳后，切取目的条带，
利用普通琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回收试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ）进
行回收。

三、序列测定和分析

回收后的ＤＮＡ由上海博尚生物科技有限公司
进行序列测定。采用 ＤＮＡｍａｎ５．２．２和 ＢｉｏＥｄｉｔ
７．０．９．０分析软件进行序列比对，并构建进化树。

系统进化分析所采用序列均来自美国国立卫生研究

院（ＮＩＨ）生物技术信息中心（ＮＣＢＩ）网站（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｈｉｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）上的 ＧｅｎＢａｎｋ核酸序列数
据库。

结　　果

一、病例的临床诊疗及预后

两例患儿均诊断为手足口病，有典型的临床特

征，表现为发热、双手、足散在的红色丘疹及口腔黏

膜散在疱疹，最高体温达３８．５℃。入院时两例患儿
血常规检测显示白细胞计数均高于１１×１０９／Ｌ，其
中１例患儿ＡＳＴ为５６Ｕ／Ｌ、ＡＬＴ为４３Ｕ／Ｌ，提示肝
功能轻度损害。两例患儿辅助性Ｔ淋巴细胞均偏低
（２６．６９％～３６．６９％）。其咽拭子标本经实时荧光定
量ＰＣＲ检测，ＣｏｘＡ１６为阳性。

临床给予此两例患儿以手足口病Ⅱ级护理，对
症治疗以利巴韦林抗病毒、热毒宁清热解毒为主，并

给予多种维生素营养支持治疗，促进疾病恢复。对

其中１例有肝功能损害的患儿给予谷胱甘肽保肝治
疗。治疗约１周后两例患儿均病情平稳，皮肤皮疹
消退，肝功能复常，均达临床治愈标准，准予出院。

二、ＲＴＰＣＲ检测结果
选择对ＨＥＶＡＶＰ１区３’端序列具有较高特异

性的兼并引物 ０４００１１，应用 ＲＴＰＣＲ法对 ２例
ＣｏｘＡ１６阳性标本进行基因序列测定和分析。扩增产
物琼脂糖凝胶电泳结果见图１。

三、ＣｏｘＡ１６ＶＰ１区３’端同源性分析
将测序所得２株 ＣｏｘＡ１６ＶＰ１序列与 ＣｏｘＡ１６５

个基因型（亚型）的６１个ＶＰ１区序列进行比对。发现
此２个分离株之间核苷酸和氨基酸同源性较高，分别
为９７．７％和９６．８％，且与Ｂ１ｂ亚型的同源性较高，核
苷酸和氨基酸的同源性分别为 ９０．５％～９５．５％和
９６．８％～１００％，其 中 与 ＱＨ０５４９Ｔ （ＧｅｎＢａｎｋ号：
ＧＱ４２９２７４）同源性最高，达９６．０％和９９．１％（见图２～
３），与Ａ型同源性最低（７８．０％和９１．９％），与 Ｂ２型
代表株同源性分别为８７．３％ ～８８．４％和９９．１％ ～
１００％，见表１。

表１　本研究分离病毒与ＣｏｘＡ１６各基因型代表株ＶＰ１区核苷酸及氨基酸同源性 （％）

毒株 　　Ａ 　　Ｂ１ａ 　　Ｂ１ｂ 　　Ｂ１ｃ 　　Ｂ２

ＪＮ２０１０Ｃ０７ ７７．９（９５．２） ９０．３～９２．３（９５．９～１００） ９０．５～９５．５（９６．８～１００） ８８．５～９０．７（９８．３～９９．１）８６．３～８７．８（９９．１～１００）

ＪＮ２０１１Ｂ１１ ７８．０（９１．９） ９０．５～９２．７（９６．８～１００） ９０．７～９５．２（９６．８～１００） ８８．３～９０．５（９８．３～９９．０）８６．５～８８．０（９９．１～１００）

　　注：表格中数值表示方法：核苷酸同源性（氨基酸同源性）
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　　四、ＣｏｘＡ１６ＶＰ１区Ｃ端氨基酸变异分析
本研究中２个病毒株与２０００～２０１０年中国内

地ＣｏｘＡ１６分离株相比，１０年内中国内地 ＣｏｘＡ１６
ＶＰ１区Ｃ端氨基酸序列的变异较小，仅在２２５、２３５
和 ２６６三 个 位 点 出 现。２００３年 北 京 分 离 株
（ＡＹ８２１７９８）变异体现为２２５位 Ｙ→Ｃ，２００４年深圳
（ＡＹ８９５０９３）和 ２００８年山东分离株（ＧＱ２５３３８４）变
异体现为２３５位 Ｖ→Ｉ，２００３年北京（ＡＹ８２１７９８）和
２００８年青海分离株（ＧＱ４２９２７４）变异体现为２６６位
Ｍ→Ｌ。ＣｏｘＡ１６中国分离株ＶＰ１区Ｃ端氨基酸序列
的变异分析结果如图４所示。ＪＮ２０１０和 ＪＮ２０１１与
大部分毒株相比，无氨基酸变异位点出现。

与１９５１～２０１０年非中国区域 ＣｏｘＡ１６Ｂ１亚型
ＶＰ１区Ｃ端氨基酸序列比较发现，２３４、２３９和２８８三
个位点变异较高（图５）。在２３４位点，Ｂ１ａ、Ｂ１ｂ和

Ｂ１ｃ三个亚型均存在氨基酸变异（Ｖ→Ｉ），在２３９位
Ｂ１ａ亚型出现 Ｉ→Ｔ，Ｂ１ｃ亚型出现 Ａ→Ｔ，在２８８位
Ｂ１ａ和Ｂ２亚型则出现Ａ→Ｔ。

五、ＣｏｘＡ１６病毒基因系统进化分析
将本研究中２个病毒株与６１个 ＣｏｘＡ１６病毒株

进行系统进化分析，并以 ＥＶ７１原型株 ＢｒＣｒ作为组
外对照构建系统进化树（图 ６）。由进化树可见，
ＣｏｘＡ１６Ａ型中仅有Ｇ１０一个病毒株，为最早被分离
到的毒株。Ｂ２型多分离自１９８１～２０００年的日本和
马来西亚，２０００年以后，Ｂ１型取代 Ｂ２型成为
ＣｏｘＡ１６主要的流行型别，Ｂ１ａ和 Ｂ１ｂ亚型主要流行
于东南亚，而在其他区域较少见。本研究中２个毒
株均属于 Ｂ１ｂ型。Ｂ１ｃ亚型仅见于２００５年分离自
马来西亚和２０１０年分离自法国的３个毒株。

注：Ｍ：ＤＮＡ分子量对照（ＤＬ２０００ｂｐ），１、３泳道
为ＣＶＡ１６ＲＴＰＣＲ扩增产物；２泳道为扩增出的
ＰＣＲ产物
图１　本研究分离ＣＶＡ１６扩增产物电泳图ｉ

图２　本研究分离株与ＣＶＡ１６Ｂ１ｂ型ＶＰ１区核苷酸同源性分析
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图３　２０００～２０１０年ＣＶＡ１６我国分离株ＶＰ１区氨基酸变异分析

图４　２０００～２０１０年 ＣＶＡ１６我国分离株 ＶＰ１区
氨基酸变异分析

图５　１９５１～２０１０年ＣＶＡ１６世界流行株氨基酸变异分析
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图６　ＣＶＡ１６系统进化树

讨　　论

１９５１年，于南非手足口病患者标本中分离出第
１株 ＣｏｘＡ１６，即 ＣｏｘＡ１６的原型株 ＣｏｘＡ１６Ｇ１０［６］。
随后，手足口病在东南亚地区广泛流行［７９］。近年

来，该病在中国的发病率也呈现明显的增长趋

势［１，１０］，其病原体以 ＣｏｘＡ１６和 ＥＶ７１最为常见，还
包括 ＣＶＡ４、５、６、１０型等其他肠道病毒，其中，由
ＣｏｘＡ１６引起的手足口病占４０％［１１］。之前很多研究

认为，与ＥＶ７１相比，由 ＣｏｘＡ１６引起的手足口病，症
状相对较轻，多为良性自限性疾病，但近年来却发现

了由 ＣｏｘＡ１６引起的手足口病合并心肌炎或成人肺
炎的死亡病例［１２１３］，本研究中两例患儿均属轻型手

足口病［１４］，尽管其中 １例患儿出现轻度肝功能损
伤，但经积极治疗后也于 ７ｄ内痊愈，与 ＥＶ７１或
ＣｏｘＡ１６感染的轻型病例并无临床差别［１５］，其基因

型也未发现特征性变化。尽管如此，因肠道病毒极

易发生变异和重组［１６］，仍需要密切关注 ＣｏｘＡ１６基
因特征和变异进化特点，尽早发现基因变异株，并追

踪其与临床特征的相关性。

肠道病毒基因组编码 ＶＰ１、ＶＰ２、ＶＰ３和 ＶＰ４这
４种衣壳蛋白，最初以 ＶＰ４和 ＶＰ１作为研究区域对
ＣｏｘＡ１６基因特征进行分析，将 ＣｏｘＡ１６分为 Ａ、Ｂ、Ｃ
三个基因型［１，１７］。随着核酸序列研究的不断进展，

ＶＰ１区逐渐成为ＣｏｘＡ１６序列分析的主要区域，并将
ＣｏｘＡ１６分为 Ａ、Ｂ、Ｃ三个基因型，Ａ型仅含有 Ｇ１０
一个毒株。按照肠道病毒分子分型方法，不同基因

型间核苷酸差异至少为１５．０％［１８］，而 Ｂ和 Ｃ型之
间核苷酸差异＜１３．８％，因此，把二者归于同一个基
因型———Ｂ型，并将Ｂ和Ｃ型分别命名为Ｂ２亚型和
Ｂ１亚型，其中Ｂ１又分为 Ｂ１ａ、Ｂ１ｂ和 Ｂ１ｃ［１９］。本实
验采用兼并引物 ０４００１１，利用 ＲＴＰＣＲ对 ＣｏｘＡ１６
ＶＰ１区３’端进行扩增，得到特异性扩增条带，进一
步提示该引物对ＨＥＶＡ良好的基因扩增特异性［２０］。

同源性分析表明，本研究中两个毒株与 Ｂ１ｂ亚型同
源性最高，核苷酸和氨基酸的同源性分别为

９０．５％～９６．０％和９８．３％ ～１００％；与 Ｂ２型同源性
分别为８７．３％ ～８８．４％和９９．１％ ～１００％，与 Ａ型
同源性最低（７８．０％和９１．９％）。

自Ａ型原始株 Ｇ１０首次被分离后３０年才再次
出现有关 ＣｏｘＡ１６基因组序列研究的报道［６，２１］。

ＣｏｘＡ１６基因序列大多来自东南亚，均属于Ｂ２亚型，
其核苷酸和氨基酸的差异分别为０．１％～１０．８％和
０～０．７％。２００１年之后发现的病毒株以 Ｂ１亚型为
主。近１０年来，世界范围内流行的 ＣｏｘＡ１６以 Ｂ１ａ
和Ｂ１ｂ型交互出现，未发现有时间和地点的分布规
律。Ｂ１ｃ型较少出现，搜集到的核酸序列信息中仅
发现了１例来自马来西亚和２例来自法国的毒株。
西方国家关于 ＣｏｘＡ１６的研究较少，从 ＧｅｎＢａｎｋ中
检索和相关文献中查阅到的基因序列，经分析均为

Ｂ１亚型。
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