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【摘要】 目的  了解 2013 年北京地区手足口病的流行病学特点，为手足口病的防控工作提供一

定的科学依据。 方法    收集 2013 年北京地区手足口病患者的咽拭子和（或）便标本，应用实时荧

光逆转录 PCR（RT-PCR）法进行病原体的检测，同时收集和整理相关临床资料。 结果  2013 年北京

地区手足口病多见于≤ 3 岁年龄组儿童（占 88.84%）；5 ～ 8 月份为手足口病发病高峰；非 EV71
非 CoxA16 肠道病毒为手足口病的主要病原体（占 43.72%）；6 例 EV71 和 3 例 CoxA16 分别属于

C4a 和 B1b 亚型，并存在多个传播链。 结论  2013 年北京地区手足口病高峰时间延长，非 EV71 非

CoxA16 型肠道病毒成为引起手足口病的主要病原体。
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【Abstract】 Objectives   To investigate the epidemic characteristics of hand, foot and mouth diseases 
(HFMD) in Beijing during 2013, and provide scientific basis for the prevention and control of HFMD.   
Methods  Pharyngeal swab and/or stool samples of patients clinically diagnosed as HFMD developed 
in Beijing during 2013 were collected. The pathogen were detected by real-time fluorescence reverse 
transcription PCR (RT-PCR) method, while the clinical data of the patients were collected and sorted at the 
same time.   Results  HFMD was mainly (88.84%) occurred in children under 3 years old in Beijing during 
2013. And HFMD occured mainly from May to August. Non-enterovirus 71 (EV71) and non-Coxsackievirus 
A16 (CoxA16) enterovirus was the main causative pathogens, with a positive rate of 43.72%. There were 
6 strains of EV71 and 3 strains of CoxA16 belonged to C4a and B1b subtype, respectively, with several 
transmission chains.   Conclusions   In Beijing during 2013, the peak duration of HFMD was one month 
longer than before, non-EV71 and non-CoxA16 enterovirus became the main causative pathogen.

【Key words】Hand, foot and mouth disease; Enterovirus; Enterovirus 71

手足口病（hand foot and mouth disease，
HFMD）是婴幼儿常见传染病，由多种肠道病

毒感染引起，柯萨奇病毒A16（Coxsackievirus，
CoxA16）和人肠道病毒71型（enterovirus 71，
EV71）感染尤为常见

[1]
，主要表现为发热，手、

足、口腔和（或）肛周、臀部以及四肢等部位的丘

疱疹，少数病例出现脑炎、神经源性肺水肿和急性

迟缓性麻痹等严重并发症，由EV71感染导致的手

足口病患儿可伴有严重并发症甚至死亡
[2]
。

EV71和CoxA16已在全国范围内引起多次暴

发，如山东临沂（2007年）
[3]
和安徽阜阳（2008

年）
[4]
。我国卫生部已于2008年5月2日将手足口

病纳入国家丙类法定传染病。2007年以来，各地

报道的手足口病病原体呈现以EV71感染为主，

CoxA16为辅的特征，但病原体也存在一定的地区

和时间差异
[5]
。本实验室所报道的2010年北京地区

儿童手足口病住院患者的病原体，以EV71为主，

而非EV71非CoxA16型肠道病毒的感染率显著高于 
CoxA16的感染率

[6]
。为进一步监测北京地区手足

口病病原体的变化趋势，为手足口病的防控工作提

供依据，本研究以北京地区的手足口病患者为研究

对象，了解2013年北京地区手足口病的流行病学和

病原学情况，并对EV71和CoxA16的分子生物学特
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征进行分析，报道如下。

资料与方法

一、研究对象

2013 年患病地点为北京地区的临床诊断为手

足口病的患者，临床诊断标准参照我国卫生部颁发

的《手足口病诊疗指南》（2010 年版）
[7] 和《肠道

病毒 71 型（EV71）感染重症病例临床救治专家共

识（2011 年版）》
[8]
的分期分型标准。

二、研究方法

1. 临床资料的收集和整理：对 2013 年就诊于北

京地坛医院的手足口病患者的临床资料进行收集和

整理，筛选患病地点为北京地区的手足口病患者，

收集并整理其人口学、病史、临床表现、治疗和预

后等临床资料。

2. 标本采集：使用专用无菌拭子，适度用力涂

抹患者咽后壁，迅速将拭子放入装有 3 ml 病毒保存

液的病毒采样管中（北京友康基业生物科技有限公

司产品），暂时保存于 4 ℃冰箱；便标本放入专用

无菌便盒，暂存于 4 ℃冰箱。

3. 标本处理：咽拭子适当涡旋混匀，静置后

取上清直接用于病毒检测。取约 0.5 g 便标本，加

入 5 ml 生理盐水，配制 10% 的混悬液，充分震荡

混匀后，2 990 r/min，离心 20 min（离心半径 r = 
15 cm），取上清用于病毒检测。

4. 病毒 RNA 的提取和实时荧光逆转录 PCR
（RT-PCR）： 按 照 通 用 型 肠 道 病 毒、EV71 及

CoxA16 核酸检测试剂盒（荧光 PCR 法）（上海科

华生物工程股份有限公司产品）说明，提取咽拭子

和便标本上清中的病毒 RNA，并进行肠道病毒、

EV71 和 CoxA16 的鉴定。

5.  EV71和CoxA16 VP1全长核苷酸序列的扩

增：使用逆转录-聚合酶链反应（RT-PCR）方法，

扩增筛选出的EV71和CoxA16 VP1全长序列。根据

参考文献
[3, 9]

合成引物，序列如下：EV71-VP1-S：
5′-GCAGCCCAAAAGAACTTCAC-3′，EV71-VP1-A：

5′-AAGTCGCGAGAGCTGTCTTC-3′；CVA16-VP1-S：
5′-ATTGGTGCTCCCACTACAGC-3′，CVA16-VP1-A：

5′-GCTGTCCTCCCACACAAGAT-3′。PCR产物片段分

别为1 082 bp和1 110 bp。将上述引物稀释至工作

浓度20 µmol/L，按照TaKaRa One Step RT PCR 
Kit（TaKaRa）操作说明行RT-PCR。反应条件均

为：50 ℃ 30 min，94 ℃ 2 min；94 ℃ 30 s，
50 ℃ 30 s，72 ℃ 80 s，40个循环；72 ℃ 10 min。

PCR产物用1.5%琼脂糖凝胶电泳鉴定分析。

6. 核苷酸序列测定及分析：扩增后的阳性产物

由北京奥科鼎盛生物科技有限公司纯化回收并双向

测序。Conting Express 软件进行序列的拼接整理。

7. 生物信息学分析：MEGA 5.0软件进行多序

列比对分析，并使用邻接法（Neighbor-Joining）、

K2P模型，分别以CoxA16原型株（G-10）和EV71
原型株（BrCr）作为组外对照，将EV71和CoxA16 
VP1全长核苷酸序列与EV71和CoxA16各基因型和基

因亚型代表株构建亲缘进化树，建树的可靠性通过

1 000 bootstrap评估。

三、统计学处理

SPSS 13.0软件进行统计分析，计数资料采用χ2

检验，以P ＜ 0.05为差异具有统计学意义。

结    果

一、入组患者的一般资料

2013 年，共收集 231 例手足口病患者，共采集

44 份粪便标本和 210 份咽拭子标本。231 例患者中男

性 145 例，女性 86 例，男女比例约为 1.7 ︰ 1，年

龄最小为 2 月龄，最大为 20 岁，平均年龄约为 1.77
岁，年龄＜ 5 岁患儿占 96.97%（224/231），其中以

年龄≤ 3 岁患儿为主，占 88.84%（199/224）；轻症

185 例，重症 46 例，重症患者中年龄≤ 3 岁患儿占

86.96%（40/46）。

二、入组患者的空间分布 
207 例手足口病患者（除 24 例患者家庭住址

不详外）主要分布在北京市朝阳、顺义、海淀、通

州和昌平区，其他地区散在分布，见图 1。
三、病原鉴定和不同样本检测阳性率的比较 
本研究收集的210份咽拭子样本中，肠道病毒

通用阳性94份，阳性率为44.76%（94/210）；44
份便标本中，肠道病毒通用阳性35份，占79.55%
（35/44），便标本检测的阳性率显著高于咽拭

子样本（χ2 = 17.61，P ＜ 0.001），差异具有显

著统计学意义；231例患者肠道病毒的总阳性率

为51.52%（119/231），其中EV71的阳性率为4.33%
（10/231），CoxA16阳性率为3.46%（8/231），非

EV71非CoxA16型肠道病毒占43.72%（101/231）。

提示2013年北京地区手足口病病原体以非EV71非
CoxA16型肠道病毒（其他肠道病毒）为主。

四、手足口病发病的时间分布 
如图 2 所示，2013 年北京地区手足口病几乎

全年均有发病，发病高峰为 5 ～ 8 月份，非 EV71
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非 CoxA16 的其他肠道病毒感染患者显著多于

EV71 和 CoxA16 感染者。

五、EV71 和 CoxA16 感染者的临床资料分析 
本研究中10例EV71阳性患者，年龄为11月龄

～8岁，7例轻症（2例伴有轻度心肌损伤），3例重

症（均伴有病毒性脑炎）。10例患者均伴有高热、

手、足和（或）口腔、肛周皮疹，3例重症患者均

伴有不同程度的病毒性脑炎症状，如头痛、恶心、

呕吐、易惊和（或）肢体抖动等。8例CoxA16阳性

患者，年龄为1～20岁，其中6例轻症（2例伴有轻

度心肌损害），2例重症（均伴有病毒性脑炎），

重症患者易惊、肢体抖动等临床表现较轻。18例患

者经对症支持治疗和（或）丙种球蛋白及甲强龙治

疗后均治愈，无后遗症。

六、EV71 VP1 全长核苷酸和氨基酸相似性分

析

对本研究中获得的 10 例 EV71 样本的 VP1 全长

核苷酸进行 RT-PCR 扩增，6 例样本得到目的片段，

部分电泳结果如图 3 所示（目的条带约 1.1 kb）。对

其 VP1 核苷酸序列分析显示，6 例 EV71 的 VP1 核

苷酸序列均为 891 bp，无缺失和插入，编码 297 个氨

基酸。将 6 例 EV71 的 VP1 核苷酸序列与从 GenBank
下载的 EV71 各基因型和基因亚型代表株的 VP1 全

长核苷酸序列进行相似性分析。结果显示，这 6 例

EV71 与 C4 基因亚型的代表株相似性最高，核苷酸

相似性为 90.6% ～ 98.9%，氨基酸相似性为 96.9% ～

100%，与 A、B 基因型的差别较大，核苷酸相似性

为 78% ～ 82.9%，氨基酸相似性为 94.1% ～ 98.3%。

七、CoxA16 VP1 全长核苷酸和氨基酸相似性

分析

对获得的 8 例 CoxA16 样本的 VP1 全长核苷

酸序列进行 RT-PCR 扩增，3 例样本得到目的片段，

部分电泳结果如图 4 所示（目的条带约 1.1 kb）。

对其 VP1 序列分析显示，3 例 CoxA16 VP1 核苷酸

序列均为 891 bp，无缺失和插入，编码 297 个氨

基酸。NCBI blast 显示此 3 例 CoxA16 的 VP1 核苷

酸序列均与 CoxA16 病毒株 BJ08/07（GenBank：
JX068833.1）的相似性最高，相似性均为 99%。将

其与从 GenBank 下载的 CoxA16 各基因型和基因亚

型代表株的 VP1 序列进行相似性分析，结果显示，

这 3 例 CoxA16 与 B1 基因亚型的代表株相似性最

高，核苷酸相似性为 90.4% ～ 99.0%，氨基酸相似

性为 98% ～ 100%，与 A、B2 基因型的差异较大，

核苷酸相似性为 70.4% ～ 92.7%，氨基酸相似性为

91.2% ～ 97.0%。

八、EV71 和 CoxA16 亲缘进化树分析 
分 别 将 6 例 EV71 和 3 例 CoxA16 VP1 核 苷

酸序列与 EV71 和 CoxA16 各基因型和基因亚型

代表株构建亲缘进化树（图 5 ～ 6）。可见，6 例

EV71 与 C4a 基因亚型代表株处于同一分支，3 例

CoxA16 与 B1b 基因亚型代表株处于同一分支，表

明北京地区流行的 EV71 和 CoxA16 分别为 C4a 和

B1b 基因亚型。进一步分析发现，6 例 EV71 和 3
例CoxA16分别位于C4a和B1b进化支的不同簇中，

提示本地EV71和CoxA16的流行存在多个传播链。

讨    论

手足口病可由多种肠道病毒感染引起，EV71 和

CoxA16 是其主要病原体，自 2007 年以来，二者共

同循环，在国内引起手足口病的多次暴发
[3]
。EV71

感染可导致重症手足口病，并伴有多种严重并发症

甚至死亡。2008 年，手足口病在安徽阜阳大范围暴

发，共导致 23 人死亡，主要病原体为 EV71[4]
。本

研究中北京地区 EV71 感染引起的手足口病，其人

群分布、临床表现等与 1998 年台湾
[10]
、2007 年山

东临沂
[3]
、2008 年安徽阜阳

[4]
发生的 EV71 引起的

手足口病病例相符。根据病毒衣壳蛋白 VP1 核苷酸

序列的差异，可将 EV71 病毒分为 A、B 和 C 共 3
种基因型

[11]
，B、C 基因型又可进一步分为 B1 ～

B5 和 C1 ～ C5[12]
，其中 C4 基因型又可分为 C4a

和 C4b 两种基因亚型。自 1998 年以来，中国大陆

EV71 的流行株以 C4 基因型为主，C4 基因型的亚

型在中国大陆的演进大致可分为 3 个阶段：1998
至 2001 年，所有 EV71 分离株均为 C4b 基因亚型；

2002 至 2004 年，C4a 和 C4b 亚型共同存在；2005
年以来，仅为 C4a 亚型

[13]
。本研究中北京地区的 6

例 EV71 也均为 C4a 亚型，并且同时存在多个传播

链，与以往报道相符
[3]
。CoxA16 感染者常表现为

单纯性手足口病，临床症状相对较轻，常无并发症，

预后较好。CoxA16 VP1 全长核苷酸序列差异＞ 
15%，可认为是不同的基因型

[14]
，从而将 CoxA16

分为 A、B 基因型，B 基因型又分为 B1 和 B2，B1
又包括 B1a、B1b 和 B1c 基因亚型。1999 至 2008 年，

中国的 CoxA16 分离株均属于 B1a 和 B1b 亚型
[9]
。

本研究中北京地区 CoxA16 引起的手足口病临床症

状相对较轻，均治愈，无后遗症。3 例 CoxA16 均

为 B1b 亚型，并且存在多个传播链。

钱海坤等
[15]

报道，2007 至 2012 年，北京市

中心城区和远郊区县病例数较少，近郊区和城区结
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合部报告病例较多，发病高峰集中在 5 ～ 7 月份。

本研究结果显示，2013 年北京地区的手足口病患者

主要来自北京市朝阳、顺义、海淀、通州和昌平区，

与上述报道相符，然而发病高峰主要集中在 5 ～ 8
月份，高峰时间较上述报道延长了 1 个月，分析发

现这与近几年北京市的气候变化存在密切关系，根

据中国气象台发布的气象信息，本研究发现北京

市 2013 年 8 月份的平均气温比往年高 1 ～ 2 ℃，

这可能导致了手足口病高峰时间的延长。本研究入

组的 231 例患者，男女比例约为 1.7 ︰ 1，以年龄

≤ 3 岁患儿为主，且重症患者中也以年龄≤ 3 岁患

儿为主（占 86.96%），这与 1998 年中国台湾
[2]
和

2008 年安徽阜阳
[16]

手足口病流行结果一致。EV71
和 CoxA16 一直是引起手足口病的主要病原体，本

实验室研究表明 2010 年引起北京地区手足口病的

主要病原体仍然是 EV71（40.36%）
[6]
，但非 EV71

非 CoxA16 型肠道病毒的比例（17.21%）超过了

CoxA16（5.64%）。本研究中非 EV71 非 CoxA16
型肠道病毒的比例（84.87%）已显著超过 EV71
和 CoxA16 的比例（8.40% 和 6.72%），成为引起

2013 年北京地区手足口病的主要病原体，而且手足

口病的严重程度与其病原体密切相关
[17]
，因此，这

次病原体的变化趋势需引起人们的重视。此外，本

研究同时检测了咽拭子和便标本中肠道病毒的检出

情况，结果表明便标本肠道病毒的检出率显著高于

咽拭子中病毒的检出率（P ＜ 0.001），提示便标

本更有助于手足口病病原体的检出。

总之，本研究结果显示 2013 年北京地区手足

口病的人群分布、主要临床特点等与往年相仿，时

间分布略有差异，但病原体谱出现了较大的变化，

需进一步加强监测，以便更有效地防控该病的暴发

流行。

（本文图 1 ～ 6 见光盘）
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