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　　摘　要：目的　了解洛阳市引起手足口病的普通肠道病毒的构成情况，警惕比例较高毒株发展为新的优势毒株，为洛阳市的

手足口病防控提供科学依据。方法　采用实时荧光ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）对洛阳市手足口病的送检粪便标本进行核酸鉴定，随机选取９

例普通肠道病毒阳性，而柯萨奇病毒Ａ１６型（ＣＡ１６）和新肠道病毒７１型（ＥＶ７１）阴性的标本，进行５′ＵＴＲ测序，确定毒株的亚型。

利用ＣＡ６的特异性引物，选取７５例普通肠道病毒阳性标本（ＣＡ１６和ＥＶ７１阴性），用 ＲＴＰＣＲ方法鉴定ＣＡ６的阳性数量，分析

ＣＡ６的构成比。结果　９个普通肠道病毒５′ＵＴＲ测序结果进行ＢＬＡＳＴ初筛，结果显示ＣＡ６为５株，在普通的肠道病毒中为优

势毒株；７５例普通肠道病毒中，共检测出ＣＡ６２０例。ＣＡ６在普通肠道病毒中的比例为２９．７６％（２５／８４）；２５例ＣＡ６中，男１３例，

女１２例；引发重症的病例为２例；城市地区５例，乡村２０例。结论　洛阳市引起手足口病的普通肠道病毒的构成较为复杂，在引

起手足口病的普通肠道病毒中ＣＡ６病毒所占比例较高，对此应引起重视。
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　　目前，对手足口病进行病原学检测已经是疾病控制机构防

控手足口病的一项重要举措。多数省份的手足口监测方案中

都把手足口病病原分布特征和优势病原体变化趋势作为一项

监测目的［１２］。由于引发手足口病的病原谱较为复杂，目前多

地都是重点关注新肠道病毒７１型（ＥＶ７１）和柯萨奇病毒 Ａ１６

型（ＣＡ１６）的情况变化
［３５］，对于其他的人肠道病毒的研究分析

不是很多。国内外也有 Ａ１０、Ａ５、Ａ６等肠道病毒的报道
［６７］，

任倩等［３］对手足口病ＣＡ１０和ＣＡ６型进行了分子鉴定和ＶＰ１

区３′端的序列分析，杨赫等
［８］对山东地方株型别ＣＡ组２、６、

８、１２型进行了鉴定并对其基因特征进行分析。但是对整个引

发手足口病非ＥＶ７１、非ＣＡ１６的其他肠道病毒病原谱构成研

究则相对较少。自２００９年以来，洛阳市手足口病病原结构变

化趋势明显，手足口病ＥＶ７１所占比例显著降低，ＣＡ１６比例稳

定上升，其他肠道病毒的构成比例逐年快速增长，目前其他肠

道病毒所占构成比例已经接近５０％。在这种背景下，有必要

对洛阳市其他肠道病毒引起的手足口病的病原谱构成有一个

更清晰的认识，并着力研究其中的优势毒株。本研究选取非

ＥＶ７１和非ＣＡ１６肠道病毒标本９份，进行５′ＵＴＲ核酸测序，

用ＢＬＡＳＴ分型后，发现优势株为ＣＡ６，随后扩大标本量，随机

选取肠道病毒阳性而非 ＥＶ７１、非 ＣＡ１６的标本７５份，检测

ＣＡ６的数量，统计ＣＡ６患者的流行病学状况。

１　材料方法

１．１　材料

１．１．１　标本来源　按照洛阳市手足口病防控要求，每月要求

洛阳市下辖９县６区的定点医院采集一定量手足口病粪便

标本。
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表１　　ＢＬＡＳＴ初筛结果用系统进化树对比复合结果

标本编号
病例号

３ ５ ６ １０ １５ １７ ２１ ２８ ２９

ＢＬＡＳＴ结果 Ａ６ Ａ６ Ｂ４／Ａ９ Ａ６ Ａ５ Ａ６ Ａ２／Ａ４ Ａ６ ＡＫ２６／１３

进化树结果 Ａ６ Ａ６ Ｂ４ Ａ６ Ａ５ Ａ６ Ａ２／Ａ４ Ａ６ ＡＫ２６／１３

复核结果 Ａ６ Ａ６ Ｂ４ Ａ６ Ａ５ Ａ６ Ａ２／Ａ４ Ａ６ ＡＫ２６／１３

１．１．２　标本采集　由医院医务工作人员按照无菌要求采集手

足口病患者新鲜粪便５～１０ｇ，置于洛阳市疾病控制中心统一

发放的无菌粪便保存盒中，－２０℃冷冻保存。由县区疾病控

制中心专业人员收取粪便标本，并４℃保存，按生物安全运输

要求迅速送入洛阳市疾病控制中心病原微生物实验室，并置于

－８０℃冷冻保存。

１．１．３　病例资料收集　县区疾病控制中心专业人员对患者进

行流行病学调查，按照要求填写病原微生物实验室设计的送样

单，病原微生物实验工作人员用Ｅｘｃｅｌ２００７进行数据整理。

１．１．４　主要试剂和仪器设备　核酸提取试剂：病毒核酸提取

试剂盒（西安天龙科技股份有限公司）。核酸检测试剂盒：普通

肠道病毒核酸检测试剂盒（ＰＥ）、ＣＡ１６核酸检测试剂盒、ＥＶ７１

核酸检测试剂盒、ＣＡ６核酸检测试剂盒（上海之江生物科技有

限公司）。主要实验仪器：ＢｉｏＲａｄＩＱＴＭ５、Ｓｉｇｍａ３１８Ｋ低温高

速离心机、天龙核酸自动提取仪。

１．２　方法

１．２．１　标本前处理　取１５ｍＬ离心管，标记标本编号；各离

心管中加入９ｍＬＰＢＳ，１．５ｇ细玻璃珠，１ｍＬ三氯甲烷；在生

物安全柜内取粪便标本约２ｇ，加入到标记好的离心管中，剩余

标本－２０℃保存；用振荡器充分震荡２０ｍｉｎ；将震荡过的离心

管放于离心机中，８０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ；离心后取上清液

２００μＬ，利用天龙提取试剂盒按照核酸自动仪要求提取病毒

ＲＮＡ并以此为模版进行实时荧光ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）扩增。

１．２．２　ＲＴＰＣＲ反应条件及扩增体系　ＰＣＲ反应条件：４５℃

１０ｍｉｎ；９５℃１５ｍｉｎ；９５℃１５ｓ，６０℃６０ｓ，循环４０次；单点

荧光检测在６０℃，反应体系为２５μＬ，检测通道为ＦＡＭ通道。

按照试剂盒说明书要求，进行体系构建。

１．２．３　５′ＵＴＲ核酸测序　测序委托上海之江生物科技有限

公司代为完成。

１．３　统计学处理　５′ＵＴＲ测序序列在ＮＣＢＩ中ＢＬＡＳＴ分型

初筛，鉴定型别。然后用 ＭＥＧＡ５．０建立系统进化树辅助初

筛结果进行复核，进而确定分型。

２　结　　果

２．１　９份普通肠道病毒标本５′ＵＴＲ测序情况　对随机选取

的９份普通肠道病毒标本进行５′ＵＴＲ核酸测序，把所得到的

序列在ＮＣＢＩ中ＢＬＡＳＴ初筛鉴定型别，然后建立系统进化树，

进行结果复合。见表１、图１。

２．２　实验室诊断ＣＡ６的情况　在普通肠道病毒中扩大标本

数量，随机选取７５例，用ＣＡ６专用引物鉴定ＣＡ６的构成情

况，共检测出ＣＡ６阳性标本２０例。结合测序普通肠道病毒标

本中５例ＣＡ６标本，构成比为２９．７６％。ＣＡ６实验室确诊病

例共２５例，其中男１３例，女１２例，男女性别比为１．０８∶１．００；

发病年龄集中在４岁以下，其中最小６个月，最大３岁１０个

月；患者类型以散居儿童为主，有２０例，入托儿童５例；重症患

者２例，其他为普通患者，见表２。

图１　　在 ＭＥＧＡ５．０中构建系统进化树截图

表２　　实验室诊断ＣＡ６的社会人口学特征

项目 例数（狀） 构成比（％）

性别

　男 １３ ５２

　女 １２ ４８

年龄（岁）

　≤１ ５ ２０

　＜１～２ ９ ３６

　＜２～３ ６ ３０

　＜３～４ ５ ２０

职业ａ

　散居 ２０ ８０

　入托 ５ ２０

是否重症

　是 ２ ８

　不是 ２３ ９２

居住地

　城区 ５ ２０

　乡村 ２０ ８０

　　ａ：职业分布按照“中国疾病预防控制信息系统”中规定的职业分类

方法。
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３　讨　　论

手足口病的病原谱构成较为复杂［９１０］，其中 ＥＶ７１和

ＣＡ１６为这些年引发手足口病的优势毒株
［５］。近２年多地方

其他肠道病毒的构成比例呈上升趋势［１１１２］，因其病原构成较

为复杂，无报道对此做过系统的研究。本研究先从普通肠道病

毒中选取一定的标本进行５′ＵＴＲ核酸测测序，对毒株所在型

别进行鉴定，发现洛阳本地其他肠道病毒中的优势株为ＣＡ６。

为了减少小样本随机抽样的误差，进而又扩大随机抽样的样本

量，进一步证明了ＣＡ６在洛阳本地其他肠道病毒中所占比例

较高，为２９．７６％。对于ＣＡ６，国内外近几年有所报道
［１３１４］。

有研究报道ＣＡ６引发了美国的重症手足口病，自２０１１年１１

月至２０１２年２月，预防疾病控制中心人员与６３名手足口病或

伴发热及罕见皮疹且需辅助诊断的人联系。这些病例发生于

阿拉巴马州、加利福尼亚州、康涅狄格州和内华达州。３／４的

临床样本经检测显示ＣＡ６阳性，其余均为肠道病毒阴性。这

与洛阳本地有ＣＡ６导致的重症情况有所不同，洛阳市经实验

室诊断的重症比例较低，２５例实验室确诊病例中仅有２例重

症。另一研究报道，对ＣＡ６感染引起非典型手足口病中广泛

皮损的考虑可能有助于临床医师的诊断和治疗［１５］，研究者试

图描述与ＣＡ６感染相关的非典型手足口病的临床特征及其有

诊断价值的实验室鉴定。由于本研究没有获得相关的临床资

料，没能对ＣＡ６感染引起的手足口病进行临床特征分析。有

研究显示２０１２年和２０１３年其他肠道病毒占整个手足口发病

的比例分别为４３．９７％、４６．２６％
［１６］。其中２０１３年ＣＡ６在其

他肠道病毒中的比例为２９．７６％，ＣＡ６的感染发病比例在整个

手足口病发病比例在１３．００％左右，稍低于洛阳本地ＣＡ１６的

发病水平。但不能排除洛阳本地ＣＡ６的趋势不会朝着较高发

病水平发展，提示应更加关注该病原的流行特征和临床特征。

国内也有研究对 ＣＡ６的全基因序列或是 ＶＰ１３′端序列分

析［１７］，本研究没有针对ＣＡ６进行全基因测序或是ＶＰ１区测序

分析，因为本研究设计的是先发现优势毒株，所以只是进行了

５′ＵＴＲ的测序，没能在核酸水平做同源性等分析。此外，本研

究在调查洛阳本地的其他肠道病毒病原谱的过程中，选取的标

本量不大，不足以全面展现洛阳本地引发手足口病的所有肠道

病毒的发病情况，但对找出优势毒株并没有太大影响。
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