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［摘　要］　目的　了解中国云南２０２２年分离到的一株柯萨奇病毒Ａ组４型（ＣｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓＡ４，ＣＶＡ４）病毒株的

全基因组序列特征，探讨ＣＶＡ４系统发育特征。方法　对ＣＶＡ４分离株１９４Ｒ３／ＹＮ／ＣＨＮ／２０２２进行全基因组序

列扩增测序，并应用 Ｍｅｇａ７．０、Ｇｅｎｅｉｏｕｓ９．１．４及Ｓｉｍｐｌｏｔ３．５．１等软件拼接比对，构建ＣＶＡ４分离株系统进化树，

分析其全基因组序列特征。结果　１９４Ｒ３／ＹＮ／ＣＨＮ／２０２２分离株为ＣＶＡ４，属于Ｃ２基因亚型，与我国近年的优势

基因亚型一致。重组分析显示，在Ｐ２、Ｐ３非结构编码区，ＣＶＡ４病毒分离株可能与ＥＶＡ１１４原型株 Ｖ１３－０２８５、

ＣＶＡ１６原型株Ｇ１０、ＣＶＡ１４原型株Ｇ１４发生过重组。结论　云南分离的１９４Ｒ３／ＹＮ／ＣＨＮ／２０２２属于ＣＶＡ４中

国流行的Ｃ２基因亚型，但发生了一定变异。
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　　手足口病（ｈａｎｄ，ｆｏｏｔ，ａｎｄｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅ，

ＨＦＭＤ）是全球广泛流行的儿童传染病，多发于５

岁以下儿童，主要临床表现为发热、手足和口腔等部

位出现疱疹或皮疹［１３］，而肠道病毒（Ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ，

ＥＶ）是其病原体。其中柯萨奇病毒Ａ组４型（Ｃｏｘ

ｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓＡ４，ＣＶＡ４）除可引起 ＨＦＭＤ，也与疱疹

性咽峡炎、急性局部皮疹、急性弛缓性麻痹、无菌性脑

膜炎、脑炎等疾病相关［４］。近年来，流行病学研究［５７］

显示，ＣＶＡ４在 ＨＦＭＤ中的检出率逐渐升高，ＣＶＡ４

引起的ＨＦＭＤ在多个国家及地区流行和暴发。

因此，本研究分析了２０２２年云南省一株ＣＶＡ４

病毒分离株的全基因组序列，探索ＣＶＡ４流行株的

进化特点及基因变异趋势，为云南省ＣＶＡ４流行株

的遗传变异情况提供实验室数据，对ＣＶＡ４的疫苗

研发和相关疾病的防控具有参考意义。

１　材料与方法

１．１　病毒株及细胞　病毒分离株来源于２０２２年云

南省 ＨＦＭＤ 监测中一例２岁１０个月男性儿童

ＨＦＭＤ轻症患者，其临床特点为皮疹，见于手掌、足

趾，伴有发热。人横纹肌肉瘤（ｈｕｍａｎｒｈａｂｄｏｍｙｏ

ｓａｒｃｏｍａ，ＲＤ）细胞由本实验室保存、提供。

１．２　主要仪器与设备　二氧化碳恒温细胞培养箱

购自美国Ｔｈｅｒｍｏ公司，ＰＣＲ仪购自美国ＢｉｏＲａｄ

公司，生物安全柜购自苏州安泰空气技术有限公司。

１．３　病毒增殖与病毒ＲＮＡ提取　病毒分离株经

ＲＤ细胞增殖培养，收获阳性病毒培养液，取２００μＬ，

按照 ＡｘｙｇｅｎＢｏｄｙＦｌｕｉｄｖｉｒａｌＤＮＡ／ＲＮＡ Ｍｉｎｉ

ｐｒｅｐＫｉｔ（Ａｘｙｇｅｎ，美国）说明书，提取病毒ＲＮＡ。

１．４　序列扩增与血清型鉴定　根据ＣＶＡ４分离

株ＪＮ１９０７５／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／Ｃｈｉｎａ／２０１９（基 因 收 录 号

Ｎｏ．７３０８７４．１）与参考文献［８］设计针对该病毒分

离株全基因组各片段的引物，分段扩增其全基因组

序列并测序。扩增及测序引物序列见表１。

使用ＲＴＰＣＲ扩增试剂盒（ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＴＭ Ｏｎｅ

ｓｔｅｐＲＴＰＣＲＫｉｔＶｅｒ．２）扩增全基因组序列，扩增

程序为：５５℃３０ｍｉｎ，９４℃４ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，５０℃

３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，循环３０次，最后７２℃１０ｍｉｎ进行

终末延伸。由昆明擎科生物科技公司完成测序。使

用ＮＣＢＩ在线网站（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ／）ＢＬＡＳＴ工具鉴定病毒分离株血清型。

表１　病毒分离株全基因组序列扩增和测序引物

犜犪犫犾犲１　Ｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｗｈｏｌｅｇｅｎｏｍｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｏｆｖｉｒｕｓｓｔｒａｉｎｓ

引物名称 序列（５’→３’） 核苷酸位点 引物方向

ＡＯＡＳ＃ ＧＧＲＴＡＮＣＣＲＴＣＲＴＡＲＡＡＣＣＡＹＴＧ ２２６８～２２８７ 下游

ＡＯＳ＃ ＣＣＮＴＧＧＡＴＨＡＧＹＡＡＣＣＡＮＣＡＹＴ ３１０９～３０８９ 上游

Ｅ２０１Ｆ＃ ＴＴＡＡＡＡＣＡＧＣＣＴＧＴＧＧＧＴＴＧ 　 １～２０ 上游

Ａ４Ｎ２Ｒ＃ ＧＧＧＴＴＡＴＣＴＣＡＧＧＴＧＴＧＴＣＴ ２４０７～２３８８ 上游

Ａ４Ｎ１ｒ ＧＴＧＡＴＡＧＣＧＧＡＡＴＧＡＡＴＣ ６８３～６６６ 下游

Ａ４Ｎ１ｆ ＣＡＣＴＡＡＴＡＴＴＡＡＴＴＡＴＴＡ ８１５～８３２ 上游

Ａ４Ｎ１ｆｆ ＣＡＣＡＧＣＧＡＴＣＴＧＧＧＴＣＴＣ ７４９～７７６ 上游

Ａ４Ｎ１ｆ２ ＡＣＣＡＴＴＧＡＧＣＣＡＧＧＣＡＴＴ １４５７～１４７４ 上游

Ａ４Ｎ３Ｆ＃ ＣＣＣＴＡＡＡＣＣＴＧＡＣＧＣＣＣＧＡＧＡＡＴＣ ２９０７～２９３０ 上游

Ｅ２０８Ｒ＃ ＡＣＣＧＡＡＴＧＣＧＧＡＧＡＡＴＴＴＡＣ ７３８４～７３６５ 下游

Ａ４Ｎ３ｆ ＧＡＧＧＧＡＴＣＴＣＣＴＣＧＴＧＴＣ ３４５５～３４７２ 上游

Ａ４Ｎ４ｆ ＧＣＣＡＣＴＡＣＴＧＧＡＧＡＡＴＣＡ ４２５０～４２６７ 上游

Ａ４Ｎ５ｆ ＴＧＣＧＧＧＡＡＡＧＣＴＡＴＴＣＡＧ ４９４７～４９６４ 上游

Ａ４Ｎ６ｆ ＧＴＴＧＧＧＡＡＧＧＴＣＡＴＴＧＧＣ ５８６２～５８４９ 上游

Ａ４Ｎ７ｆ ＧＴＣＣＡＧＴＴＴＧＧＴＴＣＡＧＧＧ ６６８９～６７０６ 上游

ＣＡ１６８Ｒ＃ ＧＧＴＴＡＴＡＡＣＡＡＡＴＴＴＡＣＣＣＣＣ ７４１３～７３９３ 下游

　　注：＃表示扩增引物；表示测序引物。
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１．５　全基因组序列测定与分析　应用ＤＮＡＳｔａｒ７．１

软件对分离株全基因组进行拼接及组装。从Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ数据库中随机选取４５株ＣＶＡ４毒株作为参考

株，信息见表２。应用Ｇｅｎｅｉｏｕｓ９．１．４软件对本研

究病毒分离株序列及参考株序列进行 ＶＰ１区序列

比对及同源性分析。应用 Ｍｅｇａ７．０软件，采用最

大似然法（ｍａｘｉｍｕｍｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ，ＭＬ）构建进化树，

建树自展值（Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）检验１０００次，对ＶＰ１序列

进行系统进化分析。

表２　ＶＰ１系统进化分析参考株信息

犜犪犫犾犲２　ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｔｒａｉｎｓｕｓｅｄｉｎｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｂａｓｅｄｏｎＶＰ１

毒株名称 国家 采样年份 基因登录号

ＨｉｇｈＰｏｉｎｔ 美国 １９４８ ＡＹ４２１７６２

Ｎ４８ 印度 ２００７—２００９ ＪＮ２０３５０５

Ｎ５６ 印度 ２００７—２００９ ＪＮ２０３５０７

Ｎ２５３ 印度 ２００７—２００９ ＪＮ２０３５０９

Ｎ９８０ 印度 ２００７—２００９ ＪＮ２０３５１３

Ｃ０８２／ＣＨＷ／ＡＵＳ／２０１６ 澳大利亚 ２０１６ ＭＨ１１１０２７

ＪＲ 日本 ２００８ ＡＢ４５７６４４

１１０２３．１ 肯尼亚 １９９９ ＧＱ１７６２３２

ＳＰｂ５１７１／１４ｍｉ／ＵＺ７／１４／ＲＵ 俄罗斯 ２０１５ ＫＲ１８５９７９

ＳＰｂ５１６１／１３ＥＶＩ／Ｍｕｒ２６／１４／ＲＵ 俄罗斯 ２０１３ ＫＲ１８５９７８

ＵＳＡ／ＴＮ／２０１５ＯＢ２０３８ 美国 ２０１５ ＫＹ２７１９４９

９８４０１／ＳＤ／ＣＨＮ／１９９８／ＣＡ４ 中国 １９９８ ＧＱ２５３３７７

ＧＤ１０１１４ 中国 １９９８—２０１２ ＫＪ８１８３１０

０３１８８／ＳＤ／ＣＨＮ／２００３ 中国 ２００３ ＫＹ９７８５４１

ＪＬＣＨＮＡＦＰＣＶＡ４－３／２００６ 中国 ２００６ ＪＱ７１５７０８

ＪＬＣＨＮＡＦＰＣＶＡ４－１／２００６ 中国 ２００６ ＪＱ７１５７０９

ＳＣ０６－４４ 中国 ２００６ ＬＣ１７５７５８

ＳＣ０７－２８２ 中国 ２００７ ＬＣ１７５７６２

ＪＬＣＨＮＨＣＶＡ４１／２００７ 中国 ２００７ ＪＱ７１５７１０

１Ｅ９ＣＡ４ 中国 ２００８ ＫＴ３５３７２２

Ｆ１２１２／ＳＤ／ＣＨＮ／２００８ 中国 ２００８ ＫＹ９７８５３７

ＪＢ１４１２３０１４５ 中国 ２００８—２０１２ ＫＣ８６７０６４

ＣＶＡ４／ＳＺ／ＣＨＮ／０９ 中国 ２００９ ＨＱ７２８２６０

毒株名称 国家 采样年份 基因登录号

７０１／ＳＨ／ＣＨＮ／２０１０ 中国 ２０１０ ＫＪ５４１１６３

ＳａＸ１０－８ 中国 ２０１０ ＫＪ８１８３２５

４２０８／ＣＶＡ４／ＳＨ／ＣＨＮ／２０１２ 中国 ２０１２ ＫＰ３９８８３７

１３－１１ＨｅＮ２０１３ 中国 ２０１３ ＭＫ３８８４５１

１３２１９／ＳＤ／ＣＨＮ／２０１３ 中国 ２０１３ ＫＹ９７８５６０

ＣＶＡ４／Ｐ１０３３／２０１３／Ｃｈｉｎａ 中国 ２０１３ ＫＰ２８９４４２

１３－６６ＣＱ２０１３ 中国 ２０１３ ＭＫ３８８４５４

１４－４１ＪＸ２０１４ 中国 ２０１４ ＭＫ３９１０７１

ＣＶＡ４／ＦＴ／ＣＨＮ／０５ 中国 ２０１５ ＫＰ６７６９８４

ＣＶＡ４／ＦＴ／ＣＨＮ／０７ 中国 ２０１５ ＫＰ６７６９８５

１５－１１６ＬＮ２０１５ 中国 ２０１５ ＭＫ３９１０７２

ＣＶＡ４／ＦＴ／ＣＨＮ／２７ 中国 ２０１５ ＫＰ６７６９８６

１６－６９ＴＪ２０１６ 中国 ２０１６ ＭＫ３８８４８４

ＡＡ 中国 ２０１６ ＭＧ５５０９２０

ＣＶＡ４／２０１８／ｈｅｒｐａｎｇｉｎａ／１７ 中国 ２０１８ ＭＮ９６４０８６

ＳＦ０４７ 中国 ２０１８ ＬＣ３６１２７３

１８０ＱＪＹＮＣＨＮ２０１９ＣＶＡ４ 中国 ２０１９ ＬＣ６０３０７７

５６／ＱＪ／ＹＮ／ＣＨＮ／２０２０／ＣＶＡ４ 中国 ２０２０ ＬＣ６２６１９９

１８０／ＱＪ／ＹＮ／ＣＨＮ／２０２０／ＣＶＡ４ 中国 ２０２０ ＬＣ６２６２３８

６９ＱＪＹＮＣＨＮ２０２１ＣＶＡ４ 中国 ２０２１ ＬＣ７０７４０７

１８９ＱＪＹＮＣＨＮ２０２１ＣＶＡ４ 中国 ２０２１ ＬＣ７０７４４８

２３ＱＪＹＮＣＨＮ２０２１ＣＶＡ４ 中国 ２０２１ ＬＣ７０７３９１

　　应用相同软件和参数对本研究分离株和Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ数据库中获得的ＣＶＡ４分离株及所有ＥＶＡ原

型株的全长Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３区域进行系统进化分析和发

育分析。应用Ｓｉｍｐｌｏｔ３．５．１软件进行重组分析验证。

２　结果

２．１　血清型鉴定　ＲＤ细胞分离株ＶＰ１序列经

ＮＣＢＩ在线网站确定其血清型为 ＣＶＡ４，命名为

１９４Ｒ３／ＹＮ／ＣＨＮ／２０２２。

２．２　ＣＶＡ４病毒分离株１９４Ｒ３／ＹＮ／ＣＨＮ／２０２２全

基因组序列分析　该分离株基因含７４３４个核苷

酸，编码２４７８个氨基酸，５’ＵＴＲ长度为７４７个核苷

酸，一个开放阅读框（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅ，ＯＲＦ）长度

为６６０２个核苷酸，３’ＵＴＲ长度为８５个核苷酸。

不同ＣＶＡ４病毒分离株全基因组序列比对结
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果显示，１９４Ｒ３／ＹＮ／ＣＨＮ／２０２２分离株与山东分离

株ＪＮ２０１８６／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／Ｃｈｉｎａ／２０２０ 相似性最高；

１９４Ｒ３／ＹＮ／ＣＨＮ／２０２２ 分离株与 ＣＶＡ４ 原型株

ＨｉｇｈＰｏｉｎｔ核苷酸、氨基酸同源性分别为８４．３０％、

９７．２％；１９４Ｒ３／ＹＮ／ＣＨＮ／２０２２各基因区域与其他

ＣＶＡ４分离株核苷酸相似性为９７．６０％～９９．５２％。

１９４Ｒ３／ＹＮ／ＣＨＮ／２０２２分离株与我国其他 ＣＶＡ４

病毒分离株的全基因序列对比结果见表３。

表３　１９４Ｒ３／ＹＮ／ＣＨＮ／２０２２分离株与其他ＣＶＡ４病毒分离株不同基因组区域的同源性比较

犜犪犫犾犲３　Ｈｏｍｏｌｏｇｙｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｎｏｍｉｃｒｅｇｉｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎ１９４Ｒ３／ＹＮ／ＣＨＮ／２０２２ａｎｄｏｔｈｅｒＣＶＡ４ｓｔｒａｉｎｓ

基因区域 血清型 毒株 核苷酸同源性（％） 基因登录号

５’ＵＴＲ ＣＶＡ４ ＣＶＡ４／２０１８／ｈｅｒｐａｎｇｉｎａ／２５ ９８．３９ ＭＮ９６４０８１．１

ＶＰ４ ＣＶＡ４ Ｓ２７０／Ｃｈａｎｇｓｈａ／ＣＨＮ／２０１９ ９９．５２ ＭＴ９２０６６０．１

ＶＰ２ ＣＶＡ４ ＣＶＡ４／２０１８／ｈｅｒｐａｎｇｉｎａ／１６ ９９．４８ ＭＮ９６４０８２．１

ＶＰ３ ＣＶＡ４ ＪＮ２０１８６／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／Ｃｈｉｎａ／２０２０ ９８．８９ ＯＮ７３０８５０．１

ＶＰ１ ＣＶＡ４ ＳＪ２０２１－４１／ＳＨ／ＣＨＮ／ＣＶＡ４／２０２１ ９７．９２ ＭＴ５９１５７５．１

２Ａ ＣＶＡ４ Ｅ１４０／ＹＮ／ＣＨＮ／２０１９ ９７．６０ ＭＴ５９１５７５．１

２Ｂ ＣＶＡ４ ＣＶＡ４／２０１８／ｈｅｒｐａｎｇｉｎａ／１６ ９８．３２ ＭＮ９６４０８２．１

２Ｃ ＣＶＡ４ ＪＮ２０１８６／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／Ｃｈｉｎａ／２０２０ ９８．４８ ＯＮ７３０８５０．１

３Ａ ＣＶＡ４ ＪＮ１９０７５／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／Ｃｈｉｎａ／２０１９ ９８．４５ ＯＮ７３０８７４．１

３Ｂ ＣＶＡ４ ＣＶＡ４／２０１８／ｈｅｒｐａｎｇｉｎａ／１６ ９８．４８ ＭＮ９６４０８２．１

３Ｃ ＣＶＡ４ ＪＮ１９７３７／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／Ｃｈｉｎａ／２０１９ ９８．１８ ＯＮ７３０８５１．１

３Ｄ ＣＶＡ４ ＪＮ１９７３７／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／Ｃｈｉｎａ／２０１９ ９８．５６ ＯＮ７３０８５１．１

３’ＵＴＲ ＣＶＡ４ ＣＶＡ４／２０１８／ｈｅｒｐａｎｇｉｎａ／２５ ９８．８１ ＭＮ９６４０８１．１

Ｐ１ ＣＶＡ４ ＪＮ２０１８６／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／Ｃｈｉｎａ／２０２０ ９８．２８ ＯＮ７３０８５０．１

Ｐ２ ＣＶＡ４ ＪＮ２０１８６／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／Ｃｈｉｎａ／２０２０ ９７．８１ ＯＮ７３０８５０．１

Ｐ３ ＣＶＡ４ ＪＮ１９７３７／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／Ｃｈｉｎａ／２０１９ ９８．４１ ＯＮ７３０８５１．１

基因组 ＣＶＡ４ ＪＮ２０１８６／Ｓｈａｎｄｏｎｇ／Ｃｈｉｎａ／２０２０ ９８．２０ ＯＮ７３０８５０．１

２．３　系统进化分析　应用软件 Ｍｅｇａ７．０将

１９４Ｒ３／ＹＮ／ＣＨＮ／２０２２分离株和４５株参考株的全

长ＶＰ１序列（９１５ｂｐ）构建系统发育树，见图１。所

有ＣＶＡ４病毒分离株分为 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ４个基因型，

其中，１９４８年分离自美国北卡罗来纳州
［９］的ＣＶＡ４

原型株ＨｉｇｈＰｏｉｎｔ单独构成Ａ基因型；肯尼亚分离

株１１０２３．１单独构成Ｂ基因型。Ｃ基因型的组成较

复杂，可进一步分成Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３、Ｃ４、Ｃ５５个基因亚

型。Ｃ１基因亚型由一株２００６年吉林省ＣＶＡ４分离

株与山东省１９９８、２００３年的两株ＣＶＡ４分离株组

成；Ｃ３基因亚型由一株２０１４年俄罗斯ＣＶＡ４分离

株与两株四川省于２００６、２００７年分离的ＣＶＡ４分

离株组成；Ｃ４基因亚型由２００７—２００９年期间印度

ＣＶＡ４分离株，２０１５、２０１６年中国台湾ＣＶＡ４分离

株，以及２０１９、２０２０年云南ＣＶＡ４分离株组成；Ｃ５

基因亚型由一株２０１７年河南省 ＣＶＡ４分离株、

２０１６年一株天津ＣＶＡ４分离株、２０１４年一株江西

省ＣＶＡ４分离株，以及２０１５年一株俄罗斯ＣＶＡ４

分离株组成；其余ＣＶＡ４分离株为Ｃ２基因亚型。

当前世界范围的优势基因型是Ｃ基因型，我国近

几年的优势基因亚型为Ｃ２基因亚型，这与之前的

研究［１０］结果相同。１９４Ｒ３／ＹＮ／ＣＨＮ／２０２２分离株

属于Ｃ２基因亚型。
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　　注：●表示１９４Ｒ３／ＹＮ／ＣＨＮ／２０２２分离株，▲表示原型株。

图１　基于ＧｅｎＢａｎｋ数据库中４５株ＣＶＡ４分离株和本研究分离的ＣＶＡ４分离株的ＶＰ１基因系统发育树

犉犻犵狌狉犲１　ＶＰ１ｇｅｎｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎ４５ＣＶＡ４ｉｓｏｌａｔｅｓｆｒｏｍＧｅｎＢａｎｋｄａｔａｂａｓｅａｎｄｔｈｅＣＶＡ４ｉｓｏｌａｔｅｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ
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　　对本研究分离到的ＣＶＡ４病毒分离株１９４Ｒ３／

ＹＮ／ＣＨＮ／２０２２及根据文献报道
［１１］的ＧｅｎＢａｎｋ数

据库中下载的所有 ＥＶＡ 原型株和随机选取的

ＣＶＡ４型病毒代表株的 Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３区，应用软件

Ｍｅｇａ７．０构建系统进化树，见图２。系统进化树显

示，在Ｐ１结构编码区，ＧｅｎＢａｎｋ数据库中随机选取

的ＣＶＡ４型病毒代表株与１９４Ｒ３／ＹＮ／ＣＨＮ／２０２２

分离株与ＣＶＡ４原型株ＨｉｇｈＰｏｉｎｔ都聚为一簇，而其

他的ＥＶＡ原型株不与ＣＶＡ４分离株聚类，与ＶＰ１

分型结果一致；在Ｐ２非结构编码区，１９４Ｒ３／ＹＮ／

ＣＨＮ／２０２２分离株与ＣＶＡ４原型株 ＨｉｇｈＰｏｉｎｔ的

亲缘关系较远，与肠道病毒 Ａ１１４型（Ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ

１１４，ＥＶＡ１１４）原型株 Ｖ１３－０２８５及 ＧｅｎＢａｎｋ数

据库中随机选取的ＣＶＡ４型病毒代表株聚类在一

起，提示ＣＶＡ４分离株Ｐ２区段可能发生过不同型

别间的重组；而在Ｐ３非结构编码区，本研究所分离

的 ＣＶＡ４病毒分离株１９４Ｒ３／ＹＮ／ＣＨＮ／２０２２与

ＧｅｎＢａｎｋ数据库中随机选取的２０１９年及之后的

ＣＶＡ４型病毒代表株亲缘关系较近，还与ＥＶＡ１１４

原型株 Ｖ１３－０２８５、ＣＶＡ１６原型株 Ｇ１０、ＣＶＡ１４

原型株Ｇ１４聚类在同一进化分支上，而未与ＣＶＡ４

原型株ＨｉｇｈＰｏｉｎｔ聚类在同一进化分支，但相比于

ＧｅｎＢａｎｋ数据库中随机选取的２０１８年及之前的

ＣＶＡ４ 病 毒 代 表 株，１９４Ｒ３／ＹＮ／ＣＨＮ／２０２２ 与

ＣＶＡ４原型株 ＨｉｇｈＰｏｉｎｔ亲缘关系更近。这些结

果表明ＣＶＡ４流行株可能在非结构编码区与ＥＶＡ

原型株之间发生过重组。
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　　注：●表示１９４Ｒ３／ＹＮ／ＣＨＮ／２０２２分离株；▲表示ＣＶＡ４原型株；■表示从ＧｅｎＢａｎｋ数据库中随机选取的ＣＶＡ４分离株。

图２　基于本研究所分离ＣＶＡ４分离株及ＧｅｎＢａｎｋ数据库中随机选取的ＣＶＡ４分离株和ＥＶＡ原型株的Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３系统发

育树

犉犻犵狌狉犲２　Ｐ１，Ｐ２，ａｎｄＰ３ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｓｏｆＣＶＡ４ｉｓｏｌａｔｅｆｒｏｍｔｈｉｓｓｔｕｄｙａｓｗｅｌｌａｓｒａｎｄｏｍｌｙｓｅｌｅｃｔｅｄＣＶＡ４ｉｓｏｌａｔｅｓａｎｄ

ＥＶＡｐｒｏｔｏｔｙｐｅｓｔｒａｉｎｓｆｒｏｍＧｅｎＢａｎｋｄａｔａｂａｓｅ
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２．４　重组分析　为进一步探究１９４Ｒ３／ＹＮ／ＣＨＮ／

２０２２分离株在非结构编码区与ＥＶＡ原型株之间

是否可能发生重组，以 ＣＶＡ４１９４Ｒ３／ＹＮ／ＣＨＮ／

２０２２分离株为质询序列，与所有ＥＶＡ原型株的全

基因组序列进行Ｓｉｍｐｌｏｔ和Ｂｏｏｔｓｃａｎ分析，见图３。

结果显示，在 Ｐ１结构编码区，１９４Ｒ３／ＹＮ／ＣＨＮ／

２０２２分离株与ＣＶＡ４原型株 ＨｉｇｈＰｏｉｎｔ的相似性

最高，而在 Ｐ２、Ｐ３ 非结构编码区，１９４Ｒ３／ＹＮ／

ＣＨＮ／２０２２分离株与其他多个ＥＶＡ原型株存在

较高的相似性。在２Ｃ与３Ｄ区段与ＥＶＡ１１４原型

株的相似性最高，通过相似性分析进一步验证了该

结果，提示本研究所分离得到的１９４Ｒ３／ＹＮ／ＣＨＮ／

２０２２分离株在进化过程中可能与其他ＥＶＡ病毒

分离株发生了重组，其中最有可能在２Ｃ与３Ｄ区段

与ＥＶＡ１１４原型株发生重组，且重组位点位于Ｐ２、

Ｐ３非结构编码区。
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图３　１９４Ｒ３／ＹＮ／ＣＨＮ／２０２２分离株与ＥＶＡ病毒原型株全基因组序列的Ｓｉｍｐｌｏｔ和Ｂｏｏｔｓｃａｎ分析

犉犻犵狌狉犲３　ＳｉｍｐｌｏｔａｎｄＢｏｏｔｓｃａｎａｎａｌｙｓｅｓｏｆｗｈｏｌｅｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ１９４Ｒ３／ＹＮ／ＣＨＮ／２０２２ｉｓｏｌａｔｅａｎｄＥＶＡｐｒｏｔｏｔｙｐｅ

ｓｔｒａｉｎｓ

３　讨论

ＥＶ７１疫苗获批上市后，ＨＦＭＤ病原谱逐渐发

生变化［１２］。在中国大陆多地都有ＣＶＡ４病毒引起

ＨＦＭＤ流行的报道
［１３１６］。２０１８—２０２１年昆明市

ＨＦＭＤ监测中发现ＣＶＡ４引发的 ＨＦＭＤ已成为

其他ＥＶ（非 ＥＶ７１、ＣＶＡ１６）引发 ＨＦＭＤ的重要

组成［１７］。因此，加强对ＣＶＡ４的病原学监测及分

子流行病学研究，有助于预防和控制ＣＶＡ４引起的
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ＨＦＭＤ。

ＥＶ的ＶＰ１区域是ＣＶＡ４主要抗原决定簇所在

区域，根据ＶＰ１序列对ＥＶ进行血清型鉴定和基因分

型应用广泛［１８］。本研究基于ＣＶＡ４完整ＶＰ１序列，

将ＣＶＡ４划分为Ａ～Ｄ４个基因型，并发现中国近几

年的优势基因亚型为Ｃ２亚型，且１９４Ｒ３／ＹＮ／ＣＨＮ／

２０２２分离株也属于Ｃ２亚型，与此前研究
［１３］结果一

致。近年来，ＧｅｎＢａｎｋ数据库中上传的ＣＶＡ４分离

株大部分为Ｃ２基因亚型，提示Ｃ２基因亚型有一定

进化优势，并促进其传播和流行。但是也发现不同

区域或年份分离株的核苷酸和氨基酸序列存在差

异，提示ＣＶＡ４病毒株已经发生一定进化。

基因重组是ＥＶ进化的主要方式。病毒复制过

程中趋向于更好地适应环境的选择性优势，导致出现

新的流行毒株，甚至引起相关疾病的暴发流行［１９２１］。

基于１９４Ｒ３／ＹＮ／ＣＨＮ／２０２２分离株与ＧｅｎＢａｎｋ数

据库中随机选取的ＣＶＡ４病毒分离株的Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３

区构建的系统进化树显示，在Ｐ１编码区，１９４Ｒ３／

ＹＮ／ＣＨＮ／２０２２分离株与之前分离获得的 ＣＶＡ４

分离株之间无较大差异；而在Ｐ２、Ｐ３非结构编码

区，１９４Ｒ３／ＹＮ／ＣＨＮ／２０２２分离株与其他多个ＥＶＡ

原型株之间存在较高的相似性。相似性分析显示，

１９４Ｒ３／ＹＮ／ＣＨＮ／２０２２分离株可能与ＥＶＡ１１４原

型株在２Ｃ和３Ｄ非结构蛋白编码区发生了重组事

件。这与青岛分离的病毒株可能在２Ｃ和３Ｄ区发

生重组的研究［２２］结果一致；２０２０—２０２１年上海市

ＥＶ监测中，也发现Ｃ２基因亚型ＣＶＡ４病毒在非结

构编码区发生了重组［２３］。这些结果提示，ＣＶＡ４分

离株的Ｃ２基因亚型流行优势可能来源于其不断积

累的基因重组导致的遗传变异，使其得以生存，且具

有较广泛的传播能力，但是否会形成稳定的进化趋

势还需更多监测数据进一步研究。

此外，ＣＶＡ４分离株感染５岁以下儿童，与ＥＶ

总体感染特征一致，可引起患者 ＨＦＭＤ，轻症出现

皮疹伴随发热，重症可导致心肌炎、胰腺炎、肝功能

损伤及弛缓性麻痹［２４２５］。１９４Ｒ３／ＹＮ／ＣＨＮ／２０２２

的致病性符合ＣＶＡ４分离株引起的轻症 ＨＦＭＤ症

状，出现皮疹，见于手掌、足趾，伴有发热。

本研究针对２０２２年从云南ＨＦＭＤ监测中得到

的ＣＶＡ４毒株１９４Ｒ３／ＹＮ／ＣＨＮ／２０２２，测定其全基

因组序列，并分析其全基因组序列特征、系统进化情

况及可能的重组事件，更新了我国云南地区的

ＣＶＡ４监测数据，为ＣＶＡ４分子流行病学研究和疾

病防控工作提供了实验室数据。
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