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摘要    CA16 病毒作为手足口病主要病原之一, 其病原学性状与感染引起的病理过程具有

可能的相关意义. 对分离自一名重症手足口病(HFMD)患者咽拭子的两株呈现不同蚀斑形态

的 CA16 毒株所做的生物学分析表明, 它们在增殖动力学、免疫原性等生物学性状上的差异

与其对乳鼠致病能力的差异具有相关性, 而这些共同的差异与病毒基因非编码区 5′端序列及

结构区的 VP1 区域中的序列之间存在着可能的对应关系, 所有这些结果提示了 CA16 病毒生

物学及遗传学性状与其致病能力的相关性.  
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手足口病(HFMD)在亚洲及太平洋地区流行范

围正日益增加[1~3], 研究这一以儿童群体为感染对象

的传染病病因具有重要的公共卫生意义, 迄今为止

对其的病原学研究工作已经表明, EV71 和 CA16 是

两个主要的致病病原[4~7]. 初步的感染病例的病原学

检测结果表明, EV71 在大多数 HFMD 报告病例中的

感染比例在 49%~52%之间 [8,9], CA16 病毒亦在

45%~48%之间 [8,9], 尽管现有的资料表明 , 大多数

HFMD 的重症及死亡病例多由 EV71 引起[10], 但已

有少量逐步深入的研究表明, CA16 除可以引起大量

HFMD 普通病例, 其通常表现为典型的口部黏膜、手

足部的疱疹并伴随相关的症状, 也能引起少量的重

症病例, 并同时表现为中枢神经系统受损的病理特

征[11,12]. 因此, 在HFMD的公共卫生防控体系中, 进

一步探讨 CA16 在 HFMD 感染中的病原学特性具有

重要的意义. 本研究组在针对 2008 年中国安徽阜阳

HFMD 流行的病原学研究及随后几年中其他地区

HFMD 流行相关的 CA16 病原学分析中[13], 分离收

集了来自 HFMD 病人的不同 CA16 毒株, 并对其进

行了相应的病原学研究, 其中一份来自广西 2010 年

HFMD 重症病人 CA16 病毒分离样品的生物学表型

特征研究表明, 其在组织培养过程中包含了两个表

型毒株, 二者在增殖动力学、致敏感动物病变能力等

方面表现出较大差异, 同时这些差异与其基因的 5′
端非编码区、VP1 区域和 3′端非编码区的少数碱基

变异存在可能的相关性. 这种表型特征的差异是否
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具有遗传学上的结构基础, 以及是否可以导致其感

染机体时相关病理过程的改变等相关问题, 将是认

识 CA16 感染病理学机理及其相关的流行特征、临床

治疗和疫苗研究工作的主要内容. 

1  材料与方法 

1.1  细胞 

Vero 细胞(来自 ATCC, 经检定可用于疫苗生产), 

于含有 5%小牛血清的 DMEM 营养液中 37℃培养.  

1.2  病毒的分离及培养 

CA16 病毒分离于 2010 年广西一位 HFMD 患者

的咽拭子, 标本经 0.01 mol/L PBS(PH7.2)溶液稀释后, 

使用 0.22 m 滤器(Millipore, Bedford, MA)除菌过滤

后接种于 Vero 细胞, 待细胞出现典型的病变特征时

收样, 并检测病毒滴度用于后续实验.  

1.3  病毒株的蚀斑克隆及传代 

取病毒液做适当稀释, 接种至长成单层 Vero 细

胞的 6 孔板中吸附 20 min, 加入营养琼脂糖覆盖物, 

培养适宜时间后, 0.5%结晶紫染色, 可观察到明显空

斑. 挑取典型蚀斑, 接种至培养瓶(DMEM Medium 

containing 5% FBS), 当 CPE(cytopathic effect)达 95%

时收获病毒, 然后进行 2 次蚀斑筛选. 将筛选出的病

毒接种至单层 Vero 细胞, 连续传代培养.  

1.4  病毒的滴度测定 

将用于检测滴度的病毒样品用无血清病毒稀释

液做连续 10 倍稀释, 取 100 L 不同稀释度病毒液加

入 80% Vero 细胞汇合的 96 孔板中, 每个稀释度做 8

个平行孔. 将 96 孔板置于 37℃, 5% CO2 培养箱中

5~7 天后观察细胞病变情况. 用 Reed-Muench 法计算

CCID50 值.  

1.5  病毒的交叉中和实验 

利用蚀斑克隆得到的 G20-M 和 G20-D 病毒株免

疫小鼠制备特异性抗血清. 取 G20-M 和 G20-D 病毒

收获液, 用维持液将病毒稀释为 2×103 CCID 50/mL, 

取 50 L 稀释好的病毒液加入 96 孔板中; 同时将抗

G20-M 和抗 G20-D 血清作对倍稀释, 即按 1:8, 1:16, 

1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512 和 1:1024 比例稀释. 

将 G20-M 稀释血清分别加入已有 G20-M 毒株和

G20-D 毒株病毒液的 96 孔板中, 每孔 50 L, 将病毒

与血清混匀孵育 2 h 后加入 Vero 细胞, 培养 5~7 天后

观察中和效果. G20-D 稀释血清也同样操作.  

1.6  乳鼠实验及其相关的病理学检测 

一日龄 SPF 级 ICR 乳鼠(体重 1.8~2.0 g, 由中国

医学科学院医学生物学研究所实验动物中心提供), 

随机分为空白对照组, G20-M 病毒组, G20-D 病毒组, 

每组 3 窝, 每窝 10~13 只乳鼠. 病毒组乳鼠分别经脑

内注射两个不同毒株(104 CCID50), 对照组乳鼠注射

PBS, 于接种后 7 天之内观察乳鼠的食量变化、活动

情况、精神状态、四肢麻痹、濒死或死亡等症状. 对

有明显病理特征的死亡乳鼠分别取其脑组织和肺组

织置 10%甲醛溶液中固定 3~5天, 经脱水、石蜡包埋、

切片、HE 染色、封固后, 显微镜下观察乳鼠脑组织

病变情况.  

1.7  动物免疫血清制备 

使用纯化的两个病毒株(106.5 CCID50), 混合以

弗氏不完全佐剂, 腹部皮下多点注射免疫, 同时以注

射 PBS 作为对照组. 按 0 和 4 周程序免疫小鼠, 2 次

免疫后于尾部采血, 收集血清.  

1.8  病毒基因的 PCR 及序列测定 

病毒收获液及病变组织总RNA提取按TIANGEN

公司 TRNzol-A+总 RNA 提取说明操作.  

分 别 应 用 Human coxsackievirus A16 strain 

KMM/08(gi|330375630)的 5′端、3′端和 VP1 区设计引

物, PCR 反应按照 TaKaRa 公司提供的 PremSTAR 

MAX Premix 说明进行操作. 分别获得 3 个区域的

PCR 序列, 由北京 TIANGEN 公司对得到 G20-M 和

G20-D 3个区段的 PCR产物分别进行双向测序, 并应

用 OMIGA 软件进行序列比对分析, 同样的方法进行

3 次重复测序. PCR 所用引物序列分别为:  

G20 5′端非编码区引物: 5′-UNRf(1~23), 5′-TG- 

AAACAGCCTGTGCCTTGTTC-3′; 5′-UNRr(835~856) 
5′-TATGCATCCTTGTAGTAGTTTA-3′. 

G20 3′端非编码区引物: 3′-UNRf(6981~7004), 5′- 
AGAACTGGTAAAGAGTATGGATTG-3′; 3′-UNRr  
(7397~7416), 5′-GCTATTCTGGTTATAACAAA-3′. 

VP1 结构蛋白引物: VP1f(2320~2350), 5′-TGTC- 

GTACCCATTGGTGCTCCCACT-3′; VP1r(3440~3470), 
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5′-AGTGGTGGAAGAGACTAACAAGTCCCTAGA-3′. 
定量 PCR: 反应体系及反应条件按 TaKaRa 公

司 One Step PrimeScriptTM RT-PCR Kit 试剂盒说明

书操作. 同时系列稀释 CA16 核酸标准品至 105, 104, 

103, 102, 10 拷贝/L 加入同一反应板中进行 PCR 反

应. 利用 G20 株基因序列 VP1 保守区设计引物及探

针为: Vp1f, 5′-CTAGTAGTCACAGATTAGGCACT- 

GGTG-3′; Vp1r, 5′-CATTGTGATGATGCTGACAAG- 
ACC-3′; Probe(2411-2438), 5′-FAM-CGTCTAATGC- 
TAGCGACAATAMRA-3′.  

1.9  G20-M 和 G20-D 基因距离分析 

从 GenBank 获取 9 株 CA16 病毒基因序列, 用

于 G20-M 和 G20-D 5′端非编码区基因距离分析.  

选择的每种毒株来自不同地方手足口病流行的代表

株[14~16].  

应用 DNAstar 中的 EditSeq 和 MegAlign 分析基

因序列和绘制进化树.  

1.10  数据处理 

对 37℃和 39.5℃条件下 3 次重复实验的 G20-D

和 G20-M 的生长动力学数据进行统计分析, 其中

37℃条件下的数据采用非参检验, 感染性滴度检测

的 P 值为 0.00, 定量 PCR 的 P 值为 0.0058, 39.5℃条

件下的数据采用 t 检验分析, 得到 t 值为13.2873、P

值为 0.00. 以上数据统计分析的P值均<0.05, 具有统

计学意义.  

2  结果 

2.1  两株 CA16 病毒的分离及其生物学表型特征 

在对来自中国大陆各地共 40 余株 CA16 病毒的

初步分析中, 本研究对其中的 31 份适应了 Vero 细胞

的样品做传代增殖. 在对这些毒株的基本生物学特

性分析中, G20 株病毒具有明显高于其他毒株的增殖

能力. 对这几株来自 Vero 细胞增殖一代后的病毒收

获液进行蚀斑表型分析表明, 其中的 G20 株明显包

括两个不同的表型株(图 1), 其中的一个毒株呈现为

较大且不规则状态, 而另一个形态却较小(图 1). 对

这两个表型不同的毒株分别挑取蚀斑各 10 个进行 5′
端非编码区、3′端非编码区及 VP1 编码区进行序列分 

 

图 1  两个不同 CA16 毒株 G20-D 株和 G20-M 株的表型 
差异 

G20-D 株(蚀斑较大)和 G20-M 株(蚀斑较小)蚀斑形态观察, 0.5%结

晶紫染色 

析, 结果表明它们属于两个有差异的毒株, 这两个毒

株分别名为: G20-D 和 G20-M. 

2.2  两个 CA16 毒株的生长动力学 

基于上述的病毒分离及表型分析结果, 本研究

将上述两个毒株的克隆, G20-D 和 G20-M 在 Vero 细

胞上扩增后分别进行了相应的增殖动力学分析. 按

同样的 MOI(0.05)接种 Vero 细胞并定时取样后进行

感染性滴度测定表明, G20-D株在Vero细胞上的增殖

速度要快于G20-M株, 并形成了较后者在感染 24 h以

后高约一个对数值的差异(图 2A), 利用 qRT-PCR 检

测进行的感染动力学分析也支持这一结果(图 2B). 

同时, 为进一步确证这两个毒株增殖过程的差异与

其生物学性状差异的关系, 本研究根据肠道病毒强

弱毒株在较高培养温度具有增殖差异的现象[17]对在

39.5℃条件下生长的两株病毒做了增殖动力学的观

察, 结果表明, G-20M 毒株在 39.5℃条件下无明显增

殖, 而 G-20D 株仍然呈明显增殖(图 2C). 

2.3  两个毒株致乳鼠病理变化能力的比较 

此前的研究表明 CA16 病毒具有相应的乳鼠致

病能力[18], 这种致病变能力作为 CA16 病毒的表型特

征[16], 可以同时作为不同基因型或不同毒株之间的

特性比较指标[17]. 利用这一方法对 G20-D 和 G20-M

两个毒株进行比较, 可以为认识这两个毒株的生物

学特性提供基础. 分别对新生乳鼠的脑内注射(104 

CCID50)两个不同毒株, 观察结果表明, G20-D 株具 
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图 2  G20-D 和 G20-M 毒株在 Vero 细胞上的感染动力学比较 
A: 37℃条件下, 在 Vero 细胞上 G20-D 和 G20-M 的生长动力学曲线(3 次重复实验感染性滴度检测); B: 37℃条件下, 在 Vero 细胞上 G20-D

和 G20-M 的生长动力学曲线(3 次重复实验定量 PCR 检测); C: 39.5℃条件下, 在 Vero 细胞上 G20-D 和 G20-M 的生长动力学曲线(3 次重复

实验感染性滴度检测). 以 MOI=0.05 病毒感染 Vero 细胞, 不同时间点收集病毒液样品, 检测病毒滴度或病毒拷贝数, 绘制病毒生长动力学曲线 

有较强的乳鼠致病能力, 注射后 7 天内的乳鼠死亡率

超过 50%(图 3A). 相比较 G20-D 毒株, G20-M 毒株仅

表现了低于 5%的致死率(图 3A). 这些死亡乳鼠通常

都首先表现为动物的后肢麻痹, 继而在 1 天之内死亡. 

对此病理改变的进一步组织学检查表明, G20-D 株的

感染可以引起乳鼠脑组织中的胶质细胞溶解、胞核破

裂、脑室内出血、胶质小结的形成(图 3B 和 C). 该毒

株对乳鼠脑内的感染还可以引起动物肺部的明显组

织病变, 其包括肺泡腔的肿胀出血, 以及肺泡组织的

破坏(图3D和E). 为确证这些病变与病毒感染相关的

病毒检测 (病毒滴度测定和定量 PCR 检测 )表明 , 

G20-D 株感染乳鼠的脑内病变出血伴随有病毒的增

殖(图 3F), 表现有肺部充血、肺泡出血的组织中有

101.5CCID50的病毒存在(图 3F). 相较而言, 在 3窝感

染 G20-M 株乳鼠中(10~13 只/窝)仅出现了 2 只乳鼠

的死亡. 对这 2 只乳鼠的脑部组织及肺部组织的病理

学检查仅发现脑部组织的轻度炎性细胞聚集和肺泡

壁轻度充血及少量炎细胞浸润(图 3G和 H), 同时, 脑

内组织有 102.5CCID50 病毒存在, 而肺组织中未检出

病毒(图 3I). 这些结果表明, 两个毒株的致动物病变

的能力特性有较大的差异.  

2.4  两个毒株的免疫原性及其诱导抗体的交叉中
和能力 

为了进一步了解 G20-D 和 G20-M 两个毒株的生

物学表型特征, 本研究使用纯化的同样剂量的病毒

(106.5 CCID50), 混合以弗氏不完全佐剂, 肌肉注射

并按 0 和 4 周程序免疫小鼠, 2 次免疫后取血清, 使用

100 CCID50 病毒剂量分别测定血清中和效价, 结果

表明, 这两个病毒株诱导的中和抗体, 在分别针对本

毒株病毒时表现出不同的效价,但在以同样效价相互

中和两个毒株时 ,  则表现更为明显的差别 .  其中 , 

G20-D 株病毒诱导的中和抗体, 在针对同样为 100 

CCID50剂量的G20-D和G20-M株病毒时, 在对前者

表现为1:16的中和效价之时, 对后者则表现为1:512

的中和效价. 同时, G20-M 株所诱导的中和抗体, 在

对其本株表现为 1:16 中和效价时, 对 G20-D 株亦表

现为 1:8 的中和效价. 这些结果表明, 两个毒株具有 
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图 3  G20-D 和 G20-M 致乳鼠病变效应的分析 
A, B: G20-D 株致乳鼠脑组织病理改变(200×), 脑室出血(绿色箭头), 胶质小结形成(黑色箭头); C: G20-D 和 G20-M 致乳鼠死亡率的比较;  D, 

E: G20-D 株致乳鼠肺部组织病理改变(200×), 肺泡壁、腔充血、出血(绿色箭头), 肺泡组织轻度自溶(FI); F: G20-D 株致死乳鼠的脑组织和肺组织

中病毒滴度检测, 分别应用感染性滴度和定量 PCR 的方法对 30 只致死乳鼠脑组织和肺组织进行病毒滴度检测、绘图; G: G20-M 株致乳鼠脑

组织病理改变(200×), 轻度炎性细胞聚集; H: G20-M 株致乳鼠肺组织病理改变(200×), 肺泡壁轻度充血及少量炎细胞浸润(绿色箭头); I: 

G20-M 株致死乳鼠的脑组织和肺组织中病毒滴度检测, 分别取 2 只致死乳鼠脑组织和肺组织进行病毒滴度检测、绘图. B~E, G 和 H 为 HE 

染色结果 

 
免疫原性的明显差别.  

2.5  两个不同表型病毒的基因序列比较 

基于对 G20-D 和 G20-M 株病毒不同生物学特性

的分析, 根据肠道病毒生物学特性与其基因序列相

关的基本原则[19~21], 重点以这两株病毒 5′端非编码

区和 3′端非编码区及 VP1 编码区基因做了 3 次重复

测序并进行序列比较(图 4A). 分别对两个病毒株 3个

基因区域的比较表明, 二者在 3 个区域中, 均存在个

别核苷酸的差异. 首先, 在 5′端非编码区, 两个毒株

出现了 7 个碱基的差异(图 4A), 其中第 33 位, G20-D

株表现为 A 而 G20-M 株为 G, 第 35 位亦是同样的差

异, 第 36 位 G20-D 株为 T 而 G20-M 株为 G; 第 37

位G20-D株为T而G20-M株为A; 第44位, 则G20-D

株出现了一个碱基缺失; 第 110 位 G20-D 株为 T 而

G20-M 株为 C; 在第 212 位 G20-D 株为 C 而 G20-M

株为 T. 另外, 在 3′端非编码区的测序比较中, 观察

到 3 个核苷酸变异(图 4A), 包括第 52 位处, G20-D 株

为 C 而 G20-M 株为 G; 第 90 位 G20-D 株出现了一个

核苷酸的缺失; 另外, 在第 312 位的差异为 G20-D 株

表现为 T 而 G20-M 株为 C. 在 VP1 编码区基因序列

分析中, 两个毒株出现的差异导致了 3 个氨基酸的差

异(图4A), 它们分别为: 第98位G20-D为M而G20-M

株为T; 第 240 位 G20-D 为 T而 G20-M株为 I; 第 248

位 G20-D 为 T, 而 G20-M 株为 A. 这些位于编码区及

非编码区中的基因位点的差异(图 4A)表明, 两个毒

株之间的生物学特性差别具有其基因结构上的基础, 

同时为进一步确定不同毒株所表现的增殖效率、动物

致病能力、免疫原性等症状的相关基因决定位点提供

了研究线索. 利用VP1和5′端非编码区绘制的进化树

提示, 尽管两株病毒出现了一定的差异, 但仍属 B 基

因型中的不同基因亚型(图 4B 和 C). 
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图 4  G20-D 和 G20-M 两个毒株 5′端、3′端及 VP1 编码区域的基因序列比较 
A: G20-M 和 G20-D 在 5′端非编码区、3′端非编码区核酸序列差异位点比较以及 VP1 结构蛋白氨基酸差异位点比较(3 次独立的重复实验分

别对两个毒株每个区域进行 3 次测序和比对得到相同的差异位点); B: G20-M 和 G20-D 进化距离分析. 基于 CA16 5′端非编码区核酸序列绘 

制; C: G20-M 和 G20-D 进化距离分析用. 基于 CA6 VP1 核酸序列绘制 

 

3  讨论 

先前有关肠道病毒的研究已表明, 作为肠道病

毒的 CA16 病毒是对人类具有致病能力的病原[22,23], 

它可以引起包括疱疹性咽唊炎、HFMD 和某些情况下

的病毒性脑炎[12,24]. 该病毒具有 3 个基因型 A, B 和

C[9]. 在相关的流行病学分析中认为, 中国大陆目前

主要以 B 基因型为主[16]. 在近年来的分析中, CA16

作为与 EV71 共同引起 HFMD 大规模流行的病原受

到了进一步的关注[25,26]. 多数报道认为, CA16 所引

起的 HFMD 表现为较普通的以手足口疱疹和类感冒

症状为主的轻症[27], 但亦有报道认为, CA16 能够引

起一些重症病例, 其主要表现为神经系统的症状, 但

其感染及其病理后果的机理尚不清楚[28]. 因此, 首先

从病原学角度探讨CA16不同毒株的生物学性状的差

异, 则有可能为了解该病毒感染所致疾病的差异, 及

其病理学机理提供线索.  

本文描述的工作中所分离到的两个有差异的毒

株来自同一病人的咽拭子分泌物, 尽管观察基于病

毒仅在 Vero 细胞增殖 2 代的生物学特性, 但这两株

病毒的来源仍存在其因来自同一感染个体或是在体

外增殖时所出现的基因突变的两种可能性. 虽然还

未能证明这两种可能性及其相关的感染生物学机理, 

但对两个毒株的全面比较仍可表明, CA16 即使在同

一基因型内亦存在其生物学性状差别较大的毒株 , 

这些差异至少在 5′端和 3′端非编码区及 VP1 编码区

的特定位点具有基因结构的基础, 这些差异首先表

现在二者之间在 Vero 细胞上的增殖动力学差异, 以

往的资料提示, 肠道病毒基因的 5′端及 3′端非编码区

的特定序列元件对病毒的增殖具有明确的调控意义, 

有关脊灰病毒的研究表明, 其 5′端非编码区的第 480

位核苷酸的变化可以直接影响病毒致病能力, 尤其

是神经毒力[29]. 本实验中 G20-D 株在 5′端非编码区

的 7 个碱基及 3′端非编码区的 3 个碱基与 G20-M 株

的差异和以往类似的报道不尽相同 . 其是否作为

CA16 病毒基因组中影响及调控病毒增殖效率的主要

元件虽然尚不能确定, 但本实验的结果为进一步的

研究提供了明确的线索. 另外, 两个毒株免疫原性的

差异及其在 VP1 编码区中特定位点的变化, 为进一

步的CA16病毒的免疫原性研究及其基因控制位点的
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研究提供了基础. 对这些基因序列变化的观察表明, 

这些差异很可能导致了病毒对动物病理损伤产生的

明显差别, G20-D 株在脑内注射感染乳鼠时, 不仅可

以使脑内的神经组织产生明显的神经细胞损伤、胶质

小结的形成, 因此导致乳鼠的后肢麻痹, 同时在感染

过程中, 还能引起乳鼠肺部组织的充血水肿, 使得肺

泡腔为分泌液所充满而丧失其功能. 虽然从病理检

查中尚不能确定乳鼠死亡的直接原因, 但肺泡严重

充血水肿的病理状况, 显然是不能忽视的因素, 而脑

组织和肺部组织的病毒检查提示后者仅见较低的病

毒载量, 则使我们联系到 CA16 及 EV71 感染所致的

重症 HFMD 病人所表现的直接死因—神经源性肺水

肿及心肺功能丧失[30]. 如果这样一种逻辑上的联系

可以得到肯定的话 , 那么 , 从病原学的角度认识

CA16在感染并引起人体HFMD所出现的轻度和重度

病理表现的原因就应该是可能的. 基于这种可能性, 

可以为进一步认识CA16感染流行病学中无明显规律

的血清抗体反应的原因提供病原学依据, 同时, 也能

由此探讨 CA16 疫苗的应用方式. 更有意义的是, 在

这项工作中所观察到的这两个毒株的生物学性状 , 

很可能是具有二者的基因序列比较所提供的结构差

异具有相关性, 尽管还不能确定具体基因位点与相

关症状变化的直接联系, 但这些资料已提供了下一

步工作的线索. 利用突变体定位 CA16 生物学性状, 

尤其是其致动物病理改变特征的相关基因位点的工

作已在进行. 
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