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肠道病毒 71型 (Enterovirus type 71，EV71)， 

白 1974年首次报道以来，在世界范围内引起多次 

爆发与流行【l】。EV71感染主要引起患者手足口病 

(hand，foot and mouth disease，HFMD)，在临床上 

与柯萨奇病毒A16(Coxsakie A16，CA16)感染所引 

起的手足口病难以区别，但 EV71还能够引起多种 

与神经系统相关的疾病口J。近年来，EV71病毒的流 

行在亚太地区呈上升趋势 】，其中最令人关注的 

是在该地区的EV71感染引起越来越严重的中枢神 

经系统症状。 

分子流行病学研究表明[6-81，根据病毒衣壳蛋 

白VP1核苷酸序列的差异，EV71可分为A、B、C 

三个基因型，其中，B型和C型又分进一步为B1、 

B2、B3、B4以及C1和C2亚型。1970年在加利福 

利亚分离的EV71原型株 (BrCr-Ca一70)属于A型； 

1972—1988年在澳大利亚和美国以及1994年在哥伦 

比亚分离的EV71毒株属于B型；亚太地区近年来 

流行的EV71属于 B3、B4、C1和C2型。 

1 基因组结构特征 

到目前为止，GenBank中有关EV71基因组序 

列的记录共有 1016条，完整基因组序列记录 15条， 

其中SHZH98(AF302996) 和SHZH03(AY465356) 

序列是由我国病毒基因工程国家重点实验室测定 

的，这两株EV71毒株分别是在 1998年和2003年 

从深圳地区分离的。 

EV71基因组为7408个核苷酸 (BrCr)的单股 

正链 RNA，仅有一个开放阅读框 (ORF)，编码含 

2194个氨基酸的多聚蛋白，在其两侧为 5’和 3’一非 

编码区 (UTRs)，在3’非编码区的末端含有一个长 

度可变的多聚腺苷酸尾巴 (poly—A)。病毒的单链 

RNA 具有感染性，如果去除 3’末端的多聚腺苷酸 

尾或基因组出现断裂，感染性就会消失。多聚蛋白 

可进一步被水解成 P1、P2、P3三个前体蛋白，P1 

前体蛋白可降解成 VP1、VP2、VP3、VP4四个病 

毒外壳蛋白：P2和P3前体蛋白编码 7个非结构蛋 

白，包括2A (特异性蛋白水解酶)、2B、2C、3A、 

VPg(5’末端结合蛋白)、3C(特异性蛋白水解酶)、 

3D (RNA多聚酶组分)。 

病毒RNA正链和负链的5’和3’一非编码区中分 

别含有多肽翻译的起始信号和 RNA合成的起始信 

号，VPg蛋白通过其酪氨酸残基的羟基基团与RNA 

的5’末端的pUpU形成的磷酸二酯键与基因组RNA 

结合【2】o 

2 流行病学研究 

到目前为止，EV71流行范围已遍布全球。病 

毒主要通过粪一口传播，易出现爆发流行，人类是 

EV71的唯一已知的自然宿主【2】。EV71感染对象主 

要为5岁以下的幼儿。血清流行病学研究表明，新 

生儿由于带有母亲血清抗体，44％具有EV71抗体， 

但 1个月后会迅速下降；1～23月龄的儿童 EV71 

抗体阳性率仅为0．8％；从 2～5岁，血清阳性率以 

每年 12％提高【l例；我国深圳地区 2000年 ElV71监 
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测结果表明，5岁以下的儿童是EV71的易感人群， 

其中1岁以下的儿童感染率最高【J”。 

1975年保加利亚大流行，此次流行中共有705 

名患儿受到感染，其中 149例发生了急性松弛性瘫 

痪，44例死亡【6】。近年来，EV71病毒的流行在亚 

太地区呈上升趋势，EV71感染常引起患者发生严 

重的中枢神经系统症状，死亡率较 131，1997 

马来西亚发生EV71大流行，共有病例 2628例，39 

例急性脊髓灰质炎麻痹或无菌性脑膜炎，30多例患 

儿死亡，其平均年龄 1．5岁；1998年我国台湾地区 

EV71大爆发，病例达几十万，死亡78例，死亡原 

因主要为由中枢神经系统感染，91％的死亡患JtA, 

于5岁；1999年在澳大利亚西部的佩思爆发EV71， 

从3月到8月的大约六个月的时间里，可记录的病 

例有 6000例，其中严重中枢神经系统症状病例为 

29例，包括脑干脑炎、急性松弛性瘫痪、肺水肿等。 

2000~2003年，EV71继续在亚太地区流行，如新 

加坡、韩国、中国台湾、中国香港、越南以及我国 

深圳地区，其中2000年新加坡共有3790病例，死 

亡 5人；2003年，越南爆发EV71，导致26名小于 

3岁的幼儿死亡。 

3 病毒学的监测方法 

3．1 病毒的分离 · 

肠道病毒引起的急性感染，可用咽拭子、直肠 

拭子、疱疹液、粪便、体液及组织液等标本，经青 

霉素 (1000IU／mL)和链霉素(1000gg／mL)处理后， 

接种单层Vero细胞，培养 1—3代，待细胞出现典型 

的细胞病变 (CPE)后，收集细胞分离病毒。有中 

枢神经系统症状时，可从脑脊液分离标本。分离的 

标本在一80℃可长期保存。 

3．2 病毒的检测 

由于肠道病毒属成员数量多，在遗传学上密切 

相关，有相似的结构和生物学特性，存在I临床诊断 

和分类鉴定困难的问题。而EV71和柯萨奇病毒A 

组和B组的一些病毒的主要症状都是手足口病，在 

临床上难以区分，而且柯萨奇A16往往伴随着EV71 

的流行【l引；另外，EV71可引起与脊髓灰质炎病毒 

同样的中枢神经系统症状。因此 EV71是肠道病毒 

中最难鉴定的病毒之一。 

EV71的常规诊断方法为利用荧光标记的特异 

性单克隆抗体对细胞培养病毒进行鉴定，由于需要 

对病毒进行分离和培养细胞，该方法费时费力，整 

个过程一般需要 5～10d时间，因此无法满足病毒 

流行期间同时处理大量标本的需要。 

RT-PCR技术克服了以上缺点，已成为 EV71 

快速诊断的重要手段。Betty H】和Singh等【l 5J根 

据 Vpl设计特异引物成功地对EV71进行了检测。 

Tsao等[161设计两套分别针对EV71和柯萨奇A16的 

特异引物，成功实现了对EV71和柯萨奇A16的鉴 

别诊断。Chiueh等【l 7J利用多重半巢式 PCR技术成 

功地在一个反应体系中鉴别 EV71和其它肠道病毒 

(包括柯萨奇A16和脊髓灰质炎病毒)。 

基因芯片技术 (Microchip array)在微生物的感 

染诊断中的应用是近年来发展起来的一门技术。Shih 

等【l 8】首次报道了利用芯片技术诊断 EV71的研究。 

该研究通过设计两对分别基于5’UTR和VP2的特异 

寡核苷酸探针，对 100个I临床样品 (用细胞培养方 

法证实为肠道病毒，其中67个样品为EV71)进行 

了检测，结果表明，该方法的灵敏度为89．6％，特异 

度为90．9％，检测每个样品所花费的时间仅为6h。 

ELISA 方法是一种常规的检测病原微生物方 

法。Shih 】曾用EV71的VP1基因的原核表达产 

物作为抗原诊断EV71的感染，结果表明，原核表 

达的VP1蛋白作为检测抗原，既可检测急性感染期 

患儿血清中的IgM，也可检测曾感染 EV71患者血 

清中的IgG，而且与CA16抗血清无交叉免疫反应。 

杨国威等[2~12003年报道了利用用巴斯德毕赤酵母 

表达的重组蛋白 VP1，检测 98份病人血清 (其中 

IgM阳性血清51份，IgG阳性血清47份)和58份 

非病人血清。结果显示，对 IgM 阳性血清，其灵敏 

度为90．2％，特异度为 93．1％；对 IgG阳性血清， 

其灵敏度为 93．6％，特异度为 93．1％，初步证实重 

组蛋白VP1可用来制备 ELISA诊断试剂盒，检测 

EV71感染。 

4 基因 (组 )分型 

由于VP1蛋白是主要的病毒中和决定因子，它 

直接决定病毒的抗原性【l】，Vpl基因具有与病毒血 

清型完全对应遗传多样性【2”，以及其变异快速 (其 

年进化率为 1．35×10—2，核苷酸)的特 酬，Vpl基 

因【6_8 lJ成了EV71基因分型的最重要的对象。 

1999年，美国疾病控制中 t~,(CDC)t61对来自美 

国和另外5个国家的 113株EV71进行了分子流行 

病学研究，根据 VP1序列 (891bp)的变异情况， 

将其分为A、B和 C三个基因型，其中，B型和C 

型又分成B1和 B2以及C1和 C2两个亚型。核苷 

酸序列同源性分析表明，同一型内毒株间序列同源 

性大于 88％，而不同型间毒株的同源性为80．3％～ 

83．5％，三个基因型的所有毒株的氨基酸同源性 
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(Identites)大于 94％。三个基因型中，1970年在 

加利福利亚分离的 EV71原型株 (BrCr-Ca一70)属 

于A型；1972．1988年在澳大利亚和美国、1994年 

在哥伦比亚和1997年在马来西亚分离的EV71毒株 

属于B型，自1988年以后，美国出现其主要流行 

毒株B型逐渐被C型所取代的趋势；加拿大、澳大 

利亚以及我国台湾地区EV71的主要流行毒株属于 

C型。 

McMinn等【7】根据VP1核苷酸序列，分析了自 

1997．2001期间在亚太地区流行的66个分离株，结 

果表明，1997．2001年东南亚地区的EV71流行期间 

分离到两个新亚型，即 B3和B4亚型，其中B3亚 

型在 1997—1999年间为东南亚地区的流行株，但 

1999年以后就再也没有分离到该亚型，B4亚型曾 

在新加坡 (1997)、马来西亚 (1997．1998)和台湾 

(1998)小规模流行，但 2000年在马来西亚和新 

加坡大规模流行，成为流行株；台湾EV71流行株 

为C2亚型；澳大利亚西部小规模流行的 EV71与 

曾在美国北部流行的EV71流行株同属 C1亚型： 

1999年澳大利亚西部的EV71流行株来源于亚洲， 

因为其B3亚型与 1997年马来西亚流行的B3亚型 

的同源性高于99％，C2亚型与1998年台湾流行株 

的同源性大于 98％。Herrero等 zJ曾对 1997年和 

2000年在马来西亚流行的43株 EV71病毒株进行 

了基于VP1的基因分型的研究，根据其研究结果， 

可把 1997年和2000年在马来西亚流行的EV71分 

为四个亚型 (B3、B4、C1和 C2)，与McMinn等 

的研究结果基本一致。Jee等【23】对2000年韩国流行 

的EV71进行了基于5’一UTR和 437bp的VP3／VP1 

区的基因分型研究，结果表明2000年韩国的EV71 

分离株为C型。 

EV71的结构蛋白VP4的氨基酸序列是非常保 

守的，但其核苷酸序列的变异幅度却达 17．5％～ 

24．4％L2引，可用于分子流行病学和基因分型的研究。 

Chu等【24]曾对 23株来 自台湾 EV71病毒株和 

GeneBank中的来自世界各地的其它21株Ev7毒株 

进行了基于 Vp4基因分型的研究，结果表明，44 

个病毒株分为三个基因型 (A型、B型和C型)。A 

型仅一株，为标准株 BrCr；B型主要为美国、日本 

和台湾的分离株，大多为 1990年以前分离的；C 

型主要是日本和台湾分离株，大多是 1990年以后 

分离的，可细分为 C一1、C一2和 C一3三个亚型。来 

自台湾的 23个分离株可分为一大一小两个簇 

(genetic clusters)，大簇为C．3型，小簇为B型。 

该研究结果与Shih等I25】基于台湾 1998年 EV71流 

行期间的毒株的 Vpl基因的核苷酸序列的分型结 

果高度一致。Shih等的研究工作表明，1998年台湾 

EV71流行期间 18株从死亡病例中分离的毒株中， 

有 17株分离毒株为C亚型，仅 1株为B型。因此， 

EV71基于Vp4和Vpl的基因分型高度相关。 

5 毒力决定因子 

脊髓灰质炎病毒的 5’UTR和 Vpl区存在对其 

神经毒性有决定作用的序列位点⋯。肠道病毒71型 

可导致多种临床症状，中枢神经系统症状的所占的 

比例约为 10％，但长期以来没有找到与毒力直接相 

关的5’UTR和Vpl序列位点 。另外，CoxsakieA16 

和EV71(prototype)的核苷酸序列和氨基酸序列的 

同源性 (Identities)分别为77％和89％，其主要临 

床症状也与 EV71相同，为手足口病，但 Coxsakie 

A16在临床上不表现中枢神经系统症状。是否存在 

神经毒性序列位点来决定EV71和Coxsakie A16不 

同的临床表现，目前尚无证据。 

McMinn等 叫从 1999年澳大利亚的EV71流行 

的中分离到了表现手足口病的毒株和具神经毒性 

的毒株，通过对Vpl基因的序列分析，发现两种不 

同症状的毒株的主要区别在于第 170位氨基酸的不 

同，表现手足口病的毒株为丙氨酸 (alanine)，而具 

神经毒性的毒株是缬氨酸 (valine)。McMinn推测 

VP1蛋白的第 170位氨基酸的这种变化，可能改变 

了VP1蛋白的空间结构，导致病毒与受体结合能力 

下降，从而使其毒力发生根本的改变。 

Fujimoto等 报道了 2000年 6～8月在日本 

Hyogo地区分离到的表现为脑干脑炎症状和手足口 

病的EV71毒株，通过对结构蛋白基因VP4的序列 

分析表明，表现为脑干脑炎症状的毒株 (39株，13 

株为粪便样品，21株为脑脊液样品，5株为血清样 

品)的VP4基因序列 (除一株外)都是一致的，而 

与表现为手足口病的EV71毒株(30株咽拭子样品) 

的VP4基因序列有较大的区别。 

肠道病毒属病毒的 5'-UTR区存在一个非常保 

守的区域，又叫核糖体进入位点 (IRES)，该位点 

可通过形成二级结构来调节病毒多聚蛋白的翻译， 

从而影响病毒的复制能力和毒力I2】。野生的脊髓灰 

质炎病毒的 IRES序列中仅一个碱基的改变足以改 

变该病毒的毒力⋯。通过 IRES替换实验【28】表明， 

把弱毒的人鼻病毒的 IRES重组到野生型的脊髓灰 

质炎病毒的基因组中，产生重组病毒的毒力大大下 

降。EV71同样存在IRES位点，并对病毒蛋白质的 

翻译起调控作用，IRES序列中碱基的改变可直接影 
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响病毒蛋白的翻译【瑚。 

6 预防与控制 

脊髓灰质炎病毒疫苗已在控制全球脊髓灰质 

炎病毒传播的实践中取得了巨大的成功，但尚没有 

公认的十分有效的EV71的疫苗和治疗药物。因此， 

根据 EV71流行的特点，其预防与控制主要是通过 

(1)开展卫生宣传教育工作，提高公众的安全防 

范意识；(2)加强对公共场所 (幼儿园、中小学、 

儿童经常参与的游乐场所等)卫生监督、监测和管 

理的力度；(3)建立完善的EV71流行监测网络。 

目前亚太地区一些国家，包括马来西亚、新加 

坡和我国台湾地区等，都制订一整套 EV71的预防 

与控制的策略，建立完善的EV71流行监测网络。 

台湾的EV71流行监测网络覆盖整个台湾地区，由 

850名一线医生提供 EV71临床监测信息。实践证 

明这些监测系统能有效的预测EV71的流行，避免 

EV7l的大规模流行。 
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