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２０２１ 年济宁市柯萨奇病毒 Ａ 组 ６ 型
分离株全基因组特征分析
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摘要:目的　 分析 ２０２１ 年济宁市柯萨奇病毒 Ａ 组 ６ 型(Ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ａ６ꎬ ＣＶＡ６)流行特点和全基因组特征ꎬ为
手足口病的防控提供依据ꎮ 方法　 采用反转录实时荧光定量 ＰＣＲ( ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲꎬ
ＲＴ￣ｑＰＣＲ)法对 ２０２１ 年济宁市 １１ 县市区采集的手足口病病例样本进行 ＣＶＡ６ 核酸检测ꎻ将 ＣＶＡ６ 阳性样本接种

到人横纹肌瘤细胞进行病毒的细胞培养ꎬ提取病毒核酸ꎬ并采用二代测序技术进行全基因组测序ꎻ采用 ＭＥＧＡ
７.０.１４、ＲＮＡｆｏｌｄ、ＮｅｔＰｈｏｓ ３.１、ＮｅｔＮＧｌｙｃ １.０ 和 ＧＰＳ Ｌｉｐｉｄ 生物信息学软件进行相似性、构建内部核糖体进入位点

( ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｉｂｏｓｏｍｅ ｅｎｔｒｙｓｉｔｅꎬ ＩＲＥＳ)二级结构、磷酸化位点、糖基化位点和脂酰化位点分析ꎮ 结果　 核酸检测结果

显示ꎬ２０２１ 年济宁市手足口病肠道病毒阳性病例中 ＣＶＡ６ 占比为 ３５.７９％(９７ / ２７１)ꎮ 全基因组测序结果显示ꎬ３ 株

ＣＶＡ６ 与原型株 Ｇｄｕｌａ 的核苷酸同源性为 ８０.６９％ ~ ８０.９５％ꎬ多聚蛋白氨基酸同源性为 ９４.８３％ ~ ９４.９２％ꎮ 生物信

息学分析结果显示ꎬ在进化树上ꎬ３ 株 ＣＶＡ６ 均位于 Ｄ３ａ 进化分支ꎬ但位于不同的进化簇ꎮ 与原型株 Ｇｄｕｌａ 相比ꎬ
５’ＵＴＲ 的 ＩＲＥＳ 区共发生了 ７ 处核苷酸变异ꎬＶＰ１ 抗原表位发生了 Ｑ９８Ｌ、Ｇ１６０Ｓ 变异ꎬＶＰ１ 受体结合位点发生了

Ｓ１９４Ｔ 变异ꎬ３Ｄ 聚合酶活性位点发生了 Ｔ３０８Ｓ、Ｌ３４２Ｓ 和 Ｋ３４６Ｒ 变异ꎮ 此外编码蛋白的磷酸化位点、糖基化位点

和脂酰化位点均发生多处位点的变异ꎮ 结论　 ２０２１ 年济宁市手足口病病例中 ＣＶＡ６ 是主要病原体ꎬ向适应宿主

的方向进化ꎬ应加强对 ＣＶＡ６ 的监测和防控ꎮ
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ＧＰＳ Ｌｉｐｉｄ ｓｏｆｔｗａｒｅ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｔｅｓｔｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ＣＶＡ６ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ＨＦＭＤ
ｃａｓｅｓ ｉｎ Ｊｉｎｉｎｇ Ｃｉｔｙ ｉｎ ２０２１ ｗａｓ ３５.７９％ (９７ / ２７１) . Ｗｈｏｌｅ￣ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｒｅｅ ＣＶＡ６ ｓｔｒａｉｎｓ
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ｐｒｏｔｏｔｙｐｅ ｓｔｒａｉｎ Ｇｄｕｌａ. Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ａｌｌ ｔｈｒｅｅ ＣＶＡ６ ｓｔｒａｉｎｓ ｂｅｌｏｎｇｅｄ ｔｏ ｔｈｅ Ｄ３ａ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ
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　 　 手足口病是肠道病毒感染引起的急性发热出

疹性传染病ꎬ高发人群为婴幼儿及儿童[１￣２]ꎮ 流行

病学研究表明ꎬ我国手足口病的病原体分布呈现明

显的时序变化特征: ２０１１ 年前ꎬ肠道病毒 ７１ 型

(ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ Ａ７１ꎬ ＥＶ７１)和柯萨奇病毒 Ａ 组 １６ 型

(Ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ａ１６ꎬ ＣＶＡ１６) 是优势病原体[３￣４]ꎬ
仅有少部分是柯萨奇病毒 Ａ 组 ６ 型(Ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ
Ａ６ꎬ ＣＶＡ６)ꎻ２０１２ 年后ꎬＣＶＡ６ 逐渐成为主要病原

体之一[５￣６]ꎻ２０２１—２０２３ 年期间ꎬＣＶＡ６ 已成为主要

致病原ꎬ更是导致重症病例的重要病原体 [７￣８]ꎮ 除

典型的手足口病临床表现外ꎬＣＶＡ６ 感染还可引发

严重的神经系统并发症(如脑膜炎和脑炎)、心肌损

伤、肾病综合征等ꎬ甚至可致死亡ꎬ已成为当前公共

卫生领域面临的重大挑战[５ꎬ９]ꎮ
ＣＶＡ６ 基因组全长约７４００ 碱基对(ｂａｓｅ ｐａｉｒꎬ ｂｐ)ꎮ

根据病毒结构蛋白 １(ｖｉｒａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ １ꎬ ＶＰ１)编
码区的基因序列ꎬＣＶＡ６ 可分为 Ａ、Ｂ、Ｃ 和 Ｄ ４ 个主

要基因型ꎬ其中 Ｄ 基因型又可以进一步分为 Ｄ１、Ｄ２
和 Ｄ３ 基因亚型ꎬ在我国主要流行的是 Ｄ３ 亚型[６]ꎮ
作为 ＲＮＡ 病毒ꎬＣＶＡ６ 在复制过程中具有较高的突

变率ꎬ增加了其防控难度ꎮ 本研究对 ２０２１ 年济宁市

手足口病病例进行了病原学监测ꎬ并对分离获得的

３ 株 ＣＶＡ６ 毒株进行了全基因组测序分析ꎬ旨在为

手足口病的科学防空提供分子流行病学依据ꎮ

１　 资料与方法

１.１　 样本来源

按照«手足口病预防控制指南(２００９ 版)» [１０]的

规范要求ꎬ采集 ２０２１ 年济宁市辖区内 １１ 个县(市、

区)临床诊断为手足口病的门诊或住院患儿的粪便

样本样本ꎮ 诊断标准为:发热伴手、足、口、臀部皮

疹ꎬ部分病例可无发热表现ꎮ 所有临床诊断病例样

本经肠道病毒核酸检测阳性后ꎬ确定为手足口病确

诊病例ꎮ
为确保样本的代表性ꎬ每个县(市、区)每月采集

至少 ５ 份临床诊断病例样本ꎻ若当月发病不足 ５ 例ꎬ
则全部采集ꎮ 最终纳入 ５１３ 份临床诊断病例样本ꎮ
本研究已获得济宁市疾病预防控制中心伦理委员会

批准ꎬ伦理审批编号为〔２０２４〕伦审第(伦 ００７)号ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 样本处理与核酸提取

取 ２ ｇ 粪便样本ꎬ加入 １０ ｍＬ ＰＢＳ、１ ｍＬ 氯仿和

１ ｇ 玻璃珠震荡 ２０ ｍｉｎꎻ１ ５００ ×ｇ 离心 ２０ ｍｉｎꎻ取
２００ μＬ上清液作为检测样本ꎮ 采用 ＳＳＮＰ￣９６００Ａ 型

全自动核酸提取仪(江苏硕世生物科技有限公司ꎬ
中国)和配套核酸快速提取试剂盒(磁珠法ꎬ货号

ＳＤＫＦ６０１０１)提取样本总核酸ꎮ
１.２.２　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测

采用肠道病毒三重核酸检测试剂盒 (ＣＡ１６ /
ＥＶ７１ /通用型ꎬ荧光 ＰＣＲ 法ꎬ货号 ＳＫＹ￣８３０５ꎬ深圳

市生科原生物科技有限公司ꎬ中国)和 ＣＶＡ６ 型核

酸检测试剂盒(货号 ＳＫＹ￣８３０８ꎬ深圳市生科原生物

科技有限公司ꎬ中国)进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 核酸检测ꎮ 以

检测 Ｃｔ 值≤３８ꎬ且扩增曲线呈典型指数增长者判定

为核酸阳性ꎮ
１.２.３　 病毒分离培养

将 ２００ μＬ ＣＶＡ６ 核酸阳性样本处理液接种至

２ ｍＬ人横纹肌瘤细胞培养液中ꎬ置于 ３６ ℃培养箱

中培养 ７ ｄꎮ 培养结束后反复冻融 ３ 次ꎬ随后盲传 ３
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代ꎬ每代培养 ７ ｄ 后ꎬ均行 ３ 次冻融处理ꎮ 最终取

２００ μＬ 培养物上清ꎬ提取核酸并进行 ＣＶＡ６ 核酸检测ꎮ
１.２.４　 全基因组测序和生物信息学分析

１.２.４.１　 测序与序列拼接

全基因组 Ｓａｎｇｅｒ 测序由上海伯杰医疗科技股

份有限公司完成ꎮ 测序机型为 ＡＢＩ３７３０ｘｌ(赛默飞

世尔科技公司ꎬ美国)ꎬ测序试剂为 ＢｉｇＤｙｅ 􀅺 Ｔｅｒ￣
ｍｉｎａｔｏｒ Ｖ３.１ Ｃｙｃｌｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ Ｋｉｔ(赛默飞世尔科技

公司ꎬ美国)ꎮ 采用 ＤＮＡＳＴＡＲ 软件包的子程序

ＳｅｑＭａｎ拼接测得序列ꎮ
１.２.４.２　 序列比对与进化分析

采用美国国家生物技术信息中心(Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ
ｆｏｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎꎬ ＮＣＢＩ)数据库基本局部

对齐搜索工具(Ｂａｓｉｃ Ｌｏｃａｌ Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ Ｓｅａｒｃｈ Ｔｏｏｌꎬ
ＢＬＡＳＴ)分析最相似序列ꎬ并在 ＮＣＢＩ 下载 ＣＶＡ６ 原型

株 Ｇｄｕｌａ 全基因组序列(ＧｅｎＢａｎｋ ＩＤ:ＡＹ４２１７６４.１)和
２００８ 年以来流行的ＣＶＡ６ 全基因组序列(ＧｅｎＢａｎｋ ＩＤ:
ＭＮ８４５８１６.１、ＭＮ８４５８４８.１、ＭＮ８４５８７２.１、ＭＮ８４５８６８.１、
ＭＮ８４５８１１. １、ＯＱ２１５７４７. １、ＭＦ２８５６２２. １、ＭＫ９６７６５３. １、
ＫＭ１１４０５７.１、ＭＫ１０６２０８. １、ＭＴ８１４５０２. １、ＭＴ８１４５０３. １、
ＭＴ８１４５３４. １、ＯＲ３９４９７４. １、ＯＲ３９４９７１. １、ＯＬ８３００３６. １、
ＯＬ８３００３４. １、 ＯＬ８３００３３. １、 ＯＬ８３００３２. １、 ＯＬ８３９９３８. １、
ＯＬ８３９９４２.１、ＯＭ１７９７６５.１、ＭＴ８１４５３５.１)ꎮ 采用 ＭＥＧＡ
７.０.１４ 软件比对序列[１１]ꎬ并进行相似性分析和氨基酸

变异位点分析ꎮ 采用 ＭＥＧＡ ７.０.１４ 软件的邻位相接

法ꎬ参数选择 １０００ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 重复ꎬ构建进化树ꎮ
１.２.４.３　 结构生物信息学分析

采用 ＲＮＡｆｏｌｄ ｗｅｂ ｓｅｒｖｅｒ(ｈｔｔｐ: / / ｒｎａ. ｔｂｉ.ｕｎｉｖｉｅ.
ａｃ. ａｔ / / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ＲＮＡＷｅｂＳｕｉｔｅ / ＲＮＡｆｏｌｄ. ｃｇｉ) 软件分

析内部核糖体进入位点( Ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｉｂｏｓｏｍｅ ｅｎｔｒｙｓｉｔｅꎬ
ＩＲＥＳ)结构域的二级结构[１２]ꎮ 采用 ＮｅｔＮＧｌｙｃ １.０
软件分析 Ｎ 糖基化位点[１３]ꎻ采用 ＮｅｔＰｈｏｓ ３.１ 软件

蛋白磷酸化位点[１４]ꎻ采用 ＧＰＳ Ｌｉｐｉｄ 软件( ｈｔｔｐ: / /
ｌｉｐｉｄ.ｂｉｏｃｕｃｋｏｏ.ｏｒｇ / )分析蛋白棕榈酰化、肉豆蔻酰

化、法尼酰化、香叶酰香叶酰化等脂酰化位点[１５]ꎮ
１.３　 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ ２２.０ 统计学软件ꎮ 计数资料采用

ｎ(％)描述ꎮ 采用 Ｆｉｓｈｅｒ 精确概率法比较不同月份

ＣＶＡ６ 的阳性率ꎮ 检验水准 α＝ ０.０５ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＣＶＡ６ 检出情况

肠道病毒检测结果显示ꎬ２０２１ 年济宁市手足口

病临床诊断病例中确诊病例 ２７１ 例ꎻ ＣＶＡ６ 的阳性

率为 ３５.７９％(９７ / ２７１)ꎮ 不同月份手足口病确诊病

例中 ＣＶＡ６ 的阳性率差异无统计学意义(Ｐ＝ ０.６８)ꎮ
见表 １ꎮ

表 １　 济宁市 ２０２１ 年 ＣＶＡ６ 检出情况 / ｎ(％)
Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＶＡ６ ｉｎ Ｊｉｎｉｎｇ ｉｎ ２０２１ / ｎ(％)

月份
确诊病
例数

ＣＶＡ６
阳性病例

１ ２３ ６(２６.０９)

２ ８ ３(３７.５０)

３ ７ ３(４２.８６)

４ １３ ８(６１.５４)

５ ２８ １１(３９.２９)

６ ４２ １５(３５.７１)

７ ３３ ８(２４.２４)

８ ２０ ８(４０.００)

９ ２４ １１(４５.８３)

１０ ３５ １２(３４.２９)

１１ ２３ ７(３０.４３)

１２ １５ ５(３３.３３)

合计 ２７１ ９７(３５.７９)

Ｐ ０.６８

２.２　 全基因组测序

从 ＣＶＡ６ 阳性样本中共培养出 ３ 株 ＣＶＡ６ 细胞

株ꎮ 全基因组测序获得的 ３ 株 ＣＶＡ６ 序列均包含完

整的蛋白编码区ꎬ分别命名为 Ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ａ６
ｓｔｒａｉｎ ５０ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ (简称 ５０ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ꎻ
７ ４３５ ｂｐ)、 Ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ａ６ ｓｔｒａｉｎ ７０ / ＪＮ / ＣＨＮ /
２０２１(简称 ７０ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ꎻ７ ４３４ ｂｐ)和 Ｃｏｘｓａｃｋ￣
ｉｅｖｉｒｕｓ Ａ６ ｓｔｒａｉｎ ８７ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ (简称 ８７ / ＪＮ /
ＣＨＮ / ２０２１ꎻ ７ ４３６ ｂｐ)ꎮ
２.３　 相似性分析

相似性分析结果显示ꎬ与 ＣＶＡ６ 原型株 Ｇｄｕｌａ
相比ꎬ ５０ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ 全基因核苷酸相似性为

８０.６９％ꎻ７０ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ 全基因核苷酸相似性为

８０.９５％ꎻ８７ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ 全基因核苷酸相似性为

８０. ７５％ꎮ ＮＣＢＩ ＢＬＡＳＴ 分 析 结 果 显 示ꎬ ５０ / ＪＮ /
ＣＨＮ / ２０２１ 与中国 ２０１８ 年分离株 Ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ａ６
ｉｓｏｌａｔｅ ２２ / ＨＬＪ / ＣＨＮ/ ２０１８(ＧｅｎＢａｎｋ ＩＤ: ＭＮ８４５８４８.１)
相似性最高ꎬ为 ９８.８２％ꎻ７０ / ＪＮ / ＣＨＮ/ ２０２１ 与吉林省

２０２０ 年 分 离 株 Ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ａ６ ｓｔｒａｉｎ ＣＶＡ６ /
２０００５ / ＣＣ / ＣＨＮ / ２０２０(ＧｅｎＢａｎｋ ＩＤ: ＯＲ３９４９７４.１)
相似性最高ꎬ为 ９９.１６％ꎻ８７ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ 与中国

２０１８ 年分离株 Ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ａ６ ｉｓｏｌａｔｅ ２１ / ＣＱ /
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ＣＨＮ / ２０１８(ＧｅｎＢａｎｋ: ＭＮ８４５８１６.１)相似性最高ꎬ
为 ９８.３６％ꎮ

ＭＥＧＡ 软件序列比对分析结果显示ꎬ与 ＣＶＡ６
原型株 Ｇｄｕｌａ 相比ꎬ济宁市 ３ 株 ＣＶＡ６ 序列编码多

聚蛋白氨基酸的同源性为 ９４.８３％ ~ ９４.９２％ꎮ 核苷

酸方面ꎬ５′ＵＴＲ 核苷酸相似性最高ꎬ为 ８８. ５９％ ~
８９.４０％ꎻ３Ｂ 蛋白编码区核苷酸相似性最低ꎬ 为

７４.２４％ ~７５.７６％ꎮ 氨基酸方面ꎬ２Ｃ 蛋白氨基酸相似

性最高ꎬ为 ９７.５４％ ~ ９８.１６％ꎻ结构蛋白 ＶＰ４ 氨基酸

相似性最低ꎬ为 ８２.６３％ꎮ 见表 ２ꎮ
表 ２　 与原始株 Ｇｄｕｌａ 相比的核苷酸和氨基酸相似性分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ Ｇｄｕｌａ
名称 核苷酸位置 核苷酸相似性 / ％ 氨基酸相似性 / ％

５′ＵＴＲ １~７４５ ８８.５９~８９.４０ —

ＶＰ４ ７４６~９５２ ７７.２９~７８.２６ ８２.６３

ＶＰ２ ９５３~１ ７２０ ８３.０７~８３.７２ ９６.０２~９６.８３

ＶＰ３ １ ７２１~ ~２ ４４０ ８１.１１~８２.３６ ９６.６１~９７.４７

ＶＰ１ ２ ４４１~３ ３５５ ８３.３１~８３.７２ ９５.６４~９５.９９

２Ａ ３ ３５６~３ ８０５ ７８.４４~７９.５６ ９４.５２~９５.２２

２Ｂ ３ ８０６~４ １０２ ７９.５０~７９.８０ ９４.８２

２Ｃ ４ １０３~５ ０８９ ７９.１２~７９.５３ ９７.５４~９８.１６

３Ａ ５ ０９０~５ ３４７ ７５.９７~７７.１４ ９０.２４~９１.５１

３Ｂ ５ ３４８~５ ４１３ ７４.２４~７５.７６ ９０.４７

３Ｃ ５ ４１４~５ ９６２ ７７.６０~７８.５１ ９４.９６~９５.５３

３Ｄ ５ ９６３~７ ３４８ ７６.６２~７７.１３ ９２.１２~９２.５９

３′ＵＴＲ ７３５２~７４３４ ８２.３５~８３.５３ —

　 　 注:“—”表示不编码蛋白ꎮ

２.４　 系统进化分析

进化树构建结果显示ꎬ在 ＶＰ１ 进化树上ꎬ济宁

市 ３ 株 ＣＶＡ６ 序列均位于 Ｄ３ａ 进化分支ꎮ 其中 ５０ /
ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ 与河南省郑州市 ２０１９ 年分离的毒株

Ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ａ６ ｓｔｒａｉｎ ＪＬＳ１０ / ＨｅＮ / ＣＨＮ / ２０１９ 亲

缘性较高ꎬ相似性为 ９９.２３％ꎻ７０ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ 与

吉林省长春市 ２０２０ 年、２０２１ 年分离株 Ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ
Ａ６ ｓｔｒａｉｎ ＣＶＡ６ / ２０００５ / ＣＣ / ＣＨＮ / ２０２０ 和 Ｃｏｘｓａｃ￣
ｋｉｅｖｉｒｕｓ Ａ６ ｓｔｒａｉｎ ＣＶＡ６ / ２１００３ / ＣＣ / ＣＨＮ / ２０２１ 等

亲缘性较高ꎬ相似性分别为 ９８.６９％和 ９８.５８％ꎻ８７ /
ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ 与北京市 ２０１８ 年 Ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ａ６
ｉｓｏｌａｔｅ ２１ / ＣＱ / ＣＨＮ / ２０１８ 和山东省泰安市 ２０１８ 年

分离株 Ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ａ６ ｉｓｏｌａｔｅ ＤＮ２６８７ ｐｏｌｙｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ ｇｅｎｅ 亲缘性较高ꎬ相似性均为 ９８.６９％ꎮ 见图 １ꎮ

５′ＵＴＲ、ＶＰ４、ＶＰ２、ＶＰ３、 ２Ａ、 ２Ｂ、 ２Ｃ、 ３Ａ、 ３Ｂ、
３Ｃ、３Ｄ、３′ＵＴＲ 进化树结果与 ＶＰ１ 基本一致ꎮ 但在

３Ｂ 进化树上ꎬ５０ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ 与河南省郑州市

２０１９ 年分离的毒株 Ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ａ６ ｓｔｒａｉｎ ＪＬＳ１０ /

ＨｅＮ / ＣＨＮ / ２０１９ 亲缘性较低ꎻ７０ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ 与

吉林省长春市 ２０２０ 年、２０２１ 年分离株 Ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ
Ａ６ ｓｔｒａｉｎ ＣＶＡ６ / ２０００５ / ＣＣ / ＣＨＮ / ２０２０ 和 Ｃｏｘｓａｃｋ￣
ｉｅｖｉｒｕｓ Ａ６ ｓｔｒａｉｎ ＣＶＡ６ / ２１００３ / ＣＣ / ＣＨＮ / ２０２１ 等亲

缘性较低ꎮ 在 ３′ＵＴＲ 进化树上ꎬ８７ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１
与北京市 ２０１８ 年 Ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ａ６ ｉｓｏｌａｔｅ ２１ / ＣＱ /
ＣＨＮ / ２０１８ 和山东省泰安市 ２０１８ 年分离株 Ｃｏｘ￣
ｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ａ６ ｉｓｏｌａｔｅ ＤＮ２６８７ ｐｏｌｙｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅ 亲缘

性较低ꎮ
２.５　 ５̓ＵＴＲ 变异分析

５̓ＵＴＲ 变异分析结果显示ꎬ济宁市 ３ 株 ＣＶＡ６
序列的 ＩＲＥＳ 区共发生了 ７ 处核苷酸变异ꎮ 见表 ３ꎬ
图 ２ꎮ 与 ＣＶＡ６ 原型株 Ｇｄｕｌａ 的 ＩＲＥＳ 结构域二级

结构相比ꎬ３ 株 ＣＶＡ６ 序列的 ３ 处茎结构发生改变:
茎结构 １ 由 ４ 个碱基对改变为 ３ 个碱基对ꎻ茎结构 ２
由 ５ 个碱基对改变为 ６ 个碱基对ꎻ茎结构 ３ 由 ３ 个

碱基对改变为 ４ 个碱基对ꎮ ＩＲＥＳ 结构域二级结构

详见图 ２ꎮ
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图 １　 济宁市 ＣＶＡ６ ＶＰ１ 进化树分析
●表示 ＣＶＡ６ 原型株 Ｇｄｕｌａꎻ █表示济宁市 ＣＶＡ６ 毒株ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＶＰ１ ｏｆ ＣＶＡ６ ｉｎ Ｊｉｎｉｎｇ
● ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ＣＶＡ６ ｐｒｏｔｏｔｙｐｅ ｓｔｒａｉｎ Ｇｄｕｌａꎻ █ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ＣＶＡ６ ｓｔｒａｉｎ ｉｎ Ｊｉｎｉｎｇ Ｃｉｔｙ ３′ＵＴＲꎮ

表 ３　 ＩＲＥＳ 结构域核苷酸变异位点分析
Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＩＲＥＳ ｄｏｍａｉｎ

名称
核苷酸位点

４８２ ４９８ ５００ ５０２ ５０６ ５１１ ５１５

５０ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ Ｃ Ｇ Ｔ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ

７０ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ Ｃ Ｇ Ｃ Ｔ Ｔ Ｇ Ｔ

８７ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ Ｃ Ｇ Ｔ Ｔ Ｔ Ａ Ｔ

原型株 Ｇｄｕｌａ Ｔ Ａ Ｃ Ｃ Ａ Ｇ Ｃ

２.６　 氨基酸变异分析

２.６.１　 蛋白变异位点分析

蛋白变异位点分析结果显示ꎬ与原型株 Ｇｄｕｌａ
相比ꎬ济宁市 ３ 株 ＣＶＡ６ 的 １１ 个蛋白均发生了不

同程度的变异ꎬ其中 ３Ｄ 和 ＶＰ１ 变异位点个数最

多ꎬ分别有 ３６ 处和 １３ 处氨基酸位点发生变异ꎮ 见

表 ４ꎮ
２.６.２　 磷酸化变异位点分析

蛋白磷酸化位点分析结果显示ꎬ与原型株

Ｇｄｕｌａ 相比ꎬ济宁市 ３ 株 ＣＶＡ６ 序列编码的蛋白 ２４
处磷酸化位点发生改变ꎬ其中增加磷酸化位点 １１
处ꎬ丢失磷酸化位点 １３ 处ꎮ 见表 ５ꎮ
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图 ２　 济宁市 ＣＶＡ６ ＩＲＥＳ 结构域二级结构分析
Ａ:５０ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ꎻＢ:７０ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ꎻＣ:８７ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ꎻＤ:原型株 Ｇｄｕｌａꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＩＲＥＳ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ＣＶＡ６ ｉｎ Ｊｉｎｉｎｇ
Ａ: ５０ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ꎻ Ｂ: ７０ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ꎻ Ｃ: ８７ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ꎻ Ｄ: Ｐｒｏｔｏｔｙｐｅ ｓｔｒａｉｎ Ｇｄｕｌａ.

表 ４　 氨基酸变异位点分析
Ｔａｂｌｅ ４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ

名称 变异位点

ＶＰ４ Ａ７Ｔ、Ｑ８Ｅ、Ｔ１２Ｓ、Ｇ１６Ｋ、Ｉ１８Ｖ、Ｔ４７Ａ、Ｔ５１Ａ、Ｓ５５Ｒ、Ａ６０Ｔ、Ｋ６２Ｒ、Ａ６４Ｖ
ＶＰ２ Ｇ４０Ｅ、Ｖ１１０Ｉ＃、Ｖ１２５Ａ、Ｖ１２６Ａ、Ｔ１５１Ａ＃、Ｅ１５８ＳΔ、Ｅ１５８Ｎ∗＃、Ｖ１６１Ｅ、Ｉ１７２Ｖ、Ｆ１８０Ｙ
ＶＰ３ Ｌ２Ｆ、Ｒ４８Ｑ、Ｎ６５Ｓ∗Δ、Ｔ１４２Ａ、Ａ１７７ＴΔ、Ｓ２０８Ｔ、Ｅ２２０Ｒ∗Δ、Ｅ２２０Ｋ＃、Ｒ２３４Ｑ
ＶＰ１ Ｓ５Ｔ、Ｉ８Ｖ、Ｎ１０Ｓ、Ｔ１４Ａ、Ａ２９Ｖ＃、Ｓ３２Ｔ、Ｑ９８Ｌ、Ｇ１６０Ｓ、Ｉ１７４Ｖ、Ｓ１９４Ｔ、Ｆ２６１Ｌ、Ｓ２７９Ｔ、Ｆ３０５Ｓ
２Ａ Ｋ２Ｒ∗Δ、Ｄ３５Ｓ、Ｔ５２Ｉ＃、Ｎ５７Ｄ、Ｒ６８Ｋ、Ｓ８０Ｇ＃、Ｖ１０２Ｋ、Ｖ１２１Ｉ、Ｎ１３６Ｄ
２Ｂ Ｓ２２Ａ、Ｈ３１Ｙ、Ｖ４７Ｉ、Ｓ８５Ａ、Ｍ９５Ｉ
２Ｃ Ｌ１８Ｆ、Ｉ２１Ｖ∗、Ｄ２３Ｎ、Ｋ４１Ｒ、Ｉ６０ＶΔ、Ｆ９０Ｙ、Ｉ９６Ｔ、Ｌ２５８ＶΔ、Ｓ２７１ＴΔ、Ｉ３２０Ｖ＃

３Ａ Ｎ１１Ｓ、Ｋ１５Ａ、Ａ２０Ｖ、Ｒ３８Ｋ＃、Ｅ３９Ｄ、Ｎ５６Ｓ、Ｖ６１Ｉ、Ｖ６５Ｉ、Ｖ６９Ｉ∗

３Ｂ Ａ１０Ｖ、Ｖ１５Ｉ
３Ｃ Ａ１８Ｖ、Ｉ３６Ｖ∗＃、Ｉ４９Ｖ、Ｖ５６Ｉ、Ｌ７５Ｉ、Ａ９３Ｎ、Ｔ９５Ｓ、Ｇ９６Ａ、Ｉ１５７Ｖ

３Ｄ
Ｉ６Ｖ∗Δ、Ｖ３３Ｒ、Ｎ３７Ｓ∗Δ、Ｔ４４Ｈ、Ｎ５３Ｄ、Ｌ６７Ｉ、Ｖ７４Ｉ、Ｔ７５Ｋ、Ｑ７６Ｅ、Ｌ７９ＳΔ、Ｄ８９Ｎ、Ｎ９１Ｄ、Ｋ９４Ｑ、Ｅ１０５Ｄ、Ｙ１０６Ｎ、
Ａ１３４Ｔ、Ｔ１３８Ｖ、 Ｋ１４０Ｒ＃、 Ｌ１４３Ｆ、 Ｌ１６５Ｉ、 Ｔ１９０Ａ、 Ｖ１９７Ｔ、 Ｉ２０５Ｖ、 Ｔ２５９Ｇ、 Ｅ２６０Ｎ∗＃、 Ｅ２６０ＤΔ、 Ｖ２６３Ｉ、 Ｔ３０８Ｓ、
Ｌ３４２Ｓ、Ｋ３４６Ｒ、Ｓ３６２Ｐ、Ｔ３６８Ｎ、Ｈ３８３Ｅ、Ｒ３９６Ｋ、Ｅ４２８Ｑ、Ｔ４３６Ａ、Ｆ４５１Ｙ

　 　 注:∗代表 ５０ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ 发生变异ꎻ＃代表 ７０ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ 发生变异ꎻΔ 代表 ８７ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ 发生变异ꎻ未标注代
表 ３ 株 ＣＶＡ６ 均发生变异ꎮ

表 ５　 磷酸化位点变异分析
Ｔａｂｌｅ ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ

名称
磷酸化位点

增加 丢失

ＶＰ４ Ｔ６０ Ｔ４７
ＶＰ２ Ｓ１５８Δ —
ＶＰ３ — Ｔ１４２
ＶＰ１ Ｓ３０５ Ｔ１４、Ｓ１９４
２Ａ — Ｓ８０＃

２Ｂ — Ｓ２２
３Ａ Ｓ１１、Ｓ５６ —
３Ｄ Ｓ３７∗Δ、Ｓ７９Δ、Ｔ１３４、Ｔ１９７、Ｓ３０８、Ｙ４５１ Ｔ４４、Ｔ７５、Ｙ１０６、Ｔ１３８、Ｔ３０８、Ｓ３６２、Ｔ４３６

　 　 注:∗代表 ５０ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ 发生变异ꎻ＃代表 ７０ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ 发生变异ꎻΔ 代表 ８７ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ 发生变异ꎻ未标注代
表 ３ 株 ＣＶＡ６ 均发生变异ꎻ—表示未发生变异ꎮ
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２.６.３　 糖基化变异位点分析

糖基化变异位点分析结果显示ꎬ与原型株 Ｇｄｕｌａ
相比ꎬ济宁市 ３ 株 ＣＶＡ６ 序列的 ３Ｃ 发生了 ＡＩＴ９３￣

９５ＮＩＳ 变异ꎬ增加 Ｎ９３ 糖基化位点ꎮ 见图 ３ꎮ ３Ｄ 发

生 ＮＴＳ９１￣９３ＤＴＳ 变异ꎬ丢失 Ｎ９１ 糖基化位点ꎮ 见

图 ４ꎮ

图 ３　 济宁市 ＣＶＡ６ 序列 ３Ｃ 糖基化位点分析
Ａ:济宁市 ３ 株 ＣＶＡ６ 序列 ３Ｃ 糖基化位点分析ꎻＢ:原型株 Ｇｄｕｌａ 序列 ３Ｃ 糖基化位点分析ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ３Ｃ ｏｆ ＣＶＡ６ ｉｎ Ｊｉｎｉｎｇ
Ａ: Ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ３Ｃ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ＣＶＡ６ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ Ｊｉｎｉｎｇꎻ Ｂ: Ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ３Ｃ ｏｆ ｐｒｏｔｏｔｙｐｅ ｓｔｒａｉｎ Ｇｄｕｌａ.

图 ４　 济宁市 ＣＶＡ６ 序列 ３Ｄ 糖基化位点分析ꎮ
Ａ:济宁市 ３ 株 ＣＶＡ６ 序列 ３Ｃ 糖基化位点分析ꎻＢ:原型株 Ｇｄｕｌａ 序列 ３Ｃ 糖基化位点分析ꎮ

Ｆｉｇ ４　 Ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ３Ｄ ｏｆ ＣＶＡ６ ｉｎ Ｊｉｎｉｎｇ
Ａ: Ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ３Ｄ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ＣＶＡ６ ｓｔｒａｉｎｓ ＣＶＡ６ ｉｎ Ｊｉｎｉｎｇꎻ Ｂ: Ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ３Ｄ ｏｆ ｐｒｏｔｏｔｙｐｅ ｓｔｒａｉｎ Ｇｄｕｌａ.

２.６.４　 脂酰化位点分析

脂酰化位点分析结果显示ꎬ与原型株 Ｇｄｕｌａ 相

比ꎬ７０ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ 的 ＶＰ２ 的 Ｃ１０７ 增加棕榈酰

化修饰ꎮ 见图 ５ꎮ ３ 株 ＣＶＡ６ 序列的肉豆蔻酰化、法
尼酰化、香叶酰香叶酰化等脂酰化位点均未发生

改变ꎮ
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图 ５　 济宁市 ＣＶＡ６ 序列 ＶＰ２ 棕榈酰化修饰位点分析
Ａ:５０ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ꎻＢ:７０ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ꎻＣ:８７ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ꎻＤ:原型株 Ｇｄｕｌａꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｐａｌｍｉｔｏｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ＶＰ２ ｏｆ ＣＶＡ６ ｉｎ Ｊｉｎｉｎｇ
Ａ: ５０ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ꎻ Ｂ: ７０ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ꎻ Ｃ: ８７ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ꎻ Ｄ: Ｐｒｏｔｏｔｙｐｅ ｓｔｒａｉｎ Ｇｄｕｌａ.

３　 讨　 论

手足口病范围内广泛流行的儿童传染病ꎬ在我

国已被纳入法定丙类传染病管理ꎮ 流行病学监测显

示ꎬ近年来我国手足口病的病原谱发生显著变化:
ＣＶＡ６ 已逐步取代 ＣＶＡ１６ 和 ＥＶ７１ꎬ成为当前最主

要的流行株之一[１６￣１９]ꎮ 这一转变可能与肠道病毒

固有的高变异特性相关:其 ＲＮＡ 聚合酶缺乏校对

功能ꎬ导致病毒在复制过程中容易发生基因变异ꎮ
本研究通过对 ２０２１ 年济宁市手足口病的系统监测ꎬ
发现 ＣＶＡ６ 的阳性率为 ３５.７９％ꎬ且各月份阳性率无

显著差异(Ｐ>０.０５)ꎬ证实了其在区域流行中的主导

地位ꎮ 此外ꎬ本研究还首次在 ＣＶＡ６ 分离株中发现

Ｃ１０７ 位点棕榈酰化修饰ꎬ为探索该病毒蛋白翻译后

修饰的生物学意义提供了新线索ꎮ
Ｌｕ 等[８]研究发现ꎬ２０１２—２０２３ 年我国流行的

ＣＶＡ 毒株主要归属于 Ｄ３ａ 分支ꎮ 本研究结果显示ꎬ
济宁市的 ３ 株 ＣＶＡ６ 分离株均位于 Ｄ３ａ 进化分支ꎬ
与上述研究一致ꎮ 有研究表明ꎬＤ３ａ 基因亚型具有

更强的传播能力和更快的进化速度ꎬ且更容易发生

基因重组ꎬ其变异趋势正向增强传播力和导致多样

化临床症状的[５]ꎮ 建议对 ＣＶＡ６ 病毒(特别是 Ｄ３ａ
分支)实施持续性动态监测ꎬ同时加快推进针对 Ｄ３ａ
分支的疫苗研制工作ꎬ并着力加强相关抗病毒药物

的研发力度ꎮ
既往研究表明ꎬ５̓ＵＴＲ 的 ＩＲＥＳ 结构与是肠道

病毒蛋白翻译的关键调控区域[１６ꎬ２０￣２１]ꎬ其二级结构

的改变可能影响宿主翻译起始因子与病毒 ＲＮＡ 的

结合效率ꎬ进而调控病毒蛋白的翻译水平ꎮ 本研究

发现ꎬ济宁市 ３ 株 ＣＶＡ６ 毒株的 ＩＲＥＳ 结构域存在 ７
个核苷酸变异位点ꎬ导致其茎环结构发生显著改变ꎮ
这些变异可能通过改变 ＩＲＥＳ 的空间构象ꎬ影响翻

译起始因子的识别和结合以及调控病毒蛋白的翻译

效率ꎬ进而影响病毒复制能力等机制影响病毒的致

病性和传播力ꎬ需要通过反向遗传学实验等方式进

一步验证其具体功能和意义ꎮ
Ｘｕ 等[２２] 研究发现ꎬＶＰ１ 蛋白的 Ｑ９８ 和 Ｇ１６０

位点是 ＣＶＡ６ 最重要的抗原表位ꎬ参与抗体 Ｆａｂ 结

构域的识别ꎻＶＰ３ 蛋白 Ｎ 端氨基酸在病毒复制过程

与结病毒基因组 ＲＮＡ 结合ꎮ 研究发现ꎬＶＰ１ 蛋白

的 １３５、１３７、１３８、１５０、１５４、１５８、１９４、２１６、２１７、２１９、
２８８￣２９１、２９５、２９７ 位氨基酸参与构成含 ｋｒｉｎｇｌｅ 的跨

膜蛋白 １ ( ｋｒｉｎｇｌｅ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
１ꎬＫＲＥＭＥＮ１)受体结合域[２３￣２４]ꎮ 本研究发现ꎬ济宁

市 ３ 株 ＣＶＡ６ 的序列 ＶＰ１ 和 ＶＰ３ 蛋白均发生了氨

基酸变异ꎬ可能影响病毒抗原表位的免疫原性、ＶＰ３
与基因组 ＲＮＡ 的结合能力以及病毒与 ＫＲＥＭＥＮ１
受体的结合效率ꎬ进而影响病毒的传播适应性和宿

主的免疫识别效率ꎬ需要通过假病毒实验等方式进

一步验证ꎮ
Ｇｕｏ 等[２５]研究发现ꎬ２Ａ 蛋白的 Ｖ１２１ 位于锌指

结构域ꎬ该位点对维持 ２Ａ 蛋白的空间构想和功能

具有关键作用ꎮ 本研究发现ꎬ济宁市 ３ 株 ＣＶＡ６ 毒

株的 ２Ａ 蛋白均存在 Ｖ１２１Ｉ 氨基酸变异ꎬ可能通过

调节 ２Ａ 蛋白酶的切割效率ꎬ进而影响病毒多蛋白

前体的加工过程ꎮ
Ｗａｎｇ 等[２６]研究发现ꎬ２Ｃ 蛋白 Ｎ 端 ２１￣４５ 位氨

基酸参与病毒 ＲＮＡ 结合ꎬ在病毒复制过程中发挥

关键作用ꎻ且 ２６９￣２８６ 位氨基酸形成的锌指结构域

对 ２Ｃ 蛋白的正确折叠至关重要ꎮ Ｗｕ 等[２７] 研究发

现ꎬ３Ｄ 聚合酶的基序 Ｂ 和基序 Ｄ 是其催化活性的

关键功能域ꎮ 本研究发现ꎬ济宁市 ３ 株 ＣＶＡ６ 毒株

的 ２Ｃ 蛋白发生的所有变异 ＲＮＡ 结合域或锌指结

构域ꎻ ８７ / ＪＮ / ＣＨＮ / ２０２１ 存在位于锌指结构核心区

域的 Ｓ２７１Ｔ 变异ꎻ而 ３Ｄ 聚合酶的变异位点均位于

功能基序 Ｂ 或 Ｄ 区域ꎮ 上述变异可能通过调节病

毒 ＲＮＡ 的复制效率和聚合酶的保真度ꎬ进而影响



　 １００　　 山　 东　 大　 学　 学　 报　 (医　 学　 版) ６３ 卷 ９ 期　

病毒复制能力的适应性、突变速率以及对抗病毒药

物的敏感性ꎮ
有研究表明ꎬ翻译后修饰在调控病毒蛋白功能、

亚细胞定位及稳定性等方面发挥关键作用[２８￣２９]ꎮ
刘洪波等[３０] 研究发现ꎬＶＰ１ 受体结合位点的 Ｓ１９４
是重要的磷酸化位点ꎻＬｉｎ 等[３１] 研究发现ꎬ３Ｄ 聚合

酶的磷酸化状态直接影响其催化活性ꎮ 本研究发

现ꎬ济宁市 ３ 株 ＣＶＡ６ 毒株均存在 Ｓ１９４ 磷酸化位点

缺失ꎬ且 ３Ｄ 聚合酶活性中心存在磷酸化相关变异ꎮ
上述突变可能通过调节病毒与 ＫＲＥＭＥＮ１ 受体的

结合亲和力及核苷酸聚合效率ꎬ影响病毒的入侵效

率和复制保真度ꎮ 此外ꎬ本研究首次发现 Ｃ１０７ 位

点的棕榈酰化修饰ꎬ为 ＣＶＡ６ 蛋白翻译后修饰研究

提供了新线索ꎮ
本研究尚存在局限性:①仅对 ２０２１ 年济宁市手

足口病例样本的肠道病毒阳性率进行分析ꎬ监测时

间跨度较短ꎬ且样本量及地域覆盖范围有限ꎻ②仅获

得 ３ 株 ＣＶＡ６ 全基因组序列ꎬ测序毒株数量不足反

映群体遗传多样性ꎬ难以全面评估病毒进化动态ꎮ
综上ꎬＣＶＡ６ 是导致 ２０２１ 年济宁市手足口病流

行的主要病原体ꎬ其基因突变可能协同增强病毒的

复制效率、传播能力、致病性及免疫逃逸特性ꎮ 建议

建立系统的 ＣＶＡ６ 基因变异监测体系ꎬ以掌握其进

化动态ꎻ并据此及时调整和完善防控策略ꎬ降低该病

毒对个体健康和公共卫生造成的威胁ꎮ
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