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绍兴市手足口病病毒型别检测结果分析
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摘要：目的 了解绍兴市手足口病病毒型别分布，为手足口病防治工作提供参考。方法 收集2018—2020年绍兴市手

足口病监测哨点医院14岁以下手足口病病例的肛拭子/咽拭子标本，采用实时荧光定量PCR和BLAST序列比对测定肠道

病毒型别，描述性分析肠道病毒型别构成及流行时间分布。结果 2018—2020年收集肛拭子/咽拭子标本1 267份，检

出阳性 661 份，阳性率为 52.17%。其中肠道病毒 71 型 （EV71） 70 份，阳性率为 5.52%；柯萨奇病毒 A 组 16 型

（CoxA16） 208份，阳性率为16.42%；CoxA6型239份，阳性率为18.86%；CoxA10型23份，阳性率为1.82%；其他型别

121 份，成功测序 84 份，检出 CoxA2、CoxA4 和 CoxA5 等 10 种型别。2018—2020 年 EV71 型阳性率分别为 14.08%、

0.72%和1.84%，2018年4—7月为检出高峰；CoxA16型阳性率分别为10.98%、26.57%和11.98%，2019年4—8月和11—
12月为检出高峰；CoxA6型阳性率分别为10.50%、14.73%和30.88%，2020年5—12月为检出高峰。结论 2018—2020
年绍兴市手足口病的主要肠道病毒型别为EV71、CoxA16和CoxA6型，且CoxA6型检出有上升趋势。
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Abstract: Objective To investigate the genotypes of enteroviruses causing hand, foot and mouth disease ( HFMD ) in
Shaoxing City, so as to provide insights into HFMD control. Methods The anal and pharyngeal swab specimens were
collected from HFMD cases under 14 years of age reported by sentinel hospitals of HFMD in Shaoxing City from 2018
to 2020. The enterovirus genotypes were determined by quantitative real-time PCR (qPCR) assay and sequenced by
BLAST, and the constitution and temporal distribution of enterovirus genotypes were descriptively analyzed. Results A
total of 1 267 anal and pharyngeal swab specimens were collected from children with HFMD, and 661 specimens were
positive for enteroviruses, with a positive rate of 52.17%. Among the 661 enterovirus-positive specimens, 70 specimens
were tested positive for EV71 ( 5.52% ), 208 specimens tested positive for CoxA16 ( 16.42% ), 239 specimens tested posi⁃
tive for CoxA6 ( 18.86% ); 23 specimens tested positive for CoxA10 (1.82%), and 121 specimens tested positive for oth⁃
er 10 genotypes, including CoxA2, CoxA4, and CoxA5. The prevalence rates of EV71 were 14.08%, 0.72% and 1.84%
from 2018 to 2020, and the detection of EV71 peaked during the period between April and July, 2018. The prevalence
rates of CoxA16 were 10.98%, 26.57% and 11.98 from 2018 to 2020, and the detection of CoxA16 peaked during the
period between April and August, and between November and December, 2019. The prevalence rates of CoxA6 were
10.50%, 14.73% and 30.88% from 2018 to 2020, and the detection of CoxA6 peaked during the period between May
and December, 2020. Conclusions EV71, CoxA16 and CoxA6 were predominant enterovirus genotypes causing HFMD
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in Shaoxing City from 2018 to 2020, and the detection of CoxA6 appeared a tendency towards a rise.
Keywords: hand, foot and mouth disease; enteroviruses; genotype

手足口病是由多种肠道病毒引起的儿童急性传染

病，具有传播快、流行性强的特点，多发生于 5 岁

以下儿童［1］。2016—2019 年浙江省主要监测的手足

口 病 病 原 体 为 肠 道 病 毒 71 型 （enterovirus 71，
EV71） 和柯萨奇病毒 A 组 16 型 （Coxsackievirus
A16，CoxA16）［2］，其中 EV71 易引起严重中枢神经

系统并发症，可导致患儿死亡［3］。但 2010 年以来，

英国、法国和芬兰等地频繁报告 CoxA6 和 CoxA16
等型别肠道病毒暴发疫情［4-6］；北京、深圳和广州等

国内一线城市 CoxA6 型阳性率也呈明显增长趋

势［7-9］，逐渐成为手足口病肠道病毒的优势基因型。

本研究对 2018—2020 年浙江省绍兴市手足口病病例

标本进行病原学检测，分析相关肠道病毒的分布情

况，为手足口病防治提供参考。

1 材料与方法

1.1 标本来源 收集 2018—2021 年绍兴市 6 家手

足口病监测哨点医院（绍兴市妇幼保健院、绍兴市中

心医院、诸暨市人民医院、上虞区人民医院、嵊州市

人民医院和新昌县人民医院）14 岁以下疑似手足口病

病例的肛拭子/咽拭子标本。病例监护人均知情同意。

1.2 方法

1.2.1 标本采集 采用聚丙烯纤维拭子采集手足口病

病例肛拭子/咽拭子标本，置于病毒采样管内，充分

振荡混匀，4 ℃冷藏运送至绍兴市疾病预防控制中心

实验室检测肠道病毒核酸。

1.2.2 EV71、CoxA6、CoxA10 和 CoxA16 检测 采

用 TianGen 磁珠法病毒 DNA/RNA 提取试剂盒（北京

天根生化科技）提取标本总 RNA。采用 Takara One
Step PrimeScriptTM RT-PCR Kit （Perfect Realtime） 扩

增试剂盒 （日本，Takara） 以及 EV 通用、EV71、
CoxA6、CoxA10 和 CoxA16 引物探针扩增肠道病毒核

酸并确定分型。引物由浙江省疾病预防控制中心微生

物所提供。反应体积 25 µL，反应程序：42 ℃ 30 min；
95 ℃ 2 min，95 ℃ 5 s，55 ℃ 35 s，40 个循环。样

本 Ct 值≤35，且扩增曲线呈典型的“S”形判为病毒

核酸检测阳性；无 Ct 值或 Ct 值≥40 判为病毒核酸

检测阴性；Ct 值>35 且<40 需重复检测，若 Ct 值<

40 判为病毒核酸检测阳性。分型判定标准：若 EV
通用引物检测阴性，则结果为阴性；若 EV 通用引物

检测阳性，且 EV71、CoxA6、CoxA10 或 CoxA16 引

物检测阳性，则判定为相应分型阳性；若仅 EV 通用

引物检测阳性，则按照 1.2.3 测序。

1.2.3 其他肠道病毒分型检测 其他肠道病毒分型测

序引物的 5'非编码区设计参考文献［9］，引物 EV⁃
typeF1：5'-A（C/T） C（T/C） TTGT（A/G） CGCCT⁃
GTTTT-3'；引物 EVtypeR2：5'-CCCAAAGTAGTCG⁃
GTTCCGC-3'；引物 EVtypeF3：5'-G（T/A/G）A（C/T）
C（T/C） TTGT（A/G）CGCCTGTTT-3'；引物 EVtyp⁃
eR4： 5' - （A / G）（G / A） GAAACACGGAC （A / G）
CCCAAA-3'。采用 HighPure Viral Nucleic Acid Kit
（瑞士，Roche） 提取标本总 RNA。采用 One Step
PrimerScriptTM RT-PCR Kit （日本，Takara），反转录

总 RNA 获得 cDNA。使用 EVtypeF1 与 EVtypeR2 组

合引物对反转录产物进行扩增和电泳；若扩增效果不

佳，则换用 EVtypeF3 与 EVtypeR4 组合。电泳片段

符合预期大小的 PCR 产物送上海伯杰医疗科技有限

公司测序列，采用 BLAST 序列比对鉴定型别。描述

性分析 2018—2021 年绍兴市手足口病肠道病毒型别

构成和流行时间分布情况。

1.3 统计分析 采用 Excel 2019 软件整理和分析

数据。

2 结 果

2.1 肠道病毒检出情况 2018—2020 年检测手足口

病病例肛拭子/咽拭子标本 1 267 份，检出阳性 661
份，阳性率为 52.17%。其中检出 EV71 型 70 份，阳

性 率 为 5.52%； CoxA16 型 208 份 ， 阳 性 率 为

16.42%； CoxA6 型 239 份 ， 阳 性 率 为 18.86%；

CoxA10 型 23 份，阳性率为 1.82%。见表 1。检出其

他肠道病毒型别 121 份，成功测序 84 份，包括

CoxA2 型 22 份、CoxA4 型 27 份、CoxA5 型 12 份、

CoxA12 型 7 份、CoxA9 型 1 份、CoxB5 型 2 份、

CoxB2 型 3 份、埃可病毒（echovirus，E） 1 型 1 份、

E2 型 2 份和 E18 型 7 份。

2.2 EV71、 CoxA16 和 CoxA6 型 流 行 时 间 分 布

2018 年 EV71 型阳性率较高，为 14.08%；4—7 月出

现检出高峰，其中 5 月阳性率最高，为 40.00%。

2019 年和 2020 年 EV71 型阳性率均较低，分别为

0.72% 和 1.84%。

2019 年 CoxA16 型阳性率较高，为 26.57%；4—
8 月出现检出高峰，其中 6 月阳性率最高，为

··508



预防医学 2022年5月第 34 卷第5期 Prev Med, May. 2022, Vol. 34 No.5

48.44%；11—12 月出现小高峰，其中 12 月阳性率

为 38.89%。2018 年和 2020 年 CoxA16 型阳性率分

别为 10.98% 和 11.98%，其中 2018 年 3 月和 2020
年 11 月阳性率较高，分别为 36.84% 和 33.33%。

2020 年 CoxA6 型阳性率较高，为 30.88%；5—

12 月出现检出高峰，其中 10 月阳性率最高，为

61.54%。2018 年和 2019 年 CoxA6 型阳性率分别为

10.50% 和 14.73%，其中 2018 年 8 月和 2019 年 7
月阳性率较高，分别为 29.03% 和 24.00%。见表 1
和图 1。

表 1 2018—2020 年绍兴市手足口病病例主要肠道病毒检出情况

Table 1 The common enteroviruses isolated from hand, foot and mouth disease cases in Shaoxing City from 2018 to 2020

年份Year

2018
2019
2020
合计Total

EV71
例数

Cases
59
3
8

70

阳性率

Positive rate/%
14.08
0.72
1.84
5.52

CoxA16
例数

Cases
46

110
52

208

阳性率

Positive rate/%
10.98
26.57
11.98
16.42

CoxA6
例数

Cases
44
61

134
239

阳性率

Positive rate/%
10.50
14.73
30.88
18.86

CoxA10
例数

Cases
9
1

13
23

阳性率

Positive rate/%
2.15
0.24
3.00
1.82

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
2018年 2019年 2020年
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图 1 2018—2020 年绍兴市手足口病病例 EV71、CoxA16 和 CoxA6 型检出时间分布

Figure 1 Time distribution of EV71, CoxA16 and CoxA6 isolated from hand, foot and mouth disease cases in Shaoxing City from 2018 to 2020

3 讨 论

本研究结果显示，2018—2020 年绍兴市手足口

病病例检出 14 种肠道病毒，以 EV71、CoxA16 和

CoxA6 型为主，其他肠道病毒包括 CoxA10、CoxA4、
CoxA2，CoxB 型和 E 型等。YANG 等［9］ 从安阳市

2011—2015 年收集的 1 863 份阳性标本中检测出 23
种其他肠道病毒。钟家禹等［10］对广州市 2016—2017
年手足口病流行病学研究时发现其他肠道病毒阳性标

本占 45.96%，其中 CoxA6 型为主，占 26.32%，其

次是 CoxA10 型，占 15.79%。武晶等［11］发现北京市

丰台区 2015—2019 年手足口病聚集性疫情主要病原

体为 CoxA6 型，占 37.71%。王浩权等［12］分析上海

市嘉定区 2015—2020 年手足口病流行特征时发现优

势病原体为 CoxA6 型，占 57.07%，其次为 CoxA16

型，占 25.93%，2018 年后 EV71 型手足口病发病率

呈下降趋势。本研究结果与同类研究报道类似。

本研究显示，EV71 型 2018 年阳性率较高，为

14.08%，2019 年和 2020 年呈低水平流行；CoxA16
型在 2019 年 4—8 月和 11—12 月阳性率较高；

CoxA6 型阳性率逐年递增，分别为 10.50%、14.73%
和 30.88%，在 2020 年成为优势病原体。研究表明，

在 EV71 型和 CoxA16 型长期流行后，人群可能积累

了由 EV71 型和 CoxA16 型诱导的高滴度抗体，但这

些抗体不能保护易感人群免受其他肠道病毒型别的感

染［13］。CHEN 等［14］对 2009—2010 年分离的 CoxA6
毒株分析发现 3'-UTR 中 5 个独特的核苷酸变化，以

及主要位于 3CD 蛋白中的 23 个氨基酸存在差异，

提示 CoxA6 型可能已成为一种高度重组的毒株，有

效避开了人类的免疫反应。在后续工作中应加强对
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CoxA6 型的监测，关注变异毒株的流行状况，包括对

毒株进行全基因组测序，以确定 CoxA6 型的变异对

传播能力和致病效果的影响。

综上所述，2018—2020 年绍兴市手足口病病例

检出肠道病毒以 CoxA6、CoxA16 和 EV71 型为主，

其中 CoxA6 为 2020 年优势病原体。随着 EV71 疫苗

在国内成功应用，应加强对 EV71 和 CoxA16 以外型

别肠道病毒的流行病学监测，为后续手足口病预防接

种计划的制定提供参考。
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