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【摘     要】目的    分析 2023—2024年贵州省 4例猴痘病例病毒全基因组序列及其群体进化特征。方法    收
集贵州省 4例猴痘病例样本，采用扩增子测序技术获取病毒全基因组序列。从 GISAID数据库筛选并下载

2022—2024年亚洲地区高质量的猴痘病毒基因组序列，构建包含 173条序列的群体数据集，利用该数据集进

行分化时间估算、系统发育和突变位点分析。结果    在群体数据集中，2023年序列最多（126条），其次为

2022年（33条）和 2024年（14条）。估算猴痘病毒最近共同祖先时间（TMRCA）出现在 2013年，进化速率为

3.77×10−5 subs/site/year。2022—2024年，猴痘病毒型别多样性降低，优势型别由 IIb.A.2转变为 IIb.C.1。中国

猴痘病毒型别多样性最丰富，包含 IIb.C.1、IIb.B.1.3、IIb.B.1.20、IIb.B.1、IIb.B.1.5、IIb. A.1。系统发育分析显示，
2022年流行株以 IIb分支 A型相关谱系为主；2023年 IIb.C.1型成为优势谱系，并伴随 IIb.B.1型的出现，进一

步演化为以 IIb.C.1.1型为主导；2024年样本因数据量有限，未形成显著新聚类。贵州省 4例病例病毒均属于

IIb.C.1进化分支，各样本分别鉴定出 9～20个突变位点，其中 N3R_R84K为 4例猴痘病毒共有的突变位点，并
观察到该位点存在氨基酸突变和回突变现象。结论    猴痘病毒在中国存在变异和多样性，其进化动态呈现

明显的时间依赖性。2023—2024年贵州省 4例猴痘病毒均属于 IIb.C.1进化分支，均携带 N3R_R84K关键位

点变异。应持续开展病毒基因组监测，密切关注病毒来源、传播链及变异情况。
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【 Abstract】   Objective  To  analyze  the  whole  genome  sequences  and  the  population  evolution  characteristics  of
monkeypox  viruses  from four  cases  in  Guizhou  province  from 2023  to  2024. Methods   Samples  were  collected  from
four monkeypox cases in Guizhou province, and the whole genome sequences of the viruses were obtained by amplicon
sequencing.  High-quality  genome  sequences  of  monkeypox  viruses  in  Asia  from  2022  to  2024  were  screened  and
downloaded from the GISAID database to construct a population dataset containing 173 sequences. This dataset was used
for divergence time estimation, phylogenetic analysis, and mutation site identification. Results   In the population dataset,
the number of sequences was the largest in 2023 (126), followed by that in 2022 (33) and 2024 (14). It was estimated that
the time to the most  recent  common ancestor  (TMRCA) of monkeypox viruses emerged in 2013,  with an evolutionary
rate  of  3.77×10−5  subs/site/year.  From  2022  to  2024,  the  diversity  of  monkeypox  virus  lineages  declined,  with  the
dominant  lineage  changing  from  IIb.A.2  to  IIb.C.1.  China  had  the  most  diverse  monkeypox  virus  lineages,  including
IIb.C.1, IIb.B.1.3, IIb.B.1.20, IIb.B.1, IIb.B.1.5, and IIb.A.1. The phylogenetic analysis revealed that the prevalent strains
in  2022  were  mainly  related  to  lineage  A  of  clade  IIb.  In  2023,  IIb.C.1  became  the  dominant  lineage,  and  it  further
evolved  to  be  dominated  by  sublineage  IIb.C.1.1  with  the  emergence  of  IIb.B.1.  Due  to  the  limited  data  volume  of
the  2024  samples,  no  significant  new  clusters  were  formed.  The  viruses  from  the  four  cases  in  Guizhou  province  all
belonged to the clade IIb.C.1. Nine to 20 mutation sites were identified in each sample. Among them, N3R_R84K was the
common  mutation  site  of  the  four  cases,  and  amino  acid  mutations  and  back  mutations  were  observed  at  this  site.
Conclusions  Monkeypox viruses present variations and diversity in China, and its evolutionary dynamics show obvious
time dependence. The monkeypox viruses from all the four cases in Guizhou province from 2023 to 2024 belonged to the
lineage IIb.C.1 and all carried the key mutation site N3R_R84K. Continuous monitoring of the viral genome should be
carried out, with close attention paid to the sources, transmission chains, and variations of the virus.
【Keywords】 monkeypox virus; whole genome sequencing; population evolution; divergence time; Guizhou province
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猴痘是由猴痘病毒（monkeypox virus, MPXV）
所引起的一种人兽共患病，症状为发热、皮疹以

及淋巴结肿大等，病死率约 0.1%～10%[1–2]，目前

尚无特效治疗方法。自 2022年 9月我国报告首例

猴痘输入病例以来，多个省份发现猴痘病例，并

引发本土续发疫情和隐匿传播。猴痘病毒属痘病

毒科正痘病毒属双链 DNA病毒，大小为 200 nm×
250 nm，约 196 858个碱基（bp）。猴痘病毒分为中

非分支或刚果盆地分支 （Clade  I）和西非分支

（Clade Ⅱ），但目前已出现较多亚分支 [3–5]。猴痘

病毒的传播模式在不断演变，研究显示猴痘病毒

可能自 2016年以来就在人群中传播且不断进

化，以逃避人类免疫系统[6]。比较 2018年与 2022
年的 MPXV基因组序列表明，双链 DNA病毒的

突变率远高于预期，且大多数突变与人类免疫系

统中抗病毒酶活性有关，这表明持续的人际传播

促使了病毒的进化[7]。猴痘病毒不同分支的特征

差异，Clade I的猴痘病毒引起的病情较重，病死

率可达 10.6%；而 Clade Ⅱ猴痘的症状较轻，全球

病死率约为 0.22%。近期还发现 Clade I分支已经

演化出Clade Ib分支，并在非洲大规模传播[8–10]。分

析猴痘病毒群体进化有助于深入了解这些分支的

演化关系以及其特征差异的形成机制[11]，而全基

因组扩增测序并结合系统进化分析，可以阐明猴

痘病毒在当地可能的来源。本研究对 2023—2024
年贵州省 4例猴痘病例样本进行病毒全基因组测

序分析，并与亚洲地区 173条样本的比对分析，有助

于深入认识该病毒的流行特征、传播模式、不同

分支关系等多方面内容，为贵州省猴痘疫情的防

控和应对提供科学依据。

 1   材料与方法

 1.1    样本来源　来自 2023年 7月—2024年 9月贵

州省报告的 4例猴痘病例，样本类型包括 2份咽

拭子、1份阴茎分泌物和 1份痘疱渗出物拭子。参

照《猴痘防控技术指南（2022年版）》[2] 和《猴痘防

控方案》采集并检测所有的样本，样本编号遵循

“病原体/国家/地区/日期”的分级格式。

 1.2    猴痘病毒核酸提取与实时荧光定量 PCR检测

取 4例猴痘病例样本各 200 μL，使用病毒 DNA/
RNA提取试剂盒 T035（中国天隆科技公司）提取

样本中的病毒核酸。以实时荧光定量 PCR（荧光

PCR法猴痘病毒核酸检测试剂盒：SJ-XQ-0191-2，
中国上海伯杰公司）检测病毒核酸，根据试剂盒

说明书判定实验结果。

 1.3    全基因组扩增与测序　使用 MPXV全基因

组捕获试剂盒 BK-MPXV024（中国柏熠公司）对
实时荧光定量 PCR检测 Ct 值≤32的样本进行病

毒全基因组扩增，获得的全基因组片段使用连接

法测序多样本 DNA建库辅助试剂盒 2.0（货号

AM024，中国柏熠公司）三代测序仪上进行病毒

全基因组测序。

 1.4    数据整理与分析　从 GISAID数据库（https://
gisaid.org/）检索并下载 2022—2024年亚洲各国具

有明确采样日期、高覆盖率的猴痘病毒近全长高

质量基因组序列。为保证猴痘病毒型别、所选地

区、采集时间等在数量上的无偏差性，最终挑选出

173条样本纳入本研究。使用中国柏熠猴痘病毒

全基因组分析系统V1.0初步处理数据，以Mafft软
件比对猴痘全基因组序列，应用 IQTREE软件根

据 GTR+I+G4模型为全基因组数据构建最大似然

树，并使用 iTOL网站美化进化树。以 BEAST1.8.4
软件的 MCMC方法估算猴痘病毒全基因组序列

的分歧时间并分析进化速率。基于严格分子钟模

型和 Bayesian Skyline作为优先种群增长模式进

行分析；依 Bayesian Skyline作为优先种群增长模

式，后验概率依 Metropolis-Hastings-Green算法通

过马尔科夫链运行 500 000 000代，使用 Tracer v1.7
软件检验收敛程度。当所有参数的有效取样大小

均大于 200时，认为迭代运算达到收敛。将本研

究中的 4例猴痘病毒基因组上传 Nextclade网站

（https://clades.nextstrain.org/），以 hMpxV/USA/MA-
CDC-001/2022为参考序列确定 MPXV的型别并

获取相关变异位点。

 2   结　果

 2.1    测序数据基本信息（表 1）　为分析 2023—
2024年贵州省 4例猴痘病例病毒全基因组序列

及其群体进化特征，本研究对 2023—2024年收集

的 4例猴痘病例的样本进行了高通量全基因组测

序。测序基本数据显示，4条序列数据量均大于

300 M，reads数均≥280 000，基因组覆盖度（测序

深度≥10×）99.58%～99.98%，基因分型均归属于

Ⅱb.C.1.1亚分支。
 
 

表 1   4例猴痘病例测序结果
Table 1   Statistics of sequencing information of monkeypox viruses from four cases

 

编号 样本类型 Ct值 数据量/Mb reads数 基因组覆盖度（测序深度≥10×/%） 分型

hMpxV/China/GuiZhou/20 230 718 阴茎分泌物 21 363 348 780 99.58 Ⅱb.C.1.1

hMpxV/China/GuiZhou/20 230 810 咽拭子 27 444 280 000 99.98 Ⅱb.C.1.1

hMpxV/China/GuiZhou/20 230 914 咽拭子 25 872 671 997 99.96 Ⅱb.C.1.1

hMpxV/China/GuiZhou/20 240 912 痘疱渗出物 20 6 474 12 740 000 99.98 Ⅱb.C.1.1
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 2.2    亚洲各国猴痘病毒基因组序列数量分布（表 2）
本研究分析的数据集中，来自各国的猴痘病毒基

因组序列数量分别为：日本 49条、印度尼西亚

44条、韩国 20条、泰国 20条、印度 8条、菲律宾

5条、巴基斯坦 4条、新加坡 4条、以色列 1条、格
鲁吉亚 1条、越南 1条。按年份统计，该数据集中于

2023年的猴痘病毒基因组序列数量最多 （126
条），其次是 2022年（33条）和 2024年（14条）。

 
 

表 2   2022—2024年亚洲不同国家猴痘基因组序列数量分布（条）
Table 2   Statistics of collection sites of monkeypox virus genomes in Asian countries during 2022–2024

 

国家 2022年 2023年 2024年 总计

日本 0 45 4 49

印度尼西亚 1 40 3 44

韩国 6 14 0 20

泰国 10 10 0 20

中国 3 13 0 16

印度 5 1 2 8

菲律宾 1 1 3 5

巴基斯坦 0 2 2 4

新加坡 4 0 0 4

以色列 1 0 0 1

格鲁吉亚 1 0 0 1

越南 1 0 0 1

合计 33 126 14 173
 

 2.3    2022—2024年亚洲地区猴痘基因型别分布（表3）
2022年猴痘病毒主要基因型别为 IIb.A.2.1和
IIb.B.1，2023主要型别为 IIb.C.1和 IIb.C.1.1，2024

年则以 IIb.C.1型别为主。从 2022年到 2024年，
型别的多样性逐年降低，主要型别由 IIb.A.2变
为 IIb.C.1。

 
 

表 3   2022—2024年亚洲地区国家猴痘基因组型别统计（条）
Table 3   Statistics of monkeypox virus genotypes in Asian countries during 2022–2024

 

Clade/Lineage 2022年 2023年 2024年 总计

IIb.C.1 0 87 6 93

IIb.C.1.1 0 29 1 30

IIb.A.2.1 10 3 4 17

IIb.B.1 9 0 0 9

IIb.A.2 6 0 0 6

IIb.B.1.20 0 2 3 5

IIb.B.1.3 0 4 0 4

IIb.B.1.2 3 0 0 3

IIb.B.1.1 2 0 0 2

IIb.A.1 0 1 0 1

IIb.A 1 0 0 1

IIb.B.1.5 1 0 0 1

IIb.B.1.7 1 0 0 1

合计 33 126 14 173
 

 2.4    亚洲各国猴痘病毒基因型别多样性及分布（图 1）
中国最具型别多样性 ，包含 IIb.C.1、 IIb.B.1.3、
IIb.B.1.20、IIb.B.1、IIb.B.1.5、IIb.A.1。其次是日本、

韩国和泰国，这 3个国家均含有 4种型别猴痘型

别。 IIb.C.1在印度尼西亚出现最多 ，IIb.C.1.1、
IIb.B.1.1和 IIb.B.1.3在韩国出现最多，IIb.B.1.20在

中国和菲律宾则出现最多，IIb.B.1、 IIb.A.2在泰

国出现最多，IIb.A.2.1在印度出现最多，IIb.B.1.1
在韩国出现最多，IIb.A.1和 IIb.B.1.5只在中国出

现，IIb.B.1.7和 IIb.B.1.2只出现在新加坡，IIb.A则

出现在越南。
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图 1    2022—2024年亚洲地区国家猴痘病毒型别分布图

Fig. 1   Distribution of monkeypox virus lineages in Asian countries during 2022–2024
 

 2.5    系统发育分析（图 2）　比对 177条猴痘全基

因组序列，其中包含 2条外群序列、4条待测序列

和 173条参考序列。 2022年以 IIb.A型别为主；

从 2023年开始，IIb.C.1型别作为主要型别，随后

小部分 IIb.B.1出现后，IIb.C.1.1作为主要型别出

现；但 2024年因数据较少，未形成较好的聚集

性。根据最大似然树显示，不同年份的病毒序列

在时间维度上呈现出明显的连续性和时间依赖

性进化模式。具体而言，外群（蓝色）最早出现在

2022年（橙色），随后依次进化出 2023年（绿色）

和 2024年（褐色）的毒株。值得注意的是，2024
年的样本由于数据量相对较少，在系统树中呈现

分散分布的特征。
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注：第 1圈层表示国家；第 2圈层表示年份；红点表示 4条待测序列，蓝色外群表示天花病毒

图 2    基于猴痘病毒全基因组的最大似然树

Fig. 2   Maximum likelihood tree based on whole genomes of monkeypox viruses
 

 2.6    分化时间分析（图 3）　以 BEAST1.8.4软件

的 MCMC方法估算猴痘病毒全基因组序列的分

歧时间并分析进化速率。基于严格分子钟模型

和 Bayesian Skyline作为优先种群增长模式进行

分析；依 Bayesian Skyline作为优先种群增长模

式，后验概率依 Metropolis-Hastings-Green算法通

过马尔科夫链运行 500  000  000代，使用 Tracer
v1.7软件检验收敛程度。当所有参数的有效取样

大小均大于 200时，认为迭代运算达到收敛。本研

究表明猴痘病毒所有现存株系的最近共同祖先

时间（TMRCA）为 2013年，其进化速率是 3.77×10−5

subs/site/year。本研究整合 GISAID数据库收录的
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2022—2024年全球 173株猴痘病毒全基因组序

列，结合本研究测序获得的贵州省 4例基因组数

据，构建了系统发育时间树。亚洲地区猴痘病毒

呈现明显的谱系动态更替规律：2022年流行初期

以 IIb.A亚分支为主导，随后其进化分支Ⅱb.A.2
成为优势流行株 ；至 2023—2024年 ，IIb.B.1和

IIb.C.1亚分支呈现交替流行模式。值得注意的

是，2023—2024年贵州省检出的 4例猴痘病毒均

归属于Ⅱb.C.1.1亚分支，提示该亚分支可能已在

本地区形成局部传播链。这一基于系统发育分析

揭示的谱系动态更替特征，为贵州省本地流行株

的监测溯源提供了关键的分子流行病学标记。

 
 

2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024 
注：红点表示 4条待测序列

图 3    猴痘病毒全基因组时间分化图

Fig. 3   Divergence time of monkeypox virus genomes
 

 2.7    病毒突变位点分析（图 4）　本研究中的 4例
猴痘病毒基因组序列分别识别出 9～20个不等的

突变位点 ，其中 hMpxV/China/GuiZhou/20240912
突变位点最多，共计 20个。这些突变位点中，有

2个已知突变位点N3R_R84K和A28L_D372del；新

增 23个突变位点，主要有 P.0、C4L_E417K、M4R_
S188F、E12L_L16F、A47R_S52L、A50R_D59N、B17R_
E532K、R1R_S90L、D7L_C512R、C4L_D122N、F4L_
H97I、 F4L_E99N、 F4L_T96Q、 F4L_Y100I、 G5R_
M175R、L3R_G105A、L3R_L106stop、E3R_E191K、
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A11L_I416T、B4R_Y251F、B5R_S381L、O1L_S185F、
M4R_S216L，其中 hMpxV/China/GuiZhou/20240912
的L3R_L106stop变异位点测序深度为368，L106stop
突变型 reads数 187条（占总 reads的 50%），L106野

生型 reads数 181条（占总 reads的 50%），表明在该

感染者的病毒群体中，同时存在携带 L106stop突
变株和野生型毒株的混合感染。

 
 
 

P.0
C4L E417K
M4R S188F
E12L_L16F
A47R_S52L
A50R_D59N
B17R E532K
R1R S90L
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B5R S381L

hMpxViChina/GuiZhou/20230718 hMpxViChina/Guizhou/20230810 hMpxViChina/Guizhou/20230914 hMpxV/China/GuiZhou/20240912 
图 4    猴痘病毒全基因组突变位点热图

Fig. 4   Heat map of monkeypox virus genome mutation sites
 

 2.8    病毒 N3R_R84K的蛋白质（图 5）　由于本研

究的 4例样本均出现了已知突变 N3R_R84K，为
了进一步探究该突变位点的进化史，通过 https://
swissmodel.expasy.org/interactive在线网站对MPXV
N3R同源建模，N3R蛋白的球状结构域与牛痘病

毒 N3R蛋白（PDB ID：4ffe.1.A）具有一定的相似

性（61.49%），使用 Pymol开展可视化分析，通过

R包 sitePath和系统进化树对突变位点 R84K变

化趋势实施可视化，亚洲地区的 N3R蛋白序列

集，在 2022—2024年其第 84位氨基酸经历了由

精氨酸（R）突变为赖氨酸（K），再回突变为精氨

酸（R）的过程。

 
 

R84K

84
R→K→R

Amino acid
R
K
.excluded

 
图 5    猴痘病毒 N3R_R84K的蛋白质三级结构图

Fig. 5   Tertiary protein structure of monkeypox virus N3R_R84K
 

 3   讨　论

本研究对 2023—2024年贵州省 4例猴痘病

例样本进行病毒全基因组测序，并与亚洲各国

173条全基因组序列进行群体进化分析。在本研

究数据集中，从 2022年到 2024年，型别的多样性

逐年降低，主要型别由 IIb.A.2转移至 IIb.C.1。这

种型别的转移和多样性的降低，可能与病毒的生

物学特性、传播方式以及人群免疫状况等多种因
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素有关。同时，随着全球对猴痘疫情的防控措施

不断加强，以及人群免疫水平的提高，其他型别

的病毒可能逐渐被抑制或清除，从而进一步降低

了病毒的多样性 [12]。使用猴痘全基因组数据集

构建的最大似然树的结论，与我国 2023年猴痘

病例病毒 Clade IIb的进化轨迹和特征一致 [13]。

意味着猴痘病毒传播并不受地理因素的显著影

响，或者病毒在不同地理区域间的传播已经足够

广泛，以至于在基因组层面上无法观察到明显的

地理聚类特征。为进一步理解猴痘病毒进化规

律，本研究推算猴痘病毒的 TMRCA（time to most
recent  common ancestor）和进化速率；TMRCA指

最近共同祖先的时间，即病毒所有现存株系的最

后一个共同祖先出现的时间[14]。本研究中，TMRCA
为 2013年，即猴痘病毒所有现存株系的最近共

同祖先存在于 2013年。这个信息表明，自那时以

来，猴痘病毒已经经历了一段时间的进化。进化

速率 3.77×10–5 subs/site/year则描述了病毒进化的

速度，即每年每个位点发生突变的概率。这个速

率相对较低，说明猴痘病毒的进化并不是非常迅

速，但是持续进行的。这种持续的进化可能导致

病毒特性的变化，比如传播能力、致病性或者对

治疗措施的敏感性等。

2023—2024年贵州省 4例猴痘病毒均为 IIb.C.1
亚分支，分别识别出 9～20个不等的突变位点，

其中 hMpxV/China/GuiZhou/20240912突变位点最

多，2022—2023年全球暴发的猴痘疫情中，猴痘

病例主要是分支 IIb感染 [14–15]，而贵州省报告的

这 4例猴痘病毒均属于该分支，表明它们与这一

时期的全球流行病例在遗传上具有一致性。值得

注意的是，虽然猴痘病毒属于双链 DNA病毒，相

对稳定，不会像新型冠状病毒和流感等病毒那样

突变得特别快或产生特别多的变种，但病毒变异

是持续存在的，比如本研究中的 2024年贵州省

猴痘病例 （hMpxV/China/GuiZhou/20240912）突变

位点最多，这可能是病毒适应环境、逃避宿主免

疫机制的一种方式。因此，对于猴痘病毒的监测

和防控工作仍然不能松懈，需要密切关注病毒的

变异情况，以及时采取应对措施。此外，4例样本

均出现了已知突变 N3R_R84K，为了进一步探究

该突变位点的进化史，本研究发现亚洲地区的

N3R蛋白序列集，在 2022—2024年其第 84位氨

基酸经历了由精氨酸突变为赖氨酸，再回突变为

精氨酸的过程，可能意味着精氨酸在这个位置上

对病毒的生存或传播更为重要。病毒的遗传变异

是病毒进化的基础，而选择压力则是推动病毒进

化的动力。猴痘病毒在复制和传播过程中，会不

断面临来自宿主免疫系统、抗病毒药物等外部压

力。这些压力会促使病毒发生突变，以适应新的

环境或逃避宿主的免疫攻击。因此，猴痘病毒第

84位氨基酸的突变和回突变，也可能是病毒在遗

传变异和选择压力共同作用下的结果。这种变化

可能对病毒的生物学特性、传播能力、致病性等

方面产生影响，因此需要密切关注和研究。

数据可用性声明　本分析中使用的所有输入数

据的引用和元数据均可从公开数据库下载（网站

地址：https://gisaid.org/）。本研究的数据来源于对

人类受试者的研究，涉及个人敏感信息均进行了

匿名化处理等。研究团队已按照国际伦理准则

和国家相关法律法规的要求，向贵州省疾病预防

控制中心伦理委员会提交了详细的伦理免除审

查申请表并获批准。
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