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2009年云南省柯萨奇病毒B3型分离株
A1 03／KM／09全基因序列分析

杨卉娟 刘建生 张云昆 马忠飞 赵卫中 潘明 陈俊英邵聪文马绍辉

·实验室研究·

【摘要】 目的 分析2009年云南省脑炎患儿粪便标本分离的柯萨奇病毒B3型分离株

A103／KM／09全基因序列，了解其遗传特性。方法设计针对柯萨奇病毒B3型引物，提取病毒

RNA、RT-PCR扩增和产物直接测序获得全基因组序列，利用Geneious和Mega 5．05软件进行核苷

酸、氨基酸序列比对及其系统进化分析，应用RDP 3和SimPlot 3．5．1重组软件对序列进行重组分

析。结果该分离株全基因组核苷酸序列长度为7389 bp。其核苷酸和氨基酸序列与其原型株

Nancy的同源性分别为81．O％和95．7％；与其他柯萨奇病毒B3型毒株的各区段核苷酸和氨基酸同

源性分别为81．0％一88．0％和95．7％一98．0％；进化分析发现CVB3可分为5个分支(I。V)，核苷

酸之间的差异为16．2％～24．3％；中国分离株属V分支，又可分为A～D亚分支，核苷酸之间的差

异为4．3％一11．4％。并发现A103／KM／09株基因序列在非结构区可能存在重组事件。结论柯

萨奇病毒B3型分为5个基因型，云南分离株A103／KM／09属于V—D亚型，而中国分离株已经发生

一定进化。
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【Abstract】Objective To analyze the genetic characterization ofthe complete genome from a

human coxsackievirus B3 strain A103痤：M／09 isolated in Yunnan province，2009．Methods By

using RT-PCR，all the eight fragments which containing about 1 000 nucleotides and covering full viral

genome，were sequenced．By using Mega 5．05，Geneious，RDP 3 and SimPlot 3．5．1 software，

sequences were aligned with other enterovirus reference sequences．Phylogenetic and recombination

analysis were also carried out．Results The A103KM的9 isolate genome showed 7389 nucleotides in

length，encoding for 2 1 85 amino acids．In the complete genome，the homology of nucleotide

and amino acid among the seven coxsackievirus B3 isolates were 81．O％一88．0％and 95．7％～98．0％．

respectively．There appeared 81．0％and 95．7％homology when compared with that of Nancy

prototype strain．Results from the Phylogenetic analysis showed that the coxsackievirus B3 formed

five distinct clades．I—V．Nucleotide divergence rates between elades were 1 6．2％一24．3％．The

A103／KM／09 strain belonged to clade V．Clade V was further divided into four sub．clades．A—D．

The nucleotide divergence between sub-clades was 4．3％一11．4％．Putative recombinant event forAl03／

删09 was detected．Conclusion An eoxsackievirus B3 isolates could be divided into five clades，
with A103／删09 strain belonged to C1ade V—D．Evolution of coxsackievirus B3 had occurred in
China．
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柯萨奇病毒B组(CVB)有6个血清型(CVBl～

6)，按目前划分均属于人类肠道病毒B群，是引起人

类病毒性心肌炎和无菌性脑炎等疾病的主要病原

体，其中CVB3又是主要病原之一[1’21。为此本研究

对2009年从云南省一名无菌性脑炎患儿粪便标本

中分离到的CVB3云南分离株A103／KM／09全基因

组测序，并与GenBank中国以及其他国家和地区的

CVB3VPl基因及其全基因组序列进行比较和分析，

了解引起我国无菌性脑炎暴发或散发的CVB3遗传

特性，为病毒性脑炎的防控提供实验室数据。

材料与方法

1．病毒来源：CVB3分离株A103／KM／09是2009

年从昆明市无菌性脑炎患儿(4岁零5个月男性)粪

便中分离。病毒保存在中国医学科学院北京协和医

学院医学生物学研究所分子流行病室。

2．研究方法：

(1)病毒RNA提取：按照Axygen Body Fluid

viral DNAfRNA Miniprep Kit的说明书操作提取病

毒RNA。病毒RNA保存于一70℃。

(2)引物设计：根据Fuyan919(基因登录号

FJ000001)设计引物(表1)。

表1 CVB3全基因组扩增和测序引物

(3)RT-PCR：采用TaKaRa公司(中国)生产的

One．step RNAPCR Kit(AMV)试剂盒。分8段分别

扩增：2×reaction bufier 25 gl，RT-PCR MIx l ul，引

物F 20 pmoUL，引物R 20 pmoUL，RNA 10 gl加水

至50 ul，混匀离心后50℃反转录30 min，94 cC

2 min，按94℃0．3 min，50 oC 0．3 min，72 cc 1．5 min，

35个循环；72℃延伸10 min。然后取扩增产物3“l，

·1209·

1．O％琼脂糖电泳，根据DL2000 Marker对扩增片段

进行确认。

(4)序列测定和数据分析：由华大基因科技股份

有限公司(北京)对扩增产物进行纯化和测序(每个

样品测3次)。其他CVB3的全基因序列和VPl基因

序列从GenBank下载，然后利用Mega 5．05和

Geneious Basic 5．6．5软件分别对其进行系统进化分

析(Neighbor-joining方法)和核苷酸(氨基酸)同源性

比对以及应用RDP3、BLAST和SimPlot 3．5．1软件对

CVB3分离株A103／I<M，09序列进行重组分析b]。

结 果

1．RT-PCR产物及测序：采用特异性引物作一

步法RT-PCR，取3 ul PCR产物在1％琼脂糖凝胶电

泳后，将片段与目的片段大小一样的产物测序。然

后将各片段拼接成一个完整序列。通过核苷酸的同

源性分析发现该株与CVB3原型株Nancy的同源性

为81．0％。

2．基因测序和分析：A103／KM／09的全基因组核

苷酸序列长度为7389 bp(基因登录号：JQ801739)，

其中5’端非编码区(5 7UTR)长742 bp，病毒基因组

编码区全长6555个核苷酸，编码一含2185个氨基酸

残基的多聚蛋白；3’端非编码区末端长96 bp。A103／

KM／09基因组的组成和结构符合肠道病毒特征。

A103删／09整个基因组的核苷酸和氨基酸同源性与
SSM．CVB3最为同源，分别为88．0％和98．0％；而与其

他CVB3毒株如Nancy、Woodruff variant、GA、

BeOin90811、GZ803和CVB3．MCH核苷酸和氨基酸

同源性分别为8 1．0％．87．4％和95．7％～97．8％。

3．核苷酸和氨基酸序列同源性比对：将A103／

KM／09与GenBank中其他CVB3毒株Nancy、
Woodruff variant、GA、BeOin908 1 1、GZ803和CVB3一

MCH全基因组序列的各个区段分别加以比较，结果

发现A103／KM／09与其他CVB3毒株的各区段核苷

酸和氨基酸同源性分别为60．0％～91．9％和91．9～

99．6％。其中与3D的核苷酸的同源性最低(表2)。

表2 CVB3各基因型之间VPl区核苷酸和氨基酸

序列同源性分析(％)

基因型 I Ⅱ Ⅲ Ⅳ V

I 81．5～82．2 77．8～79．1 75．6—77．8 77．3～78．1

Ⅱ 95．4～96．8 78．0～79．8 76．8～79．5 79．4～81．5

Ⅲ 93．3～94．8 93．3～94．7 79．9—83．3 79．7～83．8

IV 87．8～95．8 88．7～95．4 88．4～95．4 79。5～83．0

V 95．4～97．5 96．1～96．8 95．1—96．5 89．4～97．5

注：黑体字为核苷酸同源性分析，白体字为氨基酸同源性分析
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4．CVB3种系进化分析：通

过Mega 5．05软件(Neighbor-

ioining)对A103／KM／09以及

GenBank中其他CVB3毒株的全

基因组和VPl序列进行种系进

化分析(图1、2)。CVB3分成4

个进化分支，中国株归为一支。

在图2中，目前CVB3可形成5个

进化分支，中国株主要又可分为

4支即1994年只有94196／SD／

CHN／1994／CB3一株，1990—

1994年有93010／SD／CHN／1993

和90052／SD／CHN／1990两株，其

余为1996—2002年和2002—

2009年，其中A103／KM／09属于

2002—2009年进化树上的一个

分支；国外主要分为1970一1987

年和1997—2005年两支，印度株

单独为一支。提示不同国家或地

区以及不同的时间分离到的

CVB3可属于进化树上不同分

支，且其间的亲缘关系存在明显

的距离。

5．CVB3基因分型：通过对

36株CVB3的全长VPl基因序列

系统进化分析，发现36株CVB3

可形成5个分支即I、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ

和V(图2)，并且对其相互之间

核苷酸和氨基酸同源性比对分析

(表2)，发现这5个分支相互之间

核苷酸的差异在16．2％～

24．3％。在V分支内又可分为4

个亚支即A—D，其相互之间核

苷酸的差异在4．3％～11．4％(表

3)，其中基因型V—A只有94196／

SD／CHN／1994／CB3一株；V—B基

因亚型有2株即93010／SD／CHN／

1 993和90052／SD／CHN／1 990。按

照肠道病毒不同基因型之间VPl

基因差异>15％，即可分为不同

的基因型，因此可将目前CVB3

分为5个基因型。EV71亚型之

间的差异为4％～14％，因而中国

CVB3流行株又可分为4个基因
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注：▲本研究分离株；A中国分离株

图1 CVB3全基因组核苷酸序列的种系进化分析
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表3 CVB3 V基因型之间VPl区核苷酸和氨基酸 2008TC／SD／CHN株最同源(98％)。
序列同源性分析(％)

注：同表2

亚型。

6．A103依M／09重组事件分析：利用·RDP3重组

软件对3株CⅦ3全基因组和其他3种肠道病毒血
清型(Ech030／Zhejiang／1 7／03／CSF、Ech06／Hokkaido．

JPN／l 9724／20 ll和Enterovirus Yanbian 96—83csf)进

行重组分析，发现RDP、MaxChi、Chimaera和

SiScan 3Seq分别检测出A103／KM／09重组(RDP

法，P=1．48×10。3)，亲本序列为Enterovirus

Yanbian 96—83csf、Ech06／Hokkaido．JPN／1 9724／20 ll

和Fuyan919。

为进一步证实重组，利用SimPlot 3．5．1软件进行

相似性分析发现(图3)，大

约在4500～6000区段，与

Ech06|Hokkaido．JPN|

19724／2011显示出约80％

的相似性；在6000—6750

区段则与Enterovirus

Yanbian 96—83csf有约

80％的相似性。另外，通

过BLAST比对分析各片

段发现，A103／KM／09的

57一UTR和3’一UTR与

CVB3Fuyangl9株最同源

(分别为95％和88％)；

2A、VP3和VP4与CVB3

SSM．CVB3株最同源(分

别为94％、93％和92％)，

2B与E6SDllCHN最同

源(86％)，2C、3A和3C

与 Ech06／Hokkaido．WN|。

19724／2011最同源(分别

为88％、91％和90％)，3B

和VP2与GZ803最同源

(分别为91％和98％)，3D

与Enterovirus Yanbian

96—83csf最同源(86％)，

VPl 与 CVB3 177／

讨 论
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CVB3根据VPl基因分为I、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ和V 5个

基因型，其中Ⅲ又分为Ⅲ一A和Ⅲ一B，V又分为V—A

和V—B[引。而Tao等㈨将CVB3分为A、B、C和D，D

又分D1、D2和D3。根据EV71基因型的划分标准，

各基因型之间VPl的差异一般为15％一20％【6]。经

CVB3VPl全基因序列的种系进化和核苷酸差异分

析发现CVB3可簇集成的5个分支，且其相互之间核

苷酸的差异均>15％。以往文献仅依据VPl部分基

因序列，而本研究根据VPl全基因序列，两者获得结

果基本一致。根据EV7 1亚型划分标准"1，可将所有

CVB3中国株分成A、B、C和D亚型，目前流行的主

要为V—D亚型。

通过对CVB3全基因组的核苷酸和氨基酸同源

性比较，发现A103／KM／09株与其他CVB3毒株各区

段的核苷酸及氨基酸同源性普遍不高，但是可以看

注：采用200bp窗I=1，每步为20 bp进行比较，100次自展，Kimura参数模型。横坐标代表核苷酸

的位置；纵坐标代表序列的相似性(上)或置换树的百分数(下)

图3肠道病毒B群全基因组的SimPlot和Bootscanning
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出同属相同进化分支的CVB3毒株的结构区同源性

高；不同国家或者相同国家在不同时间或相同时间

分离的毒株其核苷酸和氨基酸序列也存在差异，这

提示不同地域或时间分离的病毒株已经发生一定的

进化。本研究表明中国大陆CVB3分离株分属不同

分支，其核苷酸和氨基酸之间存在一定差异，我国目

前主要聚集在V—D亚型，同样提示中国流行株已经

发生一定进化。

Schmidtke等哺3认为VPl蛋白中的78K、80A、

91A和92I能够诱使原代人细胞裂解。而A103／I；Ⅲ／
09却为78E、80E、91V和92V，是否能使相应细胞发

生改变需进一步证实。另外，柯萨奇病毒一腺病毒受

体(CDR)为所有CVB最初进入细胞的受体一]，

CVB3一RD株与CDR的结合需要VP3—234Q和

VP2—138D参与¨引，而A103／KM／09的VP3—234D和

VP2一138D，其中VP3—234Q变为D是否影响该病毒
与CDR的结合，同样需要验证。

CVB是引起20％～25％心肌炎的主要病原

体n“。分析CVB35’一NTR特定核苷酸的变异，发现

可能与病毒毒力密切相关。如将嗜心肌性CVB3毒

株的5 7一NTR内第234位的核苷酸U突变为C，该毒

株对小鼠致心肌毒性明显减弱”2|。Knowlton等”3。将

嗜心肌的CVB3／H3毒株编码VP2蛋白165N变为

165D，导致病毒的心肌毒力明显减弱。而A103／

KM／09的5’一NTR的第234位核苷酸为c，在VP2第

165位氨基酸为N。另外，A103／KM／09分离株是从

一名无菌性脑炎患儿的粪便中分离，未对其心肌进

行相关的检测，因此关于该分离株是否具有心肌毒

性有待动物实验证实。

肠道病毒存在重组现象，而常发生在病毒基因

组的非结构区”4’”1。通过RDP3重组软件和SimPlot

3．5．1软件分析，初步认为A103／KM／09株有重组的

可能，且通过BLAST比对，进一步发现其2B与

E6SDllCHN最同源(86％)，2C、3A和3c与Ech06／

Hokkaido．JPN／19724亿011最同源(分别为88％、91％

和90％)，3D与Enterovirus Yanbian 96—83csf最同源

(86％)。提示A103／KM／09存在重组可能，但仍需进

一步验证。
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