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-实验室研究·

肠道病毒71型北京分离株全基因组序列分析

姚昕毛群颖黄雏金何鹏周诚张卫粱争论李凤祥王军志

【摘要】 目的了解2008年北京地区肠道病毒7l型(EV71)分离株的全基因序列特点。方法

收集北京地区手足口病患儿的咽拭子样本12份，对其中l份样品08YM．3，经Vero细胞分离培养，提取

病毒RNA。利用RT-PCR和5’、3’RACE扩增EV71全长基因。对PCR产物克隆和测序。利用

DNAStar软件包的MegAlign进行核苷酸序列分析。构建系统进化树。结果分离的EV71病毒株经

过扩增后克隆得到3个涵盖EV71全基因组的阳性质粒。测序后拼接为EV71全基因组，命名为BJ08

株。BJ08的5’非编码区(UTR)、Pl、P2、P3、3’非编码区(UTR)和全基因组的核苷酸与“亚割的参考

序列f司源性均最高，分别为95，6％．96．7％、88．3％．96．1％、78．1％～94．0％、90．8％。94．6％、85．9％～

94．1％和90．9％～93．9％。BJ08株与其他亚型各区段的核酸同源性均低于90％。在全基因序列与VPI

区构建的系统进化树中，BJ08株均与“亚型在同一分支。BJ08株与“亚型参考株VPlⅨ的6个亚

型相关氨基酸序列一致，VPI抗原性表位(92～107aa)无变异。结论北京BJ08 EV71病毒分离株为

C4业型。

【关键词】肠道痫毒71型；基因型；手足口病
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【Abstract】 Objective To investigate the characterization of the complete genome of EV71 in

Beijing．2008 and to provide basis for selecting appropriate virus strain to develop vaccine．Methods 12

throat swab samples were collected from children with hand．foot．mouth disease(HFMD)．One sample

named 08YM一3 was cultured and isolated in vero cells．Viral RNA was extracted and carded out by

RT-PCR and 5’，3
7

rapid amplification of cDNA ends(RACE)tO obtain the sequence from 08YM-3．

PCR products were cloned and analyzed．Nucleotide identity between sequences was calculated and

sequence alignments were made to generate phylogenetic trees using MegAlign in DNAStar．Results 3

clones were constructed that covered EV7 l complete genome．Data from sequences analysis showed

tllat this viral strain named BJ08 shared 95．6％-96．7％。88．3％一96．1％。78．1％-94．0％，90．8％-94．6％，

85．9％一94．1％and 90．9％一93．9％in 5’UTR，Pl，P2，P3。3
7

UTR region and complete genome with C4

subtype．respectively．BJ08 showed lOW nucleotides identity(<90％)with Other subtypes．Phylogenetic

trees established from alignment of the complete genome andVP l region indicated that BJ08 belonged to

C4 subtype．BJ08 and C4 subtype strains shared the same amino acids in 6 sites in VP l region．which were

associated with EV7 l subtype．There was no mutation in VP 1 antigen epitope(92一l 07aa)．Conclusion

This BJ08 strain belonged to C4 subtype．Further study on EV7 l complete genome would have great

significance for vaccine research．

【Key words】 Enterovirus 7 l；Genotype；Hand．foot-mouth disease

肠道病毒71型(EV71)是手足口病的主要致病

原，近年来已经在世界部分国家或地区引起爆发性

流行m引。2008年5月2 I：t起我国卫生部已将该病纳

入丙类法定传染病。目前GenBank数据库中已有安
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徽省阜阳市、浙江、广东省等地2008年的EV7l全基

因组序列，本研究测定了北京地区2008年的1株

EV71全基因组序列，现将结果报道如下。

材料与方法

1．材料：在北京市某医院收集12份2008年手

足口病患儿的咽拭子样本。实验材料：Vero细胞(来

源于本实验室)、手足口病培养基(Invi仃ogen公司)、

含10％新生牛血清(杭州四季青生物T程材料有限

公司)、l％双抗(华北制药有限公司)、RNA提取试剂
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盒(QIAGEN)、反转录试剂盒SuperScriptTM Ill

(Invitrogen)、OligodT(Promega)、LA Taq聚合酶

(TaKaRa)、末端转移酶(NEB)、T载体(TaKaRa)、胶

回收试剂(OMEGA)、cDNA同收试剂(0MEGA)；引

物的合成及PCR结果测序均由上海英骏公司完成，

引物序列见表1。

表1 EV71伞基因组分片段扩增使用的引物

扩增”段 引物 J锣0f5’～37)丽再而百1爵—石琵鬲丽五浔而苡瓦面面五丽
EV71 3’端

EV71 5’端

下游 GGACTTGCCTGATGTTCCTCCTCAGCA

反转录Oligo dT

上游 CATCTACAAGCTCllTGCAGG

下游 Oligo dT

反转录GGGTGCTGAAACACCATCAT

上游 OligodT

下游外GGGTGCTGAAACACCATCAT

下游内GGGCACACTGTTAACTGTGAT

2．方法：

(1)EV7l的细胞培养：12份咽拭子样本进行适

当处理后接种剑形态良好、刚长满的单层Vero细

胞上，每份样本同时接种2瓶细胞，每瓶细胞接种

150 gl，35℃吸附1．5 h后，补加培养基，同时设正常

细胞对照，置35 oC、5％CO：培养箱内，连续观察细胞

病变(CPE)。待CPE达到+++再续传一代，待CPE

再达到卅，收获培养物置于一80℃保存，即为阳性
分离病毒株。如第一代接种7 d无CPE出现，则自传

一代，再连续观察7 d仍无CPE，则判为阴性。

(2)EV7l的提取与扩增：将阳性病毒收获物经

超声破碎离心后，用QIAGEN试剂盒提取病毒

RNA，按照说明书操作；样品提取分装后存

于一700C。EV71病毒的全基因组分为3个片段扩

增，分别为中间段、3 7端片段和5 7端片段。

①中间片段的扩增：利用随机引物，以提取的

RNA为模板，按照SuperScriptTM IU说明书进行反转

录，引物混合液为50 ng／rtl的随机引物1¨l，10 mmol

dNTP混合物l¨l，RNA模板7 Hl，加DEPC水1“l，

总体积10 ul，置于65℃5 rain，冰浴至少1 rain。

cDNA合成混合液为10×RTbuffer2 gl，25 mmol／L

MgCl2 4扯l，0．1 mol／L DTT 2 gl，RNaseOUT’M

(40 U／91)1 gl，SuperScriptTM llI RT(200 U／91)。将

lO“l的cDNA合成混合液加人引物混合液中，25cC

10 min，500C 50 min，850C 5 rain终止反应，置于冰

上，加入l gl RNase H，37℃20 min；PCR反应体系

为2×buffer 25 gl，LA Taq 0．5 lal，P1 10 mmoFL，

P2 1肛l，dNTP l山，cDNA2 gl，DEPC水17．5山，总

体积50“l。反应条件为95℃5 rain，94℃l min，

55℃l min。72qC 4 min，共计30个循环，72℃10 min。

②3’末端快速扩增(3’RAcE)¨’：利用Oligo dT

作为反转录引物，以提取的RNA为模板，操作步骤

同前。惟一不同的是将10“l的cDNA合成混合液

加入引物混合液后，直接50℃50min。PCR反应体

系为2×buffer25“l，LATaq 0．5 gl，P1 10mmol／L，

P2 l gl，dNTP 1¨l，cDNA 2 u1，DEPC水17．5 m，总体

积50“l。反应条件：95℃5 min，94℃1 min，55℃

1 min，72℃2 min，共计30个循环，72℃10 rain。

③5’末端快速扩增(5’RACE)b]：以特异引物

为反转录引物，以提取的RNA为模板，操作步骤同

3’RACE。将反转录得到的cDNA纯化后，使用NEB

末端转移酶在cDNA的5’端加多聚A尾。PCR反应

体系为10×buffer 5 gl，2．5 mmol／L CoCl25 gl，纯化

后的cDNA 11“1，10 mmoFL dNAP 1“l，20 U／gl

TdT 0．5“l，DEPC水27．5“l，总体积为50“l。反应

条件为37℃30 min，70℃10 min终止反应。PCR反

应：使用半巢式扩增，两轮反应条件同3’RACE的反

应条件。

(3)克隆与序列分析：将PCR产物回收后，连接

人T载体，按照载体说明书进行操作，挑选克隆经过

酶切鉴定后，将阳性克降测序，分段测序的结果拼接

为Ev71全基冈组序列。收集GenBank中的全基因

组参考序列，利用DNAStar软件包的MegAlign对

EV7l的5’UTR、P1、P2、P3、3
7 UTR和全基因组进行

核昔酸序列同源性分析并构建进化树。对VPl区某

些重要氨基酸位点进行比对分析。12株EV71参考

序列的基因型以及收录号为：A：BrCr(U22521)；B2：

MS．87(U22522)；C1：MAL—l(DQ341385)；C2：TW98

(AFl76044)，SK(DQMl355)；63：MAL-2(DQ341367)；

C4：TW02(EUl3 1776)，SZ98(AF302996)，SZ03

(AY465365)；C5：TW07-l(EU527983)；B4：SIN

(AF316321)；B5：TW07．2(EU527985)。

结 果

1．病毒分离培养：对12份样本分离培养，3份

样品第一代CPE为卅，判定为阳性，其他样本无
CPE发生，判定为阴性。对标本08YM．3进行Vero

细胞分离，待CPE达到卅再续传一代，待CPE再达
到卅，收获培养物置于一80℃保存，即为阳性分离
病毒株。收获培养物进行EV71的全序列测定。

2．EV71分段扩增：EV71病毒的全基因组分为3

个片段进行扩增，结果见图l。根据设计的引物位

置，EV71的中间片段为4155 bp，EV71的5’端片段
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为1360bp，EV71的3’端片段为2113 bp。并将目的

片段与T载体连接，构建3个阳性克隆。

注：1：DLl5 000；2：DL2000；3：阴性对照；4：EV71的中间片

段；5：EV71的5’端片段；6：EVTl的3’端片段

图1 EV71病毒基因全长分片段扩增结果

3．EV71全基因组不同区域的核苷酸序列分析：

以上3个PCR扩增产物经过克隆后测序，结果拼接为

EV71病毒的全基因组，长度为7405 nt，命名为

BJ08。将BJ08与参考序列按照不同的结构基因和功

能基因以及全基因组分别进行核苷酸同源性分析。

表2显示，将BJ08与参考序列进行同源性分析发现，

VPl区BJ08株与SZ98、SZ03和TW02株的同源性为

92．2％～94．7％。此外，与TW98、SK和MAL．1株的

同源性也达到88．O％以上。分析表明c2亚型的

TW98与c4亚型的TW02、SZ98和SZ03在VPl区的

同源性达到了89．9％．90．2％。BJ08株在VP3区与

SZ98同源性为88．3％，在VP2、VP3、VP4区与T、Ⅳ02、

SZ98和SZ03株的同源性均在90．0％以上。

P2区序列分析发现，BJ08与TW02、SZ98和

SZ03的核苷酸同源性均为91．2％～94．O％。但与

SZ98的2B区，同源性仅为78．I％。P3区序列分析发

现，BJ08与TW02、SZ98和SZ03的核苷酸同源性均

·73l·

为90．8％～94．6％之间。与其他参考序列的同源性较

低，同源性最低的为BrCr株的3B区，仅为66．7％。

肠道病毒强毒株的5’UTR的4个区域具有共

同特点，BJ08的5’UTR核苷酸序列分析发现，BJ08

在该4个区域的核苷酸保守，475位核苷酸为C，

593—595位为AUG，571～576位为AAUAAA，

565～584位核苷酸为多嘧啶区。

病毒全基因组分析发现，BJ08与SZ98、SZ03和

TW02株的同源性为90．9％～93．9％，与B基因型的

病毒株同源性为82．0％左右，与A基因型的BrCr同

源性最低，为79．6％。

4．系统进化树分析：按照VPl、全基因构建进

化树。图2显示，BJ08株与“业型在同一分支；与
核苷酸同源性比较的结果一致。

lO．7

31．4

30 25 20 15 10 5 0

核仟酸序列(x100)

图2 BJ08株EV71病毒以VPI基因和全基因组

为基础的系统进化树

表2 BJ08株与参考株基因亚型的核苷酸序列同源性(％)比较

注：BrCr为EV71原始株(U22521)，MS．87(U22522)，TW98为1998年台湾流行株(AFl76044)，TW02为2002年台湾流行株(EUl31776)，

1、Ⅳ07．1和TW07．2为台湾2007年流ii株(EU527983、EU527985)，SIN为新加坡流行株(AF316321)，SZ98、SZ03为深圳1998和2003年流行株

(AF302996、AY465365)。SK为韩闰流行株(DQ341355)，MAL．1和MAL．2为马来西亚流行株(DQ341385、DQ341367)；一：表示由于TW07和

SIN08两株的3’UTR的序列小完整，故未对其进行核苷酸同源性分析
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5．VPl区哑型相关表位与抗原性表位的氨基酸

序列分析：VPl区存在6个与病毒亚型相关的氨基

酸位点，经分析发现BJ08与“亚刑的参考序列

TW02、SZ98和SZ03的氨摹酸组合模式相同，均为

KADSTV。VPl区的92～107位氨基酸为EV71特

异的抗原性表位，BJ08和12株参考序列在该区段的

氨基酸序列高度保守，共同序列为EID LPL EGT

TNP NGYA。

讨 论

本研究对Ev7l病毒样本08YM．3在Veto细胞

上进行分离培养，得到1株稳定传代的病毒株

BJ08。对BJ08株分3个片段进行扩增，为了保证病

毒基因组末端核苷酸序列的完整性，本研究对EV71

的5 7和3 7末端采用末端快速扩增(RACE)的方法，

得到EV7l病毒的全基因组序列，较其他报道的多片

段扩增方法更简便6【。

目前划分EV7l基因型的方法很多，比较公认的

是以VPl为基础的分型方法，根据VPl核苷酸序列

的同源性，将EV71划分为A、B、C 3个基因型。7。，曰、C

基因型又进一步划分为B1～B5和C1。C5亚型-8’9|。

我国的研究多以VPI进行基冈刑的划分。但是有研

究表明，肠道病毒问有同源苇组，并且雨组位点多位

于非结构编码区埔。；VPl的基因特点不能代表EV71

的其他Ⅸ段的基因特点，如果仪以VPl作为分型的

依据，则可能忽略其他基因序列的信息。进行全基

因组研究不仅可以了解其他区段的基因序列情况，

且能反映不同基因型的差别。BJ08与TW98、SK和

MAL—l的VPI区核酸同源性分别为88．8％、89．0％和

88．1％，但全序列同源性分别为82．9％、82．7％和

82．1％。因此，在进行病毒分割时，除了参考VPl提

供的基因信息外，应考虑加人病毒基凶组的其他区

域，如VP4区。101。

EV71病毒VPl区的某些位点的氨基酸序列与

病毒的基因型具有相关性。有研究对532株Ev71

的VPl区的氨基酸序列进行统计分析，发现6个散

在位点存在共变异现象，分别为43、58、164、184、

240、249。这6个位点的变异是相互联系的，且该6

个位点的氨基酸组合模式与病毒的基因刑相关川。

本研究获得的BJ08株与3株c4哑型的参考序列在

这6个位点的氨基酸组合模式均为KADSTV，与报

道结果一致。这些位点的氨基酸组合模式与病毒的

亚型有一定的相关性，是否可作为分型依据，或是否

具有其他生物学的表型特点需要进一步研究。

有研究表明，肠道病毒的毒力与5 7端非编码区

相关。12-。但是本研究结果显示，所有的参考株都符

合强毒株特点，而SZ98和BJ08仅造成患者的手足

口症状。因此，这种判定方法还有待于进一步的研

究确证。VPl区的92～107位氨基酸为EV7l的主

要免疫表位。经过比对，发现此区域高度保守。本

研究中所克隆出的BJ08株，在这个区域也是保守

的，其氨基酸序列为EIDLPLEGTTNPNGYA。因

此，BJ08株具有一定的代表性，可进一步作为疫苗

的候选或参比毒株应用。

2006--2008年北京地区EV7l病毒的VPI区序

列分析表明，北京地区近期EV71的主要流行株为

c4濉型‘1引。本研究得到北京地区1株c4亚型EV71

的伞基因序列，对病毒各区段核苷酸序列进行分析，

获得序列背景清楚的毒株BJ08，并构建了3个克隆

质粒，有助于完善我国EV71病毒株的基因信息；为

下一步开展灭活疫卣、减毒疫苗以及全基因组

eDNA克隆等研究工作奠定了基础。
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