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·实验室研究·

2008年和2010年肠道病毒7l型广州分离株
全基因组序列分析

钟家禹 朱冰华亮王长兵邝璐谢嘉慧 陈翊

【摘要】 目的研究2008年和2010年广州地区手足口病患者中肠道病毒71型(EV71)病毒

全基冈组序列的基因型与变异特点。方法参照GenBank上EV71深圳株SHZH03(AY465356)

基因组设计分段扩增引物，进行RT-PCR分段扩增EV71病毒基因组，PCR产物直接进行序列测

定，用ClustalW／X、DNASTAR、MEGA4．1等软件分析基因组序列。结果克隆9株广州株EV71，

病毒全基因组全长序列均为7405 bp，提交到GenBank上的序列号为HQ456305、HQ456306、

HQ456307、HQ456308、HQ456309、HQ456310、HQ4563ll、HQ456312、HQ456313。将9株广州株

EV71与EV71的A、B3、B4、B5、cl、c2、C3、c4型及阜阳株全基因组核苷酸序列进行Clustal W比

较，发现与C4a型阜阳株等同源性为98％～99％，与C4b同源性为91％一93％，与c1一C3同源性

为82％～83％，与B3一B5同源性为81％～83％，与A型同源性为80％。将9株广州分离株EV71的

VPl基因与EV71病毒A、B、C型进行ClustalW比较，同样是与C4a为98％～99％，与C4b同源性为

92％～94％。与cl。C3的同源性为88％～89％，与Bl～B5型同源性为83％一84％，与A型同源性

为81％～82％。将9株广州株与EV71的A、B、C型vPl基因氨基酸序列进行ClnstalW比对，发现

VPl基因22位点的谷氨酰胺转变为组氨酸(Q—H)，聚合蛋白中213位点(s—T)和1764位点(V—

I)也发生了氨基酸的点突变，P的213位点属于VP2基因，1764位点属于3D基因。结论2008年

和2010年分离的9株广州株EV71属于C4a型，与阜阳株同源性为98％～99％，vPl基因22位点发

生了点突变．聚合蛋白中213位点和1764位点也发生了氨基酸的点突变。

【关键词】肠道病毒71；基因组；序列分析；点突变
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【Abstract】Objective To study the genomic genotypes and variation ofhuman enterovirus 71

(EV71)infected infants in Guangzhou city。in 2008 and 2010．Methods Primers were designed on

the basis of the genomic sequence of EV71 SHZH03 strain(AY465356)in the GenBank，and EV71

genome amplified bv R，r-PCR．PCR-products were directly sequenced and the genomic nucleotide

sequences were analyzed with the programs of Clustal W／X．DNASTAR and MEGA 4．1．Results 9

strains of EV7 1 genome appeared to be 7405 bp in length．The genomic sequences of EV7 l

Guangzhou strains were compared with those of EV71 iIl GenBank．which revealed that the homology

with EV71 genotype C4a Fuyang strains ranged between 98％-99％．Homology with genotype C4b

were 92％一94％。with genotypes C1，C2，C3 as 82％一83％，with genotypes B3，B4，B5 as 8l％一83％

and the homology with genotype A was 80％．When compared the VP l genes of EV71 Guangzhou

strains with genotypes A，B，C virus，we revealed that the highest homology was also with genotype
C4a．When compared the VP l amino acid sequences of EV7 l Guangzhou strains with genotype A，B，

C virus by Clustal W program．the results revealed t11at the amino acid residue Q at position 22 in VPl

gene Was tl'ansformed to H。while 213(S-+T)and 1764(V_+I)mutations in polyprotein were
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discovered．Condusion Data from the sequences and phylogenetics analysis on those Guangzhou

strains in 2008 and 2010 revealed that those isolates belong to genotype C4a．with the homology with

Fuyang strains as 98％一99％．Mutation of amino acid residue H at position 22 iIl VPl gene was

discovered and the neutralizing antibody ofEV7l might have been conversed by this residue．213(S-+

T)and 1764(V—’I)mutations in polyorotein were also discovered．

【Key words】Enterovirus 7l；Genome；Sequence analysis；Point mutation

2008年3月安徽省阜阳地区暴发手足口病，4月

底广州地区接着暴发，随后该病波及全国，发病快且

发病重。手足口病的主要病原是肠道病毒7l型

(EV71)。2008年和2009年以EV71感染为主的手

足口病在多个省市流行，并导致479名儿童死亡n】。

在2008年暴发期间病原学检测发现Ev71占该病病

原的26．98％，EV71占检测到EV阳性的63．6％【2 J，而

2010年监测到的EV71与2008年相似。为了解自

2008年起引起手足口病主要病原EV71的流行类型

及变异特点，对2008年和2010年广州地区EV71分

离株进行全基因组克隆与分析，并探讨其变异状况。

材料与方法

1．标本：2008年和2010年同一时期(5—8月)从

广州市儿童医院住院患者分别采集4份和5份咽拭

子标本。

2．方法：

(1)病毒RNA的提取：取250 pl咽拭子标本，用

TaKaRa公司的病毒RNA纯化试剂盒提取病毒

RNA，按试剂盒说明书操作，最后溶于30 ul灭菌蒸

馏水。病毒RNA提取纯化试剂盒、RNA反转录试

剂盒和高保真Taq DNA聚合酶均购自TaKaRa公

司。其他试剂均为分析纯试剂。

(2)反转录反应：以提取的病毒RNA为模板，取

5 rtl RNA在随机引物及AMV反转录酶作用下进行

反转录获得病毒基因组cDNA，反应条件为30℃孵

育10 min，42℃延伸30 min，99 oC 5 min，5℃5 min。

以lO肛l反应体系进行反转录，具体操作按TaKaRa

公司的RNA PCR Kit进行。

(3)病毒基因组的扩增：参照EV71(SHZH03⋯：

AY465356)全基因组序列，自行设计了6对引物(表

1)，覆盖EV71的全长基因组序列。取3 ul反转录

好的病毒eDNA为模板，以25¨l反应体系进行

PCR反应，分段扩增病毒基因组全长。PCR反应条

件为94 cC预变性2 min，94 cC变性45 s，54 oC退火

45 S，72℃延伸90 S，34个循环，72℃延伸10 min。

PCR结束后，扩增的特异性片段经l％琼脂糖凝胶

电泳鉴定。

(4)DNA序列测定和分析：扩增后的目的片

段送Invi昀gen公司测序，在ABl3730型DNA序列
自动分析仪上测定，全部核苷酸及氨基酸序列分析

和相似性比较用Clustal w／X、DNASTAR、MEGA 4．1

等软件完成。

结 果

1．EV71全基因组克隆与序列测定：将2008年

和2010年的标本分段扩增，获得9株EV71全基因组

序列片段，经测序、序列拼接和分析，获得的EV7l全

基因组核苷酸序列均为7405 bp，9株病毒序列提交

到GenBank(2008年4份标本为gz08—83l、gz08—

530、gz08—522、gz08—520，GenBank序列号对应为

HQ456309、HQ456310、HQ45631l、HQ456312；2010

年5份标本为gz2010—156、gz2010-134、gz2010-

120、gz2010—118、gz2010—95，GenBank序列号对应

为HQ456305、HQ456306、HQ456307、HQ456308、

HQ456313)。

2．EV71基因组全序列比较、病毒基因组类型确

定和基因组进化树分析：将9株广州分离株EV7l与

EV71的A、B3～B5、C1～C4型及阜阳株全基因组

核苷酸序列进行Clustal W比较，发现与C4型同源

性最高(其中与C4a同源性为98％～99％，与C4b同

源性为91％～93％)，与C1一C3同源性为82％一

83％，与B3。B5同源性为81％．83％，与A型同源

性为80％(表2)。9株EV71和阜阳分离株及EV71

的A、B3一B5、Cl—C4型用NJ(neighbor ioining)方

法(采用MEGA4．1软件)，构建EV71全基因组进化

树(图1)，可见9株广州分离株与C4a型的2008年阜

阳、深圳等地分离株分在一组¨J，与C4b组明显分为

两组。因此本研究分离的EV71株为C4a型。

3．EV71的VPl基因同源性比较及进化树分析：

表1扩增EV71全基因组的PCR弓I物

1 001～650 ttaaaacagctgtgggttgcaecea ggatggccaatecaatagctatatggta

2 508—2056 gtagtgtgtcgtaacgggcaactc ccagtgaacatgaaggtgacttcca

3 l 875—3285 gtcaacaatgtacecacgaatgcca gactggcaccagttggtttaatgga

4 3 146—4746 gactgtaggaaectecaagtecaagta aetgttggcaetatgatgttactggc

5 4518～6777 gataagtaccactccagtgtgtactc tgagggcattceaecaagcaeaeaata

6 6621—7405 ctctttgcctttgactactcaggttatga ttgctattctggttataacaaatttaece
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表2广州分离株与EV71的A、B3～B5、CI～C4型全基因组同源性比较

gzl20 98

gz530

Fuyang

SHZH03

SHZH98

03一KOR

NUH

Jll5

MY—104

SB

55ll

BrCr

98

99

93

94

94

9l

9l

9l

93

83

83

83

82

82

82

82

82

82

8l

89

82

82

82

82

82

89

88

83

83

83

83

82

80

80

80

注：Fuyan为Fuyang．Anhui．RR．C／17．08／2(EU703813)；03一KOR为03一KOR一00；NUH为NUH0075／SIN／08；J115为J115一MAL-01；MY-104

为MYl04—9一SAR一97；SB为SB2864一SAR-00；551l为5511-SIN一00

。∥
注：以MEGA4．I软件，采用NJ方法构建进化树

图1 9株广州分离株和阜阳株与EV71的A、B、C基因型

构建的全基闪组进化树

VPI基冈是EV71的主要功能基因，全长为891 bp，将

9株广州分离株EV71的VPl基因与2007年山东株、

2007年内蒙古株、2008年阜阳株、2008年深圳株及

EV7l的A、B、C型其他株的VPl基因进行同源性比

较。发现与A型同源性为81％，与Bl～B5型同源性为

83％～84％，与cl～C3的同源性为88％～89％，与

C4b的SHZH98、SHZH03的同源性分别为92％和

94％，与2007年山东株及内蒙古株的同源性为97％～

98％，与2008年深圳株及阜阳株为98％～99％，本研

究的9株病毒株之间的同源性为97％～99％。

从构建EV71 A、B1一B5、C1～C4型的VPI基

因进化树可以发现，9株广州分离株与2007年山

东、内蒙古及2008年阜阳等地的病毒株分在同一

组，关系密切，与C4b组的SHZH03等株也相处较

近，关系相对密切(图2)。

—矿
注：以MEGA4．1软件，采用NJ方法构建进化树

图2 9株广州分离株和阜阳株与EV71病毒A、B、C基因型

构建的VPI进化树

4．EV7l病毒VPI基因氨基酸的点突变与同源

性分析：将9株广州分离株与1株2007年内蒙古株、2

株2007年山东株、l株2009年上海株、l株2008年深

圳株、l株2008年广东株、2株2008年阜阳株及EV71

病毒A、B、C型的VPl基因氨基酸进行Clustal W比

对，发现VPI基因的22位置有了明显变化，发现谷

氨酰胺转变为组氨酸的氨基酸点突变(Q-'H)。由
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图3可见在22位置上由最初的A型BrCr病毒株脯

氨酸转变B、Cl～C3、C4b型的谷氨酰胺(卜Q)，再
由谷氨酰胺转变为组氨酸(Q呻H)，其中该位点上

组氨酸的突变从2007年山东株及内蒙古株就开始

了，到2008年及2010年有更多资料进一步证实该位

点变化的延续。2008—2010年在该位置上病毒的

氨基酸均是组氨酸。

5．EV71病毒聚合蛋白中其他氨基酸点突变分

析：对9株广州分离株与EV7l的A、B、C基因型聚

合蛋白(polyprotein)氨基酸进行比对，发现2008年

暴发的手足口病EV71在聚合蛋白的213(S_T)和

1764(V．_+I)位置发生了氨基酸的点突变，这两个点

突变均为2008年暴发后才形成的(图4A)。聚合蛋

白的213位置是在VP2基因，1764位置是在3D基

因。聚合蛋白1487和1597两个位点也发生了明显

突变，2008年暴发后分离的病毒株在这两个位置出

现了新氨基酸，但这两个位点中有l～2株病毒会沿

用以前的氨基酸(图4B)，聚合蛋白中的1487位由T

变为A，1597位的由V变为I，这两个位点分别属于

2C和3B基因。

讨 论

依据EV71病毒衣壳蛋白VPl核苷酸序列的差

异，可将EV71分为A、B、C 3个基因型。其中A型

只有一种病毒株，就是EV71原型株BrCr-CA一70，

gz2010一118

gz2010一134

gz2010—156

gz20lO一120

gz2010-95

gz08．522

gz08-520

gz08．530

gz08．83 1

Fuyan∥1 7．08／2

Fyuang-14

Shanghai036．2009

605／SHENZHEN／08

GDSG／17／2008

0709F，NM／cHN，07

TC03F／SD／CHN／07

522．04T／SD，CHN／07

SHZH03

SHZH．98

0926．OR．91

0756-MAA．97

2286．TX．97

1 8-Sin．97

2027／SIN，ol

2289．MAA．．97

3799／S1N／98

7673．CT．87

2222．IA．88

2609．AUS．．74

2258．．CA．．79

BrCr．CA．70

B、C型都可以进一步分为5个亚型b扣】，分别为B1～

B5和C1～C5，其中C4还可进一步分为C4a和C4b

组H】。十多年前在中国大陆曾出现过C4亚型，如属

C4b的深圳株SHZH．CHN一98在1998年曾有出现，

之后的1998--2004年都是以C4b为主要的流行株，

2004年后逐渐被C4a取代n矗】，其中2007年在山东及

内蒙古地区检测到C4a亚型¨J，2008年的手足口病

暴发也是以C4a亚型为主要流行株¨]，2010年检测

到的也是以C4a为主要的流行株。

2008年和2010年广州分离的9株EV71病毒全

基因组核苷酸序列，与之前所有型别的全基因组比

较有较大差异，与同源性较近的C4b为91％～94％，

而与其他型别不足83％。核苷酸序列的差异可能是

造成2008年手足口病暴发主要原因。而进行全基

因组的氨基酸序列比对发现变化并不大，与A型为

94％，而与B型、C1一C4b同源性为95％～98％，与

C4b型中的2株SHZH98、SHZH03同源性分别为

95％和98％。整体氨基酸变异不大，但个别氨基酸

残基却发生了重要变异(图3、4)。对9株广州株

EV71病毒全基因组构建系统发育树，发现与阜阳株

属于一组，关系密切。

2008年手足口病疫情发病快且发病重，但其主

要病原EV71的病毒全基因组氨基酸序列与之前型

别同源性高，整体差异不大，因此病毒基因组的个别

氨基酸残基变异可能是病毒高致病性的重要因素之

DRVA DVI E S SIGD SV S RA LT A L PA PTGQNTQV S SH R LDTGKV

注：由A型BrCr病毒株脯氨酸转变到谷氨酰胺(P-+Q)．再由谷氨酰胺转变为组氨酸(Q—H)

图3 VPl基因22位点上的氨基酸突变

一。经氨基酸序

列比对，发现几

个位点上氨基酸

的突变，如VPl

基因上的22位

点，由A型的脯氨

酸到B型、C1一

C3、C4b型的谷氨

酰胺b)，再到目前

C4a型的组氨酸，

之前的C4b型也

是谷氨酰胺，如

C4b型的2株深

习II株(SHZH98、

SHZH03)VPl基

因检测到的EV7l

基因22位点为谷

氨酰胺，而目前

所有发现的C4a
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注：A：213位点突变s—叮，1764位点突变V叫；B：1487位点突变T—A，1597位点
突变v—I

图4 Ev7l聚合蛋白中氨基酸的点突变

型在该位点都是组氨酸，包括2007年在山东和内蒙

古地区手足口病局部暴发时检测到的3株病毒

(522一041’／SD／CHN／07、TC03F／SD／CHN／07和0709F／

NM／C瑚w07)。VPl基因22位点上的变化是病毒为

适应环境而产生的突变，因为VPl基因是EV71病毒

产生中和抗体的主要基因，主要的中和抗原决定簇

都集中在VPl基因，22位点是在抗原表位上。具有

抗原性b】，而该位点突变是否是引起2008年手足口

病暴发的重要原因之一，还需要更多资料进一步证

实。EV71聚合蛋白可水解为Pl、P2、P3前体蛋白，

其中Pl前体蛋白可进一步水解为VPl、VP2、VP3和

VP4蛋白，P2、P3前体蛋白编码7个非结构蛋白(2A、

2B、2C、3A、VPg、3C、3D)。对聚合蛋白进行氨基酸

序列比对，发现除vPl基因22位外，还

有4个位点也发生明显变化，这4个位

点属于不同的基因。聚合蛋白中213T

和1764I位置的氨基酸发生了明显突变

(图4A)，2008年暴发后分离的病毒株

在这2个位置都是沿用了突变后的氨基

酸，其中213位点属于vP2基因，VP2基

因与中和抗体的形成相关，而1764位点

属于3D基因。其中聚合蛋白1487和

1597这两个位点也是发生了明显突变

(分别为pA和V-叫，图4B)，该两位
点分别属于2C和3B基因。聚合蛋白中

突变的位点分别属于不同的基因，对整

个病毒的结构可能产生较大影响，在

C4a型中绝大部分病毒株是沿用了突变

后的新氨基酸，说明EV7l病毒进化过

程中在这几个位点上氨基酸从突变到

稳定，而这几个位点是否影响病毒结构

的变化，还需要进一步研究。
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