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云南省2009年埃可病毒6型分离株
KM57—09全基因序列分析

朱艳菊潘明 陈俊英马忠飞邓新强 刘建生马绍辉
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·实验室研究·

【摘要】 目的对云南埃可病毒6型(Ech06)分离株KM57—09全基凼序列进行分析和研究，

r解其遗传特性。方法设}⋯对Ech06引物，提取病毒RNA、RT-PCR扩增和产物直接测序获得

序列。利用Mega 5．05．RDP 3和SimPlot 3．51等生物学软件分析全基因序列．．结果扶得

KM57—09全基因纰核苷酸序列长度为741 9 bp，编码含2191个氨基酸钱基的多聚蛋白；与其他

Ech06参考株核苷酸和氨幕酸同源性分别为79 3％～80 2％和93 3％～944％，与原型株D’Amor核

苷酸和氨基酸同源性分别为79-3睨和93 6％==在摹困绀各个区段卜Ech06KM57—09分离株的2c

和3A区，与HN一2一E25核苷酸同源|生最高．分别为86．3％和85 o％，而其5’UTR、VP4、3D和3’UTR

区则与CoxB5一Henan一2010核苷酸同源性最高，分别为91 7％、81．2％、89 7％和96 9％。在VPl医

上，与中l习其他省份分离株的核苷酸和氨基酸同源性分男1为80 o％一96 o％千u95 8％～99 o％，而与

其他国家分离株的核苷酸和氨基酸同源性分别为77 6％～96 O％和95 2％～99 0％。进化分析发现

Ech06可分为5个分支，中国分离株分属C和E分支，其巾KM57 09属丁E分支，且5个分支之间

核曲酸的差异为15 6％～23 3％。3D基因序列种系进化分析以及RDP 3和SimPlot 3 5l软什分析

发现KM57—09序列在非结构区可能存庄重组。结论Ech06可分为5个基困型。KM57 09分离

株属于E基因型；巾斟大陆曾存存不同Ech06株传播链的流行。
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【Abstract】Objeefive To analyze the genetic characterization ofthe complete genome from a

human echovirus 6(Ech06)strain KM57一09 lsolated in Yunnan．China，in 2009 Methods Using
the RT-PCR．eight fragments containing about 000 nucleotides which covered the whole viral genome

were sequenced The sequences were aligned with other refercnce cntcrovirus sequences downloaded

from the GenBank．using Mega 5．05．RDP 3 and SimPlot 3 5 1 somvares Results Similar to the

other human entcrovirus．KM57—09 isolate genome appeared to have 7419 nucleotides ln length．

encoding for 219l amino acids hi the complete genome．the rates of homology on nucleotide and

amino acid among the seven Ech06 lsolates were 79 3％-80 2％and 93 3％94 4％．respectively as

well as 79 3％and 93 6％of the rates of homology when compared with that of D’Amor prototype

strain In different segment of genome The 2C 3A genome region was most similar to the}fN一2一E25

strain．the 5’UTR．VP4．3D and 3’UTR genome region were most similar to the CoxB5一Henan一

2叭O IntheVPl gone．the rates ofhomology 011 nuclcotide and amino acid amongtheChinaisolates

were 80 0％一96 0％and 95．8％一99 O％，respectively．and showed 77 6％一96．0％and 95 2％一99 O％of

the rates on homology when compared to the other Ech06 reference strains lsolated from othcr

countries or areas，respectively,Results from phylogenetic analysis showed that the Ech06 formed five

distinct groups．A-E The KM57—09啦ain belonged to elade E Tbe nucleotide divergence be“veen

clades was 15 6％一23 3％．Thc putative recombinant event for KM57-09 was detected with RDP 3，

SimPlot 3 5 1 and 3D soquooee phylogenetic analysis．Conclusioil A1l the Ech06 1solates could be

divided into five clades．the KM57一09 strain belonged to Clade E The Ech06 strains isolated ln China
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were contributed to several different chains oftralasnaission
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埃可病毒6(Ech06)属于肠道病毒B群，其感染

常‘j散发或爆发性病毒性脑炎有关“1。在美国或欧

洲，Ech06是肠道病毒最常见的血清型之一““。我

国尚无系统的调查统计资料，但由Ech06引起的无

菌性腩膜炎近年有增加趋势”“。

Ech06与其他肠道病毒一样，为单股正链RNA

病毒，其基因组含一个开放的凑码框架(ORF)，陵

ORF依次分为P】、P2和P3三个区，其中Pl区编码病

毒的结构蛋白VPl～VP4，组成病毒衣壳，而P2和

P3区分别编码非结构蛋白2A、2B、2C和3A、3B、

3C、3D。目前根据VPI桉首酸序列的差异将Ech06

病毒分为A、B、C王个基因型，而C又进一步分为

C1～C4亚型1‘⋯。肠道病毒B群流行株存在重组现

象”8。因而，对Ech06云南分离株KM57—09全基

因组测序并与从GenBank中获得中国其他省份或

其他国家及地区的Ech06株全基因序列进行比较和

分析，有利于进一步研究我国Ech06毒株的遗传特

性以及为我国无菌性肺炎的预防和控制提供实验

室资料。
’

材料与方法

I．标本来源与病毒分离：脑脊液标本采集于

2009年昆明市儿童医院无菌性脑炎患儿，一70℃保

存。采用组织培养法，将100 gl脑脊液接种已长成

致密单层的Hep一2细胞和RD细胞，细胞培养严格

按WHO分离肠道病毒规程操作，于37℃培养，培养

液为含10％d、牛血清的MEM。观察病毒在细胞上

的细胞病变情况(cPE)，如果无CPE，盲传3代；3代

后无CPE出现，判为阴性。

2．病毒的提取：根据RNA提取试剂盒：Axygen

Body Fluid viral DNA／RNA Miniprep Kit的操作说明

提取RNA。用60 L|l无RNA酶的纯水重悬。保存

于一80。c。

3．引物设计：根据Ech06一Henan一127～2008(基

凶器录号HMl85055)设计引物见表l。

4 RT-PCR：采用TaKaRa公司生产的One．step

RNAPCR Kit(AMV)试剂盒。分8段分别扩增，

2×reaction buffer 25¨1，RT-PCRMIX 1¨1，引物F

20 pmol，引物R 20 pmol，RNA 10 gl加水至50 u1，混

匀离心后50。c反转录40min。按94℃5min，94。C

0 5 min，50℃0 5 rain，72℃1 vain，30个循环；

72℃延伸10 rnin。取扩增产物5 ul，用1 O％琼脂糖

表1 Ech06全基因组扩增和删序引物

电泳，根据Marker位置对扩增片段进行确认。

5序列测定和数据分析：扩增阳性PCR产物由

北京二三博生物技术有限公司进行纯化和序列测定

(每个样品测3次)。其他Ech06的全基因序列和

VPl序列从NCBI的基冈数据库(GenBank)上下载，

通过Mega 5 05软件对测序结果进行系统进化分析

处理以及采用RDP 3和SimPlot 3 5 l软件对序列进

行重组分析⋯。

本研究所用参考序列的基冈磴录号：全基因组：

D’Amori(AY302558)．Ech06一Henan一116—2008

(瑚M1850550)，Ech06-Henan一127-2008(HMl85056)，

EV6—10887—99 (AY896760) ． EV6～14103—00

(AY896761)，lytic(U16283 J，Charles(AF465517 J，

COXB5一Hcnan一2010【H0998851)，JV-10-E29

(AY302552)，HN一2一E25(HM031191)。

VPl基因：LR6IG3(HM852755)，LR51A5

【HM852754)，07．075．3753(GU232805)，92767．9l

【FJ868317)，CA9．01．TCq2001(HQ674734)，C'秘)NE8FRA02

(FN688524)，CF317097FRA06(FN688530)，E6—

6576一BLR一2007(G0352385)，E626332KomsAm06

(EF397652)，Kor08一ECV6—1 lcn(HM048863)．

Kor99～ECV6—286bs(HM048864)．S125 09DZA2002

(HQ674733)．10171C2-SD4LMN-2010-E6(HQ829956)，

10180—SD—CHN一2010一E6(HQ829959)．Anhui05—

21【FJ542033)，Anhui05—30(FJ542035)，2叭OD()0l()005

(HQ829953)，JNEWl009137(ttQ829950)，JNEWl0081129

(HQ399487j．06415一SD—CHN-2006一E6(GQ329780)，

01229一SD—CHN一2001一E6(HQ399493 J。
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结 果

1．病毒分离及其RT-PCR产物测定：将22份无菌

性脑膜炎患儿的脑脊液分别接种RD和Hep一2细胞

后，获得一个阳性分离物，收集上清，Jf保存在一70℃。

阳性培养物¨占采用肠道病毒通用引物做RT-PCR扩

增，PCR产物进行序列的测定川jBLAST检索比对，

以证实该分离株为Ech06型“⋯。采用特异性引物做一

步法RT-PCR，产物取5 gl 1％琼脂糖胶电泳后大小与

所设计一样。将扩增出的特异性核酸片段测序，通过

将8段序列拼接成一个完整序列。结果与Ech06原型

株(D’Amofi)序列同源为79．3％。

2全基因组序列测定及分析：经过测序、序列

拼接和分析，获得KM57—09的全基因组核苷酸序列

长度为7419 bp，其iI，5’端非编码区(5 UTR)长

742 bp，病毒基因组编码区全长6576个核]=；i：酸，编码

含2191个氨基酸残基的多聚蛋白；3’端非编码区

末端长96 bp。KM57—09基斟组的组成和结构符合

肠道病毒特征。KM57—09整个基因组的核苷酸和

氨基酸同源性与Ech06一Henan7116—2008最为同

源，分别为80．7％和94．5％；而与其他Ech06株盘u

lytic，D’Amori，Ech06一Henan一127—2008，EV6—

10887—99，EV一14103—00，Charles核苷酸和氨基酸同

源性分刖为79．3％～80．4％和93．3％～94 5％：与

Coxsackievirus(Cox)B5株CoxB5一Henan一2010，

Ech025株HN一2一E25和Ech029毒株Jv一10一E29的

核苷酸和氨基酸同源性分别为76 9％～78．6％和

85 7％～88．4％。Ech06分离株KM57—09的基因组

序列已提交至GenBank，基囚登记号为JQ801739。

3．核苷酸和氨基酸序列同源性比较：将KM57—

09与GenBank中其他Ech06株lytic、D’Amori、

Ech06一Henan一127—2008和Charles全基因组序列的

各个医段分别加以比较，同时选择了CoxB5—
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Henan一2010株、HN一2一E25株和JV_10-E29株作为

外源参照，结果(表2)发现KM57—09与其他Ech06

毒株的各区段核苜酸和氨基酸同源性分别为

75 1％～86．2％和88．5％～100．0％，而与外源参考株

的核苷酸和氨基酸的同源性分别为63．3％～91．7％

和65．4％～100．O％。枉基因组各个区段上，KM57—

09分离株的2C和3A区与HN一2一E25核苷酸I司源件

最高，分别为86，3％和85．O％，而其5’UTR、VP4、3D

和3’UTR区则与CoxB5一Henan一2010核苷酸同源性

最高，分别为91．7％、81．2％、89．7％和96 9％。

通过对KM57—09和30株Ech06参考株全长

VPl基因的867个核苷酸和289个氨基酸分析结果

显示，与中同其他省份的核自：酸和氨基酸同源性分

另0为80．O％～96．0％和95．8％～99．o％，其中与山东分

离株2010D0010005最高，而与安徽分离株

Anhui05—30最低；与其他国家分离株的核曹酸和氨

基酸同源性分别为77 6％～96．0％和95．2％～99．O％：

Ech06町凝集人。型红细胞。其VPI、VP2和

VP3上的5个氨基酸‘j其血凝素的结合能力有关即

Vpl：E88、V139和V157；VP2：T163和VP3：V62“3。

而KM57—09株只有v157(VPI)和V62(VP3)与之

相符合，K88(VPI)为非血凝素的E6特有，其他位点

s163(VP2)和T139(VPl)均与二者不符。说明与其

血凝素能力有关的位点有待进一步研究。

4．种系进化分析：利用Mega 5．05软件对

KM57—09和GenBank中的其他Ech06株以及以

CoxB5一Henan一2010株、HN一2一E25株和Ⅳ_10一E29

株作为外源参照选用Neighbor-joining方法分别基

于伞基凶组和VPl序列进行种系进化分析。由图

1、2可见基于VPl和全基凼组序列进行的种系进化

分析结果基本相似。而图2显示，目前Ech06可形成

5个进化分支，其中KM57—09与2010D0010005和

6415-SD～CHN一2006一E6等中同分离株的关系较近，

表2 Ech06型分离株KM57—09与其他分离株的核苷酸(氨基醢)同源性比较

病毒株
基 埘 组

合计5’UTR VP4 VP3 VP2 VPI 2A 213 2C 3A 3B 3C 3D

D’Atnori E6

Ech06一He卅127—2008
lytic E6

Charles E6

}nq 2 E25

79 3 864 77 3 79 0 75 9 77 2 76 7 79 5 82 0 79 0 83 3 77 0 78 5

(93 6)(95 7)(94 5)(88 5)(94 5)(96 0)(92 9)(98 2)(97 8)(95 7)(91 8)(91 1)

80 2 86 3 78 3 79l 78 8 80 8 86 2 80 5 81 0 79 0 80 3 76 3 77 9

(94 4) (98 6)(95 8)(89 7)(97 3)(97 3)(91 9)(98 2)(97 8)(95 7)(91 3)(91 8)

79 3 86 5 75 8 79 4 76 0 76 8 75l 78 4 8l 3 79 4 78 3 77 0 78 4

(93 3)(94 2)【93 7)(88 9)(95 2)(94 7)(92 9)(97 3)(97 8)(100)(91 3)(90 9)

79 3 86 7 75 8 79 7 761 77 6 76 7 79】81 4 79 4 8l 8 77 0 78 3

(93 5)(94 2)(94 5)(as 9)(95 2)(95 3)(92 9)(97 3)(97 8)(100)(91 3)(90 9)

78 6 91 7 81 2 68 4 68 2 63 3 77 6 80 5 804 79 o 72 7 794 89 7

(85 7)(94 2)(72 3)(75 5)(65 4)(93 3)(93 9)(97 0)(97 8)(95 7)(90 2)(92 2)

77 5 88l 72 0 70 7 68I 661 79 3 77 8 86 3 85 0 8l 8 80 3 78 5

(86 2)(87 0)(761)(73 9)(70 8)(96 0)(93 9)(97 9)(gs 6)(100)(902)(91 4)

3+UTR

86 6

86 6

85 6

84 5

96 9

86 6

””4”
(蕊85 6(；篙(∞(筠(筠(；：南(；：；)(％(；；南尚(玛(蹁8114 
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图1 Ech06全基冈核苷酸序列的种系进化分析

图2 Ech06VPl棱甘酸序列的种系进化分析

属丁二进化树卜的一个分支；中国分离株Anhui05—21

和Ech06一Henan一116-2008等又属于另一分支；与

lytic、D’Amori和Charles相对较远，后者构成另一个

相对独市的分支；对于CoxB5一Henan一2010株、

HN一2一E25株和JV一10—E29株就更远，是进化树上

另一分支。这说明不同国家或地区包括我国不同省

份分离到的Ech06可属下进化树上不同分支。提示

小同国家或地区分离株之间亲缘关系存在明显的距

离。而基于3D基因序列种系进化分析发现．Ech06

分属进化树上的两大分支，HN一2一E25与Ech06一

Henan一116—2008和Ech06一Henan—127—2008为一

支；KM57—09与CoxB5一Henan一2010为另一个独屯

分支。说明KM57—09与CoxB5一Henan一2010．kin一

2-E25与Ech06一Henan一116-2008、Ech06一Henan一

127—2008分别在3D基因上的关系帕近。

5基因分型：通过对3l株Ech06的全长VPl基

因序列系统进化分析，发现31株可形成5个分支

(图2)，且对其相互之问核苷酸和氨基酸同源性比

对分析(表3)，发现这5个分支相互之间核苷酸的

差异在15．6％～23 3％．每个分支内除C分支中

Ech06一Henan一127—2008 与 Anhui05—21，

Anhui05—30和Kor99一ECV6～286bs的差异大于15．0

(15 2～15．3)％外．其他均在2．9％～14．9％；氨基酸

的差异在l 4％～7．3％。按照肠道病毒不同基因型

之间VPl基因差异大于15．0％，即可分为不同的基

因型，因此司将目的Ech06分为5个基幽型。

表3 Ech06各基川型之间VPI区核苷醴

和氨基酸序列F4源怍分析(％)

基因型 A B c D E

A 77．0～774 77．3—79石”．4～77．5'6J～775

B 92 7—94 5 82．6—83．3 84，l一84．4 79．8～81．1

C 92 7～93 4 96 2～98 6 82．2—83．7 79．6—81．5

D 93 8—94 5 98 3～98 6 97 2～98 3 78．7～79,9

E 95 2—95 5 94 8～97 2 94 8～96 2 95 5—96 5

注：黑体数据为核苜酸同源性，其他数据为氨基酸同源性

2008
2008

0 02一

图3 Ech06 3D桩苷酸序列的种系进化分析

6重组分析：利用RDP3重组软件对8株Ech06

全基因组和其他3种肠道病毒血清型(CoxB5、

Ech025和Ech029)进行重组分析，结果发现RDP、

Bootscan、MaxChi、Chimaera、SiScan和3Seq分别检

测出KM57—09重组，开始断裂点在5647，结束断裂

点为901(Bootscan法，P=9 08×10。35)，亲本序列为

Ech06一Henan一127—2008卡u CoxB5一Henan一2010、

但是未发现HN一2一E25‘JEch06一Henan—116-2008、

Ech06一Henan一127—2008存在重组信号。

为进一步证实重组，利用SimPlot3．5．1软件进行相

似性分析发现，在250～3750医段，与CoxB5-Hff口tn-2010

显示出约95％的相似性；在4250～5000区段则与

HN一2一E25有约85％的相似性；在5750—7250区段，

与CoxB5一Henan一2010显示出约80％的相似性。

讨 论

Ech06 VPl的替代率为每年每位点(8 597～

7 047)×10。⋯，1“。Ech06根据VPl基冈分为A、B、C

三个基凶型，而C义进一步分为C1一C4亚型．根据

EV71摹冈型划分标准，VPl基因型之间的差异一般

蒌蔓薯一堂；篁一
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——I—clm6．1Icnan．1
注：采用200 hp窗口．每步为20 bp进行比较，100次白展．Kimura双

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

图4肠道病毒B群全基因组的相似性

为15％一20％“⋯。本研究对VPI进行种系进化和核

苷酸差异分析发现Ech06可簇集为5个分支，其相互

之问核苷酸的差异大于15．0％，而不是以前文献所

划分的3个分支。因而推测可能由于当时可用的基

因序列有限，只将Ech06划分A、B、c三个基因型，

随着可用的Ech06基因序列增加，目前可分为A、B、

C、D和E五个基因型或簇。

通过对Ech06全基因组的核苷酸和氨基酸同源

性比较，发现KM57—09株与其他Ech06株和其他3

种肠道病毒血清型的各区段的核苷酸及氨基酸同源

性普遍不高，结构区和非结构区的同源性均未超过

87．O％，但是可以看出相同血清型的结构区同源性

高，特别是亚型；不同地区或不同时间分离的病毒株

其核苷酸和氨基酸也不同，提示不同地域或时间分

离的病毒株存在差异”，。本研究表明，中国大陆

Ech06分离株分属不同分支，而其核苷酸和氨基酸

之间存在一定差异，提示在中国大陆可能有多个不

同Ech06株传播链的流行。

肠道病毒普遍存在重组现象，对所有肠道病毒

B群病毒的全基因组序列分析表明RNA病毒重组

是一种正常的进化事件．而重组常发生在基因组的

非结构区域”’“。肠道病毒B群流行株之间同样存

在自然重组现象。通过非结构区域的3D基因监测

可能的重组事件““。通过对以Ech06 3D基因所构

建的进化树和序列比对分析发现：KM57—09与

CoxB5一Henan一2010基因型的亲缘关系较近，可能

存在重组；其5’UTR、VP4、3D和3’UTR核苷酸和

氨基酸同源性也高于其他Ech06。进一步通过

RI)P3重组软件和SimPlot 3．5．1软件分析，初步认为

KM57—09株有重组的可能，但局限于目前可用的全

基因较少，该推测尚需进一步的验证。

鉴于目前GenBank上Ech06毒株全基因序列资

料较少，而在我国可能存在多个基因型或簇同时流

行．以及人群的流动等原因，广泛开展对Ech06的监

测特别是全基因序列的测定和分析，有助于阐明

Ech06株在我国的起源、流行和进化特征。
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