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柯萨奇病毒A6(CVA6)属于肠道病毒A组成员，主要引

起疱疹性咽峡炎，也可引起手足口病。2011年河南地区从手

足口病患者粪便标本中分离到1株CVA6，为了解其基因特

征，本研究对分离的CVA6毒株进行全基因序列测定。

1．材料与方法：待测毒株为2011年河南省疾病预防控制

中心传染病预防控制所实验室分离并鉴定的毒株，命名

HN421。引物设计：根据原型株Gdula(AY421764)和日本毒

株Shizuoka 18(AB678778)序列，设计10对首尾相互重叠、

覆盖全基因的引物(表1)。RNA提取及反转录：将毒株接种

于RD细胞，待病变达到75％时收获毒株，用美国Qiagen公

司的Rneasy mini试剂盒提取RNA，用大连宝生物公司的

PrimeScript 1-Strand cDNA Synthesis试剂盒反转录cDNA，所

有操作均按说明书进行。PCR扩增及测序：PCR反应体系

50儿l，10×buffer 5 p．1，dNTP混合物4¨l，0．4¨l Taq酶，
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表1 CVA6全基因扩增引物

C讼6—1F TIAAAACAGCCTGTGGGTT

CⅥ～6一lR GAAACACGGACACOCAAAGlD～(了r

CⅥ气∞F GGTGCGAAGAGTC队rrGAGC
CvA昏_2R GCTGl、AGCGTOCGl'AGAAGG

C讼6—3F ACCpJ℃AOCACCCAAGAGG

C悄6—3R AAGTr℃T兀11'GTG(了G(了rOCA

C、，A6—师TGGl’ACCAGAOCAACTr℃G1AGllACC

CVA6-4R 11AG(粥TAAC CATC—口AAAACCA

CⅥ、6_5F ATG卫^TGl'AOCACCAGGAGOCOC

C悄6_5R AGCCoCGGATIGrIGGOC

CⅥ、6—6F CAAGCAl：AACCAOCACGG』^T

C、，A6—15R GGTTCAATACGGlGTTTGCTCT

CⅥ～6-7F TGGGAACGT(订℃C玎’ACCTC

CvA6_7R(1T1'GGACTl℃CTGT(1℃1℃A

C憎6_8F(1℃GGTAGATrGGACG(了rG

C讼6_8R 1’GCl℃CAOCCAA册(订℃TITOC
(N气6—9F(1℃AAGAAG C(丌AI℃(1℃CG

CⅥ～6—9R ooGAAAGl℃A][℃C7I'GAGATAGACTG

C讼6—10F GCAAGC OCTGTT(1C1j～A(托A

C”、，A6—10RGCT^]rrCTGGTTATAACAA芦JT

l～19

549～571 571

42l～441

108l～1100 680

1018～1036

2367～2387 1370

2305～2330

3034～3055 750

2887～2909

3367～3384 497

3299～3318

4448～4469 1170

4335～4353

4979～4999 664

4876～4894

5545～5567 690

5380～5399

6515～6539 1100

6129～6149

7413～7434 1300

cDNA 2 I．tl，上下游引物(25 lamol／L)各1 lal。反应条件：

95 oC 3 min；94℃45 S，50 oC 35 S，72 oC，80 S，35个循环；

72℃10 min。PCR产物经1．5％琼脂糖凝胶电泳鉴定，纯化

后送南京金斯瑞测序。生物信息学分析：使用DNAStar软

件中的Seqman对所有测序结果进行拼接，得到HN421。从

GenBank选取同源性较高的肠道病毒A组原型株基因序列，

用DNAStar中的Megaline进行同源性比较，用Clustal X 1．83

软件对各型病毒的5
7

UTR、P1、P2和P3区域进行比对，

Mega 4．0软件构建进化树。

2．结果：HN421是1条单股正链RNA，全长7434 bp，全
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基因分3个区，747 bp的5’非编码区(5’UTR)，6606bp的编

码区(CDS)，81 bp的3’URT。HN421的基因特征为AT含量

丰富，占52．2％。与原型株Gdula和日本株Shizuoka 18全基

因序列核苷酸同源性分别为80．9％、88。7％，与其他型HEVA

病毒全基因核苷酸同源性为73．6％。78．0％(表2)。5 7和3’

UTR：与原型株Gdula相比，5
7

UTR核苷酸同源性最高，为

88．6％，3’UTR核苷酸同源性84．O％；与日本株Shizuoka 18相

比，5’和3’UTR核苷酸同源性分别为93．4％、93．8％。与其他

型HEVA病毒相比，5’UTR核苷酸同源性为80．9％。87．6％，

3’UTR核苷酸同源性为80．2％～95．1％，各型病毒间两端的

非编码区均相对保守。CDS特征：与原型株相比，HN421整

个编码区氨基酸差异为4．6％，核苷酸差异为20．5％。结构蛋
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自各编码区核苷酸差异为17．2％一21．3％，其中VP4变异最

大，氨基酸差异为11．6％，VPl、VP2和VP3氨基酸差异均小

于4．9％。P2、P3核苷酸差异分别为20．5％、23．4％。与其他

型HEVA相比，CDS编码的核苷酸差异为23．O％～27．9％，结

构蛋白编码区核苷酸差异为26．1％～48．4％；P2、P3核苷酸差

异分另0为17．8％～2I．8％、16．3％～23．4％。5’UTR、P1、P2、P3

的遗传进化树(图1)显示，HN421的P1进化树与CAl0处于

同一分支，和P2、P3的进化树并不完全一致；HN421在P2、P3

区与Et本株处于同一分支，和原型株距离较远，与CA4、CA5

和CAl6处于一个大分支上。5’UTR、P1、P2和P3各区的进

化树不完全一致，说明各区的进化速度并不同步。HN421

所测全基因序列已提交GenBank，所得序列号JQ964234。

表2 HN421株与其他型HEVA毒株同源性(％)比较

注：括号外数据为核苷酸同源性，括号内数据为氨基酸同源性
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图1 HN421全基因序列的5’UTR、P1、P2、P3区进化分析

3．讨论：肠道病毒基因组中衣壳蛋白编码区域较易发生

变异，尤其VPl编码的改变影响病毒的毒力，有研究表明，基

因重组已成为肠道病毒进化的主要机制⋯。有研究报道

CA6原型株与CAl0、CAl2在P2、P3区域存在基因重组”3，

HN421各区进化树显示在P2、P3区与CAl6、CA4、CA5亲缘

关系更近。虽然HN421和CAl0的Pl区核苷酸差异为

28．8％，但在进化上处于同一分支，提示HN421与CAl0可能

有着共同的进化演变历程。近几年在西班牙、芬兰、中国台

湾、日本等国家均出现CVA6引起的手足口病暴发，该病毒引

起的手足口病常与脱甲症关联”·“。目前尚无对CVA6进行

基因分型的报道，需对该病毒做进一步研究。
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