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序列测定及系统进化分析
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分析测定2010年自内蒙古地区分离的柯萨奇病毒A组

16型(CoxAl6)毒株VPl区序列及其基因型，为研究内蒙古

地区CoxAl6的流行、进化、变异积累资料。

1．材料与方法：

(1)病毒株：来自2010年内蒙古地区手足口病临床诊断

病例标本中分离的毒株A023／NMG／CHN／10(来源：呼和浩特

市)、B003／NMG／CHN／10(来源：包头市)、B098／NMG／cHN／

10(来源：包头市)、K065／NMG／cHN／10(来源：鄂尔多斯市)、

col2／NMG／CHN／10(来源：乌海市)、H004／NMG／CHN／10(来

源：锡林浩特市)、H027小MG／cHN／10(来源：锡林浩特市)、

L020／NMG／CHN／10(来源：巴彦淖尔市)、D047／NMG／CHN／

10(来源：赤峰市)和J011／NMG／CHN／10(来源：乌兰察布

市)，共10株。

(2)研究方法：根据QIAamp Viral RNA Mini Kit说明书

提取病毒核酸。CoxAl6 VPl区核苷酸序列扩增按照One．

step RT-PCR Kit(CatNo：210212)说明书操作。上下引物序

歹Ⅱ⋯：CoxAl6 VPl一S：5’一ATT GGT GCT CCC ACT ACA

GC一3’：CoxAl6 VPl一A：5’一GCT GTC CTC CCA CAC AAG

A．T-3’。使用1．5％的琼脂糖凝胶对PCR产物进行电泳分
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析。序列测定由上海英骏(Invitrogen)生物技术有限公司完

成。获得的序列资料使用Chromas软件进行整理拼接，获得

的vPl区核苷酸序列同源性并通过BLAST程序分析、评价、

判定；多序列比对排列和邻接法(Neighbor．JoiniIlg)构建系统

发生树，使用Mega 4．1软件分析。

2．结果：

(1)CoxAl6VPl区基因特征分析：将10株CoxAl6分离

株分别与GenBank中检索到的国内外部分CoxAl6各基因型

与基因亚型的VPl区进行核苷酸同源性比对，与1951年南

非分离的国际标准株即CoxAl6原始株G一10(A亚型)的核

苷酸同源性66．6％～67．4％(表1)，与2008年我国安徽阜阳分

离的FYl8(A亚型)核苷酸同源性只有65_3％～66．6％，与

1998、2002年马来西亚分离株SBl660、$70382(B2亚型)、

2000年我国深圳分离株SHZH00(B2亚型)的核苷酸同源性

87．1％～88．7％，其中2株与2005年澳大利亚分离株0033

(Bla亚型)、2004年我国深圳分离株SHZH04(Bla亚型)、

2009年我国山东分离株LC0017(Bla亚型)核苷酸同源性较

高94．8％～96．7％，其他8株与2003年北京分离株BJ03一ZDP

表1用于进化树分析的CoxAl6毒株全长VPl基因

核苷酸参考序列
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(Blb亚型)、2008年青海分离株QH0194T(Blb亚型)核苷酸

同源性较高94．4％一97．O％。

(2)CoxAl6 VPl区系统进化亲缘关系分析：应用Mega

4．0软件中Neighbor-Joining方法对2010年内蒙古地区10株

CoxAl6分离株和20株GenBank中的代表株基于VPl全基

因序列构建系统进化树进行分析。由图1显示，10株内蒙古

地区分离株与A基因群存在明显差异，均属于B基因群，10

株全部集中于B1基因亚型，且明显分为两簇，分属BIa和

B1b进化支。2株(A023／NMG／CHN／10；B098／NMG／CHN／

10)属于Bta分支，同时还包括1998年的台湾株、2002年的

马来西亚株、2005年的澳大利亚株，以及2001--2009年山东

株、广州株和深圳株。Blb包括本次分离的8株(B003／NMG／

CHN／10；COl2／NMG／CHN／10；D047／NMG／CHN／10；H004／

NMG／CHN／10；H027／NMG／CHN／10；J011／NMG／CHN／10：

K065／NMG／CHN／10：L010／NMG／CHN／10)和2003年北京株、

2008年青海株。

(3)内蒙古分离株CoxAl6 VPl区核苷酸同源性：对

2010年内蒙古地区10株CoxAl6分离株进行vPl区核苷酸

序列测定和分析。结果显示10株CoxAl6分离株的VPl段

核苷酸同源性为90．3％一99．9％。其中2株(A023／NMG／

CHN／10；B098／NMG／CHN／10)核苷酸同源性较高，为99．1％，

其余8株(B003／NMG／cHN／10；C012／NMG／CHN／10；D047／

NMG／CHN／10；H004／NMG／CHN／10；H027／NMG／CHN／10；

J011／NMG／CHN／10；K065／NMG／CHN／10；L010／NMG／CHN／

lO)显示较高的同源性，为90．3％～99．9％。

3．讨论：Li等扭32005年报道CoxAl6分为A、B、C三个遗

传谱系；2007年Perera等口1报道将CoxAl6分为A、B两个基

因群，B基因群又分为B1和B2亚型，其中B2基因亚型为早

期流行的CoxAl6的分离株，并逐渐被近期的优势株Bl基因

亚型所取代。Zhang等41报道B1亚型进一步分为Bla、Blb、

Blc分支。本研究参考以上分型方法。研究中对10株来自

内蒙古地区CoxAl6毒株的vPl序列区间进行序列测定和分

析，并结合系统进化树分析表明，10株分离株分别明显属于

Bla和Blb两进化分支。其中呼和浩特分离株(A023／NMG／

CHN／10)和包头分离株(B098／NMG／CHN／10)属于Bla分支，

该分支还包括了与2005年澳大利亚分离株0033、2004年深

圳分离株SHZH04、2009年山东分离株LC0017等；其余分别

来源于包头、乌海、赤峰、锡林浩特、乌兰察布、鄂尔多斯、巴

彦淖尔市(B003／NMG／cHN／10；C012／NMG／CHN／10；D047／

NMG／CHN／10；H004／NMG／CHN／IO；H027／NMG／CHN／10；

J01 1／NMG／CHN／10；K065／NMG／CHN／10；L010／NMG／CHN／

10)的8株属于Bib分支，与2003年北京分离株、2008年青海

分离株同属一支。本研究结果提示2010年内蒙古地区
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注：●各基因型代表株；▲10株内蒙古分离株

图1 2010年10株内蒙古分离株和20株各基因型

代表株CoxAl6 vPl段系统进化分析

B

CoxAl6的分离株均为B1基因亚型，与我国其他省市以及周

边国家和地区呈共同进化，且在内蒙古地区广泛分布。
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