
·220· 中华流行病学杂志2012年2月第33卷第2期Chin J Epidemiol，February 2012，V01．33，No．2

·实验室研究·

2008年柯萨奇病毒A组1 6型昆明分离株
KMM08全基因组序列分析

马绍辉潘明 何春艳陈俊英施海晶 孙强明 李琦涵

【摘要】 目的分析柯萨奇病毒A组16型(CAl6)昆明分离株KMM08全基因序列，了解其

遗传特性。方法设计针对CAl6引物，提取病毒RNA，RT-PCR扩增和产物直接测序获得序列。

利用Mega4．1，RDP3和SimPlot 3．5．1等软件分析全基因序列。结果获得KMM08全基因组核苷

酸序列长度为7409bp，编码含2193个氨基酸残基的多聚蛋白；与其他CAl6参考株核苷酸和氨基

酸同源性分别为79．0％～98．2％和94．5％～99．3％，其中SZ．HK08—3与国际标准株G10核苷酸和氨

基酸同源性分别79．1％和94．8％；而与肠道病毒71型(EV71)标准株BrCr同源性分别为78．7％和

89．0％。在各个区段上，KMM08与SZ．HK08．3的核苷酸和氨基酸同源性分别为97．0％一99．0％和

98．0％一100．0％，同源性最高；与G10的核苷酸和氨基酸同源性分别为74．2％～86．9％和90．9％～

97．0％；与Ev71 BrCr核苷酸和氨基酸同源性分别在65．O％～84．9％和71．0％一95．2％。进化分析

发现KMM08属于B基因型的一个分支。RDP3和SimPlot 3．5．1软件分析发现Tainan一5079。98序

列发现重组信号，而KMM08未发现。结论KMM08分离株为B基因型；CAl6与Ev7l在非结构

区发生重组。
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【Abstract】 Objective To describe the genetic characterization of complete genome from a
human coxsackievirus A16(CAl6)strain KMM08，isolated in Yunnan，China，in 2008．Methods

By using ImPCR，the seven fragments contained about 1 000 nucleotides in the complete譬enome
were sequenced．The sequences were aligned with other enterovirus sequences downloaded from

GenBank using Mega 4．1．RDP3 and SimPlot 3．5．1 software．Results As in other human
enterovirus．its genome was 7409 nucleotides in length。encoding for 2 1 93 amino acids。KMM08

strain was closely related to other reference strains of B genotype．In the complete genome，the

homology of nucleotide and amino acid among the eleven CAl 6 isolated strains were 79．O％一98．2％

and 94．5％一99．3％，respectively．The rates of homology were 79．1％and 94．8％when comparing with

that of G10 strains and 78．7％and 89．0％comparing wim that of BrCr strains．respectively．

SZ．HK08—3 strain had high homology when compared to other strains．In different segment of

genome，the rates of homology were 97．0％一99．0％and 98．0％一100．0％when compared with mat of

SZ—HK08．3 strains．respectively．The rates of homology were 74．2％一86．9％and 90．9％一97．0％when

compared wim mat of G10 strains．respectively and were 65．O％～84．9％and 71．0％一95．2％when

compared with that of BrCr strains．Data from Phylogenetic analysis showed that KMM08 belong to

genotype B，The putative recombinant Tainan．5079．98 was detected positive wim RDP3 and SimPlot

3．5．1．Conclusion KMM08 strains isolated in Yunnan in 2008 belonged to B genotype of

coxsackivirus A16．The possible occurrence of inter．tyNc recombination would involve EV7l and

CAl6．
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肠道病毒7l型(EV71)和柯萨奇病毒A组16型

(CAl6)是手足口病主要病原体。但后者感染在临

床上难与其他病原体引起的手足口病区别，通常还

与其他病原体同时传播，由于所致症状相对较轻，常

被忽视口'⋯。因此，对CAl6全基因序列的测定和分

析，有利于进一步研究我国CAl6的遗传特性以及

为手足口病的预防控制提供实验室资料。

材料与方法

1．标本及病毒分离提取：粪便标本采自2008年

昆明市儿童医院手足口病患者，一70℃保存。采用

组织培养法，取粪便标本1 g，加入5 ml 0．01 mol／L

PBS(pH 7．4)制成悬液，3000 r／min，离心30 min，用

0．45 u1滤器除菌过滤，接种已长成致密单层的Vero

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％小牛血清的

MEM。观察细胞病变(CPE)，如果无CPE，盲传3代

后如再无CPE出现，判为阴性。按Axygen Bodv

Fluid Viral DNA／RNA Miniprep Kit操作说明提取病

毒RNA。用60 u1无RNA酶的纯水重悬。保存

于一80℃。

2．RT-PCR：采用日本TaKaRa公司生产的One．

step RNA PCR Kit(AMV)试剂盒。分7段分别扩

增：2×reactionbuffer25 u1，RT-PCRMIX 1 gl，引物

F 20 pmol／L，引物R 20 pmol／L，RNA 10 gl加水至

50 u1，混匀离心后50℃反转录40 min，按94℃

5 min，94℃0．5 min，52℃0．5 min，72℃1 min，

30个循环；72℃延伸10 min。取扩增产物5¨l，用

1．0％琼脂糖电泳，根据Marker位置对扩增片段进行

确认。引物设计参考文献[3]，并根据shzh00．1(基

因登录号AY790926)设计引物(表1)。

表1 CAl6全基因组扩增和测序引物

3．序列测定和数据分析：扩增阳性的PCR产物

由北京三博生物技术有限公司纯化和序列测定(每

个标本测3次)。其他CAl6的全基因序列和VPl序

列从NCBI的基因数据库(GenBank)下载(表2)，通

过Mega 4．1软件对测序结果进行分析处理。按

RDP3重组软件的操作说明书设置(<30序列，采用
“internal and external references”)检测其重组事件。

该软件含7个算法(I①P、Bootscan、GENECONV、

MaxChi、Chimaera、SiScan和3Seq)，其优点是设定
参数后，可一次性对数据集扫描，因而适用于高通

量筛选。为获得可信的重组结果，将7种重组检测

方法中有3种检测出重组事件者被认为可能的重组

子H]。与RDP 3软件相比，SimPlot 3．5．1软件主要是

基于相似性原理进行重组鉴定，不适用于大规模样

品的重组检测，但可对上述7种算法给出亲代序列

的重组事件，以进一步采用相似性原理验证其结果

并确定重组断裂点b]。

结 果

1．病毒分离：将用PCR方法直接从2008年临床

标本(粪便)鉴定为CAl6的10份手足口病患者的标

本，分别接种Vero细胞后，培养分离到1株阳性分离

物，命名为KMM08，并收集上清，保存于一70℃。

2．RT-PCR产物确定及测序：采用特异性引物做

一步法RT-PCR，产物取5 u1 1％琼脂糖凝胶电泳后

大小与所设计一致。将扩增出的特异性核酸片段测

序，将7段序列拼接成一个完整序列。结果与CAl6

标准株G10序列同源为79．1％。

3．KMM08全基因组序列测定及分析：经过测

序、序列拼接和分析，获得KMM08的全基因组核苷

酸序列长度为7409 bp，其中5’端非编码区(5’UTR)

长745 bp，病毒基因组编码区全长6582个核苷酸，

编码含2193个氨基酸残基的多聚蛋白；3’端非编码

区末端长83 bp。KMM08基因组的组成和结构符合

肠道病毒特征。从表3可见，与SZ—HK08．3最为同

源，整个基因组的核苷酸和氨基酸同源性分别为

98．2％和99．3％；与CAl6其他株FYl8、human

enterovirus A和国际标准株G10核苷酸和氨基酸同

源性分别79．0％～79．1％和94．5％一94．8％；与

shzh00—1、GZ08、shzh05．1、SZ—HK08．7、Tainan一5079—

98和XM—CAl6．3560的核苷酸和氨基酸同源性分别

为91．7％～93．8％和98．1％～99．0％；而与EV71标准

株BrCr比较，核苷酸和氨基酸同源性分别为78．7％

和89．0％。另外从12株核苷酸序列间进化分歧的评

 



·222· 中华流行病学杂志2012年2月第33卷第2期Chin J Epidemiol，February 2012，V01．33，No．2

表2本研究所用的核酸序列信息

分离株 全基因组 VPl 3。 鼢地区分罄问
BrCr U22521

G10 U05876

FYl8 EU812514

human enterovirusA NC001612

GZ08 FJl98212

shzh00一l AY790926

shzh05—1 EU262658

SZ—HK08—3 GQ279368

SZ—HK08—7 GQ279371

Tainan一5079—98 AFl77911

XM—CAl6—3560 H0269389

99．132．2264 —

05 194．4135 一

UMl71 15一MAL一00 一

Tsl一2000一THA一00 —

1931一Yamagata一2010 一

11 73一Yamagata一2010
—

Siriraj07．．TH．．02——

QH0558T-QH·-CHN-．2008

QH0557T-QH-CHN一2008

GS0430F—GS—CHN一2008

GS0429V-GS—CHN一2008

NM0710—NM—CHN一2007

TC．2lF—SD—CHN一2007

TC一1 1F—SD—CHN一2007

BJ03一ZDP

1018T-VNM一05

U22521

U05876

EU812514

NC001612

FJl98212

AY790926

EU262658

GQ279368

HQ269389

AFl77911

HQ269389

GUl42869

FJ868280

AM292484

AM292477

AB634452

AB634434

GQl84132

G0429276

GQ429275

GQ429263

GQ429262

GQ429241

GQ429229

GQ429227

AY821798

AM29244l

5338一SA一03 一AM292443

U22521 美国 1970

U05876 芬兰 1994

EU812514中国安徽 2008

NC001612芬兰 】994

FJl98212中国广东 2008

AY790926中国广东 2000

EU262658中国广东 2005

GQ279368中国广东 2008

HQ269389中国广东 2008

AFl77911中国台湾 1998

HQ269389中国福建 2006

一 澳大利亚 1999

一 澳大利亚 2005

一 马来西亚 2000

一 泰国 2000

一 日本 2010

一 日本 2010

一 中国台湾 2002

一 中国青海 2008

一 中国青海 2008

一 中国甘肃 2008

一 中国甘肃 2008

一 中国内蒙古 2007

一 中国山东 2007

一 中国山东 2007

一 中国北京 2003

一 越南 2005

一 沙特阿拉伯 2003

注：除BrCr血清型为EV71外，其余为CAl6

价也证实此结果(表4)。CAl6 KMM08的

基因组序列已提交至GenBank，基因登记

号为HQ423141。

4．KMM08各区段核苷酸及编码氨基

酸序列同源性比较：将KMM08与

GenBank中所有CAl6全基因组序列的各

区段分别比较，同时选择EV71国际标准

株BrCr作为参照，发现KMM08与SZ．
HK08—3各区段的核苷酸及氨基酸同源性

均为最高，分别为97．0％～99．0％和

98．0％～100．0％，其中3个区域VPl、VP4、

3B与SZ—HK08—3的氨基酸同源性为

100．0％(表3)；与shzh00—1、GZ08、shzh05．1、

SZ．HK08—7、Tainan一5079．98和XM—CA1 6—

3560的各区段核苷酸和氨基酸同源性分

别超过90．O％和97．0％；与FYl8、human

enterovirus A和国际标准株G10各区段核

苷酸和氨基酸同源性分别低于82．0％和

97．0％；KMM08与BrCr的3’UTR区同源

性为95．1％，其他区域的核苷酸同源性与

BrCr在65．0％～84．9％之间，与BrCr各区

域的氨基酸同源性为71．O％～95．2％。

KMM08与Ev71 BrCr株非结构蛋白的核

苷酸同源性均高于或等于FYl8、human

enterovirusA和国际标准株G10，而结构蛋

白则低于这3株。

墨!!型坚!!堡皇基丝竺垒!!坌童堡堕堕蔓堕!堑茎堕!旦塑竺些篁
毒株

全基因u5Tr R
VPl VP2 VP3 VP4 2A 2B 2C 3A 3B 3C 3D

u3Tt R

BrCr 78．7 ⋯ 65．0 71．8 71．4 72．0 80．7 83．2 85．0 84．9 81．8 83．2 83．2 ⋯
(89．0) 一。 (71．0)(85．2)(83．9) (78．3) (94．0) (92．9) (96．6) (95．3) (90．9)(95．1)(95．2)

⋯1

G10

FYl8

human enterovirusA

GZ08

shzh00．1

shzh05—1

SZ—HK08．3

SZ．HK08—7

Tainan一5079—98

XM—CAl6—3560

79．1 。，。 76．8 77．3 78．6 82．1 80．7 76．8 80．9 80．3 74．2 74．5 77．7 。．．

(94．8)⋯’(92．3)(94．8)(94．6)(100．0)(96．0) (94．9) (97．6) (93．0) (90．9) (95．1) (93．7)⋯。
79．0
86 7

76．4 77．3 78．6 82．1 80．7 76．8 80．9 80．3 74．2 74．3 77．7
R 1 7

(94．5) ⋯。(90．9)(94．8)(94．2) (1 00．0) (96．O) (94．9)(97．6)(93．O)(90．9) (94．5)(93．7)⋯’
79．1
R6 0

76．8 77．3 78．6 82．1 80．7 76．8 80．9 80．3 74．2 74．5 77．7
R1 7

(94．8)⋯7(92．3)(94．8)(94．6)(100．0)(96．0)(94．9) (97．6) (93．0) (90．9) (95．1) (93．7)⋯。
92．5 ⋯ 92．8 90．4 92．1 94．2 92．4 94．9 93．8 93．8 83．3 92．0 92．3 ⋯
(98．8) 一’(100．0) (99．2)(99．6)(98．6)(98．7) (97．0)(98．8)(95．3)(100．0)(97．8)(98．7)

JJ,1

93．1
0E R

93．9 91．8 93．0 93．2 92．7 94．3 93．5 93．4 87．9 92．9 91．6
Q<1

(98．1)～。(99．7)(98．4)(99．6)(100．o)(97．3)(98．0)(99．1)(95．3)(100．o)(98．4)(95．9)⋯1
92．3 一一 92．9 90．7 92．3 92．3 91．3 93．9 91．5 91．5 90．9 90．3 92．9 一．一

(98．6)94．5(100．0)(98．8)(98．8)(98．6)(97．3)(97．0)(98．8)(95．3)(100．0)(98．4)(98．7)96．3

98．2
98 3

99．0 97．7 98．8 97．6 97．8 97．0 98．6 98．8 97．0 97．6 97．9
98 R

(99．3) ⋯(100．0)(99．2) (99．6)(100．0)(98．7)(98．O) (99．4)(97．7)(100．0)(99．5) (99．8)
⋯

92．3
q‘4

93．2 92．2 91．6 93．7 91．3 93．3 91．9 89．6 86．4 91．1 91．6
q‘1

(98．7)⋯。(100．0)(98．8)(99．6) (100．0) (98．0) (97．0)(99．1) (94．2)(100．O)(97．8)(98．1)⋯1
93．8
qE 1

95．2 92．4 93．6 93，2 93．6 93．6 93．6 93．4 89．4 93．3 94．0
q6 1

(99．0)⋯。(99．7)(98．4) (99．6)(100．0)(98．0)(98．O) (99．4) (95．3)(100．0)(98．4) (99．4)⋯。
91．7 。，． 92．6 91．4 92．0 93．2 91．1 92．3 92．1 89．2 86．4 91．1 91．3 ⋯
(98．7) ⋯。(99．7)(99．2)(99．6) (100．0)(97．3)(99．0)(99．1) (94．2)(100．0)(98．4)(98．1)

⋯’

注：数据为核苷酸(氨基酸)同源性(％)；VPI～VP4为结构区，2A～3D为非结构区
 



5．种系进化分析：利用Mega4．1软件对KMM08

和GenBank中的11株CAl6以及1株EV71标准株

BrCr，采用Neighbor-joining方法分别基于全基因组
和VPl序列进行种系进化分析。结果与基于VPl和

全基因组序列进行的种系进化分析结果相似，

KMM08与shzh00—1、GZ08、shzh05．1、SZ—HK08—3、

SZ-HK08—7、Tainan一5079．98和XM．CAl6—3560的关

系较近，属于进化树上的一个分支；与FYl8、human

enterovirusA和G10相对较远，构成另一个相对独立

的分支；对于BrCr贝lJ更远，为另一分支(图1、2)。从

图2还可见，不同国家或地区包括我国不同省份分

离到的CAl6均属于进化树上的一个分支，而沙特

阿拉伯分离株5338．SA．03构成另一个相对独立的

分支。由此可认为KMM08属于B基因型，不同国

家或地区分离株之间亲缘关系存在明显的差异。另

外，基于全基因序列的Bootstrap值均大于67％，而

基于VPl基因有一半低于60％。这提示基于全基因

序列种系进化分析更理想。同时由基于3D基因序

列种系进化分析可见，BrCr与CAl6的B基因型属

于进化树上的一个大分支的2个分支，而A基因型

为另一个独立分支(图3)。说明BrCr与CAl6的B

基因型在3D基因上的关系比A基因型近。

0．02

图1 CAl6全基因核苷酸序列的种系进化分析

B

A

AFinIamd-1994

图2 CAl6 VPl核苷酸序列的种系进化分析

图3 CAl6 3D核苷酸序列的种系进化分析

6．KMM08重组事件分析：利用RDP3重组软件

对11株CAl6全基因组和BrCr株进行重组分析，结

果发现Bootscan、MaxChi、Chimaera、SiScan和3Seq

分别检测出BrCr和Tainan一5079．98序列在3571。

7408之间(非结构区)存在重组(Bootscan法。p：

8．45×10埘)，亲本序列为Tainan．50779．98和G10：

MaxChi、Chimaera和3Seq法检测出Tainan．5079—98

一m一Ⅲ㈣似|耋㈣㈣㈣㈣Ⅲ
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和shzh00．1在115—2536之间存在重组，亲本序列

为shzh00．1和GZ08，但Bootscan法未检测出；而

KMM08株序列未检测到重组信号。为进一步证实

重组，以重组子序列，其两个亲本序列和外群序列

(DM株，AF524867)为对象利用SimPlot 3．5．1软件

进行相似性分析，发现针对BrCr有明确的重组信

号，且相似性分析得到的重组断点基本与RDP3一

致(在非结构区域)，而Tainan．5079．98序列所得重

组信号不明确(图4)。

s，IrrRVP4 3B 3’UTR。■茸Ⅱ面亟E匣口甄疆1万1：蔚网二盈口
SimPIot-queD'：BrCr

核薛酸的位置

Window：200 bp，Step：20 bp，GapStrip：On,Kimura(2-parameter)，T／t：2．0

注：2条亲代序列(绿和黄色)，1条外群序列(蓝色)。采用200 bp

窗I=1．每步为20 bp进行比较，100次自展，Kimura双参数模型；红线

竖线是RDP3检测到的重组断点，竖线问的部分为重组片段

图4重组子序列BrCr和Tainan．5079．98

及其母序列的相似性分析

讨 论

自2008年以来，手足I=1病发病率已经成为我国
p

丙类传染病的首位。由于我国各年份引起手足El病
的主要病原体有所不同，如2008年和2009年以

EV71流行为主，2010年以CAl6流行为主，而2011

年又以EV71流行为主。而在云南省，2010年70％

的病例是CAl6引起、30％由EV71引起，2011年由

EV71引起的病例占70％以上[61。国外监测数据也

表明CAl6引起的手足口病有逐年增加趋势，每隔

一定时间就出现一次高掣7|。因此，通过KMM08株

全基因组的测序和分析以了解我国流行的CAl6以

及与其他肠道病毒间的进化关系具有重要的意义。

通过对目前所有CAl6全基因组的核苷酸和氨

基酸同源性比较，发现KMM08株与SZ-HK08-3株

各个区段的核苷酸及氨基酸同源性均为最高，提示

二者之间的亲缘关系最近；而不同地区或不同时间

分离的CAl6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。

肠道病毒的基因组具有较高突变率和重组率，

是最易重组的病毒之一。资料表明，从亚太地区的

手足口病暴发患儿中分离到的EV71亚基因型B3、

C2和C4株的非结构区域存在重组[8-10】。而CAl6与

EV71在其基因组中的非结构区域也存在重组随1。

因而，肠道病毒分子流行病学调查不能仅依赖于

VPl基因，而采用全基因测序又不现实。目前有学

者建议将VPl基因(分型)和非结构区域的3D基因

(监控重组事件)结合在一起，能更准确分析肠道病

毒的进化⋯】。

本研究以CAl6 3D基因构建进化树和序列分

析发现，除CAl6A基因型外，BrCr与CAl6 B基因

型的亲缘关系较近，可能存在重组；BrCr与CAl6 B

基因型的核苷酸和氨基酸同源性也高于A基因型。

进一步通过RDP3重组软件和SimPlot 3．5．1软件分

析，KMM08株未发现重组，而CAl6 Tainan．5079．98

株与EV71原型株BrCr可能在非结构区域存在重

组，这与文献报道一致¨】，但该推测尚需进一步实

验证据证明。另外，EV7l B3基因亚型存在CAl6

3’UTR特征n引。因此，CAl6和EV71可能存在普遍

重组现象，而重组可能是导致CAl6或EV71感染暴

发的原因之一。

CAl6通常不引起严重的中枢神经相关疾病，但

也有报道可导致脑炎。有学者认为，具有神经毒力

的CAl6可能是CAl6与EV7l重组而获得¨]。EV71

具有高度的嗜神经性，与同属的脊髓灰质炎病毒相

似，其感染除引起手足口病和疱疹性咽峡炎外，还可

导致中枢系统疾病。早期的研究者受脊髓灰质炎病

毒的启发，推测在EV71的5’一NTR和VPl序列中可

能存在神经毒力决定簇，但至今未找到确切证据【1 3。。

最近研究发现EV71病毒依赖RNA的RNA聚合酶
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(3D0。1)区的氨基酸对改变EV71毒力非常重要，如

Chang等n41通过对不同毒力的EV71病毒株的序列

分析发现，毒力强的为Val264，而弱的为Ile2“[而该位

点位于病毒依赖RNA的RNA聚合酶(3D删)锌指

区]；Kung等n51也发现1株温度敏感表型EV71的

3D删上Thr251位氨基酸能导致减毒。通过分析发现

CAl6A基因型和BrCr株在3D删上为Leu2“，其他分

离株为Val251；所有CAl6 3Dp。1的第264均为Val。而

本研究KMM08分离株是从1例症状较轻患者分离

到，其毒力位点还有待进一步研究。

鉴于目前GenBank上CAl6毒株全基因序列资

料较少，而本研究只对本地区的1株CAl6全基因序

列进行分析，不利于从不同致病力毒株之间找到其

基因组的差异，因此开展对CAl6的监测工作特别

是全基因序列的测定和分析，有助于不同地区问进

行比较和分析，对阐明CAl6在我国的起源、流行及

其毒力和进化具有重要意义。
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