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2009年云南省柯萨奇病毒B5分离株
A2 1 0／KM／09全基因序列分析

刘建生邵聪文赵卫中 张：麦昆 吉玛 朱艳菊 马忠飞 马绍辉
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·实验室研究·

【摘要】 目的分析柯萨奇病毒B5(cvB5)云南分离株A210／KIVI／09全基因序列及其遗传特

性。方法设计针对CVB5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 4．1、RDP3和SimPlot 3．5．1软件分析全基因序列。结果CVB5 A210／K1w09全基因组核苷

酸序列长度为7 372 bp，编码含2 18,5个氨基酸残基的多聚蛋白；A210／KNU09全基因组核苷酸及

所推导的氨基酸与CVB5／CCl0／10同源性最高，其同源性分别为92．5％和97．3％；而与其他CVB5

毒株如17Y、19CSF、20CSF、1954／85，US、2000／CSF／KOR、03001N、CoxB5／Henard2010、CVB5／SD／

09和Faulkner核苷酸和氨基酸同源性分别为80．1％一92．5％和95．0％一97．3％；A210／K_M／09与其他

CVB5毒株的各区段核苷酸和氨基酸同源性分别为75．3％～96．3％和85．3％，100．0％，其中与

VP3、3D区段核苷酸的同源性最低。基于CVB5全长VPl基因序列进行种系进化分析，可将

CVB5分为A、B、C和D4个基因型，其中C基因型可再分为CI～c4基因亚型，D基因型可再分为

D1。D4基因亚型。中国CVB5流行株主要聚集在C4基因亚型，国外流行株主要聚集在Dl、C2亚

型。结论A2 10／KM／09分离株为C4：基因型。
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【Abstract】 Objective To characterize the complete genome sequence of coxsackievirus B5

(CVB5)A2i彻处伽9 strainwhich was isolated fromYunnan，China，2009．Methods Eightoverlapping

clones coveting the whole viral genome(excluding the poly—A tail)were obtained by ImPCR and

sequenced．with their nucleotide and amino acid sequences compared with other known CVB5 strains．

Results The genome of the CVB5 A210／KM／09 strain had 7 372 nucleotides in length，and

containing a 742一nt non．translated region fNTR)at the 5
7

end and a 98一nt NTR at the 3’end．The

entire open reading frame contained 6 555 nt．encoding a 2 185-aa polyprotein．In the coding region．

there appeared no nucleotide deletion or insertion，but some changes of amino acid seemed unique．

Based on the complete genome sequence alignments，CVB5 isolatc A210／KMJ09 strain showed the

highest nucleotide(92．5％)and amino acid(97．3％)identities to the CVB5／CCl0／10．It also shared

nucleotide(80。j％一92．5％)and amino acid(95．O％一97，3％)homology with other CVB5 strains：l 7Y，

19CSF．20CSF，1 954／85／US，2000／CSF／KOR，03001N，CoxB5／Henan／20 1 0，VB5／SD／09 and

Faulkner．Blast between genome fragments．A2lOⅨM，09 showed similarity on nucleotide

(80．1％一92．5％)and amino acid(95．0％一97．3％)identities with other CVB5 strains．The phylogenetic

tree．constructed on the complete VP：L regions，indicated that CVB5 could be divided into genotype A，

B．C and D．while Genotype C and D could be further divided into C1-C4 and D1一D4 subgenotypes．

Conclusion A2 1 0／K／VI／09 and other CVB5 predominant strains isolated in China belonged to CVB5

subgenotype C4．
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柯萨奇病毒B(CVB)属于肠道病毒(EV)B群，

包括CVBl～6型。近期有报道CVB5是引起手足

口病的一个重要病原“]。美国2006--2008年监测发

现，CVB5感染率为4．4％，排在EV第lO位n1；两班牙

1998--2007年监测发现，CVB5感染率为4．2％，排在

第6位口1。近年有报道CVB5可引起无菌睦脑炎¨E“，

为此本研究对2009年自无菌性脑炎患儿粪便中分

离的CVB5进行全基因扩增测序和分析，为相关疾

病的预防控制提供实验室数据。

材料与方法

1．病毒来源：CVB5分离株A210／KM／09是2009

年从昆明市无菌陛脑炎患儿(女性，4岁7个月)粪便标

本中通过RD细胞分离获得，病毒保存在中国医学科学

院北京协和医学院医学生物学研究所分子流行病室。

2．引物设计、病毒核酸RNA提取及RT-PCR：按

照Axygen Body Fluid Viral DNA／RNA Miniprep Kit

的说明书提取病毒RNA，保存于一70℃。根据

CVB5／SD／09株(基因登录号JX276378)设计引物

(表1)。采用TaKaRa公司生产的One—step RNA

PCR Kit(AMV)试剂盒。分8段分别扩增：2×

reaction buffer 25“l，RT-PCR MIX 2肚1，弓I物F

20 pmol，引物R 20 pmol，RNA 5 u1并补加无RNA

酶的水至50 ul，混匀离心后50 cC反转录30 min，

94℃2 min，35个循环：94 c|c 0．5 min，50℃

0．5 min，72℃l min；最后72℃延伸10 min。

表1 CVB5全基因组扩增和测序引物

3．序列测定和数据分析：取3“1 PCR产物于1％

琼脂糖胶电泳后，将大小与预期相符的特异性扩增

条带送交华大基因科技(北京)股份有限公司对PCR

产物进行纯化和测序(每个样品双向测3次)。利用

Mega 5．1(采用Neighbor-joining法)和Geneious软件

对测序结果进行系统进化分析和核苷酸／氨基酸同

源性比对，以及BLAST和SimPlot 3．5．1重组软件对

序列进行重组分析M1。其他CVB5株的全基因序列

和VPl序列从GenBank下载。

结 果

l，A210依M／09株全基因组序列分析：将覆盖病

毒基因组全长的8片段测序结果经整理校对后，拼接

成一个完整序列，NCBI BLAST比对结果表明A210／

KM／09株与CVB5原型株Faulkner的核苷酸序列同

源性为82％。A210／KM／09株全基因组核苷酸序列

长度为7 372 bp，其中57端非编码区长742 bp，病毒

基因组编码区长6 555个核苷酸，编码含2 185个氨

基酸残基的多聚蛋白。A210／KM／09株全基因组的

结构符合EV特征。A210／KM／09株全基因组核苷

酸及其氨基酸同源性与CVB5／CCl0／10株最为同

源，分别为92．5％和97．3％；而与其他CVB5病毒株

如17Y、19CSF、20CSF、1954／85舢K、2000／CSF／

KOR、03001N、CoxB5／Henan／2010、CVB5／SD／09和

Faulkner核苷酸和氨基酸同源性分别为80．1％～

92．5％和95．0％一97．3％。A210／KM／09株的全基因

组序列已获得基因登录号为JX843811。

2．A210／KM／09株各区段核苷酸及其编码的氨

基酸序列同源性比对：将A210／KM／09株与GenBank

中其他CVB5病毒株(17Y、19CSF、20CSF、1954／85／

UK、2000／CSF／KOR、03001N、CoxB5／Henan／2010、

CVB5／CCl0／10、CVB5／SD／09和Faulkner)全基因组

序列各个区段分别比对，结果(表2)发现A210／KM／

09株与其他CVB5病毒株各区段核苷酸和氨基酸同

源性分别为75．3％～96．3％和85．3％～100．0％。其中

与基因组区段VP3、3D的核苷酸的同源性最低。

3．CVB5种系进化分析：通过Mega 5．1软件

(Neighbor-joining)对A2 1 0／KM／09株以及GenBank

中其他CVB5病毒株全基因组和VPl序列进行种系

进化分析。结果可见所有中国分离株包括A210／

KM／09归为一独立分支(图1)。目前CVB5可形成4

个大的进化分支，其中中国分离株包括A210／KM／09

属于C，其中c又分为1～4亚支，大部分中国分离株

为C4，印度分离株单独为一支，即C2(图2)。提示

不同国家或地区以及不同时间分离到的CVB5可属

于进化树上不同分支，且亲缘关系存在明显的距离。

4．CVB5基因分型：选取GenBank数据库中111

株CVB5的全长VPl基因序列进行系统进化分析，
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表2 A210／KM／09株与GenBank中CVB5基因组区段核苷酸(氨基酸)比对
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病毒株 全基因组5’UTR VP4 VP3 VP2 VPl 2A 2B 2C 3A 3B 3C 3D 3’UTR

17Y

19CSF

20CSF

l 954／85厂L7K

2000／CSF，KOR

03001N

CoxB5／Henard2010

CVB5／CClO／10

CVB5／SD／09

87．4 95．4 92．9 87．4 94．6 92．9 91．1 96．0 84．9 76．4 78．8 77．6 79．8 85．3

(96．2) (9：3．6)(88．7) (98．5) (98．6)(96．7)(99．0) (98．5)(95．5)(95．5) (94．5) (96．3)
92．o 95．2 9：3．5 87，8 93．4 93．5 91．1 95．6 87．6 83，5 86．4 91-3 95．2 94．6

(97．o) (9．j．9) (88．7) (97．7) (98．9) (95．3) (99．o) (98．5) (98．9)(100．o)(97 8) (98．3)

91．7 94．8 9I．4 87．8 94．3 91．4 91．1 96．3 86．3 83．5 86 4 90．9 95．4 90．8

(97．0) (9：3．6)(88．7) (98．9) (93．6)(95．3)(99 O) (98+5)(100．o)(100．0)(96 7) (98 5)
80．1 82．8 9；．5 75．4 94．4 93．5 76．0 79．8 80．6 77．9 83．3 83．6 81．9 83．8

(95．0) (93．9)(87．4) (98．9) (98．9)(86．O)(94．9) (97．3) (96．6)(100．O)(97．8) (97．2)
82．6 87．7 9 2．9 77．9 94．4 92．9 77．8 81．5 86．5 82．0 81，8 85 4 80．4 83 8

(94．9) (93．6)(85．7)(98．9)(98．6)(89．6)(93．9) (97．o)(100．O)(100．O)(98．4)(95．9)

87．4 95．3 93．3 87．o 93．9 93．3 90．9 96．o 85．4 77．9 80．3 83．4 80．0 88．o

(95．9) (98．6)(88．2) (98．5) (98．6)(96．7)(99．o) (98．5)(96．6)(95．5) (94．5) (95．5)
87．5 95。2 91．4 87．3 94．3 91．4 91．8 96．3 85．9 77．2 80．3 78．0 80．2 88．0

(95．1) (93．6) (85．3) (98．9) (93．6) (97．3)(98．0) (98．5) (96．6) (95．5) (95．1) (95．7)
92．5 95．7 94．2 88．0 94．0 94．2 90．9 96．3 87．7 84．6 83．3 92．7 96．3 97．3

(97．3) (98．6)(88．7) (98 9) (98．6)(96．O)(99．0) (98．8) (98．9)(100，O)(98．9) (98．7)

88-2 95．4 93．4 86．o 92．8 93．4 90．2 91．9 87．3 79．o 77．1 83．4 82．6 86．7

(96．4) (99．3)(87．4)(98 9) (99．3)(93．3)(98．0)(97．9) (98．9)(95．5)(98．9) (96．8)

⋯82．2 82 6 81．6 77．1 82 o 85．6 77．6 78．8 82．6 80．5 81．8 82．5 81．8 89．2

’8”岫盯(95．2)(96．5)(86．6)(97．7)(96．5)(88．7)(92．9)(97．9)(97．8)(too．0)(98．9)(97．2)
注：括号外数据为核苷酸，括号内数据为氨基酸

100r19CSF 2011 China JXOl738l

!塑f 2-20CSF 20jO China JXOl7380

!型l LCVB5／CClO／10China JN580070

99l L————一KM／A210／09 China

r一17Y 201l China JX017382

!型|————————可矧r一03001N 20ll China Jxol73

100} 100L CoxB5／Hetmr也010 HQ99885

广]L—————————一CVB5／SD／09 China JX276378

L———————————一200|)／CSF依OR AY875692r一——J 954／85，LJK X67706L～——Faulkner USA AFl 14383

图l CVB5全基因核苷酸序列的种系进化分析

发现形成A、B、C和D 4个分支(图2)，对各分支间

核苷酸和氨基酸同源性比对，4个分支核苷酸的差

异为14．6％～23．9％；其中C分支又分为4个亚支

(C1～C4)，核苷酸的差异为4。8％～16．4％。依据EV

基因分型标准可将目前CVB5分为A、B、C和D 4个

基因型n3。参照EV71病毒基因亚型分子分型标准，

亚型之间VPl基因核苷酸差异为4％～14％、81，C基

因型可再分为C1～C4基因亚型，D基因型可再分为

D1。D4基因亚型。

对CVB5病毒株构建全长VPl核苷酸序列进化

树分析，并依此进行基因分型。结果显示A基因型仅

包含CVB5原型株Faulkner(1952年分离)和Ecuador

株(1974年分离)；B基因型包括1996年荷兰分离株、

1998年中国山东分离株、2000年韩国分离株及1970

年罗马尼亚分离株；C基因型中Cl亚型主要包括

1982年芬兰分离株、1990年巴基斯坦分离株、1992年

塔吉克斯坦分离株和2006年法国分离株，c2亚型主

要包括印度分离株，C3亚型主要包括2009年中国山

东分离株，C4亚型主要包括2002年中国浙江和山东

分离株、2005年法国株、2005年中国山东分离株及

2010年前后中国多地[河南、吉林、云南(本研究

A210依M／09株)]分离株，D基因型主要为1970--2000

年在美国、澳大利亚及欧洲各国流行的分离株。93。

5．A21 0／KM／09株重组分析：通过NCBI BLAST

比对分析基因组结构区段发现，A210／l洲09株的
5’一UTR和37一UTR与CVB5／CCl0／10株同源性最高

(均为96％)；2A、2B、VPl、VP2、VP3和VP4分别与

CoxB5／Henan／2010、20CSF、YZ032／SD／CHN／2005、

SHl和17Y株同源性最高；2C、3A和3B与ECH025

HN2株同源性最高(分别为89％、90％和94％)，3C

和3D与CVB3 Beijin90811株同源性最高(分别为

93％和98％)。通过RDP3重组软件对10株CVB5全

基因组和其他两种EV血清型(CoxB3和Ech025)进

行重组分析，发现RDP、Bootscan、MaxChi、

Chimaera、SiScan和3Seq分别检测出A210／KM／09

株有两处重组。一处为开始断裂点在7 294，结束断

裂点为4 342(Bootscan法，P=4．94×10“)，亲本序

列为HN一2／E25和03001N／B5；另外一处为开始断裂

点在4 387，结束断裂点为5 589(Bootscan法，P=

1．06×10。37)，亲本序列为20CSF／B5和HN一2／E25。

为进一步证实重组，利用SimPlot 3．5．1软件

进行相似性分析发现(图3)，A210／KM／09株约在

4 500～5 500区段，与HN一2／E25株相似性最高(约

85％)，在6 250～6 500区段则与Fuyan919／CVB3株

最高(约95％)。

讨 论

本研究对分离自无菌性脑炎患儿的CVB5的全
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图2 CVB5 VPI核苷酸序列的种系进化分析
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⋯19CSF／B5 JX01738lI20CSFm5 JX017380

HN-2／E25 HM03119lI 1 954／85／UK／B5 X67706
——2000／CSF／KORm5 AY875692

——0300lN／B5 JX017383

一CoxB55tenan／20 l 0 l1099885

一CVB5 CCl0‘10 JN580070
CVB5／SD／09 JX276378i Faulkner．．B5 AFll4383

Fu)’angl9／133一FJ00000
Beijin9081 I／B3
Sl{lItB5 GJ376747

Position

、、7indo、、：200 bp．Step：20 bp．GapStrip：On．Kimura(2一parar'neter}．¨L：2

·3ll·

明各区段核苷酸和氨基酸同源性分别为

75-3％。96-3％和85．3％。100．0％，其中VP3、

3D区段核苷酸同源性最低。基于CVB5全基

因组核苷酸序列的种系进化分析，A2 1 0／KM／09

。。株与分离自中国大陆地区的CVB5病毒株
CVB5／CCl0、17Y、19CSF、20CSF、03001N、

CoxB5／Henan／2010和CVB5／SD／09均属于同一

遗传谱系，且与GenBank数据库中CVB5国外

分离株1954／85／UK、2000／CSF／KOR和Faulkner

属不同遗传谱系；结合VPl基因分型结果提示，

CⅦ5可能已在我国循环流行多年，并具有独
立的进化趋势。EV普遍存在重组现象n“12]。

本研究采用RDP3和SimPlot 3．5．1重组软件分

析，发现A210伥M，09分离株在非结构区域有

重组的可能，但需进一步验证。

m畔咖“iapStrip：(，n,Reps：100．Kimura(2-p⋯ram er’竺：燮s婴㈣哩 饕籍复蓑妻戆盖鬯餐务惹嵩型磐¨_中华微生
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