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武汉重症手足口病EV-A71分离株全基因组特征分析*
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【摘要】 目的 分析武汉重症肠道病毒A71型(Enterovirus
 

A71,EV-A71)病毒株全基因组特征。 方法 自湖北武

汉2例手足口病Ⅱ期患儿咽拭子中分离EV-A71,利用overlap-PCR扩增EV-A71全基因组的6个首尾重叠的基因片

段,利用生物信息学软件DNAStar5.0、MEGA-Ⅹ和SimPlot3.5.1分析基因组特征。 结果 获得2株EV-A71分离株

wh064和wh170的全基因组序列,二者核苷酸和氨基酸序列同源性分别为99.95%和99.86%。2株EV-A71病毒株属

于C4a2亚型。系统进化分析和遗传距离计算发现,在P1区域,2株病毒株与C基因型EV-A71位于同一进化分支,遗
传距离最小;在P2区域,2株病毒株与B基因型EV-A71和CVA16位于同一分支,与B基因型EV-A71之间遗传距离

最小(C4亚型除外);在P3区域,2株病毒株与B3亚型EV-A71和CVA16位于同一分支,与B3亚型EV-A71和CVA16
之间遗传距离较小。基因重组分析发现,2株分离株P1区域与C基因型EV-A71相似度最高,P2区域与B基因型EV-
A71、CVA4、CVA5、CVA14和CVA16原型株的相似度高于 C基因型 EV-A71,P3区域与B3亚型 EV-A71、CVA4、

CVA14和CVA16原型株相似度高于其他病毒株,重组断点位于2A-2B连接处和3C处。此外,2株病毒株基因组中突

变位点5’UTR-61T、VP1-27S(L)、VP1-98K和3D-396S亦存在于武汉其他重症和死亡病例EV-A71分离株。 结论 
武汉2株EV-A71是重组病毒株,可能由C基因型和B3亚型EV-A71病毒株重组而来,亦或由C基因型EV-A71和

CVA4、CVA14、CVA16重组而来。某些位点突变可能影响EV-A71毒力。
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【Abstract】 Objective To
 

analyze
 

the
 

whole
 

genome
 

characteristics
 

of
 

Enterovirus
 

A71
 

(EV-A71)
 

strains
 

isolated
 

in
 

severe
 

cases
 

in
 

Wuhan. Methods Two
 

EV-A71
 

strains
 

were
 

isolated
 

from
 

two
 

cases
 

of
 

Ⅱ
 

phase
 

hand,foot,and
 

mouth
 

disease
 

(HFMD)
 

in
 

Wuhan,Hubei.
 

Six
 

gene
 

fragments
 

covered
 

EV-A71
 

whole
 

genome
 

which
 

overlapped
 

the
 

head
 

and
 

tail
 

with
 

each
 

other
 

were
 

amplified
 

by
 

the
 

overlap-PCR
 

method,and
 

the
 

genomic
 

characteristics
 

was
 

analyzed
 

by
 

the
 

bioin-
formatics

 

softwares
 

DNAStar,MEGA-Ⅹ,and
 

SimPlot3.5.1. Results The
 

whole
 

genomic
 

sequences
 

of
 

two
 

EV-A71
 

strains
 

wh064
 

and
 

wh170
 

were
 

obtained.
 

The
 

identities
 

of
 

nucleotide
 

and
 

amino
 

acid
 

sequences
 

between
 

these
 

two
 

strains
 

were
 

99.95%
 

and
 

99.86%,respectively.
 

These
 

two
 

EV-A71
 

isolates
 

were
 

both
 

belonged
 

to
 

C4a2
 

subgenotype.
 

The
 

phy-
logenetic

 

analysis
 

and
 

genetic
 

distance
 

calculation
 

found
 

that
 

in
 

P1
 

region,these
 

two
 

strains
 

and
 

C
 

genotype
 

EV-A71
 

strains
 

were
 

clustered
 

into
 

the
 

same
 

branch
 

with
 

the
 

lowest
 

genetic
 

distance.
 

In
 

P2
 

region,these
 

two
 

strains
 

were
 

clus-
tered

 

into
 

the
 

same
 

branch
 

with
 

B
 

genotype
 

EV-A71
 

and
 

CVA16.
 

These
 

two
 

strains
 

shared
 

the
 

lowest
 

genetic
 

distance
 

with
 

B
 

genotype
 

EV-A71
 

(except
 

C4
 

EV-A71
 

strains)
 

in
 

P2
 

region.
 

In
 

P3
 

region,these
 

two
 

strains
 

were
 

clustered
 

into
 

the
 

same
 

branch
 

with
 

B3
 

subgenotype
 

EV-A71
 

and
 

CVA16.
 

These
 

two
 

strains
 

shared
 

low
 

genetic
 

distance
 

with
 

B3
 

genotype
 

EV-A71
 

and
 

CVA16
 

in
 

P3
 

region.
 

The
 

gene
 

recombination
 

analysis
 

found
 

that
 

the
 

isolates
 

shared
 

the
 

highest
 

similarity
 

with
 

C
 

genotype
 

EV-A71
 

strains
 

in
 

P1
 

region
 

while
 

they
 

shared
 

higher
 

similarity
 

with
 

B
 

genotype
 

EV-A71
 

strains,CVA4,

CVA5,CVA14,and
 

CVA16
 

prototype
 

strains
 

than
 

C
 

genotype
 

EV-A71
 

strains
 

in
 

P2
 

region,and
 

they
 

shared
 

higher
 

simi-
larity

 

with
 

B3
 

subgenotype
 

EV-A71
 

strains,CVA4,CVA14,and
 

CVA16
 

prototype
 

strains
 

than
 

other
 

strains
 

in
 

P3
 

region.
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The
 

recombination
 

breakpoints
 

were
 

located
 

in
 

the
 

2A/2B
 

junction
 

and
 

3C
 

region,respectively.
 

Moreover,mutations
 

5􀆳UTR-61T,VP1-27S(L),VP1-98K
 

and
 

3D-396S
 

in
 

the
 

genome
 

of
 

these
 

two
 

isolates
 

were
 

also
 

appeared
 

in
 

other
 

EV-A71
 

strains
 

isolated
 

from
 

the
 

severe
 

and
 

fatal
 

cases
 

in
 

Wuhan. Conclusion These
 

two
 

EV-A71
 

isolates
 

in
 

Wuhan
 

were
 

re-
combinant

 

viruses
 

that
 

might
 

derive
 

from
 

the
 

recombination
 

between
 

C
 

genotype
 

and
 

B3
 

subgenotype
 

EV-A71
 

strains
 

or
 

the
 

recombination
 

among
 

C
 

genotype
 

EV-A71
 

and
 

CVA4,CVA14,CVA16
 

strains.
 

And
 

mutations
 

in
 

some
 

sites
 

might
 

af-
fect

 

EV-A71
 

virulence.
【Key

 

words】 Enterovirus
 

A71;whole
 

genome;phylogenetic;genetic
 

distance;gene
 

recombination

  肠道病毒A71型(Enterovirus
 

71,EV-A71)是导

致婴幼儿手足口病(hand,foot
 

and
 

mouth
 

disease,

HFMD)重症和死亡的主要病原体。EV-A71是小

RNA病毒科肠道病毒属成员,基因组由一个开放阅读

框(open
 

reading
 

frame,ORF)及其两端的非翻译区

(un-translated
 

region,UTR)5􀆳UTR和3􀆳UTR组成,

ORF编码4种结构蛋白VP1-VP4和7种非结构蛋白

2A-2C和3A-3D。不同于其他人类 A 组肠道病毒

(Enteroviruses
 

A
 

group,EV-A)如柯萨奇病毒 A组

(Coxsackievirus
 

A
 

group,CVA)成 员 CVA2-8、

CVA10、CVA12、CVA14和CVA16,EV-A71引起的

HFMD更易导致神经系统并发症,甚至死亡[1]。EV-
A71灭活疫苗上市,为预防 EV-A71引起的 HFMD
提供了有效手段[2]。然而,虽然EV-A71灭活疫苗接

种率逐年升高,但仍处于偏低水平[3-4]。目前尚无特异

性抗EV-A71药物,HFMD仍是我国迫切需要解决的

公共卫生问题[5]。近年来 HFMD病原谱发生改变,

CVA6和CVA10等病原逐渐取代EV-A71和CVA16
成为HFMD的优势病原,开发多价疫苗迫在眉睫。
本研究对武汉2株重症EV-A71病毒株的全基因组进

行分段扩增和序列分析,旨在了解包括基因分型、基因

重组和突变等在内的遗传进化特征,为EV-A71减毒

活疫苗和HFMD多价疫苗的研发提供数据支持。

材料与方法

1 EV-A71病毒株来源

2 株 EV-A71 病 毒 株 (wh064-CHN-2010 和

wh170-CHN-2012)由武汉大学基础医学院病原生物

与感染性疾病研究所提供。病毒株均分离自武汉市重

症HFMD患儿,患儿表现2期临床症状,如高热、肢体

抖动、易惊、精神不振等。

2 病毒RNA提取及逆转录

取200
 

μl病毒液接种于Vero细胞,培养至80%
以上细胞变圆脱落,收集细胞病毒混悬液,利用 TI-
ANamp

 

Virus
 

RNA
 

Kit(天根公司产品)提取病毒

RNA。利用 Revert
 

Aidtm
 

First
 

Strand
 

cDNA
 

Syn-
thesis

 

Kit(加拿大Fermentas产品)逆转录得到单链

cDNA产物,-20
 

℃保存。

3 病毒全基因组扩增及测序

根据中国大陆流行的C4基因亚型EV-A71病毒

株全基因组的保守区域,利用Primer
 

Premier
 

5.0设

计并合成6对首尾重叠引物(表1)。利用PCR扩增

覆盖病毒株全基因组的6个片段F1-F6,扩增体系:

cDNA模板1
 

μl,上、下游引物10
 

μmol/L各0.5
 

μl,

dNTP
 

0.5
 

μl,高保真DNA聚合酶ExTaq(Takara,日
本)0.125

 

μl,10×缓冲液2.5
 

μl,补充无菌去离子水至

25
 

μl。扩增条件:95
 

℃预变性5
 

min;95
 

℃变性30
 

s,

64
 

℃退火(F1-F4片段)或48
 

℃退火(F5和F6片段)

45
 

s,72
 

℃延伸90
 

s,共32个循环;72
 

℃再延伸10
 

min。扩增片段经10%琼脂糖凝胶电泳、纯化回收后

连接T载体,转化大肠埃希菌感受态细胞DH5α,经菌

液PCR后质粒提取进行酶切鉴定,对阳性克隆进行双

向测序。

表
 

1 EV-A71全基因组分段扩增引物
Table

 

1 Primers
 

for
 

amplifying
 

the
 

fragments
 

of
 

EV-A71
 

genome
扩增片段

Amplified
 

fragments
引物
Primers

引物序列(5'-3')
Primer

 

sequences
 

(5'-3')

F1
F1 TTAAAACAGCCTGTGGGTTGCAC
R1 TGACATACTCTGGTAGGACAGCGACT

F2
F2 CACAATTCCACTACCTCTACCGATC
R2 GTGTCTCAATCATGCTCTCGTCA

F3
F3 GTCATCGACTGGATACAGGCAAGGT
R3 CAACCTCCCTTGAGACTGCGTCAGT

F4
F4 CGTGTCCGACTACATCAAGGGT
R4 CTGGCGCACTTCTTCACTATCTAC

F5
F5 TCTTTTCCAAGGTCCAC
R5 GACATAAGTGGAGTAAGGAAG

F6
F6 ATTAATACCTCTCAAATGAGCATG
R6 GCTATTCTGGTTATAACAAATTTACC

4 生物信息学分析

利用DNAStar5.0软件拼接病毒株基因片段,得
到2株EV-A71病毒株的全基因组序列。从GenBank
获取27株已知基因型的EV-A71病毒株、6株武汉地

区其他已知临床症状的EV-A71病毒株和CVA2-8、

CVA10、CVA12、CVA14、CVA16原型株的全基因组

序列作为参照序列(表2)。

4.1 系统进化树构建 基于病毒株的 VP1、全基因

组、P1、P2和P3区域的核苷酸序列,利用 MEGA-Ⅹ
软件Neighbor-Joining法构建系统进化树。
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表
 

2 EV-A病毒株全基因组序列信息
Table

 

2 Information
 

of
 

the
 

whole
 

genome
 

sequences
 

of
 

EV-A
 

strains
登录号

Accession
 

No.
病毒株名称

Virus
 

strain
 

name
基因型
Genotype

U22521 BrCr A
KF501389 EV71/wuhan/3018/2010 A
FJ357379 236-TW86 B1
FJ357382 238-TW86 B1
U22522 MS/7423/87 B2
AB575923 20233 B2
AM396588 EV71/SAR/SHA63 B3
DQ341367 MY821-3-SAR-97 B3
AJ586873 EV71/9/97/SHA89 B4
AF316321 5865/sin/000009 B4
DQ341363 S19841-SAR-03 B5
KU647000 CQ2014-86 B5
DQ452074 804/NO/03 C1
DQ341361 1M-AUS-12-00 C1
AF176044 1245a-98-tw C2
MG214681 30-2/2015/BJ C2
MN747117 wh064-CHN-2010 分离株isolate
MN747118 wh170-CHN-2012 分离株isolate
AY421760 CVA2

 

Fleetwood 原型株prototype
AY421761 CVA3

 

Olson 原型株prototype
AY421762 CVA4

 

High
 

Point 原型株prototype
AY421763 CVA5

 

Swartz 原型株prototype
AY421764 CVA6

 

Gdula 原型株prototype
DQ341355 06-KOR-00 C3
DQ341356 03-KOR-00 C3
EF063152 E2005125-TW C5
EU527983 2007-07364 C5
AY465356 SHZH03 C4a1
EU753375 521-18S/SD/CHN/07 C4a2
KY612315 2015g03 C4a2
MG875331 160-50 C4a2
AF302996 SHZH98 C4b
HQ188292 Fuyang-0805a C4b
HQ694983 BZ200805 C4b
KM591215 wh029 C4a2
JX986737 Wuhan1042/HuB/CHN/2011 C4a2
JX986738 Wuhan1117/HuB/CHN/2011 C4a2
JX986739 Wuhan1143/HuB/CHN/2011 C4a2
KJ508182 Hubei-HG/CHN/2012 C4a2
KP198623 Hubei-WH/CHN/2012 C4a2
AY421765 CVA7

 

Parker 原型株prototype
AY421766 CVA8

 

Donovan 原型株prototype
AY421767 CVA10

 

Kowalik 原型株prototype
AY421768 CVA12

 

Texas-12 原型株prototype
AY421769 CVA14

 

G-14 原型株prototype
U05876 CVA16

 

G-10 原型株prototype

4.2 基因重组分析 利用SimPlot3.5.1软件分析武

汉病毒株的基因重组情况,以wh064-CHN-2010全基

因组序列为查询序列,不同基因型(A,B1-B5,C1-C3,

C5)的EV-A71病毒株和CVA2-8、CVA10、CVA12、

CVA14、CVA16原型株的全基因组序列为参照序列,
进行Similarity

 

plot和bootscan分析。

4.3 遗 传 距 离 分 析 利 用 MEGA-Ⅹ软 件 DIS-

TANCE程 序 计 算2株 武 汉 病 毒 株(wh064-CHN-
2010和wh170-CHN-2012)与其他病毒株在不同区域

核苷酸和氨基酸序列的遗传距离。核苷酸及氨基酸序

列比对:6株已知临床症状的武汉EV-A71病毒株中,

2 株 来 自 轻 症 病 例 wh029(KM591215)和 Wu-
han1143/HuB/CHN/2011(JX986739),2株来自重症

病 例 Wuhan1042/HuB/CHN/2011(JX986737)和

Wuhan1117/HuB/CHN/2011(JX986738),2株来自

死亡病例 Hubei-HG/CHN/2012(KJ508182)和 Hu-
bei-WH/CHN/2012(KP198623),利 用 DNAStar软

件 MegAlign程序进行序列比对分析。

结 果

1 病毒扩增培养

Vero细胞感染EV-A71病毒株wh064和wh170
后出现典型的肠道病毒样细胞病变效应,如细胞变圆、
空泡、皱缩,细胞折光性增强,最后胞体破碎脱落(图

1)。病毒颗粒存在于细胞碎片和上清液中,收集悬液

-80
 

℃保存。

  A 无病毒感染的Vero细胞形态 B wh064感染的细胞形态 
C wh170感染的细胞形态

图
 

1 EV-A71感染Vero细胞所致细胞病变效应

A The
 

morphology
 

of
 

Vero
 

cells
 

with
 

no
 

virus
 

infection B The
 

morphology
 

of
 

Vero
 

cells
 

infected
 

by
 

wh064 C The
 

morphology
 

of
 

Vero
 

cells
 

infected
 

by
 

wh170
Fig.1 The

 

cytopathic
 

effect
 

of
 

Vero
 

cells
 

induced
 

by
 

EV-A71
 

infection

2 病毒基因组扩增和测序

从病毒标本中提取总RNA,逆转录为cDNA后

分别扩增EV-A71全基因组的6个片段,扩增产物经

10%琼脂糖凝胶电泳,F1-F6片段与预期大小相符(图
2)。经测序和序列拼接,获得wh064和wh170全基因

组序列,并上传到GenBank数据库,基因登录号分别

为 MN747117和 MN747118。二者全基因组核苷酸

和氨基酸序列同源性分别为99.95%和99.86%,全基

因组长度均为7
 

405
 

bp,5􀆳UTR 包含742个碱基,

3􀆳UTR包含81个碱基,编码区包含6
 

582个碱基,编
码2

 

193个氨基酸。与其他EV-A71病毒株相比,二
者编码区无核苷酸的缺失和插入。

3 病毒基因型分析

以衣壳蛋白VP1、全基因组、P1、P2和P3区域核

苷酸序列构建系统进化树(图3),结果显示wh064和

wh170
 

同C4a2病毒株位于同一进化分支,表明2株
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病毒株的基因型为中国大陆流行株EV-A71主导基因

亚型C4a2。基于VP1(图3A)、全基因组(图3B)和P1
(图3C)序列构建的进化树的拓扑结构非常相似,C4
亚型EV-A71病毒株与 C1、C2、C3和 C5亚型 EV-
A71病毒株位于同一进化分支,远离 A型、B1-B5亚

型EV-A71病毒株和CVA16原型株;基于P2序列构

建的进化树(图3D)显示所有C4亚型EV-A71病毒株

与B1-B5亚型EV-A71病毒株和CVA16原型株位于

同一进化分支,远离A型、C1、C2、C3和C5亚型EV-
A71病毒株;基于P3序列构建的进化树(图3E)显示

所有C4亚型EV-A71病毒株与B3亚型EV-A71病

毒株和CVA16原型株位于同一进化分支,远离A型、

B1、B2、B4、B5、C1、C2、C3和C5亚型EV-A71病毒株。

  M1 DS5000
 

DNA标志物 M2 1
 

kb
 

ladder
 

DNA
 

标志物 F1-
F6 6对引物扩增的相应基因片段

图
 

2 PCR分段扩增EV-A71
 

wh064基因组(A)和wh170基因组(B)
A The

 

amplified
 

fragments
 

of
 

wh064
 

genome B The
 

amplified
 

fragments
 

of
 

wh170
 

genome M1 Is
 

DS5000
 

DNA
 

Marker M2 Is
 

1kb
 

ladder
 

DNA
 

Marker F1-F6 
 

Indicate
 

the
 

gene
 

fragments
 

ampli-
fied

 

by
 

six
 

pairs
 

of
 

primers
Fig.2 The

 

complete
 

genome
 

of
 

EV-A71
 

amplified
 

by
 

PCR

  A VP1序列构建系统进化树 B 全基因组序列构建系统进化
树 C P1区域序列构建系统进化树 D P2区域序列构建系统进化
树 E P3区域序列构建系统进化树。●代表武汉EV-A71分离株

图
 

3 EV-A71系统进化分析

A The
 

phylogenetic
 

tree
 

was
 

constructed
 

based
 

on
 

the
 

VP1
 

gene
 B The

 

phylogenetic
 

tree
 

was
 

constructed
 

based
 

on
 

the
 

whole
 

ge-
nome C The

 

phylogenetic
 

tree
 

was
 

constructed
 

based
 

on
 

the
 

P1
 

re-
gion D The

 

phylogenetic
 

tree
 

was
 

constructed
 

based
 

on
 

the
 

P2
 

region
 E The

 

phylogenetic
 

tree
 

was
 

constructed
 

based
 

on
 

the
 

P3
 

region.
 

●
 

indicates
 

the
 

EV-A71strains
 

isolated
 

in
 

Wuhan.
Fig.3 The

 

phylogenetic
 

trees
 

of
 

EV-A71

4 遗传距离分析

计算2株病毒株和已知基因型EV-A71参照株及

CVA16原型株在不同区域核苷酸和氨基酸序列之间

的遗传距离结果见表3。2株病毒与C4亚型EV-A71
病毒株在全基因组及其内部任何区域的核苷酸和氨基

酸序列之间的遗传距离均最小,且与C4a2病毒株之

间的遗传距离小于C4a1和C4b病毒株。此外,2株病

毒与B3亚型EV-A71病毒株全基因组核苷酸序列和

编码区氨基酸序列之间的遗传距离较 小,分 别 为

0.1988和0.0294,小于C4亚型以外的其他EV-A71
病毒株和CVA16原型株。在5􀆳UTR中,2株病毒与

B3和C3亚型EV-A71病毒株遗传距离较小,分别为

0.1502和0.1488;在3􀆳UTR中,2株病毒与B3亚型

EV-A71病毒株和CVA16原型株遗传距离较小,分别

为0.0659和0.0937。在P1区域,2株病毒与C型

EV-A71病毒株遗传距离小于B型EV-A71病毒株和

CVA16原型株;在P2和P3区域,2株病毒与 C型

EV-A71病毒株(除C4以外)遗传距离大于B型EV-
A71病毒株和CVA16原型株;在P3区域,2株病毒与

CVA16原型株的核苷酸和氨基酸遗传距离分别为

0.1917和0.0317,小于C4亚型以外的EV-A71病毒

株。

5 病毒重组分析

利用SimPlot3.5.1软件分析病毒株wh064基因

重组情况,结果见图4。Similarity分析发现(图4B),
在P1和2A区域,wh064与C型EV-A71病毒株相似

度高于B型EV-A71病毒株;2B-3C区域,wh064与B
型EV-A71病毒株、CVA4、CVA5、CVA14和CVA16
原型株相似度高于C1、C2、C3和C5亚型EV-A71病

毒株,在随后的3D区域,wh064与B1、B2、B4、B5亚

型EV-A71病毒株和CVA5原型株相似度下降,与B3
亚型EV-A71病毒株和CVA4、CVA14及CVA16原

型株相似度仍高于C1、C2、C3、C5亚型EV-A71病毒

株。BootScan分析发现(图4C),wh064全基因组中

可能存在多个重组断点,分别位于5’UTR末端、2A-
2B连接处和3C-3D连接处。因此,wh064可能由C
基因型和B3亚型EV-A71病毒株重组进化而来,亦
或由C基因型和CVA4、CVA14、CVA16病毒株重组

进化而来。

6 核苷酸及氨基酸序列比对

将wh064和wh170与武汉地区其他引起 HFMD
轻症、重症和死亡病例的6株EV-A71全基因组序列

进行比对,结果见表4。5􀆳UTR中有49个位点碱基有

差异,Hubei-WH 有 2 个 碱 基 插 入(5􀆳UTR-100C/

101C),wh029 有 1 个 碱 基 插 入 (5􀆳UTR-181T),

wh064、wh170和其余4株病毒株在5’UTR-100/101
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表
 

3 两株EV-A71与其他EV-A病毒株核苷酸和氨基酸序列之间的遗传距离
Table

 

3 Genetic
 

distance
 

in
 

the
 

nucleotide
 

and
 

amino
 

acid
 

sequences
 

between
 

two
 

EV-A71
 

strains
 

and
 

otherEV-A
 

strains
基因型
Genotype

基因组
Genome 5'UTR 3'UTR

编码区

Coding
 

region
 

nta
 

(aa)b
P1

nt
 

(aa)
P2

nt
 

(aa)
P3

nt
 

(aa)

A 0.2356 0.1628 0.1979 0.2452(0.0460) 0.2198(0.0300) 0.2561(0.0388) 0.2670(0.0702)

B1 0.2121 0.1608 0.2597 0.2185(0.0421) 0.2045(0.0306) 0.2057(0.0379) 0.2451(0.0588)

B2 0.2155 0.1727 0.2293 0.2205(0.0431) 0.1979(0.0306) 0.2104(0.0370) 0.2555(0.0623)

B3 0.1988 0.1502 0.0659 0.2054(0.0294) 0.2062(0.0294) 0.2041(0.0201) 0.2056(0.0365)

B4 0.2146 0.1541 0.2570 0.2211(0.0402) 0.2117(0.0294) 0.2147(0.0334) 0.2373(0.0581)

B5 0.2179 0.1508 0.2378 0.2054(0.0413) 0.2140(0.0306) 0.2110(0.0334) 0.2502(0.0599)

C1 0.2078 0.1796 0.1825 0.2112(0.0412) 0.1403(0.0123) 0.2385(0.0442) 0.2786(0.0730)

C2 0.2001 0.1530 0.1983 0.2055(0.0389) 0.1300(0.0082) 0.2374(0.0406) 0.2758(0.0741)

C3 0.1993 0.1488 0.1966 0.2051(0.0407) 0.1340(0.0117) 0.2362(0.0397) 0.2696(0.0758)

C5 0.2113 0.1516 0.1966 0.2177(0.0412) 0.1494(0.0134) 0.2501(0.0442) 0.2773(0.0716)

C4 0.0616 0.0286 0.0472 0.0656(0.0172) 0.0623(0.0120) 0.0703(0.0155) 0.0657(0.0246)

C4a1 0.0715 0.0320 0.0520 0.0763(0.0186) 0.0713(0.0128) 0.0782(0.0122) 0.0807(0.0303)

C4a2 0.0421 0.0241 0.0212 0.0445(0.0103) 0.0442(0.0078) 0.0446(0.0087) 0.0449(0.0145)

C4b 0.0778 0.0321 0.0839 0.0831(0.0237) 0.0775(0.0160) 0.0934(0.0235) 0.0816(0.0328)

CVA16 0.2704 0.1858 0.0937 0.2834(0.1057) 0.4223(0.2364) 0.2252(0.0263) 0.1917(0.0317)

  注(Notes):a核苷酸(nucleotide);b氨基酸(amino
 

acid)。

  A EV-A71全基因组简化图 B wh064全基因组序列为查询序列
的Similarity分析 C wh064全基因组序列为查询序列的BootScan分析

图
 

4 EV-A71基因组重组分析

A The
 

simplified
 

diagram
 

of
 

the
 

complete
 

genome
 

of
 

EV-A71 B
 The

 

Similarity
 

analysis
 

with
 

the
 

whole
 

genome
 

sequence
 

of
 

wh064
 

as
 

query
 

sequence C The
 

BootScan
 

analysis
 

with
 

the
 

whole
 

genome
 

se-
quence

 

of
 

wh064
 

as
 

query
 

sequence.
Fig.4 The

 

recombination
 

analysis
 

of
 

EV-A71
 

genome

/181位点缺失。在5􀆳UTR 中,有3个位点499G/

698G/724C为 wh064和 wh170所特有,其他6株病

毒株 均 为 499A/698A/724T。wh064 和 wh170 的

5􀆳UTR-61T位 点 与 致 死 毒 株 Hubei-HG 相 同,而
5􀆳UTR-411A/574C位点与轻症株 Wuhan1143相同。

3􀆳UTR中仅2个位点碱基有差异,wh029株为6G/

11T,其余病毒株为6A/11C,其他位点均相同。ORF
编码区有510个位点碱基有差异,翻译成氨基酸后仅

47个位点有差异。其中,7个位点氨基酸为wh064和

wh170所特有,即 VP1-31D、2A-57N、2C-200M、3A-
11N、3C-158I和3D-75R/362L,其余6株病毒株均为

VP1-31N、2A-57D、2C-200I、3A-11S、3C-158V和3D-
75K/362P。3个 位 点 氨 基 酸 为 wh064 所 特 有,即

VP4-69R、VP1-94A和3D-436I,其余7株病毒株均为

VP4-69K、VP1-94D和3D-436T。此外,3个位点氨基

酸突变存在重症株中,即 VP1-27S(L)、VP1-98K和

3D-396S,而2株轻症病毒株中均为 VP1-27P、VP1-
98E和3D-396R。

7 毒力位点分析

基于已报道的EV-A71基因组中潜在的毒力位点

(表5)分析wh064和wh170及其余6株武汉地区已

知临床症状的EV-A71病毒株在这些位点的核苷酸和

氨基酸残基分布。结果发现,仅 VP1中27、31和98
位点的氨基酸有差异,而在其他已公布的可能的毒力

位点上,武汉重症株和轻症株的核苷酸和氨基酸完全

相同。

讨 论

  本研究通过分段PCR扩增和测序获得2株武汉

EV-A71病毒株的全基因组序列,经系统进化分析,2
株病毒株(wh064和wh170)属于基因亚型C4a2,与目

前我国EV-A71流行的优势株相符。基于基因组不同

区域核苷酸序列构建的系统进化树、基因重组和遗传

距离分析表明这2株病毒均为重组病毒。序列比对显

示,毒株wh064和wh170与武汉同期流行的其他EV-
A71病毒株存在核苷酸和氨基酸差异,但这些位点突

变是否影响EV-A71毒力尚需深入研究。
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表
 

5 武汉EV-A71病毒株中位于已报道的潜在毒力位点上的氨基酸残基
Table

 

5 The
 

amino
 

acid
 

residues
 

located
 

in
 

the
 

reported
 

potential
 

virulent
 

sites
 

of
 

Wuhan
 

EV-A71
 

strains

基因型
Genotype

毒力位点
Virulent

 

site

wh064
(重症)
Severe

wh170
(重症)
Severe

wh029
(轻症)
Mild

Wuhan1143
(轻症)
Mild

Wuhan1042
(重症)
Severe

Wuhan1117
(重症)
Severe

Hubei-HG
(死亡)
Death

Hubei-WH
(死亡)
Death

B[6]
VP1:E98K↑ K K E E K K K E
E145Q↑ E E E E E E E E
D164E↑ D D D D D D D D

A,B1-B5,
C1-C5[7]

VP1:E145G/Q/R↑ E E E E E E E E
D164E↑ D D D D D D D D
2A:M68K↑ M M M M M M M M
5’UTR:272G↑ A A A A A A A A
488U↑ C C C C C C C C
700A/U↑ T T T T T T T T

C4a[8]

VP1:V249I↓ V V V V V V V V
3C:A180V/C↓ A A A A A A A A
5'UTR:C241T↓ T T T T T T T T
A571T↓ T T T T T T T T
C579T↓ T T T T T T T T
3'UTR:T11C↓ C C C C C C C C

C4[9]
3C:N69D↓ N N N N N N N N
5'UTR:C115T↓ C C C C C C C C

C4[10]

VP1:H22Q/R↓ H H H H H H H H
V249I↓ V V V V V V V V
A289T↓ A A A A A A A A
P27S↑ S S P P P P P L
N31S/D↑ D D N N N N N N
E98K↑ K K E E K K K E
E145G/Q↑ E E E E E E E E
D164E↑ D D D D D D D D
T240A/S↑ T T T T T T T T

C4[11] VP1:K215A↑ K K K K K K K K
NA[12] 3C:T79V↑ T T T T T T T T
B4[13] 3D:G64R↓ G G G G G G G G

  注(Notes):NA,not
 

available;↑毒力增强(indicates
 

enhanced
 

virulence);↓毒力减弱(indicates
 

weaken
 

virulence)。

  基因重组在肠道病毒进化过程中发挥重要作

用[14]。EV-A71基因组的重组事件包括EV-A71不

同基因亚型之间的型内重组和EV-A71与其他 HEV-
A病毒株之间的型外重组。以往研究EV-A71基因重

组时多以最古老的病毒株基因组序列为查询序列[15],
本研 究 分 析 武 汉 重 症 EV-A71 病 毒 株 wh064 和

wh170的全基因组序列特征时以wh064为查询序列

进行重组分析。结果发现2株病毒株P1区域与C基

因型EV-A71病毒株遗传距离最小,且位于同一进化

分支,而P2和P3区域则与B基因型EV-A71病毒株

和CVA16原型株遗传距离较小,且位于同一进化分

支,与基因重组分析结果一致。Yoke-Fun等[15]以中

国大陆最古老的C4b病毒株SHZH98和C4a1病毒株

SHZH03为查询序列进行重组分析,发现C和B基因

型EV-A71病毒株及CVA4、CVA5、CVA14、CVA16
之间存在重组。这一基因重组现象亦发生在泰国[16]

和中国[17]流行的 EV-A71。在P1和2A 区域(550-
3720nt),wh064与所有C基因型病毒株相似度高于

B1-B5和CVA2-8、CVA10、CVA14、CVA16,在2B-3C

区域(3720-5900nt),wh064与B1-B5基因型EV-A71
和CVA4、CVA5、CVA14、CVA16相似度高于C1-C3
和C5基因型EV-A71,而在3C-3’UTR区域,wh064
与B1、B2、B4、B5基因型EV-A71和CVA5病毒株相

似 度 下 降,而 与 B3 基 因 型 EV-A71 和 CVA4、

CVA14、CVA16的相似度仍高于C1-C3和C5基因型

EV-A71。因此,包括 wh064和 wh170在内的C4病

毒株可能存在两种重组方式,即由C基因型EV-A71
与B3基因亚型EV-A71,或由C基因型EV-A71与

CVA4、CVA14、CVA16重组进化而来。
肠道病毒基因组中非编码区发生基因重组的频率

较高[16]。本研究发现的重组断点分别位于5’UTR末

端、2A-2B连接处和3C-3D连接处。可能的原因如

下:一方面,EV-A71分离株P1区域与CVA16原型株

之间的遗传距离最大,同源性最小,不易发生重组,而
5􀆳UTR、P2和P3区域与其他 HEV-A病毒株遗传距

离较小,同源性高,易发生重组;另一方面,P1区域编

码EV-A71衣壳蛋白,重组后可能导致病毒颗粒丧失

感染性,而5􀆳UTR区域含有病毒转录激活的关键元
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件-内部核糖体进入位点[18],P2和P3区域编码各种

蛋白水解酶和聚合酶[19],重组后EV-A71的复制增殖

能力增强。这些重组病毒株的优势在进化过程中进一

步积累,伴随易感人群的增加而持续流行。

表
 

4 两株EV-A71与其他已知临床症状的
EV-A71病毒株核苷酸和氨基酸序列比对

Table
 

4 The
 

alignment
 

of
 

nucleotide
 

and
 

amino
 

acid
 

sequences
 

between
 

two
 

EV-A71
 

isolates
 

and
 

other
 

EV-A71
 

strains
with

 

known
 

clinical
 

symptoms

区域
Region

位点
Site

wh064
重症
Severe

wh170
重症
Severe

wh029
轻症
Mild

Wuhan
1143
轻症
Mild

Wuhan
1042
重症
Severe

Wuhan
1117
重症
Severe

Hubei
-HG
死亡
Death

Hubei
-WH
死亡
Death

5’UTR

61 T T C C C C T C
411 A A G A G G G G
499 G G A A A A A A
574 C C T C C C C C
698 G G A A A A A A
724 C C T T T T T T

VP4 69 R K K K K K K K

VP1

27 S S P P P P P L
31 D D N N N N N N
94 A D D D D D D D
98 K K E E K K K E

2A 57 N N D D D D D D
2C 200 M M I I I I I I
3A 11 N N S S S S S S
3C 158 I I V V V V V V

3D

75 R R K K K K K K
362 L L P P P P P P
396 S S R R R R S S
436 I T T T T T T T

目前,影响EV-A71易感性和致病力的因素仍不

明确。除宿主因素外,基因组变异可能是毒株适应性

和致病性的重要决定因素[20]。有研究报道VP1核心

区域正电荷氨基酸98K、145Q和164E增强B型EV-
A71毒力[6],3C蛋白酶 T79V 突变促进EV-A71复

制[12]。Yee等[21]报道EV-A71缺失5􀆳UTR-475~485
位点11个核苷酸后毒力减弱,引入5􀆳UTR-700C、

VP1-98E/145G/242K/244K和3D-64R后毒力增强。

Li等[9]的 研 究 发 现 非 编 码 区 5􀆳UTR-115T/132C、

3􀆳UTR-23G和编码区VP1-74G、VP3-214V、2A-75G、

2B-2A、2B-50T、3C-49I/69D 和 3D-415A 减 弱 EV-
A71毒力。可见,EV-A71基因组中某些位点突变能

够影响病毒的毒力。本研究显示wh064和wh170非

编码区6个位点核苷酸和编码区13个位点氨基酸发

生改变,其中4个位点
 

5􀆳UTR-61T、VP1-27S(L)、

VP1-98K和3D-396S亦出现在武汉地区其他重症和

死亡病例分离株中。基于衣壳蛋白 VP1在EV-A71
宿主适应性和免疫原性中的重要作用[22],Liu等[10]提

出“三明治开关”模型假说阐明VP1多态性影响EV-
A71毒力的可能机制,即 VP1-22H/249V/289A保守

不突变,而VP1核心区域某些氨基酸突变成正电荷或

疏水性氨基酸(如27S、31S/D、98K、145G/Q、164E和

240A/S),EV-A71 毒 力 增 强。本 研 究 比 对 分 析

wh064、wh170和武汉地区其他6株已知临床症状的

EV-A71基因组中在已报道的潜在毒力位点上的核苷

酸或氨基酸残基分布,发现仅 VP1-27/31/98位点的

氨基酸有差异,而在其他已公布的毒力位点上病毒株

核苷酸和氨基酸完全相同。这与毒力模型假说符合,
提示该毒力模型对中国大陆C4病毒株毒力位点预测

的适用性。这些位点与EV-A71神经毒性是否相关以

及如何发挥作用尚需进一步研究。
本研究得到2株重症EV-A71的全基因组序列,

为武汉乃至我国EV-A71全基因组数据库及分子流行

病学研究积累了相关资料,基于不同区域构建进化树

的不一致性提示了从全基因组水平研究EV-A71遗传

进化特征以监测新型毒株的重要性,此外,全基因组核

苷酸和氨基酸差异比对为进一步确认EV-A71毒力位

点提供了一定参考,为EV-A71减毒活疫苗和 HFMD
多价疫苗的研发提供了数据支持。
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