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云南株埃可病毒6型的全基因序列分析*
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【摘要】 目的 对分离自云南省手足口病患者粪便的8株埃可病毒6型(Echovirus
 

6,E6)进行全基因组遗传特征分析,

为E6基因组的变异和重组研究提供数据参考。 方法 分别采用人横纹肌肉瘤细胞(human
 

rhabdomyosarcoma
 

cells,

RD)、人胚肺二倍体成纤维细胞(human
 

embryonic
 

lung
 

diploid
 

fibroblasts,KMB17)以及非洲绿猴肾细胞(Vero)对云南

省2019年从手足口病患者粪便样分离的8株E6进行增殖培养。提取病毒RNA,RT-PCR扩增其VP1序列,并鉴定其

血清型。设计针对E6的引物,分段扩增获得全基因组并测序,使用 Mega
 

7.0、Geneious
 

9.1.4及Simplot
 

3.5.1等软件

对其全基因组序列进行分析。 结果 8株E6分离株中RD细胞分离的病毒6株,KMB17细胞分离的病毒2株,Vero
细胞未分离到病毒。8株E6病毒分离株基因组全长为7

 

440~7
 

450个核苷酸,编码2
 

191个氨基酸,8个分离株之间全

基因组核苷酸和氨基酸序列相似性分别为99.6%~99.8%和99.4%~99.9%。VP1序列分析显示,8个E6分离株均

属于中国流行的优势基因型F。基于P1、P2、P3系统进化与重组分析显示:在P1区,8个 E6分离株与 E6原型株

D􀆳Amori聚在一起,与VP1分型结果一致;在P2区,与柯萨奇病毒B组5型(Coxsackievirus
 

B5,CVB5)、埃可病毒16型

(Echovirus
 

16,E16)以及2个中国E6毒株聚类在一起;在P3区,与柯萨奇病毒 A组9型(Coxsackievirus
 

A9,CVA9)、

E16和其他中国E6病毒分离株聚类在一起,表明8个E6病毒分离株与EV-
 

B的其他血清型病毒之间可能发生过重组。

 结论 8个云南分离株E6病毒均属于中国流行的优势基因型F,且与EV-B的其他血清型之间可能发生过重组事件。
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【Abstract】 Objective In
 

order
 

to
 

provide
 

references
 

for
 

the
 

related
 

research
 

on
 

Ecovirus
 

6
 

(E6)
 

genome
 

variation
 

and
 

recombination,the
 

genomic
 

genetic
 

characteristics
 

of
 

8
 

E6
 

strains
 

isolated
 

from
 

the
 

feces
 

of
 

children
 

with
 

hand-foot-mouth
 

disease
 

(HMFD)
 

in
 

Yunnan
 

Province
 

were
 

analyzed. Methods Human
 

rhabdomyosarcoma
 

cells
 

(human
 

rhabdomyo-
sarcoma

 

cells,RD),human
 

embryonic
 

lung
 

diploid
 

fibroblasts
 

(human
 

embryonic
 

lung
 

diploid
 

fibroblasts,KMB17)
 

and
 

African
 

green
 

monkey
 

kidney
 

cells
 

(Vero)
 

were
 

used
 

to
 

proliferate
 

and
 

culture
 

8
 

strains
 

of
 

E6
 

isolated
 

from
 

feces
 

of
 

HM-
FD

 

patients.
 

Viral
 

RNA
 

was
 

extracted
 

from
 

the
 

virus
 

cultures.
 

The
 

partial
 

VP1
 

sequence
 

was
 

amplified
 

by
 

RT-PCR,and
 

the
 

serotype
 

was
 

identified.
 

The
 

whole
 

genome
 

sequences
 

of
 

the
 

8
 

isolates
 

were
 

amplified
 

and
 

sequenced
 

using
 

primers
 

de-
signed

 

for
 

E6.
 

The
 

whole
 

genome
 

sequence
 

was
 

analyzed
 

by
 

Mega
 

Mega
 

7.0,Geneious
 

9.1.4
 

and
 

Simplot
 

3.5.1. Re-
sults Eight

 

E6
 

isolates
 

were
 

obtained,including
 

6
 

isolates
 

from
 

RD,2
 

isolates
 

from
 

KMB17,and
 

no
 

virus
 

was
 

isolated
 

from
 

Vero.
 

The
 

full-length
 

genomes
 

of
 

the
 

eight
 

E6
 

isolates
 

were
 

7440-7450
 

nucleotides
 

in
 

length,encoding
 

2191
 

amino
 

acids.
 

The
 

nucleotide
 

and
 

amino
 

acid
 

sequence
 

similarities
 

of
 

the
 

whole
 

genome
 

among
 

the
 

8
 

novel
 

isolates
 

were
 

99.6%-
99.8%

 

and
 

99.4%-99.9%,respectively.
 

VP1
 

sequence
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

8
 

E6
 

isolates
 

belonged
 

to
 

the
 

genotype
 

F.
 

Phylogenetic
 

and
 

recombination
 

analysis
 

based
 

on
 

P1,P2
 

and
 

P3
 

showed
 

that
 

in
 

the
 

P1
 

region,the
 

8
 

E6
 

isolates
 

in
 

this
 

study
 

were
 

clustered
 

with
 

the
 

E6
 

prototype
 

strain
 

D􀆳Amori,which
 

was
 

consistent
 

with
 

the
 

VP1
 

typing
 

results.
 

However,

they
 

were
 

clustered
 

with
 

Coxsackievirus
 

B5
 

(CVB5),Echovirus
 

16
 

(E16)
 

and
 

two
 

Chinese
 

E6
 

strains
 

rather
 

than
 

the
 

E6
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prototype
 

strain
 

in
 

the
 

P2
 

region.
 

Similar
 

to
 

P2,in
 

the
 

P3
 

region,instead
 

of
 

forming
 

a
 

cluster
 

with
 

the
 

E6
 

prototype
 

strain,the
 

8
 

Yunnan
 

isolates
 

grouped
 

together
 

with
 

Coxsackievirus
 

A9
 

(CVA9),E16
 

and
 

other
 

Chinese
 

E6
 

strains.
 

These
 

results
 

show
 

that
 

there
 

may
 

be
 

recombination
 

between
 

the
 

8
 

E6
 

isolates
 

and
 

other
 

serotypes
 

of
 

EV-B. Conclusion Eight
 

E6
 

isolates
 

in
 

this
 

study
 

belong
 

to
 

genotype
 

F,which
 

is
 

the
 

dominant
 

genotype
 

in
 

China,and
 

recombination
 

events
 

may
 

oc-
cur

 

between
 

the
 

eight
 

E6
 

isolates
 

and
 

other
 

serotype
 

isolates
 

of
 

EV-B.
【Key

 

words】 Echovirus
 

6;Complete
 

genome
 

sequence;Phylogenetic
 

analysis

  肠道病毒(Enterovirus,EV)属于小核糖核酸病毒

科肠道病毒属,主要包括 EVA 至 EVL 和鼻病 毒

(Rhinovirus,RV)A、B、C等15种[1]。EV中囊括100
多种血清型,其中埃可病毒6型(Echovirus

 

6,E6)是
最常分离到的肠道病毒之一[2],与手足口病(hand,

foot
 

and
 

mouth
 

disease,HFMD)、无菌性脑膜炎、脑
炎、心肌炎以及新生儿的严重疾病相关[3-8]。

 

据报道,
美国2006-2008年肠道病毒感染中E6占10.

 

7%,排
第二位[9],并常引起无菌性脑膜炎暴发[10]。近年来,

E6也常在HFMD和无菌性脑膜炎的病例中检出[11]。
本实验对分离自云南省 HFMD患者粪便的8株

E6病毒并进行全基因组序列分析,旨在为E6的流行

和进化等相关研究提供参考数据,为E6引起的无菌

性脑膜炎及心肌炎等疾病的防控提供参考。

材料与方法

1 材料

1.1 病毒株及细胞 8个 E6分离株(K23/17K3/

YN/CHN/2019、K131/21R3/YN/CHN/2019、K220/

10R3/YN/CHN/2019、K129/16R3/YN/CHN/2019、

K169/23R3/YN/CHN/2019、 K63/7R3/YN/CHN/

2019、K220/10K3/YN/CHN/2019 和 K129/16K3/

YN/CHN/2019EV),以及人横纹肌肉瘤细胞(human
 

rhabdomyosarcoma
 

cells,RD)、人胚肺二倍体成纤维

细 胞 (human
 

embryonic
 

lung
 

diploid
 

fibroblasts,

KMB17)以及非洲绿猴肾细胞(Vero)由本室保存。

1.2 主 要 试 剂 病毒 RNA 提取试剂盒 Axygen
 

Body
 

Fluid
 

viral
 

DNA/RNA
 

Miniprep
 

Kit购自美国

Axygen公 司;RT-PCR 扩 增 试 剂 盒 PrimeScriptTM
 

One
 

step
 

RT-PCR
 

Kit
 

Ver.2购自日本 TaKaRa公

司;MEM基础培养基由中国医学科学院医学生物研

究所中心供应室提供;新生牛血清购自兰州民海生物

工程有限公司。

2 方法

2.1 病毒的增殖培养与RNA提取 分别使用 RD
细胞、KMB17细胞以及 Vero细胞盲传病毒3代,每
天观察EV典型的致细胞病变效应(CPE)。从出现

CPE的病毒培养液中取200
 

μL,按照 Axygen
 

Body
 

Fluid
 

viral
 

DNA/RNA
 

Miniprep
 

Kit(Axygen,美国)

病毒RNA提取试剂盒说明书提取病毒RNA,使用无

RNA酶的TE重悬,置于-80
 

℃保存备用。

2.2 序列扩增与血清型鉴定 使用肠道病毒的通用

引物AN88和AN89,采用一步法RT-PCR扩增VP1
序列。扩增条件:55

 

℃
 

30
 

min,94
 

℃
 

5
 

min;94
 

℃
 

30
 

s,50
 

℃
 

30
 

s,72
 

℃
 

70
 

s,共35个循环;72
 

℃
 

7
 

min。
扩增产物委托昆明擎科生物科技公司测序。使用NC-
BI基因数据库BLAST对病毒分离株的血清型进行

鉴 定。根 据 CLI-B1-11-E6 毒 株 (基 因 登 录 号

MT641361)和文献[12]设计引物,分段对全基因组各片

段进行扩增。全基因组及测序引物序列见表1。

表
 

1 E6全基因组序列扩增和测序引物
Table

 

1 Primers
 

for
 

whole
 

gene
 

amplification
 

and
 

sequencing
 

of
 

E6
引物名称
Primer

引物序列(5'-3')
Sequence(5'-3')

引物位置
Site

AN88 TACTGGACCACCTGGNGGNAYRWACAT 2977-2951
E201F TTAAAACAGCCTGTGGGTTG 1-20
E63R TCCTGCACACTGGTTATAAC 2829-2810
E93F CCGTGGAGAACTTCCTCAG 2636-2654
E98R ACCGAATGCGGAGAATTTAC 7444-7426
E61r AGGTAAACAATCGCTCTG 669-652
E61f CTATAAAGATGCAGCCTC 840-857
E62r GTATAACTATCCTTGGAC 2288-2271
E64f GCGTCACCACGTCCCGGA 3257-3274
E64r TTCTTAAAGTTGACTGG 4933-4917

E610R1ff TATAGCTATTGGATTGGC -
E65r CCACCCAGGTTGAGGAA 5749-5733
E66r GCAATGAGGTGGCCGTCG 6604-6587
E67f ACCCAATTGATGCCTCAC 6939-6956

2.3 全基因组序列测定与分析 全基因组测序由昆

明擎科生物科技公司完成,使用DNAStar7.1进行全

基因组的拼接及组装。利用Gen
 

Bank数据库中随机

选取的71株E6毒株与本研究中的8个E6分离株序

列,使用 Mega
 

7.0及Geneious
 

9.1.4软件对其进行

同源性分析,利用 Mega
 

7.0软件中的邻近法构建系

统进化树对其进行系统发育分析;使用Simplot
 

3.5.1
软件对其进行重组分析。

结 果

1 病毒的增殖培养与血清型鉴定

分别用3种细胞对8个病毒株进行盲传。其中

RD细胞出现CPE共6个病毒株,KMB17细胞出现

CPE共2个病毒株,Vero细胞未出现CPE。对扩增

·078·
中 国 病 原 生 物 学 杂 志

Journal
 

of
  

Pathogen
 

Biology 
2023年08月 第18卷第08期

Aug.2023, Vol.18,No.08



的VP1序列阳性扩增产物进行血清型鉴定,8株病毒

均为E6。

2 8株E6病毒的全基因组序列分析

8株E6病毒基因组全长7
 

440~7
 

450核苷酸,编
码2

 

191个氨基酸。编码序列的5􀆳-UTR为752~756
 

nt,3􀆳-UTR为106~116
 

nt。8株E6病毒的总体碱基

组成为:腺嘌呤(A)含量占28.2%~28.3%,鸟嘌呤

(G)含 量 占24.4%~24.5%,胞 嘧 啶(C)含 量 占

24.0%~24.5%,尿嘧啶(U)含量占23.9%~24.1%。

8株病毒之间全基因组核苷酸和氨基酸序列相似

性分别为99.6%~99.8%和99.4%~99.9%。选择

K220/10K3/YN/CHN/2019(K220/10K3)分离株进

行进一步分析,其中K220/10K3分离株与E6原型株

D􀆳Amori和我国其他E6分离株的全基因序列及氨基

酸序 列 的 比 较 见 表 2。K220/10K3 与 E6 原 型 株

D􀆳Amori及中国其他的E6分离株的全基因组序列相

似性分别为79.3%和82.1%~89.8%,氨基酸序列相

似性分别为95.7%和93.7%~97.9%。K220/10K3
与E6原型株D􀆳Amori在P1、P2、P3不同基因组区域

相似性分别为76.8%~80.1%、78.1%~81.8%和

77.3%~80.1%,氨基酸相似性分别为92.8%~
97.1%、94.6%~97.9%和95.2%~96.2%。K220/

10K3与中国其他E6分离株P1、P2、P3不同基因组区

域相似性分别为78.6%~96.6%、75.1%~92.6%和

74.2%~90.9%,氨基酸序列相似性分别为88.9%~
100%、89.1%~98.0%和88.0%~100%(表3)。

表
 

2 K220/10K3分离株与E6原型株D􀆳Amori和中国其他
E6病毒分离株的基因组区域核苷酸和氨基酸同源性比较

Table
 

2 Comparison
 

of
 

nucleotide
 

and
 

amino
 

acid
 

homology
 

between
the

 

genomic
 

regions
 

of
 

K220/10K3
 

isolates
 

and
 

E6
 

prototype
 

strain
D􀆳Amori

 

and
 

other
 

E6
 

strain
 

isolates
 

in
 

China

基因区域
Genomic

 

region

E6原型株
Prototype

 

of
 

echovirus
 

6

核苷酸
同源性(%)
Nucleotide

 

Identity

氨基酸
同源性(%)
Amino

 

acid
 

identity

中国其他E6病毒分离株
Other

 

Chinese
 

echovirus
 

6
 

strains

核苷酸
同源性(%)
Nucleotide
Identity

氨基酸
同源性(%)
Amino

 

acid
identity

5'UTR 84.0 84.1-96.4
VP4 80.1 94.2 79.1-96.6 97.1-100
VP2 78.7 96.2 78.6-93.6 88.9-99.2
VP3 77.2 97.1 79.8-94.7 94.5-99.2
VP1 76.8 92.8 80.0-94.9 95.9-100
2A 78.5 94.6 80.3-92.5 89.1-97.3
2B 78.1 94.9 75.1-92.6 92.9-98.0
2C 81.8 97.9 80.9-84.6 95.4-97.6
3A 80.1 95.5 80.1-84.6 91.0-97.8
3B 77.3 95.5 74.2-90.9 95.5-100
3C 77.6 96.2 77.8-89.6 88.0-98.4
3D 79.1 95.2 78.6-89.0 95.0-97.2
3'UTR 75.5 72.3-89.3
genome 79.3 95.7 82.1-89.8 93.7-97.9

表
 

3 K220/10K3分离株其他EV-B病毒分离株之间所有不同基因组区域的同源性比较
Table

 

3 Comparison
 

of
 

homology
 

of
 

all
 

different
 

genomic
 

regions
 

between
 

other
 

EV-B
 

strain
 

isolates
 

of
 

K220
 

/
 

10K3
 

isolates

基因区域
Genomic

 

region
血清型
Type

毒株
Strain

核苷酸同源性(%)
Nucleotide
identity

基因登录号
GenBank

 

accession
 

number

疾病
Disease

5'UTR E6 E6/22/ZJ/CHN/2018 96.62 MN145871 acute
 

respiratory
 

infection
VP4 E6 CLI-B1-11-E6 98.07 MT641361 aseptic

 

meningitis
VP2 E6 CLI-B1-11-E6 96.42 MT641361 aseptic

 

meningitis
VP3 E6 CLI-B1-11-E6 97.20 MT641361 aseptic

 

meningitis
VP1 E6 C523/SD/CHN/AM/14 97.35 KY048068 aseptic

 

meningitis
2A E6 CLI-B1-11-E6 96.44 MT641361 aseptic

 

meningitis
2B E6 CLI-B1-11-E6 95.29 MT641361 aseptic

 

meningitis
2C E106 148/YN/CHN/12 85.63 KF990476 acute

 

flaccid
 

paralysis
 

patient
3A E30 Bastianni 86.42 KY888275 aseptic

 

meningitis
3B E18 HeB15-54462/HeB/CHN/2015 93.94 MG720260 Hand,foot

 

and
 

mouth
 

disease
3C CVA9 CVA9_Alberta_2010 91.80 JQ837914 aseptic

 

meningitis
3D CVB5 P727/2013/China 90.55 KP289438 Hand,foot

 

and
 

mouth
 

disease
3'UTR E16 E16/P85/2013/China 92.31 KP289436 Hand,foot

 

and
 

mouth
 

disease
P1 E6 CLI-B1-11-E6 97.02 MT641361 aseptic

 

meningitis
P2 E6 E6/22/ZJ/CHN/2018 88.06 MN145871 acute

 

respiratory
 

infection
P3 CVB5 P727/2013/China 89.70 KP289438 Hand,foot

 

and
 

mouth
 

disease

3 系统进化分析

基于本研究分离的8株E6病毒的全长VP1序列

与从GenBank数据库中随机选取的71株E6毒株的

VP1序列构建的系统进化树(图1)显示,E6分离株分

为7个基因型,分别命名为A~G。其中,根据EV基

因型分型标准要求,VP1之间差异超过15%为一个新

的基因型。中国E6分离株多聚类为3个基因型,分
别是C、E和F基因型。目前中国流行的优势基因型

为F基因型,与文献[13]的研究结果一致。本研究中的

8个E6分离株均属于F基因型。
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注:“●”表示本研究分离的毒株。
图

 

1 基于GenBank数据库中8株E6病毒和71株E6病毒的

VP1基因系统发育树

Note:The
 

symbol“●”indicates
 

the
 

strains
 

isolated
 

in
 

this
 

investi-
gation)。

Fig.1 Phylogenetic
 

tree
 

of
 

eight
 

E6
 

isolates
 

and
 

71
 

E6
 

strains
in

 

GenBank
 

database
 

based
 

on
 

the
 

overall
 

VP1
 

gene
 

sequence
 

generated
by

 

the
 

neighbor-joining
 

algorithm
 

implemented
 

in
 

MEGA
 

version
 

6.06

基于P1、P2和P3区,将本研究中的8株E6病毒

与GenBank数据库中所有EV-B原型株和除本研究8
株E6病毒分离株以外的E6毒株进行系统发育分析,
结果如图2。在P1区,8个E6分离株与E6原型株

D􀆳Amori聚在一起,与VP1分型结果一致,8个E6分

离株属于同一个基因型。在P2区,8个E6分离株未

与所有Gen
 

Bank数据库中可获得的除本研究中的E6
分离株以外的E6毒株聚类在一起,而是与柯萨奇病

毒B组5型(Coxsackievirus
 

B5,CVB5)分离株P727/

2013/China、E16分离株P85/2013/China以及2株中

国E6分离株78R2/CHN/China/2018和EchoE6/22/

ZJ/CHN/2018聚类在一起。在P3区,8个E6分离株

与E6原型株和除本研究中的E6分离株以外的大部

分E6分离株不在同一进化分支,而是与CVA9分离

株 Alberta
 

2010/JQ837914、E16分 离 株 P85/2013/

China/KP289436 和 其 他 几 株 中 国 E6 分 离 株

(E6SD11CHN、K843/YN/CHN/2013、K727/YN/

CHN/2013、E6-366/HB/CHN/2015 和 E6/P735/

2013/China)聚类在一起。这些结果表明本研究中的

E6病毒分离株与其他EV-B病毒分离株之间可能发

生过重组。

  注:“●”为本研究分离的E6菌株;“▲”为 GenBank数据库
中的其他E6菌株。

图
 

2 基于GenBank数据库中现有的8个E6分离株、E6毒株和

EV-B原型株的P1、P2、P3与 MEGA
 

6中核苷酸序列比对生成的
部分EV-B毒株的系统发育关系

Notes:The
 

symbol“●”indicates
 

the
 

E6
 

strains
 

isolated
 

in
 

this
 

in-
vestigation;the

 

symbol“▲”indicates
 

the
 

other
 

E6
 

strains
 

available
 

in
 

GenBank
 

database。
Fig.2 Phylogenetic

 

relationshipbased
 

on
 

the
 

P1,P2,and
 

P3
 

of
eight

 

isolates
 

and
 

E6
 

strains
 

and
 

EV-B
 

prototype
 

strains
 

available
 

in
GenBank

 

database
 

and
 

some
 

EV-B
 

strains
 

generated
 

from
 

nucleotide
sequence

 

alignment
 

(the
 

neighbor-joining
 

algorithm)
 

in
 

MEGA
 

6

4 重组分析

为了验证本研究中的E分离株与其他EV-B病毒

分离株之间可能发生的重组情况,利用 BLAST 对

K220/10K3与其他EV-B病毒分离株之间的所有不

同基因组区域的同源性进行分析,结果如表3。K220/

10K3的P1和P2区与 E6分离株 CLI-B1-11-E6和

E6/22/ZJ/CHN/2018的相似性最高,分别为97.02%
和88.06%;K220/10K3的 P3区 与 CVB5分 离 株

P727/2013/China的相似性最高,为89.70%。
 

K220/
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10K3的5'UTR 至2B区与 E6分离株 E6/22/ZJ/

CHN/2018、CLI-B1-11-E6、C523/SD/CHN/AM/14
的相似性最高,为95.29%~98.07%;2C至3'UTR
区与埃可病毒106型(E106)分离株148/YN/CHN/

12、埃可病毒30型(Echovirus
 

30,E30)分离株Bas-
tianni、埃可病毒18型(Echovirus

 

18,E18)分离株

HeB15-54462/HeB/CHN/2015、萨奇病毒 A 组9型

(Coxsackievirus
 

A9,CVA9)分离株CVA9_Alberta_

2010、CVB5分离株P727/2013/China和E16分离株

E16/P85/2013/China的相似性最高,为85.63%~
93.94%。

K220/10K3与其他EV-B病毒分离株之间的全

基因组序列Simplot和Bootscan分析见图3。通过相

似性分析进一步验证K220/10K3可能的多个重组位

点,如 E106分离株148/YN/CHN/12、E30分离株

Bastianni、E18 分 离 株 HeB15-54462/HeB/CHN/

2015、CVA9分离株CVA9_Alberta_2010、CVB5分离

株P727/2013/China和 E16分离株 E16/P85/2013/

China,提示K220/10K3分离株在进化过程中可能与

其他EV-B病毒分离株发生了重组,且重组位点位于

非结构编码区。

图
 

3 K220/10K3分离株与其他EV-B病毒分离株之间全基因组
序列的Simplot和Bootscan分析

Fig.3 Simplo
 

and
 

Bootscan
 

analyses
 

of
 

the
 

K220/10K3
 

with
 

other
EV-B

 

strain
 

isolates
 

based
 

on
 

whole
 

genome
 

sequence

讨 论

肠道病毒属于RNA病毒,与DNA病毒相比,由
于RNA病毒聚合酶缺乏碱基校正的功能而容易发生

基因 突 变,因 而 存 在 高 进 化 率,E6的 进 化 率 约 为

3.631×10-3/位点/每年,本研究根据基因型划分标

准,即VP1之间差异超过15%为一分支,将E6划分

为A、B、C、D、E、F、G等7个基因型。1988年至今,在
我国流行的E6毒株主要为C、E、F基因型。C基因型

主要在污水中检测到;E基因型在云南省的西南部地

区检测到,但在2002年后的监测中未发现E基因型。
我国自2007年首次分离到F基因型的E6毒株之后,

F基因型持续流行,其地理分布最广,也是最大的分

支,是优势基因型[13]。VP1是肠道病毒的抗原的主要

决定簇,对本研究中的8株 E6病毒分离株的全长

VP1序列与从 GenBank数据库中随机选取的71株

E6毒株的VP1序列进行系统进化分析,结果显示8
个E6分离株均属于F基因型,与目前我国流行的E6
毒株优势基因型一致,提示目前在我国流行的E6毒

株优势基因型可能仍为F基因型,但是否存在其他基

因型E6病毒的广泛流行还需要更多的E6监测数据

作进一步分析。
肠道病毒经常发生重组,特别是EV-B。基因重

组是EV进化的主要分子机制之一[14],而EV-B经常

在非结构蛋白编码区P2和P3区发生基因重组事件。
如5个云南E9分离株与柯萨奇病毒B5和B4的2C
和3D区域分别发生了型间重组[14-15];柯萨奇病毒B
组3型(Coxsackievirus

 

B3,CVB3)毒株在3D 区与

CVB5云南株 A210/KM/09发生重组,在2C 区与

CVB5河南株19CSF及吉林株CBV5/CC10/10都发

生了重组[16];2个E30分离株YNK35和YNA12)与
其他EV-B病毒如EV-B86,CV-B3,E-4和EV-B106
株在P2和P3区发生重组[17]。对本研究中的8个E6
分离株与GenBank数据库中的所有EV

 

-
 

B的原型株

以及除本研究中的8个E6分离株以外的E6分离株

的P1、P2和P3区进行重组分析,结果发现8个E6分

离株的P1区在进化过程中相对保守,未发生重组事

件。而在P2、P3非结构编码区,8个 E6分离株与

E106、E30、E18、CVA9和CVB5等毒株高度同源。表

明E6分离株的重组事件主要发生在非结构编码区,
进一步验证EV-B经常在非结构蛋白编码区发生重

组。
自2008年以来,HFMD仍是一种严重的丙型传

染病,病例数量仍然居高不下,主要发病人群为5岁以

下儿童,夏秋两季为发病流行季。肠道病毒是引起

HFMD的主要病原体,存在20多个EV-A和EV-B
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血清型共同循环[18]。而EV-B病毒如E6、E30、E18、

CVA9和CVB5等又经常在 HFMD的散发和流行病

例中检出,提示多EV血清型共流行可能有助于EV
的重组[19]。而E6、E30和CVB5是引起无菌性脑炎

的主要病原体,常引起无菌性脑炎的暴发[20-24]。伴随

着肠道病毒71型(enterovirus
 

71,EV71)疫苗的上市

及使用,HFMD的病原谱也发生了一定的改变,柯萨

奇病毒 A 型16型(Coxsackievirus
 

A16,CVA16)、

CVA6已经成为HFMD的主要病原体,同时EV-B在

HFMD中的检出率也在逐渐增加[25],因此需要进一

步监测HFMD和无菌性脑炎的病原谱变化。
综上所述,本研究将从云南省 HFMD监测中鉴

定出的8个E6分离株与GenBank中的EV-B进行了

序列比较与分析,使E6监测数据得到了更新,可为进

一步了解和监测E6基因组的变异和重组提供参考,
并有助于对E6引起的相关疾病的预防和控制。
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