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  柯萨奇病毒A16(CV-A16)是小RNA病毒科肠

道病毒属的成员,是引起婴幼儿手足口病(HFMD)的
常见病原体之一[1]。CV-A16是含有约7.4

 

kb基因

组的正义单链RNA病毒,其基因组包含5'端非翻译

区(5'UTR)、结构蛋白编码区P1、非结构蛋白编码区

P2/P3及3'非翻译区(3'UTR)。P1编码4种结构蛋

白(VP1、VP2、VP3、VP4),P2和P3分别编码7种非

结构蛋白(2A、2B、2C、3A、3B、3C、3D)[2]。随着研究

的不断深入,在分子流行病学方面,基于VP1基因的

完整序列,CV-A16可以在系统发育上分为A、B、C和

D
 

4个基因组[3-6]。基因组B可以进一步分为B1~B4
这4个基因亚型,其中B1基因亚型还可以细分为

B1a~B1d[3,7]。在基础研究方面,利用反向遗传学技

术构建感染性克隆[8],能够在体外对病毒基因组进行

突变、缺失、嵌合等操作后,获得表型、性状发生变化

的拯救病毒,为研究其基因的结构与功能、病毒复制

机制、致病机制及筛选候选疫苗提供了崭新的途径。
在疾病预防控制方面,单价肠道病毒71

 

型(EV-A71)
疫苗无法预防其他病原体引起的 HFMD及其他相关

疾病,应研发多价 HFMD
 

疫苗[9],而EV-A71和CV-
A16交替或共同流行可引发世界多个国家或地区

HFMD暴发。本研究从CV-A16的分离、鉴定、系统

进化分析、检测方法建立和全基因组克隆构建等方面

进行了一系列研究,以期为CV-A16
 

病毒的分子流行

病学和基础研究提供有利的工具。
1 材料与方法

1.1 细胞 RD细胞为人恶性胚胎横纹肌瘤细胞,为
本实验室保存。细胞培养液为含有1%(v/v)L-谷氨

酰 胺 (200
 

mmol/L)、2.5% (v/v)NaHCO3 溶 液

(7.5%)、10%(v/v)胎牛血清和1%(v/v)双抗的Gib-
co

 

D-MEM培养液。
1.2 材料 一步法荧光定量PCR试剂盒(RR064)和
一步法反转录 PCR(RT-PCR)试 剂(RR057)购 自

TaKaRa公司,QIAamp
 

Viral
 

RNA
 

Mini
 

试剂盒购自

QIAGEN公司。粪便处理液为含有终浓度为500
 

U/
mL青霉素和500

 

μg/mL链霉素的磷酸盐缓冲液

(PBS)。
1.3 病毒分离 粪便标本来源于临床诊断为HFMD
和实验室诊断为CV-A16感染的患者。取粪便标本1

 

g加入10
 

mL粪便处理液中,涡旋混匀30
 

s,4
 

000
 

r/min离心30
 

min,取上清,除菌过滤后接种于RD细

胞。在倒置显微镜下每日观察细胞病变情况,7
 

d后

观察若未出现细胞病变,盲传两代,直至出现超过

75%的细胞病变后,将其在—70
 

℃以下冻存。
1.4 分离毒株的分子生物学鉴定 步骤1.3中的冻

存液反复冻融3次后,吸取200
 

μL,按照QIAamp
 

Vi-
ral

 

RNA
 

Mini
 

试剂盒说明书的步骤提取病毒RNA。
按照一步法反转录PCR试剂(RR057)说明书,利用

CV-A16特异性引物CA-VP1-F和CA-VP1-R(终浓

度均为10
 

μmol/L),进行一步法反转录PCR扩增

VP1基因(反应条件为94
 

℃预变性5
 

min;94
 

℃变性

30
 

s、50
 

℃退火30
 

s、72
 

℃延伸1
 

min、35个循环;72
 

℃充分延伸7
 

min),探针引物信息见表1。目的条带

经1%琼脂糖凝胶电泳鉴定后测序验证,并参照文献

与GenBank中的已知基因型和亚型的毒株序列进行

比对,利用 Mega软件构建Neighbour-joining系统进

化树。
1.5 病毒滴度检测 将长成致密单层的 Vero细胞
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用0.25%胰蛋白酶消化,制成浓度为2×105/mL的

细胞悬液备用;同时将待测病毒进行10倍系列稀释,
取稀释度为10-10~10-3 的病毒液按每孔50

 

μL接种

细胞,每个稀释度设置8个复孔;然后立即将细胞悬

液按每孔50
 

μL加入96孔板;同时设置细胞对照

(100
 

μL细胞悬液+100
 

μL病毒稀释液),36
 

℃培养

7
 

d后观察细胞病变。以能使细胞发生病变的病毒最

高稀释度作为终点。在显微镜下观察到细胞病变记

为“+”,否则记为“-”。按Behrens-KÄrber公式计

算出分离病毒株的病毒滴度(log
 

CCID50)=L—d
 

(S
 

—0.5),其中:L=实验中使用的最低稀释度的log
值;d=稀释梯度的log值;S=终判时阳性部分的总

和(即出现CPE的细胞孔所占的比例之和)。
1.6 分离毒株对乳鼠的致病性 将增殖后的病毒悬

液反复冻融3次,然后在4
 

℃、12
 

000
 

r/min条件下离

心10
 

min,取上清液。实验用7
 

d龄Balb/c乳鼠由中

国食品药品检定研究院实验动物资源研究所提供,同
时设实验组和对照组,5只/组,实验组注射病毒液20

 

μL(100
 

CCID50),对照组注射等量培养液,颅内注

射,逐日观察并记录乳鼠发病情况。
1.7 全基因组克隆构建 参照步骤1.4中的方法提

取病毒RNA,利用分片段引物(见表1),扩增全长基

因。目的条带经1%琼脂糖凝胶电泳鉴定回收后,与
pEASY-T3载体连接。转化DH5α大肠埃希菌感受

态后,经过蓝白斑筛选、酶切鉴定和测序验证,提交

GenBank。根据全长序列酶切位点分析,选择合适的

酶切位点将全长序列分两段扩增克隆至pVAX载体,
构建全基因组克隆,酶切鉴定和测序验证。
1.8 检测方法建立

1.8.1 RT-PCR方法建立 针对 VP1设计引物探

针,见表1,设计一步法 RT-PCR。1×Taqman
 

uni-
versal

 

master
 

mix
 

Ⅱ
 

25
 

μL;CA-F(20
 

μmol/L)、CA-
R(20

 

μmol/L)和CA-P(20
 

μmol/L)各5
 

μL,RNA
 

5
 

μL;反应条件:50
 

℃
 

2
 

min;95
  

℃
 

10
 

min;95
 

℃
 

15
 

s,
55

 

℃
 

1
 

min;40个循环。
1.8.2 质粒参考品制备 将 VP1编码基因克隆入

pEASY-T3载体作为质粒参考品。质粒纯度符合要

求吸光度(A)260/280 为1.8~2.0)后作为备用参考品

原液。质粒拷贝数(copy/μL)按照以下公式计算:
(6.02×1023)×(质粒浓度ng/μL×10

-9)/(质粒长度

bp×660)。本研究中使用稀释至106、105、104、103、
102

 

copy/μL的质粒作为参考品。

表1  探针引物信息

名称 碱基序列(5'-3') 位置
长度

(bp)
作用

CV-A16-F1 TTAAAACAGCCTGTGGGTTGT 1-21 1
 

425 全长扩增

CV-A16-R1 GCACCAACCTGACCAGGCTG 1406-1425 1
 

425 全长扩增

CV-A16-F2 GCTCAGTTCCACTACCTGTAT 1238-1258 1
 

905 全长扩增

CV-A16-R2 GATGCTAAAAGTGCCCATCAT 3122-3142 1
 

905 全长扩增

CV-A16-F3 ACCCGCCAGCTCAAGTGTCAG 2994-3014 1
 

832 全长扩增

CV-A16-R3 CACCTCTATATCGCAGTCCAT 4805-4825 1
 

832 全长扩增

CV-A16-F4 AGAGAAAGGAGTGTCTTTCAC 4696-4716 1
 

495 全长扩增

CV-A16-R4 TAGCTGGTTTGCATAGTGGAG 6170-6190 1
 

495 全长扩增

CV-A16-F5 ATTCTATGATGTGTTTGAGGG 6022-6042 1
 

385 全长扩增

CV-A16-R5 GCTATTCTGGTTATAACAAAT 7386-7406 1
 

385 全长扩增

CV-A16-1 GCGTTTAAACTTAAAACAGCCTGTGGGT(PmeI) 1-18 3
 

631 全基因组克隆构建

CV-A16-3631 AGCAAGCATGAGATGGGATTGATAT 3607-3631 3
 

631 全基因组克隆构建

CV-A16-3575 TTTGTGGGAGCTAGTGAGTATTACC 3575-3599 3
 

857 全基因组克隆构建

CV-A16-7406 GGGCGGCCGCTTTTTTTTTTTTTTTGC-
TATTCTGGTTATAACAAA(NotI)

7387-7406
 

3
 

857 全基因组克隆构建

CA-VP1-F GGGGATCCTATTGCAGATATG 2441-2461 891 质粒参考品

CA-VP1-R TCCCAATGTTGTTATCTTGTC 3311-3331 891 质粒参考品

CA-F TCGCTCCTTGACTGCGTTGC 2491-2510 107 检测方法建立

CA-R CTGTCTCCGCAGCTTGTAGTGC 2576-2597 107 检测方法建立

CA-P FAM-CAAGTACTGCCTACAGCTGCCAACACTG-TAMARA 2509-2537 107 检测方法建立
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2 结  果

2.1 人感染CV-A16分离株的生物学特征 成功地

从HFMD患者的粪便标本中分离到1株 CV-A16
(BJ1208)。该病毒在RD细胞中培养时可以观察到

明显的致细胞病变现象,见图1;在RD细胞增殖后的

病毒滴度为6.8
 

log
 

CCID
 

50/mL;以100
 

CCID50(20
 

μL)的病毒量在Balb/c乳鼠颅内注射后可以观察到

典型的后肢瘫痪症状,见图2。

  注:A为人感染CV-A16接种RD细胞;B为细胞对照。

图1  人感染CV-A16分离株在RD细胞

上的细胞病变现象(×10)

  注:A为人感染CV-A16感染小鼠;B为正常小鼠对照。

图2  Balb/c小鼠注射人感染CV-A16分离株后的

肢瘫痪症状

2.2 人感染CV-A16分离株的分子生物学特征 分

段扩增(图3)测序后拼接获得该病毒的完整基因组序

列(GenBank
 

Accession
 

No.:JX507808),全长7
 

406
 

bp,包括745
 

bp的5'UTR、6
 

579
 

bp的蛋白编码区

(编码2
 

193个氨基酸)及82
 

bp的3'UTR。根据CV-
A16

 

VP1序列构建的系统进化树显示,该病毒分离株

为B1b亚型,且与俄罗斯2007年分离株(KC879501)
具有最近的亲缘关系,见图4。但是与其他病毒相比,
明显不同的是该分离株在 VP1编码蛋白中(688~
690

 

bp处)缺少一个蛋氨酸,见图5。但从其生物学特

征来看,该缺失并不影响病毒复制和感染能力。

  注:M1为DL2000
 

DNA
 

标记物;M2为1
 

kb
 

ladder;泳道1-2、3-6、

7-8、9-13、14-18分别是CV-A16
 

F1~F5
 

5个PCR扩增片段TA克隆

的酶切鉴定结果。

图3  CV-A16
 

BJ1208全基因组分段扩增片段TA
克隆的酶切鉴定结果

2.3 全基因组克隆构建 对全基因组进行酶切位点

分析,利用一个单酶切位点(EcoR
 

V)及基因组中未

含有的两个酶切位点(Pme
 

I
 

和Not
 

I),将基因组分成

两个片段依次扩增克隆和连接至载体pVAX1中,构
建全基因组克隆pVAX1-CA16。经酶切(Pme

 

I+
 

EcoR
 

V)(约3.6和6.9
 

kb两个片段,见图6)和测序

验证了基因组克隆后未发生基因突变。

  注:▲表示本研究中的病毒分离株BJ1208。

图4  进化树分析

图5  CV-A16
 

BJ1208
 

VP1编码区核苷酸比较(部分)

2.4 检测方法 由4次重复检测结果可见,质粒标

准品的浓度对数与循环阈值(Ct值)在102~106
 

cop-
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y/μL呈现明显的线性相关(Y=-1.602
 

ln(X)+
36.873,R2=0.999

 

9),可用作该毒株的定性检测和

病毒增殖滴度定量检测。

  注:1为未酶切质粒对照;2为质粒经Pme
 

I+EcoR
 

V双酶切;M
为DNA标记物。

图6  酶切鉴定电泳图

3 讨  论

  本研究成功从HFMD患者的粪便标本中分离到

1株在体内(Balb/c乳鼠)和体外(RD细胞)均具有典

型生物学特征的 B1b亚型 CV-A16(BJ1208)病毒。
建立了一套从病毒分离、鉴定、系统进化分析、全基因

组扩增和克隆到荧光定量检测方法建立的技术平台,
为该类病毒的后续研究提供了参考。

虽然CV-A6、CV-A10等病原体在亚洲、美洲和

欧洲逐渐取代EV-A71和CV-A16成为引起 HFMD
暴发或流行的主要病原体,但是传统的病原体仍然不

能被忽视[10]。CV-A16感染可导致多种疾病,从轻度

HFMD、疱疹性咽峡炎、上下呼吸道疾病到严重并发

症,如脑炎、瘫痪、脊髓炎、脑膜炎,甚至死亡。CV-
A16的基因型和基因亚型众多,但是型别与疾病严重

程度之间的关系尚不十分明确。CV-A16病毒B1b
亚型在我国多个省份均有报道[11],并且田晓灵等[12]

发现内蒙古自治区不同临床症状患者中分离出的

CV-A16代表株在分子基因型/基因亚型及亲缘进化

关系树分布上虽无明显差异,但大部分的重症病例和

死亡病例感染病毒都分布在B1b分支中。本研究中

分离到的B1b亚型CV-A16(BJ1208)病毒来源于重

症患者的粪便标本,这提示在疾病监测过程中应重视

收集基因型/亚型与疾病严重程度的关系数据,为疾

病的治疗及疫苗毒株的选择提供依据。
通常认为,CV-A16

 

的VP1编码区氨基酸序列相

对于其他肠道病毒较为保守,且与其抗原性密切相

关[13]。因此,这一区域发生的氨基酸特性改变可能对

蛋白质空间结构有一定的影响,从而导致毒力的改

变[14-17]。本研究中的分离株BJ1208虽然在 VP1编

码蛋白中(688~690
 

bp处)缺少一个蛋氨酸。但从其

生物学特征和临床来看,该缺失并不影响病毒复制和

感染能力。得益于反向遗传操作技术的成功应用,可
以从基因型的改变来研究表型的变化。以往研究多

是利用T7聚合酶系统以线性化的重组质粒为模板进

行体外转录反应得到CA16病毒基因组 RNA,并将

CAl6基因组 RNA转染至适宜细胞获得拯救病毒。
而以CMV为启动子实现病毒拯救的策略可以利用哺

乳动物细胞内天然的Ⅱ类RNA聚合酶来实现转录,
在操作上更为简捷[18],可以用于研究基因突变、缺失

或插入等改变对病毒性状的影响。

pVAXl是在载体pcDNA3.1的基础上改建而成

的一种新型真核表达载体,是美国食品药品监督管理

局(FDA)批准的唯一一个可以用于DNA疫苗的载

体。该质粒含有的强启动子pCMV和BGH
 

poly
 

A
信号可以在哺乳动物细胞中高水平表达重组蛋白[19]。
与经典的T7启动子相比,少了体外转录的步骤。本

研究利用pVAXl作为载体构建了全基因组克隆,下
一步工作是在此基础上对全基因组克隆进行改造,如
在5'和3'端增加核酶来提高剪切精确度等[20],实现病

毒拯救,以期为病毒基因型和表型关系的研究提供更

便捷的工具。
本研究建立了一个基于CV-A16病毒的分离鉴

定体系,以期为复杂多样的 HFMD病原体的相关研

究提供更多的参考。
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种有效工具,通过长期的横向和纵向比较,可帮助实

验室监测质量水平。LIS系统使得实验室收集数据统

计质量指标变得简单易行,为实验室质量改进提供了

依据和可能,能够客观分析实验室质量风险来源,促
进实验室信息化建设持续加强[8]。通过对检验报告

不正确率的监控可及时发现检验质量的偏离,确保检

测工作的质量,尽量在实验室分析前或在检验结果审

核中识别出标本错误,结合既往结果及时与临床沟

通,避免存在干扰因素。如果在临床反馈结果不符时

调查分析出的标本错误,应及时汇总,必要时保存相

关临床联系/咨询/投诉三联表或不良事件/不合格工

作二联表,请医务处和护理部等部门协助解决,在工

作实践中不断探索,寻找有效的持续改进方法,提高

质量。
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