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!"# 扩增出 $$%&’ 大小的片段判定为 "()* 阳性。结果显示
%++,、%++$ 两年标本中共扩增出 -. 例 /0 份 "()* 阳性标本。
%1 %2 "()* 阳性样本 3!) 区扩增
2 2 用 "()*3!) 区特异性引物（3!)4) 5 3!)4%）对 "()* 阳性标
本进行特异性 !"# 扩增。!"# 产物大小约为 ) )++ &’，经
+6 $7琼脂糖凝胶电泳检测后回收纯化。纯化产物经连接、转
化、质粒提取及酶切鉴定，结果如图 )所示：0个样本均切出大小
约 ) )++ &’的条带，与预期相符。测序后用 89:;<9=和>?(@A(#
软件拼接后进行同源性比对，证实所得序列覆盖 3!)基因全长。

! " # $ % & ’

$ ((( )*!
" ((( )*!

B：>?(标准；)：/%-%C；%：/%/)C；-：/%$%C；/：0)+)C；0：*+/)C；?：
’D;B4A ;EFG 3HI=:J
图 !" #$!% 覆盖 &’! 区 ’#(扩增产物经分子克隆酶切鉴定

%1 -2 "()*3!) 区核苷酸、氨基酸序列同源性分析
2 2 首先将 )* 株北京分离株的核苷酸序列和氨基酸序列进行
比对，核苷酸同源性为 .)1 /-7 K .$1 *07，氨基酸同源性为
.,6 .$7 K)++7，其中 0 株 3!) 区氨基酸序列完全相同。将 )*
株北京分离株与从 DHL8ELM中选取的不同年份不同地区的 %/
个 "()* 分离株的 3!) 基因序列进行同源性比对。)* 株北京
分离株与 D4)+ 国际标准株（N+0$,*）的核苷酸同源性和氨基酸
同源性较低，分别为 ,$1 $*7 K $+1 %*7和 .)1 %07 K .%1 %*7；
与 %++$年安徽阜阳株（;N$)%0)/）的核苷酸同源性和氨基酸同
源性也较低，分别为 ,$1 )-7 K $+1 %07和 $.1 .+7 K .+6 .)7；与
其它 %% 株 "()* 参比序列的核苷酸同源性为 $$6 %$7 K
.$6 *07，氨基酸同源性为 .,1 -)7 K)++7。表 % 为 "()* 北京
分离株与各参比序列的核苷酸及氨基酸同源性比较结果。将

D4)+ 国际标准株（N+0$,*）与 +$ 年安徽阜阳株（;N$)%0)/）进
行同源性比较发现，两者全基因组序列的核苷酸同源性和氨基

酸同源性分别高达 ..1 $%7和 ..1 */7，其 3!) 区的核苷酸和
氨基酸同源性分别为 ..1 //7和 .$1 *07。

表 )" #$!% 北京分离株与参比毒株核苷酸及氨基酸同源性（7）

与北京分离株比较的参比毒株2 核苷酸同源性 氨基酸同源性

D4)+（"()*） ,$1 $* K $+1 %* .)1 %0 K .%1 %*
OC)$4+$（"()*） ,$1 )- K $+1 %0 $.1 .+ K .+1 .)
其他 %% 株 "()* 参比毒株 $$1 %$ K .$1 *0 .,1 -) K )++
8J"J（;3,)） $+1 /% K $,1 0+ ,+1 +- K ,)1 +/

%1 /2 基于 3!) 基因的 "()* 系统进化分析
2 2 利用 B;D(/1 ) 软件对 )* 株 "()* 北京分离株和 DHL8ELM
中的 %/ 株 "()* 及 ) 株 ;3,) 国际标准株进行系统进化分析，
方法为 ?H9PQ&:J4R:9L9LP。图 % 为基于 3!) 基因序列构建的系
统进化树，从图中可见，( 基因群包括 D4)+（N+0$,*）和 %++$
年安徽阜阳株（;N$)%0)/），其余均为 8 基因群。)* 株北京分
离株在进化树中分别归属于两支，其中 . 株与 8R+-4S>!
（(C$%),.$）、@QTQ++4)（(C,.+.%*）、@QTQ+04)（;N%*%*0$）和

DS+$（OR).$%)%）等中国内地分离株构成亲缘关系较近的一支；
其余 , 株与马来西亚、泰国、越南、澳大利亚等周边国家的一系
列分离株及我国台湾分离株（(O),,.))）和深圳 FQTQ+)4*. 株
（(C$.0)))）形成亲缘关系较近的另一支；而马来西亚 )..$ 和
%++0 年分离的两株 @(#4.$ 株（ (B%.%/*)）和 @(#4+0 株
（(B%.%/,*）相对这两支独立分支。@(#4.$ 株（(B%.%/*)）与
8型其他各株 3!) 区核苷酸同源性为 $$1 %$7 K.+1 $*7，@(#4
+0 株（(B%.%/,*）与 8 型其他各株 3!) 区核苷酸同源性为
$.6 ,)7 K./1 $/7，除这两株之外的 8群株之间 3!) 区核苷酸
同源性为 .)1 /-7 K..1 **7。
2 2 对 )* 株北京分离株分别进行核苷酸及氨基酸变异位点分
析，核苷酸变异为散在分布的无义突变，氨基酸未发现有意义

的变异（结果未列示）。
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图 )" 基于完整 &’! 基因核苷酸序列构建 #$!% 系统进化树

*" 讨论

2 2 自 %+ 世纪 /+ 年代末，柯萨奇病毒在全球多个国
家引起过手足口病的暴发或流行。研究证实，"(% 、
"(/、"(0、"($、"()+、"()*、"80、;3,) 等多种肠道
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