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摘要： 为了解 Ｈ９Ｎ２ 亚型禽流感病毒 （ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ， ＡＩＶ） 的分子变化特征及其跨物种传播的可能性， 对实验室保存的 ６ 株 Ｈ９Ｎ２ 亚型

ＡＩＶ 的 ８ 个基因片段进行了序列测定及遗传演化分析， 并且对 ６ 株病毒与选取的代表毒株进行了 ＨＡ 和 ＮＡ 同源性及关键氨基酸位点分析。 结果

显示， 分离的 ６ 株病毒均为欧亚系， 其中 ３ 株为 Ｇ５７ 基因型； ４ 株病毒的 ＨＡ 蛋白发生了 Ｑ２２６Ｌ 突变， ２ 株病毒的 ＨＡ 发生了 Ａ１９０Ｖ 突变。 ＨＡ 和

ＮＡ 均有增加或缺失的潜在糖基化位点。 ６ 株病毒的 ＮＡ 茎部均有 ６２～ ６４ 位的缺失， 红细胞结合位点 ４３１～ ４３３ 较为保守， 而 ３６８ 和 ３６９ 位变化较

大。 综上， ６ 株病毒为低致病性 ＡＩＶ， ＨＡ 和 ＮＡ 均含有哺乳动物适应性突变， 增大了其跨宿主传播的风险。 研究结果为我国 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 的进

化提供了参考依据， 为其综合防控提供了理论指导。
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正黏病毒科甲型流感病毒属， 是一种人畜共患病原

体， 禽类是其天然的宿主。 流感病毒基因组由 ８ 段单

链 ＲＮＡ 组成， 具有很高的原位重组潜力［１］。 其中，
Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 属于低致病性禽流感病毒 （ｌｏｗ ｐａｔｈｏ⁃
ｇｅｎｉｃ ａｖｉａｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓ， ＬＰＡＩＶ）， 也是目前世界上

传播最广泛和最具破坏性的 ＡＩＶ［２］。 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ
与其他亚型 ＡＩＶ 在家禽和野生鸟类间广泛传播， 加

上疫苗广泛接种的压力， 促使流感病毒不断进化， 为

新型变异毒株和重组毒株的产生创造了有利条

件［３－４］。 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 可由家禽直接或间接传播给

哺乳动物， 包括人类［５－６］， 对公共卫生安全具有一定
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的威胁［７］。 许多学者认为 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 是造成人类

流感大流行的潜在风险因素［８］。 目前 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ
是我国鸡群中流行最为广泛的病毒亚型［２］， 一旦获

得跨种传播的能力， 很有可能对人类的生命安全造成

威胁和挑战［９］。 因此， 要加强 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 的监测

和防控， 对潜在的流行病学提供早期预警， 以降低人

类流感大流行的风险［４，１０］。
为了解 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 的分子变化特征及其跨物

种传播的可能性， 本研究对实验室保存的 ６ 株 Ｈ９Ｎ２
亚型 ＡＩＶ 的 ８ 个基因片段进行序列测定和遗传进化

分析， 并且进一步对 ６ 株分离株与 ６ 株 Ｈ９Ｎ２ 亚型

ＡＩＶ 代表毒株的血凝素 （ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ， ＨＡ） 和神经

氨酸酶 （ ｎｅｕｒａｍｉｎｉｄａｓｅ， ＮＡ） 同源性和关键氨基酸

位点进行了对比分析。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

在河南、 山东、 四川等地区采集肺组织病料中分

离到 ６ 株 ＡＩＶ， 分别为 Ａ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｈｅｎａｎ ／ ＨＮ１ ／ ２０１１
（ Ｈ９Ｎ２ ）， Ａ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｈｅｎａｎ ／ ＨＮ２ ／ ２０１１ （ Ｈ９Ｎ２ ）， Ａ ／
ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｓｈａｎｄｏｎｇ ／ ＳＤ－Ｂ４０ ／ ２０１４（Ｈ９Ｎ２），Ａ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ／
Ｓｉｃｈｕａｎ ／ ＳＣ－Ｂ４４ ／ ２０１４（Ｈ９Ｎ２），Ａ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｓｈａｎｄｏｎｇ ／
ＳＤ － ３２９７ ／ ２０１６ （ Ｈ９Ｎ２ ）， Ａ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｓｈａｎｄｏｎｇ ／ ＳＤ －
３２２０ ／ ２０１６（Ｈ９Ｎ２），由本实验室保存。

９～１１ 日龄的 ＳＰＦ 鸡胚， 购自北京勃林格殷格翰

维通生物技术有限公司； 病毒 ＲＮＡ 提取试剂盒， 购

自 Ｑｉａｇｅｎ 公司； ＬＡ Ｔａｑ 预混酶、 反转录酶和 ｐＭＤ－
１８Ｔ 载体， 购自 ＴａＫａＲａ 公司； 胶回收试剂盒， 购自

Ｏｍｅｇａ 公司； ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ， 购自全式金公司。
１􀆰 ２　 病毒扩增

６ 株病毒分别接种至 ５ 枚 ９ ～ １１ 日龄 ＳＰＦ 鸡胚的

尿囊腔中大量增殖， 除去 ２４ ｈ 内死亡的鸡胚， 在

３７ ℃孵化箱中孵育 ７２ ｈ 后将鸡胚放入 ４ ℃冰箱过夜，
用针管吸出鸡胚尿囊液。 对鸡胚中吸出的尿囊液进行

血凝检测， 将血凝阳性的尿囊液保存于－８０ ℃冰箱，
用于后续病毒基因组的提取， 进一步分析毒株的基因

序列。
１􀆰 ３　 病毒 ＲＮＡ 的提取及反转录

分别提取 ６ 株病毒的总 ＲＮＡ， 将提取好的病毒

ＲＮＡ 反 转 录 为 ｃＤＮＡ， 放 入 冰 箱 保 存， 温 度 为

－２０ ℃。 　
１􀆰 ４　 ８ 个基因片段 ＰＣＲ 扩增及序列测定

分别以 ６ 株病毒的 ｃＤＮＡ 为模板， 使用流感病毒

通用引物分别对 ６ 株病毒的 ８ 个基因片段进行 ＰＣＲ
扩增。 ＰＣＲ 扩增反应体系为： ＬＡ Ｔａｑ 预混酶 ２５ μＬ，
上游引物 ２ μＬ， 下游引物 ２ μＬ， ｃＤＮＡ ２ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ

１９ μＬ。 ＰＣＲ 扩增反应程序为： 预变性 ９４ ℃ ３ ｍｉｎ；
变性 ９４ ℃ ３０ ｓ， 退火 ５３ ℃ ３０ ｓ， 延伸 ７２ ℃ ２ ｍｉｎ
３０ ｓ， ３５ 个循环； 终延伸 ７２ ℃ １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物经

１％琼脂糖凝胶电泳鉴定， 切下与目的基因片段大小

一致的片段， 胶回收纯化。 将含有 ８ 个基因片段的

ＰＣＲ 产物分别连接到 ｐＭＤ－１８Ｔ 载体上， 转化进入大

肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞， 送至上海擎科生物科技有

限公司进行测序。
１􀆰 ５　 ＨＡ 及 ＮＡ 同源性分析

利用 ＤＮＡＳｔａｒ 中的 ＳｅｑＭａｎ 软件对测序得到的各

基因片段序列进行拼接， 再利用 ＥｄｉｔＳｅｑ 软件对结果

进行整理， 获得 ６ 株病毒完整的 ＨＡ 和 ＮＡ 基因序

列， 并翻译为氨基酸序列。 从 ＮＣＢＩ 数据库中下载各

谱系代表毒株的核苷酸和氨基酸序列， ６ 株代表毒株

分别为 Ａ ／ Ｄｕｃｋ ／ Ｈｏｎｇ Ｋｏｎｇ ／ Ｙ２８０ ／ ９７ （ Ｈ９Ｎ２）， Ａ ／
Ｄｕｃｋ ／ Ｈｏｎｇ Ｋｏｎｇ ／ Ｙ４３９ ／ ９７ （ Ｈ９Ｎ２ ）， Ａ ／ ｑｕａｉｌ ／ Ｈｏｎｇ
Ｋｏｎｇ ／ Ｇ１ ／ １９９７ （Ｈ９Ｎ２）， Ａ ／ Ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｈｏｎｇ Ｋｏｎｇ ／ Ｇ９ ／
９７ （Ｈ９Ｎ２）， Ａ ／ Ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｂｅｉｊｉｎｇ ／ １ ／ ９４ （ Ｈ９Ｎ２）， Ａ ／
Ｃｈｉｃｋｅｎ ／ ＳｈａｎｇＨＡｉ ／ Ｆ ／ ９８ （ Ｈ９Ｎ２ ）。 利 用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ
７􀆰 １ 软件分析 ６ 株分离株与 ６ 株代表毒株 ＨＡ 和 ＮＡ
序列的同源性。
１􀆰 ６　 ８ 个基因片段遗传进化分析及系统进化树的

构建

　 　 从 ＮＣＢＩ 上下载 １９ 株代表毒株的 ８ 个基因片段

序列， 同时将 ６ 株病毒的 ８ 个基因片段序列提交到

ＮＣＢＩ 数据库上的 ＢＬＡＳＴ 模块进行比对， 将同源性最

高的序列作为参考序列， 将分离到的 ６ 株病毒与 １９
株代表毒株的 ８ 个基因片段序列利用 ＭＥＧＡ ７􀆰 ０ 软件

分别进行遗传进化分析， 并完成系统进化树的构建。
１􀆰 ７　 ＨＡ 和 ＮＡ 蛋白关键氨基酸位点分析

从 ＮＣＢＩ 数据库下载 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 的 ６ 株代表

毒株 （同 １􀆰 ５） ＨＡ 和 ＮＡ 蛋白的氨基酸序列， 将分

离到的 ６ 株病毒与 ６ 株代表毒株的 ＨＡ 和 ＮＡ 蛋白氨

基酸序列一起导入 ＭｅｇＡｌｉｇｎ ７􀆰 １ 软件， 比较分析关键

氨基酸位点。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 病毒扩增

将实验室保存的 ６ 株病毒接种于 ＳＰＦ 鸡胚， 收

取尿囊液后通过血凝检测鉴定病毒的分离情况， 收取

的 ６ 株病毒鸡胚尿囊液均可使 １％鸡红细胞凝集， 说

明 ６ 株病毒均获得扩增。 后续对这 ６ 株病毒进行病毒

ＲＮＡ 提取、 ＲＴ－ＰＣＲ 扩增及序列测定。
将 ６ 株病毒分别接种至 ＳＰＦ 鸡胚的尿囊腔中大

量增殖， 用针管吸出鸡胚尿囊液， 进行血凝试验。 ６
株病毒鸡胚尿囊液均有较高的血凝活性， 其中 ＳＤ－
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Ｂ４０ 和 ＨＮ２ 毒株为 １ ∶ ５１２； ＨＮ１ 和 ＳＤ－３２２０ 毒株为

１ ∶ １ ０２４； ＳＣ－Ｂ４４ 和 ＳＤ－３２９７ 毒株为 １ ∶ ２ ０４８， 血

凝活性最高。 具体结果见表 １。

表 １　 分离株详细信息

毒株 简称 地点 时间 血凝效价

Ａ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｓｈａｎｄｏｎｇ ／ ＳＤ－Ｂ４０ ／ ２０１４ （Ｈ９Ｎ２） ＳＤ－Ｂ４０ 潍坊寿光 ２０１４ １ ∶ ５１２

Ａ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｓｉｃｈｕａｎ ／ ＳＣ－Ｂ４４ ／ ２０１４ （Ｈ９Ｎ２） ＳＣ－Ｂ４４ 四川都汇 ２０１４ １ ∶ ２ ０４８

Ａ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｈｅｎａｎ ／ ＨＮ１ ／ ２０１１ （Ｈ９Ｎ２） ＨＮ１ 河南 ２０１１ １ ∶ １ ０２４

Ａ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｈｅｎａｎ ／ ＨＮ２ ／ ２０１１ （Ｈ９Ｎ２） ＨＮ２ 河南 ２０１１ １ ∶ ５１２

Ａ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｓｈａｎｄｏｎｇ ／ ＳＤ－３２９７ ／ ２０１６ （Ｈ９Ｎ２） ＳＤ－３２９７ 山东 ２０１６ １ ∶ ２ ０４８

Ａ ／ ｃｈｉｃｋｅｎ ／ Ｓｈａｎｄｏｎｇ ／ ＳＤ－３２２０ ／ ２０１６ （Ｈ９Ｎ２） ＳＤ－３２２０ 山东 ２０１６ １ ∶ １ ０２４

２􀆰 ２　 病毒的 ８ 个基因片段扩增及序列测定

提取 ６ 株分离株的 ＲＮＡ， 将 ＲＮＡ 反转录为

ｃＤＮＡ， 通过 ＰＣＲ 对 ６ 株病毒的 ８ 个基因片段进行

ＰＣＲ 扩增， 所有扩增的片段大小均与预期相符， 如

图 １ 为 ＨＡ 基因片段， 图 ２ 为 ＮＡ 基因片段， 均连接

到 ｐＭＤ－１８Ｔ 载体上， 送至公司测序。

Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ＳＤ － Ｂ４０ 毒株； ２􀆰 ＳＣ － Ｂ４４ 毒株；
３􀆰 ＨＮ１ 毒株； ４􀆰 ＨＮ２ 毒株； ５􀆰 ＳＤ－３２９７ 毒株； ６􀆰 ＳＤ－３２２０ 毒株。

图 １　 ６ 株病毒 ＨＡ 基因片段扩增

Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ＳＤ － Ｂ４０ 毒株； ２􀆰 ＳＣ － Ｂ４４ 毒株；
３􀆰 ＨＮ１ 毒株； ４􀆰 ＨＮ２ 毒株； ５􀆰 ＳＤ－３２９７ 毒株； ６􀆰 ＳＤ－３２２０ 毒株。

图 ２　 ６ 株病毒 ＮＡ 基因片段扩增

２􀆰 ３　 ＨＡ 和 ＮＡ 同源性分析

将分离到的 ６ 株病毒分别与 ＮＣＢＩ 数据库下载的

６ 株代表毒株的 ＨＡ 和 ＮＡ 序列进行同源性对比分析，
结果发现， ＳＤ － ３２２０、 ＳＤ － ３２９７、 ＳＤ － Ｂ４０、 ＨＮ１、
ＳＣ－Ｂ４４ 毒株的 ＨＡ 核苷酸和氨基酸序列均与 Ｙ２８０ 毒

株同源性最高， ＨＮ１ 分别为 ９３􀆰 ９％和 ９５％， ＳＤ－３２２０

为 ８９􀆰 ９％和 ９１􀆰 ２％， ＳＤ － ３２９７ 为 ８９􀆰 ９％和 ９１􀆰 ２％，
ＳＤ － Ｂ４０ 为 ９０􀆰 ７％ 和 ９３％， ＳＣ － Ｂ４４ 为 ９４􀆰 ６％ 和

９６􀆰 ４％； 而 ＨＮ２ 毒株核苷酸和氨基酸序列与 Ｇ９ 毒株

同源性最高， 为 ９５􀆰 ７％和 ９５􀆰 １％。 ６ 株病毒与 Ｙ４３９
毒株的 ＨＡ 核苷酸和氨基酸序列同源性最低， 分别为

８０􀆰 ６％～８４􀆰 ５％和 ８４􀆰 ８％ ～ ８８􀆰 ５％， 说明 ６ 株病毒与

Ｙ４３９ 谱系遗传距离较远。
ＮＡ 序列同源性分析结果显示， ＳＤ－Ｂ４０、 ＳＣ －

Ｂ４４、 ＨＮ１、 ＳＤ－３２９７ 和 ＳＤ－３２２０ 毒株 ＮＡ 核苷酸序

列与 Ｙ２８０ 毒株同源性最高， 分别为 ９１％、 ９４􀆰 ５％、
９４􀆰 ７％、 ９０􀆰 ５％和 ９１􀆰 ５％， ＨＮ２ 毒株与 Ｆ ／ ９８ 毒株同

源性最高。 ＳＣ－Ｂ４４、 ＨＮ１、 ＳＤ－３２９７ 和 ＳＤ－３２２０ 毒

株 ＮＡ 氨基酸序列与 Ｙ２８０ 和 Ｆ ／ ９８ 毒株同为最高， 分

别为 ９６􀆰 ４％、 ９６􀆰 ４％、 ９１􀆰 ４％和 ９２􀆰 ３％； ＳＤ－Ｂ４０ 毒

株与 Ｙ２８０ 毒株同源性最高， 为 ９３􀆰 ２％； ＨＮ１ 毒株与

Ｆ ／ ９８ 毒株同源性最高， 为 ９７􀆰 ６％。
２􀆰 ４　 ８ 个基因片段遗传进化分析及系统进化树的

构建

　 　 对 ６ 株病毒及其同源性较高的毒株和各谱系代表

毒株进行遗传进化分析， 同时构建了 ８ 个基因的系统

发育进化树。 结果显示 （如图 ３、 图 ４）， 这 ６ 株病毒

均属于欧亚系， 其 ＨＡ 基因属于 Ｙ２８０ ／ Ｇ９－ｌｉｋｅ 谱系，
ＮＡ 基因均属于 Ｙ２８０ － ｌｉｋｅ 谱系； ６ 株病毒的 ＰＢ１、
ＰＡ、 ＮＰ 和 ＮＳ 基因均属于 Ｆ ／ ９８－ｌｉｋｅ 谱系； 在 Ｍ 基

因和 ＰＢ２ 基因来源上有些差异， ＳＣ －Ｂ４４、 ＨＮ１ 和

ＨＮ２ 毒株的 Ｍ 基因和 ＰＢ２ 基因均属于 Ｆ ／ ９８－ｌｉｋｅ 谱

系， 而 ＳＤ－Ｂ４０、 ＳＤ－３２９７ 和 ＳＤ－３２２０ 毒株的 Ｍ 基

因和 ＰＢ２ 基因均属于 Ｇ１－ｌｉｋｅ 谱系。 因此， ＳＤ－Ｂ４０、
ＳＤ－３２９７ 和 ＳＤ－３２２０ 毒株的 ８ 个基因来源符合 Ｇ５７
基因型 （Ｓ 基因型）。
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▲表示本研究分离株。 下同。

图 ３　 ＨＡ （Ａ）、 ＮＡ （Ｂ）、 ＮＳ （Ｃ） 和 Ｍ （Ｄ） 基因片段系统进化树
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图 ４　 ＮＰ （Ａ）、 ＰＡ （Ｂ）、 ＰＢ１ （Ｃ） 和 ＰＢ２ （Ｄ） 基因片段系统进化树
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２􀆰 ５　 ＨＡ 和 ＮＡ 蛋白关键氨基酸位点分析

２􀆰 ５􀆰 １　 ＨＡ 蛋白裂解位点及受体结合关键位点分析

将 ６ 株病毒的核苷酸序列翻译为氨基酸序列， 与

６ 个代表毒株 ＨＡ 氨基酸关键位点进行对比分析， 结

果见表 ２。 ＨＮ１、 ＳＣ－Ｂ４４ 毒株的 ＨＡ 蛋白裂解位点为

ＰＡＲＳＳＲ↓ＧＬ， ＳＤ－３２２０、 ＳＤ－３２９７、 ＳＤ－Ｂ４０ 毒株的

裂解位点为 ＰＳＲＳＳＲ↓ＧＬ， 与早期各谱系代表毒株相

比， 第 ２ 位发生了由 Ａ 变为 Ｓ 的突变， 只有 ＨＮ２ 毒

株裂解位点为 ＰＡＫＳＳＲ↓ＧＬ， 第 ３ 位发生了由 Ｒ 变

为 Ｋ 的突变， ６ 株病毒的裂解位点均为非连续性碱性

氨基酸， 符合低致病性毒株特点。 ＳＤ － ３２２０、 ＳＤ －
３２９７、 ＳＤ－Ｂ４０ 毒株受体结合位点左沿为 ＮＧＬＭＧＲ，
ＨＮ１ 和 ＳＣ－Ｂ４４ 毒株受体结合左沿为 ＮＧＱＱＧＲ， ＨＮ２
毒株受体结合左沿为 ＮＧＬＱＧＲ， 与早期代表毒株相

比， ＳＤ－３２２０、 ＳＤ－３２９７、 ＳＤ－Ｂ４０、 ＨＮ２ 毒株发生

了 Ｑ２２６Ｌ 突变， 可能使得这些毒株对人型 α－２， ６ 唾

液酸受体更具有亲和性。 ２２８ 位均为 Ｇ， 未发生突

变。 ＳＤ－３２２０、 ＳＤ－３２９７、 ＳＤ－Ｂ４０ 毒株受体结合位

点右沿为 ＧＴＳＴＡ， ＨＮ１、 ＨＮ２ 和 ＳＣ－Ｂ４４ 毒株受体结

合位点右沿为 ＧＴＳＫＡ， 与早期代表毒株相比， ＳＤ－
３２２０、 ＳＤ － ３２９７、 ＳＤ － Ｂ４０ 毒株发生了 Ｋ ／ Ａ１４１Ｔ
突变。

表 ２　 ＨＡ 蛋白裂解位点、 受体结合位点左沿和受体

结合位点右沿分析

病毒株
裂解位点

（３２７～３３３）
受体结合位点左沿

（２２４～２２９）
受体结合位点右沿

（１３８～１４２）

Ｆ ／ ９８∗ ＰＡＲＳＳＲ↓ＧＬ ＮＧＱＱＧＲ ＧＴＳＫＡ

ＢＪ ／ ９４∗ ＰＡＲＳＳＲ↓ＧＬ ＮＧＱＱＧＲ ＧＴＳＫＡ

Ｙ２８０∗ ＰＡＲＳＳＲ↓ＧＬ ＮＧＬＱＧＲ ＧＴＳＫＡ

Ｙ４３９∗ ＰＡＡＳＮＲ↓ＧＬ ＮＤＱＱＧＲ ＧＴＳＲＡ

Ｇ１∗ ＰＡＲＳＳＲ↓ＧＬ ＮＤＬＱＧＲ ＧＴＳＲＡ

Ｇ９∗ ＰＡＲＳＳＲ↓ＧＬ ＮＧＬＱＧＲ ＧＴＳＫＡ

ＳＤ－３２２０ ＰＳＲＳＳＲ↓ＧＬ ＮＧＬＭＧＲ ＧＴＳＴＡ

ＳＤ－３２９７ ＰＳＲＳＳＲ↓ＧＬ ＮＧＬＭＧＲ ＧＴＳＴＡ

ＳＤ－Ｂ４０ ＰＳＲＳＳＲ↓ＧＬ ＮＧＬＭＧＲ ＧＴＳＴＡ

ＨＮ１ ＰＡＲＳＳＲ↓ＧＬ ＮＧＱＱＧＲ ＧＴＳＫＡ

ＨＮ２ ＰＡＫＳＳＲ↓ＧＬ ＮＧＬＱＧＲ ＧＴＳＫＡ

ＳＣ－Ｂ４４ ＰＡＲＳＳＲ↓ＧＬ ＮＧＱＱＧＲ ＧＴＳＫＡ

　 　 注：∗表示各谱系代表毒株。 下同。

　 　 ＨＡ 蛋白受体结合关键位点分析结果显示 （如表

３）， 在本试验中的 ６ 株病毒的 ＨＡ 蛋白受体结合关键

位点 第 １５３、 １８３、 １９４、 ２２０ 位 较 为 保 守， 均 为

ＷＮＬＲ； 第 １９０ 和 ２２６ 位变动较大， 其中 ＳＤ－３２２０、
ＳＤ－３２９７ 和 ＳＤ－Ｂ４０ 毒株发生了 Ａ１９０Ｔ 突变， ＨＮ１
和 ＳＣ－Ｂ４４ 毒株发生了 Ａ１９０Ｖ 突变。 ６ 株病毒的 １５５
位均为 Ｔ， 这可能会使病毒获得与人型 α－２， ６ 唾液

酸受体结合的能力。

表 ３　 ＨＡ 蛋白受体结合关键位点分析

病毒株
受体结合关键位点

１５３ １５５ １８３ １９０ １９４ ２２０ ２２６ ２２８ ３８１

Ｆ ／ ９８∗ Ｗ Ｔ Ｎ Ａ Ｌ Ｒ Ｑ Ｇ Ｋ

ＢＪ ／ ９４∗ Ｗ Ｔ Ｎ Ｖ Ｌ Ｒ Ｑ Ｇ Ｋ

Ｙ２８０∗ Ｗ Ｔ Ｎ Ｔ Ｌ Ｒ Ｌ Ｇ Ｋ

Ｙ４３９∗ Ｗ Ｔ Ｈ Ｅ Ｌ Ｒ Ｑ Ｇ Ｋ

Ｇ１∗ Ｗ Ｔ Ｈ Ｅ Ｌ Ｒ Ｌ Ｇ Ｋ

Ｇ９∗ Ｗ Ｔ Ｎ Ａ Ｌ Ｒ Ｌ Ｇ Ｋ

ＳＤ－３２２０ Ｗ Ｔ Ｎ Ｔ Ｌ Ｒ Ｌ Ｇ Ｋ

ＳＤ－３２９７ Ｗ Ｔ Ｎ Ｔ Ｌ Ｒ Ｌ Ｇ Ｋ

ＳＤ－Ｂ４０ Ｗ Ｔ Ｎ Ｔ Ｌ Ｒ Ｌ Ｇ Ｋ

ＨＮ１ Ｗ Ｔ Ｎ Ｖ Ｌ Ｒ Ｑ Ｇ Ｋ

ＨＮ２ Ｗ Ｔ Ｎ Ａ Ｌ Ｒ Ｌ Ｇ Ｋ

ＳＣ－Ｂ４４ Ｗ Ｔ Ｎ Ｖ Ｌ Ｒ Ｑ Ｇ Ｋ

２􀆰 ５􀆰 ２　 ＨＡ 蛋白潜在糖基化位点分析

将分离的 ６ 株病毒与代表毒株的 ＨＡ 蛋白潜在糖

基化位点进行比较分析， 结果显示 （如表 ４）， ６ 株

病毒的第 ２１、 １０５、 １３３、 ２９０、 ４８４、 ５４３ 位点较为保

守， ６ 株病毒均有该位点。 ＨＮ１ 和 ＳＣ－Ｂ４４ 毒株共有

８ 个潜在糖基化位点， ＳＤ－３２２０、 ＳＤ－３２９７、 ＳＤ－Ｂ４０
毒株共有 ７ 个潜在糖基化位点， ＨＮ２ 毒株 ＨＡ 的潜在

糖基化位点仅有 ６ 个。 相对于代表毒株， ＨＮ１ 和 ＳＣ－
Ｂ４４ 毒株发生了 １３７ 位由 Ｓ、 Ｔ 或 Ｄ 变为 Ｎ 的突变，
增加了这一糖基化位点； ＳＤ－３２２０、 ＳＤ－３２９７、 ＳＤ－
Ｂ４０ 毒株发生了 Ｐ３０７Ｓ 突变， 增加了这一糖基化位

点； ＳＤ－３２２０、 ＳＤ－３２９７、 ＳＤ－Ｂ４０ 毒株发生了 Ｔ２１２Ｉ
位突变， 缺失了这一糖基化位点； ＨＮ２ 毒株发生了

Ｓ２９９Ｒ 突变， 缺失了这一糖基化位点。
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表 ４　 ＨＡ 蛋白潜在糖基化位点分析

病毒株
潜在糖基化位点

２１ １０５ １３３ １３７ ２１０ ２９０ ２９７ ３０５ ４８４ ５４３

ＳＤ－３２２０ ＮＳＴ － ＮＶＳ － － ＮＴＴ ＮＶＳ ＮＣＳ ＮＧＴ ＮＧＳ

ＳＤ－３２９７ ＮＳＴ － ＮＶＳ － － ＮＴＴ ＮＶＳ ＮＣＳ ＮＧＴ ＮＧＳ

ＳＤ－Ｂ４０ ＮＳＴ － ＮＶＳ － － ＮＴＴ ＮＶＳ ＮＣＳ ＮＧＴ ＮＧＳ

ＨＮ１ ＮＳＴ － ＮＶＳ ＮＧＴ ＮＲＴ ＮＴＴ ＮＶＳ － ＮＧＴ ＮＧＳ

ＨＮ２ ＮＳＴ － ＮＶＳ － ＮＲＴ ＮＴＴ － － ＮＧＴ ＮＧＳ

ＳＣ－Ｂ４４ ＮＳＴ － ＮＶＳ ＮＧＴ ＮＲＴ ＮＴＴ ＮＶＳ － ＮＧＴ ＮＧＳ

Ｆ ／ ９８∗ ＮＳＴ － ＮＶＳ － ＮＲＴ ＮＴＴ ＮＶＳ － ＮＧＴ ＮＧＳ

ＢＪ ／ ９４∗ ＮＳＴ － ＮＶＴ － ＮＲＴ ＮＴＴ ＮＶＳ － ＮＧＴ ＮＧＳ

Ｙ２８０∗ ＮＳＴ － ＮＶＳ － ＮＲＴ ＮＴＴ ＮＶＳ － ＮＧＴ －

Ｙ４３９∗ ＮＳＴ － ＮＶＴ － ＮＲＴ ＮＴＴ ＮＶＳ － ＮＧＴ －

Ｇ１∗ ＮＳＴ ＮＧＴ ＮＶＴ － ＮＲＴ ＮＴＴ ＮＶＳ － ＮＧＴ ＮＧＳ

Ｇ９∗ ＮＳＴ － ＮＶＳ － ＮＲＴ ＮＳＴ ＮＩＳ － ＮＧＴ ＮＧＳ

　 　 　 注： －表示此位点缺失。 下同。

２􀆰 ５􀆰 ３　 ＮＡ 蛋白关键氨基酸位点分析

对 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 的 ６ 株代表毒株和 ６ 株分离株

的 ＮＡ 蛋白关键氨基酸位点及潜在糖基化位点进行了

对比分析， 结果发现 （如表 ５）， ６ 株分离株均有６２～
６４ 位氨基酸的缺失， 在 ６ 株代表毒株中， Ｙ２８０ 和 Ｆ ／
９８ 毒株有 ６２～６４ 位氨基酸的缺失。 这 ２ 个毒株所代

表的谱系在我国近 ２０ 年的流行中占主要地位。 ６ 株

分离株与代表毒株相比， 部分 ＮＡ 糖基化位点较为保

守， ＳＤ－Ｂ４０、 ＳＤ－３２９７ 和 ＳＤ－３２２０ 增加了 ３６８ 这一

糖基化位点； 除了 ＨＮ２ 毒株， 其余毒株失去了 ４０２
这一糖基化位点。 ＮＡ 蛋白的红细胞结合位点分析结

果显示， ６ 株病毒的 ４３１ ～ ４３３ 位均为 ＰＱＥ； ３６８ 和

３６９ 位氨基酸变化较大， ＳＤ － Ｂ４０ 发生了 Ｄ４０１Ｇ
突变。

表 ５　 ＮＡ 蛋白关键氨基酸位点分析

病毒株
茎部缺失位点 潜在糖基化位点 红细胞结合位点

６２～６４ ４４ ６１ ６９ ７０ ８６ １４６ １５５ ２００ ２３４ ３０６ ３６８ ４０２ ３６６～３７３ ３９９～４０１ ４３１～４３３

ＳＤ－Ｂ４０ － － － ＮＳＴ － ＮＷＳ ＮＧＴ － ＮＡＴ ＮＧＴ － ＮＧＳ － ＩＫＮＧＳＲＳＧ ＤＳＧ ＰＱＥ

ＳＣ－Ｂ４４ － － － ＮＳＴ － ＮＷＳ ＮＧＴ － ＮＡＴ ＮＧＴ － － － ＩＫＳＤＳＲＳＧ ＤＳＤ ＰＱＥ

ＳＤ－３２２０ － － － ＮＳＴ － ＮＷＳ ＮＧＴ － ＮＡＴ ＮＧＴ － ＮＧＳ － ＩＫＮＧＳＲＳＧ ＤＳＤ ＰＱＥ

ＳＤ－３２９７ － － － ＮＳＴ － ＮＷＳ ＮＧＴ － ＮＡＴ ＮＧＴ － ＮＧＳ － ＩＫＮＧＳＲＳＧ ＤＳＤ ＰＱＥ

ＨＮ１ － － － ＮＳＴ － ＮＷＳ ＮＧＴ － ＮＡＴ ＮＧＴ － － － ＩＫＳＤＳＲＳＧ ＤＳＤ ＰＱＥ

ＨＮ２ － － － ＮＳＴ － ＮＷＳ ＮＧＴ － ＮＡＴ ＮＧＴ － － ＮＷＳ ＩＫＥＤＳＲＳＧ ＤＳＤ ＰＱＥ

Ｆ ／ ９８∗ － － － ＮＳＴ － ＮＷＳ ＮＧＴ － ＮＡＴ ＮＧＴ － － ＮＷＳ ＩＫＫＤＳＲＳＧ ＤＳＤ ＰＱＥ

ＢＪ ／ ９４∗ ＴＥＩ － ＮＩＴ ＮＳＴ － ＮＷＳ ＮＧＴ － ＮＡＴ ＮＧＴ － － ＮＷＳ ＩＫＫＤＳＲＳＧ ＤＳＤ ＰＱＥ

Ｙ２８０∗ － － － ＮＳＴ － ＮＷＳ ＮＧＴ － ＮＡＴ ＮＧＴ － － ＮＷＳ ＩＫＥＤＳＲＳＧ ＤＳＤ ＰＱＥ

Ｙ４３９∗ ＴＥＩ － ＮＩＴ ＮＮＴ ＮＴＴ ＮＷＳ ＮＧＴ ＮＲＴ ＮＡＴ ＮＧＴ ＮＭＴ － ＮＷＳ ＩＳＫＤＳＲＳＧ ＤＮＮ ＰＱＥ

Ｇ１∗ ＴＥＩ － ＮＩＴ ＮＮＴ ＮＴＴ ＮＷＳ ＮＧＴ － ＮＡＴ ＮＧＴ － － ＮＲＳ ＩＫＫＤＳＲＳＧ ＤＳＤ ＰＱＥ

Ｇ９∗ ＴＥＩ ＮＳＳ ＮＩＴ ＮＳＴ － ＮＷＳ ＮＧＴ － ＮＡＴ ＮＧＴ － － ＮＳＳ ＩＫＫＤＳＲＳＧ ＤＳＤ ＰＫＥ

３　 讨论

Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 自 １９９２ 年在我国广东省首次分

离后， 成为目前我国禽类中分布最广泛且流行率最高

的 ＡＩＶ 亚型［１１－１２］。 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 容易将内部基因

重新组合到其他亚型的流感病毒中， 成为变异病毒基

因组的供体［１３］。 新型重组毒株可能在家禽与家禽之

间、 家禽与哺乳动物之间、 哺乳动物与哺乳动物之间
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进行传播， 对家禽业的健康发展和公众健康安全造成

极大威胁［１４－１５］。 近年来， 我国人感染 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ
的病例逐渐增多， 血清学监测显示， 人类对 Ｈ９Ｎ２ 亚

型 ＡＩＶ 的易感程度高于 Ｈ５ 和 Ｈ７ 亚型 ＡＩＶ。 因此，
加强对 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 的监测具有重要意义。

在我国 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 流行的谱系分为几个阶

段， 在 ２０００ 年之前主要为 ＢＪ ／ ９４－ｌｉｋｅ 谱系， 随后逐

渐被 Ｆ ／ ９８－ｌｉｋｅ 谱系取代， 从 ２０１０ 年开始 Ｆ ／ ９８－ｌｉｋｅ
谱系逐渐被 Ｙ２８０－ｌｉｋｅ 谱系取代， 直到现在我国普遍

流行的谱系仍然为 Ｙ２８０－ｌｉｋｅ。 本研究中的 ６ 株病毒

均属于欧亚系， 其 ＨＡ 和 ＮＡ 基因均属于 Ｙ２８０ ／ Ｇ９－
ｌｉｋｅ 谱系， 现有的人类感染的 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 数据显

示， Ｙ２８０ ／ Ｇ９－ｌｉｋｅ 谱系是大多数人类病例的来源［１６］。
６ 株病毒的 ＰＢ１、 ＰＡ、 ＮＰ 和 ＮＳ 基因均属于 Ｆ ／ ９８－
ｌｉｋｅ 谱系， 其中 ＳＤ－Ｂ４０、 ＳＤ－３２９７ 和 ＳＤ－３２２０ 毒株

的 Ｍ 基因和 ＰＢ２ 基因均属于 Ｇ１－ ｌｉｋｅ 谱系， 因此，
ＳＤ－Ｂ４０、 ＳＤ－３２９７ 和 ＳＤ－３２２０ 毒株的 ８ 个基因来源

符合 Ｇ５７ 基因型。 该基因型在 ２００７ 年出现并逐渐在

鸡群中稳定下来， 成为当前 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 流行的最

主要基因型［１７］。 该基因型的 ＨＡ 和 ＮＡ 基因均来源于

ＢＪ ／ ９４－ ｌｉｋｅ 谱系 （ Ｙ２８０ － ｌｉｋｅ 谱系） ［１８］， 内部基因

ＰＢ１、 ＰＡ、 ＮＰ 和 ＮＳ 以 Ｆ ／ ９８ － ｌｉｋｅ 谱系作为骨架，
ＰＢ２ 基因和 Ｍ 基因由 Ｆ ／ ９８－ｌｉｋｅ 谱系转变为 Ｇ１－ｌｉｋｅ
谱系。 而 ＳＣ －Ｂ４４、 ＨＮ１ 和 ＨＮ２ 毒株的 Ｍ 基因和

ＰＢ２ 基因来源于 Ｆ ／ ９８－ｌｉｋｅ 谱系， 这可能与这些毒株

分离年份较早有关。
ＨＡ 蛋白介导流感病毒附着在细胞唾液酸受体上

并与宿主细胞膜融合［１１］， ＨＡ 裂解位点氨基酸序列不

同， 可影响病毒的组织趋向性、 扩散性、 致病性。
ＨＰＡＩＶ 的 ＨＡ 裂解位点存在连续 ４ 个以上碱性氨基酸

（－ＲＲＲＲ－）， 可被宿主不同组织细胞中广泛存在的多

种蛋白酶裂解， 引起宿主全身感染［１９－２０］。 ＬＰＡＩＶ 的

ＨＡ 裂 解 位 点 一 般 只 有 单 一 的 碱 性 氨 基 酸

（－Ｒ－） ［２１］， 只有特异蛋白酶才能识别出这种结构的

ＨＡ 蛋白并使之发生裂解， 所以病毒的增殖仅限于呼

吸道和消化道等［２０］。 本试验所分离的 ６ 株病毒的 ＨＡ
裂解位点均为非连续性碱性氨基酸， 符合 ＬＰＡＩＶ 毒

株特点。
当前 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 的 ＨＡ 蛋白已获得优先与人

型 α－２， ６ 唾液酸受体结合的能力［１４］， 其中 Ｑ２２６Ｌ
和 Ｇ２２８ 突变发挥了关键作用， 是跨物种传播的先决

条件［１，２２－２３］。 在 ２０１６—２０２０ 年我国流行的 Ｈ９Ｎ２ 亚

型 ＡＩＶ 中， ９９􀆰 ５％毒株 ＨＡ 蛋白 ２２６ 位为 Ｌ， 表明当

前我国流行毒株普遍增加了病毒跨宿主感染哺乳动物

的风险［２４］。 本研究中 ＳＤ－３２２０、 ＳＤ－３２９７、 ＳＤ－Ｂ４０、
ＨＮ２ 毒株的 ＨＡ 蛋白发生了 Ｑ２２６Ｌ 突变， 推测可能

具有感染人的潜在风险， 但 ６ 株病毒的 ２２８ 位并未发

生突变。 有研究表明， Ａ１９０Ｖ 突变可以增强病毒对

宿主细胞膜的吸附能力及在小鼠体内的复制能力［１０］。
ＨＡ 蛋白的 Ａ１９０Ｖ 突变不影响病毒与受体结合特异

性， 但会增强与小鼠和人类肺组织细胞受体结合的亲

和力， １９０Ｖ 对人类具有高度亲和力， １９０Ｔ 次之，
１９０Ａ 最低。 同时， ＨＡ 蛋白的 Ａ１９０Ｖ 突变也是 Ｈ９Ｎ２
亚型 ＡＩＶ 跨越物种屏障感染哺乳动物的重要决定因

素之一［１０，２５］。 在本研究中， ＳＤ－３２２０、 ＳＤ－３２９７ 和

ＳＤ－Ｂ４０ 的 １９０ 位为 Ｔ。 ＳＣ－Ｂ４４ 和 ＨＮ１ 毒株的 ＨＡ
蛋白发生了 Ａ１９０Ｖ 突变， 病毒与小鼠和人肺组织细

胞受体结合的亲和力较强， 存在引起流感大流行的

风险。
ＨＡ 蛋白的糖基化对防止病毒蛋白被水解、 阻碍

宿主抗体识别、 维持蛋白三维结构的稳定性等方面发

挥着重要作用［５，２１，２６］。 本研究中 ＨＮ１ 和 ＳＣ－Ｂ４４ 毒株

的 ＨＡ 蛋白发生了 Ｓ ／ Ｄ１３７Ｎ 突变， 增加了这一糖基

化位点， 可能导致毒力增强及抗原变异［２７］。 本研究

中所有毒株均有 １３３ 位糖基化位点， 可以增强病毒对

ＳＰＦ 鸡的毒力、 组织脏器复制能力、 病理损伤及体外

排毒［２８］， ＳＤ － ３２２０、 ＳＤ － ３２９７、 ＳＤ －Ｂ４０ 毒株拥有

３０５ 位糖基化位点， 但 ２１０ 位糖基化位点缺失。 ＨＡ
蛋白 ３０５ 位和 ２１０ 位糖基化位点的增加可以提高病毒

与宿主受体的结合能力［２９］。 ＨＡ 蛋白第 ２１０ 位糖基化

位点的缺失降低了病毒结合鸡红细胞的能力， 提高了

病毒 ＨＡ 蛋白的热稳定性及病毒对鸡胚的致死性［３０］。
ＮＡ 蛋白茎部的氨基酸缺失可扩大 Ｈ９Ｎ２ 亚型

ＡＩＶ 的宿主范围， 对小鼠更易感， 还可以影响病毒的

毒力［３１］。 本研究中的 ６ 株病毒的 ＮＡ 均有 ６２ ～ ６４ 位

氨基酸的缺失， 这也可能是我国 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 在我

国广泛流行传播的原因之一。 ＮＡ 茎部缺失可能是

Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 适应性突变其中的一种。 ＳＤ－Ｂ４０、
ＳＤ－３２９７ 和 ＳＤ－３２２０ 增加了 ３６８ 这一糖基化位点。
除了 ＨＮ２ 毒株， 其余毒株失去了 ４０２ 这一糖基化位

点， ２ 个糖基化位点对病毒的影响需要进一步研究。
根据红细胞结合位点分析， ６ 株病毒的 ４３１～４３３ 位点

较为保守， 而 ３６８ 和 ３６９ 位氨基酸变化较大。 在亚洲

分离的 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 的红细胞结合位点一直处于特

定的选择压力下， 因此会产生累积突变， 从而提高了

病毒的适应性［２５］。
随着对 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 研究的深入， 发现了

Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 的宿主范围不断扩大， 其具有内部基

因较高的相容性， 从而致使其在哺乳动物中的致病性

和传播性都在不断增强［２３］。 本研究的 ６ 株 Ｈ９Ｎ２ 亚

型 ＡＩＶ 均为 ＬＰＡＩＶ， 其 ＨＡ 和 ＮＡ 蛋白发生了哺乳动

物适应性突变， 增强了对哺乳动物甚至对人的易感

·６９· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２４　 Ｖｏｌ􀆰 ５６　 Ｎｏ􀆰 ２



性。 因此， 我们需要对 Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 的跨物种传播

的能力保持充分警惕， 并采取更多预防措施来防止

Ｈ９Ｎ２ 亚型 ＡＩＶ 的传播， 减少对家禽及人类的威胁。
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