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２００８～２００９年南宁市季节性Ｈ１Ｎ１亚型流感

病毒血凝素ＨＡ１基因变异分析

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　　摘　要：目的　分析南宁市２００８～２００９年度流行性感冒的病原学监测结果，探讨其季节性 Ｈ１Ｎ１亚型流感病流行情况和

ＨＡ１基因变异规律及进化趋势。方法　根据流感病原学监测和疫情挑选２００８～２００９年中分离到的季节性 Ｈ１Ｎ１亚型毒株２０

株（每年１０株），提取病毒ＲＮＡ，采用ＲＴＰＣＲ扩增病毒 ＨＡ基因后进行核苷酸序列测定，利用 ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ９．０分析处理，并与

ＷＨＯ推荐疫苗株进行比对，用 Ｍａｇｅ４．１构建系统进化树。结果　２００８～２００９年南宁市季节性流感流行主要集中在夏秋季节，

Ｈ１Ｎ１成为２００８年度的优势毒株。进化树分析表明，南宁市２００８～２００９年毒株被分为２个分支（Ⅰ和Ⅱ），Ａ／Ｓｏｌｏｍｏｎ／３／２００６

和Ａ／Ｂｒｉｓｂａｎｅ／５９／２００７分别分布在分支Ⅰ和Ⅱ内。对 Ｈ１Ｎ１ＨＡ１氨基酸序列分析表明，２０份毒株二硫键和糖基化位点比较保

守，受体结合位点（ＲＢＳ）和抗原决定簇位点相对活跃，其中ＲＢＳ１８８、１８９、２２２、２２４均发生了不同程度的变异。与Ａ／Ｓｏｌｏｍｏｎ／３／

２００６相比，２００８年毒株抗原决定簇存在４个氨基酸的替换并且分布在两个抗原决定簇区域，２００９年毒株除 Ａ／ｎａｎｎｉｎｇ／４７３／

２００９外，抗原决定簇区氨基酸变异未达到４个。结论　南宁市２００９年Ｈ１Ｎ１流感病毒ＨＡ１基因特性与Ａ／Ｂｒｉｓｂａｎｅ／５９／２００７疫

苗株接近，２００８年毒株与两疫苗株相比变异较大，这可能是导致２００８年南宁市 Ｈ１Ｎ１亚型流感病毒流行强度明显增加的原因。
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　　流行性感冒是由流感病毒引起的急性呼吸道传染病，流感

病毒分为 Ａ、Ｂ、Ｃ３种型别
［１］。血凝素（ＨＡ）和神经氨酸酶

（ＮＡ）是流感病毒主要表面抗原，尤其是 ＨＡ基因具有高度易

变性，是流感病毒发生抗原性漂移的主要原因［２］。流感病毒的

ＨＡ基因在病毒受体识别和复制中起重要作用，它不仅与机体

免疫密切相关，而且还是流感病毒发生抗原性变异的分子基

础。研究表明中和抗体针对的抗原位点和受体结合位点

（ＲＢＳ）都位于 ＨＡ蛋白分子的头部重链区（ＨＡ１）
［３］。本研究

通过分析２００８～２００９年度南宁市季节性 Ｈ１Ｎ１流感病毒的流

行和 ＨＡ１基因的变异情况，有助于掌握流感病毒进化方向和

流行动态，为及时掌握本地区流感病毒活动动态，及早预测预

警流感疫情提供实验信息和依据。
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１　资料与方法

１．１　一般资料　２００８～２００９年南宁市流感病毒监测哨点医

院采集到的流感样病例咽拭子，流感疫情采集到的流感样病例

鼻咽拭子。

１．２　方法

１．２．１　病毒分离培养　将鼻咽拭子标本接种于狗肾传代细胞

（ＭＤＣＫ）进行流感病毒分离培养。根据采样时间，２００８年和

２００９年各选取１０株季节性 Ｈ１Ｎ１亚型流感毒株进行序列测

定分析。

１．２．２　病毒ＲＮＡ的提取和 ＨＡ基因全长扩增　用ＱＩＡＧＥＮ

ＲｎｅａｓｙＭｉｎｉｋｉｔＲＮＡ提取试剂盒提取２０份毒株ＲＮＡ，方法

按试剂盒说明书。取５μＬＲＮＡ模板，用引物 Ｈ１Ｎ１ＨＡＦ：

５′ＡＧＣＡＧＧＧＧＡＡＡＡＴＡＡＡＡＭＣＡＡＣＣ３′进行反转录，

条件为：２５℃１０ｍｉｎ，４２℃１ｈ，９８℃５ｍｉｎ，冰上冷却。取５

μＬｃＤＮＡ为模板，分别用 Ｈ１Ｎ１ＨＡＦ和 Ｈ１Ｎ１ＨＡ９９１Ｒ：

５′ＣＡＣＴＣＴＣＣＴＡＴＴＧＴＧＡＣＴＧＧＧＴＧ３′，以及Ｈ１ＨＡ

Ｆ７６８：５′ＡＣＴＡＣＴＧＧＡＣＴＣＴＧＣＴＧＧＡＡＣ３′和 Ｈ１Ｎ１

ＨＡＲ：５′ＴＴＣＴＧＡＡＡＴＴＣＴＧＧＴＣＴＣＡＧＡＴＧＣ３′引

物分别进行ＰＣＲ，ＰＣＲ条件为：９５℃３ｍｉｎ，（９４℃４０ｓ，５２℃

４０ｓ７２℃１ｍｉｎ）３５个循环，７２℃１０ｍｉｎ，５０μＬ体系，以上反

转和ＰＣＲ试剂均购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ。

１．２．３　ＨＡ基因测序和分析　ＰＣＲ产物送北京诺赛基因组研

究中心有限公司进行纯化和测序，测序结果采用 ＶｅｃｔｏｒＮＴＩ

９．０软件进行分析。将获得的 ＨＡ１氨基酸序列与 ＷＨＯ推荐

的北半球 Ａ亚型疫苗株 Ａ／Ｓｏｌｏｍｏｎ／３／２００６（２００７年１１月至

２００８年４月，ＡＢＵ５０５８６）和 Ａ／Ｂｒｉｓｂａｎｅ／５９／２００７（２００８年１１

月至２０１０年４月，ＡＣＡ２８８４４）进行比对，并用 Ｍｅｇａ４．１软件

构建系统进化树。

２　结　　果

２．１　２００８、２００９年南宁市 Ｈ１Ｎ１亚型流感病毒流行情况　

２００８、２００９年南宁检测标本分别为８４９份和８６３份，流感病毒

分离培养阳性率为８．００％和２６．６５％，２００８年以季节性 Ｈ１Ｎ１

（４７．６％）和 Ｈ３Ｎ２（３２．３５％）为主，２００９年以 Ｈ３Ｎ２（６２．６１％）

为主，Ｂ型流感病毒（２０．８７％）其次。南宁市流感流行主要集

中在夏秋季节，２００８年和２００９年分别在７月和９月达到病毒

分离高峰。见图１。

图１　　２００８、２００９年南宁市季节性流感毒株分离分布

２．２　核苷酸序列测定结果及氨基酸进化树分析　２００８～２００９

年２０株Ｈ１Ｎ１亚型流感病毒ＨＡ全长１６９８ｂｐ翻译成５６６个

氨基酸，ＨＡ１长为３２５个残基。将２０株Ｈ１Ｎ１流感病毒ＨＡ１

蛋白与北半球疫苗推荐进行比对。２０株 Ｈ１Ｎ１聚成２个大的

类群，其中Ａ／Ｓｏｌｏｍｏｎ／３／２００６与２００８年的毒株形成类群Ⅰ，

而Ａ／Ｂｒｉｓｂａｎｅ／５９／２００７与２００９年的毒株形成类群Ⅱ，两疫苗

株分别在类群中形成独立的亚分支。

２．３　Ｈ１Ｎ１亚型流感病毒 ＨＡ１氨基酸序列变异及蛋白质分

子结构变化分析

２．３．１　ＨＡ１蛋白分子二硫键的变异和糖基化位点的变异情

况　Ｈ１Ｎ１血凝素的基因翻译后经过剪切，５２与２８４、６５与

７７、１００与１４５、２８９与３１３的半胱氨酸Ｃ间形成二硫键
［４］。南

宁市２００８～２００９年２０株 Ｈ１Ｎ１二硫键形成位点未发生氨基

酸水平的插入、替换或缺失。ＨＡ蛋白潜在的糖基化位点序列

为ＮＸＴ／Ｓ
［５］。对糖基化位点分析发现，两疫苗株在 ＨＡ１区

有８个糖基化位点，２０份本地毒株除 Ａ／ｎａｎｎｉｎｇ／６２１／２００８氨

基酸发生突变（Ｎ５４Ｋ），减少一个糖基化位点。其他毒株糖基

化位点相对保守，未发现氨基酸替换。

表１　　２００８～２００９人类季节性 Ｈ１Ｎ１流感病毒 ＨＡ１

　　受体结合位点变异情况位点比对

毒株

受体绑定位点

１３０位环

１３１

１９０位环

１８８ １８９ １９２ １９３

２２０位环

２２２

Ａ／Ｓｏｌｏｍｏｎ／３／２００６ Ｖ Ｒ Ａ Ｈ Ｔ Ｒ

Ａ／Ｂｒｉｓｂａｎｅ／５９／２００７ － Ｋ － － － Ｑ

Ａ／ｎａｎｎｉｎｇ／４６７／２００８ － Ｍ Ｔ － Ｋ Ｑ

Ａ／ｎａｎｎｉｎｇ／４６８／２００８ － Ｍ Ｔ － Ｋ Ｑ

Ａ／ｎａｎｎｉｎｇ／４９４／２００８ － Ｍ Ｔ － Ｋ Ｑ

Ａ／ｎａｎｎｉｎｇ／５４６／２００８ － Ｍ Ｔ － Ｋ Ｑ

Ａ／ｎａｎｎｉｎｇ／５５１／２００８ － Ｍ Ｔ － Ｋ Ｑ

Ａ／ｎａｎｎｉｎｇ／５７２／２００８ － Ｍ Ｔ － Ｋ Ｑ

Ａ／ｎａｎｎｉｎｇ／５８０／２００８ － Ｍ Ｔ － Ｋ Ｑ

Ａ／ｎａｎｎｉｎｇ／５９５／２００８ － Ｍ Ｔ － Ｋ Ｑ

Ａ／ｎａｎｎｉｎｇ／６２１／２００８ － Ｍ Ｔ － Ｋ Ｑ

Ａ／ｎａｎｎｉｎｇ／６５６／２００８ － Ｍ Ｔ － Ｋ Ｑ

Ａ／ｎａｎｎｉｎｇ／０３９／２００９ Ａ Ｋ Ｔ － － Ｑ

Ａ／ｎａｎｎｉｎｇ／１７９／２００９ － Ｋ Ｔ － － Ｑ

Ａ／ｎａｎｎｉｎｇ／２２５／２００９ － Ｋ Ｔ － － Ｑ

Ａ／ｎａｎｎｉｎｇ／４４７／２００９ Ｔ Ｋ Ｔ － － Ｑ

Ａ／ｎａｎｎｉｎｇ／４７３／２００９ － Ｋ Ｔ － － Ｑ

Ａ／ｎａｎｎｉｎｇ／５４６／２００９ Ａ Ｋ Ｔ － － Ｑ

Ａ／ｎａｎｎｉｎｇ／５９２／２００９ Ａ Ｋ Ｔ － － Ｑ

Ａ／ｎａｎｎｉｎｇ／６３２／２００９ Ａ Ｋ Ｔ － － Ｑ

Ａ／ｎａｎｎｉｎｇ／６６２／２００９ － Ｋ Ｔ Ｎ － Ｑ

Ａ／ｎａｎｎｉｎｇ／７９７／２００９ Ａ Ｋ Ｔ － － Ｑ

　　－：表示未检出。

２．３．２　ＨＡ１蛋白分子上受体结合位点（ＲＢＳ）的变异情况　

ＨＡ上的受体结合位点位于头部末端（ＨＡ１部分），每个 ＨＡ
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单体上有３个二级结构分别是１９０螺旋，１３０环，２２０环
［６］。

ＨＡ１编码序列受体结合位点变异情况见表１，在３个二级结构

中１９０的Ｒ１８８Ｍ（Ｒ１８８Ｋ）、Ａ１８９Ｔ、Ｈ１９３Ｎ、Ｔ１９３Ｋ氨基酸位

点均发生了整体的替换；２２０位环２２２位点在２００８～２００９年

的毒株以及Ａ／Ｂｒｉｓｂａｎｅ／５９／２００７中均为氨基酸 Ｑ；另外，２００９

年的毒株中已有多个毒株１３０位环的１３１位点发生 Ｖ１３１Ａ

（Ｖ１３１Ｔ）的替换。

２．３．３　ＨＡ１蛋白分子上抗原决定簇位点的变异情况　Ｈ１Ｎ１

流感病毒ＨＡ１蛋白有４个抗原决定簇分别为Ｃｂ、Ｓａ、Ｓｂ和Ｃａ

区［７１０］。通过对抗原位点的统计和分析，４７个抗原位点有多个

发生了变化，其中Ｓｂ、Ｃａ、Ｃｂ位点相对活跃，而Ｓａ位点相对保

守。在发生氨基酸变异的抗原位点中，相对于Ａ／Ｓｏｌｏｍｏｎ／３／

２００６或Ａ／Ｂｒｉｓｂａｎｅ／５９／２００７毒株，２０份毒株的 ＨＡ１发生替

换的是Ｓｂ位点：１８５、１８８、１８９、１９２；Ｃａ位点：１４１、１６７；Ｃｂ位

点：７３；Ｓａ位点未发生氨基酸变异。２００８年的１０份毒株在

１８８、１８９、１９３位点与两疫苗株均不同；２００９年毒株除个别毒株

外，在１８５、１８９、１４１位点与 Ａ／Ｂｒｉｓｂａｎｅ／５９／２００７相比发生了

整体的变异，另外 Ａ／ｎａｎｎｉｎｇ／４７３／２００９和 Ａ／ｎａｎｎｉｎｇ／６６２／

２００９分别在发生 Ｈ１９２Ｎ、Ｎ１６７Ｋ点变异。

３　讨　　论

通过对本地检测标本统计分析，２００８～２００９年南宁流感

流行主要集中在夏秋季节，Ｈ１Ｎ１和 Ｈ３Ｎ２交替成为２００８年

和２００９年的优势毒株。以上年度的Ｈ１Ｎ１血凝素基因重链区

进化树显示，Ａ／Ｓｏｌｏｍｏｎ／３／２００６与２００８年毒株属于分支Ⅰ，

而Ａ／Ｂｒｉｓｂａｎｅ／５９／２００７与２００９年毒株属于分支Ⅱ。Ａ／Ｂｒｉｓ

ｂａｎｅ／５９／２００７作为２００８年１１月至２０１０年４月疫苗推荐毒

株，与２００８年毒株相距较远。本地毒株ＨＡ１氨基酸序列二硫

键和糖基化位点比较保守；而 ＨＡ１蛋白上的受体结合位点则

相对活跃，其中１９０位环氨基酸位点变异最大，尤其是在１８８

位和１８９位为高突变位点，但１８８位和１８９位氨基酸位点并不

直接与宿主受体唾液酸发生结合，因此这些变化可能不影响

ＲＢＳ与受体结合的亲和力
［１１］。Ｖｉｎｅｓ等

［１２］通过氨基酸定点替

换实验证明了流感病毒ＲＢＳ第２２２位和２２４位氨基酸的变化

决定了病毒感染宿主的特异性。当 Ｈ３病毒的 ＨＡ同时发生

Ｌ２２２Ｑ、Ｓ２２４Ｇ突变时，可使感染人的 Ｈ３流感病毒能够感染

禽类。本实验当中 Ｈ１Ｎ１病毒的ＲＢＳ的２２２和２２４位点分别

为Ｑ和Ｇ，这种替换是否影响病毒感染宿主的特异性，尚有待

考证。流感病毒 ＨＡ１蛋白上的抗原决定簇的变异情况是评

价该毒株是否有流行病学意义的关键因素，新变种必须具备在

其 ＨＡ区抗原位点有４个以上氨基酸突变，而且必须分布在２

抗原决定簇区［１３］。分析表明，２００９年毒株除 Ａ／ｎａｎｎｉｎｇ／４７３／

２００９外，与对应的疫苗株相比抗原决定簇区氨基酸变异未达

到４个；２００８年毒株与 Ａ／Ｓｏｌｏｍｏｎ／３／２００６相比则存在４个

氨基酸的替换并且分布在两个抗原决定簇区域。因此，可以推

测，２００８年根据 ＷＨＯ疫苗推荐株生产的疫苗对该年南宁市

Ｈ１Ｎ１亚型流感预防效果可能并不理想，这将导致２００８年南

宁市 Ｈ１Ｎ１亚型的流行的强度明显增加。而经历了２００８年

的流行后，人群中有了保护抗体，同时 Ｈ１Ｎ１疫苗及时更新，

使得 Ｈ１Ｎ１在２００９年流行强度有了明显下降。
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