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甲型流感病毒基因变异与生存选择压力 

相关性分析 

周晓明 赵慧芳 陆嘉良 潘浩 徐眉 赵根明 姜庆五 汪华 俞顺章 

基 础 论 著 

【摘要】 目的 研究甲型流感病毒基因变异与生存选择压力的关系，指导保守疫苗靶位点的寻 

找。方法 选择相同血凝素(HA)血清型具有全基因组序列的分化距离较近的多个流感病毒株系， 

利用 Blast2程序计算各株系之间的核酸保守性、蛋白质保守性 、变异核苷酸在密码子序位中的频率 

以及生存选择压力指数 ，分析与生存选择压力指数 的相 关性 。结果 HA基 因较其他基 因 的核酸保 

守性为显著低 ；HA抗原蛋 白质保守性 与 NS基因同为较低 ；HA基因受生存 选择压 力作 用 ；NS、聚合 

酶 B1(PB1)基 因受选择压 力较小 ；NA、核蛋 白(NP)基 因受选择 压力较 大 ；生存 选择压力 指数 与核苷 

酸第 3密码子位点变异频率完全相关 。结论 流感病 毒基 因变异受 复制 机制形成差异和生存选 择压 

力淘 汰差异双重作用影响 ；各基因在 流感病 毒生物功 能 中地 位不 同，NA、NP基 因保 守性较 强 ，适 宜 

作 为疫苗靶位点候选 ，HA基 因相 比较具 有一定 的保守性 ，有 望寻找 到保 守 区段 ，NS、PB1基 因保 守 

性较弱 ，不宜作 为靶位点。 
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[Abstract] Objective Study the relationship between type A influenza virus genetic variation 

with survival selective pressure， help for the finding of possible vaccine conserved antigen target
． 

Methods Select seven strains of same HA (Hemagglutinin)serotype，regional and isolation time 

closely related type A influenza virus with full HA gene coding sequence；use Blast2 program to ealeu 

late the parameter of nucleotide conservative，amino acid conservative． mutation ratio of codon 3rd 

over non 3rd loeus，survival selective pressure indicator of these virus strains；analysis the parameters 

relationship with survival selective pressure indicator． Results Nucleotide conservative of H A gene is 

significantly lower than that of other genes；amino acid conservative of H A gene is similar with NS 

gene，all lower than that of other genes：genetic variation of HA gene is under survival selective pres— 

sure；selective pressure toward NS，PB1 gene is relatively lower than that toward NA ，NP gene；sur— 

vival selective pressure indicator is strongly correlated with m utation frequency upon codon 3rd locus
． 

Conclusions Genetic variation of influenza virus is determined both by mechanism of relax replication 

model and survival selective pressure；genetic conservative of each gene is different，NA， NP gene 

could be selected as possible vaccine target for their relative high conservative．HA gene possesses me 

dium genetic conservative with prospective of finding more conserved epitope region within its full se— 

quence·NS，PB1 are not recomm ended as vaccine candidate for their relative lOW genetic conservative
．  
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流感病毒可 以引起人类 吸道疾病 ，虽然直 

接的病死率不高 ．但是发病率极高．发病 人群可达 

80 ～90 ‘．对一些特殊人群因免疫力下降导致 

并发症致死的比例也可达 1／1 500。由于流感病毒 

经常发生抗 原漂 移 ．迄 今为止缺 少有 效的防治措 

施 。因此经常发生 规模大小不等的暴发流行．其传 

播途径 尚不清楚 ．可能有跨物种传播或是区域扩散 

传播 ：。 

血凝素(HA)抗原是 甲型流感病毒 的表 面抗 

原。中和该抗原可导致对流感病毒感染的免疫。不 

同流行期检测 到 HA抗 原存在差异 。使前次获得 

的免疫对 本次流行 的 HA抗 原无效 ．形成抗 原漂 

移现 象 。对于流感病毒 HA抗 原漂移的原因． 

一 种学说认为归因于 RNA病毒 的松弛复制机制． 

导致 HA基因的突变率增高 ‘。由于已检测 了较 

多株系流感病毒的全基因序列．我们分析了这些株 

系的基因保守性 ．认 为 HA抗原漂移不但 与 RNA 

病毒松弛复制机制有 关．可能 j HA 基因正常生 

命功能的生存选择 力也有 笑系。根据 HA基因 

同时受生存选择压 J的理论 ．有 获得针对性较强 

的抗体用 j 流感病毒的防治。 

材料 和方 法 

- - 一

、 甲型流 感病 毒 株 系与 摹 冈组 全 序列 的 

获 得 

株系 基因组全 列源 f美国国家生物技术 

信息中心(NCB1)的基因数据唪．通过分类检索．选 

择具有基因组全序列公布的 、同一宿 主来源的、同 

一 【1Ⅱ清型、同一区域以及分离时间接近的甲型流感 

病毒株系进行分析 。 

二、核酸同源序列保守性 比较 

使用 NCBI网页提 供的 Blast 2(Blast 13)程 

序 两两比较 同源的核酸片段．列出各序列差异核 

苷酸的总数以及差异核苷酸的位置 。 

三、蛋白质 同源守列保守性 比较 

使用 NCBI网 页提供 的 Blasl 2(Blast P)程 

序 。输入需比对的流感病毒株系基因翻译多肽的 

蛋 白质编 码。并选择 Matrix替代矩 阵 Blosum 62 

对蛋白质序列保守性进行比对 。 

四、变异核苷酸位置的确定和统计 

根据 Blast 2-Blasl n程序给 出两对核酸序 列 

的 比对 图．由 核 酸 序 列 基 因 库 表 述 格 式 中 的 

FEATURES／CDS／Codon—Start的 注释项 确 定 密 

码子起始位 置．根据 FEATURES／CDS注释项 确 

定密码子的终止位置，统计各变异核苷酸位置在密 

码子的第 1 12／3位置出现的频数，在编码序列以外 

的变异核酸统一计算为非编码变异核酸 。总变异 

碱 基数 与 总 核酸 长 度 的 比值 称 为 核 酸 保 守性 

cn ，总变异氨基酸数与总蛋白长度的比值称为蛋 

白质保守性 cp 。 

五 、选择压力(粗)指数 

无选择压力时，任意核苷酸碱基的变异均会反 

映到蛋白质的序列变异 中，由于三联体密码子通常 

第三位的变异不影响编码氨基酸(粗 )。因此 2(1一 

cn )／(1一cp )一 1；如果存在选择压力。某些导 

致蛋 白质 变 异 的碱基 变 异 会在 选择 中被 淘汰 ． 

2(1一CFI ) (1一cp )> 1。碱基第三位 变异的 

比例高于第一和第二位；选择压力越高．观察到的 

，营、变异频 率 越 低。选 择 压 力指 数 以 K 一 (1一 

cp )／ r2(1一cn )]．K 值在 1～0之 间；K 值越 

小．选择压力越大。 

六 、统 汁分析 

使用 SI SS 8．0程 序作相关性分析 和显 著性 

检 验 

结 果 

一

、 选择进行分析的甲型流感病毒株系 

根据选择 甲型流感病毒株系需具有基 因组 全 

序列、同 一宿主来源、同一血清型、同一区域来源以 

及分离时 间接 近的特点 实 际选择 待分 析株 系为 

H1N2血清型 、猪源 、明尼苏达州 2001年分离获得 

的 7个流感病毒株 系．分别为 A／Sw MN 163567 

0l(H lN2)、A／SW M N／16419／01(H1N2)、 A／ 

SW／M 1 7138／O1(H1N2)、A／SW／MN／22860一 

S／01(H1N2)、A／sW MN／22860一T／01(H1N2)、 

A／Sw／M 231 24-S／01(H1N2)、 A／SW ／MN／ 

23124一T／O1(H1 N2)；分析基 因 分别为 HA、神经 

氨酸酶 (NA)、核心蛋白(NP)、非结构蛋 白(NS)、 

聚合酶 A(PA)、聚 合酶 B1(PB1)、聚 合 酶 B2 

(PB2)。 

二、核酸碱基的保守性 

见表 1。 
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表 1 流感病毒各 基因片段核苷酸保 守性 

三、蛋白质的保守性 

见表 2。 

表 2 流感病毒各 基因片段 蛋白质保守性 

四、核苷酸变异位置及百分比统计 

见 表 3。 

表 3 流感病毒各 基因 片段核苷酸在密码子各位置 

变异 频率 

五、生存选择压力指数比较 

见表 4。 

表 4 流感病 毒各基因片段生存选择压力指数 ( ) 

讨 论 

流感病毒 HA抗原 经常发生漂移 ，各来 源分 

离获得的甲型流感病毒即使血清型为同一 HA 亚 

型．免疫作用仍不相同，因此使 用减毒活疫苗进行 

免疫接种为达到较好 的效果 ，需每年监测流感病毒 

HA亚型及具体株系的血清抑制效价 ，选择相应株 

系制备当年度的疫苗 。 

对于 HA抗原 漂移的原 因，根据血清分 型 的 

结果有多种假设，包括物种相互 间的传播，流感病 

毒重组 等，也 有推 测源于 RNA病 毒复制 的松弛 

性 ]，但仅根据血清分型的结果不足以进行判断。 

HA抗原漂移如 果是由 RNA病毒 复制松 弛 

性导致，HA抗原和其他节段基因会发生同样频率 

的变异 ；但是 NP基因等与 HA基因的保守性是不 

同的．因此单是 RNA病毒 的复制松弛性不足以解 

释 HA抗原漂移特性。可 以辅助该假设的为流感 

病毒各基 因还承受生存选 择压力；由于 HA抗 原 

除重要的抗原表位外，有较大片段对其生物活性没 

有影响，因此可以积 累较多 的变异点形成漂移 ，而 

其他抗原可能生物功能更重要 ，而不能积累较多的 

变异。 

因为 HA抗原漂 移的原 因，迄今为止仍 不明 

白其中保守性的片段 。如果 HA抗原 同时也 承受 

生存选择压力 ．则有望找到 HA 的保守片段 ，可用 

于进行基 因工 程抗原抗体 的研究 。另外，如 HA 

抗原保守性较小、则通过研究流感病毒其他基 因的 

保守性 ，可研究针 对高保守性 病毒基因 的抗 原抗 

体，虽然有可能不能阻断病毒的感染，但可能以阻 

断病毒生活史的方式实现对流感病毒的免疫 ]。 
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本研究中．选择同血清型 、同一宿主来源 、同一 

区域来源以及同年度来源的病毒株 系 目的为排除 

其他因素的影响．着重研究生存选择压力与基因核 

酸和蛋白质保守性的关系。根据本文采取的生存 

选择压力指数的计算方式，以病毒株系分化亲缘关 

系较近的计算较为准 确；因亲缘分化距 离远 离后 ， 

核酸的突变率不能视为 自主突变率，因此不能用于 

计算生存选择压力。根据基 因库中所 能找到的满 

足要求的流感病毒株系，选择其中最大的 1组 7个 

流感病毒株系进行分析 。 

根据核酸保守性分 析，HA的保守性较低 ，为 

93．6 ，其 他 6个基因保守性为(97．75±0．6) ， 

显示各基因遵从同样的复制机制，HA可能有不 同 

的复制原理；蛋白质保守性分析 ．HA 与 NS的保 

守性较低 ，平均为(94．1±1．2)0 0．其他 4个基因保 

守性为(98．4±0．6) ．与 HA和 NS的有显著差 

异 ；计算生存选择压力 ．NA最高为 0．21，显示其在 

流感病毒生命史中的核心作用 ．NS以及 PB1分别 

为 0．76和 0．61．还 大于 HA基 因的 0．52．显 示 

HA仍具有一定的保守性 ．PA 以及 PB2的选择压 

力接近于 HA基因．NP基因选择压力 为 0．28与 

NA基因并列为流感病毒最重要的基因之一 。 

生存选择压力越高．则观察到的蛋 白质保守性 

以及核酸在第 3密码子位置的变异频率越高．因核 

酸在其他密码子位置 的突变会导致 蛋白质改变 以 

及在生存选择 中被淘汰。生存选择 压力与核酸保 

守率无关 ，其取决于复制机制 的错误率 。上述研究 

表明生存选择压力与核酸保守率相关性 为 0．423 

没有关系，与核酸第 3密码子位置变异频率相关性 

为 0．996有显 著关系．与蛋 白质保守率相 关性为 

0．669有一定 的关系。 

根据本文研究指出，HA抗原基因较流感病毒 

其他基因可能具有不同的复制机制 ，并受生存选择 

压力限制，具有一定 的保守性；流感病毒最保守 的 

基因为 NA基因和 NP基因，是有希望的流感病毒 

疫苗的靶位点。NS及 PB1基因不适宜作为疫苗 

位点考虑 。流感病毒 的抗原 漂移 主要源于 RNA 

病毒复制的松弛机制导致 的变异和生存选择压力 

对部分非保守性序列的淘汰达成的平衡所决定 ，对 

HA抗原可能找到其 中重要 的保 守性 的抗原表位 

片段 。 
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《医院感染管理与监控》系列教材(VCD)出版 

由解放军总医院制作的《医院感染管理与监控》系列教材已由中华医学电子音像出版社出版发行 。 

本系列教材为医学操 作教学片 。本套 光盘共 7盘 ．分别 为 中心 供应室感 染管理 与监 控；产房、婴 儿室及 母婴 同室感染 

管理 与监控 ：血液净化中心感染管理 与监控 ；手术室感染管理 与监控 ；重症 监护病 房感 染管理与 监控 ；骨髓 移植 室感 染管理 

与监 控 ；抗菌药物的合理应用 。 
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