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流感病毒变异及流感监测技术

马鑫 1, 2( 综述) , 郑玉建 1( 审校)

摘要 : 流感与禽流感病毒的类型繁多 , 极易产生变异 , 其监测技术是预防和控制流感流行的重要

途径。本文对不同流感病毒的变异类型及其机制进行了分析 , 介绍了流感病毒监测的常用技术 , 讨

论了生物学技术和地理信息系统监测技术及其应用前景。
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Abstract: The influenza and avian influenza are two kinds of important human and animal diseases.

The viruses of these diseases have numerous types and can easily mutate, so the monitoring technology

was vital to the disease prevention and control. The paper not only analyzed the mutation type and

mechanism of influenza virus, but also introduced several common monitoring technologies on influenza

virus. At last, the advantages, disadvantages and application prospect of these monitoring technologies

were discussed in this paper.
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流行性感冒( 流感) 是由流感病毒引起的急性呼

吸道传染病, 以其病原的易变性和疾病的传播速度

快而著称。流感不同于普通感冒: 流感的病原是流感

病毒, 普通感冒的病原除了鼻病毒外 , 还有呼吸道合

胞病毒( RSV) 、腺病毒以及细菌等微生物。流感发生

突然, 常以流行形式出现, 传播迅速, 波及面广, 发病

率高。

1 流感流行与病毒变异

流感病毒最显著的特点是极易发生变异, 其抗

原性变异的频率之高、幅度之大是自然界其他生物

无法比拟的。变异可使其逃避宿主免疫的识别与清

除, 从而能多次反复有效地突破人群的免疫屏障, 引

起流感流行。

1.1 病毒亚型多 , 易变异和重组 流感病毒以其基

因快速突变、表面抗原频繁变异而引起每年新的流

行。抗原性变异是 A 型流感病毒的自然变异,分为抗

原漂移和抗原转移[1], 变异率最高的是血凝素( HA) ,

其次是神经氨酸酶( NA) 。由于人群对新亚型病毒没

有免疫力, 也没有疫苗可以进行保护 , 因此导致了历

史上几次高致病性流感的大流行。

流感病毒血凝素蛋白糖基化的主要作用是稳定

血凝素蛋白结构, 防止血凝素被水解以及阻碍抗体

的识别。这一变化对病毒的繁殖、致病性和抗原性变

化有一定影响。H3N2 亚型流感病毒的 HA 与流感的

发生和流行最为密切, 其血凝素基因序列每年都发

生改变。H3N2 毒株的 HA1 通过同时出现多个抗原

位点变化, 或多个抗原位点逐渐变化以及单个抗原

变化加受体改变而引起 H3N2 流行。虽然多个抗原

位点的改变才能最终引发流行株的产生, 但伴随抗

原位点出现或在其改变前累积的非抗原位点在多数

毒株中出现并维持, 提示这些非抗原位点改变具有

一定的生物学意义[2]。Wolf 等[3]研究认为 H3N2 流行

高峰的间歇期毒株 HA 的突变呈中性变化。对于毒

株多位点非渐进式的改变产生的原因, 一方面是毒

株流行后人群的免疫压力的选择作用, 另一种情况

可能是毒株由其他国家或地区引入。历年来的人流

感病 毒 H3N2 亚 型 的 起 源 和 进 化 分 为 两 个 分 支 谱

系 , 并在 1984/1985 年进行了交替转换 ; 且有一部分

人的 H3N2 亚型分离株其 HA1 核 苷酸序列与 猪分
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离株的进化亲缘关系最为接近[4]。

1.2 流感进化速度加快 H5N1、H7N7、H9N2 等病

毒通过在动物体内感染后不断进化, 成为人畜共患

的高致病性流感病毒。

张欣等[5]( 2006) 发现标准血清对大部分 B 毒株

的抑制效价明显降低 , 其 Victoria 系流感毒株与 B/

浙江/2/01 之间 63.44%毒株的单向血凝抑制效价有

4 倍以上差异, 且 B 型流感毒株的氨基酸替换多数

位 于 抗 原 决 定 簇 。 与 WHO 2006 年 标 准 株 A/New

Caledonia/20/99( H1N1) 相比 , H1 亚型流感毒株的 9

个位于抗原决定簇的氨基酸发生了替换 , 这在 B 型

的基因种系发生树也得到证实。尽管 H1N1 亚型流

感病毒的基因特性与 A/New Caledonia/20/99 有一定

差异 , 但到了 2006 年下半年至 2007 年初 , 由 GD32

演化而来的流行毒株已有 2 个抗原决定簇 Ca1 区和

Sb 区发生氨基酸替换。Victoria 系的 HA1 区基因与

B/HongKong/330/这种变化和 B/Malaysia /2506 /2004

一致, 同时发现人群针对 H1N1 亚型和 B/Victoria 的

抗体水平较低。H1N1 亚型和 B/Victoria 系病毒株发

生的变异, 以及人群保护性抗体水平较低, 共同造成

其当地的流行。事实上, 某一谱系流感病毒的生存周

期是受到多种因素的影响的, 造成了相异谱系新毒

株出现的时间无法预料。

1.3 流感的时空变异 吕常荣等 [6]基 于 ArcGIS 的

空间分析和统计模块, 对全球高致病性禽流感灾害

的时空变异进行分析。发现 2003 年以来全球高致病

性禽流感暴发有 3 个流行高峰期, 正好在 2004 年和

2005 年的冬季。同时全球高致病性禽流感暴发的频

率在最近几年里呈不断上升的趋势, 地理空间范围

也不断扩散, 而且暴发在时间和空间上表现得更加

集中。全球高致病性禽流感分布的总体特征表明在

家禽密度高的区域, 邻近家禽生产地的湖泊和水库

附近, 或者鸟类迁徙路线的交叉处, 特别是那些重迭

的区域可能是高致病性禽流感的多发地区。这说明

野生鸟类中在欧洲高致病性禽流感的传播可能起到

关键性的作用。

2 流感的监测技术

流感监测在低尺度和中尺度上是通过实地进行

的生物学技术为主的监测。 随着技术的进步 , 地

理信息系统 ( geographic information systems, GIS) 等

技术已在流感的监测中发挥着重要的作用。

2.1 生物学技术

2.1.1 病毒细胞培养 病毒分离鉴定方法是从感染

的组织细胞中分离病毒直接进行鉴定。作为一种经

典方法, 其结果可靠 , 但需要的时间较长 , 一般细胞

培养需 3～4 d, 不适合病毒的快速检测。

2.1.2 血清学诊断技术 血清学是检测血清中抗体

的滴度变化。自 1974 年 Jenning 等成功的将酶联免

疫吸附试验( ELISA) 技术用于检测注射流感病毒所

产生的抗体消长规律之后 , Van Deusen 等 [7]( 1983)

建立了平板微量神经氨酸酶抑制试验 ( NI) 试验方

法, 可对多种分离物同时进行抗原分类。此后 ELISA

检测禽流感抗体的标准的以及双抗体夹心酶联免疫

吸附试验( DAS-ELISA) 法的建立 , 大大缩短了禽流

感病毒( AIV) 的诊断时间。中国在 1987 年用 AIV 鸡

胚尿囊液经超速离心、浓缩, 用福尔马林灭活剂制备

了琼脂扩散抗原 , 后又建立了 ELISA 检测法的最佳

条件及其标准[8]。血清学检测主要有:

2.1.2.1 血凝试验( HA) 和血凝抑制试验( HI) HA

试验主要用于检测分离病毒的血凝性; HI 主要用于

鉴定血凝素亚型。禽类血清中非特异性血凝因子, 需

要用受体破坏酶( RED) 或高碘酸钠法去除非特异性

抑制因子。HA 和 HI 特异性好, 常用于鉴定亚型。

2.1.2.2 神经氨酸酶试验( NA) 和 NI 利用 NA 可

测知流感病毒的神经氨酸酶活性。1983 年 Van 等建

立了平板微量 NI 方法, 可对多种分离物同时进行抗

原分类, 成为世界卫生组织推荐用于 NA 亚型分类

的经典技术。

2.1.2.3 琼脂扩散试验( AGP) 应用 AGP 方法可以

检测到所有 A 型禽流感病毒产生的抗体 , 其优点是

简便快捷 , 特异性强 , 不受病毒亚型的限制 , 缺点是

灵敏性较低。中国已建立了 AGP 诊断试剂盒以及聚

丙烯酰胺凝胶电泳技术[9]。

2.1.2.4 ELISA 法 ELISA 已成为禽流感流行病学

普查及早期快速诊断 的最有效和 最实用的 方法之

一。禽流感间接 ELISA 和禽流感抗体 Dot-ELISA 诊

断技术建立之后 , 又建立了流感间接( 重组核蛋白)

ELISA 诊 断 技 术 ( rRNP-ELISA) , 可 以 100%检 出

AGP 阳性以及 HI 疑似阳性的血清样品[10], 是检测 A

型禽流感病毒特异性抗体的一种特异、敏感、快速的

血清学诊断技术。

2.1.2.5 中和试验( NT) NT 是一种经典方法, 如同

时结合运用 H5 型特异的 Western-blot 试验 , 其敏感

性可达 80%, 特异性达 96%。

2.1.2.6 免疫荧光技术 ( IFA) IFA 其敏感性比 HI

高 40～150 倍, 建立在单克隆抗体基础上的免疫荧光
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方法具有实验条件要求低、操作简便等优点。

2.1.3 分子生物学诊断技术

2.1.3.1 聚合 酶 链 反 应( PCR) 诊 断 技 术 反 转 录-

聚合酶链反应( RT-PCR) 技术是目前发展最成熟分

子诊断技术, 具有高度的敏感性和特异性, 并可大大

缩短病毒的检出时间。实时荧光定量 PCR 是在 PCR

反应体系中加入荧光基团, 利用荧光信号积累实时

监测整个 PCR 进程 , 最后通过标准曲线对未知模

板进行定量分析的方法。其敏感性比病毒分离培养

法的敏感性要高 12%～26%。

2.1.3.2 NASBA 法 即 依 赖 核 酸 序 列 的 扩 增

( nucleic acid sequence-based amplification, NASBA) 。

与经典的病原分离方法相比 , NASBA 技术更快、更

容易操作, 可适用于禽流感快速诊断、生产企业和活

禽市场的禽流感的监测、进出境口岸的检验检疫。

2.1.3.3 核酸探针技术 cDNA 探针杂交法因其较

好的特异性和敏感性, 已成为从分子水平探讨 AI 的

发病机制和早期快速诊断的新手段[11]。

2.1.3.4 M 检测法 M 检测法为近期美国食品药物

管理局认证的内源性病毒编码酶检测法。将新合成

的 A- 酮糖 N- 乙酰神经氨酸标记上色素原, 形成 M

底物 , 当存在 A 型和 B 型流感病毒时 , 含有色素原

的底物被病毒的 M 分解 , 释放出色素原 , 可通过光

测定装置进行检测。M 检测不能用于 C 型流感病毒

的检测。

2.1.3.5 基因芯片技术 Li 等[12]( 2001) 建立了用以

鉴别流感病毒型和亚型的 DNA 芯片检测方法 , 从而

达到鉴别型和亚型的目的。香港科技大学最近与一

家基因芯片公司合作 , 成功研制出一种名为“H5 型

禽流感病毒侦测箱”的新试剂。能在 5 h 内测出鸡是

否感染禽流感病毒。

2.1.4 胶体金技术 胶体金是一种新兴技术, 成为

荧光素、放射性同位素和酶标记技术以外的又一大

补充。与三大标记技术相比, 免疫胶体金试纸条检测

禽流感可以现场操作、结果直观、灵敏度高、操作简

单 , 适用于 AVI H5 亚型的特异性诊断和流行病学

调查。

2.2 GIS 监测技术 用 GIS 技术分析流感流行与地

理环境、气候及宿主动物分布的关系, 在传染病预防

和控制方面发挥重要的作用。

近年德国 Vechta 大学开发的 VetGIS 软 件 , 用

于畜牧业流行性疾病数据的收集、分析和管理, 并在

1999- 2000 年意大利禽流感疫情监测中发挥了重要

作用[13]。

在中国 , 2005 年方立群 , 曹春香 [14]应用 GIS 分

析了中国大陆高致病性禽流感的空间分布特征 , 以

及高发病区域及其疫情分布相关的环境因素。分析

显示中国大陆高致病性禽流感的空间分布为随机分

布, 且具有明显的地域聚集性, 并探讨了疫情发生的

相关环境因素, 显示禽流感疫情多发生在冬季气温

较低, 相对温度和平均气压较高的气象条件下; 2007

年 王 建 华 等 [15]和 王 靖 飞 等 [16]利 用 ArcGIS 9.0 软 件

建 立 了 禽 流 感 疫 情 监 测 GIS, 并 借 助 该 系 统 直 接

和清晰地揭示了禽流感疫情现状和趋势。孙根年 ,

杨欢欢[17]于 2006 年通过 Internet 搜集各国禽流感信

息, 以及与禽流感发生地相关的环境信息 , 利用 GIS

分析了全球禽流感的时空动态及其与候鸟迁徙的关

系。认为( 1) 近百年来全球禽流感的暴发具有年际尺

度的周期性 , 从 40 年周期缩短为 10 年周期 , 发生

频率加快、危险性增大, 禽流感的暴发与生态环境恶

化的趋势一致; 近 3 年全球禽流感的年内分布具有

明显的季节性, 主要集中在秋末冬初和冬末春初, 该

时段季节交替、气温变化剧烈, 应是禽流感暴发的诱

因。( 2) 通过对 2000 年前和近 3 年禽流感发生地的

地理制图研究, 发现全球禽流感疫源地分布在从西

欧经地中海至西亚, 从中南半岛、东南亚穿越太平洋

至拉丁美洲的弧形地带上, 这里是全球海陆交互作

用最为强烈的复杂地带, 气候潮湿、凉爽, 水禽、飞禽

活动集中, 人类活动排放的某些有毒化学物质及其

导致的水域污染是流感病毒变异的诱因。( 3) 将近3

年全球禽流感的时空分布与候鸟迁徙路线相比较 ,

在亚、欧、非“世界岛”内春、秋季 8 条路线上, 禽流感

的时空分布与候鸟迁徙具有良好的对应关系, 因此,

候鸟迁徙应是全球禽流感传播的一个重要途径。

2.3 流感、禽流感预测模型 流感、禽流感流行趋

势的预测预报工作是预警工作的重要组成部分 , 通

过建立流感、禽流感流行趋势预测模型或技术体系,

以先进技术驱动流感、禽流感预警并以此支撑流感

预防控制系统;保证疫情暴发时的防控。

盛庆云等 [18]在收集 2003 年以来世界禽流感暴

发数据的基础上, 应用灰色动态理论进行禽流感暴

发关联分析, 分析并解决了禽流感暴发时, 正确认识

禽类禽流感( H5N1) 暴发次数与人感染禽流感患者

数、病死人数的关系 ; 分析世界禽流感暴发以来,禽

类中禽流感暴发次数、人感染禽流感情况; 分析世界

禽流感流行趋势, 并根据分析结果建立了禽流感暴

发预测模型。禽流感流行趋势的研究, 使我们建立了

禽流感预警的长效机制; 实践证实的科学分析方法,
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将为应对大规模的禽流感暴发提供先进技术; 禽流

感流行趋势模型建立,拓宽了视野,使我们摆脱了过

去禽流感预防控制工作中,缺乏预见性,因而缺乏主

动性的被动局面。从而增加了禽流感预防预见性,

提高了禽流感预防控制工作质量。
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